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Einleitung 1

1. Einleitung

Die Zellen von Eukaryonten sind im Gegensatz zu denjenigen von Prokaryon-
ten durch Biomembranen in verschiedene Kompartimente unterteilt. Bio-
membranen bestehen aus einer Lipiddoppelschicht, in die Proteine eingelagert
und an die Proteine angelagert sind. Sie sind selektiv permeabel: prinzipiell
sind sie undurchldssig fiir Makromolekiile oder hydrophile Teilchen, mit
Ausnahme von Wasser. Die in die Membranen integrierten Proteine konnen
jedoch molekulare Pumpen oder Kanile bilden, durch die nur ganz bestimmte
Molekiile oder Ionen gelangen. Dadurch entstehen innerhalb der Zelle ver-
schiedene Bereiche mit unterschiedlichem chemischen Milieu, in denen un-
terschiedliche, fiir jedes abgeteilte Kompartiment (Zellorganell) spezifische
biochemische Reaktionen ablaufen. Neben Zellorganellen, die von einer ein-
fachen Membran umgeben sind, wie dem Endoplasmatischen Reticulum, dem
Golgi-Apparat, den Lysosomen und den Peroxisomen gibt es solche, die von
zwel Membranen umgeben sind: den Zellkern, die Chloroplasten (in Pflan-
zen) und die Mitochondrien.

Die Tatsache, dass Mitochondrien und Chloroplasten von zwei Bio-
membranen umgeben sind, wird durch die Endosymbiontentheorie erklért.
Danach stammen diese Zellorganellen von Vorfahren heute existierender ae-
rober Bakterien ab (R.G. Herrmann, 1997). Sie wurden vor etwa einer Milli-
arde Jahren endozytotisch von Eukaryonten als Symbionten aufgenommen.
Sie wurden also zusétzlich von einer Membran der aufnehmenden Zelle um-
schlossen. Im Verlauf der Evolution verloren sie ihre Autonomie. Allerdings
besitzen diese Organellen weiterhin eine eigene Erbinformation, die jedoch
nur fir einen kleinen Teil der Proteine innerhalb des Zellorganells kodiert.
Die Erbinformation fiir den grof8eren Teil der Proteine ist im Zellkern lokali-
siert.

1.1  Struktur und Funktion der Mitochondrien

Mitochondrien sind Zellorganellen von etwa 0,5-1 pm Durchmesser und bis
zu 10 pm Léange. Durch die beiden sie umgebenden Biomembranen sind sie in
vier Subkompartimente unterteilt: auf die dulere Membran folgt der Inter-
membranraum, der wiederum durch eine innere Membran von der Matrix ab-
gegrenzt wird. Durch die Aulenmembran, die von Poren aus Proteinen durch-
setzt 1st, konnen Molekiile bis zu einer Grofle von ca. 3 kDa diffundieren. In
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der Innenmembran befinden sich spezielle Transportsysteme, die selektiv den
Import beziehungsweise Export definierter Molekiile oder Ionen erlauben.

In der Innenenmembran lokalisiert beziehungsweise an sie assoziiert
sind auBerdem Enzyme des Fettsdurestoffwechsels, der Biosynthese von A-
minosduren, Pyrimidinen, Nukleotiden und Phospholipiden. Dort befinden
sich auch die Enzyme, die fiir die Hauptaufgabe der Mitochondrien, die Ener-
giegewinnung, benotigt werden: die Enzyme des Citratcyclus und der oxidati-
ven Phosphorylierung. Um Raum fiir eine ausreichende Zahl dieser Enzym-
komplexe zu schaffen, bildet die innere Membran der Mitochondrien Einstiil-
pungen in die Matrix, Cristae genannt.

In der Hefe Saccharomyces cerevisiae liegt die Erbinformation fiir nur
8 der etwa 600 mitochondrialen Proteine innerhalb der mitochondrialen Mat-
rix. Damit stellt sich das Problem des Transports der kernkodierten Proteine
im Anschlufl an ihre Translation im Cytosol in das fiir sie vorgesehene Zell-
kompartiment sowie das Problem ihrer Assemblierung in gréere makromo-
lekulare Strukturen. Um ihren Transfer in den korrekten Bestimmungsort zu
ermOglichen, besitzen die Proteine Erkennungssignale, die von Rezeptoren
auf der Oberfliche von Zellorganellen erkannt werden (Hartl et al., 1989;
Schatz und Dobberstein, 1996; Neupert, 1997). Der Import der Proteine, die
im entfalteten Zustand vorliegen miissen, wird durch Proteintranslokasen
vermittelt, sowie durch Hilfsproteine, sogenannte Chaperone (Chirico et al.,
1988; Deshaies et al., 1988; Caplan et al., 1992). Weitere Chaperone unter-
stiitzen nach der Translokation der Proteine in die Mitochondrien ihre erneute
Faltung und ihre Assemblierung in hohermolekulare Proteinkomplexe (Craig,
1993; Stuart et al., 1994).

1.2  Der mitochondriale Elektronentransport

Die Hauptaufgabe von Mitochondrien liegt darin, chemisch gebundene Ener-
gie in Form von ATP bereitzustellen. Die Energie hierzu wird gewonnen, in-
dem Elektronen von NADH beziechungsweise FADH,, Molekiilen mit niedri-
gem elektrochemischen Redoxpotential, entlang einer Folge von Ubertriiger-
molekiilen auf den Akzeptor Sauerstoff, der ein hohes elektrochemisches Re-
doxpotential besitzt, ibertragen werden.

Die Ubertrigermolekiile bilden eine sogenannte Elektronentransport-
kette (auch als Atmungskette bezeichnet), die aus groflen in die innere Memb-
ran der Mitochondrien eingebetteten Enzymkomplexen besteht und deren e-
lektrochemisches Ubertragungspotential schrittweise steigt: Komplex I
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(NADH-Ubichinol-Oxidoreduktase), Komplex II  (Succinat-Ubichinol-
Oxidoreduktase), Komplex III (Cytochrom bci-Komplex) und Komplex IV
(Cytochrom c-Oxidase).

Zunichst wird NADH durch Ubichinon, der oxidierten Form des Coen-
zyms Q der NADH-Ubichinol-Oxidoreduktase, oxidiert, wobei Ubichinol
entsteht. Die Elektronen werden dann unter Oxidation von Ubichinol (der re-
duzierten Form des Coenzyms Q) auf den Cytochrom bc;-Komplex iibertra-
gen und von dort unter Vermittlung von Cytochrom ¢, einem peripher an die
innere Membran assoziierten Molekiil, auf die Cytochrom c-Oxidase weiter-
geleitet. Von dort erfolgt unter Bildung von Wasser ihre Ubertragung auf
Sauerstoff. Da FADH, ein hoheres elektrochemisches Potential als NADH
besitzt, wird dieses Molekiill erst durch die Succinat-Ubichinol-
Oxidoreduktase oxidiert.

Die Ubertragung der Elektronen innerhalb der Elektronentransportkette
ist (auBer bei der Succinat-Ubichinol-Oxidoreduktase) an einen Transfer von
Protonen aus der mitochondrialen Matrix in den Intermembranraum gekoppelt
(Brandt und Trumpower, 1994; Tzagoloff, 1995; Brandt, 1997; Yoshikawa et
al., 1998; Michel, 1998). Dabei wird die Energie umgesetzt, die bei der Elek-
tronentibertragung von einem Komplex der Atmungskette auf den folgenden
frei wird. Es entsteht somit ein Protonengradient iiber die innere Membran.
Durch Ausniitzung dieses Protonengradienten erfolgt die katalytische Bildung
von ATP aus ADP durch die F\Fo-ATP Synthase (die auch als Komplex V
bezeichnet wird). Dabei flieBen Protonen durch einen Protonenkanal in dem
Enzym vom Intermembranraum in die Matrix zuriick (Abb.1). Diese Vorgéin-
ge sind als chemiosmotische Hypothese von Mitchell bekannt (Mitchell,
1961). Der Prozess des Elektronentransportes mit gekoppelter ATP-Synthese
wird als oxidative Phosphorylierung bezeichnet (Ubersicht: Saraste, 1999).

Die Ubertragung der Elektronen in der Hefe Saccharomyces cerevisae erfolgt
in etwas anderer Weise. Der Komplex I wird hier durch verschiedene NADH-
Dehydrogenasen ersetzt (de Vries und Marres, 1987). Zwei davon sind in der
inneren Membran lokalisiert und iibertragen Elektronen von dem im Cytosol
beziehungsweise in der Matrix gebildeten NADH auf Ubichinon. Eine weitere
ist in der duBeren Membran lokalisiert und iibertragt Elektronen direkt auf das
Cytochrom c¢. Zudem befindet sich im Intermembranraum ein zusétzliches
Enzym, das den Transfer von Elektronen von L-Lactat auf das Cytochrom c
vermittelt, die L-Lactat-Cytochrom c-Oxioreduktdase oder Cytochrom b, (de
Vries und Marres, 1987).



4 Einleitung

H+

- A

bc,

ATP
Synthase
NADH Succinat
Matrix

Komplex Komplex Komplex Komplex Komplex

| ] i v \

Abb.1: Schematische Darstellung der mitochondrialen Elektronentransportkette
(nach Saraste et al., 1999). Beschreibung im Text.

Unter Ausnutzung der Energie aus der Ubertragung von Elektronen innerhalb der Elektro-
nentransportkette werden Protonen aus der Matrix in den Intermembranraum gepumpt.
Der Ausgleich des entstanden Gradienten {iber die innere mitochondriale Membran durch
die FFo-ATP Synthase fiihrt zur Synthese von ATP. NADH-DH=NADH-Ubichinol-
Oxidoreduktase; SDH=Succinat-Ubichinol-Oxidoreduktase; bc;=Cytochrom bc;-Komplex;
COX=Cytochrom c-Oxidase;Q/QH,=Ubichinon/Ubichinol; Cyt c=Cytochrom ¢

1.3 Suprakomplexe der Atmungskettenenzyme

Die Enzyme der oxidativen Phosphorylierung stellen grofle, in die innere
Membran der Mitochondrien eingebettete Komplexe dar, die aus zahlreichen
Untereinheiten aufgebaut sind. Der Elektronentransfer zwischen ihnen erfolgt
durch kleinere Molekiile, das in der Membran lokalisierte Ubichinon und das
im Intermembranraum befindliche Cytochrom c. Zur Organisation der Enzy-
me innerhalb der Membran sind zwei unterschiedliche Modelle entwickelt
worden (Ubersicht: Rich, 1984): Entsprechend dem ,,liquid state“~Modell dif-
fundieren die Komponenten der Atmungskette lateral und frei beweglich in
der Membran. Die Effizienz des Elektronentransfers zwischen den voneinan-
der unabhiangigen Komponenten hinge demnach vom Zufall ab, der durch den
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Diffusionsvorgang bestimmt wire (Gupte und Hackenbrock, 1988 a,b; Cha-
zotte und Hackenbrock, 1989; Gupte et al., 1989).

Nach dem ,,solid state“-Modell bilden die einzelnen Enzymkomplexe der At-
mungskette einen stabilen und geordneten Suprakomplex. Hinweise auf eine
stabile Organisation der Atmungskettenkomponenten ergaben kinetische Ana-
lysen, Titrationsanalysen und Untersuchungen zur Stéchiometrie (Rich, 1984;
Boumans et al., 1998; Hatefi und Rieske, 1967; Yu und Yu, 1980). Vor kur-
zem gelang es mittels Solubilisierung durch das milde Detergenz Digitonin
makromolekulare Strukturen, die aus den Komplexen III und IV aufgebaut
sind, aus Mitochondrien der Hefe zu isolieren (Cruciat et al., 1999, 2000;
Schiagger und Pfeiffer, 2000). Anhand von Ergebnissen der Isolierung von
Suprakomplexen aus Mitochondrien von Rindern und Studien zum st6chio-
metrischen Verhéltnis der Komponenten der Atmungskette (Schigger und
Pteiffer, 2000, 2001; Hatefi, 1985) wurde das Modell eines stabilen Netzwer-
kes aus den Komponenten der Elektronentransportkette entwickelt (Abb.2).
Es wurde als Respirasom bezeichnet (Schigger und Pfeiffer, 2000).

Abb.2: Modell eines Netzwerkes aus Komponenten der Atmungskette von Siuger-
mitochondrien (aus Schigger und Pfeiffer, 2000).

Das Modell postuliert die Existenz von zwei Suprakomplexen aus den Komplexen I
(Mon=Monomer), III und IV, sowie einem kleineren Suprakomplex aus den Komplexen
[I und IV der Atmungskette. Sie bilden wahrscheinlich ein Netzwerk in der Innenmemb-
ran der Mitochondrien.
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1.3.1 Cytochrom bc;-Komplex und Cytochrom c-Oxidase

Die Aufgabe des Cytochrom bc;-Komplexes und der Cytochrom c-Oxidase
ist es, Elektronen entsprechend einem elektrochemischen Gefille weiterzulei-
ten, wobei die dadurch frei werdende Energie genutzt wird, um Protonen aus
der mitochondrialen Matrix in den Intermembranraum zu pumpen.

Die Struktur des Cytochrom bc-Komplexes konnte vor kurzem mittels
Rontenbeugungsanalyse von Kristallen vollstindig aufgekliart werden (Iwata
et al., 1998). Der dimere Komplex des Enzyms aus Saccharomyces cerevisiae
besitzt eine Molekularmasse von etwa 500 kDa und ist aus jeweils zehn Prote-
inuntereinheiten aufgebaut (Brandt ef al., 1994). Die Doménen der Unterein-
heiten Cytochrom c¢; und des Rieske FeS-Proteins, die die redoxprostheti-
schen Gruppen enthalten, sowie die Untereinheit 8 sind in den Inter-
membraum exponiert. In der Matrix lokalisiert sind die Untereinheiten Corel
und Core2, Qcrl, Qcr6 und Qcr9. Durch die Verbindung der aminoterminalen
Region von Qcr7 und Corel sind diese Untereinheiten mit der Innenmembran
verankert.

In der Innenmembran befinden sich weiterhin Cytochrom b, das eben-
falls eine redoxprosthetische Gruppe enthélt, und die Untereinheiten Qcrl10
und Qcrl1. Die Funktion der Untereinheiten, die keine prosthetischen Grup-
pen tragen, ist noch weitgehend ungeklért. Im Cytochrom bc;-Komplex von
Bakterien sind sie, obwohl die enzymatische Aktivitidt des Komplexes demje-
nigen von Mitochondrien entspricht, nicht vorhanden (Yang und Trumpower,
1986; Kriauciunas ef al., 1989).

Ein Modell zum Protonentransfer durch die katalytisch aktiven Doma-
nen innerhalb des Cytochrom bc;-Komplexes wurde von Mitchell vorge-
schlagen (Mitchell, 1975). Er wurde als ,,Q-Zyklus* bezeichnet und spiter
weiterentwickelt (Brandt und Trumpower, 1994; Brandt, 1996a,b; Crofts und
Berry, 1998). Dieser Zyklus beschreibt die Ubertragung von Elektronen, die
aus der Oxidation von Ubichinol gewonnen werden, auf das im Intermemb-
ranraum lokalisierte Cytochrom c. Das Cytochrom ¢ vermittelt die Ubertra-
gung der Elektronen aus der Oxidation des Ubiquinols auf die Cytochrom c-
Oxidase. Diese Enzym iibertragt sie wiederum unter Transfer von Protonen
aus der Matrix in den Intermembranraum auf Sauerstoff, wobei Wasser ent-
steht (Wilkstrom, 1989, Babcock und Wilstrom, 1992; Konstantinov et al.,
1997; Michel, 1998; Wilkstom, 1998).

Die Cytochrom c-Oxidase besteht in der Hefe Saccharomyces cerevi-
siae aus einem Dimer der Molekularmasse von etwa 500 kDa. Im Monomer
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sind die mitochondrial kodierten und als katalytisch aktiv betrachteten Unter-
einheiten Cox1, Cox2 und Cox3 von bislang 8 bekannten kleineren, kernko-
dierten Untereinheiten umgeben (Taanman und Capaldi, 1992). Cox1 ragt mit
dem N- und dem C-Terminus in die Matrix. Die N- und C-terminalen Regio-
nen von Cox2 hingegen sind in den Intermembranraum exponiert (Tsukihara
et al., 1996; Yoshikawa et al., 1998).

Der im Verlauf des oben beschriebenen Elektronentransfers durch den Cy-
tochrom bci-Komplex und die Cytochrom c-Oxidase aufgebaute Protonen-
gradient iiber die innere mitochondriale Membran wird von der F,Fo-ATP
Synthase genutzt, um das energiereiche ATP herzustellen.

1.3.2 Struktur und Assemblierung des Cytochrom bc;-Suprakomplexes
in der Hefe Saccharomyces cerevisiae

Der Cytochrom bc;-Suprakomplex setzt sich aus dem Cytochrom bc-
Komplex (Komplex III) und der Cytochrom c-Oxidase (Komplex IV der E-
lektronentransportkette) zusammen. Limitierend fiir die Quantitit des Supra-
komplexes ist die Menge an Cytochrom c-Oxidase innerhalb der Membran.
Diese wiederum hingt von den Wachstumsbedingungen, denen der betreffen-
de Organismus ausgesetzt ist, ab. (Schiagger und Pfeiffer, 2000). In der Hefe
Saccharomyces cerevisiae besitzt der Suprakomplex eine Molekular-masse
von geschitzten 1000 kDa und ist vermutlich aus zwei Cytochrom c-Oxidasen
und zwei Cytochrom bc;-Komplexen zusammengesetzt (Cruciat ef al., 2000;
Schigger und Pfeiffer, 2000). Jede der beiden Komponenten des Suprakom-
plexes kann als Dimeres isoliert werden, wenn die andere nicht assembliert
ist. Das bedeutet, dass die Komponenten zunéchst vollstindig zu einem funk-
tionsfahigen dimeren Molekiil assemblieren, bevor der Cytochrom bc;-
Suprakomplex entsteht (Cruciat et al. 2000).
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1.4 Die mitochondriale F1Fo-ATP Synthase

Die F Fo-ATP Synthase spielt in allen lebenden Organismen bei der Synthese
des Energiespeichers ATP eine entscheidende Rolle. Wahrend sie bei Proka-
ryonten in der Plasmamembran lokalisiert ist, befindet sie sich bei Eukaryon-
ten in der inneren Membran von Chloroplasten und Mitochondrien. Das En-
zym fungiert auf verschiedene Art und Weise: Als ATP Synthase bildet es
unter Ausnutzung der Energie des Protonengradienten iiber die innere Mem-
bran ATP; es ist jedoch auch in der Lage, ATP zu hydrolysieren, um Protonen
entgegen einem elektrochemischen Gradienten aus der Matrix in den Inter-
membranraum der Mitochondrien zu pumpen.

1.4.1 Struktur und Funktion der mitochondrialen F,;Fo-ATP Synthase

Die Struktur der FFo-ATP Synthase ist bei Prokaryonten und Eukaryonten
dhnlich, allerdings ist die mitochondriale F{Fo-ATP Synthase von Eukaryon-
ten, insbesondere der Fo-Sektor, etwas komplizierter aufgebaut. Besonders
gut untersucht ist hier die Struktur der F;Fo-ATP Synthase von Rindermito-
chondrien, deren Kristallstruktur zu einem groB3en Teil bekannt ist (Abrahams
et al., 1994; Menz et al., 2001).

Die mitochondriale FFo-ATP Synthase kann funktionell in zwei unterschied-
liche Doménen unterteilt werden: Der F, (Faktor 1)-Sektor ragt in die Matrix
und birgt die katalytische Aktivitit fiir ATP-Synthese und ATP-Hydrolyse.
Der Fo (Faktor Oligomycin)-Sektor ist in der inneren Membran lokalisiert
und bildet einen Protonenkanal iiber den ein Protonenausgleich moglich ist,
indem Protonen vom Intermembranraum in die Matrix flieBen (Boyer, 1993;
Pedersen, 1996; Boyer, 1997; Weber und Senior, 1997; Engelbrecht und Jun-
ge, 1997). Der Fo- und der F;- Sektor werden durch den F,-Sektor miteinan-
der verbunden (Abb.3).

Die F;-Doméne ist wasserloslich und kann leicht aus dem Enzymkomplex
gelost werden. Sie ist in Pro- und Eukaryonten identisch und besteht aus flinf
unterschiedlichen Untereinheiten: a, (3, Y, ® und € in einem stochiometrischen
Verhiltnis von 3:3:1:1:1. Die homologen Untereinheiten o und [3 sind alter-
nierend um die Untereinheit y angeordnet. Die beiden ersteren sind in der La-
ge, Nukleotide zu binden, aber nur die Untereinheit 3 ist an der katalytischen
Aktivitdt des Enzyms beteiligt. Somit besteht die katalytisch aktive Doméne



Einleitung 9

der F{Fo-ATP Synthase aus drei aktiven, um die Untereinheit y rotierenden
Bindungsstellen, die drei unterschiedlichen Stadien der Katalyse (bei der Syn-
these von ATP) entsprechen: Stadium 1 ,,offen* entspricht einer leeren Bin-
dungsstelle; Stadium 2 ,,locker* entspricht einem Zustand mit gebundenem
ADP und Phosphat; Stadium 3 ,,fest entspricht dem Zustand mit fest gebun-
denem ATP. Energie wird nicht fiir die Bildung von ATP selbst, sondern fiir
die Bindung der Substrate und die Ablosung von ATP aus dem katalytischen
Zentrum bendtigt (,,binding exchange mechanism*“ Boyer, 1997). Hierbei
spielt die Interaktion des (statischen) Hexamers aus den Untereinheiten o und
B mit der (in Abhédngigkeit des Protonengradienten rotierenden) Untereinheit
y eine zentrale Rolle: Die Untereinheit Y tritt mit dem C-terminalen Ende der
Untereinheiten 3 in Kontakt, wobei die katalytischen Bindungsstellen geoff-
net beziehungsweise geschlossen werden (Abrahams et al., 1994). Dadurch
wird die Aufnahme von ADP und Phosphat und die Ablosung von ATP er-
leichtert. Die Hydrolyse von ATP erfolgt durch eine Rotation der ATPase in
die entgegengesetzte Richtung unter Energiefreisetzung und Umkehrung der
ProtonenfluBrichtung (Noji et al., 1997; Omote et al., 1999; Yasuda et al.,
2001). Kiirzlich wurde das Modell des ,,binding exchange mechanism* von
Boyer, die eine leere, offene Bindungsstelle voraussetzt, angezweifelt, weil
die berechnete Drehrichtung bei der ATP-Hydrolyse und ATP-Synthese hier
identisch wire. Es wurde deshalb ein Mechanismus vorgeschlagen, bei dem
alle katalytisch aktiven Bindungsstellen von Substrat besetzt sind (Weber und
Senior, 2001).

Die Fx-Doméne besteht aus zwei parallel angeordneten stieldhnlichen Struk-
turen, die aus Untereinheiten der Fo- und F;- Doméine zusammengesetzt sind.
Sie bilden ein zentral lokalisiertes, rotierendes und ein peripher lokalisiertes,
unbewegliches Verbindungsstiick. Das zentrale Verbindungsstiick ist in Eu-
bakterien aus den Untereinheiten € und y zusammengesetzt, in Mitochondrien
aus den Untereinheiten O (entspricht der bakteriellen Untereinheit €), € und Y.
Durch seine Rotation ist es in die katalytische Funktion der FFo-ATP
Synthase involviert und ist eng an den Protonentransport durch den Fo-Sektor
gekoppelt. Das periphere Verbindungsstiick besteht in Eubakterien aus den
Untereinheiten b und &, in Mitochondrien aus den Untereinheiten F6, b,d und
OSCP (oligomycin-sensitivity conferral protein; entspricht der bakteriellen
Untereinheit d). Es verbindet wahrscheinlich den Ring aus ao- und [3-
Untereinheiten der F;- Domine statisch mit der membrangebundenen F-
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Domine (Boyer, 1997; Bottcher et al., 1998; Karrasch und Walker, 1999;
Gibbons et al., 2000).

Die Fo-Domine nimmt eine zentrale Funktion bei der Umsetzung des Proto-
nengradienten iiber die innere Membran in die katalytisch wirksame Rotation
des Enzyms ein. Im Vergleich zur Fo-Doméne der mitochondrialen F{Fo-ATP
Synthase ist diejenige der bakteriellen F{Fo-ATP Synthase relativ einfach
aufgebaut. Ihre drei Untereinheiten a, b und ¢ sind in die Plasmamembran
eingebettet (ein Teil von b ragt in die Matrix) und liegen in einem stdchio-
metrischen Verhiltnis von 1:2:9-12 vor (Jones et al, 1998). Die Stochio-
metrie der Untereinheiten scheint allerdings abhéngig von der Kohlenstoft-
quelle zu sein (Schemidt er al., 1998). Die Untereinheiten c bilden wahr-
scheinlich einen zentral lokalisierten Ring, der sich synchron mit der Rotati-
on der Untereinheit y der F;-Doméne in der Membran bewegt. Er kann ge-
meinsam mit ihr isoliert und kristallisiert werden. Dabei ist das C-terminale
Ende jeder Untereinheit ¢ nach aullen, das N-terminale Ende in das Zentrum
des Ringes orientiert (Sambongi et al., 1999; Stock et al., 1999, 2000).

Die Bewegung des Ringes erfolgt, wie es scheint, relativ zur der Untereinheit
a. Diese wiederum besitzt wahrscheinlich fiinf Transmembrandoménen, die
basische und saure Aminosdurereste enthalten. Dies wiirde eine Proto-
nentranslokation begiinstigen (Valiyaveetil und Fillingame, 1998; Wada et
al., 1999). Durch den Durchflull von positiv geladenen Protonen wiirden ex-
ponierte, negativ geladene Aminosdurereste (Glu65) der Untereinheiten ¢
neu-tralisiert, die dann nicht mehr von einem positiv geladenen Aminosaure-
rest (Arg227) der Untereinheit a elektrochemisch angezogen wiirden. Die Un-
tereinheit ¢ ware somit nicht mehr fixiert, es kime zu einer durch thermische
Vibrationen erzeugten Drehung. Eine Drehung des Ringes aus 9-12 Unterein-
heiten ¢ und der damit verbundenen Untereinheit y der F;-Doméine wire somit
gekoppelt an den Protonentransport durch die Membran (Modell von Junge et
al. 1997).
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Abb.3: Schematische Darstellung der F1Fo-ATP Synthase
(nach Stock et al., 2000).Beschreibung im Text

Die Darstellungen wurden abgeleitet aus den aktuellen Erkenntnissen der Struktur des En-
zyms aus (A) Mitochondrien. (B) Eubakterien. Die nicht direkt in die katalytische Aktivitit
involvierten kleineren Untereinheiten des Fo-Sektors wurden nicht abgebildet.

In Mitochondrien von Eukaryonten ist die Fo-Doméne komplizierter aufge-
baut. Zusitzlich zu den seit lingerem bekannten Untereinheiten 6, 4 und 9 (sie
entsprechen den Untereinheiten a, b und c aus E. coli) enthélt sie auch die Un-
tereinheiten d und 8 (A6L), sowie F6, die bislang in der Hefe nicht gefunden
wurde (Collinson et al., 1994, Law et al., 1995). In der F|Fo-ATP Synthase
von Rindern wurden weiterhin die Untereinheiten e, f und g identifiziert
(Walker et al., 1991, 1995), die kiirzlich auch in der Hefe Saccharomyces ce-
revisiae gefunden wurden (Arnold et al., 1997, 1998; Vaillier et al., 1999;
Boyle et al., 1999). AuBBerdem enthilt das Enzym in der Hefe Untereinheiten,
die bis jetzt noch nicht in Enzymen von Sdugern gefunden wurden:
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die Untereinheiten h, j (1), und k (Arselin et al., 1996; Spannagel et al., 1997,
Arnold et al., 1998, 1999; Vaillier ef al., 1999).

Wie es auch bei den anderen Enzymen der Atmungskette der Fall ist, sind die
Untereineiten der Enzymkomplexe teilweise kern- und teilweise mitochondri-
al kodiert (Law et al., 1995; Walker et al., 1991, 1995). Im Organismus Sac-
charomyces cerevisiae sind die Untereinheiten 6, 8 und 9, die eine wichtige
Rolle bei der Assemblierung des Fo-Sektors spielen, mitochondrial kodiert,
alle anderen Untereinheiten des Fo-, Fo- und F;- Sektors sind kernkodiert.

Tabelle 1: Untereinheiten der Fo-Domiine der FiFo-ATP Synthase des Organis-
mus ,,Saccharomyces cerevisiae“. Die unterstrichenen Gene sind mito-
chondrial kodiert.

Unterein- Gen  Aminosiure- Masse Homologes in Funktion
heit reste (kDa) E.coli
Sué6 ATP6 249 27,9 Su a Protonenkanal
Su9 ATPY 76 3,5 Suc Protonenkanal
Sus ATPS8 48 5,9 - Assemblierung?
Su4 ATP4 209 23,3 Sub peripherer Stiel
OSCP ATPS5 195 20,9 e} peripherer Stiel
Sud ATP7 173 19,7 - peripherer Stiel
Suh ATP14 92 9,5 - Assemblierung?
Suf ATP17 95 10,6 - Assemblierung?
Sui/j ATPI18 59 6,7 - Assemblierung?
Suk ATPI19 68 7,5 - unbekannt
Sug ATP20 115 12,8 - Dimerisierung?
Sue ATP2] 96 10,9 - Dimerisierung?

Eine bedeutende Rolle bei der Biogenese der F;Fo-ATP Synthase spielen wei-
tere Proteine, die nicht als Untereinheiten des Enzyms betrachtet werden.
ATP10 wird fiir die Assemblierung des Fo-Sektors benotigt (Ackerman und
Tzagoloft, 1990b). ATP11 und ATPI12 sind essentiell fiir die Assemblierung
des F;-Sektors (Ackerman und Tzagoloff, 1990a; Ackerman et al, 1992;
Bowman et al., 1991).
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1.4.2 Die FFo-ATP Synthase liegt als dimerer Komplex vor

Kiirzlich wurde belegt, dass die mitochondriale F{Fo-ATP Synthase in dime-
rer Form vorliegt (Arnold et al., 1998; Schigger und Pfeiffer, 2000). Hierbei
wurden die Mitochondrien unter sehr milden Lysebedingungen bei Anwen-
dung geringer Mengen des schwachen nichtionischen Detergenz Digitonin
solubilisiert. Die Untersuchung des Lysates erfolgte mittels blauer Nativ-
gelektrophorese. Es konnten zwei Formen der F1Fo-ATP Synthase mit einer
Molekularmasse von etwa 500 kDa und etwa 1000 kDa nachgewiesen wer-
den. Thre GroBe entsprach derjenigen der monomeren beziehungsweise der
dimeren Form des Enzyms. Die Analyse der einzelnen Untereinheiten des
Monomers und des Dimers mittels SDS-Polyacrylamid-Gelektrophorese bes-
tatigte die Annahme, dass es sich um ein Monomer und ein Dimer der F,F,-
ATP Synthase handelt. Wurde nach der Solubilisierung zur Isolierung der
F\Fo-ATP Synthase die Technik der Gelfiltration angewendet, erhielt man
ausschlieBlich die dimere Form des Enzyms mit einer Molekularmasse von
etwa 1000 kDa (Arnold ef al., 1997). Somit handelt es sich bei der monome-
ren Form der ATP Synthase wahrscheinlich um ein im Verlauf der blauen Na-
tivgelektrophorese gebildetes Artefakt. Das Dimere der F;Fo-ATP Synthase
wurde nach einer milden Solubilisierung der Zellorganellen mit dem Deter-
genz Digitonin auch in Mitochondrien von Rindern nachgewiesen (Schigger
und Pfeiffer, 2000).

Zur Isolation des Dimeren der F;Fo-ATP Synthase sind sehr milde Lysebe-
dingungen notig sind. So fiihrte die Verwendung steigender Konzentrationen
des milden nichtionischen Detergenz Triton X-100 zur Erh6hung des Anteils
an monomerer ATP Synthase gegeniiber der dimeren Form (Arnold et al.,
1998). Die Anwendung zu aggressiver Solubilisierungsbedingungen ist des-
halb méglicherweise der Grund dafiir, warum bisher in anderen Untersuchun-
gen keine dimere Form der ATP Synthase nachgewiesen wurde.

1.4.3 Dimerspezifische Untereinheiten des Fo-Sektors der ATP Synthase

Im Vergleich zum Fo-Sektor der bakteriellen F{Fo-ATP Synthase ist, wie be-
reits erwéhnt, der Fo-Sektor des mitochondrialen Enzyms von Saccharomyces
cerevisiae erheblich komplexer gebaut. Es konnte bisher nicht beobachtet
werden, dass die im Fo-Sektor der mitochondrialen F,Fo-ATP zusétzlich vor-
handenen Untereinheiten direkt in die Umsetzung eines Protonengradienten in
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motorische Bewegung involviert sind (Ubersicht: Devenish et al., 2000). Ei-
nige dieser Untereinheiten, beispielsweise den Untereinheiten 8, f, h oder 1/],
sind allerdings fiir die Assemblierung des Fo-Sektors und somit einer funktio-
nell aktiven F;Fo-ATP Synthase von Bedeutung sind (Marzuki et al., 1989;
Spannagel et al., 1997; Arselin et al., 1996, Vaillier et al., 1999; Arnold et al.,
1999).

Die Analyse des mittels blauer Nativgelektrophorese isolierten monomeren
beziehungsweise dimeren Form der F{Fo-ATP Synthase durch anschlieBende
hochauflosende SDS-Polyacrylamid-Gelektrophorese ergab, dass der dimere
Komplex gegeniiber dem Monomeren zusétzliche Untereinheiten enthielt. Die
Isolierung dieser Untereinheiten, ihre Sequenzierung und ein Abgleich der
gewonnenen Daten mit der Hefegenom-Datenbank fiihrte zur ihrer Identifizie-
rung.

Es handelte sich um die im Fo-Sektor lokalisierten Untereinheiten e, g und k.
Da sie nur in der dimeren, nicht aber in der monomeren Form der ATP
Synthase nachweisbar waren, wurden sie als dimerspezifische Untereinheiten
bezeichnet (Arnold et al., 1998). Sue und Sug sind in der inneren Membran
der Mitochondrien lokalisiert, wihrend Suk dem Fo-Sektor peripher assoziiert
ist.

Die Disruption der Untereinheiten e, g und k wirkte sich nicht nach-
weisbar auf die katalytische Funktion der F\Fo-ATP Synthase aus. Die Oli-
gomycin-sensitive ATPase-Aktivitit der ATP Synthase entsprach in Sue-,
Suk- und Sug- Nullmutanten derjenigen intakter Wildtypformen (Arnold et
al., 1998; Boyle et al., 1999). Somit sind die dimerspezifischen Untereinhei-
ten nicht essentiell fiir die Funktion des Enzyms.

Eine weitere Untersuchung der Disruptanten zeigte jedoch eine Aus-
wirkung der Disruption auf die Assemblierung der F{Fo-ATP Synthase: In
Abwesenheit von Sue beziehungsweise Sug konnte die dimere Form der
FiFo-ATP Synthase mittels blauer Nativgelelektrophorese nach Solubilisie-
rung der betreffenden Mitochondrien unter sehr milden Bedingungen nicht
mehr nachgewiesen werden. Somit sind Sue und Sug notwendig fiir die As-
semblierung eines stabilen Dimeren der F;Fo-ATP Synthase.

Das Fehlen von Suk hat hingegen keine Auswirkungen auf den As-
semblierungszustand des Enzyms (Arnold et al., 1998).
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Fiir die Untereinheit g wurde aulerdem eine Funktion bei der Interaktion der
FFo-ATP Synthase und der Cytochrom c-Oxidase postuliert. Es zeigte sich,
dass die Aktivitat der Cytochrom c-Oxidase in Abwesenheit von Sug um etwa
30 % reduziert war (Boyle et al., 1999). Die Assemblierung der Cytochrom c-
Oxidase scheint in Sug Nullmutanten jedoch nicht betroffen zu sein. Deshalb
vermuten die Autoren, dass die Reduktion der Aktivitiat der Oxidase eine di-
rekte Folge des Fehlens von Sug sein konnte.

Die dimerspezifischen Untereinheiten werden nicht unabhingig von-
einander exprimiert: Die Anwesenheit von Sue beeinflusst die stabile Expres-
sion von Sug und Suk. In Sue Disruptanten konnten diese beiden Untereinhei-
ten nicht nachgewiesen werden (Arnold ef al., 1998). Fiir eine stabile Expres-
sion von Suk ist auBerdem die Anwesenheit von Sug erforderlich. Auf der an-
deren Seite wird Sue in Sug Disruptanten exprimiert, allerdings in geringeren
Mengen. Eine Disuption von Suk hingegen beeinflusst die Expression der
beiden anderen dimerspezifischen Untereinheiten nicht.

1.4.4 Die Untereinheit e der FFo-ATP Synthase

Die Untereinheit e der mitochondrialen F,Fo-ATP Synthase aus Saccharomy-
ces cerevisiae wurde zunichst als Bestandteil der Translokations-Maschinerie
der inneren Membran betrachtet (Tokatlidis et al., 1996). Das entsprechend
als Timl1 bezeichnete Protein konnte chemisch mit dem Sortierungssignal
von Cytochrom b, quervernetzt werden. Es wurde darum postuliert, dass
Timl1 innerhalb der Translokations-Maschinerie am Import und der Sortie-
rung von Proteinen der inneren mitochondrialen Membran beteiligt ist. Es
konnte allerdings nicht gezeigt werden, dass Tim11 tatsdchlich eine Kompo-
nente der TIM-Maschinerie ist.

In einer spéteren Verdffentlichung wurde das Protein eindeutig als Unterein-
heit e der Fo-Doméne der ATP Synthase identifiziert (Arnold et al., 1997). Es
wurde beobachtet, dass die Aminosduresequenz mit Ausnahme einer um 30
Aminosduren ldngeren C-terminalen Region eine signifikante Se-
quenzdhnlichkeit zu Untereinheiten e von weiteren mitochondrialen ATP
Synthasen verschiedener Sdugerorganismen aufweist. Die Sequenzihnlichkeit
zu Untereinheiten e von Saugern erstreckt sich auch auf das Profil der Trans-
fer-Energie und die Wahrscheinlichkeit, sogenannte ,,coiled-coil““-Strukturen
zu bilden. Dieses ,,coiled-coil“-Motiv findet man bei vielen Proteinen, die
dimere Strukturen ausbilden.
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Es gelang aullerdem, Sue mit den Untereinheiten o und 3 des F,-Sektors der
ATP Synthase auf einer Gelfiltrationssdule zu kofraktionieren. Durch spezifi-
sche Koimmunfillung von Sue mit Antikorpern gegen F;a wurde ein weiterer
Beweis erbracht, dass Sue ein Bestandteil der F\Fo-ATP Synthase ist.

In sogenannten rho’-Stimmen, in denen die mitochondriale Erbinfor-
mation fehlt, ist der Fo-Sektor der F|Fo-ATP Synthase nicht assembliert. Sei-
ne Untereinheiten werden demzufolge nicht exprimiert. In diesen Stdmmen
wurde Sue nicht, Cytochrom b, dagegen vollstindig exprimiert. Auch dieses
Ergebnis bestitigte, dass Sue nicht als eine Untereinheit der inneren Translo-
kationsmaschinerie an der Sortierung von Cytochrom b, beteiligt, sondern
eine Untereinheit der ATP Synthase ist. In der vorliegenden Arbeit wurde
deshalb die Bezeichnung Tim11 durch die Bezeichung Sue (fiir ,,Untereinheit
e* der mitochondrialen FFo-ATP Synthase ) ersetzt.

Sue besitzt eine Molekularmasse von 10,9 kDa und ist aus 96 Aminosiureres-
ten zusammengesetzt. Sie besitzt eine Transmembrandomine, wobei der C-
Terminus in den Intermembranraum und der N-Terminus in die mitochondria-
le Matrix exponiert ist (Arnold ef al., 1997). Wie auch fiir weitere Homologe
aus Sdugern beschrieben (Belogrudov et al., 1996), besitzt die Sequenz von
Sue das Potential, eine sogenannte ,,coiled-coil“-Struktur auszubilden. Dies
wiederum impliziert theoretisch die Fahigkeit zu dimerisieren. Aus Sue Dis-
ruptanten liel sich nach schonender Lyse mit dem Detergenz Digitonin und
anschlieBender blauer Nativgelelektrophorese kein stabiles ATP Synthase-
Dimeres isolieren. Aufgrund dieser Tatsache und seinem Potential ,,coiled-
coil*“-Strukturen zu bilden, wird das Protein deshalb als ein Dimerisierungs-
faktor der F{Fo-ATP Synthase diskutiert, wobei es eventuell von Sug unter-
stiitzt wird (Arnold et al., 1998).

Hefezellen, in denen Sue disruptiert worden war, zeigten auf nicht fermen-
tierbaren Kohlenstoffquellen ein vermindertes Wachstum, was auf eine ver-
minderte Atmungsleistung zuriickzufiihren ist (Tokatlidis ef al., 1997; Arnold
et al., 1998). Die Assemblierung zu einem funktionell aktiven Protein wurde
jedoch durch das Fehlen von Sue nicht beeintrachtigt (Arnold et al., 1998).
Allerdings wurde beobachtet, dass in Sue Nullmutanten die Aktivitit der Cy-
tochrom c-Oxidase um etwa 50% reduziert ist (Tokatlidis et al., 1997).
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1.5 Fragestellung und Zielsetzung

(1) Nachdem die Untereinheit e der F;Fo-ATP Synthase aus Saccharo-
myces cerevisiae zugeordnet werden konnte, stellte sich nun die Frage nach
der Funktion des Proteins innerhalb des Enzymkomplexes. Zunichst sollte
untersucht werden ob Sue, entsprechend seinem Potential ,,coiled-coil*-
Strukturen zu bilden, homo-dimere Strukturen ausbildet.

Wire Sue in der Lage zu dimerisieren, konnte es als ein Dimerisierungsfaktor
innerhalb der Fo-Doméne die Dimerisierung der ATP Synthase bewirken. Un-
terstiitzt wird das Modell einer wichtigen Funktion von Sue bei der Dimerisie-
rung der FFo-ATP Synthase durch die Beobachtung, dass in Sue-
Disruptanten kein stabiles ATP Synthase-Dimeres nachgewiesen werden
kann.

(2) Im Zusammenhang mit der Untersuchung der Funktion von Suk wurde
im Genom von Saccharomyces cerevisiae eine weitere Sequenz entdeckt, die
eine signifikante Homologie zu Suk aufweist. Diese Sequenz wurde Suk™™
genannt. Es sollte geklart werden, ob das hypothetische Protein Suk™™ tat-
siachlich existiert und ob es eine noch unbekannte Untereinheit der F{Fo-ATP

Synthase darstellt.

(3) Weiterhin sollte untersucht werden, welche Bedeutung die Dimerisie-
rung der FFo-ATP Synthase fiir die Zelle haben konnte. Verschiedene For-
schungsergebnisse haben gezeigt, dass der Verlust von moglicherweise an der
Dimerisierung beteiligten Untereinheiten der ATP Synthase eine Reduzierung
der Aktivtdt der Cytochrom c-Oxidase zur Folge hat. Es sollte entsprechend
die Auswirkung der Dimerisierung der FFo-ATP Synthase auf Aktivitit und
Assemblierung der Komponenten III (Cytochrom bc;-Komplex) und IV (Cy-
tochrom c-Oxidase) der Elektronentransportkette untersucht werden.
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2. Material und Methoden
2.1 Molekularbiologische Methoden
2.1.1 Verwendete Plasmide

Tabelle 2 : Verwendete Plasmide

Die Klonierungsstrategien fiir die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Plasmide sind
unter 2.1.10 beschrieben.

pGEM4-Plasmid Referenz
pGEM4-Sue I. Arnold
YepS1vK Referenz
YEP51-Oxal K. Hell
YEP51-SueAC36 diese Arbeit
YEP51-Sue- His, diese Arbeit

2.1.2 Polymerase-Kettenreaktion

DNS-Fragmente konnen durch die ,,Polymerase-Kettenreaktion* (PCR) spezi-
fisch vervielféltigt werden (Saiki et al., 1985, 1988). Eine exponentielle Syn-
these der DNS-Fragmente wird dabei durch den wiederholten Ablauf von
Strangtrennung, Anlagerung zweier Oligonukleotide (,,Primer*), die zu be-
stimmten Sequenzen der DNS-Matrize komplementidr sind, und DNS-
Synthese mit einer hitzebestindigen DNS-Polymerase aus dem termophilen
Bakterium Thermus aquaticus (Tag DNS-Polymerase) erreicht. Hierbei wer-
den die freien 3’-Enden der Primer zu zwei neuen komplementidren DNS-
Strangen verlidngert. Jeder Reaktionsansatz (50-100 pl) enthielt 1-2 U Tagq
DNS-Polymerase, je 50 UM dNTPs und je 400 pM Oligonukleotid in dem
vom Hersteller gelieferten Reaktionspuffer. Als Matrize dienten 0,1 pg Plas-
mid-DNS bzw. 0,1 pg genomische DNS des Hefestammes W303-1A (vgl.
2.2.1). Alle Proben wurden mit einem Tropfen Mineraldl liberschichtet, um
ein Verdampfen der Reaktionslosung zu verhindern. Die Polymerase-
Kettenreaktion wurde folgendermallen durchgefiihrt:
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1. 3 min, 94 C Inaktivierung von Nukleasen und voll-
standige Denaturierung
2.30 Zyklen: 1 min, 94 C Denaturierung der DNS
1 min, 45°C Binden der Oligonukleotide
1,5 min, 72°C Polymerasekettenreaktion
3.4 min, 72°C Vervollstindigung des letzten Reakti-
onsschrittes
4. Abkiihlen auf 4'C

Zur Kontrolle der Reaktion wurden anschlieend 5% des Ansatzes auf einem
Agarosegel analysiert (2.1.6). Das restliche Produkt wurde mit Phenol extra-
hiert und mit Ethanol gefillt (2.1.5). Die {iberhingenden DNS-Enden wurden
mit Klenow-Fragment der DNS-Polymerase I aus E.coli aufgefiillt (2.1.8).
Nach erneuter Phenolextraktion wurde die DNS gefillt und mit den entspre-
chenden Restrikionsendonukleasen verdaut (2.1.8). Durch préparative Gele-
lektrophorese (2.1.7) wurde das modifizierte PCR-Produkt von Nebenproduk-
ten getrennt und in einen geeigneten Vektor ligiert (2.1.8).

2.1.3 Isolierung von Plasmid-DNS aus E.coli

a) Miniprdparationen von DNS

Um Klone eines Transformationsexperimentes zu analysieren, wurde die
Plasmid-DNS in kleinem Mallstab nach der Methode der alkalischen Lyse
(Birnboim und Doly, 1979) isoliert. Hierfiir wurden einzelne Bakterienklone
in 2-5 ml LB-Amp-Medium (siche unten) iiber Nacht aerob bei 37 C geschiit-
telt. 1,5 ml der Uber-Nacht-Kultur wurden abzentrifugiert (14000 UpM,
Tischzentrifuge, 1 min). Die sedimentierten Bakterien wurden in 100l GTE-
Losung (50 mM Glukose; 25 mM Tris/HCl (pH 8,0); 10 mM EDTA) re-
suspendiert und fiir 5 min auf Eis inkubiert. Die Lyse erfolgte anschlieBend
durch Zugabe von 200 pl 0,2 M NaOH und 1% (w/v) SDS. Nach einer Inku-
bation fiir 3 min auf Eis wurden die Proben mit 150 pl 3 M KOAc (pH 4,8)
neutralisiert und fiir 10 min zentrifugiert (14000 UpM, Tischzentrifuge). Der
Uberstand wurde in ein neues EppendorfgefiB iiberfiihrt und mit Ethanol ge-
fallt (2.1.5). Die bei RT getrocknete DNS wurde in 20 pl H,O resuspendiert.
2-4 ul der DNS-Losung wurde durch Restriktionsverdau (2.1.8) analysiert.
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b) Maxiprdparationen von DNS

Fiir Praparation groflerer Mengen Plasmid-DNS (bis 0,5 mg) wurde der ,,Jet-
star-Kit* der Firma Genomed benutzt. Eine Anionen-Austauschersidule wurde
mit 30 ml Losung E4 (0,6 M NaCl; 0,1 M NaOAc (pH 5,0); 0,15% Triton X-
100) Aquilibriert. Wihrenddessen wurden E.coli-Zellen aus 100 ml einer U-
ber-Nacht-Kultur in LB-Amp-Medium (siche unten) durch Zentrifugation
(4000 UpM, Beckman JA10-Rotor, 5 min, RT) geerntet. Die Bakterien wur-
den in 10 ml Losung E1 (50 mM Tris/HCI (pH 8,0); 10 mM EDTA) re-
suspendiert und anschlieBend durch Zugabe von 10 ml Lésung E2 (200 mM
NaOH; 1% SDS) fiir 5 min bei RT lysiert. Das Zell-Lysat wurde durch Zuga-
be von 11 ml Losung E3 (3,2 M KOAc (pH 5,5)) neutralisiert. Nach einer
Zentrifugation (12000 UpM, Beckman JA20-Rotor, 10 min, RT) wurde der
Uberstand auf die dquilibrierte Siule gegeben. Die Siule wurde anschlieBend
mit 60 ml Losung E5 (800 mM NaCl; 100 mM NaOAc (pH 5,0)) gewaschen.
Im darauffolgenden Schritt erfolgte die Elution der Plasmid-DNS mit 15 ml
Losung E6 (1,25 M NaCl; 100 mM Tris/HCI (pH 8,5)). Die DNS wurde
durch Zugabe von 10,5 ml Isopropanol und anschlieBender Zentrifugation
(12000 UpM, Beckman JA20-Rotor, 30 min, 4 C) aus dem Eluat gefillt. Die
DNS wurde mit 70%-igem Ethanol gewaschen, an der Luft getrocknet, in 200
ul H,O resuspendiert und bei -20 C gelagert. 1 pl DNS-Losung wurde auf ei-
nem Agarosegel analysiert (2.1.6) und die Konzentration der DNS bestimmt
(2.1.4).

LB-Medium: 10 g/l Bacto-Trypton; 5 g/l Bacto-Hefeextrakt; 10 g/l
NaCl; pH 7,4 mit NaOH einstellen.
LB-Amp-Medium: zusdtzlich 100 mg/l Ampicillin (sterilfiltriert)

2.1.4 Konzentrationsbestimmung der DNS

Die Konzentration von DNS wurde durch Messung der Absorption bei 260
nm (ODy4y) photometrisch bestimmt. Eine OD,¢ von 1 entspricht 50 pg/ml
doppelstrangiger DNS bzw. 33 pg/ml einzelstrangiger DNS (linearer Bereich:
0,1-1 OD).
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2.1.5 Phenolextraktion und Ethanolfallung

Durch Phenolextraktion werden Proteinverunreinigungen aus DNS-haltigen
Losungen entfernt (Sambrook et al., 1989). Hierbei wurde Phenol verwendet,
das mit 1/20 Volumen Tris/HCI (pH 8,0) dquilibriert worden war.

Die zu reinigende DNS-Losung wurde mit dem gleichen Volumen Phe-
nol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) ausgeschiittelt und zur Phasentren-
nung 1 min zentrifugiert (14000 UpM, Eppendorf Tischzentrifuge, RT). Der
Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefiB iiberfiihrt, mit dem gleichen
Volumen Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) ausgeschiittelt und wie zuvor
zentrifugiert.

Nach der Phenolextraktion wurde die DNS-Losung mit 1/10 Volumen einer 3
M NaOAc-Lésung (pH 6,0) und mit dem 2,5-fachen Volumen Ethanol ver-
setzt und fiir 30 min bei -80 C inkubiert. Nach anschlieBender Zentrifugation
(18000 UpM, Sigma 12145-Rotor, 30 min, 2'C) wurde die DNS mit 70%-
igem Ethanol gewaschen, an der Luft getrocknet, in 20 pl H,O resuspendiert
und bei -20'C gelagert. Durch Ethanolfillung werden wissrige DNS-
Losungen konzentriert und von unerwiinschten Salzen befreit.

2.1.6 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Reinigung, Trennung und Identifizierung von DNS-Fragmenten wurde
eine Agarose-Gelelektrophorese durchgefiihrt (Sambrook et al., 1989). Die
Agarose wurde je nach Grofe der zu analysierenden Fragmente zu 0,8-2%
(w/v) in einem Mikrowellenherd in TAE-Puffer (40 mM Tris/Acetat (pH 7,5);
20 mM NaOAc; | mM EDTA) geldst und bei 65 C aufbewahrt. Die Agarose-
gele enthielten Ethidiumbromid in einer Endkonzentration von 0,25 mg/I. Der
Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbromid, der sich in die DNS einlagert und sie
unter UV-Licht sichtbar macht, wurde zur Detektion der DNS-Banden auf
dem Gel verwendet.

Als Elektrodenpuffer diente TAE-Losung. Die zu analysierenden DNS-
Losungen wurden vor dem Auftragen mit 1/4 Volumen 5 x DNS-
Probenpuffer (5 mM EDTA; 15% (w/v) Ficoll400; 0,05% (w/v) Bromphenol-
blau; 0,05% (w/v) Xylenxylanol; 0,5% SDS; 0,2 M Tris/HCI (pH 7,5)) ver-
setzt. Zum Léangenvergleich der DNS-Fragmente wurde eine DNS-
Priparation mit bekanntem Restriktionsmuster verwendet. Die Elektrophorese
wurde je nach Grofle des Gels bei 50-120 V durchgefiihrt.
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2.1.7 Isolierung von DNS aus Agarosegelen mittels QUIAquick Kit

Zur Extraktion von DNS-Fragmenten aus einem Agarosegel nach elektropho-
retischer Auftrennung wurde der QUIAquick Gel Extraction Kit der Firma
QUIAGEN (Best. Nr. 28704) verwendet. Hierbei wurden die Fragmente unter
UV-Licht aus den Gelen ausgeschnitten und in dem dreifachen Volumen des
Losungspuffers (QG) bei 50°C im Verlauf von 10 Minuten aufgeldst. Danach
wurde die so erhaltene Losung in die DNS-bindende QIAquick Séule iiber-
fiihrt. Die Bindung erfolgte wéhrend der Zentrifugation mit einer Eppendorf-
Tischzentrifuge. Nach Waschen mit dem ethanolhaltigen Waschpuffer (PE)
wurde die Membran der Sdule mit 30ul Elutionspuffer EB (10mM Tris/HCI,
pH 8,5) versetzt und fiir 10 min bei RT stehengelassen. AnschlieBend erfolgte
die Elution mittels Zentrifugation fiir 1 min bei 14000 UpM.

2.1.8 Enzymatische Modifikationen von DNS

a) Spaltung von DNS durch Restriktionsendonukleasen
Restriktionsendonukleasen erkennen in doppelstringigen DNS-Molekiilen
spezifische (hédufig palindromische) Basensequenzen und spalten sie inner-
halb dieser Erkennungssequenz.

Die spezifische Spaltung von DNS mit Restriktionsendonukleasen wurde in
den vom Hersteller mitgelieferten Puffern durchgefiihrt (Sambrook et al.,
1989). Es wurden etwa 2-3 U Enzym fiir 1 pg DNS eingesetzt. Die Inkubati-
onszeit betrug 2 h bei der fiir das entsprechende Enzym angegebenen Tempe-
ratur. Die erhaltenen Fragmente wurden anschlieBend durch Phenolextraktion
(2.1.5) beziehungsweise priaparative Agarose-Gelelektrophorese (2.1.6) und
Elution aus dem Agarosegel (2.1.7) gereinigt.

b) Dephosphorylierung von DNS-Fragmenten mit alkalischer Phosphatase
Vor einer Ligation wurden die 5’-Phosphatgruppen der linearisierten Vektor-
molekiile mit alkalischer Phosphatase aus Kélberdarm (CIP) entfernt, um ei-
nen internen Ringschlufl von Vektoren bei Ligationsreaktionen zu verhindern
(Chaconas und van de Sande, 1980). Dazu wurden 30 pg linearisierte Vektor-
DNS in 100 pl CIP-Puffer (1 mM ZnCl,, 1 mM MgCl,, 50 mM Tris/HCI (pH
9,0), 10 mM Spermidin) resuspendiert und mit 1 U Enzym versetzt. Der An-
satz wurde anschliefend zunédchst 15 min bei 37°C und dann 15 min bei 56°C
inkubiert.
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Die Reaktion wurde durch Zugabe von 12 pl 10 x STE-Puffer (0,1 M
Tris/HCI (pH 8,0), 1 M NaCl, 10 mM EDTA) und 10 min Erwidrmung bei
65°C beendet. Die DNS wurde durch Phenolextraktion und Ethanolfdllung
gereinigt (2.1.5).

c) Auffiillen iiberhdingender DNS-Enden mit dem Klenow-Fragment der
E.coli DNS-Polymerase I

Zum Auffiillen tiberhdngender Enden nach der PCR wurden 5’-liberhdngende
Enden mit dem Klenow-Fragment der DNS-Polymerase I aufgefiillt (Telford
et al., 1979). Dazu wurden 0,1-4 g DNS in 50 ul Klenow-Puffer (10 mM
MgCl12, 1 mM DTT, 10 mM Tris/HCI (pH 7.,5), je 12,5 uM dATP, dCTP,
dGTP, dTTP) mit 1 U Enzym 30 min bei 37°C inkubiert. Das Enzym wurde
anschlieBend 10 min bei 65°C denaturiert. Die Reinigung der DNS erfolgte
durch Phenolextraktion und Ethanolfallung (2.1.5).

d) Ligation von DNS

Zur Insertion eines DNS-Fragmentes in einen zuvor linearisierten Vektor
wurde die DNS-Ligase des Bakteriophagen T4 verwendet (Sambrook et al.,
1989). In 20 pl Ligationspuffer (50 mM Tris/HCI (pH 7,6); 10 mM MgCly; 1
mM DTT; 1 mM ATP; 5% PEG 8000) wurden 50 ng Plasmid-DNS mit einem
zwei- bis fiinffachen molaren Uberschul an DNS-Fragmenten und mit 1 U
Enzym iiber Nacht bei 14°C inkubiert. AnschlieBend wurde das Enzym 10
min bei 65 C inaktiviert. 1-2 pl des Ligationsansatzes wurden in E.coli trans-
formiert (2.1.9).

2.1.9 Transformation von E.coli mit Plasmid-DNS

Zur Transformation von E.coli wurde die Methode der Elektroporation ange-
wendet (Dower et al., 1988). Zur Herstellung kompetenter E.coli-Zellen wur-
de eine E.coli-Uber-Nacht-Kultur 1:100 in 500 ml LB-Medium (2.1.4) ver-
diinnt und unter Schiitteln auf eine ODs;5 von 0,5 angezogen. AnschlieBend
wurden die Zellen 30 min auf Eis gekiihlt, in einen sterilen JA10-
Zentrifugationsbecher tiberfiihrt und durch Zentrifugation (5000 UpM, Beck-
man JA10-Rotor, 15 min, 4 C) geerntet. Nach dreimaligem Waschen der Zel-
len mit einer eiskalten 10%-igen (v/v) Glyzerinldsung (je 500 ml, 250 ml und
50 ml) wurde das Zellsediment in 500 pl der 10%-igen Glyzerinlosung aufge-
nommen und in 40 pl-Portionen bei -80°C eingefroren.
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Die Transformation erfolgte durch Elektroporation mit einem ,,Gene Pulser*
der Firma BioRad. Dazu wurden die kompetenten E.coli-Zellen auf Eis aufge-
taut, mit 2 pl des Ligationsansatzes versetzt und in eine eisgekiihlte Elektro-
porationskiivette (0,2 cm Elektrodenabstand) liberfiihrt. AnschlieBend wurden
die Zellen durch einen StromstoB3 (2,5 kV, 400 W, 25 YF, Zeitkonstante 8-9
msec) mit der DNS transformiert. Dann wurden die Zellen sofort in 1 ml
SOC-Medium (0,5% (w/v) Hefeextrakt; 0,2% (w/v) Trypton; 10 mM NaCl;
2,5 mM KCI; 10 mM MgCl,; 10 mM MgSO,4; 20 mM Glucose) aufgenom-
men und fiir 30-60 min bei 37 C inkubiert. Die Zellen wurden durch Zentrifu-
gation (5000 UpM, Eppendorf Tischzentrifuge, 3min; RT) sedimentiert und in
200 pl SOC-Medium resuspendiert. Die Zellsuspension wurde auf eine LB-
Amp-Platte (2.1.4) ausgestrichen und iiber Nacht bei 37 C inkubiert. Positive
Klone wurden iiber eine DNS-Minipriparation (2.1.3) und mit Hilfe eines
Restriktionsverdaus (2.1.8) identifiziert.

2.1.10 Klonierungsstrategien

a) Konstruktion des Stamme sue+Sue-His;, und Asue+Sue- His;

Zur Expression des Sue- Proteins mit einem C-terminalen Hisj,-tag (Sue-
His;;) wurde der Sue- Leserahmen durch Amplifizierung der Plasmid-DNS
pGEM4-Sue (I. Arnold, unverdffentlicht) mittels Polymerasekettenreaktion
mit den folgenden Primern erhalten:

N-terminal (SueNB1): 5’-GAG AGG ATC CAT GTC GAC AGT TAA TGT TTT G-3’
C-terminal (SueCX96): 5’-GAG ATC TAG ATG TTG AAG CTT CCT TCA GGG-3’

Das resultierende PCR-Produkt wurde als BamHI/Xbal-Fragment in den
,multicopy* Hefeexpressionsvektor YepS51-Oxal (K. Hell, unverdffentlicht)
kloniert. Dieser enthielt ein Oxal-His,-Derivat stromabwirts eines Gall-
Promotors. Der Oxal-Anteil wurde durch BamHI/Xbal-Verdau entfernt und
im nachfolgenden Ligationsschritt durch Sue- Hisj, ersetzt. Der entstandene
Vektor Yep51-Sue-His, besitzt ein LEU2-Gen als Marker zum Testen auf
erfolgreich durchgefiihrte Transformation. Der Shuttlevektor YEP51-Sue-
His;, wurde zunichst mittels Elektroporation in den E.coli-Stamm DHI1 (Ge-
notyp: supE44, hsdR17, recA, endAl, gyrA96, thi-1, relAl transormiert
(2.1.9), um ihn zu vermehren. Nach Isolation des Plasmids (2.1.3) wurde es in
den Wildtyp-Stamm W303-1A beziechungsweise in den Stamm Asue trans-
formiert (2.2.4).
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Die Selektion der positiven Transformanten erfolgte durch Wachstum auf SD-
Platten ohne Leucin beziehungsweise ohne Leucin und Histidin.

b) Konstruktion des Hefestammes sue+SueAC36:

Um das Protein Sue mit einer Deletion von 36 C-terminalen Aminosiduren
(SueAC36) herzustellen, wurde ebenfalls das Plasmid pGEM4-Sue als Matri-
ze in der Polymerasekettenreaktion verwendet. Zur Amplifizierung des Gens
von SueAC36 wurden folgende Primer verwendet:

N-terminal: siehe oben
C-terminal: 5'-GAG ATC TAG ATA CTA CAG GGT GTA GCT TGG C-3°

Das resultierende PCR-Produkt wurde als BamHI/Xbal-Fragment in den Vek-
tor Yep51-Sue- His;; kloniert und ersetzte das intakte Protein. Die Amplifi-
zierung des Vektors, sein Transfer in den Hefestamm W303-1A und die Se-
lektion auf positive Transformanten erfolgte wie oben beschrieben.
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2.2 Methoden der Hefegenetik

2.2.1 Verwendete Stiamme von S. cerevisiae

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit benutzten Hefestimme sind in der
folgenden Tabelle zusammengefalit.

Tabelle 3: Verwendete Hefestimme

Stamm Genotyp Referenz
W303-1A MATa, his3, leu2, trpl, ura3, ade2,canl Rothstein und Sherman, 1980
W303-1B MATa, his3, leu2, trpl, ura3, ade2,canl Rothstein und Sherman, 1980

sue+Sue-His,
Asue
Asue+Sue- His
Asuet+SueAC
Asug

Asuk

Asuldom

Asukd/ Dsuk™"
AATP 10
Acorel

Acox4

Acox8
Acox12
Acox20
Adimpl
Asoml

W303-1A + Plasmid YEP51-Sue- His;»

W303-1A, sue::HIS3

Asue + Plasmid YEP51-Sue- Hisi»
Asue + Plasmid YEP51-SueAC36
W303-1A, sug::HIS3

W303-1A, suk::HIS3

W303-1B, suk""::HIS3

Asuk, suk™™::CANI

W303-1A, atp 10::LEU2
W303-1A, corel ::HIS3

a, ade2, his3, leu2, trpl, ura3, canl,
cox4::TRPI

W303-1A, cox8::HIS3

W303-1A, cox12::URA3
W303-1A, cox20::URA3

a, leu2, trpl, pet2858::LEU2
W303-1A, som1::HIS3

diese Arbeit

Arnold et al., 1997
diese Arbeit

diese Arbeit

Arnold et al., 1998
Arnold et al., 1998
diese Arbeit

diese Arbeit
Ackerman u. Tzagoloff, 1990b
Tzagoloff et al., 1986
B. Guiard

diese Arbeit
LaMarche et al., 1992
Hell et al., 2000
Behrens et al., 1991

F. Baumann
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2.2.2 Kultivierung von S. cerevisiae

Die Zellen von §. cerevisiae wurden in einer 15%-igen (w/v) Glyzerinlosung
bei -80°C gelagert und vor der Uberfiihrung in Fliissigkultur auf YPGal- be-
ziehungsweise SD-Agarplatten kultiviert. Um ein einheitliches Zellwachstum
gewahrleisten zu konnen, erfolgte die Anzucht in fliissigen Vorkulturen zu-
nehmenden Volumens bei einer Temperatur von 30°C. Die Hauptkultur wur-
de auf eine ODs75 von 0,1-0,2 angeimpft und iiber Nacht bei 130 UpM und
30°C geschiittelt. Die Anzucht der Hefestimme erfolgte in YPGal-Medium
(YPGal+0,5% Laktat) beziehungsweise, wenn selektioniert werden sollte, in
SD-Laktat-Medium, das entsprechend der gewiinschten Selektionsbedingun-
gen mit Markersubstanzen (Antibiotika), benotigten Aminosduren, sowie
Glucose beziehungsweise Galaktose (0,1%) versetzt war.

YPGal-Medium: 10 g Hefeextrakt; 20 g Bacto-Pepton; 5,5 ml 90% Milchsau-
re; mit H,O auf 930 ml auffiillen; pH 5,5 mit 10 M KOH einstellen;
nach dem Autoklavieren 67 ml 30% Galaktose dazugeben.

YPD-Medium: 10 g Hefeextrakt; 20 g Bacto-Pepton; mit H,O auf 930 ml auf-
fiillen; pH 5,5 mit 10 M KOH einstellen; nach dem Autoklavieren 67
ml 30% Glucose dazugeben.

YPG-Medium: 10 g Hefeextrakt; 20 g Bacto-Pepton; mit H,O auf 900 ml auf-
fiillen; pH 5,5 mit 10 M KOH einstellen; nach dem Autoklavieren 100
ml 30% Glycerin dazugeben.

SD-Laktat-Medium: 2% Laktat, 0,67% Stickstoffbasis aus Hefe (ohne Ami-
nosduren), pH 5,5 mit 10 M KOH einstellen. Von den Stammldsungen
der Markersubstanzen wurde unter Beriicksichtigung der zu selektie-
renden Auxotrophie-Marker 2 ml Tryptophan- und Histidin- bzw. 3 ml
Leucin- und Lysin- bzw. 10 ml Adenin- und Uracil- Loésung pro Liter
Medium zugesetzt.

Zur Herstellung von Agarplatten wurde dem Medium 2% (w/v) Bacto-Agar
zugesetzt. Alle verwendeten Medien, Aminosédure- (10g/l) sowie Uracil- und
Adenin- (2g/1) Losungen wurden mit Ausnahme der Tryptophan-Losung fiir
20 min bei 120 C autoklaviert. Die Tryptophan-Losung wurde sterilfiltriert.
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2.2.3 Test des Wachstumsphanotyps von S. cerevisiae

Nur Hefestimme, die eine intakte Atmungskette besitzen, sind in der Lage,
auf nicht-fermentierbaren Kohlenstoffquellen zu wachsen. Die Fihigkeit ein-
zelner Hefestimme, auf nicht-fermentierbaren Kohlenstoffquellen zu wach-
sen, wurde auf Agarplatten mit YPG-Medium (2.2.2) getestet. YPG enthélt
die nicht-fermentierbare Kohlenstoffquelle Glycerin.

Die Hefestimme wurden zunéchst auf YPD-Agarplatten (2.2.2) ausgestrichen
und zwei Tage bei 30 C inkubiert. AnschlieBend wurden die Hefezellen einer
Platte in 500 plI sterilem H,O resuspendiert. Aus dieser Suspension wurde ei-
ne Verdinnungsreihe angesetzt (10; 1; 0,1; 0,01; 0,001 Skalenteile ODs75 je
100 pl Zellsuspension). Je 2 pl der Verdiinnungen wurden auf eine YPG- und
eine YPD-Platte punktformig aufgetragen. Die Platten wurden fiir zwei Tage
bei 30°C inkubiert.

2.2.4 Transformation von S. cerevisiae mit Plasmid-DNS

Die Transformation von Hefezellen erfolgte mittels Lithiumacetat nach der
von Gietz et al. (1992) beschriebenen Methode. Eine 50 ml-Kultur in YPD-
Medium (2.2.2) wurde bis zu einer ODs75 von 0,5 unter Schiitteln bei 30°C
inkubiert. Die Zellen wurden geerntet (3000 UpM, Heraeus Bactifuge, 5 min,
RT) und mit 25 ml H,O gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation wurden die
Zellen in 1 ml 100 mM Lithiumacetat resuspendiert, in ein 1,5 ml Reaktions-
gefal} iiberfithrt und sedimentiert (14000 UpM, Eppendorf Tischzentrifuge,
RT, 15 sec). Danach wurden die Zellen in 500 pl 100 mM Lithiumacetat re-
suspendiert. 50 pl dieser Suspension wurden sedimentiert und mit 240 pl 50%
(w/v) PEG-3350, 36 ul 1 M Lithiumacetat, 25 pl beschallter, denaturierter
Lachsspermien-DNS (2 mg/ml) und 50 pl (0,1-10 pg) zu transformierender
DNS versetzt und gut durchmischt. Der Ansatz wurde fiir 30 min bei 30°C
und anschlieBend fiir 20 min bei 42°C inkubiert. Nach kurzer Zentrifugation
(14000 UpM, Eppendorf Tischzentrifuge, 15 sec) wurden die Zellen in 150 pl
H,0 aufgenommen und auf Selektivmedium (SD-Medium) ausplattiert. Alle
verwendeten Losungen waren steril.
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hom

2.2.5 Disruption der Gene von Cox8 und Suk™" in S. cerevisiae

a) Disruption des Cox8-Gens:

Die Konstruktion des Acox§- Disruptionsstammes erfolgte durch homologe
Rekombination nach einer Methode von Wach et al. (1994) und Arnold et al.
(1998). Zur Disruption des Cox8-Gens in dem haploiden Hefestamm W303-
1A wurde ein PCR-Fragment benutzt, das aus einer Marker-Kassette (Au-
xotrophie-Marker HIS3) und den kurzen, flankierenden Regionen des geno-
mischen Ziel-Lokus bestand. Ein solches PCR-Fragment kann durch homolo-
ge Rekombination stabil in den genomischen Ziel-Lokus integriert werden.
Das PCR-Fragment wurde mit den Primern S1 und S2 und der Plasmid-
Matrize pFA6a-HIS3MX6 (EUROFAN-Six-Pack) durch die Polymerase-
Kettenreaktion (2.1.2) hergestellt und nach Phenolextraktion und Ethanolfal-
lung (2.1.5) in den haploiden Wildtyp-Stamm W303-1A transformiert (2.2.4).
Die Selektion positiver Klone wurde auf SD-Medium (2.2.4) durchgefiihrt,
das Adenin, Uracil, Leucin und Tryptophan enthielt, nicht aber Histidin.

Primer S1: 5°-GAG CAA ACT AAA CAG AAA AGT TAT CCA TTT CCA TTA CGC
ACG TAC GCT GCA GGT CGA C-3’ (homolog zu den Nukleotiden -40 bis -1 des
Cox8-Lokus und zu 18 Nukleotiden der Polylinkerregion in pFA6a-HIS3MXG6, die
den HIS3MX6-ORF auf der 5’-Seite flankieren)

Primer S2: 5°-CCT TCT TTC CCG CCG TCA TCG ATG AAT TCG AGC TCG-3’
(komplementdr zu den Nukleotiden + 238 bis + 278 des Cox8-Lokus und zu 19
Nukleotiden der Polylinkerregion in pFA6a-HIS3MX6, die den HIS3IMX6-ORF auf
der 3’-Seite flankieren)

b) Disruption des hypothetischen Suk™" -Gens:

Die Konstruktion des Asuk™" - Disruptionsstammes erfolgte im Prinzip wie
diejenige des Stammes Acox8. Allerdings wurde das hypothetische Suk™™ -
Gen im Stamm W303-1B disruptiert. Die verwendeten Primer HOM-S1 und
HOM-S2 sind unten aufgefiihrt.

Zur Herstellung der Doppeldisruptante Asuk/Asuk™" wurde im Stamm Asuk
das hypothetische Gen fiir Sut™" durch eine Kanamycin-Resistenz ersetzt. Es
wurde ein PCR-Fragment benutzt, das aus einer Marker-Kassette (Antibioti-
ka-Resistenzmarker can) und den kurzen, flankierenden Regionen des geno-
mischen Ziel-Lokus bestand. Das PCR-Fragment wurde mit den Primern
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HOM-S1 und HOM-S2 und der Plasmid-Matrize pFA6a-canMX6
(EUROFAN-Six-Pack) durch die Polymerase-Kettenreaktion (2.1.2) herge-
stellt und nach Phenolextraktion und Ethanolféllung (2.1.5) in den haploiden
Wildtyp-Stamm W303-1B transformiert (2.2.4).

Die Selektion positiver Klone wurde auf YPGal-Medium (2.2.4) durchge-
fiihrt, das das Antibiotikum Kanamycin (100mg/1) enthielt.

Primer HOM-S1: 5°-TCT AAA CAT AAG ATA TAC AAA AAT AAA TAT AGC TAT
CTC ACG TAC GCT GCA GGT CGA C-3’ (homolog zu den Nukleotiden -40 bis
-1 des Suk™™ -Lokus und zu 18 Nukleotiden der Polylinkerregion in pFA6a-
canMX4 beziehungsweise pFA6a-HIS3MX6, die den canMX4-ORF beziehungs-
weise den HIS3MX6-ORF auf der 5°-Seite flankieren)

Primer HOM-S2: 5°-CGA TGA AGA ACA CCA CCA TTT CAG AAA TTT TTA TAC
ATA AAT CGA TGA ATT CGA GCT CG-3’ (komplementir zu den Nukleotiden
+ 273 bis + 313 des Suk™™ -Lokus und zu 19 Nukleotiden der Polylinkerregion in
pFA6a-canMX4 beziehungsweise pFA6a-HIS3MX6, die den canMX4 beziehungs-
weise den HIS3MX6-ORF auf der 3°-Seite flankieren)

2.2.6 Nachweis von Gendisruptionen in S.cerevisiae

Zum Nachweis chromosomaler Gendisruptionen wurde die PCR-Methode
verwendet. Die benutzten Primer waren zu Sequenzbereichen komplementir,
die den genomischen Ziel-Lokus auf der 5-Seite (Primer Al) bzw. 3 -Seite
(Primer A2) flankierten. In dem PCR-Ansatz wurden ganze Zellen des zu tes-
tenden Hefestammes mit Zellen des isogenen Wildtyp-Stammes verglichen.
Die korrekte Integration der Marker-Kassetten (HIS3MX6 beziechungsweise
canMX4, 2.2.5) wurde durch GroBenvergleich der einzelnen PCR-Produkte
nachgewiesen.

Die Disruption des Cox8-Gens (2.2.5) wurde mittels folgender Primer ge-
zeigt:

Primer Al: 5°-CGA GAG AAG TGT TCG GTG-3" (homolog zu den Nukleotiden -192
bis -175 des Cox8-Lokus)

Primer A4: 5°-CCT TCT TTC CCG CCG TC-3’ (komplementér zu den Nukleotiden + 403
bis + 420 des Cox8-Lokus)
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Die Disruptionen des hypothetischen Suk™™ -Gens konnte mittels folgender
Primer nachgewiesen werden:

Primer HOM-A1: 5°-GCC AGC TGC CTC AGA AAG-3’ (homolog zu den Nukleotiden
-317 bis -300 des hypothetischen Suk™™ -Lokus)

Primer HOM-A4: 5°’-GGC CAT CAA CTA TCA CTT AC-3’ (komplementir zu den Nu-
kleotiden + 563 bis + 582 des hypothetischen Suk™™ -Lokus)

Ein Zellklon des entsprechenden Hefestammes wurde in ein Reaktionsgefal3
tiberfiihrt. Durch Zugabe von je 50 Ul einer Zymolyaseldsung (1 mg/ml in
H,0) und Inkubation fiir 10 min bei RT wurde die Zellwand der Hefezellen
entfernt. Die so entstandenen Sphéroplasten wurden durch Zentrifugation
(5000 UpM, Sigma Tischzentrifuge, min, RT) reisoliert, 5 min bei 92°C in-
kubiert, dann auf Eis abgekiihlt und in 25 pl PCR-Reaktionsmix (10 mM
Tris/HCI (pH 8,3), 50 mM KCI, 2,5 mM MgCl,, 0,2 mM dNTP, je 1 pM der
Primer Al und A4 bezichungsweise A1-HOM und A4-HOM, 1 U Taq-DNS-
Polymerase) resuspendiert. Der PCR-Ansatz wurde mit einem Tropfen Mine-
ral6l iiberschichtet. Die Polymerase-Kettenreaktion verlief wie folgt:

1. 2 min, 94°C

2. 30 Zyklen 30 sec, 94°C
30 sec, 50°C
90 sec, 72°C

3. Abkiihlen auf 4°C

Nicht aufgeschlossene Zellen wurden anschliefend mit der Tischzentrifuge
abgetrennt. Je 10 ul der entsprechenden PCR-Ansitze wurden auf einem Aga-
rosegel analysiert (2.1.6).
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2.3 Zellbiologische Methoden
2.3.1 Isolierung von Mitochondrien aus S. cerevisiae

Die Isolierung von Hefemitochondrien erfolgte nach der von Herrmann et al.
(1994) beschriebenen Methode. Die Hefezellen wurden wie unter 2.2.2 be-
schrieben kultiviert und bei einer durchschnittlichen ODs;s von 1-2 durch
Zentrifugation (5000 UpM, Beckman JA10-Rotor, 5 min; RT) geerntet. Nach
dem Waschen mit H,O wurde das Zellpellet gewogen und mit einer Endkon-
zentration von 0,5 g/ml in DTT-Puffer (100 mM Tris/SO4 (pH 9,4); 10 mM
DTT) resuspendiert. Die Zellsuspension wurde fiir 15 min bei 30 C unter
leichtem Schiitteln inkubiert, erneut wie oben beschrieben zentrifugiert und
mit 100 ml 1,2 M Sorbitol gewaschen. Fiir den enzymatischen Aufschluf3 der
Zellwinde wurden die Zellen in Zymolyase-Puffer (1,2 M Sorbitol; 20 mM
Kaliumphosphat, pH 7,4) aufgenommen (0,15 g/ml), mit 2 mg Zymolyase pro
g Feuchtgewicht versetzt und fiir 30-45 min bei 30 C unter leichtem Schiitteln
inkubiert. Der enzymatische Abbau der Zellwand (Sphéroplastenbildung)
wurde durch osmotische Lyse getestet. Dazu wurden je 50 pl Zellsuspension
in 2 ml H,O bzw. 1,2 M Sorbitol gegeben. Die Sphéroplastenbildung war be-
endet, wenn die ODs7g der ersten Losung 10-20% der ODs7g der Sorbitollo-
sung betrug. Alle darauffolgenden Schritte erfolgten bei 4 C. Die Sphi-
roplasten wurden durch Zentrifugation (5000 UpM, Beckman JA10-Rotor, 5
min, 4 C) reisoliert und in kaltem Homogenisierungspuffer (0,6 M Sorbitol;
10 mM Tris/HCI (pH 7,4); 1 mM EDTA; 0,2% (w/v) BSA; 1 mM PMSF) re-
suspendiert (0,15 g/ml). AnschlieBend wurde die Zellsuspension mit einem
Dounce-Homogenisator homogenisiert (10 Hiibe). GroBe Zelltriimmer und
ganze Zellen wurden durch zweimalige Zentrifugation (4000 UpM, Beckman
JA20-Rotor, 5 min, 4°C) entfernt. Aus dem Uberstand wurden die Mitochond-
rien sedimentiert (12000 UpM, Beckman JA20-Rotor, 12 min, 4°C), dann in
SEM-Puffer (10 mM MOPS/KOH (pH 7,2), 250 mM Sucrose, ]| mM EDTA)
gewaschen, nochmals von Zelltriimmern gereinigt (4000 UpM, Beckman
JA20-Rotor, 5 min, 4°C) und erneut isoliert (12000 UpM, Beckman JA20-
Rotor, 12 min, 4°C). Die isolierten Mitochondrien wurden in 500 pl SEM-
Puffer aufgenommen, auf eine Proteinkonzentration von 10 mg/ml eingestellt,
aliquotiert, in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -80 C aufbewahrt.
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2.3.2 Schnellisolierung von Mitochondrien

Zur schonenderen Priparation aktiver Komponenten der Atmungskette wurde
eine Schnellisolierung durchgefiihrt.

Hefezellen (11 Uber-Nacht-Kultur einer ODs7g von 1-2) wurden durch 5 min
Zentrifugation bei 4000 U (JA10-Rotor, Beckman) sedimentiert und in 5 ml
Saccharosepuffer (250 mM Saccharose, SmM 6-Aminocapronsiure, 10 mM
Tris/HCI (pH 7,0)) resuspendiert und 5 min auf Eis inkubiert. Die Mitochond-
riensuspension wurde zu 5ml Glasperlen (0,25-0,5 mm) in ein 50 ml Reakti-
onsgefall gegeben und 10 mal fiir je 1 min gevortext. Nach einer Verdiinnung
mit 10 ml Saccharosepuffer und Sedimentierung der Glasperlen wurde der
Uberstand vorsichtig in JA 20-ZentrifugationsgefiBe iiberfiihrt und 20 min
bei 4000 UpM zentrifugiert (Beckman, JA 20 Rotor).

Die mitochondrialen Membranen wurden nach einem erneuten Zentrifugati-
onsschritt des Uberstandes (30 min, 15000 UpM, JA 20-Rotor) gewonnen und
in Saccharospuffer bei —80°C aufbewahrt.

2.3.3 ATP-Depletion von Mitochondrien

Zur ATP-Depletion der Matrix wurde Oligomycin eingesetzt, das die Aktivi-
tdt der mitochondrialen FFo-ATP Synthase reversibel hemmt. Parallel wurde
Apyrase, das bereits vorhandenes ATP hydrolysiert, verwendet.

Vor Durchfithrung einer Quervernetzungsreaktion (2.4.5) wurden die isolier-
ten Mitochondrien fiir 2 min bei 25°C mit 20 uM Oligomycin beziehungswei-
se 40 U/ml Apyrase vorinkubiert.

2.3.4 Aufhebung des Membranpotentials

Mit Hilfe von Valinomycin wird das Membranpotential in irreversibler Weise
aufgehoben. Vor Durchfiihrung einer Quervernetzungsreaktion (2.4.5) wur-
den die Mitochondrien zunichst mit 1 pM Valinomycin fiir 2 min bei 25°C
vorinkubiert.
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2.4 Proteinchemische Methoden
2.4.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Proteine wurden durch diskontinuierliche, vertikale Polyacrylamid-
Gelelektrophorese nach Laemmli (1970) aufgetrennt. Sammel- und Trenngel
hatten eine Grofie von 1x15 cm bzw. 9%15 ¢cm bei 0,8 cm Dicke. Um Gele mit
verschiedenen Trenneigenschaften herzustellen, wurden verschiedene Kon-
zentrationen an Acrylamid bzw. N, N'-Methylenbisacrylamid verwendet.

Zusammensetzung der Gellosungen und der Pufferlosungen:

Bodengel: 20% (w/v) Acrylamid; 0,13% bzw. 0,4% (w/v) Bisacrylamid;
375 mM Tris/HCI (pH 8,8); 0,1% (w/v) SDS; 0,05% (w/v) APS;
0,25% (v/v) TEMED
Trenngel: 12-16% (w/v) Acrylamid; 0,08%-0,3% (w/v) Bisacrylamid;
380 mM Tris/HCI (pH 8,8); 0,1% (w/v) SDS; 0,05% (w/v) APS;
0,05% (v/v) TEMED
Sammelgel: 5% (w/v) Acrylamid; 0,03% (w/v) Bisacrylamid;
60 mM Tris/HCI (pH 6,8); 0,1% (w/v) SDS; 0,05% (w/v) APS;
0,1% (v/v) TEMED
Elektrophoresepuffer: 50 mM Tris/HCI (pH 8,3); 384 mM Glycin;
0,1% (w/v) SDS
Laemmli-Puffer: 60 mM Tris/HCI (pH 6,8); 0,02% (w/v) Bromphenolblau;
10% (v/v) Glyzerin; 2% (w/v) SDS; 5% (v/v) B-Mercaptoethanol (au-
Ber, wenn die Proben mit DTNB quervernetzt worden waren)
Die Auftrennung kleiner Proteine (Molekularmasse < 14 kDa) erfolgte mit
Hilfe der SDS-Harnstoff-Polyacrylamid-Gelelektrophorese.

Zusammensetzung der Gellosungen:

Bodengel: 20% (w/v) Acrylamid; 0,13% bzw. 0,4% (w/v) Bisacrylamid; 375
mM Tris/HCI1 (pH 8,8); 0,1% (w/v) SDS; 0,05% (w/v) APS; 0,25%
(v/v) TEMED

Trenngel: 27% (w/v) Acrylamid; 0,35% (w/v) Bisacrylamid; 50% (w/v)
Harnstoff; 1 M Tris/HCI (pH 8.8); 0,14% (w/v) SDS; 0,05% (w/v)
APS; 0,05% (v/v) TEMED
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Sammelgel: 6,2% (w/v) Acrylamid; 0,08% (w/v) Bisacrylamid; 44%
(w/v)Harnstoff; 154 mM Tris/HCI (pH 6,8); 0,14% (w/v) SDS; 0,05%
(w/v) APS; 0,05% (v/v) TEMED

Die aufzutrennenden Proben wurden in 20 pl Laemmli-Puffer geldst, fiir 3
min auf 95 C erhitzt und dann auf das SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen.
Die Elektrophorese erfolgte in vertikalen Kammern bei einer konstanten
Stromstdrke von 28 mA. Nach dem Lauf wurden die Proteine entweder auf
Nitrozellulose transferiert (2.4.2) oder 15 min mit 0,1% (w/v) Coomassie-
Brilliant-Blau R-250 in 10% (v/v) Essigsdure und 40% (v/v) Methanol ange-
farbt und anschlieBend 0,5-2h mit 10% (v/v) Essigsdure und 40% (v/v) Me-
thanol entfirbt und iiber Nacht bei 50 C im Vakuum auf Whatman-3MM-
Filterpapier getrocknet.

2.4.2 Transfer von Proteinen auf Nitrozellulose

Die mittels SDS-PAGE (2.4.1) aufgetrennten Proteine wurden nach der von
Towbin et al. (1979) und Kyhse-Anderson (1984) beschriebenen ,,Semi-dry*-
Methode auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Hierfiir wurden das Gel
und die Membran in Transferpuffer (20 mM Tris; 150 mM Glycin; 20% (v/v)
Methanol; 0,08% (w/v) SDS) eingeweicht. AnschlieBend wurde auf eine Gra-
phitplatte ein mit Transferpuffer getranktes Whatman-3MM-Filterpapier, eine
Membran, das Gel und eine weiteres getranktes Filterpapier gelegt und mit
einer Graphitplatte bedeckt. Der Transfer der Proteine auf die Membran er-
folgte durch Anlegen eines elektrischen Feldes bei 200 mA fiir 1,5 h. Die Pro-
teine wurden mit Ponceau S-Losung (0,2% (w/v) Ponceau S; 3% (w/v) TCA)
angefarbt. Nach einer BN-PAGE (2.4.6) wurden die Gele vor dem Transfer
auf die Nitrozellulosemembran fiir etwa 0,5h in einem Transferpuffer ohne
Methanol eingeweicht. Auch die Ubertragung der Proteine auf die Membran
erfolgte in Transferpuffer ohne Methanol.

2.4.3 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mit dem ,,BioRad-
Proteinassay* nach der von Bradford (1976) beschriebenen Methode. Sie be-
ruht auf der Bindung des Farbstoffes Coomassie-Blau G-250 an Proteine. Da-
bei verschiebt sich das Absorptionsmaximum des Farbstoffes von 465 nm auf
595 nm. 2 und 5 pl der zu vermessenden Proben wurden mit 1 ml einer 1:5-
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Verdiinnung des Farbstoff-Konzentrates gemischt und 5-10 min bei RT inku-
biert. AnschlieBend wurde die Absorption bei 595 nm gemessen.

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mit Hilfe einer Eichkurve,
die mit einem Proteinstandard (IgG aus Rind, Biorad) erstellt wurde.

2.4.4 TCA-Fillung von Proteinen

Proteine wurden durch Zugabe von 12% (w/v) TCA gefillt. Nach einer Inku-
bationszeit von mindestens 30 min bei -20 C wurden die denaturierten Protei-
ne sedimentiert (18000 Upm, Sigma 12154-Rotor, 2'C, 15 min), zweimal mit
kaltem Aceton (-20'C) gewaschen, bei 56 C getrocknet und in Laemmli-
Puffer (2.4.1) aufgenommen.

2.4.5 Chemische Quervernetzung mitochondrialer Proteine

Enge rdumliche Interaktionen zwischen verschiedenen Proteinen lassen sich
mit Hilfe chemischer Quervernetzer nachweisen, die eine kovalente Verkniip-
fung der Interaktionspartner erlauben. In der vorliegenden Arbeit wurden
DSG (Disuccimidylglutarat), DTNB (5,5 -Dithiobis-(2-nitrobenzoeséure)),
EDC (1-Ethyl-3-[3-dimethylaminopropyl]-carbodiimid Hydrochlorid) und
MBS (m-Maleimidobenzoyl-N-hydroxysucccinimidester) als Quervernet-
zungsreagenzien verwendet. DSG erlaubt eine irreversible Vernetzung be-
nachbarter Proteine iiber die freien Aminogruppen von Lysinresten. EDC er-
laubt eine Vernetzung benachbarter Proteine iiber die freien Amino- und Car-
boxygruppen. DTNB ermoglicht die reversible Vernetzung iiber freie Sulf-
hydrylgruppen von Cysteinresten und MBS die irreversible Vernetzung iiber
eine freie Aminogruppe eines Lysinrestes mit der freien Sulfhydrylgruppe
eines Cysteinrestes.

Isolierte Mitochondrien (150 pg) wurden in 400 pl SH-Puffer (0,6 M Sorbi-
tol; 20 mM HEPES/KOH (pH 7.,4)), der 2 mM NADH enthielt resuspendiert
und 2 min bei 25°C und danach 2 min bei 0°C inkubiert. AnschlieBend wur-
den sie mit einer Stammldsung von 20 mM Quervernetzungsreagenz versetzt.
Die Endkonzentration des Quervernetzers betrug 0,5 mM. Als Kontrolle dien-
te ein Ansatz mit reinem DMSO. Nach einer Inkubation fiir 30 min bei 0°C
wurde die Vernetzungsreaktion durch Zugabe von 1 M Glycin (pH 8,0) zu
einer Endkonzentration von 0,1 M gestoppt. Nach weiterer Inkubation fiir 15
min auf Eis wurden die Mitochondrien reisoliert (13000 UpM, Sigma 12154-
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Rotor, 2°C, 15 min), mit SH (0,6 M Sorbitol; 20 mM HEPES/KOH (pH 7,4))
gewaschen und in 30 pl Laemmli-Pufffer (2.4.1) aufgenommen. Die Quer-
vernetzungsaddukte wurden durch SDS-PAGE (2.4.1), Transfer auf Nitrozel-
lulose (2.4.2) und Immundekoration (2.5.5) analysiert.

2.4.6 Blaue Nativgelelektrophorese (BN-PAGE)

Die blaue Nativgelelektrophorese erfolgte nach der von Schigger und Jagow
(1991) entwickelten Methode zur Analyse von Proteinkomplexen. Das Ver-
fahren beruht auf der Bindung des Farbstoffes Serva Blau G an Proteinkom-
plexe, die dadurch eine negative Gesamtladung erhalten und in einem elektri-
schen Feld aufgetrennt werden. Sammel- und Trenngel hatten eine Grofle von
1x15 cm bzw. 9%x15 cm bei einer Dicke von 0,8 cm.

Zusammensetzung der Gel- und Pufferlosungen:

Bodengel: 20% (w/v) Acrylamid, 0,13% (w/v) Bisacrylamid, 0,5 M
6-Aminocapronsiure, 50 mM Bistris/HCI (pH 7,0), 0,05 % (w/v) APS,
0,025% (w/v) TEMED

Trenngel: linearer Gradient von 5-10% (w/v) Acrylamid, 0,15-0,3% (w/v)
Bisacrylamid und 0-16% (w/v) Glycerin, 0,5 M 6-Aminocapronsiure,
50 mM Bistris/HCI (pH 7,0), 0,04 % (w/v) APS, 0,04% (w/v) TEMED

Sammelgel: 3,8% (w/v) Acrylamid, 0,12% (w/v) Bisacrylamid, 0,5 M
6-Aminocapronsaure, 50 mM Bistris/HCI (pH 7,0), 0,08 % (w/v) APS,
0,08% (w/v) TEMED

Kathodenpuffer: 50 mM Tricine, 15 mM Bistris, 0,02% (w/v) Serva Blau G
(pH 7,0)

Anodenpuffer: 50 mM Bistris/HCI (pH 7,0)

Isolierte Mitochondrien (200 pg pro Gelspur) wurden in 40 pl Digitonin-
Puffer (1% (w/v) Digitonin; 50 mM Kaliumacetat (pH 7,4); 30 mM
HEPES/KOH (pH 7.4); 10% (w/v) Glyzerin; 1 mM PMSF) fiir 30 min auf Eis
solubilisiert. AnschlieBend erfolgte eine Zentrifugation (45000 UpM, Beck-
man TLA45-Rotor, 2°C 30 min), um nichtsolubilisiertes Material zu entfer-
nen. Der Uberstand wurde abgenommen, mit 4 pl Probenpuffer (5% (w/v)
Serva Blau G in 500 mM 6-Aminocapronséure) versetzt und auf das Nativgel
aufgetragen. Als Kathodenpuffer diente zunéchst ein Serva Blau G enthalten-
der Puffer (50 mM Tricin; 15 mM Bistris/HCI (pH 7,0); 0,02% (w/v) Serva
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Blau G), der nach etwa einem Drittel des Elektrophoreselaufes gegen den ent-
sprechenden Kathodenpuffer ohne Farbstoff ausgewechselt wurde. Der Ano-
denpuffer enthielt 50 mM Bistris/HCI (pH 7,0). Die Elektrophorese erfolgte
bei 4 C. Zunichst wurde eine Spannung von 100 V angelegt. Sobald die Pro-
teine das Trenngel erreicht hatten, wurde die Spannung auf 500 V erhoht. Als
Markerproteine dienten Rinderthyreoglobulin (670 kDa), Pferdemilzapoferri-
tin (443 kDa) und Rinderserumalbumin (132 kDa, Dimer und 66 kDa, Mo-
nomer).

2.4.7 Ni-NTA-Chromatographie

Die Ni-NTA-Chromatographie diente als Nachweis der engen rdumlichen
Lokalisation von Proteinen. Sie wurde entweder im Anschluf3 an eine native
Lyse oder im Anschluf3 an ein Quervernetzungsexperiment zur Isolierung von
Interaktionspartnern durchgefiihrt.

Zur Lyse unter nativen Bedingungen wurden 2 Ansdtze a 300 pg isolierter
Mitochondrien in je 300 pl Digitonin-Lysepuffer (150 mM Kaliumacetat; 30
mM HEPES (pH 7.4), 1% (w/v) Digitonin, 10 mM Imidazol, 1 mM PMSF)
vorsichtig resuspendiert und 30 min inkubiert. AnschlieBend wurde die Kon-
zentration des milden Detergenz Digitonin in den Proben mit dem gleichen
Volumen Verdiinnungspuffer (wie Lysepuffer, ohne Digitonin) reduziert.
Nach Sedimentation der nicht gelosten Partikel (45000 UpM, Beckman
TLA45-Rotor, 2°C 30 min) wurden die Uberstinde in ein neues Reaktionsge-
faB vereinigt. Nichtgelostes Material wurde in Laemmli-Puffer (2.4.1) aufge-
nommen. Davon wurden 50 pg Protein mittels SDS-PAGE analysiert. 100 ul
des Uberstandes wurden zur Uberpriifung der Lyse mit TCA gefillt. Auch
hiervon wurden 50 pg Protein mittels SDS-PAGE analysiert. Der restliche
Uberstand wurde in 3 Ansitze a 300 pl aufgeteilt, 1:1 mit Waschpuffer (wie
Lysepuffer, mit 0,5% (w/v) Digitonin) verdiinnt, und auf 30 pg pro Ansatz
einer mehrmals mit Waschpuffer vorbehandelten Ni-NTA-Suspension
(QUIAGEN) gegeben. Die Bindung von Proteinen mit Histidin-Anhang an
Ni-NTA erfolgte unter Rotation der Reaktionsgefafle bei 4°C fiir 1 h. Die Ni-
NTA-Partikel wurden anschlieBend sedimentiert (10000 UpM, Eppendorf
Tischzentrifuge, 1 min, 4 C), 200 pl Uberstand in ein neues Reaktionsgefdf
iiberfiihrt und eine TCA-Féllung vorgenommen. 50 pg gefilltes Protein wur-
den mittels SDS-PAGE analysiert. Die Ni-NTA-Partikel wurden dreimal mit
Digitonin-Waschpuffer (sieche oben) gewaschen. Die Elution der Proteine er-
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folgte durch Schiitteln (10 min, 4°C) und Erhitzen (3 min 95°C) mit 30 pl
Laemmli-Puffer (2.4.1), der 400 mM Imidazol enthielt. Dabei wurde zunéchst
ein Ansatz eluiert, das Eluat auf den nédchsten Ansatz gegeben, wiederum elu-
iert und anschlieBend mit diesem Eluat der dritte Ansatz eluiert (Dreifachelu-
tion). Die eluierten Proteine wurden gemeinsam mit der Kontrolle der Lyse
und dem Uberstand der Bindung an Ni-NTA mittels SDS-PAGE (2.4.1) und
nachfolgende Immundekoration (2.5.5) analysiert.

Nach einem Quervernetzungsexperiment (2.4.5) wurden die Mitochondrien (3
Ansitze a 500 pg) in je 30 pl SDS-Lysepuftfer (1% SDS, 0,1 M Tris/HCI (pH
7,4), 2mM PMSF) aufgenommen, 10 min bei 4°C geschiittelt und 3 min bei
95°C erhitzt. Anschlieend wurde der Detergenzextrakt mit 20 Volumen
SDS-Verdiinnungspuffer (30 mM Tris/HCI1 (pH 7,4), 0,5% Triton-X-100, 10
mM Imidazol, 1 mM PMSF) verdiinnt. Nach Zentrifugation des Detergen-
zextraktes (15 min, 20 000 Upm, Sigma, Rotor 12154, 4°C) wurde der Uber-
stand der Ansitze in ein 2 ml-Reaktionsgefdll zusammengefasst. Nicht gelds-
tes Material wurde in Laemmli-Puffer (2.4.1) aufgenommen und 50 pig Prote-
in analysiert. 120 pl des Uberstandes wurden zur Kontrolle der Lyse mit TCA
gefillt. Der restliche Uberstand wurde in 3 Proben a 500 pl aufgeteilt und auf
30 pl mit SDS-Verdiinnungspuffer vorbehandelte Ni-NTA-Suspension
(QUIAGEN) gegeben. Die Elution und Analyse des an Ni-NTA gebundenen
Materials erfolgte wie oben beschrieben.

2.4.8 Cytochrom bc;-Komplex- Aktivititsbestimmung

Zur Messung der Aktivitit des Cytochrom bc-Komplexes wurde die Reduk-
tion von Cytochrom ¢ nach Zugabe von NADH, dem Substrat des Enzyms,
nach der Methode von Tzagoloff ef al. (1975) bestimmt.

Isolierte Mitochondrien (keine Schnellpriparationen!) wurden in einer Kon-
zentration von 10 mg/ml in 20 mM Tris/HCI1 (pH 7,5), 0,5 M Sorbitol re-
suspendiert. In zwei Quarzkiivetten wurden jeweils 0,92 ml Pufferlésung (10
mM Kaliumphosphat (pH 7,5), 0,1 mM KCN) mit 0,08 ml einer Losung von
1% (w/v) Cytochrom ¢ in 20 mM Kaliumphosphat (pH 7,5) versetzt. In eine
der Kiivetten wurden 10 pg Proteinsuspension gegeben und die Extinktion bei
23 °C und 550 nm in einem UVICON 930-Spectrophotometer wahrend 0,5
min gemessen.
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AnschlieBend wurden 10 pl einer Losung von 0,1 M NADH in 10 mM Kali-
umphosphat (pH 7,4) zugefiigt und die Reduktion von Cytochrom c iiber ei-
nen Zeitraum von 1-2 min beobachtet.

2.4.9 Cytochrom c-Oxidase- Aktivititsbestimmung

Zur Messung der Aktivitit der Cytochrom c-Oxidase wurde die Oxidation
von Cytochrom ¢ nach Zugabe von Mitochondrienprotein nach der Methode
von Tzagoloff et al. (1975) bestimmit.

Isolierte Mitochondrien (keine Schnellpriparationen!) wurden in einer Kon-
zentration von 10 mg/ml in 20 mM Tris/HCI1 (pH 7,5), 0,5 M Sorbitol re-
suspendiert. In zwei Quarzkiivetten wurden jeweils 0,92 ml Pufferlésung (10
mM Kaliumphosphat (pH 7,5)) mit 0,08 ml einer Losung von 1% (w/v) Cy-
tochrom ¢ in 20 mM Kaliumphosphat (pH 7,5) versetzt. Das Cytochrom c
wurde in der Referenzkiivette mit etwas Fe(CN);-Losung oxidiert. In eine der
Kiivetten wurden 10 pg Proteinsuspension gegeben und die Extinktion bei 23
°C und 550 nm in einem UVICON 930-Spectrophotometer wihrend 1-2 min
gemessen.

2.5 Immunologische Methoden
2.5.1 Koppelung synthetischer Peptide an Ovalbumin

Zur Herstellung spezifischer Antikérper wurden chemisch synthetisierte Oli-
gopeptide (Firma Neosystem S.A., Stra3burg) verwendet. Diese wurden tiber
einen endstdndigen Cysteinrest an ein aktiviertes Trigerprotein gekoppelt
(Modrow und Wolf, 1986; Modrow et al., 1989). Als Trigerprotein diente
Maleimid-aktiviertes Ovalbumin (Pierce). Zunédchst wurden 2 mg des Peptids
in 200 pl einer 50 mM Kaliumphosphat-Pufferlosung (pH 7,2), und parallel
dazu 2 mg Maleimid-aktiviertes Ovalbumin in 200 pl H,O geldst. Beide Lo-
sungen wurden anschlieBend sofort gemischt und 2 h bei 25°C inkubiert. Da-
nach wurde das Konjugat durch Gelfiltration mit Hilfe einer PD10-Saule
(Pharmacia) unter Verwendung von 100 mM NaCl, 20 mM Kaliumphosphat
(pH 7,2) gereinigt. Es wurden 10 Fraktionen zu je 0,5 ml gesammelt. Fraktio-
nen, die das Konjugat enthielten, wurden durch eine Proteinbestimmung
(2.4.3) ermittelt und in Portionen zu 200 pg bei —20°C gelagert.
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2.5.2 Herstellung polyklonaler Antiseren in Kaninchen

Zur Herstellung polyklonaler Antikdrper wurden an Ovalbumin gekoppelte
Peptide (2.5.1) verwendet. Fiir die erste Injektion des Kaninchens wurden 200
Hg des gekoppelten Peptids mit 200 pl des Immunstimulans Titermax™™ zu
einer homogenen Losung vermischt und subkutan nahe der Lymphknoten in
die Achselregion des Kaninchens injiziert. Weitere Injektionen erfolgten im
Abstand von 4-6 Wochen, wobei Titermax'" durch inkomplettes Freundsches
Adjuvans ersetzt wurde. Nach der Erstinjektion wurde die Folgeinjektion
nach bereits zwei Wochen durchgefiihrt. Zehn Tage nach jeder Immunisie-
rung sowie vor der ersten Injektion (Priimmunserum) wurden dem Kaninchen
etwa 30 ml Blut aus der Ohrvene entnommen und zur Gerinnung mindestens
2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlieend wurde das Serum durch
zwei Zentrifugationsschritte (2x 3000g, 5 min; danach 12000 g, 12 min) ge-
wonnen. Zur Inaktivierung des Komplementsystems wurde es 30 min bei
56 C inkubiert. AnschlieBend wurde das Serum aliquotiert und bei -20 C ge-
lagert. Folgende polyklonale Antiseren wurden auf diese Weise hergestellt:
Antiserum gegen die C-terminale Region von Sue mit Hilfe des synthetischen
Peptids CVILNAVESLKEAS; Antiserum gegen Sug mit Hilfe des syntheti-
schen Peptids CIGRRKLVGYKHH; Antiserum gegen Suk mit Hilfe des syn-
thetischen Peptids CENYLKKHSDKQDA; Versuch der Herstellung von An-
tiserum gegen das hypothetische Protein Suk™™ mit Hilfe des synthetischen
Peptids CTTKPKTKNEGKNS. Die Peptide wurden vor der Injektion an akti-
viertes Ovalbumin gekoppelt (2.5.1).

2.5.3 Kovalente Koppelung von Antikorpern an Protein A-Sepharose

Fiir Immunfillungen mit dem Antiserum gegen den C-Terminus von Sue
wurden die AntikOrper zur Herabsetzung des Hintergrundsignals kovalent an
ProteinA-Sepharose gekoppelt. Als Quervernetzungsreagenz diente DMP
(Dimethylpimelimidat; Sigma). 40 ul Protein A-Sepharose-Suspension
(Pharmacia) wurden zunichst dreimal mit 10 Volumen PBS-Puffer (150 mM
NaCl; 2,7 mM KCI; 6,5 mM Na,HPO,; 1,5 mM KH,PO,) gewaschen und da-
zwischen abzentrifugiert (6000 UpM, Sigma Tischzentrifuge, RT). Dann
wurden die Protein A-Sepharose-Partikel mit 140 pl Antiserum bzw. Praim-
mun und 300 pl PBS-Puffer fiir 1h bei 4 C unter leichtem Rotieren inkubiert.
Nach dreimaligem Waschen der PAS-Partikel mit 500 pl 0,2 M Natriumborat
(pH 9,0) wurden diese in 750 pl 0,2 M Natriumborat (pH 9,0) aufgenommen
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und mit 6 mg DMP versetzt. Die Quervernetzungsreaktion erfolgte unter
leichtem Rotieren fiir 30 min bei RT. Die Reaktion wurde durch Waschen der
PAS-Partikel mit 500 pl 0,2 M Ethanolamin (pH 8,0) und zweistiindiges Ro-
tieren der Partikel in 750 pl 0,2 M Ethanolamin (pH 8,0) bei RT gestoppt. Es
erfolgten zwei weitere Waschschritte der Partikel mit 750 pl TBS-Losung (10
mM Tris/HCI (pH 7,4), 150 mM NaCl). Danach wurden nicht kovalent ge-
bundene Antikorper durch Waschen mit 750 pl 0,1 M Glycin (pH 2,5) ent-
fernt. Die Matrix wurde durch zweimaliges Waschen mit 500 pl 0,1 M
Tris/HCI1 (pH 8,8) und zweimaliges Waschen mit 500 pl TBS neutralisiert.
Die Lagerung der gekoppelten Antikdrper erfolgte in 500 pl TBS bei 4 C.
Diese Suspension wurde fiir Immunfallungen eingesetzt (2.5.4).

2.5.4 Immunfallungen unter denaturierenden Bedingungen

Zum Nachweis der engen rdaumlichen Beziehung zwischen Sue und Suk der
FFo-ATP Synthase wurden Protein A-Sepharose Partikel verwendet, an die
Antikorper gegen den C-Terminus der Untereinheit e kovalent gekoppelt
worden waren, verwendet (2.5.3).

Nach einem Quervernetzungsexperiment (2.4.5) wurden die Mitochondrien (8
Ansidtze a 300 pg) in je 30 pl SDS-Lysepuffer (0,5% SDS, 0,1 M Tris/HCI
(pH 7,4), 2mM PMSF) aufgenommen, 10 min bei 4°C geschiittelt und 3 min
bei 95°C erhitzt. AnschlieBend wurde der Detergenzextrakt mit 20 Volumen
TBS verdiinnt. Nach Zentrifugation des Detergenzextraktes (15 min, 20 000
Upm, Sigma, Rotor 12154, 4°C) wurde der Uberstand von jeweils 2 Ansitzen
zusammengefasst und in einem Parallelansatz eine Immunfallung mit Praim-
munserum (PI) beziehungsweise Antiserum gegen den C-Terminus von Sue
(a-Sue), die an Protein A-Sepharose gekoppelt waren, durchgefiihrt. Die ad-
sorbierten Proteine wurden durch 15 min Schiitteln bei 4°C in 30 pl Laemmli-
Puffer eluiert und durch SDS-PAGE, Transfer auf Nitrozellulose und Immun-
dekoration mit Antiseren gegen Sue beziehungsweise Suk auf die Anwesen-
heit von Quervernetzungsprodukten mit Sue beziehungsweise Suk untersucht.
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2.5.5 Immunologischer Nachweis von Proteinen auf Membranen

Der immunologische Nachweis von auf Nitrozellulose transferierten Protei-
nen (2.4.2) erfolgte durch Immundekoration. Alle Inkubationen wurden unter
Schiitteln bei RT durchgefiihrt. Zundchst wurden alle unspezifischen Bin-
dungsstellen auf der Membran durch 30 min Inkubation mit 5% (w/v) Ma-
germilchpulver in TBS (2.5.3) abgesittigt. AnschlieBend erfolgte die Immun-
dekoration fiir 1,5 h mit spezifischen Antiseren, die je nach Titer 1:200 bis
1:10000 mit Milchpulver/TBS verdiinnt worden waren. Die Membran wurde
nun nacheinander fiir je 10 min mit TBS, TBS/0,05% Triton X-100 und
nochmals mit TBS gewaschen, um unspezifisch gebundene Proteine zu ent-
fernen. Zum Nachweis der gebundenen Antikorper wurde ein Konjugat aus
Meerrettich-Peroxidase und anti-Kaninchen-IgG aus Ziegen (Biorad) verwen-
det. Die Verdiinnung dieser Antikorper betrug 1:5000 in 5% (w/v) Milchpul-
ver/TBS. Nach einer Inkubation fiir 30 min wurde die Nitrozellulosemembran
dreimal wie oben beschrieben gewaschen und mit Luminol-Reagenz (ECL,
Amersham) inkubiert. Die gebundene Peroxiase wurde mit Hilfe der Chemo-
lumineszenzreaktion und Inkubation auf einem Rontgenfilm (Fuji NewRX)
sichtbar gemacht und dokumentiert.

2.6 Chemikalien und Geriite
2.6.1 Chemikalien und Enzyme

Agfa-Gevaert, Miinchen: Entwickler, Fixierer fiir Rontgenfilme
Amersham-Buchler, Braunschweig: ECL Reagenz fiir Western Blots, Tag-
DNS-Polymerase

Behringwerke, Marburg: Freunds inkomplettes Adjuvans

Biometra, Gottingen: Kit fiir die Polymerase-Kettenreaktion (,,Prime Zyme**)
BioRad, Miinchen: Reagenzien zur Proteinbestimmung, HRP-gekoppelte An-
ti-Kaninchen IgG, HRP-gekoppelte Anti-Maus IgG (aus Ziege)

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim: Nukleotide, NADH, NADPH, Protei-
nase K, DTT, Lysozym, RNase A, Ethidiumbromid, Klenow-Enzym, Oligo-
mycin, Aprotinin, 02-Makroglobulin, Kreatin-Kinase, Restriktionsenzyme,
Tris, BisTris

CytRX, Norcross, USA: TiterMax "™

DIFCO, Detroit, USA: Bacto-Agar, Pepton, Hefeextrakt, ,,Yeast Nitrogen Ba-
se* (ohne Aminoséuren)
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Eurogentec, Seraing, Belgien: Oligonukleotide

Fluka, Buchs, Schweiz: Trichloressigsaure

Fuji: Rontgenfilme

Genomed, Bad Oeyenhausen: Kit zur Praparation von Plasmid-DNS (,,Jetstar-
Kit®)

Gerbu, Gaiberg: Acrylamid, Ampicillin, DTT, NADH

GIBCO-BRL, Karlsruhe: Agarose (,,ultra pure, low endoosmosis‘), T4-DNS-
Ligase, Restriktionsenzyme

Kodak, Miinchen: Rontgenfilme X-Omat XR

Neosystem, StraBburg, Frankreich: Oligopeptide

Nestlé-Alete, Miinchen: Magermilchpulver

New England Biolabs, Schwalbach: Restriktionsenzyme

Pharmacia, Freiburg: Protein A-Sepharose CL4B

Pierce, Rochester, USA: DSG, EDC, MBS

Promega, Heidelberg: pGEM-Vektoren

QIAGEN: QUIAquick Gel Extraktion Kit

Riedel de Haen, Seelze: Kaliumacetat

Schleicher & Schiill, Dassel: Nitrozellulosemembran (0,2 pm), Faltenfilter,
Filterpapier

Serva, Heidelberg: Bisacrylamid, Bromphenolblau, Coomassie Brilliant Blau
R-250, Serva Blau G, Ethanol, Harnstoff, HEPES, Lysozym, Ponceau S, Sac-
charose, SDS, TEMED

Sigma, Miinchen: Ammoniumperoxodisulfat (APS), Aminosduren, Apyrase
Grade VIII, BSA (fettsdurefrei), Cytochrom ¢ (aus Pferdeherz), DTNB, DMP,
Ethidiumbromid, = Glyzerin, = Lachsspermien-DNS,  Leupeptin,  [3-
Mercaptoethanol, Mineralol, Molekulargewichtsstandards fiir SDS-PAGE
und BN-PAGE, Oligomycin, PMSF, Triton X-100, Trypsin (Typ XIII aus
Rinderpankreas), Valinomycin A

Von der Firma Merck, Darmstadt, wurden alle iibrigen Chemikalien als ana-
lysenreine Substanzen bezogen.
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2.6.2 Laborgeriate und sonstige Materialien

Abimed, Diisseldorf: Kolbenhubpipetten

Agfa-Gevaert, Miinchen: Entwicklermaschine Gevamatic 60

Beckman Instruments, Miinchen: Kiihlzentrifugen J2-21, Ultrazentrifugen
(L8.Serie), Tischultrazentrifuge TL-100, einschlieBlich der Rotoren und Zent-
rifugenréhrchen

Bender und Hobein, Miinchen: Mixer zum Vortexen

BioRad, Miinchen: ,,Gene Pulser* fiir Elektroporationen

Branson, Heusenstamm: Ultraschallgerit Sonifier 250

Braun und Melsungen: Schiittelwasserbéder, ,,Certomat‘-Schiittler
Eppendorf, Hamburg: Photometer, Schiittler, Thermostate, Tischzentrifugen
5415, Reaktionsgefidlle

Genser, Rothenburg: Geltrockner Jetl

Heraeus Christ, Osterode: Brutschrianke, Inkubatoren, Bactifuge

Ika, Staufen: Magnetriihrer

Memmert, Hannover: Warmeschrianke

Perkin Elmer Cetus, Uberlingen: PCR-Maschine

Pharmacia, Freiburg: Spannungsgerite

Sartorius, Mainz: Feinwaagen, ,,Semi-Dry*“-Blotkammern, Filtrationsappara-
tur

Schleicher & Schiill, Dassel: Nitrozellulosemembran (0,2 um), Faltenfilter,
Filterpapier, Whatman-3MM-Filterpapier

Schiitt, Gottingen: ,,Bioclav‘-Autoklav

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

Sigma, Miinchen: Tisch-Kiihlzentrifugen

Werkstatt, Institut fiir Physiologische Chemie, Miinchen: Gelapparaturen,
»Semi-Dry*“-Blotkammern
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3. Ergebnisse

3.1 Funktionelle Charakterisierung der Untereinheit e (Sue) der mito-
chondrialen F{Fo-ATP Synthase

Die Untereinheit e der mitochondrialen F1Fo-ATP Synthase, urspriinglich als
Tim11 bezeichnet, wurde zunichst als eine Untereinheit der TIM-Maschinerie
beschrieben. Die Ergebnisse einiger Experimente erbrachten den Hinweis,
dass sie an der Sortierung von Pracytochrom b; beteiligt war (Tokatlidis et al.,
1996). Spater wurde jedoch Sue als eine bisher unbekannte Untereinheit des
Fo-Sektors der mitochondrialen F Fo-ATP Synthase aus der Hefe Saccharo-
myces cerevisiae identifiziert, die eine signifikante Ahnlichkeit zu den bisher
bekannten Untereinheiten e der mitochondrialen FFo-ATP Synthasen anderer
Sdugerorganismen aufweist.

AuBlerdem konnte gezeigt werden, dass sie keine Untereinheit der TIM-
Maschinerie war (Arnold et al., 1997). Zwar beeintrachtigt die Abwesenheit
von Sue die enzymatische Aktivitdt der F\Fo-ATP Synthase nicht, sie hat je-
doch Auswirkungen auf die Assemblierung des Enzyms. Die FFo-ATP
Synthase liegt in dimerer Form vor (Arnold et al., 1998). Zudem lassen sich
im Monomeren des Enzyms, das man durch Behandlung mit einem milden
Detergenz isolieren kann, weder die Untereinheit e, noch die Untereinheit g
oder eine weitere Untereinheit, die Untereinheit k nachweisen. Sue, Sug und
Suk, alles Komponenten der Fo-Domine, wurden daher als dimerspezifische
Untereinheiten der mitochondrialen F,Fo-ATP Synthase der Hefe postuliert
(Arnold et al., 1998). Disruptiert man Sue oder Sug, wird nur eine monomere
Form der ATP Synthase gebildet. Moglicherweise spielen diese Untereinhei-
ten des Fp-Sektors eine wichtige Rolle bei der Assemblierung der ATP
Synthase zu einem dimeren Komplex.



Ergebnisse 47

3.1.1 Sue ist beteiligt an der Dimerisierung der F{Fo-ATP Synthase

3.1.1.1 Mittels einer Version von Sue mit C-terminalem Histidin-
Anhang lif3t sich das Dimere der F,Fo-ATP Synthase isolieren

Um eine detaillierte Charakterisierung der Funktion von Sue zu ermdglichen,
wurden entsprechend der in Material und Methoden beschriebenen Vorge-
hensweise an das C-Terminale Ende des Proteins Sue 12 Histidinreste ange-
fiigt. Das resultierende in Hefe exprimierte Protein wurde als Sue-His;, be-
zeichnet. Das Gen fiir Sue-His;, wurde in den Hefe-Expressionsvektor YEP51
hinter einen Gall-Promotor kloniert. YEP51-Sue-His;, wurde in den Hefe-
stamm Asue transformiert. Es erfolgte eine Selektion auf Leucin- und Histi-
din-Auxotrophie. Positive Klone sollten ausschlieBlich das Protein Sue- His,;
exprimieren und wurden entsprechend Asue+Sue-His;; genannt. Durch Wes-
tern-Blot Analyse isolierter Mitochondrien von Asue+Sue-His;, konnte besta-
tigt werden, dass Sue tatsdchlich mit einem Anhang aus Histidinresten verse-
hen war (Abb.4A). Scheinbar werden im Vergleich zu Sue geringere Mengen
an Sue-His, gebildet. Das konnte daran liegen, dass der Antikorper, der spe-
zifisch den C-terminalen Bereich von Sue erkennt, an die verdnderte Form mit
Histidin-Anhang nicht mehr so gut bindet, oder das tatsdchlich weniger Sue
exprimiert wird.

Anschliefend wurde untersucht, ob der Assemblierungsstatus der F Fo-ATP
Synthase durch das Anfiigen des C-terminalen Histidin-Anhanges an Sue be-
einflusst wird. Dazu wurden isolierte Mitochondrien des Wildtyp-Stammes
W303-1A beziechungsweise der Staimme Asue oder Asue+Sue-His;, unter na-
tiven Bedingungen mit dem Detergenz Digitonin solubilisiert und mittels
blauer Nativgelelektrophorese analysiert. Der Nachweis des ATPase-
Proteinkomplexes erfolgte durch Transfer auf Nitrozellulose und Immundeko-
ration mit einem fiir die Untereinheit F,a des F,-Sektors der ATPase spezifi-
schen Antiserum. Wéhrend in Asue die ATPase nur als Monomeres zu erken-
nen war und zudem freie Untereinheit F; nachgewiesen werden konnte, wurde
die dimere Form der F,Fo-ATP Synthase sowohl im Wildtyp, als auch in der
Sue-Disruptante, die Sue-His;, exprimierte, beobachtet (Abb.4B). Diese Er-
gebnisse zeigen, dass die Dimerisierung der ATP Synthase nicht beeintrach-
tigt wird, wenn man Sue durch Sue-His,, ersetzt.
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Zur Beantwortung der Frage, ob Sue als ein Dimerisierungsfaktor der F,F,-
ATP Synthase in Betracht kommt, sollte nun untersucht werden, ob Sue in-
nerhalb des ATP Synthase-Dimeren ebenfalls in dimerer Form vorliegt. Dazu
wurde versucht, unter nativen Bedingungen mittels Sue-His;; unter Anwen-
dung von Ni-NTA-Affinitdtschromatographie aus einem heterogenen ATP
Synthase-Dimeren Sue zu isolieren. Das Plasmid YEPS51-Sue-His;, wurde
deshalb in den Wildtyp-Stamm W303-1A transformiert. In dem resultieren-
den, beziiglich Sue heterogenenen Stamm sue+Sue-His;, werden theoretisch
entweder homodimere Formen (Sue/ Sue beziehungsweise Sue-His;y/ Sue-
His;,) oder aber die heterodimere Form gebildet. Als Kontrolle der Spezifitit
der Bindung an Ni-NTA diente der Wildtyp-Stamm W303-1A, der nur Sue
enthélt. Es sollte abgesichert werden, dass die Isolierung von Sue mittels Ni-
NTA-Agarose ausschlieBlich iiber Sue-His,, erfolgt und nicht durch eine un-
spezifische Bindung von Sue. Nach Solubilisierung mit Digitonin wurden die
Lysate der jeweiligen Mitochondrien einer Behandlung mit Ni-NTA-Agarose
unterzogen. Eluat (gebundenes Material) sowie Uberstand (nicht-gebundenes
Material) wurden mittels SDS-PAGE analysiert. Der Nachweis von Sue be-
ziehungsweise Sue-His, erfolgte durch Transfer auf Nitrozellulose und Im-
mundekoration mit einem fiir Sue spezifischen Antikérper. Im Eluat der Ni-
NTA-Fraktion des heterogenen Stammes wurden dquivalente Mengen von
Sue und Sue-His;, beobachtet (Abb.4C). Die Isolation der Wildtyp-Form von
Sue konnte nur spezifisch mittels Sue-His;, erfolgt sein, da in Stamm W303-
1A, also in Abwesenheit von Sue-His;,, keinerlei Bindung an Ni-NTA beo-
bachtet wurde. Das Auftreten dhnlicher Mengen an Sue und Sue-His;, in der
Ni-NTA-Fraktion des heterogenen Stammes legt den Schluss nahe, dass sich
hier vorwiegend die heterodimere Form der F|Fo-ATP Synthase gebildet hat.
Sue-His,, liegt demnach mit Sue in einem Komplex vor. Da es moglich war,
auch F,a mittels Sue-His;, spezifisch zu isolieren (Abb.4C), liegt Sue assozi-
iert an Sue-His; innerhalb des ATP Synthase-Dimeren vor.
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Abb.4: Isolation des Dimeren der F;Fo-ATP Synthase mittels Sue-His;

(A) Nachweis der Transformation von  Yep51-Sue-His;;:  Mitochondrien-
Schnellpriparationen (siche Material und Methoden) der Stimme W303-1A, Asue,
Asue+Sue-His); und suet+Sue-His;; wurden durch SDS-PAGE (16 % Acrylamid, 0,6 %
Bisacrylamid) und Western-Blot-Analyse auf die Anwesenheit von Sue und Sue-His;, un-
tersucht. Der Nachweis der Proteine erfolgte durch Dekoration mit einem Antiserum, das
spezifisch die C-terminale Region von Sue erkennt.

(B) Isolierte Mitochondrien (200 pg) des Wildtyp-Stammes W303-1A (WT), sowie der
Stamme Asue und Asue+Sue-His , wurden in 40 pl Solubilisierungspuffer (50 mM KOAc,
pH 7,4; 30 mM HEPES/KOH, pH 7,4; 10% Glyzerin; 1 mM PMSF) mit 1% (w/v) Digito-
nin fiir 30 min auf Eis solubilisiert und anschlieBend zentrifugiert (30 min, 45000 UpM,
TLA45-Rotor, Beckman). Die Detergenzextrakte wurden mit 4 pl Coomassie Blue™ ver-
sehen und einer blauen Nativgelelektrophorese (linearer Gradient von 5-10% Acrylamid)
unterzogen. Der FiFo-ATP Synthase -Komplex wurde durch Transfer auf Nitrozellulose
und Immundekoration mit einem fiir F;a spezifischen Antikérper nachgewiesen. Vgim =
dimere Form der F|Fo-ATP Synthase; Viyon= monomere Form der FFo-ATP Synthase; Fy
= freie Fi-Doméne der FFo-ATP Synthase

(C) Die Detergenzextrakte wurden wie oben beschrieben gewonnen und mit einer Ni-
NTA-Agarose der Firma QUIAGEN nach der in Material und Methoden beschriebenen
Vorgehensweise inkubiert. AnschlieBend wurde die Ni-NTA-Agarose durch einen Zentri-
fugationsschritt abgetrennt und die nicht gebundenen Proteine im Uberstand mit TCA ge-
fallt. Gebundene Proteine wurden nach mehreren Waschschritten mit SDS-enthaltendem
Auftragspuffer von der Ni-NTA-Agarose eluiert. Alle Proben wurden einer SDS-PAGE
(16 % Acrylamid, 0,6 % Bisacrylamid) unterzogen und mittels Ubertragung der Proteine
auf eine Nitrozellulose-Membran und darauffolgende Immundekoration mit Antiseren, die
spezifisch das C-terminale Ende von Sue beziehungsweise F;a erkennen, analysiert; T =
Lysat (Total), P = Eluat der Ni-NTA-Fraktion (Pellet), S = Uberstand der Ni-NTA-
Fraktion (Supernatant)

3.1.1.2 Sue existiert als ein Dimeres

Das Potential von Sue, eine ,,coiled-coil*“-Struktur auszubilden (Arnold et al.,
1997), weist auf die Fahigkeit des Proteins zu dimerisieren hin.

Die Beobachtung, dass unter milden Solubilisierungsbedingungen Sue durch
Sue-His,; isoliert werden kann, deutet auf die Anwesenheit beider Proteine in
demselben Proteinkomplex hin, beweist jedoch keine direkte Interaktion der
Molekiile. Diese sollte unter stringenteren, also denaturierenden, Bedingun-
gen gezeigt werden. Die Stabilisierung eines potentiellen Sue-Heterodimeren
unter denaturierenden Bedingungen wurde durch eine der Solubilisierung
vorhergehende chemische Quervernetzung mit dem im reduzierenden Milieu
spaltbaren ~ chemischen = Quervernetzer = DTNB (5,5 -Dithiobis-(2-
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nitrobenzoesdure)) gewihrleistet. Sue-His;, und mit Sue-His;, quervernetzte
Proteine wurden nach Inkubation mit Ni-NTA-Agarose mit einem Auftrags-
puffer, der das Reduktionsmittel 3-Mercaptoethanol enthielt, eluiert. Unter
diesen Bedingungen wurde die Quervernetzung zerstort. Die einzelnen ur-
spriinglich an Sue-His;, gebundenen Proteine konnten nun mittels SDS-
PAGE analysiert werden.

Im Eluat der Ni-NTA-Fraktion befanden sich sowohl Sue als auch Sue-His,
(Abb.5). Wie auch im vorangegangenen Versuch erfolgte die Isolierung von
Sue durch Ni-NTA-Agarose aufgrund einer spezifischen Bindung von Sue-
Hisj;. Im Kontrollversuch mit Mitochondrien des Wildtyp-Stammes, die nur
Sue enthielten, lieB sich kein Sue mittels Ni-NTA-Agarose isolieren.

Sue ist demnach in der Lage zu dimerisieren. Wenn die Wildtyp-Form von
Sue gemeinsam mit Sue-His;, exprimiert wird, liegen beide Molekiile physi-
kalisch assoziiert vor. Nach chemischer Quervernetzung und Lyse der Mito-
chondrien unter stringenten (denaturierenden) Bedingungen konnen sie ge-
meinsam isoliert werden.

sue + W303-1A
Sue-His,,
e 3 - Su e-His,,
—~— S @& -Sue
P S P S

Abb.5: Nachweis der dimeren Form von Sue nach Quervernetzung

Mitochondrien des Hefestammes sue+Sue-His;; sowie des isogenen Wildtypstammes wur-
den wie in Material und Methoden beschrieben mit dem chemischen Quervernetzer DTNB
behandelt. Nach Abbruch der Quervernetzungsreaktion und darauffolgender Lyse unter
denaturierenden Bedingungen (0,5 % SDS, 0,1 M Tris/HCI, pH 7,4, ImM PMSF) wurde
nicht-solubilisiertes Material abzentrifugiert. Der Detergenzextrakt wurde wie in Material
und Methoden beschrieben mit Ni-NTA-Agarose inkubiert um die Bindung von Sue-His,
zu ermoglichen. Gebundene und nicht gebundene Proteine wurden nach Spaltung der
Quervernetzung mit dem Reduktionsmittel B-Mercaptoethanol einer SDS-PAGE unterzo-
gen. Die Analyse der Proteine erfolgte durch Ubertragung auf eine Nitrozellulose-
Membran und darauffolgende Immundekoration mit einem Antiserum gegen Sue; P = an
Ni-NTA gebundenes Material (Pellet); S = nicht gebundenes Material (Uberstand).
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3.1.1.3 Nur in Sue Disruptionsstimmen kommt die F,Fo-ATP Synthase
ginzlich in monomerer Form vor

Die bisher beschriebenen Ergebnisse weisen darauf hin, dass Sue eine wichti-
ge Rolle bei der Dimerisierung der F{Fo-ATP Synthase spielen konnte. Es
war nun von Interesse zu untersuchen, inwieweit Sug flir eine Dimerisierung
des Enzym essentiell ist. Laut Arnold ef al. (1998) und eigenen Ergebnissen
(sieche unten) sind sowohl die Untereinheit e als auch die Untereinheit g not-
wendig fiir die Bildung einer dimeren Form der mitochondrialen F Fo-ATP
Synthase der Hefe. In ihrem Artikel beschreiben die Autoren jedoch, dass im
Stamm Asug das Protein Sue zwar im Vergleich zum Wildtyp-Stamm signifi-
kant reduziert, aber doch deutlich erkennbar vorhanden ist. Hangt die Dimeri-
sierung der ATP Synthase in erster Linie von Sue ab und weniger von Sug,
dann miisste im Stamm Asug noch eine geringe Menge an dimerer F,Fo-ATP
Synthase nachgewiesen werden konnen.

Es wurden deshalb aus den Null-Mutanten von Sue und Sug sowie des kor-
respondierenden Wildtyp-Stammes W303-1A Mitochondrien isoliert. Sie
wurden wie in Material und Methoden beschrieben unter nativen Bedingun-
gen mit 1% Digitonin solubilisiert und der gewonnene Proteinextrakt mittels
blauer Nativgelelektrophorese analysiert. Im Gegensatz zu Arnold et al. wur-
den die Proteine entsprechend der in Material und Methoden beschriebenen
Vorgehensweise auf eine Nitrozellulosemembran (und nicht auf eine PVDF-
Membran) transferiert. Dieses Verfahren fiihrte zu einem genaueren Nach-
weis der zu untersuchenden Proteine. Der Nachweis der ATP Synthase erfolg-
te wie in Abb. 6 beschrieben. Im Stamm Asug konnte tatsdchlich ein geringer
aber signifikanter Anteil an dimerer ATP Synthase nachgewiesen werden. Die
geringe Menge an Sue in Asug scheint eine Dimerisierung einer entsprechend
geringen Menge an F;Fo-ATP Synthase zu ermdglichen. Sug hingegen
scheint nicht essentiell fiir die Bildung eines ATP Synthase-Dimeren zu sein,
da trotz der Abwesenheit des Proteins in Asug ein Dimeres dieses Enzyms
nachgewiesen werden kann. Die signifikante Reduktion der dimeren Form der
FiFo-ATP Synthase im Stamm Asug ist daher wahrscheinlich eine indirekte
Folge der geringen Expression von Sue und nicht der Deletion des Gens von
Sug.
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Abb.6 :  Es existiert ein geringer Anteil dimerer Form der ATP Synthase in Mito-
chondrien des Hefestammes Asug

Jeweils 200 pg isolierter Mitochondrien des Wildtyp-Stammes W303-1A (WT), sowie der
Stimme Asug und Asue wurden wie in Material und Methoden beschrieben mit Digitonin
lysiert und mittels BN-PAGE analysiert. Die FFo-ATP Synthase wurde durch Transfer auf
Nitrozellulose und Immundekoration mit einem fiir F;a spezifischen Antikorper und Ex-
position des markierten Antikorpers auf einem Rontgenfilm der Dauer von 30 min nach-
gewiesen. Vgim = dimere Form der FiFo-ATP Synthase; Von= monomere Form der F;Fo-
ATP Synthase; F; = freie F-Doméne der FFo-ATP Synthase .
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3.1.1.4 Fiir die Dimerisierung der F,Fo-ATP Synthase wird die C-
terminale Region von Sue nicht benotigt

Eine Datenbanksuche, bei der die vollstindige Aminosiduresequenz der Un-
tereinheit e der F\Fo-ATP Synthase eingegeben worden war, ergab eine sich
iiber den gesamten Sequenzbereich mit Ausnahme der C-terminalen Region
erstreckende signifikante Ahnlichkeit zu anderen Untereinheiten e der mito-
chondrialen FFo-ATP Synthase aus Sdugerorganismen. Die C-terminale Re-
gion der Untereinheit e aus Hefe ist gegeniiber ihren homologen Proteinen
allerdings um 30 Aminosduren langer (Arnold et al., 1997). Es war von Inte-
resse zu priifen, ob der verlangerte C-Terminus eine Rolle bei der Dimerisie-
rung der ATP Synthase spielt. Um die Auswirkung der allein in Hefe vor-
kommenden C-terminalen Region von Sue auf die Dimerisierung der ATP
Synthase zu untersuchen, wurde im Hefestamm Asue eine C-terminal verkiirz-
te Form von Sue exprimiert. Das resultierende Derivat Asue+SueAC enthielt
das um die 36 C-terminalen Aminosduren verkiirzte Protein SueAC. Die Ex-
pression in Hefe erfolgte liber den Vektor Yep51.

Mitochondrien des Stammes Asue+SueAC wurden isoliert und mit Digitonin
solubilisiert. Mit dem Proteinextrakt wurde eine blaue Nativgelelektrophorese
durchgefiihrt. Proteinkomplexe die F,a enthielten, wurden auf eine Nitrozel-
lulose-Membran transferiert und anschlieBend mit einem fiir F,a spezifischen
Antiserum dekoriert. Parallel dazu wurden als Kontrolle Mitochondrien des
Wildtyp-Stammes W303-1A analysiert.

Im Stamm Asue+SueAC konnte ebenso wie im Stamm W303-1A dimere ATP
Synthase nachgewiesen werden. Allerdings scheint im Gegensatz zum Wild-
typ eine geringere Menge an dimerer Form der ATP Synthase im Vergleich
zur monomeren gebildet worden zu sein. Die zusdtzlich vorhandene C-
terminale Region der Untereinheit e der Hefe ist somit nicht essentiell fiir die
Dimerisierung der mitochondrialen F;Fo-ATP Synthase. Moglicherweise hat
sie aber einen Einfluf auf die Assemblierung beziehungsweise Stabilisierung
der dimeren Form des Enzyms.
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Abb.7: Der C-terminale Bereich von Sue ist fiir die Ausbildung der dimeren Form
der F;Fo-ATP Synthase nicht essentiell

Isolierte Mitochondrien der Hefestimme W303-1A und Asue+SueAC wurden wie in Mate-
rial und Methoden beschrieben mit Digitonin lysiert und mittels blauer Nativgelektropho-
rese analysiert. Der Nachweis der ATPase erfolgte durch Dekoration mit einem fiir F;a
spezifischen Antikorper. Vgim = dimere Form der F;Fo-ATP Synthase; Vyon= monomere
Form.

3.1.2 Die Untereinheit e der FFo-ATP Synthase steht mit der Unterein-
heit k in enger Beziehung

3.1.2.1 In Sue Disruptionsstimmen ist die Expression von Suk signifi-
kant reduziert

Fiir die Untersuchung der Funktion der Untereinheit e der mitochondrialen
FFo-ATP Synthase sollten Erkenntnisse iiber Lage und mogliche Interakti-
onspartner dieses Proteins innerhalb der ATPase gewonnen werden. Kiirzlich
erhaltene Ergebnisse erbrachten den Hinweis, dass es einen Zusammenhang
zwischen der Stabilitdt der Untereinheit k der ATPase (Suk) und dem Einbau
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der Untereinheit e in das Enzym gibt (Arnold ef al., 1998). Suk ist wahr-
scheinlich eine Untereinheit des Fo-Sektors, die peripher auf der Seite des In-
termembranraumes mit dem Enzym assoziiert vorliegt. Eine Analyse auf An-
wesenheit von Suk ergab, dass in den Stimmen Asue sowie Asug, in denen
keine dimere Form der ATPase nachweisbar ist, die Untereinheit k nicht stabil
exprimiert wird (Arnold et al., 1998). Allerdings wurde ein Antiserum mit
relativ niedrigem Titer benutzt. Es ist moglich, dass deshalb geringe Mengen
an Suk nicht nachgewiesen werden konnten.

Das Experiment sollte deshalb mit Seren mit héherem Titer an Antikérpern
aus spdteren Blutungen wiederholt werden. Die groBere Konzentration an
spezifisch Suk erkennendem Antikorper ermdglichte einen empfindlicheren
Nachweis des Proteins. Mitochondrien, die aus den Null-Mutanten Asuk-,
Asug-, Asue und dem isogenen Wildtyp-Stamm isoliert worden waren, wur-
den durch Western-Blot-Analyse auf die Anwesenheit der von Arnold et al.
(1998) als dimerspezifisch postulierten Untereinheiten e und k des Fo-Sektors
der F1Fo-ATP Synthase untersucht. Sowohl im Asue Stamm, als auch im Asug
Stamm konnte Suk nachgewiesen werden (Abb.8). Die Menge von Suk war
allerdings gegeniiber dem Wildtyp deutlich reduziert. Sue und Sug sind also
nicht essentiell fiir die Assemblierung von Suk, spielen aber scheinbar eine
bedeutende Rolle beziiglich der Expression des Proteins.

g
SIS )
& vg&v*\)
A - Sue
- - “ | - Suk

Abb.8: Die Stabilitat der Untereinheiten e und k des Fo-Sektors der F{Fo-ATP
Synthase in Abwesenheit von als dimerspezifisch postulierten Untereinhei-
ten

Mitochondrien (50 pg Protein) der Hefestimme Asue, Asug, Asuk und des isogenen Wild-
typ-Stammes W303-1A wurden durch SDS-PAGE und Western-Blot-Analyse auf die Sta-
bilitdt der Untereinheiten e und k der F;Fo-ATP Synthase untersucht. Die Immundekorati-
on erfolgte mit neu gewonnen Antiseren mit hoherem Titer, die spezifisch Suk bezie-
hungsweise Sue erkennen.
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3.1.2.2 C-terminale Modifikationen von Sue beeintrichtigen die Ex-
pression von Suk nicht

Es stellte sich nun die Frage, ob die Modifizierung von Sue am C-Terminus
durch das Anfiigen von 12 Histidinresten einen Einfluss auf die Integration
von Suk in die F\Fo-ATP Synthase hat und ob das C-terminale Ende mogli-
cherweise essentiell flir die stabile Assemblierung von Suk in das Enzym ist.
Zur Beantwortung der Fragestellung wurden neben Mitochondrien des Wild-
typstammes W303-1A diejenigen der isogenen Stamme Asue+Sue-His;, und
Asue+SueAC herangezogen und mittels Western-Blot-Analyse und Dekorati-
on der Nitrozellulosemembran mit einem Antiserum, das spezifisch die Un-
tereinheit k der ATPase erkennt, auf deren Anwesenheit untersucht. Die Ex-
pression von Suk entsprach in beiden untersuchten Mutanten der des Wildtyps
(Abb.9). Das bedeutet, dass die Modifizierung von Sue im Bereich des C-
Terminus die Integration von Suk in den ATPase-Komplex nicht beeintrich-
tigt. Ebensowenig fiihrt eine Deletion der C-terminalen Region von Sue zu
einer geringeren Stabilitit des Proteins Suk. Der um etwa 30 Basenpaare ge-
geniiber den Untereinheiten e anderer Organismen verldngerte C-Terminus
der Untereinheit e der Hefe ist also nicht essentiell fiir die Stabilisierung der
Untereinheit k.
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Abb.9: Die Stabilitit der Untereinheit k der F{Fo-ATP Synthase in Mutanten mit
C-terminal modifizierter Untereinheit e

Mitochondrien (50 pg Protein) der Hefestimme Asue, Asue+Sue-His;a, Asuet+SueAC und
des isogenen Wildtyp-Stammes W303-1A wurden durch SDS-PAGE, Western-Blot-
Analyse und Dekoration mit einem Antiserum mit hohem Titer auf die Stabilitdt der Un-
tereinheit k der FiFo-ATP Synthase untersucht.
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3.1.2.3 Sue und Suk sind raumlich eng benachbart

Die Abhingigkeit der Stabilitdt von Suk von der Anwesenheit von Sue konnte
auf eine physikalische Interaktion der Molekiile hindeuten. Es sollte unter
Anwendung von Quervernetzungsexperimenten gekliart werden, ob sich zwi-
schen Sue und Suk eine rdumlich enge Beziehung nachweisen ldsst. Zunichst
wurden isolierte Mitochondrien des Wildtyp-Stammes W303-1A und der
Suk-Deletionsmutante Asuk wie in Material und Methoden beschrieben einer
Behandlung mit den chemischen Quervernetzern DSG beziehungsweise MBS
unterzogen. DSG ist ein homo-bifunktionales, fiir Aminogruppen spezifisches
Reagenz, das die chemische Vernetzung benachbarter Proteine erlaubt. MBS
hingegen ist hetero-bifunktional und reagiert spezifisch sowohl mit Amino-
als auch mit Sulthydrylgruppen von Aminosduren. Quervernetzungsprodukte
mit Sue wurden nach SDS-PAGE des Proteinextraktes und Ubertragung der
Proteine auf eine Nitrozellulose-Membran mit Hilfe eines Sue spezifisch er-
kennenden Antikorpers identifiziert.

In Anwesenheit von MBS wurden drei Quervernetzungsprodukte mit Sue be-
obachtet, die eine Molekularmasse von etwa 19, 23 und 42 kDa hatten. Ein
Quervernetzungsprodukt der Molekularmasse von 19 kDa, das von Sue (11
kDa) und einem Protein mit einer Molekularmasse von etwa 8 kDa gebildet
wurde, erschien auch nach chemischer Quervernetzung mit DSG. Da die Mo-
lekularmasse von Sue 10,7 kDa betrédgt, das von Suk 7,5 kDa konnten die Re-
sultate der Quervernetzung bei etwa 19 kDa aus einer Vernetzung von Sue
und Suk herrithren. Zudem fehlten die Quervernetzungsprodukte, wenn die
Quervernetzung bei Mitochondrien der Null-Mutante von Suk, Asuk, durchge-
fiihrt wurde (Abb.10A). Dieses Ergebnis unterstiitzte die Annahme einer en-
gen rdumlichen Beziehung zwischen Sue und Suk.

Durch Immunprézipitation des Quervernetzungsproduktes lieB3 sich der Hin-
weis auf eine Verbindung von Sue und Suk durch den Quervernetzer DSG
bestitigen. Dazu wurden Mitochondrien des Wildtyp-Stammes W303-1A mit
dem chemischen Quervernetzer DSG inkubiert und anschlieBend unter dena-
turierenden Bedingungen mit 0,5% SDS lysiert. Nach Verdiinnung des Lysa-
tes wurde Sue zusammen mit seinen Quervernetzungspartnern mit Antikor-
pern spezifisch fiir die Untereinheit e der FiFo-ATP Synthase immunprizipi-
tiert. Eine Negativkontrolle mit Priimmunserum, das Sue nicht spezifisch er-
kennt, wurde parallel durchgefiihrt. Mit dem Sue spezifisch erkennenden An-
tiserum konnte Sue sowie das Quervernetzungsprodukt von 19 kDa im-
munprazipitiert werden, wie die Western-Blot-Analyse des Polyacrylamidgels
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und nachfolgende Immundekoration zeigte. Das Quervernetzungsprodukt bei
19 kDa konnte ebenso durch ein Suk spezifisch erkennendes Antiserum
nachgewiesen werden (Abb.10B). Wurde mit Praimmunserum gearbeitet,
erfolgte keine Prazipitation. Die Immunféllung war demnach spezifisch. Die
geringere Menge an Quervernetzungsprodukt, die von Antikdrpern gegen Suk
erkannt wurde, konnte darauf zuriickzufiihren sein, dass nach der chemischen
Verkoppelung Suk nicht mehr so gut detektierbar war.

Es ergaben sich somit fundierte Hinweise darauf, dass das Quervernetzungs-
produkt von 19 kDa aus der chemischen Vernetzung der Untereinheit e mit
der Untereinheit k durch DSG herriihrt. Die Ergebnisse lassen den Schluf3 zu,
dass Sue und Suk sich in sehr enger Nachbarschaft innerhalb des Fo-Sektors
der FFo-ATP Synthase befinden miissen.

Abb.10:  Die Untereinheiten e und k der F;Fo-ATP Synthase sind nahe benachbart
in der inneren Mitochondrienmembran lokalisiert

(A) Isolierte Mitochondrien (150 pg) der Hefestimme W303-1A (Wildtyp) und Asuk wur-
den mit DMSO (Kontrolle) beziehungsweise den chemischen Quervernetzern DSG (0,2
mM) beziehungsweise MBS (0,2 mM) fiir 30 min bei 0°C inkubiert. AnschlieBend wurden
sie prazipitiert und durch 10 min Schiitteln bei 4°C in 30 pl Laemmli-Puffer lysiert. Das
Lysat wurde durch SDS-PAGE und Western-Blot-Analyse auf die Anwesenheit von Quer-
vernetzungsprodukten mit Sue untersucht.

(B) Immunprézipitation des Quervernetzungsproduktes bei 19 kDa mit einem Antikorper
gegen Sue nach Quervernetzung mit DSG. Isolierte Mitochondrien des Wildtyp-Stammes
W303-1A (16 Ansdtze a 150 pg) wurden 30 min mit dem Quervernetzungsreagenz DSG
bei 0°C inkubiert. Nach Abbruch der Reaktion wurden sie pelletiert, in SH-Puffer (0,6 M
Sorbitol, 20 mM HEPES/KOH, pH 7,4) resuspendiert , zu 8 Ansédtzen a 300 Ug zusam-
mengefasst und erneut prézipitiert. Die Prizipitate wurden in Solubilisierungspuffer (0,5%
SDS, 0,1 M Tris/HCI, pH 7,4, 2mM PMSF) 10 min bei 4°C solubilisiert und anschlieBend
3 min bei 95°C erhitzt. Nach Zentrifugation der Detergenzextraktes (15 min, 20 000 Upm,
Sigma, Rotor 12154, 4°C) wurde der Uberstand von jeweils zwei Ansitzen zusammenge-
fasst und in einem Parallelansatz eine Immunfillung mit Prdimmunserum (PI) bezie-
hungsweise Antikorper gegen Sue (0-Sue), die an Protein A-Sepharose gekoppelt waren,
durchgefiihrt. Die adsorbierten Proteine wurden durch 15 min Schiitteln bei 4°C in 30 pl
Laemmli-Puffer solubilisiert. Danach erfolgte eine Auftrennung der Proteine durch SDS-
PAGE, Transfer auf Nitrozellulose und Immundekoration mit Antiseren gegen Sue bezie-
hungsweise Suk. Das aus einer chemischen Quervernetzung von Sue mit Suk entstandene
Produkt wurde durch einen Pfeil hervorgehoben.
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3.1.2.4 Die Interaktion von Sue mit anderen Proteinen wird nicht
durch eine Verinderung des Membranpotentials beeinflusst

Ist die Interaktion von Sue mit seinen Partnerproteinen, von denen bis jetzt
nur Suk und wahrscheinlich Cox2 (siehe Kapitel 3.3.8) bekannt sind, dyna-
misch und von einer Veridnderung der Aktivitit der F\Fo-ATP Synthase be-
troffen? Die Funktion des Enzyms als ATP Synthase bezichungsweise als
ATPase ist abhingig vom Membranpotential der inneren Mitochondrien-
membran. Die ATP Synthase stellt unter Ausnutzung eines Protonengradien-
ten iiber die innere mitochondriale Membran ATP her. Fungiert das Enzym
als ATPase, wird ATP hydrolysiert. Zur Untersuchung der Auswirkungen ei-
ner Verdnderung des Membranpotentials auf die molekulare Umgebung von
Sue wurden intakte Mitochondrien des Wildtyp-Stammes W303-1A vor
Durchfithrung der chemischen Quervernetzung durch DSG, EDC (vernetzt
Lysin- und Carboxylreste von Aminosduren miteinander) und MBS einer Be-
handlung mit Valinomycin unterzogen. Valinomycin zerstért das Membran-
potential. Zur Erh6hung des Membranpotentials vor der Quervernetzung wur-
den Parallelansitze mit 2mM NADH inkubiert. Nach der Quervernetzung
wurden die mitochondrialen Proteine durch Western-Blot-Analyse auf Quer-
vernetzungsprodukte mit Sue untersucht. Das Muster der Quervernetzungs-
produkte mit Sue verdndert sich weder nach Authebung, noch nach Erhéhung
des Membranpotentials (Abb.11). Somit scheint eine Verdnderung des Memb-
ranpotentials und die resultierenden Verdnderung der ATP Synthase-Aktivitdt
keinen Einfluss auf die Interaktion von Sue mit durch DSG, EDC oder MBS
gebundenen Proteinen zu haben.

Abb.11: Die Interaktion von Sue mit seiner Umgebung ist vom Membranpoten-
tial unabhiingig

Isolierte Mitochondrien (150 pg Protein) des Hefestammes W303-1A wurden nach
Inkubation mit NADH (2mM) beziehungsweise Valinomycin (1pM) (2min bei 25°C) fiir
30 Minuten mit den Quervernetzern DSG, EDC und MBS behandelt. Anschlieend wurde
eine SDS-PAGE durchgefiihrt. Die Umgebung von Sue wurde mittels Western-Blot-
Analyse und Dekoration der Nitrozellulosemembran mit einem Antikorper, der spezifisch
den C-Terminus von Sue erkennt, analysiert
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3.2 Gibtes ein dem Suk verwandtes Protein?

Untersuchungen zur Identifikation von Komponenten der mitochondrialen
FFo-ATP Synthase des Organismus’ Saccharomyces cerevisiae mittels zwei-
dimensionaler Gelelektrophorese wiesen auf die Existenz bisher unbekannter
kleinerer Untereinheiten, die im Fo-Sektor lokalisiert sind, hin (Arnold et al.,
1998). Als eine dieser Untereinheiten stellt die Untereinheit k wahrscheinlich
ein peripher im Intermembranraum an den Fo-Sektor der ATPase assoziiert
vorliegendes Protein dar (Arnold et al., 1998), dessen Funktion allerdings
noch nicht geklart ist. Da mdoglicherweise die Funktion homologer Proteine
bekannt ist, wurde von uns deshalb eine Datenbanksuche mit der vollstindi-
gen Sequenz der Aminosduren dieser Untereinheit durchgefiihrt. Durch Iden-
tifizierung moglicher Verwandter der Untereinheit k der FFo-ATP Synthase
sollten so Informationen iiber die Funktion dieses Proteins (unter dem Aspekt,
dass es moglicherweise mit Sue reagiert) gewonnen werden. Die Datenbank-
suche ergab Hinweise auf die mogliche Existenz eines weiteren, bislang noch
nicht beschriebenen Proteins aus Saccharomyces cerevisiae. Dieses hypothe-
tische Protein wurde Suk™" genannt.
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3.2.1 Es existiert im Genom von Saccharomyces cerevisiae eine Se-
quenz, die fiir ein dem Suk verwandtes Protein kodieren konnte

Suk 1st weder essentiell fiir die enzymatische Aktivitat der F1Fo-ATP Syntha-
se, noch fiir deren Dimerisierung. Der Phénotyp der Suk-Disruptante ent-
spricht dem des isogenen Wildtyps. Hinweise auf die mdgliche Funktion von
Suk sollte deshalb eine Datenbankrecherche geben. Hierbei wurde die Amino-
sduresequenz von Suk mit der DNS —Sequenz der Hefe verglichen, um offene
Leserahmen, die fiir ein der Untereinheit k homologes Protein codierten, auf-
zuspluren. Es wurde das Programm rBlast N benutzt. Interessanterweise wies
das Ergebnis der Recherche auf das Vorhandensein eines hypothetischen und
bisher unbekannten Homologen von Suk, das wir Suk™™ genannt haben, in der
Hefe Saccharomyces cerevisiae hin (Abb. 12A). Die signifikante Homologie
zu der Sequenz von Suk, die fiir 68 Aminosduren kodiert, erstreckt sich auf 61
Aminosduren, beginnend mit dem N-Terminus. In diesem Bereich betrigt sie
etwa 45%. Lokalisiert ist die fiir das hypothetische Protein kodierende Se-
quenz ebenso wie die von Suk auf dem Chromosom 15 des Hefegenoms. Sie
befindet sich zwischen dem Gen, das fiir das Protein HsplO kodiert
(YORO020C) und dem offenen Leserahmen YORO021C. Sie birgt die Informa-
tion fiir ein potentielles Protein, das sich aus insgesamt 90 Aminosduren zu-
sammensetzt. Dieser hypothetische offene Leserahmen war im ,,Hefegenom-
Sequenzierungsprojekt® iibersehen worden, da nur offene Leserahmen klassi-
fiziert wurden, die fiir hypothetische Proteine codierten, die aus mindestens
100 Aminosduren zusammengesetzt sind. Das Resultat eines Hydrophobizi-
tatsprofils der Sequenz von Suk™™ ergab fiir den homologen Bereich ebenfalls
eine signifikante Ahnlichkeit mit dem von Suk (Abb.12B).

Es stellte sich die Frage, ob dieses hypothetische Protein tatsdchlich ein Ho-
mologes von Suk darstellt. Es kénnte moglich sein, dass Suk™™ ebenso wie
Suk eine Untereinheit des Fo-Sektors der F\Fo-ATP Synthase bildet. Obwohl
eine detailierte Analyse der ATP Synthase nach Solubilisierung in Triton X-
100 (0,6 g/g Protein) keinerlei Hinweis auf die Anwesenheit einer weiteren
Untereinheit, die Suk™" entsprechen konnte, lieferte, kann man nicht aus-
schlieBen, dass Suk™" wihrend der Solubilisierung aus dem Komplex geldst
und daher nicht zusammen mit ihm isoliert worden war. Moglicherweise wird
Suk™™ auch nur unter besonderen Wachstumsbedingungen exprimiert.

Zur Untersuchung der moglichen Funktion von Suk™" und seiner Bezichung
zu Suk sollte das Gen des hypothetischen Proteins sowohl im Wildtyp als
auch in der Suk- Nullmutante disruptiert werden.
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Zur Uberpriifung einer moglichen Lokalisation in den Mitochondrien von
Saccharomyces cerevisiae sollte aullerdem ein spezifischer Antikorper ge-
wonnen werden.

Suk MGAAYHFMEKAI PPHQLAI GTLGLLG.LVVPNPFKSAKPKTVDI KTDN 48
MGAAY &K + PH LAl T + V + F + KPKT K +
Suktom MGAAYKVFCKTVQPHVLAI STF- - | ATAAVASYF- TTKPKT- - - KNEG 42

Suk KDEEKFI ENYLKKHSEKQDA 68
K+ + S DA
Suk™™ KNSSA- L SQQKSGESSNSDAMSKDDDVVKSI EGFLNDLEKDTRQDTKAN 90
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Abb.12: Vergleich der Aminosiuresequenzen von Suk und Suk™™ sowie das Hy-

drophobizititsprofil beider Proteine

(A) Die identischen beziehungsweise dhnlichen Aminoséurereste von Suk und Suk™™ sind
zwischen beiden Sequenzen gesondert hervorgehoben.
(B) Mittels Computerprogrammen errechnete Hydrophobizititsprofile beider Proteine.
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3.2.2 Suk™™ ist fiir die Funktion der Atmungskette nicht erforderlich

Zur Untersuchung der Funktion von Suk™ wurde zunichst das Gen dieses
hypothetischen Proteins im Stamm Asuk disruptiert, um Hinweise auf eine
iiberlappende Funktion von Suk und Suk™™ zu erhalten. Der Hefestamm Asuk-
fom wurde durch Ersetzen der genetischen Information fiir Suk™™ durch die
Information fiir eine Histidin-Auxotrophie gewonnen. Dabei wurde die in Ma-
terial und Methoden beschriebene Vorgehensweise befolgt. Zur Konstruktion
der Doppeldisruptante Asuk/Asuk™” wurde im Stamm Asuk, der bereits eine
Histidin-Auxotrophie besitzt, das Gen fiir Sus™™ kodiert durch ein Kanamy-
cin-Resistenzgen ersetzt. Zunédchst wurde untersucht, ob das Fehlen von Suk-
hom peziehungsweise der beiden Homologen Suk und Suk™™ gleichzeitig, eine
Auswirkung auf die Funktion der Atmungskette hat. Die Untersuchung des
Atmungskettenphiinotyps erfolgte durch Ubertragung der Hefezellen auf A-
garplatten mit Glucose als Kohlenstoffquelle (YPD), beziehungsweise auf
Platten mit dem nichtfermentierbaren Substrat Glyzerin (YPG), auf dem
Stimme mit defekter Atmungskette nicht wachsen. Wie auch im Stamm Asuk
zeigte sich sowohl im Stamm Asuk™” als auch in der Doppeldisruptante keine
Beeintriachtigung der Funktion der Atmungskette (Abb.13). Das Wachstum
der untersuchten Hefestimme auf YPG-Platten entsprach dem des Wildtyps.
Ein Fehlen des hypothetischen Proteins Suk™™ hat somit unter den gewéhlten
Wachstumsbedingungen keinerlei Auswirkungen auf die Aktivitit der At-
mungskettenenzyme. Suk™" ist demnach fiir die Funktion der einzelnen Be-
standteile der Atmungskette beziehungsweise der F{Fo-ATP Synthase nicht
essentiell. Ebensowenig scheint eine Uberlappung der Funktion beider Protei-
ne vorzuliegen, da auch das Fehlen beider Proteine keinerlei Auswirkungen
auf die Aktivitit der Atmungskettenenzyme hat.
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Abb.13: Wachstumsphénotyp von Disruptanten des vermuteten Proteins
Sukhom

Zellen von Asuk™", Asuk/Asuk™™ und des isogenen Wildtypstammes W303-1A wurden auf
SD-Agarplatten ausgestrichen und zwei Tage bei 30°C inkubiert. Danach wurden die Zel-
len wie in Material und Methoden beschrieben in einer Verdiinnungsreihe auf YPD- bezie-
hungsweise YPG-Platten aufgetragen und zwei Tage bei 30°C inkubiert.

3.2.3. Die Disruption von Suk""™" beeinflusst die Expressionsrate ver-

schiedener kleiner Untereinheiten der Fo-Domiine der F,Fo-
ATP Synthase nicht

Des Weiteren sollte untersucht werden, ob Suk™™ alleine oder gemeinsam mit
Suk eine Auswirkung auf die Anwesenheit einzelner Untereinheiten der F,Fo-
ATP Synthase hat. Aus den Hefestimmen Asuk™”, Asuk/Asuk™" und des iso-
genen Wildtyp-Stammes W303-1A, die auf YP-Medium mit 2% Galaktose
herangezogen worden waren, wurden Mitochondrien isoliert. Galaktose wird
normalerweise als Kohlenstoffquelle der Glucose vorgezogen, wenn mito-
chondriale Proteine analysiert werden sollen. Durch Glucose wird die Expres-
sion vieler mitochondrialer Proteine gehemmt. Mittels Western-Blot-Analyse
wurden die Hefestimme auf die Anwesenheit verschiedener Untereinheiten
der ATP Synthase untersucht. Sowohl im Stamm ASuk™”, als auch in der
Doppeldisruptante Asuk/ASuk™” entsprach die Menge an F,a, Sug, Suk (das
natlirlich in der Doppeldisruptante fehlte), Sue und Suj genau der des Wild-
typs (Abb.14). Die Disruption von Suk™" beziehungsweise Suk und Suk™™
gleichzeitig hat somit keine Auswirkung auf die Anwesenheit dieser Unter-
einheiten der FFo-ATP Synthase.
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Abb.14:  Einfluss der Disruption des hypothetischen Proteins Suk™™ auf die Anwe-
senheit verschiedener Untereinheiten der F;Fo-ATP Synthase

Mitochondrien (50 pg Protein) der Hefestimme W303-1A, Asuk/ASuk™™ und ASuk™™ wur-
den durch SDS-PAGE und Western-Blot-Analyse auf die Anwesenheit von Untereinheiten
der FiFo-ATP Synthase untersucht. Als Kontrolle der Vergleichbarkeit der Ergebnisse
diente Tim23.

3.2.4 Suk™™ ist fiir die Dimerisierung der F,;Fo-ATP Synthase nicht
essentiell

Weiterhin stellte sich die Frage, ob das hypothetische Protein Suk™™ einen
Einfluss auf die Dimerisierung der F{Fo-ATP Synthase ausiibt. Die Dimeri-
sierung der ATP Synthase hat zwar keinen Auswirkung auf ihre eigene Akti-
vitdt, aber es ist moglich, dass sie die Aktivititen anderer Komponenten der
Atmungskette, wie des Cytochrom bci-Komplexes oder der Cytochrom c-
Oxidase, beeinflusst und iiber die Aktivitit dieser Komplexe indirekt die Pro-
duktion von ATP durch die ATP Synthase gesteuert wird.

Zur Untersuchung der Dimerisierung der mitochondrialen F{Fo-ATP Syntha-
se in Suk™™ -Disruptanten wurden Mitochondrien aus den Stimmen W303-
1A, ASuk™" und Asuk/ASuk™" isoliert, unter nativen Bedingungen (1% Digi-
tonin) solubilisiert und eine blaue Nativgelelektrophorese durchgefiihrt. Der
Nachweis der F\Fo-ATP Synthase erfolgte durch Western-Blot-Analyse und
Dekoration der Nitrozellulosemembran mit einem fiir F,a spezifischen Anti-
korper. Das Verhéltnis von monomerer zu dimerer F{Fo-ATP Synthase war
in allen untersuchten Stimmen &hnlich (Abb.15), es bestand also kein signifi-
kanter Unterschied zum Wildtyp. Eine Beeinflussung der Dimerisierung der
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F,Fo-ATP Synthase durch das hypothetische Protein Suk™™ konnte mittels
der oben beschriebenen Methodik nicht nachgewiesen werden.

Die bezogen auf das hypothetische Protein Suk™" durchgefiihrten Experimen-
te gaben keinerlei Hinweis darauf, dass es in die oxidative Phosphorylierung
involviert oder fiir die F;Fo-ATP Synthase von Belang ist. Da es auch nicht
gelang, nach der in ,,Material und Methoden* beschriebenen Vorgehensweise
einen Antikorper gegen ein in Mitochondrien oder Cytosol befindliches Prote-
in Suk™™ zu gewinnen, bleibt seine Existenz in der Hefe bezichungsweise als
mitochondriales Protein weiterhin spekulativ.
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Abb.15:  Das hypothetische Protein Suk"™™ hat keinerlei Einfluss auf die Dimerisie-
rung der mitochondrialen F;{Fo-ATP Synthase

Isolierte Mitochondrien der Hefestimme W303-1A, ASuk™™ und Asuk/ASuk™™ wurden
entsprechend der in Material und Methoden beschriebenen Vorgehensweise mit Digitonin
solubilisiert. Mit den Detergenzextrakten wurde eine blaue Nativgelelektrophorese (linea-
rer Gradient von 5-13% Acrylamid) durchgefiihrt. Die FiFo-ATP Synthase wurde durch
Transfer der aufgetrennten Proteine auf Nitrozellulose und Immundekoration mit einem fiir
F,a spezifischen Antikdrper nachgewiesen. Vgim = dimere Form der FiFo-ATP Synthase;
Vmon= monomere Form der F{Fo-ATP Synthase.
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3.3 Untersuchungen zu einer moglichen Interaktion zwischen dem Cy-
tochrom bc,;-COX-Suprakomplex und der F,Fo-ATP Synthase

Die mitochondriale Atmungskette der Hefe besteht aus drei NADH-
Dehydrogenasen anstelle einer NADH-Ubichinol-Oxidoreduktase wie sie in
Sdugerorganismen zu finden ist (de Vries und Marres, 1987) und drei weite-
ren membrangebundenen Enzymkomplexen, der Succinat-Ubichinol-
Oxidoreduktase, dem Cytochrom bci;-Komplex sowie dem Cytochrom c-
Oxidase-Komplex. Die beim Fluss von Elektronen zwischen diesen Komple-
xen freiwerdende Energie frei wird in einen Protonengradienten iiber die In-
nenmembran transduziert welcher dann von der FFo-ATP Synthase genutzt
wird, um ATP zu synthetisieren.

Es konnte nachgewiesen werden, dass der Cytochrom bc; -Komplex (Kom-
plex III der mitochondrialen Atmungskette) mit dem Cytochrom c-Oxidase-
Komplex (Komplex IV der mitochondrialen Atmungskette) einen Suprakom-
plex bildet (Cruciat et al., 2000) und die beiden Komplexe wahrscheinlich
nicht, wie zuvor hdufig angenommen, frei und unabhéngig voneinander in der
inneren Membran der Mitochondrien von Saccharomyces cerevisiae diffun-
dieren. Neuere Untersuchungen der Atmungsketten von Sdugerorganismen
ergaben, dass die Komplexe I, III und IV eine makromolekulare Netzstruktur
bilden, die als ,,Respirasom‘ bezeichnet wurde (Schagger und Pfeiffer, 2000,
2001). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob auch
die mitochondriale FFo-ATP Synthase von Saccharomyces cerevisiae in den
Cytochrom bc-COX-Suprakomplex integriert vorliegt.

3.3.1 Die Assemblierung der F1Fo-ATP Synthase wird fiir die opti-
male Aktivitit des Cytochrom c-Oxidase- und des Cytochrom
bci-Komplexes benotigt

Obwohl die F\Fo-ATP Synthase auch in ihrer monomeren Form vollstindig
aktiv ist, 146t sich eine dimere Form des Enzyms nachweisen. Allerdings ist in
den Stimmen Asue und Asug, in denen die F{Fo-ATP Synthase nicht dimeri-
siert, die Aktivitdat der Cytochrom c-Oxidase um etwa 40% reduziert (Tokatli-
dis et al., 1996; Boyle et al., 1999). Im folgenden Experiment sollte entspre-
chend die Auswirkung der Assemblierung der F,Fo-ATP Synthase auf die
Aktivitit der Cytochrom c-Oxidase untersucht werden.
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Es wurden die Cytochrom c-Oxidase-Aktivititen von Stimmen, bei denen
jeweils die Gene fiir die als dimer-spezifisch beschriebenen Untereinheiten
Suk beziehungsweise Sug und Sue der F1Fo-ATP Synthase disruptiert worden
waren, mit der Aktivitit des Wildtyp-Stammes W303-1A verglichen. Als
Kontrolle wurde die Aktivitidt von Acox4, in dem die Cytochrom c-Oxidase
nicht assembliert und somit nicht funktionsfdhig ist, gemessen.

Im Stamm Asuk, in dem die Assemblierung der ATPase nach derzeitigem
Kenntnisstand nicht betroffen ist, ist die Aktivitdt der Cytochrom c-Oxidase
nur geringfiigig auf 85% der Wildtyp-Aktivitit reduziert. Eine signifikante
Reduktion der Aktivitdt der Cytochrom c-Oxidase konnte man in den Stim-
men Asug (auf 47% der Aktivitit des Wildtyps) und Asue (auf 23% des Wild-
typs) beobachten. Die Aktivitit der Cytochrom c-Oxidase in Acorel (der Cy-
tochrom bc-Komplex ist nicht assembliert und nicht funktionell) betrug
101% der Wildtyp-Aktivitdt (Tabelle 4).

Des Weiteren wurde in den oben beschriebenen Stammen die Aktivitdt des
Cytochrom bc;-Komplexes untersucht. Als Kontrolle diente die Aktivitit von
Acorel, einer nicht-funktionellen Mutante des Cytochrom bc, -Komplexes.
Die Aktivitit dieses Komplexes in den Mutanten entsprach weitgehend derje-
nigen der Cytochrom c-Oxidase. In Asuk war die Aktivitéit auf 83% des Wild-
typs reduziert, in Asug auf 53% und in Asue auf 23%. Im Stamm Acox4 (die
Cytochrom c-Oxidase ist nicht assembliert und nicht funktionsfihig) konnte
eine Aktivitdt des Cytochrom bci-Komplexes von 97% des Wildtyps gemes-
sen werden (Tabelle 5).

Die Assemblierung und Funktionalitit der Cytochrom c-Oxidase hat offen-
sichtlich keinen Einfluss auf die Funktionsfdhigkeit des Cytochrom bc;-
Komplexes (Cruciat et al. 2000 und eigene Ergebnisse) und umgekehrt. Die
Beeintrachtigung der Funktionalitdt sowohl des Cytochrom bc;-Komplexs als
auch der Cytochrom c-Oxidase diirften somit eine direkte Folge des Assemb-
lierungszustandes der F{Fo-ATP Synthase sein.
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Tabelle 4: Auswirkung der Disruption von Untereinheiten der F{Fo-ATP Synthase
auf die Aktivitit der Cytochrom c-Oxidase

Mitochondrienstamm Aktivitdt (Umol/min/mg) % der Aktivitit des Wildtyps
W303-1A (Wildtyp) 1,42 100
Asuk 1,21 85
Asug 0,67 47
Asue 0,33 23
Acorel 1,44 101
Acox4 0,004 0

Die Aktivitdt der Wildtyp-Mitochondrien sowie der Disruptanten bezieht sich auf pmol
Cytochrom c (oxidierte Form) pro Minute pro mg an mitochondrialem Protein. Die Mes-
sungen der Aktivititen erfolgte, wie in Material und Methoden beschrieben, mit intakten
Mitochondrien.

Tabelle 5: Auswirkung der Disruption von Untereinheiten der F{Fo-ATP Synthase
auf die Aktivitit der NADH-Cytochrom c-Reduktase

Mitochondrienstamm Aktivitdt (Umol/min/mg) % der Aktivitit des Wildtyps
W303-1A (Wildtyp) 1,89 100
Asuk 1,56 83
Asug 1,00 53
Asue 0,44 23
Acox4 1,81 97
Acorel 0,18 9

Die Aktivitdt der Wildtyp-Mitochondrien sowie der Disruptanten bezieht sich auf pmol
Cytochrom ¢ (reduzierte Form) pro Minute pro mg an mitochondrialem Protein. Die Mes-
sungen der Aktivititen erfolgte, wie in Material und Methoden beschrieben, mit intakten
Mitochondrien.
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3.3.2 In Abwesenheit von Sue ist die Expression der Untereinheit 2
der Cytochrom c-Oxidase reduziert

Hinweise auf eine Interaktion zweier Enzyme lassen sich auch durch Untersu-
chung der Stabilitit der Untereinheiten des einen Enzyms in Abhéngigkeit
von der Expression verschiedener Untereinheiten des anderen Enzyms gewin-
nen. Die Ergebnisse aus der Messung der Aktivititen der Cytochrom c-
Oxidase beziehungsweise des Cytochrom bci-Komplexes erlauben den
Schluss, dass sich der Assemblierungszustand der F1Fo-ATP Synthase auf die
Aktivitit der beiden Komponenten des Cytochrom bc;-COX-Suprakomplexes
auswirkt. Deshalb sollte im Folgenden untersucht werden, ob in Staimmen, in
denen Dimer-spezifische Untereinheiten der F;Fo-ATP Synthase deletiert
worden waren, die Expression von Untereinheiten des Cytochrom bc;-
Komplexes beziechungsweise der Cytochrom c-Oxidase betroffen ist. Dazu
wurden die Stamme Asue, Asug, Asuk und als Kontrollen Aatpl0 und
Acorel verwendet.

Isolierte Mitochondrien der oben genannte Stimme und des isogenen Wild-
typ-Stammes wurden durch Western-Blot-Analyse mit den Antiseren gegen
Corel (eine Untereinheit des Cytochrom bc-Komplexes) sowie gegen Cox2
und Cox4 (Untereinheiten der Cytochrom c-Oxidase) und als Kontrolle mit
dem Antiserum gegen Tim23, dessen Stabilitdt nicht von dem Assemblie-
rungszustand des ATPase-Komplexes betroffen ist, untersucht. Es zeigte sich,
dass die Expression von Corel nur in Aatpl0, einem Stamm der keinen voll-
standig assemblierten Fo-Sektor enthdlt und in dem kein Sue in den ATPase-
Komplex eingebaut wird, leicht reduziert ist. Die Expression von Cox2 jedoch
wird in Asue und in Aatp10 signifikant herunterreguliert, wihrend die Menge
an Cox2 in Asug (in dem nur ein sehr geringer Teil der F1Fo-ATP Synthase
als Dimeres vorliegt) der des Wildtyps entspricht. In Suk-Disruptanten, in de-
nen die F Fo-ATP Synthase normal assembliert, wird Cox2 normal expri-
miert. Die Menge an Cox4 ist in keiner der Mutanten gegentiber dem Wildtyp
verdndert (Abb.16).

Die Anwesenheit von Cox2 scheint besonders von der Expression von Sue
abhéngig zu sein. In Asug, in dem eine geringe Menge an Sue und dimerer
ATP Synthase vorliegt, ist Cox2 nur leicht herunterreguliert. Der Einfluss der
Anwesenheit von Sue wirkt sich jedoch nicht auf alle Untereinheiten der Cy-
tochrom c-Oxidase aus, wie an der dem Wildtyp entsprechend Expression von
Cox4 zu sehen ist.
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Obwohl in Asue und Asug die Aktivitdt des Cytochrom bc-Komplexes redu-
ziert ist, hat die Abwesenheit der entsprechenden Untereinheiten der F,F,-
ATP Synthase keine Auswirkungen auf Corel.
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Abb.16: Stabilitit der Untereinheiten des Cytochrom bc;- und des Cytochrom c-
Oxidase- Komplexes in Abwesenheit der dimeren Form der F;Fo-ATP
Synthase

Mitochondrien (50 pg Protein) der Hefestimme W303-1A, Asue, Asug, Asuk, Aatp10 und
Acorel wurden durch SDS-PAGE und Western-Blot-Analyse auf die Anwesenheit von
Komponenten des Cytochrom bc;-Komplexes und der Cytochrom c-Oxidase untersucht.
Als Kontrolle fiir die Vergleichbarkeit der aufgetragenen Mengen an mitochondrialem Pro-
tein diente Tim23, ein von den durchgefiihrten Deletionen nicht betroffenes Protein.

3.3.3 Defekte in der Assemblierung des Cytochrom c-Oxidase- sowie des
Cytochrom bci-Komplexes haben keine signifikanten Auswirkungen
auf die Stabilitit von Untereinheiten des Fo-Sektors der FFo-ATP
Synthase

Falls der Cytochrom bc-COX-Suprakomplex mit der F,Fo-ATP Synthase
einen weiteren, groleren Suprakomplex bildet, ist es moglich, dass umgekehrt
die Stabilitdt der F\Fo-ATP Synthase von der Assemblierung der Cytochrom
c-Oxidase beziehungsweise des Cytochrom bc-Komplexes abhédngt.

Zur Untersuchung der Auswirkungen des Assemblierungszustandes der Cy-
tochrom c-Oxidase auf Untereinheiten der F{Fo-ATP Synthase wurden neben
dem Wildtyp-Stamm W303-1A die Stimme Aimpl, Acox4, Acox§8 und
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Acox20 verwendet. Im Stamm Aimp [ wird Cox2 nicht zu einem reifen Protein
prozessiert und liegt auBerdem im Vergleich zum Wildtyp in sehr geringen
Mengen vor (Behrens et al., 1991; Schneider et al., 1991; Nunnari et al.,
1993). Deshalb assembliert der Cytochrom c-Oxidase- Komplex nicht zu ei-
nem aktiven Enzym. Auch im Stamm Acox20 erfolgt keine Reifung von Cox2
(Hell et al., 2000). Die Acox4-Nullmutante besitzt ebenfalls einen petite-
Phanotyp, der darauf zuriickgefiihrt werden kann, dass die Cytochrom c-
Oxidase nicht assembliert (Glerum und Tzagoloff, 1998). Cox8 wird fiir die
optimale Funktion der Respiration benétigt (Patterson ef al., 1986). Im Stamm
Acox8 ist die Assemblierung der Cytochrom c-Oxidase jedoch nicht nach-
weisbar beeintrachtigt. Isolierte Mitochondrien dieser Stimme wurden durch
Western-Blot-Analyse mit den Antiseren gegen die Untereinheiten g, e, k und
j der F\Fo-ATP Synthase und als Kontrolle der Vergleichbarkeit der Ergeb-
nisse mit dem Antiserum gegen Tim23 analysiert. In allen untersuchten
Stammen wurden die Untereinheiten der F1Fo-ATP Synthase stabil exprimiert
(Abb.17). Allerdings scheint die Expression von Sug und vor allem Sue in
Aimp1 und Acox20, also in Mutanten in denen die Biogenese von Cox2 beein-
trachtigt ist, leicht aber nicht sehr deutlich reduziert zu sein. Der Assemblie-
rungszustand der Cytochrom c-Oxidase hat demnach keine signifikanten
Auswirkungen auf die Anwesenheit der untersuchten Untereinheiten der
FFo-ATP Synthase.

Im Stamm Acorel ist der Cytochrom bci;-Komplex nicht assembliert und
nicht funktionell. Auch hier entspricht die Menge der untersuchten Unterein-
heiten der F|Fo-ATP Synthase der des Wildtyps (Abb.17). Thre Expression ist
also nicht abhingig vom Assemblierungszustand des Cytochrom bc;-
Komplexes.

Abb.17: Die Anwesenheit einiger Untereinheiten der FFo-ATP Synthase in
Deletionsmutanten des Cytochrom bc;- beziehungsweise des Cytochrom c-
Oxidase- Komplexes

Mitochondrien (50 pg Protein) der Hefestimme W303-1A, Aimp1, Acox4, Acox8, Acox20
und Acorel wurden durch SDS-PAGE und Western-Blot-Analyse auf die Anwesenheit
von Untereinheiten der FFo-ATP Synthase untersucht. Als Kontrolle diente Tim23.
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3.34 Der Assemblierungszustand des Cytochrom c-Oxidase-

Komplexes hat keine Auswirkungen auf die Assemblierung der
F1Fo-ATP Synthase

Der Assemblierungzustand der Cytochrom c-Oxidase hatte keinerlei signifi-
kante Auswirkungen beziiglich der Expression der Untereinheiten k und j der
F,Fo-ATP Synthase. Scheinbar sind jedoch ihre Untereinheiten e und g in den
Stammen Aimpl und Acox20 in denen die Cytochrom c-Oxidase nicht as-
sembliert, leicht betroffen. In Stdmmen, in denen Sue oder Sug fehlen, liegt
die ATP Synthase in monomerer Form vor. Ist somit auch die Assemblierung
der ATP Synthase in den Hefestimmen Aimp I und Acox20 beeintrachtigt?
Mitochondrien des Wildtyps W303-1A sowie der Disruptionsstimme Aimp1,
Acox20 und AsomI wurden mit Digitonin solubilisiert und mittels einer blau-
en Nativgelelektrophorese analysiert. Som1 wird fiir die Funktion der Impl
Peptidase benotigt (Esser ef al., 1996). Im Stamm Asom [ ist diese nicht funk-
tionsfahig, es liegt somit ebenfalls keine assemblierte und funktionsfihige
Cytochrom c-Oxidase vor. Proteinkomplexe, die die Untereinheit Fia der
FFo-ATP Synthase enthielten, wurden durch Western-Blot Analyse des Na-
tivgels und nachfolgende Immundekoration mit einem fiir F;0 spezifischen
Antikorper identifiziert (Abb.18). In Abwesenheit einer assemblierten Cy-
tochrom c-Oxidase ist im Vergleich zum Wildtyp das Verhéltnis zwischen
monomerer und dimerer Form der F,Fo-ATP Synthase nicht signifikant ver-
andert. Ist der Cytochrom c-Oxidase-Komplex nicht assembliert, scheint dies
also keinen Einfluss auf die Assemblierung beziechungsweise die Stabilitit des
Dimers der F|Fo-ATP Synthase zu haben.
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Abb.18: Die Assemblierung der Cytochrom c-Oxidase hat keinen nachweisbaren
Einfluss auf die Assemblierung beziehungsweise die Stabilitit der FFo-
ATP Synthase

Isolierte Mitochondrien der Hefe-Stimme W303-1A, Aimpl, Acox20 und Asoml wurden
wie in Material und Methoden beschrieben mit Digitonin solubilisiert. Mit den Proteinex-
trakten wurde eine blaue Nativgelektrophorese (linearer Gradient von 5-10% Acrylamid)
durchgefiihrt. Der FFo-ATP Synthase -Komplex wurde durch Transfer auf Nitrozellulose
und Immundekoration mit einem fiir F;a spezifischen Antikorper nachgewiesen. Vgim =
dimere Form der F;Fo-ATP Synthase; Vpnon= monomere Form der F;Fo-ATP Synthase.
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3.3.5 Die Assemblierung der F,;Fo-ATP Synthase beeinflusst die
Assemblierung des Cytochrom bc,;-COX-Suprakomplexes

Der Assemblierungszustand der F{Fo-ATP Synthase wird durch denjenigen
der Cytochrom c-Oxidase offenbar nicht beeinflusst. Welche Folgen hat nun
eine mangelhafte Assemblierung der F1Fo-ATP Synthase? Die Aktivitdten der
Cytochrom c-Oxidase und des Cytochrom bc;-Komplexes sind in Stimmen,
in denen die ATPase nicht vollstindig zu einem Dimeren assembliert, beein-
trachtigt. Beeinflusst der Assemblierungszustand der F,Fo-ATP Synthase
moglicherweise die Assemblierung der Cytochrom c-Oxidase oder des Cy-
tochrom bc;-Komplexes und damit deren Funktionalitét?

Um eine Antwort auf diese Fragen zu erhalten, wurde die Auswirkung der
Disruption von Untereinheiten der F{Fo-ATP Synthase auf den Assemblie-
rungszustand des Cytochrom bc;-COX-Suprakomplexes untersucht. Dazu
wurden folgende Stamme gewihlt: der Wildtyp-Stamm W303-1A, Asue (die
Disruption fiihrt dazu, dass keinerlei ATPase-Dimeres mehr nachweisbar ist),
Asug (nur sehr geringe Mengen an dimerer ATPase sind vorhanden), Asuk
(die Disruption hat keine nachweisbaren Auswirkungen auf die Assemblie-
rung der ATPase), AATPI0 (nur ein geringer Teil der ATPase-Untereinheiten
assembliert zu einer nicht voll funktionsfahigen ATPase) und als Vergleichs-
stamm Aimpl in dem die Cytochrom c-Oxidase nicht zu einem funktionsfahi-
gen Komplex assembliert.

Isolierte Mitochondrien der oben genannten Stamme wurden mit Digitonin
solubilisiert. Mit dem Solubilisat wurde eine blaue Nativgelelektrophorese
durchgefiihrt. Proteinkomplexe, die die Cytochrom c-Oxidase beziehungswei-
se den Cytochrom bc-Komplex enthielten, wurden durch Western-Blot-
Analyse und Immundekoration mit einem Antiserum gegen eine ihrer Unter-
einheiten nachgewiesen (Abb.19A und B).

Im Wildtyp-Stamm liefen der Cytochrom c-Oxidase-Komplex und der Cy-
tochrom bc-Komplex auf der gleichen Hohe, was darauf hinweist, dass beide
Komplexe miteinander assoziiert vorliegen und einen Suprakomplex bilden
(Cruciat et al., 2000). Unter Lysebedingungen dieses Experiments konnte
man in Mitochondrien des Wildtyp-Stammes zwei Formen des Suprakomple-
xes beobachten. Dabei entspricht vermutlich die kleinere Form mit einer Mo-
lekularmasse von etwa 1000 kDa dem Suprakomplex, der aus einem Dimeren
der Cytochrom c¢-Oxidase und einem Dimeren des Cytochrom bc-
Komplexes zusammengesetzt ist (Cruciat, personliche Mitteilung). Die Zu-
sammensetzung der groBeren Form ist noch nicht bekannt. Diese groBere
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Form war im Stamm Asue nicht mehr nachweisbar. Ausserdem scheint die
Assemblierung des Cytochrom bc;-COX-Suprakomplexes teilweise beein-
trachtigt zu sein. Neben der Bande bei etwa 1000 kDa, die der Molekular-
masse des intakten Suprakomplexes entspricht, deutete das Auftreten einer
etwas kleineren Bande bei einem s von etwa 800 kDa darauf hin. Diese trat
nach Immundekoration mit Antiseren auf, die spezifisch die Untereinheit
Cox5a der Cytochrom c-Oxidase (Abb.19A) bezichungsweise das Rieske
FeS-Protein des Cytochrom bci-Komplexes (Abb.19B) erkennen. Nach Im-
mundekoration mit dem Antiserum gegen das Rieske FeS-Protein konnte eine
weitere Bande bei etwa 670 kDa beobachtet werden. Diese Bande entspricht
in ihrer GroBe der GroBe der einzigen aufgetretenen Bande in Stamm Aimp 1.
Im Stamm Asug blieb die Bande mit der groBiten Molekularmasse erhalten.
Gleiches wurde bei dem Stamm Asue beobachtet. Die Proteinkomplexe im
Stamm Asuk waren dieselben wie im Wildtyp. Hier blieb der Suprakomplex
anscheinend vollstindig assembliert. Im Stamm Aafpl0 konnte man weder
die Untereinheit Cox5a noch das Rieske FeS-Protein nachweisen.

Der Grad der Assemblierung (wie moglicherweise auch der Grad der Aktivi-
tat, siche Tabellen 4 und 5) des Suprakomplexes ist demnach mit dem Grad
der Assemblierung der F,Fo-ATP Synthase korreliert.

Abb.19: Die Assemblierung des Cytochrom bc;-COX-Suprakomplexes ist beein-
trachtigt, wenn die F{Fo-ATP Synthase nicht vollstindig assembliert

Je 200 pg isolierter Mitochondrien der Hefe-Stamme W303-1A, Asue, Asug, Asuk, Datpl0
und Aimpl wurden unter nativen Bedingungen mit Digitonin solubilisiert und mittels blau-
er Nativgelektrophorese (linearer Gradient von 5-10% Acrylamid) analysiert. Die Proteine
wurden auf Nitrozellulose transferiert.

(A) Immundekoration mit einem spezifisch Cox5a, eine Untereinheit der Cytochrom c-
Oxidase erkennenden Antikorper.

(B) Immundekoration mit einem das Rieske FeS-Proteins des Cytochrom bci-Komplexes
spezifisch erkennenden Antikdrper.

Als Markerproteine dienten Rinderthyreoglobulin (670 kDa) und Pferdemilzapoferritin
(443 kDa).
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3.3.6 In Stimmen mit C-terminal modifizierter Sue liegt der Cytoch-
rom bc;-COX-Suprakomplex vollstindig assembliert vor

Die Untereinheit 2 der Cytochrom c-Oxidase liegt in Abwesenheit der Unter-
einheit e der F\Fo-ATP Synthase in signifikant reduzierten Konzentrationen
vor, wie bereits dargestellt. Zudem wurde beobachtet, dass in Abwesenheit
der Untereinheit e der Cytochrom bc;-COX-Suprakomplex nicht vollstindig
assembliert.

Um zu untersuchen, ob die Reduktion von Cox2 direkt auf den Verlust von
Sue zurlickgefiihrt werden kann, wurden Hefestimme mit C-terminal modifi-
zierten Derivaten von Sue auf die Anwesenheit von Cox2 iiberpriift. Dazu
wurden isolierte Mitochondrien der Stamme W303-1A (Wildtyp), Asue,
Asue+Sue-His, und Asue+SueAC durch Western-Blot-Analyse mit den Anti-
seren gegen die Untereinheit 2 der Cytochrom c-Oxidase sowie als Kontrolle
gegen die Untereinheiten g und k der F1Fo-ATP Synthase analysiert.

In den Stimmen Asue+Sue-His;; und Asue+SueAC entspricht die Menge an
Cox2 der des isogenen Wildtyp-Stammes (Abb.20A). Durch Einfithrung C-
terminal modifizierter Derivate von Sue in die Nullmutante kann also beziig-
lich der Anwesenheit von Cox2 der Phinotyp von Asue rekonstituiert werden.
Die Assemblierung des Suprakomplexes in Anwesenheit eines Derivates von
Sue wurde im Stamm Asue+SueAC im Vergleich zum isogenen Wildtyp
W303-1A untersucht. Die Analyse der Proteinkomplexe mittels blauer Nativ-
gelelektrophorese erfolgte wie in Abb.20B beschrieben. Wahrend in der Sue-
Disruptante der Suprakomplex wie bereits beschrieben nicht korrekt assemb-
liert vorliegt, entspricht seine Assemblierung in Mitochondrien des Typs
Asue+Sue-AC der des Wildtyps (Abb.20B). Die C-terminal modifizierte Sue
kann demnach nicht nur die Dimerisierung der ATP Synthase bewirken, son-
dern auch eine normale Expression von Cox2 und die Assemblierung des Su-
prakomplexes.

Es scheint, als ob es einen direkten Zusammenhang zwischen der Dimerisie-
rung der ATP Synthase und der Assemblierung des Suprakomplexes gibt.
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Abb.20: Der Defekt der Sue Disruptante in der Assemblierung des Suprakom-

plexes kann durch die Expression von C-terminal verkiirzter Sue kom-
plementiert werden.

(A) Mitochondrien (50 Ug Protein) der Hefestimme W303-1A, Asue, Asue+Sue-His;, so-
wie sue+SueAC wurden mittels SDS-PAGE und Western-Blot-Analyse auf die Anwesen-
heit der Untereinheit 2 der Cytochrom c-Oxidase beziehungsweise der Untereinheiten g
und k der FFo-ATP Synthase untersucht.

(B) In isolierten Mitochondrien (200 pg pro Gelspur) der Stimme W303-1A und
suetSueAC wurde die Assemblierung des Cytochrom bc;-COX-Suprakomplexes mittels
blauer Nativgelelektrophorese untersucht. Nach Ubertragung der Proteine auf eine Nitro-
zellulosemembran wurde mit einem Antiserum, das spezifisch Cox5a erkennt bezie-
hungsweise mit einem Antiserum spezifisch fiir das Rieske FeS-Proteins des Cytochrom
bci-Komplexes immundekoriert. Als Markerproteine dienten Rinderthyreoglobulin (670
kDa) und Pferdemilzapoferritin (443 kDa) (B).
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3.3.7 Die Umgebung von Sue der ATP Synthase dndert sich, sobald
der Cytochrom c-Oxidase- oder der Cytochrom bc-Komplex
nicht korrekt assembliert ist

Die Reduzierung des Cox2-Spiegels sowie die Beeintrdchtigung der Assemb-
lierung des Cytochrom bc;-COX-Suprakomplexes in Abwesenheit von Sue
weisen auf eine direkte Interaktion der Untereinheit e der F1Fo-ATP Synthase
mit Untereinheiten der Cytochrom c-Oxidase hin. Zur Uberpriifung einer
moglichen Interaktion sollte die molekulare Umgebung von Sue in Hefe-
stimmen untersucht werden, in denen entweder die Cytochrom c-Oxidase o-
der der Cytochrom bc;-Komplex unvollstindig assembliert vorliegen. Dazu
wurden Quervernetzungsexperimente mit den chemischen Quervernetzern
DTNB und MBS durchgefiihrt.

Zunichst wurde die Umgebung der Untereinheit € im Stamm Aimpl, in dem
kein reifes Cox2 existiert und die Cytochrom c-Oxidase nicht assembliert, mit
threr Umgebung im Wildtyp-Stamm W303-1A verglichen. Nach chemischer
Quervernetzung mit dem homo-bifunktionellen, Sulthydryl-spezifischen
Quervernetzungsreagenz DTNB wurden die mitochondrialen Proteine mittels
SDS-PAGE und Western-Blot-Analyse isoliert. Sue und seine Quervernet-
zungsprodukte wurden durch Immundekoration der resultierenden Nitrozellu-
losemembran mit einem Sue spezifisch erkennenden Antiserum nachgewiesen
(Abb.21A). Nach chemischer Quervernetzung in isolierten Wildtyp-
Mitochondrien treten besonders signifikante Quervernetzungsprodukte mit
einer Molekularmasse von etwa 17, 19, und 42 kDa auf. Diese Quervernet-
zungsprodukte sind in Mitochondrien des Stammes AimpI nicht nachweisbar.
Allerdings tritt dort ein neues Quervernetzungsprodukt mit einer Molekular-
masse von etwa 20 kDa auf.

Weiterhin wurde das Ergebnis der Quervernetzung durch DTNB in Mito-
chondrien anderer Hefestimme untersucht, die entweder keine assemblierte
Cytochrom c-Oxidase und nur geringe Mengen an Cox2 (Acox20, Aimp,
Acox4) oder keinen assemblierten Cytochrom bc;-Komplex (Acorel) besallen.
Verglichen wurden die Ergebnisse mit Quervernetzungsprodukten in isolier-
ten Mitochondrien des Wildtyp-Stammes W303-1A und des Hefestammes
Acox12, in dem Cox2 normal exprimiert wird und die Cytochrom c-Oxidase
assembliert vorliegt. In allen Stdmmen, in denen die Menge an Cox2p redu-
ziert ist und die Cytochrom c-Oxidase nicht korrekt assembliert (Acox20,
Aimp, Acox4), konnte ein groBer Teil der Quervernetzungsprodukte nicht
nachgewiesen werden. Insbesondere fehlten die Quervernetzungsprodukte der
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GroBe von 17, 19 und 42 kDa. Ahnliches konnte nach Quervernetzung im
Stamm Acorel, in welchem der Cytochrom bci-Komplex nicht assembliert,
beobachtet werden. In Mitochondrien des Stammes Acox/2, einer Disruptante
in der zwar eine Untereinheit der Cytochrom c-Oxidase fehlt, ihre Assemblie-
rung von dieser Disruption aber nicht betroffen ist, entsprach das Muster der
Quervernetzungsprodukte dem des Wildtyps (Abb.21B). Eine Anderung der
Umgebung von Sue (Anderung des Musters der Quervernetzungsprodukte) in
Stimmen mit Cytochrom c-Oxidase-Assemblierungsdefizienz beziehungs-
weise nicht assembliertem Cytochrom bci-Komplex ergab sich auch nach ei-
ner chemischen Quervernetzung durch MBS (Abb.21C). Signifikante Quer-
vernetzungsprodukte der Molekularmasse von etwa 19, 23, 30 und 42 kDa
traten nur nach Quervernetzung in Mitochondrien des Wildtyps und des
Stammes Acox/2 auf. In den anderen Stimmen waren die Quervernetzungs-
produkte bei 19 und 30 kDa schwicher ausgepriagt. Die Quervernetzungspro-
dukte bei 23 und 42 kDa waren nicht mehr nachweisbar.

Die Umgebung von Sue dndert sich also immer dann, wenn die Cytochrom c-
Oxidase nicht assembliert beziehungsweise Cox2 nur in sehr geringen Men-
gen vorhanden ist. Das Quervernetzungsprodukt der Gréfle von 42 kDa konn-
te aus einer Koppelung von Sue an Cox2 resultiert sein. Dafiir spricht sowohl
seine Molekularmasse, als auch die Tatsache, dass es in Stimmen mit stark
reduzierter Menge an Cox2 nicht mehr nachgewiesen werden kann. Auch
wenn der Cytochrom bcj-Komplex nicht assembliert vorliegt, ist die Umge-
bung von Sue betroffen. Zwischen der Assemblierung der Komponenten des
Cytochrom bc;-COX-Suprakomplexes und der Interaktion von Sue mit mog-
lichen Interaktionspartnern scheint also ein Zusammenhang zu bestehen.
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Abb.21: In Mitochondrien, in denen die Cytochrom c-Oxidase beziehungsweise der
Cytochrom bci-Komplex nicht korrekt assembliert sind, dndert sich die
Umgebung der Untereinheit e der FiFo-ATP Synthase

(A) Isolierte Mitochondrien (150 g Protein) der Hefestimme W303-1A und Aimpl wur-
den wie in Material und Methoden beschrieben mit dem chemischen Quervernetzer DTNB
inkubiert. Vergleichsproben wurden nur mit DMSO, ohne Quervernetzungsreagenz, be-
handelt. AnschlieBend wurde eine SDS-PAGE (Gelsystem: 16 % Acrylamid, 0,6 % Bisac-
rylamid) durchgefiihrt. Die Proben wurden in Auftragspuffer ohne 3-Mercaptoethanol auf-
genommen, da DTNB in reduzierender Umgebung gespalten wird. Die Produkte der Quer-
vernetzung mit Sue wurde mittels Western-Blot-Analyse und Dekoration der Nitrozellulo-
semembran mit einem Antikdrper, der spezifisch den C-Terminus von Sue erkennt, analy-
siert.

(B und C) Isolierte Mitochondrien (150 pg Protein) der Hefestimme W303-1A, Acorel,
Acox20, Aimp, Acox4 und Acox12 wurden mit dem chemischen Quervernetzer DTNB (B)
beziehungsweise MBS (C) inkubiert. Ihre weitere Behandlung erfolgte wie in Abbildung
21A. Da MBS nicht spaltbar ist, wurden die Proben nach der Behandlung mit MBS in
einem Auftragspuffer aufgenommen, der 3-Mercaptoethanol enthielt.

Die Pfeile heben die Quervernetzungsprodukte hervor, die von einer unkorrekten Assemb-
lierung des Cytochrom bc;-COX-Suprakomplexes betroffen sind.

3.3.8 Sue befindet sich in enger Nachbarschaft von Cox2

Um zu priifen, ob das Quervernetzungsprodukt mit Sue von etwa 42 kDa, das
sowohl nach der Quervernetzung mit DTNB, als auch mit MBS auftrat, aus
einer Verkniipfung der Untereinheit e der F;Fo-ATP Synthase (mit einer Mo-
lekularmasse von 10 kDa) mit der Untereinheit 2 der Cytochrom c-Oxidase
resultiert (mit einer Molekularmasse von 32 kDa), wurden weitere Experi-
mente durchgefiihrt. Dabei sollte zunédchst untersucht werden, ob ein Quer-
vernetzungsprodukt dieser Gro3e sowohl von einem Antiserum gegen Sue als
auch von einem Antiserum gegen Cox2 erkannt wird.

Dazu wurden Wildtyp-Mitochondrien mit MBS inkubiert. Die Sue- bezie-
hungsweise Cox2- spezifischen Quervernetzungsaddukte wanderten in einem
SDS-Polyacrylamidgel auf der gleichen Hohe, wie man nach Western-Blot-
Analyse und darauffolgender Immundekoration mit den entsprechenden spe-
zifischen Antiseren erkennen kann (Abb.22A).

Um zu zeigen, dass das Sue-spezifische Quervernetzungsaddukt bei 42 kDa
tatsdchlich aus einer chemischen Verkniipfung von Sue mit Cox2 resultiert,
wurde das Quervernetzungsexperiment wiederholt, wobei dieses Mal Mito-
chondrien des Stammes Asue+Sue-His;, benutzt wurden, die das Derivat von
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Sue mit C-terminalem Histidin-Anhang exprimierten. Nach der chemischen
Quervernetzung wurden die Mitochondrien unter denaturierenden Bedingun-
gen (1% SDS) lysiert. Die Quervernetzungsprodukte wurden mittels Ni-NTA-
Affinitdtschromatographie isoliert und gebundenes Material durch SDS-
PAGE und Western-Blot-Analyse untersucht. Durch darauffolgende Immun-
dekoration mit spezifischen Antiseren konnte gezeigt werden, dass das Quer-
vernetzungsprodukt von 42 kDa sowohl Sue als auch Cox2 enthielt. In Abwe-
senheit von MBS beziehungsweise aus Wildtyp-Mitochondrien lieB sich mit-
tels Ni-NTA-Affinitdtschromatiographie das Produkt nicht gewinnen. Dessen
Isolierung war somit von der Anwesenheit des His;,-Restes von Sue abhingig
(Abb.22B). Mittels der Ni-NTA-Suspension konnte also spezifisch ein Quer-
vernetzungsprodukt der Untereinheit e der F{Fo-ATP Synthase mit der Unter-
einheit 2 der Cytochrom c-Oxidase isoliert werden. Das gleiche Ergebnis lie-
ferte die Quervernetzung mit DTNB. Die Isolierung eines Adduktes von Sue
an Cox2 nach chemischer Quervernetzung legt den Schluss nahe, dass die Un-
tereinheit e der F1Fo-ATP Synthase sehr nahe der Untereinheit 2 der Cytoch-
rom c-Oxidase in der inneren Membran der Mitochondrien von Saccharomy-
ces cerevisiae lokalisiert ist.

Abb.22: Die Untereinheit e der F;Fo-ATP Synthase und die Untereinheit 2 der Cy-
tochrom c-Oxidase sind nahe benachbart in der inneren Mitochondrien-
membran lokalisiert

(A) In einem Parallelansatz wurden jeweils 150 ug Mitochondrien des Typs W303-1A mit
dem Quervernetzer MBS inkubiert und eine SDS-PAGE (Gelsystem: 13 % Acrylamid, 0,6
% Bisacrylamid) durchgefiihrt. Zur Kontrolle wurde ein Experiment ohne Zugabe des
Quervernetzers durchgefiihrt. Das Auftreten eines Quervernetzungsproduktes mit Sue be-
ziehungsweise Cox2 der Groflie von 42 kDa wurde durch Western-Blot-Analyse, Teilung
der Nitrozellulose-Membran und nachfolgende Immundekoration mit Antiseren, die Cox2p
beziehungsweise Sue spezifisch erkennen, belegt.

(B) Gleiche Mengen Mitochondrien der Hefestimme W303-1A (Wildtyp) beziehungswei-
se Asuet+Sue-His;; wurden mit dem Quervernetzer MBS behandelt und mit 1% SDS unter
denaturierenden Bedingungen lysiert. Das Detergenzextrakt wurde durch einen Zentrifuga-
tionsschritt behandelt und mit einer Ni-NTA-Suspension (QIAGEN) inkubiert. Die Eluate
wurden einer SDS-PAGE (Gelsystem 13 % Acrylamid, 0,6 % Bisacrylamid) unterzogen,
die Proteine auf eine Nitrozellulose-Membran iibertragen und eine Immundekoration mit
Cox2- beziehungsweise Sue-spezifischen Antikorpern durchgefiihrt.
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3.3.9 Hemmung der Aktivitat der ATP Synthase fithrt zu einer Auf-
hebung der Vernetzbarkeit von Sue mit Cox2

Es sollte untersucht werden, ob durch die enzymatische Aktivitit der ATP
Synthase die Umgebung von Sue und damit ihr Zusammenspiel mit mogli-
chen Reaktionspartnern beeinflusst wird. Durch Oligomycin kann sowohl die
ATP Synthase-Aktivitdt (Synthetisierung von ATP unter Ausnutzung des -
ber die innere Mitochondrienmembran aufgebauten Protonengradienten) als
auch die ATPase-Aktivitiat (Aufbau eines Protonengradienten bei niedrigem
Membranpotential unter Hydrolyse von ATP) gehemmt werden. Inkubation
von Wildtyp-Mitochondrien mit Oligomycin flihrte in der Tat zu einem ver-
anderten Quervernetzungsmuster (Abb.23). Es verschwand das Quervernet-
zungsprodukt bei 42 kDa, das wie oben gezeigt aus einer Interaktion oder en-
gen rdumlichen Nachbarschaft von Sue und Cox2 herriihrt. Da eine verénder-
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te Interaktion der Proteine auch indirekt eine Folge einer Senkung des ATP-
Spiegels innerhalb der Mitochondrien aufgrund der gechemmten ATP Syntha-
se-Aktivitit sein konnte, wurde in ein Vergleichsansatz durchgefiihrt. Hierbei
wurde eine dquivalente Menge intakter Mitochondrien vor der Quervernet-
zung mit MBS einer Behandlung mit dem Enzym Apyrase unterzogen. Dieses
Enzym hydrolysiert ATP und fiihrt zu einer drastischen Senkung des ATP-
Spiegels in den Mitochondrien. Dabei blieb das Quervernetzungsprodukt bei
42 kDa erhalten. Die Funktion der F{Fo-ATP Synthase hat demnach mogli-
cherweise einen Einfluf auf die Interaktion von Sue und Cox2.

kDa “NADH | ol Apyr
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36-

29-
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Abb.23: Die Interaktion von Sue mit Cox2 wird durch Hemmung der Aktivitit der
FFo-ATP Synthase beeintrichtigt.

Isolierte Mitochondrien (150 pig Protein) des Hefestammes W303-1A wurden nach Vorin-
kubation mit Oligomycin beziehungsweise Apyrase fiir 2 min bei 25°C mit dem chemi-
schen Quervernetzer MBS behandelt (30 min bei 0°C). Nach Abbruch der Reaktion wurde
eine SDS-PAGE durchgefiihrt. Sue wurde mittels Western-Blot-Analyse und Dekoration
der Nitrozellulosemembran mit einem Antikorper, der spezifisch den C-Terminus von Sue
erkennt, dargestellt; das Quervernetzungsprodukt bei 42 kDa ist durch einen Pfeil hervor-
gehoben; Oli=Oligomycin; Apyr=Apyrase.
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4. Diskussion
4.1 Die Funktion von Sue in der mitochondrialen F,Fo-ATP Synthase

Die F,Fo-ATP Synthase der Hefe Saccharomyces cerevisiae liegt in Form
eines dimeren Komplexes in der inneren mitochondrialen Membran vor (Ar-
nold et al., 1998; Spannagel ef al., 1998). Nachdem Sue als eine Untereinheit
des Fo-Sektors des Enzyms identifiziert worden war (Arnold ef al., 1997),
konnte gezeigt werden, dass das Enzym in Abwesenheit dieser Untereinheit
nicht in der Lage ist, ein stabiles Dimer zu bilden (Arnold et al., 1998).

Neben Sue gelten auch die Untereinheiten Sug und Suk der F,Fo-ATP
Synthase als dimerspezifisch. Sie konnten nur im Monomeren, nicht aber im
Dimeren des Enzyms nachgewiesen werden (Arnold ef al., 1998). Wihrend in
der Sug Disruptante nur eine sehr geringe Menge an dimerer ATP Synthase
existiert (diese Arbeit), wirkt sich eine Disruption von Suk nicht nachweisbar
auf den Assemblierungszustand des Enzyms aus (Arnold ef al., 1998). Es lief
sich allerdings eine Auswirkung der Disruption von Sue auf die Anwesenheit
von Suk beobachten: Im Hefestamm Asue ist die Expression von Suk signifi-
kant reduziert. Sug ist in Stamm Asue nicht mehr nachweisbar. Die Unterein-
heiten Sug und Suk koénnen durch die Expression von C-terminal modifizier-
ten Mutanten von Sue rekonstituiert werden (Arnold ef al., 1998; diese Ar-
beit). In Zellen mit Sue, die durch C-terminale Verkiirzung oder durch Anfi-
gen eines Histidin-Anhangs modifiziert waren, fanden sich die Untereinheiten
von Sug und Suk in gleichen Mengen wie im Wildtyp.

4.1.1 Sueistin der Lage, Homodimere zu bilden

Die Existenz einer dimeren F;Fo-ATP Synthase wurde nicht nur in Mito-
chondrien des Organismus Saccharomyces cerevisiae, sondern auch in Mito-
chondrien aus Rinderherzen beobachtet (Schiagger und Pfeiffer, 2000). In ei-
ner fritheren Arbeit wurden zudem Hinweise auf eine Dimerisierung der Un-
tereinheit e der F\Fo-ATP Synthase von Rinderherzmitochondrien beschrie-
ben. Die Autoren wiesen ein Quervernetzungsprodukt mit Sue nach, dessen
Molekularmasse demjenigen eines Sue-Dimeren entsprach (Belogrudov et al.,
1996). Dieses Versuchsergebnis reicht fiir den Beweis des Vorhandenseins
eines Homodimeren von Sue allerdings nicht aus.

Ist die Untereinheit ¢ aus Hefe in der Lage, Homodimere zu bilden?
Das Potential von Sue als einziger Untereinheit des Fo-Sektors, eine soge-
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nannte coiled-coil- Struktur zu bilden (Arnold et al., 1997), deutet auf die Fa-
higkeit zur Ausbildung eines Homodimeren und weiterhin auf eine Beteili-
gung des Proteins bei der Dimerisierung der F{Fo-ATP Synthase hin.

Dieses Potential zu dimerisieren ist im C-terminalen, hydrophilen Be-
reich des Proteins lokalisiert, der in den Intermembranraum ragt. Es liegt in-
nerhalb der Region des Proteins, die eine starke Sequenzdhnlichkeit zu den

Untereinheiten e verschiedener Sdugerorganismen aufweist (Arnold et al.,
1997).

In der vorliegenden Arbeit wurde der Beweis erbracht, dass Sue in vivo ho-
modimere Strukturen ausbildet. Mittels chemischer Quervernetzung in intak-
ten Mitochondrien durch das im reduzierenden Milieu instabile Cystein-
spezifische Reagenz DTNB konnte ein Quervenetzungsprodukt mit Sue iso-
liert werden, dessen Molekularmasse demjenigen eines Sue-Homodimeren
entsprach. In einem anschlieBenden Experiment wurde die Quervernetzung in
dem heterogenen Stamm sue+Sue-His;, durchgefiihrt. Dieser Stamm expri-
miert sowohl die Wildtyp-Form von Sue als auch eine Variante des Proteins
mit einem N-terminalen Anhang von 12 Histidinresten. Das Quervernet-
zungsprodukt wurde mittels Ni-NTA-Affinitdtschromatographie isoliert und
in reduzierendem Milieu gespalten. Im Eluat der Ni-NTA-Fraktion konnte
sowohl Sue-His;,, als auch Sue nachgewiesen werden. Ein mit dem Wildtyp-
stamm durchgefiihrter Kontrollversuch bestétigte die Spezifitdt der Isolierung.
Da man auBlerdem beriicksichtigen muss, dass Sue nur einen einzigen
Cysteinrest besitzt, kann man anhand der beschriebenen Ergebnisse auf eine
enge rdumliche Beziehung zwischen Sue und Sue-His;, schlieBen. Wie es ihr
Potential coiled-coil-Strukturen auszubilden nahelegt, ist die Untereinheit e
der F1Fo-ATP Synthase also tatsdchlich in der Lage, zu dimerisieren.
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4.1.2 Sue spielt eine zentrale Rolle bei der Dimerisierung der F,Fo-ATP
Synthase

Nachdem Sue dimere Strukturen ausbilden kann, und in Sue-Disruptanten
eine dimere F{Fo-ATP Synthase nicht nachweisbar ist, kommt diese Unter-
einheit als ein wichtiger Dimerisierungsfaktor der F;Fo-ATP Synthase in Fra-
ge. Mittels einer Dimerisierung der in den Fo-Sektor integrierten Untereinheit
e konnte die Assemblierung der ATP Synthase zu einem dimeren Enzym-
komplex erfolgen.

Wie bereits erwéhnt, liegt jedoch auch in der Sug-Disruptante die ATP
Synthase vorwiegend in monomerer Form vor. Konnte demnach auch Sug als
Dimerisierungsfaktor der F;Fo-ATP Synthase von Bedeutung sein?

Fiir eine zentrale Rolle von Sue bei der Dimerisierung des Fo-Sektors
der ATP Synthase sprechen folgende Beobachtungen: in Hefestimmen, in
denen Sug fehlt, ist Sue, wenn auch in geringer Konzentration, nachweisbar;
entsprechend konnte in der vorliegenden Arbeit auch in Sug-Disruptanten
mittels blauer Nativgelelektrophorese eine geringe Menge an dimerer F,Fo-
ATP Synthase nachgewiesen werden. In Sue-Disruptanten andererseits ist
keinerlei Sug nachweisbar — Sue scheint also essentiell fiir die stabile Expres-
sion von Sug zu sein. Zudem besitzt die Sequenz von Sug keinerlei Potential,
eine sogenannte ,,coiled-coil Struktur auszubilden. Es ist somit wahrschein-
lich, dass die Instabilitdt der ATP Synthase in Sug-Nullmutanten indirekt eine
Folge der Herunterregulation von Sue und nicht der Abwesenheit von Sug ist.
Eventuell {ibt Sug fiir Sue eine unterstiitzende Funktion aus.

4.1.3 Erfolgt die Dimerisierung der ATP Synthase in dynamischer Weise
oder liegt ein stabiles Dimeres vor?

Ist die Dimerisierung der F1Fo-ATP Synthase ein dynamisch erfolgender Pro-
zess? Gegen diese Annahme sprechen Ergebnisse fritherer Arbeiten sowie der
vorliegenden:

Sue konnte bisher ausschlielich in der dimeren Form des Enzyms nachge-
wiesen werden (Arnold ef al., 1998). Wire es dynamisch an die F\Fo-ATP
Synthase assoziiert, um deren Dimerisierung zu bewirken, miisste es im Falle
einer monomeren ATP Synthase ausserhalb des Enzyms nachweisbar sein.
Dafiir gibt es jedoch keinen Beleg. Die Existenz von Sue ausschlieBlich in der
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dimeren Form der ATP Synthase spricht fiir das Vorhandensein eines in vivo
vorliegenden stabilen dimeren Enzymkomplexes.

Das Verhiltnis von ATP Synthase-Monomer zu ATP Synthase-Dimer
nach Lyse mit Digitonin wurde weder durch Behinderung der enzymatischen
Aktivitdt durch Oligomycin, noch durch Zerstorung des Membranpotentials
noch durch Anderung der Verhiltnisses von ATP:ADP:AMP beeinflusst (Ar-
nold 1998). Der Verlust der zusétzlich vorhandenen C-terminalen Region von
Sue, die eine signifikante Sequenzédhnlichkeit zu Adenosin-Desaminasen auf-
weist (Arnold, 1998), hat ebenfalls keine Anderung des Verhiltnisses von
ATPase-Monomer zu ATPase-Dimer zur Folge, wie in der vorliegenden Ar-
beit anhand von Untersuchungen des Stammes SueAC mittels blauer Nativge-
lelektrophorese gezeigt wurde. In diesem Stamm wurden am C-terminalen
Ende von Sue 36 Aminosduren deletiert, die auBBerhalb des zu Sdugerorga-
nismen homologen Bereiches liegen.

Auch die Umgebung von Sue verdndert sich weder nach Zerstorung des
Membranpotentials noch nach seiner Erhéhung. Dies bestétigten Quervernet-
zungsexperimente mit den chemischen Quervernetzern DSG, EDC und MBS
in intakten Mitochondrien. Sie wurden parallel unter Zugabe von NADH un-
ter Erhohung des Membranpotentials beziehungsweise von Valinomycin, das
das Membranpotential in irreversibler Weise aufhebt, durchgefiihrt. Die Um-
gebung von Sue wird demnach auch von einer resultierenden Veridnderung
der enzymatischen Aktivitit der ATP Synthase nicht beeinflusst.

Allerdings konnte nach einer Lyse unter nativen Bedingungen (mit 1% Digi-
tonin) mittels blauer Nativgelelektrophorese neben einer dimeren Form der
FFo-ATP Synthase auch eine monomere Form des Enzyms isoliert werden
(Arnold et al., 1998; diese Arbeit). Entspricht diese einem auch in vivo vor-
liegenden Monomer? Dagegen spricht zum einen, dass unter dhnlichen Lyse-
bedingungen mittels Gelfiltration nur das Dimere der ATP Synthase isoliert
werden konnte, wihrend bei der blauen Nativgelelektrophorese desselben Ly-
sates auch der monomere Komplex auftrat (Arnold et al., 1998). Neben der
Beeinflussung der Stabilitit des dimeren Komplexes durch den Lysevorgang
konnte die Bildung eines artifziellen Monomeren auch aufgrund einer Desta-
bilisierung der dimeren Form durch Auswirkungen des elektrischen Feldes
oder des Farbreagenz der blauen Nativgelelektrophorese begiinstigt werden.
Zum anderen fiihrte eine Erhohung der Konzentration des Detergenz Triton-
X100 wéhrend des Lysevorgangs zu einer Erhdhung der Menge an monome-
rer ATP Synthase gegeniiber der dimeren Form, wie eine anschliefende Ana-
lyse mittels blauer Nativgelelektrophorese ergab (Arnold et al., 1998). Diese
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Ergebnisse lassen darauf schlieen, dass das ATP Synthase-Monomere im
Verlauf des Experiments artifiziell entsteht.

Es ist somit fraglich, ob in vivo liberhaupt eine monomere Form der
ATP Synthase existiert.

4.1.4 Ist ein ATP Synthase-Dimeres eine Voraussetzung fiir die Bindung
des ATPase-Inhibitor-Proteins INH,?

Die enzymatische Aktivitdt der mitochondrialen F{Fo-ATP Synthase des Or-
ganismus Saccharomyces cerevisiae ist nicht von ihrer Dimerisierung abhén-
gig. So konnte gezeigt werden, dass die ATP-Hydrolyse-Aktivitit des mono-
meren Enzyms in den Mutanten Asue beziehungsweise Asug derjenigen des
Wildtyps, der den dimeren Komplex enthilt, entspricht (Arnold et al., 1998).
Was also konnte der Grund fiir die Existenz eines stabilen Dimeren der FFo-
ATP Synthase sein?

Die Existenz eines Dimeren des F,-Sektors der F{Fo-ATP Synthase wird der-
zeit im Zusammenhang mit der Hemmung der ATPase-Funktion der F,F,-
ATP Synthase durch das ATPase-Inhibitor-Protein IF, (Walker 1994) disku-
tiert:

Das dem Hefeprotein INH; homologe Protein aus Rinderherzmito-
chondrien IF; (Galante et al., 1981; Van Heeke et al., 1993), bindet an den
F,-Sektor der ATP Synthase in einem stochiometrischen Verhéltnis von 1:1
(Klein et al., 1980) und hemmt dadurch die ATPase-Aktivitit des Enzyms,
also seine Fahigkeit, ATP zu hydrolysieren. Die ATPase-Aktivitit des En-
zyms wird bendtigt, um innerhalb der inneren mitochondrialen Membran ei-
nen pH-Gradienten aufzubauen. Dies wird dadurch erreicht, dass Protonen
aus der Mitochondrienmatrix in den Intermembranraum gepumpt werden. Der
pH-Gradient iiber die innere Mitochondrienmembran nimmt beispielsweise
dadurch ab, dass die Zellen unter Sauerstoffmangel leiden und deshalb der
Elektronentransport und der daran gekoppelte Aufbau des pH-Gradienten
durch die Enzyme der Atmungskette behindert wird. Dadurch wird wiederum
die oxidative Phosphorylierung beeintrachtigt, es wird ATP nur noch iiber den
Weg der Glykolyse bereitgestellt. Unter diesen Bedingungen fungiert die ATP
Synthase als ATPase. Es wird also noch zusitzlich ATP abgebaut. Durch
Bindung von IF; an die ATP Synthase wird ihre ATPase-Funktion gehemmt.
So bleibt ein Grundspiegel an ATP in der Mitochondrienmatrix erhalten.
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Kiirzlich wurde ein Modell vorgestellt, demzufolge eine dimere Form von IF,
an zwei benachbarte F;-Doménen der F;Fo-ATP Synthase bindet und auf die-
se Weise die ATPase-Aktivitit des Enzyms hemmt (Cabezon et al., 2000b).
Die Bildung der aktiven, dimeren Form von IF; ist abhingig von Mg-ATP
und vom pH-Wert (Pedersen et al., 1981; Penin et al., 1988; Sah et al., 1993).
Im leicht saurem Milieu (pH<6.5) in der mitochondrialen Matrix liegt das En-
zym unter Ausbildung von coiled-coil Strukturen der C-terminalen Region
vorwiegend als Dimer vor (Cabezon et al., 2000b; Gordon-Smith et al.,
2001). In dieser aktiven Form ist es in der Lage, mittels der einander gegen-
iber liegenden N-terminalen Regionen, gleichzeitig an die F;-Doménen zwei-
er benachbarter F{Fo-ATP Synthasen zu binden und dadurch deren ATPase-
Aktivitdt zu hemmen. Ein saures Milieu im Cytosol und darauf folgend in der
Mitochondrienmatrix kann bei Sauerstoffmangel und damit einhergehender
Erhohung der Glykolyse entstehen (Rouslin et al., 1983). Mit Abnahme der
Protonenkonzentration auf einen Wert von pH=8.0 liegt IF; in einer inakiven
Form als Tetramer vor. Hier sind die N-terminalen Regionen maskiert und
somit nicht mehr in der Lage, an die F;-Doméne der ATPase zu binden (Ca-
bezon et al., 2000a, b).

Es ist noch ungeklirt, ob das homologe Protein INH; von Saccharo-
myces cerevisiae ebenfalls benachbarte Fi-Dominen der ATP Synthase bindet
und so thre ATPase-Aktivitit hemmt. Allerdings ist dies wahrscheinlich, da
sowohl in Hefemitochondrien, als auch in Rindermitochondrien die F{Fo-ATP
Synthase als dimerer Komplex nachgewiesen werden kann. In der Hefe wird
die Bindung von INH; an die ATPase zusitzlich durch zwei weitere Proteine,
STF1 und STF2 (,,stabilizing factors 1 and 2*: Akashi et al., 1988; Hashimoto
et al., 1981, 1987; Ichikawa et al., 1990) unterstiitzt.

Durch die Existenz eines statisch vorhandenen Dimeren der ATP Synthase
wire gewdahrleistet, dass eine aktive Form von IF,/INH; zwei eng benachbarte
F-Dominen vorfindet, an die sie bei Bedarf gleichzeitig binden und so die
ATPase-Aktivitit des Enzyms hemmen kann (Abb.24).

Dieser Hypothese eines ATP Synthase-Dimeren als Voraussetzung ei-
ner optimalen Funktion der aktiven Form von IF,;/INH; als Inhibitor der
ATPase-Aktivitit der FiFo-ATP Synthase widerspricht die Annahme von J.E.
Walker (unveroffentlicht: Kommunikation mit R.A. Stuart). Anhand der Beo-
bachtung, dass die F;-Doméne der ATP Synthase unter Bindung von IF; di-
merisiert (Cabezon et al., 2000b), postuliert er, dass die ATP Synthase norma-
lerweise als Monomer vorliegt und erst mittels Bindung von IF; unter den o-
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ben beschriebenen Bedingungen eine Dimerisierung des Enzyms erfolgt.
Demnach verliefe die Dimerisierung der ATP Synthase in dynamischer Weise
abhédngig vom Milieu der Zelle. Bis jetzt konnten allerdings, wie im vorher-
gehenden Kapitel beschrieben (4.1.3) keinerlei Hinweise darauf gewonnen
werden, dass ein Monomeres der F{Fo-ATP Synthase in vivo existiert, bezie-
hungsweise die Dimerisierung des Enzyms in dynamischer Weise erfolgt. Sie
sprechen im Gegenteil fiir die Existenz einer innerhalb der inneren mito-
chondrialen Membran stabil als Dimer assoziierten ATP Synthase.

Der Hypothese von Walker widerspricht zudem, dass in INH,/STF,
Doppeldisruptanten der Hefe die F|Fo-ATP Synthase als dimerer Komplex
vorliegt, wobei die Expression von Sue nicht beeintrachtigt ist (M.K. Dien-
hart, H. Schiagger und R.A. Stuart, in Vorbereitung).

Fo Fo
Innenmembran
Matrix
Fi Fq
N
C C
INH,/IF;
Dimer

Abb.24: Dimerisierung der F1Fo-ATP Synthase als Voraussetzung fiir eine Hemmung
der ATPase-Funktion durch den Inhibitor INH/IF; (Beschreibung im Text)
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Neuere Ergebnisse zeigten vor kurzem, dass auch in Abwesenheit von Sue
und somit in Abwesenheit eines stabilen ATP Synthase-Dimeren INH,/IF, die
ATPase-Funktion des Enzyms hemmt (M.K. Dienhart, H. Schigger und R.A.
Stuart, in Vorbereitung). Dies konnte bedeuten, dass eine Inhibierung der
ATPase-Funktion auch am monomeren Enzym moglich ist. Es wire jedoch
auch moglich, dass in der Sue-Disruptante in vivo eine dimere ATP Synthase
vorliegt, aber aufgrund des Fehlens von Sue dieses Dimer sehr instabil und
damit nicht nachweisbar ist. Dies konnte bedeuten, dass neben Sue ein weite-
rer Dimerisierungsfaktor der ATP Synthase existiert. Dieses Denkmodell lie-
Be weiterhin den Schlul3 zu, dass die Bindung von IF,/INH; an zwei eng be-
nachbart lokalisierte F;-Doménen einer statisch vorhandenen dimeren Form
der F1Fo-ATP Synthase erfolgt.

4.1.5 Sue steht in engem Kontakt zu Suk

Drei Untereinheiten des Fo-Sektors der F1Fo-ATP Synthase, die Untereinhei-
ten e, g und k gelten als dimerspezifisch. Das bedeutet, sie sind mittels zwei-
dimensionaler nativer Gelektrophorese im Monomer des Enzyms nicht mehr
nachweisbar (Arnold et al., 1998). Das Fehlen von Suk im Gegensatz zu dem-
jenigen von Sug und Sue wirkt sich auf die Assemblierung der ATP Synthase
nicht nachweislich aus. Allerdings konnte eine Beziehung zwischen Sue und
Suk festgestellt werden:

In Hefestimmen, in denen Sue fehlt (Asue) beziehungsweise stark herunterre-
guliert ist (Asug) sinkt auch die Menge an Suk signifikant. Anhand der Lyse
dquivalenter Mengen von Sue- und Sug-Disruptanten im Vergleich zu Wild-
typ-Mitochondrien und Analyse der mittels SDS-PAGE und Western-Blot
isolierten Proteine mit einem Suk spezifisch erkennenden Antiserum konnte
dies beobachtet werden,

Um eine mogliche physikalische Interaktion zwischen Sue und Suk un-
tersuchen zu konnen, wurde ein Quervernetzungsexperiment durchgefiihrt.
Tatsdchlich konnte nach Quervernetzung mit dem Reagenz DSG ein Quer-
vernetzungsprodukt der Molekularmasse von 19 kDa gewonnen werden. An-
hand der Isolierung dieses Produktes unter denaturierenden Bedingungen mit
einem Antikorper, der spezifisch Sue erkennt und nachfolgender erfolgreicher
Dekoration mit einem fiir Suk spezifischen Antikérper konnte gezeigt werden,
dass mittels DSG eine chemische Quervernetzung von Sue und Suk erfolgt
war. Dafiir, dass es sich bei der Quervernetzung tatsdchlich um eine Bindung
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von Sue an Suk handelt, spricht weiterhin, dass das Quervernetzungsprodukt
von 19 kDa in der Suk-Nullmutante nicht mehr vorhanden ist.

Im Stamm Asue+SueAC, in dem die in der Hefe zuséitzlich vorhandene
C- terminale Region disruptiert worden war, sowie im Stamm Asue+Sue-His,,
entsprach die mittels Western-Blot-Analyse isolierter Mitochondrien ermittel-
te Expression von Suk derjenigen des Wildtypstammes. Das 1463t den Schluf3
zu, dass der fiir Sue charakteristische C-terminale Bereich fiir eine Interaktion
von Sue und Suk nicht essentiell ist.

Wozu konnte eine physikalische Interaktion von Sue und Suk dienen? Suk ist
ein relativ kleines, 68 Aminosdurereste umfassendes Protein, das im Inter-
membranraum lokalisiert und peripher an die innere Mitochondrienmembran
assoziiert ist. Es ist nicht essentiell fiir die Dimerisierung oder die katalytische
Funktion der F{Fo-ATP Synthase (Arnold ef al., 1998).

Auch das Fehlen der beiden Untereinheiten e und k in einer Doppeldisruptan-
te Asue /Asuk hat keinerlei tiber den Phénotyp der einfachen Nullmutanten
hinausgehende Auswirkung auf die Aktivitit des Enzyms (Stuart, nicht verof-
fentlicht).

Ebenso konnte mittels Quervernetzungsexperimenten in isolierten Mi-
tochondrien nach Erhéhung beziehungsweise Senkung des Membranpotenti-
als nach Westernblot-Analyse der Quervernetzungsprodukte von Sue keiner-
lei quantitative Verdnderung des wahrscheinlich aus der Bindung von Sue an
Suk resultierenden Quervernetzungsproduktes bei 19 kDa beobachtet werden.
Somit scheint eine Anderung des Energiezustandes der inneren Mitochond-
rienmembran ebenfalls keine Auswirkung auf eine potentielle Interaktion von
Sue und Suk zu haben.

Obwohl eine physikalische Interaktion zwischen Sue und Suk festge-
stellt werden konnte, gelang es nicht, die physiologische Grundlage dieser
Interaktion zu bestimmen. Die Untereinheit k ist nicht nachweisbar in die Di-
merisierung oder katalytische Funktion der FFo-ATP Synthase involviert.
Ein Zusammenspiel von Sue und Suk wird anscheinend auch nicht durch An-
derung des Membranpotentials beeinflufit. Fiir die Interaktion zwischen Sue
und Suk ist der fiir Sue aus Saccharomyces cerevisiae charakteristische C-
terminale Bereich nicht notwendig.
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4.2. Gibt es ein der Untereinheit k homologes Protein?

Durch einen Vergleich der Aminosduresequenz von Suk mit dem Genom der
Hefe Saccharomyces cerevisiae durch das Programm rBlast N konnte auf dem
Chromosom 15 eine DNS-Sequenz identifiziert werden, deren abgeleitete
Aminosduresequenz derjenigen von Suk sehr dhnlich ist. Ein Sequenzver-
gleich war urspriinglich durchgefiihrt worden, um Hinweise auf die Funktion
von Suk zu erhalten. Die Aminosduresequenz kann moglicherweise einem
bisher unbekannten Protein zugeordnet werden. Dieses hypothetische Protein
Suk™™ umfasst 90 Aminosdurereste und seine N-terminale Region ist der A-
minosduresequenz von Suk zu 45% homolog. Die Hydropathieprofile von Suk
und Suk™" sind in diesem Bereich sehr dhnlich.

Ist Suk™™ wie Suk eine Untereinheit der F;Fo-ATP Synthase? Experi-
mente zur Untersuchung dieser Fragestellung gaben keinerlei Hinweis zur
Unterstlitzung einer solchen Annahme.

Ein Test des Wachstumsphénotyps der Disruptante Asuk" und der Doppel-
disruptante Asuk/Asuk™" auf einer Agarplatte, die die nicht-fermentierbare
Kohlenstoffquelle Glycerin enthielt, ergab ein Wachstum der Disruptanten,
das demjenigen des Wildtyps entsprach. Suk™" iibt demnach weder allein,
noch im Zusammenspiel mit Suk eine essentielle Funktion im Zusammenhang
mit der oxidativen Phosphorylierung aus.

Die Analyse der Disruptanten mittels blauer Nativgelelektrophorese
und Dekoration mit einem die Untereinheit Fa der ATP Synthase spezifisch
erkennenden Antikdrper ergab, dass Suk™™ beziehungsweise Suk gemeinsam
mit Suk™™ auch fiir die Dimerisierung der F,Fo-ATP Synthase ohne Bedeu-
tung zu sein scheint.

Die Abwesenheit von Suk™ beziehungsweise von Suk und Suk™™
gleichzeitig hat keinerlei Auswirkung auf die Expression der dimerspezifi-
schen Untereinheiten des Fo-Sektors oder der Untereinheit F;a des F;-Sektors
des Enzymkomplexes.

Es bestand die Vermutung, es konnte sich bei Suk™ um eine noch un-
bekannte Untereinheit der F1Fo-ATP Synthase handeln. Dies wird dadurch in
Frage gestellt, dass es nicht gelang, dieses Protein mittels Analyse der mono-
meren oder der dimeren Form des Enzyms durch zweidimensionale Gele-
lektrophorese nachzuweisen (Arnold ef al., 1998).

khom
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Falls Suk™™ entgegen bisher erhaltener Ergebnisse ein Bestandteil der F,Fo-
ATP Synthase ist, so ist die Entfaltung seiner physiologischen Wirkung even-
tuell von anderen als den bisher gewidhlten Bedingungen, wie beispielsweise
der Anzucht der Hefen auf einem YPGal-Medium und einer logarithmischen
Wachstumsphase, abhéngig.

Moglicherweise ist Suk™™, falls es existiert, jedoch nicht in der ATP Synthase
lokalisiert, sondern ist in ganz anderen Bereichen der Mitochondrien oder des
Cytosols von Saccharomyces cerevisiae wirksam. Eventuell ist es Bestandteil
anderer ATPasen in anderen Organellen der Hefe und iibt dort eine dhnliche
Funktion aus. Allerdings konnte kein Antiserum gewonnen werden, das ent-
weder in Mitochondrien oder im Cytosol lokalisiertes hypothetisches Suk™™
spezifisch erkennt.

Ergebnisse, die die Existenz von Suk™™ bestitigen, konnten demnach bis jetzt
noch nicht erhalten werden.
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4.3 Interagiert die F;Fo-ATP Synthase mit dem Cytochrom bc;-
COX-Suprakomplex?

Es konnte kiirzlich gezeigt werden, dass die Cytochrom c-Oxidase und der
Cytochrom bc;-Komplex in der Hefe Saccharomyces cerevisiae jeweils Di-
mere bilden, die wiederum zu einem Suprakomplex zusammengefasst sind.
Sie diffundieren somit weder in Hefe- noch in Rindermitochondrien frei in
der inneren Membran, sondern sind stabil miteinander assoziiert (Cruciat et
al., 2000; Schiagger und Pfeiffer, 2000, 2001). Eventuell ist eine Anordnung
in einen Suprakomplex vorteilhaft fiir die Regulierung der Aktivitit oder die
Assemblierung der Komponenten der Elektronentransportkette. Es wire
denkbar, dass auch die FFo-ATP Synthase als Enzym der oxidativen
Phosphorylierung physiologisch eng an die anderen Komponenten der At-
mungskette gebunden ist.

4.3.1 Die Assemblierung der F,;Fo-ATP Synthase korreliert mit der Ak-
tivitit der Komponenten des Cytochrom bc,;-COX-Suprakomplexes

Die Dimerisierung der F;Fo-ATP Synthase konnte, wie oben vermutet (siche
4.1.4), der Regulation der ATPase-Aktivitit des Enzyms dienen. Ergebnisse
der vorliegenden Arbeit erbrachten jedoch Hinweise darauf, dass die Dimeri-
sierung der ATP Synthase essentiell fiir die optimale Funktion der Kompo-
nenten der Atmungskette, wie derjenigen des Cytochrom bci-COX-
Suprakomplexes ist.

Frithere Arbeiten erbrachten Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen
der Aktivitit der F\Fo-ATP Synthase und der Aktivitit der Cytochrom c-
Oxidase:

So konnte in Hefestimmen mit nicht funktionsfahiger und nicht assemblierter
ATP Synthase (Asu 4) eine signifikante Reduktion der Aktivitdt der Cytoch-
rom c-Oxidase um das Fiinffache beobachtet werden (Paul et al., 1989). Auf-
grund der Abnahme der Aktivitdt der Cytochrom c-Oxidase um etwa 30% in
Abwesenheit von Sug, einer Untereinheit der F;Fo-ATP Synthase, wurde eine
enge physiologische Beziehung zwischen der FFo-ATP Synthase und der
Cytochrom c¢-Oxidase vermutet (Boyle et al, 1999). Aus kalorimetrischen
Messungen an isolierten Membranvesikeln und EPR-Spektroskopie wurde auf
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die Bildung eines Suprakomplexes aus Cytochrom c-Oxidase und dem Fo-
Sektor der F1Fo-ATP Synthase geschlossen (Qiu ef al., 1992).

Eine Interaktion zwischen Cytochrom bc;-Komplex und F,Fo-ATP Synthase
konnte allerdings nicht beobachtet werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine direkte Auswirkung des Assemblie-
rungszustandes der FiFo-ATP Synthase auf die Funktionalitit der Cytochrom
c-Oxidase beziehungsweise des Cytochrom bc;-Komplexes gezeigt. In isolier-
ten Mitochondrien der Hefestimme Asue und Asug ist die Aktivitit beider
Komponenten der Elektronentransportkette gegeniiber dem Wildtyp signifi-
kant reduziert, obwohl die spezifische Aktivitat der F{Fo-ATP Synthase hier
nicht beeintriachtigt ist. So konnte im Stamm Asue eine Reduktion der Cy-
tochrom c-Oxidase-Aktivitit um etwa 75 %, im Stamm Asug um etwa 50 %
gemessen werden. Die Aktivitidt des Cytochrom bci-Komplexes sank in der
Sue- und der Sug- Disruptante um etwa denselben Wert. Eine Reduktion der
Cytochrom c-Oxidase-Aktivitdt in Asue beziehungsweise Asug wurde auch
von weiteren Gruppen beobachtet (Tokatlidis et al., 1996; Boyle et al.,
1999). Auf nicht-fermentierbaren Medien erfolgt das Wachstum der Sue- und
Sug-Disruptante im Vergleich zum Wildtyp signifikant langsamer (Arnold et
al., 1998).

Die Reduktion der Aktivititen der Cytochrom c-Oxidase und des Cy-
tochrom bc;-Komplexes korrelieren mit dem Assemblierungsgrad der F,Fo-
ATP Synthase: Die geringste Reduktion der Aktivitdten findet man im Stamm
Asuk, wo die ATP Synthase zwar nicht mehr vollig intakt, aber zu einem Di-
mer assembliert ist. Hier ist sie um etwa 15 % verringert. In Mitochondrien
des Stammes Asug liegt noch ein geringer Teil der ATP Synthase als Dimer
vor, in Mitochondrien des Stammes Asue konnte keinerlei Dimer nachgewie-
sen werden, entsprechend ist hier die Reduktion der Aktivititen am deutlichs-
ten ausgepragt.

Diese Korrelation weist auf einen Einfluss des Assemblierungszustan-
des der F{Fo-ATP Synthase auf die Aktivitit der Komponenten des Cytoch-
rom bc;-COX-Suprakomplexes hin.
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4.3.2 Die Assemblierung der F,Fo-ATP Synthase beeinflusst die
Assemblierung des Cytochrom bc;-COX-Suprakomplexes

Auf welche Weise wirkt sich die Assemblierung der FFo-ATP Synthase auf
die Aktivititen des Cytochrom bc;-Komplexes und der Cytochrom c-Oxidase
aus? Moglicherweise ist die Stabilitit des Cytochrom bc-COX-
Suprakomplexes beeintrachtigt, wenn die ATP Synthase nicht mehr als Dimer
vorliegt. Beispielsweise konnte bedeuten ein ATP Synthase-Dimer den Sup-
rakomplex vor Zerfall oder einem Angriff durch abbauende Proteine schiitzen
oder fiir eine korrekte Assemblierung notwendig sein (Abb.25).

In Sue —Nullmutanten wird die Expression von Cox2 signifikant redu-
ziert. Somit konnte die Reduktion der Aktivitidt der Cytochrom c-Oxidase in
Asue auch darauf zuriickgehen, dass aufgrund der geringeren Expression von
Cox2 ein signifikanter Teil der Cytochrom c-Oxidase nicht vollstindig as-
sembliert vorliegt. Eventuell interagiert Sue (neben seiner Rolle als Dimeri-
sierungsfaktor der ATP Synthase) mit Untereinheiten der Cytochrom c-
Oxidase und beeinflusst ihre Stabilitit oder ihre Assemblierung auf eine Wei-
se, die noch zu untersuchen wére. Allerdings kann man im Stamm Asug keine
Herunterregulation beziehungsweise erhohte Instabilitit von Cox2 beobach-
ten, obwohl auch hier die Menge an Sue signifikant reduziert ist. Moglicher-
weise reicht eine geringe Menge an Sue aus, um Cox2 zu stabilisieren.

Die erstgenannte Hypothese einer Auswirkung der Assemblierung der
FFo-ATP Synthase auf die Stabilitdt beziehungsweise die Assemblierung des
Cytochrom bc-COX-Suprakomplexes wird durch die Ergebnisse der blauen
Nativgelelektrophorese in Sue-, Sug- und Suk-Disruptanten unterstiitzt. So-
wohl in Asue, als auch in Asug ist der Suprakomplex unvollstindig assemb-
liert. Dass im Stamm Asug die Assemblierung des Suprakomplexes beein-
trachtigt ist, obwohl die Menge an Cox2 derjenigen des Wildtyps entspricht,
deutet auf eine direkte Auswirkung der Assemblierung der F,Fo-ATP Syntha-
se auf die Assemblierung und somit die Aktivitit des Suprakomplexes hin.
Entsprechend ist in Asuk (mit dimerer ATP Synthase) der Suprakomplex voll-
stindig und in Aatpl0 (ohne assemblierten Fo-Sektor) liberhaupt nicht as-
sembliert. Bei der Interpretation der vorliegenden Ergebnisse muss man aller-
dings die Neigung einiger Disruptanten von Untereinheiten der F,Fo-ATP
Synthase beriicksichtigen, spontan rho™ - Hefestimme zu bilden, deren mito-
chondriale Erbinformation verloren gegangen ist. Das gilt besonders fiir die
Hefestimme Asue oder Aatpl(. Dies wiirde ebenfalls indirekt zu den beo-
bachteten Phinomenen fiihren. Auch hier wiirde zum Beispiel die Cytochrom
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c-Oxidase nicht in einen Suprakomplex assemblieren, da kein mitochondrial
kodiertes Cox2 gebildet wiirde. Dieser Annahme widerspricht jedoch ent-
schieden die bereits dargestellte Beobachtung, dass im Stamm Asug, in dem
Cox2 in einer dem Wildtyp vergleichbaren Menge exprimiert wird, der Cy-
tochrom bc;-COX-Suprakomplex ebenfalls nicht vollstindig assembliert.

Der Phinotyp, der beziiglich der Assemblierung des Cytochrom bc;-
Suprakomplexes bezichungsweise der Expression von Cox2 in Sue-
Disruptanten auftritt, kann in den Hefestimmen  Asue+Sue-His;; und
Asue+SueAC nicht mehr beobachtet werden. Wie bereits erwidhnt, ist im
Stamm Sue-His;; der C-Terminus durch einen Anhang von 12 Histidinresten
modifiziert. Im Stamm Asue+SueAC wurde die in Saccharomyces cerevisiae
zusiétzlich vorhandene C-terminale Region disruptiert. Die Untersuchung der
Assemblierung des Suprakomplexes in diesen Stimmen sollte Hinweise dafiir
geben, ob die C-terminale Region direkt in diese involviert ist. Auch in die-
sem Fall liegt wieder eine dimere FFo-ATP Synthase vor. Die Assemblie-
rung des Suprakomplexes hdngt sichtbar von derjenigen der F,Fo-ATP
Synthase ab.

Innenmembran

Matrix

ATP

Synthase

Abb.25: Dimerisierung der F;Fo-ATP Synthase zum ,,Schutz* des Cytochrom
bc-COX-Suprakomplexes.

Beschreibung siehe Text. bc;/COX= Suprakomplex aus dem Dimeren des Cytochrom bc;-
Komplexes und dem Dimeren der Cytochrom c-Oxidase.
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Die Assemblierung der FFo-ATP Synthase zu einem Dimer wird durch die
Assemblierung der Komponenten des Cytochrom bc;-COX-Suprakomplexes
nicht beeinflusst. Die Dimerisierung der FFo-ATP Synthase verlauft also un-
abhingig von der Assemblierung des Suprakomplexes.

4.3.3 Die Untereinheit e der F;Fo-ATP Synthase ist wahrscheinlich Un-
tereinheiten des Cytochrom bc-COX-Suprakomplexes benachbart

Eine direkte Interaktion von Untereinheiten der FFo-ATP Synthase mit Un-
tereinheiten der Cytochrom c-Oxidase wurde zwar bereits postuliert (Boyle et
al., 1999), doch diese Annahme konnte bisher nicht bewiesen werden.

Auch Ergebnisse der Untersuchung des Umfelds von Sue in Hefestimmen mit
unvollstindig assemblierter Cytochrom c-Oxidase beziehungsweise Cytoch-
rom bc-Komplex unterstiitzen die Annahme eines Suprakomplexes aus Cy-
tochrom bc;-Komplex, Cytochrom c-Oxidase und F;Fo-ATP Synthase in der
Hefe Saccharomyces cerevisiae.

Durch Untersuchung des Musters der Interaktionspartner von Sue nach Quer-
vernetzung sollten Hinweise darauf gewonnen werden, ob Untereinheiten der
FFo-ATP Synthase sich in enger Nachbarschaft mit Untereinheiten der
Komponenten des Cytochrom bc-COX-Suprakomplexes befinden. Diese Er-
folgte in den Stammen Acox20, Acox4 und Aimp1, in denen die Cytochrom c-
Oxidase nicht vollstindig assembliert, Acox/2, in dem sie assembliert und
Acorel, in dem der Cytochrom bci-Komplex nicht assembliert.

Die Anderung der Umgebung von Sue in den Stimmen, in denen die
Cytochrom c-Oxidase beziehungsweise der Cytochrom bc;-Komplex nicht
assembliert sind, weist auf eine enge physiologische Beziehung dieser Unter-
einheit mit den beiden Komponenten des Suprakomplexes hin.

Durch Quervernetzungsexperimente mit den chemischen Quervernetzern
MBS und DTNB im Stamm Asue+Sue-His;, gelang es weiterhin mittels Ni-
NTA-Affinititschromatographie, ein Quervernetzungsprodukt der Gro3e von
42 kDa spezifisch zu isolieren. Dieses war sowohl mit einem Antiserum, das
Sue, als auch mit einem Antiserum, das Cox2 spezifisch erkennt, nachweis-
bar. Somit wurde eine physikalische Interaktion zwischen der Untereinheit
Sue der FFo-ATP Synthase und der Untereinheit Cox2 der Cytochrom c-
Oxidase nachgewiesen.

Es scheint, als ob die Interaktion von Sue und Cox2 bei Hemmung der ATP
Synthase- beziehungsweise ATPase-Aktivitdt der FiFo-ATP Synthase durch
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Oligomycin unterbrochen wird. Dies wurde ebenfalls anhand von Querver-
netzungsexperimenten gezeigt.

Die vorliegenden Daten sprechen fiir die Existenz eines Suprakomplexes in
Saccharomyces cerevisiae, der nicht nur den Cytochrom bc;-Komplex und die
Cytochrom c¢-Oxidase, sondern auch die FFo-ATP Synthase umfafit. Dies
wire physiologisch von einigem Vorteil: eine stabile Einbindung der Kompo-
nenten der Atmungskette in einen Multienzymkomplex wiirde zum Beispiel
die Weiterleitung von Intermediaten an die folgende Komponente der Elekt-
ronentransportkette erleichtern und beschleunigen (Fersht, 1999). Die Bildung
von ATP ist an den Aufbau eines elektrochemischen Gradienten iiber die in-
nere Mitochondrienmembran gekoppelt. Eine physiologisch enge Beziehung
zwischen der ATP Synthase und den Komponenten der Elektronentransport-
kette, die an diesem Aufbau beteiligt sind, wére sinnvoll. Eine notwendige
koordinierte Regulation der einzelnen Aktivititen wére so erheblich leichter
durchfiihrbar.

Die Anordnung der F,Fo-ATP Synthase zu einem Dimer verlduft unabhéngig
von der Assemblierung des Cytochrom bc;-COX-Suprakomplexes. Die As-
semblierung eines moglichen Supra-Suprakomplexes aus Cytochrom c-
Oxidase, Cytochrom bci-Komplex und F,Fo-ATP Synthase erfolgt demnach
eventuell geordnet. Eine Voraussetzung dafiir wéare zunéchst die Dimerisie-
rung der ATP Synthase.

4.3.4 Sue - ein Regulationsfaktor innerhalb der Atmungskette?

Eine physikalische Interaktion von Sue und Cox2 konnte auf eine Funktion
von Sue als Regulationsfaktor der Aktivititen der Komponenten der At-
mungskette hindeuten. Die Regulation kénnte durch einen direkten Kontakt
mit Untereinheiten der Enzymkomplexe erfolgen.

Sue wird bei der Isolierung der ATP Synthase in Gegenwart von Detergen-
zien relativ leicht abgeldst (Arnold et al., 1998; Arakaki et al., 2001). Dies ist
einer der Griinde, warum es so spit diesem Enzym zugeordnet werden konn-
te. Eventuell war eine relativ lockere Assoziation von Sue an seine Interakti-
onspartner auch der Grund, warum es nicht gelang, Cox2 nach einer Lyse un-
ter milden Bedingungen (bei einer Solubilisierung mit 1% Digitonin bezie-
hungsweise 1% DDM) mit einem Antiserum gegen Sue zu isolieren.
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Fiir Sue wurde wiederholt eine regulative Funktion vorgeschlagen. So besitzt
die Aminosduresequenz der zusatzlich vorhandenen C-terminalen Region von
Sue aus Saccharomyces cerevisiae, das wie bereits erwidhnt in den Inter-
membranraum  ragt, signifikante Sequenzdhnlichkeit zu Adenosin-
Desaminasen anderer Organismen. Sue konnte demnach durch Interaktion mit
Adenin-Nukleotiden regulatorisch wirksam werden indem sie beispielsweise
die Dimerisierung der F;Fo-ATP Synthase beeinflufit.

Diese Hypothese konnte allerdings nicht bestdtigt werden (siehe Kapi-
tel 4.1.1). Moglicherweise wird jedoch durch eine Interaktion von Sue mit
Adenin-Nukleotiden eine potentielle Interaktion von Sue und Cox2 beein-
flusst. Somit wiirde der Gehalt an ATP in der mitochondrialen Matrix nicht
die Aktivitdt der F\Fo-ATP Synthase, sondern die Aktivitit der Cytochrom c-
Oxidase beeinflussen. Auch hier wire die Bildung eines Suprakomplexes aus
den Enzymen der Atmungskette sinnvoll.

Die Expressionsrate von Sue in Zellen aus dem Muskelgewebe von Méusen
(C2C12 Zellen) hing von der Verfiigbarkeit an Sauerstoff ab (Levy und Kelly,
1997). Hierbei wurde die Expression verschiedener Gene wihrend der Diffe-
renzierung von Myoblasten zu Myotuben unter normalen Bedingungen bezie-
hungsweise bei Sauerstoffmangel untersucht. Nach einem Sauerstoffmangel
von 24 Stunden sank dabei die Konzentration an Sue-mRNA in der Zelle um
mehr als 70%.

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde ebenfalls eine regulatorische Funk-
tion des Proteins, allerdings ausschlieflich auf die Aktivitdt der ATP Synthase
bezogen, vorgeschlagen. Konnte es sein, dass diese regulatorische Funktion
sich nicht nur auf die ATP Synthase, sondern auch auf die Cytochrom c-
Oxidase erstreckt? Die Verfiigbarkeit von Sauerstoff innerhalb einer Zelle
diirfte sich primér auf die Aktivitit der Cytochrom c-Oxidase und erst sekun-
dér, iiber das elektrochemische Potential, auf diejenige der FFo-ATP Syntha-
se auswirken.

Es ist bisher noch nicht gekléirt, ob die Verfiigbarkeit von Sauerstoff eine
Auswirkung auf die Dimerisierung der F;Fo-ATP Synthase hat. Die Herunter-
regulation der Expression von Sue bei geringer Verfiigbarkeit von Sauerstoff
konnte die Bildung eines ATP Synthase-Monomeren oder aber die Instabili-
sierung der dimeren Form und damit wahrscheinlich auch die Bildung gerin-
gerer Mengen an vollstindig assembliertem Suprakomplex zur Folge haben.
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Die Expression von Sue wiirde sich auf diese Weise auf die Aktivitdt der Cy-
tochrom c-Oxidase auswirken.
Des Weiteren wurde eine Auswirkung der C-terminalen Region von Sue aus
Rattenmitochondrien auf die ATPase-Aktivitdt der ATP Synthase beobachtet
(Higuti et al., 1992; Arakaki et al., 2001). Es gelang, in Mitoplasten die
ATPase-Aktivitit der ATP Synthase durch Blockierung dieser Region von
Sue durch einen spezifischen Antikorper zu stimulieren. Die Autoren stellten
zudem eine Sequenzdhnlichkeit der C-terminalen Region von Sue mit der
Ca”"-abhingigen Tropomyosin-bindenen Region von Troponin T fest. Sie
vermuteten daher in Sue eine Untereinheit der ATP Synthase, die iiber ihre C-
terminale Region die Regulation der Aktivitit des Enzyms in Abhéngigkeit
des Ca”*"-Spiegels in der Zelle beeinflusst. Auch andere Untereinheiten der
FFo-ATP Synthase werden als Vermittler zwischen der Ca’"-Konzentration
in der Zelle und der Aktivitdt der ATP Synthase diskutiert. Dazu gehort die
Untereinheit 3 des F;-Sektors (Hubbard und McHugh, 1996).
Interessanterweise ist auch die Aktivitdt der Cytochrom c-Oxidase ab-
hingig von der Ca**-Konzentration. Kiirzlich wurde die Ca*"-abhingige Re-
gulation der Cytochrom c-Oxidase mit der Aktivitit der F1Fo-ATP Synthase
in Beziehung gesetzt (Bender und Kadenbach, 2000). Kénnte hier Sue als ein
Koordinator der Ca*"-abhiingigen Aktivititen beider Enzymkomplexe wir-
ken?

Sue wurde durch die vorliegende Arbeit als ein Dimerisierungsfaktor der
F\Fo-ATP Synthase identifiziert. Weitere Funktionen des Proteins miissen
noch geklart werden. Insbesondere ist die Natur seiner potentiellen Interaktion
mit Cox2 zu untersuchen.
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5. Zusammenfassung

Im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit steht die Funktion der Untereinheit e
(Sue) der mitochondrialen F{Fo-ATP Synthase von Saccharomyces cerevisi-
ae. Anhand der Resultate der durchgefiihrten Experimente wurden folgende
Schlussfolgerungen gezogen:

(1)  Sue ist der Lage, ein Sue-Homodimeres zu bilden. Das Protein spielt
eine zentrale Rolle bei der Assemblierung der F;Fo-ATP Synthase zu einem
stabilen Dimer. Sue-Disruptanten bilden entsprechend kein stabiles ATP
Synthase-Dimeres aus. Die C-terminalen 36 Aminosdurereste von Sue, die
gegeniiber Untereinheiten e aus Sdugerzellen zusitzlich vorhanden sind, sind
fiir die Dimerisierung von Sue und der FFo-ATP Synthase ohne Bedeutung.

(2)  Zwischen den Untereinheiten e und k, die beide im Fo-Sektor der ATP
Synthase lokalisiert sind, besteht eine enge rdumliche Beziehung. Fiir die In-
teraktion von Sue mit Suk ist der Bereich von Sue, der anderen Untereinheiten
e aus Saugerzellen dhnelt, ausreichend.

(3) Im Hefegenom wurde ein der Sequenz von Suk nahe verwandtes Le-
seraster gefunden. Die Sequenzdhnlichkeit auf Aminosdureebene betragt
45%. Ein entsprechendes hypothetisches Protein wurde als Suk™™ bezeichnet.
Eine Deletion dieser Sequenz allein oder gemeinsam mit dem Gen fiir Suk
blieb ohne Auswirkungen auf die oxidative Phosphorylierung, die Assemblie-
rung der FFo-ATP Synthase und die Expression von Untereinheiten des Fo-
Sektors der FFo-ATP Synthase.

(4) Die Dimerisierung der F;Fo-ATP Synthase und somit auch die Funkti-
on von Sue als Dimerisierungsfaktor erwies sich als essentiell fiir die Funkti-
on weiterer Komponenten der Atmungskette: der Cytochrom c-Oxidase und
des Cytochrom bci-Komplexes. Die Assemblierung der ATP Synthase wirkt
sich auf die Aktivititen der beiden Komponenten des Cytochrom bc;-COX-
Suprakomplexes aus. Sie beeinflusst auch deren Assemblierung in den Supra-
komplex beziehungsweise seine Stabilitdt. Die Anwesenheit der Region von
Sue, die anderen Untereinheiten e aus Sdugetierzellen dhnelt, reicht flir die
Bildung des Cytochrom bc;-COX-Suprakomplexes aus.
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Das Dimer der ATPase Synthase ist demzufolge in den Suprakomplex einge-
bunden. Allerdings hat der Assemblierungszustand des Cytochrom bc;-COX-
Suprakomplexes keinerlei Auswirkungen auf die Assemblierung der ATP
Synthase. Dies deutet auf einen hierarchisch ablaufenden Prozef3 der Bildung
eines Suprakomplexes aus Cytochrom bc-Komplex, Cytochrom c-Oxidase
und F,Fo-ATP Synthase hin.

Die ATP Synthase nutzt zur Bildung von ATP den elektrochemischen Gra-
dienten iiber die innere Mitochondrienmembran, an dessen Aufbau der Cy-
tochrom bc;-Komplex und die Cytochrom c-Oxidase beteiligt sind. Eine Ein-
bindung dieser Enzyme in einen Suprakomplex wiirde eine koordinierte Re-
gulation der oxidativen Phosphorylierung ermoglichen.

(5) Zwischen der Untereinheit Sue der F1Fo-ATP Synthase und der Unter-
einheit Cox2 der Cytochrom c-Oxidase konnte eine enge rdumliche Bezie-
hung nachgewiesen werden. Diese ist von der Funktionalitit der F,Fo-ATP
Synthase abhéngig.

Anhand der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit konnte somit folgende Erkla-
rung fiir die Funktion der Untereinheit e der mitochondrialen FFo-ATP
Synthase gefunden werden:

Sue dient als Dimerisierungsfaktor der F;Fo-ATP Synthase. Die Dimerisie-
rung von Sue und damit die Dimerisierung der ATP Synthase ist essentiell fiir
die Stabilisierung des Cytochrom bc;-COX-Suprakomplexes und die Funkti-
on seiner Komponenten.
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