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Einleitung

1. Einleitung

In der eukaryontischen Zelle sind die verschiedenen Stoffwechselwege durch
Kompartimentierung in Zellorganellen raumlich voneinander getrennt. Organellen wie
das endoplasmatische Retikulum, der Golgi-Apparat, Lysosomen und Peroxisomen
sind von einer einzelnen Membran begrenzt. Der Kern, Mitochondrien und
Chloroplasten sind jeweils von einer doppelten Lipidmembran umgeben. Allen
Organellen ist gemeinsam, dass Proteine, die in das Kompartiment eingebracht
werden sollen, Uber die Membranen befordert werden mussen. Diese Funktion wird

von Proteintranslokasen erfllt.

1.1 Struktur und Funktion der Mitochondrien

Mitochondrien stammen von aeroben a-Proteobakterien ab, die vor ca. 1,5 Milliarden
Jahren von einer Eukaryonten-Vorlauferzelle aufgenommen wurden
(Endosymbiontentheorie; Gray et al., 1999). Sie enstehen nicht de novo, sondern
vermehren sich durch Wachstum, Fusion und Teilung bereits vorhandener
Organellen. Mitochondrien sind neben dem Zellkern und den ebenfalls von
bakteriellen Vorlaufern abstammenden Chloroplasten die einzigen Zellorganellen, die
DNA enthalten. Im Lichtmikroskop stellen sich Mitochondrien in der Regel

fadenférmig dar, wobei Zelltyp-abhangige Unterschiede festgestellt werden kdnnen.

Es werden vier mitochondriale Kompartimente unterschieden: die Aufllenmembran,
der Intermembranraum, die Innenmembran sowie die mitochondriale Matrix.
Wahrend die AuRenmembran fir lonen und kleine Metabolite permeabel ist, stellt die
Innenmembran eine Diffusionsbarriere dar, ohne die der Aufbau eines
Membranpotentials und damit die oxidative Phosphorylierung nicht moglich waren.
lonen und Metabolite gelangen Uber spezifische Transporter in die mitochondriale
Matrix. Die innere Membran der Mitochondrien enthalt die fur die Adenosin-5'-
Triphosphat-Gewinnung (ATP) notwendigen Proteinkomplexe der Atmungskette,
deren Homologe sich auch in eu-bakteriellen Plasmamembranen nachweisen lassen.
In Zellen mit hohem Energiebedarf ist eine Einfaltung der Innenmembran zur
Oberflachenvergrolerung zu beobachten, sogenannten Cristae-Membranen, in

denen hauptsachlich die Komplexe der Atmungskette lokalisiert sind. Der
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Proteingehalt der AulRenmembran ist im Vergleich zur Innenmembran gering. Die
Abstammung der mitochondrialen AuRenmmembran ist bisher nicht eindeutig zu
belegen, jedoch enthalt sie [-Barrel-Proteine, deren Homologe nur in
AulRenmembranen von Gram-negativen Bakterien und Chloroplasten vorkommen
(Wimley, 2003). Zu der Gruppe der B-Barrel-Proteine gehoéren die Porine. Weitere in
der  Aullenmembran identifizierte  Proteine  sind Untereinheiten  der
Proteintranslokasen, Enzyme der Lipidsynthese sowie Proteine, die fir die

Morphologie der Mitochondrien eine Rolle spielen.

Mitochondrien enthalten Enzyme fiir eine Reihe von Stoffwechselwegen, wie den
Fettsaureabbau, die Pyrimidin-, Nukleotid- und Ham-Biosynthese, die Lipidsynthese,
den Harnstoffzyklus und die Assemblierung von Eisen/Schwefel-Clustern (Scheffler,
2001). Zudem spielen Mitochondrien eine Rolle im zellularen Kalziumhaushalt und in
Signalkaskaden des oxidativen Stresses und der Apoptose (Bernardi et al., 2001;
Gibson, 2005; Kuwana und Newmeyer, 2003).

Entsprechend der vielfaltigen Funktionen der Mitochondrien in der Zelle werden
mittlerweile viele Krankheiten mit mitochondrialen Fehlfunktionen assoziiert. Eine
schwerwiegende Stérung ist die mangelnde Bereitstellung von ATP, welche zu
degenerativen Erkrankungen von Muskel- und Nervengewebe fuhren kann (DiMauro
und Schon, 2003). Desweiteren wird ein Zusammenhang zwischen mitochondrialen
Veranderungen und Alterung sowie Krebs diskutiert (Kang und Hamasaki, 2005).
Sowohl Mutationen im Kern-Genom als auch Mutationen der mitochondrialen DNA

(mtDNA) kdnnen zu mitochondrialen Erkrankungen fuhren.

Der grofRte Teil der genetischen Information der Mitochondrien wurde nach der
Aufnahme des Endosymbionten in den Zellkern transferiert. Die mitochondriale DNA
ist meist ringférmig wie in Bakterien, es wurden aber auch lineare DNA-Molekile
beschrieben (Nosek et al., 1998). Die Replikation, die Transkription sowie die
Translation der mtDNA finden in der mitochondrialen Matrix statt, obwohl fast alle der
daflr bendtigten Proteine im Kern kodiert sind und in die Mitochondrien importiert
werden mussen. In Proteomstudien wurde gezeigt, dass Mitochondrien von S.
cerevisiae ca. 1000 verschiedene Proteine enthalten (Prokisch et al., 2004,

Sickmann et al., 2003). Die Kern-kodierten Proteine werden nach ihrer Translation im
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Cytosol von Proteintranslokasen spezifisch erkannt und in die mitochondrialen

Subkompartimente importiert.

1.2 Mitochondriale Proteintranslokasen

TOB-
Komplex

AM
IMR
S
Oxa1 L
TIM22- OXA- Matrix
Komplex Komplex

£

Abb. 1: Mitochondriale Proteintranslokasen

Der TOM-Komplex vermittelt die Insertion von Proteinen mit einer a-helikalen
Transmembrandomane in die AuRenmembran sowie die Translokation von Proteinen in den
Intermembranraum. Von hier aus werden p-Barrel-Proteine Uber den TOB-Komplex in die
AuRenmembran inseriert. Der TIM23-Komplex vermittelt die Translokation von Praproteinen mit N-
terminaler Signalsequenz in die Matrix sowie die Insertion von Proteinen in die Innenmembran. Der
TIM22-Komplex erméglicht die Membranintegration von hydrophoben Innenmembranproteinen. Der
Export von nuklear und mitochondrial kodierten Proteinen aus der Matrix in die Innenmembran
erfolgt Uber den OXA-Komplex. Die Ziffern der Tom- und Tim-Proteine stehen fir die relativen
molekularen Massen. 70, mtHsp70; AM, Aufienmembran; E, Mge1; IMR, Intermembranraum; IM,
Innenmembran (erweiterte Abbildung aus Paschen und Neupert, 2001).

Die fur den Import in Mitochondrien bestimmten Proteine tragen Signalsequenzen,
die einen spezifischen Transport ermdglichen. Zur Verhinderung von Aggregation
werden die Vorstufenproteine auf dem Weg zur Organelle von cytosolischen
Chaperonen gebunden (Young et al., 2004). Es sind mittlerweile funf mitochondriale

Proteintranslokasen bekannt (Abb. 1). Der TOM-Komplex (translocase of the outer

3
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mitochondrial membrane) in der AuRenmembran erkennt spezifisch alle in die
Mitochondrien zu importierenden Proteine (Neupert, 1997). Desweiteren vermittelt
der TOM-Komplex die Insertion von Aullenmembranproteinen, die einzelne
Transmembran-Helices besitzen (Waizenegger et al., 2003). p-Barrel-Proteine
werden zunachst Uber den TOM-Komplex transloziert und dann mittels des TOB-
Komplexes (topogenesis of mitochondrial outer membrane beta-barrel proteins) in
die Aullenmembran inseriert (Paschen et al., 2003; Wiedemann et al., 2003).
Proteine, die fur die Matrix oder die Innenmembran bestimmt sind, werden Uber den
TIM23-Komplex oder den TIM22-Komplex (translocases of the inner mitochondrial
membrane) Uber die Innenmembran beférdert oder in diese inseriert. Mitochondrial
kodierte Membranproteine sowie einige im Kern kodierte Innenmembranproteine
werden uUber den OXA-Komplex (oxidase assembly) in die Membran integriert (Hell
et al., 2001).

1.3 Der TOM-Komplex

Die Translokase der Auflenmembran wurde bereits in mehreren Organismen
untersucht. In Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae, S.c.) sind sieben Tom-
Untereinheiten bekannt, sechs davon weisen Homologe in Neurospora crassa (N.
crassa, N.c.) auf (Neupert, 1997). Die TOM-Komplexe in S. cerevisiae und N. crassa
besitzen eine molekulare Masse von jeweils ca. 500 kDa. Die
Rezeptoruntereinheiten Tom70 und Tom20 sind nur lose mit einem sogenannten
Core-Komplex bestehend aus Tom40, Tom22, Tom7, Tom6 und Tom5 assoziiert
(Neupert, 1997; Ryan et al., 2000). Beide Rezeptoren exponieren hydrophile
Domaénen in das Cytosol. Tom70 ist fur die Erkennung von Proteinen mit N-
terminaler Prasequenz verantwortlich. Proteine mit internem Importsignal werden von
Tom20 erkannt. Die Funktion der beiden Rezeptoren scheint redundant zu sein, da
erst die Deletion beider Untereinheiten letal fiur den Organismus ist (Ramage et al.,
1993). Nach der Bindung der zu importierenden Proteine an die
Rezeptoruntereinheiten werden sie nach gegenwartigem Kenntnisstand tber Tom22
an die von Tom40 ausgebildete Pore weitergeleitet (van Wilpe et al., 1999). Tom40
faltet in eine B-Faltblatt-Struktur, die wahrscheinlich die Translokationspore ausbildet.
Die Pore selbst ist Kationen-selektiv, wobei die Selektivitdt allein von Tom40
bestimmt wird (Ahting et al., 2001; Kinkele et al., 1998a). Tom6 bindet sowohl an
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Tom40 als auch an Tom22 und scheint die Interaktion dieser beiden Proteine zu
vermitteln (Alconada et al., 1995; Dembowski et al., 2001; Model et al., 2001). Fur
Tom7 konnte eine Funktion in der Assemblierung des Komplexes nachgewiesen
werden (Honlinger et al., 1996; Model et al., 2001). Tom5 wurde bisher nur in S.
cerevisiae beschrieben. Es wurde eine Rezeptor-ahnliche Funktion von Tom5 bei der
Weitergabe von Vorstufenproteinen von Tom22 auf Tom40 sowie eine Funktion in
der Tom40-Assemblierung in den TOM-Komplex postuliert (Dietmeier et al., 1997,
Model et al., 2001). Keine der kleinen Tom-Komponenten ist essentiell fur das
Wachstum von Hefe, nur die Deletion von Tom5 fuhrt zu einem Wachstumsphanotyp
(Dietmeier et al., 1997; Honlinger et al., 1996).

Erste Informationen zum strukturellen Aufbau des TOM-Komplexes konnten mittels
elektronenmikroskopischer Aufnahmen sowie einer 3D-Rekonstitution bei einer
Auflésung von 25 A gewonnen werden. Der TOM-Komplex sowohl aus N. crassa als
auch aus S. cerevisiae wies in elektronenmikroskopischen Bildern Partikel mit zwei
und drei Poren auf. In einer 3-D-Rekonstitution von N. crassa TOM-Komplex konnte
gezeigt werden, dass die mit Kontrastmittel gefullten Poren durchgangige Kanale
darstellen. Die Poren des Neurospora und des Hefe TOM-Komplexes besitzen einen
Durchmesser von jeweils 2,1 - 2,5 nm (Ahting et al., 1999; Kinkele et al., 1998a;
Model et al., 2002). Elektronenmikroskopische Aufnahmen von isolietem Tom40
zeigten Partikel mit einer Pore (Ahting et al., 2001). Die Ausbildung eines Kanals
duch gereinigtes Tom40 konnte auch in elektrophysiologischen Messungen

nachgewiesen werden (Ahting et al., 2001).

Die Antriebskraft der Translokation von Proteinen Uber den TOM-Komplex ist bisher
nur wenig verstanden. Nach dem Acid-chain-Modell, das mittlerweile zum Binding
chain-Modell erweitert wurde, werden Praproteine zunachst mit geringer Affinitat an
die cytosolischen Domanen von Tom70, Tom20 und Tom22 gebunden, deren
Oberflache die cis-Bindungsstelle der Translokase ausbilden (Endo und Kohda,
2002; Meisinger et al., 2001). Die entfalteten Proteinanteile im TOM-Kanal werden
moglicherweise wahrend der Translokation von Tom40 stabilisiert, da in vitro eine
Chaperon-ahnliche Funktion von Tom40 nachgewiesen wurde (Esaki et al., 2003;
Rapaport et al., 1998). Die Bindung der Prasequenz an der Innenseite des TOM-

Komplexes, der trans-Bindungsstelle, erfolgt mit hdherer Affinitat als an der cis-Seite.



Einleitung

Durch das Anwachsen der Affinitat der Bindungsstellen zur Prasequenz wird ein
gerichteter Import des Proteins ermdglicht und eine Entfaltung des Proteins
erleichtert. Sind die importierten Proteine fur den Intermembranraum bestimmt, so
verhindert die Faltung zur nativen Konformation sowie die Inkorporation von Co-
Faktoren einen retrograden Transport (Herrmann und Neupert, 2000). Der
Weitertransport in oder Uber die Innenmembran erfolgt durch die Interaktion der

Praproteine mit den Translokasen der Innenmembran (Endo et al., 2003).

1.4 Der TOB-Komplex

Der TOB-Komplex wurde in der mitochondrialen AuBRenmembran von S. cerevisiae
und N. crassa identifiziert. Bislang wurden in Hefe drei Untereinheiten beschrieben:
Tob55, Tob38 und Mas37 (Ishikawa et al., 2004; Kozjak et al., 2003; Milenkovic et
al., 2004; Paschen et al., 2003; Waizenegger et al., 2004). Tob55 bildet eine B-
Barrel-Struktur aus und ist Uber diese in der AulRenmembran verankert. Eine N-
terminale Domane ist im Intermembranraum lokalisiert. Gereinigtes Tob55 bildet
einen Kanal, der in elektrophysiologischen Untersuchungen eine Leitfahigkeit von 3,7
nS aufwies und sich damit vom Tom40-Kanal und der von Porin ausgebildeten Pore
unterschied (Paschen et al., 2003). Tob38 und Mas37 sind auf der cytosolischen
Seite mit Tob55 assoziert, aber nicht in die Membran integriert. Der TOB-Komplex
besitzt eine molekulare Masse von 220-250 kDa und vermittelt die Insertion von (-

Barrel-Proteinen wie Tom40, Porin, Tob55 und Mdm10 in die Aulenmembran.

1.5 Assemblierung des TOM-Komplexes

Die Tom-Untereinheiten werden wie alle Kern-kodierten Proteine uber den TOM-
Komplex in Mitochondrien importiert. Die Rezeptoren Tom70 und Tom20 sind mit N-
terminalen Transmembrandoméanen in der Membran verankert und assoziieren nach
ihrer Membraninsertion nur lose mit dem TOM-Core-Komplex, der eine molekulare
Masse von ca. 400 kDa aufweist. Tom22, Tom6 und Tom5 besitzen hingegen C-
terminale Transmembrandomanen (Dietmeier et al., 1997; Rapaport, 2002). In in
vitro Importexperimenten mit S. cerevisiae Mitochondrien konnten keine
Assemblierungintermediate von Tom22, Tom7 und Tom5 nachgewiesen werden. Fur

Tom6 wurde neben der Assemblierung in den 400 kDa-Core-Komplex die
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Ausbildung eines ca. 100 kDa groRen Komplexes beschrieben (Model et al., 2001).
Da Tom40 eine teilweise Faltung zu pB-Faltblattern aufweist, wird fur seine
Membranintegration eine Inserase bendtigt. Nach der Translokation von Tom40 Uber
den TOM-Komplex fuhrt die Interaktion mit dem TOB-Komplex zur Ausbildung eines
250 kDa-Intermediates (Kozjak et al., 2003; Paschen et al., 2003). Nach der TOB-
Komplex vermittelten Insertion des Tom40 in die AuRenmembran wird ein weiteres
Intermediat von ca. 100 kDa beobachtet. Da in der Tom5-Deletionsmutante von S.
cerevisiae die Ausbildung des 100 kDa-Komplexes unterbleibt, wird eine Beteiligung
von TomS an der Formierung dieses Intermediats vermutet (Model et al., 2001). Im
letzten Schritt wird wahrscheinlich durch Rekrutierung von Tom6, Tom7 und Tom22
in den 100 kDa-Komplex der TOM-Core-Komplex maturiert. Dieser letzte
Assemblierungsschritt ist noch weitgehend unverstanden (Model et al., 2001;
Rapaport und Neupert, 1999).

1.6 Weitere Proteintranslokasen

Einige Untereinheiten der mitochondrialen Translokasen weisen prokaryontische
Homologe auf. So gehdren das mitochondriale Oxa1 ebenso wie das bakterielle
YidC zur Alb3/Oxa1/YidC-Familie, deren Mitglieder in Mitochondrien, Chloroplasten,
Eubakterien und Archaebakterien zu finden sind (Kuhn et al.,, 2003). Oxa1 bildet
einen homooligomeren Komplex in der Innenmembran (Nargang et al., 2002), der
sowohl mitochondrial kodierte als auch Kern-kodierte Innenmembranproteine
inseriert. Das bakterielle YidC vermittelt zusammen mit SecYEG die Insertion und
Assemblierung von Plasmamembranproteinen (Veenendaal et al., 2004). SecYEG ist
die bakterielle Sec-Translokase und transloziert Proteine Uber oder in die
Plasmamembran (de Keyzer et al., 2003). Die Insertion von nicht SecYEG-
abhangigen Plasmamembranproteinen wird vermutlich auch von YidC vermittelt. Die
Translokationspore des Sec-Komplexes wird von SecY und SecE aufgebaut, die
einen trimeren Komplex mit SecG ausbilden. Peripher assoziiert ist eine ATPase
SecA, die als Motorprotein fungiert. Die Sec-Translokase ist evolutionar konserviert
und ihre Homologen finden sich sowohl in Archaebakterien als auch im

Endoplasmatischen Retikulum der Eukaryonten.
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Fir die Poren-bildende Untereinheit Tob55 des kurzlich identifizierten TOB-
Komplexes in der mitochondrialen Auf3enmembran konnte eine Homologie zu
Proteinen der AuBRenmembran von Gram-negativen Bakterien sowie von
Chloroplasten nachgewiesen werden. Beim mitochondrialen Tob55, dem bakteriellen
Omp85 und dem Chloroplasten-Protein Toc75 handelt es sich jeweils um B-Barrel-
Proteine (Bos und Tommassen, 2004). Fir die Untereinheiten der mitochondrialen
Translokasen TOM, TIM23 und TIM22 konnten bisher keine bakteriellen Homologen
identifiziert werden.

1.7 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war es, das Verstandnis der Proteintranslokation Uber und in die
mitochondriale Aullenmembran zu verbessern. Hierzu sollten Einsichten in den
strukturellen Aufbau des TOM-Komplexes mittels Proteinkristallographie gewonnen
werden. Fiur die Rontgenstrukturanalyse eines Proteinkomplexes ist es hilfreich,
samtliche seiner Untereinheiten zu kennen. Die TOM-Komplexe in Pilzen sind
weitgehend aus homologen Komponenten aufgebaut, jedoch waren in S. cerevisiae
funf Untereinheiten des TOM-Core-Komplexes beschrieben worden, in N. crassa
hingegen nur vier. Daher sollte vor Beginn der Kristallisationsexperimente nach
Tom5 im Neurospora TOM-Komplex gesucht und dieses, falls vorhanden,
charakterisiert werden. In einem weiteren Ansatz sollte das Proteom der
mitochondrialen AuRenmembran von N. crassa erstellt werden, um weitere

Komponenten der Proteintranslokation und Insertion zu identifizieren.
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2. Material und Methoden

2.1 Molekularbiologische Methoden

2.1.1 Bakterienstamme, Vermehrung und Lagerung

Bakterienstamm: XL1blue

Zur Amplifikation und Vermehrung von Plasmid-DNA wurde der E. coli-Stamm
XL1blue verwendet. Die Vermehrung und Lagerung erfolgte immer in sterilen
Plastikgefallen. Fur die Langzeitlagerung wurde 1 ml einer Uber Nacht gewachsenen

Flussigkultur mit 1 ml 87%igem Glycerol vermischt und bei -80°C eingefroren.

2.1.2 Herstellung transformationskompetenter Bakterien

Fir die Aufnahme von Fremd-DNA (Transformation) missen Bakterien einer
speziellen Vorbehandlung unterzogen werden. Zunachst wurden die Bakterien in
einer 5 ml-Kultur angeimpft und nach mehreren Stunden Wachstums auf 37°C in
eine 500 ml Kultur Gberfiihrt. Nachdem die Kultur eine optische Dichte (ODggo) von
0,4 erreicht hatte, wurden die Bakterien in Zentrifugenbecher gefiillt und 15 Minuten
auf Eis inkubiert. Anschliessend wurden die Zellen 15 Minuten bei 4°C und 1600 xg
(3000 rpm, JA10-Rotor) abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 40 ml 0,1 M CaCl,
resuspendiert und fir 30 Minuten auf Eis gelagert. Die Bakterien wurden wiederum
fur 15 Minuten bei 4°C und 1600 xg (3000 rpm) pelletiert. Das Pellet wurde in 20 ml
0,1 M CaCl, aufgenommen, mit 4 ml Glycerol gemischt und nochmals 2 Stunden auf
Eis inkubiert. Die Bakterien wurden dann in 500 pl-Aliquots bei -80°C bis zur

Verwendung gelagert.

2.1.3 Transformation von E. coli-Zellen

FUr die Transformation wurde ein Aliquot kompetenter Bakterien auf Eis aufgetaut.
Zu 1 ug Plasmid-DNA wurden 100 ul Zellen gegeben, zu 10 ul Ligationsansatz 120 ul
Bakterien. Die DNA-Bakterien-Mischung wurde fir 30 Minuten auf Eis inkubiert, dann
90 Sekunden auf 42 °C erhitzt (Hitzeschock) und erneut 10 Minuten auf Eis gelagert.
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Danach wurden 900 ul LB-Medium zugegeben und die Bakterien fur 30 bis 60
Minuten auf 37°C inkubiert, damit die Antibiotikumresistenz ausgebildet werden
konnte. Die transformierten Bakterien wurden dann auf einer antibiotikumhaltigen LB-

Agarplatte ausgestrichen und tber Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubiert.

2.1.4 Analytische Praparation von DNA

Zur Analyse von Bakterienklonen nach einer Transformation wurden je 3 ml
antibiotikumhaltiges LB-Medium mit je einem Bakterienklon von der Platte angeimpft
und Uber Nacht im Schuttelinkubator bei 37°C inkubiert. Von diesen Kulturen wurden
je 2 ml in ein Reaktionsgefal uberfuhrt und die Zellen 30 Sekunden bei 15.000 xg
(13.000 rpm) in der Tischzentrifuge pelletiert. Die Bakterien wurden in je 200 pl P1
(50 mM Tris, 10 mM EDTA, 100 pg/ml RNase frisch zugeben; pH 8,0 mit HCI)
resuspendiert und durch Zugabe von 400 pl P2 (200 mM NaOH, 1 % SDS) lysiert.
Nach 5 Minuten wurde die Lyse durch die Zugabe von 300 ul P3 (3,1 M KAc, pH 5,5
mit Eisessig) gestoppt. Die Zelltrimmer wurden duch zehnminutige Zentrifugation bei
15.000 xg (13.000 rpm) pelletiert. Der die Plasmid-DNA enthaltende Uberstand
wurde in ein neues Reaktionsgefal Uberfuhrt und die Plasmid-DNA durch Zugabe
von 900 ul Ethanol ausgefallt. Nach erneuter zehnminuatiger Zentrifugation bei 15.000
xg (13.000 rpm) wurde der Uberstand dekantiert und das DNA-Pellet einmal mit
70%igem Ethanol gewaschen. Die getrockneten DNA-Pellets wurden in je 30 pl
Wasser aufgenommen. Durch geeignete Restriktionsverdaus und anschlieRende

Agarosegelelektrophorese wurde die Plasmid-DNA auf ihre Richigkeit GUberpruft.

2.1.5 Plasmidreinigung aus E. coli

Fir die Praparation von groflen Mengen Plasmid-DNA mit hohem Reinheitsgrad
wurden Midi-Saulen und Loésungen (E1-E6) der Firma Genomed (JETSTAR)
verwendet. Es wurden 100 ml antibiotikumhaltiges Medium mit einem Bakterienklon
angeimpft, Uber Nacht bei 37°C im Schittelinkubator inkubiert und am folgenden
Morgen bei 4°C abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde fur die Plasmidpraparation
verwendet, die nach den Angaben des Herstellers erfolgte. Die DNA-Pellets wurden
in sterilem Wasser resuspendiert. AnschlieRend wurde die DNA-Konzentration

photometrisch bestimmt und eine Endkonzentration von 1 ug/ul eingestellt. Zur
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Kontrolle  wurde  jeweils ein Restriktionsverdau mit  anschliellender

Agarosegelelektrophorese durchgeflhrt.

2.1.6 Quantifizierung von Nukleinsauren

Die Konzentration von DNA, RNA und Oligonukleotiden wurde spektrophotometrisch
durch die Messung der Extinktion bei einer Wellenlange von 260 nm in
Quarzkuvetten (d = 1 cm) bestimmt. Eine optische Dichte OD2gy von 1 entspricht

dabei einer Konzentration von:

50 pg/ml doppelstrangiger DNA
40 pyg/ml RNA
20 pg/ml Oligonukleotiden.

2.1.7 Restriktionsverdau

Ein Restriktionsverdau wurde mit Enzymen und Puffern der Firma New England
Biolabs (NEB) durchgefihrt. Ein analytischer Verdau wurde mit 1-4 pug Plasmid in
einem Gesamtvolumen von 20 yl und ein praparativer Verdau mit 10 pg Plasmid in
einem Gesamtvolumen von 50 pl angesetzt. Die Inkubationszeiten betrugen zwei
Stunden fur einen analytischen Verdau und bis zu 16 Stunden flr einen praparativen
Verdau bei der vom Hersteller empfohlenen Temperatur. Flr den praparativen
Verdau von PCR-Produkten wurde der PCR-Ansatz (100 ul) zunachst durch die
Zugabe von 10 pl 3 M NaAc, pH 4,8 und 200 pl Ethanol 15 Minuten bei -80°C gefallt,
anschlieBend abzentrifugiert und mindestens zweimal mit 70%igem Ethanol
gewaschen. Nach dem Trocknen wude das Pellet in 20 ul H,O aufgenommen und in

einem Endvolumen von 30 pl verdaut.

2.1.8 Agarosegelelektrophorese zur Auftrennung von DNA-Fragmenten

Zur Auftrennung restriktionsverdauter Plasmid-DNA und von PCR-Produkten wurden
horizontale 0,8-2,5%ige TAE-Agarosegele verwendet. Zur Agaroseldésung wurden
pro 100 ml Gel 8 ul Ethidiumbromidlésung (10 mg/ml) gegeben. Als Laufpuffer wurde
1 x TAE (40 mM Tris/Acetat, 20 mM Natriumacetat, 1 mM EDTA, pH 7.5) verwendet.

11
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Die zu analysierenden Proben wurden mit Probenpuffer versetzt und bei 10 V/cm?
aufgetrennt. Zur Bestimmung der Fragmentgrolde wurde ein GroRenmarker (1 kb-
Ladder, NEB) aufgetragen. Uber interkalierendes Ethidiumbromid konnte die DNA
auf einem UV-Tisch sichtbar gemacht und mittels einer Kamera mit

angeschlossenem Drucker dokumentiert werden.
2.1.9 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Zur Isolierung der DNA-Fragmente wurden diese nach der Gelelektrophorese aus
dem Agarosegel ausgeschnitten. Die DNA-Fragmente wurden mit Puffern und

Qiaquick-Saulen (Quiagen) nach Herstellerangaben isoliert.

2.1.10 Amplifizierung von DNA-Fragmenten mittels der

Polymerasekettenreaktion

DNA-Fragmente wurden mittels der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) in einem
Thermocycler (Primus 25/96, MWG-Biotech) amplifiziert. Ein Reaktionsansatz
(100 ul) enthielt 2,5 U Tag-DNA-Polymerase, je 200 uM der Desoxynukleosid-5'-
Triphosphate sowie je 50 pmol der beiden Primer im vom Hersteller gelieferten
Reaktionspuffer. Als Matrize dienten 10 ng Plasmid-DNA oder 100 ng genomische
DNA. Zum Denaturieren der Matrize wurde der Ansatz zunachst fur 5 Minuten auf
95°C erhitzt. AnschlieRend wurde ein dreiteiliger Zyklus, bestehend aus 30
Sekunden Denaturierung der DNA bei 96°C, 30 Sekunden Anlagern der Primer
(Temperatur niedriger als die Schmelztemperatur der Primer) und 1-4 Minuten
Synthese der DNA bei 72°C, 25-30 mal durchlaufen. Im letzten Schritt wurde

wahrend einer 10minitigen Inkubation bei 72°C die DNA-Synthese abgeschlossen.
2.1.11 Klonierung von DNA-Fragmenten und PCR-Produkten

DNA-Fragmente aus einem Restiktionsverdau und PCR-Produkte wurden nach
gelelektrophoretischer Auftrennung und Isolierung mit dem QIAquick Gel Extraction
Kit Il (Fa. Qiagen, Hilden) in steriles Wasser aufgenommen und zur Ligation
verwendet. Die Ligation von Vektor- und Insert-DNA (rekombinante DNA-Fragmente

bzw. PCR-Produkte) erfolgte in 20 ul Reaktionsansatzen im molaren Verhaltnis von
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etwa 1:3. Ein Ligationsansatz enthielt 2 pl 10x T4-Ligase-Puffer und 1 uyl T4-DNA-
Ligase (1U/ul). Die Inkubation erfolgte Uber Nacht bei 16°C. 10 yl eines solchen

Ligationsansatzes wurden fur die Transformation verwendet.

2.1.13 Klonierte Konstrukte

pGEM-T-Tom5; pGEM-T-Tom5MM; pGEM-4-Mim1

2.1.14 Verwendete Oligonukleotide

T5up

5°-CGCggatccCGACTTCCATATCAAAATGTTCGG-3°
BamHI-Schnittstelle zur Klonierung von Tom5 in pGEM-4, 33bp

TSlow

5’-CCCaagcttCGAATATTTAGAGAACCTTGCTAACGGC-3
Hindlll-Schnittstelle zur Klonierung von Tom5 in pGEM-4, 37 bp

T5MMIow

5’- CCCaagcttT TACATCATGA GAACCTTGCT AACGGCGTCG ATAACGAA -3
Anfugen von 2 Methioninen am C-Terminus fur Lysat, Hindlll-Schnittstelle zur

Klonierung von Tom5 in pGEM-4, 48 bp.

MIMup

5- TTT gaa ttc ACC ATG TCC GCT GAG GAG ATATCG AAC -3’
EcoRI-Schnittstelle zur Klonierung von Mim1 in pGEM-4, Kozack-Sequenz ACC, 36
bp
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MIMlow

5-TTT aag ctt TTA CAT CAT CTC CAA GCT GGT CAG CTC ATC CAA GTG ATC
ATC CAA -3’

Hindlll-Schnittstelle zur Klonierung von Mim1 in pGEM-4, 2 zusatzliche Methionine
am C-terminus, 54 bp

2.2 Zellbiologische Methoden

2.2.1 Losungen fur die Neurosporazucht

Vollmedium fir Nahrboden

Vogels 20 ml
Glycerol 10 ml
Zucker 109

Vitaminlésung 5 mi
Hefeextrakt 25¢g

Kaseinhydrolysat 19

wurden auf einen Liter mit Wasser aufgefullt. In einen 300 ml Kolben wurden 50 ml
Vollmedium und eine Spatelspitze Agar gegeben und die Kolben autoklaviert. Flr die

einzelnen Mutanten wurden folgende Zusatze ins Medium gegeben:

T107: 10 ml Histidin (100x; 20 g auf 1 L)

tom5~": 1 ml Nicotinsdure (1000x; 10 g auf 1 L)
tom5~"HT: 1 ml Nicotinsaure (1000x; 10 g auf 1 L)
LV-10-23: 1 ml Nicotinsaure (1000x; 10 g auf 1 L)

Vogels (50-fach konzentriert, 1 L (Vogel, 1964)

Nas-Citrat-2H,0 150 g
KH2PO4 100 g
NH4NO; 100 g

14



Material und Methoden

MgSO4
CaCl,

Ldsung von Spurenelementen

Biotin-Lésung

Biotin-Losung

Ethanol
H,O

Biotin

Vitaminl6sung (1 L in H,O)

Vitamin B1

Vitamin B2

Vitamin B6
Aminobenzoesaure
Nicotinsaureamid
Cholin-Hydrochlorid
Folsaure

Inositol

Kalzium Pantothenat

10g
59
5 mi
2,5ml

100 ml
100 ml
20 mg

10 mg
5 mg

5 mg
5mg
5mg
100 mg
1mg
100 mg
50 mg

Lésung von Spurenelementen (1 L in H20)

Zitronensaure
Zinksulfat
Fe((NH4)2S04)
CuSOq4
MnSQO4-/H,O
H3BO3, wasserfrei
Naz;MoO4

50 g
50 g
109
25¢9
0,5¢
0,5¢
0,5¢
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2.2.2 Anzucht von Neurospora crassa

Zur Anzucht von Neurospora crassa wurden einige Kornchen vom Silikatstock des
Stammes auf einen Nahrboden gegeben. Der A-Kolben wurde 48 Stunden bei 25°C
im Dunkeln inkubiert und danach fur 120 Stunden bei Raumtemperatur ans Licht
gestellt. Vom A-Kolben wurden die B-Kolben angeimpft, welche wiederum 48
Stunden im Dunkeln und 120 Stunden am Licht inkubiert wurden. Die Konidien der
B-Kolben wurden in sterilem Wasser aufgenommen und im Kuihlschrank bis zur
Verwendung gelagert. Falls die Konidien nicht direkt verwendet werden sollten,
wurden die Kolben abgedeckt im Kuhlraum gelagert.

Eine 2 L-Flussigkultur wurde mit den Konidien eines B-Kolben angeimpft und fur ca.
16 Stunden in Vogels/2% Saccharose bei 25°C unter Luftzufuhr kultiviert. Fur eine
100 L-Kultur wurde zunachst fur sechs Stunden eine 8 L-Kultur aus 15 B-Kolben als
Vorkultur angezogen, diese dann in 100 Liter Gberfihrt und nochmals 18 Stunden am
Licht kultiviert.

2.2.3 Herstellung von Neurospora crassa Silikatstocks

Fur die Herstellung von Silikatstocks wurde ein A-Kolben des Stammes angeimpft.
Auf den bewachsenen Kolben wurden 10 ml sterile 10%ige Magermilchldsung
gegeben und die Konidien durch vortexen vom Nahrboden gelést. Die
Konidienmilchlésung wurde durch einen sterilen Wattefilter gegeben. 300 ul des
Filtrats wurden mit ca. 1 g Silikat in einem verschraubbaren Glasrohrchen gemischt
und fur 3 Wochen im Exikator bei Raumtemperatur getrocknet. Die Silikatstocks

wurden bei 4°C aufbewahrt.

2.2.4 Anzucht von Saccharomyces cerevisiae

Die Anzucht von S. cerevisiae erfolgte in YP-Medium (Guthrie und Fink, 1991) bzw.
SD-Medium bei 30°C und 37°C.

SD-Medium: 1,7 g Hefe-Stickstoff-Base und 5 g Ammoniumsulfat wurden auf 900 ml
mit Wasser aufgeflllt, nach dem Autoklavieren wurden 100 ml 20% (w/v) Glucose

zugesetzt. Von den Markersubstanzen wurden je nach Selektionsbedingungen je 2
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ml Tryptophan und Histidin (10 g/L), bzw. je 3 ml Leucin und Lysin (10 g/L), sowie je
10 ml Adenin- und Uracil-Losung (2 g/L) pro Liter Medium zugesetzt.

YP-Medium: 10 g Hefeextrakt und 20 g Bacto-Pepton wurden auf 900 ml mit Wasser
aufgefullt, nach dem Autoklavieren wurden 100 ml 30% (w/v) Glycerol (YPG) oder
100 ml 20% (w/v) Glucose (YPD) zugesetzt.

2.2.5 Transformation von S. cerevisiae mit Plasmid-DNA

Fir die Transformation von S. cerevisiae wurde die Lithiumacetat-Methode
verwendet (Gietz et al., 1995). Eine Hefekultur wurde in 50 ml YPD-Medium bei 30°C
bis zu einer ODs7s von 0.5 inkubiert. Die Zellen wurden durch Zentrifugation (3
Minuten, 3.000xg, RT) geerntet, mit sterilem Wasser gewaschen und in 1 ml 100 mM
Lithiumacetat resuspendiert. Nach Uberfiihrung in ein 1.5 ml ReaktionsgefaR wurden
die Hefen sedimentiert, das Zellpellet in 400 pl 100 mM Lithiumacetat aufgenommen
und zu 50 ul aliquotiert. Ein Aliquot dieser Zellsuspension wurde kurz zentrifugiert,
das Zellpellet mit 240 uyl 50% (w/v) PEG-3350, 36 ul 1 M Lithiumacetat, 5 pl
hitzedenaturierter Lachsspermien-DNA (5 mg/ml) sowie 70 pyl Wasser, in dem die zu
transformierende DNA (1-10 pg) gelost war, versetzt und gemischt. Die Probe wurde
fur 30 Minuten bei 30°C unter Schutteln und anschlieRend fur 20 Minuten bei 42°C
inkubiert. Die Hefezellen wurden durch Zentrifugation (15 s, 6.000 rpm, RT,
Tischzentrifuge) pelletiert, in 150 ul sterilem Wasser resuspendiert und auf

Selektivmedium ausplattiert.

2.2.6 Isolierung von Mitochondrien aus N. crassa

Fur die Isolierung von Mitochondrien wurden Hyphen aus einer 2 L-Kultur
abgeerntet. Je 10 g Zellen wurden mit 15 g Sand und 20 ml SET-Puffer (250 mM
Saccharose, 2 mM EDTA, 20 mM Tris, pH 8,5) gemischt und im gekihlten Mérser
aufgerieben. Der Sand wurde durch einen Zentrifugationsschritt bei 1600 xg (JA20-
Rotor) abgetrennt, danach die Zellorganellen durch Zentrifugation bei 17.700 xg
sedimentiert. Die Mitochondrien wurden in SET-Puffer aufgenommen und direkt fur

Importexperimente verwendet.
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Fur eine praparative Reinigung von Mitochondrien wurde das Mycel einer 100 L-
Kultur abgeschleudert. Jeweils 500 g Mycel wurden mit kaltem 1 Liter SET-Puffer im
Mixer homogenisiert, mit 500 ml Sand gemischt und zweimal in Korundmuhlen
aufgerieben. Der Zellextrakt wurde durch zweimaliges funfminttiges Abzentrifugieren
bei 4000 xg in der Sorvallzentrifuge (HB6000) vom Sand getrennt. Danach wurden
durch einen 50minudtigen Zentrifugationsschritt bei 15.900 xg (8000 rpm) im JAS8-
Rotor die Zellorganellen sedimentiert. Die Mitochondrien kamen dabei auf dem Pellet
zu liegen, wurden abgeschabt und in ST-Puffer (250 mM Saccharose, 20 mM Tris,
pH 8,5) homogenisiert. Dieser Vorgang wurde wiederholt, um etwaige
Verunreinigungen  abzutrennen. Die  Mitochondrien  wurden in  einer
Proteinkonzentration von 50 mg/ml in ST-Puffer aufgenommen und in flussigem
Stickstoff eingefroren. Bis zur Verwendung wurden die Mitochondrien bei -20°C

gelagert.

2.2.7 Isolierung von AuBenmembranvesikeln aus N. crassa

Frisch aus einer 100 L-Kultur Neurospora crassa isolierte Mitochondrien wurden bei
einer Proteinkonzentration von 2 mg/ml in einem hypotonen Schwellpuffer (5 mM
Kaliumphosphat pH 7,2, 1 mM EDTA, 1 mM PMSF) aufgenommen und fur 30
Minuten bei 4°C geruhrt. Die mitochondrialen Membranen wurden durch
Zentrifugation bei 15.900 xg (8000 rpm) im JA8-Rotor (Beckman) reisoliert und in
Schwellpuffer resuspendiert. In einem automatischen Glass-Teflon-Homogenisator
wurde fur 40 Minuten bei 0°C die AuRenmembran von den Mitoplasten abgeschert.
20 ml des Homogenisats wurden auf einen Saccharose-Stufengradienten
aufgetragen (10 ml 0,9 M Saccharose und 9 ml 0,25 M Saccharose in jeweils 1 mM
EDTA, 10 mM Tris pH 8,5 und 1 mM PMSF (ETP) und fur eine Stunde bei 141.370
xg (28.000 rpm) in einem Beckmann SW28-Rotor zentrifugiert. Intakte Mitochondrien,
Mitoplasten und Innenmembranfragmente wurden sedimentiert, die mitochondrialen
AulRenmembranen wurden in Form von Vesikeln an der Grenzschicht zwischen
0,25 M und 0,9 M Saccharose zurlickgehalten. Diese Schicht wurde mit einer Pipette
abgesaugt und durch Zugabe von 2 M Saccharose auf 0,9 M Saccharose eingestellt.
Jeweils 15 ml der Probe wurden mit 21 ml 0,72 M Saccharose in ETP und mit 3 ml
ETP (0O M Saccharose) Puffer Uberschichtet und 14-16 Stunden bei 141.370 xg
(28.000 rpm) durch den Saccharosedichtegradienten flotiert. In diesem Schritt
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sammeln sich die AuRenmembranvesikel aufgrund ihrer geringen Dichte an der
Grenzschicht zwischen 0,72 M Saccharose und 0 M Saccharose an.
Verunreinigungen mit Innenmembranen bleiben in der Schicht zwischen 0,72 M und
0,9 M Saccharose zurlck. Die Aullenmembranvesikel wurden wiederum mit einer
Pipette aus dem Gradienten entnommen und mit 10 mM KAc/MOPS Puffer (pH 7,2)
im Verhaltnis 1:2 verdunnt. Durch eine anschlieRende Zentrifugation bei 257.320 xg
(50.000 rpm) im Ti70 Rotor (60 Minuten) wurden die Aullenmembranvesikel
pelletiert, in 2 bis 3 m 10 mM KAc/MOPS aufgenommen und die Protein-
konzentration bestimmt. Die isolierten Aullenmembranvesikel wurden in flissigem

Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert.

2.2.8 Isolierung von Mitochondrien aus S. cerevisiae

Die Isolierung von Mitochondrien erfolgte im Wesentlichen wie von (Daum et al.,
1982) beschrieben. Die Anzucht der Zellen erfolgte bis zu einer ODs7g von 1,0 bis
1,5. Dazu wurde ein Hefestamm bis zu einer ODs7g von 1-1,5 kultiviert, die Zellen
durch Zentrifugation (5 Minuten, 4.400 xg, RT) geerntet und mit Wasser gewaschen.
Nach Bestimmung des Feuchtgewichtes der Zellen wurden diese in DTT-Puffer (100
mM  Tris/H,SO4, 10 mM DTT, pH 9,4) in einer Konzentration von 0,5 g
Feuchtgewicht/ml resuspendiert und 15 Minuten bei 30°C geschuttelt. Die Zellen
wurden reisoliert, mit 200 ml 1,2 M Sorbitol gewaschen und fur den enzymatischen
Aufschluss der Zellwande in Zymolyase-Puffer (2 mg Zymolyase pro g
Feuchtgewicht, 1,2 M Sorbitol, 20 mM Kaliumphosphat, pH 7.4) in einer
Konzentration von 0,15 g Feuchtgewicht/ml aufgenommen. Die Suspension wurde
unter Bewegung fur 30-60 Minuten bei 30°C inkubiert und die Spharoplastenbildung
durch osmotische Lyse verfolgt. Dazu wurden 50 ul der Zellsuspension mit 1 ml
Wasser bzw. 1,2 M Sorbitol gemischt und die ODszg bestimmt. Die
Spharoplastenbildung war beendet, wenn die ODs7s des Wassergemisches 10-20%
der ODs7g des Sorbitolgemisches betrug. Alle folgenden Schritte wurden auf Eis
durchgefuihrt. Die Spharoplasten wurden durch Zentrifugation (5 Minuten, 4.400 xg,
4°C) reisoliert, mit 1,2 M Sorbitol gewaschen und fur den anschlieRenden
Zellaufschluss mittels eines Dounce-Homogenisators (Stempel B, 10 StoRe) in
eiskaltem Homogenisierungspuffer (0,6 M Sorbitol, 10 mM Tris/HCI, pH 7,4, 0,2%

(w/v) fettsaurefreies Rinderserumalbumin (BSA), 1 mM PMSF) in einer Konzentration
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von 0,15 g/ml resuspendiert. Nicht aufgeschlossene Zellen sowie Zelltrimmer
wurden durch zweimaliges Zentrifugieren (5 Minuten, 4.400 xg, 4°C) abgetrennt und
aus dem Uberstand die Mitochondrien durch Zentrifugation (12 Minuten, 17.400 xg,
4°C) sedimentiert. Diese wurden mit 10 ml SEM-Puffer (0,25 M Saccharose, 1 mM
EDTA, 10 mM MOPS/KOH, pH 7,2) gewaschen, erneut von ganzen Zellen und
Zelltrimmern gereinigt (5 Minuten, 4.400 xg, 4°C) und reisoliert (12 Minuten, 17.400
xg, 4°C). Die Mitochondrien wurden in SEM-Puffer aufgenommen, auf eine
Proteinkonzentration von 10 mg/ml eingestellt, aliquotiert, in flissigem Stickstoff

eingefroren und bei -80°C aufbewahrt.

2.3 Proteinbiochemische Methoden

2.3.1 Bestimmung von Proteinkonzentrationen nach Bradford

Die Bestimmung von Proteinkonzentrationen erfolgte nach dem von Bradford 1976
beschriebenen Verfahren mit dem "BioRad-Proteinassay". Die Proben wurden mit
einer funfach verdinnten Losung des Farbstoffkonzentrates gemischt, als
Proteinstandard wurde eine ImmunglobulinG-Lésung bekannter Konzentration

verwendet. Die Absorption wurde bei 595 nm bestimmt.

2.3.2 Fallung von Proteinen durch Trichloressigsaure

Proteine wurden aus wassrigen Losungen durch die Zugabe von 72%iger
Trichloressigsaure (TCA) bei einer Endkonzentration von 12% ausgefallt. Nach
5mindtiger Inkubation auf Eis wurden die Proben bei 4°C und 22.000 xg fur 15
Minuten abzentrifugiert. Die Pellets wurden ein- bis dreimal mit Aceton gewaschen

und dann bei Raumtemperatur getrocknet.

2.3.3 SDS-Gelelektrophorese

Proteine wurden durch diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(SDS-PAGE) nach (Laemmli, 1970) aufgetrennt. Sammel-, Trenn- und Bodengel
hatten eine Grofze von 10 x 150 x 1 mm bzw. 90 x 150 x 1 mm bzw. 5 x 150 x 1 mm.

Die Acrylamidkonzentrationen betrugen im Sammelgel 5%, im Trenngel zwischen 12
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und 16% und im Bodengel 20 %. Die Proben wurden in 1x Probenpuffer (2% SDS,
5% (v/v) B-Mercapto-Ethanol, 10% (v/v) Glycerol, 0,2% Bromphenolblau, 60 mM
Tris/HCI pH 6,8) gelost und vor dem Auftrag fur 5 Minuten auf 95°C erhitzt. Die
Elektrophorese erfolgte in vertikalen Kammern bei einer Stomstarke von 30 mA flr
zwei Stunden. Der Laufpuffer enthielt 0,1% SDS, 200 mM Glycin und 25 mM Tris.
Nach Beenden der Elektrophorese wurden die Proteine entweder auf Nitrozellulose

ubertragen oder mit Coomassie-Brilliant-Blau R-250 angefarbt.

2.3.4 SDS-Harnstoff-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zur besseren Auftrennung von kleinen Proteinen (3 - 10 kDa) wurde ein
Polyacrylamidgel mit hdherem Vernetzungsgrad und 6 M Harnstoff verwendet. Das
Trenngel hatte eine Zusammensetzung von 20% Acrylamid, 0,25% Bisacrylamid, 6 M
Harnstoff, 0,75 M Tris/HCI (pH 8,8) und 0,1% SDS. Das Sammelgel setzte sich aus
5% Acrylamid, 0,07% Bisacrylamid, 6 M Harnstoff, 0,125 M Tris/HCI (pH 6,8) und
0,1% SDS zusammen. Die Gele hatten entweder die Gofle wie unter der SDS-
Gelelektrophorese beschrieben oder waren 250 mm lang bei einer Starke von 1 mm.
Fir die langen Gele erfolgte die Elektrophorese in vertikalen Kammern bei einer
Stromstarke von 20 mA fur 12 Stunden. Der Laufpuffer enthielt 0,1% SDS, 200 mM
Glycin und 50 mM Tris.

2.3.5 Blau-Nativ-Gelelektrophorese

FUr die Analyse von Proteinkomplexen unter nativen Bedingungen wurde die Blau-
Nativ-Gelelektrophorese (Schagger und von Jagow, 1991) verwendet. Die
Zusammensetzung des Gels war wie folgt:

Bodengel: 20% (w/v) Acrylamid, 0,4% (w/v) Bisacrylamid, 0,5 M 6-
Aminocapronsaure, 50 mM Bistris/HCI pH 7,5

Trenngel: linearer Gradient aus 6-13% (w/v) Acrylamid, 0,15-0,3% (w/v)
Bisacrylamid, 5% (w/v) Glycerol, 0,5 M 6-Aminocapronsaure, 50 mM Bistris/HCI pH
7,5

Sammelgel: 4% (w/v) Acrylamid, 0,12% (w/v) Bisacrylamid, 0,5 M 6-
Aminocapronsaure, 50 mM Bistris/HCI pH 7,5
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Kathodenpuffer: 50 mM TRICINE, 15 mM Bistris/HCI pH 7,5, 0,02% (w/v) Serva
BlauG

Anodenpuffer: 50 mM Bistris/HCI pH 7,5

Probenpuffer: 5 % Coomassie, 100 mM Bis-Tris, pH 7,5, 500 mM 6-Aminocapron-

saure

In Detergens solubilisierte Membranproteine aus Mitochondrien oder mitochondrialen
AuRRenmembranen sowie isolierte Membranproteine wurden im Verhaltnis 5:1 (v/v)
mit Probenpuffer (5 % Serva-Blau XG, 500 mM 6-Aminocapronsaure) versetzt und
fur 5 Minuten auf Eis inkubiert. Die Elektrophorese erfoglte zunachst fir 30 Minuten
bei 150 V und wurde nach dem Einlaufen der Proben bei 500 V bei maximal 15 mA

fur zwei Stunden fortgesetzt.

2.3.6 Farbung von Polyacrylamid-Gelen mit Coosmassie-Blau

Die zu farbenden Gele wurden fur 30-60 Minuten in Farbeldsung eingelegt und dann
in Entfarbelésung partiell entfarbt.

Farbeldsung: 45 % Methanol, 40 % Essigsaure und 0,2 % (w/v) Coomassie Brilliant
Blue

Entfarbelésung: 30 % Methanol und 10 % Essigsaure

AnschlieBend wurden die Gele zwischen zwei Blattern Folie ("Gel drying Film",

Promega) in Spannrahmen getrocknet.

2.3.7 Transfer von Proteinen auf Nitrozellulose- oder PVDF-Membranen

Um Proteine nach der elektrophoretischen Auftrennung immunologisch oder
radioaktiv nachweisen zu konnen, wurden sie nach dem Semi-Dry-Verfahren (Kyhse
Andersen, 1984) auf Nitrozellulose- oder PVDF-Membranen transferiert. Bei der
Verwendung von PVDF-Membran wurde diese zunachst in Methanol inkubiert, um
anschliellend eine gleichmallige Benetzung mit Blotpuffer zu gewahrleisten. Das
Gel, die Membran und vier Whatman-Papiere wurden in Blotpuffer (20 mM Tris, 150
mM Glycin, 20% (v/v) Methanol, 0,2% (w/v) SDS) getrankt und lufblasenfrei in die
Blotapparatur geschichtet. Zwei Whatman-Papiere wurden auf die untere Graphit-

elektrode gelegt, darauf die Membran, das Gel und zwei weitere Whatman-Papiere.
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Zuletzt wurde die obere Graphitelektrode aufgelegt und mit Gewichten beschwert.
Der Transfer der Proteine erfolgte bei 200 mA fur eine Stunde. Um die transferierten
Proteine insbesondere die Markerproteine sichtbar zu machen, wurde die Membran
gefarbt. Nitrozellulosemembranen wurde in Ponceau S-Farbeldosung (0,2% (w/v)
Ponceau S in 3% (w/v) TCA) geschwenkt und mit Wasser partiell entfarbt. PVDF-
Membranen wurden mit Coomassie-Blau-Farbelosung gefarbt und mit Entfarber (s.
2.3.6) soweit entfarbt, dass die Marker sichtbar wurden. Sollte die PVDF-Membran
fur den immunologischen Nachweis von Proteinen verwendet werden, wurde die
Membran in 100% Methanol vollstandig entfarbt und in TBS aufbewahrt.

2.3.8 Autoradiographie

Radioaktiv markierte Proteine wurden nach Auftrennung durch SDS-PAGE oder
Blau-Nativ-Gelelektrophorese und Westernblot autoradiographisch nachgewiesen.
Dazu wurde ein Rontgenfilm (BioMax MR, Kodak) auf eine Blotmembran aufgelegt

und nach angemessener Inkubationsdauer entwickelt (Gevamatic 60, Agfa-Gevaert).

2.3.9 Immunologischer Nachweis von Proteinen auf Nitrozellulose- und PVDF-

Membranen (Westernblot)

Zum spezifischen Nachweis von Proteinbanden auf Nitrozellulose- und PVDF-
Membranen wurden zunadchst unspezifische Proteinbindungsstellen in 5% (w/v)
Magermilchpulver in TBS-Puffer (150 mM NaCl, 10 mMTris/HCI, pH 7,4) bei
Raumtemperatur fir 30-60 Minuten abgesattigt. Die Immundekoration erfolgte fur
eine Stunde mit spezifischen Antiseren, die 1:200 bis 1:10.000 in 5% (w/v)
Milchpulver/TBS verdinnt waren. Anschlie®end wurde die Membran je 5 Minuten mit
TBS, TBS mit 0,01% (v/v) Triton X-100 und erneut mit TBS gewaschen. Der
Nachweis gebundener Antikorper erfolgte je nach Herkunftorganismus des
Antikérpers durch Inkubation flr eine Stunde mit einem Konjugat aus Anti-
Kaninchen-1gG oder Anti-Maus-IgG und Meerrettich-Peroxidase, das 1:10 000 in 5%
(w/v) Milchpulver/TBS verdunnt war. AnschlieRend wurde die Membran je 5 Minuten
mit TBS, dreimal mit TBS mit 0,01 % (v/v) Triton X-100 und erneut mit TBS
gewaschen und schliellich mit Luminol-Reagenz (440 ug/ml Luminol und 66 pg/ml p-

Cumarsaure in 0,1 M Tris/HCI, pH 8,5 und im Verhaltnis 1:1 frisch zugegebene
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0,018%ige (v/v) Wasserstoffperoxidlésung in 0,1 M Tris/HCI, pH 8,5) benetzt. Die
ablaufende Chemolumineszenz-Reaktion ermdoglichte durch die Schwarzung eines
aufgelegten Rontgenfilmes (Fuji NewRX) die Detektion der spezifisch mit Antikorper

markierten Proteinbanden.
2.3.10 In vitro Synthese radioaktiv markierter Proteine

FUr die in vitro Synthese radioaktiv markierter Proteine wurde das "TNT Coupled
Reticulocyte Lysate“-System von Promega verwendet, welches die gekoppelte
Transkription und Translation von komplementarer DNA ermoglicht. Als Matrize
wurden Derivate des pGEM4-Plasmids (Promega) verwendet, welche die kodierende
Sequenz des jeweiligen Proteins unter Kontrolle eines SP6- bzw. T7- Promotors
enthielten. Ein 100 ul Standardansatz bestand aus 50 pl TNT-Kaninchen-
Retikulozytenlysat, 4 pyl TNT-Reaktionspuffer, 2 ul TNT-SP6-RNA-Polymerase, 2 ul
Aminosauremix (alle proteinogenen Aminosauren auf3er Methionin, je 1 mM), 4 pl
[3°S]Methionin (10 pCi/ul), 2 pl RNasin (40 U/ul), 4 ul Plasmid-Template (~0.5 ug/ul)
und 32 ul H2O. Nach Inkubation fur 90 Minuten bei 30°C wurde die Reaktion durch
Zusatz von 5 ul 0,2 M Methionin beendet. AnschlieRend wurde das Lysat aliquotiert

und nach Einfrieren in flussigem Stickstoff bei -80°C gelagert.
2.3.11 In vitro Proteinimport in Mitochondrien

FUr einen in vitro Proteinimport wurden 50 pug Mitochondrien in Importpuffer mit 2-5 pl
radioaktiv markiertem Reticulocytenlysat bei 25°C inkubiert. Um die Importreaktion
zu beenden, wurden die Proben mit 1 ml eiskaltem Puffer verdunnt. Fur die
Uberprifung des Imports mittels SDS-PAGE wurden nicht importierte Praproteine
duch die Zugabe von Proteinase K (50-200 pg/ml) oder Trypsin (50-200 pg/ml)
abgebaut (Inkubation fur 15 Minuten auf Eis). Die Enzymreaktion wurde durch die
Zugabe von 2 mM PMSF bzw. 10fachem Uberschuss Trypsininhibitor (0,5-2 mg/ml)
gestoppt. Die Mitochondrien wurden durch einen Zentrifugationsschritt (10 Minuten,
18.000 xg) reisoliert und in Puffer gewaschen. Fur die Analyse mittels SDS-PAGE
wurden die Pellets in Lammli aufgenommen. Sollten der Import und die
Assemblierung mittels Blau-Nativ-Gelelektrophorese Uberprift werden, wurden die

Mitochondrien in Solubilisierungspuffer aufgenommen und fir 20 Minuten im
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Kldhlraum schittelnd inkubiert. Unldsliche Teile wurden abzentrifugiert und der
Uberstand mit Blau-Nativ-Gelelektrophoresen-Probenpuffer (s. 2.3.5) aufgenommen.
Die Gele wurden auf PVDF- bzw. Nitro-zellulosemembran geblottet und durch

Autoradiographie oder Immunoblot analysiert.

N. crassa Importpuffer: 250 mM Sucrose, 10 mM MOPS, 80 mM KCI, 5 mM MgCl,, 0,25 %
fettsaurefreies BSA, 2,5 mM ATP, 5 mM NADH, pH 7,2.

N. crassa Waschpuffer: 250 mM Sucrose, 10 mM MOPS, 2 mM EDTA, pH 7,2.

S. cerevisiae Importpuffer: 600 mM Sorbitol, 50 mM HEPES/KOH, 80 mM KCI,
10 mM Magnesiumacetat, 2 mM KH2PO4, 2.5 mM EDTA, 1 mg/ml fettsdurefreies BSA, 2,5
mM ATP, 5 mM NADH, pH 7,2.

S. cerevisiae Waschpuffer: 600 mM Sorbitol, 20 mM HEPES/KOH, pH 7,2

2.3.12 Solubilisierung von Membranproteinen

Mitochondrien wurden standardmafig mit einer Proteinkonzentration von 10 mg/ml in
1% Detergens (Ausnahme LDAO: 3%), 50 mM KAc/MOPS, pH 7,2, 10% Glycerol
und 2 mM PMSF solubilisiert. War die Proteinkonzentration niedriger, wurde auch die
Detergenskonzentration reduziert. Da Aullenmembranvesikel im Vergleich zu
Mitochondrien anteilig mehr Lipide als Proteine enthalten, wurden diese bei einer

Proteinkonzentration von 10 mg/ml mit 2,5% DDM bzw. 2,5% Digitonin solubilisiert.

Detergenzien:

CMC

M % mM
Tridecylmaltosid 524.6 0,0017 0,033
Dodecylmaltosid 510,6 0,00765 0,15
Undecylmaltosid 496,6 0,0293 0,59
Decylmaltosid 482,6 0,0772 1,6
LDAO 229,4 0,032 1,4
C12E8 539,1 0,0059 0,11
Octylglycosid 292 0,89 30,3
TritionX-100 625 0,021 0,25

Digitonin 1229,3 --- -
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2.3.13 Gelfiltration

Die oligomere Stabilitat von Proteinkomplexen unter nativen Bedingungen wurde
mittels GroRenausschlul-Chromatographie untersucht. Fur die Gelfiltration wurden
Superose6-Saulen (Amersham Biosciences) oder die TSK G-4000PWy,-
Gelfiltrationssaule (Toso-Haas) verwendet. Die Saulen wurden jeweils in steril-
filtriertem Gelfiltrationspuffer (50 mM KAc/MOPS, pH 7,2, 10% Glycerol und 0,1%
DDM bzw. 0,05% Digitonin) equilibriert, die solubilisierte Probe wurden Uber einen
Loop geladen und die Saule isokratisch eluiert. Es wurden Fraktionen von 0,5 ml
gesammelt, die Proteine TCA-prazipitiert und Uber SDS-Gelelektrophorese und

Westernblot analysiert.

2.3.14 Isolierung von TOM-Core-Komplex aus Neurospora crassa

Mitochondrien

Als Ausgangsmaterial fur die praparative Reinigung des TOM-Core-Komplexes fur
Kristallisationsexperimente wurden 5 g Neurospora crassa Mitochondrien aus dem
Stamm GR107 bzw. Tom5%FHT verwendet. Die Mitochondrien wurden bei einer
Proteinkonzentration von 10 mg/ml in Solubilisierungspuffer (20 mM Tris, pH 8,5, 300
mM NaCl, 20% Glycerol, 1% DDM, 20 mM Imidazol, 1 mM PMSF) fur 30 Minuten bei
4°C geruhrt. Nicht solubilisiertes Material wurde bei 260.000 xg (Ti70-Rotor,
Beckman) fiir 30 Minuten sedimentiert und der Uberstand abfiltriert. Fiir die TOM-
Isolierung wurden 20 ml regenerierte Nickel-Nitrilotriessigsaure-Agarose (Ni-NTA;
Quiagen) in eine Saule mit einem Durchmesser von 5 cm gepackt. Die Saule wurde
mit Solubilisierungspuffer equilibriert. Das filtrierte Solubilisat wurde mittels einer
Persistaltikpumpe bei einer Flufirate von 3 ml/min Uber die Saule gepumpt.
AnschlieRend wurde die Saule mit 5 Saulenvolumen Waschpuffer W1 (20 mM Tris,
pH 8,5, 300 mM NaCl, 10% Glycerol, 0,1% DDM, 20 mM Imidazol, 1 mM PMSF) und
dann zur Anpassung des pH-Wertes fur die anschliessende Anionenaustausch-
chromatographie mit 10 Saulenvolumen Waschpuffer W2 (50 mM KAc/MOPS, pH
7,2, 10% Gilycerol, 0,1% DDM, 40 mM Imidazol, 1 mM PMSF) gewaschen. Das
gebundene Protein wurde mit 4 Saulenvolumen Elutionspuffer (50 mM KAc/MOPS,
pH 7,2, 10% Glycerol, 0,1% DDM, 300 mM Imidazol, 1 mM PMSF) eluiert. Im zweiten

Reinigungsschritt wurde das Eluat der Ni-NTA-Saule auf eine 6 ml-ResourceQ-
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Anionenaustausch-Saule (Amersham Biosciences) des AKTA-Chromatographie-
Systems (Amersham Biosciences) aufgetragen. Die Saule war zuvor im Puffer ResA
(50 mM Kaliumacetat pH 7,5, 10% Glycerol, 0,03 % DDM) equilibriert worden. Nach
dem Auftragen des Proteins wurde die Saule mit einem Saulenvolumen Puffer ResA
gewaschen. Die Elution erfolgt mittels eines Gradienten aus Puffer ResA und Puffer
ResB (50 mM Kaliumacetat pH 7,5, 10% Glycerol, 0,03% DDM, 1 M KCI), wobei ein
zweiter Waschschritt von einem Saulenvolumen bei 20% ResB (entspricht 200 mM
KCI) durchgefuhrt wurde. Der TOM-Komplex eluierte bei ca. 330 mM KCI von der
ResourceQ-Saule. Es wurden Fraktionen von 0,5 ml gesammelt. Die TOM-Komplex
enthaltenden Fraktionen wurden tber SDS-Gelelektrophorese auf die Reinheit des
Komplexes uberprift und die Proteinkonzentration wurde mittels Bradford bestimmt.
Die TOM-Komplex enthaltenden Fraktionen konnten maximal 3 Wochen bei 4°C

gelagert werden.

2.3.15 Isolierung von TOM-Core-Komplex aus AuBenmembranvesikeln

Far die praparative Reinigung des TOM-Core-Komplexes far
Kristallisationsexperimente wurden 25-40 mg Aullienmembranvesikel eingesetzt. Die
AulBRenmembranvesikel wurden bei einer Proteinkonzentration von 2,5 mg/ml in
Solubilisierungspuffer (50 mM KAc/MOPS, pH 7,2, 10% Glycerol, 1% DDM, 1 mM
PMSF) far 30 Minuten bei 4°C geschuttelt. Zur Abtrennung ungel6ster Bestandteile
wurde das Solubilisat fir 30 Minuten bei 183.254 xg (45.000 rpm) im Ti50-Rotor
(Beckman) abzentrifugiert. Der Uberstand wurde Uber einen Loop auf eine mit Puffer
ResA (50 mM Kaliumacetat pH 7,5, 10% Glycerol, 0,03% DDM) equilibrierte 6 ml-
ResourceQ-Saule (Amersham Biosciences) in einem AKTA-Chromatographie-
System (Amersham Biosciences) aufgetragen. Die Saule wurde mit flnf
Saulenvolumen ResA-Puffer gewaschen und mit einem linearen Gradienten aus
Puffer ResA und ResB (50 mM Kaliumacetat pH 7,5, 10% Glycerol, 0,03% DDM, 1 M
KCI) eluiert. Der Gradient enthielt einen Waschschritt bei 20% Puffer B (entspricht
200 mM KCI), es wurden 0,5 ml Fraktionen gesammelt. Die Reinheit des eluierten
TOM-Komplexes wurde mittels SDS-Gelelektrophorese Uberpruft und die

Proteinkonzentration durch Bradford bestimmt.
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2.3.16 Aufbereitung des gereinigten TOM-Core-Komplexes fiir die

Kristallisation

Die drei Hauptfraktionen einer TOM-Isolierung wurden in einen Dialyserahmen (10
kDa; PIERCE) Uberfuhrt und flir 12-16 Stunden gegen 2 Liter Puffer (10 mM
KAc/MOPS, pH 7,2, 0,03% DDM) dialysiert. Auf diese Weise wurde die
Konzentrationen von Glycerol und KCI auf 0,0075% v/v bzw. 0,225 mM gesenkt. Die
dialysierte Proteinprobe wurde dem Rahmen entnommen und in einem Nanosep-
Konzentrator (cut off 100 kDa; Pall) auf eine Proteinkonzentration von 15-20 mg/ml

eingeengt und bei 4°C flr maximal drei Wochen gelagert.

2.3.17 Kristallisation des TOM-Core-Komplexes

Die Kristallisation des TOM-Core-Komplexes wurde mit Hilfe der Methode des
hangenden Tropfen durchgefuhrt. Die Proteinkonzentration betrug 10-15 mg/ml in 10
mM KAc/MOPS und 0,03% DDM. Auf einer Platte (Linbro, ICN Biomedicals) wurden
24 Ansatze pipettiert. Es wurden silanisierte Deckglaser verwendet. Die Rander
wurden mit Immersionsél Typ B (Hampton Research) abgedichtet. Die

Kristallisationsansatze wurden im Inkubationsschrank (Rumed) bei 20°C gelagert.

2.3.18 Kristallisation in Kapillaren

Zur Kristallisation in Kapillaren wurden Glaskapillaren (Spezialglas-Markrohrchen)
der Firma Glas Technik & Konstruktion (Schonwalde/Berlin) mit einem Durchmesser
von 0,3 mm verwendet. Als Agarose wurde "low melting" Agarose der Firma
Amersham Biosciences als 0,5%ige Lésung in 10 mM KAc/MOPS, pH 7,2 angesetzt.
Hierzu wurde die Agarose in einem Reaktionsgefal® eingewogen, in Puffer
aufgenommen und in einem 95°C Heizblock erhitzt. Die geloste Agarose wurde in
einem 30°C-Heizblock bis zur Verwendung gelagert. Der gereinigte TOM-Komplex
mufte in einer Konzentration von 15-18 mg/ml vorliegen und wurde ebenfalls auf
30°C erwarmt. In einem Reaktionsgefal® wurden 5,5 yl TOM-Komplex und 5,5 pl
Agaroselosung gemischt und sofort in die Kapillare aufgezogen. Die Kapillare wurde
dann fir 15 Minuten auf einem Eis-gekihlten Metallblock gelagert, um die

Polymerisation der Agarose zu beschleunigen. Das untere Ende der Kapillare wurde
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mit Nagellack versiegelt und die Agarose mit 30 ul Kristallisationspuffer (100 mM
Ammoniumcitrat pH 4,5; 50 mM Tris pH 7,2; 35% PEG400) uberschichtet. Nach dem
Verschliel3en des oberen Endes der Kapillare mit Bienenwachs wurde die Kapillare
in einer Granada Kristallisationsbox (Hampton Research) aufgestellt und fur die

Kristallisation bei 20°C im Inkubator gelagert. Kristalle erschienen nach 3-7 Tagen.
2.3.19 Kristallisationsansatze mit dem Pipettierroboter
Fir den aus der Tom5~"F Mutante in n-Undecyl-R-D-maltosid isolierten TOM-Komplex

wurden von einem Pipettierroboter Kristallisationsansatze im sitzenden Tropfen auf

96 well-Platten angesetzt. Die Proteinkonzentration betrug 14 mg/ml.

2.4 Gerite
Agarosegel-Dokumentation The Imager-Imaging-System, Appligene
Autoklav Bioclav, Schutt
Blot-Apparatur Werkstatt Institut fir Physiologische Chemie, Miinchen
Brutschranke Heraeus Christ
Chromatographiesysteme AKTA Explorer, AKTA Purifier, ETTAN, AKTA Prime, Amersham
Biosciences
Digitalkamera Sony
Entwicklermaschine Gevamatic 60, Agfa-Gevaert
Gelkammern Werkstatt, Institut fir Physiologische Chemie, Minchen
Feinwaagen Sartorius
Kristallisationsschrank RUMED
Kolbenhubpipetten Abimed
Mikroskop Carl Zeiss AG, Deutschland
Peristaltik-Pumpe P-1, Amersham Biosciences
Photometer Eppendorf
Shimadzu
Quantum, Amersham Biosciences
Spannungsgerate Amersham Biosciences
Sterilbank BDK
Thermocycler Primus 25/96, MWG-Biotech
Uberkopfschiittler Werkstatt, Institut fir Physiologische Chemie, Miinchen
Ultraschallgerat Branson Sonifier 250, G. Heinemann
Vortex-Mixer Bender und Hobein
Zentrifugen Beckman Instruments
Eppendorf
Heraeus Christ
Sigma

2.5 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Agfa-Gevaert (Mlinchen) Entwickler und Fixierer flr Rontgenfilme

Amersham Biosciences (Freiburg) ResourceQ, Superoseb,

Behringwerke (Marburg) Freunds inkomplettes Adjuvans

Bio-Rad (Miinchen) Meerrettich-Peroxidase-gekoppelte Anti-Kaninchen- und

Anti-Maus-IgGs aus Ziege, Proteinreagenz und Standard fir
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Boehringer (Mannheim)

Calbiochem (Darmstadt)

Chemikalienausgabe, Fakultdt Chemie

DIFCO (Detroit, USA)

Emerald Biostructures

Fluka (Buchs, Schweiz)

Fuji (Tokyo, Japan)

Genomed (Bad Oeyenhausen)
Gerbu (Gaiberg)

GIBCO-BRL (Eggenstein)
Glycon Biotech (Luckenwalde)
Hampton Research

Jena Bioscience

Kodak (Miinchen)

Metabion (Mlnchen)

ICN Pharmaceuticals (Eschwege)
Nestle-Alete (Miinchen)

New England Biolabs (Schwalbach)
Pall Life Sciences (New York, USA)
Pierce (Rockford, USA)

Pineda Antikérper Service (Berlin)
Promega (Heidelberg)

Quiagen (Hilden)
Serva (Heidelberg)

Schleicher & Schuell (Kassel)

Sigma (Miinchen)

Stratagene (La Jolla, USA)

die Proteinbestimmung

ATP, Desoxyribonukleotide, Kreatinkinase, Kreatinphosphat,
Proteinase K, Restriktionsenzyme, Tris

Digitonin

Ethanol, Methanol, Aceton, Isopropanol

Bacto-Agar, Bacto-Pepton, Bacto-Trypton, Hefeextrakt,
Hefe-Stickstoff-Base

Wizard Screen |, Wizard Screen Il

PEG400

Super RX Fuji Medical X-Ray Film 100 MF 13 x 18 cm
JETSTAR-Kit fur Plasmid-DNA-Praparation

Acrylamid, DTT, NADH

Agarose, Restriktionsenzyme, T4-DNA-Ligase
n-Dodecyl-R-D-maltosid

Crystal Screen |, Crystal Screen Il, PEG lon Screen, Natrix
Screen, Immersionsél Typ B

JBScreen 1-10

Bio Max MR Kodak TR-1 Film 13 x 18 cm

Primer

[358]Methionin, Kristallisationsplatten Linbro
Magermilchpulver

Restriktionsenzyme

Nanosep Centrifugal Devices

Slide-A-Lyzer Dialysis Unit, Sulfolink Coupling Gel
Tom5-Antikdrper

Gel Drying Film, pGEM4-Vektor, pPGEMT-Vektor,

TNT Coupled Reticulocyte Lysate

Ni-NTA-Agarose, QlAquick Gel Extraction Kit
Bisacrylamid, Bromphenolblau, Coomassie Brillant Blau R-
250, Harnstoff, HEPES, Lysozym, Ponceau S, SDS, Serva
Blau G, TEMED, Xylenxyanol

Protran Nitrozellulosemembran BA83, PVDF-Membran,
Whatman Filterpapiere

Aminosauren, APS, Ampicillin, BSA Grade VIII
(fettsaurefrei), Ethidiumbromid, FCCP, Glycerol,
Lachsspermien-DNA, B-Mercaptoethanol, LMW
Molekulargewichts-Standard, PMSF, STI,
Trichloressigsaure, Triton X-100, Trypsin (Typ Xlll aus
Rinderpankreas), Valinomycin A

Seikagaku (Tokyo, Japan) Zymolyase

XL1-Blue Zellen

Alle Gibrigen Chemikalien wurden als analysenreine Substanzen von der Firma Merck (Darmstadt)

bezogen.
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3. Ergebnisse

3.1 Charakterisierung und Funktionsanalyse von Tom5

3.1.1 Identifikation von Tom5 in Neurospora crassa

Fir die Rontgenstrukturanalyse des TOM-Core-Komplexes sollte aus Neurospora
crassa gereinigter Komplex verwendet werden. Dieser ist weitgehend homolog zum
S. cerevisiae TOM-Core-Komplex aufgebaut, jedoch wurde fur Hefe eine kleine Tom-
Komponente Tom5 beschrieben, die in N. crassa nicht identifiziert wurde. Da in
BLAST-Analysen mit der Aminosauresequenz des Hefe Tomb5-Proteins keine
Proteine mit Sequenzahnlichkeit gefunden werden konnten, sollte der aus N. crassa

gereinigte  TOM-Core-Komplex massenspektrometrisch auf das Vorhandensein

A C
1 ATGTTCGGAGGATTCCAGCCCCCTGCCCTCTCCCGCGAGGAGCTCCAGGC
1 M F GG F Q P P AL SRTETE L Q A
51 CGCCGAGGCCGAGGCCACCTTCACCATTCAACGTGCCGTCTTTACTGCCG
18 A EAEATTFTTI QR AV F T A
b — Tom40 101 TTGCTCTTTACCTCTCTCCCTTCGTTATCGACGCCGTTAGCAAGGTTCTC
34 vV AL Y L S P F V I DAV S K V L
TAA
*
- TOM22
= Tom22*
D
1 ATGTTCGGAGGATGTAAGTGCCGTCTTGATTGATTCAACTGGGCTTTGAC
M F G G
51 AGTCTTTTGCAGTCATTGAAAGGCAATCACACAAACAAATACATCAACCA
— Tom6 101 CCACGACGTCGTCTCCATTCCACTGGTAGTACTGACATTTATTTACTACT
- TOom7
= Tom7*
151 TCACAGTCCAGCCCCCTGCCCTCTCCCGCGAGGAGCTCCAGGCCGCCGAG
F Q P P AL S RETETLOQA AAE
201 GCCGAGGCCACCTTCACCATTCAACGTGCCGTCTTTACTGCCGTTGCTCT
B A E A T F T I QR AV F T AV A L
1) EEQAAEAEATFTLQR 251 TTACCTCTGT TCGTCCATCTATCTACCGGCCTGTCCTCCCCAGCTTCTCT
2) **GGFQPPALSR Y L
3) AAEAEATFTLQR
4) **GFQPPALSR 301 CGCTGCCCTACGTCAGTCTGGTTCTGAGCGCTAACAAGAGGAAAAACCTA
***: Beginn der Sequenz
351 TATACAGCTCCCTTCGTTATCGACGCCGTTAGCAAGGTTCTCTAA|

nicht eindeutig bestimmbar.

s Pp F v I D A V S K V L *

Abb. 2: Identifizierung von Tom5 in Neurospora crassa

(A) 150 pg gereinigter TOM-Core-Komplex wurden in einem SDS-Harnstoff-Polyacrylamidgel
aufgetrennt und das Gel mit Coomassie gefarbt. Tom22* und Tom7* bezeichnen Abbaubanden
von Tom22 und Tom7. Links sind die molekularen Markergrossen angegeben. (B) Die
massenspektrometrische Analyse der in (A) als Tom7* bezeichneten Bande ergab vier
Peptidsequenzen. (C) Die Peptidsequenzen wurden dem cDNA-Klon e4g06ne f1 (Neurospora
crassa Evening sequence database, Universitat von Oklahoma; http://www.genome.
ou.edu/fungal.html) zugeordnet. Dargestellt sind hier die cDNA- und die Aminosauresequenz. (D)
In der genomischen DNA ist die codierende Sequenz fir Tom5 durch zwei Introns unterbrochen.
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eines Tom5-Proteins Uberpruft werden. Hierzu wurde gereinigter TOM-Core-Komplex
in einem SDS-Harnstoff-Polyacrylamidgel aufgetrennt (Abb. 2A) und alle
Proteinbanden mit geringerer Masse als 10 kDa in der Massenspektrometrie
untersucht. Bei der Analyse der Kkleinsten Proteinbande, die zuvor einem
Abbauprodukt von Tom7 (Tom7*) zugeordnet worden war, wurden vier Peptide
gefunden, die nicht mit den Aminosauresequenzen der bekannten Tom-
Komponenten Ubereinstimmten (Abb. 2B). Durch die Suche in cDNA-Datenbanken
von Neurospora crassa konnte ein Klon identifiziert werden, dessen cDNA flr ein
Protein von 5,4 kDa kodiert und dessen Aminosauresequenz alle fraglichen
Fragmente abdeckte (Abb. 2C; Klon Nummer e4g06ne_f1, Neurospora crassa
Evening sequence database, Universitat von Oklahoma; http://www.genome.ou.edu/
fungal.html). Durch den Vergleich der cONA-Sequenz mit der genomischen DNA von
Neurospora crassa konnte die kodierende Sequenz identifiziert werden, die durch
zwei Introns unterbrochen wird (Abb. 2D; Contig Nummer 6, Gesamtlange 1.077.476
bp; Tomb5: 1.046.812-1.047.156 bp; http://www.broad.mit.edu/annotation/fungi/
neurospora/). Ein Sequenzvergleich mit der in S. cerevisiae beschriebenen Tom-
Komponente Tom5 ergab eine Sequenzidentitat der beiden Proteine von 32%
(Abb. 3).

N. crassa GFo PA on A TFRNO WL, | S D peeyav K 50
S. cerevisiae NIYELPOD .EVEEMaKRNEHED T EXINEKO A PV B W H WKIONK. 50

Abb. 3: Sequenzvergleich Tom5 aus Neurospora crassa und Saccharomyces cerevisiae

Identische Aminosauren sind schwarz hinterlegt, &hnliche Aminosauren grau schattiert. Die Tom5-
Proteinsequenzen aus Neurospora crassa und Saccharomyces cerevisiae sind zu 32% identisch.
Die hypothetischen Transmembrandomanen sind unterstrichen.

Das Hydrophobizitatsprofil der Aminosauresequenzen ist ebenfalls sehr ahnlich und

deutet bei beiden Proteinen auf eine Transmembrandomane im C-terminalen Bereich
hin.

N. crassa FQPPALSRIELQA AEATFTIQRAVFTAVALYLSIRFVIDAVSKVL 50
G. zeae FAPPOOSOBETIRALBADAAFTVOCGAITTAVELYLSISFALDLYGKIL 50
B. fuckeliana P.PPPPSAAELKAQBEEASLTVORVITWS IBLYTLSIFFAVKSIONLT 49
S. cerevisiae LPOQEVSEEBKRAHOBOTEKTLKOAAYVAAFBNV . SIgM I WHLVKKOWK 50
E. gossypii FPOOOPSEEELKKHOBOTNSTVMTAAYAAAFEWY . SIFTVWNEIRKOWK 50
K. lactis LPOOQ . SEEEKRLHOGOSNQOTLTNAAYAAAARNL . SIFT. TWHFIKKOFK 49
D. hansenii PGSQPSED@KKLOEKYAVDILKTAGEF TAGARWY . AlTTFHYIKROL 49

Abb. 4: Multipler Sequenzvergleich von Tom5-homologen Proteinen

In allen Sequenzen identische Aminosduren sind schwarz hinterlegt, zu 75% konservierte
Aminosduren dunkelgrau schattiert, zu 50% konservierte Aminosauren hellgrau markiert.
Neurospora crassa (CAE76411), Giberella zeae (FG09545.1), Botryotinia fuckeliana,
Saccharomyces cerevisiae (YPR133W-A), Eremothecium gossypii (AAR106Cp), Kluyveromyces
lactis (XP_452027), Debaryomyces hansenii (CAG87912). In Klammern sind die Acession
Nummern der Gene Bank fir die einzelnen Proteine angegeben.
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Uber Aminoséaurevergleiche konnten weitere Sequenzhomologe zu Tom5 in anderen
Pilzen identifiziert werden (Abb. 4). In hdheren Eukaryonten konnten keine Homologe
zu Tom5 gefunden werden. Mdglicherweise ist hier die Sequenzidentitat zu niedrig
oder der Leserahmen duch Introns unterbrochen, wodurch das Auffinden einer nur

150 Basenpaar langen Sequenz unmaoglich ware.

Ob es sich bei der neuen N. crassa Tom-Komponente um ein funktionelles Tom5
handelt, wurde durch einen Austausch des Hefe Tom5 durch Neurospora Tom5
uberprift. Ein Hefestamm, dessen TOM5-Gen deletiert wurde, verhalt sich bei 30°C
auf YPD-Medium vergleichbar zum Wildtyp-Stamm, weist allerdings bei 37°C kein
Wachstum mehr auf. Dieser Wachstumsphanotyp konnte durch das Einbringen des
Neurospora tomb5-Genes aufgehoben werden, wodurch eine funktionelle

Ubereinstimmung der beiden Proteine nahegelegt wird (Abb. 5).

A B
YPD 30°C YPD 37°C

tom5A
tom5A + NcTom5 tom5A + NcTom5
tom5A + Fis1-Tom5C tom5A + Fis1-Tom5C

tom5A + pYX132 tom5A + pYX132

Abb. 5: N. crassa Tom5 ist ein funktionelles Homolog des Hefe Tom5

(A) Bei 30°C wachst ein Hefe Tom5-Deletionsstamm (tom5A) vergleichbar zum Wildtyp-Stamm
(WT). (B) Bei einer Temperatur von 37°C ist kein Wachstum des tom5A-Stammes mehr zu
erkennen. Wird das Neurospora tom5-Gen auf einem Plasmid in den Hefe Tom5-Deletionsstamm
eingebracht (fom5A + NcTomb), verhalt sich dieser Stamm im Wachstum bei 37°C wie der
Wildtyp-Stamm. Auch die Transmembrandomane des Hefe Tom5 fusioniert an die cytosolische
Domane von Fis1 (tomb5A + Fis1-Tom5C) reicht aus, um den Hefezellen das Wachstum auf 37°C
zu ermdglichen. Zur Kontrolle wurde das leere Plasmid (pYX132) in den tom5A-Stamm
transformiert (tom5A + pYX132), wodurch das Wachstum bei 37°C nicht wieder hergestellt
werden konnte.

Mitochondrien aus dem S. cerevisiae tomb5A-Stamm zeigten einen deutlich
schlechteren Import von Praproteinen aller mitochondrialen Kompartimente im
Vergleich zum Import in Wildtyp-Mitochondrien (Dietmeier et al., 1997).
Mitochondrien, in denen Hefe Tom5 durch Neurospora Tom5 ersetzt wurde, sollten

bei funktioneller Aquivalenz der beiden Proteine mitochondriale Praproteine in einer
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A Porin Import B CCHL Import
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Abb. 6: Importkinetiken von S.c. Mitochondrien aus Wildtyp, tom5A und tom5A + N.c. Tom5

Isolierte Mitochondrien aus einem Wildtyp-Stamm (WT), dem Tom5-Deletionsstamm (tom5 A)und
einem Tomb5-Deletionsstamm (tom5 A + N.c.-Tom5), der das Neurospora Tom5 exprimiert,
wurden fir 1-10 Minuten (min) mit radioaktiv markierten Praproteinen (A) der AulRenmembran
(Porin), (B) des Intermembranraums (CCHL), (C) der Innenmembran (Tim23) und (D) der
mitochondrialen Matrix (F1pB) inkubiert. Nicht importiertes Material wurde durch Proteinase K
verdaut, die Mitochondrien gewaschen und in SDS-Probenpuffer aufgenommen. Die Proteine
wurden Uber SDS-PAGE aufgetrennt und mittels Autoradiographie quantifiziert. Der Wert fur den
Wildtypimport nach 10 Minuten wurde auf 100 Arbitrary Units (AU) gesetzt.

im Vergleich zum Wildtpyp ahnlichen Kinetik importieren kénnen. Um dies zu prufen,
wurden Mitochondrien aus dem Hefe Wildtyp-Stamm, dem tom5A-Stamm und dem
N.c. Tom5 exprimierenden tom5A-Stamm isoliert. Als radioaktiv markierte
Praproteine wurden Porin als AuRenmembranprotein, Cytochrom c¢ Hamlyase
(CCHL) fur den Intermembranraum, Tim23 als Protein der Innenmembran und die -
Untereinheit der F4Fy-ATPase (F4B) als Matrixprotein verwendet (Abb. 6). Die
Importraten in tom5A Mitochondrien waren im Vergleich zum Wildtyp um 20-80%
reduziert. Durch die Expression von Neurospora Tom5 wurden die Importraten
wieder auf Wildtyp-Niveau gehoben oder sogar im Vergleich zum Wildtyp verbessert.

Offensichtlich konnte N.c. Tom5 in Hefe die Funktion des endogenen Tom5-Proteins

ubernehmen.

34



Ergebnisse

3.1.2 Charakterisierung von Tom5 in Neurospora crassa

Um die Assemblierung von Neurospora crassa Tom5 in den TOM-Komplex zu
verfolgen, wurde radioaktiv markiertes Tom5 in frisch isolierte Wildtyp-Mitochondrien
importiert. Als Kontrollen wurden Lysate der anderen Tom-Komponenten Tom7,
Tom22 und Tom40 fur weitere Importexperimente verwendet. Nach dem Import
wurden die Mitochondrien solubilisiert und mittels Blau-Nativ-Gelelektrophorese
analysiert. Zwei Spuren des Gels wurden als Kontrollen mit solubilisierten
Mitochondrien beladen und mit Antikorpern gegen Tom40 und Tom22 dekoriert.
Tom5 assemblierte in einen ca. 400 kDa groRen Komplex, in dem auch die anderen
Tom-Komponenten  nachgewiesen werden konnten. Es waren keine

Assemblierungsintermediate zu erkennen (Abb. 7).

Abb. 7: In vitro Import von Tom5

& £ g (v‘\l § Die mit [35S]Methionin markierten Proteine Tomb5,

OO0 O ££ Tom7, Tom22 und Tom40 wurden fiir 20 min mit je

&P DD D go /go 50 g frisch isolierten Mitochondrien inkubiert. Die

kDa _ reisolierten Mitochondrien wurden in 20 mM Tris,

443 = 1% DDM solubilisiert. UnlGsliche Teile wurden

L . ..—TOM Core apzentrifugiert, der Uberstand mit Blau-Nativ-

' Komplex  propenpuffer versetzt und auf ein 6-13% Blau-

155 um Nativ-Gel aufgetragen. Zur Kontrolle wurden in

P zwei weitere Spuren solubilisierte Mitochondrien

geladen. Die radioaktiv markierten Proteine

; wurden durch Autoradiographie, die GroRe des

. internen TOM-Komplexes durch Immunoblot

gegen Tom22 und Tom40 nachgewiesen. Als

Grollenmarker dienten Apoferritin (443 kDa),

Alkoholdehydrogenase (155 kDa) und bovines
Serumalbumin (67 kDa).

67 =

Fir die Untersuchung der Topologie von Tom5 wurde eine Proteinase K-Behandlung
von Mitochondrien durchgefihrt. Dies fuhrte zu einem Abbau der von aulien
zuganglichen Proteindomanen der in der Aullenmembran verankerten Tom-

Komponenten.

0 10 25 50 100 PK (ug/ml)

Abb. 8: Proteinase K-Behandlung
H-— ‘ aTom40
Je 50 pg Mitochondrien wurden mit 0-100 pg/ml
- oTom22 Proteinase K (PK) fir 20 min auf Eis inkubiert. Die
e - mitochondrialen ~ Proteine  wurden im  SDS-
Polyacrylamidgel aufgetrennt, auf Nitrocellulose-
‘-.. ‘ aTom5 membran transferiet und mit Antikdrpern gegen
Tom40, Tom22, Tom5 und Cytochrom ¢ Ham Lyase
E aCCHL (CCHL) dekoriert.
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Tom22 wurde bereits von geringen Mengen Proteinase K angegriffen. Es konnte ein
Tom22-Fragment, bestehend aus der Transmembranregion und der C-terminalen
Domane im Intermembranraum, durch Immunoblot nachgewiesen werden (Abb. 8).
Tom40 war bis zu einer Konzentration von 10 ug/ml Proteinase K stabil. Tom5 wurde
erst bei hoheren Konzentrationen als 25 pg/ml Proteinase K proteolytisch
angegriffen. Es konnten keine Fragmente von Tom5 nachgewiesen werden. Der
Antikorper wurde gegen ein N-terminales Tom5-Peptid hergestellt, so dass die
Transmembrandomane und die wenigen C-terminalen Aminosauren im Westernblot
nicht nachgewiesen werden koénnen. Der Abbau des N-Terminus bestatigt die
vorhergesagte Topologie von Tom5 (siehe 3.1.1). Mit Trypsin konnte kein Abbau
von Tom5 beobachtet werden.

Durch chemische Quervernetzung sollten Interaktionspartner von Tom5 im TOM-
Komplex identifiziert werden. Mit dem kleinen Molekul Formaldehyd konnte Tom5 in
AuRenmembranvesikeln (Abb. 9A) und in gereinigtem TOM-Komplex (Abb. 9B)
vollstandig mit Tom40 vernetzt werden. Es konnten kein freies Tom5 und keine
Quervernetzungprodukte mit anderen Tom-Komponenten nachgewiesen werden. Ein

zweites Vernetzungsprodukt von Tom40 wurde bereits in anderen Arbeiten als eine

A AMV
kDa WT tom5RIP
' 00.4 080040.80040.800.408 PFA(%,w/v)
5= et BBl N e —Tomd40 + Tom5
35 = ——— e ] =Tom40
aTom40 aTom5 aTom40 aTom5
B TOM Core Komplex

kDa WT
M0 0.2 0.4 002 0.4' PFA (%, wiv)

45 -
35-

= = sss m =Tom40 + Tom5
=-Tom40

aTom40 aTom5

Abb. 9: Chemische Quervernetzung von Tom5 und Tom40

(A) 25 pg Aullenmembranvesikel (AMV) und (B) 4 pg gereinigter TOM-Core-Komplex wurden
jeweils fur 20 min mit 0-0,8% Paraformaldehyd (PFA) bei 25°C inkubiert. Die Quervernetzung
wurde mittels 10%igen SDS-Polyacrylamidgelen und Immunoblot analysiert. Es wurden
AuRenmembranvesikel aus einem Neurospora Wildtyp (WT) und aus einem Tomb5-
Deletionsstamm (tom5~") verwendet.

36



Ergebnisse

Verbindung mit Tom6 identifiziert (Dembowski et al, 2001). In
Aulenmembranvesikeln, die aus einem Neurospora Tom5-Deletionsstamm (tom5~",
siehe 3.1.3) isoliert wurden, war nur noch ein Vernetzungsprodukt von Tom40 zu
Tom6 zu sehen; die Bande, die im Immunoblot von Antikorpern gegen Tom40 als

auch gegen Tom5 erkannt wurde, war nicht mehr vorhanden.
3.1.3 Deletion von Tom5 in Neurospora crassa

Fir die weitere funktionelle Untersuchung von Tom5 in Neurospora crassa wurde ein
Stamm mit disrupiertem tom5-Gen (tom5°F) von Frank Nargang (University of
Alberta, Kanada) zur Verfugung gestellt. Im Immunoblot konnte kein Tom5-Protein
mehr nachgewiesen werden, alle anderen Tom-Komponenten sowie weitere
Aullenmembranproteine waren in zum Wildtyp vergleichbaren Mengen vorhanden
(Abb. 10). Da die Deletion von Tom5 in Hefe zu einem Wachstumsphanotyp bei 37°C

5RIP

fuhrt (Abb. 5), wurde der Neurospora tom5™ -Stamm auf sein Wachstum unter

verschiedenen Bedingungen, unter anderem hohe Temperaturen (42°C), Gberpruft.

5RIP

Es konnte jedoch kein Wachstumsphanotyp des tom5™" -Stammes festgestellt

werden.

’
o,b&?/p

s o Tom70

$

s o Tom40

o s Tom20

s oTOm22 RIP

Abb. 10: AuBenmembranproteine in tom5™" -Mitochondrien

oTom6 _ : . .
Je 50 pg Mitochondrien aus einem Neurospora Wildtyp (WT) und dem

‘ oTom5 tom5-Deletionsstamm  (fom5<") wurden im SDS-Polyacrylamidgel
mm—

aufgetrennt, die Proteine auf Nitrocellulosemembran transferiert und mit
Antikoérpern gegen verschiedene Aullenmembranproteine dekoriert.

oPorin

Da die zwei kleinen Tom-Komponenten Tom6 und Tom7 als Faktoren fur die
Komplexstabilitdt und den Austausch von Tom-Untereinheiten beschrieben wurden
(Alconada et al., 1995; Dembowski et al., 2001; Model et al., 2001), stellte sich die
Frage, ob auch Tom5 flr die Stabilitat des TOM-Komplexes von Bedeutung ist. In
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der Gelfiltration zeigten sich keine Unterschiede zwischen den Laufverhalten des
TOM-Core-Komplexes und des tom5~P-Komplexes (Abb. 11). Daraus folgte, dass
Tom5 nicht fur die Assemblierung des TOM-Core-Komplexes bendtigt wird. Die
Deletion bewirkte keine Veranderung des aulReren Aufbaus oder der Konformation
des Komplexes, die durch eine Anderung des Laufverhaltens in der Gelfiltration hatte
dokumentiert werden konnen. Diese Beobachtung konnte zudem durch
elektronenmikroskopische Aufnahmen in Zusammenarbeit mit Stephan NuRberger
5RIP

bestatigt werden. Es waren auch fur den tom
Loch-Partikel des TOM-Core-Komplexes (Ahting et al., 1999) zu erkennen.

-TOM-Komplex die typischen Zwei-

> AMV tom5RIP
gb
V? 669 443 66 29
v v v v
‘- o —— ‘ aTom40
- | e —— | Tom22
L‘ = B i aTom5
AMV WT
| - - | «Tom40
“‘-—. e G — ‘ aTom22
- - | aTom5
Fraktionen 7-21
Superose 6

Abb. 11: Gelfiltration von Wildtyp- und tom5%"- Mitochondrien

Je 100 ug AuBenmembranvesikel (AMV) aus dem tom5"" - und einem Neurospora Wildtyp wurden
in einem Solubilisierungspuffer mit 0,5% DDM aufgenommen und auf einer Superose6-Saule
(Amersham Biosciences) aufgetrennt. Das Eluat wurde in 1 ml-Fraktionen gesammelt und die darin
enthaltenen Proteine durch die Zugabe von TCA gefallt. Die Fraktionen 7-21 wurden mittels SDS-
PAGE und Westernblot mit Antikbrpern gegen Tom40, Tom22 und Tom5 analysiert. In einem
Markerlauf wurden die Elutionsvolumen von Thyreoglobulin (669 kDa), Apoferritin (443 kDa), BSA
(67 kDa) und Carboanhydrase (29 kDa) bestimmt und auf die Fraktionen tGbertragen.

Es stellte sich die Frage, ob der TOM-Komplex ohne Tom5 in Harnstoff oder
Detergens weniger stabil ist als der Wildtyp-Komplex. Es war bekannt, dass TOM-
Core-Komplex noch in 4 M Harnstoff bzw. 1% Octylglycosid stabil ist. In diesem
Experiment wurden Mitochondrien in 1% DDM solubilisiert und jeweils bis zu 6 M
Harnstoff bzw. 3% Octylglycosid zum Solubilisierungspuffer zugesetzt (Abb. 12). Das

solubilisierte Material wurde mittels Blau-Nativ-Gelelektrophorese und Immunoblot
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analysiert. Die Dekoration von Tom40 zeigte, dass der TOM-Core-Komplex wie
erwartet in Gegenwart von 6 M Harnstoff bzw. 2% Octylglycosid zerfiel. Der tom5~" -
TOM-Komplex verhielt sich wie der Wildtyp-Komplex. Die Deletion von Tom5 fuhrt

nicht zu einem Stabilitatsverlust des TOM-Komplexes.

A B
WT tomsRIP ety WT tom5RIP
F0% 1% 2% 3% [ 0% 1% 2% 3% glycyosid fom 2m am em! om 2m am em! Harnstoff
Apo =
- ohger
P Komplex
ADH =
ADH— -
BSA — —_
; Il.— Tom40 BSA - q . q_ Tom40

Abb. 12: Zerlegung des TOM-Core-Komplexes durch Octylglycosid und Harnstoff

AuRenmembranvesikel aus dem Wildtyp (WT) bzw. dem Tom5-Deletionsstamm (tom5"") wurden

in Gegenwart von DDM fiir 20 Minuten bei 4°C solubilisiert. Dem Solubilisierungspuffer waren (A)
0-3% Octylglycosid und (B) 0-4 M Harnstoff zugesetzt. Nach einem Zentrifugationsschritt wurden
die geldsten Proteine mittels Blau-Nativ-Gelelektrophorese und Immunoblot gegen Tom40
analysiert. Als GroRenmarker dienten Apoferritin (Apo, 443 kDa), Alkoholdehydrogenase (ADH,
155 kDa) und bovines Serumalbumin (BSA, 67 kDa).

Mitochondrien aus einem Hefestamm, in dem Tom5 deletiert worden war, wiesen
geringere Importraten fur alle Arten von mitochondrialen Praproteinen auf (Dietmeier
et al., 1997). Entsprechend sollte das Importverhalten von Mitochondrien aus dem
Neurospora tom57P-Stamm Uberpriift werden. Hierfir wurden Praproteine der
Aullenmembran, des Intermembranraumes, der Innenmembran und der Matrix
ausgewahlt. Beispielhaft sind hier die Importkinetiken fur Tom40, Tim9, Tim23 und
Su9-DHFR gezeigt (Abb. 13). Fur keines der verwendeten Praproteine konnte im
Importverhalten ein Unterschied zu der Kinetik des Imports in Wildtyp-Mitochondrien
festgestellt werden. Eine Rezeptor- oder Rezeptor-ahnliche Funktion des Tom5 wie
fur den Hefe TOM-Komplex postuliert (Dietmeier et al., 1997), konnte nicht

nachgewiesen werden.
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Abb. 13: Kinetiken des Imports von Priproteinen in Wildtyp- und tom5~"-Mitochondrien

Frisch isolierte Mitochondrien aus einem Wildtyp- (WT) und einem Tom5-Deletionsstamm
(tom57'") wurden fiir 1-5 Minuten mit radioaktiv markierten Préaproteinen (A) der AuBenmembran
(Tom40), (B) des Intermembranraums (Tim9), (C) der Innenmembran (Tim23) und (D) der
mitochondrialen Matrix (Su9-DHFR) inkubiert. Nicht importiertes Material wurde durch Proteinase
K verdaut, die Mitochondrien gewaschen und in Lammli aufgenommen. Die Proteine wurden tber
SDS-PAGE aufgetrennt und mittels Autoradiographie quantifiziert. Der Wert fir den Wildtypimport
nach 5 Minuten wurde auf 100 Arbitrary Units (AU) gesetzt.

Es wurde beschrieben, dass die Deletion von Tom5 in Hefe die Assemblierung von

Tom40 in den 400 kDa Komplex beeintrachtigt (Dietmeier et al., 1997). In

5R|P

Neurospora tom5™" -Mitochondrien konnte kein solcher Defekt gezeigt werden (Abb.

14). Radioaktiv markiertes Tom40 assemblierte zunachst in einen ersten
Intermediats-Komplex, der eine Interaktion von Tom40 mit dem TOB-Komplex
reprasentiert (Paschen et al., 2003). Danach wurde im zweiten Assemblierungsschritt
ein kleinerer Komplex von Tom40 und dann die vollstandige Zusammensetzung des
Komplexes beobachtet. Eine Rolle von Neurospora Tom5 in der Assemblierung von

Tom40 konnte nicht gezeigt werden.

WT tomsRIP Abb. 14: Assemblierung von Tom40

| T |
25 5 10 2025 5 10 20 min Mit [**S]Methionin radioaktiv markiertes Tom40 wurde fiir
- —A 2520 min mit je 50 pg Wildtyp- oder tom5""-
I Mitochondrien auf 25°C inkubiert. Die Mitochondrien
wurden mit SET-Puffer gewaschen und in 1% Digitonin
enthaltenden Solubilisierungspuffer aufgenommen. Die
I6slichen Bestandteile wurden Uber eine Blau-Nativ-Gel-
; - elektrophorese  aufgetrennt, auf PVDF-Membran
- . .. b . .‘ . transferiert und Uber Autoradiographie ausgewertet. M
beschreibt dasTom40-Monomer, | das 1. Assemblierung-
intermediat, Il das 2. Asemblierungsintermediat und A
den vollstadndig assemblierten TOM complex.
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3.1.4 Vergleichende Analyse von Tom5 in Neurospora und Hefe

Es stellte sich die Frage, worin der Unterschied zwischen den TOM-Komplexen aus
Neurospora und Hefe besteht, die sich aus homologen Komponenten
zusammensetzen. Hierzu wurden Mitochondrien aus beiden Organismen bei 0°C,
30°C und 37°C solubilisiert und das Laufverhalten mittels Blau-Nativ-
Gelelektrophorese verglichen (Abb. 15). Der TOM-Komplex aus Neurospora crassa
zeigte keine Temperaturabhangigkeit der elektrophoretischen Mobilitat, unabhangig
der Prasenz von Tom5 im Komplex. Im Gegensatz hierzu war in Hefe bei Wildtyp-
Mitochondrien eine Temperaturabhangigkeit des Laufverhaltens des TOM-
Komplexes in der Blau-Nativ-Gelelektrophorese zu beobachten. TOM-Komplex aus
dem Hefe Tom5-Deletionsstamm zeigte einen Laufunterschied zwischen 0°C und
30°C, aber keinen zwischen 30°C und 37°C. Je hoher die Temperatur war, desto
groflier war die Mobilitat des TOM-Komplexes im Gel. Dies lakt auf eine Veranderung

des Komplexes in Abhangigkeit von der Temperatur schliel3en.

Abb. 15: Elektrophoretische Mobilitit des TOM
Komplexes in der BNGE

WT tomsA Je 50 pg Mitochondrien aus Wildtyp- (WT) und

"0 30 370 30 37! °c Tom5-Deletionsstdammen (tom5A) aus den

Organismen  Neurospora crassa (N.c.) und

- - e W W N c.aTomao Saccharomyces cerevisiae (S.c.) wurden mit

Digitonin bei den Temperaturen 0°C, 30°C und 37°C

solubilisiert. Das Solubilisat wurde abzentrifugiert und

... . . . S. c. aTom40 der Uberstand auf einem 6-13%igen Blau-Nativ-Gel

aufgetrennt. Nach dem Transfer der Proteine auf eine

PVDF-Membran wurde diese mit Antikbrpern gegen
Neurospora Tom40 und Hefe Tom40 dekoriert.

In einem weiteren Experiment sollte die Mobilitat verschiedener Hefe TOM-Komplexe
in der Blau-Nativ-Gelelektrophorese verglichen werden, um einen Einfu® von Tom5
auf eine temperaturabhangige Veranderung des Hefe-Komplexes beurteilen zu
konnen. Hierbei wurden Mitochondrien eines weiteren Stammes verwendet, in dem
das Tom5 durch ein Fusionsprotein bestehend aus der N-terminalen cytoslischen
Doméne des Fis1 und der C-terminalen Transmembrandoméane des Hefe-Tom5
ersetzt wurde. Eine Transformation des ftom5A Hefestammes mit diesem
Fusionsprotein ist ausreichend, um ein Wachstum der Zellen auf 37°C zu
gewahrleisten (Abb.4; Habib et al., 2003; Horie et al., 2003). In der Blau-Nativ-
Gelelektrophorese konnte eine Assemblierung des Fusionsproteins in den TOM-

Komplex nachgewiesen werden (Habib et al., 2003). Die Mitochondrien aus vier
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verschiedenen Hefe-Stammen - Wildtyp, tom5A, tom5A + N.c. Tom5, tom5A + Fis1-
Tom5C — wurden bei 37°C solubilisiert und im Blau-Nativgel aufgetrennt (Abb. 16).
Es war ein deutlicher Unterschied im Laufverhalten zwischen Wildtyp- und tom5A-
TOM-Komplexen zu erkennen. Desweiteren verhielt sich der TOM-Komplex, in dem
das Hefe-Tom5 durch das Neurospora Homolog ersetzt wurde, betreffend der
Mobilitat wie der Wildtyp-Komplex. Hefe TOM-Komplex, der das Fis1-Tom5C
Fusionsprotein anstelle von Tom5 enthalt, verhielt sich in der Blau-Nativ-Gel-Analyse

ebenfalls wie der Wildtyp-Komplex.

60 Abb. 16: Vergleich des elektrophoretischen
& Laufverhaltens verschiedener TOM-Komplexe in

» 10 . .
&Oi\' S. cerevisiae
[PRPXX
> xQ Je 50 pg Mitochondrien aus den vier verschiedenen Hefe-

o Stammen Wildtyp (WT), Tom5-Deletion (tom5A), Tom5-
Deletion mit Neurospora Tom5 auf Plasmid (tom5A +N.c.
Tom5) und Tom5-Deletion mit einem Fusionsprotein aus
dem N-Terminus von Fis1 und der C-Terminalen
Transmembrandomane von Hefe Tom5 auf Plasmid
S. c. aTom40 (tom5A + Fis1-Tom5C) wurden bei 37°C mit Digitonin
solubilisiert und mittels BNGE analysiert. Im Immunoblot
ADH = wurde ein Antikérper gegen Saccharomyces cerevisiae
Tom40 (S.c. aTom40) verwendet.

Apo =

Die unterschiedliche Mobilitat der Hefe TOM-Komplexe bestatigte die Annahme,
dass die Hefe und Neurospora TOM-Komplexe sich hinsichtlich ihrer
temperaturabhangigen Anpassungsfahigkeit unterscheiden. Flir den Neurospora
TOM-Komplex war im Gegensatz zum Hefe TOM-Komplex keine Veranderung des

Laufverhaltens in Abhangigkeit von Tom5 und der Temperatur zu erkennen.

Es stellte sich die Frage, ob Tom5 flr die Stabilitdt des Hefe TOM-Komplexes eine
Rolle spielt. TOM-Komplex aus Hefe lal3t sich in DDM zerlegen, ahnlich dem
Neurospora TOM-Komplex, der in geringen Konzentrationen von Octylglycosid
zerfallt. Die Zugabe von 0,2% DDM zum Solubilisierungspuffer der Mitochondrien
war bereits ausreichend, um im Wildtyp-Komplex die Bildung eines ca. 100 kDa
groRen, Tom40 enthaltenden, Zerfallsproduktes zu beobachten (Abb. 17A). In
Abwesenheit von Tom5 war eine deutlich geringere Menge des 100 kDa Komplexes
zu erkennen. Vermutlich ist das Tom40 Protein aggregiert, auch das Neurospora

Tom40 tendiert nach seiner Aufreinigung zur Aggregation (Ahting et al., 2001).
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Abb. 17: Ein Vergleich der Stabilitit der TOM-Core-Komplexe von S. cerevisiae und
N. crassa

(A) S. cerevisiae Mitochondrien aus einem Wildtyp (WT), einem Tom5-Deletionsstamm (tom5A)
und einem Stamm, in dem das Hefe TomS durch das Neurospora Tom5 ersetzt wurde (tom5A +
N.c. Tom5), wurden bei 37°C in Digitonin solubilisiert. Dem Solubilisierungspuffer waren 0-0,4% n-
Dodecyl-B-D-Maltosid (DDM) zugesetzt. Ein Teil des solubilisierten Materials wurde mittels SDS-
PAGE und Immunoblot gegen Tom40 analysiert, um die verwendeten Proteinmengen
standardisieren zu kénnen (Kontrolle). Das restliche solubilisierte Material wurde abzentrifugiert
und gleiche Mengen des Uberstandes in einem Blau-Nativ-Gel aufgetrennt. Die Proteine wurden
auf eine PVDF-Membran transferiert und mit einem Antikérper gegen Hefe Tom40 dekoriert. (B)
Das gleiche Experiment wie in (A) beschrieben wurde mit N. crassa Mitochondrien aus einem
Wildtyp (WT) und einem Tom5-Deletionsstamm (tom5<") unter Verwendung eines Antikérpers
gegen N. crassa Tom40 durchgefuhrt. Als Marker wurden Apoferritin (Apo; 443 kDa),
Alkoholdehydrogenase (ADH; 155 kDa)und bovines Serumalbumin verwendet (BSA; 67 kDa).

Wurde das Hefe Tom5-Protein durch sein Neurospora Homolog ersetzt, konnte wie
bei Wildtyp-Mitochondrien die Bildung eines 100 kDa Komplexes beobachtet werden.
Das gleiche Experiment wurde zur Kontrolle auch mit Neurospora Mitochondrien aus
dem Wildtyp- und dem tom5""-Stamm durchgefiihrt (Abb. 17B). In Neurospora

Mitochondrien konnte weder der TOM-Core-Komplex noch der tom5~"

-Komplex in
DDM zerlegt werden. Dies zeigte, dass der Neurospora TOM-Komplex eine deutlich
hohere Stabilitat als der Hefe TOM-Komplex aufweist. Im Hefe TOM-Komplex scheint
hingegen die Prasenz von Tom5 eine Voraussetzung fir die Stabilitat des

Komplexes und damit fur die Aufrechterhaltung der Importfunktion zu sein.
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3.2 Kristallisation des TOM-Komplexes

Ein Ziel dieser Arbeit war es, den TOM-Komplex zu kristallisieren und mittels
Roéntgenbeugung Informationen Uber die Struktur des Komplexes zu erhalten. Der
TOM-Holo-Komplex, der neben der Core-Struktur bestehend aus Tom40, Tom22,
Tom7, Tom6 und Tom5 auch die Rezeptoruntereinheiten Tom70 und Tom20 enthalt,
konnte aus Neurospora crassa nur in Digitonin aufgereinigt werden. Digitonin ist in
wassriger Losung nicht stabil und fallt nach 3-7 Tagen in kristalliner Form aus. Der
TOM-Holo-Komplex war daher flr die Proteinkristallisation ungeeignet. Der TOM-
Core-Komplex konnte hingegen mindestens 95% rein in n-Dodecyl-3-D-Maltosid
(DDM) aus Neurospora crassa Mitochondrien gereinigt werden (Ahting et al., 1999).
Der nach bereits etabliertem Protokoll isolierte Komplex (Abb. 18) wurde dialysiert
und aufkonzentriert. So wurden 2-8 mg TOM-Core-Komplex erhalten und fir

Kristallisationsexperimente verwendet.

kDa M Auf33 34 3536 37 38 39 40 4142 43 44 45 46 47 48 49 50

66—

45—

36—

29— p—— = Tom40

24—

20~ — Tom22

14— -
Tom6
Tom7
Tom5

Abb. 18: Reinigung des TOM-Core-Komplexes aus Neurospora crassa Mitochondrien

Aus Neurospora crassa isolierte Mitochondrien wurden in DDM solubilisiert. Unlésliche
Bestandteile wurden abzentrifugiert und der Uberstand auf eine Ni-NTA-Saule geladen. Nach
einem Waschschritt mit 40 mM Imidazol wurde der TOM-Core-Komplex mit 300 mM Imidazol
eluiert. Der TOM-Komplex in Imidazol wurde auf eine ResourceQ-Saule (6 ml) aufgetragen (Auf,
20 pl). Mittels eines linearen Salzgradienten (0-600 mM KCI) wurden Verunreinigungen
abgetrennt. Der TOM-Core-Komplex eluierte bei ca. 330 mM KCI, das Eluat wurde in 0,5 ml
Fraktionen gesammelt. Jeweils 5 pl der Fraktionen wurden auf ein SDS-Polyacrylamidgel
aufgetragen. Nach der Auftrennung wurde die Reinheit des Komplexes in der Coomassie-Farbung
Uberprift. In den Fraktionen 39-44 ist der gereinigte TOM-Core-Komplex zu sehen.

Initiale Kristallisationsparameter des TOM-Core-Komplexes wurden uber die von
Hampton Research erhaltlichen Pufferzusammensetzungen (Crystal Screen | und I,
MembFac Screen) bei einer Proteinkonzentration von 10 mg/ml und einer
Inkubationstemperatur von 20°C im hangenden Tropfen gefunden. Unter der

Bedingung 0,2 M Magnesiumchlorid, 0,1 M HEPES pH 7,5 30% v/v
Polyethylenglykol 400 wuchsen innerhalb von zwei Tagen kleine Kristalle (Abb. 19),

44



Ergebnisse

die im silbergefarbten Polyacrylamidgel als TOM-Core-Komplex enthaltende Kristalle
charakterisiert wurden (Abb. 20).

Abb. 19: Kristallisation des TOM-Core-Komplexes

Der uber eine ResourceQ-Saule gereinigte TOM-Core-
Komplex wurde gegen 10 mM KAc/MOPS, 0,03% DDM
dialysiert. Das dialysierte Material kristallisierte bei einer
Proteinkonzentration von 10 mg/ml in 02 M
Magnesiumchlorid, 0,1 M HEPES Na pH 7,5, 30% v/v
Polyethylenglykol 400

Die Kristalle enthielten alle Komponenten des TOM-Core-Komplexes: Tom40,
Tom22, Tom6, Tom7 und Tom5. Auffallig war, dass das Abbauprodukt von Tom6 im
Kristall im Vergleich zum gereinigten TOM-Komplex abgereichert wurde. Dies

deutete auf eine Selektion der Kristalle auf intaktes Tom6 hin.

TOM Kiristall

| == Tom40

== Tom22

Abb. 20: Auftrennung von TOM-Kristallen mittels SDS-PAGE

Kristalle wurden dem Kristallisationstropfen entnommen, dreimal
in Mutterlauge gewaschen und in SDS-Probenpuffer aufgeldst.
Zur Kontrolle wurde ein nicht auskristallierter Tropfen vollstandig
in Probenpuffer aufgenommen. Die Auftrennung der Proteine
erfolgte in einem langen Harnstoff-SDS-Gel. Die Farbung des
Gels wurde fiir den Nachweis geringer Proteinmengen mit Silber
durchgefihrt. Im Kristall sind alle Komponenten des TOM-Core-
Komplexes vertreten: Tom40, Tom22, Tom6, Tom7 und Tomb5.
— Tom7 Mit den Pfeilen ist ein Abbauprodukt von Tom6 gekennzeichnet,
— Tom5 das in den Kristallen abgereichert ist. Tom5 ist in der
Silberfarbung nur schlecht angefarbt.

3

|
% | == Tom6
<|.

In weiterfUhrenden Kristallisationsansatzen wurden die Proteinkonzentration, die
Pufferbedingung sowie der pH-Wert und der Salzgehalt optimiert. Grofe, wenig
verwachsene Kristalle wurden in einem Kristallisationspuffer zusammengesetzt aus
100 mM Ammoniumcitrat pH 4,5, 50 mM Tris pH 7,2 und 22-28% PEG400 bei einer

Proteinkonzentration von 10-15 mg/ml erhalten (Abb. 21). Die Tropfen setzten sich
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aus je 1,5 ul Proteinlésung und 1 pl Reservoirldésung zusammen. Die PEG400-
Konzentration war der entscheidende Paramater fur das Kristallisationsverhalten des
Komplexes und muldte fur jede TOM-Isolierung neu bestimmt werden. Hierfur wurde
die PEG400-Konzentration in den Kristallisationsansatzen zunachst in 1%-Schritten
angehoben und nach der Bestimmung der Kristallisationskonzentration in einem
zweiten Ansatz in 0,25%-Stufen optimiert. Problematisch war, dass jeweils 1%-
Unterschiede in der PEG400-Konzentration zu deutlich unterschiedlichem
Proteinverhalten wie Untersattigung, Kristallisation, Mikrokristallisation und
Prazipitatbildung fuhrte. Fir PEG300 war das Kristallisationsfenster ahnlich klein, mit
héher molekularen Polyethylenglykolen (PEG600 - PEG8000) konnten keine Kristalle

erhalten werden.

Abb. 21: Beugungsmuster eines TOM-Core-Komplex Kristalles

(A) Ein dreidimensionaler Kristall (400 um Kantenlange) wurde im Loop auf das Lazerussystem
der Firma Proteros (Martinsried) montiert. Uber dieses System wurden die Feuchte und die
Temperatur des Kristalls konstant gehalten. Die Messung im Rontgenstrahl erfolgte bei 20°C. (B)
Beugungsreflexe waren bis zu einer Auflésung von maximal 14 A zu erkennen.

Die erhaltenen TOM-Core-Komplex Kristalle beugten bis zu einer maximalen

Aufldsung von 8 A und erlaubten keine Bestimmung der Raumgruppe.

3.2.1 Optimierung der Kristallordung

Zunachst wurde versucht, die Ordnung und damit das Beugungsverhalten der TOM-
Core-Komplex Kristalle duch die Zugabe von Additiven zum Kristallisationstropfen zu
verbessern. Die Zugabe von Glycerin flihrte nicht zu einer Verbesserung der
Rontgenbeugung. In Additiv-Screens (Hampton Research) wurden dagegen
Substanzen gefunden, die zunachst das Kristallwachstum verbesserten. Benzamidin
(2-4%) bewirkte glattere Oberflachen und scharfere Kanten der Kristalle. Hexantriol,

ein haufig verwendetes Additiv bei der Kristallisation von Membranproteinen, zeigte
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keine solche Wirkung. Die Zugabe von 2% Natriumiodid verzogerte das
Kristallwachstum um funf bis sieben Tage, die Kristalle wurden grof3er und wiesen
eine andere Morphologie auf (Abb. 22). Methanol (5-10%) zugesetzt zur
Proteinlésung fuhrte ebenfalls zu groReren Kristallen. Keines der Additive

verbesserte jedoch das Beugungsverhalten der Kristalle.

Abb. 22 Kristallisation des TOM-Core-Komplexes mit Additiven

Der dialysierte und aufkonzentrierte TOM-Core-Komplex wurde bei einer Proteinkozentration von
10-15 mg/ml im hangenden Tropfen kristallisiert. (A) Kristalle wurden erreicht bei 22-28%
PEG400, 100 mM Ammoniumcitrat pH 4,5 und 50 mM Tris pH 7,2. (B) Die Zugabe von 2%
Natriumiodid zum Tropfen bewirkte eine verlangsamte Kristallisation, wodurch gréfiere Kristalle
erzielt werden konnten.

3.2.2 Verbesserung der Homogenitat des TOM-Core-Komplexes

Der gereinigte TOM-Core-Komplex enthielt neben den bekannten Komponenten
Abbauprodukte von Tom22 und Tom6. Die Selektion der Kristalle auf vollstandiges
Tom6 (Abb. 20) legte die Vermutung nahe, dass die Abbauprodukte zu einer
Fehlordnung innerhalb der Kristalle fuhren konnten. Zudem war der Abbau von
Tom22 bei den jeweiligen TOM-Isolierungen unterschiedlich stark ausgepragt. Durch
N-terminale Sequenzierung des Abbauproduktes von Tom22 wurde ein Fehlen der
ersten vier N-terminalen Aminosauren festgestellt. Madglicherweise war die
Verunreinigung der Mitochondrien mit Proteasen unterschiedlich hoch oder die
Starke des Abbaus hing von &dulleren, variablen Faktoren wie pH-Wert und
Temperatur ab. Unterschiedliche getestete Pufferbedingungen ergaben, dass bei pH
8,5 kein Abbau von Tom22 mehr auftrat (Abb. 23). Vermutlich wurde der Abbau von
vakuolaren Proteasen verursacht, die bei basischem pH-Wert inaktiv sind. Da die
vakuolaren Verunreinigungen bereits wahrend der Mitochondrien-Praparation
bestehen, wurden alle weiteren Mitochondrien- und Aulenmembranreinigungen mit
20 mM Tris pH 8,5 statt 20 mM MOPS pH 7,2 als Puffersubstanz durchgefiihrt. Die
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Reinigung des TOM-Core-Komplexes Uber eine Ni-NTA-Saule wurde ebenfalls von
KAc/MOPS-Puffer, pH 7,2 auf Tris-Puffer, pH 8,5 umgestellt. Die anschliel3ende
Reinigung und Konzentrierung des TOM-Core-Komplexes uber eine ResourceQ-
Saule wurde weiterhin bei pH 7,2 durchgefuhrt, da bei diesem pH-Wert die beste
Abtrennung von Verunreinigungen erreicht wurde. Das Beugungsverhalten der aus
Abbau-freien TOM-Komplexen erhaltenen Kristalle zeigte keine Verbesserung im
Vergleich zu den zuvor erhaltenen Beugungsdaten.

Tom-Isolierung Tom-Isolierung Abb. 23: EinfluR des pH-Wertes auf den
pH 7,2 pH 8,5 Tom22-Abbau.

Die in MOPS-Puffer pH 7,2 isolierten
Mitochondrien wurden in KAc/MOPS-Puffer pH
7,2 und Detergens solubilisiert. Die Ni-NTA- und
e | e o | —Tomd40  ResQ-Saulenldufe  erfolgten  ebenfalls  in
KAc/MOPS-Puffer pH 7,2 (siehe Abb. 18). Die
Hauptfraktionen der ResQ-Saule bei pH 7,2 sind
links abgebildet, ein Pfeil markiert das Abbau-
— Tom22 Produkt von Tom22. In der rechten Halfte sind
die Hauptfraktionen einer TOM-Isolierung bei pH
8,5 zu sehen. Hier wurden bereits die
Mitochondrien in Tris pH 8,5 isoliert. Die
Solublisierung erfolgte in Tris-Puffer pH 8,5. Die

B[ |

Tom6 Reinigung tber Ni-NTA wurde mit Tris-Puffer pH
Tom7 8,5 durchgefiihrt, allerdings wurde in einem
Tom5 zweiten Waschschritt und im Elutions-puffer

KAc/MOPS pH 7,2 verwendet. Die weitere
Reinigung verlief wie unter Abb. 18 beschrieben.

Eine weitere mdgliche Ursache flr unzureichende Kristallordnung stellt der Histidyl-
tag am C-Terminus des Tom22 dar. Daher wurde ein Verfahren etabliert, den TOM-
Core-Komplex nativ aus Neurospora crasa Wildtyp-Mitochondrien zu reinigen. Hierfur
wurden zunachst AuRenmembranvesikel aus Wildtyp-Mitochondrien gewonnen. Der
TOM-Komplex konnte so im Vergleich zu anderen mitochondrialen Proteinen
aufkonzentriert werden (siehe 3.3.1). Zudem wurde fiur die Etablierung des
Reinigungsverfahren das Wissen verwendet, dass TOM-Core-Komplex sehr affin an
ResourceQ-Saulenmaterial bindet (Elution mit ca. 330 mM KCI, Abb. 18).

Aullenmembranvesikel wurden in DDM solubilisiert und die gelésten Proteine tUber
eine ResourceQ-Saule gegeben. Der Hauptanteil der Proteinmenge, das
mitochondriale Porin, band nicht an das ResourceQ-Material und befand sich im
Durchlauf (Abb. 24). Der Grolteil der gebundenen Proteine konnte mit 200 mM KCI

von der Saule eluiert werden und befand sich in den frihen Fraktionen der Elution.

48



Ergebnisse

TOM-Core-Komplex ohne His-tag eluierte mit ca. 330 mM KCI und war zu ca. 90%
rein. Das Material kristallisierte unter den gleichen Bedingungen wie TOM-Core-
Komplex mit His-tag, allerdings konnte auch mit diesen Kristallen in

Beugungsexperimenten keine Verbesserung der Aufldsung erzielt werden.

11 12 13 14 15 16 17 18

kDa M Sol Auf D 1 4
-
- -

116 — [0 _

66——-% —

45—- . e —_—

RS~ ————— T
El

25|
Tom6
Tom7
Tom5

Abb. 24: Isolierung von TOM-Core-Komplex aus AuBenmembranvesikeln

40 mg Neurospora crassa Wildtyp-Aulienmembranvesikel wurden in DDM solubilisiert (Sol), die
unléslichen Bestandteile abzentrifugiert und der Uberstand auf eine ResourceQ-Saule
aufgetragen (Auf). Im Durchlauf befanden sich hauptsachlich Porin und zwei weitere Proteine. Die
meisten gebundenen Auflenmembranproteine liefsen sich mit 200 mM KCI von der Saule eluieren
(Fraktionen 1 und 4), der TOM-Core-Komplex eluierte erst mit ca. 330 mM KCI (Fraktionen 13-17).
Die Proteine wurden im SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und mit Coomassie Blau gefarbt.

In einem weiteren Ansatz sollten ungeordnete Proteinanteile des TOM-Core-
Komplexes, die Protein-Protein-Kontakte im Kristall stéren konnten, durch den
partiellen Abbau mit Proteasen entfernt werden. Durch die Verwendung von Trpypsin
konnten im Gegensatz zu den Proteasen Papain und Chymotrypsin definierte
Proteinfragmente der Tom-Komponenten erhalten werden. Nach einem praparativen
Trypsinverdau wurde die Probe auf eine TSK G-4000PWyx, - Gelfiltrationssaule (Toso-
Haas) geladen, um den TOM-Komplex vom Trypsin abzutrennen. Zur Kontrolle
wurde unbehandelter TOM-Komplex unter gleichen Bedingungen Uber eine
Gelfiltration gereinigt (Abb. 25A). Der Trypsinverdau fuhrte bei Tom22 zu einem
spezifischen Fragment von ca. 17 kDa. Bei Tom40 wurden hingegen nur wenige
Aminosauren abverdaut. Ein proteolytischer Abbau von Tom6 und Tom7 durch
Trypsin konnte nicht nachgewiesen werden. Tom5 wurde nicht von Trypsin

angegriffen (siehe 3.1.2).
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Abb. 25: Praparativer Trypsinverdau des TOM-Core-Komplexes

(A) 1 mg gereinigter TOM-Core-Komplex wurde mit 6 ug Trypsin in einem Volumen von 100 pl fur
20 min auf Eis inkubiert. Der Verdau wurde durch die Zugabe von 2 mM PMSF gestoppt und die
Probe direkt auf die Gelfiltrationssaule geladen (Auf, Auftrag). Es wurden 300 pl Fraktionen der
Elution gesammelt. Der TOM-Komplex eluierte in den Fraktionen 9-16, Trypsin in Fraktion 23.
Zum Vergleich wurde auch unbehandelter TOM-Core-Komplex Uber die TSK G-4000PWy -
Gelfiltrationssaule gereinigt. Jeweils 5 ul des Auftrags und 20 pl der Fraktionen wurden auf ein
SDS-Polyacrylamidgel geladen und nach der Auftrennung mit Silber gefarbt. Die Hauptfraktionen
beider Gelfiltrationen wurden jeweils aufkonzentriert und fir Kristallisationsexperimente unter
Standardbedinungen verwendet. (B) Der mit Trypsin behandelte TOM-Core-Komplex zeigte noch
eine Tendenz zur Kristallisation.

Die Hauptfraktionen der Elution (11-15) wurden aufkonzentriert und far
Kristallisationsexperimente verwendet. Unter Standardbedingungen wurden nur
kleine Kristalle erhalten (Abb 25B). Mit dem unverdauten Komplex wurden ebenfalls
nur kleine Kristalle erzielt, vermutlich war die Detergenskonzentration (0,1% DDM) zu
hoch. Bei niedrigerer DDM-Konzentration aggregierte jedoch das Protein auf der
Saule und konnte nicht mehr flr Kristallisationsansatze verwendet werden. Auch
dieser Ansatz war nicht geeignet, geordnete Kristalle des TOM-Core-Komplexes fur

Rontgenbeugungsexperimente zu erhalten.

3.2.3 Kristallisation in Kapillaren

Gereinigter TOM-Core-Komplex wies eine deutliche Neigung zur Kristallisation auf.
Daher wurde mit einer anderen Methode als der Kristallisation im hangenden Tropfen
experimentiert. Bei der Kristallisation in Kapillaren wird das geordnete
Kristallisationswachstum von einer Agarose-Matrix begunstigt (Ng et al., 2003). Die
Proteinldsung muss mit einer flissigen Agaroselésung gemischt und in einer
Kapillare aufgezogen werden. Nach der Polymerisation der Agarose wird mit

Prazipitanz enthaltendem Kristallisationspuffer uberschichtet. Der Puffer diffundiert in
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die Agarose-Matrix ein und bildet einen Konzentrationsgradienten aus. Die
Kristallisation erfolgt Uber eine langsame Zunahme der Prazipitanzkonzentration

entlang der Kapillare.

Fir die Kristallisation in Kapillaren mulRte zunachst die Hitzestabilitat des TOM-Core-
Komplexes uberpruft werden. In kleinen Proben, die fur je 10 Minuten auf 30°C, 40°C
und 50°C erhitzt wurden, konnte keine Prazipitation des Komplexes nachgewiesen
werden. Erst nach einer Erhitzung auf 60°C befand sich das Protein nach einem
Zentrifugationsschritt (20 min, 110.000 xg) vollstandig im Pellet. Die hohe
Temperaturstabilitit des Komplexes war eine gute Voraussetzung fir die
Kristallisation in Kapillaren, da die Protein-Agarosemischung fur ca. 10 Minuten auf
einer Temperatur von 30°C gehalten werden mulfdte. Mit dieser Methode wurden
Kristalle des TOM-Core-Komplexes mit einer maximalen Kantenlange von 300 pm
erhalten, die direkt fur Beugungsexperimente eingesetzt wurden (Abb. 26). Keiner

dieser Kristalle zeigte eine Beugung des Rontgenstrahls.

Abb. 26: Kristallisation in Kapillaren

Fur die Kristallisation in Kapillaren wurde der
TOM-Core-Komplex bei einer Konzentration
von 15 mg/ml im Verhaltnis 1:1 mit einer
0,5%igen  Agaroselésung ("low melting"
Agarose, Amersham) bei 30°C gemischt und in
eine Glaskapillare aufgezogen. Nach Aus-
harten der Agarose wurde das untere Ende der

Kapillare mit Nagellack versiegelt und das
obere Ende mit 30 pl Puffer (100 mM
Ammoniumcitrat pH 4,5; 50 mM Tris pH 7,2;
{ 35% PEG400) Uberschichtet. Die Kapillaren

wurden hangend bei 20°C gelagert. Kristalle
traten nach 3-7 Tagen auf.

3.2.4 Austausch von Detergenzien

Membranproteine kénnen nur durch die Anwesenheit von Detergenzien in Losung
gebracht bzw. in Losung gehalten werden. Die Kristallisation von Membranproteinen
und Membranproteinkomplexen wird jedoch durch die Anwesenheit von Detergens
erschwert. Die Detergensmizelle schirmt einen grofden Proteinanteil ab und
verhindert so die Ausbildung von Proteinkontakten im Kristall. Zudem neigen manche

Detergenzien selbst zur Kristallisation.
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Es stellte sich die Frage, ob n-Dodecyl-B-D-Maltosid das geeignete Detergens zur
Kristallisation des TOM-Komplexes ist. Fruhere Arbeiten hatten bereits gezeigt, dass
der TOM-Core-Komplex in n-Octyl-B-D-Glycosid, einem haufig in Kristallisations-
ansatzen von Membranproteinen verwendeten Detergens, in seine Untereinheiten
zerfallt (Ahting et al., 2001; siehe auch Abb. 12). In Triton X100 war der Komplex
ebenfalls nicht stabil. LauryldimethylaminN-oxid (LDAO) mufdte in hohen Mengen
eingesetzt werden, um den Komplex in Losung zu halten, dies widersprach dem
Ansatz, so wenig Detergens wie madglich in Kristallisationsansatzen zu verwenden.
Statt dessen wurden Detergenzien mit anderen Kettenlangen als Konjungate der
Maltosid-Kopfgruppe verwendet. Der TOM-Core-Komplex konnte in n-Decyl-p-D-
maltosid, n-Undecyl-B-D-maltosid und n-Tridecyl-B-D-maltosid nach dem gleichen
Protokoll gereinigt werden wie in n-Dodecyl-B-D-maltosid. Die Kristallisation des
TOM Komplexes erfolgte in n-Undecyl-B-D-maltosid vergleichbar zu n-Dodecyl--D-
maltosid. Eine Verbesserung der Beugung konnte nicht beobachtet werden. In n-
Decyl-B-D-maltosid waren die Kristalle kaum reproduzierbar und in n-Tridecyl-3-D-

maltosid konnte der TOM-Core-Komplex nicht zur Kristallisation gebracht werden.

In einem weiteren Experiment sollte bei dem bereits gereinigten TOM-Core-Komplex
das n-Dodeyl-3-D-maltosid (DDM) gegen andere Detergenzien ausgetauscht und die
Stabilitdt des Komplexes uberpruft werden. Dazu wurden analytische Mengen von
gereinigtem und dialysiertem Komplex an eine ResourceQ-Saule (Volumen 1 ml)
gebunden. Nach einem Waschschritt mit 50 Saulenvolumen ResA-Puffer mit dem zu
testenden Detergens wurde die Saule mit einem linearen Gradienten aus den Puffern
ResA und ResB in ebenfalls neuem Detergens eluiert. Durch eine Auftrennung der
eluierten TOM-Komponenten im SDS-PAGE konnte fur das Detergens C12E8 (H-
(OCH2CH3)sOCH3(CH2)1oCHs) ein stabiler TOM-Komplex nachgewiesen werden. Die
Untereinheiten Tom40, Tom22 und Tom6 waren in zum Wildtyp vergleichbaren
Mengen vorhanden. Die kleinen Tom-Komponenten Tom5 und Tom7 wurden

hingegen mit dem Detergens C12E8 aus dem Komplex ausgewaschen (Abb. 27).
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Abb. 27: Austausch von Detergens
14— 400 pg gereinigter und dialysierter TOM-Core-

Komplex wurde auf eine 1 ml ResourceQ-Saule
geladen. Die Saule wurden mit 50 ml Puffer ResA
(10% Glycerol, 50 mM KAc/MOPS pH 7,2, 0,1%
C12E8) bei einer FluRrate von 0,5 ml/min
gewaschen. AnschlieBend wurde die Saule mit
— S | — Tom6 einem linearen Gradienten aus den Puffern ResA
und ResB (ResA + 1 M KCI) eluiert. Jeweils 200
Mg unbehandelter TOM-Core-Komplex und 200
Hg des in C12E8 eluierten TOM-Komplexes
wurden mit TCA geféllt und auf einem langen
Harnstoff-SDS-Polyacrylamidgel analysiert.

- Tom7
= Tom5

3.2.5 Reinigung von TOM-Core-Komplex Mutanten

Bei dem Versuch des Detergens-Austausches konnte mit C12E8 ein Auswaschen
der kleinen Tom-Komponenten Tom5 undTom7 aus dem TOM-Komplex beobachtet
werden. Moglicherweise gehen diese Komponenten auch wahrend der Isolierung des
TOM-Core-Komplexes in n-Dodecyl-3-D-maltosid teilweise verloren, wodurch
substochiometrisch aufgebaute TOM-Komplexe isoliert wirden. Diese waren
aufgrund ihrer Inhomogenitat nicht in der Lage, geordnete, beugende Kristalle
auszubilden. Frank Nargang (University of Alberta, Kanada) konstruierte daraufhin
einen Neurospora crassa Stamm, der einen His-tag am Tom22 sowie eine Deletion
des tom5-Gens (tom5°"HT) beinhaltet. Desweiteren wurde von ihm eine
Doppelmutante tom58FAtom7 hergestellt (LV-10-23). Diese Mutante war jedoch in
Kombination mit einer Hexahistidylerweiterung des Tom22-Proteins nicht
lebensfahig. Sowohl der tom5"PHT-Stamm als auch LV-10-23-Stamm wiesen keinen
Wachstumsphanotyp auf. Die Komplexe konnten im blauen Nativgel als stabil

nachgewiesen werden (Frank Nargang, personliche Mitteilung).
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Abb. 28: Reinigung des TOM-Komplexes aus tom5"" HT und tom5~"Atom7 -Stammen

(A) In einem Harnstoff-SDS-Polyacrylamidgel wurden je 150 ug der TOM-Komplex-Praparation
aus den Stammen GR107 (WT), tom5~"HT und LV-10-23 (tom5~"Atom7) aufgetrennt und mit
Coomassie gefarbt. Da die Farbung der kleinen Tom-Komponenten nur schwach war, wurde das
Gel zudem in Silber gefarbt. (B) Der Ausschnitt des unteren Teil des Gels zeigt die kleinen Tom-
Komponenten. Tom5 |aR3t sich mit Silber nur schwach anfarben.

Der tom5~"*

-TOM-Komplex konnte nach gleichem Protokoll wie der TOM-Core-
Komplex uber den His-tag in 0,1% n-Undecyl- oder 0,03% n-Dodecyl-3-D-maltosid
gereinigt werden (Abb. 28). Mit einem Pipettierroboter wurden mit dieser tom5~"-
TOM-Praparation und verschiedenen Pufferzusammenstellungen Kristallisations-
ansatze im Verfahren des sitzenden Tropfen mit einer Proteinkonzentration von 14
mg/ml und einer TropfengrofRe von 0,4 ul angesetzt. Mit in n-Undecyl-B-D-maltosid
gereinigtem tom5~"
PEG10.000 und PEG20.000 (Jena Screen 5) erhalten. Diese Kristalle konnten im

hangenden Tropfen bisher nicht reproduziert werden.

-TOM-Komplex wurden Kristalle durch Prazipitation mit

Der TOM-Komplex aus der tom5<"

Atom7-Doppelmutante  wurde  aus
AulRenmembranvesikeln gereinigt. In ersten Experimenten konnten nur geringe

Proteinmengen des tom5"FAtom7-TOM-Komplexes in n-Dodecyl-B-D-maltosid
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erhalten werden (Abb. 28). In initialen Screens (Jena Screen 1 und 5) mit einer
Proteinkonzentration von 7 mg/ml wurde das Wachstum von sehr kleinen Kristallen
in ahnlichen Bedingungen erhalten, in denen auch der TOM-Core-Komplex
kristallisiert (Jena Screen 1; A3: 15 % w/v PEG 400, 100 mM HEPES pH 7,5, 200
mM Magnesiumchlorid; A5: 25 % w/v PEG 400, 100 mM Natriumacetat pH 4,6, 100
mM Magnesiumchlorid). Diese Kristalle mussen mit einer neuen Reinigung des
tom5~" Atom7-TOM-Komplexes reproduziert werden. Durch die Verwendung héherer
Proteinkonzentrationen konnten dann grofere Kristalle erzielt und deren

Beugungseigenschaften untersucht werden.
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3.3 Massenspektrometrische Untersuchung der Proteinzusammensetzung der

mitochondrialen AuBenmembran von Neurospora crassa

Zur ldentifizierung weiterer bisher unbekannter Aullenmembranproteine in
Mitochondrien von Neurospora crassa, sollten Aullenmembranvesikel mdglichst rein
isoliert werden und die Proteine einer massenspektrometrischen Untersuchung

unterzogen werden.

3.3.1 Reinheit mitochondrialer AuBRenmembranvesikel

Um maoglichst wenige verunreinigende Proteine in der Aullenmembranvesikelfraktion
durch die sensitive Methode der Massenspektrometrie zu identifizieren, wurde
zunachst die Kontamination der Aulienmembranvesikel durch andere Zellorganellen
und mitochondriale Innenmembranen untersucht. Je 50 ug Proteinmenge des
Zellextrakts, der Mitochondrien und der AuRenmembranvesikeln wurden durch SDS-
Gelelektrophorese aufgetrennt und mittels Westernblot analysiert (Abb. 29). Im
Vergleich zum Zellextrakt wurden in der mitochondrialen Fraktion Mitochondrien,
erkennbar an den Markerproteinen Tom40 und Tom22, aber auch Peroxisomen,
nachgewiesen durch das Markerprotein Pex14, angereichert (Abb. 29A) Das
cytosolisch lokalisierte Protein Nkin und Sec61, ein Protein des endoplasmatischen
Retikulums, konnten in der mitochondrialen Fraktion im Gegensatz zum
Gesamtzellextrakt nicht mehr nachgewiesen werden. Nach der Aufreinigung der
Aullenmembranvesikel (AMV) war die peroxisomale Verunreinigung nicht mehr

vorhanden und die Markerproteine der Aullenmembran Tom40 und Tom22 waren

Abb. 29: Reinheit der AuBenmembranvesikel

A B &

o&\ (A) Je 50 pg Zellextrakt, Mitochondrien und
6‘\0 AuRenmembranvesikel (AMV) wurden im SDS-
&o © §\ Polyacrylamidgel aufgetrennt, auf Nitrocellulose-
lsg,\ o°& L o membran transferiert und (mit A)ntikérpern gegen
&S ein cytosolisches Protein (Nkin), ein ER-Protein
0\\5\' .{\oc’ @ @Tomdo (Sec61), Pex14 (peroxisomal), und die
L s |§| aPorin  mitochondrialen Marker Tom40 und Tom22. (B)
[ oNkin CCHL Je 50 pg Mitochondrien und AMV wurden wie in
T oSecet E * (A) behandelt und die Membran mit Antikérpern
El oMpp1  9egen Tom40 und Porin (AuBenmembran), die
[ s | aPex14 Cytochrom C Ham Lyase (CCHL, Intermembran-
[l oTom40 E aOxa1 raum), die Matrix Processing Peptidase (MPP,
Matrix), und die Innenmembranproteine Oxa1

oTom22 [ aTim23  ng Tim23 dekoriert.
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stark angereichert. Bei einer genaueren Untersuchung der Zusammensetzung der
AulRenmembranfraktion (Abb. 29B) konnten die Innenmembranproteine Oxa1 und
Tim23 nicht nachgewiesen werden. Ebenso verhielt es sich mit einem Matrixprotein,
der "Matrix Processing Peptidase" (MPP). Fir Cytochrom C Ham Lyase (CCHL), ein
Protein des Intermembranraumes, konnte ein sehr geringes Signal im Immunoblot
detektiert werden. Insgesamt ist die Reinheit der Aulienmembranvesikel sehr hoch,
es konnte keine Kontamination durch Zellorganellen oder Innenmembranen und nur
eine minimale Verunreinigung durch Intermembranraumproteine festgestellt werden.
Die derart charakterisieten AuRenmembranvesikel wurden fir massen-

spektrometrische Untersuchungen verwendet.

3.3.2 Massenspektrometrische Analyse der Proteine aus

AuBenmembranvesikeln

Im ersten Ansatz wurde eine Proteinmenge von 100 pyg Auflenmembranvesikeln mit
SDS-Probenpuffer versetzt und auf ein langes SDS-Harnstoff-Polyacrylamidgel
aufgetragen. Das Gel wurde mit Coomassie gefarbt. Die gesamte Gelspur wurde in
schmalen Banden ausgeschnitten und die Proben im Zentrallabor flr Proteinanalytik

des Adolf-Butenandt-Instituts mit Trypsin im Gel verdaut und die Peptide mittels

—— Fzo1
~ |— Tom70
|- Nca2
~=— NCU00605.1
Kynurenin3-Monooxygenase
™ Tobs5
.—— Tom40
W Porin
- —— NCU01550.1
- Tom20
-— Tom22
-— Mim1
Abb. 30: Zuordnung der AuBRenmembranproteine
100 ug AuRenmembranvesikel wurden mit SDS-Probenpuffer
versetzt und auf einem langen Harnstoff-SDS-Polyacrylamidgel
aufgetrennt. Nach der Farbung mit Coomassie wurden schmale
Banden aus dem Gel ausgeschnitten. Nach der
massenspektrometrischen Analyse der Banden durch das
Zentrallabor fir Proteinanalytik wurden die identifizierten
ama Proteine den Banden im Gel zugeordnet.
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MALDI analysiert wie beschrieben (Bonaldi et al., 2004). Die erhaltenen Spektren
wurden mittels des Mascot Programm (Matrix Science) mit der N. crassa Genom-
Datenbank (http://www.broad.mit.edu/annotation/fungi/neurospora/) abgeglichen. Die

Auswertung ist in Abbildung 30 dargestellt.

Das am haufigsten vorkommende Protein in der mitochondrialen Auf3enmembran
von N. crassa ist das mitochondriale Porin. Um nur in geringen Mengen vorhandene
Proteine zu identifizieren und Zugang zu Proteinen zu erhalten, die von Porin im
SDS-Polyacrylamidgel verdeckt werden, wurde in einer zweiten Analyse vor der
Auftrennung der Proteine im SDS-Polyacrylamidgel eine Anionenaustausch-

Chromatographie durchgefuhrt. Hierfir wurden 6 mg AulRenmembranvesikel

A $o B 400 mM KClI

N 300 mM
S @ I—I—
S Ry 200 mM

O
&
Oqge KDa M ?3‘\ o 100 mM I

—NCU06247.1
NCU04380.1, o1
66 vmm R e 0 B e e - TOM70
GEM1
NCU06924.1= o 0047 =
45 Ugol—
~Tob55
NCU03637.1—
35
NCU01401.1S...—M—
: NCU07904.1
' S —Porin Porin=
(N[oIU] P T: VT E——
25
N nicht identifiziert —
19 T —— —— == TOM20
Mimi~ =Tom22
L Mim1s
P Fis1~
- — nicht identifiziert
— 14
= nicht identifiziert
SR o] 11| E——

Abb. 31: Zuordnung der AuBenmembranproteine nach der Autrennung iliber ResourceQ

6 mg AuBRenmembranvesikel wurden mit DDM solubilisiert (AMV). Das Material wurde
abzentrifugiert und die gel6sten Bestandteile auf eine ResourceQ-Saule geladen (Auf). Der
Durchlauf wurde gesammelt (A), die gebundenen Proteine Uber einen Stufengradienten eluiert
(100-400 mM KCI). Die Elution wurde fraktioniert gesammelt, die Proteine TCA geféllt und auf
einem langen Harnstoffgel aufgetrennt. Die mit Coomassie angefarbten Proteinbanden wurden
analysiert und die identifizierten Proteine den Banden im Gel zugeordnet.
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solubilisiert und die in DDM geldsten Proteine und Proteinkomplexe auf eine
ResourceQ-Saule (Anionen-Austauscher) geladen. Porin bindet nicht an das
ResourceQ-Material und befand sich im Durchlauf mit zwei weiteren Proteinen, die
nicht identifiziert werden konnten (Abb. 31A). Die gebundenen Proteine wurden mit
einem Stufengradienten eluiert. Hierzu wurde die Saule mit 100 mM, 200 mM, 300
mM und 400 mM KCI gewaschen und die eluierten Proteine fraktioniert. Die
Fraktionen wurden mit TCA gefallt und die Proteine im in einem SDS-Harnstoff-

Polyacrylamidgel analysiert (Abb. 31B).

In insgesamt drei unabhangigen massenspektrometrischen Untersuchungen wurden
92 unterschiedliche Proteine identifiziert. Um Verunreinigungen auszuschlief3en,
wurden nur die Proteine der AuRenmembran zugeordnet, die in mindestens zwei der
drei Analysen gefunden wurden. So wurden 36 Proteine der mitochondrialen
Aullenmembran zugeschrieben (Tabelle 1). Zwei dieser 36 Proteine sind in
Neurospora crassa als im Intermembranraum bzw. an der Matrixseite der
Innenmembran lokalisiert bekannt (Tim10 und F4B). Allerdings wurde bei der Ff-
Untereinheit der ATPase zum Teil auch ein Peptid aus der Prasequenz gefunden.
Mdglicherweise handelte es sich um ein Protein im Importprozess, das mit der
Aullenmembran ko-isoliert wurde (siehe auch Sickmann et al., 2003). Bei Tim10
handelt sich um ein kleines Intermembranraum-Chaperon, das hydrophobe Proteine
vom TOM- zum TIM22-Komplex geleitet. Andere Proteine, die bereits als
AulRlenmembranproteine beschrieben wurden, wurden nicht gefunden: Dnm1,
Mdm10, Mmm1, Tom7 und Tom5 (Dembowski et al., 2001; Prokisch et al., 2000;
Schmitt et al., 2005). Von diesen Proteinen wurde allerdings Tom7 einmal in drei
Analysen gefunden und Tom5, wie bereits im vorangegangenen Kapitel beschrieben,

im isolierten TOM-Komplex identifiziert.

Fir alle 36 Proteine wurde Uber ein Transmembranvorhersageprogramm (TMPredict,
http://www.ch.embnet.org/software/TMPRED _form.html) die Wahrscheinlichkeit einer
hydrophoben Transmembrandomane gepruft. Fur 11 Proteine konnte keine
Vorhersage fur eine Transmembrandomane getroffen werden, wobei es sich bei
Tom40 und Porin um B-Barrel-Proteine handelt. Auch fur F{ und Tim10, die als
|6sliche Proteine bekannt sind, wurde kein ausreichend hydrophober Anteil in der

Aminosauresequenz identifiziert.
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Tabelle 1:

Auflistung der

massenspektrometrisch

mitochondrialen AuBRenmembran von Neurospora crassa

identifizierten Proteine

in der

36 Proteine konnten der mitochondrialen AuRenmembran von N. crassa zugeordnet werden. Sie
sind mit ihrer "Locus tag" Nummer NCU und ihrer Masse verzeichnet. Falls bekannt sind ihre
Namen angegeben. Homologe in S. cerevisiae und deren Funktion sind zum Vergleich aufgefihrt.
Mittels eines Transmembranvorhersageprogrammes (TMpredict) wurden die hypothetischen

Transmembrandomanen bestimmt.

NCU# Name Masse Hefe Homolog Funktion des Homologs ™
hypothetisches 1298-1318
062471 | protein 144234 1323-1340
Integrales AuRenmembranprotein,
involviert in der mitochondrialen
Fusion und der Erhaltung des 750-768
00436.1| Fzo1 101258 | Fzo1/YBR179C mitochondrialen Genoms. Enthalt 789-807
am N-Terminus eine GTPase-
Domane.
. . 291-310
04380.1 | Faa1 76509 | Faa1/YOR317w Biosynthese von Fettsauren. 451-471
Regulation der Expression von
hypothetisches Atp6p and Atp8p, Kern-kodierten 372-394
06403.1 Protein 75251 | Nca2/YPR155C Untereinheiten der mitochondrialen 548-566
ATPase.
03966.1 hypothetlsches 70203 | Gern1/Yal048c Mltochondrlale"s Rho-Protein mit 2 601-621
Protein GTPase-Domanen,
Rezeptorprotein der Translokase
04245.1 | Tom70 69297 | Tom70/YNL121C der aulBeren 40-60
Mitochondrienmembran
30-51
hypothetisches 270-294
009051 | protein 66240 492-508
526-545
08356.1 | NyPothetisches 64049 475-491
Protein
03188.1 | Nypothetisches 62561 | Alo1/YMLO86C D-Arabinono-1,4-Lacton Oxidase 105-126
Protein 196-212
hypothetisches Hypothetische Aldehyde 136-153
040131 Protein 59465 | Ymr110cp Dehydrogenase 510-530
Kynurenine 3-Monooxygenase, 8-26
hypothetisches Biosynthesis von Nicotinsaure und 241-267
06924.1 Protein 57852 | Bna4/YBLO%BW Tryptophan Uber den Kynurenine- 322-340
Stoffwechselweg. 465-482
Mitochondriales g;g:ggé
07793.1 | Ugo1 57158 | Ugo1/YDR470C AulRenmembranprotein, bendtigt fur 365-384
die Fusion von Mitochondrien.
503-521
hypothetisches Molybdopterin-umsetzenden Faktor 16-34
00605.1 . 56154 | YkIO27wp ; 119-138
Protein chIN aus E. coli
330-351
ATPase, B- B-Untereinheit des F1-Segmentes
05430.1 N 55602 | Atp2/YJR121W der mitochondrialen F4Fg-ATP-
Untereinheit
Synthase.
Homolog zu SPBC106.03 in 84-104
08354.1 hypot_hetlsches 55388 S'palthefe; hypothetisches Protein, 245-264
Protein eine vorhergesagte 429-458

Transmembrandomane.
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Essenzielle Komponente des TOB-

05593.1 | Tob55 54692 | Tob55/YNLO26W Komplexes in der mitochondrialen p-Barrel
AulRenmembran.
2-18
Zink-Metalloprotease, die den 99-123
Zink-Metallo- ersten Schritt der N-terminalen 150-168
03637.1 protease 50238 | Ste24/YJR117W Prozessierung des Hefe a-Faktors 179-202
vermittelt. 290-315
318-338
hypothetisches 9-29
02564.1 | YPOY 49823 | Ygro12w Cystein-Synthase, Schwefel-Abbau | 267-289
Protein
384-405
. 12-30
03158.1 | [yPothetisches 45570 99-118
268-188
Delta(24)-Sterol C-
03006.1 | Delta24)-Sterol C-| 5 455 | ErogvMmL008C Methyltransferase, Ergosterol
Methyltransferase :
Biosythese, ER?
Protein der Translokase der
01179.1 | Tom40 38127 | Tom40/YMR203W AuReren Mitochondrienmembran B-Barrel
hvoothetisches Homolog zu SPAC589.04 in
01401.1 | IYPO 37333 | SPAC589.04 Spalthefe; Membranprotein,
Protein - . .
Homolog zum Saugetier Metaxin 2
NADPH-abhangige 1-Acyl-
. Dihydroxyaceton-
07904.1 Eﬁgﬁ;{:‘et'“hes 33375 | Ayr1/YIL124W phosphatreductase, gefunden in ;gg:ggg
Lipidpartikeln und ER; beteiligt an
der Phosphorsaure-Biosynthese.
Adenylatkinase; Biosynthese von
01550.1 | Adenylatkinase 30267 | Adk1p,YDR226W | Purinen; gefunden im Cytosol und
im mitochondrialen
Intermembranraum.
Mitochondriales Porin (voltage-
dependent anion channel; VDAC),
. AuRenmembranprotein, bildet einen
04304.1 | Porin 29981 | Por1/YNL0O55C Kanal, bendtigt fir die osmotische p-Barrel
Stabilitat und
Membranpermeabilitat.
Vesikelformierung; gefunden in
Golgi und ER, aber auch im
08477.1 | Ypt1 26693 | Ypt1/YFLO38C mitochondrialem Proteom aus Hefe
(Sickmann et al., 2003).
Rab5-ahnliche GTPase, beteiligt an
vacuolarer Proteinsortierung und an
. Endozytose; Geranylgeranylierung
06410.1 | Nypothetisches 25045 | Vps21/YOR089C | fiir die Membranassoziation:;
Protein . .
gefunden im Endosome und im
mitochondrialen Proteom aus Hefe
(Sickmann et al., 2003).
Rab5-ahnliche GTPase, beteiligt an
vacuolarer Proteinsortierung und an
. Endozytose; Geranylgeranylierung
00895.1 | NyPothetisches 23935 | Vps21/YOR089C | fiir die Membranassoziation:;
Protein . .
gefunden im Endosome und im
mitochondrialen Proteom aus Hefe
(Sickmann et al., 2003).
03711.1 | [ypothetisches 23113 | Ypt7/YMLOO1w GTPase, vakuoléres Protein
hypothetisches 135-152
04946.1 | b otein 21480 171-189
06632.1 | Tom20 20216 | Tom20/YGRog2w | Frotein der Translokase der 5-26

aufleren Mitochondrienmembran
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Bendtigt fir die Lokalisation von
05313.1 | Fis1 16913 | Fis1/YIL065¢c Dnm1p und Mdv1p wahrend der 127-146
Mitochondrienteilung.

Protein der Translokase der

00431.1 | Tom22 16806 | Tom22/YNL131W | - . : 85-105
auleren Mitochondrienmembran
01101.1 | Nypothetisches 14226 | Mim1/Y0l026¢ Assemblierung des TOM- 53-69
Protein Komplexes
00930.1 gﬁgto;irr‘]et's"hes 9917 | Tim10/YHRO05C-A | Mitochondrialer Import
05772.1 | Tomé 6459 | Tom6/YOR045W | Frotein der Translokase der 35-54

auleren Mitochondrienmembran

3.3.3 Identifikation von Mim1

In den Aulenmembranvesikeln von N. crassa wurde ein Protein (Accession
XP_326594) identifiziert, das in der GenBank (NIH genetic sequence database)
bisher als hypothetisches Protein beschrieben war. Das dazu homologe Protein
Yol026¢ in S. cerevisiae (Abb32) war in keinem der publizierten mitochondrialen
Proteome (Prokisch et al., 2004; Sickmann et al., 2003) gefunden worden. In einer
Arbeit Uber die Charakterisierung essentieller Proteinfunktionen in Hefe wurde
Yol026¢/Mim1 als Faktor fur den mitochondrialen Import beschrieben (Mnaimneh et
al., 2004). Es handelt sich bei Mim1 (Mitochondrial Import) um ein Protein mit einer
Masse von 12,8 kDa. In Abwesenheit von Mim1 akkumulierte das Praprotein der
ATPase Untereinheit F4 im Gesamtzellextrakt. Homologe zu Mim1 finden sich in
Pilzen und die Konservierung der Aminosauresequenz beschrankt sich weitgehend

auf die vorhergesagte Transmembrandomane.

S.Ce i MTEVVEEWESV S DBIESEDKDCMEVQON T V)N PLVEBSILVE . 41
N.c. MSAEEISNPLAESEVTIBS. .|3.BIO. ... .. ... YSINPISIA SPORIP SBIS 38
SeCe i e Ve SO TN ML PEIMNGMMLGFGE L FAHE MGNR NN W) 77
N.c. SPAVVLYQPPTVWSLF I NLEALPFYNGMMLGEGE LEAHERV:NARINE W] 88
S.c. NHRNKGY)SYYIZE e LKIHESS . JAGTIRCIWYASKEL . . . ... .. 113
N.c. NT..... KV DARPIGPGVIMVE . R DLDDHLDELTSLE 130

Abb. 32: Sequenzvergleich Mim1 aus Neurospora crassa und Saccharomyces cerevisiae

Identische Aminosauren sind schwarz hinterlegt, &hnliche Aminosduren grau schattiert. Die
vorhergesagte Transmembrandomane ist unterstrichen.
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Mim1 stellt ein gutes Beispiel dar, um die Zuverlassigkeit der Ergebnisse der
massenspektrometrischen Auswertung zu Uberprufen. In Importexperimenten mit
Neurospora Mitochondrien sollte sowohl eine mitochondriale Lokalisation als auch
die submitochondriale Sortierung von Mim1 in die AuRenmembran nachgewiesen
werden. Das Neurospora crassa Gen fur Mim1 wurde kloniert und radioaktiv
markiertes Protein hergestellt. Abbildung 33 zeigt, dass Mim1 nach Inkubation mit
Mitochondrien teilweise vor dem Abbau durch Trypsin geschitzt war. Es entstanden
drei Fragmente, die mit drei Trypsinschnittstellen im C-terminalen Bereich des
Proteins erklart werden kdnnen. Im N-terminalen Bereich vor der vorhergesagten
Transmembrandomane gibt es nur eine potentielle Schnittstelle flr Trypsin, die
vermutlich nicht zuganglich ist. Das Innenmembranprotein AAC wurde nicht von
Trypsin angegriffen, woraus folgt, dass die Aullenmembran in diesem Experiment
intakt war. Der Import von Mim1 erfolgte unabhangig von einem Membranpotenzial
der Innenmembran. Dies fihrt zu dem Schluf3, dass Mim1 in die AuRenmembran
integriert und der C-Terminus von cytosolischer Seite zuganglich ist. Bei einem
Import mit anschlieRendem Verdau mit ProteinaseK konnte kein stabiles Fragment
von Mim1 nachgewiesen werden (Abb. 33). Dies stimmt mit Ergebnissen zum
nativen S. cerevisiae Mim1 Uberein (Waizenegger et al., 2005). Dadurch ist die
Moglichkeit gegeben, dass Mim1 mittels eines Loops in die Membran integriert und

sowohl N- als auch C-Terminus ins Cytosol ragen.

B
Trypsin (ug/ml) PK (pg/ml)
0701 1 5 50 50701 1 5 50 50'
1 MSAEEISNPL AESGVTISSD SEQYSAPESA
3> —— e R e —14 31 SPQSPSSSSP AVVLYQPPTV WSLERSAVIN
b8 : 181 61 LFLPFVNGMM LGFGELFAHE AAFRLGWSNT
v

-6 91 KVFPVSRRDA RPIGPGVEVV ERPRRRVDLD

121 DHLDELTSLE

| ————— - | AAC
+TX +TX

Abb. 33: Proteolytischer Verdau des in vitro in N. crassa Mitochondrien importierten Mim1

(A) Je 50 pg Neurospora Mitochondrien wurden fir 20 min auf 25°C mit radioaktiv markiertem
Mim1 (mit zwei zusatzlichen Methionine am C-Terminus) inkubiert. Nach Abstoppen der
Importreaktion wurden die Ansatze mit 0,1-50 pg/ml Trypsin bzw. Proteinase K (PK) inkubiert. Als
Kontrollen wurde jeweils ein Ansatz mit 50 pyg/ml Proteinase in der Gegenwart von TritonX100
(TX) behandelt. Die Importansatze wurden in SDS-Probenpuffer aufgenommen, auf einem
Harnstoffgel aufgetrennt, geblottet und mittels Autoradiographie ausgewertet. Die drei Pfeile
markieren drei durch Trypsin-Verdau entstehenden Fragmente. Im unteren Teil ist eine Dekoration
der gleichen Membran mit aAAC-Antikdrper zu sehen. In (B) sind die fur die Generierung der drei
Fragmente in Betracht kommenden Trypsin-Schnittstellen in der Aminosauresequenz von N.c.
Mim1 ebenfalls durch Pfeile gekennzeichnet.
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3.3.4 Assemblierung von Mim1 in die AuBenmembran

Eine weitere interessante Frage, die dem Wissen Uber die AulRenmembranproteine
folgt, ist, welche dieser Proteine in einem Komplex vorliegen und wie sie miteinander
interagieren. Eine Assemblierung des neu als Aullenmembranprotein identifizierten
Mim1 in einen oligomeren Komplex sollte Uberpruft werden. Hierzu wurde ein
Importexperiment mit radioaktiv markiertem Protein in Neurospora Mitochondrien
durchgefuhrt. Nach dem Abstoppen der Importreaktion wurde die Oligomerisierung
mittels Blau-Nativ-Gelelektrophorese analysiert (Abb. 34). Als Kontrolle wurde das
gleiche Experiment mit Tom40-Lysat durchgeflihrt. Tom40 bindet zunachst an den
TOB-Komplex (Intermediat ), bildet danach ein zweites, kleineres Intermediat
(Intermediat II) und assembliert dann in den vollstandigen TOM-Komplex mit einer
Grole von ca. 400 kDa. Fur Mim1 war nach 5 Minuten ein Intermediat in der GroR3e
des voll assemblierten TOM-Komplexes zu erkennen, moglicherweise handelt es
sich um eine Interaktion von Mim1 mit dem TOM-Komplex zur Integration von Mim1
in die Membran. Danach ist die Bildung eines ca. 300 kDa gro3en Komplexes zu
erkennen, der nicht mit einem der Tom40-Intermediate Ubereinstimmt. Bei einer
molekularen Masse des Monomers von 14,2 kDa, konnten danach ca. 20 Mim1-
Proteine einen homo-oligomeren Komplex bilden. Als zweite Moglichkeit konnte es
weitere Interaktionspartner des Mim1 in der AulRenmembran geben, die in diesem
Experiment nicht nachgewiesen werden kdénnen. Dies mul} in weiteren Experimenten

untersucht werden.

Abb. 34: Assemblierung von Mim1 im
Vergleich zur Assemblierung von Tom40
Tom40 Mim1

F5 10 20 30 605 10 20 30 60 'min Die mit [*°S]Methionin radioaktiv markierten
Proteine Tom40 und Mim1 wurde fir 5-60 min
mit je 50 pyg Wildtyp-Mitochondrien auf 25°C
« inkubiert. Die Mitochondrien wurden mit SET-
Puffer gewaschen und in 1% DDM
*  enthaltenden  Solubilisierungspuffer  aufge-
nommen. Die I6slichen Bestandteile wurden in
einer  Blau-Nativ-Gelelektrophorese  aufge-
trennt, auf PVDF-Membran transferiert und
Uber  Autoradiographie  ausgewertet. M
beschreibt das Tom40-Monomer, | das 1.
Assemblierungintermediat, Il das 2.
Asemblierungsintermediat und A den
vollstandig assemblierten TOM-Komplex. Auf
der rechten Seite sind ein Intermediat des
Mim1 und eine assemblierte Form mit zwei

Pfeilen gekennzeichnet.

Lol N
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4. Diskussion

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die Grundlagen flr eine
rontgenkristallographische  Strukturbestimmung der  Proteintranslokase der
mitochondrialen AuRenmembran erarbeitet. Die Reinheit und Homogenitat des aus
Neurospora crassa isolierten TOM-Komplexes wurde hierflr optimiert. Dabei wurde
Tom5 als eine neue Komponente des TOM-Komplexes von N. crassa identifiziert
und seine Funktion mit Tom5 der Hefe Saccharomyces cerevisiae verglichen.
Desweiteren wurde ein Proteom der Aulenmembran von N. crassa erstellt, um
weitere neue Komponenten der Proteintranslokation und Membraninsertion in der
mitochondrialen AuRenmembran aufzufinden. So wurde Mim1 als mitochondriales
Aullenmembranprotein mit einer Funktion in der Assemblierung des TOM-Komplexes

identifiziert.

4.1 ldentifizierung von TomS5 in Neurospora crassa

Eine Voraussetzung fur ein molekulares Verstandnis des Mechanismus der
Proteintranslokation Uber den TOM-Komplex in Mitochondrien sind strukturelle
Informationen zu dessen Aufbau und Stochiometrie. Daher sollte der TOM-Core-
Komplex aus N. crassa fur die Proteinkristallographie verwendet werden. In diesem
Komplex waren die Untereinheiten Tom40, Tom22, Tom6 und Tom7 gefunden
worden, nicht aber eine in Hefe beschriebene Komponente Tom5. Obwohl N. crassa
Gendatenbanken vorhanden waren, konnte durch eine BLAST-Suche mit der S.
cerevisiae Tom5-Sequenz kein homologes Protein identifiziert werden. Bei der
daraufhin erfolgten massenspektrometrischen Untersuchung des aus N. crassa
Mitochondrien aufgereinigten TOM-Core-Komplexes wurde ein Protein identifiziert,
das eine Identitat von 32% mit dem Tom5 in Hefe aufwies. Durch die BLAST-Suche
mit der Aminosauresequenz des N. crassa Tom5 konnten funf weitere homologe
Proteine in Pilzen gefunden werden, jedoch keine zu Tom5 ahnlichen Proteine in
hdéheren Organismen. Moglicherweise ist der offene Leserahmen zu klein, um als
hypothetisches Protein erkannt zu werden oder durch mehrere Introns unterbrochen
und somit nicht als codierende Sequenz zu erkennen. In N. crassa sind die fir Tom5

codierenden 153 Basenpaare auf drei Exons verteilt.

65



Diskussion

Dennoch enthalten auch die Proteintranslokasen der mitochondrialen
Aullenmembran von hoheren Organismen kleine Tom-Komponenten. So wurden in
Mitochondrien aus Rattenleber Uber Ko-Immunfallung neben Tom40, Tom22 und
Tom20 drei kleine Komponenten OM10, OM7,5 und OMS5 identifiziert. Diese kleinen
Komponenten wurden jedoch nicht naher analysiert (Suzuki et al., 2000). Bei der
Untersuchung des TOM-Komplexes in Arabidopsis thaliana wurden Homologe zu
Tom40, Tom20 und Tom7 gefunden. Zwei weitere Komponenten des Komplexes mit
apparenten molekularen Massen von acht und sechs kDa wurden nicht weiter
beschrieben (Werhahn et al., 2001).

Zur Charakterisierung von Tom5 in N. crassa wurde die Assemblierung in den TOM-
Komplex untersucht. Radioaktiv markiertes Tom5 assemblierte in in vitro
Importexperimenten direkt in den TOM-Komplex, ohne erkennbare Intermediate
auszubilden. Auch in S. cerevisiae war eine direkte Assemblierung von Tom5 in den
Komplex beobachtet worden. Dies spricht fur die Theorie, dass der TOM-Komplex
eine dynamische Struktur ist und neue Komponenten direkt in bestehende Komplexe
integrieren kann (Model et al., 2001; Rapaport et al., 2001). Eine zweite Moglichkeit
ware das Vorhandensein von teil-assemblierten Tom-Komponenten in der
mitochondrialen Au3enmembran, die allerdings nur in geringen Mengen vorhanden

sein kdnnten, da sie bisher nicht nachgewiesen wurden.

4.2 Funktion von Tom5

Die Deletion von Tomb flhrte in S. cerevisiae zu einem Wachstumsdefekt bei 37°C.
Zudem wiesen aus dem S. cerevisiae Atom5-Stamm isolierte Mitochondrien einen
verminderten Import von Praproteinen aller mitochondrialen Subkompartimente und
eine Beeintrachtigung der Assemblierung von Tom40 in den TOM-Komplex auf.
Aufgrund dieser Beobachtungen wurde Tom5 eine wichtige Funktion im
Importprozel® zugeschrieben (Dietmeier et al., 1997). Im Gegensatz hierzu konnten
nach der Deletion von Tom5 in N. crassa keine Auswirkungen auf das Wachstum
des Organismus, den Proteinimport oder die Assemblierung des TOM-Komplexes
nachgewiesen werden. Dies wirft die Frage auf, in welcher Form Tom5 am Import

mitochondrialer Praproteine beteiligt ist. Da die Expression des N. crassa Tom5-
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Proteins im Atom5-Stamm von Hefe zu einer Aufhebung des Wachstums- und
Importdefektes fuhrte, kann man auf eine Ubereinstimmende Funktion der beiden
Proteine schliefen. Dennoch flhrt die Deletion von Tom5 im jeweiligen Organismus

nicht zum gleichen Phanotyp.

Worin liegen die Unterschiede zwischen den TOM-Komplexen aus N. crassa und S.
cerevisiae? Um dieser Frage nachzugehen, wurde die Stabilitdt der TOM-Komplexe
von S. cerevisiae und N. crassa verglichen. Der TOM-Komplex aus Hefe konnte
durch die Zugabe von geringen Konzentrationen des milden Detergens n-Dodecyl-[3-
D-maltosid (DDM) zerlegt werden. Dabei entstand ein ca. 100 kDa groRer Komplex,
der Tom40 enthalt. Dieser Komplex erinnert in seiner Grole an den 100 kDa-
Komplex, der bei der in vitro Assemblierung von Tom40 in den TOM-Komplex als ein
Intermediat gebildet wird. Bei der Assemblierung von Tom40 in den TOM-Komplex
konnte zunachst die Interaktion des Tom40-Praproteins mit dem TOB-Komplex als
250 kDa-Intermediat nachgewiesen werden (Kozjak et al., 2003; Paschen et al.,
2003). Danach folgte die Ausbildung eines ca. 100 kDa grof3en Komplexes (Model et
al., 2001) und anschlielend die Assemblierung von Tom40 in den TOM-Komplex.
Nach der Deletion von Tom5 in Hefe war bei der in vitro Assemblierung von Tom40
keine Ausbildung des 100 kDa-Komplexes mehr zu beobachten. Dies flhrte zu der
These, dass Tom5 an der Ausbildung dieses Komplexes beteiligt ist (Model et al.,
2001).

Bei der Zerlegung des Tom5-depletierten TOM-Komplexes in Hefe durch die Zugabe
von Detergens war die Ausbildung des 100 kDa-Komplexes deutlich reduziert.
Tom40 konnte nur in geringen l6slichen Mengen nachgewiesen werden und war
vermutlich weitgehend aggregiert. Moglicherweise wird Tom40 in der Membran durch
Tom5 stabilisiert und kann nur in Interaktion mit Tom5 einen 100 kDa-Komplex
ausbilden. Tom5 konnte bisher jedoch weder bei der Tom40-Assemblierung noch bei
der TOM-Komplex-Zerlegung im 100 kDa-Komplex nachgewiesen werden. Auch
wurde nicht gezeigt, dass es sich bei Assemblierung und Zerlegung um den gleichen
100 kDa-Komplex handelt.

Im Gegensatz zum TOM-Komplex der Hefe ist der TOM-Komplex von N. crassa in

DDM stabil, dieser Komplex dissoziiert erst bei hohen Konzentrationen eines
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kurzerkettigen Detergens in seine Untereinheiten. Es konnte keine Abhangigkeit der
Stabilitat des N. crassa TOM-Komplexes von Tom5 nachgewiesen werden.
Vermutlich fand sich deshalb kein Wachstumsphanotyp nach der Deletion von Tom5

in Neurospora crassa.

Interessanterweise wachsen Tom5-depletierte Hefezellen bei 30°C vergleichbar wie
Wildtyp-Zellen. Der Wachstumsphanotyp zeigt sich erst bei einer Temperatur von
37°C. Maglicherweise ist die Stabilitat des TOM-Komplexes in Hefe temperatur-
abhangig. Einen Hinweis auf eine stabilisierende Funktion von Tom5 in Abhangigkeit
von der Temperatur gibt die Veranderung der elektrophoretischen Mobilitat der auf
37°C solubilisierten Hefe TOM-Komplexe. Hier konnte eine Veranderung des
Laufverhaltens nur im Fall des Tomb5-depletierten TOM-Komplexes festgestellt
werden. Sowohl der durch das N. crassa Tom5 als auch der durch Fis1-Tom5C
erganzte Atom5-TOM-Komplex verhielten sich wie der Wildtyp TOM-Komplex. Bei
Fis1-Tom5C handelt es sich um ein Fusionsprotein bestehend aus der cytosolischen
Domane des Fis1 am N-Terminus und der C-terminalen Transmembrandomane des
Hefe-Tom5. Fur die Expression von Fis1-Tom5C im tom5A-Stamm wurde eine
Assemblierung dieses Proteins in den TOM-Komplex und ein Wachstum der
Hefezellen bei 37°C gezeigt (Habib et al., 2003).

Das Einbringen des Fusionsproteins Fis1-Tom5C in den tom5A-Stamm zeigt, dass
die Transmembrandomane des Tom5-Proteins fir eine Assemblierung in den TOM-
Komplex sowie ein Wachstum der Zellen auf 37°C ausreichend ist. Daher kann man
von einer Lokalisation der Funktion von Tom5 in der Transmembrandoméane
ausgehen. Die Sekundarstruktur des Tom40-Proteins ist als eine Mischung aus einer
R-Faltblatt-Struktur und einer a-helikalen Struktur vorhergesagt (Ahting et al., 2001;
Hill et al., 1998). Vermutlich ist Tom40 weitgehend innerhalb der Membran lokalisiert.
Eine stabilisierende Funktion von Tom5 sollte daher von der Transmembrandomane

ausgeubt werden.

In einer Arbeit von Horie et al. (2003) wurde ein Fusionsprotein bestehend aus einer
N-terminalen GFP-Domane und der C-terminalen Transmembrandomane des Hefe-
Tom5 untersucht. Mittels Deletions- und Mutationsstudien der

Transmembrandomane des Hefe-TomS wurde eine minimale Aminosauresequenz
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der Transmembrandomane definiert, die fur ein Wachstum des tom5A-Stammes von
S. cerevisiae auf 37°C ausreichend ist. Alle Aminosaurenreste des Transmembran-
bereiches konnten gegen Leucin- oder Alaninreste ausgetauscht werden mit
Ausnahme eines zentralen Motivs bestehend aus den Aminosaureresten Serin,
Prolin und Methionin. Das Prolin in der Transmembrandomane ist in allen
identifizierten Tom5-Proteinen konserviert. Auch fir Tom7 wurde gezeigt, dass alle
bisher bekannten Tom7-homologen Tom-Untereinheiten ein Prolin in der
Transmembrandomane besitzen (Allen et al., 2002). Das Prolin fuhrt vermutlich zu
einem Knick in der a-Helix des Transmembransegmentes. Mdglicherweise handelt
es sich hier um eine notwendige strukturelle Begebenheit der kleinen Tom-
Komponenten Tom5 und Tom7, um in der Membran eine Interaktion mit der 3-Barrel-
Struktur des Tom40-Proteins herzustellen. In der dritten kleinen Tom-Komponente
Tom6 besteht allerdings keine Konservierung eines Prolin-Restes in der

Transmembrandomane.

Aufgrund des Importdefektes der Tom5-Deletionsmutante wurde fur Tom5 in Hefe
eine Funktion als Importrezeptor postuliert (Dietmeier et al., 1997). Die zu
importierenden Praproteine sollten nach der Erkennung an den Rezeptoren von
Tom22 tber Tom5 in die von Tom40 gebildete Pore geleitet werden. Alle bisherigen
Daten sprechen jedoch fur eine Lokalisation der Funktion in der
Transmembrandomane von Tom5, weshalb eine Rolle als Importrezeptor

unwahrscheinlich erscheint.

Nach den Ergebnissen dieser Arbeit ist die Hauptaufgabe von Tom5 die
Stabilisierung des TOM-Komplexes. Die Deletion von Tom5 Ubt bei zunehmender
Temperatur zumindest in S. cerevisiae einen destabilisierenden Effekt auf den TOM-
Komplex aus. Vermutich wird dann in einem Sekundareffekt das Importverhalten der

Mitochondrien aufgrund der Destabilisierung des TOM-Komplexes negativ beeinfluf3t.

4.3 Kristallisation des TOM-Core-Komplexes

Zu Beginn dieser Arbeit war keine Rontgenstruktur einer Proteintranslokase bekannt.

Da der TOM-Core-Komplex aus Neurospora crassa Mitochondrien in ausreichenden

69



Diskussion

Mengen flr die Proteinkristallographie gereinigt werden konnte, stellte dieser TOM-
Komplex einen geeigneten Kandidaten fur Kristallisationsversuche dar. Von
Kristallen des TOM-Core-Komplexes wurden Informationen Uber die Struktur der

Proteintranslokase und den Mechanismus der Proteintranslokation erwartet.

Durch den Gebrauch von kommerziell angebotenen Kristallisationspuffern wurden
Kristallisationsparameter fur den TOM-Core-Komplex gefunden und verfeinert.
Wenngleich die von diesen Kristallen erhaltenen Beugungsdaten fur eine
Bestimmung der Raumgruppe nicht ausreichend waren, stellten sie einen
Ausgangspunkt flr eine weitere Optimierung der Kristalle dar. Jedoch konnte auch
durch die Zugabe von Additiven zum Kristallisationsansatz keine Verbesserung des
Beugungsverhaltens der Kristalle erreicht werden. Eine mangelhafte Ordnung von
Proteinkristallen kann durch Inhomogenitat der Proteinpraparation wie
Abbauprodukte, ungeordnete Proteinbereiche oder Substéchiometrie des Komplexes
verursacht werden. Es konnte allerdings auch durch eine Optimierung der
Proteinhomogenitat der TOM-Core-Komplex-Praparation keine Verbesserung der

Roéntgenbeugung der Kristalle erzielt werden.

Bei der Kristallisation von Membranproteinen tritt im Vergleich zu l6slichen Proteinen
ein weiterer, optimierbarer Faktor auf: Die Wahl des Detergens kann wie die Wahl
des Puffersystems oder der Salzkonzentration ausschlaggebend flr die erfolgreiche
Kristallisation des Membranproteins sein. Neben der Verwendung von n-Dodecyl-f3-
D-maltosid war die Reinigung des N. crassa TOM-Komplexes mit Digitonin etabliert.
Der in Digitonin gereinigte sogenannte TOM-Holo-Komplex enthalt zusatzlich zu den
Komponenten des TOM-Core-Komplexes noch die Rezeptor-Untereinheiten Tom70
und Tom20. Da Digitonin selbst nach drei bis sieben Tagen in wassriger Losung
kristallin ausfallt, war dieser Komplex fur die Kristallisation nicht geeignet. Daher
wurde die Stabilitdt des TOM-Core-Komplexes in anderen Detergenzien Uberpruft.
Mit C12E8 wurde ein Detergens gefunden, das die kleinen Tom-Komponenten Tom5

und Tom7 aus dem TOM-Komplex auslost.

Da nicht nachgewiesen werden konnte, dass die Auswaschung von Tom5 und Tom7
durch C12E8 vollstandig erfolgte und dieser Komplex daher nicht fur die

Kristallisation geeignet war, wurden von Frank Nargang (University of Alberta,
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Kanada) Deletionmutanten in Neurospora crassa hergestellt. Mit den Isolierungen
des tom5~"-TOM-Komplexes und des tom5~FAtom7-TOM-Komplexes konnten erste
Kristalle erhalten werden, die noch weiter optimiert werden muissen, um

Beugungsexperimente im Rontgenstrahl durchfiuhren zu kdnnen.

Eine weitere Uberlegung ist, die Untereinheiten des Komplexes noch weiter zu
reduzieren und nur  die porenbildende Untereinheit  Tom40  flr
Kristallisationsexperimente zu verwenden. Fur Tom40 wurde eine teilweise Faltung
in B-Faltblattern vorhergesagt (Ahting et al., 2001; Hill et al., 1998). Bisher sind
Strukturen von 29 verschiedenen prokaryontischen -Barrel-Proteinen gelost worden.
Es gibt jedoch keine Struktur eines eukaryontischen (-Barrel-Proteins
(http://www.mpibp-frankfurt. mpg.de/michel/public/memprotstruct.html). Maglicher-
weise sind die eukaryontischen [3-Barrel-Strukturen instabiler im Vergleich zu den
prokaryontischen Proteinen, so ist das mitochondriale Tom40 nur in hohen
Konzentrationen von Detergens flr zwei bis drei Tage in Lésung zu halten (Ahting et
al., 2001). Fir die Kristallisation von Tom40 ware nach der Uberexpression in E. coli
eine Ruckfaltung des Proteins notwendig, da es aufgrund seiner hohen
Hydrophobizitat nicht 16slich ist. Die korrekte Faltung des Proteins konnte nicht
uberprift werden. Zudem musste die Kristallisation des Tom40 in hohen
Konzentrationen von Detergens durchgeflhrt werden. Aus diesen Griunden scheint

ein Kristallisationsversuch von Tom40 nicht sinnvoll.

Die Uberlegung, den TOM-Komplex aus Mitochondrien eines anderen Organsimus
als N. crassa zu reinigen und zu kristallisieren wurde verworfen. Der TOM-Komplex
aus S. cerevisiae kann bisher ausschlieRlich in Digitonin gereinigt werden und ist
aufgrund der bereits beschriebenen Eigenschaften von Digitonin nicht fur die
Kristallisation geeignet. In anderen Organismen ist der TOM-Komplex bisher kaum
untersucht worden. Es mufiten zunachst die Komponenten identifiziert und
charakterisiert werden. Ein weiterer Vorteil der Arbeit mit N. crassa ist, dass grol3e
Mengen an Material gewonnen werden. So konnen aus einer 100 Liter N. crassa-
Kultur ca. 4 mg sauberer TOM-Core-Komplex isoliert werden. Mit Hefe- oder
Zellkultur waren solche Kulturmal3stabe nur mit aufwandigen Fermentieranlagen zu

erreichen.
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Flhren die N. crassa Deletionsmutanten nicht zum Ziel der Strukturanalyse des
TOM-Komplexes, gibt es eine weitere, erfolgversprechende Methode, geordnete
Kristalle zu erreichen. Mittlerweile gibt es vier Kiristallstrukturen von
Membranproteinkomplexen, die durch Ko-Kristallisation mit monoklonalen
Antikdrpern erhalten wurden: die bakterielle Cytochrom ¢ Oxidase (Ostermeier et al.,
1995), der Hefe Cytochrom bcy; Komplex (Hunte et al., 2000), der KcsA K'-Kanal
(Zhou et al., 2001) und der CIC-Kanal aus E. coli (Dutzler et al., 2003). Ein Problem
bei der Kristallisation von Membranproteinen stellen groRe Detergensmizellen dar,
die die hydrophoben Anteile der Membranproteine ringférmig umschliel3en. So kann
bei sehr hydrophoben Proteinen der Aufbau von Proteinkontakien stark
eingeschrankt werden. Die Mizellen selbst bilden selten feste Kristallkontakte aus.
Uber Antikdrperfragmente, die spezifisch an die hydrophilen Bereiche der
Membranproteine binden, kann die polare Oberflache der zu kristallisierenden
Proteine Uber die Mizelle hinaus vergroRert und so die Ausbildung von stabilen

Proteinkontakten im Kristall erreicht werden (Hunte und Michel, 2002).

Wahrend diese Arbeit entstand, wurde die erste Struktur einer Proteintranslokase mit
einer Auflésung von 3,2 A geldst (Van den Berg et al., 2004). Der SecY-Komplex aus
Methanococcus jannaschii kann verglichen werden mit dem SecYEG-Komplex aus
Bakterien und dem Sec61-Komplex im endoplasmatischen Retikulum der
Eukaryonten. Der Kanal wird von SecY gebildet und besitzt in geschlossenem
Zustand einen Durchmesser von 5-8 A. Die Daten des SecY-Komplexes lassen sich
nicht auf den TOM-Komplex Ubertragen, da der SecY-Komplex allein aus a-Helices
und der TOM-Komplex zumindest teilweise aus einer B-Faltblattstruktur aufgebaut

wird.

Das Verhaltnis der Komponenten Tom40, Tom22, Tom6, Tom7 und Tom5 im TOM-
Core-Komplex wurde als 1:1:1:1:1 bestimmt (Schmitt et al., 2005). Aufgrund dieser
Stochiometrie und der molekularen Masse des TOM-Core-Komplexes von ca. 400
kDa kann man von einen Aufbau des Komplexes aus jeweils vier bis sechs
Untereinheiten ausgehen. Da in elektronenmikroskopischen Aufnahmen des TOM-
Core-Komplexes Partikel mit zwei Poren beobachtet wurden (Ahting et al., 1999),

wird zudem eine Symmetrie des TOM-Komplexes angenommen. An der Ausbildung
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jeder der beiden Poren mussen daher mindestens zwei Tom40-Molekule beteiligt

sein.

Mit der Strukturanalyse von TolC wurde erstmals ein aus mehreren Untereinheiten
aufgebauter B-Barrel beschrieben, wohingegen die meisten transmembranen f3-
Barrels von jeweils nur einer Untereinheit ausgebildet werden. TolC fungiert in der
Aullenmembran von Gram-negativen Bakterien als ein Membrankanal, der flr den
Export von antibakteriellen Stoffen und toxischen Proteinen verwendet wird. Der
Kanal ist aus drei TolC-Untereinheiten zusammengesetzt. Jeweils vier B-Faltblatter
pro Molekul fugen sich in der Membran zu einem B-Barrel mit 12 p-Faltblattern
zusammen. Die zweite im Periplasma lokalisierte Domane des Exportkanals wird
durch ein a-Barrel bestehend aus 12 a-Helices ausgebildet (Koronakis et al., 2000).
Far den TOM-Komplex ist keine grole Domane im mitochondrialen
Intermembranraum nachzuweisen, daher laRt sich auch die Struktur von TolC nicht

auf den TOM-Komplex Ubertragen.

4.4 Proteine der mitochondrialen AuBenmembran

Um einen Uberblick Uber die Gesamtheit der Proteine in der mitochondrialen
AuBenmembran zu gewinnen und mogliche weitere Komponenten der
Proteintranslokation und Membraninsertion zu identifizieren, wurden
massenspektrometrische  Proteinanalysen mit isolierten  Aullenmembranen
durchgefihrt. Insgesamt konnten 36 Proteine der mitochondrialen AuRenmembran

zugeordnet werden.

Von den 36 identifizierten Proteinen besitzen 29 ein Ortholog in S. cerevisiae. Von
den Orthologen in Hefe wurden 24 Proteine in mitochondrialen Proteom-Analysen in
demselben Organismus identifiziert (Prokisch et al., 2004; Sickmann et al., 2003).
Die funf mitochondrialen Aulienmembranproteine von N. crassa, die nicht in den
beiden Proteomen aus Hefe gefunden wurden, sind Ste24, Adk1, Ypt7, Gem1 und
Mim1. Ste24 wurde als im endoplasmatischen Retikulum (Schmidt et al., 1998) und
Adk1 als im Cytosol und im mitochondrialen Intermembranraum lokalisiert

beschrieben (Klier et al., 1996). Mdglicherweise handelt es sich bei diesen beiden
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Proteinen um Verunreinigungen der mitochondrialen AuRenmembranfraktion. Gem1
wurde zwar nicht in den beiden mitochondrialen Proteomen aus S. cerevisiae
identifiziert, konnte jedoch experimentell als GTPase der mitochondrialen

AulRenmembran nachgewiesen werden (Frederick et al., 2004).

Ypt7 wurde als vakuolare GTPase beschrieben (Wichmann et al., 1992). Ypt1
hingegen, eine kleine Ras-ahnliche GTPase des sekretorischen Weges vom
endoplasmatischen Retikulum zum Golgi-Apparat (Bacon et al., 1989), wurde in
beiden mitochondrialen Proteomen in Hefe identifiziert. Mdglicherweise handelt es
sich um eine duale Lokalisation von Ypt7 und Ypt1 mit einer noch unbekannten
Funktion in der mitochondrialen Aullenmembran. Es wurden bereits Proteine mit
einer moglichen Funktion im Vesikeltransport wie eine alternative Splice-Form des
Vesikel-assoziierten Membranproteins VAMP-1 in Sauger-Mitochondrien identifiziert

(Isenmann et al., 1998).

Weitere Beispiele fur eine mogliche duale Lokalisation sind Faa1 und Ayr1, die in S.
cerevisiae sowohl in den beiden mitochondrialen Proteomen als auch in
Lipidpartikeln gefunden wurden (Athenstaedt und Daum, 2000; Athenstaedt et al.,
1999). Die Lokalisation von Mim1 war unbekannt, jedoch wurde Mim1 eine Funktion
im mitochondrialen Proteinimport zugeschrieben (Mnaimneh et al., 2004) und

daraufhin in dieser Arbeit naher untersucht.

Die Sensititvitat des Nachweises der Aullenmembranproteine von N. crassa kann
durch einen Abgleich der gefundenen Proteine mit der Menge der erwarteten
Proteine bestimmt werden. Hierzu wurde in der N. crassa-Datenbank nach
Orthologen zu bekanntermal3en in der mitochondrialen Aullienmembran lokalisierten
Hefe-Proteinen gesucht. Auf diese Weise wurden 18 Proteine als potenzielle N.
crassa Aulienmembranproteine beschrieben, von denen im Proteom der N. crassa
AulRenmembran 13 Proteine identifiziert wurden. Hieraus ergibt sich eine Sensitivitat
des Nachweises von 72%. Die funf nicht nachgewiesenen Proteine sind Tomb5,
Tom7, Mmm1, Dnm1 und Mdm10. Nur fur die ersten drei dieser Proteine gibt es
experimentelle Daten, die ihre tatsachliche Expression in N. crassa belegen
(Dembowski et al., 2001; Kinkele et al., 1998b; Prokisch et al., 2000; Schmitt et al.,
2005).
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Die in der mitochondrialen Auflienmembran von N. crassa identifizierten Proteine
konnen in funf Klassen gruppiert werden (Tabelle 2). Von zehn Proteinen gibt es

keine Klassifizierung, da ihre Funktion unbekannt ist.

Tabelle 2: Klassifizierung der in der mitochondrialen AuBRenmembran
identifizierten Proteine.

Proteinimport Mitochondriale unbekannte
und Insertion | Transporter | Morphologie | Enzyme | GTPasen Funktion
Tom70 Porin Fzo1 Faa1 Gem1 NCU06247.1
Tom40 Ugo1 Alo1 Ypt1 NCU00905.1
Tom22 Fis1 Bna4 Vsp21 NCU08356.1
Tom20 Ste24 Ypt7 NCU04013.1
Tom6 Erg6 NCU00605.1
Tob55 Ayr1 NCU08354.1
Metaxin2 Adk1 NCU02564.1
Mim1 NCU03158.1
NCU01401.1
NCU04946.1

Zur Klasse der Translokasen und Transporter gehdren neun Proteine, von den
Morphologie-bestimmenden Proteinen wurden Fzo1, Ugo1 und Fis1 identifiziert. Zur
Gruppe der Enzyme wurden Enzyme des Lipid-Stoffwechsels (Faa1, Erg6), des
Aminosaure-Stoffwechsels (Bna4), der Phosphorsaure-Biosynthese (Ayr1), der
Ascorbat-Biosynthese (Alo1), des Purin-Stoffwechsels (Adk1) und eine Protease
(Ste24) zugeordnet. In die Gruppe der GTPasen wurde das Mitochondrien-
spezifische Gem1 eingegliedert, wobei die anderen GTPasen bisher nur dem
Vesikel-Transport zugeschrieben wurden. Allerdings wurden Ypt1 und Vsp21 auch in

einem mitochondrialen Proteom in S. cerevisiae identifiziert (Sickmann et al., 2003).

4.5 Charakterisierung von Mim1

Von den in der mitochondrialen Aullenmembran neu identifizierten Proteinen sollte
die Lokalisation anhand eines Beispiels auch biochemisch nachgewiesen werden.
Fir Mim1 war direkt nach der Identifikation im N. crassa Proteom der
mitochondrialen Aufienmembran nur bekannt, dass die Herunterregulation der

Expression des Hefe-Homologs Yol026c/Mim1 zu einer Akkumulation des

75



Diskussion

Praproteins von F4p im Cytosol fuhrte (Mnaimneh et al., 2004). Da vermutet wurde,
dass es sich um einen Faktor des mitochondrialen Imports handelt, wurde es Mim1
(Mitochondrial Import) benannt. In N. crassa konnte eine Lokalisierung von Mim1 in
der mitochondrialen Aullenmembran nachgewiesen werden. Desweiteren wurde eine
Assemblierung von Mim1 in einen 300 kDa Komplex gezeigt. Ob es sich hierbei um
einen homo-oligomeren Komplex handelt oder Mim1 mit weiteren Proteinen der

Aullenmembran interagiert, konnte bisher nicht geklart werden.

Nach der eindeutigen Zuordnung von Mim1 zur mitochondrialen Auf3enmembran
wurde die Funktion des Mim1 in S. -cerevisiae untersucht. Nach der
Herunterregulation des Mim1 konnte ein schwerer Defekt in der Assemblierung des
Tom40 in den TOM-Komplex festgestellt werden (Ishikawa et al., 2004; Waizenegger
et al., 2005). Die Interaktion des Tom40 mit dem TOB-Komplex erfolgte vergleichbar
zum Import in Wildtyp-Mitochondrien, die Bildung weiterer Assemblierungs-
intermediate war kaum zu beobachten und die Assemblierung von Tom40 in den 400
kDa TOM-Core-Komplex unterblieb. Vermutlich handelt es sich bei Mim1 um einen
Assemblierungsfaktor des TOM-Komplexes. Mim1 ist jedoch keine Komponente des
TOM- oder TOB-Komplexes, sondern liegt in der AuRenmembran von S. cerevisiae

in einem ebenfalls ca. 300 kDa grolden Komplex vor.

Welche Funktion Mim1 in der Assemblierung des TOM-Komplexes erfullt, ist bisher
nicht verstanden. Jedoch ist auffallig, dass die Aminosauresequenzen der
Transmembrandomanen von allen in Pilzen identifizierten Mim1-Proteinen hoch
konserviert ist. Dies deutet auf Lokalisation der Funktion im Bereich der
Transmembrandomane von Mim1 hin. Moglicherweise gehdrt Mim1 zu einer neuen
Familie von Chaperonen, die ihre Faltungsassistenz innerhalb einer Membran

ausuben konnen.
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5. Zusammenfassung

Die Translokase der mitochondrialen Aullenmembran TOM-Komplex erkennt alle in
Mitochondrien zu importierenden Proteine und vermittelt den Transfer in oder Uber
die Membran. Der Mechanismus der Translokation ist allerdings bisher nur teilweise
verstanden. Strukturelle Informationen Uber den TOM-Komplex kénnen Fragen nach

den Detailschritten beantworten helfen.

Aus dem Schimmelpilz Neurospora crassa wurde der TOM-Komplex so aufgereinigt,
dass  Ausbeute und Reinheit  strukturelle Untersuchungen mittels
Proteinkristallographie ermdoglichten. Kristalle des TOM-Komplexes wurden
gewonnen und Beugungsexperimente durchgefiihrt. Die Auflésung der erhaltenen
Kristalle des TOM-Komplexes war nicht ausreichend, um Aussagen uber die
Raumgruppe oder den strukturellen Aufbau des Komplexes treffen zu konnen.
Deshalb wurde das Reinigungsverfahren weiter optimiert sowie eine Reihe von
Mutanten des TOM-Komplexes untersucht. Bisher konnte jedoch keine

Verbesserung der Beugungsdaten erreicht werden.

Zu Beginn dieser Arbeit waren vier Untereinheiten des TOM-Core-Komplexes von N.
crassa bekannt: Tom40, Tom22, Tom7 und Tom6. Im ansonsten vergleichbar
aufgebauten TOM-Core-Komplex von S. cerevisiae war noch eine weitere
Komponente Tom5 beschrieben worden. Daher wurde im Vorfeld der
Kristallisationsexperimente die Zusammensetzung des N. crassa TOM-Komplexes
massenspektrometrisch analysiert, wobei Tom5 als eine weitere Tom-Untereinheit in
N. crassa identifiziert werden konnte. Aufgrund von Experimenten mit S. cerevisiae
wurde eine Rolle des Tom5 im Proteinimport in Mitochondrien postuliert. Im
Gegensatz hierzu hatte Tom5 in N. crassa keinen Einflu auf den Proteinimport.
Auch auf die Assemblierung des TOM-Komplexes und das Wachstum der Zellen
wirkte sich eine Deletion von Tom5 in N. crassa nicht negativ aus. Die Ergebnisse
dieser Arbeit lassen allerdings eine solche Funktion auch in Hefe als fraglich
erscheinen. Vielmehr deuten die hier vorgelegten Befunde auf eine strukturelle

Funktion von Tom5 bei der Stabilisierung des TOM-Komplexes hin.
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Um weitere neue Komponenten des Import- und Assemblierungsapparates der
mitochondrialen Auflenmembran zu finden, wurde eine massenspektrometrische
Analyse der Proteine von isolierten Aullenmembranvesikeln aus N. crassa
durchgefuhrt. Hierbei wurde Mim1 als bisher unbekanntes Auflenmembranprotein
identifiziert. Mim1 liegt in einem 300 kDa-Komplex vor und es wurde eine essentielle

Funktion von Mim1 bei der Assemblierung des TOM-Komplexes nachgewiesen.
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