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Einleitung

1 Einleitung

Die Ausbildung und Erhaltung der nativen Struktur von Proteinen wird in
der Zelle durch ein Proteinqualitatskontrollsystem garantiert. Damit wird
die Akkumulation potentiell toxischer Aggregate verhindert. Dieses
Proteinqualitatskontrollsystem besteht aus zwei eng kooperierenden
Klassen von molekularen Maschinen. »Molekulare Chaperone«
unterstiitzen die Faltung von Proteinen. Allerdings erreichen offenbar nur
~70% aller neu synthetisierten Polypeptide ihre native Konformation
(Schubert et al., 2000). Um eine Akkumulation der nicht-nativen Proteine
zu verhindern, ist daher eine stdndige Hydrolyse dieser Polypeptide durch
Proteasen erforderlich. Diese Funktion wird hdaufig durch ATP-abhangige
Proteasen Ubernommen, die ihrerseits chaperondhnliche Eigenschaften
besitzen. Neben der Funktion bei der Qualitatskontrolle von Proteinen sind
diese Proteasen auch am kontrollierten Abbau kurzlebiger Proteine, und
damit maligeblich an der Regulation unterschiedlichster biologischer
Prozesse beteiligt.

Eine Storung der Qualitatskontrolle von Proteinen ist Ursache fast aller
neurodegenerativer Erkrankungen des Menschen wie z. B. dem Parkinson-
Syndrom, der Alzheimerschen Krankheit, der Chorea Huntington, der
Amyotrophischen Lateralsklerose und auch verschiedener Prion-
erkrankungen. Allen Krankheiten gemeinsam ist die Ausbildung von
typischen EinschluRkdrperchen aus aggregierten Proteinen in den Nerven-
und Gliazellen der Patienten. Die Bildung dieser Aggregate ist u. a. auf
Mutationen der Proteine zurtickzufuhren, die sich dadurch dem
Proteinqualitatskontrollsystem der Zelle entziehen. Aber auch direkte
Storungen des Kontrollmechanismus konnen fur die Ausbildung der
EinschluBkorperchen verantwortlich sein (Alves Rodrigues et al., 1998;
Gething, 2000; Kopito, 2000; Tran und Miller, 1999). Die Rolle der
Proteinaggregate fur den Krankheitsverlauf ist bisher noch nicht genau
verstanden. Neueste Untersuchungen gaben jedoch erste Hinweise darauf,
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dall die progressive Natur vieler neurodegenerativer Erkrankungen
tatsachlich auf die fortschreitende Akkumulation denaturierter Proteine
zurckzufuhren ist (Yamamoto et al., 2000). In einem Maus-Modell flr
Chorea Huntington wurde gezeigt, dalR ein Verhindern der Aggregation
weiterer Proteine nicht nur den Verlauf der Erkrankung verlangsamen,
sondern sogar zur Auflosung schon gebildeter Aggregate fihren kann
(Yamamoto et al., 2000). Eine Unterdriickung der Aggregation der
Proteine durch Regulation des Proteinqualitdtskontrollsystems kdnnte
daher neue Ansadtze fur eine Behandlung dieser bisher als unheilbar
geltenden Krankheiten bieten.

1.1 Molekulare Chaperone

Der Begriff »Molekulare Chaperone« wurde urspringlich zur
Beschreibung der Rolle des Zellkernproteins Nukleoplasmin bei der
Assemblierung von Nukleosomen eingefiihrt (Laskey et al.,, 1978).
Inzwischen werden als »Molekulare Chaperone« allgemein Proteine
definiert, die voribergehend an andere Proteine binden und dabei eine
instabile  Konformation dieser Polypeptide stabilisieren. Durch
wiederholtes Binden und anschlieBendes Freisetzen ermdglichen sie
diesem anderen Protein seine native Struktur in vivo zu erreichen (Bukau
und Horwich, 1998; Hendrick und Hartl, 1993).

Molekulare Chaperone finden sich in Eubakterien, Archaebakterien und
Eukaryonten. Zwischenzeitlich sind tber 20 verschiedene Familien von
Chaperonen beschrieben. Zu den bekanntesten und am besten untersuchten
gehdren die stark konservierten Hsp70-, Hsp90- und Hsp100/Clp-Proteine
und die Chaperonine (siehe 1.1.1), aber auch die Hitzeschockproteine mit
kleinem Molekulargewicht (Agashe und Hartl, 2000; Beissinger und
Buchner, 1998; Martin und Hartl, 1997; Schirmer et al., 1996). Ungefahr
ein Viertel aller Chaperone gehtren zu den sogenannten StreRRproteinen,



Einleitung

die unter StreBbedingungen, wie z. B. erh6hten Temperaturen, vermehrt
synthetisiert werden. Die meisten sind aber auch unter normalen
Wachstumsbedingungen fiir die Zelle essentiell (Georgopoulos und Welch,
1993; Hartl, 1996).

Worin besteht die essentielle Funktion von Chaperonen bei der Faltung
von Proteinen in vivo? Die Information zur Ausbildung der
dreidimensionalen Struktur eines Proteins ist in der Primarsequenz der
Polypeptidkette enthalten. Unter in vitro Bedingungen kdnnen Proteine
daher spontan und unkatalysiert falten (Anfinsen et al., 1961; Anfinsen,
1973; Dobson und Karplus, 1999). Die in der Zelle vorliegende hohe
Konzentration an Makromolekilen (300g/l) (van den Berg et al., 2000),
sowie die Exposition ungefalteter Polypeptide an den Ribosomen wéhrend
der Translation, flihren hier jedoch h&ufig zur Aggregation von
Faltungsintermediaten und verhindern so das Erreichen der aktiven
Struktur der Proteine (Ellis, 1997b; van den Berg et al., 2000).

Chaperone sind an den unterschiedlichsten VVorgangen der Zelle beteiligt.
Sie vermitteln die Faltung neu synthetisierter Proteine, die Rickfaltung
von unter Strelbedingungen denaturierter Polypeptide, aber auch den
Transport von Proteinen tber zelluldare Membranen und den Abbau von
Proteinen. Daneben kommt ihnen eine wichtige Bedeutung bei der
Oligomerisierung und der Aktivierung von Proteinkomplexen zu (Agashe
und Hartl, 2000). Im Gegensatz zu den sogenannten Faltungsenzymen, wie
den Peptidylprolylisomerasen (PPI) oder den Proteindisulfidisomerasen
(PDI), unterstiitzen sie die Faltung von Proteinen durch Stabilisierung
nicht-nativer Strukturen, zeigen aber keine katalytische Aktivitat im
eigentlichen Sinne (Netzer und Hartl, 1998).
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1.1.1 Die Chaperonin-Familie

Chaperonine finden sich ubiquitar in fast allen Organismen; in Eubakterien
und Archaebakterien, sowie in Zytosol, Mitochondrien und Chloroplasten
der Eukaryonten. Mit Ausnahme der Vertreter in Chloroplasten und dem
eukaryontischen Zytosol gehdren sie zur Gruppe der Hitzeschockproteine
(Hartl, 1996), sind aber auch unter normalen Wachstumsbedingungen
essentiell. Charakteristisch  fir Chaperonine ist die Ausbildung
zylinderformiger Komplexe, die sich aus zwei symmetrisch
ubereinanderliegenden Ringen zusammensetzen. Das Innere dieses
Zylinders bildet ein Mikrokompartiment, in dem der FaltungsprozeR in
einer geschitzten Umgebung ablaufen kann. Auf diese Weise wird
insbesondere die Faltung aggregationsgefahrdeter Proteine unter zellularen
Bedingungen gewahrleistet (Ellis, 1999; Wang et al., 1998; Mayhew et al.,
1996).

Die Familie der Chaperonine lalt sich in zwei Untergruppen gliedern
(Agashe und Hartl, 2000; Hartl, 1996), die zueinander nur geringe
Sequenzahnlichkeiten aufweisen. Zur Gruppe | gehoren das GroEL der
Bakterien, das mitochondriale Hsp60 sowie das Rubisco-Bindungs-Protein
(RBP) der Chloroplasten. Charakteristisch ist die Ausbildung
hochmolekularer Komplexe von ~1 000 kDa, die sich aus zwei Ringen,
bestehend aus je sieben homooligomeren Untereinheiten, aufbauen. Die
Funktion der Chaperonine der Gruppe | wird durch ein Kochaperonin
moduliert, das ein molekulare Masse von ~10 kDa besitzt und als
heptamerer Ring den Zylinder des Chaperonins abschlief3t. Im Falle des
bakteriellen Chaperonins handelt es sich dabei um GroES, im Falle von
Mitochondrien und Chloroplasten um Hsp10 bzw. Cpn10.

Zur Gruppe Il gehdren das Chaperonin im Zytosol der Eukaryonten, das
als TRIC (fur TCP-containing ring Complex) bzw. CCT (fur Chaperonin
containing TCP-1) bezeichnet wird, sowie das Thermosom der
Archaebakterien. Im Gegensatz zu Gruppe |-Chaperoninen besteht der
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TRIC/CCT-Komplex aus zwei Ringen mit je acht unterschiedlichen, aber
verwandten Untereinheiten (Kubota et al., 1994; Leroux und Hartl, 2000).
Das Thermosom ist aus zwei Ringen mit je acht oder neun Untereinheiten
aufgebaut. Es bildet dabei entweder ein Homooligomer oder ist aus zwei
oder drei verschiedenen Proteinen zusammengesetzt (Archibald et al.,
1999; Waldmann et al., 1995). Ein Kofaktor wie GroES scheint bei
Mitgliedern der Gruppe Il zu fehlen. Vermutlich enthalt das Chaperonin
selbst eine Domane mit GroES-&hnlicher Funktion (Ditzel et al., 1998;
Klumpp et al., 1997; Llorca et al., 1999). Interessanterweise wurde ein
heterooligomerer  Proteinkomplex in S.cerevisiae und hoheren
Eukaryonten entdeckt, der mit Gruppe 11-Chaperoninen interagiert (GimC
bzw. Prefoldin). Diese Proteine kdnnen spezifisch Substrate binden und
diese auf das Chaperonin tbertragen (Geissler et al., 1998; Leroux et al.,
1999; Siegers et al., 1999; Vainberg et al., 1998).

Bedeutung der Chaperonine fir die Zelle

In E. coli nutzen schatzungsweise ~10% aller de novo synthetisierten
Proteine (das sind etwa 300) die GroEL-Maschinerie zur Faltung (Ewalt et
al., 1997; Houry et al., 1999). Ungefahr 50 dieser Proteine sind heute
bekannt. Interessanterweise scheinen bevorzugt Proteine mit Domanen, die
of—Sekundarstrukturen aufweisen, mit dem Chaperonin zu interagieren
(Houry et al., 1999). Dies sind Proteine, die besonders viele hydrophobe
Segmente exponieren und daher nur langsam ihre native Struktur erreichen
konnen. Ahnliche Schatzungen wurden fiir das eukaryontische TRiC/CCT-
System durchgefiinrt; hier scheinen ~15% aller neu synthetisierten
Proteine mit dem zytosolischen Chaperonin zu interagieren (Thulasiraman
et al., 1999). Die beiden bekanntesten Vertreter sind Aktin und Tubulin
(Gao et al., 1992; Yaffe et al., 1992). Diese Befunde deuten darauf hin,
dall Chaperonine fur die Faltung einer bestimmten und relativ genau
definierten Gruppe an Proteinen erforderlich sind, die offenbar durch eine
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hohe Tendenz zu Fehlfaltung und Aggregation gekennzeichnet sind.

Chaperonine aus beiden Gruppen kooperieren mit Hsp70-Chaperonen
wéhrend der Faltung von Proteinen (Langer et al., 1992a; Leroux et al.,
1999; Siegers et al., 1999; Teter et al., 1999; Vainberg et al., 1998). Neu
synthetisierte Polypeptidketten binden zun&chst kotranslational an das
Hsp70-System. Wéhrend einige Proteine nach Freisetzung von Hsp70
falten, werden andere auf ein Chaperonin tbertragen (Hartl, 1996; Johnson
und Craig, 1997). Es wird derzeit diskutiert, ob es sich dabei um einen
gerichteten Faltungsweg handelt, oder ob verschiedene Chaperonsysteme
standig um Substrate konkurrieren (Buchberger et al., 1996; Farr et al.,
1997; Fenton und Horwich, 1997). Letzteres Modell ist offenbar fir die
Rickfaltung denaturierter Proteine relevant (Agashe und Hartl, 2000).

Funktionsmechanismus der Chaperonine am Beispiel von GroEL

GroEL aus E. coli ist das sowohl strukturell wie mechanistisch am besten
untersuchte Chaperonin. Jede Untereinheit des homooligomeren,
tetradodekameren Komplex enthalt drei Doménen: die &quatoriale Domane
enthélt die ATP-Bindungsstelle und vermittelt die Interaktionen zwischen
den Untereinheiten eines heptameren Rings wie auch zwischen den
Ringen. Uber eine scharnierartige Zwischendomane ist sie mit der apikalen
Doméne verbunden. Diese liegt an der oberen Offnung des Zylinders und
bindet sowohl das Substrat wie auch das Kochaperon GroES (Boisvert et
al., 1996; Braig et al., 1994; Bukau und Horwich, 1998; Fenton und
Horwich, 1997; Langer et al., 1992b; Roseman et al., 1996; Xu et al.,
1997). Zur Faltung eines Substrats ist der folgende Mechanismus gezeigt
(Fenton und Horwich, 1997; Hartl, 1996): Das ungefaltete oder nur partiell
gefaltete Protein wird durch hydrophobe Aminosduren der apikalen
Domane gebunden. Die Bindung von 7 ATP-Nukleotiden am selben Ring
(cis-Ring) induziert einen Konformationswechsel der apikalen Domane,
aufgrund dessen die GroES-Bindungsstellen an der Offnung exponiert
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werden. Die anschlielende Bindung von GroES induziert einen weiteren
Konformationswechsel, so dal das Innere des GroEL-Zylinders hydrophile
Aminosduren exponiert. Das Substrat wird daher wvon seinen
Bindungsstellen freigesetzt und kann im Inneren des abgeschlossenen
Zylinders falten (Mayhew et al., 1996; Xu et al., 1997). Durch ATP-
Hydrolyse im cis-Ring und ATP-Bindung an den trans-Ring kommt es zur
Freisetzung von GroES. Das gefaltete Substrat kann anschlielend den
Zylinder verlassen. Faltungsintermediate, die noch nicht ihre vollstandige
native Konformation erreichen konnten, exponieren immer noch
hydrophobe Segmente. Sie binden daher erneut an das Chaperonin und
durchlaufen einen weiteren Zyklus. Tatsdchlich scheinen nur etwa 5-20%
aller Substrate nach dem ersten Zyklus ihre native Konformation erreicht
zu haben (Ewalt et al., 1997).

Mitochondriale Chaperonine

Das bisher einzige in Mitochondrien bekannte Chaperonin ist das
Hitzeschockprotein Hsp60. Es weist eine Sequenzidentitat von tber 50%
zu GroEL aus E. coli auf (Reading et al., 1989). Seine Struktur und sein
Funktionsmechanismus sind dem von GroEL sehr &hnlich (Johnson et al.,
1989; Langer und Neupert, 1994; McMullin und Hallberg, 1987;
McMullin und Hallberg, 1988). Das mitochondriale Kochaperonin ist
Hsp10, das, ahnlich wie GroES, eine fiir Hsp60 essentielle Funktion austbt
(Hohfeld und Hartl, 1994; Rospert et al., 1993). Als l6sliches Protein der
Matrix ist Hsp60 an der Faltung von Polypeptiden nach der Translokation
durch die Membranen beteiligt (Cheng et al., 1989; Hallberg et al., 1993;
Ostermann et al., 1989; Rospert et al., 1996). Aber auch eine Faltung
mitochondrial kodierter und translatierter Proteine wird durch Hsp60
vermittelt (Prasad et al., 1990). Unter HitzestreR verhindert es die
Denaturierung anderer Proteine und halt sie in einer aktiven Konformation
(Martin et al., 1992).
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1.2 ATP-abhéangige Proteasen

Neben molekularen Chaperonen stellen ATP-abh&ngige Proteasen einen
weiteren  zentralen Bestandteil des zellularen Proteinqualitats-
kontrollsystems dar. Diesen Proteasen kommt dabei eine zweifache
Funktion zu (Goldberg, 1992; Gottesman und Maurizi, 1992; Schmidt et
al., 1999): Zum einen vermitteln sie die Beseitigung falsch gefalteter oder
beschadigter Polypeptidketten und verhindern deren Aggregation mit
maoglicherweise schwerwiegenden Folgen fir zelluldre Funktionen. Zum
anderen katalysieren sie den Abbau kurzlebiger regulatorischer Proteine.

Die Gruppe der ATP-abhdngigen Proteasen kann aufgrund von
Sequenzahnlichkeiten in vier Familien eingeteilt werden: Das Proteasom
ist die wichtigste Protease im eukaryontischen Zytosol. Clp-, Lon- und
AAA-Proteasen wurden in Bakterien und in eukaryontischen Organellen
mit endosymbiontischen Ursprung (Mitochondrien und Chloroplasten)
identifiziert. Alle ATP-abhéngigen Proteasen enthalten eine ATPase-
Doméne der Klasse der AAA™-ATPasen (Neuwald et al., 1999; Patel und
Latterich, 1998) (siehe 1.2.1.1), die eine Untergruppe der sogenannten
»P-loop«-NTPasen bildet (Lupas et al., 1997; Walker et al., 1982). Sie
besitzen jedoch unterschiedliche proteolytische Aktivitaten. Im Falle des
26S-Proteasoms handelt es sich um einen Vertreter der Ntn-Hydrolasen
(N-terminal nucleophile-Hydrolasen), die AAA-Proteasen besitzen eine
metallabhangige Peptidase-Aktivitdt. Wahrend Clp- und Lon-Proteasen
den Serinproteasen zuzurechnen sind (Schmidt et al.,, 1999). Die
proteolytische Domane liegt bei den AAA- und Lon-Proteasen auf einer
Polypeptidkette C-terminal zur ATPase-Doméne, wéhrend sie beim
26S-Proteasom und den Clp-Proteasen eine selbststdndige Untereinheit
bildet.

Trotz der Unterschiede in den Primarsequenzen zeigen alle ATP-
abhangigen Proteasen eine &hnliche Architektur (Schmidt et al., 1999). Die
proteolytischen Untereinheiten bzw. Doménen bilden ein zylinderférmiges
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Subkompartiment, in dessen Inneren sich die katalytisch aktiven Zentren
befinden. Die ATPase-Untereinheiten/Domanen zeigen Chaperonaktivitat
(Braun et al., 1999; Gottesman et al., 1997; Leonhard et al., 1999; Suzuki
et al., 1997; Weber-Ban et al., 1999). Sie binden und entfalten Substrate
und kontrollieren ihre Ubertragung in den proteolytischen Zylinder. Diese
Vorgange bendtigen metabolische Energie, die durch ATP-Hydrolyse
gewonnen wird.

Im folgenden werden die Charakteristika der verschiedenen
Proteasefamilien kurz vorgestellt. Da fir die vorliegende Arbeit die
Familie der AAA-Proteasen eine besondere Bedeutung hat, wird sie
ausfuhrlicher in einem eigenen Kapitel behandelt (siehe 1.2.1).

26S-Proteasomen

26S-Proteasomen finden sich im Zytosol und Nukleus von Eukaryonten
und Archaebakterien, wohingegen sie in Eubakterien nur innerhalb der
Familie der Aktinomyzeten vorkommen (Baumeister et al., 1998).
Eubakterien enthalten allerdings die HsI\VVU-Protease, deren proteolytische
Untereinheit homolog zu entsprechenden Untereinheiten des Proteasoms
sind (Lupas et al., 1994) (siehe dort). Das Proteasom katalysiert den
spezifischen Abbau von Substraten, die durch Konjugation mit einer
Polyubiquitinkette markiert wurden (Ciechanover, 1998; Haas und
Siepmann, 1997). Das Ubiquitin-Proteasom-System ist der wichtigste
Abbauweg der eukaryontischen Zelle.

Das 26S-Proteasom setzt sich aus einem zentralen 20S-Komplex, der die
proteolytischen Zentren enth&lt, und ein oder zwei mit dessen Enden
assoziierten 19S-Komplexen mit regulatorischer Funktion zusammen
(Bochtler et al.,, 1999; Voges et al., 1999). Der zylinderférmige
20S-Komplex von ~700 kDa besteht aus vier (bereinanderliegenden
heptameren Ringen. Die beiden inneren werden von B-Untereinheiten mit



Einleitung

den katalytischen Zentren, die beiden &ulReren von a-Untereinheiten
gebildet. In Archaebakterien bestehen die Ringe aus je sieben identischen
a- bzw. [3-Protomeren, in Eukaryonten dagegen aus je zwei Kopien von
sieben unterschiedlichen Untereinheiten (Groll et al., 1997; Lowe et al.,
1995). Der Zugang zum Zylinder des Proteasoms ist durch einen Kanal
madglich, durch den nur entfaltete Proteine transportiert werden konnen.
Fur das 20S-Proteasom konnten eine chymotrypsin-, eine trypsin-, und
eine caspaseahnliche Aktivitdt gegen kinstliche Substrate nachgewiesen
werden (Orlowski et al., 1993). Uberraschenderweise sind bei
Eukaryonten, im Gegensatz zu Archaebakterien, lediglich sechs der
14 B—Untereinheiten  tatsachlich  aktiv.  Als  katalytisch  aktive
Aminosdurereste  wurden  die  N-terminalen  Threonine  der
B-Untereinheiten identifiziert, die durch autokatalytische Abspaltung von
Propeptiden wahrend der Biogenese des Proteasomkomplexes aktiviert
werden (Groll et al., 1997; Lowe et al., 1995; Seemdller et al., 1995). Der
Abbau der Substrate erfolgt zu Peptiden von 3-20 Aminosaurereste
(Kisselev et al., 1998).

Der Zugang zum Zylinder des 20S-Proteasom wird durch den
regulatorischen 19S-Komplex kontrolliert (Groll et al.,, 2000). Der
19S-Komplex setzt sich aus zwei Subkomplexen zusammen (Bochtler et
al., 1999; Voges et al., 1999): Die sogenannte »Basis« besteht aus acht
Protomeren, wovon sechs der Familie der AAA-ATPasen zuzurechnen
sind (siehe 1.2.1.1). Die ATPase-Untereinheiten bilden vermutlich einen
hexameren Ring und interagieren direkt mit der Offnung des
20S-Proteasomenzylinders (Baumeister et al., 1998). Ihre genaue Funktion
fir den Abbau ist noch nicht vollstandig geklart, jedoch konnte eine
Chaperonaktivitat nachgewiesen werden (Braun et al., 1999). Es wird
daher vermutet, dal3 sie, wie die regulatorischen Untereinheiten anderer
ATP-abhangiger Proteasen, die Substrate flir den Abbau entfalten und in
den proteolytischen Zylinder bertragen. Die Basis des 19S-Komplexes ist
vermutlich nicht an der Bindung ubiquitinierter Substrate beteiligt

10
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(Glickman et al., 1998a). Sie scheint jedoch eine Bindungsstelle fr nicht-
ubiquitinierte aber entfaltete Proteine zu besitzen (Braun et al., 1999). Die
Erkennung und Bindung der ubiquitinierten Substrate erfolgt durch den
zweiten Subkomplex des 19S-Proteasoms, dem sogenannten »Deckel.
Dieser besteht aus mindestens acht verschiedenen Untereinheiten ohne
ATPase-Aktivitat (Glickman et al., 1998a; Glickman et al., 1998b).

Zahlreiche neuere Befunde machen deutlich wie komplex die
Wirkungsweise des 26S-Proteasoms ist. So konnen duflere Einflisse
bewirken, dal} B—Untereinheiten durch die Translationsprodukte der Gene
LMP2 und LMP7 ersetzt werden. Dies fiihrt zu einer verdnderten
proteolytischen Aktivitat und ermdglicht so eine effizientere Prasentation
von Antigenen durch MHC-Molekile der Klasse | (Boes et al.,, 1994;
Heemels und Ploegh, 1995). Mit Ornithindecarboxylase ist ein Substrat
bekannt, daR unabhangig von Ubiquitin abgebaut wird (Murakami et al.,
1992). Es wurde auch eine reine Prozessierungsaktivitiat beobachtet. Die
Vorstufe der Untereinheit p105 des Transkriptionsfaktors NF-kB wird
durch die Protease in die p50-Untereinheit tberflhrt (Coux et al., 1996;
Hilt und Wolf, 1996; Palombella et al., 1994). Ein ahnlicher Mechanismus
wurde vor kurzem auch fir die membrangebundenen Transkriptions-
faktoren Spt23 und Mga2 beschrieben (Hoppe et al., 2000).

Clp-Proteasen

Clp-Proteasen finden sich in allen Eubakterien wie auch in Mitochondrien
und Chloroplasten der Eukaryonten. Sie setzen sich aus regulatorischen
Untereinheiten (ClpA, ClpX, in Chloroplasten CIlpC) und einem
proteolytischen Komplex (ClpP) zusammen. Der proteolytische Komplex
bildet einen zentralen Zylinder, der aus zwei Ubereinanderliegenden
Ringen, die sich aus je sieben ClpP-Polypeptidketten zusammensetzen,
aufgebaut ist. (Kessel et al., 1995; Wang et al., 1997). Die Kristallstruktur
von ClIpP zeigt, daB auch hier die aktiven Zentren der Peptidase in einer

11
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Reaktionskammer liegen, die nur Gber kleine Poren an den beiden Enden
zuganglich ist (Wang et al., 1997). Die regulatorischen Untereinheiten
gehoren zur Familie der Clp-ATPasen. Sie bilden hexamere Ringe, die auf
beiden Seiten des proteolytischen Zylinders binden kénnen (Beuron et al.,
1998; Kessel et al., 1995). Clp-ATPasen konnen gebundene Substrate
entfalten und Ubertragen diese direkt in die Reaktionskammer des
proteolytischen Zylinders (Hoskins et al., 1998; Kim et al., 2000; Ortega et
al., 2000; Weber-Ban et al., 1999; Wickner et al., 1999).

Die Clp-ATPasen CIpA und ClpX interagieren mit dem proteolytischen
Komplex ClpP. Die dadurch gebildeten Clp-Proteasen zeigen Unterschiede
In der Substratspezifitdt (Gottesman et al., 1993; Grimaud et al., 1998).
ClpAP hydrolysiert sowohl Casein, als auch den Hitzeschock-
Transkriptionsfaktor 6*> und RepA, einen Initiationsfaktor der DNA-
Replikation. Im Gegensatz dazu baut ClpXP die Proteine AO und MuA-
Transposase ab, zeigt aber keine Aktivitdt gegeniiber Casein oder ¢*
(Hoskins et al., 2000; Thompson und Maurizi, 1994; Wojtkowiak et al.,
1993). Aufgrund von Bindungsstudien in vitro wurde eine C-terminale
Region der ATPasen CIpA, X, Y und B, die sogenannte SSD-Doméne
(Sensor und Substrate Discrimination Domain), als mdgliche
Substratbindungsstelle identifiziert (Smith et al., 1999). Interessanterweise
findet sich in der Protease Lon eine homologe Region mit ahnlicher
Aktivitat (Smith et al., 1999). Im Gegensatz zu diesen Befunden wurde
jedoch fur ClpX anhand von elektronenmikroskopischen Aufnahmen die
Substratbindungsstelle am N-Terminus postuliert. Diese Aufnahmen
zeigten eine Bindung des Substrats am distalen Ende der ATPase-Domane
(Ortega et al., 2000). Die Anpassung der dreidimensionalen Struktur von
ClpX an die bekannte Kristallstruktur der ClpY-ATPase (siehe unten)
lokalisierte den N-Terminus von ClpX an die Position die I-Doméne von
ClpY (Ortega et al., 2000) und damit an das distale Ende der ATPase-
Domane (Ishikawa et al., 2000). Allerdings wird diese Lage der I-Doméne
zur Zeit noch kontrovers diskutiert; Bochtler und Mitarbeiter zeigten
anhand der Kristallstruktur eine umgekehrte Orientierung und damit eine
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Interaktion der 1-Doméne mit dem Zylinder der Protease (Bochtler et al.,
2000). Die postulierte Substratbindungsstelle von ClpX am N-Terminus
muR daher noch weiter Gberprift werden.

Vertreter der Familie der Clp-ATPasen Uben als molekulare Chaperone
auch nicht-proteolytische Funktionen aus (Kruklitis et al., 1996; Pak und
Wickner, 1997; Wawrzynow et al., 1996; Weber-Ban et al., 1999; Wickner
et al., 1994). Dabei scheint die Disassemblierung inaktiver Proteine zu
aktiven Strukturen eine fir diese Familie typische Funktion zu sein
(Levchenko et al., 1995; Schirmer et al., 1996). Ein Vertreter der
Clp-ATPasen-Familie, ClpB, ist maRgeblich an der zellularen
Thermotoleranz beteiligt. Fur das ClpB-Homolog Hsp104 in S. cerevisiae
ist eine essentielle Rolle bei der Auflésung von Proteinaggregaten, die
durch Hitzestrel3 entstanden sind, gezeigt (Glover und Lindquist, 1998;
Parsell et al., 1994; Sanchez et al., 1992). ClpB-Proteine interagieren
offenbar nicht mit einer proteolytischen Untereinheit und sind daher auch
nicht an Abbauvorgangen in der Zelle beteiligt (Woo et al., 1992).

Mitochondrien hoherer Eukaryonten enthalten ein Ortholog zur ClpP-
Protease (Bross et al., 1995; Corydon et al., 1998) und der ClpX-ATPase
(Corydon et al., 2000). In Mitochondrien von S. cerevisiae sind nur zwei
Homologe der Clp-ATPase-Familie bekannt. Das Hitzeschockprotein
Hsp78, ein Vertreter der ClpB-Unterfamilie, kann mt-Hsp70 zumindest
teilweise beim Import, aber auch bei der Verhinderung der Aggregation
mitochondrialer Proteine ersetzen (Schmitt et al., 1995). Aullerdem konnte
eine essentielle Rolle bei der Aufrechterhaltung der mitochondrialen
Thermotoleranz  und der  Reaktivierung der  mitochondrialen
Proteinsynthese nach Hitzeschock gezeigt werden (Schmitt et al., 1996).
Das in der Matrix lokalisierte Mcx1 ist der ClpX-Unterfamilie
zuzurechnen (van Dyck et al., 1998a). Seine Funktion ist noch nicht
bekannt. Eine Beteiligung an proteolytischen Prozessen gilt aber als
unwahrscheinlich, da in Mitochondrien von S. cerevisiae kein ClpP-
Homolog vorhanden ist.

13
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HslVU-Protease

Die Protease HsIVVU (heat shock locus VU) aus E. coli weist eine ahnliche
Struktur wie die Clp-Proteasen und das Proteasom auf; der proteolytisch
aktive Zylinder ist aus zwei Ubereinanderliegenden Ringen aufgebaut, die
sich aus je sechs Untereinheiten, die starke Sequenzahnlichkeiten zu den
B—-Untereinheiten des Proteasoms zeigen, zusammensetzen (Missiakas et
al., 1996; Rohrwild et al., 1996). Die regulatorische Untereinheit HslU
(ClpY) gehort jedoch zur Familie der Clp-ATPasen. Sie enthélt sechs oder
sieben Polypeptidketten und bindet zusammen mit ATP an die Enden des
proteolytischen Zylinders (Rohrwild et al., 1997). Auch fir HslU wurde in
vitro eine Chaperonaktivitat unabhangig von HslV gezeigt (Seong et al.,
2000). Vor kurzem wurde die Kiristallstruktur der HsIVVU-Protease
aufgeklart (Bochtler et al., 2000; Sousa et al., 2000). Sie zeigt
Ahnlichkeiten zur Kristallstruktur der D2-AAA-Domiane von NSF
(N-ethylmaleimide sensitive factor) (Lenzen et al., 1998).

Lon —Protease

Lon (La)-Proteasen sind ubiquitdr vor allem in den Eubakterien und
Archaebakterien zu finden, aber auch in den Mitochondrien der
eukaryontischen  Zelle  vertreten. Sie  Dbilden  hochmolekulare,
homooligomere Komplexe, wobei die genaue Anzahl der Untereinheiten
noch nicht bekannt ist. Fir das mitochondriale Lon-Homolog Piml aus
S. cerevisiae wurde aufgrund von elektronenmikroskopischen Aufnahmen
ein heptamerer Ring beschrieben (Stahlberg et al., 1999). Die Analyse
mitochondrialer Extrakte durch Gelfiltrationsexperimente dagegen lassen
eine noch groRere molekulare Masse von etwa 1600 kDa vermuten
(Wagner et al., 1997). Jede Untereinheit besteht aus einer C-terminalen
proteolytischen und einer zentralgelegenen ATPase-Domaéne, die sich, im
Gegensatz zu den bisher beschriebenen Proteasen, auf einer einzigen
Polypeptidkette finden (Lupas et al., 1997). Dariiber hinaus enthalten Lon-
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Proteasen eine nur gering konservierte N-terminale Doméne von
unterschiedlicher Grolie.

Auch fir die ATPase-Doméne der Lon-Proteasen wird eine
Chaperonaktivitat postuliert. Wahrend der Abbau von Peptiden auch in
Gegenwart nicht hydrolysierbarer ATP-Analoga erfolgt, ist die Proteolyse
von nativen Proteinen strikt ATP-Hydrolyse-abhangig (Rasulova et al.,
1998; Waxman und Goldberg, 1985). Es wird daher vermutet, dal auch
hier die durch ATP-Spaltung gewonnene Energie fur die Entfaltung der
Substrate durch die regulatorische Untereinheit bendétigt wird. Die
postulierte Chaperonaktivitat scheint vermutlich bei keiner der Proteasen
ausreichend zu sein, um eine Aggregation der Substrate zu verhindern, was
eine Voraussetzung fir den Abbau durch die proteolytische Domane ware.
Dies wird offenbar in Eubakterien, wie auch in Mitochondrien, durch eine
Kooperation mit dem Hsp70-System erreicht (Jubete et al., 1996; Langer
und Neupert, 1996; Savel’ev et al., 1998; Sherman und Goldberg, 1992;
Wagner et al., 1994).

Zu den bislang identifizierten Substraten der Lon-Proteasen in Eubakterien
und Mitochondrien gehoren ungefaltete oder fehlgefaltete Polypeptide wie
z. B. die nicht assemblierten Polypeptidketten der B-Untereinheit der
Mitochondrialen Prozessierungspeptidase MPP und der F;Fo-ATPase
(Suzuki et al., 1997; Wagner et al., 1994), aber auch einige kurzlebige
native Proteine (SulA, der Transkriptions-Aktivator des kapsularen
Polysaccharidgens RcsA, UmuD, ein Protein der SOS-Mutagenese, das
DNA-assoziierte StpA) (Gonzalez, 1998; Johansson und Uhlin, 1999;
Maurizi, 1987; Stout et al., 1991). Die ungewothnlichste Eigenschaft der
Lon-Proteasen ist die Fahigkeit, sequenzspezifisch an DNA zu binden (Fu
et al., 1997; Fu und Markovitz, 1998). Eine mdgliche Erklarung fir diese
Beobachtung wére eine Modulierung der DNA-Replikation und/oder
Transkription durch die Protease, indem diese den Abbau regulatorischer
DNA-gebundener Proteine vermittelt.
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Fur das mitochondriale Homolog Pim1 wurde zusatzlich eine wichtige
Funktion fiir die Expression zweier mitochondrialer Mosaikgene gezeigt.
Die proteolytische Aktivitdt von Piml ist sowohl fir die Stabilitt der
pre-mRNA und dem Splicing der Introns flr die Gene COX1 (Untereinheit
1 der Cytochrom-c-Oxidase) und COB (Cytochrom b des bci-Komplexes),
als auch fir die Translation der reifen mRNA essentiell (van Dyck et al.,
1998b; van Dyck und Langer, 1999).

1.2.1 AAA-Proteasen

Unter den ATP-abhéangigen Proteasen nimmt die Familie der AAA-
Proteasen eine Sonderstellung ein. Sie ist die einzige Familie, deren
Vertreter in der Membran verankert sind und Membranproteine abbauen.
Charakteristisch fiir alle AAA-Proteasen ist die hochkonservierte AAA-
Domane, weshalb sie der Familie der AAA-ATPasen zuzurechnen sind
(Kunau et al., 1993; Neuwald et al., 1999).

1.2.1.1 AAA-ATPase-Familie

Die Familie der AAA-ATPasen (ATPases associated with a variety of
cellular activities; oder auch CAD, fir conserverd ATPase domain) ist in
Eubakterien, Archaebakterien und Eukaryonten vertreten (Neuwald et al.,
1999). Sie ist eine Unterfamilie der sogenannten »P-loop«-ATPasen
(Walker et al., 1982). AAA-Domanen finden sich in Proteinen, die an
unterschiedlichen Prozessen beteiligt sind, wie der Zellzykluskontrolle, der
Biogenese von Organellen, dem Proteintransport durch Vesikel und der
Proteolyse von Proteinen (Patel und Latterich, 1998). Je nach
Sequenzéhnlichkeit lassen sich verschiedene Unterfamilien unterscheiden
(Beyer, 1997; Neuwald et al, 1999). Zu AAA-Proteinen mit
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proteolytischer Funktion zdhlen die AAA-Proteasen und Untereinheiten
des 26S-Proteasoms. Sequenzvergleiche und Strukturanalysen haben
gezeigt, dal} die AAA-Familie dartber hinaus strukturell zu Mitgliedern
der Clp/Hspl100-Familie, der Lon-Proteasen, der »clamp-loader«
Komplexe der Polymerase Ill, die RuvB—Helikasen und verschiedenen
Dyneinen verwandt ist. Sie werden unter der Bezeichnumg AAA’-
ATPasen zusammengefalit (Neuwald et al., 1999).

Mitglieder der AAA-ATPasen enthalten ein oder zwei Kopien einer etwa
230 Aminosauren langen AAA-Domane. Ahnlich wie die ATPase-
Domanen anderer Proteasen scheint diese auch Chaperoneigenschaften zu
besitzen (Kunau et al., 1993; Leonhard et al., 1999). Diese AAA-Kassette
enthélt drei hoch konservierte Regionen: Die als Walker A und Walker B
bezeichneten Sequenzmotive sind auch in anderen ATPasen des Walker-
Typs zu finden und vermitteln ATP-Bindung und die Koordination von
Magnesiumionen bei der ATP-Hydrolyse (Walker et al., 1982). Typisch
fir AAA-Proteine ist eine dritte C-terminale konservierte Region, die als
SRH-Region (second-region-of-homology) bezeichnet wird (Swaffield et
al., 1992). Auch diese Region scheint an der ATP-Hydrolyse beteiligt zu
sein. So fihren Punktmutationen in der SRH-Region der E. coli AAA-
Protease FtsH zu einem vollstandigen Verlust der ATP-Hydrolyseaktivitat
(Karata et al., 1999). Ein Erklarung fir diese Beobachtung gibt die
Kristallstruktur der D2-AAA-Doméane von NSF (Lenzen et al., 1998; Yu et
al., 1998). Hier liegt die SRH-Region zwischen den Kontaktflachen zweier
Protomerer der ATPase. Das ATP-Nukleotid wird dabei Uber einen
Lysinrest (Lys 631) der einen Untereinheit und weiteren Aminoséuren der
benachbarten Untereinheit gebunden (Yu et al., 1998). ATP-Hydrolyse
scheint demnach unter direkter Beteiligung von zwei Protomeren zu
erfolgen. Aus dieser Beobachtung ergibt sich die Hypothese, dal3 die bei
fast allen AAA-ATPasen beobachtete oligomere Struktur essentiell fir die
ATP-Hydrolyse ist. Eine weitergehende Untersuchung dieser Fragestellung
am Beispiel der AAA-Protease Ymel war unter anderem Thema der
vorliegenden Arbeit (siehe 3.3).
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1.2.1.2 AAA-Proteasen

AAA-Proteasen sind eine Unterfamilie der AAA-ATPasen. Sie finden sich
in allen Eubakterien sowie in Mitochondrien und Chloroplasten der
Eukaryonten. In Archaebakterien konnten sie bisher nicht nachgewiesen
werden. Neben der AAA-Doméne enthalten sie eine C-terminale
proteolytische Domane mit dem konservierten Metallbindungsmotiv
HEXXH (Langer, 2000). Die N-terminale Domé&ne zeigt nur geringe
Konservierung und enthélt eine oder zwei Transmembranregionen.

AAA-Proteasen sind die einzigen bekannten ATP-abhé&ngigen Proteasen,
die in der Membran verankert sind und den Abbau von Membranproteinen
katalysieren. Der Mechanismus des Membranproteinabbaus wird noch
nicht vollstandig verstanden. Jedoch gibt es immer mehr Hinweise darauf,
dal’ die Substrate von den AAA-Proteasen aktiv aus der Membran gezogen
und dabei hydrolysiert werden. So wurde sowohl fiir bakterielle, wie auch
mitochondriale AAA-Proteasen gezeigt, dal} sie die vollstandige Hydrolyse
von Modellproteinen mit Doménen auf der gegenuberliegenden Seite der
Protease katalysieren (Kihara et al., 1999; Leonhard et al., 1999). Die
notige Zugkraft konnte dabei durch eine ATP-abhangige Konformations-
anderung gewonnen werden. Eine Konformationsdnderung wurde in vitro
schon sowohl fir E. coli FtsH (Karata et al., 1999), wie auch fir die
isolierte Intermembranraumdoméne von Ymel (Leonhard, 2000) gezeigt.
Die Auslbung einer Zugkraft auf membrangebundene Substrate setzt
voraus, dal} die Protease ihrerseits fest in der Membran verankert ist.
Genau diese Integration in der Membran unterscheidet die AAA-Proteasen
von allen anderen bisher bekannten ATP-abhangigen proteolytischen
Systemen, die nur geléste Substrate verdauen.

AAA-Proteasen lassen sich aufgrund der Topologie ihrer Untereinheiten in
der Membran in zwei Klassen einteilen (Langer, 2000): Proteine der
Klasse | enthalten nur eine Transmembranregion. C- und N-Terminus
liegen auf unterschiedlichen Seiten der Membran. Ein typischer Vertreter
ist die i-AAA Protease Ymel in S. cerevisiae. Im Gegensatz dazu liegen
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C-und N-Terminus der Untereinheiten von Proteasen der Klasse Il auf
derselben Seite der Membran. Sie enthalten zwei Transmembranregionen.
Beispiele sind Ytal0 und Ytal2, Bestandteile der m-AAA-Protease in
S. cerevisiae und das E. coli FtsH (Arlt et al., 1996; Tomoyasu et al.,
1993).

Fur Vielzeller wurde eine Gliederung der AAA-Proteasen aufgrund
phylogenetischer Untersuchungen vorgeschlagen (Juhola et al., 2000).
Demnach lassen sich die mitochondrialen AAA-Proteasen in drei Gruppen
unterteilen. Die erste, und zu den Ubrigen am wenigsten verwandte
Gruppe, enthélt alle Ymel-ahnlichen Proteine (Klasse I-Proteine). Die
zweite Gruppe wird durch das menschliche Paraplegin vertreten (Klasse I1-
Protein), wahrend die dritte Gruppe YtalO-ahnliche Polypeptide enthalt
(Klasse Il-Proteine). Proteine mit einer fir die Klasse Il typischen
Membrantopologie scheinen sich demnach in hoheren Eukaryonten
nochmals in zwei Untergruppen zu gliedern.

Am besten charakterisiert wurden bisher die Vertreter der AAA-Proteasen
in S. cerevisiae und E. coli. Zunehmend werden aber aufgrund der
Genomprojekte auch Homologe in héheren Organismen gefunden. Von
besonderem Interesse ist das menschliche Paraplegin. Es wurde gezeigt,
dall das Auftreten einer neurodegenerativen Erkrankung, der autosomal
rezessiven Form der »hereditaren spastischen Paraplegie« (HSP), in
mehreren  Patientenfamilien auf Mutationen im Gen Paraplegin
zurtickzufthren ist (Casari et al., 1998). Spastische Paraplegie ist durch
eine fortschreitende, spastische Lahmung der unteren Gliedmalien
gekennzeichnet. Die progressive Natur dieser Erkrankung kann auf eine
zunehmende Akkumulation nicht-nativer Proteine und einer damit
einhergehenden Beeintrdchtigung der Atmungsaktivitat der Mitochondrien
mit steigendem Alter erklart werden. Alternativ konnten aber auch die
Hemmung der Proteolyse regulatorischer Proteine fir diese Defekte
verantwortlich sein (Langer, 2000).
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AAA-Proteasen in Mitochondrien von S. cerevisiae

Mitochondrien von S. cerevisiae enthalten zwei AAA-Protease-Komplexe,
die beide in der Innenmembran verankert sind, aber Unterschiede in ihrer
Topologie aufweisen. Wahrend die m-AAA-Protease ihre Kkatalytisch
aktiven Domanen in der Matrix exponiert, sind diese bei der i-AAA-
Protease im Intermembranraum lokalisiert (Arlt et al., 1996; Leonhard et
al., 1996). Beide Proteasen vermitteln den Abbau nicht assemblierter
Membranproteine und bilden ein hocheffizientes Qualitatskontrollsystem
der Innenmembran. Interessanterweise besitzen sie, trotz der Unterschiede
in ihrer Topologie, eine Uberlappende Substratspezifitat (Leonhard et al.,
2000). Modellproteine, die Domanen auf beiden Seiten der Membran
exponieren, konnen sowohl durch die m- wie durch die i-AAA-Protease
abgebaut werden. Voraussetzung scheint lediglich eine ungefaltete
Struktur der Substrate, wie auch eine ausreichende Lange der exponierten
terminalen Endigungen von ~20 Aminosduren zu sein (Leonhard et al.,
2000). Auch genetische Befunde weisen auf eine Substrattiberlappung der
beiden Proteasen hin. Im Gegensatz zu Deletionen von nur einer Protease
sind Zellen in Abwesenheit beider Proteasen nicht lebensféhig (Lemaire et
al., 2000; Leonhard et al., 2000)

Die m-AAA-Protease bildet ATP-abhangig einen hochmolekularen
Komplex von ~850 kDa aus zwei homologen Untereinheiten, YtalO
(Afg3) und Ytal2 (Rcal) (Sequenzidentitat Gber 50%) (Arlt et al., 1996).
Jede Untereinheit ist mit zwei Transmembranregionen in der Membran
verankert. Sowohl die N-terminale, wie auch die C-terminale Doméne, die
die katalytisch aktiven Zentren enthélt, sind in der Matrix lokalisiert (Arlt
etal., 1996).

Mutanten mit Deletionen von YTA10 oder YTA12 oder Punktmutationen in
den proteolytischen Zentren zeigen pleiotrope Phanotypen. So ist der
Abbau nicht-assemblierter Proteine der Atmungskette (Cox1, Cox2,
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Cytb2) und der F,F,-ATPase (Untereinheit 6, 8, 9) unterdrickt (Arlt et al.,
1996 Guélin et al., 1996). Aulerdem ist ein Defekt beim SpleiRen der
Transkripte der mitochondrialen Gene COX1 und COB beobachtet worden
(Arlt et al., 1998). Im Gegensatz zur Piml-Protease wird die m-AAA-
Protease jedoch nicht fir die Translation der mRNA benétigt (Arlt et al.,
1998 van Dyck et al., 1998b). Ein weiterer Ph&notyp ist ein Defekt bei der
Assemblierung der Cytochrom-c-Oxidase, des Cytochrom-bc;-Komplexes
und der F;F,-ATPase (Arlt et al., 1998; Paul und Tzagoloff, 1995).
Zumindest fir erstere kdnnte dieser Phanotyp durch die Defekte beim
SpleiBen der Gene COX1 und COB und den dadurch bedingten Verlust der
entsprechenden  Untereinheiten erklart werden. Jedoch ist die
Assemblierung der Komplexe auch in einem Deletionsstamm der m-AAA-
Protease, der intronlose mitochondriale DNA enthalt, unterdrickt (Arlt et
al., 1998). Die m-AAA-Protease scheint vielmehr eine posttranslationale
Funktion bei der Assemblierung dieser Komplexe zu Ubernehmen.
Interessanterweise kann eine Uberexpression der loslichen Protease Piml
die Defekte einer Disruption der m-AAA-Protease supprimieren (Rep et
al., 1996). Dies deutet auf zumindest teilweise gleiche Substrate der beiden
Proteasen hin.

Die Aktivitat der m-AAA-Protease wird durch zwei weitere Proteine, die
Prohibitine Phbl und Phb2, reguliert. Diese beiden Proteine befinden sich
mit der Protease in einem Superkomplex, und zeigen inhibitorische Effekte
auf die Proteolyse von nicht-assemblierten Membranproteinen (Steglich et
al., 1999). Darliber hinaus fiihrt eine gleichzeitige Uberexpression von
Phbl und Phb2 zur Stabilisierung neu synthetisierter mitochondrialer
Translationsprodukte (Nijtmans et al., 2000).

Auch die i-AAA-Protease bildet einen hochmolekularen Komplex von
>1 000 kDa (Leonhard et al., 1996), dessen Zusammensetzung aber noch
nicht vollstdndig geklart ist. Die bisher einzige in S. cerevisiae bekannte
Untereinheit ist Ymel (Osdl oder auch Ytall), das eine Sequenzidentitat
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von ~30% zu Ytal0 und Ytal2z aufweist. Es ist mit einer
Transmembranregion in der inneren Membran verankert. Eine N-terminale
Domaéne von ~170 Aminosduren ist in der Matrix, die ATPase-Doméne
und die proteolytische Domane sind im Intermembranraum der
Mitochondrien lokalisiert (Leonhard et al., 1996). Eine Deletion von
YMEL, wie auch Punktmutationen in der ATPase oder proteolytischen
Domane, flhren zu verschiedenen zellularen Defekten. So ist das
Zellwachstum auf Glukose bei 15°C und auf nicht-fermentierbaren
Kohlenstoffen bei 37°C inhibiert (Thorsness et al., 1993). Darlber hinaus
kommt es bei gleichzeitiger Abwesenheit von YME1 und mitochondrialer
DNA zu einer starken Reduktion des Wachstums auf Glukosemedien. Ein
weiterer Phanotyp ist eine Veranderung der mitochondrialen Morphologie.
Wahrend in Wildtypzellen Mitochondrien ein feines Netzwerk (ber die
ganze Zelle ausbilden, kdnnen in Abwesenheit von YME1 nur wenige
grolRe und abgerundete Organellen beobachtet werden (Campbell et al.,
1994). Es wird vermutet, dal’ dieser Phanotyp zu einem verstarkten Abbau
der Mitochondrien in den Lysosomen fiihrt (Campbell und Thorsness,
1998). Dies wiederum gabe eine mogliche Erklarung fir den verstarkten
Transport mitochondrialer DNA in den Nukleus, eine Eigenschaft, die
urspringlich zur Identifizierung des YME1-Gens fiuhrte (Thorsness und
Fox, 1990). Ein endogenes Substrat der i-AAA-Protease ist die nicht
assemblierte Form des mitochondrial kodierten Proteins Cox2, eine
Untereinheit der Cytochrom-c-Oxidase (Nakai et al., 1995; Pearce und
Sherman, 1995; Weber et al., 1996).
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1.3 Zielsetzungen der Arbeit

1.3.1 Untersuchungen zu Struktur und Funktion von Tcm62,
einem Protein mit Sequenzéhnlichkeit zu mitochondrialen
Chaperoninen von S. cerevisiae

Im Rahmen der vollstdndigen Sequenzierung des Genoms von
S. cerevisiae wurde ein Gen identifiziert, dessen Translationsprodukt eine
schwache aber doch deutliche Sequenzahnlichkeit zur Klasse | der
Chaperonine aufwies (YBRO44C; TCM62). In der vorliegenden Arbeit
sollte die Funktion dieses Proteins, besonders im Hinblick auf eine
maogliche Chaperonaktivitat hin, untersucht werden. Dabei standen
folgende Fragen im Vordergrund:

(1) Es sollte die zellulare Lokalisierung, das native Molekulargewicht und
eine mogliche Komplexbildung mit dem Chaperonin Hsp60 bestimmt
werden.

(2) Um Informationen uber die Funktion von Tcm62 zu bekommen, sollte
das Gen in S. cerevisiae deletiert und Phanotypen des resultierenden
Stamms untersucht werden. Aus den Ergebnissen sollten Ruckschliisse auf
eine mogliche Chaperonaktivitat von Tcm62 gezogen werden.

1.3.2 Identifizierung neuer AAA-Proteasen in N. crassa

Das Verstandnis der Rolle der AAA-Proteasen in Mitochondrien beruht
ausschlieBlich auf Untersuchungen am Modellorganismus S. cerevisiae. In
der vorliegenden Arbeit sollten daher neue AAA-Proteasen in N. crassa
identifiziert werden, um Einblicke in die Bedeutung dieser Proteasefamilie
auch in Mitochondrien eines weiteren eukaryontischen Organismus zu
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ermoglichen. Folgende Fragestellungen sollten beantwortet werden:

(1) Zuné&chst sollten Gene, die fur Untereinheiten von AAA-Proteasen
kodieren, durch Absuchen des Genoms von N. crassa mit Hilfe der PCR-
Technik unter Verwendung degenerierter Primer identifiziert werden.

(2) Die identifizierten Proteine sollten auf ihre Lokalisierung, ihr natives
Molekulargewicht und eine mdgliche Komplexbildung untereinander
untersucht werden.

(3) Um die Rolle der neu identifizierten Proteine in der Zelle zu
bestimmen, sollte von einem der Gene ein Disruptionsstamm in N. crassa
hergestellt und dieser hinsichtlich seiner Phanotypen untersucht werden.

(4) Um die Frage zu kléaren, ob es sich bei den AAA-Proteasen von
N. crassa und S. cerevisiae um funktionelle Orthologe handelt, sollte ein
Stamm von S. cerevisiae hergestellt werden, der das N. crassa-Homolog
der AAA-Protease anstelle des endogenen Proteins exprimiert. Dieser
Stamm sollte hinsichtlich der Komplementation der Phé&notypen des
Deletionsstamms in S. cerevisiae untersucht werden.

1.3.3 Untersuchungen zur Bedeutung der Oligomerisierung der
AAA-Proteasen fur die Funktion der ATPase am Beispiel
von Ymel aus S. cerevisiae

Um ein besseres Verstandnis fr die Rolle der Oligomerisierung der AAA-
Proteasen zu erhalten, sollten Untersuchungen am isolierten Komplex
durchgefiihrt werden. Folgende Fragen sollten geklart werden:

(1) Welchen EinfluR hat die Oligomerisierung auf die ATPase-Aktivitat?
Ymel sollte zun&chst in E. coli exprimiert und mit Hilfe chromato-
graphischer Methoden isoliert werden. AnschlieBend sollte das native
Molekulargewicht bestimmt und die Funktionsfahigkeit des isolierten
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Komplexes durch Messung der enzymatischen Aktivitaten gezeigt werden.
Um den EinfluR der Oligomerisierung auf die ATPase-Aktivitat zu
untersuchen, sollte anschlielend die AAA-Domane von Ymel in
verschiedenen oligomeren Zustdnden gewonnen werden. Hierzu sollten C-
und N-terminal verkirzte Ymel-Varianten in E. coli exprimiert und
chromatographisch aufgereinigt werden. Von diesen Ymel-Varianten
sollten die Molekulargewichte bestimmt, die ATPase-Aktivitdt gemessen
und mit der Aktivitat des oligomeren Komplexes verglichen werden.

(2) Welche Domanen von Ymel vermitteln die Oligomerisierung? Zur
Klarung dieser Frage sollten Ymel-Varianten, in denen mogliche
Assemblierungsdomanen deletiert waren, in vivo exprimiert und ihre
nativen Molekulargewichte bestimmt werden. Diese Ymel-Varianten
sollten gegebenenfalls auf ihre korrekte Lokalisierung in den
Mitochondrien und der Komplementation des Wachstumsphénotyps des
Aymel-Stamms untersucht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Molekularbiologische Methoden

2.1.1 Praparation von DNA

2.1.1.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Die Praparation von Plasmid-DNA aus E. coli erfolgte nach alkalischer
Lyse der Zellen (Birnboim und Doly, 1979) durch Ethanolfallung (siehe
2.1.3.3), gegebenenfalls mit anschlielender Reinigung durch
Anionenaustauscherchromatographie.

Schnellpraparation

Zur raschen Isolierung von Plasmid-DNA wurden Zellen aus 1,5 ml einer
tiber Nacht in LB"™-Medium (siehe 2.6.1.1) gewachsenen Kultur bei
Raumtemperatur 30 sec bei 15 000 g in einer Tischzentrifuge sedimentiert
und in 100 pl GTE-L6sung (25 mM Tris/HCI,, pH 8,0; 50 mM Glukose;
10 mM EDTA) resuspendiert. Durch Zugabe von 200 pl 1% (m/v) SDS,
0,2 M NaOH wurden die Zellen lysiert. Nach fiinfmindtiger Inkubation bei
Raumtemperatur wurde mit 150 pul 3 M Kaliumazetat,, pH 4,8 neutralisiert,
5 min bei Raumtemperatur inkubiert und 3 min bei 15 000 g zentrifugiert.
AnschlieRend wurde die DNA aus dem Uberstand durch Ethanolfallung
gereinigt (siehe 2.1.3.3) und in 30 ul TE-Puffer (siehe 2.6.2) oder
destilliertem Wasser resuspendiert. Um storende RNA zu entfernen,
wurden die Proben 10 min bei 37°C mit RNase (30 pug/ml) inkubiert. Zur
Inaktivierung der RNase wurden die Ansétze anschliefend nochmals
10 min auf 65°C erhitzt.
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Praparation in grofiem Mal3stab

Die Praparation grofRerer Mengen Plasmid-DNA (bis zu ca. 0,5 mg)
erfolgte mit Hilfe des »Jetstar« Kits (Genomed). Die Bakterien aus 100 mli
einer Uber Nacht in LB"™-Medium (siehe 2.6.1.1) gewachsenen Kultur
wurden durch Zentrifugation geerntet (3 000 g; 5 min; RT) und in 10 mi
Losung E1 (50 mM Tris/HCI,, pH 8,0; 10 mM EDTA) resuspendiert.
Durch Zugabe von 10 ml Losung E2 [1% (m/v) SDS; 0,2 M NaOH]
wurden die Zellen 5 min bei Raumtemperatur lysiert, das Zelllysat durch
Zugabe von 10 ml Losung E3 (3,2 M Kac,, pH 5,5) neutralisiert und
10 min bei 15 000 g zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstand auf
eine Anionenaustauschersaule geladen, die zuvor mit 30 ml L6sung E4
[0,15% (v/v) Triton X-100; 0,6 M NaCl; 100 MM NaAc, pH 5,0]
aquilibriert wurde. Die S&ule wurde mit 60 ml Lésung E5 (0,8 M NacCl;
100 mM NaAc,, pH 5,0) gewaschen und das Plasmid mit 15 ml Losung E6
(1,25 M NaCl; 100 mM Tris/HCI,, pH 8,5) eluiert. Die DNA wurde durch
Zugabe von 10,5 ml Isopropanol und Zentrifugation (15 000 g; 30 min;
4°C) aus dem Eluat gefallt, mit 70% (v/v) Ethanol gewaschen, an der Luft
getrocknet und in 200 pl TE-Puffer (siehe 2.6.2) resuspendiert.

Praparation im kleinen MaRstab

Die Praparation kleiner Mengen DNA, die fur weitere Klonierungsschritte
verwendet werden sollte, wurde mit dem Mini-Kit der Firma Qiagen nach
Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Das Protokoll entsprach der
Methode im grofRen Mafstab.
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2.1.1.2 Isolierung von genomischer DNA aus S. cerevisiae
Isolierung chromosomaler DNA und Plasmid-DNA

1 ml einer Hefekultur (ODs7g ~1) wurde in einem Eppendorfreaktionsgefal
abzentrifugiert und in 500 pl Wasser aufgenommen. Nach erneuter
Zentrifugation wurden die Zellen in 200 ul  Zymolyasepuffer
(50 mM Tris/HCI,, pH 7,5, 25mM EDTA; 5mg/ml Zymolyase)
resuspendiert. Der Ansatz wurde 1,5 h bei 37°C geschittelt. Anschliel3end
wurden 200 ul Lysepuffer [1% (m/v) SDS; 0,2 M NaOH] zugegeben und
die Proben 30 min auf 65°C erwarmt. Zellwénde und Membranen wurden
durch Zugabe von 150 pl 3 M Natriumazetat,, pH 4,5 und anschlieRender
Inkubation bei 4°C (30 min) ausgeféallt und 15min bei 20000 g
abzentrifugiert. Dem Uberstand wurde 1 ml 96%iger (v/v) Ethanol (-20°C)
zugegeben. Nach 15 min bei 20°C wurde erneut 15 min bei 20 000 g
zentrifugiert. Die isolierte DNA wurde mit 70%igem Ethanol (v/v)
gewaschen, getrocknet und in 40 pl Wasser resuspendiert.

Schnellpraparation von DNA aus Hefezellen

Um die Integration von Disruptionskonstrukten in das gewilnschte Gen
mittels PCR (siehe 2.1.1.4) zu Uberprifen, wurde eine Schnellmethode
zum Aufschlul? der entsprechenden Hefezellen angewandt. Dazu wurden
mit einem sterilen Zahnstocher Hefezellen von einer Platte in ein PCR-
Reaktionsgefal® Gberfiihrt, 1 min mit offenem Deckel in der Mikrowelle
erhitzt und anschlieBend auf Eis abgekuhlt. Zur Durchfihrung der PCR
wurden Reagenzien und DNA-Polymerase direkt zu den lysierten Zellen
gegeben.
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2.1.1.3 Isolierung von DNA aus N. crassa

Genomische DNA aus N. crassa wurde weitgehend wie bei Lee et al.
(1988) beschrieben isoliert. 0.5-1 g Hyphen einer Ubernachtkultur wurden
geerntet und in einen Marser Uberfihrt. Durch Ubergiel3en der Hyphen mit
flissigem Stickstoff wurden diese schockgefroren und konnten so mit
einem Pistill zu einem groben Pulver verrieben werden. Dieses Pulver
wurde in ein Eppendorfgefaly dberfihrt und mit 750 pul Lysepuffer
[3% (m/v) SDS; 50 mM Tris/HCI, pH 8,0; 50 MM EDTA,; 1% (v/v)
B-Mercaptoethanol; 0.1 mg/ml RNAse] 1h bei 65°C erhitzt. Zur
Abtrennung der Proteine wurde der Ansatz zundchst mit 700 pl
Chloroform/Phenol (1:1) versetzt und anschliefend die waRrige Phase
nochmals mit 700 ul Chloroform/lsoamylalkohol (24:1) extrahiert. Die
DNA wurde durch Zugabe des 0.7-fachen Volumens an Isopropanol
ausgefallt. Nach kurzer Zentrifugation wurde die DNA in 300 pl TE-Puffer
(siehe 2.6.2), dem RNAse (0.1 mg/ml) zugesetzt war, resuspendiert und
10 min bei 65°C inkubiert. Zur weiteren Reinigung wurde die DNA
nochmals durch Zugabe von 30 ul 3 M Natriumazetat und 600 pl Ethanol
(-20°C) ausgefallt, mit 70% (v/v) Ethanol gewaschen, getrocknet und in
100 pl sterilem Wasser aufgenommen. 5-10 ul dieser Losung waren in der
Regel flr einen Testverdau (siehe 2.1.2.1) der DNA ausreichend.

2.1.1.4 Amplifizierung von DNA mittels Polymerase-
Kettenreaktion (PCR)

DNA-Fragmente wurden durch Polymerase-Kettenreaktion (PCR) mit
hitzebestdndigen DNA-Polymerasen in einem  programmierbaren
Thermostaten vervielfaltigt (Saiki et al., 1988; Saiki et al., 1985). Dazu
wurde das PrimeZyme™-Kit (Biometra) verwendet. In einem Ansatz von
100 ul waren folgende Reagenzien enthalten: 1-2 U DNA-Polymerase,
10 pl 10x PCR-Puffer [1% (v/v) Triton X-100; 100 mM Tris/HCI, pH 8,8;
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500 mM KCI; 15 mM MgCl,], 1,2 ul dNTPs (je 10 mM), je 50 pmol der
entsprechenden Primer und ~200 ng Plasmid-DNA bzw. 1 ug genomische
DNA als Matrize. Zur Synthese von DNA-Fragmenten fur analytische
Zwecke wurde Tag-Polymerase, fir Klonierungen Pfu-Polymerase,
verwendet. Der Reaktionsansatz wurde mit einem Tropfen Mineraldl
uberschichtet, um ein Verdampfen von Wasser zu verhindern. Die PCR
wurde mit dem folgenden Programm durchgefihrt:

1) 3 min 94°C Inaktivierung  von  Nukleasen  und
vollstandige Denaturierung der DNA
2) 20-30 Zyklen:

1 min 94°C Denaturierung der DNA
1 min 45-62°C  Binden der Oligonukleotide
1-6 min 68-72°C  Synthese der neuen DNA; die Zeiten

wurden nach der L&nge des zu
amplifizierenden DNA-Fragments be-
stimmt: Tag-Polymerase: ~1 min/1 kb;
Pfu-Polymerase: ~2,5 min/1 kb;

3) 5-20 min 68-72°C  Vervollstandigung der letzten Reaktion

4) Abkihlung auf 4°C

Das amplifizierte DNA-Fragment wurde mittels Gelelektrophorese (siehe
2.1.3.1) analysiert. Flir weitere Klonierungsschritte wurden die Ansatze
mit Hilfe des PCR-Reinigungskits der Firma Qiagen durch
Anionenaustauschchromatographie nach  Angaben des Herstellers
gereinigt, um Salze und Primerdimere abzutrennen.
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2.1.2 Klonierung von DNA-Fragmenten

2.1.2.1 Restriktionsverdau von DNA

DNA wurde mit den entsprechenden Restriktionsenzymen (Gibco/BRL,
New England Biolabs, Boehringer Mannheim) (2-3 U/ug DNA) in den
vom Hersteller empfohlenen Pufferlésungen inkubiert. Dabei wurde
Plasmid-DNA bei 25°C oder 37°C 1h, PCR-Produkte mindestens 3 h
verdaut. Die geschnittene DNA wurde zur Analyse oder weiteren
Aufreinigung  mittels  Agarose-Gelelektrophorese  (siehe  2.1.3.1)
aufgetrennt.

2.1.2.2 Ligation von DNA-Fragmenten durch T4-DNA-
Ligase

Um zwei DNA-Fragmente mit Hilfe der T4-DNA-Ligase zu verknupfen,
wurde der folgende Reaktionsansatz (20 pl) hergestellt: 2 pl
10x Ligationspuffer [50 mM Tris/HCI, pH 7,6; 10 mM MgCl,. 5% (m/v)
PEG-8 000; 1 mM DTT; 1 mM ATP], 1 U T4-DNA-Ligase (Gibco/BRL),
50-200 ng DNA des linearisierten Vektors und im 2-5-fachen molaren
UberschuB DNA des Inserts. Der Ansatz wurde 2 h bei 25°C oder Uber
Nacht bei 14°C inkubiert. Zur Aufkonzentrierung der DNA wurde diese
mit Ethanol ausgefallt (siehe 2.1.3.3) und in 10 pl sterilem Wasser
resuspendiert.

2.1.2.3 TA-Klonierung von PCR-Produkten

Die geringe Aktivitat einiger Restriktionsenzyme an Enden von durch PCR
erzeugten DNA-Fragmenten flhrt hdufig zu unvollstandigen Schnitten,
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was die Klonierungseffizienz drastisch reduziert. PCR-Produkte wurden
daher ohne Restriktionsverdau in die kommerziell erhéltlichen,
linearisierten Vektoren pCR2.1, pCRII-TOPO (Invitrogen) oder pGEM-T
(Promega) kloniert, die an den 3"-Enden ungepaarte Thymidinnukleotide
enthalten. Durch Tag-Polymerase erzeugte DNA-Fragmente tragen an den
5°-Enden haufig Gberhdngende Adenosinnukleotide und kénnen deshalb
direkt in diese Plasmide eingesetzt werden. Die Ligation erfolgte nach
Herstellerangaben fir 5-60 min bei Raumtemperatur. Bei durch
Pfu-Polymerase erzeugten PCR-Fragmenten wurde an die 5°-Enden
zusatzlich Adenosinnukleotide durch eine Nachbehandlung mit 1 U
Taqg-Polymerase fur 10 bis 30 min bei 72°C angehangt.

2.1.2.4 Praparation von kompetenten E. coli Zellen

E. coli Zellen wurden in LB-Medium (siehe 2.6.1.1) (1 1) bei 37°C bis zur
logarithmischen Wachstumsphase (ODsg ~0,5) kultiviert und anschlieRend
30 min auf Eis abgekihlt. Die Zellen wurden durch Zentrifugation
(4 400 g; 5 min; 2°C) geerntet und das Zellpellet im Kihlraum mit 500 ml,
250 ml und schliellich mit 50 ml kaltem 10%igem (v/v) Glyzerin
gewaschen. Die kompetenten E.coli Zellen wurden in 500 pl
10%igem (v/v) Glyzerin resuspendiert, aliquotiert und bei -80°C
aufbewahrt.

2.1.2.5 Transformation von E. coli Zellen durch
Elektroporation

1-5 pl Ligationsansatz (siehe 2.1.2.2) oder 1 ng Plasmid-DNA wurden mit
40 ul auf Eis aufgetauten kompetenten E. coli Zellen (siehe 2.1.2.4)
gemischt und 30 sec bei 4°C inkubiert, um eine effiziente Bindung der
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DNA an die Bakterienoberflaiche zu gewéhrleisten. Die Bakterien-
suspension wurde in eine vorgekihlte Transformationskivette tberfiihrt
und in einem Elektroporationsgerat transformiert (Einstellung: 2,5kV,
400 Q, 25 pF, Zeitkonstante 8-9 ms). AnschlielRend wurde der Ansatz mit
Iml SOC-Medium [2% (m/v) Trypton, 0,5% (m/v) Hefeextrakt,
0,058% (m/v) NaCl, 0,019% (m/v) KCI, 10 mM MgCl,, 20 mM Glukose]
gemischt und 30-60 min bei 37°C geschiittelt. Die transformierten Zellen
wurden durch  Zentrifugation isoliert, in 100yl SOC-Medium
aufgenommen und auf LB”™-Platten (siehe 2.6.1.1) bei 37°C inkubiert.

2.1.3 Reinigung und Analyse von DNA

2.1.3.1 Gelelektrophorese von DNA

DNA-Fragmente wurden in horizontalen Agarosegelen (je nach GroRe der
Fragmente 0,7-2% (m/v) Agarose) nach ihren Molekulargewichten
aufgetrennt. Hierzu wurden die Proben mit Auftragspuffer [4% (m/v)
Saccharose; 0.025% (m/v) Bromphenolblau; 2 mM EDTA, pH 8,0]
gemischt und anschlieBend geladen. Die Elektrophorese erfolgte in
1x TAE-Puffer [4,8 g/l Tris; 1,15% (v/v) Eisessig; 1 mM EDTA, pH 8,0]
bei einer Feldstarke von bis zu 13 V/cm. Um die DNA unter UV-Licht
sichtbar zu machen, wurde der Agaroselésung vor der Polymerisation
Ethidiumbromid (0,5 pg/ml) zugesetzt.

2.1.3.2 Isolierung von DNA aus Agarosegelen

DNA-Fragmente, die durch Restriktionsverau (siehe 2.1.2.1) oder PCR
(siehe 2.1.1.4) erzeugt worden waren, wurden zundchst durch
Gelelektrophorese (siehe 2.1.3.1) aufgetrennt und die entsprechende DNA-
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Bande aus dem Agarosegel ausgeschnitten. Die Isolierung der DNA aus
der Agarose erfolgte anschlieBend mit Hilfe des Gelextraktionskits der
Firma Qiagen durch Anionenaustauschchromatographie nach Angaben des
Herstellers.

2.1.3.3 Phenolextraktion und Ethanolfallung von DNA

Verunreinigungen von DNA-Préaparationen durch Proteine wurden durch
Phenolextraktion entfernt. Dazu wurde die Probe mit dem gleichen
Volumen Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) vermischt. Nach
einer anschlieBenden Zentrifugation in der Tischzentrifuge wurde die
waéssrige Phase abgenommen und die DNA durch Ethanolfallung (siehe
unten) weiter gereinigt.

Eine Féllung von DNA mit Ethanol wurde auch zur Konzentrierung und
Entsalzung von DNA-Proben durchgefiihrt. Dazu wurde die DNA-LGsung
auf eine Konzentration von 0,3 M Natriumazetat, pH 5,2 eingestellt, mit
dem 2,5-fachen Volumen Ethanol versetzt und 30 min bei -80°C inkubiert.
Gefallte DNA wurde durch Zentrifugation fiir 30 min bei 15 000 g und 4°C
isoliert, mit 70% (v/v) Ethanol gewaschen und bei 37°C kurz getrocknet.
Die DNA wurde anschlielend in einem geeigneten VVolumen destilliertem
Wasser, 10mM Tris/HCI, pH 8,0 oder TE-Puffer (siehe 2.6.2)
resuspendiert.

2.1.3.4 Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Konzentration von DNA wurde durch Messung der Absorption bei
260 nm bestimmt. Eine OD,¢, von 1,0 entspricht einer Konzentration von
50 ug/ml  doppelstrangiger DNA, 33 ug/ml einzelstrangiger DNA,
40 ug/ml RNA oder 20 pug/ml  Oligonukleotiden (linearer Bereich:
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0,1-1 ODyg0). Der Quotient OD,go/ODyg ist ein Mal fiir die Reinheit der
Préparation. Er sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen.

2.1.3.5 Nachweis spezifischer DNA-Fragmente mittels
Hybridisierungssonden (Southern Blot)

2.1.3.5.1 Transfer elektrophoretisch aufgetrennter DNA auf
Nitrozellulose

Zum Nachweis spezifischer DNA-Fragmente in einem komplexen DNA-
Gemisch wurde das Verfahren nach Southern (1975) verwendet.
Genomische DNA wurde durch geeignete Restriktionsenzyme verdaut
(siehe 2.1.2.1) und das entstandene Fragmentgemisch auf einem
Agarosegel aufgetrennt (siehe 2.1.3.1). Zum Transfer dieser Fragmente auf
Nitrozellulose wurde das Gel zundchst 10 min in 0.25% (v/v) Salzsdure
und anschlieBend zweimal je 20min in 15M NaCl und
0,5 M Natronlauge inkubiert. Nach Neutralisation mit 1,5 M NaCl, 1 M
Tris, pH 8,0 (zweimal 20 min) wurde das Agarosegel auf ein feuchtes
Whatman Papier, das Verbindung zur einer 2x SSC-Pufferlésung (siehe
2.6.2) hat, gelegt. Auf das Gel wurde eine Nitrozellulose-Membran und ein
Stapel Papierhandtticher geschichtet und 16 bis 20 h mit einem Gewicht
beschwert. Durch Kapillarkréfte wird der Puffer durch das Gel in die
trockenen Papierhandtiicher gesaugt und dabei die DNA aus dem Gel
herausgeldst. Diese bindet durch elektrostatische Wechselwirkungen an
die Nitrozellulose. Durch Erhitzen der Nitrozellulose-Membran (2 h, 80°C)
wurde die DNA darauf fixiert. Der Nachweis der Fragmente erfolgte
anschlielend durch DNA-Hybridisierung (siehe 2.1.3.5.4).
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2.1.3.5.2 Lyse einzelner E. coli Kolonien und Fixierung der
DNA auf Nitrozellulose (Koloniehybridisierung)

Zur schnellen Analyse von gDNA-Banken wurde die Technik der
Koloniehybridisierung verwendet, wie sie im »Dig DNA Labeling and
Detection Kit« der Firma Boehringer-Mannheim beschrieben ist. Zunachst
wurden die Kolonien der gDNA-Banken auf LB*™-Platten (siehe 2.6.1.1)
gestempelt und Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Durch zweiminitiges
Auflegen einer Nitrozellulosemembran auf die Platten wurden die
Kolonien auf diese Ubertragen. Zur Lyse der E. coli Zellen wurde die
Membran zweimal fir 5 min mit Lésung | (0,5 M NaOH; 1,5 M NacCl),
anschlieBend zur Neutralisation zweimal flur 5min mit Losung Il
(2 M Tris/HCI, pH 7,5; 1,5 M NaCl) und einmal mit 2x SSC (siehe 2.6.2)
inkubiert. Um ein Abschwemmen der Kolonien wahrend der Lyse zu
vermeiden, wurde die Membran auf Whatman Papier gelegt, das mit dem
jeweiligen Puffer getrdnkt war. Zur Fixierung der DNA wurde die
Nitrozellulose 2 h auf 80°C erhitzt. Anschliefend wurde eine DNA-
Hybridisierung durchgefthrt.

2.1.3.5.3 Gewinnung einer digoxigeninmarkierten DNA-Sonde

Die Hybridisierungssonde wurde durch Polymerasekettenreaktion (siehe
2.1.1.4) in Gegenwart digoxigeningekoppelten dUTPs mit Hilfe des »Dig
Luminescent Detection Kit« der Firma Boehringer-Mannheim gewonnen.
Unmittelbar vor Gebrauch wurden 100 pl dieses PCR-Ansatzes in 50 ml
Hybridisierungspuffer [7% (m/v) SDS; 50% (v/v) Formamid; 5x SSC
(siehe 2.6.2); 2% (m/v) Blockreagenz der Firma Boeringer Mannheim,
gelost als 10%ige Stammlésung in 100 mM Maleinsdure; 50 mM Natrium-
phosphatpuffer, pH 7.0; 0.1% (m/v) N-Lauroylsarcosin] verdunnt,
anschlieffend 10 min auf 95°C erhitzt und schnell auf Eis abgekdihlt, um
die Doppelstrdnge der DNA zu denaturieren.
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2.1.3.5.4 Nachweis von Genfragmenten durch DNA-
Hybridisierung

Die Analyse der auf Nitrozellulose fixierten DNA erfolgte mit Hilfe des
»Dig Luminescent Detection Kit« der Firma Boehringer Mannheim.
Zunachst wurde die Membran (siehe 2.1.3.5.1 oder 2.1.3.5.2) 2 h bei 39°C
in Hybridisierungspuffer (siene 2.1.3.5.3) inkubiert, um unspezifische
Bindungsstellen abzusattigen. Die Hybridisierung erfolgte Gber Nacht mit
Hilfe einer digoxigeninmarkierten Sonde (siehe 2.1.3.5.3) bei der selben
Temperatur. AnschlieBend wurde zweimal mit 2x Waschpuffer [2x SSC;
0.1% (m/v) SDS] bei Raumtemperatur und zweimal bei 68°C mit
0.5x Waschpuffer gewaschen. Zum Nachweis der gebundenen Sonde,
wurde die Membran zundchst 30 min in Blockpuffer [1% (m/v)
Blockreagenz der Firma Boeringer Mannheim; 100 MM Maleinséure;
150 mM NaCl, pH 7.5] abgeséttigt und weitere 30 min mit einer Anti-
Digoxigeninlésung (a-Digoxigenin 1:10 000 in Blockpuffer) inkubiert.
Nach zweimaligem Waschen wurde die Membran mit CSPD"-detection-
Puffer benetzt und 15 min bei 37°C inkubiert. Durch die ablaufende
Chemolumineszenz-Reaktion konnten mit Digoxigenin markierte Banden
auf einem Rontgenfilm detektiert werden.

2.1.4 Klonierungen

2.1.4.1 Plasmide und E. coli Stamme

Fur die Transkription und Translation mitochondrialer Vorstufenproteine
in vitro wurden Plasmide der pGEM Reihe (Promega) verwendet, in die
die betreffende cDNA unter Kontrolle des SP6-Promotors kloniert war.
Die ligierten Plasmide wurden in den E. coli Stamm DH5a transformiert.

Die Expression von Proteinen in E. coli erfolgte mit Hilfe der Vektoren
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pQE9 (Qiagen) und pMAL-cRI (BioLab), die eine Klonierung des
gewunschten Gens unter Kontrolle des Lac-Promotors ermdglichten. Die
Proteinexpression wurde durch Zugabe von 1 mM Isopropylthiogalaktosid
(IPTG) in die E.coli Kultur induziert. Durch eine Klonierung der
entsprechenden Gene in den Vektor pQE9 wurde Proteinen eine
N-terminale Hexahistidinsequenz (HIS-tag) angehangt. Zur Expression
eines Fusionsproteins aus dem Maltosebindungsprotein (MBP) und Ymel
wurde der Vektor pMAL-cRI (BioLab) verwendet. Dadurch konnte das
Protein nach der Expression mit Hilfe einer Amylose-Matrix (BioLab)
aufgereinigt werden.

Die Transformation von Expressionsplasmiden erfolgte in den E. coli
Stamm XL1-Blue, der den Lac-Repressor Lacl exprimiert. Dadurch war
die Expression des rekombinanten Proteins in Abwesenheit von IPTG
weitestgehend unterdriickt.

Zur Expression von Proteinen in Hefe wurden die Vektoren pRS314
(BioLab) und pVTUL100 (Vernet et al., 1987) verwendet. Der Vektor
pRS314 enthalt Centromer (CEN) und Replikationsursprung (ARS1) der
Hefe und kodiert zudem fir ein Enzym der Tryptophanbiosynthese
(TRP1), um auf dieses Plasmid selektionieren zu kdnnen. Zur stérkeren
Expression von IAP-1* wurde das entsprechende Gen unter die Kontrolle
des konstitutiven Promotors des ADH1-Gens in den 2u-Vektor pVTUL100
kloniert. Dieser Vektor kodiert fir ein Enzym der Uracilbiosynthese
(URAZ3). Hefeexpressionsplasmide wurden entweder in den E. coli Stamm
DH5a oder MH1 transformiert.

Fir die Expression von IAP-1 in N. crassa wurde der Vektor pCB1179
(Prokisch et al., 2000) verwendet. Dieser Vektor enthalt den N. crassa
Chinasaurepromotor qa2 (Geever et al., 1989) und, zur Selektion auf das
Plasmid, zusatzlich das Hygromycin-Resistenz-Gen.
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2.1.4.2 Klonierungsstrategien

2.1.4.2.1 Klonierung von pGEM4-TCM62

Fur die in vitro Synthese von Tcm62 wurde das entsprechende Gen mittels
PCR mit den folgenden Primern aus genomischer DNA amplifiziert:

5'-Primer: 5'-CCC GGATCC ATG CTG AGG AAT TGT TTG-3'

3'-Primer: 5-CCCGTCGACTTATCT AGG CTT TGT GCC-3'

Das PCR-Produkt wurde zundchst in den Vektor pCR™2.1 (Invitrogen)
mit Hilfe der TA-Klonierungstechnik kloniert (siehe 2.1.2.3). Aus dem
erhaltenem Plasmid wurde das TCM62 Gen durch Restriktionsverdau mit
den Enzymen BamHI und Sall (Gibco) reisoliert und in den mit den
gleichen Enzymen geschnittenen Vektor pGEM4 gesetzt. Nach der
Ligation wurde das Plasmid in den E. coli Stamm DH5a transformiert.

2.1.4.2.2 Klonierung von pGEM4-iap-1 und pGEM4-iap-14AN33

Fur die in vitro Synthese der Proteine IAP-1 und IAP-1AN33 wurden die
entsprechenden Genfragmente mittels PCR (siehe 2.1.1.4) mit den
folgenden Primern unter Verwendung des Cosmids G9:G8 (siehe 3.2.1.2)
als Matrize amplifiziert:

fur IAP-1:
5'-Primer: S-TAATGA ATT CAC CAT GTC TTC CCG CCA GCT CG-3'

fur IAP-1AN33:
5'-Primer: S-TTT AAT GAATTC ACC ATG AGC ACC CAC CAG CCC G-3

3'-Primer: S-TTA TTG GAT CCT CAG TGA TGG TGA TGG TGG TGC GCG
GGC ACA GGC GGC-3'
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pGEM-Plasmide

Referenz

PGEM4-TCM62

Klanner et al., 2000;
diese Arbeit

pGEM4-YME1

T. Langer (unveroffentlicht)

PGEM4-iap-1 (gDNA)

diese Arbeit

PGEM4-iap-14N33 (gDNA) diese Arbeit
PGEMT-iap-1* (Ymel-Prasequenz; cDNA) [diese Arbeit
PGEM4-map-1 (gDNA) diese Arbeit

PGEM4-yme24N33

Leonhard et al., 2000

DGEM4-yme24C23

Leonhard et al., 2000

Expressionsplasmide fur E. coli Referenz
PQE9-TCM62 diese Arbeit
PQEGO-AAA Leonhard et al., 1999
pPQEGO-IMD Leonhard et al., 1999
PMAL-cRI-YME1 diese Arbeit
PMAL-cRI-ymelAPD diese Arbeit
Expressionsplasmide fr S. cerevisiae Referenz
pRS314-iap-1* (cDNA) diese Arbeit
pVTUL100-iap-1* (cDNA) diese Arbeit

PRS314-ymelAN

B. Guiard (unveroffentlicht)

pVTU100-mtGFP

Westermann und Neupert, 2000

Expressionsplasmide fir N. crassa

Referenz

pCB1179-iap-1 (JDNA)

diese Arbeit

Tabelle 1: Verwendete Plasmide

Die Klonierungsstrategien flr die in dieser Arbeit erstellten Plasmide sind unter Abschnitt

2.1.4.2 beschrieben.
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Die PCR-Fragmente wurden mit den Restriktionsenzymen EcoRI und
BamHI verdaut und in den mit den gleichen Enzymen geschnittenen
Vektor pGEM4 gesetzt. Nach der Ligation wurden die Plasmide in den
E. coli Stamm DH5a transformiert. Beide Konstrukte enthalten ein Intron
von 66bp, was zu einem vorzeitigen Kettenabbruch der
Translationsprodukte fiihrt.

2.1.4.2.3 Klonierung von pGEMT-iap-1*

Fur die in vitro Synthese von 1AP-1* wurde das entsprechende Gen mittels
PCR mit den folgenden Primern unter Verwendung des Plasmid
pRS314-iap-1* als Matrize (siehe 2.1.4.2.7) amplifiziert:

5'-Primer: 5-CCCTTT CTG CAG ATG AACGTT TCA AAAATACTT G-3

3'-Primer: S-AAATTT AAGCTT TCACCTTTGCTCCTT GCT CTC ACC-3'

Das PCR-Fragment wurde mit Hilfe der TA-Klonierungstechnik (siehe
2.1.2.3) in den Vektor pGEMT (Promega) gesetzt und das erhaltene
Plasmid in den E. coli Stamm DH5a transformiert.

2.1.4.2.4 Klonierung von pGEM4-map-1

Fur die in vitro Synthese von MAP-1 wurde das entsprechende Gen mittels
Polymerasekettenreaktion mit den folgenden Primern aus genomischer
DNA amplifiziert:

5'-Primer: S-TTT AAATCT AGA ATG GCG GTC AGATTT CGC CAATCG-3

3'-Primer: S-AAATTT AAGCTTTCACCT TTGCTCCTT GCT CTC ACC-3'

Das PCR-Fragment wurde mit den Restriktionsenzymen Xbal und Hindlll
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verdaut und in den mit den gleichen Enzymen geschnittenen Vektor
pPGEM4 gesetzt. Das erhaltene Plasmid wurde in den E. coli Stamm DH5a
transformiert.

2.1.4.2.5 Klonierung von pQE9-TCM62

Fir die Expression von Tcm62 in E. coli (siehe 2.5.1.1.1) wurde das
entsprechende Gen in den Expressionsvektor pQE9 (Qiagen) kloniert.
Dazu wurde das Plasmid pGEMA4-TCM62 (siehe 2.1.4.2.1) mit den
Enzymen BamHI und Hindlll verdaut und das erhaltene 1.6 kb Fragment
in den mit den gleichen Enzymen geschnittenen Vektor pQE9 gesetzt. Das
erhaltene Plasmid wurde in den E. coli Stamm XL1-Blue transformiert.

2.1.4.2.6 Klonierung von pMal-cRI-YME1 und
pMal-cRI-ymelA4PD

Fur die Expression der Fusionsproteine MBP-Ymel und MBP-YmelAPD
in E. coli wurden die entsprechenden Gene in den Expressionsvektor
PMAL-cRI (BioLab) kloniert. Die Gene wurden durch PCR mit den
folgenden Primern aus genomischer DNA gewonnen:

5-Primer: 5-GGG GAA TTC TAT TCT GAA AAG AAT AGC GGT GAA ATG C-3

fur Ymel:

3'-Primer: 5-CCC AGA TCT AAG CTT TCA GTG ATG GTG ATG GTG ATG TGC
ATT TAA CAT TGT AGG AAT TTT GG-3'

fur YmelAPD:

3'-Primer: 5-AAA CCC GTC GAC TCA GTG ATG GTG ATG GTG ATG CTT TCT
CTC AGC ACC CAT C3'
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Beide 3'-Primer enthalten sechs Histidin kodierende Tripletts. Die PCR-
Fragmente wurden mit den Restriktionsenzymen EcoRI und Hindlll (fur
YME1) bzw. Sall (fir ymelAPD) verdaut und in den mit den gleichen
Enzymen geschnittenen Vektor pMAL-cRI kloniert. Die erhaltenen
Plasmide wurden in den E. coli Stamm XL1-Blue transformiert.

2.1.4.2.7 Klonierung von pRS314-iap-1*

Fur Komplementationsstudien in S. cerevisiae wurde das Hybridprotein
IAP-1* verwendet, um einen effizienten Import in Mitochondrien zu
erreichen. IAP-1* setzt sich aus der Prasequenz und zwei weiteren
Aminosauren von Ymel (Aminosduren 1-49) und dem reifen IAP-1
(Aminosduren 62-738) zusammen. Die beiden Polypeptidabschnitte
werden durch die Aminosduren Alanin und Cystein verbunden. Das
entsprechende Genfragment iap-1* enthalt die intronlose Sequenz. In dem
Plasmid pRS314-iap-1* wird das Protein unter der Kontrolle des
endogenen YMEZ1-Promotors exprimiert.

Die Klonierung des Plasmids pRS314-iap-1* erfolgte in mehreren
Schritten: Zunédchst wurde das Intron von iap-1 entfernt und so eine iap-1-
cDNA gewonnen. Anschlielend wurde dieses Konstrukt, ohne die DNA-
Sequenz, die fir die Prasequenz kodiert, unter die Kontrolle des
endogenen YMEZ1-Promotors in den Vektor pRS314 gesetzt, der die DNA-
Sequenz der Prasequenz von Ymel enthielt.

Klonierung von iap-1-cDNA (pGEM4-iap-1):

Da aus der N. crassa-cDNA-Bibliothek (siehe 3.2.1.2) nur ein am 5"-Ende
verklrztes DNA-Fragment von iap-1 identifiziert werden konnte (CK2),
wurde die vollstandige iap-1-cDNA erst durch einen zusétzlichen
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Klonierungsschritt gewonnen. Dazu wurde ein das Intron enthaltendes
DNA-Fragment von iap-1 (gDNA) durch eine intronlose Sequenz ersetzt.
Das entsprechende DNA-Fragment wurde durch PCR mit den folgenden
Primern unter Verwendung des cDNA-Plasmids CK2 als Matrize
amplifiziert.

5'-Primer: S-TTT GGATCC GGC TTG AGC AGC ATC AAG-3'

3'-Primer: S-TTT AAA AAG CCT TCA CGC GGG CAC AGG CGG CGG-3

Das PCR-Produkt wurde mit den Restriktionsenzymen Sacll und Pstl
verdaut und in das mit den gleichen Enzymen geschnittene Plasmid
pGEM4-iap-1 (gDNA) gesetzt.

Gewinnung der Promotorregion und DNA-Sequenz der Présequenz von
Ymel:

Durch »Exsite-PCR« wurde ein 6,2 kb Fragment von dem Plasmid
pRS314-A6p (Weber et al., 1996) amplifiziert, das die komplette Sequenz
des Vektors pRS314 (Sikorski und Hieter, 1989), die endogene
Promotorregion (bp -764-1) und die flr die mitochondriale Prasequenz von
Ymel kodierende DNA-Sequenz (bpl1-49) erhielt (pRS314-Pro+Pré). Die
PCR wurde mit einer Mischung aus Tag- und Pfu-Polymerase (2:1) unter
Verwendung der folgenden Primer durchgefihrt:

5-Primer: 5-GGG AAA TTT CAT ATG ACG TAT GAA GGA ACC TAC CTC
AAG ACC-3'

3-Primer. 5-AAA CTT GGG GCA TGC AGA ATA AAA ACG GTA GAA CTT
CTT TGA-3'
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Folgendes Programm wurde verwendet:

1) 2min 94°C
2) 30 Zyklen: 1 min 94°C
45sec 62°C
6 min 68°C
3) 10 min 68°C

Klonierung von iap-1* in den Vektor pRS314 unter die Kontrolle des
endogenen YME1-Promotors:

Aus dem oben erhaltenem Konstrukt pGEM4-iap-1 (cDNA) wurde das
Gen iap-1, ohne die fir die mitochondriale Préasequenz kodierende DNA-
Sequenz, durch PCR mit den folgenden Primern gewonnen:

5-Primer: 5-TTT GGG TTT GCATGC TTT GGA AAC GGT GGT CTC TCG C-3'

3-Primer: 5-AAA TTT AAA CAT ATG TCA CGC GGG CAC AGG CGG CGG
CGG-3'

Das PCR-Fragment wurde mit den Restriktionsenzymen Ndel und Sphl
verdaut und in das mit den gleichen Enzymen geschnittene Plasmid
pRS314-Pro+Prad (siehe oben) kloniert. Das erhaltene Konstrukt
pRS314-iap-1* wurde in den E. coli Stamm MH1 transformiert.

2.1.4.2.8 Klonierung von pVTU100-iap-1*

Fur eine starkere Expression von IAP-1* (siehe 2.1.4.2.7) in S. cerevisiae
wurde das Protein unter die Kontrolle des konstitutiven Promotors des
ADH1-Gens kloniert. Dazu wurde das entsprechende Gen iap-1* mittels
PCR mit den folgenden Primern aus dem Plasmid pRS314-iap-1*(siehe
2.1.4.2.7) amplifiziert:
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5'-Primer: S-CCCTTT CTG CAG ATG AACGTT TCA AAAATACTT G-3'

3'-Primer: 5-CCC AAAGGATCC GAG GTAGGT TCCTTC ATACG-3'

Das PCR-Fragment wurde mit den Restriktionsenzymen Pstl und BamHI
verdaut und in den mit den gleichen Enzymen geschnittenen Vektor
pVTUL00 gesetzt. Das erhaltene Plasmid wurde in den E. coli Stamm
DH5a transformiert.

2.1.4.2.9 Klonierung von pCB1179-iap-1

Fur die Expression von iap-1 in N.crassa wurde das Gen unter die
Kontrolle des Promotors des ga2-Gens, der durch Chinasdure induziert
wird, in den Vektor pCB1179 Kkloniert. Dazu wurde das Plasmid
pGEM4-iap-1 (siehe 2.1.4.2.2) mit den Enzymen EcoRIl und BamHI
verdaut. Das resultierende 2.1 kb Fragment wurde in den mit den gleichen
Enzymen geschnittenen Vektor pCB1179 gesetzt und das erhaltene
Plasmid in den E. coli Stamm DH5a transformiert.

2.2 Genetische Methoden

2.2.1 Hefegenetik

2.2.1.1 Kultivierung von S. cerevisiae

Die Anzucht von Hefekulturen erfolgte standardmaRig nach Sambrook et
al. (1989) entweder auf YP-Vollmedien oder, falls eine Selektion auf
Auxotrophiemarker erforderlich war, auf SC-Medien (siehe 2.6.1.2). Fir
die Isolierung von Mitochondrien wurden die Hefen unter respiratorischen
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Bedingungen auf Laktatmedium Kkultiviert (siehe 2.6.1.2). Als
Kohlenstoffquellen dienten entweder 2% (m/v) Glukose, 2% (m/v)
Galaktose oder 3% (m/v) Glyzerin, die den jeweiligen Medien zugesetzt
wurden. Die Anzucht erfolgte bei 30°C. Eine Ausnahme bildete der
thermosensitive Stamm Atcm62, der, wenn nicht anders angegeben, bei
24°C inkubiert wurde. Die Kultivierung in flissigen Medien erfolgte unter
Schitteln (120-160 Upm) in groRvolumigen Erlenmeyerkolben.

Um die Atmungsaktivitdt der Mitochondrien verschiedener Stamme zu
untersuchen (petite-Phanotyp), wurden Verdinnungsreihen verschiedener
Kulturen auf Agarplatten aufgetropft. Die Stdamme wurden hierzu zundchst
in dem gewdinschten Medium bis zur logarithmischen Wachstumsphase in
Flissigkulturen angezogen. 0.5 OD-Einheiten jeder Kultur wurden isoliert
und in 500 pl sterilem Wasser resuspendiert. AnschlieBend wurden diese
Kulturen 5 mal je 1:10 mit Wasser verdinnt und von jeder Verdiinnung je
3 ul auf die Platte getropft. Die Ergebnisse konnten nach 4 Tagen
Inkubation bei 30°C oder 37°C oder nach 7 Tagen bei 15°C ausgewertet
werden.

2.2.1.2 Transformation von S. cerevisiae

2.2.1.2.1 Transformation Lithiumazetat-konditionierter
Hefezellen mit rekombinanter DNA

Die Transformation von Hefezellen mit Lithiumazetat wurde nach Gietz et
al. (1992) durchgefuhrt. Eine Kultur (50 ml) in YP- oder SC-Medium
(siehe 2.6.1.2) mit 2% (m/v) Glukose wurde bis zu einer ODs7g von 0,5
unter Schitteln bei 30°C inkubiert. Die Zellen wurden durch
Zentrifugation (3 000 g; 5 min; RT) geerntet, mit 25 ml H,O gewaschen
und in 1 ml 100 mM LiAc resuspendiert. Nachdem der Ansatz in ein
1,5 ml Eppendorfreaktionsgefal? Gberfuhrt worden war, wurden die Hefen
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durch erneute Zentrifugation in der Tischzentrifuge (15 000 g; 30 sec; RT)
gesammelt, nochmals in 500 ul 100 mM LiAc resuspendiert, zu 50 pl
portioniert und erneut reisoliert. Auf das Zellpellet wurde 250 pl
Transformationslosung [50% (m/v) PEG 3350; 36 ul 1 M LiAc; 25 ul
einzelstrangige, denaturierte DNA (2 mg/ml) (unmittelbar vor Zugabe
5 min bei 95°C inkubieren, dann schnelle Abkihlung auf 4°C); 1-5 ug des
gewunschten Plasmids bzw. PCR-Fragments in 50 pl H,O] gegeben. Die
Hefezellen wurden durch starkes Schiitteln resupendiert und 30 min bei
30°C inkubiert. Nach einem anschliefenden Hitzeschock von 20 min bei
42°C wurden die Zellen durch eine kurze Zentrifugation gesammelt, in
200 pl H,O aufgenommen und auf SC-Medium (siehe 2.6.1.2) ausplattiert.

Fur die Deletion von TCM62 durch homologe Rekombination wurden die
transformierten Zellen nach dem Hitzeschock zunéchst in 200 ul YPD-
Medium (siehe 2.6.1.2) 2-3 h bei 24°C inkubiert, um die Expression des
Kanamycinresistenzgens zu ermdglichen. AnschlieBend wurden die Hefen
auf YP-Platten, denen 500 pug/ml Geneticin (G418) zugesetzt waren,
ausgestrichen.

2.2.1.2.2 Disruption der Gene TCM62 und YMEL in
S. cerevisiae

Die Gendisruption in S.cerevisiae erfolgte durch homologe
Rekombination nach der Methode von Wach et al. (1994). Zunachst
wurden Disruptionskassetten durch PCR mit den angegebenen
Primerpaaren (siehe Tabelle 2) amplifiziert, die entweder ein
Kanamycinresistenzgen (zur Disruption von TCM62) bzw. den
Histidinauxotrophiemarker HIS3 (zur Disruption von YME1L) enthielten.
Durch die Primer wurde den Disruptionskassetten wahrend der PCR an
ihren 5 und 3°-Enden kurze DNA-Sequenzen angehangt, die den
Regionen unmittelbar vor und nach dem jeweiligen Gen im Genom
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entsprachen. Als PCR-Template dienten die Plasmide pFA6a-KanMX4
bzw. pFA6a-HIS3MX6 (Wach et al., 1994).

Rekombinationskassette Primer

Tcm62-KAN1

5'-Primer: 5-CAC ACT ACT GTA AAC ATA AAA CTC
TCT TAT GCT TTA ACG AGT ATG CGT ACG CTG
CAG GTC GAC-3'

3'-Primer: 5-TTA CAA TGA CTC ATT CTG ACT ATT|
TAA AAG TAT GTA AGG GCT TTA ATC GAT GAA
TTC GAG CTC G-3'

Ymel-HIS3

5'-Primer: 5-ATG AAC GTT TCA AAA ATACTT GTG
TCG CCC ACG GTC ACG ACA AAT CGT ACG CTG
CAG GTC GAC-3'

3'-Primer: 5-TGC ATT TAA CAT TGT AGG AAT TTT|
GGG TTT ATC ATC GCC TAT ATA ATC GAT GAA

TTC GAG CTC G-3'

Tabelle 2: Verwendete DNA-Primer zur Gewinnung der Rekombinationskassetten
zur Disruption der Gene TCM62 und YME1 in S. cerevisiae

Die PCR-Fragmente wurden anschlieBend in Hefezellen des
Wildtypstammes W303-1A transformiert (siehe 2.2.1.4). Aufgrund der
flankierenden Regionen wurden die Disruptionskassetten durch homologe
Rekombination stabil in den genomischen Ziel-Lokus integriert, was zur
vollstandigen Deletion der Gene TCM62 bzw. YMEL1 fiihrte. Die Selektion
der Transformanden erfolgte auf YPD-G418- bzw. SC-Medium, ohne
Histidin (siehe 2.6.1.2). Positive Klone wurden zusétzlich durch PCR
uberpruift.

2.2.1.3 Kreuzen und Sporulation von Hefezellen

Zum Kreuzen zweier Stamme mit unterschiedlichen Paarungstyp wurden
diese frisch auf Agarplatten angezogen. Zellen beider Stdmme wurden
anschliefend auf einer YPD-Platte (siehe 2.6.1.2) mit der Impfdse
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gemischt und 4-8 h bei 30°C inkubiert. Durch Ausstreichen auf SC-Platten
(siehe 2.6.1.2) konnte Uber je einen Auxotrophiemarker der beiden Stdimme
auf  diploide  Hefezellen selektioniert werden. Nach einem
Reinigungsausstrich auf einer entsprechenden SC-Platte wurden die
diploiden Zellen auf nahrstoffarmen Platten [1% (m/v) KAc; 2% (m/v)
Agar] zur Sporulation angeregt. Die Platten wurden eine Woche bei 30°C
inkubiert und die Sporen der einzelnen Tetraden anschlieRend mit einem
Mikromanipulator getrennt. Die Sporen wurden zunéchst auf YPD-Platten
angezogen. Die gewiinschten haploiden Stéamme wurden nachfolgend mit
Hilfe der zur Verfugung stehenden Auxotrophiemarker auf SC-Medium
isoliert.

2.2.1.4 Verwendete Stamme von S. cerevisiae

Alle in dieser Arbeit konstruierten und verwendeten Stdmme von
S. cerevisiae sind von dem haploiden Wildtypstamm W303-1A (Deutsche
Stammsammlung fir Mikroorganismen) abgeleitet (Tabelle 3). Die
Disruption der Gene TCM62 bzw. YMEL1 erfolgte wie unter Kapitel
2.2.1.2.2 beschrieben. Zur Herstellung der Stdmme ymeldN,
Aymel-iap-1*, Aymel-ADH1-iap-1* wurden die entsprechenden Plasmide
in den angegebenen Disruptionsstamm transformiert. Die Gewinnung
dieser Plasmide ist im Kapitel 2.1.4.2 beschrieben.
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Stamm Genotyp Referenz
W303-1A MATa ade2-1 his3-11,15 leu2,112Deutsche
trpl ura3-52 canl-100 Stammsammlung fiir
Mikroorganismen
W303-1B MATa ade2-1 his3-11,15 leu2,112Deutsche
trpl ura3-52 canl1-100 Stammsammlung fir
Mikroorganismen
Atcm62 MATa ade2-1 his3-11,15 leu2,112|Klanner et al., 2000
trpl ura3-52 canl-100 diese Arbeit
tcm62::KAN1
Aymel-ADE?2 MATa ade2-1 his3-11,15 leu2,112)A. Tzagoloff
trpl ura3-52 can1-100
ymel::ADE?2
Aymel-HIS3 MATa ade2-1 his3-11,15 leu2,112/diese Arbeit
trpl ura3-52 canl-100
ymel::HIS3
ymelAN MATa ade2-1 his3-11,15 leu2,112diese Arbeit
trpl ura3-52 can1-100
ymel::ADE2
pRS314-ymelAN
Aymel-iap-1* MATa ade2-1 his3-11,15 leu2,112/diese Arbeit
trpl ura3-52 canl-100
ymel::HIS3
pRS314-iap-1*
Aymel-ADH1-  |[MATa ade2-1 his3-11,15 leu2,112diese Arbeit
lap-1* trpl ura3-52 can1-100

ymel::HIS3

pVTU100-iap-1*

Tabelle 3: Verwendete Hefestamme
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2.2.2 N. crassa Genetik

2.2.2.1 Kultivierung von N. crassa

Die Kultivierung von N. crassa erfolgte im Wesentlichen nach Davis und
de Serres (1970).

2.2.2.1.1 Gewinnung der Konidien

Die Anzucht der Konidien erfolgte in 250 ml Erlenmeyerkolben auf
Vollmedium (siehe 2.6.1.3) mit 2% (m/v) Agar, so dal} ein Wachstum des
Myzels nach oben ermdglicht wurde. Zun&chst wurde mit einigen
silikatgetrockneten Hyphen (siehe 2.2.2.1.3) das Medium angeimpft und
3-7 Tage bei 30°C im Dunklen inkubiert. Um die Ausbildung der Konidien
anzuregen, wurden die Kulturen anschlielfend flr weitere 3-5 Tage bei
Raumtemperatur und Tageslicht kultiviert. Das Ernten der Konidien
erfolgte durch Abschwemmen mit 50 ml sterilem Wasser. Um abgel0dste
Hyphen von den Konidien abzutrennen, wurde die Suspension durch
sterile Watte filtriert. Die Konzentration der Konidien wurde durch
Auszéhlen unter einem Lichtmikroskop bestimmt.

2.2.2.1.2 Anzucht der Hyphen

Die Kultivierung von N. crassa erfolgte standardmaRig fur 15 h bei 25°C
in MIN-Medium (siehe 2.6.1.3), das mit 2x10° Konidien/11 Kultur
angeimpft wurde. Um ein ausreichendes Wachstum zu garantieren, wurde
sterile Luft in die Kulturen geblasen und diese beleuchtet (Davis und de
Serres, 1970). Zur Induktion des ga2-Promotors wurden 0,1% (m/v)
Chinasaure, pH 6,8 zugesetzt und gleichzeitig der Glukoseanteil auf
0,5% (m/v) reduziert.
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Die Bestimmung des Wachstumsphanotyps wurde in sogenannten
»Racingtubes« durchgefihrt. Dazu wurde das entsprechende Medium
[Glyzerinmedium, Azetatmedium oder MIN-Medium (siehe 2.6.1.3) mit
2% (m/v) Agar] in die liegenden Tubes gegossen, so daR diese etwa bis zur
Halfte gefillt waren. 2x10° Konidien wurden an einem Ende angeimpft
und die Kulturen flr mehrere Tage bei den angegebenen Temperaturen
inkubiert. Das Wachstum wurde durch Ausmessen der gewachsenen
Strecke ermittelt.

2.2.2.1.3 Konservierung der Hyphen durch Silikattrocknung

Die aus einem Anzuchtkolben gewonnenen Konidien (siehe 2.2.2.1.1)
wurden mit 10 ml steriler Milch [10% (m/v) Milchpulver in Wasser;
autoklaviert] geerntet und durch sterile Watte filtriert. AnschlieRend
wurden 3 mal je 1 ml dieser Suspension mit etwa 1 g sterilem Kieselgel
vermischt und 2-3 Wochen in einem Exsikkator getrocknet. Die Kulturen
wurden bei 4°C (fur ein Jahr) oder bei -80°C (fur mehrere Jahre) gelagert.

2.2.2.2 Transformation von N. crassa

2.2.2.2.1 Gewinnung transformationskompetenter
Spharoplasten

Zur Transformation der N. crassa Stdmme wurden zunachst Sphéroplasten
hergestellt. Dazu wurden 2x10° Konidien (siehe 2.2.2.1.1) in
MIN-Medium (siehe 2.6.1.3) bei 30°C solange inkubiert, bis etwa 90%
aller Konidien ausgekeimt waren (~4-6 h). Das Auskeimen der Konidien
konnte unter einem Lichtmikroskop beobachtet werden. Anschliel}end
wurden die Konidien geerntet (480 g; 10 min), mit Wasser gewaschen und
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in 10 ml 1 M Sorbitol resuspendiert. Zur Herstellung der Sphéroplasten
wurde die Zellwand mit Novozym 234 (3 mg/ml) 30-60 min bei 30°C
verdaut. Das Enzym wurde anschlieBend zweimal mit 1 M Sorbitol und
STC-Puffer (50 mM Tris/HCIl, pH 8,0; 50 mM CaCl,; 1 M Sorbitol)
ausgewaschen und das Pellet in 15 ml STC, 4 ml PTC [50 mM Tris/HCI,
pH 8,0; 50 mM CaCl,; 40% (m/v) PEG] und 200 pl DMSO resuspendiert.
Die Sphéroplastensuspension wurde aliquotiert, langsam bei -20°C
eingefroren und bei -80°C aufbewahrt.

2.2.2.2.2 Transformation der Spharoplasten

Die Transformation der N. crassa Stamme wurden nach der Methode von
Staben et al. (1989) und Vollmer und Yanofsky (1986) durchgefiihrt. Dazu
wurden 100 ul Sphéaroplastensuspension mit einer Mischung aus 5 ul DNA
(entspricht etwa 1-5 pg), 2 pl Spermidin/HCI (50 mM) und 5 pl Heparin
(5 mg/ml in STC) versetzt und 30 min auf Eis inkubiert. Die Probe wurde
mit 1 ml PTC-Puffer (siehe 2.6.2) heftig gemischt und 20 min bei
Raumtemperatur belassen. Dieser Transformationsansatz wurde iIn
Top-Agar [1x Vogel (siehe 2.6.1.3), 18% (m/v) Sorbitol, 3% (m/v) Agar]
aufgenommen und auf FIGS-Agar-Platten [2% (m/v) Sorbose, 0,05% (m/v)
Fruktose, 0,05% (m/v) Glukose, 2% (m/v) Agar] mit 200 pg/ml
Hygromycin zur Selektion ausgegossen. Die Platten wurden 3-4 Tage bei
30°C inkubiert.

2.2.2.2.3 Gewinnung von Mikrokonidien zur Herstellung
homokaryontischer Stamme

Nach einer Transformation enthalten Hyphen von N. crassa wegen ihrer
Mehrkernigkeit neben transformierten auch nicht transformierte Kerne.
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Durch  Wachstum dieser heterokaryontischer Stamme auf einem
lodoazetathaltigen Medium wurden die Hyphen zur Ausbildung
einkerniger Mikrokonidien angeregt, aus denen dann homokaryontische
Stdmme angezogen werden konnten (Ebbole und Sachs, 1990). Die
Ausbildung der Mikrokonidien erfolgte fur 7-10 Tage bei 25°C auf
Mikrokonidien-Medium (siehe 2.6.1.3) bei einem Tag/Nacht-Rhythmus
von jeweils 12 h. Das Ernten erfolgte durch Abschwemmen mit sterilem
Wasser. Zur Abtrennung der Makrokonidien wurde durch ein steriles
Duraporfilter  (PorengrofRe: 5 pum) filtriert und anschlieend die
Konzentration der Mikrokonidien im Durchlauf durch Auszahlen unter
einem Lichtmikroskop bestimmt. Zur Gewinnung homokaryontischer
Stdmme wurden etwa 2 000 Mikrokonidien 2-3 Tage bei 30°C auf einer
Sorbose™?-Platte (siehe 2.6.1.3) inkubiert.

2.2.2.3 Gendisruption in N. crassa durch »repeat-induced
point mutation« (RIP)

Eine typische Eigenschaft des Genoms von N. crassa ist die Erkennung
und Veranderung duplizierter DNA-Sequenzen wahrend des sexuellen
Vermehrungszykluses. Durch den Mechanismus der »repeat-induced point
mutation« (Cambareri et al., 1989; Selker, 1990) kommt es spontan zum
Austausch von GC zu AT Paaren in beiden vorliegenden Kopien des
entsprechenden Gens, was in der Regel zu Kettenabbriichen des
Translationsprodukts fuhrt. Dieser Mechanismus kann zur Inaktivierung
spezifischer Gene genutzt werden. Hierzu wird zunédchst ein Plasmid, das
das gewuinschte Gen enthélt, in Wildtypzellen transformiert (siehe 2.2.2.2),
mit einem zweitem Wildtypstamm des komplementéren Paarungstyps
gekreuzt (siehe 2.2.2.4) und die entstandenen Ascosporen isoliert. Durch
Western-Blot Analyse und Sequenzierung des entsprechenden DNA-
Abschnitts wird die Disruption des Gens tberprift.
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2.2.2.4 Kreuzung und Sporulation von N. crassa Zellen

Zur Kreuzung zweier N.crassa Stamme mit unterschiedlichem
Paarungstyp wurde zundchst ein Elternstamm auf stickstoffarmem MM-X-
Medium (siehe 2.6.1.3) fuir 5-10 Tage bei 24°C im Dunklen kultiviert, um
den sexuellen Vermehrungszyklus zu induzieren. Die ausgebildeten
Protoperithezien wurden mit 1 ml Konidiensuspension des reziproken
Elternstammes befruchtet und weiter 10 Tage bei 24°C im Dunklen
belassen. Eine Inkubation an Licht (1-72h) stimulierte dann das
Auskeimen der Ascosporen, die zunéchst auf Hartagarplatten [4% (m/v)
Agar] ausgestrichen wurden. Einzelne Sporen wurden auf MIN-Medium
uberimpft, fir 1 h bei 60°C aktiviert und zum Auskeimen und weiteren
Mycelwachstum 3 Tage bei 29°C inkubiert.

2.2.2.5 Verwendete Stamme von N. crassa

Fur die in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen und Klonierungen
wurde der Wildtypstamm St. Lawrence 74A K93-12A verwendet. Die
Herstellung des Stammes iap-1°'" erfolgte durch »repeat induced point
mutation« nach  Transformation (siehe 2.2.2.2) des Plasmids
pCB1179-iap-1 (siehe 2.1.4.2.9) und anschlieender Kreuzung und
Sporulation (siehe 2.2.2.4) mit dem komplementaren Wildtypstamm
St. Lawrence 74A K93-5a. Durch Transformation von pCB1179-iap-1 in
den Stamm iap-1~"" wurde der Stamm iap-1~'"-iap-1 erhalten.
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Stamm Genotyp Referenz

St. Lawrence 74AWildtyp Fungal Genetic Stock

K93-12A Center, Kansas City, KS,
USA

St. Lawrence 74Alisogener Wildtyp Fungal Genetic Stock

K93-5a Center, Kansas City, KS,
USA

iap_lRIP iap_1E95H;H150T;P236SE2505TOP dieser ArbGit

iap—lR'P—iap-l iap_1E95H;H150T;P2368E2508TOP_ diese Arbeit

lap-1

Tabelle 4: Verwendete Stamme von N. crassa

2.3 Proteinchemische Methoden

2.3.1 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentrationen erfolgte mit Hilfe des
»BioRad-Proteinassays« (Bradford, 1976). Hierzu wurde jeweils eine
geeignete Verdunnung der Proteinldsung mit 1 ml einer 1:5 Verdiinnung
des Farbstoffkonzentrats gemischt und fir mindestens 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Absorption wurde bei 595 nm gemessen.
Die Quantifizierung erfolgte durch Erstellen einer Eichkurve mit Proben
bekannter BSA-Konzentration (0-12 pg).

2.3.2 Fallung der Proteine mit Trichloressigséaure (TCA)

Proteine wurden aus walriger Losung durch Zugabe von 72% (m/v) TCA
(Endkonzentration 12,5%) gefallt. Nach 30 min Inkubation auf Eis wurde
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10 min bei 30 000 g abzentrifugiert und zweimal mit -20°C kaltem Aceton
gewaschen. Die gefallten Proteine wurden fir 10 min bei 56°C getrocknet
und in SDS-Probenpuffer (siehe 2.6.2) resuspendiert.

2.3.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Proteine wurden durch diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektro-
phorese (SDSPAGE) nach Laemmli (1970) aufgetrennt. Folgende
Ldsungen wurden verwendet:

Sammelgel: 5% (w/v) Acrylamid
0,033-0,099% (w/v) Bisacrylamid
0,1% (w/v) SDS
60 mM Tris/HCI, pH 6,8
0,05% (w/v) APS
0,1% (v/v) TEMED
Trenngel: 12-16% (w/v) Acrylamid
0,075-0,1% (w/v) Bisacrylamid
0,1% (w/v) SDS
385 mM Tris/HCI, pH 8,8
0,05% (w/v) APS
0,035% (v/v) TEMED
Bodengel: 20% (w/v) Acrylamid
0,135-0,4 % (w/v) Bisacrylamid
0,1% (w/v) SDS
375 mM Tris/HCI, pH 8,8
0,05% (w/v) APS
0,25% (v/v) TEMED

Die Proben wurden in SDS-Probenpuffer (siehe 2.6.2) gel6st und vor dem
Auftrag fir 5min auf 95°C erhitzt. Die Elektrophorese erfolgte in
vertikalen Kammern bei konstanten 30 mA. Der Laufpuffer enthielt 10 g/l
SDS, 144 g/l Glycin und 30 g/l Tris. Nach Beendigung der Elektrophorese
wurden die Proteine entweder auf Nitrozellulose Ubertragen (siehe 2.3.5)
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oder mit Coomassie-Brilliant-Blau R-250 angefarbt (siehe 2.3.4).

2.3.4 Coomassiefarbung von SDS-Polyacrylamid-Gelen

Nach der SDS-PAGE (siehe 2.3.3) wurden Sammelgel und Bodengel vom
Trenngel entfernt. Das Trenngel wurde in 30% (v/v) Methanol; 10% (v/v)
Essigsaure; 0,1% (m/v) Coomassie-Brillant-Blau R-250 bei Raum-
temperatur 10 bis 30 min unter leichtem Schutteln gefarbt. AnschlieRend
wurde das Gel mit 30% (v/v) Methanol, 10% (v/v) Essigséure entfarbt und
uber Nacht zwischen zwei Geltrocknungsfolien (Promega) getrocknet.

2.3.5 Transfer elektrophoretisch aufgetrennter Proteine auf
Nitrozellulose-Membranen (Western-Blot)

Durch SDS-PAGE (siehe 2.3.3) aufgetrennte Proteine wurden nach der
von Towbin et al. (1979) und Kyshe-Anderson (1984) beschriebenen
Methode elektrophoretisch auf eine Nitrozellulose-Membran Ubertragen.
Dabei wurden die Membran und das Gel zwischen mehrere mit Blotpuffer
[0,02% (m/v) SDS, 20 mM Tris, 150 mM Glycin, 20% (v/v) Methanol]
getrdnkte Whatman-3MM-Filterpapiere gelegt und so zwischen zwei
Graphitelektroden angeordnet, da die Membran relativ zur Anode vor
dem Gel zu liegen kam. Der Transfer erfolgte fir 1,5h bei 1 mA/cm?,
wobei die Proteine aus dem Gel wanderten und auf der Membran
zurlickgehalten wurden. AnschlieBend wurden die Proteine auf der
Nitrozellulose mit Ponceau S [0,2% (m/v) Ponceau S in 3% (m/v) TCA]
angefarbt.
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2.3.6 Quantifizierung von Proteinbanden durch
Autoradiographie und Phosphorimaging

Nitrozellulose-Membranen mit radioaktiv markierten Proteinen wurden auf
einem RoOntgenfilm  exponiert (Autoradiographie). Die auf den
Rontgenfilmen  sichtbaren  Banden wurden mit Hilfe eines
Durchlichtscanners (Amersham) eingelesen und ihre Intensitat gemessen
(Densitometrie). Alternativ wurden die Nitrozellulose-Membranen nach
dem Transfer der Proteine direkt auf Phosphorimaging-Platten exponiert
und die Intensitdt der radioaktiv markierten Proteinbanden durch einen
Phosphorimager der Firma Fuji bestimmt.

2.3.7 Synthese radioaktiv markierter Vorstufenproteine in vitro

Die Synthese radioaktiv markierter Vorstufenproteine erfolgte wie bei
Pelham und Jackson (1976) beschrieben. Zunachst wurde das gewtinschte
Gen mit Hilfe der SP6-RNA-Polymerase in mRNA transkribiert und
anschlieBend in Kaninchen-Retikulozytenlysat in Gegenwart von
[*S]-Methionin translatiert. Die Gene befanden sich unter Kontrolle des
SP6-Promotors auf einem Plasmid der pGEM-Reihe (siehe 2.1.4.1).

2.3.7.1 Transkription

Ein Transkriptionsansatz hatte folgende Zusammensetzung: 60 pl Pramix
(40 mM HEPES/KOH, pH 7,4; 6 mM MgAc,; 2 mM Spermidin, 100 pug/ml
BSA, 10 mM DTT, 100 uM GTP, je 500 uM ATP, CTP, UTP), 250 uM
m'G(5)ppp(5)G, 10-20pg Plasmid-DNA, 200U RNasin, 40U
SP6-Polymerase und H,O zu einem Gesamtvolumen von 200 pl. Nach
einstindiger Inkubation bei 37°C wurden 20 ul 10 M Lithiumchlorid und
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600 pl 96% (v/v) Ethanol (-20°C) zugegeben, 30 min bei -70°C inkubiert
und die RNA pelletiert (33000 g; 15 min; 4°C). Nach Waschen mit
70% (v/v) Ethanol wurde die RNA bei 30°C fir 5 min getrocknet und in
50 ul H,O mit 25 U RNasin resuspendiert.

2.3.7.2 Translation im Retikulozytenlysat

Die Translation von Vorstufenproteinen in vitro erfolgte nach der Methode
von Sollner et al. (1991). Dazu wurden 70 pl Kaninchen-Retikulozyten-
lysat, 2 pul RNasin (40 U/pl), 2 pl Aminosauregemisch (alle proteinogenen
Aminosduren auBer Methionin, je 1mM), 8pul *[S]-Methionin
(20 mCi/ml) und 16 pl mRNA (siehe 2.3.7.1) gemischt. Der Ansatz wurde
60 min bei 30°C inkubiert. Durch Zentrifugation des Translationsansatzes
(100 000 g; 30 min; 4°C) wurden an Ribosomen gebundene unvollstéandig
translatierte Polypeptidketten entfernt. Anschlielend wurden 2,5 ul 0,2 M
Methionin und 20 pl 1,5 M Saccharose zugegeben. Der Translationsansatz
wurde portioniert, in flissigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C
gelagert.

2.3.8 Gelfiltrationschromatographie

Eine Abschatzung des nativen Molekulargewichts von Proteinkomplexen
erfolgte durch Gelfiltration. Dazu wurden isolierte Mitochondrien
(0,6-2mg) in einem geeigneten Lysepuffer (siehe entsprechende
Figurenlegenden) 15 min unter heftigem Schitteln bei 4°C solubilisiert.
Das Aufbrechen der Membranen von E.coli Zellen (10 OD-Einheit)
erfolgte durch Beschallen in einem Ultraschallgerat (Branson) (Stufe: 3;
duty cycle: 40%; 4°C; je 3x 10 sec). In beiden Fallen wurde nicht lysiertes
und aggregiertes Material durch Zentrifugation (90 000 g; 15 min; 4°C)
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abgetrennt und der Uberstand auf eine mit Laufpuffer (siehe entsprechende
Figurenlegenden) dquilibrierte Gelfiltrationssaule (Superose 6; Amersham)
geladen (FluBrate 0,3 ml/min). Die eluierten Proteine wurden in 500 pl
Fraktionen gesammelt, durch TCA-Fallung (siehe 2.3.2) konzentriert und
mittels SDS-PAGE (siehe 2.3.3) und Western-Blot (siehe 2.5.2) analysiert.
Zur Abschétzung der molekularen Masse von Proteinkomplexen wurde das
Elutionsvolumen folgender Proteine bestimmt: Hsp60 (840 kDa);
Thyreoglobulin (669 kDa); Apoferritin, (443 kDa); Alkoholdehydrogenase
(150 kDa); BSA (66 kDa); Carboanhydrase (29 kDa).

2.3.9 Expression und Reinigung von Ymel und YmelAPD als
MBP-Fusionsproteine

Ymel und YmelAPD wurden mit Hilfe eines an den N-Terminus
fusionierten  Maltose-Bindungs-Proteins, das spezifische an eine
Amylosematrix binden kann, gereinigt. Zusatzlich enthielten die Proteine
eine C-terminale Hexahistidinsequenz, so dal} in einem zweiten Schritt mit
Hilfe einer Ni-NTA-Agarose-Sdule am C-Terminus verkirzte Ymel-
Abbauprodukte, die wéhrend der Expression der Proteine gebildet wurden,
abgetrennt werden konnten (siehe 3.3.1.1).

Die Expression der Fusionsproteine erfolgte in dem E.coli Stamm
XL1-Blue (siehe 2.1.4.1) mit Hilfe der Plasmide pMAL-cRI-YME1 bzw.
PMAL-cRI-ymelAPD (siehe 2.1.4.2.6). Die transformierten Stadmme
wurden in LB™-Medium (siehe 2.6.1.1) bei 37°C bis zur mittleren
logarithmischen Phase (ODszg ~1) kultiviert. Die Induktion der Gene
erfolgte durch Zugabe von 2mM IPTG fir 1h bei der gleichen
Temperatur. Durch Zentrifugation (4 500 g; 10 min; 4°C) wurden die
Zellen geerntet und das erhaltene Zellpellet in flussigem Stickstoff
eingefroren. Eine Zellmenge, die 2 000 OD-Einheiten entsprach, wurde in
100 ml  Lysepuffer [30 mM HEPES/KOH, pH 7,4; 150 mM KACc;
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10% (m/v)  Glyzerin; 10 mM [(-Mercaptoethanol; 1mM PMSF]
resuspendiert und unter Kihlung 10 mal mit je 10 StéfRen in einem
Ultraschallgerat (Branson) beschallt (Stufe: 5; duty cycle: 80%), um die
Zellen aufzuschlieBen. Unlosliche Membranbruchstiicke wurden durch
Zentrifugation (30 000 g; 20 min; 4°C) abgetrennt und der Uberstand auf
eine Amylose-Agarose-Saule (Gelbett 5 ml; FluBgeschwindigkeit 12 cm/h)
geladen. Ungebundenes Material wurde durch Waschen mit 50
Séulenvolumen Lysepuffer entfernt (FluBgeschwindigkeit 30 cm/h).
Gebundene Proteine wurden mit 25 ml Lysepuffer, dem 10 mM Maltose
zugesetzt waren, eluiert. Das Eluat wurde in 2,5 ml Fraktionen gesammelt
und die proteinenthaltenden Fraktionen mit Hilfe des Bradford-Assays
(siehe 2.3.1) bestimmt und vereinigt.

Zur weiteren Aufreinigung wurde dieses Eluat mit 10 mM Imidazol
versetzt und auf eine Ni-NTA-Agarose-Sdule geladen (Flul3-
geschwindigkeit 15 cm/h). Die Saule wurde mit 50 Saulenvolumen
Waschpuffer ~ (Lysepuffer mit 10mM  Imidazol)  gewaschen
(FluRgeschwindigkeit 114 cm/h) und gebundenes Protein mit 400 mM
Imidazol in Lysepuffer eluiert. Das gereinigte Protein wurde gegen 30 mM
HEPES/KOH, pH 7,4, 50 MM KAc, 10% (m/v) Glyzerin dialysiert,
aliquotiert und in flussigem Stickstoff eingefroren. Die Reinheit der
Préparation wurde mittels SDS-PAGE und Coomassiefarbung tberprift.
Die Quantifizierung erfolgte densitometrisch (siehe 2.3.6).

2.3.10 Messung der ATPase-Aktivitat

ATPase-Aktivitaten wurde nach der Methode von Lanzetta et al. (1979)
bestimmt. Fir die Messungen wurde das folgende Farbreagenz hergestellt:
340 mg Malachitgrin wurden in 75ml H,O gelost und mit einer
Ammoniummolybdatlésung [10,5g (NH4)eM070,4 in 250 ml 4 M HCI]
gemischt. Der Ansatz wurde mit H,O auf 1 | aufgefullt, Gber Nacht bei 4°C
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inkubiert und anschlieBend ausgefallene Salze durch Filtration entfernt.
Direkt vor Gebrauch wurden der Losung 0,1% (v/v) Triton X-100
zugesetzt.

Zur Messung der ATPase-Aktivitat wurden standardméafig 2,4 uM Enzym
(berechnet als Monomer) in ATPase-Puffer [30 mM HEPES/KOH, pH 7,4;
50 mM KACc; 4 mM MgACc;; 10% (m/v) Glyzerin] mit 2 mM ATP versetzt
und fir die angegebenen Zeiten bei 30°C inkubiert. Je 50 pl dieses
Ansatzes wurden anschliefend mit 800 pl Farbreagenz vermischt. Die
Ausbildung des Phosphormolybdatkomplexes wurde nach 1,5 min durch
Zugabe von 100 pl 34% (m/v) Zitronensdure gestoppt. Nach einer
Inkubation von 30 min bei Raumtemperatur wurde die Konzentration des
freien Phosphates durch Absorptionsmessung bei 640 nm bestimmt. Eine
Quantifizierung  erfolgte mit Hilfe von Proben  Dbekannter
Phosphatkonzentration (KH,PQO,4: 0-15 uM).

2.4 Zellbiologische Methoden

2.4.1 Zellbiologische Methoden bei S. cerevisiae

2.4.1.1 Zellaufschluf durch alkalische Lyse
(»Rodel-AufschluB«)

Die Extraktion von Gesamtzellprotein aus Hefe fir Western-Blot Analysen
erfolgte durch alkalische Lyse und wurde wie bei Yaffe und Schatz (1984)
beschrieben, durchgefihrt. 0,5 OD-Einheiten einer logarithmisch
wachsenden Kultur (ODs7g ~1) wurden durch Zentrifugation (15 000 g;
30 sec; RT) geerntet, mit TE-Puffer (siehe 2.6.2) gewaschen und in 500 pl
H,O resuspendiert. Nach Zugabe von 75 pl 1,85 M NaOH, 7,5% (v/v)
B—Mercaptoethanol, 10 mM PMSF und 10% (v/v) Ethanol wurde die
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Probe gemischt und fur 10 min auf Eis inkubiert. Anschlie’end wurden die
Proteine durch Zugabe von 575 pul 50% (m/v) TCA gefallt (-20°C),
zweimal mit 500 ul Aceton (-20°C) gewaschen, 10 min bei 56°C
getrocknet, in 30 pul SDS-Probenpuffer (siehe 2.6.2) resuspendiert und
mittels SDS-PAGE und Western-Blot analysiert.

2.4.1.2 Isolierung von Mitochondrien aus S. cerevisiae

2.4.1.2.1 »Schnellpréaparation« von Mitochondrien oder
Membranen von S. cerevisiae

Die schnelle Praparation kleiner Mengen an Mitochondrien oder
Membranen fir Western-Blot Analysen erfolgte durch Aufschluf? der
Zellen mit Glasperlen. Dazu wurden zunédchst Hefezellen von einer auf
YP- oder SC-Agarose-Platte (siehe 2.6.1.2) wachsenden Kultur
abgenommen, in ein 1,5 ml ReaktionsgefalR tberfihrt und in sterilem
Wasser resuspendiert. Zur Isolation ganzer Mitochondrien wurde ein
Volumen dieser Hefesuspension, das einer OD Einheit von 1 entsprach,
reisoliert und in 200 pul SEMP-Puffer (siehe 2.6.2) aufgenommen; zur
Extraktion von Membranen wurde die gleiche Zellmenge in dem
hypotonischen Puffer (50 mM Tris/HCI, pH 7,4; 10 MM EDTA; 5 mM
PMSF) resuspendiert. Anschliefend wurde das gleiche Volumen (200 pl)
Glasperlen (Durchmesser 0,3 mm) zugegeben und dreimal je 30 sec mit
einem Vortex-Mixer gemischt. Zwischen den Intervallen wurden die
Proben zur Abkihlung jeweils 30sec auf Eis inkubiert. Nach
Abzentrifugation der Glasperlen (370g; 10min; 4°C) wurde der
Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR tberfihrt, die Mitochondrien oder
Membranen 10min bei 16000g, 4°C isoliert und in 25ul
SDS-Probenpuffer geltst. Bei der Préparation von Membranen mufite ein
Erwédrmen der Proben auf Gber 40°C vermieden werden, da dies zu einer
starken Aggregation der isolierten Membranproteine fiihrte.
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2.4.1.2.2 Praparation von Mitochondrien aus S. cerevisiae

Die Isolierung von Mitochondrien erfolgte nach Herrmann et al. (1994)
und Zinser und Daum (1995). Die Zellen wurden auf Laktatmedium (siehe
2.6.1.2) bis zu einer ODs75 von 0,8-1,5 kultiviert. Die Ernte der Zellen
erfolgte durch Zentrifugation (3 000 g; 5 min; RT). Nach Waschen mit
H,O wurde das Zellpellet gewogen und in 100 mM Tris, 10 mM DTT
(2 ml/g Zellen) resuspendiert. Die Zellsuspension wurde 10 min bei 30°C
(der thermosensitive Stamm Atcm62 bei 24°C) unter leichtem Schutteln
inkubiert, abermals zentrifugiert und mit 40-100ml 1,2 M Sorbitol
gewaschen.

Zur Herstellung von Sphéroplasten wurden die Zellen in 20 mM
Kaliumphosphatpuffer, .y 7,4, 1,2 M Sorbitol, (6,67 ml/g Zellen) mit
Zymolyase (5 mg/g Zellen) resuspendiert und 30-45 min bei 30°C (der
thermosensitive Stamm Atcm62 bei 24°C) unter leichtem Schitteln
inkubiert. Die Effizienz der Zymolyasebehandlung wurde Uberpriift, indem
50 ul Zellsuspension in 2 ml H,O gegeben und kurz geschttelt wurden.
Die Zymolyasebehandlung war ausreichend, wenn die Suspension nach
einigen Sekunden klar wurde.

Alle folgenden Schritte erfolgten auf Eis und mit gekuhlten Geréten. Die
Sphéroplasten wurden durch Zentrifugation (2500g; 5 min; 4°C)
gesammelt, in Homogenisierungspuffer [10 mM Tris/HCI, pH 7,4; 0,6 M
Sorbitol; 1 mM EDTA; 1 mM PMSF; 0,2% (m/v) fettsaurefreies BSA]
resuspendiert (6,67 ml/g Zellen) und mit einem Dounce-Homogenisator
geoffnet (12 StoRe). AnschlieBend wurde die Suspension zweimal
zentrifugiert (3 000 g; 5 min; 4°C), um die Mitochondrien von Zellresten
zu trennen. Der Uberstand wurde jeweils in ein neues Zentrifugenrohrchen
uberfihrt. Die darin enthaltenen Mitochondrien wurden durch
Zentrifugation (12 000 g; 12 min; 2°C) gesammelt und in 10 ml SEM-
Puffer (siehe 2.6.2) resuspendiert. AnschlieBend wurde ein weiteres Mal
zentrifugiert (3 000 g; 5 min; 2°C), um noch vorhandene Zellbestandteile
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abzutrennen. Nach erneuter Zentrifugation des Uberstandes (12 000 g;
12 min; 2°C) wurden die Mitochondrien in 0,5-1 ml SEM-Puffer
resuspendiert und die Proteinkonzentration auf 10 mg/ml eingestellt. Die
Mitochondriensuspension wurde in 25-100 pl-Aliquots in flissigem
Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert.

2.4.1.2.3 Subfraktionierung von Hefezellen

Zur Lokalisierung von Tcm62 wurden Zellen von S. cerevisiae in eine
mitochondriale und postmitochondriale Fraktion geteilt. Dazu wurden
zunachst nach der Methode von Caplan und Douglas (1991) Hefezellen in
Spharoplasten umgewandelt (siehe 2.4.1.2.2) und mittels eines Douncer-
Homogenisators aufgebrochen. Durch Zentrifugation (10 000 g; 10 min;
4°C) wurden Membranbruchstiicke und Mitochondrien vom post-
mitochondrialen Uberstand abgetrennt. Zur vollstandigen Abtrennung
wurde die Mitochondrienfraktion erneut in Homogenisierungspuffer (siehe
2.4.1.2.2) resuspendiert, homogenisiert und zentrifugiert. Beide
Uberstande wurden vereinigt und durch Zentrifugation ein weiteres mal
gereinigt. Die  Proteinkonzentration  dieses  postmitochondrialen
Uberstandes betrug ~2-5 mg/ml.

Um Membranbruchstiicke, Zytosol und andere Mikrosomen vollstéandig
von den Mitochondrien abzutrennen wurde die mitochondriale Fraktion
durch eine Zentrifugation im Saccharosegradienten (20%; 30%; 40%;
50%; 60% (m/v) Saccharose in 10 mM MOPS/KOH, pH 7,4, 100 mM
KCI, 1mM EDTA, 1 mM PMSF; 240 000 g; 15 min; 4°C) gereinigt.
Mitochondrien akkumulieren zwischen der 40%igen und 50%igen
Saccharose-Phase. Sie wurden gesammelt, durch Zentrifugation
konzentriert (12 000 g; 10 min; 4°C), mit SEM-Puffer (siehe 2.6.2)
gewaschen und anschlieBend im gleichen Puffer resuspendiert
(Konzentration ~10 mg/ml).
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2.4.1.3 Gewinnung von Mitoplasten durch hypotones
Schwellen

Unter hypotonen Bedingungen wird die Aullenmembran der
Mitochondrien selektiv ge6ffnet, wahrend die Innenmembran intakt bleibt.
Werden Mitochondrien in Anwesenheit von Proteinase K (PK) unter
hypotonen Bedingungen geschwollen, so werden alle sich im
Intermembranraum  befindenden  Proteine  oder  Proteindoménen
proteolytisch abgebaut, wéhrend in der Matrix lokalisierte Proteine oder
Proteindoménen vor dem proteolytischem Abbau geschitzt sind.
Mitochondrien (50 pg) wurden in 1 ml 20 mM HEPES/KOH, pH 7,4 und
50 mM KAc resuspendiert, mit 30 pug/ml PK (40 U/ml) versetzt und
30 min auf Eis inkubiert. Die Protease wurde durch Zugabe von 1,5 mM
PMSF inhibiert. AnschlieBend wurden die Mitoplasten durch
Zentrifugation isoliert (18 000g; 10 min; 4°C), gewaschen und in
SDS-Probenpuffer (siehe 2.6.2) lysiert. Die Proben wurden mittels
SDS-PAGE und Western-Blot analysiert. Die Effizienz der Schwellung
wurde durch Immundekoration des Blots mit Antiseren gegen die
mitochondrialen Proteine Mdj1, Mgel, Tim44, Ytal0 (Matrixproteine) und
Cythochrom-c-Peroxidase (CCPO) (Intermembranraumprotein) geprift.

2.4.1.4 Translation mitochondrial kodierter Proteine in vivo

Zur Analyse der mitochondrialen Proteinsynthese unter Hitzestre3 wurden
Zellen des Wildtyp- oder Atcm62-Stammes zundchst bei 30°C in
SC-Glukose-Medium ohne Methionin (siehe 2.6.1.2) bis zur stationéren
Phase kultiviert, in SC-Glyzerin-Medium ohne Methionin verdinnt
(ODs7 ~0,15) und Uber Nacht bei 24°C geschittelt. Im Anschlu? wurden
die Kulturen erneut verdinnt (ODsz5~0,5; SC-Glyzerin-Medium ohne
Methionin) und eine weitere Stunde bei 24°C inkubiert, um alle Zellen in
eine aktive Wachstumsphase zu tberfiihren. Diese Kulturen wurden im
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Folgenden 2 h bei 24°C, 30°C oder 37°C geschdttelt und anschlielRend die
verbleibende  mitochondriale  Proteinsynthese  durch  radioaktive
Markierung der mitochondrialen Translationsprodukte untersucht. 500 pl
Kultur wurden mit 150 pg/ml Cycloheximid versetzt und 1 min inkubiert,
um die zytosolische Proteinsynthese zu inaktivieren. Danach wurden
80 pCi/ml *[S]-Methionin zugegeben und 15 min bei 24°C, 30°C bzw.
37°C geschuttelt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 500 pg/ml
Chloramphenicol und 4 mM nichtradioaktivem Methionin gestoppt
(20 min; 24°C, 30°C bzw. 37°C). Um das Gesamtzellprotein zu isolieren,
wurden 100 ul Lysepuffer [1,85 M NaOH; 7,5% (v/v) 3-Mercaptoethanol;
10 mM PMSF; 20 mM Methionin; 10% (v/v) Ethanol] zugesetzt. Nach
einer zehnmindtigen Inkubation auf Eis wurden die Proteine durch Zugabe
von 440 ul 72% (m/v) TCA geféllt (siehe 2.3.2). Die Proben wurden
zentrifugiert (30 000 g; 10 min; 4°C), zweimal mit Aceton gewaschen und
45 min bei 4°C in 30 ul LiDS-Puffer (siehe 2.6.2) gelost. Um eine
Aggregation der sehr hydrophoben mitochondrialen Translationsprodukte
zu verhindern, wurden die Proben vor der SDS-PAGE nicht bei 95°C
inkubiert.

2.4.1.5 Translation mitochondrial kodierter Proteine in
isolierten Mitochondrien von S. cerevisiae
(»in organello Translation«)

Die Translation mitochondrial kodierter Proteine in isolierten
Mitochondrien von S. cerevisiae (in organello Translation) erfolgte wie
bei Pajic et al. (1994) und Langer et al. (1995) beschrieben. Dazu wurden
typischerweise 60 pug Mitochondrien in 50 pl Translationspuffer (20 mM
Tris/HCI, pH 7,2; 15 mM KH,PO, pH 7,2; 150 mM KCI; 12,5 mM
MgSO,; 0,6 M Sorbitol; 0,3 mg/ml fettsaurefreies BSA; 0,012 mg/ml aller
proteinogenen Aminosauren auer Methionin; 4 mM ATP; 0,5 mM GTP;
5mM a-Ketoglutarat; 5mM Phosphoenolpyruvat; 24 pg/ml
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Pyruvatkinase) resuspendiert. Nach einer Vorinkubation von 2 min bei
24°C wurden 100-300 pCi/ml **[S]-Methionin zugegeben und die Proben
30 min bei 24°C inkubiert. Durch Zugabe von 20 mM Methionin wurde
die Translation radioaktiv markierter Proteine gestoppt.

Zur Untersuchung der Loslichkeit neu synthetisierter Translationsprodukte
unter HitzestreR wurden die Proben anschlieBend 30 min bei 24°C
(Kontrolle) bzw. bei 37°C inkubiert und in Lysepuffer [0,1% (v/v)
Triton X-100; 10 mM Tris/HCI, pH 7,4; 150 mM NaCl; 5 mM EDTA;
10 MM PMSF; 10 min; 4°C] lysiert. Durch Zentrifugation (30 000 g;
10 min; 4°C) wurden die I6slichen Proteine von den Aggregaten getrennt.
Der Uberstand wurde mit 5% (m/v) TCA (siehe 2.3.2) gefallt. Alle Proben
wurden anschlieBend in SDS-Puffer (siehe 2.6.2) gel6st und durch
SDS-PAGE und Autoradiographie analysiert.

2.4.2 Zellbiologische Methoden bei N. crassa

2.4.2.1 Schnellpraparation von Membranen

Die Extraktion von Membranen von N.crassa Hyphen erfolgte durch
einen Gefrieraufschlu® &hnlich der Isolierung genomischer DNA (siehe
2.1.1.3). 30 ml einer Uber-Nacht-Kultur wurden mit Hilfe einer Nutsche
isoliert und in einen Morser Gberfiihrt. Durch UbergieRen der Hyphen mit
flissigem Stickstoff konnten diese zusammen mit einer Spatelspitze Sand
zu einem feinem Pulver verrieben werden. Dieses Pulver wurde
anschlief3end in ein Eppendorfreaktionsgefal tberfihrt und in 1 ml SEMP-
Puffer (siehe 2.6.2) resuspendiert. Der Sand wurde durch Zentrifugation
der Proben (1 000 g; 10 min; 4°C) abgetrennt. Aus dem Uberstand wurden
die Membranen durch Zentrifugation isoliert (16 000 g; 10 min; 4°C) und
anschlielend in SDS-Probenpuffer aufgenommen.
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2.4.2.2 Isolierung von Mitochondrien aus N. crassa

Zur Isolierung von Mitochondrien aus N. crassa wurden Hyphen einer
Uber-Nacht-Kultur durch Absaugen in einer Nutsche isoliert, gewogen und
in einen Morser Uberfihrt. Alle folgenden Schritte erfolgten auf Eis und
mit gekihlten Puffern und Geraten. Die Zellen wurden mit Quarzsand und
SEMP-Puffer (siehe 2.6.2) (je 1 ml pro 1 g Hyphen) versetzt und unter
Reiben und Driicken mit einem Pistill ithre Membranen aufgebrochen.
AnschlieBend wurde noch zweimal die gleiche Menge SEMP-Puffer
zugegeben und jeweils 1 min gemischt. Durch zwei Zentrifugationen
wurde zunéchst der Sand abgetrennt (je 2000 g; 10 min; 4°C). Die
Mitochondrien wurden aus dem Uberstand durch Zentrifugation isoliert
(30000g; 12min; 4°C), in SEM-Puffer aufgenommen und eine
Proteinbestimmung durchgefthrt (siehe 2.3.1).

2.4.2.3 Submitochondriale Lokalisierung von Proteinen
durch Digitoninfraktionierung

Da die AuRenmembranen der Mitochondrien von N.crassa unter
hypotonen Bedingungen intakt bleiben, wurde fir die Lokalisierung der
Proteine MAP-1 und IAP-1 die Methode der Digitoninfraktionierung
angewendet. Durch Titration der Digitoninkonzentration konnten
schrittweise zunéchst die AuBenmembranen, bei htheren Konzentrationen
oder, durch Zugabe von 0,17% (v/v) Triton X-100, auch die
Innenmembranen der Organelle lysiert werden. Je 6,5 mg/ml
Mitochondrien wurden in SEMK-Puffer (siehe 2.6.2), der verschiedene
Digitoninkonzentrationen (0; 0,05; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5%) enthielt,
resuspendiert und 5 min in Gegenwart von Proteinase K (100 pg/ml) bei
4°C inkubiert. Die Proben wurden anschlieend mit SEMK-Puffer
verdinnt (Verhéltnis 1:5) und 30 min auf Eis belassen. Durch eine weitere
Verdinnung (1:8) und Zugabe von 1mM PMSF wurde die
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Proteasereaktion gestoppt. Anschlieend wurden die Mitochondrien durch
Zentrifugation isoliert (5 000 g; 10 min; 4°C) und mittels SDS-PAGE und
Western-Blot analysiert.

2.4.3 Import in vitro synthetisierter Vorstufenproteine in
Mitochondrien

Der in vitro Import von Vorstufenproteinen wurde wie bei Mayer et al.
(1995) und Wagner et al. (1994) beschrieben durchgefihrt. Fir einen
Standard-Importansatz wurden je 30 pg Mitochondrien (0,2 mg/ml) von
S. cerevisiae in Importpuffer | [50 MM HEPES/KOH, pH 7,2; 80 mM KClI;
10 MM MgAc,; 0,5 M Sorbitol; 3% (m/v) BSA (fettsaurefrei)] und von
N. crassa in Importpuffer Il [10 mM MOPS/KOH, pH 7,2; 80 mM KClI;
5mM MgCly; 250 mM  Sucrose; 3% (m/v) BSA  (fettsaurefrei)]
resuspendiert und mit 2 MM NADH und 2 mM ATP versetzt. Zuséatzlich
wurden Kreatinphosphat (15 mg/ml) und Kreatinkinase (150 pg/ml) zur
Regeneration von ATP zugegeben. Dieser Ansatz wurde 3-5 min bei 25°C
gemischt. Nach Zugabe der in Retikulozytenlysat synthetisierten
Vorstufenproteine (0,5-10%) (siehe 2.3.7) wurden die Proben 15 min bei
25°C inkubiert und der Import anschlieRend durch Abkihlen der Proben
auf 4°C und Zerstérung des Membranpotentials durch Zugabe des
Importinhibitors (50 uM  Valinomycin, 800 uM  Antimycin, 2 mM
Oligomycin) gestoppt. Nicht importierte Proteine wurden mittels Trypsin
(100 pg/ml) oder Proteinase K (50 pg/ml) abgebaut (15 min; 4°C). Nach
Beendigung des Proteaseverdaus durch Zugabe des 20-fachen molaren
Uberschusses an Trypsininhibitor (STI) bzw. PMSF (2 mM), wurden die
Mitochondrien abzentrifugiert (4 500 g, 10 min; 4°C) und mit SHKCI-
Puffer (siehe 2.6.2) gewaschen.

Um die Stabilitdt neu importierter Proteine zu untersuchen, wurden die
Mitochondrien nach dem Proteaseverdau erneut durch Zentrifugation
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isoliert (4500 g; 10 min; 4°C), in dem entsprechenden Importpuffer mit
NADH (2mM), ATP (2mM), Kreatinphosphat (15 mg/ml) und
Kreatinkinase (150 pg/ml) aufgenommen (Proteinkonzentration: 2 mg/ml)
und bei 37°C fur die angegebenen Zeiten inkubiert. Um ein Absenken der
ATP-Konzentration in den Mitochondrien zu verhindern, wurde in diesem
Fall auf die Zerstorung des Membranpotentials durch den Inhibitor
verzichtet. Die Ansétze wurden mittels SDS-PAGE und Autoradiographie
analysiert.

2.4.4 Alkalische Extraktion mitochondrialer Membranen
(Carbonatextraktion)

Durch die sogenannte Carbonatextraktion kann zwischen integralen
Membranproteinen und 16slichen Proteinen oder nur peripheren
Membranproteinen unterschieden werden, da erstere im Gegensatz zu
zweiteren unter den alkalischen Bedingungen nicht geldst werden (Fujiki
et al., 1982). Mitochondrien (100 pug) wurden in 0,1 M Na,COs, pH 11,5
resuspendiert, 15sec heftig gemischt und 30 min auf Eis inkubiert.
Unldsliche Proteine wurden anschlielend durch Zentrifugation (10 000 g;
30 min; 4°C) sedimentiert und in SDS-Probenpuffer (siene 2.6.2) lysiert.
Die l6slichen Proteine wurden mit 24% (m/v) TCA geféllt (siehe 2.3.2)
und ebenfalls in SDS-Probenpuffer aufgenommen. Alle Proben wurden
mittels SDS-PAGE und Western-Blot analysiert.
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2.5 Immunologische Methoden

2.5.1 Herstellung polyklonaler Antiseren in Kaninchen

Die Gewinnung polyklonaler Antikorper erfolgte durch Injektion
geeigneter Antigene in Kaninchen. Das Antiserum wurde aus dem Blut,
das dem Kaninchen aus der Ohrvene entnommen wurde, hergestellt (siehe
2.5.1.2). Als Antigene dienten entweder rekombinante Proteine, die in
E. coli exprimiert wurden oder in vitro synthetisierte Peptide, die zuvor an
Keyhole-Limpet-Hamocyanin aus M. crenulata (KLH) gekoppelt wurden
(siehe 2.5.1.1.2).

2.5.1.1 Gewinnung der Antigene

2.5.1.1.1 Heterologe Expression von Tcm62 aus S. cerevisiae
in E. coli

Als Antigen zur Gewinnung eines Serums gegen Tcm62 wurde das
Gesamtprotein heterolog in E. coli von dem Plasmid pQE9-TCMG62 (siehe
2.1.4.2.5) exprimiert. Die Induktion des Gens erfolgte durch Zugabe von
IPTG (1 mM) in eine logarithmisch wachsende E. coli Kultur bei 37°C fir
5h. Unter diesen Bedingungen bildete Tcm62 unldsliche Einschluf-
korperchen (inclusion bodies), die leicht isoliert werden konnen. 1| der
induzierten Kultur wurde durch Zentrifugation (4 000 g; 15 min; 4°C)
geerntet und das erhaltene Zellpellet in 8 ml Puffer S1 [50 mM Tris/HCI,
pH 8,0; 25% (m/v) Sucrose] resuspendiert. Anschlielend wurden die
Zellen mit Lysozym (1 mg/ml Lysozym; 10 min;, RT) behandelt, der
Ansatz mit 200 ml Lysepuffer [1% (v/v) Triton X-100; 50 mM Tris/HCI,
pH 8,0; 25% (m/v) Sucrose; 10 mM DTT; 25 mM EDTA; 1 mM PMSF]
verdunnt und tber Nacht bei -80°C eingefroren. Der Zellaufschlul3 erfolgte
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durch Beschallen in einem Ultraschallgerat (Stufe: 5; duty cycle: 40%; je
3x10sec). Die im Detergens unléslichen EinschluRkérperchen wurden
durch Zentrifugation (31000 g; 20 min; 4°C) isoliert und zweimal mit
Waschpuffer (20 mM Tris/HCI, pH 7,4; 50 mM DTT; 1 mM EDTA; 1 mM
PMSF), dem 0,1% (v/v) bzw. kein Triton X-100 zugesetzt war, gewaschen.
Das Proteinpellet wurde in Harnstoffpuffer (8 M Harnstoff; 50 mM
Tris/HCI, pH 7,4, 50 mM DTT) gelost, mit Hilfe der SDS-PAGE
aufgetrennt und auf eine Nitrozellulose-Membran Ubertragen. Nach
Anfarbung der Membran mit Ponceau S wurden die entsprechenden
Proteinbanden aus der Nitrozellulose-Membran ausgeschnitten und in
200 pl DMSO gelost.

2.5.1.1.2 Gewinnung eines Peptidantiserums gegen IAP-1;
Kopplung von Peptiden an Keyhole-Limpet-
Hamocyanin (KLH)

Fir die Gewinnung eines epitopspezifischen, gegen den C-Terminus von
IAP-1 gerichteten  Antikdrper wurde das synthetische Peptid
CKKEVERVIRGEK verwendet, das den Aminosauren 675-686 entsprach.
Dieses Oligopeptid wurden von Neosystem S.A., Straburg, nach
Merrifield (1963) chemisch synthetisiert. Uber das aminoterminale
Cystein, das nicht in IAP-1 vorhanden ist und zu diesem Zweck eingeflhrt
wurde, konnte es kovalent an das Maleimid-aktivierte Tragerprotein KLH
aus M. crenulata (Imject, Pearce) gebunden werden. Hierfir wurden KLH
(2mg) in 200 ul Wasser gel6st und mit 200 pl des Oligopeptids
(Konzentration 10 mg/ml in 50 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 7,2)
gemischt. Nach Inkubation von 2 h bei 25°C wurde das Konjugat durch
Gelfiltration  (ber eine PD 10-Saule (Amersham) in 100 mM
Natriumchlorid, 20 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 7,2, tberfiihrt.
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2.5.1.2 Gewinnung der Antiseren

Die Gewinnung der Antiseren erfolgte nach der Methode von Sollner et al.
(1990). 200 pg der beschriebenen Antigene wurden mit dem gleichen
Volumen »Titermax« der Firma CyrRX, Norcross, USA, heftig gemischt
und die entstandene homogene Emulsion subkutan an mehreren Stellen in
Kaninchen injiziert. Weitere Injektionen erfolgten im Abstand von
4 Wochen, wobei Titermax durch »Freundsches Adjuvans Incomplete«
(Behringwerke, Marburg) ersetzt wurde. Vor der ersten Injektion
(Praimmunserum), sowie 10 bis 12 Tage nach den Injektionen wurde den
Kaninchen 10-20 ml Blut aus der Ohrvene entnommen, das nach
ca. 60 min bei Raumtemperatur vollstdndig geronnen war. Durch zwei
Zentrifugationen (3 000 g; 5 min; 2°C und 12 000 g; 15 min; 2°C) wurde
das Serum von den unl6slichen Bestandteilen getrennt und das
Komplementsystem durch 30 mintiges Erhitzen auf 56°C inaktiviert. Die
Antiseren wurden aliquotiert und bei -20°C gelagert.

2.5.1.3 Affinitatsreinigung des Antiserums a-Tcm62

2.5.1.3.1 Kopplung von denaturiertem Tcm62 an CNBr-
aktivierte Sepharose 4B

Um eine spezifische Antigensaule zur Affinitatsreinigung des
Immunserums a-Tcm62 zu erhalten, wurde das Antigen Tcm62 Uber freie
Sulfthydrylgruppen an CNBr-aktivierte Sepharose 4B (Amersham)
gebunden (Harlow und Lane, 1988). Das in Harnstoff denaturierte Antigen
Tcm62 (siehe 2.5.1.1.1) wurde zunéchst mit 72% (m/v) TCA (siehe 2.3.2)
geféllt, um den bei der Kopplung storenden Harnstoff zu entfernen. Das
erhaltene Proteinsediment wurde 5 mal mit 6%iger TCA-L6sung und
zweimal mit Aceton (-20°C) gewaschen und zentrifugiert (28 000 g;
jeweils 15 min; 4°C). AnschliefRend wurde das Pellet in 2 ml 10% (m/v)

76



Material und Methoden

SDS gel6st und mit 2 ml 200 mM NaHCOs;, pH 8,3, verdunnt.

Die CNBr-aktivierte Sepharose wurde 15 min in 1 mM HCI gequollen und
anschlieRend einmal mit 1 mM HCI und zweimal mit Aquilibrierungs-
puffer [2% (m/v) SDS; 100 mM NaHCO;, pH 8,3] gewaschen. Die
Antigenlosung wurde zu der aktivierten Sepharose gegeben und 2 h bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Kopplung wurde durch eine einstiindige
Inkubation mit 100 mM Glyzin, pH 8,0 beendet. Das nicht kovalent an die
Sepharose gebundene Antigen wurde durch Waschen mit den folgenden
Puffern abgetrennt: 0,1 M Natriumazetat, pH 4,0; 0,1 M NaHCOs, pH 8,3;
0,5M NaCl in 0,1 M Natriumazetat, pH 4,0; 0,5M NaCl in 0,1 M
NaHCO;, pH 8,3. Die letzten beiden Waschschritte wurden wiederholt.
Die Sepharosebeads wurden in eine Saule Gberfihrt (Saulenvolumen 1 ml)
und in TBS/0,02% NaNj3 bei 4°C gelagert.

2.5.1.3.2 Bestimmung freier Sulfhydrylgruppen (Ellman-Assay)

Da Tcm62 (ber freie Sulfhydrylgruppen an die CNBr-aktivierte Sepharose
gebunden wird, kann die Zahl nicht gebundener SH-Gruppen als ein Mal}
fur die Kopplungseffizienz angesehen werden. Je ein Aliquot der
Proteinlésungen (80 pl) vor und nach der Kopplung (siehe 2.5.1.3.1)
wurden in 1 ml 50 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 8,0 zusammen mit 20 pl
5,5'-Dithiobis-(2-nitrobenzoesdure) (DTNB, 4 mg/ml) 15min bei
Raumtemperatur gemischt. Die Produktion von Thionitrobenzoat, das
durch die Reaktion zwischen DTNB und freien Sulfhydrylgruppen
entstent, wurde bei 412 nm spektrophotometrisch gemessen (Habeeb,
1972). Zur Berechnung der Anzahl an SH-Gruppen wurde ein molarer
Absorptionskoefizient von Thionitrobenzoat E,= 1,44 x 10*(M*cm™)
verwendet.
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2.5.1.3.3 Affinitatsreinigung des Antiserums

Die Affinitatsreinigung des Antiserums a-Tcm62 wurde nach Harlow und
Lane (1988) durchgefihrt. Vor Beginn der Antikorperreinigung wurde
zundchst die Affinitatssaule (siehe 2.5.1.3.1) mit den folgenden Puffern
gewaschen (je 10 Sdulenvolumina): (1) 10 mM Tris/HCI, pH 8,8;
(2) 100 mM Natriumphosphat, pH 11,5; (3) 150 mM Natriumchlorid in
10 mM Tris/HCI, pH 7,5. 6 ml des Antiserums (siehe 2.5.1.2) wurden mit
25 ml TBS (siehe 2.6.2) verdinnt und mit Proteaseinhibitoren versetzt
(I mM PMSF;, 1mM EDTA; 2mM EGTA; 0,5mM o-Phenantrolin;
1 mg/ml Leupeptin; 1 mg/ml Aprotenin). Das so verdinnte Serum wurde
dreimal mit einer FluRgeschwindigkeit von 1 mi/min auf die vorbereitete
Séule aufgetragen. AnschlieBend wurde die Affinitatssdule jeweils mit
folgenden Puffer gewaschen (20 S&ulenvolumina): (1) 10 mM Tris/HCI,
pH 7,5, (2) 500 mM Natriumchlorid in 10 mM Tris/HCI, pH 7,5,
(3) 100 mM Zitronensaure/NaOH, pH 4,0. Die Elution erfolgte durch
Zugabe von 10 x1 ml 100 mM Glyzin/HCI, pH 2,5 und anschlieRend
10 x1 ml 100 mM Natriumphosphat, pH 11,5. Fraktionen des Eluats (1 ml)
wurden in vorbereiteten Reaktionsgefdlen aufgefangen, die 120 ul 1 M
Tris-Base (fur die Glyzinelution) bzw. 100 pl 1 M Glyzin, pH 2,5 (flr die
Phosphatelution) enthielten. Dadurch wurde eine schnelle Neutralisation
der eluierten Fraktionen erreicht. Mit Hilfe der SDS-Page und
anschlieBender Farbung der Proteine mit Coomassie, wurden die
antikorperhaltigen  Fraktionen ermittelt, vereinigt und ({ber eine
PD 10-Sdule (Amersham) in 30 MM HEPES/KOH, pH 7,4, 150 mM
Kaliumazetat tberfuhrt. Das so gewonnene Serum wurde in 50% (m/v)
Glyzerin aufgenommen und bei -20°C aufbewahrt. Die Sdaule wurde mit
10 mM Tris/HCI, pH 7,5 gewaschen (10 ml) und in TBS und 0,02% (m/v)
NaNj; bei 4°C gelagert.
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2.5.2 Immunologischer Nachweis immobilisierter Proteine auf
Nitrozellulose-Membranen (Western-Blot)

Die Nitrozellulose-Membran mit den darauf fixierten Proteinen (siehe
2.3.5) wurde 30 min mit 5% (m/v) Magermilchpulver in TBS (siehe 2.6.2)
abgeséttigt. Die Immundekoration erfolgte fir 60 min mit spezifischen
Antiseren, die je nach Titer 1:200 bis 1:30 000 in Milchpulver/TBS
verdunnt waren. AnschlieRend wurde die Membran je 5 min mit TBS,
0,01% (v/v) Triton X-100 in TBS, und erneut mit TBS gewaschen. Der
Nachweis des gebundenen Antikorpers erfolgte durch einstiindige
Inkubation mit einem Konjugat aus Anti-Kaninchen-Immunglobulinen und
Meerrettich-Peroxidase (HRP-Peroxidase), das 1:10000 in 5% (m/v)
Magermilchpulver/TBS verdinnt war. Anschlielend wurde die Membran
zweimal mit TBS gewaschen und mit einem 1:1-Gemisch aus Reagenz 1
[L00 mM  Tris/HCI, pH 8,5; 0,044% (v/v) Luminol; 0,0066% (v/v)
p-Cumarinsdure] und Reagenz2 [18 pl 30% (v/v) H,O, in 100 ml
Tris/HCI, pH 8,5] benetzt. Durch die ablaufende Chemolumineszenz-
Reaktion konnten die Banden mit Hilfe eines Rontgenfilms detektiert
werden.

Da das Antiserum a-Tcm62 mit Proteinen des Milchpulvers
Kreuzreaktionen zeigte, wurde in diesem Fall der Western-Blot mit den
folgenden L6sungen durchgefuhrt: Blocklsung: 3% (m/v) BSA, 0,05%
Tween 20, TBS; Waschlosung: 0,05% (m/v) Tween 20, TBS. Der
affinitatsgereinigte Antikorper (siehe 2.5.1.3.3) wurde 1:50 in TBS, die
HRP-Peroxidase 1:50 000 in TBS verdunnt.
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2.6 Medien und Puffer

2.6.1 Medien

Die angegebenen Medien wurden flr die Zellzucht in Flussigmedium
verwendet. Zur Anzucht auf Platten wurden jeweils noch 2% (m/v) Bacto-
Agar hinzugefligt. Bacto-Agar, Zucker und Medien wurden getrennt
autoklaviert. Die Zugabe von Antibiotika erfolgte erst, wenn das Medium
auf etwa 50°C abgekuhlt war.

2.6.1.1 Medien fur E. coli

LB-Medium: 1% (m/v) Trypton; 0,5 % (m/v) Hefeextrakt;
1% (m/v) NacCl,

LBA™-Medium: LB-Medium; 100 pg/ml Ampicillin

2.6.1.2 Medien fur Hefe

YP-Medium: 1% (m/v) Hefeextrakt; 2% (m/v) Pepton;, pH 5
mit HCI einstellen;

YPD-Medium: YP-Medium mit 2% (m/v) Glukose

YPG-Medium: YP-Medium mit 3% (m/v) Glyzerin
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SC-Medium:

Laktatmedium:

Sporulationsplatten:

0,17% (m/v) Yeast Nitrogen Base ohne
Aminosauren und Ammoniumsulfat; 0,5% (m/v)
Ammoniumsulfat; 1,5 g/l »Dropout Powder«
(Mischung aller Aminosauren zu gleichen
Gewichtsanteilen; zur Selektion auf einen
Auxotrophiemarker wurde die entsprechende
Aminosaure nicht zugesetzt); 2% (m/v) Glukose
bzw. 3% (m/v) Glyzerin

3 g Hefeextrakt; 1 g Glukose; 1 g KH,PO,4; 1 g
NH,CI; 0,5 g CaCl,x2H,0; 0,5g NaCl; 1,1 g
MgSO4x6H,0; 0,3 ml 1% (m/v) FeCls; 22 mi
90% (v/v) Milchséaure; ad 1 1 H,O;, pH 5,5 mit
KOH einstellen

1% (m/v) Kaliumazetat; 2% (m/v) Agarose

2.6.1.3 Medien fur N. crassa

Azetat-Medium:

Biotinldsung:

Glyzerin-Medium:

Mikrokonidienmedium:

MM-X-Medium:

2% Vogel's Stammlosung; 3 mg/ml
Ammoniumazetat; 2% (m/v) Agar

5 mg Biotin; ad 100 ml 50% (v/v) Ethanol

2% Vogel's Stammlosung; 2% (m/v) Glyzerin;
0,5% (m/v) L-Asparagin; 100 pg/ml
Ascorbinséure; 2% (m/v) Agar

0,5% (m/v) Saccharose; 0,1x SC-Stammlésung;
1 mM lodoazetat; 2% (m/v) Agar

0,01% (m/v) Glukose; 1,5% (m/v) Agar
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SC-Stammldsung:

Sorbose-Platten:

Sorbose™?-Platten:

Spurenelementldsung:

Vitamin-Stammlésung:

Vogel’s MIN-Medium:

Vogel's Stammlésung:

Vollmedium:

1 g KNOs3; 0,7 g K;HPO4; 0,5 g KH,PO4; 0,59
MgSO,*7H,0; 0,1 g CaCly; 0,1 g NaCl; 0,1 ml
Biotinlésung, 15 g Saccharose 0,1 ml Spuren-
elementlésung; ad 1 | H,O,, pH 6,5

2% Vogel's Stammldsung; 0,003% (m/v)
Glukose; 1% (m/v) Sorbose; 2% (m/v) Agar

Sorbose-Medium; 150 pg/ml Hygromycin

5 g Citrat*1H,0; 5 g ZnSO4*7H,0; 1 g
(NH,),Fe(S04),*6H,0; 0,25 g CuSO4*5H,0;
0,05 g MnSO4*1H,0; 0,05 g HsBO3 Anhydrit;
0,05 g Na,M0O,*2H,0; 10 Tropfen
Chloroform; ad 100 ml H,0

10 mg Thiamin; 5 mg Riboflavin; 5 mg
Pydidoxin; 5 mg Aminobenzoesaure;

5 mgNicotinamid; 100 mg Colin/HCI; 1 mg
Folsaure; 100 mg Inositol; 50 mg
Calziumpantothenat; ad 1 | H,O

2% Vogel's Stammldsung; 2% (m/v) Glukose

300 g tri-Natriumcitrat*2H,0; 500 g KH,POy;
200 g NH4NO3; 20 g MgS0O,4*7H,0; 10 g CaCl,
Anhydrit; 10 ml Spurenelementlésung; 10 ml
Biotinlosung; 10 ml Chloroform; ad 1,5 | H,O

2% Vogel's Stammlosung; 1% (m/v) Glyzerin;
1% (m/v) Haushaltszucker; 1% Vitaminlésung;
0,25% (m/v) Hefeextrakt; 0,1% (m/v)
Caseinhydrolysat
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2.6.2 Puffer

Li-DS-Puffer:

SDS-Probenpuffer:

SEM-Puffer:

SEMK-Puffer:
SEMP-Puffer:

SHKCI-Puffer:

20xSSC:
TBS-Puffer:

TE-Puffer:

2% (m/v) LiDS; 60 mM Tris/HCI, pH 6,8;
10% (v/v) Glyzerin; 5% (v/v)
B—Mercaptoethanol; 0,02% (m/v)
Bromphenolblau

2% (m/v) SDS; 60 mM Tris/HCI, pH 6,8;
10% (v/v) Glyzerin; 5% (v/v)
B—Mercaptoethanol; 0,02% (m/v)
Bromphenolblau

10 mM MOPS/KOH, pH 7,4; 250 mM
Saccharose; 1 mM EDTA

SEM; 80 mM KClI
SEM; 5 mM PMSF

50 mM HEPES/KOH, pH 7,4; 80 mM KCl,
0,6 M Sorbitol

300 mM Natriumcitrat, pH 7,0; 3 M NacCl
10 mM Tris/HCI, pH 7,5; 150 mM NaCl

10 mM Tris/HCI, pH 8,0; 1 mM EDTA
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2.7 Gerate, Chemikalien und Enzyme

2.7.1 Gerate

Abimed, Dusseldorf: Kolbenhubpipetten

Agfa-Gevaert, Mlinchen: Roéntgenfilm-Entwicklungsmaschine
Gevamatic 60

Appligene, Heidelberg:  Imaging-System The Imager™

Beckman, Minchen: Hochgeschwindigkeits- und Ultrazentifugen
J2 21, TL 100 und L8, Rotoren, Zentrifu-
gationsréhrchen

Bender u. Hobein,
Munchen: Vortex-Mixer

Branson, Heusenstamm:  Ultraschallgerat Sonifier B 15

Braun, Melsungen: Schuttelwasserbader, Kanlen, Spritzen

Consort, Freiburg: Spannungsgeréte fir die Elektrophorese

Eppendorf, Hamburg: Photometer, Multipette, Schiittler,
Thermostate, Tischzentrifugen

Fuji, Tokyo, Japan: Phospho-Imager BAS 1500

Heraeus Christ, Osterode: Tischzentrifuge Bactifuge®, Brutschranke,
Inkubatoren

Ika, Staufen: Magnetrihrer

Julabo, Seelbach: Wasserbadthermostat

Memmert, Hannover: Wérmeschranke
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Amersham, Freiburg: Spannungsgeréte fur Gelelektrophorese und
Immunoblots, Densitometer Ultrascan XL,
FPLC-Anlagen, Chromatographiesaulen Su-
perose 6 und Superose 12,
lonenaustauschersaule MonoQ, PD 10-Saulen

Sartorius, Mainz: Feinwaagen, Ultrafiltrationsapparatur, Steril-
filter
Schutt, Gottingen: Autoklav Bioclav

Shimadzu, Kyoto, Japan: Photometer UV 120 02 und UV 240
Sigma, Minchen: Kihlzentrifuge MK

Werkstatt des Instituts,
Minchen: Semi-dry-Blot-Apparaturen, Elektrophorese-
kammern, Uberkopfschattler

2.7.2 Chemikalien und Enzyme

Agfa-Gevaert, Minchen: Entwickler, Fixierer fir Rontgenfilme

Amersham-Buchler,
Braunschweig: ECL-Immunoblot-Detektionssystem,Kanin-
chen-Retikulozytenlysat

Behring-Werke, Marburg: Freunds inkomplettes Adjuvans

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

Biorad, Miinchen: Reagenzien zur Proteinbestimmung, Anti-
Kaninchen-1gG-gekoppelte Meerrettich-
Peroxidase

Biozym, Hess. Oldendorf: SP6-Polymerase
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Boehringer, Mannheim:

Clontech, Heidelberg:

CyrRX, Norcross, USA:

DIFCO, Detroit, USA:

Eurogentec, Seraing,
Belgien:

Fluka, Buchs, USA:
Fuji, Dusseldorf:

Genomed,
Bad Oeynhausen:

Gerbu, Gaiberg:

GIBCO-BRL,
Eggenstein:

ICN Pharmaceuticals,
Eschwege:

Invitrogen, Groningen:
Kodak, Minchen:
Neosystem, Stral3burg,
Frankreich:

Nestlé-Alete, Minchen:

Complete Proteaseinhibitoren, dNTPs,
Ethidiumbromid, Klenow-Fragment,
Kreatinkinase, Kreatinphosphat, NTPs,
Oligomycin, Phosphoenolpyruvat,
Proteinase K, Restriktionsenzyme, RNAse A,
Tris

E. coli DH5a
TiterMax™

Bacto-Agar, Pepton, Trypton, Hefeextrakt

Oligonukleotide
Trichloressigsaure

Rdntgenfilme

Jetstar-Reagenzien und -S&ulen zur Plasmid-
isolierung

Acrylamid, Ampicillin, DTT, IPTG, NADH,
NADPH

Agarose, T4-Ligase, Restriktionsenzyme

[**S]-Methionin (1100-1400 Ci/mmol),
[a**P]JATP (400 mCi/mmol)

PCRII-TOPO-Vektor, pCR2.1-Vektor
Rontgenfilme X-Omat MD

Oligopeptide

Magermilchpulver
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NEB, Schwalbach:

Amersham, Freiburg:

Pierce, Rockford, USA:

Promega, Heidelberg:

Qiagen, Homburg:

Riedel de Haen, Seelze:

Sarstedt, Bad Homburg:

Schleicher & Schiill,
Dassel:

Seikagaku Kogyo,
Tokyo, Japan:

Serva, Heidelberg:

Sigma, Munchen:

United States Biochemical,

Cleveland, Ohio, USA:

Restriktionsenzyme
m’G(5)ppp(5°)G, Protein A-Sepharose
aktiviertes Ovalbumin fir Peptidkopplungen

RNasin, Kaninchen-Retikulozytenlysat,
pGEM-Vektoren

Gel Extraction Kit, Ni-NTA-Agarose, pQE60-
Vektoren, E. coli XL1-Blue

Kaliumacetat

Reaktionsgefale, Pipettenspitzen, ROhrchen

Nitrozellulose-Membranen 0,2 um, Faltenfilter,
Filterpapier, Sterilfilter

Zymolyase 20T

Bisacrylamid, Bromphenolblau, Coomassie
Brillant Blau R-250, Ethanol, Harnstoff,
HEPES, Lysozym, Ponceau S, Saccharose,
SDS, Spermidin, TEMED

Aminosauren, Ammoniumperoxodisulfat, Apy-
rase, BSA (fettsaurefrei), CCCP, DHFR,
Dihydrofolat, Formaldehyd, Glycerin, Lachs-
spermien-DNA, Leupeptin, B-Mercaptoethanol,
Methothrexat, Mineral6l; Molekulargewichts-
standards fiir SDS-PAGE, Oligomycin, PMSF,
Rhodanese (Rinderleber), STI, Triton X-100,
Trypsin (Typ XIlI, Rinderpankreas), Vali-
nomycin A

Pepton, Trypton, Yeast Nitrogen Base (ohne
Aminoséuren)
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Whatman, Maidstone,
England: DE52-Zellulose

Alle Gbrigen Chemikalien wurden von der Firma Merck, Darmstadt,
bezogen.
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3 Ergebnisse

3.1 Untersuchungen zu Struktur und Funktion von
Tcm62, eines Proteins mit Ahnlichkeiten zu
Chaperoninen

3.1.1 Charakterisierung von Tcm62

3.1.1.1 Proteinsequenz

Tcm62 ist ein Protein von 572 Aminosauren Lange (64 247 Da), das durch
den offenen Leseraster YBR044c auf Chromosom Il der Hefe S. cerevisiae
kodiert wird. Die Datenbanksuche nach verwandten Proteinen mit dem
Programm FASTA zeigte eine zwar schwache, aber doch signifikante
Sequenzahnlichkeit zu bakteriellen und mitochondrialen Chaperoninen
(Klasse | Chaperonine) (Abb. 1). Der ndchste Verwandte des Tcm62 ist mit
18% Sequenzidentitdt und 38% Sequenzahnlichkeit das mitochondriale
Hitzeschockprotein Hsp60 in S. cerevisiae. Weitere Homologe finden sich
unter den Chaperoninen anderer Organismen wie GroEL aus E. coli
(16% ldentitat) (Abb. 1) und HSPD1 aus H. sapiens (21% Identitat). Zu
Chaperoninen der Klasse Il bestehen keine signifikanten Ahnlichkeiten in
der Aminosauresequenz.

Der Vergleich der Sequenzen von Tcm62 mit Hsp60 und GroEL ergibt
eine gleichméllige Verteilung der konservierten Aminosdauren uber die
gesamte Lange des Proteins (Abb.1). In keiner Region kann eine
verstarkte Homologie festgestellt werden. Auch das fir alle bisher
bekannten Chaperonine charakteristische Motiv GDGTT (Aminoséuren
86-90 der GroEL-Sequenz), das essentielle Funktionen fir die ATP-
Hydrolyse-Aktivitat innehat (Fenton et al., 1994), ist nicht konserviert.
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Tcn62 IVLRNCL RKLGNHQTKCSVKTLHTPI YRTKNLQVLRD EKI |1 TSSS. . YNKTLI YEPKYKSKEQVVSSHCTVRL 78
Hsp60 NMLERSSWRSRATLRPLLRRAYSSHKEL KFGVECRASL WVAATLCPKCRNVLI EQPFCP. [ZKI TKECVTVAK 79
GoEL . MAAKDVKEGNDARVKI WVKVITLCPKCRNVVL DKSEGA. [§TI TKECVSVAR 58
Tcn62 HN\VIVREL L DSL QVDEATNTRL RKL{ERVA. QL FIVDC CONLIJATSTSLTCSLLEHYFKYPEKEVTNEl KAGLRYl R 158
Hsp60 S| VLKEKFENNVCAKL L CEVAS EAAC €T TSATVLG . . RAl AUESVKNVAAGCNPNELRR . . . . .. €SQVAVEKVI 149
G oEL El ELECKFENVCAQWKEVASKANCAACCETTTATVLA. . . GAl | IEGLKAVAAGWNPMELKR . . . . .. €l DKAVTAAV 128
Ten62 CHEAKNKI | VKSQ\D\/I:ALVEQ_ S SSDSQS! KRVLKAI NYELFSDDI VRV 238
Hsp60 EFRRSANKKE! T. . . TSEEI AQVAYI BANCDSHVCEKL LASAVEKVCKECVI TI GNFF FI SP 223
G oEL EHBKAL SVPCS. . . ESKAI AVl SANSDETVCKLI AEANCKVCKECVI TVE eYLSP. . 202
Ten62 YLRSLEL TKKL | CKDVLEVEMYDGTLRDANKI TI TYARKLRKS! eVITSVTIONNG. . ........ 308
Hsp60 . YFI T EFEKPLLL{ES. EKKI SSI QCI [MEALE!I SNOSRR | AE[pVCie (XVKVCAVKA 299
G oEL . YFI ELESPFI CKKI SN REMERVLEAVAKACK. | AE[BVEE ATL 3G VKVAAVKA 278
Ten62 e KYSKKANNCLAPQENLDFI KFLREPCGYDSI YSPEYSPLVPSKMCADKYYGSI KATTCEA 384
Hsp60 PGFC KNTI G ITCCTVFTEELDLK. . PEQCTI ENEGSCDS| TVTKECTVI LNGSGPKEAI CERI ECRKGSI DI T 377
G oEL PCFCDHEKAM_Q A [TCCTVI SEEI GVE. . LEKATLECOQEGQAKRVVI NKDTTTI | CGVGEEAAI CERVACIRQCI EEA 356

Tcn62 FLYNSI DAEAI PNKVPNSFLONTVTLSI Gyl LKAI P! I\ELKAN 464
Hsp60 TTN S SKLCERLAN. LSCCVAVI R VCEKKERYI: N ATRAAV e! 454
G oEL [TS. . CYDREKLCERVAN. LACCVAVI K =\V=VKEKKARVECAIH ATRAAVE AELRGQ 432

Tcn62 EMTKVel NA\/LS"\/I L{gSEVAF =l NSLI AGAI N . . EKSFPMVAKFSPN A 541
Hsp60 FCCKL € T SAKCL | AG o 'E SVI|| GKLI DEYGCEFAKGYCASK M_A I I SFKVWRS 527
G oEL ECQN\Vel KVA FLRCIVLINCG . . . . EERSWANTK. . . GCDGNYCYNAAT! YCN 5 TKVT 502
Ten62 LTSCNTI | TCVYKKPERHKA. . .. ........... 572
Hsp60 VI:ASCV LATTEVAI VDAPEP. PAAACGACGVPCCEMPCIMPEVM 572
G oEL QYAASVAGEM TTECWITDL PKNDAADL CAAGGEVECMECM:ECIVM 548

Abb. 1: Vergleich der Sequenzen von Tcm62 (S. cerevisiae), Hsp60

(S. cerevisiae) und GroEL (E. coli).

Ein Vergleich der Proteinsequenzen Tcm62, Hsp60 und GroEL wurde mit dem Programm
Clustal W (Version 1.7) hergestellt. Die in allen drei Sequenzen identischen Aminosauren sind
weill auf schwarz, die nur in zwei Polypeptiden konservierten Reste sind schwarz auf grau
dargestellt. Von Tcmé62 und Hsp60 sind die Sequenzen der Vorstufenproteine gezeigt.

Trotz der schwachen Homologien in der Primarstruktur bestehen jedoch
offenbar deutliche Ahnlichkeiten auf der Ebene der Sekundarstruktur. Ein
Vergleich der Sekundarstruktur von Tcm62, basierend auf einer
Vorhersage mit dem Programm PREDATOR, zeigt auffallende
Ahnllichkeiten zur bekannten Kristallstruktur von GroEL im N-terminalen
Bereich (ohne Abbildung). Hier liegt bei GroEL die apikale Domane, die
sowohl die Bindung der Substrate als auch des Kochaperonins GroES
vermittelt (Braig et al., 1994; Xu et al., 1997). Auch in Teilen der
intermedidaren Doméne zeigen sich vergleichbare Sekundarstrukturen.
Diese Beobachtung I4Rt, trotz bestehender Unterschiede in der
Primarstruktur, eine dhnliche Faltung in diesen Bereichen vermuten.
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3.1.1.2 Lokalisierung und Topologie

3.1.1.2.1 Lokalisierung von Tcm62 in den Mitochondrien

3.1.1.2.1.1 Subzellulare Fraktionierung

Der N-Terminus von Tcm62 ist reich an positiv geladenen und
hydroxylierten Aminosduren, enthalt aber keine negativen Ladungen
(Abb. 1). Die Ausbildung einer positiv geladenen, amphiphilen Helix im
N-terminalen Bereich ist typisch fir Proteine, die im Kern kodiert und
posttranslational in Mitochondrien importiert werden (von Heijne, 1986).
Der N-Terminus von Tcm62 zeigt somit typische Eigenschaften einer
mitochondrialen Présequenz. Daher wurde eine mogliche Lokalisierung in
diesem Organell untersucht.

Zellextrakte wurden durch differentiale Zentrifugation in eine
mitochondriale und eine postmitochondriale Fraktion aufgetrennt, die
nachfolgend durch Western-Blot analysiert wurden. Tcm62 war, wie auch
das mitochondriale Protein Mgel, ausschliellich in der mitochondrialen
Fraktion  nachweisbar  (Abb.2A). Eine  Verunreinigung  der
mitochondrialen  Fraktion durch Proteine des Zytosols konnte
ausgeschlossen werden, da das zytosolische Protein Bmh2 ausschlieRlich
in der postmitochondrialen, und nicht in der mitochondrialen Fraktion
detektiert wurde (Abb. 2A).
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Abb. 2: Lokalisierung und Topologie von Tcm62.

(A) Subzellulare Fraktionierung. Hefezellen wurden zunédchst in Sphéroplasten tberfiihrt und
mit Hilfe eines Dounce-Homogenisators lysiert. Mitochondrien (‘Mt’) wurden durch
Zentrifugation von dem postmitochondrialen Uberstand (‘PMU’) abgetrennt (siehe 2.4.1.2.3).
Von beiden Fraktionen, sowie von einer Kontrollprobe des gesamten Zellysats (“T”) wurden je
100 Eg Protein durch SDS-PAGE aufgetrennt und eine Western-Blot Analyse mit spezifischen
Qntlhorge[]n gegen Tcm62, und gegen die Markerproteine Mgel (Matrix) und Bmh2 (Zytosol)

urchgefhrt.
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3.1.1.2.1.2 Import in isolierte Mitochondrien

Um eine mitochondriale Lokalisierung zu bestatigen, wurde Tcm62 in
einem zellfreien System in vitro synthetisiert und in isolierte
Mitochondrien aus S. cerevisiae importiert. Die in vitro Transkription
erfolgte von dem Konstrukt pPGEM4-TCMG62 (siehe 2.1.4.2.1) mit Hilfe der
SP6-RNA-Polymerase. Die hierbei erhaltene mRNA wurde in der
nachfolgenden Translation in Retikulozytenlysat in Gegenwart von
%[S]-Methionin eingesetzt. Das radioaktiv markierte Translationsprodukt
zeigte die erwartete GroRe von ~64 kDa. Nach Inkubation mit isolierten
Mitochondrien unter Zusatz eines ATP-regenerierenden Systems wurde
dieses Vorstufenprotein in Abhangigkeit des Membranpotentials tUber die
Innenmembran importiert, was durch die Proteaseresistenz des reifen
Proteins demonstriert wurde (Abb. 2B; Spur 1 und 2; obere Teilabbildung).
Die reife Form von Tcm62 mit einer molekularen Masse von ~62 kDa wird
in der Matrix durch die mitochondriale Prozessierungspeptidase MPP
gebildet (Abb. 2B; Spur 1 und 2; obere Teilabbildung). Eine mdgliche
Schnittstelle befindet sich nach Aminosaure 28 (Abb. 1), was auch in etwa
einer Abspaltung von 2 kDa entspricht.

Abb. 2: Lokalisierung und Topologie von Tcm62.

gB) Submitochondriale Lokalisierung. Tcm62 wurde in Retikulozytenlysat in Gegenwart von
°[S]-Methionin, wie unter (siehe 2.3.7) beschrieben, synthetisiert und in isolierte
Mitochondrien importiert (30 min; 25°C). Nicht importiertes Protein wurde mit Trypsin
(100 pg/ml) bei 4°C verdaut §‘+Trypsin’). Die Reaktion wurde nach 15 min durch Zugabe des
Trypsininhibitors STI (1 mg/ml) gestoppt. AnschlieRend wurden die Proben halbiert und
entweder durch osmotisches Schwellen der AuBenmembran in Mitoplasten Uberfuhrt
(‘Mitoplasten’) oder durch alkalische Lyse fraktioniert (‘Na,COs’) (siehe 2.4.4). Die Proteine
der Mitoplastenfraktion wurden auf Proteinase K-Resistenz geprift (+‘PK”) (siehe 2.4.1.3). Die
submitochondrialen Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE und Western-Blot analysiert.
Folgende Polypeptide wurden als Marker fiir die verschiedenen mitochondrialen
Kompartimente verwendet: Mgel ist ein lésliches und Mdjl ein membranassoziiertes Protein
der Matrix; CCPO st im Intermembranraum lokalisiert; Ytal0 ist Bestandteil der
mitochondrialen Innenmembran, seine l6sliche Doméne zeigt in die Matrix. Die obere
Teilabbildung zeigt die autoradiographische Analyse des Gels; die untere Teilabbildung die
Western-Blot Analyse. v, Vorstufenprotein; r, reifes Protein.

(C? Hydrophobizitatsprofil von Tcm62. Das thdrophobizitétsprofil von Tcm62 wurde mit
Hilfe der DNAMAN-Software (Lynnon BioSoft; Version 4.1) analysiert. Die Fenstergrofe
betrug 15 Aminosdauren. Hydrophobe Bereiche sind oberhalb, hydrophile unterhalb der
horizontalen Linie dargestellt.
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3.1.1.2.2 Submitochondriale Lokalisierung und Topologie

Zur Untersuchung der submitochondrialen Lokalisierung und Bestimmung
der Topologie von Tcm62 wurde zunéchst das radioaktiv markierte
Vorstufenprotein in Mitochondrien importiert. AnschlieBend wurden die
Mitochondrien durch schrittweises Offnen der Membranen fraktioniert
(siehe 2.4.1.3) und die Zugénglichkeit von Tcm62 fiir extern zugesetzte
Proteinase K untersucht. Die Disruption der AuBenmembran erfolgte durch
osmotisches Schwellen (siehe 2.4.1.3); zur Lyse der Innenmembran
wurden die Mitochondrien mit 1% Triton X-100 inkubiert. Der Nachweis
von Tcm62 erfolgte durch Autoradiographie. Zusétzlich wurde das
endogene Protein durch Immundekoration untersucht.

Sowohl in intakten Mitochondrien, wie auch nach Disruption der
AulRenmembran, war Tcm62 vollstandig vor dem Verdau durch
Proteinase K geschiitzt (Abb. 2B; Spur 1-6). Auch konnten unter den
gewdhlten Bedingungen keine Fragmente des Proteins beobachtet werden
(ohne Abbildung). Im Gegensatz dazu wurde das Protein des
Intermembranraums Cytochrom-c-Peroxidase unter diesen Bedingungen
freigesetzt und war somit nicht mehr in der Fraktion der Mitoplasten
nachzuweisen (Abb. 2B; Spur 1-6). Nach vollstandiger Lyse der
Mitochondrien durch Triton X-100 wurde Tcm62 jedoch zuganglich fur
die Protease (ohne Abbildung). Das gleiche Verhalten zeigten die
Kontrollproteine fiir die Matrix Mgel, Mdj1 und Ytal0 (Abb. 2B; Spur
1-6). Tcm62 ist also ein Protein der mitochondrialen Matrix.

Um unterscheiden zu konnen, ob Tcm62 integraler Bestandteil der
Innenmembran ist und dabei seine Domanen in die Matrix exponiert oder
ob es sich um ein 16sliches Matrixprotein handelt, wurde zun&chst ein
Hydrophobizitatsprofil von Tcm62 erstellt (Abb. 2C). In keinem Bereich
des Proteins war eine deutliche Anreicherung hydrophober Aminosauren
zu erkennen, wie es fir Transmembranregionen charakteristisch ware
(Abb. 2C). Dies weist darauf hin, da Tcm62 ein 16sliches oder peripheres
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Membranprotein ist.

Um diese Vorhersage experimentell zu bestatigen, wurde eine
Carbonatextraktion durchgefihrt. Bei der alkalischen Lyse mit 0,1 M
Na,COsz;, pH 11,5 werden losliche (Mgel) wie auch peripher mit der
Membran assoziierte Proteine (Mdjl) extrahiert, wéhrend integrale
Membranproteine (Ytal0) in der unléslichen Membranfraktion verbleiben
(Abb. 2B, Spur 7 und 8). Tcm62 wurde Uberwiegend in der I6slichen
Fraktion detektiert (Abb. 2B, Spur 7 und 8). In Ubereinstimmung mit der
Vorhersage aus dem Hydrophobizitatsprofil ist Tcm62 demnach frei in der
Matrix lokalisiert oder peripher mit der mitochondrialen Innenmembran
assoziiert.

3.1.1.3 Bestimmung des nativen Molekulargewichts von
Tcm62

Das native Molekulargewicht von Tcm62 wurde durch Gelfiltrations-
experimente bestimmt (Abb.3). Dazu wurden Mitochondrien des
Wildtypstamms in 0,1% Triton X-100 lysiert und die Extrakte durch
Chromatographie Uber eine Superose 6-Séaule fraktioniert. Tcm62 eluierte
In einem einzelnen Peak in Fraktionen, in denen auch Hsp60 nachweisbar
war. Dies entspricht einer molekularen Masse von ~850 kDa (Abb. 3).
Auch in vitro synthetisiertes und in Mitochondrien importiertes Tcm62
zeigte diese molekulare Masse (ohne Abbildung).

Die Koelution von Tcm62 und dem Chaperonin Hsp60 konnte auf eine
maogliche Komplexbildung beider Proteine hindeuten. Jedoch konnte
weder Hsp60 mit einem Antikdrper gegen Tcm62, noch Tcm62 mit einem
Antikorper gegen Hsp60 koimmungeféllt werden (ohne Abbildung).
Offenbar handelt es sich um zwei unabhangige Proteinkomplexe mit
ahnlichen Molekulargewichten.
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Abb. 3: Bestimmung des nativen Molekulargewichts von Tcm62.

Mitochondrien (600 pg) wurden in 0,1% (v/vzI Triton X-100, 30 mM HEPES/KOH, pH 7,4;
150mM KAc und 1mM PMSF unter heftigem Schitteln 15 min bei 4°C lysiert
(Proteinkonzentration: 2 mg/ml). Der mitochondriale Extrakt wurde mit Hilfe einer Superose 6-
Gelfiltrationsséule, die mit dem gleichen Puffer aquilibriert war, fraktioniert. Das Eluat wurde
in 0,5 ml-Fraktionen gesammelt, die Proteine mit TCA (12,5%) ausgefallt und mittels
SDS-PAGE und Western-Blot analysiert. Die obere Teilabbildung zeigt den mit spezifischen
Antikorpern gegen Tcm62, Hsp60 und Sdh2 dekorierten Blot. Die Menge an Protein in den
einzelnen Fraktionen wurde densitometrisch bestimmt und auf die gesamte eluierte Menge des
jeweiligen Proteins normiert (untere Teilabbildung). Die Eichung der Séule erfolgte mit den
folgenden Markerproteinen: (1) Hsp60 (850 kDa); (2) Thyreoglobulin (669 kDa); (33
Apoferritin (443 kDa); (4) Alkoholdehydrogenase (150 kDa); (5) BSA (66 kDa
Carboanhydrase (29 kDa).

Eine direkte Interaktion von Tcm62 mit der Untereinheit 2 der
Succinatdehydrogenase (Sdh2) wurde von Dibrov et al. (1998)
beschrieben. Daher wurden die Gelfiltrationsexperimente mit Hilfe eines
spezifischen Antikorpers gegen Sdh2 auf eine Koelution hin untersucht.
Sdh2 bildete jedoch unter den gewahlten Bedingungen einen Komplex von
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nur ~150 kDa. Es assembliert folglich nicht mit Tcm62.

3.1.2 Bedeutung von Tcm62 fir die Biogenese von
Mitochondrien

3.1.2.1 Einflu3 von Tcm62 auf die Atmungskompetenz der
Zellen; Wachstumsphanotyp

Zur Charakterisierung der Funktionen von Tcm62 in Mitochondrien wurde
der Wachstumsphanotyp von Atcm62-Zellen auf verschiedenen
Kohlenstoffquellen bei unterschiedlichen Temperaturen untersucht.
Hefezellen, deren mitochondriale Atmungsfunktion beeintréchtigt ist,
decken ihren Energiebedarf ausschlieRlich durch Fermentation. Auf nicht-
fermentierbaren Kohlenstoffen wie Glyzerin oder Laktat kénnen diese
Stdmme nicht wachsen (Tzagoloff und Dieckmann, 1990). Die Disruption
von TCM62 in S. cerevisiae beeintrachtigte das Zellwachstum auf glukose-
oder galaktosehaltigen Medien bei allen getesteten Temperaturen nicht.
Dagegen war auf glyzerinhaltigen Medien eine temperaturabhangige
Wachstumshemmung zu beobachten (Abb. 4; ohne Abbildung). Wéhrend
bei 24°C das Zellwachstum im Vergleich zum Wildtypstamm deutlich
reduziert war, war bei 37°C kein Wachstum mehr mdglich (Abb. 4). Dieses
Ergebnis weist auf eine wichtige Funktion von Tcm62 fir die
Aufrechterhaltung der Atmungskompetenz der Zellen bei hohen
Temperaturen hin.
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Abb. 4: Wachstumsphé&notyp des Atcm62-Stamms auf nicht-fermentierbaren
Kohlenstoffquellen.

Wildtyp- und Atcm62-Zellen wurden auf YP-Medium mit 3% (m/v) Glyzerin bis zur mittleren
logarithmischen Wachstumsphase bei 24°C kultiviert, geerntet und eine Verdlnnungsreihe
(1:10) wie in Material und Methoden beschrieben (siehe 2.2.1.1) hergestellt. Jeweils 3 ul der
Proben wurden auf eine YP-Platte mit 3% (m/v) Glyzerin aufgebracht und vier Tage bei 24°C
bzw. 37°C inkubiert.

3.1.2.2 Die Bedeutung von Tcm62 fur die mitochondriale
Proteinsynthese

Die Synthese mitochondrial kodierter Proteine ist temperaturabhangig und
wird bei erhdhten Temperaturen nur durch eine verstarkte Synthese von
Hitzeschockproteinen aufrechterhalten (Schmitt et al., 1996). In
Anbetracht der Sequenzéhnlichkeit von Tcm62 zu Chaperoninen legt der
beobachtete thermosensitive Wachstumsphanotyp die Vermutung nahe,
dal auch Tcm62 an der Aufrechterhaltung der Proteinsynthese in
Mitochondrien bei erh6hten Temperaturen beteiligt sein konnte. Um eine
solche Hypothese zu untersuchen, wurden Wildtyp- und Atcmé62-Zellen
bei 24°C, 30°C oder 37°C zwei Stunden in einem glyzerinhaltigen
Medium inkubiert. AnschlieBend wurde die verbleibende Aktivitat der
mitochondrialen  Proteinsynthesemaschinerie  durch  Zugabe von
®[S]-Methionin zur Markierung der neu synthetisierten Proteine,
bestimmt. In Wildtypzellen konnte ein Anstieg der Aktivitat von 24°C zu
37°C auf das wungefdhr 1,5-fache beobachtet werden (Abb.5).
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Abb. 5: Thermostabilitdt der mitochondrialen Proteinsynthese in Abwesenheit
von Tcm62.

Wildtyp- und Atcm62-Zellen wurden bei 24°C in methioninfreiem SC-Medium mit 3% (m/v)
Glyzerin bis zur mittleren logarithmischen Phase kultiviert. Die Ansatze wurden geteilt und
entweder bei 24°C, 30°C oder 37°C zwei Stunden Ian? inkubiert. Nach Zugabe von
Cycloheximid (150 pg/ml) wurden die mitochondrialen Translationsprodukte in Gegenwart von
%[S]-Methionin 15 min bei den anaegebenen Temperaturen, wie In Material und Methoden
beschrieben (siehe 2.4.1.4), radioaktiv markiert. Die Synthese der mitochondrial kodierten
Proteine wurde tber SDS-PAGE und Autoradiographie analysiert (obere Teilabbildung) und
mit Hilfe eines Phosphoimagersytems quantifiziert. Die Synthesewerte bei 24°C wurden auf
100% gesetzt; die Synthesewerte bei 30°C und 37°C wurden auf die Synthesewerte bei 24°C
normiert (untere Teilabbildung).
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Die verstarkte Proteinsynthese bei 37°C 1aRt sich vermutlich auf die
Hitzeschockproteine zurtickfuhren, die unter solchen Bedingungen
vermehrt in der Zelle synthetisiert werden (Schmitt et al., 1996). Im
Gegensatz zu Wildtypzellen wurde in Abwesenheit von Tcm62 eine starke
Abnahme der mitochondrialen Proteinsynthese mit Zunahme der
Temperatur beobachtet (Abb.5). Bei 37°C ist sie fast vollstandig
gehemmt. Dieser Effekt wird nicht durch die eingeschrankte
Atmungskompetenz der Zellen verursacht. Die Deletion von Ymel, die
wie die Deletion von Tcm62 zu einem thermosensitiven petite-Phénotyp
fihrt (Thorsness et al., 1993), hatte keinen EinfluR auf die
Syntheseaktivitat (ohne Abbildung). Tcm62 scheint demnach spezifisch an
der Aufrechterhaltung der mitochondrialen Proteinsynthese unter
HitzestreR beteiligt zu sein. Diese Funktion konnte auch den beobachteten
Wachstumsphénotyp nach Deletion des TCM62-Gens erklaren, da einige
Untereinheiten der Atmungskettenkomplexe und der F;F,-ATPase durch
das mitochondriale Genom kodiert werden (Costanzo und Fox, 1990;
Grivell, 1989)

3.1.2.3 Tcm62 verhindert die Aggregation von Varl

Die Sequenzahnlichkeit von Tcm62 zur Familie der Chaperonine legt eine
Chaperonfunktion von Tcm62 unter Hitzestre3 nahe. Es wurde daher die
Stabilitat des Modellproteins Varl in Abwesenheit von Tcm62 untersucht.
Varl ist Bestandteil der Kkleinen ribosomalen Untereinheit in
Mitochondrien und das einzige l0sliche Protein, das in S. cerevisiae vom
mitochondrialen Genom kodiert wird (Costanzo und Fox, 1990; Grivell,
1989). Zunachst wurden in isolierten Mitochondrien des Wildtyp- oder
Atcm62-Stamms die mitochondrial kodierten Proteine in Gegenwart von
®[S]-Methionin  bei 24°C  synthetisiert. Nach Hemmung der
Proteinsynthese durch Zugabe von Chloramphenicol wurden die
Mitochondrien fir die angegebenen Zeiten bei 24°C oder 37°C inkubiert.
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AnschlieRend wurde die Loslichkeit von Varl durch Zentrifugation der
Extrakte, die durch Lyse der Mitochondrien erhalten wurden, untersucht.
In Wildtypzellen wurde Varl bei beiden getesteten Temperaturen fast
ausschlieBlich in der l6slichen Fraktion nachgewiesen (Abb. 6). Auch in
dem Stamm Atcm62 lag das Protein in einer I6slichen Form vor (Abb. 6).
Bei 37°C wurde jedoch in Abwesenheit von Tcm62 eine Aggregation von
Varl beobachtet (Abb.6). Tcm62 scheint demnach essentiell zur
Aufrechterhaltung der Loslichkeit von Varl bei erhohten Temperaturen zu
sein. Dieses Ergebnis weist auf eine Chaperonaktivitat von Tcm62 hin.
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Abb. 6: Hemmung der Aggregation von Varl unter Hitzestre3 durch Tcm62.

Die mitochondrial kodierten Proteine wurde in isolierte Mitochondrien des Wildtyps- oder
Atem62-Stamms 30 min bei 24°C radioaktiv markiert. Die Translation wurde durch Zugabe von
40 mM Methionin gestoppt. Die Proben wurden halbiert und entweder bei 24°C oder 37°C fiir
die angegebenen Zeiten inkubiert. Um die Loslichkeit des neu synthetisierten Varl zu
Uberprifen, wurden die Mitochondrien in Lysepuffer solubilisiert und durch Zentrifugation
(10 min; 4°C) in eine lésliche (‘U”) und unldsliche (‘P’) Fraktion geteilt (siehe 2.4.1.5). Beide
Fraktionen wurden Uber SDS-PAGE und Autoradiographie analysiert (obere Teilabbildung).
Die Menge an aggregiertem Varl wurde mit Hilfe eines Phosphoimagersystems quantifiziert
und auf die Gesamtmenge an Varl in der l6slichen und unldslichen Fraktion normiert (untere
Teilabbildung).
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3.2 MAP-1 und IAP-1, zwei neue AAA-Proteasen aus
N. crassa

Um einen besseren Einblick in die Bedeutung der AAA-Proteasen in
Mitochondrien zu erhalten, wurden im Rahmen eines zweiten
Themengebietes neue AAA-Proteasen in dem Fadenpilz N. crassa
identifiziert, charakterisiert und mit den bekannten AAA-Proteasen aus
S. cerevisiae verglichen.

3.2.1 Klonierung der Gene

3.2.1.1 map-1

Das Gen map-1 wurde von H.Prokisch mit Hilfe der Kolonie-
hybridisierung aus der N. crassa gDNA-Bank pMOcosX (Orbach, 1994)
identifiziert. Das EST 4159261 (gh: AW709994) der N. crassa-cCDNA-
Bibliothek  »morning«  (http://www.genome.ou.edu)  zeigt starke
Sequenzahnlichkeit zu YtalO aus S. cerevisiae (Aminosauren 406-544).
Zur ldentifizierung eines Homologs in N.crassa wurde daher ein
entsprechendes DNA-Fragment amplifiziert und als Hybridisierungssonde
eingesetzt.

Das identifizierte Gen hat eine Lange von 2853 bp und wird nach Base
1959 durch ein Intron von 66 bp unterbrochen. Es kodiert ein Protein aus
928 Aminosduren und einer geschatzten molekularen Masse von 103 kDa
(Abb. 7). Das Translationsprodukt enthélt eine AAA-Domane und in der
C-terminalen Doméne das Metallbindungsmotiv HEXXH, das in allen
AAA-Proteasen gefunden wird (Abb. 7) (Swaffield et al., 1992). Das
Protein kann daher der Familie der AAA-Proteasen in N. crassa
zugerechnet werden. Sequenzvergleiche mit bekannten Vertretern dieser
Familie aus anderen Organismen bestétigen diese Vorhersage (Abb. 7).
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Die grolite Sequenzahnlichkeit findet sich zu Ytal0 und Ytal2 aus
S. cerevisiae mit 51,8% bzw. 46,1% ldentitat. Aufgrund der Lokalisierung
(siehe unten) wurde dieses Gen map-1 (fur matrix AAA-protease) genannt.

3.2.1.2 iap-1

Um Homologe der AAA-Proteasen in N.crassa zu identifizieren, von
denen noch keine EST-Sequenzen bekannt waren, wurde nach Proteinen
gesucht, die sowohl ein Walker A Motiv als auch eine konservierte
Metallbindungsstelle HEXXH enthielten. Zundchst wurde das Genom von
N. crassa auf Sequenzabschnitte, die diese Motive kodieren, untersucht.
Dazu wurde die PCR-Technik mit folgenden degenerierten Primern, die
gegen diese DNA-Sequenzen gerichtet waren, angewendet:

Walker A Box: 5-GGA CCT CCT GGT ACA GGT AAA ACT (IAP-1-1)

HEXXH: 5-GGC ATG TCC AGC CTC GTG GAA AGC AGT (IAP-1-2)

Es wurde ein Fragment von ~600bp amplifiziert, das durch
digoxigeniertes dUTP markiert (siehe 2.1.3.5.3) und als Sonde zur
Hybridisierung einer N. crassa-cDNA-Bibliothek, die in den Phagenvektor
Lambda ZAP® Il (Stratagene) kloniert war, eingesetzt wurde. Die
Bibliothek wurde mir freundlicherweise von F. Nargang (Universitat
Edmonton, Kanada) Uberlassen. Zunédchst wurden DH5a-E. coli-Zellen
auf LB"™-Platten ausgestrichen und mit der Phagensuspension infiziert.
Nach Ubertragung der entstandenen Plaques auf eine Nylonmembran
(siehe 2.1.3.5.2) wurde ihre DNA darauf fixiert und mit der Sonde
hybridisiert. Die Suche ergab einen positiven Klon (CK2), der ein DNA-
Fragment von 1668 bp L&nge enthielt. Das Translationsprodukt dieses
Fragments wies eine Sequenzéhnlichkeit von 57% zu dem C-terminalen
Teil von Ymel aus S.cerevisiae auf. Der N-terminale Teil des

103



Ergebnisse

FAP-1 0
YITBL 0
YEQL2 e M.LLSVER ATKWRRPVRF 20
YEQL0 e 0
MAP- 1 MAVRFRQSSQQLAL CARQAL R TTRPAYRASRL PRASL SSARQL PTSRL YSTQSTEKPEPKKDDDNKSPKPEEDEEDFEP 80
FAP-1 NSSRQLAMANPLFRRSF 17
YIBL e MNVSKI LVSPTVTTNVLRI FAPRLPQ GASLLVQKKVALRSKKFYRFY 48
Ytal2 RSYYGLTH KSLHTQYRLLNRL GENKSGANKNECNNEDAKLNKEI PTDEEVEAI RKQVEKY! EQTKNNTI PANVKEQKRKI 100
YEQL0 e MVMACRYARGAPRSL TSLSFGKASR STVKPVLRSRVPVHQR 42
MAP- 1 KRPLPPGAVRVEKCDLKDFDAFI KKAALKTG KI EGCDV LQGI KHYGCPKETRELLKKW SGNI TI FECLROMKSLVM. 160
| AP-1 SALNSRPLGTWNTLR . . oo oo ENSTHQPGR PSFFRSPVHSSL GFTL QVRSFGNGAL SHNLLAAREA 78

Yrel SEKNSGEMPPKKEAD. . . . ..o oee e = SGKASNKSTI SSI DNSCPPPPSNTNDKTKQANVAVSHANLATREQ 109
Ytal2 CES| RRLEDAVLKGE. . . oo SNRI QEERKEKEEENGPSKAKSNRTKECGYFEGNNSRNI PPPPPPP - 161
Yt al0 LQTLSCLATRNTI FR .« . o ovoeveeeeenn STCl RSFH SWIRLNENRPNKEGECKNNGAKCNASNKECGKDKRNE 103
MAP- 1 AKCLGEHEVEYMRKNPNAKS| ASGFNDNTFTSNVMECSCRKAQT SEEQNKQBEGKEAGQOOSCEUCAKCSGEQLAUOEPKR 240
| AP-1 AANGFPTSACGAQYAFYQALKANMPAI | | ERYCSGRFATNEQVDQ YQCALANVSTGOPYTP) DANGYHPSGFTASQ 158

Ynel EANKCLTSPCAQAAF YKL{BL QSNYPQYVVSRFETPA ASSPECVELYMEALCRI G . . RHS RCNLLTASSACAVN 186
FQ G TFFLLSFLLDLLNSLEEQSEl TVCDFREKLLAKGYVAKLI WNKSMVKVIVLNDNGK 241
Tl GFT1 | FTLLTPSSNNSGDDSNRVL TRCDFKTKYLEKCLVSKI NKFLVEAELVNTKQ 183

NMAP- 1 PGAQGRCEEPPQCF MNYVI GTAVL FWTYKVL FPCNDSREI TVQEL RKNFLEKCL VEKL TWYKDRVI VDLNKEAVR 320
| AP- 1 IHAAG . ... TAAAACQHTCGNVAMVKPI AAGAKTGELH VWEESFGSSALRWKELMAFTLFTYLSMAVI T 224
Yrel PSLAS. ............. SSSNQBGYHGANFPSMYSPL YGSRKEFL HVWVSESTFTWSRWKVLLVFG LTYSFSEGFK 252

Ytal2 NGADNYG . . . R\FYYFTI CS| DSFEHKLQKAGEELLI DKDFRI [gVLYVCEGNWAKANFQ LPTVEM AG TW.TRRSA 316

YtalO WS............. FTI GSVDI FEEQVDQ CDLLNI PPRCRI [gl KYI ERSSPFTFLFPFLPTI | LLCCLYFI TRKI NS 250
NMAP- 1 QWPDSPAASPGFEYYFTI GSI CAFERRLDEAQAELCI PPAERI [fVSYANEFSWEN | LAFCPTLVLVG_LAYI SRRGP. 399
| AP-1 .. ..... MVFECLSSI KRPGEKLEASEVKPENQ € 297
Yrel L. Yl TENTTLLKSSEVADKSVDVAKTN. . VKgCOYde! 323
Ytalz ..., QA. ACGSRCCI FGLSKSKAKKFNTETLCVKI Kig € 390
Yt al0 SPPNANGCCCCCLCAVENVEKSRAKLFNKETDI KI Sg € 330
MAP-1 L G GACGPCGVFG CKSKAKNFNHCTAVKVKFSOYAE! 472
| AP-1 372
Yrnel 398
Ytal2 RCKG\FSG ANCERE 469
Yt al0 '\/G\/G@ RCKGCALCCANCERE 410
VAP- 1 §VCVCASRYRCL HAYARSNAR RSCGGFRCGENCERE 552
| AP-1 AKRI KAAA. .. D... V\NL 446
Ynel MKKI TLAD. . . N.. . VDP 472
Ytal2 LHHLKLAG . . El FDLK 545
YtalO LKRLNLDPLLTCDMNNLS 490
NMAP- 1 LAKI VTK. . .. EDI EFLT 628
| AP-1 526
Yrnel 552
Ytal2 625
Yt al0 570
VAP- 1 708
| AP-1 605
Ynel 630
Ytal2 701
YtalO 646
NMAP- 1 785
I AP-1 R KYNQLSSETRAMVESEYKRVLCESYERARNBLTSKRNEL DYLJR 679
Ynel E. NVESV'SNKI RCI A | ELLKDSEERARRBLTKKNVEL HRL 704
Ytal2 SCKI [€VVNYQK. RDDSDLTKPFSCETCLI | ES&VYRI VCECHCRCTKELKEKAECVEKI f2 780
Yt al0 SPKI (€Y1 SFDONDGNFKVINKPESNKTARTI DLIAVKS| VDCAHRACT LTKN_I]<VEL\/”K 726
VAP- 1 €M_HFD. . DSAERFCKPFAESTAQAI ESRYRRI VEEAYKC TAKKKEVGL\/&E 863
| AP-1 RVI RGEKLKERI SVPPGPNVAI PKPSDTLEPG. PL PPL PGDVPPPGDSGPGPAPPPPVPA 738
Yrnel QVCKGEKLDKLKTSTNTWECPLSCERKDI GDDKPKI PTMLNA 747
Ytal2 CLLGKRPFPERNCAFCKYLNDYETEKI RKEEEKNEKRNEPKPSTN 825
YtalO RLLGPRPFKERNEAFEKYL DPKSNTEPPEAPAATN 761
VAP- 1 RLLGPRONPDKEEFSKYFHGERKSAPPPFPTENT DT PEERCPCPAVREEKADATGNKEGESKECR 928

Abb. 7: Vergleich der Sequenzen der AAA-Proteasen aus N. crassa und
S. cerevisiae
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Translationsprodukts zeigte dagegen keine Ahnlichkeiten zu AAA-
Proteasen. Das Plasmid CK2 enthielt eine unvollstdndige Sequenz, bei der
der 5'-Bereich fehlte (Basenpaare: 549-2217 von iap-1) (Abb. 8).

Um das vollstdndige Gen zu erhalten, wurde die gDNA-Bibliothek
pMOcosX (Orbach, 1994) mit Hilfe der 600 bp-Sonde untersucht. Diese
Bibliothek besteht aus 30-40 kDa groflen DNA-Fragmenten, die in den
Vektor pMOcosX kloniert sind. Die Genbank stand bereits transformiert in
E. coli zur Verflgung. Es wurden ungefahr 4 800 Klone untersucht, die auf
LBA™-Platten ausgestrichen waren. Nach Ubertragung der E. coli-
Kolonien auf Nylonmembranen wurde ihre DNA darauf fixiert und mit der
Sonde hybridisiert. Ein positiver Klon (G9:G8) konnte identifiziert werden
(Abb. 8).

Zur leichteren Sequenzierung dieses Cosmids wurde zunéchst der Teil des
Inserts, der den gesuchten 5’-Genabschnitt enthielt, in den Vektor
pBluescript Il KS subkloniert. Dazu wurde das Cosmid mit den
Restriktionsenzymen Sstll und Pstl verdaut (Abb. 8). Durch Southern-Blot
Analyse (siehe 2.1.3.5) konnte mit Hilfe der Sonde ein ~2 000 bp groRes
DNA-Fragment isoliert werden (Abb. 8). Dieses wurde durch Ligation in
den mit den gleichen Enzymen geschnittenen Vektor kloniert. Das
entstandene Plasmid G9:G8sub wurde sequenziert. Es enthielt die
Promotorregion (Basenpaare:-612-0) wie auch den 5'- Bereich von iap-1
(Abb. 8).

Abb. 7: Vergleich der Sequenzen der AAA-Proteasen aus N. crassa und

S. cerevisiae.

Ein Sequenzvergleich von 1AP-1 (gh: AF323913), MAP-1 (gb: AF323912), Ymel
(gb: 809589), YtalO (gb: 603609) und Ytal2 (gb: 807972) wurde mit Hilfe des Programms
ClustalW (Version 1.8? hergestellt (gap opening penalty: 10; gap extension penalty: 0,05). Die
in allen funf Proteinsequenzen identischen Aminosauren wurden weill auf schwarz, die in drei
oder vier Polypeptiden konservierten Aminosauren schwarz auf grau dargestellt.
Hochkonservierte Motive der AAA-Proteasen wurden wie folgt angegeben; WA: Walker A
Box Region; WB: Walker B Box Region; SRH: second region of homology;
ME: Metallbindungsstelle. Die auf der Grundlage von Hydrophobizitatsprofilen vorhergesagten
Transmembranregionen wurden unterstrichen.
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Pstl Start  Stop Sstll Intron
cDNA RIP
| | | |
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e 5
1 549 747 Sonde 1776 2217

Abb. 8: Schematische Darstellung des Gens iap-1.

Dargestellt ist der Abschnitt aus dem Cosmid G9:G8 der N. crassa gDNA-Bibliothek
pMOcosX, der das Protem IAP-1 kodiert. Die Lage des Introns, der Sonde, des Kettenabbruchs
des Konstrukts iap-17" (‘Stop RIP’) sowie das 5-Ende des cDNA-Klons CK2 (“Start cDNA”)
sind an den entsprechenden Stellen eingezeichnet. Die Primerregionen zur Amplifizierung der
Sonde fiir den Screen der DNA-Bibliothek sind durch Pfeile markiert (‘1, 2). (1) Primer gegen
die Walker A Box Re?lon (1AP-1-1). (22 Primer gegen die Metallbindungsstelle HEXXH (1AP-
1-2). Die Ubrigen Zahlen geben die laufende Nummer des Basenpaars an der jeweiligen Stelle
an.

Zur Charakterisierung des Gens wurde die gesamte Sequenz aus dem
Cosmid G9:G8 durch PCR amplifiziert, in den Vektor pGEM4 kloniert
(pGEM4-iap-1) und sequenziert. Das Gen enthélt eine Intronsequenz von
60 bp L&nge an Position 1776 bp. Es kodiert eine Polypeptidkette von
738 Aminosduren, was einer geschétzten molekularen Masse von ~80 kDa
entspricht (Abb. 7). Das Translationsprodukt enthdlt, wie MAP-1, eine
AAA-Doméne und im C-terminalen Bereich das Metallbindungsmotiv
HEXXH (Abb. 7). Auch das zweite neu identifizierte Protein kann daher
der Familie der AAA-Proteasen in N.crassa zugerechnet werden.
Sequenzvergleiche mit bekannten Mitgliedern aus anderen Organismen
bestatigen diese VVorhersage (Abb 7). Die grofite Sequenzahnlichkeit findet
sich zu Ymel aus S. cerevisiae mit 45,9% ldentitat (Abb. 7). In Analogie
zu map-1 wurde dieses Gen iap-1 (fur intermembranespace AAA-protease)
genannt.
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3.2.2 Charakterisierung der Proteine MAP-1 und IAP-1

3.2.2.1 Lokalisierung und Topologie

3.2.2.1.1 Importinisolierte Mitochondrien

Zur weiteren Charakterisierung der AAA-Proteasen MAP-1 und IAP-1
wurde ihre zelluldre Lokalisierung untersucht. Aufgrund der
Ladungsverteilung in ihren N-terminalen Bereichen wurde fiir beide
Proteine eine mitochondriale Présequenz vorhergesagt. Um eine
mitochondriale Lokalisierung zu bestatigen, wurden Importexperimente in
vitro durchgefiihrt. MAP-1 und IAP-1 wurden in vitro transkribiert und in
Gegenwart von *[S]-Methionin in Retikulozytenlysat translatiert (siehe
2.3.7). Die radioaktiven Translationsprodukte wurden 15 min bei 25°C in
aus N.crassa isolierte Mitochondrien unter Zusatz eines ATP-
regenerierenden Systems in  Abhadngigkeit des Membranpotentials
importiert (Abb. 9). Dabei wurden die Vorstufenproteine, vermutlich durch
MPP, zu einer reifen Form prozessiert, die vor extern zugegebener
Proteinase K geschiitzt war (Abb. 9). MAP-1 und IAP-1 sind also beides
kernkodierte Proteine, die mit Hilfe einer Prasequenz in Mitochondrien
importiert werden. Eine mitochondriale Lokalisierung beider Proteine
wurde auch durch Western-Blot Analysen von isolierten Mitochondrien
mit spezifischen Antikorpern gegen MAP-1 und IAP-1 Dbestétigt
(Abb. 10B, C).

Um eine Sortierungsfunktion des N-terminalen Bereichs von I1AP-1
nachzuweisen, wurde auch die Importkompetenz einer verkirzten Form,
IAP-1AN33, untersucht. Dieses Konstrukt akkumulierte auch in Gegenwart
des Membranpotentials nicht in einer proteasegeschutzten reifen Form. Der
N-Terminus von IAP-1 enthdlt also eine mitochondriale Prasequenz, die
offensichtlich fir eine korrekte Sortierung notwendig ist (Abb. 9).
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Abb. 9: Import von MAP-1 und IAP-1 in N. crassa Mitochondrien.

Isolierte Mitochondrien mit intaktem (‘+AWY’) oder durch Zugabe eines Inhibitormixes (siehe
2.4.3) zerstortem (*-AW’) Membranpotential wurden 15 min bei 25°C mit den radioaktiv
markierten Vorstufenproteinen MAP-1, IAP-1 und 1AP-1AN33 inkubiert. Die Proben wurden
halbiert und mit oder ohne Zusatz von Proteinase K (‘-/+ PK”) 30 min auf Eis belassen. Der
Import der Proteine wurde anschlieBend durch SDS-PAGE und Autoradiographie analysiert.

v, Vorstufenprotein; r, reifes Protein.

3.2.2.1.2 Submitochondriale Lokalisierung und Topologie

Um eine VVorhersage tber eine mogliche Topologie von MAP-1 und 1AP-1
machen zu konnen, wurde zundchst das Hydrophobizitatsprofil der
Polypeptide analysiert (Abb. 10A). Beide Proteine zeigen deutliche
hydrophobe Abschnitte, was auf eine Lokalisierung in mitochondrialen
Membranen hinweist. Im Gegensatz zu 1AP-1, das nur eine hydrophobe
Region im Bereich der Aminosduren 208-227 zeigt, enthalt MAP-1 zwei
potentielle ~ Transmembranregionen  (Aminoséduren  251-273  und
Aminosduren 372-395) (Abb. 8, 10A). Diese Beobachtung deutet auf
maogliche Unterschiede in der Topologie beider Proteine hin.

Um die Vorhersagen aus dem Hydrophobizitatsprofil zu bestétigen, wurde
zundchst die Loslichkeit von MAP-1 und IAP-1in 0,1 M Na,COs3, pH 11,5
untersucht (Carbonatextraktion; siehe 2.4.4). Unter diesen Bedingungen
I6sen sich 16sliche und periphere Membranproteine, wéhrend integrale
Membranproteine in der Membran verankert bleiben. MAP-1 und 1AP-1,
wie auch das integrale Membranprotein ADP/ATP-Carrier (AAC), konnten
unter diesen Bedingungen nicht extrahiert werden und befanden sich in der
unléslichen Fraktion (Abb. 10B). Im Gegensatz dazu wurde I6sliches MPP
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nach der Carbonatextraktion im Uberstand detektiert (Abb. 10B).

A B
MAP-1 MAP-1 _-uil
\ [AP-1 |== o=
AAC | e
MPP |- -

IAP-1 .
NaCO, T P U

Aminosauren

Abb. 10: Submitochondriale Lokalisierung von MAP-1 und IAP-1.

(A) Hydrophaobizitatsprofil von MAP-1 und IAP-1. Das Hydrophobizitatsprofil von MAP-1 und
IAP-1 wurde mit Hilte der DNAMAN-Software (Lynnon BioSoft; Version 4.1) analysiert. Die
FenstergroBe  betrug 15 Aminosdurereste.  Hydrophobe  Bereiche, ie  potentielle
Transmembranregionen darstellen, sind schwarz markiert.

(B) Alkalische Extraktion mitochondrialer Membranen. N. crassa Mitochondrien (100 pg)
wurden 30 min mit 0,1 M Na,CQOs, pH 11,5 inkubiert und eine Kontrolle (‘T”) abgenommen
Der Rest der Probe wurde durch Zentrlfugatlon (226 000 g; 30 min; 4°C) in eine l8sliche (*U’)
und unlosliche (‘P’) Fraktion geteilt. Alle Fraktionen wurden durch SDS-PAGE und Western-
Blot mit spezifischen Antikdrpern analysiert. MPP und AAC wurden als Marker fir 16sliche
bzw. membrangebundene Proteine verwendet.

Zur Bestimmung der Topologie von MAP-1 und IAP-1 wurde eine
Digitoninfraktionierung durchgefiinrt (siehe 2.4.2.3). Hierbei wurden
isolierte  Mitochondrien mit ansteigenden Konzentrationen Digitonin
lysiert und dadurch schrittweise zuerst die Auflenmembranen und durch
Zugabe von 0,17% Triton X-100 auch die Innenmembranen gedffnet. Die
durch die Lyse zugédnglich gemachten Proteine wurden von Proteinase K
verdaut. MAP-1 und IAP-1 waren, im Gegensatz zu dem Markerprotein
der AuRenmembran Tom22, in intakten Mitochondrien vor dem Angriff
der Protease geschiitzt (Abb. 10C). Erst nach Offnung der AuBenmembran
konnte 1AP-1, wie auch das Intermembranraumprotein Cytochrom-c;-
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Abb. 10: Submitochondriale Lokalisierung von MAP-1 und IAP-1.

(C) Digitoninfraktionierung der Mitochondrien. Isolierte N. crassa Mitochondrien wurden mit
ansteigenden Konzentrationen Digitonin (0; 0,05; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5% (m/v)) oder
0,17% (v/v) Triton X-100 schrittweise fraktioniert und die Resistenz der Proteine gegeni]ber
Proteinase K (‘+PK’) (100 pg/ml) untersucht (siehe 2.4.2.3). Die Fraktionen wurden durch
SDS-PAGE und Western-Blot mit spezifischen Antikorpern analysiert. Folgende
Markerproteine wurden verwendet: Tom22, AuRenmembran; CCHL, Intermembranraum; MPP,
Matrix. Dieses Experiment wurde von H. Prokisch mit dem von mir hergestellten spezifischen
IAP-1 Antikorper durchgefuhrt.

(D) Modell fur die Topologie von MAP-1 und IAP-1 in der mitochondrialen Innenmembran
von N. crassa. N, N-Terminus; C, C-Terminus; IMR, Intermembranraum; IM, Innenmembran;
M, Matrix.

Hamlyase von der Protease verdaut werden (Abb. 10C). MAP-1 dagegen
wurde erst nach vollstandiger Lyse der Innenmembran zuganglich fur die
Protease. Diese Eigenschaft zeigte auch das Matrixprotein MPP
(Abb. 10C). MAP-1 und IAP-1 sind also Proteine der Innenmembran,
unterscheiden sich jedoch in ihrer Topologie. IAP-1 enthélt vermutlich nur
eine Transmembranregion. Der C-Terminus (56 kDa) ist Bestandteil des
Intermembranraums (fir die Analyse der Digitoninfraktionierung wurde
ein Antikorper gegen ein C-terminals Peptid verwendet). Es zeigt also eine
C-out-N-in Orientierung (Abb. 10D). MAP-1 dagegen enthélt vermutlich
zwei  Transmembrandoménen. Bei intakter Innenmembran ist es
vollstandig gegen Proteinase K geschutzt. Der kirzere N-Terminus
(28 kDa), wie auch der groRere C-Terminus (59 kDa ), reichen in die
Matrix, wobei beide Transmembrandoménen in der Innenmembran
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verankert sind (Abb. 10D).

3.2.2.2 Bestimmung der nativen Molekulargewichte

Das native Molekulargewicht der beiden neu identifizierten Proteine
wurde durch Gelfiltrationsanalyse bestimmt. Dazu wurden isolierte
Mitochondrien in 1% Triton X-100 solubilisiert und die Extrakte (ber eine
Superose 6-S&ule nach ihrer Groél3e aufgetrennt. In den eluierten Fraktionen
wurden MAP-1 und IAP-1 durch Immundekoration mit spezifischen
Antikorpern nachgewiesen. In Gegenwart von ATP eluierte MAP-1 in
hochmolekularen Komplexen von ~1 000 kDa (Abb. 11A), was einem
Vielfachen seines monomeren Gewichts von ~100 kDa entspricht. Die
Ausbildung dieses Komplexes ist ATP-abh&ngig. Nach Depletion von ATP
durch Zugabe von Apyrase dissoziiert er vollstandig in eine kleinere
oligomere Form von etwa 300 kDa (Abb. 11A). Im Gegensatz zu MAP-1
eluiert IAP-1 in zwei Peaks, die molekularen Massen von >1 000 kDa und
~300 kDa entsprechen (Abb. 11B). Auch hier kann eine Destabilisierung
des >1 000 kDa Komplexes in Abwesenheit von ATP beobachtet werden
(Abb. 11B). Es kommt aber, anders als bei MAP-1, zu keiner vollstandigen
Dissoziation. MAP-1 und IAP-1 bilden also beide hochmolekulare
Komplexe von ahnlicher GroRe.

Sowohl das geringftigig unterschiedliche Elutionsverhalten, wie auch die
Unterschiede der Stabilitat in Abwesenheit von ATP weisen darauf hin,
dal} beide Proteine zwei voneinander unabh&ngige Multimere bilden. Um
diese Hypothese experimentell zu bestatigen, wurde das Molekulargewicht
des MAP-1-Komplexes in Zellen einer iap-1-Disruptionsmutante (iap-1¥")
(siehe 2.2.2.5) untersucht. Von diesem Stamm wurden Mitochondrien
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Abb. 11: Bestimmung des nativen Molekulgr‘Pgewichts von MAP-1 und IAP-1 in
Abhangigkeit von ATP im Wildtyp- und iap-1"" -Stamm.

Isolierte Mitochondrien des Wildtypstamms (“WT’) (A, B) und des iap-17"- Stamms (C)
(2 mg) wurden in 1% (v/v) Triton X-100, 30 mM Tris/HCI, pH 7,4, 150 mM KAc, 4 mM
MgAc,, 1 mM PMSF und, wenn angegeben, 1 mM ATP (‘+ATP’) unter heftigem Schutteln bei
4°C 15 min lysiert (Proteinkonzentration: 3 mg/ml). Anschliefend wurden die Proben 15 min
bei 25°C in Gegenwart oder Abwesenheit von Apyrase (5 U/ml) (‘+Apyrase’ bzw. ‘+ATP’)
inkubiert und die Proteinkomplexe mittels einer Superose 6-Gelfiltrationssaule, die mit
Lysepuffer, der 0,1 % (v/v) Triton X-100 enthielt, aquilibriert war, aufgetrennt. Das Eluat
wurde in 0,5 ml Fraktionen gesammelt, die Proteine mit TCA (12,5%) ausgeféllt und mit Hilfe
der SDS-PAGE und Western-Blot analysiert. Die Menge an Protein wurde durch Densitometrie
bestimmt und auf die gesamte eluierte Menge des jeweiligen Proteins normiert. Folgende
Proteinkomplexe wurden zur Eichung der Séule verwendet: (1) Hsp60 (850 kDa);
(2) Apoferritin (443 kDa), (3) Alkoholdehydrogenase (150 kDa).
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isoliert und, wie oben beschrieben, Gelfiltrationsanalysen durchgefiihrt.
MAP-1 bildete auch in Abwesenheit von IAP-1 Komplexe von ~1 000 kDa
und ~300 kDa (+ATP) bzw. nur ~300 kDa (-ATP) wie in Wildtyp-
mitochondrien (Abb. 11C, ohne Abb.). Diese Befunde belegen, daR die
Assemblierung des MAP-1-Komplexes unabhéngig von 1AP-1 erfolgt.

3.2.3 Funktionen von IAP-1 in N. crassa

3.2.3.1 Disruption von iap-1 durch »repeat-induced point
mutation« (RIP)

Um einen Einblick in die Funktion von IAP-1 zu erhalten, wurde ein
Disruptionsstamm des entsprechenden Gens hergestellt. Dazu wurde die
Technik der »repeat-induced point mutation« (RIP) verwendet (Cambareri
et al., 1989; Selker, 1990). In N.crassa werden duplizierte DNA-
Sequenzen wéhrend des sexuellen Vermehrungszyklus erkannt und
verandert. Dabei kommt es spontan zum Austausch von AT- zu GC-Paaren
in beiden vorliegenden Kopien der DNA, was in der Regel zu
Kettenabbrichen innerhalb des Translationsprodukts fuhrt (Cambareri et
al., 1989; Selker, 1990). Dieser Mechanismus kann zur Disruption von
Genen eingesetzt werden.

Zunéchst wurde das Plasmid pCB1179-iap-1 (siehe 2.1.4.2.9), das eine
Kopie des Wildtypgens und ein Hygromycin-Resistenzgen zur Selektion
enthielt, in den Wildtypstamm St. Lawrence 74A transformiert (siehe
2.2.2.5) und die positiven Klone durch Southern-Blot Analyse (siehe
2.1.3.5) identifiziert. Homokaryontische Mikrokonidien (siehe 2.2.2.2.3)
eines Klons, der nun zwei Kopien des iap-1-Gens enthielt, wurden
anschlieBend mit dem isogenen Wildtypstamm K93a gekreuzt (siehe
2.2.2.5). 60 Ascosporen wurden isoliert, auf MIN-Medium angezogen und
mit Hilfe der Immundekoration auf eine Disruption von iap-1 Uberpriift.
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Ein positiver Klon wurde identifiziert (iap-1%"). Das enthaltene iap-1-

Allel wurde Uber PCR amplifiziert und seine Sequenz bestimmt. Es
enthielt mehrere Punktmutationen, die unter anderem 2zu einem
Kettenabbruch des Translationsprodukts nach Aminoséure 249 (kurz nach
der Transmembranregion) fuhrten. Das Translationsprodukt des mutierten
Allels enthélt also weder die AAA- noch die proteolytische Doméne und
kann daher als vollstandige Disruption des Proteins angesehen werden.

1RIP

3.2.3.2 Wachstumsphéanotyp des Stamms iap- unter

Hitzestrel}

Um einen ersten Hinweis auf die Funktion von IAP-1 in N. crassa zu
erhalten, wurde zundchst das Langenwachstum der Hyphen des Wildtyp-
bzw. iap-17""-Stamms in geeigneten Wachstumsréhrchen (sogenannten
»Racing tubes«) auf verschiedenen Kohlenstoffquellen bestimmt
(Abb. 12). Auf Glukosemedien konnte kein Unterschied zwischen Wildtyp
und der Mutante bei allen untersuchten Temperaturen festgestellt werden
(ohne Abb.). Ein vergleichbares Wachstum der Hyphen zeigte sich auch
bei Glyzerin- oder Azetat als Kohlenstoffquellen bei 12°C oder 20°C
(Abb. 12). Eine Inkubation bei 40°C auf diesen Medien flhrte jedoch nach
etwa zwei Tagen zu einem starken Wachstumsriickgang des mutierten
Stamms (Abb. 12).

Um sicherzustellen, dal3 dieser Phanotyp auf den Verlust des iap-1-Gens
zuriickzufiihren ist, wurde der Stamm iap-1%"" mit dem Plasmid pCB1179-
lap-1 transformiert (siehe 2.2.2.2). Dieses Plasmid enthélt das Wildtypgen
unter Kontrolle des Chinasaurepromotors ga2 von N.crassa. |AP-1
akkumulierte in etwa der gleichen Menge wie im Wildtypstamm und
unterdriickte den Wachstumsphénotyp der iap-17'""-Mutante (Abb. 12). Die
Hemmung des Wachstums bei 40°C auf Glyzerin- oder Azetatmedien ist
somit auf den Verlust von IAP-1 zurlckzufihren.
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Abb. 12: Wachstumsphéanotyp des iap- -17"-Stamms unter HitzestreR.

Mit Azetatmedlum gefu Ite »Racing tubes« wurden an einem Ende mit Konidien des Wildtyp-
(‘WT’), iap-1""- (‘RIP*), oder iap-1""-iap-1 (‘RIP-IAP-1") -Stamms angeimpft und bei 20°C
oder 40°C mkublert Zu den angegebenen Zeitpunkten wurde jeweils das Langenwachstum der
Hyphen durch Ausmessen bestimmt.

3.2.3.3 Morphologie der Mitochondrien

Die Disruption von Ymel in S. cerevisiae fuhrt zur Veranderung der
Morphologie der Mitochondrien. H. Prokisch untersuchte daher flr meine
Arbeit auch die Morphologie der Mitochondrien bei N.crassa. Dazu
wurden die Hyphen eines Wildtyp- und iap-1¥'""-Stamms mit dem fiir
Mitochondrien spezifischen Farbstoffen DiOCgs und Rhodamin-B-
Hexylester (Prokisch et al.,, 2000) angefarbt und unter einem
Fluoreszenzmikroskop analysiert. Es konnte kein Unterschied in der
Morphologie der Organellen zwischen den beiden Stdmmen beobachtet
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werden (ohne Abb.).

3.2.3.4 Abbau von Membranproteinen durch die Protease
IAP-1

Die Aminosauresequenz von IAP-1 enthalt das fur Metalloproteasen
typische Motiv . HEXXH (Abb. 8), was eine proteolytische Funktion
nahelegt. Um diese Hypothese zu Uberprifen, wurde der Abbau zweier
Modellproteine der mitochondrialen Innenmembran durch 1AP-1
untersucht. Als Substrate wurden verkirzte Versionen des Proteins Yme2
aus S.cerevisiae verwendet. Yme2 stellt ein mitochondriales
Innenmembranprotein mit einer Transmembranregion und Doménen auf
beiden Seiten der Membran dar (Hanekamp und Thorsness, 1996). Die
Domane des Intermembranraums war in dem Konstrukt Yme2AC23, die
Domane der Matrix in dem Konstrukt Yme2AN33, weitestgehend deletiert
(Abb. 13A) (Leonhard et al., 2000). In Mitochondrien von S. cerevisiae ist
gezeigt, daR Yme2AN33 von beiden, der m- und i-AAA-Protease
hydrolysiert wird. Im Gegensatz dazu ist die GroRe der verbleibenden
Intermembranraumdomane des Konstrukts Yme2AC23 nicht ausreichend,
um von der i-AAA-Protease angegriffen werden zu konnen. Dieses
Konstrukt wird daher ausschlieBlich durch die m-AAA-Protease verdaut
(Leonhard et al., 2000).

Beide Polypeptide wurden zundchst in Retikulozytenlysat in Gegenwart
von *[S]-Methionin synthetisiert. Die Vorstufenproteine wurden
nachfolgend in isolierte Mitochondrien des Wildtyp- und iap-17'""-Stamms
15 min bei 25°C importiert. Wahrend einer sich anschlielenden Inkubation
der Proben bei 37°C wurden in Wildtypmitochondrien beide Proteine
abgebaut (Abb. 13B, C). Dagegen war das Substrat Yme2AN33 in
Abwesenheit von 1AP-1 weitestgehend stabilisiert (Abb. 13B).
Interessanterweise war kein Einflu der Disruption von iap-1 auf die
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Stabilitdt des Substrats Yme2AC23 zu beobachten (Abb. 13C). Diese
Experimente zeigen eine essentielle Funktion von I1AP-1 flr einen
effizienten Abbau fehlgefalteter Innenmembranproteine, die eine Domane
Im Intermembranraum exponieren.

A
Yme2AN33 Yme2AC23
C
C IMR
IM
M
N N
B C
100 RIP 100
80 -
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Z < 601 Q= WT
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£
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Abb. 13: Abbau der Proteine Yme2AN33 und Yme2AC23.

(A) Topologie der Proteine Yme2AN33 und Yme2AC23. N, N-Terminus, C, C-Terminus; IMR,
Intermembranraum, IM, Innenmembran; M, Matrix.

(B, C) Stabilitat der Innenmembranproteine Yme2AN33 und Yme2AC23 in iap-17'*-
Mitochondrien. Radioaktiv markiertes Yme2AN33 (B) oder Yme2AC23 (C) wurden in isolierte
Mitochondrien des Wildtyp- (“WT’) und iap-1"" (‘RIP’) -Stamms 15 min bei 25°C importiert.
Nach Verdau der nicht importierten VVorstufenproteine mit Proteinase K (50 pg/ml) wurden die
Mitochondrien fir die angegebenen Zeitpunkte bei 37°C inkubiert, um den Abbau der
Modellsubstrate zu induzieren. Die Proben wurden mittels SDS-PAGE und Autoradiographie
analysiert. Die Menge an nicht abgebautem Substrat wurde mit Hilfe eines
Phosphoimagersystems quantifiziert und auf den Nullwert normiert.
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3.2.4 Komplementationsstudien von Ymel durch IAP-1in
S. cerevisiae

Aufgrund der hohen Sequenzahnlichkeit und der konservierten Topologie
in der Innenmembran der Mitochondrien von Ymel aus S. cerevisiae
(Campbell et al., 1994; Leonhard et al., 2000; Thorsness et al., 1993) und
IAP-1 aus N. crassa stellte sich die Frage, inwieweit diese Proteine auch
funktionelle Orthologe darstellen. Daher wurden Komplementations-
studien in Hefe durchgefihrt.

3.2.4.1 Import von IAP-1 und IAP-1*in isolierte
Mitochondrien von S. cerevisiae

Zunachst wurde untersucht, ob die Présequenz von IAP-1 die Sortierung
des Proteins zu den Mitochondrien in S. cerevisiae gewdhrleistet. Dies
wurde in vitro durch Import der radioaktiv markierten Vorstufenproteine
Ymel und IAP-1 in isolierte Mitochondrien von S. cerevisiae Uberpruft
(siehe 2.4.3). Im Gegensatz zu Ymel, das effizient in eine reife protease-
geschitzte Form Uberfihrt wurde, akkumulierten nur geringe Mengen an
proteaseresistentem IAP-1 (Abb. 14A). Die Prasequenz von IAP-1 scheint
also keine effiziente Translokation des Proteins in Mitochondrien von
S. cerevisiae zu gewahrleisten. Daher wurde ein Fusionsprotein (IAP-1*)
bestehend aus dem N-Terminus von Ymel, der die Prédsequenz und zwei
weitere Aminosaurereste (Aminosédurereste 1-49) enthalt, und dem reifen
IAP-1 (Aminoséurereste 62-738), hergestellt (siehe 2.1.4.2.7). Radioaktiv
markiertes IAP-1* wurde, dhnlich wie Ymel, effizient in Mitochondrien
aus S. cerevisiae importiert und zu einer reifen Form mit einer molekularen
Masse von etwa ~70 kDa prozessiert (Abb. 14A). Der Import erfolgte in
Abhangigkeit des Membranpotentials iber die Innenmembran.
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Abb. 14: Komplementation von Ymel durch IAP-1.

(A) Import von IAP-1 und Ymel in S. cerevisiae Mitochondrien. Isolierte Mitochondrien von
S. cerevisiae wurden mit radioaktiv markiertem Ymel, IAP-1 und IAP-1* 15 min bei 25°C in
Gegenwart (‘+AW’) oder Abwesenheit (‘-AW’) eines Membranpotentials inkubiert. Nicht
importiertes Protein wurde durch Zugabe von PK verdaut (‘+PK’) und die Proben mittels
SDS-PAGE und Autoradiographie analysiert. Ein N-terminal verkirztes Ymel-Konstrukt, das
vermutlich durch ein internes Startkodon wahrend der in vitro Translation gebildet wird und
etwas schneller als das reife Ymel-Protein im Gel lauft, ist mit einem Stern gekennzeichnet. v,
Vorstufenprotein; r, reifes Protein.

(B, C) Partielle Komplementation des Wachstumsphénotyps des Adymel-Stamms durch
Expression von IAP-1*. Wildtyp- (‘“WT?’), 4ymel- und dymel-Zellen, die IAP-1* exprimieren
(*4ymel-1AP-1*") wurden bis zur mittleren logarithmischen Phase in einer YPD-Flussigkultur
kultiviert und eine Verdunnungsreihe (1:10) hergestellt (siehe 2.2.1.1). Je 3 ul einer Probe
wurden auf YP-Medium, das 2% (m/v) Glukose oder 3% (m/v) Glyzerin enthielt, aufgebracht
und 7 bzw. 4 Tage bei 15°C (B) oder 37°C (C) inkubiert.

§D) Mitochondriale Morphologie des Adymel-Stamms nach Expression von IAP-1*. GFP,
usioniert mit der mitochondrialen Prasequenz der Untereinheit 9 der FiFo-ATPase, wurde in
Wildtyp- (“WT”), 4ymel- und dymel-1AP-1*-Zellen exprimiert. Die Stdimme wurden auf YPD-
Medium angezogen und mit Hilfe der Phasenkontrast- und Fluoreszenzmikroskopie analysiert.
Diese Bilder wurden von H. Prokisch fur die vorliegende Arbeit fotografiert.
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3.2.4.2 Komplementation des Wachstumsphanotyps in
S. cerevisiae

Um eine Expression in Hefe zu ermdglichen, wurde zun&chst das
Fusionsprotein 1AP-1* in den Vektor pRS314 unter die Kontrolle des
endogenen  YME1-Promotors kloniert (siehe 2.1.4.2.7). Dieser
Expressionsvektor liegt in einfacher Kopie in der Zelle vor. Es ist daher
ein Expressionsniveau des Fusionsproteins, das der endogenen Protease
ahnlich ist, zu erwarten. Das Konstrukt wurde in Adymel-Zellen von
S. cerevisiae transformiert und die Expression durch Immundekoration
uberpriift.

Zundchst wurde die Komplementation der Wachstumsphanotypen bei
15°C auf glukosehaltigen und bei 37°C auf glyzerinhaltigen Medium
untersucht. Durch die Expression von IAP-1* konnte der kaltesensitive
Phanotyp der dymel-Deletionsmutante unterdriickt werden (Abb. 14B).
Dies zeigt eine funktionelle Konservierung der beiden Homologen. Im
Gegensatz dazu wurde allerdings kein Wachstum des Stammes Adymel-
lap-1* auf nicht-fermentierbaren Kohlenstoffen bei 37°C beobachtet
(Abb. 14C). Mdoglicherweise war das Ausmafl der Expression fur die
Komplementation der Funktionen bei 37° in diesem Stamm zu gering. Zur
starkeren Expression wurde IAP-1* daher zusétzlich unter die Kontrolle
des konstitutiven Promotors ADH1 in den Stamm Aymel transformiert
(4ymel-ADH1-iap-1*) (siehe 2.1.4.2.8). Obwohl die Menge an
exprimierter Protease in diesen Zellen ~20-fach erhoht war, wurde der
thermosensitive Phanotyp der Aymel-Zellen auf Glyzerin nicht unterdriickt
(ohne Abb.). Zusammengefalt zeigen diese Ergebnisse, dall die beiden
Homologe aus S. cerevisiae und N.crassa Uberlappende aber nicht
identische Funktionen in der Zelle innehaben.
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3.2.4.3 Komplementation der mitochondrialen Morphologie
In S. cerevisiae

Der Verlust von Ymel in S. cerevisiae flhrt zur Verdnderung der
Morphologie der Mitochondrien (Campbell et al., 1994). In Wildtypzellen
finden sich viele relativ kleine fadenférmige Organellen, die Gber die
ganze Zelle verteilt sind (Abb. 14D). Dagegen verschmelzen in einem
Adymel-Stamm die Mitochondrien zu wenigen grof3en, runden Strukturen
(Abb. 14D). In Kooperation mit H. Prokisch wurde die Komplementation
dieses Phanotyps durch die Expression von IAP-1* untersucht. Zur
Darstellung der Mitochondrien wurden die Zellen der Wildtyp-, dymel-
und Aymel-iap-1*-Stimme mit dem Plasmid pVTUL100-mtGFP
transformiert, das das Fusionsprotein Su9(1-69)-GFP unter Kontrolle des
ADH1-Promotors exprimiert (Westermann und Neupert, 2000). Aufgrund
der mitochondrialen Présequenz der Untereinheit 9 der F;F,-ATPase wird
GFP (green fluorsescent protein) in vivo in Mitochondrien importiert.
Diese kdnnen dann unter einem Fluoreszenzmikroskop analysiert werden.
Die Expression des Fusionsproteins |AP-1* zeigte eine deutliche
Veranderung der Morphologie im Vergleich zum Deletionsstamm
(Abb. 14D); kleine Mitochondrien verteilten sich Uber die ganze Zelle,
jedoch ohne ein richtiges Netzwerk wie im Wildtyp auszubilden. Dieses
Experiment zeigt, dal IAP-1* zumindest teilweise, Funktionen zur
Erhaltung mitochondrialer Strukturen in Hefe lbernehmen kann, obwohi
ein vergleichbarer Phdnotyp in N.crassa nicht beobachtet wird.
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3.3 Untersuchungen zur Oligomerisierung der
I-AAA-Protease Ymel aus S. cerevisiae

ATP-abhangige Proteasen, wie z. B. das Proteasom oder die ClpP- und
HslIVVU-Proteasen, bilden Minikompartimente, in deren Inneren die
Proteolyse der Substrate erfolgt (Schmidt et al., 1999). Auch AAA-
Proteasen assemblieren zu hochmolekularen Komplexen. Dies lait die
Ausbildung ahnlicher proteolytischer Kompartimente vermuten. Um die
Bedeutung der Oligomerisierung fur diese Proteinfamilie n&her zu
untersuchen, wurde im Folgenden eine Struktur-Funktionsanalyse am
Beispiel der i-AAA-Protease aus S. cerevisiae durchgefihrt.

3.3.1 Untersuchungen zur Oligomerisierung von Ymel am
Isolierten Komplex

3.3.1.1 Reinigung von Ymel als heterolog exprimiertes
MBP-Fusionsprotein

Zunachst mufte ein Expressions- und Reinigungssystem etabliert werden,
das die Isolierung des aktiven Ymel-Komplexes ermoglichte. Folgende
Eigenschaften des Proteins waren dabei besonders zu berlcksichtigen:
Zum einen wird Ymel nur gering in der Zelle exprimiert; zum anderen ist
es ein integrales Membranprotein. Beide Eigenschaften erschweren die
Reinigung eines Proteins. Fir eine erfolgreiche Isolierung des Komplexes
war daher die Wahl eines geeigneten Organismus fir die Expression von
besonderer Bedeutung. In der vorliegenden Arbeit wurden drei
verschiedene Systeme untersucht. Dabei zeigte sich, daR bei einer
Reinigung von Ymel aus S. cerevisiae bzw. von IAP-1 aus N. crassa die
oben beschriebenen Probleme nicht gelost werden konnten. Mit
zunehmender Reinheit des Komplexes stieg seine Tendenz zur
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Aggregation. Dartber hinaus wurde auch bei Verwendung induzierbarer
Promotoren keine Uberexpression erreicht,

Als ein Ausweg erwies sich die heterologe Expression von Ymel als
MBP-Fusionsprotein in E. coli, das zusétzlich eine Hexahistidinsequenz
am C-Terminus enthielt. Die Fusion mit MBP (Maltose-Bindungs-Protein),
einem sehr gut l6slichen etwa 40 kDa groRen Polypeptid, ergab zwei
Vorteile: zum einen zeigte sich, daR das Hybridprotein eine im Vergleich
zu Ymel erhohte Loslichkeit aufwies; zum anderen konnte MBP-Ymel als
Hybridprotein schnell und effizient aufgereinigt werden.

Die Reinigung des Komplexes erfolgte in zwei Schritten (siehe 2.3.9):
Zunachst wurde eine Affinitatschromatographie mit Hilfe einer Amylose-
Matrix durchgefiinrt. Nach diesem Reinigungsschritt war der Komplex auf
~45%, bezogen auf die Gesamtproteinmenge im Eluat, angereichert
(Abb. 15). Ein grofRer Teil der verbleibenden Verunreinigungen,
insbesondere die Hauptbande bei ~60 kDa, reagierten mit spezifischen
gegen den N-Terminus bzw. der AAA-Doménen von Ymel gerichteten
Antikorpern und stellen daher vermutlich N-terminale Abbauprodukte dar
(ohne Abbildung). Diese Fragmente konnten weder durch die Verwendung
des proteasedefizienten E. coli-Stamms BL21(DE3) noch durch verénderte
Expressionsbedingungen (z. B. Erniedrigung der Wachstumstemperatur
wéhrend der Expression) reduziert werden (ohne Abbildungen). Um diese
Verunreinigungen abzutrennen, wurde das Eluat der Amylosesdule in
einem zweiten Reinigungsschritt an eine Ni-NTA-Matrix gebunden. Da
das Hexahistidinpeptid am C-terminalen Ende von MBP-Ymel gebunden
war, konnen Abbauprodukte mit fehlendem C-Terminus nicht mehr an
dieser Matrix binden und somit leicht abgetrennt werden. Die Reinheit des
Proteins wurde dadurch auf ~70% erhoht, wobei ein Grofteil der
verbleibenden Verunreinigungen immer noch mit den spezifischen
Antikorpern gegen Ymel reagierten.
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Abb. 15: Reinlgung von Ymel.

E. coli-Zellen, die das Plasmid pMAL-cRI-YMEL enthielten, wurden eine Stunde in
LB-Medium, dem Ampicillin (100 pg/ml% und IPTG (2 mM) zugesetzt war, kultiviert, geerntet
und die Membranen durch Beschallen aufgebrochen  (siehe 2 3.9). Unlosliche
Membranbruchstiicke wurden durch Zentrifugation “abgetrennt und der Uberstand auf eine
Amylosematrix geladen. Das Eluat der S&ule wurde in einem zweiten Schritt mit Hilfe der
Ni-NTA-Affinitatschromatographie weiter gereinigt. Das isolierte Protein wurde uber Nacht
gegen den Puffer 30 mM HEPES/KOH, pH 7,4, 150 mM KAc, 10% (v/v) Glyzerin dialysiert.
Die Proben wurden mittels SDS- PAGE und durch Anfirben mit Coomassie Blau analysiert.
U, Uberstand nach Lyse der Zellen; MBP, Eluat der Amylosesaule; Ni-NTA, Eluat der
Ni-NTA- Sdule; Proteinmenge, pro Spur geladene Proteinmenge.

3.3.1.2 Bestimmung des nativen Molekulargewichts von
MBP-Ymel

Um die Oligomerisierung des heterolog exprimierten Hybridproteins zu
untersuchen, wurden nach Expression von MBP-Ymel in E. coli-Zellen,
die l6slichen Proteine eines Zellextrakts mit Hilfe einer Superose 6-Sédule
nach ihren nativen Molekulargewichten aufgetrennt. MBP-Ymel eluierte
in einem hochmolekularen Komplex von >1 500 kDa, dhnlich der i-AAA-
Protease (Abb. 16A). Die etwa um 500 kDa groRere molekulare Masse des
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heterolog exprimierten Komplexes stimmt mit der groeren molekularen
Masse von 40kDa des Protomers von MBP-Ymel gut U(berein.
Offensichtlich assembliert das Hybridprotein zu einem Komplex, der die
erwartete Grolie der nativen i-AAA-Protease zeigt. Eine Oligomerisierung
uber das fusionierte MBP kann ausgeschlossen werden, da dieses Protein
unter den angewendeten Bedingungen als Monomer vorliegt (ohne Abb.).

3.3.1.3 Charakterisierung der ATPase-Aktivitat des
iIsolierten MBP-Ymel-Komplexes

Um das isolierte Hybridprotein auf enzymatische Aktivitat zu tberprifen,
wurde die ATP-Hydrolyse durch MBP-Ymel bestimmt. Hierzu wurde das
Enzym in Gegenwart von 2 mM ATP bei 30°C fir die angegebenen
Zeitintervalle inkubiert und das durch die ATPase freigesetzte Phosphat
nach Zugabe eines Farbreagenz photometrisch bestimmt (siehe 2.3.10).
Der isolierte MBP-Ymel-Komplex fiihrte zu einer weitgehend linear
ansteigenden Bildung von Phosphat (Abb. 16B). Die gemessene Aktivitat
war direkt proportional zur Enzymkonzentration (Abb. 16C). Fir MBP-
Ymel lag unter diesen Bedingungen die  Aktivitat  bei
2,2 +1,2 ATP/min/Ymel-Monomer (n = 13).

Um ausschlieBen zu konnen, dal die gemessenen Aktivitdten auf
Kontaminationen durch nicht vollstdndig abgetrennte andere ATPasen
zurlickzufuhren sind, wurde das Maltose-Bindungs-Protein (MBP) von
dem Vektor pMAL-cRI exprimiert und unter den gleichen Bedingungen
wie der MBP-Ymel-Komplex gereinigt (ohne Abbildung). AnschlieRend
wurde ein ATPase-Aktivitatstest durchgefiihrt (Abb. 16D). Die Zugabe
von MBP fuhrt zu keiner mel3baren Freisetzung von Phosphat (Abb. 16D).
Die in Gegenwart von MBP-Ymel beobachtete ATP-Hydrolyse war
demnach allein auf MBP-Ymel zurtickzuftihren.
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Abb. 16: Bestimmung des nativen Molekulargewichts und der ATPase-Aktivitat
des gereinigten Ymel-Komplexes.
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3.3.1.4 Die Rolle der Oligomerisierung fur die ATPase-
Aktivitat von Ymel

Um die Rolle der Oligomerisierung fir die ATPase-Aktivitat zu
untersuchen, wurden verschiedene C- und N-terminal verkilrzte Ymel-
Varianten in E. coli exprimiert und sowohl ihre native molekulare Masse,
wie auch ihre ATP-Hydrolyseaktivitdt bestimmt. Folgende Konstrukte
wurden flr diese Experimente verwendet (Abb. 17A): (i) MBP-Ymel
(Aminosaurereste 48-747); (ii)) MBP-Ymel ohne proteolytischer Domane
(Aminosaurereste 48-525; MBP-YmelAPD); (iii) die Intermembranraum-
doméne (Aminoséurereste 250-747; IMD) (iv) die AAA-Domane
(Aminosdurereste 250-525; AAA). Die IM- und AAA-Domanen enthielten
eine Hexahistidinsequenz am C-Terminus und konnten tber eine Ni-NTA-
Affinitatssdule gereinigt werden (Leonhard et al., 1999).

Abb. 16: Bestimmung des nativen Molekulargewichts und der ATPase-Aktivitat
des gereinigten Ymel-Komplexes.

(A) E. coli-Zellen, die das Plasmid pMAL-cRI-YME1 enthielten, wurden zwei Stunden in
LB-Medium, dem Ampicillin (100 pg/ ml) und IPTG (2 mM) zugesetzt war, kultiviert. Eine
Menge Zellen, die 10 OD-Einheiten entsprach, wurde geerntet, in Lysepuffer (30 mM
HEPES/KOH, pH 7,4; 150 mM KAc; 10% (m/v) Glyzerin; 10 mM [-Mercaptoethanol; 1 mM
PMSF) resuspendiert und durch Beschallen die Membranen aufgebrochen (siehe 2.3.8). Nach
Abtrennung der unldslichen Bestandteile durch Zentrifugation wurden die Proteine des
Uberstands mit Hilfe einer Superose 6-Saule (aquilibriert mit Lysepuffer) nach ihren
Molekulargewichten aufgetrennt (obere Teilabbildung). Als Kontrolle wurden isolierte
Mitochondrien von S. cerevisiae in 1% (v/v) Triton X-100, 30 mM HEPES/KOH, pH 7,4,
150 mM KAc, 10% (m/v? Glyzerin, 10 mM [(-Mercaptoethanol, 1 PMSF I?/siert und die
l6slichen Proteine ebenfalls Uber die Superose 6-Séaule analysiert (untere Teilabbildung). In
beiden Fallen wurde das Eluat in 0,5 ml Fraktionen gesammelt, TCA gefallt und mittels
SDS-PAGE und Immundekoration mit einem spezifischen Antikorper gegen Ymel untersucht.
Die Menge an Protein in den Fraktionen wurde durch Densitometrie bestimmt und auf die
esamte eluierte Menge des jeweiligen Proteins normiert. Zur Eichung der Saule wurden die
olgenden Proteinkomplexe verwendet: (1) Hsp60 (850 kDa), (2) Apoferritin (443 kDa).

(B, C) ATPase-Aktivitat des gereinigten Ymel-Komplexes. §B) Kinetik der ATP-Hydrolyse.
Der isolierte Ymel-Komplex (2,4 uM) wurde in ATPase-Puffer (siehe 2.3.10) in Gegenwart
von ATP (2 mM) flr die angegebenen Zeitintervalle bei 30°C inkubiert. Die Konzentration des
hydrolysiertem Nukleotid wurde mit Hilfe des Malachitgriin-Reagenzes photometrisch
bestimmt. (C) Titration der Ymel-Konzentration. Die Messun? der ATPase-Aktivitat wurde
mit den angegebenen Enzymkonzentrationen fir 30 min durchgefuhrt.

(D) Die gemessene ATPase-Aktivitat ist nicht auf Verunreinigungen des isolierten Komplexes
zuriickzufiihren. Die Expression der Gene MBP-YMEL und MBP wurde von den Plasmiden
pMAL-cRI-YME1 bzw. pMAL-cRI -wie in Abb. 15 beschrieben- induziert und die exprimierten
Proteine mit Hilfe einer Amylosematrix aufgereinigt. Die ATPase-Aktivitdt der isolierten
Proteineb MBP-Ymel und MBP (jeweils 2,4 uM) wurden unter Standardbedingungen fir
30 min bestimmt.
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Zunéchst wurden die nativen Molekulargewichte der Proteine durch
Gelfiltrationsexperimente  bestimmt (Abb. 17B). Im Gegensatz zu
MBP-Ymel und MBP-YmelAPD, die beide in einer hochmolekularen
Form (>1500 kDa) vorlagen, bildeten die IM- und AAA-Doméne
Komplexe mit einer molekularen Massen von etwa 150 kDa bzw. 100 kDa
(Abb. 17B). Die Deletionen der N-terminalen Doméane wund der
Transmembranregion von Ymel fiihren offenbar zu einer Dissoziation der
I-AAA-Protease zu niedermolekularen Strukturen.

A
MD TM AAA PD
Ymel MBP—| l;rf;'.j.:.';'._f.fl-&-mw a-a-x-a.f 6HIS
Ymel1APD MBP B e
IMD ‘.:_"a:"__iﬂﬁ :x-ax-a*«al- 6HIS
AAA . t6HIS
vmetan 1:

Abb. 17: Molekulargewichte und ATPase-Aktivitaten verkirzter Ymel-Varianten.
(A) Schematische Darstellung der verwendeten Ymel-Varianten. MD, Matrixdoméne; TM,
Transmembranregion; AAA, AAA-Doméne; PD, proteolytische Domane; 6HIS,
Hexahistidinsequenz; MBP, Maltose-Bindungs-Protein.

(B) Bestimmung der nativen Molekulargewichte der Konstrukte MBP-Ymel, MBP-YmelAPD,
IMD und AAA. Die gereinigten Proteine Ymel, YmelAPD, IMD und AAA, (jeweils 200 pg)
wurden auf eine zuvor mit 30 mM HEPES/KOH, pH 7,4, 150 mM KAc, 4 mM MgAc,,
10% (v/v) Glyzerin, 1 mM PMSF &quilibrierten Superose 6-Gelfiltrationsséule geladen und das
Eluat in 0,5 ml Fraktionen gesammelt. Die Proben wurden TCA gefallt und mittels SDS-PAGE
und Western-Blot analysiert. Die Menge an Protein in den Fraktionen wurde durch
Densitometrie bestimmt und auf die gesamte eluierte Menge des jeweiligen Proteins normiert.
Als Standard wurden die folgenden Proteinkomplexe verwendet: (1) Hsp60 (850 kDa);
(2) Apoferritin (443 kDa); (3) Alkoholdehydrogenase (150 kDa).

(C) ATPase-Aktivitat der Konstrukte MBP-Ymel, MBP-YmelAPD, IMD und AAA. Die
Konzentration des durch die Konstrukte MBP-Ymel, MBP-YmelAPD, IMD und AAA
hydrolysierten ATPs wurde unter Standardbedingungen 30 min bestimmt.
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Abb. 17: Molekulargewichte und ATPase-Aktivitaten verkirzter Ymel-Varianten.
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In den folgenden Experimenten wurde die ATPase-Aktivitdt der
beschriebenen Ymel-Varianten untersucht (Abb. 17C). Im Gegensatz zu
MBP-Ymel und MBP-YmelAPD konnte keinerlei ATP-Hydrolyse-
aktivitat der IM- und AAA-Doménen nachgewiesen werden (Abb. 17C).
Diese Ergebnisse korrelieren mit den beobachteten oligomeren Zustéanden
der Proteine (Abb. 17B). Die Assemblierung zu multimeren Komplexen
scheint demnach essentiell fiir die ATPase-Aktivitat von Ymel zu sein.

3.3.2 Untersuchungen zur Bedeutung der Matrixdomane von
Ymel fur die Oligomerisierung in vivo

Erste Hinweise auf eine Funktion der Matrixregion von Ymel fiur die
Oligomerisierung der Protease wurden bei der Bestimmung der
Molekulargewichte der Ymel-Varianten in vitro erhalten (Abb. 17A, B).
Die Deletion der proteolytischen Doméne zeigte sowohl bei MBP-
YmelAPD als auch bei der AAA-Doméne keine Verdnderung des
oligomeren Zustands verglichen mit den jeweiligen Ymel-Varianten, die
noch die proteolytische Domane enthielten (MBP-Ymel bzw. IMD)
(Abb. 17A, B). Im Gegensatz dazu dissoziierten die Ymel-Varianten nach
Verlust der N-terminalen Region (IM- bzw. AAA-Doméne verglichen mit
MBP-Ymel bzw. MBP-YmelAPD) zu niedermolekularen Komplexen.
Dieser N-terminale Teil bestent aus einer Matrixdomane von
177 Aminoséureresten (Aminoséurereste 48-224) und der
Transmembranregion (Aminosdurereste 225-248). Beide Bereiche sind
somit  potentielle  Assemblierungsdomanen. Um die far die
Oligomerisierung der i-AAA-Protease notwendigen Bereiche genauer zu
definieren wurde eine N-terminal verkirzte Variante von Ymel hergestellt
(YmelA52-198; YmelAN) und in Zellen des Aymel-Stamms exprimiert.
Nach Import in Mitochondrien enthielt diese Ymel-Variante
30 Aminosaurereste der Matrixdomane sowie die Transmembranregion
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und die vollstandige Intermembranraumdomane.

3.3.2.1 Bestimmung des Wachstumsphanotyps des
Stamms ymelAN

Wildtyp-, 4ymel-, und ymelAN-Zellen wurden auf YPD-Medium bei 30°C
bis zur logarithmischen Wachstumsphase kultiviert und anschliel3end eine
Verdunnungsreihe (1:10) hergestellt (siehe 2.2.1.1). Je 3 pl der Proben
wurden auf eine YPD- oder YPG- Medium enthaltende Platten aufgetropft
und mehrere Tage bei 15°C bzw. 37°C inkubiert. Im Gegensatz zu
Wildtypzellen, die unter allen getesteten Bedingungen ein gutes Wachstum
zeigten (Abb. 18A, B), konnte kein Wachstum beider Mutanten bei 37°C
auf  nicht-fermentierbaren  Kohlenstoffquellen beobachtet werden
(Abb. 18B). Dagegen wurde bei 15°C auf glukosehaltigem Medium durch
die Expression der N-terminal verkirzten Ymel-Variante ein Wachstum

YPD 15° C YPG 37° C
wT WT
Aymel Aymel
A 1 Aymel-
yme-- Yme1AN
YmelAN

Abb. 18: Bestimmung des Wachstumsphanotyps des Stamms ymelAN.

Zellen des Wildtyp- (“WT’), dymel- und ymelAN-Stamms wurden bis zur mittleren
logarithmischen Wachstumsphase auf YPD-Medium bei 30°C angezogen und jeweils von der
gleichen Menge Zellen ein Verdinnungsreihe (1:10) hergestellt (siehe 2.2.1.1). Ein Aliquot
Jeder Probe wurde auf YP-Medium mit 2% (m/v) Glukose (A) oder 3% (m/v) Glyzerin (B)
aufgebracht und bei 15°C (A) bzw. 37°C (B) fur vier Tage inkubiert.

131



Ergebnisse

ahnlich dem Wildtypstamm beobachtet (Abb. 8A). Der Verlust der
Matrixdoméne fihrt offensichtlich zu einer partiellen Inaktivierung der
Protease; wéhrend YmelAN bei 15°C noch die fir ein Wachstum
wichtigen Funktionen Gbernehmen kann, ist die N-terminale Domane von
Ymel fr Funktionen bei 37°C offensichtlich essentiell.

3.3.2.2 Submitochondriale Lokalisierung von YmelAN

Um ausschliellen zu kénnen, dal der Verlust der Aktivitat von YmelAN
auf eine fehlerhafte Lokalisierung des mutierten Proteins in den
Mitochondrien zuriickzufiihren ist, wurde zundchst dessen Insertion in die
Membran mittels Carbonatextraktion Gberprift. Durch 30-minitige
Inkubation isolierter Mitochondrien in 0,1 M Na,CO; werden alle
I6slichen und membranassoziierten Proteine extrahiert, wéhrend integrale
Membranproteine in der unléslichen Fraktion verbleiben. Im Gegensatz zu
CCPO, einem lo6slichen Protein des Intermembranraums, war YmelAN,
wie auch das Kontrollprotein der Innenmembran Ytal0, ausschliellich in
der unloslichen Fraktion nachweisbar (Abb. 19A).

Zur Uberprifung der korrekten Topologie im Intermembranraum wurde
die Resistenz des mutierten Proteins gegenliber Proteinase K sowohl in
Mitochondrien wie auch nach osmotischer Disruption der Aulienmembran
in Mitoplasten untersucht. Wéhrend YmelAN in intakten Organellen
vollstandig vor der Protease geschiitzt war, wurde es nach Offnen der
AuBenmembran fir diese zuganglich (Abb. 19B). Dieses Verhalten zeigte
auch das Intermembranraumprotein CCPO (Abb. 19B). Im Gegensatz dazu
war Tim44, ein Protein der mitochondrialen Matrix, nicht von der Protease
angreifbar  (Abb. 19B). Diese Ergebnisse belegen eine korrekte
Lokalisierung und Topologie des mutierten Ymel-Proteins.
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Abb. 19: Submitochondriale Lokalisierung von YmelAN.

(A) Alkalische Extraktion mitochondrialer Membranen. 50 pg isolierte Mitochondrien aus
S. cerevisiae wurden in 1 ml 0,1 M Na,COs, pH 11,5 30 min bei 4°C inkubiert. Nach Abnahme
eines Aliquots zur Kontrolle (*T”) wurde durch Zentrifugation (226 000 g; 30 min) die Probe in
eine losliche (*“U’) und eine Membranfraktion (‘P”) geteilt und mittels SDS-PAGE und Western
Blot analysiert. Als Kontrollprotein fur die Membranfraktion wurde Ytal0, und fur die Igsliche
Fraktion, CCPO verwendet.

B) Submitochondriale Fraktionierung. Isolierte Mitochondrien wurden in SHKCI (0,25 mg/ml)
‘Mt’) oder 20 mM HEPES/KOH, EH 7,4 (0,1 mg/ml), zur Disruption der Aullenmembran
‘Mp’), in Gegenwart oder Abwesenheit von Proteinase K (50 pg/ml) (+/- PK) 30 min bei 4°C
inkubiert. Die Proben wurden mittels SDS-PAGE und Western Blot analysiert. Folgende
Marker wurden fir die verschiedenen Subkompartimente verwendet: Tim44, Matrix; CCPO,
Intermembranraum; Mt, Mitochondrien; Mp, Mitoplasten.

3.3.2.3 Bestimmung des oligomeren Zustands von
YmelAN

Um die Bedeutung der Matrixdomane von Ymel fur die Assemblierung
der i-AAA-Protease zu untersuchen, wurden Gelfiltrationsexperimente
durchgefuhrt. Im Gegensatz zu Ymel, das die erwartete molekulare Masse
von >1000 kDa zeigte, eluierte YmelAN in Fraktionen, die einer
molekularen Masse von etwa 450 kDa entsprachen (Abb. 20). Der Verlust
der Matrixdoméne flhrt offensichtlich zur partiellen Dissoziation des
Komplexes. Dieses Ergebnis zeigt eine essentielle Funktion der
Matrixdoméne von Ymel fir die Oligomerisierung.
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Abb. 20: Bestimmung des nativen Molekulargewichts von YmelAN.

Isolierte Mitochondrien des Wildtyp- oder ymelAN-Stamms wurden mit 1% (v/v)
Triton X-100, 30 mM Tris/HCI, pH 7,4, 150 mM KAc, 4 mM MgAc,, 0,5 mM PMSF unter
heftigem Schutteln bei 4°C lysiert. Nach Abtrennung der unldslichen Bestandteile durch
Zentrifugation wurden die Proteinkomplexe mit Hilfe einer zuvor &quilibrierten (Lysepuffer mit
0,05% (v/v) Triton X-100) Superose 6-Gelfiltrationssdule nach ihren Molekulargewichten
aufgetrennt. Die eluierten Fraktionen (0,5 ml) wurden TCA geféllt und mittels SDS-PAGE und
Western Blot analysiert. Die Menge an Protein wurde durch Densitometrie bestimmt und auf
das im gesamten Eluat enthaltene Ymel bzw. YmelAN normiert. Als Standard wurden die
folgenden Proteinkomplexe verwendet: (1) Hsp60 (850 kDa) (2) Apoferritin (443 kDa).
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4 Diskussion

4.1 Tcm62 ist ein neues, in der mitochondrialen Matrix
lokalisiertes Protein mit Chaperonfunktionen

Tcm62 wurde im Rahmen der vollstandigen Sequenzierung des Genoms
von S. cerevisiae als Protein mit schwacher Sequenzahnlichkeit zu
Chaperoninen der Klasse | identifiziert. Die Funktion des Proteins war
jedoch nicht bekannt. Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden,
dal’ Tcm62 als Protein der mitochondrialen Matrix sowohl strukturell wie
auch funktionell charakteristische Chaperoneigenschaften besitzt:

(i) Die Proteinsequenz von Tcm62 zeigt eine schwache aber doch
signifikante Ahnlichkeit in der Primarstruktur zu Chaperoninen der Hsp60-
Familie (18% ldentitat; 38% Ahnlichkeit). Dabei finden sich identische
Aminoséurereste gleichmalig Uber die gesamte Sequenz verteilt; es
konnen keine Doménen oder Proteinabschnitte mit im Vergleich zu
anderen  Abschnitten  hoherer  Ahnlichkeit  erkannt  werden.
Auffélligerweise ist auch das fur Chaperonine typische Motiv GDGTT
(Aminosdurereste 86-90 von GroEL) (Abb. 1), das essentiell fir die
ATPase-Aktivitat der Proteine ist, nicht konserviert. Dies konnte auf eine
ATP-unabhéngige Funktion von Tcm62, wie sie fur einige andere
Chaperone schon beschrieben wurde, hindeuten (Ellis, 1997a). Denkbar
waére aber auch eine neue ATP-Bindungsdomaéne, die sich signifikant von
der der bisher beschriebenen Chaperonine unterscheidet.

Ein Vergleich der vorhergesagten Sekundarstruktur von Tcm62 mit der
bekannten Kiristallstruktur von GroEL aus E. coli zeigt Uberraschende
Ahnlichkeiten besonders im N-terminalen Bereich, der Teile der apikalen
und intermedidren Domane enthélt. Dies konnte auf eine &hnliche Faltung
der Proteine in diesen Abschnitten hindeuten. In der apikalen Doméane von
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GroEL finden sich die Helices H und I, fiir die eine direkte Interaktion mit
einem Substrat bzw. dem Kochaperonin GroES gezeigt werden konnte
(Chen und Sigler, 1999), sowie weitere Aminosduren, die an der Bindung
der Substrate beteiligt sind (Fenton et al., 1994). Die nach heterologer
Expression in E. coli gereinigte apikale Doméne von GroEL (GroEL'*%%)
zeigte eine dreidimensionale Struktur, wie sie auch im gesamten GroEL
gefunden wird. Auch wurde fir die isolierte Doméne eine dem nativen
Protein vergleichbare Chaperonaktivitat beschrieben (Zahn et al., 1996).
Diese Aktivitat ist jedoch unabhangig von der Hydrolyse von ATP (Zahn
et al., 1996). Die Beobachtung, dalR Tcm62 eine dhnliche Sekundéarstruktur
aber keine ATP-Bindungsstelle aufweist, konnte auf eine der apikalen
Domane vergleichbare Aktivitat hindeuten.

(i1) Wie alle bekannten Chaperonine bildet (Hartl, 1996) auch Tcm62 einen
hochmolekularen Komplex von ~850 kDa. Die Zusammensetzung des
Komplexes ist nicht bekannt. Hinweise auf einen mdglichen
heterooligomeren Komplex gab die Beobachtung, daR in den
Gelfiltrationsanalysen dieser Arbeit eine Koelution von Tcm62 mit
mitochondrialem Hsp60 beobachtet wurde. Eine solche Assoziation konnte
allerdings mit Koimmunféllungsexperimenten nicht nachgewiesen werden.

Parallel zur ldentifizierung tber die Sequenzahnlichkeit mit Chaperoninen
in der vorliegenden Arbeit wurde das Gen TCM62 von einer weiteren
Arbeitsgruppe im Rahmen einer genetischen Suche nach Mutanten mit
Defekten in der Biogenese der Succinatdehydrogenase (Komplex II)
identifiziert (Dibrov et al., 1998). Von Dibrov et al. (1998) wurde eine
heterologe Komplexbildung von Tcm62 mit Untereinheiten der
Succinatdehydrogenase (SDH) vorgeschlagen (Dibrov et al., 1998). Diese
Hypothese beruht auf folgenden Beobachtungen: Zum einen fihrt die
Disruption von TCM62 in Hefezellen zu einem vollstdndigen Verlust der
Untereinheit Sdh2 und damit auch von Sdhl. Daruber hinaus konnten
Dibrov et al. (1998) mit Hilfe der Nativgelelektrophorese eine
Komigration des SDH-Komplexes mit einem geringen Teil von
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Uberexprimiertem HA-markiertem Tcm62 zeigen. Auch das groRere
Molekulargewicht des HA-markierten Tcm62-Proteins in Abwesenheit der
Untereinheit Sdhl, sowie die Aggregation eines C-terminal myc-
markierten Tcm62-Proteins zusammen mit Sdhl und besonders Sdh2 in
den selben Einschlulkdrperchen, geben weiter Hinweise flr diese
Hypothese (Dibrov et al., 1998).

In den in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Gelfiltrationsanalysen
wurde jedoch keine Interaktion zwischen Tcm62 und Untereinheiten der
SDH gefunden. Tcm62 und Sdh2 koeluieren in zwei vollstdndig getrennten
Fraktionen (850 kDa bzw. 150 kDa). Eine mogliche Erklarung fir die
gefundenen Unterschiede wére eine nur transiente Wechselwirkung von
Tcm62 mit Sdhl und Sdh2 in so geringen Mengen, daR diese unter
normalen Bedingungen nicht mit einem AntikOrper nachgewiesen werden
konnen. Die Uberexpression eines C-terminal markierten Tcm62 konnte
jedoch zur stabilen Bindung in nachweisbaren Mengen fiihren.

Tcm62 ist, wie sein néchster Verwandter Hsp60 aus S. cerevisiae, in der
mitochondrialen Matrix lokalisiert. Auch nach Disruption der
AulRenmembran der Mitochondrien ist es vor extern zugegebener Protease
geschutzt. Dieses Ergebnis wurde sowohl fiir endogenes Tcm62, das mit
Hilfe eines spezifischen Antikdrpers gegen das gesamte Protein
identifiziert wurde, aber auch fir radioaktiv markiertes, in vitro
importiertes Protein erhalten. Darilber hinaus konnten keine Fragmente
nach Proteasebehandlung der Mitoplasten detektiert werden, was die
vollstdandige Lokalisierung von Tcm62 in der Matrix zeigt. In
Ubereinstimmung mit diesen Daten zeigt auch das Hydrophobizitatsprofil
von Tcm62 keine hydrophoben Regionen. Dibrov et al. (1998)
charakterisierte Tcm62 jedoch als mitochondriales Protein der
Innenmembran mit einer C-terminalen Doméne im Intermembranraum. Die
hier postulierte Transmembrandomane (Aminosaurereste 469-491) enthalt
allerdings drei geladene Aminoséurereste. Eine Insertion in die Membran
erscheint daher sehr unwahrscheinlich. Eine moglich Erklarung fir die
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gefundenen Unterschiede wére ein verandertes Expressionsniveau und die
Verwendung eines C-terminal hdmagglutininmarkiertem Tcm62-Derivats
in den Untersuchungen von Dibrov et al. (1998).

(ii1) Tcm62 ist essentiell an der Aufrechterhaltung der Atmungskompetenz
der Zellen durch Stabilisierung der mitochondrialen Proteinsynthese unter
erhOhten Temperaturen beteiligt. Der Verlust von Tcm62 fuhrt schon nach
zweistndiger Inkubation bei 37°C zu einem nahezu vollstandigen
Erliegen der Syntheseaktivitat. Eine plausible Erklarung wére eine
Stabilisierung einer oder mehrerer an der Synthese beteiligter Enzyme
durch eine Chaperonaktivitit von Tcm62. Die Hemmung der
mitochondrialen Proteinsynthese unter HitzestrelR erklart auch den
temperatursensitiven  Wachstumsphé&notyp auf nicht-fermentierbaren
Kohlenstoffquellen. Diese konnen nur durch Atmung der Zellen zur
Deckung des Energiebedarfs genltzt werden. Das mitochondriale Genom
von S.cerevisiae kodiert acht Polypeptide, von denen sieben
Untereinheiten der verschiedenen respiratorischen Komplexe bilden
(Costanzo und Fox, 1990; Grivell, 1989). Ein Verlust dieser Proteine flhrt
zu einer vollstdndigen Inaktivierung der Atmungskette.

(iv) Eine Unterdriickung der Aggregation eines Proteins durch Tcm62
konnte fur das ribosomale Protein Varl gezeigt werden. Der Verlust von
Tcm62 fuhrt zur Aggregation dieses Proteins unter HitzestreR. Eine solche
Stabilisierung ist eine charakteristische Funktion aller Chaperone.

Tcm62 zeigt offensichtlich weitreichende Funktionen sowohl unter
normalen wie auch unter Hitzestrel3bedingungen. Weitere Untersuchungen
auf molekularer Ebene werden nicht nur zum tieferen Verstandnis seiner
Funktion flir die mitochondriale Biogenese fiihren. Gerade durch seine
schwache aber signifikante Konservierung zu bisher bekannten
Chaperoninen konnten weiterfihrende Studien Einblicke in die
Wirkungsweise der molekularen Chaperone geben.
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4.2 MAP-1 und IAP-1, zwei neue Vertreter der
AAA-Proteasen

AAA-Proteasen spielen eine bedeutende Rolle beim Abbau
membrangebundener Proteine und Ubernehmen so eine essentielle
Funktion bei der Qualitdtskontrolle von Proteinen. Genauere
Untersuchungen Gber Struktur und Funktion wurden bisher nur mit
Vertretern aus S. cerevisiae durchgefihrt. Durch die Identifizierung und
Charakterisierung neuer AAA-Proteasen aus N. crassa konnten erstmalig
AAA-Proteasen aus verschiedenen Organismen verglichen werden. Dabei
zeigten sich Ahnlichkeiten, aber auch Gberraschende Unterschiede bei der
Funktion dieser Proteine.

Die neu identifizierten Proteine MAP-1 und IAP-1 zeigen eine
Sequenzidentitat von 46% bzw. 51% im Vergleich mit den bekannten
AAA-Proteasen in S. cerevisiae. Beide Proteine enthalten eine AAA-
Domane und eine C-terminal gelegene proteolytische Domane mit der
Metallbindungsstelle HEXXH. Sie stellen daher neue Vertreter dieser
Proteinklasse dar.

Die biochemische Analyse der Proteine ergab Uber diese Sequenz-
dhnlichkeit hinausgehende Ubereinstimmungen. So bilden MAP-1 und
IAP-1 zwei getrennte hochmolekulare Komplexe in der mitochondrialen
Innenmembran. Wahrend MAP-1 jedoch in Abwesenheit von ATP in eine
kleinere Form dissoziiert, ist die Komplexbildung von IAP-1 ATP-
unabhédngig. Fir die Homologe aus S. cerevisiae sind Multimere mit
ahnlichen Molekulargewichten und Eigenschaften bei der ATP-
Abhéngigkeit der Komplexbildung beschrieben (Arlt et al., 1996;
Leonhard et al., 1996). Ein Unterschied zwischen den AAA-Proteasen in
diesen beiden Organismen scheint jedoch in der Zusammensetzung der
Komplexe zu bestehen. Da in dem vor kurzem vollstandig sequenzierten
Genom von N.crassa als Mitglieder der AAA-Proteasefamilie
ausschlielich MAP-1 und IAP-1 identifiziert werden konnten, muf davon
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ausgegangen werden, daR beide Proteine entweder homooligomere oder
heterooligomere Komplexe mit Proteinen aus anderen Familien bilden. Im
Gegensatz dazu besteht die m-AAA-Protease von S. cerevisiae aus den
zwei nahe verwandten AAA-Proteasen YtalO0 und Ytal2 (Arlt et al.,
1996).

Weitere Ahnlichkeiten zwischen den Organismen finden sich auch beim
Vergleich der Topologien der Untereinheiten der AAA-Proteasen. Ymel
und IAP-1 enthalten nur eine Transmembranregion. Beide Proteasen
exponieren ihre Kkatalytischen Domanen in den Intermembranraum
(Leonhard et al., 1996). Im Gegensatz dazu durchspannen MAP-1, Ytal0
und Ytal2 die Innenmembran zweimal; ihre katalytischen Domanen zeigen
in die Matrix (Arlt et al., 1996). In Analogie zu den Homologen aus
S. cerevisiae konnen MAP-1 und IAP-1 demnach auch als m- bzw. i-AAA-
Protease bezeichnet werden. Die entgegengesetzte Anordnung in der
Innenmembran weist darauf hin, daR das proteolytische Kontrollsystem der
mitochondrialen Innenmembran auf zwei gegenuberliegende Proteasen
angewiesen ist. Eine Erklarung fur diese Beobachtung gibt die
Substratspezifitat der Proteasen. So wird ein Modellsubstrat, das eine
Domaéne im Intermembranraum exponiert, von IAP-1 hydrolysiert. Ein
Modellsubstrat mit deletierter Intermembranraumdoméne kann dagegen
nicht mehr von der i-AAA-Protease angegriffen werden. Ahnliche
Beobachtungen wurden auch schon fir die Homologe in S. cerevisiae
gemacht (Leonhard et al., 2000).

4.2.1 Die AAA-Protease IAP-1 zeigt im Vergleich mit ihrem
Homolog Ymel aus S. cerevisiae gleiche, aber auch
unterschiedliche Funktionen

Um ein besseres Verstdndnis fir die Funktionen und Mechanismen der
AAA-Proteasen in  N.crassa zu erhalten, wurden eine iap-1-
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Deletionsmutante (IAP-17'") auf ihren Phanotyp hin untersucht. Ein
Vergleich mit dem Adymel-Stamm in S. cerevisiae zeigte dabei neben
Parallelen auch Uberraschende Unterschiede. In beiden Organismen fiihrt
der Verlust der i-AAA-Protease zu einer Hemmung des Wachstums auf
nicht-fermentierbaren Kohlenstoffquellen unter Hitzestre? (Thorsness et
al., 1993). Im Gegensatz dazu finden sich ein kéltesensitives Wachstum
auf Glukose, wie auch eine Veranderung der mitochondrialen Morphologie
nur in S. cerevisiae (Campbell et al., 1994; Thorsness et al., 1993). Diese
Unterschiede in den Phanotypen kénnten durch Unterschiede zwischen den
Proteinmaschinerien der beiden Organismen, die am Wachstum unter
StreBbedingungen oder an der Aufrechterhaltung der mitochondrialen
Morphologie beteiligt sind, erklart werden (Prokisch et al., 2000). Bei der
Inaktivierung der i-AAA-Proteasen mulR man offenbar zwischen Effekten,
die allgemein die Funktion der Mitochondrien beeinflussen und
Phé&notypen, die nur den jeweiligen Organismus betreffen, unterscheiden.

Die Komplementationsversuche in S. cerevisiae zeigen auch Parallelen und
Unterschiede bei den Funktionen der Proteasen IAP-1 und Ymel. So
wurde die Verénderung der mitochondrialen Morphologie von Adymel-
Zellen durch die Expression von IAP-1 zumindest teilweise unterdriickt.
Dartiber hinaus kann das N. crassa Homolog bei 15°C Funktionen der
I-AAA-Protease aus S. cerevisiae bernehmen, so dal ein Wachstum der
Zellen des Adymel-iap-1*-Stamms &dhnlich dem Wildtypstamm moglich
wurde. Der kaltesensitive Wachstumsphanotyp des dymel-Stamms ist auf
den Verlust der proteolytischen Aktivitat von Ymel zurlckzufihren, da
Zellen, die die proteolytisch inaktive Mutante Yme1™*? enthalten unter
diesen Bedingungen nicht wachsen kdnnen (Thorsness et al., 1993). Die
Komplementation dieses Phénotyps durch IAP-1 beweist daher die
proteolytische Aktivitat des Proteins in Mitochondrien von S. cerevisiae.
Aulerdem zeigt sie, dal’ die Proteasen aus beiden Organismen degenerierte
Substratspezifitat besitzen.

IAP-1 kann nicht alle Funktionen von Ymel ersetzen. So ermoglicht auch
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die Expression von IAP-1 kein Wachstum von Aymel-Zellen bei 37°C auf
nicht-fermentierbaren Kohlenstoffquellen. Ein zu geringes Expressions-
niveau des heterologen Proteins konnte als mogliche Ursache
ausgeschlossen werden, da auch nach 20-facher Uberexpression dieser
Phanotyp der 4dymel-Zellen nicht unterdriickt wurde. Die Lokalisierung
von IAP-1 in Mitochondrien von S. cerevisiae wurde durch die Fusion von
IAP-1 mit der S. cerevisiae Présequenz garantiert. Offensichtlich zeigen
IAP-1 und Ymel weitgehende Substratiiberlappungen, dennoch haben sie
keine identische Substratspezifitat. Andere Erklarungsmoglichkeiten
wéren eine Entfaltung und damit Inaktivierung von IAP-1 in der
heterologen Umgebung oder auch das Fehlen eines bei diesen
Temperaturen wichtigen Interaktionspartners, der nicht konserviert ist.
Vorstellbar ware auch, dal regulatorische Funktionen der i-AAA-Protease
in den einzelnen Organismen unterschiedlich sind.

Die Charakterisierung zweier AAA-Proteasen in N. crassa erlaubte
erstmalig einen Vergleich der Funktionen dieser Proteinfamilie in zwei
verschiedenen Organismen. IAP-1 ist demnach das Ortholog von Ymel,
kann aber nur partiell Funktionen der i-AAA-Protease aus S. cerevisiae
ubernehmen. Vor kurzem wurde eine Mutation der AAA-Protease
Paraplegin (SPG7) im Menschen als Ursache fiir eine autosomal-rezessive
Form der spastischen Paraplegie erkannt (Casari et al., 1998; siehe
1.2.1.2). Im Hinblick auf die in der vorliegenden Arbeit beobachteten
Unterschiede scheint fiir ein tiefergehendes Verstandnis der Pathogenese
von Mutationen in AAA-Proteasen im Menschen die Charakterisierung
weiterer Homologer in einer Vielzahl anderer Organismen von erheblicher
Bedeutung zu sein.
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4.3 Bedeutung der Oligomerisierung ftr die Funktion
der AAA-Protease Ymel

4.3.1 Die ATPase-Aktivitat der AAA-Protease Ymel ist abhéngig
von der oligomeren Struktur

Die Untersuchungen zur Rolle der Oligomerisierung fur die Funktion der
AAA-Protease Ymel wurden am isolierten Komplex durchgefihrt. Hierzu
wurde Ymel aus S. cerevisiae nach heterologer Expression in E. coli
chromatographisch gereinigt und sowohl ATPase-, als auch proteolytische
Aktivitdt untersucht. MBP-Ymel zeigt eine Hydrolyserate von
~2 ATP/min/Ymel-Monomer (das entspricht einer spezifischen Aktivitat
von ~18 pmol ATP/min/ug Protein) (zum Vergleich: CDC48 aus
S. cerevisiae: 1560 ATP/min/ug; 26S-Proteasom aus Kaninchenretikulo-
zyten: 19 pmol ATP/min/ug; FtsH aus E.coli 100-460 ATP/min/ug; SUG1
aus Rattenleber: 7 ATP/min/ug) (Asahara et al., 2000; Shotland et al.,
2000; Tomoyasu et al., 1995; Wolf et al., 1998). Eine Beeintrachtigung der
ATPase-Funktion durch sterische Wechselwirkungen der Protease mit dem
MBP-Protein  bzw. dem Hexahistidinpeptid kann jedoch nicht
ausgeschlossen werden. Dies konnte auch erklaren, warum das
Hybridprotein zwar ATPase-Aktivitdt besal’, jedoch kein Abbau von
Modellsubstraten durch MBP-Ymel erfolgte. Diese Beobachtung zeigt
jedoch, dal® die ATPase-Funktion von Ymel auch unabh&ngig von einer
proteolytischen Aktivitat erfolgen kann.

Interessanterweise wurde eine Korrelation zwischen ATPase-Funktion und
Oligomerisierung festgestellt. So war bei der isolierten AAA- und
Intermembranraumdoméne, die beide nicht zu hochmolekularen
Komplexen assemblieren, keine ATPase-Aktivitdt meRbar. Diese
Beobachtung ist vermutlich nicht auf das Fehlen einzelner Domanen
zurlickzufuhren, da das Konstrukt MBP-YmelAPD, das trotz Deletion der
proteolytischen Doméne zu einer hochmolekularen Form assembliert, eine
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dem Vollédngenprotein vergleichbare ATPase-Aktivitat aufweist.

Ein Zusammenhang zwischen der Assemblierung und der ATPase-
Aktivitat wurde auch schon fiir andere AAA-Proteine wie z. B. Katanin
(Hartman und Vale, 1999), VPS4 (Babst et al., 1998), NSF (Nagiec et al.,
1995) und fur FtsH aus E. coli (Makino et al., 1999) und T. thermophilus
(Asahara et al., 2000) beschrieben. Eine mdgliche Erklarung fir diese
Beobachtung geben die vor kurzem aufgeklérten Kristallstrukturen der
D2-AAA-Domane des NSF-Proteins (Lenzen et al., 1998; Yu et al., 1998)
und der HslU-Protease (ein Protein der AAA’-Familie) (Bochtler et al.,
2000; Sousa et al., 2000). Beide Proteine bilden hexamere Ringe und
zeigen auffallende Ahnlichkeiten in ihren Kristallstrukturen (Bochtler et
al., 2000). Die ATP-Bindungsstellen liegen in unmittelbarer Nahe der
Kontaktflachen zwischen den einzelnen Untereinheiten. An der
Ausbildung der ATP-Bindungstasche und bei der Katalyse der Spaltung
des Nukleotids scheinen Aminosaurereste benachbarter Protomere beteiligt
zu sein (siehe 1.2.1.1). ATP-Bindung und -Hydrolyse waren so tatsachlich
nur in einer oligomeren Struktur maoglich.

4.3.2 Ymel assembliert iber die Matrixdomane

Offensichtlich spielt die Oligomerisierung fir die Funktion der AAA-
Proteasen ein wichtige Rolle. Der Aufbau der in dieser Arbeit untersuchten
I-AAA-Protease ist noch nicht bekannt. Jedoch wurden in dieser Studie
Hinweise fir die Ausbildung eines homooligomeren Komplexes erhalten.
Nach heterologer Expression von Ymel in E. coli assoziiert das Protein zu
einem Komplex mit einer der endogenen Protease vergleichbaren nativen
molekulare  Masse, die ATPase-Aktivitdt besitzt. Fir einen
homooligomeren Komplex spricht auch die Beobachtung, daB alle
bekannten AAA-Proteasen sich aus mehreren identischen oder sehr nahe
verwandten Untereinheiten zusammensetzen. Neben den Untereinheiten
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der m-AAA-Protease sind weitere, zu Ymel homologe mogliche AAA-
Protease-Untereinheiten in S. cerevisiae nicht vorhanden.

Als eine fur die Oligomerisierung wichtige Doméne wurde die nur gering
konservierte Matrixregion identifiziert. Die Deletion des N-Terminus von
Ymel (YmelAN) fihrte in vivo zur Ausbildung eines Multimers von
~450 kDa, und damit zu einer Dissoziation des Komplexes, der fiir natives
Ymel eine molekulare Masse von ~1 000 kDa zeigt. Auch die isolierte
AAA- und Intermembranraumdoménen wiesen molekulare Massen von
nur etwa 100 kDa bzw. 150 kDa auf. Die beobachteten Unterschiede in der
KomplexgroRe sind nicht auf die verschiedenen Molekularmassen der
Monomere zuriickzufiihren. So entspricht die molekulare Masse von
450 kDa einem hexameren Komplex von YmelAN, die molekularen
Massen von 100 kDa bzw. 150 kDa einem trimeren Komplex der AAA-
bzw. der Intermembranraumdoméne. Offensichtlich oligomerisieren die
AAA- und Intermembranraumdomanen, bei denen neben der Matrix- auch
die Transmembranregionen deletiert sind, zu kleineren Multimeren als das
Protein ~ YmelAN. Dies deutet auf zwei unterschiedliche
Oligomerisierungsbereiche in der N-terminalen Doméne hin, von denen
eine in der Matrix- und eine zweite in der Transmembranregion gelegen
sind. Der N-terminale Bereich wurde auch fir die bakterielle AAA-
Protease FtsH als eine fir die Oligomerisierung wichtige Region
beschrieben (Akiyama et al., 1994; Akiyama et al, 1995).
Interessanterweise wurden auch hier zwei Doménen, die eine Interaktion
vermitteln, identifiziert. So scheint die zweite Transmembranregion von
FtsH an der Oligomerisierung beteiligt zu sein (Makino et al., 1999).
AuBerdem ist offenbar die periplasmatische Domane fir die
Oligomerisirung der bakteriellen AAA-Protease wichtig.

Um die Aktivitat der mutierten Protease YmelAN zu untersuchen, wurde
der  Wachstumsphanotyp des  Stamms  ymelAN  bestimmt.
Uberraschenderweise wurde durch Expression des Proteins eine
Unterdriickung des Phanotyps bei 15°C beobachtet. Es ist bekannt, dal
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sowohl der Verlust der ATPase-, wie auch der proteolytischen Funktion
von Ymel zur Hemmung des Zellwachstums unter diesen Bedingungen
fihrt (Nakai et al., 1995; Weber et al., 1996). Die Komplementation dieses
Ph&notyps durch YmelAN weist daher darauf hin, dafl YmelAN
offensichtlich beide enzymatische Aktivitaten besitzt. Bei 37°C auf nicht-
fermentierbaren Kohlenstoffquellen konnte die Funktion von Ymel jedoch
nicht durch YmelAN tbernommen werden. Hierfur konnten auf der einen
Seite mogliche indirekte Effekte wie z.B. eine Destabilisierung des
Komplexes oder das Fehlen einer Interaktion mit anderen Proteinen, die
unter diesen Bedingungen essentielle  Funktionen {bernehmen,
verantwortlich sein. Auf der anderen Seite ware aber auch eine geringere
Aktivitat des Intermediats vorstellbar, die fir eine Komplementation bei
15°C, nicht aber unter HitzestreR ausreicht.

Weitere Untersuchungen zur Bestimmung von an der Oligomerisierung
von Ymel beteiligter Regionen wurden in friheren Arbeiten von
K. Leonhard durchgefihrt (personliche Mitteilung). Mit Hilfe C-terminal
verklrzter Ymel-Varianten konnte die N-terminale Region der AAA-
Domaéne als Assemblierungsdoméne identifiziert werden. Offensichtlich
existiert neben den Bereichen der Matrix- und Transmembrandoménen
eine weitere Region auf der gegenlberliegenden Seite der Membran, die
die Oligomerisierung der Protease vermittelt. Keine der identifizierten
Domanen gewadbhrleistet offenbar alleine die vollstdndige Assemblierung
von Ymel. Vielmehr scheint das Zusammenwirken mehrerer Regionen die
Ausbildung der aktiven Protease zu bewirken.
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5 Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Aspekte der
Qualitatskontrolle von Proteinen in Mitochondrien untersucht. Die
Themengebiete umfaten die Identifizierung und Charakterisierung neuer
mitochondrialer Chaperonine und AAA-Proteasen sowie Struktur-
Funktionsanalysen an der i-AAA-Protease aus S. cerevisiae.

(1) Tcm62 aus S. cerevisiae weist eine geringe, aber signifikante
Sequenzahnlichkeit zu Chaperoninen der Klasse I (z. B. GroEL aus E. coli
oder Hsp60 aus Mitochondrien von S. cerevisiae) auf. Die im Rahmen der
vorliegenden Arbeit durchgefuhrten funktionellen Untersuchungen
belegen, dall Tcm62 ein neues, in der mitochondrialen Matrix lokalisiertes
molekulares Chaperon darstellt. Wie andere Chaperonine bildet es einen
hochmolekularen Komplex von ~850 kDa. Tcm62 bt unter Hitzestrel
essentielle Funktionen in der Zelle aus. Der Verlust von TCM62 fihrt bei
erhOéhten Temperaturen zu einer Wachstumshemmung der Zellen auf nicht-
fermentierbaren Kohlenstoffquellen. Unter diesen Bedingungen ist Tcm62
essentiell fir die Aufrechterhaltung der mitochondrialen Proteinsynthese
und damit fur die Synthese mitochondrial kodierter Untereinheiten der
Atmungskettenkomplexe. In Ubereinstimmung mit einer Chaperonaktivitat
von Tcm62 wird das Protein dariiber hinaus fir die Unterdrickung der
Aggregation des ribosomalen Proteins Varl bei erh6hten Temperaturen
bendtigt.

(2) Es wurden zwei neue Vertreter der Familie der AAA-Proteasen,
MAP-1 (fir matrix-AAA-protease; auch m-AAA-Protease) und IAP-1 (fur
intermembranespace AAA-protease; auch i-AAA) im Fadenpilz N. crassa
identifiziert und charakterisiert. Die entsprechenden Gene wurden unter
Verwendung von DNA-Sequenzfragmenten, die aufgrund einer EST-
Datenbank bekannt waren bzw. durch experimentelles Absuchen des
Genoms von N. crassa mit Hilfe der PCR-Technik und degenerierter
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Primer erhalten. AAA-Proteasen wurden bislang in S. cerevisiae
funktionell charakterisiert. Die Identifizierung neuer Vertreter dieser
Proteasenfamilie in N. crassa ermoglichte erstmalig einen Vergleich der
Funktionen in unterschiedlichen Organismen. Dabei ergaben sich
konservierte Eigenschaften, jedoch auch funktionelle Unterschiede
zwischen den orthologen Proteinen.

Biochemische Analysen zeigten, dall AAA-Proteasen aus N. crassa,
ebenso wie diejenigen aus S. cerevisiae, hochmolekulare Komplexe mit
ahnlichen Molekulargewichten in der mitochondrialen Innenmembran
bilden. Von besonderer Bedeutung ist die Konservierung der
Membrantopologie mitochondrialer AAA-Proteasen, die in beiden
Organismen ihre katalytischen Doménen auf gegenuberliegenden Seiten
der Membran exponieren. Untersuchungen an Modellproteinen weisen
darauf hin, dall eine effiziente Qualitatskontrolle von Innenmembran-
proteinen die Anwesenheit von AAA-Proteasen auf beiden Membranseiten
erfordert.

Eine Phé&notypanalyse eines N.crassa-Stamms, indem das iap-1-Gen
disruptiert wurde, ergab Hinweise auf funktionelle Unterschiede zwischen
I-AAA-Proteasen aus S. cerevisiae (Ymel) und N.crassa (IAP-1). In
beiden Organismen fuhrt zwar die Abwesenheit der i-AAA-Protease zu
einer Hemmung des Zellwachstums auf nicht fermentierbaren
Kohlenstoffen unter HitzestreR. Ein ké&ltesensitives Wachstum oder eine
Veranderung der mitochondrialen Morphologie, wie sie fir die Disruption
der i-AAA-Protease aus S. cerevisiae beschrieben ist, wurde allerdings in
lap-1-defizienten N. crassa-Hyphen nicht beobachtet. Die in S. cerevisiae
durchgefiihrten Komplementationsversuche belegen Gberlappende, jedoch
nicht identische Funktionen der i-AAA-Proteasen in beiden Organismen.
Durch die Expression von IAP-1 in S. cerevisiae-Zellen mit deletierten
YME1-Gen, wurden lediglich das reduzierte Wachstum dieses Stamms bei
15°C und, zumindest teilweise, der Morphologiedefekte der Mitochondrien
unterdrickt. IAP-1 konnte jedoch nicht wichtige Funktionen von Ymel bei
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37°C Ubernehmen. Dennoch kann aufgrund dieser Befunde IAP-1 als das
Ortholog der AAA-Protease Ymel bezeichnet werden.

(3) Um einen weiteren Einblick in den Funktionsmechanismus der AAA-
Proteasen zu erlangen, wurde die Oligomerisierung der i-AAA-Protease
aus S.cerevisiae ndher untersucht. Dabei zeigten am isolierten
Proteasekomplex durchgefiinrte Studien eine essentielle Funktion der
Oligomerisierung fir die ATPase-Aktivitat der AAA-Protease. Dartber
hinaus wurde mit Hilfe von Deletionsanalysen die aminoterminale, in der
Matrix lokalisierte Region von Ymel als eine fir die Assemblierung
wichtige Doméne identifiziert. Der Verlust dieser nur gering konservierten
Domane bedingt eine teilweisen Inaktivierung der i-AAA-Protease in vivo.
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