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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Ursprung und Evolution der Mitochondrien

Mitochondrien sind Organellen, die in allen eukaryontischen Zellen, mit Ausnahme von

Erythrozyten und einigen ein- bis wenigzelligen Lebewesen (Protisten), vorkommen.

Die ersten Berichte iiber intrazelluldre Strukturen, bei denen es sich modglicherweise um
Mitochondrien handelte, reichen bis in die 40er Jahre des 19. Jahrhunderts zuriick (Henle,
1841), als gerade erst ein paar Jahre zuvor der Zellkern entdeckt wurde (Brown, 1833). Durch
Altmann wurden sie dann spiter als ,,Bioblasten* bezeichnet. Er kam zu dem Schluss, dass sie
»elementare Organismen® seien, die in den Zellen leben und dort wichtige Funktionen
ausfiihren, da sie in allen Zellen zu finden waren (Altmann, 1890). Im Jahr 1898 fiihrte Benda
aufgrund ihres faden- und knotenformigen Erscheinungsbildes dann die Bezeichnung

,,Mitochondrien* ein (Benda, 1898).

Man geht davon aus, dass der Ursprung der Mitochondrien auf einen einmaligen
Endosymbioseprozess zuriickgeht (Margulis, 1975). Gensequenzvergleiche stiitzen die
Annahme, dass moglicherweise anaerobe Archaebakterien atmungsaktive a-Proteobakterien
aufgenommen haben, die sich dann zu den ersten energieproduzierenden Organellen
entwickelten (Gray et al., 1999; Vellai und Vida, 1999). Die genetische Information der
Mitochondrien wurde im Laufe der Evolution auf ein Minimum reduziert und zum Teil in das
Kerngenom {ibertragen (Gray, 1993). Aus diesem Grund ist der GroBteil der mitochondrialen

Proteine durch die nukledre DNA codiert (Scheffler, 2001).

Mitochondrien werden nicht de novo synthetisiert. Vielmehr vermehren sie sich in
Abhéngigkeit von den Wachstumsbedingungen durch Abschniirungen aus bereits
existierenden Organellen. Wéhrend der Mitose werden die Organellen dann gleichmafig auf

Mutter- und Tochterzellen verteilt.

Die Vererbung der Mitochondrien erfolgt, entgegen den Mendelschen Regeln, nahezu
ausschlieBlich maternal (Hutchison III et al., 1974; Giles et al., 1980; Case und Wallace,
1981). In den Spermien sind die Mitochondrien an der Basis des Flagellums lokalisiert,
welches bei der Befruchtung abgeworfen wird. Dadurch geht ein GrofBteil der minnlichen
Mitochondrien schon bei der Befruchtung der Eizelle verloren (Piko und Matsumoto, 1976).

Sollten dennoch einzelne mannliche Mitochondrien auf die Eizelle iibertragen werden, erfolgt
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ihr Abbau recht schnell innerhalb der ersten Zellteilungen (Hiraoka und Hirao, 1988; Kaneda
et al, 1995). Die paternalen Mitochondrien werden wahrscheinlich kurz nach der
Befruchtung durch Ubiquitinylierung inaktiviert - ein Prozess, der einen proteolytischen
Abbau einleitet (Sutovsky et al., 1996). In seltenen Einzelfdllen konnte auch eine paternale

Vererbung festgestellt werden (Schwartz und Vissing, 2002).

1.2. Die Morphologie der Mitochondrien

Vergleichbar mit der Grofe von Bakterien haben Mitochondrien einen Durchmesser von

0,5-1 pm und eine Lénge von mehreren Mikrometern (Logan, 2007).

Die Mitochondrien besitzen zwei Lipidmembranen, weshalb man vier Subkompartimente
unterscheiden kann (Abb. 1-1): Die duBlere Membran, die aus Phospholipiden und Cholesterin

Intermembran- aufgebaut ist, grenzt  die

raum innere
Membran

Mitochondrien gegen das Zyto-
plasma ab und ist von der inneren
Membran  durch den Inter-
membranraum getrennt. Im
Gegensatz zu der glatten dulleren
Membran  bildet die innere
Membran Einstiilpungen aus, die in

das vierte Subkompartiment, die

Matrix  Cristae

Matrix, hineinragen und als Cristae
bezeichnet werden (Palade, 1952;
Daems und Wisse, 1966). Anstelle
des Lipids Cholesterin enthélt die
innere Mitochondrienmembran das
Lipid Cardiolipin, welches in

keinen anderen Membranen der

Zelle vorkommt. In der inneren

Abb. 1-1:  Schematische Darstellung und elektronen-
mikroskopische Aufnahme eines Mitochondriums
(modifiziert nach http://www.cropsci.illinois.edu/classes/cps
c112/Topicpages/form-function.cfm)

Membran sind zudem die Proteine
der oxidativen Phosphorylierung

integriert.
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1.3. Die Funktionen der Mitochondrien

Die Hauptfunktion der Mitochondrien ist die Bereitstellung der Energie in Form von
Adenosintriphosphat (ATP), das als universeller Energietriger unverzichtbar bei der

Aufrechterhaltung zelluldrer Funktionen ist.

Zunidchst wird das in der Glykolyse gebildete Pyruvat in die Matrix der Mitochondrien
transportiert, wo es durch das Enzym Pyruvat-Dehydrogenase zu Acetyl-CoA umgesetzt wird.
Zusammen mit dem bei der Fettsdureoxidation und dem Aminosiureabbau entstehenden
Acetyl-CoA wird es nun im Citratzyklus unter Bildung von CO, und H,O oxidiert. Die dabei
freigesetzten Elektronen dienen der Bildung der Reduktionsdquivalente Nikotinamid-
adenindinukleotid (NADH) und Flavinadenindinukleotid (FADH,), die anschlieBend bei der
oxidativen Phosphorylierung (OXPHOS) bendtigt werden.

Die Atmungskette ist aus fiinf Multi-Enzymkomplexen (Komplex I-V) zusammengestzt, die
aus rund 90 Untereinheiten bestehen (Abb. 1-2). An den ersten vier Komplexen, die die
Elektronentransportkette bilden, werden die Reduktionsdquivalente schrittweise oxidiert,
wobei die hierdurch freigesetzte Energie fiir die Erzeugung eines Protonengradienten iiber der
Innenmembran eingesetzt wird. Der fiinfte Komplex, die ATP-Synthase, nutzt anschlieend
das elektrochemische Potential des Protonengradienten zur Synthese von ATP in der

mitochondrialen Matrix.

Complex 1 11 I v \%
H+ l—l+ H*
Cytosol I / .\
Cli—a
/ Cu-ag
Fe—
FADH N W
Matrix FMN
FAD +H
NADH NAD* + H* i /_\

ADP+P; iy

Abb. 1-2: Schematische Darstellung der mitochondrialen Atmungskette mit ihren fiinf Proteinkomplexen
(Shoubridge, 2001)
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Die NADH-Ubichinon-Oxidoreduktase (NADH-Dehydrogenase, Komplex I), der grofite der
Enzymkomplexe der Atmungskette, besteht in Sdugermitochondrien aus 45 Untereinheiten,
von denen sieben durch die mtDNA codiert werden (Chomyn et al., 1986; Carroll et al.,
2003). An diesem Komplex werden Elektronen, die durch die Oxidation von NADH zu NAD"
gewonnen werden iiber eine Reihe von Eisen-Schwefel-Clustern transportiert und dann fiir die
Reduzierung von Ubichinon (Coenzym Q) zu Ubichinol genutzt. Gleichzeitig werden vier

Protonen {iber die Membran in den Intermembranraum gepumpt.

Der zweite Komplex der Atmungskette, die Succinat-Ubichinon-Oxidoreduktase (Succinat-
Dehydrogenase), ist das einzige membranstindige Enzym des Citratzyklus und katalysiert die
Oxidation von Succinat zu Fumarat. Bei diesem Vorgang erfolgt eine Ubertragung von
Elektronen des Succinats auf FAD, welches an die Succinat-Dehydrogenase gebunden ist und
zu FADH, reduziert wird. Wie bei der NADH-Ubichinon-Oxidoreduktase wird Ubichinon
durch die Ubertragung von Elektronen zu Ubichinol reduziert (Lancaster und Krdger, 2000).

Bei diesem Vorgang werden jedoch keine Protonen iiber die Membran gepumpt.

Die Ubichinol-Cytochrom c-Oxidoreduktase (Cytochrom c-Reduktase, Komplex III) ist ein
Dimer von zwei identischen Monomeren, die aus jeweils 11 Untereinheiten aufgebaut sind.
Nur eine dieser Untereinheiten, das Cytochrom b, wird durch die mitochondriale DNA

codiert.

Der Komplex III katalysiert den Transfer von Elektronen von Ubichinol auf Cytochrom c. Pro
Ubichinol-Molekiill werden dabei zwei Elektronen iibertragen und vier Protonen in den

Intermembranraum abgegeben (Darrouzet et al., 2001).

Am Ende der Elektronentransportkette werden Elektronen vom Cytochromc an die
Cytochrom c-Oxidase (Komplex IV) iibergeben. Dieser Komplex enthélt 13 Untereinheiten,
wovon drei durch die mitochondrialn DNA codiert sind. Vier Elektronen werden daraufhin
auf ein Sauerstoffmolekiil {ibertragen, das anschlieend mit vier Protonen zu zwei Wasser-
Molekiilen reduziert wird. Mit Hilfe der dabei freiwerdenden Energie kdnnen vier weitere

Protonen in den Intermembranraum gepumpt werden (Schultz und Chan, 2001).

Der fiinfte Komplex, die ATP-Synthase, nutzt den durch die vorangehenden Komplexe
gebildeten Protonengradienten, um die Synthese von ATP aus ADP und P; zu katalysieren.
Die menschliche ATPase besteht aus mindestens 16 Untereinheiten, von denen zwei durch

mitochondriale Gene codiert sind (Kagawa, 1999; Schultz und Chan, 2001).
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Das erzeugte ATP wird anschlieend iiber den Adenin-Nukleotid-Translokator (ANT) im
Austausch gegen ADP in das Zytosol der Zelle exportiert (Kholodenko et al., 1988). Dabei
wechselt der Komplex zwischen zwei verschiedenen Konformationen, die durch
Substratbindung auf der zytosolischen und der Matrix-zugewandten Seite gekennzeichnet sind

(Klingenberg et al., 1984).

Neben dem Citratzyklus sind auch Teile der B-Oxidation der Fettsduren und des Aminoséure-
abbaus in den Mitochondrien lokalisiert. Daneben werden in Mitochondrien zahlreiche
Stoffwechselprodukte wie Lipide, Pyrimidine, Aminosduren, Hdm, Eisen-Schwefel-Cluster
(Kispal et al., 1999; Schilke et al., 1999) und Steroide synthetisiert. Sie spielen dariiber hinaus
eine essentielle Rolle bei der Regulation des Ionenhaushalts (Brierley et al., 1994; Garlid,
1994; Gunter, 1994; Hansford, 1994), der Thermogenese (Nedergard und Cannon, 1992;
Matthias et al., 1999; Lowell und Spiegelman, 2000) der Aufrechterhaltung des zelluldren

Redoxpotentials sowie der Apoptose.

1.4. Das mitochondriale Genom

Als einziges Organell neben dem Zellkern (und den Chloroplasten in Pflanzenzellen)
verfiigen die Mitochondrien {iiber ein eigenes Genom. Seine Entdeckung geht auf
elektronenmikroskopische Aufnahmen zuriick, bei denen in den Mitochondrien fadenéhnliche
Strukturen zu erkennen waren, die durch DNA-abbauende Enzyme entfernt werden konnten

(Nass und Nass, 1963).

Das mitochondriale Genom des Menschen besteht aus einem zirkuldren doppelstringigen
DNA-Molekiil (Abb. 1-3), das 16569 bp umfasst und in einer supercoiled-Konformation
vorliegt. Dabei enthilt jedes Mitochondrium einer Zelle mehrere identische Kopien des DNA-
Molekiils (Shuster et al., 1988; Robin und Wong, 1988; Wiesner et al., 1992). Die genaue
Sequenz der humanen mitochondrialen DNA ist bereits seit 1981 bekannt (Anderson ef al.,
1981) und beinhaltet die Sequenz fiir 37 Gene. 13 Gene davon codieren Polypeptide, die
integrale Bestandteile von vier der fiinf Atmungskettenkomplexe sind. Sieben dieser Gene
(ND1 bis ND6 sowie NDA4L) codieren flir Untereinheiten der NADH-Ubichinon-Oxido-
reduktase (Komplex I) und eines (CYTB) fiir Cytochrom b, einen Bestandteil der Ubichinol-
Cytochrom c-Oxidoreduktase (Komplex III). AuBerdem liegen drei Gene (COX1 bis COX3)
fiir Untereinheiten der Cytochrom c-Oxidase (Komplex IV) sowie zwei Gene (ATP6/8) fiir
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Untereinheiten der ATP-Synthase (Komplex V) auf der mitochondrialen DNA vor. Daneben
befinden sich auf dem Genom noch zwei ribosomale RNAs (rRNAs) und 22 Gene fiir
transfer-RNAs (tRNAs), die fiir das mitochondriale Translations-System essentiell sind.

Dcox2 Kk ATPase8/6

Abb. 1-3: Genkarte des humanen mitochondrialen Genoms
P.: L-Strang Promotor, Py; und Py, H-Strang-Promotor, Op: Replikationsursprung des L-Stranges,
Oy: Replikationsursprung des H-Stranges

Die beiden Stringe der mtDNA konnen aufgrund ihres unterschiedlichen Purin- und
Pyrimidingehalts mittels eines Cidsiumchlorid-Gradienten in einen schweren Strang
(H-Strang, heavy) und einen leichten Strang (L-Strang, /ight) unterschieden werden (Clayton
et al., 1970; Kasamatsu und Vinograd, 1974; Berk und Clayton, 1974). Der Grofteil der
Information ist mit den Genen fiir zwei rRNAs, 14 tRNAs und 12 Polypeptiden auf dem
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H-Strang codiert, wihrend hingegen der L-Strang nur ein Protein- und acht tRNA-Gene trégt.
(Anderson et al., 1981; Attardi et al., 1982).

Im Gegensatz zum nukledren Genom ist das mitochondriale Genom extrem kompakt
strukturiert. Neben dem Fehlen von Introns grenzen die Gene teilweise ohne jegliche nicht
codierende Sequenz direkt aneinander oder iiberlappen sogar, so dass manche Terminations-
Codons erst nach der Transkription durch Polyadenylierung der mRNAs vervollstindigt
werden. Dabei sind die Protein- und rRNA-codierenden Gene meistens von einem tRNA-Gen
flankiert. Dieser Umstand fiihrte zu der Hypothese, dass das Primértranskript an den tRNA-
Sekundarstrukturen durch einen RNase P-dhnlichen Mechanismus gespalten wird (Ojala et
al., 1980; Ojala et al., 1981; Clayton, 1984). Insgesamt gibt es nur drei nichtcodierende
Regionen, von denen der grofte 1123 bp umfasst und als Displacement-Loop (D-Loop)
bezeichnet wird (Anderson et al., 1981).

Der D-Loop stellt einen Bereich dar, der flir die Regulation der Replikation und Transkription
des mitochondrialen Genoms verantwortlich ist. In ihm liegen die Promotoren fiir die
Transkription sowie den Startpunkt der Replikation des H-Stranges. Die Bezeichnung
Displacement-Loop beschreibt eine der Hauptkonformationen der mitochondrialen DNA, die
an dieser Stelle eine Tripel-DNA-Struktur aufweist. Sie enthélt ein kurzes, neu synthetisiertes
H-Strang-Molekiil (7S-DNA), welches mit dem L-Strang Basenpaarungen eingeht (Crews et
al., 1979; Doda et al., 1981; Tapper und Clayton, 1981).

Die mitochondriale DNA kommt vermutlich in DNA-Protein-Komplexen vor, die als
Nucleoids bezeichnet werden. Sie enthalten bis zu zehn DNA-Molekiile und sind als hunderte
von einzelnen Punkten in der Matrix visualisierbar (Nass, 1969; Iborra ef al., 2004; Legros et
al., 2004). Es wurden bereits mehrere Proteine identifiziert, die in den Nucleoids vorkommen,
wie zum Beispiel der mitochondriale Transkriptionsfaktor A (TFAM, mtTFA), die
mitochondriale DNA-Polymerasey (POLG), das mitochondriale DNA-Einzelstrang-
bindeprotein (mtSSB) oder die mitochondriale DNA-Helikase Twinkle (Bogenhagen et al.,
2003; Garrido et al., 2003; Wang und Bogenhagen, 2006; Spelbrink, 2009). Zudem wurden
auch Proteine gefunden, die mit der inneren Membran assoziiert sind, weshalb man davon
ausgeht, dass die Nucleoids an der inneren Membran verankert sind (Albring et al., 1977,

Barat et al., 1985; Garrido et al., 2003).
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1.5. Die Transkription der mitochondrialen DNA

Die fiir die Transkription und Replikation der mtDNA notwendigen Elemente befinden sich
innerhalb des 1123 bp groBBen Displacement-Loops (D-Loop). Diese, von den Genen fiir die
tRNA™ und tRNAP™® umrahmte Region (Anderson et al., 1981), beinhaltet neben den
Promotoren fiir den H- bzw. L-Strang, den Replikationsursprung des H-Stranges (Op),

konservierte Sequenzblocke (CSB I-1I1) und Terminations-assoziierte Sequenzen (TAS).

Die Steuerung der Transkription bei der humanen mtDNA erfolgt durch drei unabhingige
Promotoren: einen H- und L-Strang-Promotor in der D-Loop-Region, mit der Bezeichnung
HSP1 (heavy strand promotor 1) und LSP (light strand promotor), und einen zweiten
H-Strang-Promotor namens HSP2 (heavy strand promotor 2) im tRNA™-Gen (Montoya et
al., 1982; Bogenhagen et al., 1984).

Die genauen Startpunkte der Transkription des H-Strangs liegen im HSP1 bei dem
Nukleotid 561 (ITy, initiation of transcription site on the heavy strand 1) bzw. im HSP2 an
Position 638 (ITyy), widhrend die Transkription des L-Stranges bei Position 407 (ITy,
initiation of transcription site on the light strand) im LSP startet. ITy; und [Ty werden jeweils
von einer 15 bp-Konsensus-Sequenz umrahmt, wihrend der 1Ty, nur wenig Ahnlichkeit zeigt
(Chang und Clayton, 1984; Hixson und Clayton, 1985; Taanman, 1999). Die Transkripte von
ITy; beginnen 16 bp stromaufwiérts der tRNA™ und enden am 3’- Ende der 16S rRNA. Die
Transkripte des ITy, kommen seltener vor und umfassen fast den gesamten H-Strang

(Montoya et al., 1982).

Die Transkription erfolgt durch eine mitochondriale RNA-Polymerase (POLRMT,
mtRNApol), die eine hohe Sequenzédhnlichkeit zu RNA-Polymerasen aus Bakteriophagen
aufweist (Masters et al., 1987). Im Gegensatz zu letzteren besitzt die POLRMT jedoch nicht
die Fahigkeit, selbststindig mit der Promotor-DNA zu interagieren und so die Transkription
zu initieren, sondern bendtigt dafiir zusétzliche trans-aktive Faktoren (Fisher und Clayton,

1985; Prieto-Martin et al., 2001).

Der mitochondriale Transkriptionsfaktor A (TFAM, mtTFA) war der erste Transkriptions-
faktor, der in Mitochondrien identifiziert wurde. TFAM hat eine Grof3e von 25 kDa und ist ein
Mitglied der HMG-Familie (high mobility group). Uber zwei HMG-Box-Dominen strom-
aufwirts der Initiationsstellen des HSP1 und LSP (-12 bis -39 bp) kann TFAM an den
D-Loop der mtDNA binden (Parisi und Clayton, 1991) und sorgt dadurch fiir ein Entwinden
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des Promotor-Bereichs, so dass dieser Bereich fiir die POLRMT zugéinglich wird (Shadel und
Clayton, 1997). Der Transkriptionsfaktor bindet praferentiell starker am LSP als am HSP und
verstirkt damit deutlich die Transkription des L-Stranges (Fisher et al., 1987).

Zwei weitere Transkriptionsfaktoren, die mitochondrialen Transkriptionsfaktoren B1
(TFB1IM) und B2 (TFB2M), konnen einzeln mit der POLRMT heterodimerisieren
(Falkenberg et al., 2002).

HeP2| HSP1| TR \\ Tas
|<_ _______ = " cse Oy
RNA
S 5 -
RNA o FOLRMT @@ mTERF
TFB1M or
@
& TFAM o oM

Abb. 1-4: Schematische Ubersicht der D-Loop-Region in der humanen mtDNA sowie der daran
ablaufenden Transkriptionsinitiation
Folgende Elemente mtDNA sind dargestellt: HSP1: H-Strang-Promotor 1, HSP1: H-Strang-Promotor 2, LSP: L-
Strang-Promotor, Opy: Replikationsursprung des H-Stranges, CSB I-III: konservierte Sequenzblocke,
TAS: Terminations-assozierte Sequenzen. Zudem sind folgende bei der Transkription beteiligten Proteine
abgebildet: POLRMT: RNA-Polymerase, TFAM: mitochondrialer Transkriptionsfaktor A, TFBIM und
TFB2M: mitochondriale Transkriptionsfaktoren B1 und B2, mTERF: Terminationsfaktor (modifiziert nach
Fernandez-Silva et al., 2003)

In-vitro-Experimente  zeigten, dass die POLRMT nur in Anwesenheit der
Transkriptionsfaktoren in der Lage ist, an den mtDNA-Promotoren zu binden und mit der
Transkription zu beginnen (Falkenberg ef al., 2002). Der basale Transkriptions-
initiationskomplex besteht demnach aus der POLRMT, TFAM und entweder TFB1M oder
TFB2M.

Wihrend die Primértranskripte vom HSP2 bzw. LSP ausgehend fast liber die gesamte
Genomlédnge reichen, werden vom HSP1 nur kurze Transkripte generiert, die bis zum Ende
des 16S rRNA-Gens reichen. Der Terminationsfaktor mTERF unterbindet dabei die
Elongation {iber das 3’-Ende des 16S rRNA-Gens hinaus. Er bindet an der Terminationsstelle
im tRNA"™"-Gen und kann die Transkription vermutlich durch eine Interaktion mit der

POLRMT stoppen (Fernandez-Silva et al., 1997; Fernandez-Silva et al., 2003). Zudem kann
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mTERF die Termination der Transkription auf dem L-Strang einleiten. Inwiefern die

Termination der H-Strang-Transkription ausgehend vom HSP2 erfolgt, ist noch ungeklart.

Phylogenetische Analysen haben gezeigt, dass mTERF zu einer gro3en Proteinfamilie gehort,
die sich iiber Metazoa und Pflanzen erstreckt. Dabei wurden drei weitere Homologe zu
mTERF (neu: mTERF1) entdeckt, die als mTERF2 bis mTERF4 bezeichnet werden (Linder
et al., 2005). Bisher wurde jedoch nur fiir mTERF3 eine Funktion als negativer Regulator der
mitochondrialen Transkription gefunden, wihrend den beiden anderen Proteinen noch keine

Funktion zugeordnet werden konnte (Park et al., 2007).

Um sicherzustellen, dass geniigend rRNAs fiir die Ribosomen des mitochondrialen
Translationsapparates zur Verfligung stehen, erfolgt die Transkription ausgehend vom HSP1
10-60-mal héufiger als vom HSP2. Der Terminationsfaktor mTERF interagiert dabei nicht nur
mit der Terminationsstelle, sondern zusdtzlich auch mit dem Initiationspunkt im HSPI.
Dadurch kommt es zur Ausbildung einer Schleife aus der dazwischen befindlichen Region,

die eine Reinitiation der Transkription am HSP1 erleichtert (Martin et al., 2005).

1.6. Die mitochondriale RNA-Prozessierung und Proteinbiosynthese

Da die Primértranskripte der mitochondrialen DNA polycistronisch aufgebaut sind, miissen

sie anschlieBend noch prozessiert werden.

Man geht davon aus, dass die die Protein-Gene flankierenden tRNA-Bereiche in den
Primértranskripten Kleeblatt-dhnliche Sekundirstrukturen ausbilden und dass diese
Strukturen als Erkennungsstellen fiir die Prozessierungsenzyme dienen. Durch die Spaltung
der tRNAs an den 5’- und 3’-Enden kommt es gleichzeitig zur Freisetzung der rRNAs und
tRNAs. In den Fillen, in denen die Proteingene nicht von einer tRNA flankiert werden, nimmt
moglicherweise die Protein-codierende RNA selbst eine Kleeblatt-dhnliche Sekundéarstruktur

an (Ojala et al., 1980; Ojala et al., 1981; Montoya et al., 1983).

Bereits wihrend oder kurz nach dem Herausschneiden erfolgt die Reifung der mRNAs und
rRNAs durch Polyadenylierung am 3’-Ende (Amalric et al., 1978). Dabei werden ohne
Vorkommen eines Polyadenylierungssignals durch eine mitochondriale Poly(A)-Polymerase
bei den mRNAs ungefdhr 55 Adenylreste angehiingt, wohingegen der Poly(A)-Schwanz bei
den rRNAs nur 1-10 Nukleotide lang ist (Dubin et al., 1982). Somit ist in den Mitochondrien

10
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die Liange der Poly(A)-Schwiénze deutlich kiirzer als in den Kern-mRNAs, die 200 bis 250
hinzugefiigte Adenylreste besitzen. Ein weiterer Unterschied zu zytosolischen mRNAs ist das

Fehlen einer 5’Cap-Struktur bei mitochondrialen mRNAs (Grohmann et al., 1978).

Die Polyadenylierung spielt eine wichtige Rolle bei der Stabilisierung der RNAs, und zudem
werden unvollstindige Stop-Codons (U oder UA) einiger mRNAs erst durch sie zu einem
UAA komplettiert. (Ojala et al., 1981). Die Reifung der tRNAs erfolgt durch Anhéngen einer
CCA-Sequenz durch eine ATP(CTP):tRNA-Nukleotidyltransferase (Doersen et al., 1985;
Rossmanith ez al., 1995).

Die Translation der mitochondrialen mRNAs erfolgt in der Matrix an eigenen Ribosomen,
den Mitoribosomen. Diese unterscheiden sich von den zytosolischen Ribosomen in ihrer
Zusammensetzung (RNA, Proteinen), ihrer GroBe und der Sensitivitit gegeniiber dem
Antibiotikum Chloramphenicol (Attardi und Ojala, 1971; Borst und Grivell, 1971). Sie dhneln
in starkem Mal prokaryontischen Ribosomen, und auch die Translation verlduft dhnlich wie
in Prokaryonten. Allerdings besitzen mitochondriale mRNAs keine 5’-Leader-Sequenz bzw.
Shine-Dalgarno-Sequenz, die ein Binden und Erkennen der Ribosomen gestattet (Grohmann
et al., 1978), dennoch beginnen sie wie bei Prokaryonten mit dem Codon fiir N-Formyl-
methionin (Montoya et al., 1981). Die kleine mitoribosomale Untereinheit bindet die
mitochondrialen mRNAs jedoch in einer sequenzunabhingigen Weise (Christopher et al.,

1978; Liao und Spremulli, 1989).

Codon Nuklearer Code Mitochondrialer Code
AUA Isoleucin Methionin
AGA Arginin Stop
AGG Arginin Stop
UGA Stop Tryptophan

Tab. 1-1: Unterschiede zwischen nukleirem und mitochondrialem Code
(O'Brien et al., 1990)

In den Mitochondrien wird im Unterschied zur zytosolischen Transkription ein leicht
verdnderter Code verwendet (Tab. 1-1). Durch eine Vereinfachung des Codon-Anticodon-
Erkennungsmechanismus konnen alle 61 Codons durch die 22 mitochondrialen tRNAs

abgelesen werden, wihrend dafiir im Zytoplasma 32 tRNAs notwendig sind (Avner ef al.,

11
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1989; Osawa et al., 1992). Deshalb konnen viele mRNAs aus dem Zytoplasma nicht in
Mitochondrien und umgekehrt translatiert werden. Mitochondrien stellen daher eine eigene

genetische Einheit dar (Brown et al., 1979; Wallace, 1982).

1.7. Die Replikation mitochondrialer DNA

Die Replikation des mitochondrialen Genoms ist nicht an die Synthese der nukledren DNA in
der S-Phase gekoppelt (Bogenhagen und Clayton, 1977); sie erfolgt sowohl in sich teilenden

als auch in postmitotischen Zellen (Magnusson et al., 2003).

Die mitochondriale DNA wird mittels einer eigenen Replikationsmaschinerie dupliziert. Viele
Bestandteile davon wurden bereits charakterisiert, doch bestimmte Enzymaktivititen, wie
zum Beispiel die Primaseaktivitit fiir die Folgestrangsynthese, wurden bisher noch nicht
eindeutig charakterisiert (Falkenberg et al., 2007). Uber den eigentlichen Mechanismus der
mtDNA-Replikation werden kontroverse Debatten gefiihrt. Das bisherige Modell beschreibt,
wie die mitochondriale Replikation von zwei Replikationsurspriingen aus asymmetrisch
verlduft (Clayton, 1982; Shadel und Clayton, 1997), wéihrend das zweite Modell eine
symmetrische Replikation der mtDNA annimmt (Holt et al, 2000; Yang et al., 2002;
Bowmaker et al., 2003)

Beim asymmetrischen Modell beginnt die Replikation des H-Stranges am Oy, der
stromabwiérts des LSP liegt. Der fiir die Initiation benétigte Primer wird durch die vom LSP
ausgehende Transkription gebildet (Chang und Clayton, 1985). Das dabei entstehende RNA-
Fragment bleibt {iber die konservierten Sequenzblocke (CSB I-III) an die DNA gebunden.
Zusammen mit dem verdringten H-Strang bildet dieses RNA/DNA-Hybrid eine stabile
dreistrangige Struktur, die als R-Loop bezeichnet wird (Xu und Clayton, 1996). Der RNA-
Strang wird durch eine Endonukleaseaktivitit an bestimmten Stellen in der Opy-Region
gespalten und kann darauthin als Primer fiir die DNA-Synthese des H-Stranges durch die
mitochondriale DNA-Polymerase y (POLG) dienen (Lee und Clayton, 1997; Graziewicz et
al., 2006).

Die Replikation des H-Stranges bricht in den meisten Féllen im Bereich der Terminations-
assoziierten Sequenzen (TAS, 700 bp stromabwirts des Oy) ab (Abb. 1-4). Durch den

Terminationsvorgang entsteht die sogenannte 7S DNA, die zusammen mit den beiden

12
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Strangen der mtDNA die charakteristische dreistrdngige Struktur des D-Loop ergibt (Clayton,
1982). Wird jedoch die H-Strang-Synthese weitergefiihrt, erreicht sie nach 2/3 der Elongation
den Op, wodurch die Replikation des L-Stranges in entgegengesetzter (asymmetrischer)
Richtung beginnt. Die verdrdngte einzelstriangige DNA am Oy bildet eine stem-loop-Struktur
aus, die zur Rekrutierung einer moglichen mitochondrialen Primase flihrt (Wong und Clayton,
1985). Diese synthetsiert in der thymidinreichen Region des Loops den RNA-Primer fiir die
Replikation des L-Stranges. Im Bereich einer Pentanukleotidsequenz an der Basis der
Sekundirstruktur erfolgt der Ubergang zwischen RNA- und DNA-Synthese (Hixson et al.,
1986). Sind beide Stringe repliziert, werden die RNA-Primer entfernt, Liicken aufgefiillt
sowie ligiert und superhelikale Windungen in die geschlossenen zirkuliren mtDNA-Molekiile

eingefiihrt (Shadel und Clayton, 1997).

N -
aw
&E_ Initiationszone

0O, freigelegt
L-Strang-Synthese

o=

— Zwei komplette DNA-Molekiile

o0

Ein komplettes und ein unvollstindiges DNA-Molekiil

Abb. 1-5: Die zwei Modelle der mitochondrialen Replikation
(modifiziert nach Graziewicz et al., 2006)

Die Initiation der Replikation beim symmetrischen Modell erfolgt an mehreren Startpunkten
innerhalb eines 4 kb groflen Bereichs, der sich iiber die Gene CYTB, ND6 und ND5 erstreckt
(Bowmaker et al., 2003). Dabei lauft die Synthese der beiden Stringe gleichzeitig in beide
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Richtungen ab. Das Modell basiert auf der Untersuchung von Replikationsintermediaten mit
Hilfe von 2D-Gelelektrophorese-Experimenten, in denen Strukturen auftraten, die nach dem
asymmetrischen Modell nicht zu erkldren sind (Holt et al, 2000; Yang et al., 2002;
Bowmaker et al., 2003; Holt und Jacobs, 2003).

Neben der POLG sind bei beiden Replikations-Modellen noch eine Reihe weiterer Proteine
beteiligt: Dazu zdhlen unter anderem Topoisomerasen des Typs I und II, die superhelikale
Windungen in der mtDNA entfernen bzw. in diese einfithren (Castora und Simpson, 1979;
Castora et al., 1985) sowie TWINKLE, eine ATP-abhéngige Helikase, die doppelstringige
DNA-Regionen entwindet (Spelbrink et al., 2001; Zhang et al., 2001). Wahrend der
Replikation werden einzelstringige DNA-Bereiche durch das Protein mtSSB (single strand
binding) stabilisiert (Hoke et al., 1990; Farr et al., 1999). Am Ende der Replikation wird eine
Ligase benotigt, die beide Enden der einzelnen Stridnge miteinander verbindet (Berk und

Clayton, 1974; Levin und Zimmerman, 1976).

1.8. Proteinimport in Mitochondrien

Mitochondrien enthalten zwischen 1000 (S. cerevisiae) und 1500 (H. sapiens) verschiedene
Proteine (Sickmann et al., 2003; Perocchi et al., 2006; Pagliarini et al., 2008). Von diesen
werden allerdings nur rund 1% an den Mitoribosomen der mitochondrialen Matrix
synthetisiert, die restlichen 99% an zytosolischen Ribosomen als Préproteine. Deshalb sind
die Proteine der mitochondrialen Import- und Faltungs-Maschinerie essentiell fiir das

Uberleben der Zelle (Neupert und Herrmann, 2007).

Damit die Préproteine zu den Mitochondrien transportiert werden konnen, enthalten sie
Signalsequenzen, die sich bei den Matrixproteinen als Prasequenzen am Aminoterminus der
Polypeptidkette befinden. Sie bestehen aus 10 bis 50, in seltenen Fillen auch bis zu 100
Aminosduren und bilden eine positiv geladene amphipatische a-Helix (Gasser et al., 1982;
Suissa und Schatz, 1982; Saitoh et al., 2007). Da nur ungefaltete Proteine durch die Membran
transportiert werden konnen, ist es notwendig, dass das Priprotein durch zytosolische
Faktoren, wie zum Beispiel den prisequenzbindenden Faktor (PBF), in einer importfidhigen
Struktur gehalten wird (Ostermann et al., 1989). Um in die Mitochondrien importiert zu
werden, muss die Signalsequenz von den Rezeptoren des Translokationskomplexes der

duBeren Membran (TOM, translocase of the outer membrane) erkannt werden. Bei diesen
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Rezeptoren handelt es sich um Tom20, das die hydrophobe Oberfliche der a-Helix erkennt
und diese an Tom22 weiterleitet, das mit der positiv geladenen Oberfldche der Signalsequenz
interagiert (Moberg et al., 2004; Saitoh et al., 2007; Yamano et al., 2008). AnschlieBend wird
das Priprotein mit Hilfe von Tom5 an das integrale Membranprotein Tom40 weitergereicht,
das einen Kanal fiir den Transport durch die duflere Membran bildet (Ahting et al., 2001;
Model et al., 2008). Nach dem Transport durch die d&uBBere Membran wird das Priprotein iiber
die Intermembranraumdoméne von Tom22 an den Translokationskomplexes der inneren
Membran (TIM, translocase of the inner membrane), den TIM23-Komplex, weitergeleitet
(Komiya et al., 1998; Kanamori ef al., 1999; Esaki et al., 2003; Esaki et al., 2004; Chacinska
et al., 2005).

Matrix preprotein
with presequence

Inner-membrane
protein with
internal signals

B-barrel outer-

" Cytosolic
chaperone

Matrix protein

Abb. 1-6: Schema des Proteinimports in Mitochondrien
(Rehling et al., 2004)
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Der TIM23-Komplex wird aus drei essentiellen Proteinen gebildet: Tim50 mit einer
Rezeptorfunktion im Intermembranraum (Mokranjac et al., 2009; Tamura et al., 2009), dem
kanalbildenden Protein Tim23 (Meinecke et al., 2006) und Tim17, das an der Rekrutierung
des Translokationsmotors und der Sortierung beteiligt ist (Chacinska et al., 2005; Martinez-
Caballero et al., 2007). Das Membranpotential spielt eine wichtige Rolle beim Protein-
transport, da es den Tim23-Kanal aktiviert. Tim44 ist auf der Matrixoberfliche der inneren
Membran mit dem TIM23-Komplex sowie dem mitochondrialen Hitzeschockprotein
mtHSP70 (mitochondrial heat shock protein) aus der Matrix assoziiert (Krayl et al., 2007;
Slutsky-Leiderman et al., 2007), das ATP-abhidngig mit dem hereinkommenden Préprotein
interagiert und dadurch den aktiven Transport in die Matrix herbeifiihrt. Nach dem Import in
die mitochondriale Matrix wird die Signalsequenz durch spezifische Peptidasen MIP
(mitochondrial intermediate peptidase) und MPP (mitochondrial processing peptidase)
abgespaltet (Bohni ef al., 1983), und es entsteht das maturierte Protein.

Membranstindige Proteine und Proteine, die im Intermembranraum lokalisiert sind, besitzen
andere Signalsequenzen, die nicht immer abgetrennt werden. Jedoch werden alle
mitochondrial lokalisierten Proteine {iiber den TOM-Komplex in die Mitochondrien

eingeschleust (Chacinska et al., 2009).

1.9. Fusion und Fission von Mitochondrien

Mitochondrien sind hochdynamische Organellen und kdnnen zum Beispiel in Sdugerzellen
durch Fusions- und Fissionsvorgdnge unterschiedliche Formen annehmen: von langen,
netzwerkartigen Strukturen bis hin zu einzelnen kugelformigen Organellen (Bereiter-Hahn

und Véth, 1994).

Ein wichtiger Grund fiir die Fusion und Fission von Mitochondrien ist der Austausch von
Matrix- und Membranbestandteilen. So kénnen zum Beispiel Auswirkungen von Mutationen
der mtDNA reduziert werden, indem es zu einer funktionellen Komplementierung der

Genprodukte kommt (Nakada ef al., 2001; Ono et al., 2001).

Die Schliisselproteine fiir die Mitochondrienfusion sind zwei groBe GTPasen; Mitofusin I
(Mfn1) und Mitofusin I (Mfn2) (Santel und Fuller, 2001; Chen et al., 2003) - sowie OPA1
(Optic Atrophy protein 1) (Alexander et al., 2000; Delettre et al., 2000; Olichon et al., 2006).
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Diese Proteine kdnnen miteinander interagieren und sind gemeinsam an der mitochondrialen

Fusion beteiligt (Guillery et al., 2008).

Die beiden Mitofusine Mfnl und Mfn2 besitzen eine sehr grole Sequenzhomologie (Santel
und Fuller, 2001) und werden in nahezu allen Geweben exprimiert. Sie sind in der dufleren
Mitochondrienmembran lokalisiert, wobei die N-terminale GTPase-Doméne und die
C-terminale coiled-coil-Domine in das Zytosol ragen. Mfn1 und Mfn2 kdnnen sowohl Homo-
als auch Heterodimere ausbilden, wodurch zwei Mitochondrien aneinander gebunden werden.
Dies geschieht durch die Interaktion zwischen Heptadrepeats zweier coiled-coil-Doménen
(Chen et al., 2003; Ishihara et al., 2004; Koshiba et al., 2004). Obwohl die beiden Mitofusine
essentiell fiir die Fusion sind, sind ihre Funktionen bei anderen Vorgéngen noch weitgehend
unbekannt. Es wird sogar vermutet, dass sie direkt an der Fusion der beiden &ufleren

Membranen beteiligt sind; dieser Vorgang ist allerdings noch nicht vollstindig aufgeklart.

Weitere an der Fusion der dulleren Membran beteiligte Proteine scheinen ein Mitofusin-
Bindeprotein (MIB) sowie das Stomatin-dhnliche Protein 2 (Stoml2 bzw. SLP2) zu sein (Eura
et al., 2006; Hajek et al., 2007). Thre Funktion ist jedoch scheinbar, wie bei einigen Proteinen
der Bcl-2-Familie, auf die Regulation der Fusion beschrankt. Einen weiteren Regulator stellt

Mito-PLD, ein Mitglied der Phospholipase D-Superfamilie, dar (Choi et al., 2006).

Das Protein OPA1 ist beim Menschen in mindestens acht verschiedenen Isoformen zu finden
(Delettre et al., 2000). Es ist mit der inneren Mitochondrienmembran assoziiert und besitzt am
C-Terminus eine GTPase- sowie eine GTPase-Effektor-Doméne, die in den Intermembran-

raum ragen (Wong et al., 2000; Griparic et al., 2004).

Wie die Fusion der inneren Membran im Einzelnen ablduft, ist ebenfalls noch nicht
vollstindig geklirt, OPA1 scheint dabei jedoch eine essentielle Rolle zu spielen (Griparic et
al., 2004; Ishihara et al., 2006).

Bei der mitochondrialen Fission kommt dem Dynamin-verwandten Protein 1 (Drpl) eine
grundlegende Rolle zu. Es besteht aus einer GTPase-, einer Zentral- sowie einer GTPase-
Effektor-Domine und befindet sich sowohl im Zytosol verteilt als auch punktférmig an den
Mitochondrien lokalisiert (Karbowski et al., 2007; Wasiak et al., 2007). Einige dieser

mitochondrialen Foci sind mit spateren Teilungsstellen identisch (Smirnova et al., 2001).

Das zweite wichtige an der Fission beteiligte Protein ist das Fisl, das gleichmiBig iiber die

duBlere Membran der Mitochondrien verteilt vorliegt. Es sorgt dafiir, dass Drpl an die
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Mitochondrienmembran rekrutiert wird. AnschlieBend kommt es zu einer Einschniirung der

Mitochondrien durch Drp1 und letztendlich zur Teilung (Smirnova et al., 2001).

1.10. Zellen ohne mitochondriales Genom

Zellen, die kein mitochondriales Genom mehr enthalten, werden als pO-Zellen bezeichnet. Die
Standardmethode zur Herstellung solcher Zellen ist die Zugabe von Ethidiumbromid in das
Kulturmedium. Da Ethidiumbromid stérker in die mitochondriale DNA als in die Kern-DNA
interkaliert, wird die Replikation der mtDNA in Sdugerzellen inhibiert, wihrend das
Kerngenom weiterhin dupliziert werden kann. Zudem gibt es Berichte iiber eine spezifische
Hemmung der mitochondrialen DNA-Polymerase y durch Ethidiumbromid (Tarrago-Litvak et
al., 1978). Nach einer Langzeitinkubation mit Ethidiumbromid erhdlt man durch den
Verdiinnungseffekt p’-Zellen. Bei den ersten so hergestellten p’-Zelllinien handelte es sich
um Vogelzellen (Desjardins et al., 1985; Morais et al., 1988); spéter wurde auf diese Weise
auch bei anderen Zelllinien die mtDNA entfernt (King und Attardi, 1989; Miller et al., 1996).

Auch andere Substanzen eignen sich fiir die Entfernung der mtDNA: So wurden zum Beispiel
Zellen mit einem interkalierenden Antitumormittel Ditercalinium (Inoue ef al., 1997) oder 2°-
3‘-Didesoxycytidin (Nelson et al., 1997) in den p’-Zustand versetzt. Als weitere Methode ist
der Einsatz von Restriktionsendonukleasen mit einem mitochondrialen Signalpeptid moglich,
die in die Mitochondrien importiert werden und dort die mitochondriale DNA zerschneiden

(Kukat et al., 2008).

Damit die Zellen iiberleben, obwohl die Atmungskette in ihren Mitochondrien aufgrund der
fehlenden Untereinheiten nicht mehr funktioniert, miissen bestimmte Zusitze dem
Kulturmedium zugegeben werden. Bei diesen Zusédtzen handelt es sich um Uridin und
Pyruvat. Teilweise muss auch, aufgrund der schlechteren Energieausbeute durch die fehlende
oxidative Phosphorylierung, die Glucosekonzentration im Medium erhdht werden (King und
Attardi, 1996). Da durch die defekte Atmungskette vermutlich die Funktion der
Dihydroorotat-Dehydrogenase gestort ist, kann die Zelle kein Cytidin und Thymin mehr
synthetisieren. Das zugegebene Uridin kann diesen Mangel jedoch autheben, weil es in
Cytidin und Thymin umgewandelt werden kann. Durch die Supplementierung des Mediums
mit Pyruvat kann das bei der Glykolyse gebildete Reduktionsdquivalent NADH wieder zu

NAD" oxidiert werden, um fiir neue Reaktionen zur Verfiigung zu stehen.
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1.11. Mitochondriale Gendefekte und Erkrankungen

Uber die letzten 20 Jahre haben sich mitochondriale Fehlfunktionen als ein wichtiger Faktor
bei einer Vielzahl neuromuskulédrer und neurodegenerativer Erkrankungen herausgestellt. Da
in den Enzymkomplexen der Atmungskette sowohl kern- als auch mitochondrial-codierte
Untereinheiten enthalten sind, konnen sowohl Mutationen im Kerngenom als auch

Veranderungen der mitochondrialen DNA zu Beeintriachtigungen der Atmungskette fiihren.

Die mitochondriale DNA weist im Vergleich zum Kerngenom eine 10-20fach hohere
Mutationsrate auf (Brown et al., 1979; Wallace, 1987). Obwohl DNA-Reparatursysteme in
Mitochondrien existieren (Dianov et al., 2001; de Souza-Pinto et al., 2009), sind sie nicht
ausreichend, um den oxidativen Schaden der mtDNA, der durch die Ndhe zu den
Atmungsketten-Komplexen und den dort gebildeten Sauerstoffradikalen (ROS, reactive
oxygen species) entsteht, zu kompensieren (Raha und Robinson, 2000). Zudem fehlt der
mitochondrialen DNA die schiitzende Wirkung von Histon-Proteinen. Dadurch akkumulieren

die Mutationen im Laufe des Lebens (Cortopassi et al., 1992).

Die meisten mtDNA-Verdnderungen sind neutrale Polymorphismen, die sich bei der
Verfolgung menschlicher Migrationsbewegungen als sehr niitzlich erwiesen haben (Ingman et
al., 2000). Die ersten pathogenen mtDNA-Mutationen wurden im Jahre 1988 identifiziert
(Holt et al., 1988; Wallace et al., 1988). Seitdem wurden etwa 250 pathogene Mutationen,
Punktmutationen und Léngenverdnderungen der mitochondrialen DNA charakterisiert, die
verschiedene Krankheiten mit unterschiedlichen Phénotypen verursachen (McFarland et al.,
2007). Da alle im mitochondrialen Genom codierten Gene direkt oder indirekt am Aufbau des
OXPHOS-Systems beteiligt sind, verwundert es nicht, dass oft Gewebe mit besonderer
Abhéngigkeit von der mitochondrialen ATP-Synthese und einem hohen Energieverbrauch

betroffen sind, wie zum Beispiel die Herz- und Skelettmuskulatur sowie das visuelle System.

Die Verdnderungen der mtDNA kann man in Deletionen und Punktmutationen einteilen. Die
meisten Deletionen sind zwischen 1,3 und 8 kb gro3 und umfassen mehrere Gene (Schon et
al., 1989). Sie sind meist zwischen den beiden Replikationsurspriingen Oy und Or. zu finden
und sind typischerweise von kurzen Repeatsequenzen flankiert (Samuels et al., 2004; Bua et
al., 2006). Punktmutationen konnen iiberall auf der mtDNA auftreten, wobei jedoch mehr als
die Hailfte der bekannten krankheitsassoziierten Punktmutationen in den tRNA-Genen

lokalisiert sind (Wallace et al., 1992). Man bezeichnet sie daher als Hotspots (Lauber et al.,

19



Einleitung

1991). Wiéhrend Basensubstitutionen in Proteingenen nur einzelne Bestandteile der
Atmungskette betreffen, wird durch Mutationen in den tRNA- und rRNA-Genen die gesamte
mitochondriale Proteinbiosynthese und somit alle mitochondrial codierten Atmungs-
kettenuntereinheiten beeintrachtigt. Eine Unterversorgung der Zelle mit ATP durch ein

inhibiertes bzw. funktionsunfiahiges OXPHOS-System ist die Folge (DiMauro ef al., 1985).

Sehr hiufig treten folgende klinischen Symptome bei den Patienten auf:

e Muskelschwéchen
e verschlechterte Sehkraft bis hin zur Erblindung
e cpileptische Anfille

e (Gleichgewichtsstorungen

Das spéte Auftreten einiger mitochondrialer Erkrankungen ldsst sich durch die mitochondriale
DNA-Segregation erkldren. Hierbei konnen Tochterzellen entstehen, die entweder nur die
mutierte bzw. nur die Wildtyp-mtDNA enthalten (Homoplasmie) oder eine Mischung beider
mtDNA-Varianten (Heteroplasmie). Uberschreitet der Anteil der mutierten mtDNA dabei

einen gewissen Schwellenwert, so zeigen sich erste klinische Symptome (Wallace, 1986).

Im Folgenden sind die wichtigsten mitochondrial bedingten Erkrankungen aufgefiihrt:

MERFF (Myoclonic epilepsy and ragged red fibers)

Bei dieser Erkrankung ist neben den Muskeln auch das Zentralnervensystem betroffen.
Meistens findet sich die Punktmutation 8344A>G im tRNA™*-Gen (Shoffner et al., 1990;
Yoneda et al., 1990; Silvestri et al., 1993).

MELAS (Mitochondrial encephalopathy, lactic acidosis and stroke like episodes)

Symptome sind hdufig Schlaganfall-dhnliche Episoden, Migrdne-artige Kopfschmerzen mit
Erbrechen, Bewusstseinsstorungen und epileptische Anfille. In {iber 80% der Félle kann eine
spezifische Punktmutation (3243A>G) im tRNA""-Gen nachgewiesen werden (Goto ef al.,
1990; Hess et al., 1991). Weitere Mutationen befinden sich ebenfalls in diesem Gen, aber

auch in Protein-codierenden Genen.
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LHON (Leber’s hereditary optic neuropathy)

LHON ist relativ organspezifisch und betrifft meist nur die retinalen Ganglien des Sehnervs.
Deshalb duflert sich die Krankheit hauptsdchlich durch einen Sehkraftverlust bis hin zur
Blindheit. In 95% der Fille bestehen folgende Punktmutationen: 11778G>A, 3469G>A und
14484T>C (Man et al., 2002).

CPEOQ (Chronic progressive external ophthalmoplegia)

Patienten mit CPEO zeigen eine Lahmung der Augenmuskulatur (Ophthalmoplegie), die
iiberwiegend erst im Erwachsenenalter auftritt. Ursache sind typischerweise Deletionen in der

mtDNA (Moraes et al., 1989; van Goethem et al., 2003)

NARP (Neuropathy, ataxia, and retinitis pigmentosa)

NARP ist eine progressive neurodegenerative Erkrankung, die durch Neuropathie, Ataxie und
Retinitis pigmentosa gekennzeichnet ist. Ublicherweise wird NARP durch die Punktmutation

8993T>G ausgelost (Holt et al., 1990; Rojo et al., 2006).

Leigh Syndrom

Neben geistigem Zuriickbleiben oder sogar dem Verlust erworbener Féhigkeiten fallen eine
allgemeine Muskelschwiche, Augenbewegungs- und Schluckstérungen sowie Ataxie auf. Als
Ursache sind unterschiedliche mtDNA-Mutationen oder auch Verdnderungen der nukledren

DNA bekannt (Finsterer, 2008).

KSS (Kearns-Sayre syndrome)

Das Kearns-Sayre Syndrom ist als eine spezielle Variante der CPEO anzusehen und betrifft
mehrere Organe. Es wird durch verschiedene Deletionen in der mtDNA verursacht (Moraes et

al., 1989; Maceluch und Niedziela, 2006).

Daneben sind auch die Parkinson-, Alzheimer- und Huntington-Krankheit mit
Mitochondriendefekten assoziiert, allerdings sind dabei Proteine die Ausloser, die im Kern-

genom codiert sind und in mitochondriale Funktionen eingreifen (Zeviani und Carelli, 2007).
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1.12. Ansitze zur Therapie mitochondrialer Gendefekte

Mitochondrialer Erkrankungen werden bisher unter anderem mit der Gabe stoffwechsel-
aktiver Substanzen (zum Beispiel Cofaktoren von Atmungskettenenzymen) therapiert, die die
Defekte im oxidativen Energiestoffwechsel kompensieren sollen. Allerdings konnte diese
Therapieform nur in Ausnahmefillen eine deutliche Verbesserung des Gesundheitszustands
der Patienten erzielen (Shoffner et al., 1990; Chinnery und Turnbull, 2001; Finsterer, 2009).
Eine Heilung ist ausgehend von derartigen Therapieansétzen allein durch die Tatsache, dass
letztendlich nur die Symptome behandelt werden, nicht zu erwarten. Dahingegen wéren
Therapien, die auf den Krankheitsausloser der Erkrankung abzielen, als chancenreicher
anzusehen. Eine denkbare Therapieform wire die somatische Gentherapie, bei der der
Gendefekt der mitochondrialen DNA korrigiert wird. Dazu miisste der Anteil der mutierten
mtDNA unter den fiir die Ausprigung klinischer Symptome notwendigen Schwellenwert
gedriickt werden, um die Wiederherstellung des normalen Phénotyps zu ermoglichen. Ideal

wire jedoch eine vollstindige Entfernung der mutierten DNA.

Eine Therapie konnte mittels unterschiedlicher Strategien erfolgen:

e Kompetitierung der mutierten Gene durch Einschleusen intakter replikativer und
transkriptionsaktiver Gene

e Austausch der mutierten Gene gegen intakte Gene durch Rekombination

e Inhibierung der Replikation mutierter mtDNA durch Antisense-Oligonukleotide

e Degradation mutierter mtDNA

Die ersten drei Strategien sind auf den Transport von Nukleinséuren in die Mitochondrien

angewiesen. Bislang stellt dies allerdings eine gro3e Hiirde dar.

Der aktive Transport von kernkodierten RNAs und tRNAs in die Mitochondrien ist bei Hefen
(Martin et al., 1979), Protozoen (Simpson und Shaw, 1989) und Pflanzen (Gray und Boer,
1988) bekannt. An isolierten humanen Mitochondrien wurde ebenfalls der Import einer Hefe-
tRNA dokumentiert (Entelis et al., 2001). Allerdings ist es bisher nicht gelungen, den Import

groferer Nukleinsduren in Sduger-Mitochondrien in-vivo nachzuweisen.

Eine zweite Moglichkeit besteht in der Nutzung physikalischer Transformationsmethoden. So

wurde bereits DNA durch Elektroporation in Mitochondrien eingefiihrt, jedoch waren diese
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Mitochondrien vorher aus den Zellen isoliert worden (Collombet et al., 1997). Als weitere
physikalische Methode wurde die Gene Gun bzw. Particle Gun eingesetzt, bei der
Mikroprojektile aus Gold oder Wolfram genutzt werden, um DNA in Zellen zu bringen. Die
DNA wird dabei an die Oberfliche der Partikel gebunden und kann am Zielort wieder
freigesetzt werden. Bei der Transformation von Chloroplasten in Pflanzen wird diese
Methode schon erfolgreich eingesetzt (Kanevski und Maliga, 1994; Barone ef al., 2009; De
Marchis et al., 2009). Auch in der Griinalge Chlamydomonas reinhardtii gelang die
Transformation von Chloroplasten und Mitochondrien (Boynton et al., 1988; Yamasaki et al.,
2005; Remacle et al., 2006). In Hefezellen konnten ebenfalls Mitochondrien mittels der Gene
Gun mit exogener DNA beladen werden (Fox ef al., 1988; Johnston et al., 1988; Sulo et al.,
1995; Meunier, 2001). Diese positiven Ergebnisse beruhen darauf, dass die Zielorganellen in
den verwendeten Organismen im Vergleich zu den Mitochondrien in Sdugerzellen sehr grof3
sind. Da die verwendeten Partikel einen Durchmesser von mindestens 0,3 um haben, ist es
zum Beispiel nahezu unméglich die normalgroen Mitochondrien menschlicher Zellen zu
penetrieren ohne sie dabei zu zerstoren. Aufgrund dieses Problems ist auch eine weitere
physikalische Transformations-Methode, die Mikroinjektion, in Mitochondrien nicht

realisierbar.

Der Protein-Importapparat kann ebenfalls fiir den Transport von Nukleinsduren in die
Mitochondrien genutzt werden. So wurde gezeigt, dass Konjugate aus einem mitochondrialen
Signalpeptid und doppelstringiger DNA mit einer Lange von 17 bis 322 bp in die Matrix
isolierter Mitochondrien importiert werden konnen. Die Lange der DNA zeigte dabei keinen
Einfluss auf das Importverhalten, so dass man davon ausgehen kann, dass auch langere DNA-

Molekiile auf diese Weise eingeschleust werden konnen (Seibel et al., 1995).

Des Weiteren wurde versucht, grolere DNA-Molekiile mit Hilfe von kationischen
Lipidvesikeln durch die Plasmamembran der Zelle bis in die Ndhe der Mitochondrien zu
bringen. Dazu wurde ein 5,3 kb grof3es Plasmid in sogenannte DQAsomen verpackt, die ihren
Inhalt nach dem Kontakt mit Mitochondrienmembranen freisetzen sollen (D'Souza et al.,
2005). Zudem wurde das Plasmid zusétzlich noch mit einer mitochondrialen Signalsequenz
versehen, um nach Freisetzung aus den Vesikeln einen Import in die Mitochondrien zu

erlauben.

Die Nutzung von Signalpeptiden erdffnet die Moglichkeit der Antisense-Strategie. Antisense-

Nukleotide binden spezifisch an die gewiinschten DNA-Sequenzen und verhindern ihre
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Replikation, wodurch eine Verschiebung des heteroplasmatischen Verhéltnisses von mutierter
zu Wildtyp-mtDNA zugunsten der Wildtyp-mtDNA die Folge ist. In diesem Zusammenhang
wird der Einsatz von Peptidnukleinsiduren (PNAs, peptide nucleic acids) erforscht, welche
synthetische DNA-Analoga sind, in denen das Desoxyribose-Phosphat-Riickgrat durch
Peptide ersetzt ist. In-vitro konnten die PNAs die Synthese mutierter mtDNA blockieren, bei
primédren Zelllinien von Patienten konnte jedoch keinerlei Einfluss auf das heteroplasmatische
Verhéltnis von mutierter zu Wildtyp-mtDNA festgestellt werden (Taylor et al., 1997;
Chinnery et al., 1999; Taylor et al., 2000; Flierl et al., 2003).

Fiir die letzte Strategie zur Behandlung mitochondrialer Gendefekte ist kein Transport von
Nukleinsduren in die Mitochondrien notwendig. Vielmehr werden die Zellen mit einem
nukledren Expressionsvektor behandelt, der ein Gen fiir eine Restriktionsendonuklease mit
einer mitochondrialen Signalsequenz tragt. Das Fusionsprotein wird im Zytosol synthetisiert
und in die Mitochondrien transportiert, wo es anschlieBend mitochondriale DNA mit der
passenden Erkennungssequenz spalten kann (Tanaka ef al., 2002). Allerdings ist diese
Methode nur anwendbar, wenn durch die Mutationen der mtDNA spezifische Restriktions-
schnittstellen entstehen, die in der Wildtyp-mtDNA nicht vorkommen, da sonst alle mtDNA-

Molekiile durch die Restriktionsendonuklease zerstort werden.

1.13. Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war es, eine Methode zu finden, mit der es mdglich ist, exogene DNA in die
Mitochondrien menschlicher Zellen einzubringen. Dazu sollten mehrere physikalische
Transfektionsmethoden auf ihre Eignung tiberpriift werden: der Beschuss von Zellen mit der
Gene Gun, der Einsatz magnetischer Partikel sowie die Mikroinjektion, die durch die in der
Arbeitsgruppe entwickelten Methoden zur Induktion von Megamitochondrien erst ermdglicht

wird.

Zuvor sollten die dafiir bendtigten Plasmidvektoren konstruiert werden. Diese Vektoren
sollten in Mitochondrien transkriptions- und replikationsaktiv sein und ein Reportergen

besitzen, das den Nachweis einer gelungenen Transfektion ermoglicht.

24



Material

2. Material

2.1. Zelllinien

Zelllinie

Eigenschaften

143B.TK"

143B.TK +pEGFP-Mito

143B.TK+pEGFP-OMP

143B.TK K7

HeLa 296-1

Organismus: Homo sapiens, weiblich
Ursprung: Osteosarkoma

adhérent

Organismus: Homo sapiens, weiblich

Ursprung: Osteosarkoma

adhérent

stabil transfiziert mit pPEGFP-Mito (2.4.3), dadurch griin-

fluoreszierende Mitochondrien (Matrix)

Organismus: Homo sapiens, weiblich

Ursprung: Osteosarkoma

adhérent

stabil transfiziert mit pEGFP-OMP (2.4.5), dadurch griin-

fluoreszierende Mitochondrienmembranen (duflere Membran)

Organismus: Homo sapiens, weiblich

Ursprung: Osteosarkoma

adhirent

Zellline ohne mitochondriale DNA, hergestellt durch
Transfektion mit einer mitochondrial lokalisierten Restriktions-

endonuklease

Organismus: Homo sapiens, weiblich

Ursprung: Cervixkarzinom

adhérent

Zelllinie mit einer Chloramphenicol-Resistenz durch eine

Punktmutation (T2991C) in der mitochondrialen 16S rRNA

Tab. 2-1:  Auflistung der verwendeten Zelllinien
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2.2. Zellkulturmedien

Zelllinie Zusammensetzung
143B.TK" Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
143B.TK+pEGFP-Mito mit 3,7 g/l NaHCOs, 4,5 g/1 Glucose, stabilem Glutamin und
143B. TK+pEGFP-OMP Natriumpyruvat

5% FCS

100 pg/ml Bromdesoxyuridin (BrdU)

143B.TK K7 Kultivierungsmedium:
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
mit 3,7 g/l NaHCOs, 4,5 g/1 Glucose, stabilem Glutamin und
Natriumpyruvat
5% FCS
100 pg/ml Bromdesoxyuridin (BrdU)
50 pg/ml Uridin

Selektionsmedium:

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)

mit 3,7 g/l NaHCOs, 4,5 g/l Glucose und stabilem Glutamin, ohne
Natriumpyruvat

5% dialysiertes FCS

100 pg/ml Bromdesoxyuridin (BrdU)

HeLa 296-1 Minimum Essential Medium (MEM)
mit Earle’s Salzen, 2,2 g/l NaHCO; und stabilem Glutamin
5% FCS
1% nicht-essentielle Aminosduren (NEA)

100 pg/ml Chloramphenicol

Tab. 2-2:  Auflistung der verwendeten Zellkulturmedien
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2.3. Bakterien

Stamm Genotyp Verwendung
E. coli F ®80dlacZAM15 A(lacZYA-argF)U169 deoR Plasmidvermehrung und
DH5a recAl endA1 hsdR17(rk” mk") phoA supE44 \- Standard-Klonierungen

thi-1 gyrA96 relAl

E. coli rpsL (Str™) thr leu thi-1 lacY galK galT ara tonA tsx Plasmidvermehrung ohne

JIM110 dam dem supE44 A(lac-proAB) [F” traD36 proAB  dam/dcm-Methylierung
laclZAM15]

E. coli F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcerBC) ®80lacZAM15 Klonierungen mit TOPO®-

TOP10 AlacX74 recAl araD139 A(araleu)7697 galU galK ~ Vektoren

psL (Str®) endA 1 nupG

E. coli recAl endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl Plasmidvermehrung, Standard-
XL1-Blue lac [F* proAB lacl"ZAM15 Tn10 (Tet")] Klonierungen und Mutagenese-
Ansitze

Tab. 2-3: Auflistung der verwendeten Bakterienstimme

2.4. Plasmidvektoren

2.4.1. pMAG2-1

Der Vektor pMAG2-1 enthélt die Basen 15904 bis 677 der humanen mitochondrialen DNA
und somit den vollstdndigen D-Loop. Er wurde als Ausgangsvektor fiir die Herstellung der

mitochondrialen Expressionsvektoren verwendet.
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f1(-) ori/(

D-loop ()

pMAG2-1

4280 bp

pUC ori

Abb. 2-1: Vektorkarte von pMAG2-1

2.4.2. pMAG2-2

Der Vektor pMAG2-2 enthdlt wie der Vektor pMAG2-1 den vollstindigen D-Loop der
humanen mitochondrialen DNA und trigt zusdtzlich die Transkriptions-Terminations-
Sequenz (TTS). Er diente ebenfalls als Ausgangsvektor fiir die Herstellung der

mitochondrialen Expressionsvektoren.

f1(-) ori D-loop (-)

pMAG2-2

4358 bp
Amp

TTS

pUC ori

Abb. 2-2: Vektorkarte von pMAG2-2
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2.4.3. pEGFP-Mito

Dieser Vektor trigt das Gen fiir EGFP, an dessen C-Terminus das Signalpeptid der
menschlichen Cytochrom-c-Oxidase-Untereinheit 8 fusioniert wurde. Dadurch wird das

Protein in die Matrix der Mitochondrien transportiert.

P CMV
pucori
/ o
EGFP
HSV TK polyA pEGFP-Mito

4759 bp

SV40 polyA

SV40 ori

Abb. 2-3: Vektorkarte von pEGFP-Mito

2.4.4. pEGFP-N1

Der Vektor pPEGFP-N1 der Firma Clontech ermdglicht die Expression eines Fusionsproteins,
an dessen N-Terminus EGFP lokalisiert ist. Wird der Vektor ohne einklonierte Sequenzen
eingesetzt, ist das EGFP im gesamten Cytoplasma und dem Zellkern sichtbar.

puc % /A—Ji ﬂv

\\L’\

? -

MCs

EGFP
HSV TK polyA pEGFP-N1

N
:
LU éw SV40 polyA
h
faniee \\E\\L&\ y //4)ri
- /(7_—%—5

4733 bp

Abb. 2-4: Vektorkarte von pEGFP-N1
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2.4.5. pEGFP-OMP

Dieser Vektor trigt das Gen fiir EGFP, an dessen N-Terminus der membransténdige Teil des
menschlichen OMP25-Proteins fusioniert wurde. Dadurch ist das Fusionsprotein in der

aufleren Membran der Mitochondrien lokalisiert.

P CMV

. iy o
pUCori ’j—l:H b
5> - -

/// \\ \\
Y 4
y

EGFP

HSV TK polyA
pEGFP-OMP

4831 bp
OMP25-Frag.

SV40 polyA
Kan/Neo A y
\\\ W

(N 1 ori

<
SV40 ori

Abb. 2-5:  Vektorkarte von pEGFP-OMP

2.4.6. pAR1219

Das Plasmid pAR1219 enthidlt das Gen fiir die T7-RNA-Polymerase hinter einem lacUV5-
Promotor. Es diente als Template fiir PCR-Reaktionen bei den Klonierungen der T7-RNA-

Polymerase.

T7-RNA-Polymerase

pAR1219

8779 bp
rop

P lacUV5S

Abb. 2-6: Vektorkarte von pAR1219
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2.4.7. pCR®II-TOPO®

Dieser Vektor ist Teil des TOPO® TA Cloning® Kit Dual Promoter der Firma Invitrogen. Er
wurde zur Klonierung von PCR-Produkten mit einem Adenosin-Uberhang am 3’-Ende
verwendet. Das enthaltene lac-Operon ermoglicht eine Blau-Wei3-Selektion zur
Identifizierung positiver Klone.

lacZo ATG
M13 Reverse Primer \ Sp6 Promoter +

CAG GAA ACA GCT ATG ACC ATG ATT “CA AGC TRT TTA GGT GAC ACT ATA G
GTC CTT TGT CGA TAC THG TAC TAA GGT TCG A AAT CCA CTG TGA TAT CTT
Nsil Hind 1l Kpn'| Sac| BamH | Spe |

TAC TCA AGC TAT GCA TCA AGC TTG GTA CCG AGC TCG GAT CCA CTA GTA ACG GCC
ATG AGT TCG ATA CGT AGT TCG AAC CAT GGC TCG AGC CTA GGT GAT CAT TGC CGG

H o

BstX| EcoRI ECTR | Eco}‘:i v
> AGT GTG CTG G - C CTT LG GAR TTC TGC AGA TAT
5 TCA C GAC CTT RAG CGG GAREN PCR Product T CTT RAAG ACG TCT ATA

BstX | Not | Xho | Nsil Xba | Apa |

\ | | (|
CCA TCA CAC TGG C CTC GAG CAT GCA TCT AGA
GGT AGT GTG ACC G GAG CTC GTA CGT AGAR TCT

T7 Promoter M13 (-20) Forward Primer
AGT GAG TCG TAT TAC AAT TCA |[CTG GCC GTC GTT TTA C CGT CGT GAC TGG GAR AAC
TCA CTC AGC ATA ATG TTA AGT [GAC C ARG CAR RAAT GTT GCA GCA CTG ACC CTT TTG

Abb. 2-7:  Vektorkarte und MCS von QgCR®II-TOPO®
(Quelle: TOPO® TA Cloning® Kit Dual Promoter, Invitrogen, 2006)

2.4.8. pCR®-XL-TOPO®

Dieser Vektor aus dem TOPO® XL PCR Cloning Kit der Firma Invitrogen wird vor allem zur
Klonierung groBer PCR-Produkte (>3 kb) mit einem 3’-Adenosin-Uberhang eingesetzt.
Analog zur Verwendung von pCR®II-TOPO® ist eine Blau-WeiB-Selektion moglich.
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M13 Reverse priming site Miu |

GTG

GTCCTT TGTCGATACT G

TACTAATG CGGTTCGATA AATCCACTGC GCAATCTTAT

|
201 CAC,%CAGGAE ACAGCTATGA CEATGATTAC GCCAAGCTAT TTAGGTGACG CGTTAGAATA

Ech36 I
Nsil  Hind lll nl Sac| BamH | Spe |

| “ [

|
261 CTCAAGCTAT GCATCAAGCT TGGTACCGAG CTCGGATCCA CTAGTAACGG CCGCCAGTGT
GAGTTCGATA CGTAGTTCGA ACCATGGCTC GAGCCTAGGT GATCATTGCC GGCGGTCACA

EcoR |1 EcoR 1 Pstl EcoRV

T
321 GCTGGRAATTC GOC CILG CCC CAATTCT GCAGATA
CGACCTTAAG CGG GAI XL PCR Product TTC CCG CTTAAGA CGTCTAT

Not | Xho | Nsi| Xba | Drall Apal T7 promoter/priming site

| |
357 TCCATCACAC TGGCGGCCGC TCGAGCATGC ATCTAGAGGG CCCAATTCG CCTATAGTGA
AGGTAGTGTG ACCGCCGGCG AGCTCGTACG TAGATCTCCC GGGTTAAGCE GGATATCACT

M13 Forward (-20) priming site

417 GTCGTATT’AC AATTC!;‘CTGG CCGTCGTTTT ACE}ACGTCGT GACTGGGAARR RCCCTGGCGT 470

AN

CAGCATAATG TTARAG

GACC GGCAGCAAAA TGTTGCAGCA CTGACCCTTT TGGGACCGCA

pCR-XL-TOPO®
3.5 kb

5
=
3
s

=

Abb. 2-8: Vektorkarte und MCS von pCR®-XL-TOPO®
(Quelle: TOPO® XL PCR Cloning Kit, Invitrogen, 2004)

2.5. Oligodesoxynukleotide

Name Sequenz

01562-FOR GCGCTGCAGTAACATGGTAAGTGTACTGGAAAGTGCAC (6]

03351-REV AATCTCGAGATTAGAATGGGTACAATGAG T

05465-FOR ACCACGCTACTCCTACCTATC X

06266-REV TCCGGCCTCCACTATAGCAG X

3'-ND4L-Psi CGCTTATAATGAGGGGCATTTGG (0]

3'-T7-trnK-HindIII GCGCAAGCTTCACTGTAAAGAGGTGTTGGTTCTCTTAATCTTTAACTTAAAAG B
GTTAATGCTAAGTTAGCTTTACAGTGGGCTCTAGAGGGGGTAGAGGGGGTGC
TACGCGAACGCG

5'-Bell-trnD-T7 CGCTGATCACAAAAAGGTATTAGAAAAACCATTTCATAACTTTGTCAAAGTT B

32
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5'-Xho-T7p-Cox3 GCGCTCGAGTAATACGACTCACTATAGGGATGAGGGTCTTAC (6]
Anker2 CGGACGTCACGCGTCGACCTACTTTTTTTTTTTTTTITTTTTT E
EGFP-001-FOR (4) CTTTTGGTCTCAATGATGGTGAGCAAGGG T
EGFP-068-FOR TAAACGGCCACAAGTTCAGCG T
EGFP-156-FOR CAAGCTGCCCGTGCCCTGACCCACCCTCGTGACCAC T
EGFP-191-REV GTGGTCACGAGGGTGGGTCAGGGCACGGGCAGCTTG T
EGFP-283-FOR CAGGAGCGCACCATCTTC T
EGFP-424-REV GCTTGTGCCCCAGGATGT T
EGFP-655-REV TGTGATCGCGCTTCTCGTT T
EGFP-716-REV (4) GTTAGTGGTCTCTATTTGTACAGCTCGTCC T
GFP Link 1 AGCTTGAAGACGCTAAGATGAGGGTCTTACTCTTTTAGTATAAATAGT X
GFP Link 2 CGGTACTATTTATACTAAAAGAGTAAGACCCTCATCTTAGCGTCTTCA X
GFP Link 3 ACCGTTAACTTCCAATTAACTAGTTTTGACAACATTCAAAAAAGAGTA X
GFP Link 4 TCATTACTCTTTTTTGAATGTTGTCAAAACTAGTTAATTGGAAGTTAA X
GFP Link 5 AAATTGGTATATAGTTTAAACAAAACGAATGATTTCGACTCATTAAA X
GFP Link 6 ATAATTTAATGAGTCGAAATCATTCGTTTTGTTTAAACTATATACCA X
GFP Link 7 TTATGATAATCATATTTACCAAATGCCCCTCATTTTTTCGTCTTCT X
GFP Link 8 GATCAGAAGACGAAAAAATGAGGGGCATTTGGTAAATATGATTATC X
pEGFP-Mito-0597-FOR ~ GGCCAAATGTCCGTCCTGACG T
T7-0001-FOR ATCCACCGGTCGCCACCATGAACACGATTAACATCG T
T7-0912-FOR CACTGATGCGCTACGAAGAC M
T7-1506-REV CCACCAAGTGTTCTCCAG M
T7-2018-REV GCCTGATTCGGCTGAGTG M
T7-2391-FOR GGCACACGAGAAGTACGG M
T7-2559-REV CAACTGGTCAGCGAACTGG M
T7-2651-REV AGTCGCGGCCGCTCTACGCGAACGCGA T
UAPkurz GTCACGCGTCGACCTAC E

Tab. 2-4:  Auflistung der eingesetzten Oligodesoxynukleotide
Hersteller: B - biomers.net, E - Eurogentec, M - Microsynth, O - Operon, T - Thermo, X - eigene Herstellung
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2.6. Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien bis auf die unten aufgefiihrten wurden von den Firmen

AppliChem (Darmstadt), Merck (Darmstadt), Carl Roth (Karlsruhe) und Sigma (Deisenhofen)

in Analysequalitidt bezogen. Fiir Wasch-, Fiarbe- und Entfarbe-Losungen wurden Alkohole

technischer Qualitét eingesetzt.

Bovines Serum Albumin
Blocking Reagent

DNA-Agar

dNTPs

FuGENE® HD

G-418 (Geneticin)

MATra-A

METAFECTENE" PRO
MitoTracker” Deep Red FM
MitoTracker” Red CMXRos
Natriumpyruvat-Losung
Nicht-essentielle-Aminosduren-Konzentrat
NuSieve® 3:1 Agarose
NuSieve® GTG Agarose
Penicillin-Streptomycin-Losung
Random Hexamer Primer
RiboLock™ RNase-Inhibitor
rNTPs

SeaKem®™ GTGNuSieve® GTG Agarose
SeaKem® LE Agarose
Trypsin-EDTA-Losung

Zellkulturmedien

34

Biochrom, Berlin

Roche, Mannheim

Serva, Heidelberg

MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Roche, Mannheim
Invitrogen, Karlsruhe

IBA, Géttingen

Biotex, Martinsried
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Biochrom, Berlin

Biochrom, Berlin

Cambrex, Rockland, USA
Cambrex, Rockland, USA
Invitrogen, Karlsruhe

MBI Fermentas, St. Leon-Rot
MBI Fermentas, St. Leon-Rot
MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Cambrex Bio Science, Rockland, USA
Cambrex, Rockland, USA
Biochrom, Berlin

Biochrom, Berlin
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2.7. Enzyme

DNase I (RNase-frei)
Klenow-Fragment
Pfu-DNA-Polymerase
Phusion DNA-Polymerase
Proteinase K

Restriktionsendonukleasen

RevertAid™ H Minus Reverse Transkriptase
RNase A (DNase-frei)

S1 Nuklease

Shrimp Alkalische Phosphatase (SAP)
T4-DNA-Ligase

T4-DNA-Polymerase
T4-Polynukleotidkinase (T4-PNK)
Tag-DNA-Polymerase

2.8. Kits

DIG DNA Labeling Kit

NucleoBond" PC 500 Kit

peqGOLD Plasmid Miniprep Kit I/I1
TOPO® TA Cloning” Kit Dual Promoter
TOPO® XL PCR Cloning Kit

VenorGeM" Mycoplasma Detection Kit
Wizard“SV Gel and PCR Clean-Up System

MBI Fermentas, St. Leon-Rot
MBI Fermentas, St. Leon-Rot
eigene Herstellung

Finnzymes, Espoo, Finnland
MBI Fermentas, St. Leon-Rot
New England Biolabs, Frankfurt a. M.
MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Roche, Mannheim

Boehringer, Ingelheim am Rhein
MBI Fermentas, St. Leon-Rot
MBI Fermentas, St. Leon-Rot
MBI Fermentas, St. Leon-Rot
MBI Fermentas, St. Leon-Rot
MBI Fermentas, St. Leon-Rot
MBI Fermentas, St. Leon-Rot
MBI Fermentas, St. Leon-Rot

eigene Herstellung

Roche, Mannheim
Macherey-Nagel, Diiren
Peqlab, Erlangen
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Minerva Biolabs, Berlin

Promega, Mannheim
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2.9. Antikorper

Antigen/ Hersteller/
Bezeichnung Herkunft Konzentration  Verdiinnung
Konjugat Bestellnummer
Digoxigenin - Anti-Digoxigenin-
SoMIE soxie Roche Schaf
Alkalische AP, Fab fragments 0,75 U/pl 1:10.000
11093274910 polyklonal
Phosphatase from sheep
T7 RNA
T7-RNA- Polymerase Novagen Maus WB: 1:10.000
1 mg/ml
Polymerase Monoclonal 70566 monoklonal IF: 1:150
Antibody
Ziege anti-Maus -  Ziege anti-Maus
Dianova Ziege
Alkalische IgG, Fc -Alk. Phos., 1:10.000
115-055-071 polyklonal
Phosphatase MinX Hu,Bo,Ho
Alexa Fluor” 488
) ) goat anti-mouse )
Ziege anti-Maus - Invitrogen
IgG (H+L) Ziege 2 mg/ml 1:250
AlexaFluor 488 A-11029
*highly cross-
adsorbed*

Tab. 2-5:  Auflistung der verwendeten Antikérper

2.10. Langenstandards

Alle verwendeten DNA- und Protein-Léngenstandards wurden von der Firma MBI Fermentas
(St. Leon-Rot) bezogen. Als DNA-Lédngenstandard diente fiir kleinere Fragmente bis 1 kb der
GeneRuler™ 100 bp Ladder Plus, fiir groBere der Lambda DNA/EcoRI+HindIII Marker und
bei Gelelektrophoresen mit mitochondrialer DNA der Lambda Mix Marker.
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GeneRuler™ 100 bp Ladder Plus Lambda DNA/EcoRI+Hindlll Marker, 3

bp ng/6ul bp na/6pl bp

— 21226* —219
— 3000 —28
— 2000 —28

— 5148/4973 — 53/51
— 1500 —28 — 4268 — a4 o ggggg
— 1200 —28 — 3530 —36 2 33498
= 1000 =8 = 29946
=800 — %; el — 23994/24508
— — (WY 10397+
— 600 —27 — 2027 —21 WY _ /053
— 500 — 80 — 1904 —20 R {5004
— 400 —30 — 1584 —16 1290
— 300 — 130 — 1375 — 14 0

gl — 10086

— 200 — 30 __8614*

— 047 —10 el — 8271
— 100 —30 . e

— 564 —6

125 1503
Abb. 2-9: Verwendete DNA-Lingenstandards

(Quelle: www.fermentas.com)

Als Protein-Langenstandard diente der Unstained Protein Molecular Weight Marker.

Unstained Protein Molecular Weight

e — 116,0 kDa - B-galactosidase (E. coli)

s — 66,2 kDa - Bovine serum albumin (bovine plasma)
S — 45,0 kDa - Ovalbumin (chicken egg white)

S — 35,0 kDa - Lactate dehydogenase (porcine muscle)
s — 250 kDa - Rease Bsp98l (E. coli)

s — 18,4 kDa - B-lactoglobulin (bovine milk)

s — 14,4 kDa - Lysozyme (chicken egg white)

Abb. 2-10: Verwendeter Protein-Lingenstandard
(Quelle: www.fermentas.com)

Lambda Mix Marker, 19

ng/6pl

61,5
4 695

Z 605

Z 54

— 44,5435
—35

—31

—27

—22

— 18

— 15,5
—15
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2.11. Puffer und Losungen

Coomassie-Farbelosung

Coomassie-Entfarbelosung

6x DNA-Probenpuffer

DIG-Detektionspuffer

25x FCS-Dialyse-Puffer

GTE-Losung 1

GTE-Losung 2

GTE-Losung 3

Homogenisierungspuffer I (pH 7,1)

38

20% Methanol (v/v) (oder Ethanol)
10% Essigsdure (v/v)
0,1% Coomassie Brilliantblau R-250

20% Methanol (v/v) (oder Ethanol)
10% Essigsdure (v/v)

10 mM Tris-HCI (pH 7,6)
60 mM EDTA

60% Glycerin

0,2% Orange G

100 mM Tris-HCI (pH 9,5)
100 mM NaCl

625 mM Tris-HCI (pH 7,5)
3,425 M NaCl
125 mM KCl

25 mM Tris/HCI (pH 8,0)
10 mM EDTA

50 mM Glucose

+ 1 Spatelspitze RNase A
Lagerung bei 4°C

0,2 M NaOH
1% SDS (w/v)

3 M Kaliumacetat

11,5% Essigséure

20 mM HEPES
0,9 mM Na,HPO,
25 mM EDTA

5 mM KCI

137 mM NaCl

55 mM Glucose
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Homogenisierungspuffer II (pH 7,4)

10x Laemmli-Laufpufter

LB-Medium

1x Maleinsdurepuffer

ML-Puffer (mitochondria lysis buffer)

Mowiol Einbettmedium

10 mM HEPES
10 mM EDTA
1% SDS (w/v)

3,03 g Tris (Endkonz. 250 mM)
144 g Glycin (Endkonz. 1,92 M)
10 g SDS (Endkonz. 1% (w/v)
ad 11ddH,0

10 g Trypton

5 g Hefeextrakt

10 g NaCl

ad 1 1ddH,0O

mit NaOH auf pH 7,0 einstellen, autoklavieren

100 mM Maleinsdure
150 mM NacCl
mit NaOH auf pH 7,5 einstellen

25 mM HEPES-KOH (pH7,6)
5 mM MgCl,

0,5mM EDTA

1 mM DTT

1 mM PMSF

10% Glycerin (v/v)

6 g Glycerin

2,4 ¢ Mowiol 4-88

1 h bei RT unter Riihren 16sen

+ 6 ml ddH,O

1 h bei RT riihren

+ 12,0 ml 0,2 M Tris-HCI (pH 8,5)

2h bei 50°C inkubieren und alle 20 min fir

2 min rihren

+ 25 mg/ml DABCO

16sen bis klar, 15 min bei 5.000x g zentrifugieren

Uberstand aliquotiert bei -20°C lagern
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MS-Pufter (mitochondria suspension buffer)

50x NBT/BCIP-Losung

NZY -Medium

PAGE-Lo6sung A
PAGE-Lo6sung B
PAGE-Lo6sung C
PAGE-Lo6sung D

10x PBS (pH 7.4)

10x Pfu-Reaktionspuffer (mit Mg”")

40

10 mM Tris-HCI (pH 6,7)
0,25 mM Sucrose (Analysenqualitit)
0,15 mM MgCl,

70% DMSO (v/v)

18,75 mg/ml NBT (Endkonz: ~23 mM)
9,4 mg/ml BCIP (Endkonz: ~22 mM)
Lagerung bei 4°C

10 g NZ-Amin (Casein-Hydrolysat)

5 g Hefeextrakt

5 g NaCl

ad 1 1ddH,0O

mit NaOH auf pH 7,5 einstellen, autoklavieren
+12,5ml 1 M MgCl,

+12,5ml 1 M MgSO,

+ 20 ml 1 M Glucose (sterilfiltriert)

Acrylamid 4K (30%) — Mix 37,5:1
1,5 M Tris-HCI (pH 8,8)

10% SDS (w/v)

0,5 M Tris-HCI (pH 6,8)

80 g NaCl (Endkonz.: 1,37 M)

2 g KCI (Endkonz.: 27 mM)

14,4 g Na,HPO, 2 H,O (Endkonz.: 100 mM)
2,4 ¢ KH,PO, (Endkonz.: 19,2 mM)

ad 1 1ddH,0O

200 mM Tris-HCI (pH 8,8)
100 mM KCl

60 mM (NH,),SO4

20 mM MgSO,

1% Triton X-100

1 mg/ml BSA

Lagerung bei -20°C
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Ponceau S-Farbelosung

4x Protein-Probenpuffer

10x Southern-Blocking Solution

Southern-Denaturierungspuffer

Southern-Hybridisierungspuffer

Southern-Waschpuffer

20x SSC

5% Sucrose-TE-Puffer (STE)

5% Sucrose-TE-Puffer+ (STE+)

1xSucrose-TE-Puffer mit MgCl, (STEM)

3% Trichloressigsdure (w/v)

0,2% Ponceau S (w/v)

200 mM Tris-HCI (pH 6,8)
8% SDS (w/v)

40% Glycerin (v/v)

20% B-Mercaptoethanol
0,04% Bromphenolblau (w/v)

1x Maleinsdurepuffer
10% Blocking Reagent (w/v)
Verdiinnungen mit 1x Maleinséurepuffer

herstellen

1,5 M NaCl
0,5 M NaOH

5% SSC

0,1% N-Lauroylsarcosin (w/v)
25% Formamid (v/v)

0,02% SDS (w/v)

2x Southern-Blocking Solution

1x Maleinsdurepuffer

0,3% Tween 20 (v/v)

3 M NaCl
300 mM Natriumcitrat

100 mM Tris-HCI (pH 7,0)
10 mM EDTA
1250 mM Sucrose (Haushaltszucker)

100 mM Tris-HCI (pH 7,0)
10 mM EDTA
1250 mM Sucrose (Analysenqualitét)

20 mM Tris-HCI (pH 7,0)

2 mM EDTA

250 mM Sucrose (Analysenqualitét)
50 mM MgCl,
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50x TAE-Puffer

10x Tag-Reaktionspuffer (mit Mg*")

10x Tag-(NH,),SO,-Reaktionspuffer (mit Mg*")

10x TBS

10x TBST

10x TE-Puffer

2x Transkriptionspuffer

Transkriptions-Stop-Puffer
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242 g Tris

57,1 ml Eisessig

100 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0)
ad 11ddH,0

100 mM Tris-HCI (pH 9,0)
500 mM KCI

1% Triton X-100

15 mM MgCl,

Lagerung bei -20°C

670 mM Tris-HCI (pH 8,8)
160 mM (NH4),SO4

0,1% Tween 20

25 mM MgCl,

Lagerung bei -20°C

100 mM Tris-HCI (pH 7.,4)
1,5 M NaCl

100 mM Tris-HCI (pH 7.,4)
1,5 M NaCl

1% Tween 20 (v/v)

100 mM Tris-HCI (pH 7.,4)
10 mM EDTA

20 mM Tris-HCI (pH 8,0)

20 mM MgCl,

2mM DTT

200 pug/ml BSA

20% Glycerin (v/v)

sterilfiltrieren, Lagerung bei -20°C

10 mM Tris

0,3 M Natriumacetat (pH 7,0)
15 mM EDTA

0,5% SDS (w/v)

mit HCI auf pH 8,0 einstellen
Lagerung bei -20°C



Material

1x TSS

Western-Blockierlosung

Western-Transferpuffer

2.12. Verbrauchsmaterialien

Corex-Glas-Zentrifugenrohrchen

Dialyseschlauch Spectra/Por 3, 12-14 kDa
Dialyseschlauch Spectra/Por 4, 3,5 kDa

Filterspitzen

Goldpartikel

Handschuhe
Injektionskapillare FemtoTip 11
Kryordhrchen, 2 ml
Macrocarrier

Messkiivette (Glas)
Messkiivette (Kunststoff)
Miracloth

Nylon-Membran (Porablot NY™)
Parafilm

Pasteurpipetten

PCR-Gefdl3e

Petrischalen

Pipettenspitzen

LB-Medium

10% PEG 4000 (w/v)
5% DMSO (v/v)

40 mM MgCl,

sterilfiltrieren, Lagerung bei -20°C

1x TBST
5% Magermilchpulver

0,303 g Tris (Endkonz. 25 mM)

14,4 g Glycin (Endkonz. 192 mM)

1 g SDS (Endkonz. 0,1% (w/v)
20% Methanol (v/v)
ad 11ddH,0

Corning, Lowell, USA
Spectrum, Breda, Niederlande
Spectrum, Breda, Niederlande
Greiner, Frickenhausen
Bio-Rad, Miinchen

Paul Hartmann, Heidenheim
Eppendorf, Hamburg

TPP, Trasadingen, Schweiz
Bio-Rad, Miinchen

Hellma, Miillheim

Carl Roth, Karlsruhe

Merck Chemicals, Nottingham, UK

Macherey-Nagel, Diiren
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Greiner, Frickenhausen
Sarstedt, Nimbrecht
Sarstedt, Nimbrecht

Eppendorf, Hamburg

43



Material

PVDF-Membran Immobilion-P
Reaktionsgefile, 1,5 und 2,0 ml

ReaktionsgefaBe, 15 und 50 ml
Rohrchen fiir Zellzdhler
Rupture Disks

Serologische Pipetten
Skalpellklingen

Spritzenfilter Millex, 0,2 um
Sterilfilter Steritop, 0,22 um
Sterilindikator-Klebeband
Stopping Screens

UVette

Verbandmull
Vernichtungsbeutel
Verschlussklammern Toppits
Whatman-Papier 3MM Chr
Zellkulturflaschen
Zellkulturschalen
Zellkulturschalen mit Glasboden
Zellschaber

2.13. Gerate

Autoklav V-150 Systec

Bakterienbrutschrank Heraecus FL. B 12
Destille Water still A4000D

Eismaschine AF 100 Scotsman
Elektrophoresekammer i-Mupid
Elektrophoresekammer Mini PROTEAN 3
Elektrophoresekammer Owl B1A, B3 und A6
Feinwaage Sartorius CP 64
Fluoreszenzmikroskop DMI4000 B
Fluoreszenzmikroskop DMI6000 B

44

Millipore, Schwalbach
Sarstedt, Nimbrecht
Eppendorf, Hamburg
Sarstedt, Niimbrecht
Beckman-Coulter, Krefeld
Bio-Rad, Miinchen

Sarstedt, Nimbrecht

Bayha, Tuttlingen
Millipore, Schwalbach
Millipore, Schwalbach
Hartenstein, Wiirzburg
Bio-Rad, Miinchen
Eppendorf, Hamburg

Paul Hartmann, Heidenheim
Carl Roth, Karlsruhe
Cofresco Frischhalteprodukte, Minden
Whatman, Dassel

Sarstedt, Niimbrecht
Sarstedt, Niimbrecht
Sarstedt, Nimbrecht

TPP, Trasadingen, Schweiz

Laborsystemtechnik, Wettenberg

Kendro, Langenselbold

Aquatron, Kungsham, Schweden

Scotsman Ice Systems, Mailand, Italien
Eurogentec, Koln

Bio-Rad, Miinchen

Thermo Fisher Scientific, Dreieich

Sartorius, Gottingen

Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Wetzlar
Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Wetzlar



Material

Gefrierschrank -20°C Premium NoFrost
Gefrierschrank -80°C Forma -86C ULT
Gene Gun PDS-1000/He
Glas-Homogenisator POTTER S, 60 ml
Konfokales Laser-Scanning-Mikroskop SP5
Laborschiittler Ika KS 260 Basic
Magnetriihrer MR 3001K
Mikroinjektor FemtoJet
Mikromanipulator InjectMan NI 2
Mikrowelle MW 500 PROFI

Mixer Waring Blender 8011EG
Netzteile E833 und E861

PCR-System GeneAmp 9700
Phasenkontrastmikroskop DMIL
pH-Meter pH 740 WTW

Photometer BioPhotometer

Pipetten Research (2,5, 10, 20, 100, 200, 1000 ul,
10 ml)

Pipettierhilfe Easypet

Plattentrockner SGD2000

Roto Shake Genie

Roller Mixer SRT1

Schiittler Forma orbital shaker
Schwarzweiss-Kamera DFC-350FX
SpeedVac SPD111V

Spiilmaschine Professional G 7883 CD
Sterilbank HeraSafe HSP 12
Stickstofflagertank CryoPlus 2
Thermomixer comfort

Trockenschrank FD 240

Ultra-Turrax T25 basic

Ultrazentrifuge Optima L-100 XP
UV-Transluminator mit Videokamerasystem
Alphaimager™ Biozym/Alpha Innotech

Vortexer Genie 2

Liebherr, Biberach an der Riss

Thermo Electron, Karlsruhe

Bio-Rad, Miinchen

Sartorius, Gottingen

Leica Mikrosysteme Vertriecb GmbH, Wetzlar
IKA® Werke, Staufen

Heidolph, Schwabach

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

AEG, Aachen

Waring, Torrington, USA

Consort, Turnhout, Belgien

Applied Biosystems, Weiterstadt

Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Wetzlar
Inolab, Weilheim

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Thermo Electron, Karlsruhe

Scientific Industries, Bohemia, USA
Bibby Sterilin LTD., Staffordshire, UK
Thermo Electron, Karlsruhe

Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Wetzlar
Thermo Electron, Karlsruhe

Miele, Giitersloh

Kendro, Langenselbold

Thermo Electron, Karlsruhe
Eppendorf, Hamburg

Binder, Tuttlingen

IKA-Werke, Staufen
Beckman-Coulter, Krefeld

Biozym, Hessisch Oldendorf

Scientific Industries, Bohemia, USA

45



Material

Waage Sartorius CP 3202 S
Wasserbad Memmert WB 22
Zellzéhler ViCell XR
Zentrifuge 5415 C
Zentrifuge 5415 R
Zentrifuge 5810 R
Zentrifuge MiniSpin
Zentrifuge Sorvall RC28-S

2.14. Software und Datenbanken

Adobe Acrobat X Standard
Adobe Photoshop CS4
AlphaEase FC und AlphaVIEW
BioEdit Sequence Alignment Editor
Core]DRAW X3

GenBank

Leica LAS 3.3.0

Leica LAS AF 2.2.1

Microsoft Office 2007
MITOMAP

NCBI BLAST

PubMed

Reference Manager 12

The Sequence Manipulation Suite
Visual Cloning 2000

Webcutter 2.0

46

Sartorius, Gottingen
Memmert GmbH, Schwabach
Beckman-Coulter, Krefeld
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Kendro, Langenselbold

Adobe Systems GmbH, Miinchen

Adobe Systems GmbH, Miinchen

Biozym, Hessisch Oldendorf
http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html
Corel, Unterschleilheim
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank

Leica Mikrosysteme Vertriecb GmbH, Wetzlar
Leica Mikrosysteme Vertriecb GmbH, Wetzlar
Microsoft, Unterschleilheim
http://www.mitomap.org
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed
Thomson ResearchSoft, Carlsbad, USA
http://bioinformatics.org/sms

Redasoft, Toronto, Kanada
http://rna.lundberg.gu.se/cutter2

http://users.unimi.it/~camelot/tools/cut2.html
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3. Methoden

3.1. Mikrobiologische Methoden

3.1.1. Ubernachtfliissigkulturen von Bakterien

Benotigtes Material:
LB-Medium

Antibiotikum-Stammldsung

Durchfiihrung:

Fiir eine Ubernachtfliissigkultur wurden je nach benétigter Menge 10 ml LB-Medium in
einem 50-ml-Roéhrchen oder 5 ml in einem 15-ml-Réhrchen vorgelegt. Bei Bedarf wurde zur
Selektion des gewlinschten Bakterienstammes das bendtigte Antibiotikum (Tab. 3-1) hinzu-
gefiigt. Das Medium wurde mittels einer sterilen Pipettenspitze mit einer gepickten Kolonie

von einer Agar-Platte und liber Nacht bei 37°C unter Schiitteln inkubiert.

Konzentration der . Stocklésung/ml Endkonzentration im
Antibiotikum . gelost in
Stocklosung Medium Medium
Ampicillin 50 mg/ml ddH,0 2-3 ul 100-150 pg/ml
Kanamycin 10 mg/ml ddH,0 5l 50 pg/ml
Tetracyclin 5 mg/ml Ethanol 10 ul 50 ug/mi
Chloramphenicol 34 mg/ml Ethanol 0,5-5 ul 17-170 pg/ml

Tab. 3-1: Eingesetzte Antibiotika-Konzentrationen

3.1.2. Bakterienkultur auf Agar-Platten
3.1.2.1. Herstellen von Agar-Selektionsplatten

Benotigtes Material:

LB-Medium

Agar-Agar
Antibiotikum-Stammldsung (vgl. 3.1.1)
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Durchfithrung:

Zur Herstellung von Agar-Platten wurden 15 g Agar in 11 LB-Medium eingewogen und
autoklaviert. Bei Bedarf erfolgte danach ab einer Temperatur von ca. 60°C eine Zugabe des
entsprechenden Selektionsmediums. Der fliissige Agar konnte anschlieBend in Petrischalen
gegossen werden. Nach dem Erstarren wurden die Platten {iber Nacht bei Raumtemperatur auf
den Deckel gedreht getrocknet und fiir bis zu vier Wochen bei 4°C gelagert (begrenzte
Haltbarkeit des Antibiotikums). Auf solchen bei 37°C vorgewédrmten Platten konnen die
entsprechenden Bakterienklone mit einer sterilen Impfose ausgestrichen und kultiviert

werden.

3.1.2.2. Herstellen von Agar-Platten fiir ,,Blau-Weif}*“-Selektionen

In auf diesen Platten aufgebrachten, wachsenden Bakterienklonen wird durch das IPTG die
Expression eines plasmidcodierten lacZ-Reportergens induziert, falls der Bakterienklon das
lacZ-Plasmid enthélt. Die dadurch hervorgerufene Expression des Enzyms B-Galactosidase
hat nun die Spaltung des farblosen X-Gal in sein tiefblaues Spaltprodukt zur Folge. Die

jeweiligen Klone kdnnen nun anhand ihrer Farbung identifiziert werden.

Bendotigtes Material:

Agar-Selektionsplatten

X-Gal Stammldsung (20 mg/ml in Dimethylformamid)
IPTG-Stammldsung (200 mg/ml in H,O, sterilfiltriert)

Durchfithrung:

Fir die Durchfiihrung einer ,,Blau-Weill* Selektion von Bakterienklonen wurden die
gewiinschten LB-Selektionsplatten verwendet, auf denen der Farbstoff X-Gal und der
Induktor IPTG aufgebracht wurden. Dazu wurden auf den trockenen Platten jeweils 4 ul
IPTG-Losung und 40 pul X-Gal-Stammldsung aufgetropft, vermischt und sofort mit einem
Drygalskispatel gleichmiBig verteilt. Die Platten wurden anschlieend fiir mindestens 1 h bei
37°C getrocknet.
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3.1.3. Herstellen einer Glycerinkultur

Benotigtes Material:

Glycerin, wasserfrei, autoklaviert

Durchfithrung:
Um Bakterienklone fiir praktisch unbegrenzte Zeit inert zu lagern und zu archivieren, werden
Glycerinkulturen angelegt. Dafiir wird 700 ul der Fliissigmedium-Bakterienkultur mit 700 pl

autoklaviertem Glycerin gemischt und bei -80°C gelagert.

3.1.4. Herstellung von transformationskompetenten E. coli Zellen nach dem ,one-

step“-Verfahren von CHUNG, 1989

Um Plasmid-DNA aus der ihrer Umgebung aufnehmen zu kénnen, miissen Bakterien die
dafiir notwendige Kompetenz besitzen. Der Einsatz von Reagenzien wie Polyethylenglycol
(PEG) und Dimethylsulfoxid (DMSO) wihrend der Herstellung der kompetenten Bakterien
ermdglicht bei der Transformation eine erleichterte Aufnahme der Plasmid-DNA und erhdht

somit die Transformationsrate (Chung et al., 1989).

Benotigtes Material:
LB-Medium
I1x TSS

Durchfiihrung:

Die Zellen des gewiinschten E. coli-Stammes wurden auf einer Agar-Platte ausgestrichen und
iiber Nacht bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde eine Kolonie gepickt und eine 10-ml-
Ubernachtkultur ohne Antibiotikum angelegt. 200 ml LB-Medium wurden mit 0,5-2 ml
Ubernachtkultur inokuliert und bis zu einer ODew von 0,3-0,4 (logarithmische
Wachstumsphase) bei 37°C im Schiittler inkubiert. Bei Erreichen dieses Wertes wurden die
Zellen sofort auf Eis 15 min abgekiihlt und bei 4°C und 1.000% g fiir 10 min zentrifugiert. Das
so erhaltene Bakterien-Pellet wurde in 1/100 Originalvolumen (2 ml) TSS-Losung (eiskalt)
aufgenommen, auf 100-pl-Aliquots in 1,5-ml-Reaktionsgefdfle verteilt und in fliissigem

Stickstoff schockgefroren. Die kompetenten E. coli wurden bei -80°C autbewahrt.
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3.1.5. Transformation von chemisch kompetenten E. coli Zellen

Benotigtes Material:
NZY'-Medium
Agar-Selektionsplatten

Durchfiihrung:

Die chemisch kompetenten Bakterien wurden langsam auf Eis aufgetaut und durch Riihren
mit der Pipettenspitze mit der zu transformierenden DNA (Plasmid-DNA bzw.
Ligationsansatz) vermischt. Der Transformationsansatz wurde 30 min auf Eis inkubiert.
Anschlieffend erfolgte ein Hitzeschock bei 42°C fiir 45 s im Wasserbad, an den sich eine
zweiminiitige Inkubation im Eis anschloss. Die transformierten Bakterien wurden in ein
steriles 15-ml-ReaktionsgefiB tiberfiihrt, mit 900 ul NZY-Medium versetzt und 1 h bei 37°C
auf dem Schiittler inkubiert. Von der Bakteriensuspension wurden jeweils ein 1/10- und ein
9/10-Volumenteil auf Agar-Platten ausplattiert und iiber Nacht bei 37°C aufbewahrt. Der
9/10-Volumenteil wurde dazu bei 600x g fiir 3 min zentrifugiert, das Pellet in 100 pul

Uberstand resuspendiert und ausplattiert.
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3.2. Molekularbiologische Methoden

3.2.1. DNA-Extraktion
3.2.1.1. Gewinnung von Plasmid-DNA aus Bakterien
3.2.1.1.1. GTE-System

Grundlage dieser Methode der Plasmid-Priparation ist die alkalische Lyse von Bakterien (Li
et al., 1997). Auf den Einsatz von Silika-Membranen wird jedoch verzichtet. Eingesetzt wird
das GTE-System vor allem zum Testen, ob Bakterienklone nach einer Ligation und
Transformation das gewiinschte Plasmid enthalten oder wenn eine Kolonie-PCR keine

schliissigen Ergebnisse liefert.

Bendotigtes Material:
GTE-Losung 1
GTE-Losung 2
GTE-Losung 3

100% Ethanol p.a. (-20°C)
70% Ethanol p.a. (v/v)

Durchfithrung:

Zunichst wurde von dem betreffenden Bakterienklon eine Ubernachtfliissigkultur in LB-
Medium hergestellt (3.1.1). Am niichsten Morgen wurden 1,5 ml dieser Ubernachtkultur in
ein frisches 1,5-ml-Reaktionsgefdll iiberfiihrt und 1 min bei 14.000x% g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgenommen und das Pellet in 100 pl Lésung 1 (GTE-Puffer) resuspendiert.
Danach wurden 200 pl Losung 2 (Lysispuffer) zugegeben und durch mehrmaliges Invertieren
des Gefilles gemischt. Zum Schluss wurde durch Zugabe von 150 ul Losung 3
(Kaliumacetatlosung) die Reaktion neutralisiert und der Ansatz kurz kriftig geschiittelt. Nach
einer 10-miniitigen Zentrifugation bei 14.000x g zum Pelletieren des Zelldebris wurden
400 pl des Uberstandes in ein frisches GefiB iiberfiihrt. Beim Abnehmen des Uberstandes war
darauf zu achten, dass kein ausgefallenes SDS mit verschleppt wurde, weil dies nachfolgende
Reaktionen hétte storen konnen. Fiir eine hohere Reinheit der Pridparation wurde der

Zentrifugationsschritt mit dem Uberstand noch einmal wiederholt. Der Uberstand wurde mit
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400 pl eiskaltem Ethanol (100%) vermischt und dann fiir 10 min bei 14.000x% g zentrifugiert.
Danach wurde das Pellet mit 70% Ethanol gewaschen und fiir 10 min bei 14.000x g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde anschlieBend abgenommen und das Pellet 10-15 min
luftgetrocknet. Zum Schluss wurde das Pellet in 50 ul ddH,O aufgenommen. Die Lagerung
der Plasmid-DNA erfolgte bei -20°C.

3.2.1.1.2. peqGOLD Plasmid Miniprep Kit I und II

Diese Methode ist eine Kombination aus alkalischer Lyse und Absorption der DNA an eine
Silika-Matrix in einer Sdule unter Hochsalz-Bedingungen. Die DNA wird dabei nicht gefillt,
sondern an die Matrix gebunden und anschlieBend mit einem Niedrigsalz-Puffer (z.B. ddH,0)
bei pH 7,0-8,5 eluiert. Die so gewonnene Plasmid-DNA besitzt in der Regel einen sehr hohen
Reinheitsgrad und ist somit auch fiir empfindlichere Reaktionen wie Sequenzierungen,

Mutagenese-PCRs oder die Transfektion von Zellen geeignet.

Benotigtes Material:
peqGOLD Plasmid Miniprep Kit I/11

Durchfiihrung:

Die peqGOLD Plasmid Miniprep erfolgte nach Herstellerprotokoll, ausgehend von bis zu 5 ml
(Kit I) bzw. 15 ml (Kit II) Ubernachtfliissigkultur. Eluiert wurde mit 50 ul (Kit I) bzw. 100 pl
(Kit II) ddH,0. Die Lagerung der Plasmid-DNA erfolgte bei -20°C. Die Sdulchen kénnen

ohne Verlust an Ausbeute und Reinheit mehrmals fur dasselbe Plasmid verwendet werden.

3.2.1.1.3. Plasmid-Maxipriiparation mit dem NucleoBond® PC-500 Kit

Zur Isolierung grofBerer Mengen Plasmid-DNA mit hohem Reinheitsgrad fiir Transfektionen
und Klonierungen wurde das auf Sdulenchromatographie basierende Aufreinigungssystem

NucleoBond® PC 500 verwendet.
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Bendotigtes Material:
LB-Medium
Antibiotikum-Stammldsung

NucleoBond® PC 500 Kit

Durchfiihrung:

Zunichst wurde eine 5-ml-Vorkultur angesetzt (3.1.1) und iiber 8 h bei 37°C geschiittelt. Zum
Ansetzen einer Ubernachtkultur wurde fiir low copy Plasmide 500 ml selektives LB-Medium
mit 1 ml Vorkultur angeimpft, fiir high copy Plasmide 100 ml selektives LB-Medium mit
100 pl Vorkultur. Die Plasmid-Maxipraparation erfolgte nach dem Herstellerprotokoll ohne
Modifikationen. Die DNA wurde in 200 ul ddH,O aufgenommen und bei -20°C gelagert.

3.2.1.2. Gewinnung von Gesamt-DNA aus Kulturzellen

Benotigtes Material:
Homogenisierungspuffer I
Homogenisierungspufter 11
5 M NaCl

10% SDS-Losung

RNase A (DNase-frei)

Proteinase K

Durchfiihrung:

Die geernteten und bei -80°C gelagerten Zellen (3.4.2) wurden aufgetaut und in 400 pl
Homogenisierungspuffer I  resuspendiert. Die  Suspensionen wurden in 1,5-ml-
Reaktionsgefdle iiberfiihrt und mit einem Kunststoffstempel homogenisiert. Nach Zugabe
von Homogenisationspuffer II folgte eine 20-miniitige Inkubation bei Raumtemperatur. Im
Anschluss wurde die Suspension auf eine Endkonzentration von 1 M NacCl eingestellt und 4 h
im FEisbad inkubiert. Die erhohte Salzkonzentration erleichtert die Prézipitation
unerwiinschter Proteine, indem deren Loslichkeit verringert wird (Aussalz-Effekt). Durch eine
einstiindige Zentrifugation bei 4°C und 14.000% g wurde das Proteinprézipitat vom DNA-
haltigen Uberstand getrennt. AnschlieBend wurde der abgenommene Uberstand mit SDS in

einer Endkonzentration von 0,5% sowie mit RNase A in einer Endkonzentration von
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100 ug/ml versetzt. Es folgte eine Inkubation bei 37°C fiir 1 h. Danach wurde Proteinase K in
einer Endkonzentration von 100 pg/ml hinzu pipettiert und der Ansatz bei 55°C iiber Nacht
inkubiert. Die DNA-Losung konnte nun zur weiteren Aufarbeitung einer Phenol/Chloroform-

Extraktion (3.2.2.1) unterzogen werden.

3.2.1.3. Gewinnung mitochondrialer DNA aus humaner Placenta

Humane mitochondriale DNA kann in groBeren Mengen aus Placenta prépariert werden. Dies
ist der einfachste Weg, da andere humane Gewebe nur schwer zuginglich sind, wahrend
Placenten bei jeder Geburt anfallen. Die Priparation beruht hauptsédchlich auf einer
differenziellen Zentrifugation, bei der die Mitochondrien vom Kern und Zelltrimmern

gereinigt werden und anschliefend die DNA aus ihnen prépariert wird.

Bendotigtes Material:
Sucrose-TE-Puffer (STE)
Sucrose-TE-Puffer+ (STE+)
Sucrose-TE-Puffer mit MgCl, (STEM)
0,5M EDTA

5 M Na(Cl

0,5 M SDS

DNase I (RNase-frei)
RNase A (DNase-frei)
Verbandmull

Miracloth
Glas-Homogenisator

Corex-Glas-Zentrifugenréhrchen

Durchfiihrung:

Nach der Abholung aus dem Kreiflsaal wurde die Placenta auf Eis herabgekiihlt.
AnschlieBend wurde die Placenta in kleine Stiicke geschnitten, wobei das Bindegewebe und
groflere Gefalle abgetrennt wurden. Die Stiicke wurden dann solange in STE gewaschen, bis
nahezu kein Blut mehr austrat. Nach dem Wiegen (normalerweise 300-350 g) wurden die

Stiicke bis zur weiteren Verarbeitung in Form einer diinnen Platte bei -80°C eingefroren.
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Nach dem Antauen fiir ca. 1 h bei RT folgte die Zerkleinerung (durch Brechen) der Platte in
kleine Stiicke, die dann fiir 1,5 h langsam in 11 STE geriihrt wurden, bis sie vollig aufgetaut
waren. Nach dem Uberfiihren der Stiicke in 600 ml neuen STE erfolgte die Zerkleinerung im
Mixer flir 3x 20 s bei niedriger Geschwindigkeit. Nach einer Zentrifugation fiir 15 min bei
500x g und 4°C zur Entfernung der Zelltriimmer wurden die Uberstinde durch zwei Lagen
Mull geschiittet und fiir die spitere Verwendung aufgehoben. Die Pellets wurden in 200 ml
STE resuspendiert und nochmals fiir 3x 20s im Mixer zerkleinert. Nach der erneuten
Zentrifugation fiir 15 min bei 500x g und 4°C wurden die Uberstinde durch die bereits
benutzten Mulllagen geschiittet und die Pellets durch zwei neue Lagen Mull und eine Lage
MiraCloth ausgedriickt, um die restliche Fliissigkeit zu erhalten. Die vereinigten Uberstinde
(ca. 500 ml) wurden im Glas-Homogenisator durch 4-5 Hiibe bei 100 rpm weiter zerkleinert
und bei 4°C und 1500x g fiir 15 min zentrifugiert. Die Zentrifugation wurde mit den
Uberstinden mindestens zweimal wiederholt, bis nahezu kein Pellet mehr zu sehen war.
AnschlieBend wurden die Mitochondrien aus dem Uberstand bei 10.800x g und 4°C fiir
20 min abzentrifugiert. Das Pellet wurde entweder fiir die Herstellung eines in-vitro-
Transkriptionsextraktes (3.2.9.1) verwendet oder in 120 ml STEM resuspendiert und mit zwei
Hiiben bei 100 rpm im Glas-Homogenisator gepottert. Es wurde in STEM geloste DNase |
mit der Endkonzentration von 0,1 mg/ml zugegeben, die Proben auf vier 50-ml-
Reaktionsgefdle verteilt und fir 30 min bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Nach der
Inaktivierung der DNase I durch Zugabe von 7 ml 0,5 M EDTA pro Reaktionsgefall und einer
anschlieenden Inkubation bei RT fiir 10 min wurden die Mitochondrien fiir 20 min bei 4°C
und 15.000x g abzentrifugiert. Die Pellets wurden in 80 ml STE+ aufgenommen, auf zwei
50-ml-ReaktionsgefaBle verteilt und jeweils 0,8 ml 5 M NaCl zugegeben. Anschlieend wurde
solange 0,5 M SDS zugegeben (ca. 0,5-1 ml), bis die Mitochondrien lysiert waren und die
Losung klar wurde. Die Ldésung wurde danach mit 2,5 mg DNase-freier RNase A pro
Reaktionsgefdl versetzt und im Wasserbad bei 37°C fiir 1 h inkubiert. Die Proben wurden
vereinigt, auf sechs 50-ml-Reaktionsgefdle verteilt, einer Phenol-/Chloroform-Extraktion
(3.2.2.1) unterzogen, auf 16 Corex-Glas-Zentrifugenrohrchen verteilt und iiber Nacht bei
-20°C ohne Zugabe von Natriumacetat gefallt (3.2.2.2). Nach dem Lufttrocknen wurden die
Pellets jeweils in 500 ul ddH,O aufgenommen, vereinigt, dialysiert (3.2.2.4) und wiederum
gefillt (3.2.2.2). Das Pellet wurde in 500 ul ddH,O aufgenommen, nach einer
Restriktionspaltung mit Pvull (3.2.5.1) gelelektrophoretisch (3.2.4.1) analysiert und bei -20°C

gelagert. Waren geniigend Proben (5-8 Stiick) aufgereinigt, wurden sie vereinigt, mit
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50 pg/ml DNase-freier RNase A versetzt und fiir 1 h bei 37°C im Wasserbad inkubiert.
Anschliefend wurde eine Reinigung mittels CsCl-Gradienten-Zentrifugation (3.2.2.5)
durchgefiihrt. Nach der Dialyse wurde die DNA gefillt (3.2.2.2), in 100 ul ddH,O
aufgenommen und nach einer Restriktionspaltung mit Pvull (3.2.5.1) gelelektrophoretisch
(3.2.4.1) sowie durch einen Southern Blot (3.2.7) analysiert. Die DNA wurde bis zur weiteren
Verwendung bei -20°C gelagert.

3.2.2. DNA-Reinigung
3.2.2.1. DNA-Reinigung durch Phenol-/Chloroform-Extraktion

Um DNA aus ecinem Reaktionsansatz, der einen hohen Proteinanteil besitzt, isolieren zu
konnen, wird der Ansatz einer Phenol-/Chloroform-Extraktion unterzogen. Dabei sammeln
sich die Proteine in der Phenol-Phase, wihrend die DNA in der wéssrigen Phase zu finden ist.
Das Losungsmittel Phenol stort nachfolgende enzymatische Reaktionen und muss deshalb

sorgfiltig durch mehrmaliges Ausschiitteln mit Chloroform entfernt werden.

Bendotigtes Material:

Phenol, pH 7,5-8, mit 1% 8-Hydroychinolin
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol, 25:24:1 (v/v/v)
Chloroform/Isoamylalkohol, 24:1 (v/v)

Chloroform

Durchfiihrung:

Die DNA-Losung wurde nacheinander mit einem Volumen Phenol, einem Volumen
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol und einem Volumen Chloroform/Isoamylalkohol
ausgeschiittelt. Dazwischen wurde jeweils bei RT bei 14.000x g zentrifugiert, bis die Phasen
vollstindig getrennt waren und anschlieBend wurde die obere wéssrige Phase, die die DNA
enthielt, in ein neues Reaktionsgefdl liberfithrt. Um sicherzustellen, dass kein Phenol mehr in
der DNA-Losung vorhanden ist, erfolgte die Chloroform/Isoamylalkohol-Extraktion bis zu
fiinf Mal (es durfte keine Interphase mehr zu sehen sein). Beim letzten Schritt wurde
Chloroform statt Chloroform/Isoamylalkohol verwendet Anschlieend erfolgte eine Fallung

der DNA mittels Ethanol (3.2.2.2).
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3.2.2.2. Prazipitation von Nukleinsiduren aus einer wissrigen Losung

Die Prizipitation von Nukleinsduren aus einer wéssrigen Losung dient dazu, den verbliebenen
Puffer, andere unerwiinschte Losungsmittel, Salze oder kleinere DNA-Fragmente wie Primer

zu entfernen, um dann die Nukleinsdure in reinem Wasser aufnehmen zu kénnen.

Benotigtes Material:

3 M Natriumacetat-Losung (pH 5,2)
100% Ethanol p.a. (-20°C)

70% Ethanol, p.a. (v/v)
Glykogen-Losung

Durchfithrung:

Um die Nukleinsdure aus der wiassrigen Losung zu prazipitieren, wurde sie zundchst mit 1/10
Volumen 3 M Natriumacetat-Losung (pH 5,2) versetzt und mit 2,5-fachem Volumen
eiskaltem 100% Ethanol fiir 60 min bei -80°C inkubiert. Dann wurde der Reaktionsansatz bei
4°C zentrifugiert (20 min, 14.000x g), der Uberstand abgenommen und das Pellet mit 70%
Ethanol gewaschen, kurz kréftig gemischt und dann wieder zentrifugiert (15 min, 14.000x g).
Danach wurde wiederholt der Uberstand abgenommen und das gewaschene Pellet ca. 15 min
bei Raumtemperatur getrocknet. AbschlieBend wurde das Pellet in 100 pl ddH,O

aufgenommen und bei -20°C gelagert.

Bei Losungen mit niedrigen Nukleinsdurekonzentrationen konnte durch die Zugabe von
5-10 pg Glykogen zur Ausgangslosung eine Verbesserung des Féllungsergebnisses erzielt
werden. Als Nebeneffekt waren auch kleine Nukleinsdure-Pellets als weile Punkte gut

sichtbar.
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3.2.2.3. Gelextraktion von DNA

Die Gelextraktion ermdglicht es, einzelne DNA-Banden aus einem Agarose-Gel
auszuschneiden und die enthaltene DNA so aus dem Gel herauszulésen, dass sie fiir weitere
Experimente zur Verfiigung steht. Dieses Verfahren wurde zur Aufreinigung von

linearisierten Vektoren, DNA-Fragmenten und PCR-Produkten angewandt.

Benotigtes Material:
Wizard®SV Gel and PCR Clean-Up System

Durchfiihrung:

Die Gelextraktion erfolgte mit dem Wizard®SV Gel and PCR Clean-Up System nach den
Angaben des Herstellerprotokolls ohne Modifikationen. Die Elution der DNA erfolgte in
einem Volumen von 50 ul ddH,O. Die DNA-Konzentration wurde mit Hilfe der Agarose-
Gelelektrophorese (3.2.3.2) bestimmt. Die Sdulchen kdnnen ohne Verlust an Ausbeute und
Reinheit mehrmals fiir dasselbe DNA-Fragment verwendet werden. Dariiber hinaus wurde
beim Ausschneiden der Banden darauf geachtet, dass die UV-Exposition der DNA so kurz

wie moglich ausfiel, um die Entstehung von Thymidindimeren zu verhindern.

3.2.2.4. DNA-Reinigung durch Dialyse

Die Dialyse ist die schonendste Methode, um niedermolekulare Substanzen wie Salze,
Phenolreste und Peptide aus einer DNA-Losung zu entfernen. Dabei macht man sich die
Tatsache zunutze, dass Substanzen, die kleiner sind als die PorengréBe der Dialysemembran,
bis zum Einstellen eines Gleichgewichtes frei zwischen der Probe und dem Dialysepuffer
diffundieren konnen. GrofBlere Molekiille wie Nukleinsduren koénnen die Membran nicht

passieren und bleiben innerhalb des Schlauchs.

Benotigtes Material:
Dialyseschlauch, MWCO 12-14 kDa
Verschlussklammern

TE-Puffer

58



Methoden

Durchfithrung:

Zunichst wurde das eine Ende des Dialyseschlauches doppelt umgefaltet und anschlieend
mit einer Verschlussklammer verschlossen. Danach wurde die DNA-Losung in den
Dialyseschlauch eingefiillt und genauso wie am anderen Ende sorgfiltig verschlossen. Dabei
wurde darauf geachtet, dass sich keine Luftblasen im Inneren des Schlauches befanden. Der
Schlauch wurde in einem 2-1-Becherglas mit 1x TE-Puffer so befestigt, dass er nicht mit dem
Riihrfisch in Beriihrung kam. Die Dialyse erfolgte bei 4°C, wobei der TE-Puffer nach 1 h und
weiteren 3 h gewechselt wurde. AnschlieBend wurde die Dialyse noch iiber Nacht
weitergefiihrt. Am néchsten Morgen wurde die DNA-L&sung aus dem Schlauch entnommen

und prézipitiert (3.2.2.2).

3.2.2.5. DNA-Reinigung durch CsCl-Gradienten-Zentrifugation

Bei der Aufreinigung von DNA iiber die Dichtegradienten-Zentrifugation im Césiumchlorid-
Gradienten werden Nukleinsduren nach ihrer Dichte getrennt. Wahrend der Zentrifugation
stellt sich ein Dichtegradient in der Salzldsung ein und die Nukleinsduren sammeln sich in
den Bereichen des Gradienten an, in denen die Dichte ihrer eigenen entspricht. Mit dieser

Methode lésst sich mitochondriale DNA sehr gut aufreinigen.

Bendotigtes Material:

TE-Puffer

CsCl

1% Ethidiumbromid-Stammldsung (w/v)
Paraffinol

Isoamylalkohol, TE-gesittigt

Durchfiihrung:

Die DNA-L6sung wurde mit 0,7 ml der Ethidiumbromid-Stammldsung versetzt und mit CsCl
am Refraktometer auf einen Brechungsindex von nys=1,3892 eingestellt. Dabei wurde darauf
geachtet, dass das Endvolumen nicht das Volumen des Zentrifugenréhrchens von 13,5 ml
iiberschritt. Nach dem Einfiillen der Losung in ein Zentrifugenrohrchen wurde die Probe mit
Paraffinél {iberschichtet, so dass sich keine Luft mehr in dem Rohrchen befand. Es wurde

zudem ein zweites Rohrchen mit CsCl-Losung befiillt und gegen das erste Rohrchen
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austariert. Die Rohrchen wurden verschweillt und anschlieBend mit der Ultrazentrifuge in
dem Rotor Type 70 Ti bei 36.000 rpm und 20°C {iber mindestens 48 h zentrifugiert. Der Lauf
wurde manuell beendet, wobei die Bremse nicht aktiviert sein durfte, um den Gradienten nicht
zu zerstéren. Die Rohrchen wurden vorsichtig entnommen und unter UV-Licht (A=320 nm)
wurden die zwei entstandenen Banden separat mit einer Spritze (Kaniile durch die Wand
gestochen) abgenommen. Anschlieend wurde je 1 Volumen TE-gesittigter Isoamylalkohol
zugegeben und die Probe ausgeschiittelt. Die obere Isoamylalkohol-Phase, in der sich das
Ethidiumbromid anreicherte, wurde verworfen und der Reinigungvorgang mit Isoamylalkohol
so oft wiederholt, bis keine Rotfirbung des Isoamylalkohols mehr feststellbar war.

Anschlielend erfolgte eine Dialyse zur Entfernung des CsCl (3.2.2.4).

3.2.3. DNA-Quantifizierung
3.2.3.1. Photometrische Quantifizierung von DNA

Bei der photometrischen Messung wird die Tatsache genutzt, dass Nukleinsduren UV-Licht
mit einer Wellenldnge von 260 nm absorbieren. Das Spektralphotometer misst den Grad des
absorbierten Lichts und errechnet daraus die in der Losung enthaltene Menge an DNA in
ng/ul. Definitionsgemdll bedeutet eine optische Dichte (OD) von 1,0 bei einer Wellenldnge
von 260 nm und einer Schichtdicke von 1cm eine DNA-Konzentration von 50 pg/ml
(dsDNA) bzw. eine RNA-Konzentration von 40 pg/ml. Uber die Messung der OD,3p und
ODyg9 konnen eventuelle Verunreinigungen durch Losungsmittel oder Proteine nachgewiesen

werden.

Benotigtes Material:

Messkiivette

Durchfiihrung:

Die DNA-Losung wurde im Verhiltnis 1:10 bis 1:50 mit ddH,O verdiinnt, in eine Kiivette
gefiillt und photometrisch vermessen. Als Referenz diente das zur Verdiinnung eingesetzte
ddH,0. Das Mischungsverhéltnis war zusammen mit den einzelnen Messparametern am
Photometer einzustellen. Nach dem Nullabgleich wurde die OD bei den Wellenldngen

230 nm, 260 nm, 280 nm und 320 nm bestimmt. Aus dem ODjg-Wert errechnete das Gerét
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selbststindig die DNA-Konzentration. Die gemessenen OD-Werte geben Aufschluss {iber
einige in der Losung enthaltenen Komponenten (Tab. 3-2) und damit iiber die Reinheit der
DNA-L6sung. Die Verhiltnisse OD;6p/OD5gp und OD,60/OD530 sollten bei reiner DNA (und
RNA) zwischen 1,8 und 2,1 liegen.

Wellenlange absorbierende Substanz
230 nm aromatische Losungsmittel (u.a. Phenol)
260 nm Purin- und Pyrimidinbasen der DNA und RNA
280 nm aromatische Aminosdurereste von Proteinen
320 nm Tribung (Kontrolle)

Tab. 3-2:  Auflistung der mit spezifischen Wellenliingen gemessenen Substanzen

3.2.3.2. DNA-Quantifizierung iiber ein Agarose-Gel

Diese Methode wurde zur Quantifizierung von DNA-Mengen im Nanogramm-Bereich
verwendet. Sie beruht darauf, dass der Stoff Ethidiumbromid, der durch Bestrahlung mit UV-
Licht (250-360 nm) zum Leuchten gebracht werden kann, in die Struktur der aufgetrennten
DNA interkaliert. Durch UV-Bestrahlung kann man so den DNA-Gehalt im Gel im Vergleich

zu einem DNA-Standard sichtbar machen.

Bendotigtes Material:
DNA-GréBenmarker
Agarose-Gel

Durchfithrung:

Hierzu wurde die zu bestimmende DNA zusammen mit einer Konzentrationsreihe einer
quantifizierten Marker-DNA auf ein Agarose-Gel aufgetragen. Nach der beendeten
Elektrophorese (3.2.4.1) wurde das durch Ethidiumbromid angefirbte Gel unter ultraviolettem
Licht betrachtet. Durch den Vergleich der Fluoreszenzintensitidt der zu quantifizierenden
DNA mit der der Markerfragmente konnte die DNA-Menge — bezogen auf das eingesetzte

Volumen — hinreichend genau bestimmt werden.
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3.2.4. Elektrophoretische Auftrennung von DNA
3.2.4.1. Analytische Agarose- und Agar-Gelelektrophorese

Mittels Gelelektrophorese konnen DNA-Fragmente in einem elektrischen Feld entsprechend
threr GroBe aufgetrennt werden. Da Nukleinsduren bei neutralem pH negative Ladungen an
ihren Phosphatgruppen aufweisen, wandern sie im elektrischen Feld auf die positiv geladene
Elektrode zu. Als Matrix filir die Wanderung dient ein Agarose- oder DNA-Agar-Gel, das die
Nukleinsduren entsprechend ihrer Grof3e auftrennt. Die Trennschirfe eines Gels hdngt davon
ab, wie poros die Matrix ist: Agarose bzw. Agar fungieren als ,,Molekularsiebe®. Je weniger
von diesen Kohlenhydraten fiir die Herstellung des Gels verwendet wird, umso grof3ere Poren

besitzt das Gel (Tab. 3-3). GroB3e Fragmente werden stérker zuriickgehalten als kleine.

Agarosekonzentration in % (w/v) Trennbereich linearer DNA (bp)
0,6 1.000 - 20.000
0,8 500 - 10.000
1,0 400 - 5.000
1,5 200 - 3.000
2,0 100 - 2.000
3,0 50 - 1.000

Tab. 3-3: Agarosekonzentrationen und die jeweiligen Trennbereiche fiir lineare DNA
Bei der Verwendung von DNA-Agar reicht bereits eine um Faktor zwei verringerte Konzentration fiir dieselben
Trennbereiche linearer DNA aus wie in SeaKem-Agarose. NuSieve 3:1-Agarose ist nur fiir kleine Fragmente
geeignet und nicht nach dieser Tabelle verwendbar.

Mittels Ethidiumbromid kann die aufgetrennte DNA nach der Elektrophorese sichtbar
gemacht werden. Dieser fluoreszierende Farbstoff lagert sich zwischen die gepaarten Basen
der DNA ein (Interkalation). Die dabei ausgebildeten DNA-Ethidiumbromid-Komplexe
konnen durch UV-Licht (A=320 nm) zur Fluoreszenz angeregt und als orangefarbene

(A=590 nm) Banden sichtbar gemacht werden.
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Bendotigtes Material:

SeaKem" LE Agarose, NuSieve® 3:1 Agarose oder DNA-Agar
1% Ethidiumbromid-Stammldsung (w/v)

TAE-Puffer

6x DNA-Probenpuffer

DNA-GréBenmarker

Durchfithrung:

Es wurden 0,4-4%-ige Gele angefertigt. Dazu wurde die entsprechende Menge SeaKem®™ LE
Agarose, NuSieve®™ 3:1 Agarose (fiir sehr kleine Fragmente) oder DNA-Agar  in 1x TAE-
Puffer durch Aufkochen geldst, auf circa 60°C abgekiihlt und mit Ethidiumbromid-Losung im
Verhiltnis 1:20.000 (v/v) versetzt. Die Gellosung wurde in die Gelschlitten mit eingesetztem
Probenkamm gegossen und auspolymerisiert. Nach dem Erstarren wurden die Gele zur
Aufbewahrung mit 1x TAE-Puffer iiberschichtet und bei 4°C gelagert. Vor Gebrauch wurde
das Gel in der Elektrophoresekammer iiberfiihrt und mit 1x TAE-Puffer {iberschichtet. Die zu
analysierende DNA wurde mit 6x DNA-Probenpuffer versetzt und in die Geltaschen
pipettiert. Die Elektrophorese wurde solange durchgefiihrt, bis die entsprechenden Banden
eindeutig identifiziert werden konnten. AnschlieBend wurde das Gel unter UV-Licht

(A=320 nm) analysiert und fotografisch festgehalten.

3.2.4.2. Praparative Agarose-Gelelektrophorese

Bendotigtes Material:

SeaKem® GTG oder NuSieve® GTG Agarose
1% Ethidiumbromid-Stammldsung (w/v)
TAE-Puffer

6% DNA-Probenpufter

DNA-GréBenmarker

Durchfithrung:
Fiir die praparative Agarose-Gelelektrophorese wurde die SeaKem® GTG bzw. bei kleinen
Fragmenten NuSieve® GTG Agarose und spezielle Probenkimme benutzt, die ein Auftragen

der DNA iiber die gesamte Gelbreite erlaubten. Die Elektrophorese erfolgte wie unter 3.2.4.1
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beschrieben. Die gesuchte Bande wurde, um die DNA nicht zu beschidigen, unter
langwelligem UV-Licht (A=365 nm) identifiziert und mithilfe eines Skalpells herausgetrennt.
Die Aufarbeitung erfolgte dann mittels des Wizard®SV Gel and PCR Clean-Up System
(3.2.2.4).

3.2.5. DNA-Modifizierung durch Enzymbehandlung
3.2.5.1. Restriktionsspaltung von DNA durch Endonukleasen

Restriktionsendonukleasen sind aus verschiedenen Bakterienstimmen gewonnene Enzyme,
die fiir die gezielte Fraktionierung von DNA eingesetzt werden. Sie erkennen und schneiden
vorwiegend 4 bis 8 Nukleotide lange, meist palindromische DNA-Sequenzen. Die Spaltung
der beiden DNA-Striange erfolgt hydrolytisch innerhalb oder in der Néhe der Erkennungs-
sequenz. An der Spaltstelle trigt das 3’-Ende meist eine Hydroxylgruppe, das 5’-Ende in der
Regel eine Phosphatgruppe, wobei je nach Enzym glatte Enden (blunt ends) oder
iiberstehende einzelstringige Enden (sticky ends) entstehen konnen. Die Aktivitdt der
Restriktionsenzyme wird in Units (U) angegeben. Ein U entspricht dabei der Enzymmenge,
die unter optimalen Bedingungen 1 ug Referenz-DNA (i.d.R. A-Phagen-DNA) in 1 h spaltet.
Die spezifische Spaltung von DNA wurde zur Klonierung von DNA-Fragmenten eingesetzt.
Hierzu gehort sowohl die Praparation von DNA-Fragmenten mit bestimmten Enden als auch

die Linearisierung von Vektoren fiir eine anschlieBende Ligationsreaktion.

Benotigtes Material:
Restriktionsendonuklease

10x Reaktionspuffer

Durchfithrung:
Die zu spaltende DNA-Menge wurde mit dem jeweiligen Enzym und 1/10 des Endvolumens
an 10x Reaktionspuffer gemischt. Zur Berechnung der notwendigen Units Enzym pro pg

DNA wurde folgende Formel angewendet:
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U X Referenz * N pNA
lpg =

X DNA ° 11 Referenz

X Referenz - Anzahl der Basenpaare der Referenz-DNA (siche Enzymbeiblatt, meist A-Phagen-
DNA [48.502 bp] oder Adenovirus-2-DNA [35.937 bp])

X DNA - Anzahl der Basenpaare der zu spaltenden DNA

N Reforenz - Anzahl der Schnittstellen des Enzyms in der Referenz-DNA

N pNA - Anzahl der Schnittstellen des Enzyms in der zu spaltenden DNA

Es wurde darauf geachtet, dass das Volumen der Enzymstammldsung nicht 1/10 des
Gesamtansatzes iiberstieg, da sonst das enthaltene Glyzerin die Reaktion hemmen konnte. Der
analytische Restriktionsverdau wurde in einem Volumen von 20 pl durchgefiihrt (s. u.),

praparative Ansétze in einem Volumen bis 150 pl mit bis zu 10 pg DNA.

Analytischer Restriktionsansatz fiir Plasmid-DNA (20 pl):

0,5-1 ug Plasmid-DNA
2 ul  10x Reaktionspuffer
ad 19 ul  ddH,O
1 ul Restriktionsendonuklease (5-10 U/ul)

Die Restriktionspaltung erfolgte fiir mindestens 1 h Stunde bei optimaler Temperatur fiir die
jeweilige Restriktionsendonuklease. Die Qualitdt der Hydrolyse wurde durch Agarose-

Gelelektrophorese analysiert (3.2.4.1).

Standard-Reaktionsansatz fiir die Pvull-Spaltung der mitochondrialen DNA (40 pl):

1 bzw. 3 ul gereinigte mtDNA
4 ul 10x Reaktionspuffer G
ad 38 ul  ddH,O
2wl Pvull (10 U/ul)

Es wurden von jeder mtDNA-Probe jeweils 1 und 3 pl eingesetzt und als Kontrollen jeweils

auch Ansdtze mit 1 und 3 pl mtDNA und ddH,O statt der Restriktionsendonuklease durch-
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gefiihrt. Der Ansatz wurde fiir 16 h bei 37°C inkubiert und anschlieBend durch Agarose-
Gelelektrophorese analysiert (3.2.4.1).

3.2.5.2. Dephosphorylierung von DNA am 5’-Ende

Um bei einer Klonierung eine Religation eines mit nur einem Restriktionsenzym linearisierten
Vektors zu verhindern, wird eine Dephosphorylierung am 5’-Ende durchgefiihrt. Zur
hydrolytischen Abspaltung der 5’-Phosphatgruppen werden Alkalische Phosphatasen

eingesetzt.

Benotigtes Material:
Shrimp Alkalische Phosphatase (SAP)
10x Reaktionspuffer

Durchfiihrung:

Die Dephosphorylierung des Vektors erfolgte meist direkt im Anschluss an die
Restriktionsspaltung. Dazu wurden 2 U der SAP direkt zum Restriktionsansatz gegeben. Dies
ist moglich, da das Enzym nach Herstellerangaben in sdmtlichen Restriktionspuffern aktiv ist.

War die DNA vorher bereits aufgereinigt worden, wurde folgender Ansatz genutzt:

2-5pmol freie 5’-DNA-Enden

2 ul  10x SAP-Reaktionspuffer
ad 18 ul  ddH,O

2ul SAP (1 U/ul)

Der Ansatz wurde bei 37°C fiir 30-45 min inkubiert. Zur Inaktivierung der Phosphatase wurde
der Ansatz anschlieBend fiir 20 min auf 65°C erhitzt.

3.2.5.3. Phosphorylierung von DNA am 5’-Ende

Die T4-Polynukleotid-Kinase (T4-PNK, aus dem Bakteriophagen T4) katalysiert die Uber-
tragung der y-Phosphatgruppe von ATP auf das freie 5’-Ende einer Desoxyribonukleinsdure.
Diese Reaktion wurde zur Phosphorylierung von DNA-Fragmenten ohne 5’-Phosphatgruppen
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vor einer Ligation in einen dephosphorylierten Vektor sowie zur Phosphorylierung von PCR-

Primern verwendet.

Bendotigtes Material:
T4-Polynukleotidkinase (T4-PNK)
10x Reaktionspuffer

10 mM ATP

Durchfithrung:
Standardansatz zur Phosphorylierung linearer DNA:

1-20 pmol freie 5’-DNA-Enden
2 ul  10x T4-PNK-Reaktionspuffer
2 ul  ATP (10 mM)
ad 19 ul  ddH,O
1 ul T4-PNK (10 U/pl)

Ansatz fiir die Primerphosphorylierung:

300 pmol PCR-Primer
5wl 10x T4-PNK-Reaktionspuffer
Sul ATP (10 mM)
ad 49 pl  ddH,O
1l T4-PNK (10 U/pl)

Die Ansitze wurden zundchst fiir 30 min bei 37°C inkubiert und anschlieBend erfolgte eine

Inaktivierung der T4-Polynukleotidkinase bei 65°C fiir 15 min.

3.2.5.4. Ligation von DNA-Fragmenten

Der Vorgang der Ligation dient dazu, zwei DNA-Fragmente miteinander zu verbinden
beziehungsweise ein gewiinschtes DNA-Fragment in einen Klonierungsvektor zu inserieren.

Das hierzu verwendete Enzym, die T4-DNA-Ligase, katalysiert die ATP-abhingige Bildung
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von Phosphodiester-Bindungen zwischen doppelstrangiger DNA mit freien 5°-Phosphat- und
3’-Hydroxylgruppen.

Bendotigtes Material:
T4-DNA-Ligase

10x T4-DNA-Ligase-Reaktionspufter
50% PEG 4000 (w/v)

Durchfithrung:
Zur Ligation von Fremd-DNA mit einer dephosphorylierten Vektor-DNA wurde bei sticky-
end-Ligationen ein molares Verhéltnis von 4:1 (Insert:Vektor) und bei blunt-end-Ligationen

ein molares Verhiltnis von 10:1 (Insert:Vektor) gewahlt.

Ligationsansatz (20 pl):

x ul  dephosphorylierte Vektor-DNA
y ul Insert
2 ul  10x T4-PNK-Reaktionspuffer
2 ul PEG 4000 (50% w/v)

ad 19 ul  ddH,O
1 ul T4-DNA-Ligase (5 U/ul)

Fiir das Zusammenfiigen von komplementédren kohdsiven DNA-Enden (sticky ends) wurde
der Reaktionsansatz bei 16°C iiber Nacht, bei blunt-end-Ligationen bei 4°C fiir 24-48 h
inkubiert. AbschlieBend erfolgte eine Inaktivierung der T4-DNA-Ligase bei 65°C fiir 15 min.

3.2.5.5. TOPO®-TA-Ligation von DNA-Fragmenten

Fir die Klonierung von PCR-Produkten wurde der TOPO®-TA und TOPO®-XL PCR
Cloning® Kit verwendet. Statt einer T4-DNA-Ligase werden hier gedffnete, mit Vaccinia
Topoisomerase I-aktivierte Vektoren verwendet, die an ihrer Klonierungsstelle einen
3’-Uberhang aus einem Desoxythymidin besitzen. Die Topoisomerase ist an beiden Enden

des Vektors iiber eine 3’-Phosphorylgruppe kovalent gebunden und katalysiert die Ligation
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mit dem PCR-Produkt in 5 min. Voraussetzung dafiir ist, dass das PCR-Produkt an seinen
3’-Enden Desoxyadenosin-Uberhiinge mitbringt (Abb. 3-1). Diese werden bei der Verviel-
faltigung mit der Tag-DNA-Polymerase durch deren terminale Transferaseaktivitdt generiert.
Die 3’—5’-Exonuklease-Aktivitit der Pfu-DNA-Polymerase verhindert die Bildung von
A-Uberhiingen, so dass die generierten DNA-Fragmente glatte Enden besitzen.

Topoisomerase | recognition sites

' l_-.\l
- i~ +—— 37 phosphate

.—""\
A
\

Covalently-bound

topoisomerase [

+

5 minutes at room * -
at

temperature o w
- - -
E LSS pOR Product | Al 1 t
eee A ! TTCOC & |
|
- o

- Topoisomerase |
P TOPO 4 is released

2 Reprasents topoisomerasa |

Abb. 3-1: Darstellung des TOPO®-TA-Prinzips
(Quelle: www.invitrogen.com)

Benotigtes Material:
Topoisomeraseaktivierter Vektor (pCR*II-TOPO® und pCR®-XL-TOPO")
Salt Solution (aus Kit)

Durchfiihrung:

Die PCR-Produkte wurden direkt nach der PCR gelelektrophoretisch analysiert, aufgereinigt
und fiir die Ligation mit den TOPO®-Vektoren eingesetzt: Generell wurden halbe Ansitze
(3 ul) verwendet. Die weitere Durchfilhrung erfolgte nach Anleitung des TOPO®-TA und
TOPO®-XL PCR Cloning” Kits.
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Reaktionsansatz (3pul):

1-2 ul  PCR-Produkt
ad 2 ul  ddH,O

0,5 ul  Salt Solution

0,5ul TOPO®-Vektor

Erfolgte die PCR mit einer korrekturlesenden Pfu-DNA-Polymerase, so wurde im Anschluss
an die DNA-Amplifikation PCR-Ansétze mit 1 pl 7ag-DNA-Polymerase (5 U/ul) versetzt, fiir
10 min bei 72°C inkubiert, auf Eis kurz kiihl gestellt und direkt in die Ligation mit einem
TOPO®-Vektor eingesetzt.

3.2.5.6. Blunting von DNA-Fragmenten

Bei Klonierungen von DNA-Fragmenten kann es vorkommen, dass die Enden der Fragmente
nicht zueinander kompatibel sind. In diesem Fall miissen die Enden der Fragmente so
behandelt werden, dass sie keine Uberhinge mehr besitzen. Dies kann sowohl durch

Auffiillen als auch durch Entfernen der Uberhéinge geschehen.

3.2.5.6.1. Auffiillen von 5’-Uberhingen und Entfernen von 3’-Uberhiingen mit der T4-
DNA-Polymerase

Die T4-DNA-Polymerase besitzt eine 5’—3’-Polymerase- und eine 3’—5’-Exonuklease-
Aktivitdt. Die Exonuklease-Aktivitdt ist gegeniiber der des Klenow-Fragmentes mehr als
200-mal stiarker. Somit eignet sich die T4-DNA-Polymerase auch hervorragend fiir die

Entfernung von 3’-Uberhingen.

Benotigtes Material:
T4-DNA-Polymerase

5% T4-DNA-Polymerase-Reaktionspuffer
dNTP-Mix, 2 mM each
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Durchfithrung:

Standard-Reaktionsansatz:

1 pg

4 ul
Il

ad 20 ul
0,2 wl

lineare DNA

5% T4-DNA-Polymerase-Reaktionspuffer
dNTP-Mix (2 mM each)

ddH,0

T4-DNA-Polymerase (5 U/ul)

Der Ansatz wurde bei 11°C fiir 20 min inkubiert und anschlieBend die Reaktion durch

Erhitzen auf 70°C fiir 10 min gestoppt.

3.2.5.6.2. Auffiillen von 5>-Uberhiingen mit dem Klenow-Fragment

Bei dem Klenow-Fragment handelt es sich um das groe Fragment der E. coli DNA-

Polymerase 1. Es besitzt die 5’—3’-Polymerase- und die 3’—5’-Exonuklease-Aktivitit der

DNA-Polymerase I; die 5’—3’-Exonuklease-Aktivitét fehlt jedoch.

Benotigtes Material:

Klenow-Fragment

10x Klenow-Fragment-Reaktionspuffer

dNTP-Mix, 2 mM each

Durchfiihrung:

Standard-Reaktionsansatz:

0,1-5 ng
2 ul

0,5 pl

ad 20 ul
0,1-0,5 pl

Der Ansatz

lineare DNA
10x Klenow-Fragment-Reaktionspuffer
dNTP-Mix (2 mM each)
ddH,0O
Klenow-Fragment (10 U/ul)
wurde bei 37°C fiir 10 min inkubiert und anschlieBend die Reaktion durch

Erhitzen auf 75°C fiir 10 min gestoppt.
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3.2.5.6.3. Entfernen von 5’- und 3’-Uberhiingen mit der S1-Nuklease

Die SI1-Nuklease baut einzelstringige Nukleinsduren ab und ist in der Lage, auch bei
doppelstrangiger DNA durch Einzelstrangbriiche, Liicken, Mismatches oder Loops

entstandene einzelstringige Regionen zu spalten.

Benotigtes Material:
S1-Nuklease

5x S1-Nuklease-Reaktionspuffer
0,5M EDTA

Durchfiihrung:
Standard-Reaktionsansatz:
1ug DNA
6 ul 5% S1-Nuklease-Reaktionspuffer
ad 30 pl  ddH,O
0,1 ul  S1-Nuklease (10 U/pl)

Der Ansatz wurde bei RT fiir 30 min inkubiert (optimale Dauer muss unter Umstéinden
experimentell herausgefunden werden). AnschlieBend wurde die Reaktion durch Zugabe von

2 ul 0,5 M EDTA und durch Erhitzen auf 70°C fiir 10 min gestoppt.

3.2.6. Enzymatische DNA-Amplifikation
3.2.6.1. Polymerase-Kettenreaktion

Durch die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) lassen sich DNA-Fragmente variabler Grofle
vervielfiltigen und modifizieren (Saiki et al., 1988; Mullis, 1990). Man bendtigt fiir diese
Amplifizierung zwei Primer, die den zu vervielfiltigenden DNA-Abschnitt einrahmen und
sich gegenldufig an den komplementdren Stringen spezifisch anlagern. Im ersten
Reaktionszyklus wird der DNA-Doppelstrang durch thermische Denaturierung (92-96°C) in
zwei Einzelstrange aufgeschmolzen. Anschliefend wird die Temperatur so weit erniedrigt,
dass sich die beiden Primer an die Einzelstrange anlagern konnen (Annealing). Mit Hilfe einer

DNA-Polymerase und in Gegenwart von Desoxyribonukleotidtriphosphaten (dNTPs) erfolgt
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dann die DNA-Synthese (Elongation). Es entstehen zwei neue doppelstraingige DNA-
Molekiile. Durch die Wiederholung der einzelnen Schritte (Denaturierung, Annealing,
Elongation) iiber mehrere Reaktionszyklen erfolgt eine exponentielle und selektive

Vermehrung eines spezifischen DNA-Abschnitts.

Primer und Primerdesign

Fiir das Gelingen einer PCR sind bestimmte Eigenschaften der Primer essentiell: (1) IThre
Sequenz sollte moglichst spezifisch flir das gewiinschte Amplifikat sein. (2) Die Primer
sollten nicht miteinander hybridisieren und keine Haarnadelschleifen ausbilden. (3) Thre
komplementire Sequenz sollte nur einmal auf der eingesetzten Template-DNA vorkommen.
(4) Die Schmelztemperatur (Ty,) der beiden verwendeten Primer sollte etwa gleich hoch sein
und der GC-Gehalt ihrer Sequenzen sollte 60% nicht iiberschreiten. Die Schmelztemperatur

kann mit folgender Formel ndherungsweise berechnet werden:

Ta= [2 -Z(A+T)+4-Z(G+C)] °C

Die Annealing-Temperatur wird fiir Primer mit bis zu 15 Nukleotiden etwa 5°C unter der
errechneten Ty, gewédhlt. Fiir Primer mit mehr als 20 Nukleotiden nutzt man eine um circa 5°C

verringerte Ty,, berechnet nach der Nearest Neighbour-Formel (vom Hersteller angegeben).

DNA-Polymerasen

Die PCR wurde mit zwei verschiedenen DNA-Polymerasen durchgefiihrt: zum einen mit der
Tag-DNA-Polymerase aus Thermus aquaticus, zum anderen mit der Pfu-DNA-Polymerase
aus Pyrococcus furiosus. Bei diesen beiden Stdmmen handelt es sich um hyperthermophile
Bakterien beziehungsweise Archaea (Pyrococcus), deren Enzyme aufgrund ihres natiirlichen,
sehr heiBen Habitats enorm hitzestabil sind. Dies ermoglicht ein mehrfaches zyklisches
Erhitzen wihrend der PCR, ohne ein Denaturieren des Proteins zu verursachen.

Die Tag-DNA-Polymerase hat den Vorteil der hoheren Einbaugeschwindigkeit gegeniiber der
Pfu, jedoch besitzt die Pfu-DNA-Polymerase eine 3’—5’-Exonuklease-Aktivitit. Dies
ermdglicht ihr, Nukleotide auf Korrektheit des Einbaus zu iiberpriifen und gegebenenfalls

auszutauschen.
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Bendotigtes Material:

Tag- bzw. Pfu-DNA-Polymerase
10x Reaktionspuffer (mit Mg")
Forward-Primer

Reverse-Primer

dNTP-Mix, 10 mM each

Durchfithrung:
Zur Amplifizierung von DNA-Fragmenten wurden nachfolgende Ansdtze mit einem
Reaktionsvolumen von 100 pul auf Eis zusammen pipettiert. Dabei wurde stets eine

Negativkontrolle mit ddH,O statt DNA mitgefiihrt.

PCR-Ansatz mit Tag-DNA-Polymerase:

x ul - Template-DNA (50 pg - 100 ng)
2 pl  Forward-Primer (10 pmol/ul)
2 ul  Reverse-Primer (10 pmol/pl)
2 ul  dNTP-Mix (10 mM each)
10 ul  10x Tag-Reaktionspuffer (mit Mg*")
ad 99,5 ul  ddH,O
0,5 ul  Tag-DNA-Polymerase (5 U/ul)

Reaktionsbedingungen fiir die 7ag-PCR:

93°C 2 min 1 Zyklus Initiale Denaturierung

93°C 30s Denaturierung
Tp-5°C 30s 25-35 Zyklen Annealing

72°C 1 min/kb Elongation

72°C 7 min 1 Zyklus Finale Elongation

4°C 0 Kiihlung
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PCR-Ansatz mit Pfu-DNA-Polymerase:

x ul Template-DNA (50 pg - 100 ng)

2 ul Forward-Primer (10 pmol/ul)

2ul Reverse-Primer (10 pmol/pl)

2 ul dNTP-Mix (10 mM each)

10 pl 10x Pfu-Reaktionspuffer (mit Mg*")
ad 99 ul ddH,0O

1 ul Pfu-DNA-Polymerase (2,5 U/ul)

Reaktionsbedingungen fiir die Pfu-PCR:

95°C 2 min 1 Zyklus Initiale Denaturierung

95°C 30s Denaturierung
Tn-5°C 30s 25-35 Zyklen Annealing

72°C 2 min/kb Elongation

72°C 7 min 1 Zyklus Finale Elongation

4°C 0 Kiihlung

Um Restriktionsschnittstellen an den Enden eines DNA-Fragments einzubringen, wurden
Primer mit einer Erkennungssequenz fiir die jeweilige Endonuklease im 5’-Uberhang (7ail-
Sequenz) verwendet. Zur Amplifikation des DNA-Abschnitts wurde eine 7wo-Step-PCR mit
Pfu-DNA-Polymerase bei folgenden Reaktionsbedingungen durchgefiihrt:

95°C 2 min 1 Zyklus Initiale Denaturierung
95°C 30s Denaturierung
T core=3°C 30s 5 Zyklen Annealing

72C 2 min/kb Elongation
95°C 30s Denaturierung

T corertait-3°C 30s 30 Zyklen Annealing
72°C 2 min/kb Elongation
72°C 7 min 1 Zyklus Finale Elongation
4°C ) Kiihlung

Die entstandenen PCR-Produkte wurden iiber Gelelektrophorese (3.2.4) analysiert.
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3.2.6.2. Kolonie-PCR

Die PCR kann auch als Methode zum Nachweis positiver bakterieller Klone verwendet
werden, um diese auf das Vorliegen einer bestimmten DNA-Sequenz beziehungsweise eines
zuvor transformierten Plasmids zu tiberpriifen. Dabei nutzt man die Tatsache aus, dass die zu
testenden Bakterien wihrend der initialen Denaturierung durch die Hitze zerstért werden und
die in ihnen enthaltene DNA als Template fiir eine Polymerase-Kettenreaktion zur Verfiigung
steht.

Durch geschickte Auswahl der Primer kénnen die Kolonien nicht nur auf das Vorhandensein
des Plasmids, sondern auch auf die Orientierung des Inserts im Vektor getestet werden, sofern

zwei Orientierungen, zum Beispiel aufgrund einer blunt-end-Ligation, moglich sind.

Bendotigtes Material:

Tag-DNA-Polymerase

10x Tag-(NH4),SO4-Reaktionspuffer (mit Mg2+)
Forward-Primer

Reverse-Primer

dNTP-Mix, 10 mM each

Durchfiihrung:

Es wurde ein Mastermix auf Eis zusammengestellt, der fiir jede zu analysierende
Bakterienkolonie, fiir eine Positiv- (Plasmid oder positive Bakterienkultur) und eine
Negativkontrolle (ddH,O) sowie fiir eine Reserve-Reaktion je einen 40 pl-Reaktionsansatz

enthielt:

1 ul  Forward-Primer (10 pmol/ul)
1 ul  Reverse-Primer (10 pmol/ul)
0,75 pl  ANTP-Mix (10 mM each)
4ul  10x Tag-(NH,4),SO4-Reaktionspuffer (mit Mg*")
33 ul ddH,O
0,25 pl  Tag-DNA-Polymerase (5 U/ul)

Der Mastermix wurde durch Schiitteln gut gemischt und auf die PCR-Reaktionsgefifie

verteilt. Mit einer Pipettenspitze wurden die auf der zu testenden Platte befindlichen Kolonien
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einzeln gepickt und auf einer Replika-Platte (Abb. 3-2) ausgestrichen. Die restlichen an der
Pipettenspitze befindlichen Bakterien wurden in den PCR-Ansatz iiberfiihrt und durch

mehrmaliges Aufziehen mit der Pipette mit diesem gemischt.

13 |14 |15 |16 |17 |18

19 120 |21 |22 |23 |24

25 |26 |27 |28 |29 |30

31 |32 |33 |34 |35 |36

Abb. 3-2: Schematische Darstellung einer Replika-Platte
Eine Vorlage dieses Rasters wurde ausgedruckt und auf die Riickseite einer Agar-Selektionsplatte geklebt. Die
Zahlen markieren die Bereiche, in welche die gepickten Klone tiberimpft wurden.

Reaktionsbedingungen fiir die Kolonie-PCR:

95°C 5 min 1 Zyklus Initiale Denaturierung

93°C 30s Denaturierung
Tp-5°C 30s 35 Zyklen Annealing

72°C 1 min/kb Elongation

72°C 7 min 1 Zyklus Finale Elongation

4°C 0 Kiihlung

Die Replika-Platte wurde anschlieBend bei 37°C iiber Nacht inkubiert. Sofern die Kolonie-
PCR als Ergebnis positive Klone bestitigte, konnten von diesen unter Zuhilfenahme der
Replika-Platte Ubernachtfliissigkulturen (3.1.1) angesetzt werden, um die gewiinschte DNA
durch Plasmidpréparation (3.2.1.1) aus den Bakterien zu isolieren. Des Weiteren wurde eine
Spaltung mithilfe von Restriktionsendonukleasen (3.2.5.1) durchgefiihrt, um das Ergebnis der

Kolonie-PCR zu verifizieren. Um zu verhindern, dass auf der Ursprungsplatte verbliebene

77



Methoden

Reste des Ligationsansatzes ein falsch positives Ergebnis liefern, wurden die Kolonien der
Replika-Platte zum Teil auf eine zweite lberfiihrt und nochmals bei 37°C iiber Nacht

kultiviert. Erst von diesen Kolonien wurde dann eine Kolonie-PCR durchgefiihrt.

3.2.6.3. Zielgerichtete Mutagenese

Mit Hilfe dieser Methode konnen in doppelstringige DNA sequenzspezifisch
Punktmutationen eingefiihrt werden. Zur zielgerichteten Mutagenese bendtigt man ein
methyliertes Plasmid, welches das zu mutierende Insert enthélt, sowie zwei Primer, die in der
Mitte ihrer Sequenz die gewiinschte Mutation aufweisen. In einer PCR-Reaktion binden diese
Primer, die zueinander revers komplementir sind, an die DNA-Stringe des Plasmids und
werden durch Pfu-DNA-Polymerase elongiert. Am Ende der Reaktionsfolge liegen Duplexe
aus einem neu synthetisierten DNA-Strang vor, der am 5’-Ende des Primers einen
Strangbruch aufweist, und aus dem urspriinglichen, methylierten Ausgangs-DNA-Strang.
Aufgrund dessen ist es in einem zweiten Schritt mdglich, den methylierten Strang mithilfe der
Restriktionsendonuklease Dpnl zu fragmentieren, da dieses Enzym spezifisch methylierte und
hemimethylierte DNA an den Zielsequenzen 5’-GmgATC-3’ spaltet. Anschlieend wird die
mutierte DNA mit dem Strangbruch in Bakterien transformiert (3.1.5), wo sie durch das
bakterielle Ligase-System wieder in doppelstrangige geschlossene DNA konvertiert wird.
Einen schematischen Uberblick iiber die Methode zeigt Abb. 3-3.

Bendotigtes Material:
Pfu-DNA-Polymerase

10x Pfu-Reaktionspuffer (mit Mg”")
Forward-Primer

Reverse-Primer

dNTP-Mix, 10 mM each

Durchfithrung:
Das Protokoll wurde abgeleitet aus der Anleitung zum QuickChange® Site-Directed
Mutagenesis Kit der Firma Stratagene. Die Konstruktion der Primer erfolgte anhand der

folgenden Angaben aus dieser Anleitung: Die Primerlénge sollte zwischen 25 und 45 Basen
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liegen und eine Schmelztemperatur von >78°C aufweisen. Zur

Schmelztemperatur wurde folgende Formel verwendet:

675
T,,=81,5+0,41 - (%GC) - N %mismatch

N - Lénge des Primers in Basen
%GC - GC-Gehalt des Primers in % (ganzzahlig)
%mismatch — Anteil der Fehlpaarungen in % (ganzzahlig)

Berechnung der

Zudem sollte sich die Mutation in der Mitte des Primers mit 10-15 Basen der korrekten

Sequenz an beiden Seiten befinden. Der GC-Gehalt sollte optimalerweise mindestens 40%

betragen und die Primer sollten mit einer oder mehreren G- oder C-Basen enden.

Reaktionsansatz fiir die Mutagenese-PCR:

5-50 ng Template-DNA

1 ul  Forward-Primer (10 pmol/ul)

1 ul  Reverse-Primer (10 pmol/ul)

1 ul  dANTP-Mix (10 mM each)

5ul  10x Pfu-Reaktionspuffer (mit Mg*")
ad 49 ul  ddH,O

1 ul  Pfu-DNA-Polymerase (2,5 U/pl)

PCR-Programm fiir die Pfu-PCR:

95°C 1 min 1 Zyklus Initiale Denaturierung
95°C 1 min Denaturierung

55°C 1 min 18 Zyklen Annealing

68°C 2 min/kb Elongation

4°C ) Kiihlung

Zur Spaltung der methylierten Ausgangs-DNA wurde nach der PCR-Reaktion 1 ul Dpnl

(10 U/ul) in das PCR-Reaktionsgefdl gegeben, vermischt und mindestens 1 h bei 37°C
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inkubiert. Anschlieend erfolgte eine Hitzeinaktivierung des Enzyms fiir 15 min bei 80°C.
Alternativ wurde die Dpnl-Restriktionspaltung iiber Nacht bei 37°C in folgendem Ansatz
durchgefiihrt:

50 ul PCR-Ansatz
6 ul  10x Dpnl-Reaktionspuffer
3ul ddH,O
1yl Dpnl (10 U/ul)

Mit 5 und 30 pl des Reaktionsansatzes wurden anschlieBend kompetente E. coli des
Bakterienstammes XL1-Blue transformiert (3.1.5). Die Plasmid-DNA der transformierten
Klone wird durch Sequenzierung (3.2.7) oder, wenn moglich, durch spezifische

Restriktionsspaltung (3.2.5.1) auf die gewiinschte Mutation hin untersucht.

\ 1. Mutant Strand Synthesis
— Perform thermal cycling to:
A. Denature DNA template
~

B. Anneal mutagenic primers
containing desired mutation

C. Extend and incorporate primers
A 1 with Pfullitra™ high-fidelity
. DNA polymerase
1 J

- -
am,
o8N
..: \ 2. Dpn | Digestion of Template
bt ia Digest parental methylated and
a L hemimethylated DNA with Dpn |
- S ant
Tma
-
\J"

3. Transformation
Transform mutated molecule
into competent cells for nick repair

Abb. 3-3: Zielgerichtete Mutagenese mit Hilfe einer PCR-Reaktion
(Quelle: QuickChange® IT Site-Directed Mutagenesis Kit, Stratagene, 2006)
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3.2.7. Southern Blot

Durch die Methode des Southern Blot wird gelelektrophoretisch aufgetrennte DNA durch das
Anlegen eines Kapillarsoges aus dem Gel heraus auf eine positiv geladene Nylonmembran
iibertragen und dort aufgrund der kovalenten Bindung permanent immobilisiert. Die DNA

kann spater durch Hybridisierung mit markierten Sonden nachgewiesen werden.

3.2.7.1. Herstellung einer Digoxygenin-markierten Sonde

Eine mit Digoxigenin (DIG) markierte Sonde wurde durch die Methode des Random Priming
hergestellt. Dabei wird die doppelstringige Template-DNA denaturiert und mit
Zufallshexameren hybridisiert, die einem Klenow-Fragment als Primer dienen. Der
komplementire Strang wird aus einer ANTP-Mischung, die DIG-11-dUTP (Abb. 3-4) enthilt,
synthetisiert. Dabei werden etwa 10-30 markierte Nukleotide pro 1.000 bp eingebaut.
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Abb. 3-4: Strukturformel von DIG-11-UTP
(Quelle: DIG DNA Labeling Kit, Roche, 2004)

Benotigtes Material:
Template-DNA
DIG DNA Labeling Kit

Random Hexamer Primer

Durchfiihrung:

Der Reaktionsansatz wurde mit 1,5 pg Template-DNA wie in der Kit-Anleitung (Stand:
Oktober 2004) angegeben hergestellt, iber Nacht bei 37°C inkubiert und nach Zugabe von
2 ul 0,2 M EDTA 15 min bei 65°C inaktiviert. Die Konzentration der resultierenden Sonde
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wurde nach einer Fillung (3.2.2.2) photometrisch ermittelt (3.2.3.1). AbschlieBend wurde die

Sonde bei -20°C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

3.2.7.2. Gelelektrophorese

Bendotigtes Material:
Agarose-Gel
TAE-Puffer

Durchfithrung:

Die DNA-Proben wurden nach der Restriktionsspaltung (3.2.5.1) auf 12 cm langen Agarose-
Gelen bei 4°C und 120 V elektrophoretisch aufgetrennt (3.2.4), anschlieBend unter UV-Licht
(A=320 nm) analysiert und fotografisch festgehalten.

3.2.7.3. Transfer der DNA auf eine Nylon-Membran

Die treibende Kraft beim Kapillar-Blot ist ein Fliissigkeitsstrom, der von einem Reservoir
ausgehend von unten durch das Gel weiter durch die Membran zu einem Stapel saugfidhigen
Materials lauft. Die Fliissigkeit ist eine alkalische Pufferlosung, welche die DNA wieder in
Einzelstrange zerlegt. Dieser Strom zieht die DNA aus dem Gel mit, die anschlie8end auf der
Membran hiangen bleibt. Wichtig ist, dass sich nirgendwo im Aufbau Luftblasen befinden, da
sie den Fliissigkeitsstrom unterbrechen wiirde und an dieser Stelle die DNA nicht iibertragen

werden wiirde.

Benotigtes Material:
Southern-Denaturierungspuffer
Nylon-Membran (Porablot NY™)
Whatman-Papier 3MM Chr
Papierhandtiicher

Parafilm bzw. Kunststoffschablone

2x SSC
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Durchfithrung:

Das zu blottende DNA-Gel wurde nach Beendigung der Elektrophorese und Fotografieren des
Gels fiir 30 min in Denaturierungspuffer dquilibriert. AnschlieBend wurde die DNA-Blot-
Apparatur (Abb. 3-5) aufgebaut: Uber einen in das Denaturierungspuffer-Reservoir ein-
tauchenden Whatman-Papierstreifen wurden 6-8 genau zugeschnittene und angefeuchtete
Whatman-Papiere blasenfrei libereinandergelegt. Auf diesen Stapel wurde nun das Gel (mit
den Geltaschen-Offnungen nach unten) platziert. Die Bereiche des Gels, die nicht geblottet
werden sollten, wurden mit Parafilm bzw. einer Kunststoffschablone abgedeckt.
AnschlieBend wurde die mit ddH,O angefeuchtete Nylonmembran und weitere 6-8 Whatman-
Papiere blasenfrei aufgelegt. Dabei wurde darauf geachtet, dass die Nylonmembran und die
aufzulegenden Papiere ein wenig groBer sein sollten als der zu blottende Bereich des Gels.
Darauf wurde ein Stapel zugeschnittener Papiertiicher (ca. 10 cm hoch) geschichtet, mit einer
Glasscheibe abgedeckt und mit einer gefiillten Glasflasche beschwert. Der Transfer der DNA
auf die Membran wurde iiber Nacht durchgefiihrt. Am néichsten Tag wurde die Blotting-
Apparatur abgebaut, die Nylonmembran auf der DNA-Seite mit einem Bleistift markiert,
zweimal 5min in 2x SSC gewaschen und unter UV-Licht (A=320 nm) analysiert und
fotografiert. AnschlieBend wurde sie fiir 15 min luftgetrocknet und fir 2h im
Hybridisierungsofen bei 80°C gebacken, um die DNA zu fixieren. Die Membran wurde nun
direkt fiir die Hybridisierung mit einer markierten Sonde (3.2.7.4) genutzt oder fiir eine
spatere Analyse zwischen zwei Whatman-Papier-Lagen mit Frischhalte- und Aluminiumfolie

eingepackt und bei -20°C gelagert.

Glasplatte —

Papierticher —

Whatman-Papier _— Membran

\\ l=‘ — Gel
Puffervorrat

Abb. 3-5: Aufbau der Blotting-Apparatur
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3.2.7.4. Hybridisierung der DNA mit einer DIG-markierten Sonde

Die Sonde wird kurz vor Gebrauch zu einzelstrangiger DNA denaturiert. Nur so kann sie mit
der ebenfalls einzelstringigen DNA auf der Membran Basenpaarungen eingehen. Dieser
Schritt erfolgt bei einer Temperatur, die garantiert, dass sich die Sonde nur an die gesuchte
Zielsequenz bindet und keine unspezifischen Wechselwirkungen mit anderen Sequenzen oder

Membranteilen auftreten.

Bendotigtes Material:
Southern-Hybridisierungspuffer
DIG-markierte Sonde

Durchfithrung:

Die Nylonmembran mit der gebundenen DNA wurde fiir 2h bei 40°C im
Hybridisierungsofen mit 30-40 ml Hybridisierungspuffer prahybridisiert. Die DIG-markierte
Sonde wurde 5 min in kochendem Wasser erhitzt, anschlieBend mit einer Endkonzentration
von 25ng/ml zu 40 ml neuem Hybridisierungspuffer zugegeben, um die Sonde im
denaturierten (einzelstrangigen) Zustand zu erhalten, und mit der Membran {iber Nacht bei
40°C hybridisiert. Am néchsten Tag wurde die Membran umgehend zur Detektion der Sonde

eingesetzt.

3.2.7.5. Immundetektion der gebundenen Sonde durch eine Farbreaktion

Nach dem Hybridisieren kann die Sonde durch ein Anti-Digoxygenin-AP-Konjugat
nachgewiesen werden. Das Konjugat besteht aus einem gegen Digoxygenin gerichteten
Antikorper, der die in der Sonde enthaltenen DIG-11-dUTPs erkennt und bindet. Der
Antikorper ist mit einer alkalischen Phosphatase gekoppelt, die im anschlieBenden Schritt
eine Farbreaktion katalysiert. Diese Reaktion (Abb. 3-6) hat die Bildung eines
wasserunldslichen Indigo-Farbstoffs zur Folge, der sich an der Bindungsstelle des Antikorpers

auf dem Blot niederschlégt.

84



Methoden

0
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0-P-0
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BCIP Indigo dye
NO, QN NO, ON
N—T ril—ru N-NH NH -N
D N=Nhl=N S D N=NN=N C
CH40 OCH, CH,0 OCH,
NBT Formazan

Abb. 3-6: Prinzip der Umsetzung von NBT/BCIP durch Alkalische Phosphatase
(Quelle: Molecular Probes: The Handbook, Invitrogen)

Bendotigtes Material:

2x SSC + 0,1% SDS

0,5x SSC +0,1% SDS
Southern-Waschpuffer
Southern-Blocking Solution
DIG-Detektionspuffer

50x NBT/BCIP-Losung
AP-gekoppelter Anti-DIG-Antikorper

Durchfiihrung:

Nach der Hybridisierung wurde die Membran zweimal flir 5 min mit 2x SSC + 0,1% SDS bei
RT, zweimal fiir 15 min mit 0,5x SSC + 0,1% SDS bei 65°C und einmal fiir 5 min mit
Waschpuffer bei RT gewaschen. Anschliefend erfolgte ein Inkubationsschritt mit Blocking
Solution fiir 45 min bei 35°C, um nichtspezifische Bindungsstellen zu maskieren. Der
Antikorper wurde nun 1:10.000 (v/v) in 30-40 ml Blocking Solution verdiinnt und fiir 45 min
bei 35°C mit dem Blot inkubiert. Ab diesem Schritt musste der Blot immer feucht gehalten
werden, um bei der spdteren Detektion keine falschen Signale zu bekommen. Es folgten zwei
Waschschritte fiir 15 min mit jeweils 150 ml Waschpuffer und ein Waschschritt fiir 5 min mit
40 ml Detektionspuffer. AnschlieBend wurden 800 pl der 50x NBT/BCIP-Losung in 40 ml
Detektionspuffer verdiinnt, auf den Blot gegeben und dann im Dunkeln (Schublade) so lange
inkubiert, bis die Banden in der gewiinschten Intensitdt zu sehen waren. Die Farbreaktion
wurde mit ddH,O abgestoppt, der Blot fotografiert/eingescannt, zwischen zwei Lagen

Whatman-Papier unter einer Glasplatte getrocknet und danach lichtgeschiitzt aufbewahrt.
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3.2.8. DNA-Sequenzierung

Sequenzierungen wurden nach der von Sanger (Sanger et al., 1977) entwickelten
Kettenabbruch-Methode durchgefiihrt. Die Methode beruht darauf, dass die Elongation dann
abbricht, wenn 2°,3’-Didesoxyribonukleotidtriphosphate (ddNTPs, so genannte Terminatoren)
eingebaut werden, an die eine DNA-Polymerase wegen der fehlenden 3'-OH-Gruppe an der
Ribose des Nukleotids kein weiteres anfligen kann. Auf diese Weise erhdlt man DNA-
Fragmente unterschiedlicher Langen, die alle an ihren Enden ein ddANTP (ddATP, ddTTP,
ddCTP oder ddGTP) tragen. Die verwendeten ddNTPs sind fluoreszenzmarkiert, wobei jedes
Nukleotid mit einem anderen Farbstoff versehen ist (Adenin: R6G, griin; Thymin: ROX, rot;
Cytosin: TAMRA, gelb; Guanin: R110, blau). Im Sequenziergerit laufen die unterschiedlich
langen DNA-Stiicke einer Sequenzierungsreaktion zunédchst in einer gelgefiillten
Glaskapillare entlang eines elektrischen Feldes, analog einer Gelelektrophorese; die
Farbmarkierungen der ddNTPs werden dabei an einem bestimmten Messpunkt von einem

Laser detektiert und von einem Rechner in die entsprechende Nukleotidsequenz iiberfiihrt.

Bendotigtes Material:

Sequenzierungsprimer (Standardprimer werden von der Sequenzierstelle gestellt)

Durchfiihrung:

Alle Sequenzierreaktionen im Rahmen dieser Arbeit wurden von den Mitarbeitern der
Sequenzierstelle des I[ZKF Leipzig, Zentraler Funktionsbereich DNA-Sequenzierung,
durchgefiihrt.
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3.2.9. [In-vitro-Transkription mitochondrialer Plasmide

3.2.9.1. Herstellung eines mitochondrialen in-vitro-Transkriptionsextraktes

(modifiziert nach Fernandez-Silva et al., 1996)

Bei der in-vitro-Transkription erfolgt die Synthese der RNA anhand einer Template-DNA in
einem zellfreien System. Da die Mitochondrien ein eigenes Transkriptionssystem besitzen,
kann fiir die in-vitro-Transkription mitochondrialer Gene keines der etablierten
Transkriptionssysteme genutzt werden. Durch die Herstellung eines Transkriptionsextraktes
aus isolierten Mitochondrien ist es jedoch moglich, die Transkription mit mitochondrialen

Promotoren zu nutzen.

Benotigtes Material:

aufgereinigte Mitochondrien aus Placenta
MS-Puffer (mitochondria suspension buffer)
ML-Puffer (mitochondria lysis buffer)
Tween 20

5 M KCI

Durchfiihrung:

Die aufgereinigten Mitochondrien aus humaner Placenta (3.2.1.3) wurden in zwei Volumen
MS-Puffer aufgenommen und anschlieend fiir 10 min bei 4°C und 13.000x g abzentrifugiert.
Das Pellet wurde in einem Volumen ML-Puffer aufgenommen, mit 0,5% Tween 20 sowie
0,5% KCI versetzt und 10 Minuten auf Eis inkubiert. Das Lysat wurde im Glas-
Homogenisator durch 10 Hiibe bei 100 rpm suspendiert und bei 4°C und 13.000x g fiir
45 min zentrifugiert. Der klare Uberstand (S-13-Extrakt) wurde vorsichtig abgenommen,
aliquotiert in fliissigem Stickstoff eingefroren und anschlieBend bei -80°C gelagert. Der

Extrakt blieb mindestens ein Jahr lang aktiv.

3.2.9.2. In-vitro-Transkription

Die Template-DNA muss vor dem Einsatz in der in-vitro-Transkription durch eine

Restriktionsendonuklease stromabwirts des Promotors und des zu transkribierenden
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Fragmentes linearisiert werden. Geschieht dies nicht, erhdlt man aufgrund der Prozessivitit

der RNA-Polymerasen eine Vielzahl unterschiedlicher RNAs. Zum Schutz der entstehenden

RNA-Molekiile vor eventuell vorhandenen RNasen ist die Zugabe eines RNase-Inhibitors

sinnvoll.

Benotigtes Material:

linearisierte Template-DNA
RiboLock™ RNase-Inhibitor
rNTP-Mix, 25 mM each

DEPC-H,O

S-13-in-vitro-Transkriptionsextrakt

2x Transkriptionspuffer

Transkriptions-Stop-Puffer

Durchfiihrung:

Zur in-vitro-Transkription wurde der folgende Ansatz mit einem Reaktionsvolumen von

100 pl auf Eis zusammenpipettiert:

x ul

2,5 ul

4 ul

ad 35 ul
15 pl
50 ul

Template-DNA (2 pg)

RiboLock™ RNase-Inhibitor (100 U)
rNTP-Mix

DEPC-H,0

S13- in-vitro-Transkriptionsextrakt

2x Transkriptionspuffer

Der Ansatz wurde bei 30°C fiir 45 min inkubiert und anschliefend wurde die Reaktion durch

Zugabe von 200 pl Transkriptions-Stop-Puffer gestoppt.

3.2.9.3. Aufreinigung der RNA aus dem in-vitro-Transkriptionsextrakt

Um RNA aus dem Reaktionsansatz, der einen hohen Proteinanteil besitzt, isolieren zu

konnen, wird der Ansatz einer Phenol-/Chloroform-Extraktion unterzogen. Durch den Einsatz

von Phenol mit einem pH-Wert von 4,5-5 wird die RNA in der wissrigen Phase angereichert,
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wiéhrend sich die DNA eher in der Interphase ansammelt, so dass die DNA-Kontamination im
RNA-Eluat vermindert wird. Das Losungsmittel Phenol stort nachfolgende enzymatische
Reaktionen und muss deshalb sorgfiltig durch mehrmaliges Ausschiitteln mit Chloroform

entfernt werden.

Benotigtes Material:

Phenol pH 4,5-5
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol, 25:24:1 (v/v/v)
Chloroform/Isoamylalkohol, 24:1 (v/v)

Chloroform

DEPC-H,0O

Durchfithrung:

Die RNA-Losung wurde nacheinander mit einem Volumen Phenol, einem Volumen
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol und einem Volumen Chloroform/Isoamylalkohol
ausgeschiittelt. Dazwischen wurde jeweils bei RT bei 14.000x g zentrifugiert, bis die Phasen
vollstindig getrennt waren und anschlieBend wurde die obere wissrige Phase, die die RNA
enthielt, in ein neues Reaktionsgefdl liberfithrt. Um sicherzustellen, dass kein Phenol mehr in
der RNA-Losung vorhanden ist, erfolgte die Chloroform/Isoamylalkohol-Extraktion bis zu
fiinf Mal (es durfte keine Interphase mehr zu sehen sein). Beim letzten Schritt wurde
Chloroform statt Chloroform/Isoamylalkohol verwendet. AnschlieBend erfolgte eine Féllung
der Nukleinsduren mittels Ethanol (3.2.2.2). Das Pellet wurde in 25 pul DEPC-H,O

aufgenommen.

3.2.10. Reverse Transkription von RNA

Bei der Reversen Transkription werden vorhandene RNA-Molekiile mit Hilfe des Enzyms
Reverse Transkriptase in die komplementire ssDNA, die cDNA, umgeschrieben. Diese
cDNA-Molekiile konnen anschlieBend im Gegensatz zu RNA-Molekiilen durch PCR
amplifiziert werden. Vor der Reversen Transkription muss die RNA durch eine DNase-
Behandlung vollstindig von vorhandener DNA befreit werden, da diese in nachfolgenden

Schritten storen konnte.
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3.2.10.1. Entfernung von DNA-Verunreinigungen der RNA

Benotigtes Material:

DNase I, RNase-frei, he, 1:10 verdiinnt
10x DNase-Reaktionspuffer
RiboLock™ RNase-Inhibitor

50 mM EDTA, pH 8

DEPC-H,O

Durchfithrung:
Es wurde der folgende Ansatz mit einem Reaktionsvolumen von 100 ul auf Eis

zusammenpipettiert:

5 ul  RNA aus in-vitro-Transkription
0,5 ul  RiboLock™ RNase-Inhibitor (20 U)
2 ul  10x DNase-Reaktionspuffer
10,5 ul  DEPC-H,O
2 ul  DNase I, RNase-frei (10 U)

Der Ansatz wurde bei 37°C fiir 60 min inkubiert und anschlieBend wurde die Reaktion durch
Zugabe von 2pul 50mM EDTA gestoppt und die DNasel fiir 15 min bei 70°C

hitzeinaktiviert.

3.2.10.2. Reverse Transkription

Bendotigtes Material:

RevertAid™ H Minus Reverse Transkriptase
5% Reaktionspuffer

Primer

RiboLock™ RNase-Inhibitor

dNTP-Mix, 10 mM each

DEPC-H,0O
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Durchfithrung:
Es wurde der folgende Standardreaktionsansatz auf Eis zusammenpipettiert, wobei immer

auch eine Kontrollreaktion mit DEPC-H,0 statt RNA mitgefiihrt wurde:

5 ul  RNA (DNase-behandelt)
x ul  Primer (20 pmol genspezifischer Primer bzw. 100 pmol Oligo dT-Primer)
ad 12,5 ul DEPC-H,O

Der Ansatz wurde fiir 5 min bei 65°C inkubiert, langsam abgekiihlt und danach auf Eis
gelagert. Anschliefend wurden folgende Komponenten fiir die eigentliche Reverse

Transkription hinzugegeben:

4 ul 5% Reaktionspuffer
0,5 ul  RiboLock™ RNase-Inhibitor (20 U)
2 ul  dNTP-Mix, 10 mM each
1 ul  RevertAid™ H Minus Reverse Transkriptase (200 U)

Nach einer einstiindigen Inkubation bei 42°C wurde die Reaktion durch eine

Hitzeinaktivierung von 10 min bei 70°C gestoppt. Die Proben wurden entweder direkt in

PCR-Reaktionen eingesetzt oder bei -20°C gelagert.
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3.3. Proteinbiochemische Methoden

3.3.1. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach Laemmli

Bei der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) werden die Proteine im
elektrischen Feld allein nach ihrer Masse aufgetrennt. Erreicht wird dies durch die Zugabe
von SDS und einer Hitzedenaturierung in Anwesenheit von [-Mercaptoethanol. Das
Detergenz SDS zerlegt oligomere Proteine in ihre Untereinheiten. Dabei wird durch die
Bindung der SDS-Molekiile an die entfalteten Peptide eine stark negative Ladung iibertragen,
weshalb die urspriingliche Ladung der Proteine keine Rolle mehr spielt. Durch die Zugabe
von [B-Mercaptoethanol und den anschlieBenden Erhitzungsschritt werden vorhandene
Disulfidbriicken gespaltet, so dass sich diese Peptidketten vollstindig entfalten konnen

(Laemmli, 1970).

3.3.1.1. Giel3en eines SDS-Polyacrylamid-Gels

Bendotigtes Material:

PAGE-Losung A

PAGE-Losung B

PAGE-L6sung C

PAGE-Losung D

APS-Stammlosung (10% (w/v) in ddH,0)
TEMED

Durchfithrung:

Es wurden ausschlielich Minigele mit dem ,,Mini-Protean 3“-System der Firma Bio-Rad
benutzt. Zundchst wurden jeweils zwei Glasplatten iibereinander gelegt, in dem mitgelieferten
Halter fixiert und in den GelgieBstand eingesetzt. In dem GelgieBstand wurden die Platten an
der Unterseite verschlossen, so dass kein weiteres Abdichten notwendig war. AnschlieBend
wurde der Kamm eingesetzt und eine Markierung ca. 5-7 mm unterhalb der Taschen auf die
Glasplatte aufgebracht. Je nach gewiinschter Trenngel-Konzentration wurde die Losungen
(Tab. 3-4) in einem 15-ml-Reaktionsgefd3 zusammenpipettiert, gut gemischt, mit einer

Pasteurpipette bis zur Markierung eingefiillt und sofort mit ddH,O {iberschichtet. Nach rund
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30 min wurde das Wasser entfernt und das Sammelgel vorbereitet (Tab. 3-5). Das Sammelgel
wurde nun iiber das Trenngel geschichtet und der Kamm eingesetzt. Nach weiteren 30 min
war das Gel auspolymerisiert und konnte fiir die Gelelektrophorese verwendet oder in Folie

eingepackt bei 4°C gelagert werden.

Gelkonzentration 6% 7% 8% 9% 10% 11% 12%

ddH,0 5,4 ml 5,1 ml 4,7 ml 4,4 ml 4,1 ml 3,7 ml 3,4 ml
PAGE-Lésung A 2,0 ml 2,3 ml 2,7 ml 3,0 ml 3,3 ml 3,7ml 4,0 ml
PAGE-Lésung B 2,5ml 2,5ml 2,5ml 2,5ml 2,5ml 2,5ml 2,5ml
PAGE-L6sung C 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl

APS 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl
TEMED 10 pl 10 pl 10 pl 10 pl 10 pl 10 pl 10 pl

Tab. 3-4: Pipettierschema fiir Trenngele bei der SDS-PAGE nach Laemmli

Gelkonzentration 4% 5% 6% 7%
ddH,O 6,1 ml 5,7 ml 5,4 ml 5,1 ml
PAGE-L6sung A 1,3 ml 1,7 ml 2,0 ml 2,3 ml

PAGE-L6sung D 2,5ml 2,5ml 2,5ml 2,5ml
PAGE-Lésung C 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl
APS 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl
TEMED 10 10 pl 10 10

Tab. 3-5: Pipettierschema fiir Sammelgele bei der SDS-PAGE nach Laemmli

3.3.1.2. Vorbereitung der Poben

Bendotigtes Material:
4x Protein-Probenpuffer

Unstained Protein Molecular Weight Marker
Durchfithrung:

Fiir einen Zellextrakt wurde das abgeerntete Zellpellet (3.4.2) einer konfluent bewachsenen

35-mm-Kulturschale in 90 pl ddH,O resuspendiert und mit 30 ul 4x Protein-Probenpuffer
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versetzt. Andere Proteinproben wurden mit ddH,O auf 12 pl aufgefiillt und 4 ul 4x Protein-
Probenpuffer zugegeben. Alle Proteinproben wurden ebenso wie ein 5 pl-Aliquot des
GroBenstandards fiir 5 min bei 95°C im Heizblock erhitzt. Nach dem Abkiihlen auf
Raumtemperatur wurden die Proben auf ein SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetragen oder bei
-20°C gelagert. Nach dem Auftauen gelagerter Proben wurde der Erhitzungsvorgang

wiederholt.

3.3.1.3. Gelelektrophorese

Bendotigtes Material:

1x Laemmli-Laufpuffer

Durchfithrung:

Die Gele (3.3.2.1) wurden aus dem Halter herausgenommen, in den Elektrophorese-Einsatz
eingespannt und in die Gelkammer eingesetzt. AnschlieBend wurde der Innenraum des
Elektrophorese-Einsatzes bis 3 mm unterhalb des oberen Endes der Glasplatten und die
Gelkammer bis ungefidhr 2 cm iiber der Gelunterseite mit 1x Laemmli-Laufpuffer befiillt.
Darauthin wurden die Kdmme entfernt und die Proben in die Taschen aufgetragen. Die
Gelelektrophorese erfolgte bei 120 V, bis die Proben in das Trenngel eingelaufen waren.
Danach wurde das Gel mit 150 V gefahren, bis die Farbstofflauffront des Probenpuffers die
Unterkante des Gels erreicht hatte. Das Gel wurde dann mit Coomassie geféarbt (3.3.2.4) oder

geblottet (3.3.3).

3.3.1.4. Coomassie-Fiarbung

Der Farbstoff Coomassie Brilliant Blau R250 kann unter sauren Bedingungen an die Proteine
im Gel binden, wodurch die Proteinbanden nach dem Auswaschen des iiberschiissigen

Farbstoffs sichtbar werden.
Bendotigtes Material:

Coomassie-Farbelosung

Coomassie-Entfarbelosung
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Durchfithrung:

Das Gel wurde vorsichtig in die Firbelosung gegeben und fiir 30-45 min unter leichtem
Schiitteln gefarbt. Danach wurde die Farbelosung durch die Entférbelosung ausgetauscht und
das Gel so lange darin leicht geschiittelt, bis der iiberschiissige Farbstoff aus dem Gel
gewaschen war. Das Gel wurde anschlieBend im Durchlicht abfotografiert und auf einem

Filterpapier getrocknet (3.3.2.5).

3.3.1.5. Trocknen von Polyacrylamid-Gelen

Bendotigtes Material:
Whatman-Papier 3MM Chr
Frischhaltefolie

Durchfithrung:

Das Gel wurde auf ein angefeuchtetes Filterpapier gelegt, mit Frischhaltefolie abgedeckt und
auf dem Plattentrockner unter Vakuum bei 55°C fiir 45-50 min getrocknet. Danach wurde die
Frischhaltefolie abgezogen und das Gel auf dem Filterpapier archiviert.

3.3.2. Western Blot

Beim Western Blot werden Proteine, die zuvor mittels einer SDS-PAGE nach ihrer Grof3e
aufgetrennt wurden, auf eine Membran aus Nitrocellulose, Nylon oder PVDF transferiert.
Durch diesen Transfer wird eine darauffolgende Detektion vereinfacht, da die Proteine direkt
auf der Oberfliche der Membran durch hydrophobe Wechselwirkungen gebunden vorliegen
und somit fiir die zur Detektion eingesetzten Antikdrper leicht zugénglich sind. Auflerdem ist
bei den haufigen Wasch- und Inkubationsschritten die wesentlich hohere mechanische
Stabilitdt der Membran gegeniiber einem Polyacrylamid-Gel von Vorteil. Die gebrduchlichste
Methode fiir den Western Blot ist der elektrophoretische Transfer der Proteine nach dem

Tank-Blot- bzw. dem Semi-Dry-Verfahren (Towbin et al., 1979).

95



Methoden

3.3.2.1. Transfer auf eine PVDF-Membran

Benotigtes Material:
100% Methanol
Western-Transferpuffer
TBS

PVDF-Membran
Whatman-Papier 3MM Chr

Durchfithrung:

Der Transfer der Proteine auf die Membran wurde mit der Mini Trans—B10t®-Apparatur der
Firma Bio-Rad durchgefiihrt. Zu Beginn wurde das Polyacrylamid-Gel (3.3.1.3) 15 min in
dem Transferpuffer dquilibriert. In der Zwischenzeit wurden die PVDF-Membran und die
Filterpapiere auf die entsprechende GroBe zugeschnitten. Die Membran wurde kurz in 100%
Methanol angefeuchtet und dann zusammen mit den beiden Filterpapieren in Transferpuffer
inkubiert. AnschlieBend wurde der Blot, wie in Abb. 3-7 beschrieben, aufgebaut und
anschliefend in den Halter eingelegt. Der Halter wurde unter Beachtung der korrekten
Orientierung in den Blottingeinsatz eingesteckt und zusammen mit einem Kiihlakku in die
Gelkammer eingesetzt. Nach dem vollstdndigen Befiillen der Gelkammer mit Transferpuffer
wurde der Transfer bei 70 V fiir eine Stunde durchgefiihrt. Nach dem Transfer wurde die
Membran fiir zwei Minuten in 1x TBS gewaschen. Die Erfolg des Transfers konnte darauthin

mit einer Ponceau S-Farbung (3.3.2.2) iiberpriift werden.

Fasermatte
Filterpapier
Membran
Gel
Filterpapier
Fasermatte

Halter

CoORCEE

Abb. 3-7:  Aufbau des Western Blot-Stapels
(modifiziert nach Originalanleitung der Blottingapparatur)
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3.3.2.2. Ponceau S-Firbung

Im Gegensatz zu der Proteinfarbung mit Coomassie ist die Farbung mit Ponceau S reversibel,
weshalb keine Beeintrachtigungen bei dem darauffolgenden immunochemischen Nachweis zu

erwarten sind.

Benotigtes Material:

Ponceau S-Férbeldsung

Durchfithrung:

Die Membran wurde dreimal fiir 5 min mit ddH,O gewaschen und darauthin fiir 1-2 min in
der Ponceau S-Firbelosung inkubiert. Danach wurde die Membran so lange mit ddH,O
gewaschen, bis die Proteinbanden deutlich zu sehen waren. Die Banden des Grofenstandards

wurden mit einem weichen Bleistift markiert und die Membran abfotografiert.

3.3.2.3. Spezifischer Proteinnachweis mit Antikorpern

Bendotigtes Material:
Western-Blockierlosung
TBS

TBST
DIG-Detektionspuffer
50x NBT/BCIP-Losung
Primérantikdrper

AP-gekoppelter Sekundérantikorper

Durchfithrung:

Zur Absittigung unspezifischer Bindungsstellen wurde der Blot nach der Ponceau S-Fiarbung
fiir eine Stunde unter leichtem Schiitteln in Blockierlosung inkubiert. Es folgten drei
Waschschritte fiir je 5 min in 1x TBST, bevor die Membran mit dem Primérantikérper in
Blockierlosung bei Raumtemperatur fiir eine Stunde inkubiert wurde. Darauthin folgten drei
je finfminiitige Waschschritte in 1x TBST und eine einstiindige Inkubation mit dem

Sekundérantikdrper in Blockierlosung. Nach dreimaligem Waschen fiir 5 min mit 1x TBST
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wurde die Membran noch zweimal mit 1x TBS gespiilt, um noch vorhandenes Tween 20 zu
entfernen. AnschlieBend wurden 200 ul der 50x NBT/BCIP-Losung in 10 ml
Detektionspuffer verdiinnt, auf die Membran gegeben und dann im Dunkeln (Schublade) so
lange inkubiert, bis die Banden in der gewiinschten Intensitit zu sehen waren. Die
Farbreaktion wurde mit ddH,O abgestoppt, der Blot fotografiert/eingescannt, zwischen zwei
Lagen Whatman-Papier unter einer Glasplatte getrocknet und danach lichtgeschiitzt
aufbewabhrt.
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3.4. Zellkultur

3.4.1. Kultivierung von Zellen

Die Kultivierung von Zellen wurde unter Einhaltung aller Sicherheitsmaflnahmen bei
keimarmen Bedingungen durchgefiihrt. Das Zellwachstum wurde mithilfe eines Invers-
mikroskops mit Phasenkontrasteinrichtung tiberpriift. Grundsitzlich galten die in Tab. 3-4

angegebenen Richtwerte fiir die verwendeten Kulturgeféle.

S Flache Zelldichte Zelldichte Wachstums- PBS Trypsin
(cm?) beim Aussaen bei Konfluenz medium (ml) (ml) (ml)

Flaschen

TC 25 25 0,7x10° 2,8x10° 5 2 1

TC 80 75 2,0x10° 8,0x10° 15 6 2
Schalen

35 mm 8 0,3x10° 1,2x10° 25 2 0,5
60 mm 21 0,7x10° 3,2x10° 5 4 1
100 mm 55 2,0x10° 8,0x10° 10 8 2
150 mm 148 5,0x10° 2,110’ 20 15 4

Tab. 3-6: Richtwerte fiir die Kultivierung von Zellen

Um etwaige Kontaminationen mit Mykoplasmen zu detektieren, wurden regelmifBig
Kontrollen mit Hilfe des VenorGeM"® Mycoplasma Detection Kit nach Herstellerangaben
durchgefiihrt.

Die Zellen wurden routinemiflig bei 37°C und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 95% im
CO,-begasten Brutschrank kultiviert und je nach Wachstumseigenschaften alle zwei bis vier
Tage passagiert. Die verschiedenen verwendeten Zelllinien und Medien sind im Materialteil

in Tab. 2-1 und Tab. 2-2 aufgefiihrt.
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3.4.2. Ablosen und Ernten von Zellen
3.4.2.1. Mechanische Ablosung von Zellen

Mit Hilfe eines Zellschabers konnen Zellen von der Oberfliache eines Kulturgefilles gelost

werden. Diese Methode wurde nur zur Ernte von Zellen fiir Folgeexperimente eingesetzt.

Benotigtes Material:
PBS
Zellschaber

Durchfiihrung:

Zunéchst wurde das verbrauchte Kulturmedium abgesaugt. Danach wurden die Zellen dreimal
mit 4°C kaltem PBS gewaschen und schlielich mit einem Zellschaber in 4 ml kaltem PBS
vom Kulturgefal gelost. Das vollstdndige Abldsen der Zellen wurde mikroskopisch tiberpriift.
Anschliefend wurde die Zellsuspension in ein 15-ml-Reaktionsgefdf3 {iberfiihrt und auf Eis
gelagert. Um den Verlust an Zellen moglichst gering zu halten, wurden 4 ml kaltes PBS in das
Kulturgefdll gegeben, verteilt, abgenommen und in das Reaktionsgefdl mit der restlichen
Zellsuspension transferiert. Die Zellen konnten nun bei 1.000% g und 4°C fiir 5 min pelletiert,

schockgefroren und letztlich bei -80°C gelagert werden.

3.4.2.2. Enzymatische Ablosung von Zellen

Um adhérente Zellen von der Kulturschale abzul6sen, wurde das proteolytische Enzym
Trypsin verwendet. Aufgrund der schonenden Ablosung von Zellen wird diese Methode

sowohl zur Passagierung als auch zur Ernte von Zellen fiir Folgeexperimente eingesetzt.
Bendotigtes Material:

PBS
Trypsin-EDTA-L&sung
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Durchfithrung:

Das verbrauchte Kulturmedium wurde abgesaugt und die Zellen einmal mit PBS gewaschen.
Anschliefend wurde die Trypsin-EDTA-Losung auf die Zellen gegeben und diese 5-10 min
bei 37°C im CO;-Brutschrank inkubiert. Da sich die Zelllinien hinsichtlich der optimalen
Zeitdauer fiir das Abldsen unterschieden, war es wichtig, diesen Vorgang zu kontrollieren, um
Zellschdden zu vermeiden. Sobald sich die Zellen abgelost hatten, wurden die noch lose
anhaftenden Zellen mit Kulturmedium vom Boden gespiilt.

Fir Folgeexperimente wurde eine Zellkulturschale wie oben beschrieben behandelt.
AnschlieBend wurde die Zellsuspension in ein 15-ml-Reaktionsgefd3 iiberfiihrt und bei
1.000x g und 4°C fiir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt, das Zellpellet in
PBS aufgenommen und wiederholt unter den gleichen Bedingungen zentrifugiert. Nach
Absaugen des Uberstands konnte das Zellpellet in fliissigem Stickstoff schockgefroren und
bei -80°C gelagert werden.

3.4.3. Bestimmung der Zellzahl

Bendotigtes Material:

Rohrchen fur Zellzdhler

Durchfiihrung:

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellen nach dem Waschen in einer definierten
Menge Medium homogen resuspendiert, 0,5-1 ml in die Probengefdle gefiillt, die in den
Zellzéhler Vi-CELL XR gestellt wurden. Die Gesamtzahl der Zellen konnte nach der

Messung am Bildschirm abgelesen werden.

3.4.4. Kryokonservierung von Zellen

Zellen konnen mit Hilfe der Kryokonservierung iiber einen langen Zeitraum bei -196°C in
fliissigem Stickstoff deponiert werden. Dabei erfolgt die Lagerung der Zellen in einem
speziellen Gefriermedium, das DMSO enthdlt. Diese Komponente verhindert die
Beschiadigung der Zellen durch die Bildung von Eiskristallen und wirkt gegen die

Dehydratation des Zytoplasmas, da sie das Zellwasser ersetzt. Weil Serum ebenfalls einen
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geringen schiitzenden Effekt beim Einfrieren besitzt, wird bei dieser Methode serumhaltiges

Medium verwendet.

Bendotigtes Material:
Einfriermedium (Kulturmedium mit 20% FCS und 10% DMSO)
Kryor6hrchen

Durchfithrung:

Die Zellen einer konfluenten 100-mm-Zellkulturschale wurden durch eine Trypsin-
Behandlung (3.4.2.1) abgeldst, in ein 15-ml-Réhrchen gefiillt und bei 1.000x% g fiir 5 min
zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand abgesaugt, das Pellet in 8 ml des
Einfriermediums resuspendiert und je 1,8 ml der Zellsuspension in ein Kryoréhrchen gefiillt.
Dieses wurde von Isopropanol umgeben zunidchst fiir 24 h bei -80°C gelagert und

anschlieBend zur Langzeitlagerung in fliissigen Stickstoff tiberfiihrt.

3.4.5. Auftauen von Zellen

Nach einer korrekt durchgefiihrten Kryokonservierung konnen Zellen aus der Langzeit-
lagerung in fliissigem Stickstoff wieder vollig intakt aufgetaut werden und erlangen nach
wenigen Stunden ihre volle Teilungsaktivitit wieder. Dazu wird das im Einfriermedium
enthaltene DMSO aus den Zellen und dem Medium entfernt. Da DMSO ein starkes Zellgift

ist, muss dies sehr schnell geschehen.

Bendotigtes Material:

Kulturmedium

Durchfiihrung:

Die Zellen in dem Kryorohrchen wurden direkt aus dem fliissigen Stickstoff in das 37°C
warme Wasserbad iibertragen und dort inkubiert, bis sich gerade die letzten Eisbrockchen
gelost hatten. AnschlieBend wurde die Zellsuspension in ein 15-ml-Rohrchen iibertragen und
mit 10-12 ml zelllinienspezifischem Kultivierungsmedium gemischt. Nach dem Pelletieren
der Zellen bei 1.000x g fiir 5min wurde der Uberstand mit dem groBten Anteil an

Einfriermedium abgesaugt, die Zellen in 5 ml serumhaltigem Medium resuspendiert und auf
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einer 60-mm-Zellkulturschale ausgesidt. Nach 24 h wurde das Medium gewechselt, um das

restliche DMSO und Glycerin aus dem Uberstand zu entfernen.

3.4.6. Transfektion eukaryontischer Zellen

Unter Transfektion versteht man das Einbringen von Fremd-DNA in eukaryontische Zellen.
Dies erlaubt der Zelle, fremde (heterologe) Gene nach der DNA-Aufnahme zu exprimieren
und ermoglicht somit dem Experimentator, bestimmte gewiinschte Proteine, darunter zum
Beispiel Markerproteine wie das GFP, in den zu untersuchenden Zelllinien herzustellen sowie
Effekte einer Uberexpression eines Proteins zu analysieren.

Man unterscheidet zwischen zwei Arten der Transfektion: Bei der transienten Transfektion
wird ein Vektor in die Wirtszelle eingebracht, um eine voriibergehend starke Expression eines
heterologen Gens zu erreichen. Diese Expression geht jedoch mit der Verdiinnung des
Vektors bei jeder Zellteilung rapide zuriick. Sehr selten kommt es durch illegitime
Rekombination zu einer Integration des Vektors in das Genom der Zelle, so dass die
Verdiinnung nicht mehr fortschreitet. Bei der stabilen Transfektion wird durch den
dauerhaften Einbau der Vektor-DNA in das Wirtsgenom eine langfristige Genexpression
anvisiert. Voraussetzung ist allerdings, dass ein selektierbares Gen mittransfiziert wird.
Werden retrovirale Expressionsvektoren eingesetzt, ist eine stabile Integration der Vektor-

DNA gewibhrleistet.

3.4.6.1. Transfektion mit dem Transfektionsreagenz METAFECTENE® PRO

METAFECTENE® PRO ist ein polykationisches Transfektionsreagenz, das in Kombination
mit einem neutralen Kolipid in liposomaler Form vorliegt. Der Eintritt von DNA in die Zellen
findet statt, indem die zu transfizierende DNA zunéchst in kompakte Strukturen komplexiert
und endozytotisch in die Zellen aufgenommen wird. Innerhalb der Zelle wird die Freisetzung
der Nukleinsduren aus den Endosomen durch Puffereigenschaften der Komplexbildner
bewerkstelligt, die zu einem Anstieg des osmotischen Druckes in dem Endosom fiihren, so
dass die Membran aufbricht. Dieser Prozess wird durch die Eigenschaften der kationischen
Lipide unterstiitzt, die durch die Ansduerung durch Protonen die Endosomen destabilisieren

(Repulsive Membrane Acidolyis). Da die Aufnahme der DNA in den Zellkern iiberwiegend
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wiéhrend des Zusammenbruchs der Kernhiille (Mitose) erfolgt, sollte die Transfektion am

besten mit stark proliferierenden Zellen durchgefiihrt werden.

Bendotigtes Material:

METAFECTENE® PRO

Durchfiihrung:
Die Transfektionen erfolgten nach der mitgelieferten Anleitung (Stand: Juli 2005). Um eine
mogliche Adsorption der Reagenzien an die GefiaBwidnde zu verhindern, wurden fiir die

Transfektion ausschlieBlich Gefae aus Polystyrol verwendet.

3.4.6.2. Transfektion mit dem Transfektionsreagenz FuGENE® HD

Bei FuGENE® HD handelt es sich um ein nicht-liposomenbasiertes Transfektionsreagenz, das
einen Komplex mit der zu transfizierenden DNA bildet und diese anschlieend in die Zelle
transportiert. Ebenso wie bei METAFECTENE® PRO sollte eine Transfektion mit
FuGENE®™ HD nur an stark proliferierenden Zellen durchgefiihrt werden.

Benotigtes Material:
FuGENE" HD

Durchfithrung:
Die Transfektionen erfolgten nach der mitgelieferten Anleitung (Stand: Oktober 2005).

3.4.6.3. Transfektion mit dem Transfektionsreagenz MATra-A

Diese Transfektionsreagenz nutzt magnetische Nanopartikel (MagTag™), um die gewiinschte
DNA in die Zellen einzuschleusen. Im ersten Schritt wird die DNA an die Nanopartikel
gebunden, welche dann durch magnetische Anziehung (mittels einer Magnetplatte, die unter
die Kulturschale gestellt wird) in die Zellen eindringen und dort die DNA auf ihrer
Oberflache abgeben konnen. Diese Methode hat den Vorteil, dass die Zellmembran nicht

durch chemische Reagenzien beeinflusst wird und sie auch bei Zellen gute Ergebnisse liefert,
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die mit auf Liposomen basierenden Transfektionsreagenzien nur schlecht zu transfizieren

sind.

Bendotigtes Material:
MATra-A
Magnetplatte

Durchfithrung:
Die Transfektionen erfolgten nach der mitgelieferten Anleitung (Stand: Juli 2006).

3.4.7. Selektion transfizierter Zellen durch Antibiotika

Fiir eine stabile Transfektion ist eine Selektion positiver Klone unabdingbar. Nur so wird eine

Reinkultur an Zellen erzielt, die das gewlinschte Konstrukt enthélt.

Benotigtes Material:

Selektionsantibiotikum

Durchfiihrung:

Die Selektion der transfizierten Zellen wurde iiber Antibiotika sichergestellt, fiir die auf den
jeweiligen Konstrukten die entsprechenden Resistenzgene vorhanden waren, um ein
Uberleben der positiven Klone zu gewihrleisten.

Fir jedes Antibiotikum wurde zundchst ermittelt, ab welcher Konzentration alle
untransfizierten Zellen einer Kulturschale abstarben bzw. das Wachstum einstellten. Dazu
wurden die verschiedenen Zelllinien in den entsprechenden Kulturmedien ausgesét und mit
dem jeweiligen Antibiotikum in verschiedenen Konzentrationen inkubiert. Das selektive
Medium wurde alle zwei Tage gewechselt und die Zellen iiber insgesamt acht Tage hinweg
beobachtet. Als Negativkontrolle dienten Zellen, die ohne Antibiotikum in dem
Standardmedium inkubiert wurden. Die bendtigte Menge an Antibiotikum fiir die Selektion
nach einer Transfektion wurde durch die Konzentration ermittelt, bei der nach vier bis fiinf
Tagen alle Zellen in der Kulturschale abgestorben waren. Mit der Selektion wurde zwischen

24 und 48 h nach der Transfektion begonnen.
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3.4.8. Selektion von mit mtDNA transfizierten pO-Zellen

Fiir die Selektion von mit mtDNA transfizierten p’~Zellen steht nur ein metabolischer Test zur
Verfiigung. Bei diesem Test wird die Abhingigkeit der p’-Zellen von Uridin und Pyruvat
ausgenutzt, um die mit mtDNA repopulierten Zellen zu selektieren. Diese Zellen kénnen im
Gegensatz zu den p’-Zellen auch ohne Zugabe von Uridin und Pyruvat wachsen und bilden

somit Klone auf der Kulturplatte, wihrend die p’-Zellen nach einiger Zeit absterben.

Bendotigtes Material:

pO—Selektionsmedium

Durchfiihrung:

Die zu untersuchenden Zellen wurden enzymatisch von der Zellkulturschale abgelost (3.4.2.1)
und auf eine 150-mm-Kulturschale mit Selektionsmedium neu ausgesit. Das Medium wurde
ungefdhr eine Woche lang alle zwei Tage und danach jeden vierten Tag gewechselt. Wenn

nach drei bis vier Wochen keine Klone zu erkennen waren, wurde die Kulturschale entsorgt.

3.4.9. Herstellung von dialysiertem FCS

Durch Dialyse konnen niedermolekulare Bestandteile des FCS schonend entfernt werden.
Dies ist vor allem fiir die Verwendung des FCS im Selektionsmedium fiir p°-Zellen wichtig,

da hierbei eventuell vorhandene Uridin- und Pyruvat-Molekiile stéren.

Benotigtes Material:
Dialyseschlauch, MWCO 3,5 kDa
Verschlussklammern
FCS-Dialyse-Puffer

Sterilfilter

Durchfithrung:
Zunéchst wurde das eine Ende des Dialyseschlauches doppelt umgefaltet und anschlieBend
mit einer Verschlussklammer verschlossen. Danach wurde das FCS in den Dialyseschlauch

eingeflillt und genauso wie am anderen Ende sorgfiltig verschlossen. Dabei wurde darauf
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geachtet, dass sich keine Luftblasen im Inneren des Schlauches befanden. Der Schlauch
wurde in einem 10-1-Kunststoffeimer mit 8 | FCS-Dialyse-Puffer so befestigt, dass er nicht
mit dem Riihrfisch in Berithrung kam. Die Dialyse erfolgte bei 4°C, wobei der Dialyse-Puffer
nach zwei und weiteren vier Stunden gewechselt wurde. AnschlieBend wurde die Dialyse
noch iiber Nacht weitergefiihrt. Am nédchsten Morgen wurde das FCS aus dem Schlauch

entnommen, sterilfiltriert und aliquotiert bei -20°C gelagert.

3.4.10. Farbung von Mitochondrien mit MitoTracker®-Farbstoffen

Mit Hilfe der MitoTracker”-Farbstoffe kénnen selektiv Mitochondrien in lebenden Zellen
gefarbt werden. Die rot fluoreszierenden MitoTracker™-Farbstoffe sind Derivate entweder von
Tetramethylrosamin oder X-Rosamin und enthalten eine thiol-reaktive Chlormethyl-Einheit,

die wahrscheinlich fiir ihre Assoziation mit den Mitochondrien verantwortlich ist.

Benotigtes Material:
MitoTracker® Red CMXRos bzw. MitoTracker” Deep Red FM

Durchfithrung:

Zum Medium lebender Zellen wurde MitoTracker” Red CMXRos oder MitoTracker® Deep
Red FM in einer 1:1.000-Verdiinnung gegeben und 30 min bei 37°C im Brutschrank
inkubiert. Anschlie8end erfolgte ein Mediumwechsel und eine weitere Inkubation von 15 bis
120 Minuten im Brutschrank bei 37°C, bevor die Zellen am Mikroskop untersucht bzw.

fixiert wurden.

3.4.11. Induktion von Megamitochondrien

Fiir die Transformation der Mitochondrien durch mechanische Methoden ist die Induktion
von Megamitochondrien essentiell, da normalgroe Mitochondrien zu klein sind, um mit

diesen Methoden effektiv penetriert zu werden.
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3.4.11.1. Induktion iiber Ansiduerung des Mediums mit Milchsaure

Die Ansduerung des Kulturmediums mit Milchsdure stellt eine Moglichkeit dar, ein

Anschwellen der Mitochondrien zu induzieren.

Bendotigtes Material:

2 M Milchséure

Durchfithrung:

Das Kulturmedium wurde bis zu einem pH-Wert von 6,4-6,5 mit 2 M Milchsdure versetzt und
anschlieBend in einer Kulturschale im Brutschrank fiir einige Stunden bei 5% CO, und 37°C
inkubiert. Danach wurde der pH-Wert nochmals iiberpriift und bei Bedarf nochmals mit
2 M Milchséaure eingestellt.

Die Zellen wurden mit dem angesduerten Kulturmedium fiir eine bis mehrere Stunden im

Brutschrank inkubiert, bevor sie fiir die entsprechenden Versuche verwendet wurden.

3.4.11.2. Induktion iiber Zugabe von Valinomycin

Valinomycin ist ein K'-selektives Zyklodepsipeptid, welches als Tonophor agiert und die
oxidative Phosphorylierung entkoppelt. Dabei kommt es innerhalb weniger Stunden zu einem

Anschwellen der Mitochondrien.

Bendotigtes Material:

Valinomycin-Stammldsung (10 mM in DMSO)

Durchfithrung:
Die Induktion erfolgte durch Zugabe der Valinomycin-Stammlosung im Verhéltnis von

1:1.000 zum Kulturmedium.
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3.4.11.3. Induktion iiber Ansiduerung des Mediums mit Natriumacetat

Benotigtes Material:

3 M Natriumacetat, pH 5,2

Durchfithrung:
Das Natriumacetat wurde in der gewiinschten Endkonzentration zusammen mit dem
Kulturmedium in einer 60-mm-Kulturschale fiir 20 min bei Raumtemperatur vorinkubiert und

anschliefend auf die ausgesiten Zellen gegeben.

3.4.11.4. Induktion iiber Ansiuerung des Mediums mit Essigsidure

Benotigtes Material:

Essigsdure

Durchfiihrung:
Die Essigsdure wurde in der gewiinschten Endkonzentration zusammen mit dem
Kulturmedium in einer 60-mm-Kulturschale fiir 20 min bei Raumtemperatur vorinkubiert und

anschliefend auf die ausgesiten Zellen gegeben.
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3.5. Sonstige Methoden

3.5.1. Partikelbeschuss mit der Gene Gun

Bei der Gene Gun werden DNA-beschichtete Mikropartikel mit hohem Druck in die Zellen

transportiert (geschossen), wo die DNA freigesetzt wird. Dabei ist es moglich, die ganze

Bandbreite von Zellen (Bakterien, Hefen, Sduger- oder Pflanzenzellen) und Geweben (z.B.

ganze Blitter) zu transformieren indem unterschiedliche Partikelmaterialien (Gold, Wolfram),

-groBen und verschiedene Umgebungsbedingungen
(Beschussdruck, = Kammervakuum) verwendet
werden.

Bei dem hier genutzten Gerét handelte es sich um
das PDS-1000/He-System der Firma Bio-Rad, das
eine evakuierbare Kammer besitzt. In diese
Kammer miindet ein Druckkolben, der mit einer
Kunststoffscheibe (Rupture Disk) verschlossen ist,
die bei einem spezifischen Druck reif3t. Steigt der
Heliumdruck tber diesen Wert an, reillit die
Scheibe und durch das ausschieBende Heliumgas
wird eine weitere darunterliegende Kunst-
stoffscheibe (Macrocarrier) beschleunigt. Auf
dieser Scheibe befinden sich an der Unterseite die
DNA-beschichteten Mikropartikel, welche somit
ebenfalls beschleunigt werden. Nach einer kurzen
Wegstrecke trifft die Kunststoffscheibe dann auf
ein Metallnetz und wird daran gestoppt, wéhrend
die Mikropartikel —ungehindert weiterfliegen
konnen. Am Ende ihrer Flugstrecke treten die
Mikropartikel in die Zielzellen ein und die DNA

auf ihrer Oberflache wird freigesetzt.
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3.5.1.1. Vorbereitung des Ger:its

Zu Beginn jeder Nutzung muss das Gerdt sowie ein Teil der spiter genutzten Materialien
vorbereitet werden. Dabei werden das gesamte Leitungssystem sowie der Druckkolben mit

Helium gespiilt. Aulerdem werden die Macrocarrier fiir die spatere Nutzung vorbereitet.

Benotigtes Material:

Helium-Druckflasche

Macrocarrier

Edelstahlhalter fiir Macrocarrier

Rupture Disk (entsprechend dem verwendeten Druck)

Stopping Screen

Durchfithrung:

Zum Spiilen des Systems mit Helium wurde der Druckkolben wie in der Anleitung
beschrieben mit einer Rupture Disk verschlossen und eine Stopping Screen in den dafiir
vorgesehenen Halter (oberste Ebene) eingelegt. Nach dem Anlegen eines Kammervakuums
wurde der Druckaufbau bis zum Reilen der Disk durchgefiihrt. Danach wurde die Kammer

beliiftet und der Druckkolben gleich wieder mit einer neuen Rupture Disk verschlossen.

Die Macrocarrier wurden in die zugehorigen Edelstahlhalter eingelegt, wobei darauf zu

achten war, dass die Macrocarrier genau in die dafiir vorgesehen Rille eingepasst wurden.

3.5.1.2. Priparation der Goldpartikel

Vor der Beschichtung mit DNA miissen die Goldpartikel vorbereitet werden. Durch die
Vorbehandlung soll sichergestellt werden, dass die Partikel steril und frei von sonstigen

Verunreinigungen sind und dass sie mdglichst nicht als Konglomerate vorliegen.

Benotigtes Material:

Goldpartikel (0,6 um, 1,0 um oder 1,6 um Durchmesser)
70% Ethanol p.a. (v/v)

50% Glycerin (v/v), steril

Steriles Wasser
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Durchfithrung:

Zunichst wurden 30 mg der Goldpartikel in einem 1,5-ml-Reaktionsgefd3 abgewogen. Nun
wurde 1 ml 70% Ethanol zugegeben, fiir 4-5min auf dem Vortexer bei hochster
Geschwindigkeit durchgemischt und fiir 15 min bei RT inkubiert. Die Goldpartikel wurden
fiir 5s abzentrifugiert (mittels der Short Spin-Taste) und der Uberstand verworfen.
Anschliefend wurden die Goldpartikel in 1 ml sterilem Wasser fiir 1 min auf dem Vortexer
gemischt und 3 min bei RT inkubiert. Daraufhin erfolgte eine Abzentrifugation der
Goldpartikel und nach dem Verwerfen des Uberstandes wurde dieser Waschschritt noch
zweimal wiederholt. Zum Schluss wurden die Goldpartikel in 500 pul 50% Glycerin
aufgenommen (Endkonzentration: 60 mg/ml) und fiir 3x 10 s durch Ultraschall vereinzelt. Die

Lagerung erfolgte bei 4°C im Kiihlschrank.

3.5.1.3. Beschichten der Goldpartikel mit DNA

Damit die DNA mit den Goldpartikeln in die Zelle eingebracht werden kann, muss die DNA
erst auf die Partikel aufgebracht werden. Dies geschieht, indem die DNA im Beisein der
Partikel durch CaCl, ausfillt. Dabei bindet die DNA auf der Oberflache der Partikel und kann
anschliefend mit diesen pripariert werden. Durch die Zugabe von Spermidin kann dieser

Vorgang noch verstédrkt werden.

Bendotigtes Material:

Goldpartikel (60 mg/ml, aus 3.5.1.2)
DNA-L6sung (333 ng/ul)

2,5 M CacCl,

0,1 M Spermidin

70% Ethanol p.a. (v/v)

100% Ethanol p.a.

Durchfithrung:

Die vorbereiteten Goldpartikel aus 3.5.1.2 wurden nochmals durch Ultraschall vereinzelt und
60 ul in ein neues 1,5-ml-Reaktionsgefdl iiberfiihrt. Um eine gleichmiflige Verteilung der
DNA auf den Goldpartikeln sicherzustellen, erfolgte im Abstand von jeweils 10 s die Zugabe
von 20 pul DNA-Losung, 75ul 2,5M CaCl, und 30ul 0,1 M Spermidin unter

112



Methoden

kontinuierlichem Mischen auf dem Vortexer (mittlere Geschwindigkeit). Nach weiteren 3 min
auf dem Vortexer wurden die nun beschichteten Goldpartikel fiir 5-10 min bei RT stehen
gelassen, damit sie sich am Boden des ReaktionsgefiBles absetzen konnten. Nach einer
Zentrifugation fiir 2-3 s (keinesfalls linger! mittels Short-Spin-Taste) wurde der Uberstand
verworfen und die Goldpartikel unverziiglich mit einer Pipette in 180 pul 70% Ethanol
resuspendiert. Nachdem die Goldpartikel sich fiir 5-10 min bei RT sedimentieren konnten
erfolgte wiederum eine Zentrifugation fiir 2-3 s. Dieser Waschschritt wurde noch zweimal mit
100% Ethanol wiederholt, die Partikel in 60 ul 100% Ethanol aufgenommen und

anschliefend gleich zum Beschuss eukaryontischer Zellen eingesetzt.

3.5.1.4. Partikelbeschuss humaner Zellen

Humane Zelllinien sollten fiir den Beschuss mit Mikropartikeln in Kunststoff-Kulturschalen
mit einem Durchmesser von 35 mm kultiviert werden. Da die maximale beschossene Flidche
ungefdhr der Grofle einer 35-mm-Schale entspricht bringt der Einsatz groBerer Schalen keine

Vorteile.

Bendotigtes Material:

DNA-beschichtete Goldpartikel (aus 3.5.1.3)

Macrocarrier in den Edelstahlhaltern (aus 3.5.1.1)

Rupture Disks (entsprechend dem verwendeten Druck, meist 1800 psi)

Stopping Screens

humane Zellen auf 35-mm-Schale (30-70% Konfluenz, je nach Anwendung und Zelllinie)

Kulturmedium (evtl. mit Antibiotikum)

Durchfithrung:

Die DNA-beschichteten Goldpartikel (3.5.1.3) wurden nochmals sorgfaltig mit einer Pipette
resuspendiert und jeweils 10 pul auf die Mitte der vorbereiteten Macrocarrier (3.5.1.1)
getropft. Nach dem Trocknen (ca. 10 min) wurden ein Edelstahlhalter mit einem
Macrocarrier sowie eine Stopping Screen laut Bedienungsanleitung in den dafir
vorgesehenen Halter eingesetzt (Goldpartikel auf der Unterseite). Das Kulturmedium auf den
Zellen wurde nahezu vollstindig abgenommen und die Kulturschale unverziiglich in die

Apparatur eingesetzt (zweite Ebene von unten). Nach dem Evakuieren (je nach Versuch,
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meist 25-27 in Hg) der Kammer erfolgte der Beschuss mit dem Druck entsprechend der
eingesetzten Rupture Disk. Auf die Kulturschale wurde nach dem sofortigen Beliiften der
Kammer 2 ml Kulturmedium gegeben und anschliefend die Schale in den Brutschrank
gestellt. Dieses Vorgehen wurde mit den restlichen Kulturschalen (insg. sechs Stiick)

wiederholt. Der Erfolg des Partikelbeschusses wurde nach 24-48 h am Mikroskop kontrolliert.

3.5.2. Mikroskopie
3.5.2.1. Fluoreszenzmikroskopie

Bei der Fluoreszenzmikrokopie werden fluoreszierende Farbstoffe genutzt, um Proteine oder
Strukturen in Zellen zu lokalisieren. Fluoreszierende Farbstoffe haben die Eigenschaft, Licht
eines spezifischen Wellenldngenbereichs zu absorbieren und dann wiederum Licht im
langerwelligeren Bereich zu emittieren (Tab. 3-7).

Bei einem Fluoreszenzmikroskop wird das Licht einer Lampe durch einen Filter gestrahlt, der
nur den zur Anregung des Farbstoffes gewiinschten Wellenldngenbereich des Spektrums
passieren ldsst. Der Lichtstrahl wird nun {iber einen dichromatischen Spiegel auf das Objekt
reflektiert und kann dort den Farbstoff zur Emission anregen. Das emittierte Licht kann
aufgrund der ldngeren Wellenldnge den dichromatischen Spiegel passieren und wird entweder

durch das Okular ins Auge des Betrachters geleitet oder durch eine Kamera detektiert.

Fluoreszenzfarbstoff Absorptionsmaximum Emissionsmaximum
EGFP 488 nm 507 nm
Alexa Fluor® 488 495 nm 519 nm
MitoTracker® Red CMXRos 579 nm 599 nm
MitoTracker® Deep Red FM 640 nm 662 nm

Tab. 3-7:  Absorptions- und Emissionsmaxima der verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Fluoreszenzmikroskope vom Typ Leica DMI 4000 B und
DMI 6000 B mit einer Schwarz-Weil-Kamera DFC-350FX und der Software Leica
Application Suite genutzt (2.14).
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3.5.2.2. Konfokale Laser-Scanning-Mikrokopie

Die konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie ist ein spezielles Verfahren der Fluoreszenz-
mikroskopie. Bei ihr wird das Anregungslicht nicht von einer Lampe, sondern von Lasern
emittiert, wodurch eine nahezu punktformige Lichtquelle einer spezifischen Wellenlédnge zur
Verfiigung steht. Durch eine aufwindige Optik mit beweglichen Spiegeln wird dieser
Laserstrahl dabei in einer Fokusebene rasterférmig iiber das zu untersuchende Objekt gefiihrt.
Das vom Farbstoff emittierte Licht wird durch die Optik zu einer Lochblende (Pinhole)
geleitet, die nur die Signale aus der Fokusebene des Objekts passieren konnen, wéhrend die
dariiber- und darunterliegenden Ebenen ausgeblendet werden. Der Lichtstrahl trifft darauthin
auf einen elektronischen Detektor (Photomultiplier), der die Signale an einen Computer
weiterleitet. Dort wird das Signal dann wieder zu einem gerasterten Bild zusammensetzt.

Die Aufnahmen am konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop Leica TCS SP5 wurden mit der
Bediensoftware Leica Application Suite Advanced Fluorescence durchgefiihrt und mit Adobe

Photoshop CS4 und CorelDraw X3 (2.14) bearbeitet.

3.5.2.3. Fixierung von Kulturzellen mit Formaldehyd

Benotigtes Material:

PBS

2% Formaldehyd in 1x PBS
0,1% Triton X-100 in 1x PBS

Durchfiihrung:

Auf Deckgldschen (Durchmesser: 12 mm) kultivierte Zellen wurden nach der Fiarbung mit
MitoTracker™ (3.4.10) kurz in 1x PBS gewaschen und im Anschluss fiir 10 min mit 2%
Formaldehyd in 1x PBS fixiert. Nach zweimaligem Waschen fiir je 5 min mit 1x PBS erfolgte
eine Permeabilisierung der Membranen mit 0,1% Triton X-100 in 1x PBS fiir 10 min. Die
Deckgldschen wurden nochmals mit 1x PBS fiir 5 min gewaschen und konnten fiir die

Immunlokalisation verwendet werden.
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3.5.2.4. Immunlokalisation an Kulturzellen

Bei der Immunlokalisation werden Proteinantigene durch die Bindung eines spezifischen
Antikorpers (Primérantikdrper) markiert. In einem zweiten Schritt wird die speziesspezifische
F.-Region des Primérantikorpers durch einen markierten Sekundérantikorper erkannt. Fiir
diese Markierung werden héufig fluoreszierende Farbstoffe genutzt, jedoch findet man auch
andere Markierungen wie z.B. Enzyme, die mit bestimmten Substraten die Bildung von

unldslichen Farbstoffen katalysieren.

Bendotigtes Material:

PBS

1% BSA in 1x PBS

Primérantikorper, verdiinnt in 1% BSA/1x PBS
Sekundirantikorper, verdiinnt in 1% BSA/1x PBS

Mowiol-Einbettmedium

Durchfithrung:

Nach der Fixierung der Zellen (3.5.2.3) wurden die Deckgldschen zum Absittigen
unspezifischer Bindungsstellen fiir 30 min mit 1% BSA in 1x PBS sowie anschlieend fiir
eine Stunde mit dem verdiinnten Primérantikorper in einer Feuchtekammer inkubiert.
Darauthin folgten drei je flinfmintitige Waschschritte mit 1x PBS, bevor die Deckglédschen fiir
eine Stunde im Dunkeln mit der Sekundérantikdrperlésung behandelt wurden. Zum Schluss
wurden die Deckgldschen erneut dreimal je 5 min mit 1x PBS gewaschen und mit einem

kleinen Tropfen (10-15 ul) Mowiol auf einem Objekttrager eingebettet.

3.5.3. Mikroinjektion

Mit der Mikroinjektion kdnnen kleinste Volumina (bis 100 pl) unterschiedlichster Losungen
(DNA, Proteine, sonstige Substanzen) direkt in Kulturzellen eingebracht werden. Dabei
werden die Zellen mit einer kleinen Glaskapillare mechanisch penetriert und durch einen
angelegten Druck kann daraufhin das sich in der Kapillare befindliche Material in die Zelle
injiziert werden. Die Mikroinjektion erlaubt zum Beispiel die direkte Transfektion von DNA

in sich nichtteilende Zellen, indem die Kapillare bis in den Zellkern geschoben wird.
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Bendotigtes Material:
Injektionskapillare FemtoTip II

Glasboden-Kulturschale mit Raster

Durchfithrung:

Fiir die Mikroinjektion wurden die Kulturzellen auf Glasbodenschalen mit integriertem Raster
ausgesit, um die injizierten Zellen spiter leichter auffinden zu konnen. Nach der Induktion
von Megamitochondrien (3.4.11) wurden die Zellen an einem Leica DMI 4000 D mit
angebauter Injektionsapparatur der Firma Eppendorf (FemtoJet Mikroinjektor und
Mikromanipulator InjectMan NI 2) injiziert. Dazu wurde die Injektionskapillare mit der
DNA-Losung (50-350 ng/ul) befiillt, an die Apparatur angeschlossen und mit dem
Mikromanipulator an die zu injizierenden Zellen herangefiihrt. Die eigentliche Injektion
erfolgte direkt axial in die vergroBerten Mitochondrien mit einem Injektionsdruck von
90-120 hPa, einer Injektionszeit von 0,1-0,2 s und einem Haltedruck von 40-50 hPa. Dabei
wurde darauf geachtet, dass die Mitochondrien zwischen der Injektionskapillare und dem
Zellkern lagen, damit ein Widerstand gegen die Spitze der Kapillare aufgebaut werden
konnte. Nach der Injektion wurden die Zellen wieder im Brutschrank inkubiert und am

nidchsten Tag am Fluoreszenzmikroskop auf leuchtende Mitochondrien untersucht.
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4. Ergebnisse

4.1. Mitochondriale Expressionsvektoren

4.1.1. Konstruktion mitochondrialer Expressionsvektoren

Ein mitochondrialer Expressionsvektor muss, um seine Funktion erfiillen zu koénnen,
mindestens zwei Bestandteile enthalten: einen mitochondrialen Promotorbereich und ein zu
exprimierendes Gen. Vorteilhaft sind noch andere Bestandteile, wie beispielsweise
Signalsequenzen fiir die Transkriptions-Termination oder Replikationsurspriinge um die
Vermehrung und Weitergabe der Vektoren auf andere Mitochondrien bzw. Tochterzellen zu
ermdglichen. Idealerweise sollte zusétzlich ein Selektionsmarker integriert werden, der die
Unterscheidung zwischen transfizierten und nichttransfizierten Zellen zuldsst und eine

dauerhafte Weitergabe des Vektors bevorzugt.

Um die korrekte Prozessierung eigener Genkonstrukte zu gewdéhrleisten, sollten - wie im
mitochondrialen Genom - flankierende tRNAs an beide Seiten des jeweiligen Genes fusioniert
werden. Diese tRNAs markieren nach der Transkription die Prozessierungsstellen, indem sie
ihre klassische Kleeblattstruktur einnehmen und dann aus dem Transkript herausgeschnitten
werden. Dadurch werden die RNAs der flankierten Genbereiche freigesetzt und konnen

anschlieBend weitergehend modifiziert (zum Beispiel polyadenyliert) werden.

Bei der Planung eigener Genkonstrukte ist zu beachten, dass die Mitochondrien
Abweichungen beim genetischen Code im Vergleich zum Kerngenom aufweisen. Deshalb ist
das Konstrukt auf diese Verdnderungen hin zu untersuchen. So konnte es in ungiinstigen
Fillen zu Strukturdnderungen oder vorzeitigen Kettenabbriichen bei der Translation des

Zielgenes kommen.

Die Benennung der Vektoren erfolgte nach folgendem Schema:
pMAGx-y  (MAG: Mitochondrial Artificial Genome)

Dabei entsprach x der Gruppe (beginnend mit 11), die sich nach den in dem jeweiligen Vektor
verwendeten Bestandteilen der mitochondrialen DNA sowie dem genutzten Promotor richtete

(Tab. 4-1), und y der fortlaufenden Nummer innerhalb der jeweiligen Gruppe.
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Vektorgruppe mitochondriale Bestandteile g(:::‘t:ttg:
11 D-Loop + TTS L-Strang
12 D-Loop + TTS H-Strang
13 D-Loop + TTS + L-Strang-Replikationsursprung H-Strang
14 D-Loop + L-Strang-Replikationsursprung + 16S rRNA (Cam") H-Strang
15 D-Loop + 16S rRNA(Cam®) H-Strang
16 D-Loop H-Strang
17 D-Loop + L-Strang-Replikationsursprung H-Strang

Tab. 4-1: Gruppeneinteilung der konstruierten mitochondrialen Expressionsvektoren

4.1.1.1. pMAGI11-1

Bei diesem Vektor sollte EGFP als Reportergen eingebaut werden, um einen einfachen und
schnell nachzuvollziehenden Nachweis fiir eine gelungene Transfektion zu erhalten. Die
flankierenden tRNAs wurden so ausgewdhlt, dass sie in der selben Orientierung wie in der
mitochondrialen DNA vorlagen. In diesem Fall wurden die tRNAs fiir Glycin und Arginin
genutzt, die normalerweise das ND3-Gen flankieren, das eine Untereinheit der NADH-
Ubiquinon-Oxidoreduktase codiert. Dabei war zu beachten, dass das Stop-Codon des
ND3-Gens unvollstdandig ist, d.h. es besteht nur aus einem T, das durch die Polyadenylierung

zu einem TAA vervollstindigt wird (Ojala ef al., 1981).

Die beiden tRNAs wurden jeweils aus vier Oligonukleotiden (GFP Link 1-4 bzw.
GFP-Link 5-8) zusammengesetzt, die in einer Annealing-Reaktion aneinander binden
konnten. An beiden Enden entstanden Uberhiinge mit einer Linge von vier Nukleotiden, um
an das EGFP-Gen sowie den Vektor binden zu konnen. Das EGFP-Gen wurde aus dem
Vektor pEGFP-Mito (2.4.3) mit den Primern EGFP-001-FOR (4) und EGFP-716-REV (4)
amplifiziert. Dabei wurden an den Enden Bsal-Schnittstellen angebracht um zu den tRNAs
kompatible Uberhiinge zu erhalten. Dieses Enzym spaltet die DNA nicht in ihrer
Erkennungssequenz, sondern um ein Nukleotid versetzt in 3’-Richtung. Dabei entsteht ein
vier Basen umfassender 5’-Uberhang, der durch die Sequenz des verwendeten PCR-Primers
definiert werden konnte. AnschlieBend wurden die tRNAs zusammen mit dem Bsal-
behandelten PCR-Produkt in den mit Bc/l und Hindlll aufgeschnittenen Vektor pMAG2-2
(2.4.2) ligiert. Der entstandene Vektor wurde sequenziert und erhielt den Namen pMAGI11-1.
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H-Strang-Promotor
L-Strang-Promotor
AL

f1 (-) ori

D-loop ()

Amp pPMAG11-1

5237 bp Hindll (1374)

Bell (2280)

P lac

Abb. 4-1: Vektorkarte von pMAG11-1

4.1.1.2. pMAGI11-2

Bei dem Vektor pMAG11-2 wurde ein zusétzlicher Sicherheitsmechanismus eingebaut, um
eine Expression des EGFP-Gens nach einer moglichen Integration in das Kerngenom zu
verhindern. Dazu sollte das EGFP-Gen so verdndert werden, dass es nach der Translation in
den Mitochondrien funktionell war, wihrend eine Translation im Zytosol ein nicht
funktionsfdhiges Protein entstehen lassen sollte. Solch eine Verdnderung war moglich, da die
mitochondriale DNA im Vergleich zum Kerngenom einige Unterschiede bei der Codon-
Nutzung aufweist (O'Brien et al., 1990). Das Kern-Stop-Codon UAG codiert in den
Mitochondrien fiir Tryptophan und konnte somit genutzt werden, um bei einer Translation im

Zytosol einen Abbruch zu initieren und das Protein in einer nicht aktiven Form zu erhalten.

Bei der Mutagenese-PCR des Vektors pMAG11-1 wurden die Primer EGFP-156-FOR und
EGFP-191-REV eingesetzt, um das Tryptophan an der Stelle 58 des EGFP in der oben
genannten Weise zu verdndern. Nach der Sequenzierung wurde das korrekte mitochondriale
EGFP (mtEGFP) und einige umgebende Bereiche mit den Restriktionsendonukleasen Pstl
und Notl ausgeschnitten und in den ebenso behandelten Vektor pMAG11-1 ligiert. Das neu
entstandene Plasmid trug den Namen pMAG11-2.
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H-Strang-Promotor
F . ,L-Strang-Promotor

1 (-) ori

D-loop (-)

L pMAG11-2

Pstl (1364)
5237 bp

G-A-Mutation (1646)

MtEGFP

Notl (2348)

TTS
P lac

Abb. 4-2: Vektorkarte von pMAG11-2

4.1.1.3. pMAGI12-1

Im mitochondrialen Genom befinden sich, mit Ausnahme des ND6-Gens, alle
proteincodierenden Bereiche auf dem H-Strang (Anderson et al., 1981; Attardi et al., 1982).
Der H1-Promotor besitzt eine 20-30-fach hohere Transkriptionsrate als der H2-Promoter und
ist ungefahr doppelt so stark wie der L-Strang-Promotor (King und Attardi, 1993). Um die
Expression des mtEGFP zu optimieren, sollte deshalb der H-Strang-Promotor und nicht der
L-Strang-Promotor wie im Vektor pMAG11-2 genutzt werden. Dabei musste das mtEGFP-
Gen inklusive der angehidngten tRNAs und der TTS in umgekehrter Orientierung auf die

andere Seite des D-Loops kloniert werden.

Dazu wurde das Plasmid pMAG2-1 (2.4.1) mit XAol und das Plasmid pMAG11-2 mit XAhol
und Nrul geschnitten. Da die Enden nicht zueinander kompatibel waren, wurden alle freien
DNA-Enden durch eine Behandlung mit dem Klenow-Fragment aufgefiillt. Nach der
anschliefenden Kontrolle der korrekten Orientierung der mtEGFP-Kassette wurde der Vektor

sequenziert und erhielt den Namen pMAG12-1.
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TTS R

. MtEGFP

@K H-Strang-Promotor

Amp

pPMAG12-1 4§ L-Strang-Promotor

5265 bp

D-loop (-)

P lac

Abb. 4-3: Vektorkarte von pMAG12-1

4.1.14. pMAG13-1

Der Vektor pMAG12-1 konnte zwar in Bakterien, nicht aber in den Mitochondrien repliziert
werden, da er nur den Replikationsursprung fiir den H-Strang trug, der sich im D-Loop-
Bereich befindet. Der Replikationsursprung fiir den L-Strang liegt in der mitochondrialen
DNA jedoch in einem Bereich, der nicht im konstruierten Plasmid pMAG12-1 vorhanden
war. Die Replikation war insoweit unverzichtbar, da das Plasmid sonst immer nur an eine der
Tochterzellen weitergegeben werden kann und somit eine dauerhafte Expression in einer
Zelle unmoglich wire. Deshalb wurde ein 800 bp groBler Bereich um den L-Strang-
Replikationsursprung der mitochondrialen DNA in den Bereich des f1 (-) Origin des Vektors
pPMAGI12-1 integriert. Da der f1 (-) Origin nicht fiir die Anzucht des Plasmides in Bakterien
benoétigt wurde, war dies ein geeigneter Ort. Zudem befand sich der Replikationsursprung des
L-Strangs nunmehr in ungefihr der gleichen Anordnung gegeniiber dem H-Strang-

Replikationsursprung wie in der mitochondrialen DNA.

Der Bereich um den Replikationsursprung des L-Strangs wurde durch Amplifikation mit den
Primern 05465-FOR und 06266-REV aus aufgereinigter Placenta-mtDNA gewonnen. Der
Vektor pMAG12-1 wurde mit Hilfe der Restriktionsendonuklease Dralll linearisiert und die

iiberstehenden 3’-Enden anschlieBend mit Klenow-Fragment entfernt. Nach der Ligation des
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PCR-Produktes in den Vektor wurde die Orientierung iiberpriift und der Vektor sequenziert.
Der entstandene Vektor erhielt den Namen pMAG13-1.

TTS R
y &
w
o A A v mtEGFP
L-Strang-Orlgln‘ )\y\(‘ D2-Fragment
o
Y\Q N
[ G
COX1-Fragment /\/s—
F

4% H-Strang-Promotor

) L-Strang-Promotor

pMAG13-1
6062 bp ’ o
H-Strang-Origin

D-loop (-)

Amp

pUC ori

Abb. 4-4: Vektorkarte von pMAG13-1

4.1.1.5. pMAGI14-1

Die bisher konstruierten Vektoren haben den Nachteil, dass die Erkennung positiver
Transfektanten nur auf dem Vorhandensein der mtEGFP-Fluoreszenz beruht. Diese
Fluoreszenz kann jedoch so schwach sein, dass sie nicht am Fluoreszenzmikroskop
nachweisbar ist. Aus diesem Grund sollte ein zweites Markergen in den Expressionsvektor
integriert werden, das nach einer Einbringung des Vektors in Mitochondrien zur Ausiibung
eines Selektionsdrucks auf die Zellen genutzt werden konnte. Die Wahl fiel auf eine
Chloramphenicol-Resistenz, da bereits Mitte der 70er Jahre von Wallace et al. eine
Chloramphenicol-resistente menschliche Zelllinie beschrieben wurde (Wallace et al., 1975;
Wallace et al., 1977). Deren Resistenz beruht auf einem Basenaustausch (T zu C) im
mitochondrialen 16S rRNA-Gen an Position 2991 (Blanc et al., 1981). Wird dieses Gen in

einen replikativen und transkriptionsaktiven Vektor eingefiigt, so sollte es nach der
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Transfektion einer Chloramphenicol-sensitiven Zelllinie zur Ausbildung der Resistenz
kommen. Ein Anteil von 10% der Chloramphenicol-resistenten 16S rRNA reicht dabei aus,

um den Phinotyp einer Zellline zu dndern (Wallace et al., 1977).

Das 16S rRNA-Gen wurde zusammen mit den flankierenden tRNAs fiir Valin und Leucin aus
einer Gesamt-DNA-Extraktion der Zelllinie HelLa 296-1, mit der gewiinschten Chlor-
amphenicol-Resistenz, mit Hilfe der Primer 01562-FOR und 03351-REV amplifiziert und das
PCR-Produkt anschlieBend mit dem TOPO-TA® Cloning Kit in den Vektor pCR*II-TOPO®™
(2.4.7) ligiert. Nach einer Sequenzierung des gesamten Inserts wurde durch eine
Restriktionsspaltung mit XAol und Bc/l das 16S rRNA-Gen mit den tRNAs herausgeschnitten.
Der Vektor pMAGI13-1 wurde ebenfalls mit Xkol und Bcll behandelt, so dass die TTS-
Sequenz entfernt wurde. Das 16S rRNA-Gen konnte nun mit dem Vektorfragment zu dem
neuen Vektor pMAG14-1 ligiert werden. Dabei wurde automatisch die vorher entfernte TTS-
Sequenz wieder eingefligt, da sie sich in der Leucin-tRNA befindet, welche als flankierender

Bereich der 16S rRNA mitkloniert wurde.

w
“ : 16S rRNA Cam
COX1-Fragme

PMAG14-1 i

7784 bp

Amp

mtEGFP

H-Strang-Promotor

pUC ori
‘ L-Strang-Promotor

4

H-Strang-Origin

P lac

D-loop (-)

Abb. 4-5: Vektorkarte von pMAG14-1
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4.1.1.6. pMAG14-2

Fir die Konstruktion weiterer mitochondrialer Expressionsvektoren wurde ein
Ausgangsvektor benoétigt, der neben der T7-RNA-Polymerase (genauer unter 4.1.1.9
beschrieben) und der Chloramphenicol-Resistenz zusitzlich den Replikationsursprung des
L-Stranges enthielt, damit die neuen Vektoren in den Mitochondrien repliziert werden
konnten. Der L-Strang-Replikationsursprung wurde dabei an der gleichen Stelle wie im

Vektor pMAGI13-1 eingebaut.

Der Bereich um den L-Strang-Replikationsursprung wurde aus dem Vektor pMAGI14-1 mit
Hilfe der Restriktionsendonukleasen Nael und Xhol ausgeschnitten und in den ebenfalls mit
Nael und Xhol behandelten Vektor pMAG15-2 (4.1.1.9) ligiert. Das neu entstandene Plasmid
bekam den Namen pMAG14-2 und wurde zum Bau anderer Vektorkonstrukte verwendet. Bei

den durchgefiihrten Transfektionsversuchen wurde dieser Vektor jedoch nicht genutzt.

L-Strang-Origin
A

VT 165 rRNA Cam
COX1-Fragmen

Amp

pMAG14-2

9773 bp

puC ori

T7-RNA-Polymerase

D-loop (-)

o & ‘F D
H-Strang-Origin H-Strang-Promotor
L-Strang-Promotor

Abb. 4-6: Vektorkarte von pMAG14-2
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4.1.1.7. pMAGI14-3

Dem zuvor beschriebenen Vektor pMAG14-2 fehlte noch das mtEGFP-Gen unter der
Kontrolle des T7-Promotors, das einen relativ schnell nachzuvollzichenden Nachweis fiir eine
gelungene Transfektion darstellt. In den Vektor pMAGI4-3 sollte dieses Gen integriert
werden, um einen in Mitochondrien replizierbaren Expressionsvektor zu erhalten, bei dem
sowohl auf Fluoreszenz durch das mtEGFP, als auch auf die Chloramphenicol-Resistenz
selektiert werden konnte. Dabei sollte sich die T7-RNA-Polymerase, ebenso wie die
Chloramphenicol-Resistenz, unter der Kontrolle eines mitochondrialen Promotors befinden,
damit sie in den Mitochondrien exprimiert werden konnten. Die T7-Promotor-gesteuerte
Expression des mtEGFP sollte jedoch nicht durch die mitochondriale Transkription behindert
werden. Deshalb wurde das Gen hinter der Leucin-tRNA am Ende des 16S rRNA-Gens, in
den Vektorintegriert, wobei die tRNA, die die Transkriptions-Terminationsstelle enthilt und

somit den groften Teil der mitochondrialen Transkriptionsvorgénge stoppt.

Da der Ausgangsvektor pMAGI14-2 in dem relevanten Bereich zwischen der Leucin-tRNA
und dem Replikationsursprung des L-Stranges nur wenige Restriktionsschnittstellen besitzt,
musste eine diffizile Methode zur Herstellung des Zielvektors angewendet werden: In einem
ersten Schritt wurde das mtEGFP aus dem Vektor pCRII-TOPO-mtEGFP (4.1.1.12.1) mit den
Restriktionsendonukleasen Psil und X#hol herausgeschnitten und anschliefend mit dem durch
Xhol und Ndel aus dem Vektor pMAG14-2 gewonnenen und dephosphorylierten 16S rRNA-
Gen iiber die Xhol-Uberhiinge ligiert. Im zweiten Schritt wurde das entstandene DNA-
Fragment aus 16S rRNA und mtEGFP in den mit Psil und Ndel behandelten Vektor
pMAGI14-2 ligiert. Der entstandene Vektor erhielt die Bezeichnung pMAG14-3.
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T7-Promotor

165 rRNA Cam

pMAG14-3
Amp

10366 bp

T7-RNA-Polymerase

P lac

D-loop (-) ‘ ‘F D
H-Strang-Promotor
L-Strang-Promotor

-

H-Strang-Origin

Abb. 4-7: Vektorkarte von pMAG14-3

4.1.1.8. pMAGI5-1

Der Vektor pMAG15-1 stellt eine Abwandlung des Vektors pMAG14-1 dar. Er enthilt neben
dem mtEGFP-Gen zusidtzlich das 16S rRNA-Gen mit der Punktmutation fiir die
Chloramphenicol-Resistenz. Jedoch fehlt diesem Vektor der Replikationsursprung des
L-Stranges.

Zur Herstellung wurde das 16S rRNA-Gen samt den flankierenden tRNAs fiir Valin und
Leucin mit den Restriktionsendonukleasen Xhol und Bcll aus dem Vektor pMAGI14-1
herausgeschnitten und in den ebenfalls mit diesen beiden Enzymen geschnittenen Vektor
pMAGI2-1 ligiert. Der entstandene Vektor pMAGI15-1 wurde fiir weitere
Vektorkonstruktionen benutzt, bei den Transfektionsversuchen kam er jedoch nicht zum

Finsatz.
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1 (-) ori

165 rRNA Cam

Amp

pMAG15-1

pUC ori
mtEGFP

H-Strang-Promotor
D-loop () ’ L-Strang-Promotor

H-Strang-Origin

Abb. 4-8: Vektorkarte von pMAG15-1

4.1.1.9. pMAG15-2

Um die Expressionsrate des mtEGFP zu erhdhen, sollte die RNA-Polymerase aus dem
Bakteriophagen T7 genutzt werden, um die Transkription des Reportergens mtEGFP zu
verstidrken. Dazu war es notwendig, die T7-RNA-Polymerase in den Vektor zu integrieren
und unter die Kontrolle des mitochondrialen Promotors zu stellen. Wie schon beim EGFP
mussten mitochondriale tRNAs an die Enden des T7-RNA-Polymerase-Gens angefiigt
werden, um eine korrekte Prozessierung zu gewéhrleisten. Die Wahl fiel auf die tRNAs fiir
Aspartat und Lysin, die das COX2-Gen in der mitochondrialen DNA flankieren. Neben der
T7-RNA-Polymerase wurde auch noch eine Chloramphenicol-Resistenz integriert. Da dieser
Vektor kein mtEGFP besitzt, wurde er ausschlieflich zur Konstruktion weiterer

Expressionsvektoren benutzt.

Aus dem Vektor pCR-XL-TOPO-T7 (4.1.1.12.2) wurde das Gen der T7-RNA-Polymerase
und die flankierenden Aspartat- und Lysin-tRNAs durch eine Restriktionsspaltung mit BamHI
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und Pstl gewonnen. Das mtEGFP-Gen und die Glycin- und Arginin-tRNAs wurden mit Hilfe
von Hindlll und Bcll aus dem Vektor pMAG15-1 entfernt. AnschlieBend wurden sowohl die
Enden des Vektors als auch die des T7-RNA-Polymerase-Fragmentes durch eine Behandlung
mit Klenow-Fragment aufgefiillt, da die Restriktionsschnittstellen nicht zueinander
kompatibel waren. Nach der Ligation beider Fragmente wurde die korrekte Orientierung der

T7-RNA-Polymerase tiberpriift und der Vektor pMAG15-2 sequenziert.

16S rRNA Cam

puUC ori pMAG15-2

8976 bp

Plac I

D-loop ()

T7-RNA-Polymerase

H-Strang-Origin
L-Strang-Promotor F
H-Strang-Promotor

Abb. 4-9: Vektorkarte von pMAG15-2

4.1.1.10. pMAG16-1

Der Vektor pMAGI16-1 war das erste Expressionsvektor-Konstrukt, bei dem das mtEGFP
unter der Kontrolle eines T7-Promotors stand. Durch diesen Promotor sollte die Expression

verstirkt werden, da die T7-RNA-Polymerase nicht an die Regulation des mitochondrialen
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Transkriptionsapparates gebunden ist und somit kontinuierlich das mtEGFP-Gen ablesen

kann.

Aus dem Vektor pMAG14-2 wurde das 16S rRNA-Gen mit der Chloramphenicol-Resistenz
durch eine Restriktionsspaltung mit Psil und Hindlll entfernt und die Hindlll-Enden durch
eine Behandlung mit Klenow-Fragment aufgefiillt. Das mtEGFP wurde mitsamt den tRNAs
aus dem Vektor pCRII-TOPO-mtEGFP (4.1.1.12.1) mit den Restriktionsendonukleasen Psil
und Xhol herausgeschnitten und die Enden ebenfalls aufgefiillt, so dass es anschlieBend in den
Vektor ligiert werden konnte. Nachdem die Orientierung des mtEGFP kontrolliert wurde,
erhielt der Vektor die Bezeichnung pMAGI16-1. Aufgrund des fehlenden
Replikationsursprungs des L-Stranges wurde dieser Vektor nicht fiir Transfektionsversuche

eingesetzt.

1 (-) ori R

mtEGFP

. ' T7 Promotor
K

puC ori pMAG16-1

7758 bp

P lac

T7-RNA-Polymerase
D-loop (-)

H-Strang-Origin * 3 D
L-Strang-Promotor
H-Strang-Promotor

Abb. 4-10: Vektorkarte von pMAG16-1
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4.1.1.11. pMAG17-1

Ein weiterer Vektor, bei dem die Expression des mtEGFPs durch die T7-RNA-Polymerase
verstirkt werden soll, ist der Vektor pMAG17-1.

Zur Herstellung wurde aus dem Vektor pCRII-TOPO-mtEGFP (4.1.1.12.1) mit Hilfe der
Restriktionsendonukleasen Xhol und Psil das mtEGFP-Gen inklusive der flankierenden
tRNAs herausgeschnitten und das 5’-tiberhdngende X#ol-Ende durch eine Behandlung mit
T7-DNA-Polymerase aufgefiillt. Der Vektor pMAG14-2 (4.1.1.6) wurde ebenfalls einer
Restriktionsspaltung mit Psil unterzogen, das dabei entstandene kleine Fragment verworfen
und der Rest des Vektors dephosphoryliert. Nach der Ligation mit dem praparierten mtEGFP-

Fragment wurde die Orientierung des Inserts durch Sequenzierung tiberpriift.

L-Strang-Origin AW R

. G
¥ , T7-Promotor

16S rRNA-Fragment
z V

PMAG17-1

8824 bp

b T7-RNA-Polymerase
Plac

D-loop (-)

‘ D
F
‘ ‘H-Strang-Promotor

H-Strang-Origin | strang-Promotor

Abb. 4-11: Vektorkarte von pMAG17-1
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4.1.1.12. Hilfsvektoren
4.1.1.12.1. pCRII-TOPO-mtEGFP

Der Hilfsvektor pCRII-TOPO-mtEGFP enthilt das unter der Kontrolle eines T7-Promotors
stehende mtEGFP-Gen, inklusive der Glycin- und Arginin-tRNAs. Zur Herstellung dieses
Vektors wurde das mtEGFP-Gen mit den Primern 5’-Xho-T7p-Cox3 und 3’-ND4L-Psi aus
dem Vektor pMAGI2-1 amplifiziert, wobei zusétzlich der T7-Promotor-Bereich an das
5°-Ende fusioniert wurde. Das PCR-Produkt wurde daraufhin mit dem TOPO-TA® Cloning
Kit in den Vektor pCR*II-TOPO® (2.4.7) kloniert.

mtEGFP

pPCRI-TOPO-mtEGFP G

T7-Promotor
4886 bp
Amp

Kan

Abb. 4-12: Vektorkarte von pCRII-TOPO-mtEGFP

4.1.1.12.2. pCR-XL-TOPO-T7

Dieser Vektor wurde bei der Klonierung des T7-RNA-Polymerase-Gens hergestellt. Mit den
Primern 5’-Bcll-trnD-T7 und 3°-T7-trnK-HindIIl wurde das Gen aus dem Vektor pAR1219
(2.4.6) amplifiziert und dabei die tRNAs flir Aspartat und Lysin, die das COX2-Gen in der
mitochondrialen DNA flankieren, an die Enden fusioniert. AnschlieBend wurde das PCR-
Produkt mit dem TOPO®-XL PCR Cloning Kit in den Vektor pCR®-XL-TOPO® (2.4.8)
ligiert.
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pCR-XL-TOPO-T7

T7-RNA-Polymerase
6356 bp

Kan

Abb. 4-13: Vektorkarte von pCR-XL-TOPO-T7

4.1.2. Uberpriifung der Funktionsfihigkeit

Um die Funktionsfdhigkeit der mitochondrialen Expressionsplasmide zu tiberpriifen, wurde
ein mitochondriales in-vitro-Transkriptionssystem benutzt, das im wesentlichen aus einem
Lysat menschlicher Mitochondrien besteht und somit alle benétigten Proteine enthilt
(Fernandez-Silva et al., 1996). Der Nachweis der entstandenen RNAs nach einer Reversen

Transkription (RT) zu cDNA erfolgte mit Hilfe von PCR-Reaktionen.

4.1.2.1. Transkription

Die Transkriptionsnachweise verliefen in zwei Schritten: Zuerst wurde die Transkription von
Vektoren untersucht, bei denen das mtEGFP-Gen unter der Kontrolle der mitochondrialen
Promotoren stand. Im zweiten Schritt wurden die Vektoren mit der T7-RNA-Polymerase auf

ihre mitochondriale Transkriptionsfahigkeit untersucht.

Die mtEGFP-enthaltende Plasmide pMAGI11-2, pMAGI12-1, pMAGI13-1 und pMAG14-1
wurden mit Bspl4071 linearisiert und anschlieBend bei der in-vitro-Transkription als
Template-DNA genutzt. Nach der Reinigung der RNA erfolgte eine DNase I-Behandlung zur

Entfernung noch vorhandenern Plasmid-DNA-Reste. Im néchsten Schritt wurde die RNA mit
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dem mtEGFP-spezifischen Primer EGFP-655-REV durch eine Reverse Transkription in
cDNA umgeschrieben. Fiir den tatsdchlichen Nachweis wurde die entstandene cDNA in einer
PCR-Reaktion mit den mtDNA-spezifischen Primern EGFP-068-FOR und EGFP-424-REV
amplifiziert. Zur Kontrolle, dass keine DNA-Verunreinigungen der RNA zu einem Amplifikat
fiihrten, wurde jeweils eine entsprechende Menge der RNA vor der Reversen Transkription in
der PCR-Reaktion eingesetzt. Wenn in diesen RNA-Ansétzen ein Produkt entstand, wurde die
RNA nochmals mit DNasel behandelt und wiederum eine Reverse Transkription
durchgefiihrt. In einer weiteren Kontroll-PCR-Reaktion wurde ein Reverser

Transkriptionsansatz ohne den Einsatz von RNA verwendet.

PCR-Produkt  ———————

BT T TP ———
HSP LSP
Transkript SEEEEEEEEESEEEEEEEEEEEEEEEEEEES
pMAG14-1 |1 — | [ P—E_II
168 v R: mtEGFP G F D-Loop
PMAGISA g} | hE_II
PMAG12-1 TIS R MtEGFP G F D-Loop
Bsp1407
PCR-Produkt
N NN NN NN NN N NN NN NN N NN N NN NN NN NN NN NN NN NN N NN NN NN BN NN SN NN BN BN B AN A A cDNA
HSP LSP
-------------------------------------------------------------- . Transkript
pMAG11-2 == | i ~—--
F D-Loop G MtEGFP IR TTS
Bsp14071

Abb. 4-14: Schematische Ansicht des Transkriptionsnachweises fiir mtEGFP
Primersequenzen sind bei den cDNAs und PCR-Produkten rot hervorgehoben

Wie man in Abb. 4-15 erkennen kann, konnten alle Plasmide in dem in-vitro-
Transkriptionsextrakt transkribiert werden (Spuren 2, 4, 6 und 8) — es entstand ein PCR-
Produkt derselben Gréf3e von 357 bp wie bei der PCR-Kontrolle (Spur 12). Das Signal des
Plasmids pMAG11-2 in Spur 2 war jedoch etwas schwicher als die Signale der anderen drei
Plasmide, was unter Umstdnden auf den verwendeten Promotor zuriickzufiihren ist. In den
entsprechenden RNA-Proben (Spuren 3, 5, 7 und 9), der RT-Kontrolle ohne RNA (Spur 10)
und der H,O-PCR-Kontrolle war kein Amplifikat zu erkennen.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

1000 bp —

600 bp —

400 bp —
300 bp —

200 bp —
100 bp —

Nt
Nt
N et
—
—_—
—
—

— 357 bp

Abb. 4-15: Nachweis zur Transkription des mtEGFP-Gens durch PCR
Agarose-Gel (1,5%), Spur 1 und 13: 0,5ug GeneRuler™ 100bp Plus-Marker, Spur 2: cDNA
(PMAG11-2/Bsp14071), Spur 3: RNA (pMAG11-2/Bsp14071), Spur 4: cDNA (pMAG12-1/Bsp14071), Spur 5:
RNA (pMAG12-1/Bsp14071), Spur 6: ¢cDNA (pMAG13-1/Bsp14071), Spur 7: RNA (pMAG13-1/Bsp14071),
Spur 8: cDNA (pMAG14-1/Bsp14071), Spur 9: RNA (pMAG14-1/Bsp14071), Spur 10: cDNA (H,0-Kontrolle),
Spur 11: H,O-Kontrolle, Spur 12: pMAG12-1 (PCR-Kontrolle)

Fir den Nachweis der Transkription der T7-RNA-Polymerase wurden die Plasmide
pPMAGI14-2, pMAGI14-3 und pMAGI7-1 mit Hilfe der Restriktionsendonuklease Ndel
linearisiert. Die weiteren Schritte erfolgten analog zum mtEGFP-Transkriptions-Nachweis.
Bei der Reversen Transkription wurde der T7-RNA-Polymerase-spezifische Primer
T7-2018-REV und fiir die nachfolgende PCR-Reaktion die T7-RNA-Polymerase-spezifischen
Primer T7-0912-FOR und T7-1506-REV verwendet.

PCR-Produkt

cDNA O NN NN NN NN N NN NN NN NN NN NN NN NN N NN NN NN NN RN NN NN NN NN NN RN NN NN NN NN AN MW

HSP LSP
Transkript sssssssssssssssssssssssssssasssssssssssEEsasEER s E R R R ERERREERRERRRERS
pMAG17-1 :
pMAG14-3 ||
pMAG14-2 16V K T7-RNA-Polymerase D F D-Loop

Ndel

Abb. 4-16: Schematische Ansicht des Transkriptionsnachweises fiir die T7-RNA-Polymerase
Primersequenzen sind bei der cDNA und dem PCR-Produkt rot hervorgehoben

Auch hier konnte die Transkription aller drei Plasmide (Spuren 2, 3 und 5) im in-vitro-
Transkriptionsextrakt nachgewiesen werden (Abb. 4-17). Die PCR-Reaktionen lieferten
Banden, deren GréBe von 595 bp mit der der Kontroll-PCR-Reaktion mit pMAG17-1 (Spur
10) identisch war. Bei allen RNA-Proben (Spuren 3, 5 und 7) sowie den Kontrollreaktionen
(Spuren 10 und 11) entstand wie erwartet kein PCR-Produkt.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

1000 bp —

600 bp —

400 bp —
300 bp —

200 bp —
100 bp —

— 595 bp

Abb. 4-17: Nachweis zur Transkription des T7-RNA-Polymerase-Gens durch PCR
Agarose-Gel (1,5%), Spur 1 und 11: 0,5 pg GeneRuler™ 100bp Plus-Marker, Spur 2: cDNA (pMAG14-2/Ndel),
Spur 3: RNA (pMAG14-2/Ndel), Spur 4: cDNA (pMAG14-3/Ndel), Spur 5: RNA (pMAG14-3/Ndel), Spur 6:
cDNA (pMAG17-1/Ndel), Spur 7: RNA (pMAG17-1/Ndel), Spur 8: cDNA (H20-Kontrolle), Spur 9: H20-
Kontrolle, Spur 10: pMAG17-1

4.1.2.2. Prozessierung

Die Polyadenylierung der RNAs im in-vitro-Transkriptionsextrakt wurde durch die Nutzung
des Primers Anker2 bei der Reversen Transkription ermoglicht, der am 3’-Ende iiber einen
Oligo-dT-Schwanz verfiigt, mit dem er an Poly-A-Bereiche binden kann. Somit wurden nur

RNAs in cDNAs umgeschrieben, die zuvor polyadenyliert wurden.

Die Plasmide pMAGI11-2, pMAGI12-1, pMAGI3-1 und pMAGI14-1 wurden fir diesen
Nachweis mit Bc!/l linearisiert und in der in-vitro-Transkription eingesetzt. Dies ermoglichte
gleichzeitig auch noch, ein eventuelles Herausschneiden der Arginin-tRNA am 3’-Ende des
mtEGFP durch eine Verkiirzung des PCR-Produktes nachzuweisen. darauthin wurden die
RNAs analog zum Nachweis der Transkription (4.1.2.1) gereinigt. Nach der Reversen
Transkription mit dem Primer Anker2 wurde bei der nachfolgenden PCR-Amplifizierung
neben dem mtEGFP-spezifischen Primer EGFP-283-FOR der Primer UAPkurz verwendet,
der mit dem 5°-Ende des Primers Anker2 identisch ist. Dadurch konnte der gesamte Bereich
von der Bindungsstelle des Primers EGFP-283-FOR innerhalb des mtEGFP-Gens bis an das
Ende des Poly-A-Bereichs in der PCR-Reaktion amplifiziert werden (vgl. Abb. 4-18).
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PCR-Produkt

B R ————

HSP LSP
Transkript SN EEEEE NN NSNS NS EEEEEEEEEEEEER
pMAG14-1 || I | | )—C_II
168 Vv R mtEGFP G F D-Loop
PMAGISA ] | hzbu
PMAG12-1 TTS: R MtEGFP G F D-Loop

Bcell

PCR-Produkt

W N NN NN NS NN N NN SN N NN N N NN SN N RN N NN NN N NN N N NN NN NN N NS AN N A mm e aw amoawommomomomw cDNA

HSP  LSP

EE SN NI NS NN NN NN NN NS NN NN NN NN NN NN NN NN NN NN NN EEEEENE Transkript

pMAG11-2 ==

F D-Loop G mtEGFP R .TTS

Abb. 4-18: Schematische Ansicht des Prozessierungsnachweises fiir mtEGFP
Primersequenzen sind bei den cDNAs und PCR-Produkten rot hervorgehoben

Die PCR-Reaktion zeigte, dass bei allen Transkriptionsansitzen (Spuren 2, 4, 6 und 8) eine
Polyadenylierung der RNA-Enden stattgefunden hatte (Abb. 4-19). Die Banden waren jedoch
um ein Vielfaches schwiécher als beim Transkriptionsnachweis. Alle Kontrollreaktionen mit
den entsprechenden RNA-Proben (Spuren 3, 5, 7 und 9) sowie die RT- (Spur 10) und PCR-
H,O-Kontrolle (Spur 11) zeigten keine Banden.

1000 bp —

700 bp
600 bp —
500 bp ~

— 574 bp

300 bp —
200 bp —

100 bp —

Abb. 4-19: Nachweis zur Prozessierung des mtEGFP-Gens durch PCR
Agarose-Gel (1,5%), Spur 1 und 12: 0,5 pg GeneRuler™ 100bp Plus-Marker, Spur 2: cDNA (pMAG11-2/Bcll),
Spur 3: RNA (pMAG11-2/Bcll), Spur 4: cDNA (pMAG12-1/Bcll), Spur 5: RNA (pMAG12-1/Bcll), Spur 6:
cDNA (pMAGI13-1/Bcll), Spur 7: RNA (pMAG13-1/Bcll), Spur 8: cDNA (pMAG14-1/Bcll), Spur 9: RNA
(PMAG14-1/Bcll), Spur 10: cDNA (H,0-Kontrolle), Spur 11: H,O-Kontrolle
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Aufgrund der Linge der amplifizierten DNA-Fragmente lieB sich folgern, dass kein
Herausschneiden der Arginin-tRNA stattfand. Die Fragmentlinge deutete vielmehr darauf
hin, dass die linearisierten Plasmide bis zur Bc/lI-Restriktionschnittstelle transkribiert wurden
und dort die Polyadenylierung erfolgte (erwartete Bandengrofle: 564 bp). Im Falle eines
Herausschneidens der tRNA und einer anschlieBenden Polyadenylierung an dieser Stelle hitte

ein rund 100 bp kiirzeres PCR-Produkt entstehen miissen.

Zur Uberpriifung wurden die PCR-Produkte mit dem TOPO-TA® Cloning Kit in den Vektor
pCR®II-TOPO® (2.4.7) ligiert und jeweils sechs Klone sequenziert. Die Sequenzierungen
ergaben ebenfalls, dass neben der Polyadenylierung keine weiteren Prozessierungsvorgénge
in diesem Bereich stattfanden. Jedoch wurde bei einigen der 24 Klone eine Verkiirzung des

Transkripts um zwei bis sechs Basen direkt vor dem Poly-A-Bereich festgestellt.

Zur Untersuchung der Polyadenylierung bei den T7-RNA-Polymerase enthaltenden
Plasmiden pMAG14-2, pMAG14-3 und pMAG15-2 wurden diese mit Hilfe der Restriktions-
endonuklease Psil linearisiert. Dadurch ergab sich die Gelegenheit, ein mdogliches
Herausschneiden der tRNAs fiir Lysin bzw. Valin zu detektieren. Die Reverse Transkription
wurde wiederum mit dem Primer Anker2 durchgefiihrt und bei der PCR-Reaktion wurden der

T7-RNA-Polymerase-spezifische Primer T7-2391-FOR und der bereits oben erwdhnte Primer

UAPkurz verwendet.
PCR-Produkt
CDNA  omm om on on on o o o o o o o R R RN RN RN RN RN RN NN NN NN NN NN NN NN NN NN SN N N N N N A A A AN RN RN RN NN AN A M M
HSP LSP
Transkript ssssssssssssE s s s S S S SN SN NS N N NN NN NN NN N NN NN NN NN NN NN NN NN NN NN NN NN NEEEEEEEEEEEEEEEEEE
pPMAG15-2
pMAG14-3 |1

pMAG14-2 16S vV K T7-RNA-Polymerase D F D-Loop
Psil

Abb. 4-20: Ansicht des Prozessierungsnachweises fiir die T7-RNA-Polymerase
Primersequenzen sind bei der cDNA und dem PCR-Produkt rot hervorgehoben

Auch hier konnte in allen drei Transkriptionsansitzen (Spuren 2, 4 und 6) eine
Polyadenylierung nachgewiesen werden (Abb. 4-21). Alle Kontrollreaktionen (Spuren 3, 5, 7,

8 und 9) waren wie erwartet negativ.

Die Linge der PCR-Amplifikate legte wie beim vorhergehenden Versuch das Fehlen von
anderen Prozessierungschritten neben der Polyadenylierung nahe, da alle Banden auf der

Hohe der erwarteten 673 bp zu finden waren.
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1000 bp —

700 bp
600 bp —
500 bp <~

— 673 bp

300 bp —
200 bp —

100 bp —

Abb. 4-21: Nachweis zur Prozessierung des T7-RNA-Polymerase-Genes durch PCR
Agarose-Gel (1,5%), Spur 1 und 11: 0,5 ug GeneRuler™ 100bp Plus-Marker, Spur 2: cDNA (pMAG14-2/Psil),
Spur 3: RNA (pMAG14-2/Psil), Spur 4: cDNA (pMAG14-3/Psil), Spur 5: RNA (pMAG14-3/Psil), Spur 6:
cDNA (pMAG15-2/Psil), Spur 7: RNA (pMAG15-2/Psil), Spur 8: cDNA (H,O-Kontrolle), Spur 9: H,O-
Kontrolle, Spur 10: pMAG17-1

Nach der Ligation der PCR-Produkte in den Vektor pCR®II-TOPO® wurden jeweils acht
Klone sequenziert. Bei einem Klon des PCR-Produkts vom in-vitro-Transkriptionsansatz mit
dem Plasmid pMAG15-1 erfolgte die Polyadenylierung am Ende der 25 bp-langen Spacer-
Sequenz direkt vor dem Beginn der Lysin-tRNA, die offensichtlich korrekt herausgeschnitten
wurde. Die restlichen 23 Klone bestitigten die Ergebnisse des Prozessierungstests beim
mtEGFP: Bis auf kurze Lingenverdnderungen im Bereich der Restriktionsschnittstelle fiir die

Linearisierung wurden keine Abweichungen festgestellt.
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4.2. Zelllinien mit T7-RNA-Polymerase in den Mitochondrien

Um den Nachweis der Expression iiber Fluoreszenzmikroskopie durchfiihren zu konnen,
missen sich geniigend maturierte Proteinmolekiile in den Mitochondrien befinden. Da die
Transkriptionsaktivitidt der konstruierten Vektoren unter Umstdnden zu schwach fiir eine
Detektion sein konnte, sollte die RNA-Polymerase aus dem Bakteriophagen T7 genutzt
werden, um die Transkription des Reportergens mtEGFP zu verstdrken. Hierfiir mussten dazu
auch die verwendeten Plasmide so angepasst werden, dass sie eine kompatible Promotor-

sequenz fiir die T7-RNA-Polymerase enthielten.

Um sicherzustellen, dass sich ausreichende Mengen der Polymerase in den Mitochondrien
befanden, wurde das T7-RNA-Polymerase-Gen im Kern exprimiert und anschlieBend durch

eine anfusionierte N-terminale Signalsequenz in die Mitochondrien transportiert.

4.2.1. Konstruktion des Expressionsvektors fiir die T7-RNA-Polymerase

Das T7-RNA-Polymerase-Gen wurde ausgehend vom Plasmid pCR-XL-TOPO-T7
(4.1.1.12.2) mittels PCR mit Pfu-DNA-Polymerase und den Primern T7-0001-FOR und
T7-2651-REV amplifiziert und das PCR-Produkt anschlieBend mit dem TOPO-TA® Cloning
Kit in den Vektor pCR®II-TOPO® (2.4.7) ligiert. Nach einer Sequenzierung des gesamten
Inserts wurde durch eine Restriktionsspaltung mit Agel und Notl das T7-RNA-Polymerase-
Gen herausgeschnitten. Der Vektor pEGFP-Mito (2.4.3) wurde ebenfalls mit 4gel und Notl
behandelt, so dass das EGFP-Gen entfernt wurde, die mitochondriale Signalsequenz jedoch
weiterhin vorhanden war. Das T7-RNA-Polymerase-Gen konnte nun mit dem Vektorfragment
zu dem neuen Vektor pT7-Mito ligiert werden, der unter der Kontrolle des CMV-Promotors
fiir ein Fusionsprotein aus einer mitochondrialen Signalsequenz und der T7-RNA-Polymerase

codiert (Abb. 4-22).
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mitochondriale Signalsequenz

Agel (693)
HSV TK polyA

pT7-Mito
6691 bp

Kan/Neo

T7 RNA-Polymerase

SV40 ori
Notl (3360)

f1ori

SV40 polyA

Abb. 4-22: Vektorkarte von pT7-Mito

4.2.2. Herstellung einer Zellline mit T7-RNA-Polymerase in den Mitochondrien

Der Expressionsvektor aus dem vorhergehenden Abschnitt wurde mit dem
Transfektionsreagenz METAFECTENE® PRO in die Zellline 143B.TK  transfiziert. Nach
einer Kultivierung von einem Monat unter Selektion mit G418 wurde die Zelllinie auf die
Expression der T7-RNA-Polymerase untersucht. Parallel dazu erfolgte der Nachweis in einer
am Vortag transfizierten Zelllinie. Da kein Reportergen wie zum Beispiel EGFP in dem
Expressionsvektor vorhanden war, konnte der Expressionsnachweis nicht in-vivo
durchgefiihrt werden. Stattdessen wurde die T7-RNA-Polymerase in den Zelllinien durch

andere Methoden nachgewiesen, die im folgenden Abschnitt beschrieben sind.

4.2.3. Nachweis der T7-RNA-Polymerase

Fiir den Nachweis des Plasmids in der Zelllinie wurde die genomische DNA extrahiert und
damit eine PCR mit den Primern pEGFP-Mito-0597-FOR und T7-2559-REV durchgefiihrt.
Die Primer binden am Anfang der mitochondrialen Signalsequenz bzw. kurz vor dem Ende
der T7-RNA-Polymerase, wodurch ein PCR-Produkt von 2673 bp entsteht. Wie in Abb. 4-23

zu erkennen ist, war nach einem Monat fast kein Plasmid mehr nachweisbar: Lediglich beim
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Einsatz von 300 ng genomischer DNA (Spur 9) ist noch eine minimale Bande auf der Hohe
der Kontroll-PCR mit dem reinen Plasmid (Spur 14) erkennbar. Bei der frisch transfizierten

Zelllinie konnte das Plasmid jedoch problemlos nachgewiesen werden (Spuren 10-13).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14

21226 bp —
4268 bp —

2027 bp —
1375 bp —

831 bp—
564 bp —

— 2673 bp

Abb. 4-23: Nachweis von pT7-Mito in transfizierten Zelllinien
Agarose-Gel (1,5%), Spur 1: 1 ug MEcoRI+HindIII-Marker, Spur 2-5: 10, 30, 100 bzw. 300 ng genomische
DNA aus untransfizierten 143B.TK", Spur 6-9: 10, 30, 100 bzw. 300 ng genomische DNA aus einem Monat
vorher transfizierten 143B.TK", Spur 10-13: 10, 30, 100 bzw. 300 ng genomische DNA aus frisch transfizierten
143B.TK’, Spur 14: 1 ng pT7-Mito

Zum direkten Nachweis der T7-RNA-Polymerase-Expression in den transfizierten 143B.TK
wurde jeweils eine konfluente 60-mm-Kulturschale von untransfizierten und frisch
transfizierten 143B.TK™ abgeerntet und daraus ein Proteinextrakt hergestellt. Die Extrakte
wurden auf Polyacrylamid-Gelen elektrophoretisch aufgetrennt und mit Coomassie angefarbt.
Als Kontrolle wurde dabei eine T7-RNA-Polymerase-Priparation der AG Schon in zwei
Verdiinnungen aufgetragen. In Abb. 4-24 ist in Spur 13 die T7-RNA-Polymerase-Kontrolle in

der 1:10-Verdiinnung zu erkennen (Pfeil), in den anderen Spuren ist sie nicht zu sehen.

Ein identisches Polyacrylamid-Gel wurde auf eine PVDF-Membran geblottet und mit Hilfe
eines T7-RNA-Polymerase-Antikorpers detektiert. Zum optischen Nachweis wurde
NBT/BCIP in Verbindung mit einer antikorpergekoppelten alkalischen Phosphatase genutzt.

In Abb. 4-25 ist das Ergebnis des Western Blots zu sehen: Neben dem starken Signal der
1:10-verdiinnten T7-RNA-Polymerase in Spur 13 ist auch bei der 1:100-Verdiinnung in Spur
14 eine Bande zu erkennen. Auch bei den Proteinextrakten aus frisch transfizierten 143B.TK"
in Spur 3, 7 und 17 lieB sich ein Signal auf der Hohe der T7-RNA-Polymerase identifizieren
(Pfeile), wihrend bei den Extrakten aus untransfizierten Zellen (Spuren 2, 5 und 9) keine
Bande auf dieser Hohe zu erkennen war. Zudem waren noch viele andere Signale zu sehen, da

der Antikorper anscheinend ebenso andere Proteine in den Zellextrakten erkennen konnte.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M1 12 13 14

116 kDa —

— 99 kDa

Abb. 4-24: SDS-PAGE zum Nachweis von T7-RNA-Polymerase in 143B.TK"
Coomassie-geférbtes Polyacrylamid-Gel (8%), Spur 1: 5 pl Unstained Protein Molecular Weight Marker, Spuren
2,5 bzw. 9: 2, 4 bzw.8 ul Zellextrakt aus nichttransfizierten 143B.TK" ohne pT7-Mito, Spuren 3, 7 bzw. 11: 2, 4
bzw.8 ul Zellextrakt aus mit pT7-Mito frisch transfizierten 143B.TK", Spur 13: 2 pul T7-RNA-Polymerase (AG
Schon), 1:10 verdiinnt, Spur 14: 2 pl T7-RNA-Polymerase (AG Schén), 1:100 verdiinnt, Spuren 4, 6, 8, 10, 12:
Leerspuren (nur mit Probenpuffer beladen)

Bei den lidnger transfizierten Zelllinien konnte keine Expression mehr nachgewiesen werden,
weshalb die Zellen fiir die Transfektionsversuche spitestens nach 1-2 Wochen neu mit dem

Plasmid pT7-Mito transfiziert wurden.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M 12 13 14

116 kDa —

— 99 kDa

66 kDa —

Abb. 4-25: Western Blot zum Nachweis von T7-RNA-Polymerase in 143B.TK"
Spur 1: 5 pl Unstained Protein Molecular Weight Marker, Spuren 2, 5 bzw. 9: 2, 4 bzw.8 ul Zellextrakt aus
nichttransfizierten 143B.TK" ohne pT7-Mito, Spuren 3, 7 bzw. 11: 2, 4 bzw.8 ul Zellextrakt aus mit pT7-Mito
frisch transfizierten 143B.TK", Spur 13: 2 pl T7-RNA-Polymerase (AG Schon), 1:10 verdiinnt, Spur 14: 2 pl
T7-RNA-Polymerase (AG Schoén), 1:100 verdiinnt, Spuren 4, 6, 8, 10, 12: Leerspuren (nur Probenpuffer)
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Zur Uberpriifung der korrekten Lokalisation der T7-RNA-Polymerase in den Mitochondrien
wurden Immunfluoreszenz-Untersuchungen an den Zelllinien durchgefiihrt. Dafiir wurden
143B.TK™- Zellen auf 12-mm-Deckgldser ausgesit und eine Hilfte davon mit dem Plasmid
pT7-Mito transfiziert. Am nédchsten Tag wurden die Zellen in Formaldehyd fixiert und die
T7-RNA-Polymerase mit dem bereits fiir den Western Blot eingesetzten Antikérper durch

Immunfluoreszenz lokalisiert.

Bei den Aufnahmen am Fluoreszenzmikroskop (Abb. 4-26, A-F) zeigte sich mit dem
Antikorper gegen die T7-RNA-Polymerase sowohl bei den untransfizierten als auch bei den
transfizierten Zellen eine deutliche Farbung im Zellkern, die verstirkt in den Nukleoli auftrat.
Auch iiber das gesamte Zytosol der untransfizierten Zellen war ein schwaches
Fluoreszenzsignal zu erkennen, das jedoch keine Ubereinstimmung mit den Mitochondrien
aufwies. Bei den mit dem Plasmid pT7-Mito-transfizierten Zellen waren jedoch im Zytosol
Strukturen mit dem Antikérper angefarbt worden (Pfeile in Bild D), die eine Kolokalisation
mit den durch MitoTracker® Deep Red FM angefirbten Mitochondrien zeigten. Um dieses
Ergebnis zu bestdtigen wurden die Priparate zusitzlich mit dem Konfokalen Laser-Scanning-

Mikroskop untersucht, da dieses eine hohere Vergroflerung ermoglicht.

Die Aufnahmen (Abb. 4-26, G-L) brachten im Wesentlichen die gleichen Ergebnisse wie bei
der Untersuchung mit dem Fluoreszenzmikroskop. So war auch hier der Zellkern relativ stark
durch den Antikorper angefirbt, jedoch waren die Nukleoli nahezu nicht erkennbar. Das
Zytosol zeigte ebenso eine schwache Fiarbung, die recht homogen verteilt war. Bei den
transfizierten Zellen konnten wieder zusitzliche Strukturen nachgewiesen werden (Pfeile in

Bild J), die auch hier eine Kolokalisation mit den Mitochondrien aufwiesen.
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anti-T7-RNA-Polymerase MitoTracker” Deep Red FM Uberlagerung

143B.TK ohne pT7-Mito 143B.TK mit pT7-Mito 143B.TK ohne pT7-Mito

143B.TK mit pT7-Mito

Abb. 4-26: Lokalisierung der T7-RNA-Polymerase in 143B.TK" durch Immunfluoreszenz
A-F: Aufnahmen am Fluoreszenzmikroskop, G-L: Aufnahmen am Konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop. Die
Eichstriche entsprechen jeweils 10 um.
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4.3. Induktion von Megamitochondrien

Megamitochondrien kénnen in tierischen Zellen auf unterschiedlichsten Wegen induziert
werden. Neben der Gabe von Chemikalien wie Valinomycin, H,O, oder Hydrazin (Karbowski
et al., 1997; Malka et al., 2005), ist auch die Inkubation der Zellen in saurem Kulturmedium
eine Moglichkeit, Mitochondrien zum Schwellen zu bringen. Das Medium kann hierfiir zum
einen durch Milchsiure azidifiziert werden, zum anderen ist auch die Ubertragung von
,verbrauchtem® Kulturmedium eine geeignete Methode, um ein schnelles Ansduern zu
erreichen (Kukat, 2007, Dissertation). In den folgenden Versuchsreihen sollten ausgetestet
werden, ob auch andere pH-Wert-senkende Substanzen wie Natriumacetat und Essigsdure zur
Induktion von Riesenmitochondrien geeignet sind und ob dadurch eine weitere Vergroferung

der Organellen zu erzielen ist.

4.3.1. Induktion mit Natriumacetat

Zwischen 2x10° und 3x10° Zellen der mit dem Plasmid pEGFP-Mito (2.4.3) transfizierten
Zelllinie 143B.TK™ wurden auf 35-mm-Glasbodenschalen ausgesét und in Kulturmedium mit
unterschiedlichen Konzentrationen (45, 50, 55, 60 und 65 mM) Natriumacetat kultiviert. Am
Tag 1 und Tag 2 nach der Zugabe des angesduerten Mediums wurden die Zellen am

Mikroskop auf die Bildung von vergréferten Mitochondrien untersucht.

Wihrend die Kontrollzellen in Natriumacetat-freiem Medium nach dem ersten Tag ein
Netzwerk aus diinnen schlauchférmigen Mitochondrien enthielten (Abb. 4-27, A+B), zeigten
die Zellen mit 45 mM Natriumacetat erste Ansitze von verdickten Mitochondrien (Abb. 4-27,
E+F). Bei 50 und 55 mM waren fast kugelféormige Mitochondrien mit einem Durchmesser
von bis zu 4 um erkennbar (Abb. 4-27, I+J und M+N), wihrend interessanterweise in
denselben Zellen teilweise auch noch ein schlauchformiges Netzwerk zu sehen war. Bei den
weiter erhohten Konzentrationen von 60 und 65 mM Natriumacetat nahm die GréBe der
Mitochondrien wieder ab und auch ihre Form verdnderte sich zu teils tropfenférmigen

Verdickungen des Netzwerks (Abb. 4-27, Q+R und U+V).
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Tag 1, Fluoreszenz Tag 1, Phasenkontrast Tag 2, Fluoreszenz Tag 2, Phasenkontrast

60 mM Natriumacetat 55 mM Natriumacetat 50 mM Natriumacetat 45 mM Natriumacetat Kontrolle

65 mM Natriumacetat

Abb. 4-27: Induktion von Megamitochondrien durch Natriumacetat
Fluoreszenz- und Phasenkontrastaufnahmen von mit Natriumacetat induzierten Riesenmitochondrien in der mit
pEGFP-Mito transfizierten Zelllinie 143B.TK". Die Eichstriche entsprechen 10pm.
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Am zweiten Tag war das Kulturmedium der Kontrollzellen leicht orangefarbig und auch die
Mitochondrien bildeten kein Netzwerk mehr, sondern lagen fast punktformig vor (Abb. 4-27,
C+D). Bei 45, 55, 60 und 65mM zeigten sich nahezu keine Verdnderungen zum Vortag (Abb.
4-27, G+tH, O+P, S+T und W+X), wihrend die Mitochondrien der Zellen in 50 mM
Natriumacetat nun nur noch als Kugeln mit bis zu 6 um GréB3e vorlagen (Abb. 4-27, K+L). In
weiteren Versuchsreihen stellte sich heraus, dass die optimale Konzentration bei jeder neuen
Kulturmedium- und FCS-Charge neu zu bestimmen war; sie lag aber meist zwischen 50 und

60 mM Natriumacetat.

Bei einigen Versuchen konnte ein Anschwellen der Mitochondrien bis fast auf die GroB3e des
Zellkerns erzielt werden. In Abb. 4-28 sind solche riesigen Mitochondrien zu sehen (Pfeile bei
A und D). Bei der hier verwendeten Zelllinie handelte es sich wiederum um die Zelllinie
143B.TK', die stabil mit pEGFP-OMP (2.4.5) transfiziert wurde und bei der deshalb die

duBere Mitochondrienmembran angefarbt war.

Fluoreszenz Phasenkontrast Uberlagerung

143B.TK, pEGFP-OMP

143B.TK, pEGFP-OMP

Abb. 4-28: Megamitochondrien
Aufnahmen der mit pEGFP-OMP stabil transfizierten Zelllinie 143B.TK". Riesenmitochondrien sind mit Pfeilen
markiert. A+D: Fluoreszenzaufnahmen, B+E: Phasenkontrastaufnahmen, C+F: Uberlagerung von A und B bzw.
D und E. Die Eichstriche entsprechen 10pm.
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4.3.2. Induktion mit Essigsiure

Fiir die Induktion der Megamitochondrien wurde das Kulturmedium mit unterschiedlichen
Konzentrationen (25-40 mM) Essigsiure versetzt und anschlieBend in ihm 2x10° bis 3x10°
Zellen der mit pEGFP-Mito (2.4.3) transfizierten Zelllinie 143B.TK™ in 30 mm
Glasbodenschalen weiterkultiviert. Nach einem und einem weiteren Tag erfolgte eine

Untersuchung am Mikroskop.

Die Zellen in 40 mM Essigsdure waren schon am ersten Tag abgestorben, wihrend die
anderen Konzentrationen keine Auswirkungen auf die Lebensfdhigkeit der Zelllinie zeigten.
Wie erwartet zeigten die Zellen der Kontrolle ein fadenférmiges Mitochondriennetzwerk
(Abb. 4-29, A+B), wihrend die Zellen bei den beiden niedrigen Essigsdurekonzentrationen
bis 1 um durchmessende Verdickungen des Netzwerks aufwiesen (Abb. 4-29, F+G und J+K).
Bei der 35 mM Essigsdure konnten zusitzlich auch einzelne Mitochondrien mit einem

Durchmesser von bis zu 5 um entdeckt werden (Abb. 4-29, M+N).

Am Tag 2 zeigten sich bei der Kontrolle und der Zelllinie in 25 mM Essigsdure keine
nennenswerten Verdanderungen (Abb. 4-29, C+D und G+H), bei den Mitochondrien der Zellen
in 30 mM Essigsdure wurden vereinzelt Durchmesser von 4 um gemessen (Abb. 4-29, K+L).
Die Zellen mit der hochsten Konzentration Essigsdure konnten gegeniiber dem Vortag noch
einmal vergroBerte Riesenmitochondrien vorweisen, die zum Teil 7 um durchmaBen.
Gleichzeitig war in einigen Zellen immer noch ein schlauchformiges Netzwerk zu erkennen

(Abb. 4-29, O+P).
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Tag 1, Fluoreszenz Tag 1, Phasenkontrast Tag 2, Fluoreszenz Tag 2, Phasenkontrast

30 mM Essigsaure 25 mM Essigsaure Kontrolle

35 mM Essigsaure

Abb. 4-29: Induktion von Megamitochondrien durch Essigsiure
Fluoreszenz- und Phasenkontrastaufnahmen von mit Essigsdure induzierten Riesenmitochondrien in der mit
pEGFP-Mito transfizierten Zelllinie 143B.TK .Die Eichstriche entsprechen 10pum.

4.3.3. Morphologieinderung bei Megamitochondrien

Die mit Natriumacetat induzierten Megamitochondrien zeigten bei einigen Versuchen grof3ere
Formverdnderungen in kurzer Zeit. Diese morphologische Dynamik konnte besonders bei
Mitochondrien beobachtet werden, die in ,relaxierter” Form vorlagen und somit keine prall
gefiillten Kugeln bildeten. In Abb. 4-30 sind die Mitochondrien einer mit pEGFP-OMP
(2.4.5) transfizierten 143B.TK'-Zelle dargestellt (A-C). Die Morphologiednderungen der
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Mitochondrien innerhalb des Ausschnitts aus der Phasenkontrastaufnahme sind iiber einen
Zeitraum von rund 40 Minuten in der Teilabbildung D zu sehen. Zwischen den einzelnen
Bildern liegen allerdings keine konstanten Zeitabstinde. Wie man gut erkennen kann, kommt

es zu Fusionen und Fissionen sowie allgemeinen Formverdnderungen.

Fluoreszenz Phasenkontrast Uberlagerung

143B.TK, pEGFP-OMP

Abb. 4-30: Morphologieinderungen bei Megamitochondrien
Anderungen der Mitochondrienmorphologie in mit pEGFP-OMP transfizierten 143B.TK-Zellen.
A: Fluoreszenzaufnahme der gesamten Zelle, B: Phasenkontrastaufnahme, C: Uberlagerung von A und B.
D: Zeitreihe des Ausschnitts von B iiber 40 Minuten. Die Eichstriche entsprechen 10 pm.
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4.4. Methoden zur Transfektion von Mitochondrien mit Plasmid-DNA

Da bisher keine Methoden fiir die Transfektion von Mitochondrien mit Plasmid-DNA in
Saugerzellen bekannt sind, wurden die unterschiedlichsten Methoden ausprobiert: das
BeschieBen der Zellen mit DNA-beschichteten Goldpartikeln in der Gene Gun, die
Transfektion mit Hilfe magnetischer Partikel und die Mikroinjektion. Alle diese Methoden
haben gemein, dass bei ihnen die Mitochondrienmembranen mechanisch liberwunden werden,

um die Plasmid-DNA in die Matrix zu transportieren.

4.4.1. Partikelbeschuss mit der Gene Gun

Bei der Gene Gun handelt es sich um ein biolistisches Verfahren zur Einbringung von
Nukleinsduren und anderen Substanzen in Zellen mit Hilfe von Gold- oder Wolframpartikeln.
Diese Methode wird héufig bei der Transfektion von Pflanzenzellen, insbesondere der darin
enthaltenden Plastiden, sowie bei Hefen und der Griinalge Chlamydomonas reinhardtii
verwendet (Boynton ef al., 1988; Kanevski und Maliga, 1994; Butow et al., 1996). In seltenen
Féllen wird dieses Verfahren auch bei tierischen Kulturzellen eingesetzt. Jedoch hat es hier
nur eine geringe Bedeutung, da fiir diese Zellen eine Vielzahl von Transfektionsmethoden
existieren, die meist auch eine hohere Effizienz aufweisen. Allerdings werden oft lebende
Maiuse mit Hilfe der Gene Gun immunisiert, indem mit Antigenen beladene Partikel durch

deren Haut geschossen werden.

4.4.1.1. Bestimmung der Durchfithrungsbedingungen

Bisher gibt es keine Berichte iiber die Transfektion von Sdugermitochondrien, jedoch wurden
bereits Plastiden in Pflanzenzellen sowie die Mitochondrien in Hefen mit der Gene Gun
transfiziert. Da diese jedoch in ihrer Grofe und Beschaffenheit nur schlecht mit
Sdugermitochondrien zu vergleichen sind, mussten die Durchfiihrungsbedingungen erst
experimentell bestimmt werden. Um die Variablen einzugrenzen, wurde ein Vergleich zu der

zytoplasmatischen Transfektion der spéter verwendeten Zelllinie 143B.TK"™ angestellt.

In ersten Vorversuchen wurde das Streuungsverhalten der Partikel in Abhéngigkeit von der

verwendeten Einschubebene (A-D) untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass bei Nutzung der
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untersten Ebene (D) viele Goldpartikel iiber den Rand der verwendeten 35-mm-Kulturschalen
hinaus verteilt wurden. Ein Einsetzen des Kulturschalentrigers auf der obersten Ebene (A)
direkt unterhalb des Macrocarrier-Halters miindete in einem Trefferbild, bei dem nur eine
rund einen cm durchmessende kreisférmige Region in der Mitte der Schale von den
Goldpartikeln getroffen wurde. In dieser Region lagen die Partikel so dicht aneinander, dass
dort - entweder durch den plotzlich einwirkenden Heliumstrahl oder direkt durch den
Aufschlag der Partikel - keine Zellen mehr zu finden waren. Bei der ndchsten darunter-
liegenden Ebene (B) konnte ein dhnlicher, jedoch abgeschwichter Effekt beobachtet werden:
Die Goldpartikel konnten nur in einem ungefdhr zwei cm durchmessenden Bereich gefunden
werden und auch hier zeigte sich, dass ein grofer Teil der Zellen innerhalb dieser Region
abgelost bzw. zerstort wurden. Bei der Verwendung der zweituntersten Ebene (C) war der
Anteil an abgelosten Zellen viel niedriger und die Goldpartikel zeigten ein homogeneres
Verteilungsmuster iiber fast die gesamte Flache der Kulturschale. Jedoch konnte auch in der
Schalenmitte weiterhin ein kleiner Bereich ausgemacht werden, bei dem die Goldpartikel in
einer relativ hohen Konzentration zu finden waren. Da hier die besten Ergebnisse beziiglich
der Partikelverteilung und der Uberlebensrate der Zellen erzielt werden konnten, wurden alle

folgenden Versuche mit Kulturschalen auf dieser Ebene durchgefiihrt.

Im néchsten Schritt erfolgte die Optimierung der Kombination aus angelegtem Unterdruck (in
in Hg, inches of mercury) und der verwendeten Rupture Disk-Driicke (in psi, pounds per
square inch). Dafiir wurden je zwei 35 mm-Kulturschalen mit Zellen (ca. 40-60% Konfluenz)
mit je 600 pg der 0,6 um durchmessenden Goldpartikel beschossen, die vorher mit 600 ng des
Plasmids pEGFP-N1 (2.4.4) beschichtet wurden. Zum Vergleich der Transfektionsrate mit
herkdmmlichen Methoden erfolgte zusétzlich eine Transfektion einer Kulturschale mit dem
Reagenz FuGENE® HD. Nachdem alle Kombinationen aus 15, 20, 25 und 27 in Hg
Unterdruck und den Rupture Disks fiir 1350, 1550, 1800 und 2000 psi angewendet wurden,
erfolgte am nédchsten Tag die Untersuchung am Fluoreszenzmikroskop. Es wurden jeweils
mehrere Fluoreszenz- und Phasenkontrastaufnahmen angefertigt und anschlieBend mit ihnen
die transfizierten sowie die Gesamtzahl der Zellen durch Auszdhlen ermittelt. Die Ergebnisse
dieser Zéhlung und die daraus errechneten Transfektionsraten sind in der nachfolgenden

Tabelle aufgefiihrt:
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Versuchsbedingungen

Gesamtzahl der

Anzahl

Transfektionsrate

(Rupture DisklUnterdruck) Zellen transfizierter Zellen

1350 psi/ 15 in Hg 13534 3 0,022%
1550 psi/ 15 in Hg 13038 4 0,031%
1800 psi/ 15 in Hg 13700 5 0,036%
2000 psi/ 15in Hg 13886 7 0,050%
1350 psi/ 20 in Hg 19014 12 0,063%
1550 psi/ 20 in Hg 21808 16 0,073%
1800 psi/ 20 in Hg 18730 16 0,085%
2000 psi/ 20 in Hg 18828 9 0,048%
1350 psi/ 25 in Hg 15492 23 0,148%
1550 psi/ 25 in Hg 14560 65 0,446%
1800 psi/ 25 in Hg 20572 95 0,462%
2000 psi/ 25 in Hg 17810 61 0,343%
1350 psi/ 27 in Hg 2888 85 2,94%
1550 psi/ 27 in Hg 2179 140 6,42%
1800 psi/ 27 in Hg 3846 310 8,06%
2000 psi/ 27 in Hg 3348 127 3,79%

FuGENE® HD 20102 4372 24,7%

Tab. 4-2:

Bestimmung der Transfektionsrate unter verschiedenen Reaktionsbedingungen

Bei dem Kammervakuum von 15 in Hg konnten nur vereinzelt transfizierte Zellen gefunden

werden (Abb. 4-31, A-D). Die Transfektionsraten erreichten dementsprechend nur sehr

niedrige Werte, die sich mit steigendem Schussdruck von 0,022 auf 0,050% erhohten. Die

Steigerung des Kammervakuums auf 20in Hg brachte nur wenig Besserung: Die

Transfektionsraten

schwankten zwischen 0,048 wund 0,085%,

was

auch auf den

entsprechenden Aufnahmen (Abb. 4-31, M-P) anhand weniger Transfektanten zu sehen war.

Erneut zeigte sich, dass sich die Transfektionsrate mit steigendem Druck erhdhte, jedoch bei

Verwendung der stirksten Rupture Disks (2000 psi) auf den niedrigsten Wert absank.
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A-D bzw. M-P: Fluoreszenzaufnahmen der Zellinie 143B.TK", E-H bzw. Q-T: Phasenkontrastaufnahmen, I-L
bzw. U-X: Uberlagerung aus Fluoreszenz- und Phasenkontrastaufnahmen. Die Eichstriche entsprechen 100 um.

Optimierung der Versuchsparameter zur Nutzung der Gene Gun, 15 und 20 in Hg

Abb. 4-31
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der Versuchsparameter zur Nutzung der Gene Gun, 25 und 27 in Hg

imierung

A-D bzw. M-P: Fluoreszenzaufnahmen der Zellinie 143B.TK", E-H bzw. Q-T: Phasenkontrastaufnahmen, I-L
bzw. U-X: Uberlagerung aus Fluoreszenz- und Phasenkontrastaufnahmen. Die Eichstriche entsprechen 100 um.

Opt

Abb. 4-32
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Bei 25in Hg Kammervakuum waren auf den Fluoreszenzaufnahmen vermehrt griin
leuchtende Zellen zu erkennen (Abb. 4-32, A-D) und auch die Transfektionsrate stieg
dementsprechend auf bis zu 0,462% bei 1800 psi Schussdruck an. Durch die Verwendung des
hochsten Kammervakuums von 27 in Hg konnte die Transfektionsrate nochmals um ungefahr
Faktor 20 erhoht werden: Es wurden Werte zwischen 2,94% bei Verwendung von Rupture
Disks fiir 1350 psi und 8,06% bei 1800 psi-Rupture Disks erzielt. Dies konnte auch durch die
Betrachtung der Fluoreszenzaufnahmen bestétigt werden (Abb. 4-32, M-P).

Im Vergleich dazu lieferte der Einsatz des Transfektionsreagenz FuGENE® HD eine
nochmals 3-fach erhohte Transfektionsrate von 24,7% (vgl. Abb. 4-33).

Fluoreszenz Phasenkontrast

FUGENE" HD, pEGFP-Mito

Abb. 4-33: Vergleichs-Transfektionsrate von FuGENE® HD
Die Eichstriche entsprechen 100 pm.

Aufgrund dieser Ergebnisse wurden die weiteren Transfektionsversuche an der Gene Gun mit

den folgenden Parametern durchgefiihrt:

e Nutzung der zweiten Ebene von unten
e Kammervakuum von 27 in Hg

e Verwendung von Rupture Disks fur 1800 psi
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4.4.1.2. Induktion von Megamitochondrien

Da Mitochondrien nur einen Durchmesser von 0,5-1 pm aufweisen, ist es nahezu unmoglich,
sie in lebenden Zellen mit Goldpartikeln von 0,6 um so zu treffen, dass die DNA auf den

Goldpartikeln die Mitochondrienmatrix erreicht.

Zu Beginn wurde ausgetestet, welche Methode am besten geeignet ist, um Mega-
mitochondrien vor den Transfektionsversuchen mit der Gene Gun zu induzieren. Dazu wurde
die stabile Zelllinie 143B. TK+pEGFP-Mito, die griine Mitochondrien besitzt, iiber einen Tag
zum einen in mit Milchsdure auf einen pH-Wert von 6,3 eingestelltem Kulturmedium und
zum anderen mit Kulturmedium, das 10 uM Valinomycin enthielt, kultiviert. Als Kontrolle
wurde dieselbe Zelllinie in unverdndertem Kulturmedium mitgefiihrt. Nach einer, zwei, fiinf
und 24 Stunden erfolgte eine Untersuchung am Fluoreszenzmikroskop. Die Mitochondrien in
der Kontrollzelllinie zeigten in den ersten fiinf Stunden keine Morphologiednderungen - sie
bildeten ein Netzwerk ohne nennenswerte Verdickungen (Abb. 4-34, A-C). Nach einem Tag
jedoch war das Kulturmedium leicht orange gefarbt und einige der Mitochondrien waren
kugelformig angeschwollen bzw. verdickt (Abb. 4-34, D). Bei der mit Milchsdure
behandelten Zellline war nach einer Stunde das gesamte mitochondriale Netzwerk aufgelost
und es konnten nur noch kugelférmige Mitochondrien erkannt werden, die zum Teil schon
eine VergroBerung zeigten (Abb. 4-34, E). In den folgenden Stunden und am néchsten Tag
konnte eine weitere Groflenzunahme festgestellt werden, so dass die Megamitochondrien sehr
deutlich zu sehen waren (Abb. 4-34, F-H). Die Zugabe von Valinomycin induzierte ebenfalls
schon nach einer Stunde kugelformige Mitochondrien, die allerdings etwas grofler als im
Milchsduremedium waren, was auch nach zwei Stunden der Fall war (Abb. 4-34, I+J). Nach
finf bzw. 24 Stunden konnten nahezu keine Unterschiede in der Mitochondriengrofie

zwischen den Versuchsreihen festgestellt werden (Abb. 4-34, K+L).
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unbehandelt Milchsaure, pH6,3 10 uM Valinomycin

Abb. 4-34: Induktion von Megamitochondrien durch Milchsiuremedium bzw. Zugabe von Valinomycin
Fluoreszenzaufnahmen, A-D: 143B.TK+pEGFP-Mito in normalem Kulturmedium, E-H: 143B.TK+
pEGFP-Mito in mit Milchsdure auf einen pH-Wert von 6,3 eingestelltem Kulturmedium, I-L: 143B.TK+
pEGFP-Mito in Kulturmedium mit 10 uM Valinomycin. Die Eichstriche entsprechen 100 um.
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nach 0 Tagen

re

Kontrolle ohne Valinomycin

2 h Inkubation mit Valinomycin 1 h Inkubation mit Valinomycin

4 h Inkubation mit Valinomycin

Abb. 4-35: Wachstumshemmung durch Behandlung mit Valinomycin
Phasenkontrastaufnahmen, A-C: 143B.TK" ohne Valinomycinbehandlung, D-F: 143B.TK™ nach einstiindiger
Valinomycinbehandlung, G-I: 143B.TK™ nach zweistiindiger Valinomycinbehandlung, J-L: 143B.TK" nach
vierstiindiger Valinomycinbehandlung. Die Eichstriche entsprechen 100 pm.
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Bei der Beobachtung der mit Valinomycin behandelten Zelllinie fiel auf, dass sich die Zellen
nach 24 Stunden nahezu nicht vermehrt hatten. Da dies zu Problemen bei der folgenden
Transfektion fithren konnte, wurde eine Versuchsreihe durchgefiihrt, bei der die Zelllinie
143B.TK" fiir eine, zwei und vier Stunden in Kulturmedium mit 10 uM Valinomycin
inkubiert wurde. Als Kontrolle diente dieselbe Zelllinie in Valinomycin-freiem Medium.
Nach der Inkubation wurden die Zellen dreimal fiir 10 Minuten in normalem Kulturmedium
gewaschen, um das Valinomycin zu entfernen. Im Anschluss an die Waschschritte erfolgten
Aufnahmen am Mikroskop, um die Ausgangsdichte der Zellen zu dokumentieren (Abb. 4-35,
A-D). An den zwei folgenden Tagen wurden erneut Aufnahmen angefertigt. Dabei zeigte
sich, dass sich unabhéngig von der Inkubationsdauer alle mit Valinomycin behandelten Zellen
im Gegensatz zu den Kontrollzellen nahezu nicht mehr teilten (Abb. 4-35, E-H). Die
Aufnahmen vom zweiten Tag nach der Inkubation zeigten sogar eine Abnahme der
Zelldichte, was den Schluss zuliel, dass einige Zellen nach der Valinomycinbehandlung
abstarben (Abb. 4-35, I-L). Die schnelle Induktion von Megamitochondrien durch
Valinomycin wére wiinschenswert, aber aufgrund dieser Beobachtungen wurde von der
Induktion von Megamitochondrien durch die Zugabe von Valinomycin zum Kulturmedium
abgesehen, da nicht bekannt war, ob dadurch das Transfektionsergebnis beeinflusst werden

konnte.

In einer weiteren Versuchsreihe sollte untersucht werden, ob die Dauer der Inkubation in
angesduertem Medium einen Einfluss auf die anschlieBende Transfektion mit der Gene Gun
hat. Dabei zeigte sich, dass eine Inkubation fiir mehr als zwei Stunden zu einem verstirkten
Ablosen der Zellen beim Beschuss mit Goldpartikeln fiihrte. Aus diesem Grund wurden die
Zellen bei den folgenden Versuchen ungefdhr 60 bis 120 Minuten vor Versuchsbeginn mit

Milchsdure-Medium behandelt.

Nach dieser Zeit waren die vergroflerten Mitochondrien bereits im Phasenkontrast sichtbar
(Abb. 4-36, A+B). Nach fiinf Stunden Inkubation waren diese - wie nach den Ergebnissen der
vorigen Versuchsreihe erwartet - noch besser sichtbar (Abb. 4-36, C).
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143B.TK'+MS-Medium pH6,3

Abb. 4-36: Sichtbarkeit der Megamitochondrien im Phasenkontrast
Phasenkontrastaufnahmen von 143B.TK™ in mit Milchsdure auf einen pH-Wert von 6,3 eingestelltem
Kulturmedium. Die Eichstriche entsprechen 10 um.

4.4.1.3. Transfektion mit mtDNA

Zu Beginn wurde pro Transfektionsansatz 1 pg einer Céasiumchloridgradienten-gereinigten
mtDNA mit 0,5 pg Goldpartikeln mit einem Durchmesser von 0,6 um verwendet. Schon beim
Beschichten der Goldpartikel zeigte sich eine starke Aggregatbildung, die nach dem Beschuss
der p’-Zelllinie 143B.TK K7 auch lichtmikroskopisch auf der Kulturplatte nachgewiesen
werden konnte. Im Vergleich zu mit dem Plasmid pMAGI13-1 beschichteten Goldpartikeln
(Abb. 4-37, A) war bei der Verwendung von mtDNA deutlich eine Bildung grofler Aggregate
zu erkennen (Abb. 4-37, Pfeile bei B+C). Die Verteilung der Goldpartikel beschrinkte sich
grofBtenteils auf einen 1-1,5 cm durchmessenden Bereich in der Mitte der Kulturschale, in
dem sich auch die Zellen sehr stark ablosten. Um diese vermutlich DNA-abhingige
Aggregatbildung zu reduzieren, wurde die Menge der mtDNA auf 0,5ug pro
Transfektionsansatz verringert, wodurch tatsichlich eine leichte Besserung auftrat. Zusétzlich
wurden auch Goldpartikel mit 1,0 bzw. 1,6 um Durchmesser ausgetestet. Auch hier konnte
eine weitere leichte Verringerung der Aggregation festgestellt werden. Aufgrund dieser
Resultate erfolgten je 18 Transfektionen mit 0,5 pg mtDNA und 0,5 pg Goldpartikeln mit den
drei aufgefiihrten Durchmessern. Die Zellen wurden nach einer eintdgigen Kultivierung in
p’-Medium auf 150-mm-Kulturschalen umgesetzt und in p’-Selektionsmedium
weiterkultiviert. Nach jeweils drei bis vier Wochen konnten jedoch keine lebenden Klone

gefunden werden.
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e

pMAG13-1 mMtDNA mtDNA, VergréRerung
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1800 psi, 27 in Hg, @ 0,6 um

Abb. 4-37: Aggregation der Goldpartikel durch mtDNA
Phasenkontrastaufnahmen von Goldpartikeln nach dem Beschuss einer Kulturschale. A: mit pMAG13-1
beschichtete Goldpartikel als Kontrolle, B: mit mtDNA beschichtete Goldpartikel, C: VergroBerung von B. Die
Eichstriche entsprechen 30 um.

4.4.1.4. Transfektion mit mitochondrialen Expressionsvektoren

Vor Beginn der jeweiligen Versuchsreihen wurden je fiinf 35-mm-Kulturschalen mit dem
verwendeten Plasmid und dem Transfektionsreagenz FuGENE® HD transfiziert, um eine
Kontamination der DNA-Priparation mit anderen EGFP-exprimierenden Vektoren
ausschlieen zu konnen. Wenn am néchsten Tag keine griin fluoreszierenden Zellen gefunden
wurden, konnte die DNA-Préparation flir die Transfektionsversuche mit der Gene Gun

eingesetzt werden.

Pro Transfektionsansatz wurden 1 pg des jeweiligen Plasmids und 0,5 pg Goldpartikel mit
dem Durchmesser von 0,6 um verwendet. Damit die Zellen nach 1,5-2 Tagen noch gut
beobachtet werden konnten, wurden Kulturschalen verwendet, bei denen die Zellen ungefédhr
eine Konfluenz von 50-60% aufwiesen. Zur Auswertung wurde jede Schale am iibernichsten
Tag vollstindig am Fluoreszenzmikroskop bei 200-facher VergréfBerung griindlich auf
Fluoreszenzsignale abgesucht. Da unbekannt war, wie stark die Expression des mtEGFP-Gens

war, wurde die Zeitspanne bis zur Beobachtung absichtlich so grof3 gewéhlt.

Zu Beginn wurde das Plasmid pMAGI12-1 verwendet, mit dem insgesamt 66 Kulturschalen
mit der Zelllinie 143B.TK" behandelt wurden. Allerdings konnten keine Zellen mit
fluoreszierenden Mitochondrien gefunden werden. Mit der Fertigstellung des Plasmids

pMAG13-1 wurden die Transfektionsversuche mit pMAG12-1 eingestellt.
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Der Vektor pMAG13-1 enthielt zusitzlich noch einen Replikationsursprung fiir den L-Strang,
so dass eine Vermehrung innerhalb der Mitochondrien stattfinden konnte und somit eine
Verstiarkung der Expression moglich war. Das Plasmid wurde mit den gleichen Bedingungen
wie sein Vorgidnger pMAGI12-1 fiir die Transfektionsversuche eingesetzt. Es kam wiederum
die Zelllinie 143B. TK™ zum Einsatz, welche 96-mal behandelt wurde. Beim Absuchen der
Platten konnten sehr schwache Fluoreszenzsignale entdeckt werden, die nach dem Vergleich
mit dem entsprechenden Phasenkontrastbild eine Lokalisierung der Signale in den
Mitochondrien der Zelle ergaben (Abb. 4-38). Zwei Tage spiter konnten die Zellen jedoch

nicht mehr aufgefunden werden.

Fluoreszenz Phasenkontrast Uberlagerung

143B.TK', pMAG13-1

Abb. 4-38: Fluoreszierende Mitochondrien nach Gene Gun-Beschuss mit pMAG13-1 )
A: Fluoreszenzaufnahme (verstirkt) der Zellen, B: Phasenkontrastaufnahme der Zellen, C: Uberlagerung von A
und B. Die Eichstriche entsprechen 20 pm.

Um die Zellen bzw. ihre Mitochondrien einem Selektionsdruck fiir die eingebrachten
Plasmide zu unterwerfen, wurde ein weiterer mitochondrialer Expressionsvektor eingesetzt:
Bei dem Plasmid pMAG14-1 war zusétzlich zu den Genen des Plasmids pMAG13-1 noch ein
16S rRNA-Gen integriert, das eine Resistenz gegen das Antibiotikum Chloramphenicol

vermittelt.

Nach der Behandlung von 72 Schalen der Zelllinie 143B.TK™ konnten keine fluoreszierenden
Mitochondrien gefunden werden. Die gleichzeitige Zugabe von Chloramphenicol in das
Kulturmedium erlaubte die Nutzung einer zusétzlichen Screeningmethode, die mit der
Selektion von mit mtDNA transfizierten p’-Zellen (4.4.1.3) iibereinstimmte. Die Zellen

wurden jeweils auf 150-mm-Schalen umgesetzt und nach zwei bis drei Wochen Kultivierung
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im Selektionsmedium mit Chloramphenicol auf Klone hin untersucht. Allerdings konnten

auch mit dieser Methode keine Transfektanten nachgewiesen werden.

Um die Expression des mtEGFP noch zu verstiarken, wurden darauthin Vektoren entwickelt,
bei denen das mtEGFP-Gen durch die hochprozessive T7-RNA-Polymerase transkribiert
werden sollte. In einem ersten Schritt wurde versucht, das Plasmid pCRII-TOPO-mtEGFP mit
der Gene Gun in Zellen zu transfizieren, die die T7-RNA-Polymerase mit einer N-terminalen
mitochondrialen Signalsequenz im Kern exprimierten (4.2). Bei einer gegliickten Transfektion
wiirde somit die in die Mitochondrien importierte T7-RNA-Polymerase das mtEGFP-Gen auf

dem Plasmid transkribieren und ein Fluoreszenzsignal wére sichtbar.

Das Plasmid wurde entsprechend der bisher verwendeten mitochondrialen Expressions-
plasmide in 60 Transfektionsversuchen eingesetzt, jedoch konnten auch hier keine

transfizierten Zellen am Fluoreszenzmikroskop gefunden werden.

AnschlieBend wurden die Plasmide pMAGI17-1 und pMAG14-3 bei den Transfektions-
versuchen eingesetzt, die beide das Gen fiir die T7-RNA-Polymerase unter der Kontrolle des
mitochondrialen H-Strang-Promotors enthielten. Bei diesen beiden Plasmiden zeigte sich -
dhnlich wie bei den Transfektionsversuchen mit der mitochondrialen DNA (4.4.1.3) - eine
Aggregation der Goldpartikel, die aber nicht so stark war und durch die Reduktion der pro
Versuch eingesetzten DNA-Menge vollstindig verhindert werden konnte. Dementsprechend

wurden nur 0,5 pg Plasmid-DNA auf 0,5 pg Goldpartikel eingesetzt.

Nachdem 78 Schalen mit dem Plasmid pMAG17-1 behandelt wurden, konnten wiederum
keine Transfektanten gefunden werden und es wurde mit dem Plasmid pMAGI14-3
fortgefahren, das zusétzlich das 16S rRNA-Gen fiir die Chloramphenicol-Resistenz enthielt.
Nach 66 Transfektionsversuchen wurden auch bei diesem Plasmid keine fluoreszierenden
Mitochondrien am Fluoreszenzmikroskop entdeckt, und auch die Selektion auf die

Chloramphenicol-Resistenz endete ohne positives Ergebnis.

4.4.2. Transfektion mit magnetischen Partikeln

Bei dem Transfektionsreagenz MATra-A werden magnetische Partikel genutzt, um DNA in

die Zellen zu transportieren. Nach dem Beschichten mit der DNA werden die Partikel iiber
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den Zellen im Kulturmedium verteilt und durch eine Magnetplatte in die Zellen gezogen, wo

sie die DNA freigeben kdnnen.

Bei den im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Versuchen mit MATra-A wurden die
Megamitochondrien durch eine eintidgige Inkubation in mit Milchsdure auf einen pH-Wert
von 6,3 eingestelltem Kulturmedium (vgl. 4.4.1.2) in 35-mm-Kulturschalen induziert.

AnschlieBend erfolgte die eigentliche Transfektion mit 3 pg des entsprechenden Plasmids.

Nach der Transfektion mit dem Plasmid pMAGI13-1 konnten nach zwei Tagen mit dem
Fluoreszenzmikroskop iiberall auf der Schale leicht griin leuchtende Strukturen entdeckt
werden. Da die, nach den Gene Gun-Versuchen erwartete Intensitit der Fluoreszenzsignale
ebenfalls nur sehr niedrig war, wurden diese Strukturen ndher untersucht. Aufgrund von
Vergleichen mit den entsprechenden Phasenkontrastbildern wurden die Partikel als Ausldser
der Fluoreszenz verdichtigt. Nach dem Einsatz von MATra-A-Partikeln ohne Plasmid-DNA
konnten diese Strukturen wiederum in bzw. auf den Zellen entdeckt werden (Abb. 4-39), was

diese Vermutung bestitigte.

Fluoreszenz Phasenkontrast Uberlagerung
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Abb. 4-39: Fluoreszenz der MATra-A-Partikel
Aufnahmen von MATra-A—Partikeln ohne DNA auf 143B.TK-Zellen, A: Fluoreszenzaufnahme B: Phasen-
kontrastaufnahme, C: Uberlagerung von A und B. Die Eichstriche entsprechen 20 pm

Aufgrund dieser Beobachtungen wurden die mit MATra-A transfizierten Zellen nicht auf die
Expression des mtEGFP-Gens hin untersucht. Darauthin erfolgten noch 25 Transfektionen
mit dem Plasmid pMAG14-1, das eine Chloramphenicol-Resistenz vermitteln kann. Nach
dem Umsetzen der Zellen auf 150-mm-Kulturschalen konnten jedoch auch hier nach einer
drei bis vier Wochen dauernden Weiterkultivierung keine Chloramphenicol-resistenten Klone

gefunden werden.
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4.4.3. Transfektion durch Mikroinjektion von DNA

Bei der Mikroinjektion wird eine Glaskapillare durch die Zellmembran geschoben, durch die
anschlieBend unterschiedlichste Molekiile wie Nukleinsduren, Proteine oder auch Wirkstoffe
in die Zelle eingebracht werden konnen. Uberlebt die Zelle diese Prozedur, erhilt man eine
Transfektionsrate von nahezu 100%. Ein Nachteil ist jedoch, dass jede Zelle einzeln injiziert
werden muss und somit nur wenige Zellen transfiziert werden konnen. Die Injektion in
normale Sduger-Mitochondrien ist nicht mdglich, weil der Kapillardurchmesser mindestens
0,3 um betrdgt. Durch die neuen Methoden zur Induktion von Megamitochondrien erdffnet

sich nun die Mdglichkeit, Injektionsversuche mit diesen Organellen durchzufiihren.

Es stellte sich heraus, dass die normale Injektionsmethode nicht nutzbar war, da sich die
Mitochondrien dabei verschoben. Aus diesem Grund wurde eine neue Injektionsstrategie
verfolgt: Nachdem die Kapillare in die Zelle eingefiihrt worden war, wurde sie axial auf ein
moglichst grofles Mitochondrium ausgerichtet, das nicht prall aufgebldht war. Dabei war zu
beachten, dass der Zellkern moglichst hinter dem Mitochondrium liegen musste, um es so am

Verschieben zu hindern.

Die Zelllinie 143B.TK" wurde auf Glasbodenschalen ausgesédt und die Megamitochondrien
mit Natriumacetat induziert (4.3.1). Das Plasmid pMAG13-1 fand in Konzentrationen von 50-
350 ng/ul Verwendung, wobei die Injektionseinstellungen ebenfalls variiert wurden. Nach der
Injektion wurden die Zellen mit Antibiotika weiterkultiviert, um mdogliche Kontaminationen
durch die Injektion an der offenen Schale zu minimieren. Am nédchsten Tag wurden die
Kulturschalen am Fluoreszenzmikroskop auf Transformanten abgesucht. Es konnten sehr
schwache Signale innerhalb von Zellen entdeckt werden, die auf eine gelungene Transfektion
von Mitochondrien schlieen lieBen (Abb. 4-40). Injektionsversuche mit mitochondrialer
DNA in p’Zellen wurden nicht durchgefiihrt, da es in diesen Zellen nicht gelang,

Megamitochondrien in entsprechender Grof3e zu induzieren.

167



Ergebnisse

Fluoreszenz Phasenkontrast Uberlagerung

143B.TK, pMAG13-1

Abb. 4-40: Fluoreszierende Mitochondrien nach Mikroinjektion mit pMAG13-1 )
A: Fluoreszenzaufnahme (verstérkt) der Zellen, B: Phasenkontrastaufnahme der Zellen, C: Uberlagerung von A
und B. Die Eichstriche entsprechen 20 pm.
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5. Diskussion

5.1. Mitochondriale Expressionsvektoren

In der Literatur ist bisher keine Methode beschrieben, mit der exogene DNA in die
Mitochondrien lebender tierischer Zellen eingebracht und dort anschlieBend nachweisbar
exprimiert wurde. Es wurde schon versucht, Plasmid-DNA durch den Einsatz kationischer
Lipidvesikel (DQAsomen) in die Ndhe der Mitochondrien zu bringen und dort freizusetzen.
Anhand der Fluoreszenz konnte anschlieBend eine Lokalisation des DNA-Lipidvesikel-
Komplexes an den Mitochondrien festgestellt werden. Bei der Verwendung einer linearen
DNA mit einem konjugierten Signalpeptid wurde nach 10 Stunden eine gleichmiBigere
Verteilung der fluoreszierenden Molekiile auf den Mitochondrien beobachtet (D'Souza ef al.,
2005). Da die DNA aber kein Reportergen fiir die Expression in Mitochondrien enthielt,
beruhte dieser Nachweis jedoch nur auf der Lokalisation der Fluoreszenz der DNA in bzw. an
den Mitochondrien. An isolierten Mitochondrien konnte die Transfektion mit DNA hingegen
schon nachgewiesen werden: So wurden mit einem mitochondrialen Signalpeptid gekoppelte
lineare DNA-Fragmente mit einer Linge von 17 bis 322 bp in die Matrix isolierter
Rattenmitochondrien importiert (Seibel et al., 1995). Auch die Translokation einer Plasmid-
DNA in die Mitochondrien von Méusen durch Elektroporation konnte bereits gezeigt werden
(Collombet et al., 1997). Auch bei diesen Versuchen erfolgte der Nachweis der
mitochondrialen Lokalisation der eingebrachten DNA jedoch nicht iiber deren Expression;

vielmehr wurden die DNA-Molekiile an sich in der Matrix der Mitochondrien detektiert.

Da der endgiiltige Beweis einer Transfektion von Mitochondrien lebender Zellen nur iiber die
Expression eines Reportergens gefiihrt werden kann, stellt die Entwicklung mitochondrialer
Expressionsvektoren eine wichtige Grundlage fiir die spdtere Austestung der

unterschiedlichen Transfektionsmethoden dar.

5.1.1. Konstruktion mitochondrialer Expressionsvektoren

Bei der Konstruktion der mitochondrialen Expressionsvektoren miissen bestimmte
Voraussetzungen erfiillt werden: Zum einen sollte sich der Aufbau der Expressionskassette

moglichst am mitochondrialen Genom orientieren, um eine korrekte Expression zu erreichen,
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zum anderen ist bei Verwendung eigener Genkonstrukte zu beachten, dass der genetische
Code der Mitochondrien einige Abweichungen zum Kerngenom aufweist (O'Brien et al.,

1990), die bei Nichtbeachtung in fehlerhaften Proteinen resultieren konnen.

Als Promotorbereich wurde in allen Vektoren der D-Loop des mitochondrialen Genoms
verwendet, der alle fiir die Transkriptionsinitiation wichtigen Sequenzen enthélt. Dazu zdhlen
die Promotoren fiir den L- bzw. H-Strang (LSP bzw. HSP1 und HSP2), konservierte
Sequenzblocke sowie Terminations-assoziierte Sequenzen (Anderson et al., 1981). Damit die
Genkonstrukte korrekt prozessiert werden konnen, wurden analog zum mitochondrialen
Genom flankierende tRNA-Sequenzen an beide Enden der einzelnen Gene angefligt, die nach
der Transkription durch Ausbildung ihrer klassischen Kleeblattstrukturen die
Prozessierungsstellen markieren. Danach konnen die freigesetzten RNA-Molekiile der
flankierten Genbereiche weitergehend modifiziert werden (Ojala et al., 1980; Ojala et al.,

1981; Montoya et al., 1983).

Bei dem ersten Vektorkonstrukt pMAG11-1 wurde das griinfluoreszierende Protein EGFP als
Reportergen verwendet. An die beiden Enden wurden die tRNAs fiir Glycin und Arginin
angefligt, die normalerweise das ND3-Gen in der mitochondrialen DNA flankieren. Das
ND3-Gen besitzt kein vollstindiges Stop-Codon, vielmehr wird das einzelne T durch
Polyadenylierung zu einem TAA vervollstindigt (Ojala ef al., 1981). Das EGFP-Gen wurde
zusammen mit den tRNAs so in den Vektor kloniert, dass es unter der Kontrolle des L-Strang-
Promotors stand. Der Vektor enthielt zusitzlich hinter diesem EGFP-tRNA-Sequenzbereich

eine Transkriptions-Terminations-Sequenz (TTS), um die Transkription zu stoppen.

Unter ungiinstigen Umstédnden kann das EGFP-Gen so in das Kerngenom integriert werden,
dass eine Expression moglich ist. Wenn diese Integration zusitzlich dazu fiihrt, dass an das
EGFP eine mitochondriale Signalsequenz angehidngt wird, konnen falsch-positive Zellen
entstehen. Aus diesem Grund wurde im Vektor pMAGI11-2 ein Sicherheitsmechanismus
eingebaut: Das im EGFP-Gen enthaltene Codon TGG fiir Tryptophan wurde in das Codon
TGA mutiert, welches bei einer zytoplasmatischen Translation zu einem vorzeitigen
Kettenabbruch und somit zu einem funktionsunfahigen Protein fiihrt. In Mitochondrien wird
das Protein jedoch korrekt synthetisiert. Dieser Austausch wurde durch die bereits erwéhnten
Unterschiede bei der Codon-Nutzung zwischen Kern und Mitochondrien ermdglicht (O'Brien

et al., 1990).
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In der mitochondrialen DNA sind fast alle proteincodierenden Bereiche auf dem H-Strang
codiert, welcher durch die beiden Promotoren HSP1 und HSP2 transkribiert wird (Anderson
et al., 1981; Attardi et al, 1982). Dabei wird der Promotor HSP1 20-30-fach héufiger
transkribiert als der HSP2 und ungefdhr doppelt so stark wie der Promotor LSP fiir den
L-Strang (King und Attardi, 1993). Aufgrund dieser Unterschiede in der Transkriptionsrate
wurde zur Verstdrkung der Expression im Vektor pMAGI12-1 das Reportergen samt der
tRNA-Sequenzen und der TTS in umgekehrter Orientierung auf die andere Seite des D-Loops

kloniert, so dass es danach unter der Kontrolle des H-Strang-Promotors stand.

Die bis dahin konstruierten Vektoren hatten alle den Nachteil, dass sie nur den
Replikationsursprung fiir den H-Strang enthielten, der im Gegensatz zum L-Strang-
Replikationsursprung im D-Loop codiert ist. Daher konnten sie nicht in den Mitochondrien
repliziert werden, wodurch nach einer Zellteilung die Weitergabe des Vektors an beide
Tochterzellen verhindert wird und somit eine dauerhafte Expression nicht moglich ist. Der
Replikationsursprung fiir den L-Strang wurde mit den umgebenden 800 bp aus der mtDNA
amplifiziert und anschliefend so in den Vektor pMAG13-1 integriert, dass er im Vergleich
zum D-Loop in dhnlicher Weise wie im mitochondrialen Genom angeordnet war. Dadurch
sollte sichergestellt werden, dass die Replikation nach dem gleichen Mechanismus wie der der

mitochondrialen DNA ablaufen kann.

Da das Fluoreszenzsignal zur Detektion positiver Transfektanten zu schwach fiir einen
Nachweis am Fluoreszenzmikroskop sein konnte, wurde im Vektor 14-1 ein zweites
Markergen verwendet. Dabei handelte es sich um eine Chloramphenicol-Resistenz, die bereits
Mitte der 70er Jahre beschrieben wurde (Wallace et al., 1975; Wallace et al., 1977). Aufgrund
eines Basenaustauschs von T zu C an der Position 2991 im mitochondrialen Genom wird die
Translation an den Mitoribosomen mit dieser verdnderten 16S rRNA nicht durch das
Antibiotikum Chloramphenicol inhibiert (Blanc ef al, 1981). Nach der gegliickten
Transformation einer Chloramphenicol-sensitiven Zelllinie mit dem Vektor pMAG14-1 sollte
sich somit eine Resistenz ausbilden. Dies wird auch dadurch begiinstigt, dass bereits ein
Anteil von 10% der Chloramphenicol-resistenten 16S rRNA ausreicht, um den Phinotyp einer

Zelllinie zu dndern (Wallace et al., 1977).

Um die Expressionsrate des mtEGFP noch weiter zu erh6hen, sollte die RNA-Polymerase aus
dem Bakteriophagen T7 genutzt werden, um die Transkription zu verstirken. Dazu musste

das T7-RNA-Polymerase-Gen ebenfalls an den Enden mit tRNAs versehen und in Vektoren
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integriert werden. In diesem Fall wurden die tRNAs fiir Aspartat und Lysin ausgewdhlt, die
normalerweise das COX2-Gen flankieren. Damit eine Transkriptionsverstarkung durch die
T7-RNA-Polymerase genutzt werden konnte, musste das Reportergen mtEGFP zusétzlich
noch mit einem T7-Promotor versehen werden. Dadurch steht nur noch die T7-RNA-
Polymerase unter der Kontrolle der mitochondrialen Promotoren und das eigentliche
Reportergen wird durch die hochprozessive Bakteriophagen-Polymerase (Davanloo et al.,

1984) in groBBen Mengen produziert.

In dem Vektor pMAGI17-1 wurde die T7-RNA-Polymerase direkt hinter den H-Strang-
Promotor des D-Loops kloniert. Es folgte das unter der T7-Promotor-Kontrolle stehende

mtEGFP und abschlieBend der Bereich mit dem Replikationsursprung des L-Strangs.

Der Vektor pMAG14-3 enthielt zusétzlich noch das 16S rRNA-Gen mit der Punktmutation,
die die Chloramphenicolresistenz vermittelt, wodurch eine Selektion mit Chloramphenicol
moglich wird. Als Nebeneffekt wurde durch die das 16S rRNA-Gen flankierende Leucin-
tRNA eine Transkriptions-Terminations-Sequenz integriert, die die vom HI-Promotor
ausgehende Transkription abstoppt. Somit konnte verhindert werden, dass eine mogliche
Behinderung der T7-Promotor-gesteuerten Expression des mtEGFP-Gens durch die

mitochondrialen Transkriptionsvorgidnge auftritt.

5.1.2. In-vitro-Nachweis der Transkription

Die Transkriptionsfahigkeit der konstruierten mitochondrialen Expressionsvektoren stellt eine

grundlegende Bedingung fiir die folgenden Versuche dar.

Die Transkription in Mitochondrien beginnt an den drei Promotor-Bereichen innerhalb des
D-Loops (Montoya et al., 1982; Bogenhagen et al, 1984). Dazu binden zuerst
Transkriptionsfaktoren in der Nédhe der Promotoren an die mitochondriale DNA und
ermdglichen dadurch die Bindung der mitochondrialen RNA-Polymerase, die dann mit der
Transkription beginnen kann (Fisher und Clayton, 1985; Parisi und Clayton, 1991;
Falkenberg et al., 2002). Von den Promotoren LSP und HSP2 aus werden zunidchst
Primértranskripte gebildet, die beinahe liber die gesamte Linge des Genoms reichen. Die
Transkripte, die vom Promotor HSP1 aus entstehen, enden nach 16S rRNA an der
Transkriptions-Terminations-Sequenz im Bereich der Leucin-tRNA (Christianson und

Clayton, 1986; Kruse ef al., 1989).
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Fiir den Transkriptionsnachweis wurde ein in-vitro-Transkriptionssystem verwendet, das aus
menschlichen Mitochondrien gewonnen wurde und somit alle benétigten Proteinbestandteile
enthdlt (Fernandez-Silva et al., 1996). Nach der Transkription der einzelnen linearisierten
Plasmide wurde die RNA extrahiert und in cDNA umgeschrieben. Der Nachweis erfolgte
darauthin durch eine PCR-Amplifikation der gewiinschten Sequenzbereiche. Die
Transkription des mtEGFP-Gens konnte in allen getesteten Ansédtzen nachgewiesen werden.
Bei dem Vektor pMAG11-2 war das Signal jedoch etwas schwicher als bei den weiteren drei
Vektoren pMAGI12-1, pMAGI13-1 und pMAGI14-1. Dies konnte daran liegen, dass das
mtEGFP in diesem Vektor im Gegensatz zu den anderen Vektoren unter der Kontrolle des
L-Strang-Promotors steht, der eine niedrigere Transkriptionsrate als der HI-Promotor
aufweist (King und Attardi, 1993). Ein weiterer Grund konnte auch in der unterschiedlichen
Lange der Transkripte zu sehen sein: Bei dem Vektor pMAGI11-2 ist das vollstindige
Transkript mit rund 1900 bp ungeféhr doppelt so gro3 wie das rund 930 bp lange Transkript
der anderen Vektoren. Da sich das nachzuweisende mtEGFP-Gen am hinteren Ende der
Transkripte befindet, konnten durch vorzeitige Transkriptionsabbriiche bei den langen
Transkripten weniger RNA-Molekiile vorliegen, die dann auch ein schwicheres

Amplifikationssignal liefern.

Der Nachweis der Expression der T7-RNA-Polymerase ergab bei allen Proben ein positives
Signal, das allerdings bei allen Proben sehr schwach ausfiel. Da alle Vektoren den gleichen
Promotor nutzen, konnte eine mogliche Erkldrung wiederum in der groBen Liange der

Transkripte liegen, die ungefahr 2761 bp lang sein sollten.

5.1.3. In-vitro-Nachweis der Prozessierung

Nach dem erfolgten Nachweis, dass die mitochondrialen Expressionsplasmide transkribiert
werden konnen, wurde untersucht, ob in dem in-vitro-Transkriptionssystem weitergehende
Modifikations- bzw. Prozessierungsschritte an den entstandenen RNAs erfolgten. In den
Mitochondrien werden die einzelnen Protein-Gene durch Prozessierungsenzyme aus
polycistronischen Primértranskripten herausgeschnitten. Als Erkennungssequenzen dienen
dabei Sekundirstrukturen, die in den meisten Fillen durch die flankierenden tRNA-
Sequenzen entstehen (Ojala ef al., 1981; Montoya et al., 1981; Fernandez-Silva et al., 1996).
Direkt nach diesem Herausschneiden erfolgt eine Polyadenylierung der mRNAs und rRNAs
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am 3’-Ende durch eine mitochondriale Poly(A)-Polymerase (Rose et al., 1975; Amalric et al.,

1978; Dubin et al., 1982).

Die Ergebnisse zeigen, dass die in-vitro-Transkripte an den durch die Linearisierung des
Expressionsvektors entstandenen 3’-Enden polyadenyliert wurden, die nicht mit den
normalerweise in den Mitochondrien entstehenden 3°-Enden iibereinstimmen. Dadurch 1ésst
sich auf eine signalunabhingige Polyadenylierung schliefen, die direkt an freien 3’-Enden
von RNAs erfolgt. Die Prozessierung konnte anhand der vorliegenden Versuchsresultate nur
in einem Fall nachgewiesen werden. Dies zeigt, dass die Transkripte der Expressionsvektoren
grundsidtzlich in Mitochondrien prozessiert werden konnen. Das verwendete in-vitro-
Transkriptionssystem in der bestehenden Form kann jedoch nicht fiir weitere Untersuchungen
in dieser Richtung verwendet werden. Ein Grund dafiir kénnte die urspriingliche Optimierung
des in-vitro-Systems in Richtung Transkription sein (Fernandez-Silva et al., 1996). Durch
eine Verdnderung der Zusammensetzung konnte wahrscheinlich eine Verbesserung des
Prozessierungsergebnisses erzielt werden. Eine weitere Moglichkeit liegt darin, dass die
Polyadenylierung an den geschnittenen 3’-Enden nicht oder nur sehr langsam erfolgte, so dass
die Prozessierungsprodukte nur schwer iiber die verwendete PCR-Nachweismethode
detektierbar sind und somit auch keine Klonierung mit anschlieBender Sequenzierung

erfolgen konnte.
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5.2. Zelllinien mit mitochondrial lokalisierter T7-RNA-Polymerase

Als Alternative zu den mitochondrialen Expressionsvektoren, die die T7-RNA-Polymerase
enthielten, sollte auch eine Zelllinie verwendet werden, bei der eine zytoplasmatisch
produzierte T7-RNA-Polymerase vorlag, die anschlieBend durch eine anfusionierte
mitochondriale Targeting-Sequenz in die Mitochondrien importiert wird. Da die Zelllinie vor
den Transfektionsversuchen auf die Expression der T7-RNA-Polymerase getestet wurde,
konnte somit der Vorteil der hohen Prozessivitit und Spezifitit der T7-RNA-Polymerase
(Davanloo et al., 1984) mit ihrer garantierten Anwesenheit in den Mitochondrien kombiniert
werden. Der dann in diese Zelllinien zu transfizierende Vektor miisste nur den T7-RNA-
Polymerase-Promotor und das Reportergen inklusive der flankierenden tRNAs enthalten. Als
Nebeneffekt konnten somit kleinere Vektoren bei den Transfektionsversuchen genutzt

werden, die dadurch eine bessere Transfektionseffizienz aufweisen.

Das T7-RNA-Polymerase-Gen wurde in einen eukaryontischen Expressionsvektor kloniert,
der bereits die Signalsequenz der Untereinheit VIII der menschlichen Cytochrom c-Oxidase
enthielt. Die Expression dieses Signalsequenz-Polymerase-Konstrukts stand unter der
Kontrolle eines CMV-Promotors, der eine kontinuierlich hohe Expressionsrate garantieren
sollte. Nach der Transfektion des T7-RNA-Polymerase-Vektors wurde die Zelllinie iiber
einen Monat hinweg unter Selektion mit G418 kultiviert und anschliefend im Vergleich mit

einer frisch transfizierten Zelllinie auf die T7-RNA-Polymerase untersucht.

Im ersten Schritt erfolgte der Nachweis des Plasmids in den Zelllinien durch PCR, wobei sich
herausstellte, dass nach einem Monat unter Selektion nahezu kein Plasmid mehr feststellbar
war. Die nachgewiesene Menge entsprach nur noch rund 1/30 der Menge in frisch
transfizierten Zellen. Unter Umstinden lag dies an einer Integration des Resistenz-Gens in das
Kerngenom, bei der das T7-RNA-Polymerase-Gen inaktiviert oder nicht vollstindig

iibernommen wurde.

Im néchsten Schritt wurden Proteinextrakte von transfizierten Zellen mit Hilfe eines T7-RNA-
Polymerase-Antikdrpers untersucht. Im Western Blot zeigten sich im Vergleich zu nicht
transfizierten Zellen zusitzliche Banden in den Extrakten der transfizierten Zellen. Aufgrund
der Grofle entsprachen diese Banden der T7-RNA-Polymerase. Die Menge konnte mit
ungefdhr 1:100 der Kontrolle abgeschétzt werden. Neben den T7-RNA-Polymerase-Banden

zeigte sich noch eine Vielzahl weiterer Banden, was den Schluss zulie3, dass der Antikorper
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auch andere Proteine in eukaryontischen Zellen detektieren kann. In lidnger transfizierten
Zelllinien konnte keine Expression der T7-RNA-Polymerase mehr festgestellt werden. Die
Zellen wurden daher fiir Transfektionsversuche mit mitochondrialen Expressionsvektoren

maximal 12 Wochen nach der Transfektion mit der T7-RNA-Polymerase verwendet.

Zum Abschluss wurde immunhistochemisch untersucht, ob die T7-RNA-Polymerase auch
wirklich in den Mitochondrien der transfizierten Zellen lokalisiert war. Bei den Aufnahmen
am Fluoreszenzmikroskop zeigte sich, das sowohl die transfizierten als auch die
nichttransfizierten Zellen deutlich angefdrbt waren. Bei beiden waren die Zellkerne deutlich
erkennbar, wobei die Farbung in den Nukleoli intensiver zu sehen war. Auch im gesamten
Zytoplasma war eine leichte Fluoreszenz zu sehen, die jedoch bei den transfizierten Zellen
zusitzlich deutliche Strukturen aufzeigte. Diese Strukturen konnten mit Mitochondrien durch
eine Gegenfarbung kolokalisiert werden. Auch anschlieBende Untersuchungen am
Konfokalen Laser Scanning Mikroskop mit hoheren Vergroflerungsfaktoren bestétigten diese
Ergebnisse. Es waren ebenfalls die zusétzlichen Strukturen im Zytoplasma zu erkennen, die
wiederum eine Kolokalisation mit den Mitochondrien aufwiesen. Allerdings konnte keine

stiarkere Fluoreszenz der Nukleoli in den angefarbten Zellkernen entdeckt werden.

Zusammenfassend wird deutlich, dass die T7-RNA-Polymerase in den transfizierten Zellen
exprimiert und auch in die Mitochondrien transportiert wurde. Jedoch war es nicht moglich,
die Expression iiber einen ldngeren Zeitraum zu stabilisieren, so dass die Zelllinien jeweils
kurz vor ihrem Einsatz der Transfektion unterzogen wurden. Die unspezifische Bindung des
Antikorpers an andere Proteine als die T7-RNA-Polymerase konnte nach dem Ergebnis des

Western Blots auch durch die Immunfluoreszenz nachgewiesen werden.
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5.3. Induktion von Megamitochondrien

Mitochondrien, die gegeniiber normalen Mitochondrien erheblich vergréBert sind, so dass sie
sogar im Lichtmikroskop ohne Anfiarben zu erkennen sind, werden als Mega- bzw.
Riesenmitochondrien (engl.: giant mitochondria) bezeichnet (Teranishi et al., 1999). Dabei
handelt es sich nicht nur um ein simples Anschwellen, auch Fusionsereignisse sowie eine
gehemmte Fission der Mitochondrien spielen bei ihrer Bildung eine Rolle (Teranishi et al.,

1999; Wakabayashi, 1999).

Fir die geplante Mikroinjektion von DNA in die Mitochondrien ist die Induktion von
Megamitochondrien eine unerldssliche Vorbedingung, da die Injektionskapillaren einen
Durchmesser von mindestens 0,3 um haben und somit normalgrof3e Mitochondrien nicht

penetriert werden konnen.

Megamitochondrien wurden unter unterschiedlichsten Bedingungen beobachtet: So koénnen
sie in Séugern unter physiologischen Bedingungen zum Beispiel in der Leber (Wills, 1965;
Tauchi und Sato, 1968; Sato und Tauchi, 1975) oder Lymphozyten (Rancourt et al., 1975)
vorkommen. Auch bei vielen humanen Erkrankungen wie der Fett-Leber (Rubin et al., 1970;
Petersen, 1977; Chedid et al., 1980) und mitochondrialen Myopathien (Price et al., 1967;
Hyman et al., 1977) treten Megamitochondrien auf. Durch die Gabe von Wirkstoffen in das
Kulturmedium konnen ebenfalls Megamitochondrien induziert werden. Beispiele hierfiir sind
Valinomycin (Azzi und Azzone, 1965; Malka et al., 2005), Chloramphenicol (Albring et al.,
1975), Cuprizon (Suzuki, 1969) und Hydrazin (Karbowski et al., 1997; Teranishi et al.,
1999). Auch die Inkubation der Zellen in angesduertem Medium ist eine Maoglichkeit,
Megamitochondrien zu induzieren. Hierfiir kann das Medium beispielsweise mit Milchsdure
azidifiziert werden oder es wird ,,verbrauchtes” Kulturmedium einer anderen Kulturschale
zum Ansduern lbertragen (Kukat, 2008, Dissertation). In den durchgefiihrten Versuchen
sollten andere pH-Wert-senkende Substanzen auf ihre Eignung zur Induktion von
Megamitochondrien getestet werden. Dabei fiel die Wahl auf Natriumacetat und die

korrespondierende Séure.
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5.3.1. Induktion mit Natriumacetat

Die mit dem Plasmid pEGFP-Mito transfizierte Zelllinie wurden {iber zwei Tage hinweg mit
unterschiedlichen Konzentrationen (45, 50, 55, 60 und 65 mM) Natriumacetat kultiviert und
die GroBe der Mitochondrien jeweils nach dem ersten und zweiten Tag am
Fluoreszenzmikroskop untersucht. Am ersten Tag zeigte sich, dass bei der niedrigsten
Konzentration (45 mM) nur leichte Verdickungen zu entdecken waren, wihrend bei 50 und
55 mM Natriumacetat Mitochondrien mit einem Durchmesser von bis zu 4 pm auftraten.
Interessanterweise waren in diesen Zellen gleichzeitig auch noch schlauchformige
Mitochondrien zu erkennen. Im Vergleich dazu dndert sich nach der Induktion mit
Valinomycin oder ,,verbrauchtem* Kulturmedium die Morphologie aller Mitochondrien
gleichzeitig (Kukat, 2008, Dissertation). Bei den hoheren Acetat-Konzentrationen nahm die
Grofe wieder ab und es traten in einigen Féllen Verdickungen in Tropfenform auf. Am
zweiten Tag konnte bei den Kontrollzellen im Vergleich zum Vortag eine leichte
Azidifizierung des Mediums festgestellt werden. Dies deutet darauf hin, dass die Zellen durch
ihre Laktatproduktion das Kulturmedium ansduerten. Dementsprechend waren die
Mitochondrien nun nicht mehr schlauch-, sondern punktférmig, wobei sich ithr Durchmesser
nur minimal vergroBert hatte. Die Ansduerung des Kulturmediums durch Laktat kann bei p’-
Zellen in noch viel stirkerem MaBe festgestellt werden (Jakobs et al., 1994), was darauf
zuriickzufiithren ist, dass diese Zellen ihr ATP ausschlieBlich durch Glykolyse erzeugen
konnen und deshalb Pyruvat zu Laktat reduzieren miissen, um NADH zu NAD" zu oxidieren
(King und Attardi, 1996). Bei den mit 50 mM Natriumacetat inkubierten Zellen waren nun
alle Mitochondrien vollstindig kugelformig vergroBert, wobei einige einen Durchmesser von
bis zu 6 um aufwiesen. Bei allen anderen Natriumacetat-Konzentrationen zeigte sich das
gleiche Bild wie am Vortag. Bei weiteren Versuchen stellte sich heraus, dass die
Zusammensetzung des Kulturmediums und des FCS Einfluss auf die optimale Natriumacetat-
Konzentration hatte. Die optimale Konzentration lag in einem Bereich von 50 und 60 mM.
Bei einigen Versuchen entstanden auf diese Weise Megamitochondrien, die anndhernd die

Grofle des Zellkerns erreichten.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die Ansduerung des Kulturmediums mit
Natriumacetat eine alternative Methode zur Induktion von Megamitochondrien darstellt. Es
konnen dadurch sogar Mitochondrien erzeugt werden, die beinahe die GroBe des Zellkerns

aufweisen und somit ideale Voraussetzungen fiir die Mikroinjektion darstellen.
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In der Literatur finden sich bisher keine Berichte zu einer Induktion von Megamitochondrien
durch Zugabe von Natriumacetat. Acetat wird in Zellen zusammen mit dem Coenzym A
(CoA) durch die Acetyl-CoA-Synthetase in Acetyl-CoA umgewandelt. Bei diesem Vorgang
wird ein ATP-Molekiil zu AMP und Pyrophosphat umgesetzt. Dies erklirt auch die Berichte,
dass durch hohe Acetat-Konzentrationen die Pyrophosphat-Menge in Leberzellen drastisch
erhoht wird (Veech et al., 1986; Yamada et al., 1988; Inoue et al, 1989). Wenn in den
Mitochondrien das Pyrophosphat in hoheren Konzentrationen vorliegt, bildet es Komplexe
mit Ca’” und Mg”", die daraufhin ausfallen konnen (Wiers, 1971). Beavis und Galid
berichteten 1987, dass durch eine Erniedrigung der Mg*"-Konzentration in den Mitochondrien
die Bildung der mPTP (mitochondrial permeability transition pore) bewirkt wird (Beavis und
Garlid, 1987), wodurch ein Influx in die Mitochondrien zum Anschwellen der Mitochondrien
fiihren konnte. Allerdings ist die Offnung der mPTP in der Regel mit einer Depolarisierung
der Mitochondrien, der Freisetzung von Cytochrom ¢ und somit der Apoptose bzw. Nekrose
der Zelle verkniipft (Halestrap et al., 2002). Jedoch wird auch berichtet, dass die Dauer und
das AusmaB der Offnung der Pore an einem einzelnen Mitochondrium entscheidend sein
konnte, ob es seine Integritit wieder herstellen kann oder nicht. Die Menge der verbleibenden
Mitochondrien entscheidet dann, ob die Zelle iiberlebt oder in die Apoptose/Nekrose iibergeht
(Honda und Ping, 2006). Falls die Offnung der mPTP in Reaktion auf die erhdhte Acetat-
Konzentration nur in einer ,,sanften* Art erfolgt, konnte dies einen moglichen Mechanimus
der Megamitochondrienbildung durch Natriumacetat darstellen. Jedoch kann dadurch nur der
Beginn der GroBBenzunahme erklirt werden; das weitere Anwachsen der Mitochondrien muss

jedoch auf einem anderen Weg als dem reinen Anschwellen durch Wasser erfolgen.

5.3.2. Induktion mit Essigsiure

Auch bei der Versuchsreihe zur Induktion von Megamitochondrien mit Essigsdure wurden
verschiedene Konzentrationen (25-40 mM) ausgetestet, wobei allerdings bei der
Maximalkonzentration von 40 mM alle Zellen bereits am ersten Tag abgestorben waren.
Anscheinend konnte das Kulturmedium solch groBBe Mengen Essigsdure nicht ausreichend
abpuffern, so dass der pH-Wert zu weit absank. Bei den anderen Ansédtzen konnte mit
steigender Essigsdurekonzentration auch eine verstirkte Bildung von Megamitochondrien
beobachtet werden. Nach einem Tag waren bei den Zellen, die mit 35 mM Essigsdure versetzt

waren, teilweise Mitochondrien mit einem Durchmesser von 5 um zu sehen, die sich am
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zweiten Tag sogar noch auf 7 um vergroBerten. Auch hier zeigte sich - wie bei der
Behandlung mit Natriumacetat - das Phdnomen, dass gleichzeitig auch noch schlauchférmige
Mitochondrien in den Zellen zu erkennen waren. Bei 30 mM bildeten sich nach zwei Tagen
immerhin noch 4 um durchmessende Mitochondrien, wéihrend bei der niedrigsten Essigsédure-

Konzentration nur Verdickungen bis 1 pm gefunden wurden.

Somit ist auch die Azidifizierung des Kulturmediums mit Essigsdure eine Methode, die sich
zur Induktion von Megamitochondrien fiir die Mikroinjektion eignet. Der Mechanismus sollte
mit dem der Induktion mit Natriumacetat iibereinstimmen, da es sich bei der Essigsdure um

die korrespondierende Sdure des Acetats handelt.

5.3.3. Morphologieinderung bei Megamitochondrien

Bei einigen Versuchen zeigte sich bei den mit Natriumacetat induzierten Megamitochondrien
eine hohe morphologische Dynamik. Dabei konnten Formverdnderungen unterschiedlichster
Art beobachtet werden. Diese reichten von Fusions- und Fissionsereignissen bis zur Bildung
von Ausstiilpungen der Mitochondrienmembran. Diese Verdnderungen waren hauptsichlich
bei Mitochondrien zu erkennen, die in einer ,relaxierten® Form vorlagen - bei Zellen, die
iiberwiegend prall gefiillte kugelformige Megamitochondrien enthielten, konnten solche
Ereignisse nicht entdeckt werden. Dadurch bestdtigt sich auf eine interessante Weise, dass die
GroBenzunahme der Mitochondrien nicht nur durch den Influx von Fliissigkeit ausgelost wird,
sondern dass auch andere Faktoren wie Anderungen der Fissions- und Fusionshiufigkeit eine

Rolle bei der Megamitochondrienbildung spielen (Teranishi ef al., 1999; Wakabayashi, 1999).
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5.4. Methoden zur Transfektion von Mitochondrien mit Plasmid-DNA

Die Transfektion von Séuger-Mitochondrien stellt den limitierenden Schritt bei der
Behandlung mitochondrialer Erkrankungen dar, da es bisher noch keine Methode gibt, mit der
exogene DNA zuverléssig in die Matrix der Mitochondrien transportiert werden kann. Die
bisherigen Versuche beruhten alle auf dem aktiven Transport iiber die
Mitochondrienmembran - entweder durch die Verwendung kationischer Vesikel, die mit der
Membran verschmelzen sollen, oder iiber die Nutzung des mitochondrialen Proteinimport-
Systems, indem Signalpeptide an die DNA gekoppelt wurden, die die DNA dann beim Import
in die Mitochondrienmatrix ,ziehen” sollten (vgl. 5.1). Durch die Mboglichkeit,
Megamitochondrien mit Durchmessern von mehreren um in beliebigen Zelllinien reversibel
zu induzieren, ergibt sich erstmals die Gelegenheit, die Mitochondrien in Sdugerzellen
mechanisch zu penetrieren und so die DNA in die Matrix einzufiihren. Im Folgenden werden
die Versuche diskutiert, die DNA mittels Partikelbeschuss mit der Gene Gun, unter
Zuhilfenahme magnetischer Partikel oder durch Mikroinjektion in die Mitochondrien zu

transportieren.

5.4.1. Partikelbeschuss mit der Gene Gun

Bei der Gene Gun handelt es sich um ein biolistisches Verfahren zur Einbringung von
Nukleinsduren und anderen Substanzen in Zellen mit Hilfe von Gold- oder Wolframpartikeln.
Die DNA wird dabei auf die Oberfliche der Partikel aufgebracht, die anschlieBend unter
hohem Druck auf das Ziel (die Zelle) geschossen werden. Am Zielort wird die DNA

anschliefend freigesetzt und kann dort exprimiert werden.

5.4.1.1. Bestimmung der Durchfithrungsbedingungen

Fiir die Transfektion von Mitochondrien in Sdugerzellen durch einen Beschuss mit DNA-
beladenen Goldpartikeln existieren bisher keine Erfahrungswerte zu den bendtigten
Durchfiihrungsbedingungen. Fiir Plastiden in Pflanzenzellen und Mitochondrien in Hefen sind
zwar bereits entsprechende Erfahrungswerte vorhanden (Butow et al., 1996; De Marchis et
al., 2009), jedoch sind diese nicht einfach auf Sdugermitochondrien iibertragbar. So besitzen

Pflanzenzellen eine stabile Zellwand, die ihnen eine erhohte Stabilitit gegeniiber verdnderten
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Umweltbedingungen verleiht. Dadurch konnen diese Zellen unter anderem fiir kurze Zeit
einem angelegten Vakuum ausgesetzt werden, das bei den relativ instabilen Sdugerzellen zum
Platzen der Zellen fithren wiirde. Aulerdem werden auch hohere Schussdriicke benoétigt,
damit die Partikel die Zellwand durchdringen konnen. Aus diesem Grund wurden die
bendtigten  Einstellungen experimentell ermittelt. Als  Anhaltspunkt diente die
Transfektionseffizienz eines im Kern exprimierten Vektors bei menschlichen Zellen. Der
einzige von den Versuchen an Pflanzen und Hefen iibertragbare Parameter war die Grofe der
verwendeten Goldpartikel, die so klein wie mdglich sein sollten, damit die Mitochondrien
penetriert werden konnen. Die optimalen Parameter zur Durchfiihrung der folgenden
Experimente wurden an der Zelllinie 143B.TK™ ermittelt, die auch in den spdteren Versuchen

Verwendung fand.

Nach den ersten Tests stellte sich heraus, dass die zweitunterste Ebene (Ebene C) optimal fiir
die Verwendung von 35-mm-Kulturschalen geeignet war, da hier der beschossene Bereich am
besten ausgenutzt wurde. AuBlerdem konnten auf dieser Ebene die besten Ergebnisse
beziiglich der Partikelverteilung und der Uberlebensrate der beschossenen Zellen erzielt
werden. Dies ist nicht verwunderlich, da die Goldpartikel nach dem Ablésen vom
Macrocarrier in einem kegelformigen Strahl weiterflogen. Auf der obersten Ebene waren die
Partikel in diesem Strahl noch sehr fokussiert und trafen mit einer hohen Geschwindigkeit auf
die Kulturschale und die darin befindlichen Zellen auf. Durch die hohe Aufschlagsenergie und
die groBe Anzahl der Partikel wurden die Zellen im Zentrum der Platte regelrecht zerrissen,
wiéhrend die Zellen am Rand der Schale nicht getroffen wurden. Mit grof3erer Entfernung von
der Auslassdiise wurden die Partikel auf einen groBeren Bereich gestreut, was der

gewlinschten Verteilung zu Gute kam.

Im néchsten Schritt erfolgte die Optimierung des angelegten Unterdrucks sowie der
verwendeten Rupture Disk. Dabei zeigte sich, dass die Goldpartikel selbst bei Unterdruck
noch stark abgebremst werden konnen. Bei Kammerunterdriicken von 15 und 20 in Hg
konnten nicht einmal 1%o der Zellen einer Schale transfiziert werden. Erst bei einem erhdhten
Kammerunterdruck von 25 in Hg zeigte sich eine deutliche Steigerung auf rund 4,5%o, die
allerdings immer noch nicht akzeptabel war. Erst bei der Verwendung eines Unterdrucks von
27 in Hg konnten Transformationsraten erreicht werden, die in die Bereiche von
herkdmmlichen Transfektionsreagenzien kamen. Die besten Ergebnisse von rund 8%

Transformanten konnten bei der Verwendung von 1800 psi-Rupture Disks erzielt werden. Im
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Vergleich dazu wurde mit dem Transfektionsreagenz FuGENE®™ HD eine etwa 3-fach héhere
Transformationsrate von 24,7% erreicht. Somit wurden die spiteren Transformationsversuche
auf der zweituntersten Ebene C bei 27 in Hg Kammervakuum und mit 1800 psi-Rupture Disks

durchgefiihrt.

5.4.1.2. Induktion von Megamitochondrien

Aufgrund ihrer Dicke von 0,5-1 um ist es nahezu unmdoglich, Mitochondrien in lebenden
Zellen mit Goldpartikeln eines Durchmessers von 0,6 um so zu penetrieren, dass die DNA
von den Partikeln in die Mitochondrienmatrix abgegeben werden kann. Aus diesem Grund ist
es unabdingbar, die Mitochondrien vor dem Beschuss in der Gene Gun zu vergréBern. Dies
kann sowohl durch die Gabe von Wirkstoffen wie Valinomycin (Azzi und Azzone, 1965;
Malka et al., 2005) als auch durch Ansduern des Wachstumsmediums geschehen. Die
Ansduerung kann direkt durch Zugabe von Milchsdure bis zu einem pH-Wert von 6-6,7 in das
Medium (Kukat, 2007, Dissertation) oder durch Kultivierung der Zellen iiber einige Tage
ohne Medienwechsel erfolgen. Dabei sorgt das von den Zellen produzierte Laktat flir die
Absenkung des pH-Werts, die durch eine Farbidnderung des pH-Indikators im

Wachstumsmedium von Rot nach Gelborange beobachtet werden kann.

Bei dem Vergleich zwischen den mit Milchsdure und Valinomycin induzierten
Megamitochondrien zeigte sich, dass bei beiden Methoden schon nach ein bis zwei Stunden
deutlich vergroBerte kugelformige Mitochondrien zu erkennen waren, die mit fortschreitender
Zeit immer grofler wurden. Allerdings fiel nach einem Tag auf, dass sich die Valinomycin-
behandelten Zellen nicht oder nur langsam vermehrten. Aus diesem Grund wurde eine
Versuchsreihe gestartet, bei der iiberpriift werden sollte, ob durch eine verkiirzte Inkubation
mit Valinomycin eine Normalisierung der Teilungsrate mdglich war. Dabei zeigte sich, dass
sich die Zellen selbst nach einer Valinomycinbehandlung von nur einer Stunde nahezu nicht
mehr teilten und nach zwei Tagen sogar eine Abnahme der Zellzahl zu erkennen war. Dieses
Resultat war relativ iiberraschend, da die Induktion von Riesenmitochondrien durch
Valinomycin eine gidngige Methode darstellt. In Retikulozyten konnte festgestellt werden,
dass selbst geringe Konzentrationen von Valinomycin die Proteinbiosynthese teilweise
hemmen. Bei der verwendeten Valinomycin-Konzentration wird die Proteinbiosynthese

nahezu vollstindig blockiert (Herzberg et al., 1974; Breitbart, 1981). Dies erkldrt, warum sich
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die Zellen nicht mehr teilen konnten, da mit der Blockade der Proteinbiosynthese auch der
Zellzyklus ins Stocken gerét. Dass dieser Effekt keine Beachtung in der Literatur findet, liegt
wohl daran, dass die Zellen nach fast allen Untersuchungen der mit Valinomycin induzierten
Megamitochondrien nicht weiterkultiviert wurden. Aus diesem Grund wurde von der
Verwendung von Valinomycin zur Induktion von Megamitochondrien abgesehen, da nicht

bekannt war, ob dadurch das Transfektionsergebnis beeinflusst werden konnte.

In einer weiteren Versuchsreihe konnte gezeigt werden, dass sich die Zellen nach einer
Inkubation von mehr als zwei Stunden verstidrkt nach dem Beschuss mit den Goldpartikeln
ablosten. Deshalb wurden die Zellen bei allen Gene Gun-Versuchen ungefahr 60 bis 120
Minuten vor Versuchsbeginn mit Milchsdure-Medium behandelt. Die dabei entstehenden
Riesenmitochondrien konnten bereits im Phasenkontrastmikroskop erkannt werden. Die
Nutzung von Zellen mit noch groBeren Mitochondrien wiirde das Transfektionsergebnis
vermutlich deutlich verbessern, da eine hohere Wahrscheinlichkeit besteht, dass die
Goldpartikel die Mitochondrien treffen konnen. Deshalb sollten solche Zellen bevorzugt
eingesetzt werden, sobald eine mit der Gene Gun kompatible Methode gefunden wird, die

eine Induktion groBerer Mitochondrien ermoglicht.

5.4.1.3. Transfektion mit mtDNA

Die Transfektion von Mitochondrien in p’-Zellen mit mitochondrialer DNA ist relativ leicht
nachweisbar, da die mtDNA nach dem Erreichen der Matrix innerhalb kurzer Zeit so stark
vermehrt wird, dass die transfizierten Zellen in pO-Selektionsmedium wachsen konnen,
wihrend die nichttransfizierten Zellen nach einiger Zeit absterben. Die wachsenden Zellen

sind nach ein bis zwei Wochen als Kolonien auf der Kulturschale sichtbar.

Zu Beginn der Versuchsreihen zeigte sich schon beim Beschichten der Goldpartikel eine
starke Aggregatbildung, die dann auch am Mikroskop nach dem Beschuss auf der
Kulturschale nachgewiesen werden konnte. Dabei entstand der Verdacht, dass die GroBe der
DNA bzw. ihre Menge eine Rolle spielt. Deshalb wurde die DNA-Menge reduziert und auch
groflere Goldpartikel ausgetestet. Es wurde festgestellt, dass die Aggregatbildung mit der
niedrigeren DNA-Menge und der Verwendung grof3erer Partikel abnahm. Der Grund hierfiir
ist wahrscheinlich eine Quervernetzung der Partikel durch die im Vergleich zu normalen

Plasmiden relativ groe mitochondriale DNA. Durch die Verwendung grof3erer Partikel wird
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ein mtDNA-Molekiil vollstindig auf einem einzigen Goldkiigelchen gebunden und der
Kontakt zu anderen Partikeln minimiert. Die anschlieBend durchgefiihrten
Transfektionsversuche an p’-Zellen lieferten nach einer Selektion von 3-4 Wochen keine
positiven Ergebnisse. Eine Erkldrung liegt darin, dass sich trotz der Optimierung weiterhin
Aggregate bildeten, die zwar optisch nicht erkennbar, jedoch gro3 genug waren, dass diese
,»Superpartikel“ nicht in die Mitochondrien eindringen konnten. Aus demselben Grund ist
auch die Verwendung groBerer Goldpartikel problematisch zu sehen. Zudem besteht die
Moglichkeit, dass die DNA-Molekiile die Partikel auch weiterhin quervernetzten, durch die
hohe Schussgeschwindigkeit jedoch auseinander gerissen wurden, so dass die DNA zerstort

wurde.

5.4.1.4. Transfektion mit mitochondrialen Expressionsvektoren

Im Gegensatz zur Transfektion von p’-Zellen mit mtDNA ermdglicht die Transfektion mit
mtEGFP-exprimierenden Plasmiden schon nach ein bis zwei Tagen eine Erfolgskontrolle, da
das mtEGFP schon nach kurzer Zeit am Fluoreszenzmikroskop nachgewiesen werden kann.
Das mtEGFP hat auch den Vorteil, dass es nur in der Matrix der Mitochondrien
funktionsfdhig exprimiert werden kann, weil es durch eine Mutation so verdndert wurde, dass
die Translation im Zytoplasma vorzeitig abbrechen wiirde und das entstandene Protein

funktionsunfahig wire (vgl. 5.1.1).

Bei der Transfektion mit dem Vektor pMAG12-1 konnten keine Fluoreszenzsignale entdeckt
werden, die mit Mitochondrien in Verbindung gebracht werden konnten. Erst bei der
Verwendung des Vektors pMAGI13-1 wurden Zellen gefunden, deren Mitochondrien
fluoreszierten. Diese Signale waren allerdings duflerst schwach ausgepridgt und konnten erst
nach einer relativ langen Belichtungszeit von der Kamera detektiert werden. Dies ist nicht
verwunderlich, da die Genexpression in den Mitochondrien nicht in dem Ausmal erfolgt wie
zum Beispiel bei der Expression eines nukledren Plasmids unter der Kontrolle eines sehr
starken CMV-Promotors. Aullerdem werden bei der Transfektion mit der Gene Gun auch nur
einzelne Plasmide in die Mitochondrien eingebracht, weil die Oberfliche eines einzelnen
Goldpartikels zu klein fiir die Bindung vieler DNA-Molekiile ist. Aufgrund der schwachen
Fluoreszenz war es nicht moglich, die Mitochondrien mit einem spezifischen Farbstoff

gegenzufirben, da die Filtersitze des verwendeten Mikroskops keine vollstindige Trennung
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beider Farben ermdglicht. Da das mtEGFP aufgrund des verwendeten Tryptophan-Codons
nicht im Zytoplasma, sondern nur in Mitochondrien exprimiert werden kann, handelt es sich
bei den Signalen eindeutig um transfizierte Mitochondrien. Zudem spricht auch die Form der
entdeckten Signale dafiir, dass sie mitochondrial lokalisiert sind: Bei der verwendeten
Zelllinie sind die Mitochondrien bei Zellen in den Randzonen eines konfluenten Bereichs sehr
héufig ebenso traubenformig wie die detektierten Signale an den Zellkern angelagert. Ein
weiteres Indiz stellt auch das Vorhandensein zweier Zellen mit griin gefdrbten Mitochondrien
dar: Dies deutet darauf hin, dass sich die Zelle nach der Transfektion geteilt hat. Eine
Doppeltransfektion zweier benachbarter Zellen ist aufgrund der geringen Transfektionsrate
auszuschlieBen. Nach zwei Tagen konnten die Zellen jedoch nicht mehr aufgefunden werden,
was daran liegen konnte, dass der Vektor bei weiteren Zellteilungen ausgediinnt wurde und

deshalb kein identifizierbares Signal mehr produziert werden konnte.

Bei weiteren Transfektionsversuchen mit den Vektoren pMAGI14-1, pMAGI14-3 und
pMAGI17-1 wurden keine Transformanten gefunden. Auch die Selektion mit
Chloramphenicol brachte keine resistenten Klone zum Vorschein. Die Wirkung von
Chloramphenicol als Selektionsmittel beginnt erst nach ungefdhr fiinf Zellteilungen.
Aufgrund des fehlenden Selektionsdrucks wéhrend der ersten Zellteilungen kann das Plasmid
also bereits verloren gegangen sein, bevor eine Wirkung nachweisbar wére. Dies konnte
eventuell durch eine Vorinkubation der Zellen mit Chloramphenicol reduziert werden, die

aber moglichweise die Expression des mtEGFPs vermindern wiirde.

Um die schwachen Signale zu verstirken, wurden auch Zellen verwendet, die die
hochprozessive T7-RNA-Polymerase in den Mitochondrien enthielten. An ihr wurden
Transformationsversuche mit dem Vektor pCRII-TOPO-mtEGFP, der das mtEGFP unter der
Kontrolle eines T7-Promotors enthielt, durchgefiihrt. Durch die hohe Aktivitdt der T7-RNA-
Polymerase sollte die RNA-Synthese und somit auch die Produktion des mtEGFP verstérkt
werden. Jedoch waren auch hier keine positiven Zellen zu sehen. Da die T7-RNA-Polymerase
normalerweise kein Signalpeptid besitzt, kann es sein, dass dadurch ihre Aktivitét reduziert ist
bzw. sie vollstindig inhibiert wird. Zudem konnte es nach dem Import des Proteins in die
Mitochondrien zu einer Fehlfaltung gekommen sein, die ebenfalls die Aktivitit herabsetzen

konnte, wodurch keine Transkription des mtEGFP-Gens erfolgt.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass der Einsatz der Gene Gun eine geeignete Methode

zur Transfektion von Mitochondrien darstellt und dass es mit dieser Methode erstmalig
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gelungen ist, exogene DNA in Mitochondrien einzubringen und das darauf befindliche
mtEGFP zu exprimieren. Allerdings ist die Transformationsrate duf3erst niedrig, weshalb iiber
Verbesserungen nachzudenken ist. Ein Grund fiir die schlechten Transformationsergebnisse
konnte darin liegen, dass die Partikel doch zu grof3 fiir die Mitochondrien sind. Diese sind
zwar vergrofert, aber bei weitem nicht in dem Malle wie bei den Zellen, die fiir die
Mikroinjektion verwendet wurden. Wenn es gelingt, groBere Mitochondrien in den
verwendeten Zellen zu induzieren und diese Zellen den Beschuss mit der Gene Gun

aushalten, konnte die Transformationsrate sicher deutlich erhoht werden.

5.4.2. Transfektion mit magnetischen Partikeln

Bei der Transfektion mit dem Transfektionsreagenz MATra-A werden magnetische Partikel
genutzt, um DNA in die Zellen zu transportieren. Dazu wird die DNA auf die Oberfldche der
Partikel aufgebracht. Nachdem die Partikel anschlieBend in dem Kulturmedium iiber den
Zellen verteilt wurden, werden sie durch eine Magnetplatte unter der Kulturschale angezogen
und durch die Membran in die Zellen eindringen. Im Inneren der Zelle kann die aufgebrachte
DNA dann freigesetzt werden. Damit {iberhaupt die Moglichkeit besteht, dass die Partikel die
Mitochondrien einer Zelle penetrieren konnen, miissen die Mitochondrien deutlich vergrof3ert

sein.

Nach dem Betrachten der Kulturschale am Fluoreszenzmikroskop fielen sehr viele iiber die
gesamte Schale verteilte griin fluoreszierende Strukturen auf, die mit den magnetischen
Partikeln in Deckung gebracht werden konnten. Auch nach einem Transfektionsversuch ohne
DNA trat diese Fluoreszenz auf, weshalb vermutet wurde, dass diese Partikel eine leichte
Eigenfluoreszenz aufwiesen. Da das zu erwartende Fluoreszenzsignal bei einer erfolgreichen
Transfektion der Mitochondrien ebenfalls nur schwach ausfallen konnte, wurden keine
weiteren Versuche mit mtEGFP-Vektoren durchgefiihrt. Die Transfektion eines Vektors mit
einer Chloramphenicolresistenz endete nach einer Weiterkultivierung in Chloramphenicol-
haltigem Medium ohne positives Ergebnis. Moglicherweise konnen die magnetischen Partikel
auch nicht die kugelformigen Megamitochondrien penetrieren: Der Vorgang des Eindringens
in die Zelle erfolgt relativ langsam und fiihrt zu einer Einstiilpung der Zellmembran. Dadurch
konnen die Mitochondrien zur Seite geschoben werden, wodurch eine Penetration der

Mitochondrien unmdoglich wird.
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5.4.3. Transfektion durch Mikroinjektion von DNA

Bei der Mikroinjektion wird eine Glaskapillare durch die Zellmembran geschoben, durch die
anschlieBend unterschiedlichste Molekiile wie Nukleinsduren, Proteine oder auch Wirkstoffe
in die Zelle eingebracht werden konnen. Werden Kapillaren mit groBBen Durchmessern
benutzt, ist sogar der Transfer von Organellen und anderen Zellbestandteilen zwischen zwei
Zellen moglich. Bestes Beispiel hierfiir ist die Intrazytoplasmatische Spermieninjektion
(ICSI), bei der Spermien in Eizellen injiziert werden, um diese zu befruchten. Meist wird die
Mikroinjektion jedoch dazu verwendet, Nukleinsduren in Zellen einzuschleusen. Dabei erhilt
man beim Uberleben der injizierten Zelle eine Transfektionsrate von nahezu 100%, jedoch ist
die absolute Anzahl der transfizierten Zellen recht niedrig, da jede Zelle einzeln penetriert
werden muss. Ein weiterer Vorteil der Mikroinjektion ist die Mdglichkeit, auch nicht-
mitotische Zellen zu transfizieren, indem man die Kapillare direkt in den Zellkern schiebt und
dort die DNA freisetzt. Die Injektion in andere Organellen tierischer Zellen ist jedoch
aufgrund des Kapillardurchmessers von mindestens 0,3 um nicht mdglich. Durch die neuen
Methoden zur Induktion von Megamitochondrien erdffnet sich nun die Moglichkeit,

Injektionsversuche mit diesen Organellen durchzufiihren.

Da die Mitochondrien durch ihre Doppelmembran ein recht stabiles Gebilde darstellen und
nicht fest in der Zelle verankert sind, kdnnen sie durch die Injektionskapillare leicht innerhalb
der Zelle verschoben werden. Deshalb wurde die Injektionskapillare axial auf das
Mitochondrium ausgerichtet und dann in die Zelle eingefiihrt. Erst danach wurde das
Mitochondrium penetriert, wobei darauf geachtet wurde, dass das mdglichst grof3e
Mitochondrium direkt in einer Gerade zwischen Kern und Injektionskapillare lag. Es war
auch von Vorteil, wenn das Mitochondrium nicht in Kugelform, sondern in leicht dem
Zellkern angeschmiegter Form vorlag. Dadurch kam es nach der Penetration mit der
Injektionskapillare viel seltener zu einem Platzen der Mitochondrien und zum Auslaufen ihres

Inhalts ins Zytoplasma.

Auch mit der Methode der Mikroinjektion konnten Mitochondrien mit dem Plasmid
pPMAG13-1 transfiziert werden, was durch die Fluoreszenz des Codon-angepassten mtEGFP
eindeutig nachgewiesen wurde. Wie bei der Transfektion mit der Gene Gun (5.4.1.4) lassen
sich die schwachen Fluoreszenzsignale durch die vergleichsweise niedrige Aktivitdt des
mitochondrialen Expressionsapparats sowie die vermutlich sehr niedrige Kopienzahl des

injizierten Plasmids erkldren. Auch hier konnten die Fluoreszenzsignale nicht {iber einen

188



Diskussion

langeren Zeitraum beobachtet werden, da die entsprechenden Zellen nicht mehr aufgefunden
werden konnten. Dies deutet wiederum auf eine Ausdiinnung sowie ein ineffektives

Replikationsverhalten des Vektors hin.

Da bei der Mikroinjektion sehr gro3e Mitochondrien verwendet werden und man optisch
verfolgen kann, ob die Mitochondrien wirklich penetriert wurden, stellt diese Methode

wahrscheinlich die erfolgversprechendste Mdglichkeit dar, Mitochondrien zu transfizieren.
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5.5. Ausblick

Nachdem im Rahmen dieser Arbeit erstmalig die Transfektion und Expression exogener DNA
in Mitochondrien erfolgreich nachgewiesen werden konnte, sollte der Transfektionsvorgang

jedoch noch weiter optimiert werden, um die Effizienz zu steigern.

AuBerdem sollte ein Schwerpunkt auf die Transfektion von Mitochondrien in p’-Zellen mit
mitochondrialer DNA gelegt werden. Durch das Einbringen spezifisch verdnderter mtDNA-
Molekiile in p’-Zellen erdffnet sich eine Vielzahl neuer Mdglichkeiten zur Erforschung
mitochondrialer Erkrankungen. Auf diese Weise wire man bei der Erkennung der
krankheitsauslosenden Verdnderungen der mtDNA nicht mehr auf Patientenmaterial
angewiesen und konnte die Auswirkungen der entsprechenden Mutationen zweifelsfrei

nachweisen.

In einem weiteren Schritt konnten dann auch Zellen hergestellt werden, deren Mitochondrien
nach der Transfektion mit einer verdnderten DNA auf eine andere Zelle iibertragen werden.
Damit wiren die ersten Schritte flir eine somatische Gentherapie getan, bei der Gendefekte

der mitochondrialen DNA korrigiert werden konnen.
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6. Zusammenfassung

Bei einer Vielzahl neuromuskuldrer und neurodegenerativer Erkrankungen spielen
Fehlfunktionen der Mitochondrien eine wichtige Rolle. Da die Proteine der Atmungsketten-
komplexe sowohl durch die mitochondriale DNA als auch durch das Kerngenom codiert
werden, konnen Mutationen in beiden Genomen die Ausldser dieser Erkrankungen darstellen.
Verdnderungen der mitochondrialen DNA lassen sich - im Gegensatz zum Kerngenom -
bisher nicht korrigieren, weshalb bei einem groBen Teil der Erkrankungen nur die Symptome
und nicht die Ausloser behandelt werden konnen. Das grundlegende Problem stellt dabei der

Transport der DNA in die Mitochondrien dar.

Ziel dieser Arbeit war es, mit Hilfe von physikalischen Transfektionsmethoden exogene DNA
in die Mitochondrien menschlicher Kulturzellen einzubringen. Dazu wurden unterschiedliche
Vektoren hergestellt, die in Mitochondrien das an die Mitochondrien angepasste griin
fluoreszierende mtEGFP exprimieren sollen. Die Expressionsfihigkeit und Prozessierung
dieser Konstrukte konnte in in-vitro-Assays mit einem Mitochondrienextrakt nachgewiesen

werden.

Bei Transfektionsversuchen mit der Gene Gun gelang es erstmals, exogene Plasmid-DNA in
die Mitochondrien menschlicher Zellen einzubringen. Das durch die transfizierten Vektoren
exprimierte mtEGFP konnte am Fluoreszenzmikroskop eindeutig in den Mitochondrien der
Zellen lokalisiert werden. Eine Transfektion mit Hilfe magnetischer Partikel erwies sich
jedoch nicht als zielfithrend, da die die Partikel eine Eigenfluoreszenz aufwiesen, die eine

Detektion der mtEGFP-Expression verhinderten.

Eine wichtige Voraussetzung fiir die Transfektion von Mitochondrien durch mechanische
Methoden wie die Mikroinjektion ist die reversible Induktion von Megamitochondrien, da sie
erst in diesem Zustand penetriert werden konnen. Durch eine Ansduerung des Kulturmediums
mit Natriumacetat bzw. Essigsdure konnten Mitochondrien erzeugt werden, die beinahe die
GroBe des Zellkerns aufwiesen und somit ideale Bedingungen fiir die Mikroinjektion
darstellen. Bei den anschlieBenden Mikroinjektionsversuchen mit den hergestellten
mitochondrialen Expressionsvektoren wurden wiederum Zellen mit eindeutig griin

fluoreszierenden Mitochondrien gefunden.

Zusammenfassend wurden im Rahmen dieser Arbeit erstmalig menschliche Mitochondrien

mit exogener DNA transfiziert. Dies stellt einen grundlegenden Schritt fiir die Entwicklung
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Zusammenfassung

neuer Therapieformen bei mitochondrialen Myopathien dar. Zuvor miissen die
Transfektionsmethoden jedoch noch weiter optimiert werden, um eine hohere Transfektions-

effizienz zu erreichen.
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Summary

7. Summary

Mitochondrial dysfunctions play an important role in a variety of neuromuscular and
neurodegenerative diseases. As the proteins of the respiratory chain complexes are encoded
by the mitochondrial DNA as well as the nuclear genome, mutations in both could trigger
solely the diseases. Up to now, changes of the mitochondrial DNA could not be corrected,
hence, therapies were designed to decrease symptoms in patients. In this context, the limiting

factor to cure these disease relies on the DNA transport into the mitochondria.

The aim of this work was to insert exogenous DNA into the mitochondria of human cultured
cells by physical transfection methods. A variety of different vectors was constructed to
express the mitochondrially adapted green fluorescent mtEGFP within mitochondria. The
ability of these constructs to be expressed and processed was proved by in vitro assays using a

mitochrondrial extract.

In the transfection experiments using the gene gun, we succeeded for the first time to
introduce exogenous plasmid DNA into human mitochondria. The mtEGFP expressed by the
transfected vectors could definitely be localized to the mitochondria of the cells. Transfections
using magnetic particles as mediator could not be used, because the particles exhibit an

autofluorescence which prevents a detection of the mtEGFP expression.

An essential prerequisite for the transfection of mitochondria by mechanical methods like
microinjection is the reversible induction of megamitochondria, since they could not be
penetrated as small regular organelles. Acidification of the culture medium with sodium
acetate or acetic acid led to mitochondria exhibiting almost the size of the nucleus, thus giving
ideal conditions for microinjection. In the applied microinjection experiments using the
mitochondrial expression vectors, cells displayed mitochondria with distinct green

fluorescence.

In summary, human mitochondria were transfected successfully for the first time with
mitochondrial expression vectors. This is a fundamental step in the development of new
therapies targeting mitochondrial myopathies. However, the transfection methods have to be

optimized to achieve higher transfection efficiencies.
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