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1. EINLEITUNG

1. EINLEITUNG

1.1. Struktur und Funktion von Mitochondrien

Mitochondrien sind intrazelluldre Organellen von eukaryontischen Zellen. Es wird allgemein
angenommen, dass sich Mitochondrien aus einem symbiontischen Zusammenschluss einer
eukaryontischen Vorstufenzelle und einem aeroben o-Proteobakterium entwickelt haben
(Margulis, 1981). Thr Erscheinungsbild ist geprdgt von einer Doppelmembran, die vier
Reaktionsrdume definiert: zwei hochspezialisierte Membransysteme, die dulere und die innere
Membran, sowie zwei wissrige Kompartimente, den Intermembranraum und die Matrix. Die
AuBenmembran (AM) ist eine typische Lipiddoppelmembran und umschliet das gesamte
Mitochondrium. Die Innenmembran (IM) ist gepriagt von zahlreichen und tiefen Einstiilpungen
in das Innere der Mitochondrien, den sogenannten Cristae. Bei den wéssrigen Reaktionsrdumen
handelt es sich um den zwischen den Membranen liegenden Intermembranraum (IMR) und die
von der Innenmembran umschlossene mitochondriale Matrix (M).

Eine der Hauptaufgaben der Mitochondrien ist die Generierung und Freisetzung von ATP und
damit die Bereitstellung chemischer Energie fiir alle endergonen Stoffwechselprozesse.

Im Zuge des Abbaus von Nahrungssubstraten werden die Reduktionsiquivalente, NADH/H"
und FADH,, gebildet. Die bei deren Oxidation freigesetzten energiereichen Elektronen werden
in einer Art Kaskade entlang der Atmungskette auf molekularen Sauerstoff {ibertragen.
Gleichzeitig werden Protonen aus der Matrix in den Intermembranraum transloziert. Der
dadurch entstehende Protonengradient liefert die Energie zur ATP-Herstellung aus ADP und

anorganischem Phosphat.



1. EINLEITUNG

Die Atmungskette besteht aus vier hochmolekularen Proteinkomplexen (Komplex I bis IV), die
in der Innenmembran lokalisiert sind. Die FoF;-ATPase (Komplex V) vermittelt die
Umwandlung der Energie des Protonengradienten in chemische Energie in Form von ATP. Der
gesamte Prozess der Oxidation von Reduktionsdquivalenten durch Sauerstoff entlang der
Atmungskette und die Nutzung der Energie zur Synthese von ATP wird unter dem Begriff
oxidative Phosphorylierung (OXPHOS) zusammengefasst.

Neben der Bereitstellung von chemischer Energie findet in Mitochondrien eine Reihe weiterer
essentieller Stoffwechselprozesse der Zelle statt: Dazu gehoren unter anderem der
Harnstoffzyklus, die Him-Biosynthese, die Eisen-Schwefel-Cluster (Fe/S)-Bildung, sowie der

Metabolismus verschiedener Aminosduren, Pyrimidine und Nukleotide.

Unter den Organellen der Zelle besitzen Mitochondrien eine genetische Besonderheit. Zu ihrer
Biogenese tragen neben kernkodierten auch mitochondrial kodierte Gene bei. Wie ihre
prokaryontischen Vorlduferorganismen besitzen Mitochondrien eine eigene DNA, die mtDNA,
und einen semi-autonomen Apparat zu deren Replikation, Transkription und Translation. Bei
der mtDNA handelt es sich um ein doppelstringiges zirkulires DNA-Molekiil, dass in
mehrfacher Kopienanzahl in der mitochondrialen Matrix lokalisiert ist. Die geringe GroBe der
mtDNA (beim Menschen 16 569 bp) deutet daraufhin, dass ein Grofteil der Gene, die fiir die
Struktur und Funktion von Mitochondrien notwendig sind, im Laufe der Evolution ins Kern-
Genom verlagert wurden. Die liberwiegende Mehrheit der mitochondrialen Proteine wird daher
im Zellkern kodiert und im Anschluss an ihre Synthese im Zytosol in Mitochondrien
importiert. Mitochondrien menschlicher Zellen enthalten vermutlich etwa 2000 verschiedene
Proteine. Davon enthélt die mtDNA die Information von nur zwei Untereinheiten des ATPase-
Komplexes, sowie fiir 11 Untereinheiten verschiedener Atmungskettenkomplexe. Weiterhin
kodiert die mtDNA 22 tRNA-Spezies und die ribosomalen 12S und 16S RNAs (Attardi et al.,
1982).

Mitochondrien entstehen in der Zelle nicht "de novo" sondern vermehren sich durch Wachstum
und Teilung vorhandener Organellen (Ubersichtsartikel: Yaffe, 1999). Nukleir kodierte
Proteinkomponenten miissen daher importiert und in bereits bestehende Strukturen eingefiigt
werden. Zur Entstehung funktioneller Atmungskettenkomplexe miissen dabei sowohl
mitochondrial kodierte Proteine als auch im Kern kodierte Proteine in koordinierter Weise in
die mitochondriale Innenmembran inserieren und die Untereinheiten zu oligomeren

Komplexen assemblieren.



1. EINLEITUNG

1.2. Mitochondriale Erkrankungen

1.2.1. OXPHOS-Erkrankungen

Funktionsausfille von Mitochondrien fiithren zu Erkrankungen. Mitochondriale Erkrankungen
sind urspriinglich definiert als Defekte der Atmungskette und der oxidativen Phosphorylierung
(OXPHOS-Erkrankungen). Die duale genetische Kontrolle der Atmungskettenkomplexe
impliziert, dass sowohl mitochondriale als auch nukledre Defekte zur Entstehung von
mitochondrialen Erkrankungen beitragen konnen. Die Dysfunktionen des mitochondrialen
OXPHOS-Systems betreffen in erster Linie Organsysteme mit hohem Energiebedarf,
insbesondere Herz, Muskel und das zentrale Nervensystem. Mitochondriale Erkrankungen
zeigen ein breites Spektrum an klinischen Symptomen wie z.B. Kardiomyopathien,
Myopathien, Paraplegien, Enzephalopathien, Diabetes Mellitus, Ophthalmoplegie, allgemeine
psychomotorische Entwicklungsstorungen, Taubheit und Blindheit. Die phénotypische
Variabilitit ist dabei duBlerst hoch: sie reicht von milden, spdt einsetzenden, organspezifischen
Erkrankungen bis hin zu schweren, letalen Systemerkrankungen des Kleinkindes. Daneben
werden mitochondriale Dysfunktionen auch mit der Entstehung von degenerativen
Erkrankungen, dem Altern und Krebs in Verbindung gebracht. Bis vor kurzem waren fast
ausschlieBlich Mutationen der mitochondrialen DNA als genetische Ursache von OXPHOS-
Erkrankungen bekannt (Ubersichtsartikel: Wallace, 1999.) Die zunehmende Charakterisierung
von Krankheitsbildern mit Ahnlichkeit zu typischen mitochondrialen Erkrankungen lésst
jedoch vermuten, dass die iiberwiegende Mehrzahl von Atmungsketten-Erkrankungen nuklear
bedingt sind. Bisher fand man aber nur in sehr wenigen Fidllen genetische Defekte in den
kernkodierten Untereinheiten der Atmungskomplexe selbst (Hofmann, 2003). Es liegt nahe, zu
vermuten, dass die genetischen Ursachen von OXPHOS-Erkrankungen vielmehr in Faktoren
liegen, die an der Biosynthese, Assemblierung und Stabilitit insbesondere der
Atmungskettenkomplexe beteiligt sind. Diese Vermutung wird durch die zunehmende
Identifikation von Mutationen in kernkodierten Komponenten unterstiitzt, die eine indirekte
Funktion bei der Assemblierung der Atmungskettenkomplexe iibernehmen; so z.B. das
BCSIL-Gen (Assemblierung von Komplex III) (de Lonlay et al., 2001), das SURF1-Gen
(Assemblierung und Stabilitdit von Komplex IV) (Zhu et al., 1998) oder das SCOI1- bzw.
SCO2-Gen (mitochondriales Kupfer-Chaperon, beteiligt an Assemblierung von Komplex IV)
(Horvath et al., 2000).
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1.2.2. Nicht-OXPHOS-Krankheiten

Zum Verlust der mitochondrialen Funktion kénnen auch eine Vielzahl von Gendefekten
fiihren, die nicht direkt die Komponenten des OXPHOS-Systems betreffen. Pathologische
Mutationen in nukleédr kodierten Faktoren konnten zum Beispiel die mitochondriale Teilung
und Vermehrung oder das Transkriptions/Translations-System der Mitochondrien betreffen.
Auch der Prozess der mitochondrialen Biogenese und Stabilitdt wird durch nukledr kodierte
Komponenten kontrolliert, deren Ausfall zum Funktionsverlust und damit zu einer
mitochondrialen Erkrankung fiihren konnte.

In den letzten Jahren ist eine Reihe von genetischen Defekten aufgedeckt worden, die zu
mitochondrialen Stérungen fiihren, aber nicht unmittelbar die oxidative Phosphorylierung
beeinflussen. Ein Beispiel einer solchen Erkrankung ist die Friedreich-Ataxie (FRDA) (OMIM
229300). Das vom FRDA-Gen kodierte Protein Frataxin ist vermutlich am mitochondrialen
Eisenstoffwechsel beteiligt (Campuzano, 1996). Der Ausfall des Proteins fiihrt zur vermehrten
Sauerstoffradikal-Bildung und damit zur Schidigung der mitochondrialen DNA. Des weiteren
ist die Biosynthese von Eisen-Schwefel-Gruppen enthaltenden Proteinen gestort (Wallace,
2001). Ein weiteres Beispiel einer Nicht-OXPHOS-Erkrankung ist eine dominant vererbte
Form der optischen Atrophie (OMIM 165500), die durch Mutationen im OPA1-Gen verursacht
wird. OPA1 kodiert fiir das im mitochondrialen Intermembranraum lokalisierte Protein Opal
(Alexander, 2000), ein Dynamin-dhnliches (Drplp-like) Protein. Proteine dieser Gruppe sind
unter anderem flir die Ausbildung und Dynamik der mitochondrialen Morphologie
verantwortlich. Es wird angenommen, dass Opal eine Rolle bei der Aufrechterhaltung des
mitochondrialen Netzwerks und/oder bei der Cristaebildung innerhalb der menschlichen Zelle
spielt (Olichon et al., 2002).

Insbesondere der von zahlreichen Komponenten vermittelte Prozess des Imports und der
Sortierung zytosolisch synthetisierter Proteine in die mitochondrialen Kompartimente ldsst
vermuten, dass in diesem Bereich Mutationen zu Erkrankungen fiihren konnen. Bislang ist
allerdings nur ein Krankheitsbild bekannt, bei der eine kernkodierte Komponente der

mitochondrialen Translokationsmaschinerie betroffen ist: das Mohr-Tranebjaerg-Syndrom.
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1.2.2.1. Das Mohr-Tranebjaerg-Syndrom

Das Mohr-Tranebjaerg-Syndrom (MTS) oder auch Deafness-Dystonia-Syndrom genannt, ist
eine seltene Form einer X-chromosomal gekoppelten Taubheit, die mit einer dystonen
Bewegungsstorung einhergeht (Mohr and Mageroy, 1960; Tranebjaerg et al., 1995). Die
Krankheit wurde erstmals 1960 von Mohr und Mageroy beschrieben und erst 1995 von
Tranebjaerg genauer charakterisiert. Bis heute sind ca. 50 Patienten aus 12 betroffenen
Familien bekannt (sieche Tabelle 1). Zu den obligaten Symptomen gehdren eine in frither
Kindheit einsetzende postlinguale Horstérung, die im Verlauf zur vollstdndigen Taubheit fiihrt
sowie das Auftreten der dystonen Bewegungsstorung. Zudem konnen ab dem frithen
Erwachsenenalter zusitzliche neurologische Symptome, wie kortikale Blindheit, mentale
Retardierung und psychiatrische Symptome auftreten. Alle Symptome des Mohr-Tranebjaerg-
Syndroms besitzen eine hohe phénotypische Variabilitét, d.h. der Verlauf und die Schwere der
Erkrankung variieren nicht nur zwischen Patienten verschiedener Familien, sondern auch
zwischen betroffenen Mitgliedern einer Familie (Swerdlow and Wooten, 2001; Tranebjaerg et
al., 1995; Tranebjaerg et al., 1997; Ujike et al., 2001). Neuropathologische und
neurophysiologische ~ Untersuchungen konnten zeigen, dass diesen Symptomen
neurodegenerative Verdnderungen in distinkten Gehirnbereichen zu Grunde liegen (Binder et
al., 2003). Betroffen sind dabei unter anderem die Basalganglien, Bereiche der Hirnrinde und
die occipitale Sehrinde.

1995 wurde der entsprechende Krankheitslokus auf den langen Arm des X-Chromosoms
(Xq22) lokalisiert (Tranebjaerg et al., 1995). Als Erkrankungsgen konnte kurz darauf ein
kleines, bis dahin unbekanntes Gen innerhalb des chromosomalen Bereichs Xq21.3 - Xq22
identifiziert werden. Das nachfolgend als DDPI/TIMMS8A (deafness-dystonia-peptide 1)
bezeichnete Gen besteht aus zwei Exons und kodiert fiir ein 97 Aminosédurereste langes
Polypeptid (Jin et al., 1996). Mittlerweile wurden bei einer ganzen Reihe von Mohr-
Tranebjaerg-Patienten pathogene Mutationen im DDPI-Gen gefunden. Diese Mutationen
umfassen Stopmutationen und Insertionen/Deletionen, die zu Leserasterverschiebungen fiihren,
aber auch groflere genomische Deletionen, die nicht nur das DDPI-Gen, sondern auch das
benachbarte Gen fiir die Bruton-Tyrosin-Kinase (BTK) umfassen (siche Tabelle 1). Letzteres
fiihrt zu einem kombinierten Phanotyp aus X-chromosomal gekoppelter Agammaglobulindmie
und progressiver Taubheit (Jin et al., 1996; Richter et al., 2001). Bisher ist nur eine missense

Mutation des DDP1/TIMM8A-Gens bekannt (Tranebjaerg et al., 2000).
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Land betroffene Mutation des Bemerkungen Quelle
Personen/ DDPI-Gens
Anzahl der
Generationen
Norwegen 16/5 151 del T Leserasterverschiebung | (Tranebjaerg et al., 1995)
Amerika 52 183 del 10 Leserasterverschiebung | (Jin et al., 1996)
Amerika 1/1 Deletion von DDP1 (Jin et al., 1996)
Australien 32 Deletion von DDP1 (Hayes et al., 1998)
Japan 5/4 238 C»T Stopmutation (Ujike et al., 2001)
Holland 11 233 C»G AS-Austausch (Tranebjaerg et al., 2000)
Kroatien (2x) | 1/1 Deletion von DDP1 (Richter et al., 2001)
Libanon 11
? 8/4 108 del G Leserasterverschiebung | (Swerdlow and Wooten,
2001)
Amerika 32 Deletion von DDP1 (Scribanu and Kennedy,
1976)
Dénemark 3/2 105 G>T Stopmutation (Jensen, 1981)

Tab. 1: Ubersicht iiber bisher bekannte Fille des Mohr-Tranebjaerg-Syndroms und den zugrunde liegenden
Mutationen im DDP1/TIMMSA-Gen.

Mittlerweile konnten bei zwei weiteren Erkrankungen DDP1-Mutationen gefunden werden.
Sowohl die als Demenz-assoziierte,

Nervenatrophie (OMIM 311150) als auch das Ataxia-Dementia-Syndrom (OMIM 301840)

Jensen-Syndrom bezeichnete optikoakkustische
dhneln in ihrer Erscheinungsform und Verlauf dem MTS. Es ist deshalb zu vermuten, dass es
sich bei diesen Erkrankungen um verschiedene Formen des Mohr-Tranebjaerg-Syndroms
handeln konnte (Tranebjaerg et al., 1997).

Das DDPI-Gen ist ubiquitir in allen bisher untersuchten adulten und fetalen Geweben und vor
allem in Hirngewebe exprimiert (Jin et al., 1996). Homologieuntersuchungen zeigten, dass das
DDP1-Protein Homologie zu einem Protein in Schizosaccharomyces pombe besitzt. Es wurde
daher spekuliert, dass es sich um ein evolutionér konserviertes Polypeptid handelt, das an der

Entwicklung des humanen Nervensystems beteiligt sein konnte (Jin et al., 1996).

1.2.2.2. Das Mohr-Tranebjaerg-Syndrom ist eine mitochondriale Erkrankung
In weiteren vergleichenden Datenbankanalysen wurde die Homologie des DDP1-Proteins zu

einer Familie von Proteinen des mitochondrialen Intermembranraums der Hefe Saccharomyces
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cerevisiae festgestellt. In der Hefe umfasst diese Familie fiinf Mitglieder: yTim8, yTim13,
yTim9, yTim10 und yTiml12 (Koehler et al., 1999a). Das menschliche DDP1 zeigt dabei
hochste Sequenzdhnlichkeit zum yTim8-Protein. In der Hefe sind diese sogenannten kleinen
Tim-Proteine am Import von hydrophoben Membranproteinen in die mitochondriale
Innenmembran beteiligt (Endres et al., 1999; Koehler et al., 1998a; Sirrenberg et al., 1998).
Bisherige Untersuchungen des menschlichen DDP1-Proteins lassen eine mitochondriale
Lokalisation vermuten: erstens kolokalisiert heterolog in COS7-Zellen exprimiertes DDP1 mit
mitochondrialen Markerproteinen, und zweitens konnte gezeigt werden, dass in vitro
synthetisiertes DDP1-Protein in isolierte Hefemitochondrien importiert wird (Koehler et al.,
1999a). Die Homologie von DDP1 zu mitochondrialen Importkomponenten legt nahe, dass es
sich beim Mohr-Tranebjaerg-Syndrom um eine mitochondriale Erkrankung handelt, deren

Pathophysiologie ein mitochondrialer Importdefekt zugrunde liegt.

1.3. Grundlagen des Proteinimports in Mitochondrien

Die meisten FErkenntnisse iiber den Import kernkodierter Proteine stammen aus
Untersuchungen niederer eukaryontischer Organismen wie der Bickerhefe Saccharomyces
cerevisiae oder dem Brotschimmelpilz Neurospora crassa (Ubersichtsartikel: Neupert, 1997;

Pfanner and Geissler, 2001).

Sauger Hefe

Vorstufenproteine Vorstufenproteine Vorstufenproteine Vorstufenproteine
mit internen Signalen mit Prasequenzen mit internen Signalen

Zytosol

DDP1J13

wf nuannh
| 'TIMZZ IMR

Matrix

Abb.1. Proteintranslokation in Mitochondrien: Vergleichende Darstellung der Translokase-
komponenten der duBleren und inneren Membran von Hefe und Mensch. AM, Aulenmembran; IMR,
Intermembranraum; IM, Innenmembran; E, Mgel.
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Vergleichende Studien an hoheren Eukaryonten, insbesondere Sdugetieren, machen deutlich,
dass die Prinzipien des mitochondrialen Proteinimports und die agierenden Komponenten
phylogenetisch weitgehend konserviert sind (siche Abb.l1). Die Mechanismen der
mitochondrialen Proteintranslokation sind daher bis zu einem gewissen Punkt &hnlich bzw.

vergleichbar (Ubersichtsartikel: Hoogengraad NJ et al., 2002; Mori and Terada, 1998).

1.3.1. Zielfithrung mitochondrialer Priproteine an die Mitochondrien

Im Zellkern kodierte, mitochondriale Proteine werden im Zytosol an freien Ribosomen
translatiert. Die neu-synthetisierten Polypeptide interagieren dabei mit sogenannten
Hilfsproteinen (Chaperone). Eine Gruppe dieser zytosolischen Hilfsproteine verhindert eine
vorzeitige Faltung oder Aggregation der oftmals hydrophoben Préproteine. Dazu gehoren die
zytosolische Isoform eines 70 kDa groBBen Hitzeschockproteins Hsp70: Hsc70 (Terada et al.,
1995; Terada et al., 1996) oder zwei zytosolische Isoformen des Chaperon-Proteins Dnal, dj2
und dj3 (Terada et al., 1997; Terada and Mori, 2000). Von einer zweiten Gruppe zytosolischer
Hilfsproteine wird vermutet, dass sie die Hinfiihrung der Vorstufenproteine zu den Rezeptoren
der mitochondrialen Aulenmembran, das sogenannte Proteintargeting, vermitteln. Zu diesen
Proteinen gehoren das PBF- (presequence binding factor) Protein (Murakami and Mori, 1990)
und das MSF- (mitochondrial import stimulation factor)-Protein (Hachiya et al., 1994).
Allerdings werden nicht alle Vorstufenproteine durch Interaktion mit dem MSF-Protein an die
Mitochondrien herangefiihrt. In vielen Féllen wurde auch die direkte Interaktion zwischen zu
importierenden Proteinen und den Rezeptoren der mitochondrialen Auflenmembran beobachtet

(Komiya et al., 1996).

1.3.2. Mitochondriale Importsignale

Auf der Oberfliche von Mitochondrien sitzen Rezeptoren, welche spezifisch mitochondriale
Importsignale in den zu importierenden Vorstufenproteinen erkennen. Die {iberwiegende
Mehrheit der fiir die Matrix bestimmten Proteine werden mit einer 10 - 80 Aminosdurereste
umfassenden Signalsequenz an ihrem Aminoterminus (N-terminus) synthetisiert. Diese
Signalsequenz wird auch als mitochondriale Priasequenz bezeichnet und in der Regel nach
Import in die Matrix abgespalten. Die Prisequenzen der verschiedenen mitochondrialen
Proteine variieren in ihrer Aminosdureabfolge, zeigen keine Homologien, besitzen jedoch
gemeinsame strukturelle Merkmale. Dazu gehort die Abfolge aus positiv geladenen,
hydrophoben und hydroxylierten Aminosdurenresten, sowie die Abwesenheit negativ

geladener Aminosduren. Ein Charakteristikum ist die hohe Tendenz zur Ausbildung einer
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amphipathischen o-Helix mit einer positiv geladenen und einer hydrophoben Oberflédche.
Rezeptoren auf der mitochondrialen AuBBenmembran erkennen die amphipathische Struktur der
Prisequenz und vermitteln die Wechselwirkung der Vorstufenproteine mit dem
Translokationskanal (Abe et al., 2000; Brix et al., 1997; Von Heijne, 1986). Die meisten
Proteine, die in die Aulenmembran, den Intermembranraum und die Innenmembran sortieren,
werden ohne abspaltbare N-terminale Signale synthetisiert. Sie besitzen interne Import- bzw.
Sortierungssequenzen. Im Gegensatz zur abspaltbaren N-terminalen Prasequenz variieren diese
Signale noch stérker und sind noch wenig charakterisiert (Diekert et al., 1999; Endres et al.,
1999; Girtner et al., 1995; Glick et al., 1992; Hahne et al., 1994; Lill et al., 1996; Nunnari et
al., 1993; Schatz, 1996, Schneider, 1991).

1.3.3. Die Translokation iiber die mitochondriale Auflenmembran

Die Pridsequenz erkennenden Rezeptoren sind Bestandteile einer Translokationsmaschinerie
iiber die mitochondriale Auenmembran, dem sogenannten TOM- (translocase of the outer
membrane) Komplex. Der TOM-Komplex vermittelt die Translokation von Proteinen aus dem
Zytosol in Mitochondrien mit Hilfe eines Porenproteins. Mindestens sieben verschiedene
Proteine sind am Aufbau des Komplexes beteiligt. Die meisten dieser Komponenten wurden in
S.cerevisiae oder N.crassa niher charakterisiert (Ubersichtsartikel: Neupert, 1997; Pfanner and
Wiedemann, 2002). In Mitochondrien von Siugerzellen werden zunehmend Homologe dieser
Translokase-Komponenten identifiziert (Ubersichtsartikel: Hoogengraad NJ et al., 2002). Alle
Komponenten des TOM-Komplexes sind integrale Proteine der mitochondrialen
AuBenmembran, die sich zwei funktionellen Gruppen zuordnen lassen: Rezeptoren auf der
AuBlenmembran (Tom20, Tom22, Tom70) und Bestandteile der Translokationspore (general
insertion pore; GIP) (Tom40, Tom5, Tom6, Tom7). Die Proteine Tom20, Tom22 und Tom70
bilden zwei Rezeptorkomplexe mit unterschiedlichen, zum Teil auch iiberlappenden
Funktionen. Vorstufenproteine mit einer positiv geladenen Prisequenz werden zuerst durch
Tom20 und anschlieend von Tom22 erkannt (Abe et al., 2000; Brix et al., 1997; Mayer et al.,
1995b; Sollner et al., 1989). Mitochondriale Proteine, die interne Signalsequenzen besitzen,
wie z.B. der ADP/ATP-Carrier, werden durch den Tom70-Rezeptor erkannt und anschlieend
an den Tom20-Tom22 Komplex weitergeleitet (Brix et al., 1997; Dietmeier et al., 1993;
Pfanner and Geissler, 2001; Schatz and Dobberstein, 1996; Séllner et al., 1990; Lithgow et al.,
1994; Model et al., 2002; Nargang et al., 1995; Ramage et al., 1993; Sollner et al., 1989; Stan
et al., 2000). Durch die Interaktion des Vorstufenproteins mit Tom22 wird die Translokation

iber die Translokationspore eingeleitet. Von den Komponenten der Translokationspore formt
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Tom40, das einzig essentielle Protein des TOM-Komplexes, den proteinleitenden Kanal (Hill
et al., 1998; Meisinger et al., 2001; Rapaport et al., 1997; Suzuki et al., 2000). Vermutlich
besitzt jeder TOM-Komplex zwei bis drei proteinleitende Kanile, die wiederum von zwei
Tom40-Proteinen gebildet werden (Ahting et al., 2001; Ahting et al., 1999; Kunkele et al.,
1998). TomS5 ist mit Tom40 assoziiert und vermittelt die Insertion der rezeptorgebundenen
Vorstufenproteine in die Translokationspore (Dietmeier et al., 1997). Die Funktion von Tom6
und Tom?7 ist noch nicht vollstindig gekldrt. Es wird angenommen, dass beide Proteine
antagonistisch die Assemblierung des TOM-Komplexes beeinflussen (Alconada et al., 1995;
Dekker et al., 1998; Honlinger et al., 1996). Als treibende Kraft des Proteintransports iiber die
duBere Membran wird die Bindung der positiv geladenen Prasequenz an eine Reihe sequentiell
angeordneter, negativ geladener Bindungsstellen mit aufsteigender Affinitdt vermutet (acid
chain hypothesis) (Bolliger et al., 1995; Dietmeier et al., 1997; Komiya et al., 1998; Mayer et
al., 1995a; Schatz, 1997). Daneben scheinen auch elektrostatische und auch hydrophobe
Interaktionen zwischen der zu importierenden Polypeptidkette und entsprechenden
Bindestellen innerhalb des TOM-Komplexes und des Intermembranraumes eine Rolle zu
spielen ("binding chain" Hypothese) (Abe et al., 2000; Meisinger et al., 2001; Pfanner and
Wiedemann, 2002; Truscott et al., 2002).

1.3.4. Der Import iiber die mitochondriale Innenmembran

Innerhalb von Mitochondrien existieren drei unabhingige Innenmembran-Translokasen. Sie
unterscheiden sich in ihrer Substratspezifit. Vorstufenproteine mit N- oder C-terminalen
Prasequenzen werden iiber die TIM ( translocase of the mitochondrial inner membran) 23-
Translokase in die Matrix oder die mitochondriale Innenmembran importiert
(Ubersichtsartikel: Mori and Terada, 1998; Neupert, 1997). Proteine mit internen
Importsignalen inserieren mehrheitlich tiber die TIM22-Translokase in die mitochondriale
Innenmembran (Ubersichtsartikel: Bauer et al., 2000; Jensen and Dunn, 2002). Der OXAl-
Komplex vermittelt die Insertion von Membranproteinen aus der Matrix in die Innenmembran.
Substrate sind sowohl mitochondrial- als auch kernkodierte Innenmembranproteine (Hell et al.,

1998; Herrmann et al., 1997).

1.3.4.1. Die TIM23-Translokase

Die Komponenten der TIM23-Translokase sind, wie die Komponenten des TOM-Komplexes,
evolutiondr konserviert (Bauer et al., 1999a; Ishihara and Mihara, 1998). Bisherige

Untersuchungen in S.cerevisiae und N.crassa haben gezeigt, dass am TIM23-Komplex die

10



1. EINLEITUNG

integralen Innenmembranproteine Tim17 und Tim23 und Tim50 und das von der Matrixseite
an die Innenmembran assoziierte Protein Tim44 beteiligt sind (Dekker et al., 1993; Emtage and
Jensen, 1993; Geissler et al., 2002; Kubrich et al., 1994; Maarse et al., 1992; Ryan et al., 1994;
Scherer et al., 1992). Der eigentliche Translokationskanal des TIM23-Komplexes wird dabei
vermutlich von den zwei integralen Membranproteinen Tim23 und Tim17 gebildet. Beide
Proteine interagieren miteinander iiber ihre membranintegrierten C-terminalen Bereiche
(Dekker et al., 1997; Ryan et al., 1998). Tim23 besitzt neben dem integralen Membrananteil
noch eine N-terminale Doméne, die im Intermembranraum exponiert ist. In S.cerevisiae wurde
gezeigt, dass die N-terminale Doméne von Tim23 zudem die mitochondriale Aulenmembran
durchspannt und damit als bisher einzig bekanntes mitochondriales Protein beide Membranen
verbindet (Donzeau et al., 2000). Fiir das Tim23-Protein des Menschen konnte das nicht
beobachtet werden (eigene Beobachtungen). Die N-terminale Doméne von Tim23 bildet
vermutlich im Intermembranraum einen Prdsequenz-Rezeptor und vermittelt dariiber hinaus
die Membranpotential abhidngige Dimerisierung von Tim23 (Bauer and Neupert, 1996).
Kiirzlich wurde mit Tim50 eine weitere Proteinkomponente des TIM23-Komplexes von
S.cerevisiae identifiziert. Tim50 ist in der mitochondrialen Innenmembran verankert und
besitzt eine groBBe hydrophile Doméne, die im Intermembranraum lokalisiert ist (Geissler et al.,
2002; Mokranjac et al., 2003; Yamamoto et al., 2002). Bei Tim44 handelt es sich um ein von
der Matrixseite aus peripher an den Translokationskanal assoziiertes Protein, das in
Abhingigkeit von ATP mit dem ldslichen Matrixprotein mtHsp70 und dessen "Co-Chaperon"
Mgelp interagiert (Bolliger et al., 1994; Ishihara and Mihara, 1998; Kang et al., 1990; Scherer
et al.,, 1990; Westermann et al., 1995b). Fiir die Translokation iiber die mitochondriale
Innenmembran wird folgendes Modell vorgeschlagen:

Die Prisequenz von Vorstufenproteinen interagiert, nachdem sie durch den TOM-Komplex an
die TIM23-Translokase weitergegeben worden ist, mit dem dimeren Prisequenz-Rezeptor von
Tim23 und vermittelt dessen Dissoziation. Dadurch wird vermutlich der Importkanal gedftnet
und das Membranpotential kann elektrophoretisch auf die positiv geladene Pridsequenz wirken,
wodurch diese vermutlich durch den Kanal gezogen wird (Martin et al., 1991). Die Prisequenz
wird nach erfolgter Translokation iiber die Innenmembran in der Matrix durch die
mitochondriale Prozessierungspeptidase (o,-MPP) abgespalten. Nach Erreichen der Matrix
bindet der Tim44-mtHsp70-Komplex an entfaltete Proteindominen des reifen Priproteins
(Ungermann et al., 1994). Die Funktion des Tim44-mtHsp70-Komplexes wird bis heute
kontrovers diskutiert (Ubersichtsartikel: Neupert and Brunner, 2002). Ein Modell beschreibt

die vollstindige Entfaltung und Translokation auf Grund Brownscher Molekularbewegung,

11
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wobei mtHsp70 als "Sperrhaken" fungiert und eine reversible Bewegung verhindert
(Browninan molecular ratchet model) (Milisav et al., 2001; Moro et al., 2002; Moro et al.,
1999; Okamoto et al., 2002; Schneider et al., 1994). Ein zweites Modell geht von einem
"Importmotor"  aus  (power stroke model), wonach eine ATP  abhingige
Konformationsdnderung von mtHsp70 eine gerichtete Zugkraft auf das zu importierende
Protein ausiibt (Glick, 1995; Ryan and Pfanner, 2001).

Im Anschluss an die Translokation und Prozessierung erfolgt die Faltung und Assemblierung
der importierten Polypeptidketten in der Matrix unter Vermittlung der mitochondrialen
Chaperone: mtHsp70, Mdjlp, Mgelp und Hsp60-Cpnl10 (Hoehfeld and Hartl, 1994; Horst et
al., 1997; Rospert et al., 1993; Rowley et al., 1994; Westermann et al., 1996; Westermann et
al., 1995a).

1.3.4.2. Die TIM22-Translokase

Neben dem TIM23-Komplex existiert in der mitochondrialen Innenmembran eine zweite
Translokase, der TIM22-Komplex. Der TIM22-Komplex agiert unabhéngig von der TIM23-
Translokase und vermittelt den Import und die Insertion von integralen Proteinen in die
mitochondriale Innenmembran (Sirrenberg et al., 1996). Substrate sind die Mitglieder der
Familie der mitochondrialen Transporter (Carrier)-Proteine (MCF) wie z.B. der ADP/ATP-
Carrier oder der Phosphat-Carrier (PiC) (Endres et al., 1999; Kaldi et al., 1998; Palmieri, 1994;
Palmieri et al., 1996; Sirrenberg et al., 1998), aber auch hydrophobe Innenmembranproteine
wie z.B. die Translokasekomponenten Tim17 und Tim23. Der TIM22-Komplex umfasst
sowohl membranintegrale, als auch im Intermembranraum 16sliche Komponenten
(Ubersichtsartikel: Bauer et al., 2000; Koehler et al., 1999b). In S.cerevisiae besitzt die TIM22-
Translokase drei membranintegrale Komponenten: Tim22, Tim54 und Tim18 (Kerscher et al.,
1997; Kerscher et al., 2000; Koehler et al., 2000; Sirrenberg et al., 1996). Tim22 besitzt eine
ausgepragte Homologie zu den integralen Komponenten der TIM23-Translokase, Tim17 und
Tim23, und bildet den proteinleitenden Kanal (Kovermann et al., 2002; Sirrenberg et al.,
1996). Tim54 ist iiber eine N-terminal lokalisierte Doméne in der Innenmembran verankert,
wihrend der Hauptanteil im Intermembranraum exponiert ist. Tim54 ist ein essentielles Protein
der Hefe mit bisher unbekannter Funktion. Mdoglicherweise wird es fiir die Integritit von
Tim22 benotigt (Kerscher et al., 1997). Tim18 ist fiir das Wachstum der Hefe nicht essentiell.
Es wird mit einer N-terminalen Présequenz importiert und inseriert nach der Prozessierung
iiber drei vorhergesagte Transmembrandominen in die Innenmembran (Kerscher et al., 2000;

Koehler et al., 2000). Ebenso wie bei Tim54 ist die Funktion von Tim18 noch nicht geklért.
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Moglicherweise unterstiitzt Tim18 die Assemblierung oder die Stabilisierung des TIM22-
Komplexes (Koehler et al., 2000). In hoheren Eukaryonten, wie z.B. den Sdugern konnten
bisher Tim22-Homologe, jedoch keine Homologe von Tim54 und Tim18 identifiziert werden

(Bauer et al., 1999b).

1.3.4.3. Die kleinen Tim-Proteine

Der Import von Vorstufenproteinen iiber die TIM22-Translokase wird zusdtzlich durch 16sliche
Hilfsproteine im Intermembranraum, den sogenannten kleinen Tim-Proteinen, unterstiitzt. Die
Familie der kleinen Tim-Proteine umfasst in S.cerevisiae finf Proteine: die essentiellen
Komponenten yTim9, yTim10 und yTim12 und die nicht-essentiellen Proteine, yTim8 und
yTim13. Die verschiedenen kleinen Tim-Proteine weisen hohe strukturelle Ahnlichkeiten auf.
Charakteristisch fiir alle Proteine ist dabei ein konserviertes Motiv, das moglicherweise an der
Ausbildung einer Zinkfinger-dhnlichen Struktur beteiligt ist.

Die essentiellen Mitglieder yTim10 und yTim12 der Familie der kleinen Tim-Proteine wurden
erstmals 1993 in S.cerevisiae als Suppressoren eines mitochondrialen RNA-Spleidefektes
entdeckt (Waldherr et al., 1993). Diese urspriingliche Bedeutung war indirekter Natur,
vielmehr zeigte sich, dass die identifizierten Proteine Mrsll (spidter: yTim10) und Mrs5
(spater:yTim12) im Intermembranraum lokalisiert sind und eine essentielle Rolle beim Import
mitochondrialer Carrier-Proteine in die Innenmembran ausiiben (Jarosch et al., 1997; Jarosch et
al., 1996; Sirrenberg et al., 1998). Durch Interaktionsuntersuchungen wurde mit yTim9 ein
weiteres essentielles Protein dieser Familie identifiziert (Adam et al., 1999; Koehler et al.,
1998Db).

Die Funktion der essentiellen kleinen Tim-Proteine ist weitgehend geklért. yTim9, yTim10 und
yTim12 assemblieren im Intermembranraum zu zwei hetero-oligomeren Komplexen. yTim9
bildet mit yTim10 einen loslichen hexameren Komplex mit einer apparenten molekularen
Masse von ca. 70 kDa. Der yTim9/yTim10 Komplex enthélt vermutlich je drei Molekiile
yTim9 und yTim10 (yTim9:/yTim10s3) (Adam et al., 1999; Curran et al., 2002a; Koehler et al.,
1998b). In einem zweiten hexameren Komplex ist ein yTim10-Protein gegen ein yTim12-
Protein ausgetauscht (yTim93;/yTim10,/yTim12). Dieser Komplex ist mit der Auenseite der
mitochondrialen Innenmembran assoziiert (Adam et al., 1999; Koehler et al., 1998b). Auf die
Funktion der beiden hetero-oligomeren Komplexe beim Import hydrophober Vorstufenproteine
in die Innenmembran soll im Zusammenhang mit dem Importmodell des ADP/ATP-Carriers

nédher eingegangen werden.
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Mitochondriale Carrier-Proteine sind integrale Innenmembranproteine. IThre Aufgabe ist es, den
Austausch von Metaboliten zwischen der mitochondrialen Matrix und dem Intermembranraum
bzw. dem Zytosol zu bewerkstelligen. S.cerevisiae besitzt mindestens 35 verschiedene Carrier-
Proteine (Palmieri, 1994). Am besten untersucht ist der mitochondriale Import des ADP/ATP-
Transporters der Hefe (AAC). Er lésst sich in fiinf Stufen einteilen (Abb.2). Die AAC-Vorstufe
bindet nach der Synthese im Zytosol an zytosolische Hilfsproteine (Stufe I). Das
Vorstufenprotein wird durch den Tom70-Rezeptor erkannt und an die mitochondriale
Oberfliche gebunden (Stufe II). Im Anschluss inseriert das AAC-Vorstufenprotein {iber eine
interne Schleife (Modul) in den Importkanal des TOM-Komplexes und wird iiber die
Aullenmembran transloziert (Stufe III). Nach Erreichen des Intermembranraumes bindet das
exponierte Modul an den ldslichen yTim9/yTim10 Komplex (Stufe Illa). Im Verlauf der
Translokation werden in den Intermembranraum translozierte Module vom yTim9/yTim10-
Komplex an den yTim9/yTim10/yTiml2-Komplex weitergeleitet. Dieser vermittelt den
Kontakt zur TIM22-Translokase in der Innenmembran (Stufe I1Ib). Nach der Freisetzung aus
dem TOM-Komplex inseriert das Vorstufenprotein in Abhingigkeit eines Membranpotentials
iiber den TIM22-Komplex in die Innenmembran (Stufe IV). In der Innenmembran assembliert

der AAC zu einem funktionellen Dimer (Stufe V) (nicht dargestellt).

AAC Vorstufenprotein

\Wﬂ:fe ]

Stufe Il

TOM-
Komplex

Stufe Illb

TiM22-
Komplex

Matrix
Stufe IV

Abb.2: Importmodell des ADP/ATP-Carriers in Mitochondrien
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Im Gegensatz zu yTim9, yTim10 und yTim12 ist die Funktion der nicht-essentiellen Tim-
Proteine yTim8 und yTim13 noch weitgehend ungeklért. Beide Proteine assemblieren wie die
anderen Mitglieder der Familie zu einem Idslichen, hetero-oligomeren 70 kDa-Komplex im
mitochondrialen Intermembranraum. Importstudien an Atim8/Atim13-Deletionsstimmen der
Hefe haben gezeigt, dass der yTim8/yTim13-Komplex nicht am Import des ADP/ATP-Carriers
beteiligt ist, sondern unter bestimmten energetischen Bedingungen beim Import des Tim23-
Vorstufenproteins der Hefe (yTim23), der Hauptkomponente des TIM23-Komplexes, assistiert
(Davis et al., 2000; Leuenberger et al., 1999; Paschen et al., 2000). In Abwesenheit des
Membranpotentials Ay iiber die mitochondriale Innenmembran ist der yTim8/yTiml3-
Komplex in Kontakt mit dem yTim23-Translokationsintermediat, in Anwesenheit eines hohen
Membranpotentials ist diese Interaktion nicht mehr nachweisbar. Wihrend bei hohem
Membranpotential die Unterstiitzung durch den yTim8/yTim13-Komplex fiir die Translokation
entbehrlich ist, wird in Abwesenheit des Membranpotentials das yTim23-Vorstufenprotein nur
partiell {iber die d&uBBere Membran transportiert. Die Translokation und Insertion von yTim23 in
die Innenmembran ist unter diesen Bedingungen ineffizient. In dieser Situation scheint die
Bindung des yTim8/yTim13-Komplexes notwendig, um das yTim23-Translokationintermediat
im Intermembranraum zu halten und dessen retrogrades Herausgleiten aus dem TOM-Komplex

zu verhindern (Paschen et al., 2000).

1.4. Zielsetzung der Arbeit

Mitochondrien nehmen nach heutigem Wissen eine Schliisselstellung beim Entstehen
neurodegenerativer Krankheiten ein. Mutationen in dem sogenannten "deafness dystonia
peptide 1" (TIMMS8A/DDP 1-Gen) verursachen das Mohr-Tranebjaerg-Syndrom (MTS), das mit
Taubheit, Dystonie, Blindheit und mentaler Retardierung einhergeht. Das betroffene
Genprodukt DDP1 ist Mitglied einer evolutiondr konservierten Proteinfamilie, der kleinen
Tim-Proteine. Diese unterstiitzen als Iosliche Hilfsproteine den Import hydrophober
Membranproteine in die mitochondriale Innenmembran. Alle bisher identifizierten kleinen
Tim-Proteine besitzen ein potenzielles Metallbindungsmotiv, das sich aus vier Cysteinen
zusammensetzt (Cyss-Motiv) und moglicherweise an der Ausbildung einer Zinkfinger-
dhnlichen Struktur beteiligt ist.

Ziel dieser Arbeit war die Aufklarung des molekularen Mechanismus, iiber den ein

Funktionsverlust von DDP1 zur Neurodegeneration beim Mohr-Tranebjaerg-Syndrom fiihrt.
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1. EINLEITUNG

Zu Beginn der vorliegenden Arbeit war ungekldrt, ob die humanen Homologen dieser
Proteinfamilie dhnlich wie in Hefe in hetero-oligomeren Komplexen organisiert sind, die sich
funktionell unterscheiden. Im Vordergrund dieser Arbeit stand daher die Analyse der
strukturellen Organisation dieser Komponenten, insbesondere des krankheitsassoziierten
DDP1-Proteins in menschlichen Zellen bzw. Mitochondrien. Ein wesentlicher Aspekt dabei
war die Bestimmung der submitochondrialen Lokalisation sowie die Aufkldrung der nativen
Komplexgrofe und der Komplex-Zusammensetzung.

Anhand der Etablierung eines Hefemodells sollte die Funktion von DDP1 néher charakterisiert
werden. Unter Verwendung eines bereits vorhandenen Deletionsstammes fiir yTim8 und
yTim13, der einen eindeutigen Wachstumsphénotyp besitzt, sollte in verschiedenen Ansétzen
tiberpriift werden, ob die menschlichen Homologe DDP1 und Tim13 in der Lage sind, die
fehlenden Hefeproteine sowohl in vivo als auch in vitro funktionell zu ersetzen. Insbesondere
galt es zu kldren, ob DDP1 in dhnlicher Weise wie das yTim8-Protein der Hefe am Import von
Tim23-Vorstufenproteinen beteiligt ist. In diesem Zusammenhang sollten die energetischen
Bedingungen fiir einen effizienten Import des humanen Tim23-Vorstufenproteins niher
charakterisiert werden. Dariliber hinaus sollte versucht werden, durch den Import in vitro
synthetisierter hydrophober Membranproteine in Sdugermitochondrien eine direkte
Wechselwirkung der humanen kleinen Tim-Proteine mit entsprechenden Vorstufensubstraten
nachzuweisen.

Ein weiteres Ziel war es, anhand rekombinant exprimierter Fusionsproteine die
Bindungsfahigkeit der vermuteten Zinkfinger-dhnlichen Motive des DDP1- und Timl3-
Proteins fiir Metall-lonen zu untersuchen. Im Mittelpunkt stand dabei die Aufkldrung der
Bedeutung der Zinkfingerstruktur fiir die Funktion, die Struktur und die Stabilitdt des DDP1-
Proteins. Grundlage dafiir war die kiirzliche Entdeckung einer MTS-assoziierten missense
Mutation im DDPI-Gen, die zu einem Cystein gegen Tryptophan Austausch im konservierten
Cyss-Motiv  (C66W-Mutation) fithrt. Durch die Untersuchung der strukturellen und
funktionellen Konsequenzen der C66W-Mutation, unter Verwendung rekombinant
exprimierter Proteine als auch im Hefemodell, sollte der molekulare Mechanismus, der zum

Funktionsverlust von DDP1 im Patienten fiihrt, aufgeklirt werden.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. Molekularbiologische Methoden

2.1.1. Verwendete Plasmide

Die Klonierungsstrategien fiir die im Rahmen dieser Arbeit hergestellten Plasmide sind unter

Punkt 2.1.11 beschrieben (S.c.: S.cerevisiae, N.c.: N.crassa, H.s.: Homo sapiens).

pGEM4-Plasmid (Promega)

Referenz

pDDPI (fl.s.)

(Hofmann et al., 2002)

pDDP1<*V (i 5.)

(Hofmann et al., 2002)

pTim23 (H.s.)

(Paschen et al., 2000)

pTim23 (S.c.)

(Berthold et al., 1995)

pAAC2 (N.c.)

(Pfanner et al., 1987)

pYX142-Vektor (Novagen)

pTiml3 (H.s.)

(Rothbauer et al., 2001)

pYX232-Vektor (Novagen)

pDDP1 (H.s.)

(Rothbauer et al., 2001)

pDDP1°*V (H 5.)

(Hofmann et al., 2002)

PQE-Plasmid (Qiagen)

His-DDP1 (H.s,) (pQE40)

(Hofmann et al., 2002)

His-DDP1<*V (H.s.) (pQE40)

(Hofmann et al., 2002)

Tim13-GST (H.s,) (pQE13)

(Hofmann et al., 2002)

pMal-cRI (New England Biolabs)

pMBP-DDPI (H.s.)

(Rothbauer et al., 2001)

pMBP-DDP2 (H.s.)

diese Arbeit

pMBP-Tim13 (H.s.)

(Rothbauer et al., 2001)

pMBP-Tim9 (H.s.)

diese Arbeit

pMBP-Tim10a (H.s.)

diese Arbeit

pMBP-Tim10b (H.s.)

diese Arbeit

pMBP-DDP1°Y (H.s.)

(Hofmann et al., 2002)

pMBP-laca.

(Endres et al., 1999))

Tab.2: verwendete Plasmide
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1.2. Amplifikation von DNA mittels Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Zur Amplifikation von DNA-Abschnitten in vitro wurde die Methode der Polymerase-
kettenreaktion (PCR) angewendet (Saiki et al., 1988). Eine wiederholte Abfolge von
Strangtrennung  (Denaturierung), Anlagerung zweier spezifischer Oligonukleotide
(Hybridisierung) und DNA-Synthese durch eine thermostabile DNA-Polymerase aus Thermus
aquaticus (Tag-DNA-Polymerase) fiihrt zur exponentiellen Synthese eines spezifischen
DNA-Abschnitts. Ein typischer Reaktionsansatz (50 pl) enthielt 2U Taq-Polymerase, 50 uM
der Desoxynukleotidtriphosphate (ANTP) sowie 10-50 pMol der Oligonukleotide in dem vom
Hersteller (Gibco, BRL) gelieferten PCR-Puffer. Als Matrize wurde entweder 5 ng Plasmid-
DNA, cDNA oder bis zu 200 ng genomische Hefe-DNA eingesetzt. Ein typischer
Reaktionsablauf in einem Thermozykler (GeneAmp-PCR System, Perkin Elmer) begann mit
einer einmaligen Denaturierung der Matrize fiir 3 Minuten bei 94°C. Dann wurde eine
zyklische Reaktionsfolge bestehend aus Denaturieren (30 sec - 1 min bei 94°C), Anlagerung
der Oligonukleotide (30 sec - 1 min, bei der den Primern entsprechenden Temperatur) und
Synthese der DNA (30 sec-2 min bei 72°C, abhdngig von der Lidnge der DNA-Matrize)
gestartet. Die Zyklenanzahl betrug zwischen 25 und 35 Wiederholungen. Die bendtigte
Hybridisierungstemperatur fiir die Oligonukleotide wurde nach der Regel (G/C x 4°C + A/T x
2°C) berechnet (Suggs et al., 1981). Als Kontaminationskontrolle wurde immer ein Ansatz
ohne DNA-Matrize verwendet. Nach dem letzten Zyklus wurden die Ansétze bis zur weiteren
Verwendung bei 4°C gelagert. Zur Uberpriifung der PCR-Reaktion wurde ein Aliquot auf ein
Ethidiumbromid-haltiges Agarosegel aufgetragen.

2.1.3. Agarosegelelektrophorese zur Auftrennung von DNA

Die Trennung von DNA erfolgte durch Agarosegelelektrophorese. Als Laufpuffer diente
TAE-Puffer (40 mM Tris/Acetat pH 7.5, 20 mM Na-Acetat, ] mM EDTA). Die Agarosegele
wurden je nach erwarteter DNA-GroBBe mit Standard-Agarose (Seakem ME, Biozym) oder
"Low melting"-Agarose (NuSieve, FMC-Bioproducts) in Konzentrationen von 1% bis 3,5%
(w/v) hergestellt. Die DNA wurde durch Ethidiumbromid (0,5 pg/ml) und UV-Licht sichtbar

gemacht.
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2.1.4. Isolierung von DNA aus Agarosegelen

Zur Isolierung aus Agarosegelen wurde der "GFX-PCR DNA and Gel-Band Purification Kit"
(Amersham Biosciences Corp.) verwendet. Die Isolierung und Reinigung von DNA-

Fragmenten erfolgte nach Angaben des Herstellers.

2.1.5. DNA-Konzentrationsbestimmung

Die Konzentration von DNA wurde durch Messung der Absorption bei 260 nm (OD260nm)
bestimmt. Eine ODjsonm entspricht 50 pg/ml doppelstringiger DNA bzw. 33 pg/ml
einzelstrangiger DNA (linearer Bereich: 0,1 - 1,0 OD).

2.1.6. Restriktionsverdau von DNA

Die enzymatische Spaltung von DNA erfolgte gemif3 den Angaben des Enzym-Herstellers.

2.1.7. Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligation von DNA Molekiilen erfolgte GiN bei 16°C mit 1U T4-DNA Ligase in einem
Endvolumen von 10 pl mit 1x Ligationspuffer (Gibco, BRL), 0.5 mM ATP und 50 ng Vektor.

Das molare Verhiltnis von Vektor zu Insert betrug dabei 3:1.

2.1.8. Sequenzspezifische Mutagenese mit PCR-vermittelter Rekombinationstechnik

(Two-Sided Overlap Extension PCR)
Mutationen in der Mitte eines PCR-Fragments wurden durch die PCR-vermittelte
Rekombinationstechnik "Overlap extension PCR" eingefiihrt (Ho et al., 1989; Horton et al.,
1990). Bei der "Two sided Overlap Extension PCR" wurden in zwei getrennten PCR-
Ansdtzen zundchst zwei einander iiberlappende Fragmente erzeugt. In der "Overlap
Extension" PCR-Reaktion (5 Zyklen) wurden die, an ihren 3" Enden hybridisierten Stringe
verldngert, wodurch die beiden Ausgangsfragmente zusammengespleiit wurden. Das
entstehende Fragment wurde nach Zugabe des "foreward" und des "reverse" Primers in einer
weiteren PCR-Reaktion (30 Zyklen) amplifiziert. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die PCR-
vermittelte Mutagenese zum Nukleotidaustausch an Position 233 der kodierenden DDPI-
Sequenz (C — G) verwendet. Zur Erzeugung iiberlappender mutagenisierter Fragmente
wurde mit einem DDP] spezifischen cDNA-Klon als Matrize in zwei getrennten PCR-
Reaktionen zwei, an ihrem 3’- bzw. 5'-Ende liberlappende Fragmente amplifiziert, die in
einer dritten PCR-Reaktion zusammengespleiit wurden. Das dabei entstandene Produkt

enthielt den gewiinschten Nukleotidaustausch und wurde durch Zugabe der beiden Endprimer
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2. MATERIAL UND METHODEN

DDP1-1F und DDP1-1R in einer dritten PCR-Reaktion amplifiziert. Das PCR-Produkt wurde
direkt sequenziert und anschlieend in die entsprechenden Vektoren kloniert.

Primer eingesetzt in Reaktion 1

Primer Sequenz

DDPI-1F 5-CCCGATATCGAATTCATGGATTCCTCCTCCTCT-3’

DDP1V.R 5-CTCAACCCAGTTCACAAAC-3’

Primer eingesetzt in Reaktion 2

Primer Sequenz
DDP1%V_F 5 -TTGTGAACTGGGTTGAGC-3’
DDPI-1R 5- CCCCAAGCTTTCAGTCAGAAAGGCTTTC-3

2.1.9. Transformation von E.coli mit Plasmid-DNA

Zur Transformation von E.coli mit Plasmid-DNA wurde eine modifizierte Methode des
Hitzeschocks nach Cohen angewendet (Cohen, 1972).

Die Priparation von kompetenten E.coli-Zellen erfolgte durch Anzucht bis zu einer ODsggnm
von 0.3 - 0.4 in 200 ml LB-Medium (Luria-Bertani-Medium: 10 g/l Bactotrypton, 5 g/l Bacto-
Hefe-Extrakt, 10 g/l NaCl). Nach Abzentrifugieren wurden die Zellen in 60 ml TFB I-Puffer
[30 mM KAc, 50 mM MnCl(H,0), 100 mM RbCl,, 15%(v/v) Glyzerin, pH 5.9]
resuspendiert und fiir 30 min auf Eis inkubiert Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt
wurde das Pellet in TFB II-Puffer [10 mM MOPS, 75 mM CaCl,, 10 mM RbCl, 15%(v/v)
Glyzerin] resuspendiert und aliquotiert und bei -80°C eingefroren.

Vor der Transformation wurde ein Aliquot der kompetenten Zellen 30 min im Eisbad
aufgetaut und anschlieend mit 20-200 ng zu transformierender DNA versetzt. Das Gemisch
wurde mindestens 30 min auf Eis inkubiert. Der Hitzeschock erfolgte fiir 1 - 2 min bei 42°C
mit anschlieBender Inkubation fiir 2 min auf Eis. Die Zellen wurden daraufhin mit 1 ml LB-
Medium versetzt, 1 h bei 37°C geschiittelt und anschlieBend in entsprechender Menge und auf

einer LB-Amp-Platte [LB mit 2% (w/v) Agar und 100 pg/ml Ampicillin] ausplattiert.

2.1.10. Isolierung von Plasmid DNA

a) Minipraparation von DNA

Zur Reinigung von kleinen Mengen an Plasmind-DNA (bis zu 20 pg) aus E.coli Zellen wurde
der "QIAprep Miniprep Kit" (Qiagen) verwendet. Dazu wurden 1 - 4 ml einer entsprechenden
E.coli Ubernachtkultur abzentrifugiert (10 min, 3000 UpM, Hettich). Das Bakterien-Pellet in
50 ul Resuspensionspuffer P1 (50 mM Tris/HCI, 10 mM EDTA, 100 pg/ul RNaseA, pH 8.0)
geldst, mit 250 pl Lysepuffer P2 (200 mM NaOH, 1% SDS) versetzt, durch vorsichtiges

20




2. MATERIAL UND METHODEN

Schiitteln lysiert und anschlieBend mit 350 ul Neutralisationspuffer N3 (3 M KAc, pH 5.5)
neutralisiert. Die Abtrennung von Zellresten und denaturiertem Protein erfolgte durch
Zentrifugation (10 min, 13000 UpM, Tischzentrifuge, 4°C). Der Uberstand wurde auf
Silicagel-Séulen iiberfiihrt, zentrifugiert (1 min, 13000 UpM, Tischzentrifuge), das Eluat
verworfen und die Sdule mit der gebundenen Plasmid-DNA mit 750 pl PE-Puffer gewaschen.
Die Plasmid DNA wurde anschlieend durch Zugabe von 50 ul ddH,O und anschlieender
Zentrifugation (13000 UpM, Tischzentrifuge) eluiert.

b) Midipréparation von DNA

Die Priparation von grofleren Mengen an Plasmid-DNA (bis zu 100 pg) erfolgte unter
Verwendung des "QIAGEN Plasmid Midi-Kit". Dabei wurden gleiche Pufferlésungen wie bei
der Minipraparation nach Angaben des Herstellers verwendet. Die Reinigung der DNA
erfolgt iiber QIAGEN-Tip 100 (Sdule). Im Anschluss an die Elution der Sdule wurde die
DNA durch Zugabe von Isopropanol gefillt (30 min, 12000 UpM, SS34-Rotor, Sorvall, 4°C),

mit 70%-igen Ethanol gewaschen und in ddH,0 aufgenommen.

2.1.11 Klonierungsstrategien

Alle verwendeten Plasmide wurden in den E.coli-Stamm XL1-Blue (Genotyp: supE44,
hsdR17, recAl, endAl, gyrA96, thi-1, relAl lac [F::Tnl0 proA B’ laclgA (lacZ)M15])
(Stratagene, Heidelberg) transformiert.

Zur gekoppelten in vitro Transkription und Translation mitochondrialer Vorstufenproteine
wurden Derivate des Plasmids pGEM4 (Promega) verwendet, in welche das jeweilige PCR-
Produkt unter Kontrolle des SP6-Promotors kloniert worden war. Zur Expression
rekombinanter Proteine mit einem N-terminalen Pentahistidinpeptid (Hiss-Tag) wurden die
entsprechenden Sequenzen in das Plasmid pQE40 (Qiagen) kloniert. Die Expression von
Fusionsproteinen mit C-terminaler Glutathion S-Transferase erfolgte durch Klonierung der
jeweiligen Sequenz in ein modifiziertes pQE13-Plasmid (Qiagen) (Bauer et al., 1996). Zur
Expression von Fusionsproteinen mit N-terminalem Maltosebindungsprotein (MBP) wurden
die entsprechenden Sequenzen in das pMAL-cRI-Plasmid (New England Biolabs) kloniert.
Als Hefe-Expressionsvektoren wurde der Einzelkopie-Vektor pY X142 oder das 2p-Plasmid
pYX232 (Novagen) verwendet. In beiden Fillen wurde die kodierende Sequenz hinter dem
konstitutiven Triosephosphat-Isomerase-Promotor (TPI) kloniert.

a) Klonierung von DDP1 und DDP1“**V in pGEM4: Die kodierende Sequenz von DDPI
wurde aus einem DDP1-spezifischen cDNA Klon (Bauer et al., 1999b) in einer PCR-Reaktion

mit folgenden Primern amplifiziert:
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Primer Sequenz

DDP1-1F (EcoRI) |5-CCCCGATATCGAATTCATGGATTCCTCCTCCTCTTCC-3"

DDPI-R (HIII) 5-CCCAAGCTTTCAGTCAGAAAGGCTTTCTGAG-3’

Das PCR-Produkt wurde mit den Restriktionsenzymen EcoRI und HindIII geschnitten und in
einen mit EcoRI/HindIII geschnittenen pGEM4-Vektor kloniert.

Die Klonierung der mutagenisierten Variante DDP1<°°%

erfolgte in gleicher Weise.
b) Klonierung von DDP1 und Tim13 in pMal-cRI: Die kodierenden Sequenzen von DDP1
und Tim13 wurden aus spezifischen cDNA-Klonen in einer PCR-Reaktion mit folgenden

Primern amplifiziert:

Primer Sequenz

DDP1-2F (BamHI)

5-CCCCGATATCGGATCCATGGATTCCTCCTCCTCTTCC-3"

DDP1-R (Xbal)

5’-CCCCTCTAGATCAGAAAGGCTTTCTGAG-3’

Tim13-F (BamHI)

5’-CCCGGATCCATGGAAGGGCGGCTTCGG-3’

5’-CCCCTCTAGATCACATGTTGGCTCGTTC-3"

Tim13-R (Xbal)

Die PCR-Produkte wurden mit BamHI und Xbal verdaut und in einen mit BamHI/Xbal
geschnittenen pMal-cRI Vektor (New England Biolabs) kloniert. Die Klonierung von
DDP1°¥ erfolgte in gleicher Weise wie DDP1.

¢) Klonierung von DDP1 und Timl13 in pYX-Plasmide:
Timl13 in die Hefe-Expressionsvektoren pYX232 bzw. pYX142 erfolgte durch die

Die Klonierung von DDP1 und

Amplifikation der kodierenden Sequenz in einer PCR-Reaktion mit entsprechenden cDNA-

Klonen als Vorlage. Als Primerpaare wurden DDP1-1F (EcoRI) und DDP1-R (HIII) bzw.

Primer Sequenz

Tim13-F (EcoRI) |5-CCCGAATTCATGGAAGGGCGGCTTCGG-3"

Tim13-R (HIII) 5’-CCCCAAGCTTTCACATGTTGGCTCGTTC-3"

verwendet. Die PCR-Produkte wurden mit EcoRI und HindIll verdaut und in ein mit
EcoRI/HindIIl geschnittenes pYX142 (CEN, LEU2) bzw. pYX232 (2u, TRP1) Plasmid
(Novagen) kloniert.

d) Klonierung His-DDP1/His-DDP1“**Y: Die kodierende Sequenz wurde mittels PCR wie in
a) beschrieben amplifiziert. Das PCR-Fragment wurde mit BamHI und HindIII geschnitten
und in den BamHI/HindIII geschnittenen pQE40-Vektor (Qiagen) kloniert.

e) Klonierung von Tim13-GST: Zur Konstruktion des chiméren Tim13-GST Proteins wurde

die kodierende Tim13 Sequenz in einer PCR-Reaktion mit folgenden Primern amplifiziert

Primer Sequenz

Tim13-F (EcoRI) 5’-CCCGAATTCATGGAAGGGCGGCTTCGG-3’

Tim13-R (Smal -stop) 5’-GGGCCCGGGACATGTTGGCTCGTTCCCGC-3’
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Das resultierende PCR-Fragment wurden mit EcoRI und Smal verdaut und in einen

EcoRI/Smal geschnittenen pQE13-Tim23 (1-101)-GST Vektor (Bauer et al., 1996) kloniert.

2.2. Proteinbiochemische Methoden

2.2.1. Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinbestimmung wurde nach der von Bradford beschriebenen Methode durchgefiihrt.
Das Verfahren beruht auf der Bindung des Farbstoffes Coomassie Blau G-250 an Proteine.
Dabei verschiebt sich das Absorptionsmaximum des Farbstoffes von 465 nm auf 595 nm. Alle
Proben wurden mit je 1 ml eines 1:5 verdiinnten Farbstoffkonzentrats (Biorad) versetzt und
fiir 5 - 10 min bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde die Absorption bei 595 nm bestimmt.
Die Quantifizierung erfolgte durch das Erstellen einer Eichkurve mit Proben bekannter

Proteinkonzentration (Proteinstandard, IgG aus Rind, Biorad).

2.2.2. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Proteine wurden durch diskontinuierliche vertikale SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
aufgetrennt. Bei dem verwendeten Elektrophoresesystem (Mini-Protean II/III; BioRad) hatte
das Sammelgel die Abmessung 1 x 7.2 x 0.75 cm und das Trenngel 7 x 7.3 x 0.75 cm. Um
unterschiedliche Trenneigenschaften zu erhalten wurden verschiedene Konzentrationen von

Acrylamid und N,N’-Methylenbisacrylamid verwendet:

Trenngel 10 - 17.5% (w/v) Acrylamid, 0.08% - 0.3% (w/v) Bisacrylamid, 375 mM Tris/HCl
pH 8.8, 0.1% SDS, 0.05% (w/v) APS, 0.05%(v/v) TEMED

Sammelgel 5%(w/v) Acrylamid, 0.033%(w/v) Bisacrylamid, 60 mM Tris/HCl pH 6.8,
0.1%(v/v) SDS, 0.05%(w/v) APS, 0.1%(v/v) TEMED

Die Proben wurden in 1x Laemmli-Puffer [60 mM Tris/HCI pH 6.8, 2% (w/v) SDS, 5% (v/v)
B-Mercaptoethanol, 10% (v/v) Glycerin, 0.02% Bromphenolblau] (Ldmmli, 1970) gelost und
3 - 10 min auf 95°C erhitzt. Die Elektrophorese erfolgte in Elektrophoresepuffer [5S0 mM
Tris/HCI pH 8.3, 384 mM Glycin, 0.1%(w/v) SDS] bei 25 mA pro Gel. Als GroBenstandard
wurden verschiedene Proteinmarker (PMWM, Fermentas; HMW, Boehringer) verwendet. Im
Anschluss an die Elektrophorese wurden die Proteine entweder mit Coomassie-Blau geférbt

oder auf Nitrozellulose transferiert.
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2.2.3. Blaue Nativgelelektrophorese

Die blaue Nativgelelektrophorese erfolgte nach der von Schédgger beschriebenen Methode
(Schégger, 1991) und diente der Analyse von Proteinkomplexen in ihrem nativen Zustand.
Der zugegebene Farbstoff Serva Blau G vermittelt den Proteinkomplexen eine negative
Nettoladung, wodurch eine Auftrennung im elektrischem Feld stattfinden kann. Bei dem
verwendeten Elektrophoresesystem hatte das Sammelgel die Abmessung 1 x 15 x 0.8 cm und

das Trenngel 9 x 15 x 0.8 cm.

Bodengel 20%(w/v) Acrylamid, 0.13%(w/v) Bisacrylamid, 0.5 M 6-Aminocapronsdure, 50
mM Bistris/HCI (pH 7.0), 0.05%(w/v) APS, 0.025%(v/v) TEMED
Trenngel linearer Gradient von 6 - 16.5% Acrylamid, 0.15 - 0.3%(w/v) Bisacrylamid, 10%

(w/v) Glycerin, 0.5 M 6-Aminocapronsiure

50 mM Bistris/HCI (pH 7.0), 0.04%(w/v) APS, 0.04(v/v) TEMED

Sammelgel 3.8%(w/v) Acrylamid, 0.12%(w/v) Bisacrylamid, 0.5 M 6-Aminocapronsiure, 50
mM Bistris/HCI (pH 7.0),.0.08%(w/v) APS, 0.08%(v/v) TEMED

Kathodenpuffer A 50 mM Tricine, 15 mM Bistris, 0.02%Serva Blau G, pH 7.0

Kathodenpuffer B 50 mM Tricine, 15 mM, pH 7.0

Anodenpuffer 50 mM Bistris/HCI pH7.0

Isolierte Mitochondrien (50 - 200 pg Protein pro Gelspur) wurden in 50 pl Digitonin-Puffer
[0.2% - 1.0% (w/v) Digitonin, 1x PBS, 10% (w/v) Glycerin, ]| mM PMSF] oder 50 pl Triton-
Puffer (wie Digitonin-Puffer nur mit 0.2% - 1.0% (w/v) Triton X-100 statt Digitonin) fiir 30
min auf Eis solubilisiert. Durch Zentrifugation (20 min, 30000 UpM TLA-100.4 Rotor,
Beckman, 4°C) wurde nicht solubilisiertes Material abgetrennt, dem Uberstand 5 pl
Probenpuffer (5 % Serva Blau G, 0.5 M 6-Aminocapronsdure, 0.1 M Bistris/HCI, pH 7.0)
zugegeben und auf das Nativgel aufgetragen. Die Elektrophorese wurde zunichst bei konstant
100 V und 4°C durchgefiihrt. Nachdem die Proteine in das Sammelgel eingelaufen waren,
wurde die Spannung auf konstant 500 V bei maximal 15 mA erhdht. Nach ungefihr dem
ersten Drittel des Gellaufs wurde der Kathodenpuffer A gegen den farblosen Kathodenpuffer
B ersetzt. Im Anschluss der Elektrophorese wurde das Gel fiir 20 min in SDS-Blotpuffer
geschiittelt und die Proteine durch Western-Blotting auf eine Nitrozellulose-Membran
tiberfiihrt. Als GroBenstandards wurden Alkoholdehydrogenase (150 kDa) aus S.cerevisiae,
Rinderserumalbumin (66 kDa), Carbonanydrase aus Rindererythrozyten (29.5 kDa) und

Cytochrom c aus Pferdeherz (14 kDa) in getrennten Markerspuren aufgetragen.
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2.2.4. Farbung von SDS-Polyacrylamid-Gelen mit Coomassie-Blau

Nach der SDS-PAGE wurde das Sammelgel entfernt und das Trenngel in 50 -100 ml
Férbelosung [30% (v/v) Methanol, 10% (v/v) Essigsdure, 0.1% (m/v) Coomassie Brilliant
Blau R-250] eingelegt und bei RT fiir 1-2 h geschiittelt. Darauthin wurde das Gel in 50 - 100
ml Entfirber [30% (v/v) Methanol, 10% (v/v) Essigsdure] fiir 30 min geschwenkt und

gegebenenfalls der Entfarber erneuert.

2.2.5. Transfer von Proteinen auf Nitrozellulose (Western-Blot)

Nach der elektrophoretischen Auftrennung der Proteine mittels SDS-PAGE wurden diese
nach der "Semi-dry"-Methode auf eine Nitrozellulose-Membran transferiert (Khyse-
Anderson, 1984; Towbin et al., 1979). Dazu wurde das Gel zusammen mit der Nitrozellulose-
Membran (Porengrofe: 0.2 um) zwischen in Blotpuffer [20 mM Tris-Base, 150 mM Glycin,
20% (v/v) Methanol, 0.08% SDS] getrdnkten Whatman-3MM Filterpapieren gelegt und diese
zwischen zwei Graphitelektroden angeordnet. Der Transfer erfolgte entsprechend des
erwarteten Proteingewichts flir 30 min - 1,5 h bei 1 mA/cm?. Durch Anfarben mit Ponceau S
Reagenz konnten im Anschluss die transferierten Proteine auf der Nitrozellulose-Membran

sichtbar gemacht werden.

2.2.6. Quantifizierung von Proteinbanden durch Autoradiographie/Densiometrie und

durch Phosphorimaging

Nach Transferierung von radioaktiv markierten Proteinen auf Nitrozellulose, wurden die
Membranen getrocknet und auf einem Rontgenfilm exponiert (Autoradiographie). Auf dem
Film erkennbare Banden wurden mit Hilfe eines Durchlichtscanners eingelesen und ihre
Intensitdt mit Hilfe eines Auswertungsprogramms (AIDA, Raytest) bestimmt (Densiometrie).
Alternativ wurden die Nitrozellulose-Membranen direkt auf Phosphorimaging-Platten
exponiert und die Intensitit der radioaktiv markierten Proteinbanden durch einen

Phosphorimager (FLA 2000, Fuji) bestimmt.

2.2.7. In vitro Synthese von mitochondrialen Vorstufenproteinen

Zur in vitro Synthese von [*°>S]Methionin-markierten Proteinen wurde das entsprechende Gen
in den pGEM4-Vektor (Promega) kloniert. Die kodierende Sequenz des jeweiligen
Vorstufenproteins steht dabei unter der Kontrolle des SP6-Promotors. Fiir die gekoppelte
Transkription/Translationsreaktion wurde das Retikulozytenlysat (Promega) aus Kaninchen

verwendet. Fiir einen Ansatz wurde 1 - 2 pg DNA, 2 ul TnT®-Puffer, 1 pl Aminosiure-Mix
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ohne Methionin, 1 pl RNasin (Roche), 25 pl TnT® Kaninchen Retikulozytenlysat, 2 ul [*°S]-
Methionin (ICN), 1 pl SP6-RNA Polymerase zusammen mit Nuklease freiem Wasser auf 50
ul eingestellt, gemischt und bei 30°C fiir 90 min inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe
von 20 mM Methionin gestoppt. Zur Abtrennung unspezifisch aggregierter Proteine wurde
das Lysat zentrifugiert (20 min, 30000 UpM, TLA100.4-Rotor, Beckman, 4°C) und der

Uberstand bei -80°C weggefroren.

2.2.8. Reinigung rekombinant exprimierter Proteine aus E.coli

a) Induktion der Proteinexpression in E.coli

Rekombinante Proteine, die N-terminal entweder an das Maltosebindungsprotein (MBP), an
das Pentahistidinpeptid (Hiss) oder C-terminal an die Glutathion S-Transferase (GST)
fusioniert waren, wurden unter der Kontrolle des lac-Promoters im E.coli -Stamm XL1-Blue
exprimiert. Jeweils ein positiver Klon wurde iiber Nacht in einer 5 ml Vorkultur bei 37°C in
LB-Amp-Medium kultiviert. Mit dieser Vorkultur wurden 400 ml LB-Amp-Medium auf eine
ODsognm 0.1 angeimpft und bei 37°C bis zu einer ODsggnn von 0.4 hochgezogen. Die
Expression wurde durch Zugabe von 1 mM Isopropyl-1-Thio-8-Galaktopyranosid (IPTG)
induziert und die Zellen in der Regel 2 h - 4 h bei 30°C kultiviert. Anschlieend wurden die
Zellen durch Zentrifugation geerntet (4000 UpM, SS34-Rotor, Sorvall). Fiir
Zinkbindungsexperimente erfolgte die Induktion der Zellen in Gegenwart von 1 mM Zink-
Acetat (ZnAc,) fiir 4 - 16 h bei 30°C.

b) Reinigung von Pentahistidinpeptid-Fusionsproteinen aus E.coli

Fiir die Herstellung eines Proteins mit einem N-terminalen Pentahistidin-Peptid ("Hiss-Tag"),
wurde das entsprechende Gen in den Expressionsvektor pQE40 (Qiagen) kloniert. Durch die
Ausnutzung entsprechender Restriktionsschnittstellen des Vektors wurde N-terminal an das
zu exprimierende Protein ein Pentahistidin-Peptid fusioniert. Die endstdndigen Histidinreste
erlauben die Reinigung des Fusionsproteins mittels Affinitdtschromatographie iiber Nickel-
Nitrilotriacetic-Agarose (Ni-NTA)-Agarose (Qiagen). Dabei bindet das Pentahistidin-Peptid
des Fusionsproteins an immobilisierte Nickel-Ionen. Die Elution erfolgt iiber Zugabe von
Imidazol, wodurch das Fusionsprotein aus der Bindung mit den Nickel-lonen verdringt wird.
Die Fusionsproteine (Hiss-DDP1, Hiss-DDP1°°Y) wurden wie beschrieben als 15sliche
Proteine in E.coli exprimiert. Das Zellpellet wurde in Lysispuffer (1 x PBS pH 7.4, 1 mM
PMSF, 10 mM Imidazol) aufgenommen und zum Zellaufschluss Lysozym (100 pg/ml)
zugegeben. Der Ansatz wurde 1 h auf Eis inkubiert und anschlieBend die Zellen durch
wiederholtes Beschallen (Branson Sonifier, Stufe 3, 80% Leistung, 5 x 30 sec Pulse)
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aufgeschlossen. Nach Abtrennung nicht-aufgeschlossener Zellen und unldslicher Bestandteile
durch Zentrifugation (15 min, 15000 UpM, SS34-Rotor, Sorvall, 4°C) wurde der Uberstand
auf eine zuvor mit 5 Sdulenvolumina Lysispuffer dquilibrierte Ni-NTA-Sdule gegeben
(Flussrate: 0.2 ml/min, 1.5 ml Gelbett, Ni-NTA-Agarose, Qiagen). Die Séule wurde mit 20
Saulenvolumina Waschpuffer (1 x PBS pH 7.4, 1 mM PMSF, 20 - 50 mM Imidazol)
gewaschen und anschlieBend das gebundene Protein durch Zugabe von 300 mM Imidazol
zum Waschpuffer in 1 ml-Fraktionen von der Sdule eluiert. Protein-enthaltende Fraktionen
wurden vereinigt und {iber eine lonenaustauscher Sdule entsalzt (PD10, Amersham
Pharmacia). Proteinhaltige Fraktionen wurden wiederum vereinigt, die Proteinkonzentration
bestimmt und mittels SDS-PAGE mit anschlieBender Coomassi-Farbung analysiert.

¢) Reinigung von MBP-Fusionsproteinen iiber Amylose-Resin

Zur Herstellung von Proteinen, die N-terminal an das Maltosebindungsprotein (MBP)
fusioniert waren, wurde das entsprechende Gen in den pMal-cRI-Vektor (New England
Biolabs) kloniert und nach Transformation in E.coli -Zellen (XL1-Blue) exprimiert. Das
Zellpellet wurde in Lysis-Puffer (20 mM HEPES/KOH pH 7.4, 100 mM NaCl, 20 mM B-
Mercaptoethanol, 1 mM ZnAc,) aufgenommen, 100 pg/ml Lysozym zugegeben und 1 h auf
Eis inkubiert. Der Zellaufschluss erfolgte wie beschrieben durch Beschallung mit Ultraschall.
Nach Abtrennung nicht aufgeschlossener Zellen und unldslicher Bestandteile, wurde der
Uberstand entweder 1 h mit 40 mM N-ethylmalemide (NEM) inkubiert oder direkt zur
Affinitédtsreinigung auf eine zuvor mit Lysis-Puffer dquilibrierte Amylosesédule (Flussrate: 0.2
ml/min, 1.5 ml Gelbett, Amylose Resin, New England Biolabs) aufgetragen. Die beladene
Sdule wurde mit 20 Sdulenvolumina Waschpuffer (20 mM HEPES/KOH pH 7.4, 100 mM
NaCl, 20 mM B-Mercaptoethanol) gewaschen und das Protein im Anschluss durch Zugabe
von 10 mM Maltose zum Waschpuffer eluiert. Die Eluate wurden in 1 ml-Fraktionen
gesammelt und durch SDS-PAGE mit anschlieBender Coomassi-Férbung analysiert. Protein
enthaltende Fraktionen wurden vereinigt und die Proteinkonzentration sowie der Zinkgehalt

bestimmt.

2.2.9. Nachweis der Interaktion rekombinant in E.coli exprimierter Proteine in zwei

aufeinanderfolgenden Anreicherungsschritten:

In der ersten Anreicherung (Reinigungsschritt 1) wurde das Proteinl aus l6slichem FE.coli-
Zellextrakt iiber ein N-terminal fusioniertes Pentahistidinpeptid (Hiss-Proteinl) mittels
Affinitdtschromatographie an eine mit Nickel-Nitrilotriacetic-Agarose gefiillte Saule (Ni-

NTA-Sdule) gebunden. Unspezifisch assoziierte Proteine wurden durch wiederholtes
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Waschen von der Séulenmatrix entfernt. Das Protein2 wurde parallel mit einer C-terminalen
Fusion der Glutathion-S-Transferase (GST) ebenfalls in E.coli exprimiert (Protein2-GST).
Nach Aufschluss der E.coli-Zellen wurde der 16sliche Zellextrakt mit dem Protein2-GST auf
die Ni-NTA Siule mit vorgebundenem Hiss-Proteinl gegeben und unter stindigem Mischen
N inkubiert. Im Anschluss wurden nicht gebundene Proteine durch Waschen entfernt. Auf
der Ni-NTA Séule verblieben das gebundene Hiss-Proteinl und das interagierende Protein2-
GST. Durch steigende Konzentrationen an Imidazol (20 mM - 300 mM) wurde das Hiss-
Proteinl mit dem interagierenden Protein2-GST von der Ni-NTA-Séule eluiert. Um eine
unspezifische Bindung von Protein2-GST an Ni-NTA-Agarose auszuschlieBen wurden in
einem zweiten Anreicherungsschritt (Reinigungsschritt 2) die Elutionsfraktionen der Ni-NTA
Sdule mit reduzierter Glutathion-Sepharose versetzt und iiN rotierend inkubiert. Protein2-GST
wurde dabei an das immobilisierte Glutathion gebunden. Uber die Interaktion mit Protein2-
GST verblieb auch Hiss-Proteinl an der Glutathion-Sepharose. Die Sepharose wurde durch
Zentrifugation pelletiert, gewaschen und assoziierte Proteine durch Aufkochen in 1 x
Laemmli-Puffer eluiert. Das Eluat wurde zweigeteilt. Eine Hélfte diente zur Ermittlung der
Stochiometrie der interagierenden Proteine mittels SDS-PAGE und anschlieBender Farbung
mit Coomassie Brilliant Blau die andere Hélfte wurde zur immunologischen Detektion der

interagierenden Proteine durch SDS-PAGE und anschlieBendem Immunoblotting untersucht.

2.2.10. Bestimmung des Zinkgehalts rekombinant gereinigter Proteine

Zur Bestimmung des Zinkgehalts wurden iiber Amylose-Resin aufgereinigte MBP-
Fusionsproteine (MBP-DDP1, MBP-DDP1°*" MBP-Tim13, MBP-laca) mit Puffer (20 mM
HEPES/KOH pH 7.4, 100 mM NaCl, 20 mM B-Mercaptoethanol) auf eine Konzentration von
300 pg/ml eingestellt und der Zinkgehalt durch induktiv gekoppelte Plasma Atomemission
Spektroskopie (ICP) bei einer zinkspezifischen Absorption von 213.857 nm (Varian-Vista

Simultan Spektrometer) gemessen.

2.2.11. TCA-Fillung von Proteinen

Die Féllung von Proteinen aus wassrigen Losungen erfolgte unter Zugabe von 12% (w/v) Tri-
Chlor-Essigsdure (TCA). Die Losung wurde in den gefrorenen Zustand iiberfiihrt, wieder
aufgetaut und die denaturierten Proteine durch Zentrifugation (20 min, 14000 UpM
Tischzentrifuge, 4°C) gefillt. Das Pellet zweimal mit Aceton (-20°C) gewaschen, 2 min bei

56°C getrocknet und in 1x Laemmli-Puffer gelost.
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2.2.12. Bestimmung des Molekulargewichts von Proteinkomplexen durch Gelfiltration

Zur Bestimmung der nativen molekularen Masse von DDP1 und Tim13 wurden isolierte
Mitochondrien (0.5 - 1 mg Protein) in 500 pl Tritonpuffer [1x PBS, 0.1% - 1.0% (w/v) Triton
X-100, 1 mM PMSF] solubilisiert (30 min, auf Eis). Nicht solubilisiertes Material wurde
durch Zentrifugation (20 min, 30000 UpM, TLA-100.4 Rotor, Beckman, 4°C) abgetrennt. Der
Uberstand wurde auf eine zuvor mit 60 ml Laufpuffer [1x PBS, 0.01 % (w/v) Triton X-100]
dquilibrierte Superose-12-Gelfiltrationssdule (25 ml Sédulenvolumen, Pharmacia) oder
Superdex-75-Gelfiltrationssdule (20 ml Séulenvolumen, Pharmacia) aufgetragen. Die
Flussrate betrug 0.2 ml/min. Es wurden Fraktionen zu 0.5 ml gesammelt. Nach TCA-Féllung
wurden die Fraktionen durch SDS-PAGE und anschlieBendem Western-Blotting analysiert.
Die FEichung der Gelfiltrationssdule wurde mit Markerproteinen bekannter Grof3e
vorgenommen: Rinderthyroglobulin (669 kDa), B-Amylase aus der Sii-Kartoffel (200 kDa),
Alkoholdehydrogenase aus S.cerevisiae (150 kDa), Rinderserumalbumin (66 kDa),
Carbonanydrase aus Rindererythrozyten (29.5 kDa) und Cytochrom c aus Pferdeherz (14
kDa).

2.3. Immunologische Methoden

2.3.1. Herstellung polyklonaler Antikorper in Kaninchen

Zur Herstellung epitopspezifischer Antikdrper wurden entweder chemisch synthetisierte
Oligopeptide (Neosystem S.A.) oder rekombinant exprimierte Proteine als Antigene
verwendet. Die Peptide wurden zunédchst an ein aktiviertes Tragerprotein (Maleimid
aktiviertes Ovalalbumin, Pierce) gebunden und Konjugat-Fraktionen zu 100 - 200 ug Protein
gesammelt. Rekombinante Proteine wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine
Nitrozellulosemembran transferiert und mittels Ponceau S Reagenz sichtbar gemacht. Die
entsprechende Proteinbande wurde ausgeschnitten und in DMSO gelost (50 pg - 200 ug
Protein/Injektion). Fiir jede Injektion wurden 200 pl der Antigenlosung (Peptid-Konjugat;
rekombinantes Protein) mit 200 pl Immunstimulans (fiir die Erstinjektion TiterMaxTM,
CytRX, Norcross, USA), fiir Folgeinjektionen Freunds inkomplettes Adjuvans,
Behringwerke, Marburg) gemischt. Die homogen vermischte Antigen-Losung wurde dem
Kaninchen subkutan injiziert. Nach der Erstinjektion wurde die Folgeinjektion nach 2
Wochen durchgefiihrt. Im Anschluss erfolgten die Injektionen alle 4 - 6 Wochen. 10 - 12 Tage
nach der Immunisierung wurde dem Kaninchen 20 -30 ml Blut aus der Ohrvene entnommen.

Zur vollstandigen Blutgerinnung wurde das Blut ca. 4 h im Kiihlschrank (8°C) aufbewahrt.
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Anschliefend wurden partikuldre Bestandteile durch zwei Zentrifugationsschritte (5 min,
2500 UpM, Hettich, RT, danach 15 min 8000 UpM, Hettich, RT) aus dem Serum
sedimentiert. Das Serum wurde aliquotiert und bei -20°C gelagert.

Zur Aufreinigung von Antikorpern, die gegen ein Peptid gerichtet waren, wurde dieses liber
einen endstidndigen Cysteinrest an Sulfolink-Sepharose (Pierce) gekoppelt, eine Sdule damit
beladen und das Serum auf die Sdule aufgetragen. Die Sdule wurde gewaschen und die
Antikorper in 2 Schritten durch Zugabe von 0.1 M Citrat (pH 4.0) und anschliefend 0.1 M
Glycin (pH 2.5) eluiert. Im Fall der Aufreinigung von Antikdrpern gegen ein rekombinantes
Protein wurde BrCN-aktivierte Sepharose 4B (Pharmacia) als Kopplungsmatrix verwendet.
Als Antigene dienten synthetische Peptide, die in ihrer Sequenz den C-Termini bzw. den N-

Termini der vorhergesagten Proteine entsprachen.

Antikérper Peptidsequenz
DDP1-C CKSKPVFSESLSD
DDP2-C CSRFAQIVQKGGQ
DDP1-N CMAELGEADEAEL
Tim13-C CYNSRLQRERANM
Tim9-C CLAAKAGLLGQPR
Tim10a-C CLMKRVQQSSGPA
Tim10b-C CAAEQPGVSPSGS

Im Fall von DDP2 wurden auch das Fusionsprotein MBP-DDP2 als Antigen verwendet.

Zur Bestimmung der immunologischen Reaktivitdt der affinititsgereinigten Antikorper
wurden Verdiinnungsreihen von rekombinant in FE.coli exprimierten menschlichen Tim-
Proteinen auf SDS-Gele aufgetragen, geblottet, und die Proteine durch Immundekoration mit
den spezifischen Antikdrpern nachgewiesen. Fiir alle Antikdrper, mit Ausnahme von aDDP2,
lag die untere Detektionsgrenze bei einer Antigen-Konzentration von ca. 0.5 ng

rekombinantem Protein. Die Detektionsgrenze von aDDP2 lag bei ca. 500 ng Protein.

2.3.2. Immunologischer Nachweis von Proteinen auf Membranen

Nach dem Transfer von Proteinen aus einem Polyacrylamid-Gel auf eine
Nitrozellulosemembran wurde zur Immundetektion spezifischer Proteine diese mit
entsprechenden Antikdrpern inkubiert. Alle Inkubationen wurden unter Schiitteln oder Rollen
bei Raumtemperatur ggf. iiber Nacht bei 4°C durchgefiihrt. Zu Beginn wurden alle

unspezifischen Bindungsstellen auf der Membran durch 30 min Inkubation mit 5% (w/v)
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Magermilchpulver in Tween-TBS (TTBS) [10 mM Tris/HCI pH 7.4, 150 mM NacCl, 0.05%
(w/v) Tween 20, Sigma-Aldrich] abgesittigt. Einzelne Proteine wurden anschlieBend durch
Inkubation (1 h - 24 h) mit spezifischen Antiseren oder gereinigten Antikérpern
immundekoriert. Die Konzentrationen variierten je nach Titer zwischen 1:50 bis 1:1000
(Ak/Milch-TTBS). Die Membran wurde anschlieBend 3 mal fiir 10 min mit Tween-TBS
gewaschen. Zum Nachweis der gebundenen Antikorper wurde ein gegen Kaninchen- oder
Maus-Immunglobulin G gerichteter Antikdrper aus Ziege verwendet, an den die Meerettich-
Peroxidase gekoppelt war (Dako, Danemark). Der zweite Antikorper wurde 1:1000 bis 1:5000
in Milchpulver/Tween-TBS verdiinnt und 1 h -3 h mit der Membran inkubiert. Es folgte die
Wiederholung der Waschschritte. Die gebundene Peroxidase wurde mit einem auf
Chemolumineszenz basierenden Detektionssystem (ECL, Amersham Pharmacia) durch

Auflegen eines Rontgenfilms (Fujifilm Super RX) nachgewiesen.

2.3.3. Immunprazipitation

Immunprézipitationen wurden mit Hilfe von Protein-A-Sepharose-Partikeln (PAS-Beads,
Pharmacia) durchgefiihrt, die eine hohe Affinitdt fiir Immunglobuline der Klasse G besitzen
und sich leicht durch kurze Zentrifugation sedimentieren lassen.

a) Kopplung der Antikorper an Protein-A-Sepharose

Zunichst wurden die entsprechenden Antikorper an die PAS gebunden. 0.5 - 1.0 mg PAS
wurden 2x in [P-Puffer [1x PBS pH 7.4, 1 mM PMSF, 10%(w/v) Glycerin] gewaschen und
dquilibriert. Nach Zugabe von 20 - 50 pl affinitdtsgereinigtem Antikorper bzw. 30 pul
Praimmunserum wurde das Volumen mit IP-Puffer auf 500 ul eingestellt und die Antikorper
an die PAS-Partikel gebunden (3 h, UK-Rotor, 4°C). Durch 2 Waschschritte mit
Solubilisierungspuffer [0.2% - 0.5% (w/v) Digitonin, ggf. 0.2% - 0.5% (w/v) Triton X-100,
Ix PBS pH 7.4, 10%(w/v) Glycerin, | mM PMSF] wurden nicht gebundene Antikdrper
entfernt.

b) Koimmunfillung aus Mitochondrien

Um die physikalische Interaktion von Proteinen nachzuweisen wurde die Methodik der
Koimmunfillung angewandt. Dabei lassen sich Proteine innerhalb eines Proteinkomplexes
mit gegen den potenziellen Komplexpartner gerichteten Antikorper prézipitieren.
Mitochondrien (0.5 - 1 mg Protein) wurden in Solubilisierungspuffer fiir 30 min auf Eis
lysiert und zur Abtrennung des solubilisierten Materials zentrifugiert (20 min, 30000 UpM,
TLA-100.4 Rotor Beckman, 4°C). 10% vom Uberstand und vom in 1x Laemmli-Puffer

geldstem Pellet wurden zur Uberpriifung der Solubilisierungseffizienz zusammen mit den
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immungefillten Proben auf das SDS-Gel aufgetragen. Der verbleibende Uberstand (100 pl -
300 pul Probe) wurde zusammen mit den an Protein-A-Sepharose gebundenen Antikérpern in
einem Volumen von 500 ul Solubilisierungspuffer inkubiert (2 — 16 h, UK-Rotor, 4°C). Im
Anschluss wurden die PAS-Partikel sedimentiert und 2 mal mit Solubilisierungspuffer (ohne
Detergenz) gewaschen. Das Partikel-Pellet wurde zur Elution der gebundenen Proteine in 30
ul 1x Laemmli-Puffer aufgenommen, fiir 5 - 10 min bei 95°C inkubiert, abzentrifugiert (30
sec, 13000 UpM) und die eluierten Proteine durch SDS-PAGE und anschlieBendem Western-
Blot mit Immundekoration analysiert. Der verbleibende Uberstand nach der Zentrifugation
der PAS-Partikel wurde durch Zugabe von 12% TCA gefillt und die prazipitierten Proteine
ebenfalls durch SDS-PAGE und anschlieBendem Western-Blot analysiert.

2.4. Zellbiologische Methoden

2.4.1. Isolierung von Mitochondrien aus S.cerevisiae

Mitochondrien aus Hefezellen wurden nach der Methode von Daum (Daum et al., 1982)
isoliert. Dazu wurden Hefezellen in Fliissigmedium kultiviert und bei einer ODsggym von 1 -
1.5 durch Zentrifugation (5 min, 4000 UpM, SLA3000 Rotor, Sorvall, RT) pelletiert. Das
Zellsediment wurde mit ddH,O gewaschen, das Feuchtgewicht der Zellen bestimmt und
anschlieend die Zellen in DTT-Puffer (10 mM DTT, 0.1 M Tris/HCIl pH 7.5) mit einer
Konzentration von 0.5 g/ml resuspendiert. Die Zellen wurden fiir 10 min bei 30°C unter
Schiitteln inkubiert, anschlieBend zentrifugiert und mit 1.2 M Sorbitol gewaschen. Die
Zellwand wurde durch Resuspension der Zellen in Zymolyase-Puffer (1.2 M Sorbitol, 20 mM
KH,PO4, pH 7.5, 6 mg Zymolyase/g Feuchtgewicht) bei 30°C unter Schiitteln enzymatisch
abgebaut (Bildung von Sphiroblasten). Die Sphiroblastenbildung wurde durch osmotische
Lyse getestet. Die Inkubation wurde beendet, wenn die ODsggny, einer 1:40 Verdiinnung der
Zellen in Wasser im Vergleich zu einer entsprechenden Verdiinnung in 1.2 M Sorbitol noch
10% - 20% betrug. Alle folgenden Schritte wurden auf Eis bzw. bei 4°C durchgefiihrt. Die
Sphiroblasten wurden durch Zentrifugation (5 min, 2500 UpM, SLA3000-Rotor, Sorvall,
4°C) sedimentiert und in kalten Homogenisierungspuffer [0,6 M Sorbitol, 10 mM Tris/HCl
pH 7.4, 0.2% BSA (w/v), | mM PMSF] aufgenommen (0,15 g/ml). AnschlieBend erfolgte der
Zellaufschluss auf Eis im Dounce-Homogenisator (2 x 10 StoBe, 1 Verdiinnungsschritt).
Ganze Zellen und Zelltriimmer wurden durch zweimaliges Zentrifugieren (5 min, 2500 UpM,
SLA3000-Rotor, Sorvall, 4°C) abgetrennt. Die Mitochondrien wurden aus dem Uberstand
sedimentiert (12 min, 12000 UpM, SS34-Rotor, Sorvall, 4°C). Das Pellet wurde in 10 ml HS-
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Puffer (0,6 M Sorbitol, 20 mM HEPES/KOH pH 7.5) gelost und die Mitochondrien in einem
weiteren "low-speed" Zentrifugationsschritt (5 min, 4000 UpM, SS34-Rotor, Sorvall, 4°C)
angereichert. Mittels einer zweiten "high-speed" Zentrifugation (12 min, 12000 UpM, SS34-
Rotor, Sorvall, 4°C) wurden die Mitochondrien pelletiert und in HS-Puffer aufgenommen.
Nach der Proteinbestimmung wurden die Mitochondrien aliquotiert, in fliissigem Stickstoff

eingefroren und bei -80°C gelagert.

2.4.2. Isolierung von Mitochondrien aus Gewebe bzw. menschlichen Zellen

Die Préparation von Mitochondrien aus menschlichen Zellen bzw. menschlichem oder
tierischem Gewebe erfolgte durch differentielle Zentrifugation und anschliefende Saccharose-
Gradienten-Ultrazentrifugation (Rossmanith et al., 1995). Entnommenes Gewebe (Muskel,
Leber, Herz, Hirn) wurde mit einem Skalpell zerkleinert. Die Gewebestiicke wurden fiir 10
min in 10 ml/g RSB-Puffer (10 mM Tris/HCI pH 7.5, 10 mM NaCl, 1,5 mM CaCl,) zum
Quellen der Zellen inkubiert. AnschlieBend wurde das Gewebematerial mit einem Volumen
2x MS-Puffer (420 mM Mannitol, 140 mM Sucrose, 10 mM Tris/HCI pH 7.5, 5 mM EDTA)
versetzt und in einem Glas-Teflon Homogenisator zerkleinert. Durch dreimaliges
Zentrifugieren des Homogenats (10 min, 4000 UpM SS34-Rotor, Sorvall, 4°C) wurden
Zellkerne und Zellreste sedimentiert. Die im Uberstand enthaltenen Mitochondrien wurden
durch einen weiteren Zentrifugationsschritt (30 min, 12000 UpM, SS34-Rotor, Sorvall, 4°C)
pelletiert.

Die durch differentielle Zentrifugation angereicherten Mitochondrien wurden in einem
kleinen Volumen M1-Puffer (0,6 M Sucrose, 50 mM Tris/HCI pH 7.5, 10 mM EDTA) gelost
und auf einen 2-Stufen-Sucrosegradienten in einem Ultrazentrifugations-Gefdl (12 ml)
geschichtet. Die untere Losung (USL) des Stufen-Gradienten enthielt 1.5 M Sucrose in (50
mM Tris/HCI pH 7.5, 5 mM EDTA), die obere Losung enthielt 1 M Sucrose im gleichen
Puffer. Im Anschluss erfolgte die Ultrazentrifugation (20 min, 70000xg, L8-60M-Rotor,
Beckman, 4°C). Nach der Zentrifugation hatten sich intakte Mitochondrien an der Interphase
des Stufen-Gradienten angesammelt. Noch vorhandene Kerne wurden pelletiert und nicht
intakte Mitochondrien schwammen am oberen Rand des Zentrifugen-Rohrchens. Die intakten
Mitochondrien wurden von der Interphase abgesaugt, mit einem Volumen TE-Puffer (10 mM
Tris/HC1 pH 7.5, 1 mM EDTA) versetzt, durch Zentrifugation (15 min, 13000 UpM
Tischzentrifuge, 4°C) konzentriert und bei -80°C eingefroren.
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2.4.3. Subfraktionierung von Saugerzellen

Menschliche Zellen wurden mechanisch aufgeschlossen und zur Sedimentation der Zellkerne
bei 750g zentrifugiert. Der verbleibende postnukledre Uberstand wurde durch Differential-
Zentrifugation (10 min, 10000 UpM, SS34, Sorvall, 4°C) in eine mitochondriale Fraktion
(Pellet) und postmitochondrialen Uberstand fraktioniert. Die Mitochondrien wurden iiber
Saccharosedichtezentrifugation weiter gereinigt (Rossmanith et al, 1995). Aus dem
postmitochondrialen Uberstand wurde durch eine Ultrazentrifugation mit (30 min, 100000xg,

L8-60M-Rotor, Beckman, 4°C) Zytoplasma (Uberstand) und Mikrosomen (Pellet) getrennt.

2.4.4. Import in vitro synthetisierter Vorstufenproteine in isolierte Mitochondrien

Fiir den Import in isolierte Mitochondrien wurden mit [**S]Methionin radioaktiv markierte
Vorstufenproteine verwendet. Ein Standard-Importansatz enthielt 100 pg Mitochondrien in
100 pl Importpuffer (0,6 M Sorbitol, 50 mM HEPES/KOH pH 7.4, 80 mM KCI, 10 mM
MgAc;, 2 mM KH,PO4, 2.5 mM EDTA, 1 mg/ml BSA), 2.5 mM ATP und 5 mM NADH (als
Elektronendonator der Atmungskette). Zur Authebung des Membranpotentials wurden die
Mitochondrien ohne ATP und NADH mit dem Ionophor Valinomycin (I pM) und dem
Protonophor Carbonylcyanid-p-trifluoromethoxyphenylhydrazon (FCCP) (2.5 uM) behandelt.
Valinomycin erhoht selektiv die Permeabilitit der Innenmembran fiir Kaliumionen. Durch
den Ladungsausgleich auf beiden Seiten der Membran wird das Membranpotential zerstort.
FCCP funktioniert als Entkoppler. Durch den Transport von Protonen iiber die Innenmembran
wird der elektrochemische Gradient zerstort. Nach Vorinkubation (5 min, 25°C) wurde der
Import durch Zugabe von 1 - 5% Retikulozyten-Lysat gestartet (25°C). Die Importreaktion
wurde nach 1 - 30 min durch Uberfiihrung der Proben auf Eis gestoppt. Der Importansatz
wurde im Anschluss geteilt um die Importeffizienz und die submitochondriale Lokalisation

der Proteine zu bestimmen.

2.4.5. Proteasebehandlung von Mitochondrien unter isotonischen und hypotonischen
Bedingungen

Um importiertes von unspezifisch an Mitochondrien haftendem Protein zu unterscheiden und
damit die Importeffizienz zu bestimmen, wurden die Mitochondrien unter isotonischen
Bedingungen (HS-Puffer) mit Proteinase K (30 - 100 pg) oder Trypsin (30 -100 pg) inkubiert
(20 min, Eis) und die Reaktion durch Zugabe von 2 mM PMSF bzw. 2 mg/ml Trypsin-
Inhibitor aus Sojabohnen (STI, Sigma) gestoppt. Die Mitochondrien wurden durch
Zentrifugation (7 min, 12000 UpM, Tischzentrifuge, 4°C) pelletiert, gewaschen, in 1x
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Laemmli-Puffer gelost und mittels SDS-PAGE, Western-Blot und anschlieBender
Autoradiographie analysiert. Als Vergleich wurden 10% - 20% des radioaktiv markierten
Vorstufenproteins mit aufgetragen.

Um importiertes Protein submitochondrial zu lokalisieren wurden aus Mitochondrien durch
Inkubation in einem hypotonischen Puffer Mitoplasten erzeugt. Durch anschlieBende
Behandlung mit Proteasen (Proteinase K bzw. Trypsin) wurden Proteine des
Intermembranraums degradiert wéihrend Matrix lokalisierte oder in die Innenmembran
inserierte Proteine bzw. Proteindoménen vor einem proteolytischen Abbau geschiitzt blieben.
Ein Aliquot des Importansatzes wurde 1:10 in Schwellpuffer [20 mM HEPES/KOH pH 7.4,
ggf. 0.1% (w/v) Digitonin] verdiinnt und mit 30 - 100 pg Proteinase K, ggf. 30 - 100 pg
Trypsin inkubiert (20 min, Eis). Der proteolytische Verdau wurde durch Zugabe von 2 mM
PMSF bzw. 2 mg/ml STI gestoppt und die Proben wie beschrieben behandelt.

2.4.6. Chemische Quervernetzung von mitochondrialen Proteinen

Enge rdumliche Interaktionen zwischen verschiedenen Proteinen lassen sich mit Hilfe
chemischer Quervernetzer nachweisen, welche eine kovalente Verkniipfung der in Kontakt
befindlichen Proteine mediieren. Voraussetzung hierbei ist die rdumliche Ndhe funktioneller
Gruppen entsprechender Proteine, mit denen der Quervernetzer kovalente Bindungen
eingehen kann. Fiir die Quervernetzung mitochondrialer Proteine wurde MBS (m-
Maleimidbenzyl-N-Hydroxysuccinimidester, Pierce) verwendet. MBS ist membrangéingig
und verkniipft Proteine iiber eine freie Aminogruppe eines Lysinrestes mit der freien
Sulthydrylgruppe eines Cysteinrestes.

Nach dem Import radioaktiv markierter Vorstufenproteine wurden die Mitochondrien
sedimentiert und in HS-Puffer zu einer Proteinkonzentration von 1 mg/ml resupendiert. Die
Proben wurden 20 min auf Eis mit 100 uM MBS (gelost in DMSO) inkubiert. Als Kontrolle
diente ein Ansatz mit reinem DMSO. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 80 mM Tris/HCI
pH8.0 gestoppt. Die Mitochondrien wurden reisoliert und mit HS-Puffer gewaschen. Im
Anschluss wurden die Mitochondrien entweder in 1x Laemmli-Puffer gelost und durch SDS-

PAGE analysiert oder solubilisiert und zur Immunfillung eingesetzt.
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2.5. Methoden der Hefegenetik

2.5.1. Verwendete Hefestamme

Hefestamm Synonym Genotyp Referenz

MB2 WT MATa/o. ADE2/ade2- (Maarse et al., 1992)
101°"™ his3/his3-A200
leu2/leu2-Al lys2-801°™
trp1-289/TRP1 ura3-
52/ura3-52

W334a WT MATa pep4-3 prb1-1122 | (Hovland et al., 1989)
ura3-52 leu2-3, 112 regl-
501 gall

MB2ATim8/ATim13 A8/A13 MB2 tim8::URA3 (Paschen et al., 2000)
tim13::HIS3

MB2ATim8/ATim13 A8/A13+DDP1/Tim13 MB?2 tim8::URA3 (Rothbauer et al., 2001)
DDP1/Tim13 tim13::HIS3 + Plasmid
DDP1 pYX232(TRP)
+Plasmid Tim13
pYX142(LEU)

MB2ATim8/ATim13 A8/A13+DDP1°*V/Tim13 | MB2 tim8::URA3 (Hofmann et al., 2002)
DDP1“*Y/Tim13 tim13::HIS3 + Plasmid
DDP1Y pYX232(TRP)
+Plasmid Tim13
pYX142(LEU)

Tab.3: verwendete Hefestimme

2.5.2. Kultivierung von S.cerevisiae

Wildtyp-Hefezellen wurden in YPD- oder Laktatmedium kultiviert. Zur Selektion auf
Auxotrophie-Marker wurden SC-Agarplatten oder SD-Laktatmedium verwendet, die den
Selektionsbedingungen entsprechend mit Markersubstanzen supplementiert waren. Die
Standardtemperatur fiir die Kultivierung von Hefezellen war 30°C. Fliissigkulturen wurden in
sterilem Erlmayer-Kolben unter Schiitteln (120 - 160 UpM, Unitron, Infors) inkubiert.

Als Dauerkulturen wurden die Hefestimme in 15% (v/v) Glycerinlésung bei -80°C gelagert.
Ausgehend von einer Stammkultur wurde diese auf entsprechende Agarplatten (YPD- oder
Selektivmedium) ausgestrichen. Aus einer Einzelkolonie wurde eine 20 ml Vorkultur

(Selektivmedium) angeimpft und iiber Nacht bei 30°C geschiittelt. Fiir die Isolierung von
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Mitochondrien wurde diese Vorkultur mehrmals mit frischem Medium auf eine ODsggym von
0,1-0,15 verdiinnt. Die Hauptkultur wurde auf 0,1 - 0,2 ODsog,m angeimpft und entsprechend
der Verdopplungszeit des Hefestammes bei 30°C geschiittelt bis die Kultur zum Zeitpunkt der
Ernte eine ODs9g von 1.0 — 1.5 hatte.

verwendete Hefemedien:

SD-Laktat-Medium: 0,67% Stickstoffbasis aus Hefe (ohne Aminoséduren), 0,5% Ammoniumsulfat,
2% Laktat, pH 5.5 mit 10 M KOH einstellen.

YPD-Medium: 1% Hefeextrakt, 2% Bactopepton, Nach Autoklavieren Zugabe von 2%
Glukose

YPG-Medium 1% Hefeextrakt, 2% Bactopepton, Nach Autoklavieren: Zugabe von 3%(v/v)
Glycerin

SC-Medium 0,67% Stickstoffbasis aus Hefe (ohne Aminosduren), 2% Glukose, 0,2% Mix
aus essentiellen Aminosduren (Drop-out Mix)

Zur Herstellung von Agarplatten wurde den Medien jeweils 2% Bacto-Agar zugesetzt. Alle
verwendeten Medien, Aminosdure- (10 g/l) sowie Uracil- und Adenin-Losungen (2 g/l)
wurden mit Ausnahme der Tryptophan-Losung autoklaviert. Die Tryptophan-Losung wurde
sterilfiltriert und lichtgeschiitzt gelagert.

2.5.3. Bestimmung des Wachstumsphéinotyps von S.cerevisiae (" Tipfeltest')

Das Wachstum von Hefe wurde unter unterschiedlichen Bedingungen hinsichtlich der
Kohlenstoffquelle und der Temperatur untersucht. Die Aktivitdt der Atmungskette ldsst sich
durch Wachstum auf nicht-fermentierbaren Kohlenstoffquellen wie z.B. Glyzerin oder
Ethanol iiberpriifen. Eine eingeschrinkte respiratorische Aktivitdt fithrt im Gegensatz zur
fermentierbaren Kohlenstoffquelle Glukose zu einem verminderten Wachstum auf einer nicht-
fermentierbaren Kohlenstoffquelle. Die Bestimmung des Wachstumsphénotyps beziiglich der
Kohlenstoffquelle wurde auf Agarplatten, die entweder Glyzerin (YPG) oder Glukose (YPD)
als Kohlenstoffquelle enthielten, iiberpriift. Dazu wurden Hefestimme auf YPD-Platten
ausgestrichen und zwei Tage bei 30°C inkubiert. Hefezellen wurden von der Platte mit einem
sterilem Spatel in 1 ml Wasser (steril) tiberfiihrt und die ODsog,,, bestimmt. Es wurde eine
Zellsuspension von ODsggn, 1 in 100ul Wasser (steril) hergestellt und daraus eine
Verdiinnungsreihe angesetzt. Pro Verdiinnung wurden 2ul auf eine YPD- und auf eine YPG-
Platte aufgetragen. Zur Bestimmung des Temperaturabhingigen Phinotyps wurden die

Platten bei verschiedenen Temperaturen (15°C, 25°C, 30°C, 37°C) fiir 2 - 5 Tage inkubiert.
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2.5.4. Transformation von S.cerevisiae

Zur Transformation von S.cerevisiae wurde die modifizierte Lithiumacetat-Methode (Gietz et
al., 1992) angewendet. Dabei wurden 25 pl einer Hefekolonie von einer entsprechenden
Agarplatte mit einem sterilem Spatel in 1 ml Wasser lberfiihrt. Die Zellen wurden durch
Zentrifugation (5 sec, Tischzentrifuge) sedimentiert, in 1 ml 100 mM Lithiumacetat-Losung
resuspendiert und fiir 5 min bei 30°C inkubiert. 500 pl der Suspension wurden in ein frisches
Reaktionsgefa3 iiberfiihrt und durch eine weitere Zentrifugation sedimentiert. Das Pellet
wurde mit 240 pl Transformationspufter [50% (w/v) PEG-3350, 36 ul 1 M Lithiumacetat, 10
ul denaturierter Lachsspermien-DNA (10 mg/ml), 64 pl ddH,0] und 5 pl Plasmid-DNA (0,1 -
5 pg) versetzt und gemischt (1 min, Vortex, Janke & Kunkel). Der Transformationsansatz
wurde fiir 20 min bei 42°C inkubiert und die Zellen anschlieend sedimentiert (10 sec,
Tischzentrifuge). Das Pellet wurde durch vorsichtiges Pipettieren in 200 pl sterilem Wasser

aufgenommen und auf entsprechendem Selektivmedium ausplattiert.

2.6. Chemikalien und Geriite

2.6.1 Chemikalien und Enzyme

Agfa-Gevaert, Miinchen: Entwickler, Fixierer fiir Rontgenfilme

Amersham-Pharmacia, Freiburg: ECL Reagenz fiir Western Blots, Protein A-Sepharose
Dako, Hamburg: Reagenzien zur Proteinbestimmung, HRP-gekoppelte Anti-Kaninchen IgG,
HRP-gekoppelte Anti-Maus IgG (aus Ziege)

DIFCO, Detroit, USA: Bacto-Agar, Pepton, Hefeextrakt, "Yeast Nitrogen Base" (ohne
Aminosduren).

GIBCO-BRL, Karlsruhe: T4-DNA-Ligase, Restriktionsenzyme

Kodak, Miinchen: Rontgenfilme X-Omat XR

Neosystem, Stralburg, Frankreich: Oligopeptide

Nestlé-Alete, Miinchen: Magermilchpulver

New England Biolabs, Schwalbach: Amylose-Resin, pMal-cRI-Vektor

Pierce, Rochester, USA: MBS

Promega, Heidelberg: pGEM-Vektoren

Qiagen, Hilden: Mini-, Midiprap-Kit

Schleicher & Schiill, Dassel: Nitrozellulosemembran (0,2 um), Faltenfilter, Filterpapier
Serva, Heidelberg: Bisacrylamid, Bromphenolblau, Coomassie Brilliant Blau R-250, Serva

Blau G, Ethanol, Harnstoff, HEPES, Lysozym, Ponceau S, Saccharose, SDS, TEMED
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Sigma, Miinchen: Ammoniumperoxodisulfat (APS), Aminosduren, BSA (fettsdurefrei),
Cytochrom ¢, Glyzerin, Lachsspermien-DNS, B-Mercaptoethanol, Oligomycin, PMSF, Triton
X-100, Trypsin (Typ XIII aus Rinderpankreas), Valinomycin A, Proteinase K, DTT, RNase
A, Nukleotide

Von der Firma Merck, Darmstadt, wurden alle iibrigen Chemikalien als analysenreine

Substanzen bezogen.

2.6.2. Laborgeriite und sonstige Materialien

Agfa-Gevaert, Miinchen: Entwicklermaschine Gevamatic 60
Beckman Instruments, Miinchen: Ultrazentrifugen (L8-Serie), Tischultrazentrifuge TL-
100A, einschlieBlich der Rotoren und Zentrifugenréhrchen

BioRad, Miinchen: Mini-Protean II und III, Semi-Dry Blotkammern
Branson, Heusenstamm: Ultraschallgerdt Sonifier 250

Eppendorf, Hamburg: Tischzentrifugen (kiihlbar), Reaktionsgefifie
Heraeus, Osterode: Brutschrinke, Inkubatoren, Bactifuge

Hettich, Miinchen: Zentrifuge Rotixa KS

Perkin Elmer, Uberlingen: PCR-Maschine

Pharmacia, Freiburg: Spannungsgeréte

Shimadzu, Kyoto, Japan: Photometer UV-240 und UV-120-02
Sigma, Miinchen: Tisch-Kiihlzentrifugen

Kendro, Langenselbold: Zentrifugen Sorvall RC5B-Plus und Rotoren
Unitron, Ziirich, Schweiz: Schiittelinkubatoren

Varian, Paolo Alto, USA: ICP-AE Spektrometer Varian Vista
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3. ERGEBNISSE

3.1. DDP1 ist Mitglied einer evolutionir konservierten Proteinfamilie

Das krankheitsassoziierte DDP1 ist das menschliche Homolog des yTim8-Proteins, ein nicht-
essentielles kleines Tim-Protein der Hefe. Die kleinen Tim-Proteine der Hefe sind strukturell
verwandte l0sliche Proteine des mitochondrialen Intermembranraum die am Import
kernkodierter Vorstufen in die mitochondriale Innenmembran beteiligt sind. Durch
umfangreiche Homologie-Suchen in EST- ("expressed sequence tags") Datenbanken konnten
mehr als fiinfzig neue kodierende Sequenzen in verschiedensten eukaryontischen Organismen
identifiziert werden, deren Produkte Homologie zu den bekannten kleinen Tim-Proteinen der
Hefe zeigen (Bauer et al., 2000; Bauer et al., 1999b). Homologe dieser kleinen Tim-Proteine
scheinen somit in allen eukaryontischen Organismen exprimiert zu sein. Alle vorhergesagten
kleinen Tim-Proteine besitzen molekulare Massen von in etwa 10 kDa und enthalten ein
sogenanntes Cyss-Motiv mit der charakteristischen Konsensus-Signatur Cys-X3-Cys-Xj4.17-
Cys-X3-Cys. Keines enthidlt eine offensichtliche, typische mitochondriale "Targeting"-
Sequenz.

Aminosduresequenz-Vergleiche gruppieren die potentiellen Proteine in zwei evolutionér
konservierte Hauptgruppen: Homologe der nicht-essentiellen Hefe-Komponenten yTim8 und
yTim13 fallen in die erste Hauptgruppe; die Homologe der essentiellen Komponenten yTim9,
yTim10 und yTim12 fallen in eine zweite Hauptgruppe. Die Mitglieder dieser Hauptgruppen
unterscheiden sich in der Sequenz und Zahl der Aminosduren zwischen den beiden

konservierten Cystein-Paaren.
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Im Gegensatz zu niederen Eukaryonten sind in Sdugern zwei Tim8- und zwei Timl0-
Homologe exprimiert. So wurde neben DDPI ein zweites Tim8-Homolog identifiziert,
welches als DDP2 bezeichnet wurde. Die Aminosduresequenzen von DDP1 und DDP2 sind
zu 56 % homolog; nur DDP1 wurde bisher mit einer menschlichen Erkrankung assoziiert. Die
beiden menschlichen Homologe des Hefe-Tim10 wurden Tim10a und Tim10b genannt; sie
zeigen untereinander nur eine Ahnlichkeit von 41 %. Ein Timl2-Protein konnte bisher
ausschlieBlich in S.cerevisiae identifiziert werden. Im Menschen sind somit sechs Mitglieder

dieser Familie exprimiert: DDP1, DDP2, Tim13, Tim9, Tim10a und Tim10b (Abb.3).

DDP1 MDSSSSSSAAGLG--AVDP-QLQOHFIEVETQKQRFQQLVHOMTEL - —————
DDP2  -—-————- MAELG--EADEAELQRLVAAEQQKAQFTAQVHHFMEL - -——-—
Timl3 MDSGFGSDFGGTGGGKLDPGAIMEQVKVQIAVANAQELLQRMTDK------

Tim9  ——-———m———m— oo MAA-QIPESDQIK-QFKEFLGTYNKLTET-—----
Timl0a -----—---——--——-- MDP-LRAQQLAAELEVEMMADMYNRMTSA -~~~
Timl0b -----—--——--—--- MER-QQQQQQQLR-NLRDFLLVYNRMTEL -~~~ -~
DDP1  ------ CWEKC-MDK-- PGPKLDSRAEA-CFVNC----—=---—---—--——
DDP2  ------ CWDKC-VEK--PGNRLDSRTEN-CLSSC--------—---—--——
Timl3  -—---- CFRKC-IGK--PGGSLDNSEQK-CIAMC-—--—==-=====—=—-—
Tim9  ------ CFLDC-VKD-FTTREVKPEETT-CSEHC-—--—---—---—--——
Timl0a ------ CHRKC-VPPHYKEAELSKGESV-CLDRC----—=---—---—--——
Timl0b ------ CFQRC-VPS-LHHRALDAEEEA-CLHSC-----==--—=--—---—
* * . . * *

DDP1 VERFIDTSQFILNRLEQTQ--KSKPVFSESLSD-—-—-—-—-——————————-—-—-—
DDP2 VDRFIDTTLAITSRFAQIV--QKGGQ-—-—————-—-—————————————————
Timl3 MDRYMDAWNTVSRAYNSRL--QRERANM---—---—-————————————————
Tim9 LOKYLKMTQRISMRFQEYH-IQONEALAAKAGLLGQPR-—-———-—-—-—-—————
TimlO0a VSKYLDIHERMGKKLTELS--MQDEELMKRVQQSSGPA---———-—--———-—
TimlOb AGKLIHSNHRLMAAYVQLMPALVQRRIADYEAASAVPGVAAEQPGVSPSGS

Abb.3: Aminosiure-Sequenzen der menschlichen kleinen Tim-Proteine.

Das Alignment der Aminosiuresequenzen zeigt die strukturelle Ahnlichkeit der menschlichen Tim-
Proteine untereinander. Die vier konservierten Cysteinreste innerhalb der Konsesus-Sequenz Cys-X;-
Cys-X4.17-Cys-X;-Cys sind grau unterlegt; funktionell identische Aminosduren sind durch einen
Doppelpunkt, dhnliche Aminoséuren durch einen Punkt gekennzeichnet. Alignment wurde erstellt mit
Hilfe von Megalign (DNA-Star).

Alle menschlichen Homologe wurden im Rahmen von Vorarbeiten in unserer Arbeitsgruppe
kloniert und chromosomal lokalisiert (siche Tabelle 4) (Bauer et al., 2000; Bauer et al.,

1999b). Bis auf das X-chromosomal lokalisierte DDPI-Gen kartieren die Gene aller anderen
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kleinen Tim-Proteine auf Autosomen. Dariiber hinaus zeigen Expressionsanalysen, dass
samtliche kleinen Tim-Proteine ubiquitdr in allen untersuchten menschlichen Geweben

exprimiert werden. Insbesondere scheint es sich bei DDP1 und DDP2, sowie bei Tim10a und

Tim10b nicht um gewebsspezifisch exprimierte Isoformen zu handeln.

Menschl. S.cerevisiae | Transkript- |Protein- | chromosomale Accession- Referenz

Protein Homolog linge grofle Lokalisation Nummer

Tim8a/DDP1 | Tim8 1,169bp 97aa Xqg22.1 U66035 (Jin et al., 1996)

Tim8b/DDP2 | Tim8 423bp 83aa 11922.1q22.2 AF150087 (Bauer et al., 1999b)

Tim9 Tim9 1,027bp 89aa 14921 AF150100 (Bauer et al., 1999b)

Tim10a Tim10 658bp 90aa 11pll-pl2 AF150089 (Bauer et al., 1999b)

Tim10b Tim10 1,469bp 103aa 11p15.3-p15.5 AF150105 (Bauer et al., 1999b)
Tim12

Tim13 Tim13 763bp 95aa 19p13.1-19p13.3 | AF144700 (Bauer et al., 1999b)

Tab. 4: Die menschlichen Mitglieder der kleinen Tim-Proteine

3.2. DDP1 und Timl3 sind losliche Proteine im mitochondrialen

Intermembranraum des Menschen

Die vorangegangenen Untersuchungen auf mRNA- und genomischer Ebene gaben keine
Auskunft dariiber, ob die identifizierten menschlichen Sequenzen auf Proteinebene exprimiert
lokalisierte kodieren.

COS-7-Zellen

werden und tatsdchlich fiir mitochondrial Komponenten

Immunfluoreszenz-Analysen an DDP]I-transfizierten und in vitro-
Importstudien in Mitochondrien lieBen allerdings vermuten, dass zumindest das DDP[-Gen
fiir ein authentisches und mitochondrial lokalisiertes Protein kodiert (Koehler et al., 1999a).
Der Nachweis von endogenem DDP1 konnte zu Beginn der Untersuchungen noch nicht
gefiihrt werden.

Fiir Untersuchungen auf Protein-Ebene wurden daher spezifische Peptid-Antikorper gegen
DDPI und Tim13, sowie gegen die Tim9, Tim10a und Tim10b generiert. Die entnommenen
Antiseren waren in der Lage, die entsprechenden rekombinant exprimierten menschlichen
Antigene spezifisch zu erkennen (ohne Abbildung). Zum Nachweis der subzelluldren
Lokalisation der kleinen Tim-Proteine in menschlichen Zellen wurden HeLa-Zellfraktionen
(Zytosol, mikrosomale Fraktion und angereicherte Mitochondrien) mittels Immunoblot-

Analyse untersucht. Als Kontrolle dienten Antikdrper gegen bekannte Proteine der
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verschiedenen subzelluldren Fraktionen: Argininosuccinat-Lyase (Zytosol), Grp78

(Mikrosomen) und Tim23 (Mitochondrien).

- DDP1 Abb.4: Subzellulire Lokalisation der
menschlichen Tim-Proteine

- Tim13 HeLa-Zellhomogenat wurde durch Dif-

. ferentialzentrifugation in verschiedene

- Tim9 Fraktionen getrennt. Gleiche Protein-

==
-
-
. mengen der zytosolischen, mikrosomalen
&% - Tim10a und mitochondrialen Fraktion wurden
: durch SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitro-
- Tim10b ’
- zellulose transferiert und mit Antikérpern
- - Tim23 gegen DDPI1, Tim13, Tim9, Tim10a und
Tim10b immundekoriert.
- - -Grp78 Als Kontrolle fiir die Reinheit der
einzelnen subzelluldren Fraktionen
- ASL wurden Antikorper gegen die zytosolische
Q Argininosuccinat-Lyase ~ (ASL), das
K mikrosomale  Grp78/BIP-Protein  und
4’)\. (oo o{\ gegen das mitochondriale Tim23-Protein
% ,@o 6{\ eingesetzt

Antikdrper gegen DDP1 und Tim13 erkannten jeweils spezifische Proteinbanden auf Hohe
der berechneten Molekulargewichte von 11 bzw. 10.4 kDa (Abb.4). Beide Proteine
kolokalisierten mit dem Markerprotein Tim23 in der mitochondrialen Fraktion; in anderen
subzelluldren Fraktionen waren keine spezifischen Signale nachzuweisen. Die Signale
konnten auch nach Behandlung der gereinigten Mitochondrien mit Proteinase K detektiert
werden (ohne Abbildung).

Die intramitochondriale Lokalisation wurde durch selektive Offnung der AuBenmembran und
Freisetzung 16slicher Intermembranraumkomponenten menschlicher Mitochondrien durch
Inkubation mit ansteigenden Konzentrationen des Detergenz Digitonin durchgefiihrt. Bei
einer  Digitonin-Konzentration von  0.1%  verblieben = sowohl das integrale
Innenmembranprotein Tim23 als auch das Matrixprotein Tim44 im Pellet, wihrend DDP1
und Timl13 in den l6slichen Uberstand freigesetzt wurden (Abb.SA und 5B). Die
Beobachtungen lassen den Schluss zu, dass DDP1 und Timl3 als l6sliche Proteine im
Intermembranraum menschlicher Mitochondrien lokalisiert sind.

Die Immunoblot-Analyse mit Antikorpern gegen die weiteren kleinen Tim-Proteine ergab
ebenfalls ausschlieBlich spezifische Signale in der mitochondrialen Fraktion (Abb.4). Bei
Tim9, Tim10a und Tim10b handelt es sich somit auch um authentische mitochondriale

Proteine. Die Immundekoration mit N- und C-terminalen Antikdrpern gegen DDP2 ergab
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kein spezifisches Signal, weder in den verschiedenen subzelluliren Fraktionen von HeLa-
Zellen, noch in verschiedenen untersuchten Zell- und Gewebsextrakten der Maus (ohne
Abbildung). Bisher ist nicht gekldrt, ob DDP2 in menschlichen Geweben tatsdchlich als
Protein exprimiert wird. Moglicherweise handelt es sich um eine gewebsspezifische Isoform

oder um ein transkribiertes Pseudogen.
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Abb.5 (A) Submitochondriale Lokalisierung von DDP1 und Tim13

Zur selektiven Offnung der AuBenmembran wurden isolierte Mitochondrien aus HeLa-Zellen mit 0.1%
(w/v) Digitonin solubilisiert und die Membranen anschlieBend durch Zentrifugation reisoliert. Gleiche
Proteinmengen des entstandenen Pellets und des 18slichen Uberstands wurden durch SDS-PAGE und
Immundekoration mit Antikérpern gegen DDP1 und Tim13 analysiert. Als Kontrolle dienten Antikorper
gegen das Innenmembranprotein Tim23 und das Matrixprotein Tim44.

(B) Selektive Offnung der Auienmembran durch aufsteigende Detergenz-Konzentrationen

Aus HeLa-Zellen isolierte Mitochondrien wurden zur selektiven Offnung der AuBenmembran mit
aufsteigenden Konzentrationen von Digitonin inkubiert. Die durch Solubilisierung freigesetzten Proteine
wurden durch Zentrifugation in den Uberstand iiberfiihrt, mit Trichloressigsiure (TCA) versetzt und gefllt.
Die Prézipitate und die Pelletfraktionen wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt und mittels
Immunoblotanalyse mit Antikdrpern gegen Tim44, DDP1 und Timl3 analysiert. Die in den Uberstand
freigesetzten Proteinmengen wurden densiometrisch quantifiziert.
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3.3. Strukturelle Organisation von DDP1 und Tim13 im mitochondrialen

Intermembranraum von Sidugerzellen

3.3.1. DDP1 und Tim13 assemblieren zu hohermolekularen Komplexen

Um einen Hinweis auf die Organisation und die Struktur der menschlichen Tim-Proteine
DDPI und Timl3 im Intermembranraum von Mitochondrien zu erhalten, wurde die
molekulare Masse der Proteine unter nativen Bedingungen mittels Gelfiltration analysiert.
Dazu wurden aus HeLa-Zellen isolierte Mitochondrien solubilisiert und der 16sliche
Proteiniiberstand iiber eine Superose 12-Siule fraktioniert.

Die Immunoblotanalyse der Fraktionen zeigte, dass DDP1 und Timl3 in den gleichen
Fraktionen von der Superose 12-Séule eluierten (Abb.6). Die Elutionsspitze korreliert fiir
beide Proteine mit einer estimierten molekularen Masse von 70 - 80 kDa. Weder DDP1 noch
Tim13 konnte in Fraktionen, entsprechend zu hdheren molekularen Massen detektiert werden,
ebenso eluierte keines der beiden Proteine in Fraktionen, die der molekularen Masse eines
Monomers entsprechen. Dies ldsst vermuten, dass sowohl DDP1 als auch Timl3 in
Mitochondrien ausschlieBlich in hohermolekularen Komplexen von ca. 70 - 80 kDa

organisiert sind.

125 13 135 14 145 15 ml

15, 00 e - DDP1

15 -
— D o — - Tim13

10° Abb.6 Molekulare Massen-
bestimmung von DDP1 und Tim13
Y F 5 Tagkpe unter nativen Bedingungen
”" 500 pg Mitochondrien aus HeLa-Zellen
wurden fiir 30 min auf Eis solubilisiert
(0.5% Triton X-100). Nach einer
40 Zentrifugation wurde der Uberstand auf
—e— DDP1 eine Superose 12-Sdule aufgetragen.
Fraktionen zu 0.5 ml wurden gesam-
22 202 melt, unter Zugabe von Trichlor-
M 12 13 14 15 16 17 essigsiure (TCA) gefillt und mittels
SDS-PAGE und Immundekoration mit
v v v v Antiké.rpern gegen DDP1 und Timl3
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" Die eluierten Proteinmengen wurden
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Ein zweiter Ansatz zur Analyse hohermolekularer Proteinkomplexe, an denen DDP1 und
Tim13 beteiligt sind, war die native Blaugelelektrophorese:

Solubilisierte Mitochondrien wurden auf ein "blaues" Nativgel aufgetragen und mittels
Westernblot analysiert. Die Immundekoration mit Antikérpern gegen DDP1 zeigte eine
Proteinbande mit einem Molekulargewicht von ca. 70 kDa (Abb.7). Mit Antikorpern gegen
Tim13 war ebenfalls ein deutliches Signal auf gleicher Hohe nachweisbar. Wie zuvor bei der
Gelfiltrationsanalyse konnten auch in diesem Ansatz keine hoher- oder niedrigermolekularen

Komplexe von DDP1 und Tim13 detektiert werden.

150 - : Abb.7
Blaue Nativ-Gelelektrophorese
100 pg Mitochondrien aus HeLa-Zellen
. . wurden fiir 30 min auf Eis solubilisiert
“~ (0.5% Digitonin) und die im Uberstand
66 - nach einer Zentrifugation enthaltende
Proteine auf einem blauen Nativgel (6 -
16.5% Polyacrylamidkonzentration) se-
pariert. Nach Transfer auf Nitrozellulose
erfolgte die Immundekoration mit Anti-
korpern gegen DDP1 und Timl3. Als
Markerproteine ~ wurden  Alkoholde-
12 - hydrogenase aus S.cerevisiae (150 kDa),
Rinderserumalbumin (66 kDa) und
Cytochrom ¢ (12.5 kDa) auf das blaue
Nativgel aufgetragen. Sowohl DDP1 als
auch Timl13 sind nach Immundekoration
N L) als Banden mit einer molekularen Masse
N von ca. 70 kDa erkennbar

Beide Ansdtze zur Analyse der nativen molekularen Masse bestitigen, dass DDP1 und Tim13
spezifisch zu hohermolekularen Komplexen mit einer estimierten molekularen Masse von ca.
70 kDa assemblieren. Welche Proteine an der Komplexbildung beteiligt sind, ist noch unklar.
Aufgrund der in etwa gleichen molekularen Masse von DDP1 und Tim13 wurde spekuliert,
dass im Falle einer homo-oligomeren oder hetero-oligomeren Zusammensetzung unter
Beteiligung von DDP1 und Tim13 ein Komplex aus etwa sechs bis sieben Untereinheiten

aufgebaut sein konnte.
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3.3.2. DDP1 und Tim13 interagieren im Intermembranraum menschlicher

Mitochondrien

DDP1 und Tim13 scheinen in Komplexen mit gleicher oder fast gleicher molekularer Masse
enthalten zu sein. Es lag deshalb nahe zu fragen: Sind beide Proteine zusammen in einem
gemeinsamen hetero-oligomeren Komplex organisiert, moglicherweise unter Beteiligung
weiterer kleiner Tim-Proteine oder bilden DDP1 und Timl3 jeweils homo-oligomere
Komplexe gleicher Grof3e?

Um dies zu kldren, sollte untersucht werden, ob die beiden Proteine physikalisch interagieren.
Dazu wurden Mitochondrien aus HeLa-Zellen solubilisiert und aus dem ldslichen
Proteintiberstand mit Antikorpern gegen DDP1 bzw. Tim13 gefillt.

DDP1 wurde sowohl mit Antikorpern gegen DDP1 als auch mit Antikdrpern gegen Tim13
prazipitiert (Abb.8A). Tim13 konnte ebenfalls mit Antikérpern gegen Tim13 wie auch mit
Antikérpern gegen DDP1 gefillt werden. Weder DDP1 noch Tim13 waren im Uberstand nach
der Féllung nachweisbar (Abb.8B). Offensichtlich werden sowohl DDPI1 als auch Timl3
durch Antikorper gegen das jeweils andere Protein quantitativ gefdllt. Dies legt nahe, dass
sich beide Komponenten in physikalischer Wechselwirkung befinden. Die gegenseitige
quantitative Féllung aus solubilisierten Mitochondrien deutet darauf hin, dass beide Proteine
in ihrer Gesamtheit miteinander interagieren. Dariliber hinaus scheinen beide Proteine in
ungefdhr gleichen Mengen in Mitochondrien vorhanden zu sein.

Um zu untersuchen, ob DDP1 und Tim13 im Intermembranraum mit weiteren Mitgliedern der
menschlichen kleinen Tim-Familie, Tim9, Tim10a oder Tim10b interagieren, wurden nach
der Fallung mit Antikorpern gegen DDP1 bzw. Tim13 sowohl die Prézipitate, als auch die
Uberstinde immunologisch mit Antikérpern gegen Tim9, Tim10a und Tim10b analysiert.
Tim9, Tim10a und Tim10b waren nach der Immunfallung mit Antikérpern gegen DDP1 und
Tim13 ausschlieBlich im Uberstand nachweisbar (Abb.8B). Dariiber hinaus konnten weder
DDPI noch Timl3 nach Fillung mit Antikérpern gegen Tim9, Tim10a und Tim10b im
Prizipitat nachgewiesen werden. Beide Proteine verblieben im Uberstand (ohne Abbildung).
Offensichtlich interagieren weder DDP1 noch Tim13 mit einem der anderen kleinen Tim-

Proteine des Intermembranraumes.
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Abb.8

(A) Koimmunprizipitation von DDP1 und Tim13 aus Hela-Mitochondrien

500 pg Mitochondrien aus HeLa-Zellen wurden fiir 30 min auf Eis solubilisiert (0.5% Digitonin).
Nach Zentrifugation wurde der Uberstand mit an Protein-A-Sepharose gekoppelten Antikdrpern
gegen DDP1 bzw. Timl13 inkubiert. Die prézipitierten Proteine wurden eluiert und durch SDS-
PAGE mit anschlieBender Immundekoration mit Antikérpern gegen DDP1 und Tim13 untersucht.
(B) Analyse von nicht-prizipitierten Proteinen

Proteine im Uberstand nach der Immunféllung mit DDP1- bzw. Tim13-Antikorpern wurden TCA
gefillt und die Proben durch SDS-PAGE und anschlieBender Immundekoration mit Antikorpern
gegen DDP1, Tim13, Tim9, Tim10a und Tim10b untersucht.

Die Zusammensetzung der Komplexe wurde zusétzlich in den Fraktionen der Superose 12-
Sdule, in denen DDP1 und Timl3 koeluierten, untersucht (siche Abb.6). Bei direkter
Prézipitation von DDP1 und Tim13 aus der 70 kDa-Fraktion wurden in etwa gleiche Mengen
des jeweiligen Partnerproteins detektiert (Abb.9). Eine geringfiigig reduzierte Menge an
nachgewiesenem Timl3-Protein nach Féllung mit Antikérpern gegen DDPI st
moglicherweise auf die Dissoziation des Komplexes wihrend der einzelnen Waschschritte
zuriickzufiihren. Die Immunoblotanalyse des Uberstandes nach der Koimmunfillung ergab in
keinem Fall ein DDP1- oder Tim13- spezifisches Signal (ohne Abbildung).

Die vollstindige wechselseitige Fillbarkeit unterstiitzt die Modellvorstellung, dass DDP1 und
Timl3 in einem hetero-oligomeren Komplex im mitochondrialen Intermembranraum

organisiert sind.
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Koimmunprizipitation von DDP1
und Timl13 aus Elutionsfraktionen
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Zusammenfassend zeigen die Analysen der nativen Molekulargewichte und die Ergebnisse
der Koimmunprizipitationen, dass DDP1 und Timl3 in menschlichen Mitochondrien
spezifisch zu einem hetero-oligomeren Komplex mit einer nativen molekularen Masse von ca.
70 kDa assemblieren. Offensichtlich sind an diesem Komplex keine der anderen kleinen
menschlichen Tim-Proteine beteiligt. Sowohl die vollstindige gegenseitige Prazipitation aus
solubilisierten Mitochondrien, als auch die Féllung gleicher Proteinmengen aus der 70 kDa
Elutionsfraktion deuten auf eine 1:1 Stochiometrie von DDP1 und Tim13 in Mitochondrien
hin. Die native Komplexgro3e von 70 kDa, die quantitative Prézipitation und der Nachweis
dquimolarer Proteinmengen lassen vermuten, dass DDP1 und Tim13 unter Beteiligung in
etwa gleicher Mengen in einem hetero-hexameren Komplex organisiert sind. Es ldsst sich
daher tiber ein Komplex-Modell, bestehend aus drei Molekiilen DDP1 und drei Molekiilen
Tim13 spekulieren (DDP15/Tim133).

3.3.3. DDP1 und Tim13 besitzen unterschiedliche Resistenzen gegen proteolytischen
Abbau

Nach der Aufklirung der Zusammensetzung des menschlichen DDP1/Tim13-Komplexes
sollte die rdumliche Anordnung der beteiligten Komponenten innerhalb des Komplexes
analysiert werden. Die proteolytische Sensitivitit konnte dabei einen Hinweis geben, ob eine
der beteiligten Komponenten durch seine Position innerhalb des DDP1/Tim13-Komplexes
entweder vor Degradation geschiitzt oder bevorzugt degradiert wird.

Dazu wurde der DDP1/Tim13-Komplex aus dem Intermembranraum freigesetzt und die
Degradation der Einzelkomponenten DDP1 und Tim13 bei Inkubation mit zunehmenden

Konzentrationen an Trypsin untersucht. Dabei muss erwéhnt werden, dass beide Proteine eine
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gleiche Anzahl an Trypsinschnittstellen besitzen, die sich an konservierten Positionen

befinden.

0 0.1 1 10 50 100 Mg Trypsin

L T K e - DDP1

& s . . - Tim13

Abb.10 Trypsinbehandlung des DDP1/Tim13-Komplex in Mitochondrien aus Miuseleber
300 ug Mitochondrien (isoliert aus Méauseleber) wurden fiir 30 min auf Eis lysiert. Nach einer
Zentrifugation, wurde der Uberstand entweder unbehandelt gelassen oder mit 0.1, 1, 10, 50 oder
100 ug Trypsin fiir 10 min auf Eis inkubiert. Die Proben wurden mit TCA versetzt, gefallt und
durch SDS-PAGE mit anschliefender Immundekoration mit Antikdrpern gegen DDP1 und Tim13
untersucht.

DDP1 und Timl13 zeigten eine unterschiedliche Sensitivitit gegeniiber der Behandlung mit
Trypsin (Abb.10). Wahrend DDP1 bis zu Konzentrationen von 100 ug Trypsin nachgewiesen
werden konnte, war Tim13 bereits ab einer Konzentration von 50 pg Trypsin nicht mehr
detektierbar. Die unterschiedliche Sensitivitit gegeniiber Trypsin deutet darauf hin, dass
DDP1 durch seine Position innerhalb des DDP1/Tim13-Komplexes moglicherweise besser

vor proteolytischem Abbau geschiitzt ist.

3.4. Rekonstitution des menschlichen DDP1/Tim13-Komplexes in Hefe

In einem genetischen Ansatz wurde untersucht, ob DDP1 und Tim13 analoge Funktionen wie
die Hefeproteine yTim8 und yTim13 besitzen bzw. es sich moglicherweise um funktionelle
Orthologe der Hefekomponenten handelt. Dazu sollte der menschliche DDPI1/Tim13-
Komplex in der Hefe S.cerevisiae rekonstituiert und seine Funktion durch
Komplementationsanalysen untersucht werden.

Grundlage bildete ein haploider Hefestamm, dessen Allele fiir 7/M8 und TIM13 disruptiert
wurden. Die resultierende Hefemutante wurde als Atim8/Atim13-Doppeldisruptante (A8/A13-
Stamm) bezeichnet (Paschen, Diplomarbeit). In S.cerevisiae fiihrt der Verlust eines
funktionellen yTim8/yTiml13-Komplex zu einem spezifischen Wachstumsphénotyp. Auf
fermentierbarem Medium mit Glukose als Kohlenstoffquelle zeigt die Atim8/Atiml3-
Doppeldisruptante im Vergleich zum isogenen Wildtypstamm einen kéltesensitiven Phanotyp
in Form von stark reduziertem Wachstum bei 15°C wiéhrend bei Temperaturen von 25°C,
30°C oder 37°C das Wachstum von Zellen des A8/A13-Stammes nicht beeintrichtigt ist
(Paschen et al., 2000).
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3.4.1. DDP1 und Tim13 assemblieren in Mitochondrien der Hefe zu einem hetero-

hexameren Komplex

Zunichst sollte geklart werden, ob die humanen Komponenten DDP1 und Tim13 stabil in
S.cerevisiae exprimiert werden und im Intermembranraum der Hefe zu einem hetero-
oligomeren Komplex assemblieren. In einem zweiten Schritt sollte untersucht werden, ob

DDP1 und Tim13 in der Lage sind den Wachstumsphanotyp zu komplementieren.

Zur Expression von DDPl und Timl3 in Zellen des A8/Al13-Stammes wurden die
entsprechenden Gene in Hefe-Expressionsvektoren kloniert und einzeln und gemeinsam
exprimiert. Zum Nachweis der mitochondrialen Lokalisation und Komplexgrofen der
heterolog exprimierten Komponenten, wurden Mitochondrien des transgenen Hefestammes
(A8/A13+DDP1/Tim13) isoliert und mittels Immunoblot-Analyse, Koimmunprézipitation und

Gelfiltration untersucht.
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(A) Nachweis von DDP1 und Timl13 im Intermembranraum von Mitochondrien der
kotransformierten Atim8/Atim13 Doppeldisruptante (A8/A13+DDP1/Tim13)

Isolierte Mitochondrien (50 pl, 1 pg Protein/ul) wurden 10-fach mit Schwellpuffer (20 mM
HEPES pH 7.5) verdiinnt und 30 min auf Eis inkubiert. Im Anschluss wurden die Ansétze
zentrifugiert und der Uberstand TCA prizipitiert. 50 pg Mitochondrien, das Pellet der
Zentrifugation sowie das TCA-Prizipitat wurden durch SDS-PAGE und Immundekoration mit
Antikorpern gegen DDP1 und Timl13 untersucht. Als Kontrolle wurde das Tim23-Protein mit
Antikdrpern nachgewiesen.

(B) Koimmunprizipitation von DDP1 und Timl13 aus Mitochondrien des A8/A13+
DDP1/Tim13-Stammes

500 pg Mitochondrien des A8/A13+DDP1/Timl13-Stammes wurden fiir 30 min auf Eis
solubilisiert. Nach einer Zentrifugation wurde der Uberstand mit an Protein-A-Sepharose (PAS)
gekoppelten Antikdrpern gegen DDP1 und Tim13 inkubiert. Die prézipitierten Proteine wurden
eluiert und durch SDS-PAGE mit anschlieBender Immundekoration mit Antikérpern gegen
DDP1 und Tim13 untersucht.
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Zur submitochondrialen Lokalisation wurde die mitochondriale Auflenmembran durch
osmotisches Schwellen in hypotonem Puffer selektiv gedffnet und die freigesetzten Proteine
durch Zentrifugation in den Uberstand iiberfiihrt. Gleiche Mengen an mitochondrialem
Protein, 10slichem Proteiniiberstand und der Pelletfraktion wurden mittels SDS-PAGE und
Immundekoration mit Antikorpern gegen DDP1 und Tim13 analysiert.

DDP1 und Tim13 konnten ausschlieBlich in Mitochondrien, im ldslichen Uberstand nach
Schwellen, nicht jedoch in der Pelletfraktion detektiert werden. Das integrale
Innenmembranprotein Tim23 verblieb unter diesen Bedingungen im Pellet (Abb.11A). Die
Immundekoration der Koimmunprizipitation aus dem ldslichen Proteiniiberstand zeigte, dass

beide Proteine mit Antikorpern gegen DDP1 und Tim13 gefillt wurden (Abb.11B).

Zur Bestimmung der nativen molekularen Masse des DDP1/Tim13-Komplexes in der Hefe
wurde der 16sliche Proteiniiberstand nach osmotischem Schwellen unter Zugabe von 0.5%
Triton X-100 {iber eine Superdex 75-Sédule aufgetrennt. DDP1 und Tim13 koeluierten in

Fraktionen, die einer molekularen Masse von ca. 70 - 80 kDa entsprachen (Abb.12).
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2 analysiert.

8 9 10 11 12 13 14

Elutionsvolumen (ml)

Die Ergebnisse zeigen, dass auch im heterologen Expressionssystem der Hefe DDP1 und
Tim13, wie es bereits im System der Sdugermitochondrien gezeigt wurde, im mitochondrialen
Intermembranraum der Hefe lokalisieren, dort miteinander interagieren und zu einem hetero-

oligomeren Komplex von ca. 70 kDa assemblieren.
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3.4.2. DDP1 und Tim13 sind Orthologe der Hefeproteine yTim8 und yTim13

Nach dem Nachweis der korrekten Lokalisation und Assemblierung von DDP1 und Tim13 im
Intermembranraum sollte in der A8/Al13-Deletionsmutante untersucht werden, ob der
menschliche DDP1/Tim13-Komplex in der Lage ist den kiltesensitiven Wachstumsphanotyp
zu komplementieren und damit die Funktion des yTim8/yTim13-Komplexes zu ibernechmen.

Dazu wurden gleiche Zellzahlen des A8/A13-, des transgenen A8/A13+DDP1/Tim13- und des
isogenen Wildtyp-Stammes in Verdiinnungsreihen auf Mediumplatten, die Glukose als
fermentierbaren Kohlenstoff enthielten, ausgebracht. Die Platten wurden bei Temperaturen

30°C und 15°C iiber mehrere Tage inkubiert.

YPD YPD
30°C 15°C
WT
A8/A13
A8/A13
DDP1/Tim13

Abb.13: Der menschliche DDP1/Tim13-Komplex ist in der Lage den Kkiltesensitiven
Wachstumsphiinotyp einer Atim8/Atim13 Doppeldisruptante zu komplementieren.

Die DDP1 und Timl3 koexprimierende Atim8/Atiml3-Doppeldisruptante, die Atim8/Atiml3-
Doppeldisruptante und der isogene Wildtypstamm MB2 wurden bei 30°C in YPD-Medium
vorinkubiert. Von den Kulturen (ODsog,,= 1) wurde eine Verdiinnungsreihe in Wasser hergestellt
und jeweils 2 pl von jeder Verdiinnung auf YPD-Platten aufgetragen. Die Platten bei 30°C,
respektive 15°C inkubiert.

Bei 30°C zeigten alle drei Hefestimme ein vergleichbares Wachstum. Bei 15°C war eine
deutliche Reduzierung der Teilungsraten der A8/A13-Hefezellen gegeniiber Wildtyp-Zellen zu
beobachten (kiltesensitiver Phinotyp) (Abb.13). A8/A13-Hefezellen, die DDP1 und Tim13
enthielten, erreichten dagegen ein mit Wildtypzellen vergleichbares Wachstum bei 15°C.
DDP1 und Tim13 sind somit in der Lage, den kéltesensitiven Phinotyp des A8/A13-Stammes
zu komplementieren. Unter den untersuchten Bedingungen iibernimmt der menschliche
DDP1/Tim13-Komplex  offensichtlich  zumindest teilweise die  Funktion der
Hefekomponenten yTim8 und yTiml3. Bei DDP1 und Timl3 handelt es sich daher
vermutlich um Orthologe der Hefeproteine yTim8 und yTim13.
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3.5. Molekulare Funktion des humanen DDP1/Tim13-Komplex

Die moglichen Funktionen des yTim8/yTim13-Komplexes der Hefe sind bisher nur teilweise
bekannt. Es wird vermutet, dass der yTim8/yTiml3-Komplex entlang des TIM22-
Importweges agiert (Adam et al., 1999; Koehler et al., 1998a; Sirrenberg et al., 1998). Neuere
Untersuchungen belegen dariiber hinaus die Unterstlitzung des mitochondrialen Imports von
Tim23 in die Innenmembran durch den yTim8/yTiml3-Komplex. Allerdings scheint der
Import des Tim23-Vorstufenproteins nur unter bestimmten energetischen Vorraussetzungen,
einem verminderten Membranpotential (-Ay), auf die Unterstiitzung durch den
yTim8/yTim13-Komplex angewiesen zu sein (Paschen et al., 2000).

Es stellt sich die Frage, ob auch der humane DDP1/Tim13-Komplex den Import von Tim23-
Vorstufenproteinen in Mitochondrien unterstiitzt, und wenn ja unter welchen besonderen
energetischen Bedingungen er von Noten ist. Diese Frage sollte durch vergleichende in vitro
Importstudien in Mitochondrien des Wildtyp-, des AS8/A13- und des transgenen
A8/A13+DDP1/Tim13-Hefestammes untersucht werden.

3.5.1. Der menschliche DDP1/Tim13-Komplex komplementiert den Importdefekt der

Atim8/Atim 13-Deletionsmutante

Fir den Fall, dass der menschliche DDPI1/Timl13-Komplex eine dhnliche molekulare
Funktion wie der yTim8/yTiml3-Komplex besitzt, sollte der Importdefekt des A8/A13-
Stammes durch die Koexpression von DDP1 und Tim13 komplementierbar sein. Um dies zu
untersuchen wurde das radioaktiv markierte Tim23-Vorstufenprotein der Hefe (yTim23) in
An- und Abwesenheit eines Membranpotentials (+Ay / -Ay) in Mitochondrien des Wildtyp-,
des A8/A13- und des transgenen A8/A13+DDPI1/Tim13-Stammes importiert und die
Importeftizienz analysiert.

In Anwesenheit eines Membranpotentials (+Ay) wurde das yTim23-Vorstufenprotein in
vergleichbaren Mengen in die Wildtyp- und die A8/A13-Mitochondrien importiert (Abb.14A).
Dieses Ergebnis bestitigt bisherige Beobachtungen, wonach der in vitro Import des yTim23-
Vorstufenproteins in Mitochondrien der Hefe bei Anwesenheit eines ausreichend starken
Membranpotentials nicht auf die Unterstiitzung durch den yTim8/yTiml3-Komplex
angewiesen ist. In Abwesenheit eines Membranpotentials (-Ay) war dagegen der Import von
yTim23 in A8/A13-Mitochondrien im Vergleich zu Wildtyp-Mitochondrien um ca. 50%
reduziert (Abb.14B). Dies verdeutlicht die bereits beschriebene Abhdngigkeit der

Importeffizienz des yTim23-Molekiils von der Anwesenheit eines Membranpotentials. In
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Abwesenheit des Membranpotentials verlduft die Insertion des Tim23-Proteins in die
Innenmembran, vermittelt durch ein Ay-abhingiges Importsignal im C-Terminus des Proteins
(Kaldi et al., 1998), nur ineffizient und es kommt zur Akkumulation des Vorlduferproteins im
Intermembranraum.

Die Untersuchungen zeigten, dass der menschliche Komplex offensichtlich in der Lage ist,
die Funktion des yTim8/yTiml3-Komplexes zu iibernehmen: (1) In Abwesenheit des
Membranpotentials wurde der Importdefekt des yTim23-Proteins in A8/A13-Mitochondrien
durch die Expression von DDPl und Timl3 komplementiert (Abb.14B) und (2) in
Anwesenheit von Ay konnte die Importrate von yTim23 sogar um 40% iiber das Wildtyp-
Niveau hinaus gesteigert werden (Abb.14A).

A B
+Ay =Ay

140 4 .
120 - -
100 - .
80 - .
60 - -
40 - -
20 - -

0 _

Importiertes yTim23 (a.u.)

Abb.14: In vitro Import des Tim23-Vorstufenproteins der Hefe (yTim23) in Mitochondrien des
Wildtyp-, A8/A13- und A8/A13+DDP1/Tim13-Stammes

(A) mit Membranpotential (+Avy)

180 pg Mitochondrien, isoliert aus Wildtyp-Hefe (WT), aus der Atim&/Atim13-Doppeldisruptante (A8/A13)
und der mit DDP1 und Tim13 kotransformierten Atim8/Atim13-Doppeldisruptante (A8/A13+DDP1/Tim13)
wurden zur Energetisierung vor Beginn der Importreaktion fiir 10 min bei 25°C mit 5 mM NADH inkubiert.
Im Anschluss erfolgte der Import von [*°S]-markierten Vorstufen des Tim23-Proteins. Nicht importiertes
Vorstufenprotein wurde durch Proteinase K abgebaut. Die Mitochondrien wurden sedimentiert, gewaschen
und durch SDS-PAGE und Autoradiographie analysiert. Der Import des yTim23-Vorstufenproteins in
Wildtyp-Mitochondrien wurde gleich 100% gesetzt.

(B) ohne Membranpotential (-Ay)

Versuchsablauf wie in Abb.14A. Zur Authebung des Membranpotentials wurden die Mitochondrien 5 min
vor Beginn der Importreaktion mit 1uM Carbonylcyanid-p-trifluoromethoxy-phenylhydrazon (FCCP) und
25 uM Valinomycin auf Eis inkubiert.

56



3. ERGEBNISSE

3.5.2. Unterschiedliche energetische Anforderungen des Imports von humanen Tim23-

Vorstufenproteinen

Weiterhin sollte untersucht werden, ob und unter welchen Bedingungen der Import des
humanen Tim23-Vorstufenproteins (hTim23) von der Unterstiitzung des yTim8/yTim13-
Komplexes bzw. DDP1/Tim13-Komplexes abhéngig ist.

Hierzu wurde, wie zuvor, radioaktiv markiertes hTim23-Vorstufenprotein in An- und
Abwesenheit eines Membranpotentials in die Mitochondrien der verschiedenen Hefestimme
importiert. Es zeigte sich, dass mit hTim23 als Substrat der Importdefekt des A8/A13-
Stammes schon in Anwesenheit eines Membranpotentials manifest wurde: Der Import des
hTim23-Vorstufenproteins in A8/Al13-Mitochondrien war im Vergleich zu Wildtyp-
Mitochondrien um ca. 50 - 60% reduziert (Abb.15A). Die Expression der menschlichen
Komponenten DDP1 und Tim13 konnte die Importdefizienz vollstindig komplementieren. Im
Gegensatz zum Tim23-Vorstufenprotein der Hefe bendtigt das menschliche hTim23-
Vorstufenprotein offenbar schon in Anwesenheit eines Membranpotentials die Unterstiitzung

durch einen funktionellen DDP1/Tim13-Komplex.
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Abb.15: In vitro Import des menschlichen Tim23-Vorstufenprotein (hTim23) in Mitochondrien des
Wildtyp-, A8/A13- und A8/A13+DDP1/Tim13-Stammes

(A) mit Membranpotential (+Avy)

Versuchsablauf wie Abb.14A. Zur Importreaktion wurde statt des Tim23-Vorstufenproteins der Hefe das
humane Tim23-Vorstufenprotein (hTim23) eingesetzt.

(B) ohne Membranpotential (-Ay)

Versuchsablauf wie in Abb.14B. Zur Importreaktion wurde statt des yTim23- das hTim23-Vorstufenprotein
eingesetzt.
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In Abwesenheit eines Membranpotentials waren in allen drei untersuchten
Mitochondrientypen nur noch Hintergrundsspuren an importierten hTim23-Protein
nachweisbar (Abb.15B). Die Menge des importierten Vorstufenproteins reduzierte sich
gegeniiber dem Import bei +Ay in allen Mitochondrientypen um ca. 90%. Diese
Beobachtungen zeigen, dass der Import des menschlichen hTim23-Proteins im Gegensatz
zum Tim23-Vorstufenprotein der Hefe weitaus stirker von der Energetisierung der
Mitochondrien abhéngig ist. Unter diesen Bedingungen konnte der DDP1/Tim13-Komplex

die Importeffizienz nicht mehr positiv beeinflussen.

Das integrale Innenmembranprotein Tim23 wird iiber den TIM22-Importweg in die
mitochondriale Innenmembran importiert. Uber diese Translokase inserieren eine Reihe
hydrophober Innenmembranproteine, wie z.B. der ADP/ATP-Carrier. Als Kontrolle, ob der
Import des ADP/ATP-Carriers durch die An- bzw. Abwesenheit eines funktionellen
yTim8/yTim13- bzw. DDP1/Tim13-Komplexes beeinflusst wird, wurde der ADP/ATP-
Carrier unter verschiedenen energetischen Vorraussetzungen (+Ay/-Ay) als radioaktiv
markiertes Vorstufenprotein in die Mitochondrien der verschiedenen Hefestimme importiert.
Die autoradiographische Auswertung zeigte gleiche Importraten des Vorstufenproteins des
ADP/ATP-Carriers in Mitochondrien des Wildtypstammes, des A8/A13-Stammes und des
A8/A13+DDP1/Tim13-Stammes (Abb.16). Offensichtlich beeinflusst der DDPI1/Timl3-
Komplex in keiner Weise die Importeffizienz des ADP/ATP-Carriers in Mitochondrien.

- + - + - + PK
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Abb.16:Der in vitro Import des ADP/ATP-Carriers wird nicht durch den DDP1/Tim13-Komplex
beeinflusst.

Mitochondrien aus WT-, A8/A13-, A8/A13+DDP1/Tim13-Hefezellen (jeweils 180 pg Protein) wurden
energetisiert (+Ay) oder das Membranpotential aufgehoben (-Ay). Im Anschluss erfolgte der Import von
[**S]-markierten Vorstufen des ADP/ATP-Carriers. Die Proben wurden entweder unbehandelt gelassen (-
PK) oder nicht importiertes Protein durch Zugabe von Proteinase K abgebaut (+PK). Die Mitochondrien
wurden reisoliert, gewaschen und die Importeffizienz durch SDS-PAGE und Autoradiographie analysiert.
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Durch die Importuntersuchungen konnte gezeigt werden, dass der humane DDP1/Timl3-
Komplex die Rolle des yTim8/yTim13-Komplexes wéhrend des mitochondrialen Imports von
Tim23-Vorstufenproteinen tibernehmen kann. Im Gegensatz zum Tim23-Protein der Hefe
benoétigt das humane Tim23-Protein fiir den effizienten Import in Mitochondrien unter allen
energetischen Bedingungen die Anwesenheit eines yTim8/yTiml13- bzw. DDPI1/Timl3-
Komplexes. Der Import des humanen Tim23-Proteins bendtigt dariiber hinaus unter allen
Umstédnden ein ausreichend hohes Membranpotential. Die Beobachtungen zeigten, dass in
Abwesenheit von Ay das humane Tim23-Vorstufenprotein in keine der untersuchten

Mitochondrientypen mehr importiert wird.

3.5.3. In Siaugermitochondrien interagiert der menschliche DDP1/Tim13-Komplex mit

dem Translokationsintermediat des humanen Tim23-Vorstufenproteins

Die Ergebnisse der Importstudien lassen vermuten, dass der DDP1/Tim13-Komplex auch in
menschlichen Mitochondrien eine Funktion beim Import des Tim23-Vorstufenproteins
besitzt. Es sollte daher die Frage beantwortet werden, ob es im Intermembranraum von
Sédugermitochondrien tatsdchlich zu einer physikalischen Interaktion zwischen dem humanen
Tim23-Protein und dem DDP1/Tim13-Komplex kommt.

Zunichst wurde die Abhingigkeit der Importeffizienz des humanen Tim23-Vorstufenproteins
von der Anwesenheit eines Membranpotentials analysiert. Hierzu wurde das humane Tim23-
Vorstufenprotein  in  An- bzw. Abwesenheit eines Membranpotentials in isolierte
Mitochondrien aus Mauseleber importiert und die Importeffizienz durch SDS-PAGE und
Autoradiographie untersucht.

Der Import des humanen Tim23-Proteins in Sdugermitochondrien zeigte in dhnlicher Weise
wie es zuvor beim Import in Hefemitochondrien beobachtet wurde, eine starke Abhdngigkeit
von der Anwesenheit eines Membranpotentials (Abb.17A). In Mitochondrien mit fehlendem
Membranpotential konnten im Vergleich zu energetisierten Mitochondrien noch ca. 25% -
35% des hTim23-Proteins detektiert werden (Abb.17B). Im Gegensatz zum Import in
Hefemitochondrien = kommt  der  Import des  hTim23-Vorstufenproteins  in
Sdugermitochondrien nach Aufthebung des Membranpotentials nicht vollstindig zum
Erliegen. Ein Grund fiir diese Beobachtung konnte darin liegen, dass das Membranpotential
von Maus-Mitochondrien unter den untersuchten Bedingungen nicht vollstindig zerstort,

sondern nur stark abgeschwécht wurde.
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Abb.17: Das humane Tim23-Vorstufenprotein wird in Abhéngigkeit vom Membranpotential in
Sdugermitochondrien importiert.

(A) Import des humanen Tim23-Vorstufenproteins in Anwesenheit (+Ay) oder Abwesenheit (-Ay) eines
Membranpotentials in  Mitochondrien aus Maiuseleber. Nach erfolgtem Import wurden die Proben
unbehandelt gelassen (-PK) oder nicht importiertes Protein durch Zugabe von Proteinase K abgebaut (+PK).
Die Mitochondrien wurden sedimentiert, gewaschen und die Importeffizienz durch SDS-PAGE und
Autoradiographie analysiert.

(B) Darstellung der Ergebnisse von fiinf Importexperimenten mit Standardabweichung.

Um eine direkte physikalische Interaktion zwischen dem humanen Tim23-Vorstufenprotein
und dem DDP1/Timl3-Komplex nachzuweisen, wurde das hTim23-Protein zur
Akkumulation im  Intermembranraum  bei  reduziertem  Membranpotential  in
Sédugermitochondrien importiert und chemisch quervernetzt. Zur Vernetzungsreaktion wurde
der membrangéngige chemische Crosslinker m-Maleimidobenzyl-N-hydroxysuccinimid-Ester
(MBS) eingesetzt.

Die Quervernetzungsreaktion des im Intermembranraum akkumulierten hTim23 ergab zwei
spezifische Addukte mit einem Molekulargewicht von 33 bzw. 35 kDa (Abb.18A). Das
entspricht einer Quervernetzung von hTim23 mit je einem Molekiil DDP1 bzw. einem
Molekiil Tim13. In der Probe ohne Crosslinker wurden diese Banden nicht detektiert. Zudem
wurden keine Crosslink-Banden mit hoherem Molekulargewicht nachgewiesen

Zum Nachweis, ob diese hTim23-Quervernetzungsprodukte tatsdchlich Interaktionen mit
DDPI und Timl13 darstellen, wurden Immunprézipitationen mit Antikorpern gegen DDPI
bzw. Tim13 durchgefiihrt. Dazu wurde humanes Tim23-Vorstufenprotein bei reduziertem
Membranpotential in Sdugermitochondrien importiert, wechselwirkende Proteine mit MBS
kovalent quervernetzt und die reisolierten Mitochondrien solubilisiert. Aus dem ldslichen
Proteintiberstand wurde mit Antikérpern gegen DDP1 bzw. Tim13 immungefillt und die

prazipitierten Proteine durch SDS-PAGE und Autoradiographie analysiert.
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Abb.18: Interaktion von DDP1 und Tim13 mit dem humanen Tim23-Vorstufenprotein

(A) Import von hTim23 in Séugermitochondrien nach Reduktion des Membranpotentials und anschlieBende
Quervernetzungsreaktion. Mitochondrien aus Méauseleber wurden zur Reduktion des Membranpotentials fiir
5 min auf Eis mit 1 pM Valinomycin inkubiert. AnschlieBend erfolgte der Import von radioaktiv markiertem
hTim23-Vorstufenprotein. Die Mitochondrien wurden reisoliert und zur Quervernetzung der Proteine mit
100 uM MBS inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 80 mM Tris pH 8.0 gestoppt, die
Mitochondrien isoliert, gewaschen und die Proben mittels SDS-PAGE und anschlieBender Autoradiographie
analysiert. Quervernetzungsprodukte sind durch Pfeile gekennzeichnet

(B) Immunprézipitation der Quervernetzungsprodukte

Nach Import und Quervernetzungsreaktion (wie unter A beschrieben) wurden die Mitochondrien reisoliert
und solubilisiert (0.5% Digitonin). Aus dem l9slichen Proteiniiberstand wurde mit Antikdrpern gegen DDP1
und Timl13 gefillt. Als Kontrolle diente Prdimmunserum. Nach Isolierung der Antikdrper-Antigen-
Prazipitate durch Zentrifugation wurden die Proben mittels SDS-PAGE und Autoradiographie analysiert.

Sowohl mit Antikorpern gegen DDP1 als auch gegen Timl3 lieBen sich die Tim23-
Quervernetzungsprodukte fdllen, wohingegen eingesetztes Praimmunserum als Kontrolle
keines der Addukte von hTim23 prézipitierte (Abb.18B). Wie in vorangegangenen
Koimmunprézipitationen gezeigt wurde, konnten unter nativen Bedingungen mit einem
Antikorper gegen DDP1 auch Quervernetzungsprodukte von Timl13 mit hTim23 gefallt
werden und umgekehrt.

Die spezifische Immunprézipitation von Quervernetzungsprodukten unter Beteiligung von
hTim23 mit Antikoérpern gegen DDP1 bzw. Timl3 zeigt die physikalische Interaktion
zwischen dem Tim23-Translokationsintermediat und dem DDP1/Timl13-Komplex im

Intermembranraum von Sdugermitochondrien.

3.6. DDP1 und Tim13 sind Zink-bindende Proteine

Homologe der kleinen Tim-Proteine existieren offensichtlich in allen eukaryontischen
Organismen. Analysen von iiber 50 verschiedenen Sequenzen zeigen, dass alle bisher
bekannten Mitglieder der Familie der kleinen Tim-Proteine eine evolutiondr

hochkonservierte, charakteristische Konsensus-Signatur: -Cys-X3-Cys-Xj4.17-Cys-X;3-Cys-
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(das Cyss-Motiv) (Bauer et al., 1999b) besitzen. Es wurde vermutet, dass dieses Motiv ein
potenzielles Metallbindungszentrum darstellt, wobei durch die Sulthydrylgruppen der
Cysteinreste zweiwertige Metall-Ionen wie z.B. Zn* -Tonen komplexiert werden und sich
dadurch eine Zinkfinger-dhnliche Struktur ausbilden kann. Fiir die yTim10- und yTim12-
Proteine aus S.cerevisiae konnte schon frither gezeigt werden, dass sie in der Lage sind, Zn*'-
Ionen zu binden (Sirrenberg et al., 1998).

Um die Frage zu beantworten, ob es sich bei dem Cyss-Motiv des menschlichen DDP1-
Proteins bzw. des Tim13-Proteins ebenfalls um eine Zinkbindungsstruktur handelt, sollte die
Metallbindungskapazitit beider Proteine bestimmt werden. Dazu wurden DDP1 und Tim13
als Fusionsproteine mit dem Maltosebindungssprotein (MBP) rekombinant in E.coli
exprimiert. Wahrend der Anzucht wurde dem Medium Zink-Acetat (ZnAc,) zugegeben. Als
Kontrolle diente ein Fusionsprotein aus MBP und der o-Untereinheit der B-Galaktosidase
(MBP-Laca), das unter gleichen Bedingungen in E.coli exprimiert wurde. Die rekombinanten
MBP-Fusionsproteine wurden in Anwesenheit von 1 mM ZnAc, im Lysepuffer an
Amylosesdulen gebunden. Zur Entfernung nicht gebundener Zn**-Ionen wurde das an die
Sédule gebundene Protein mit zinkfreiem Waschpuffer gewaschen und die MBP-
Fusionsproteine anschlieBend mit Maltose eluiert. Die Proteinkonzentration der eluierten

Proteine wurde auf 300 pg/ml eingestellt (Abb.19).

& N 'S‘, Abb.19: Expression und Reinigung
(4] QQ . & der Fusions-proteine MBP-DDPI1,
SO \ MBP-Tim13 und MBP-Laco.
L4 4

Q Q' Zur Reinigung rekombinant expri-
é@ § mierter Proteine wurden lysierte E.coli-
Zellen auf eine Amylosesdule aufg-
tragen. Die Elution von gebundenen
Protein erfolgte nach Waschen der
Saule mit 10 mM Maltose. Nachfolgend
- o wurde der Proteingehalt der Fraktionen
L% pui] bestimmt. Je 5 pg rekombinantes
Protein wurden durch SDS-PAGE und
Anfirben mit Coomassie Brilliant Blue
analysiert.

Die Bestimmung des Zn’'-Gehalts der rekombinanten Proteine erfolgte durch induktiv
gekoppelte atomare Emissionsspektroskopie (ICP). Die Emission wurde bei den fiir Zink

spezifischen Wellenldngen von 206.200 nm und 213.857 nm bestimmt. Die Kalkulation des
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Zinkgehaltes der jeweiligen Proteine basierte dabei auf den bei 213.857 nm gemessenen

Signalen.
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Abb.20: DDP1 und Tim13 sind Zink-bindende Proteine

(A) MBP-DDP1 und MBP-Tim13 binden Zn**-Ionen in dquimolarer Menge

Die Ergebnisse der ICP-Analyse. Darstellung der Zinkbindungskapazititen von MBP-DDP1
und MBP-Tim13 als Balkengrafik.

(B) Die Zinkbindung von MBP-DDP1 wird durch die Sulthydrylgruppen der Cysteinreste
vermittelt.

In E.coli exprimiertes MBP-DDP1 wurde entweder mit 40 mM N-Ethylmaleimid (NEM)
inkubiert oder direkt zur Affinitdtsreinigung an eine Amlysosesdule gebunden. Nach
entsprechenden Waschschritten wurde das Protein eluiert und im Anschluss zur
Zinkbestimmung eingesetzt.

(C) Induktiv gekoppelte atomare Emissionsspektroskopie (ICP)-Analysen

Zu sehen sind die Signalintensititen bei der zinkspezifischen Wellenldnge von 213.857 nm.

Fiir die Fusionsproteine MBP-DDP1 und MBP-Timl13 ergaben die Messungen einen
Zinkgehalt entsprechend einer Stochiometrie von ca. 1:1; d.h. ein Molekiil MBP-DDP1 bzw.
MBP-Tim13 bindet jeweils ein Zn**-Ton (Abb.20A). Der MBP-Anteil der Fusionsproteine ist
nicht an der Zinkbindung beteiligt, da das Kontrollprotein MBP-Laco nur Hintergrundsspuren

an Zink enthielt.
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Um die Beteiligung der Sulfhydrylgruppen der Cysteinreste an der Zinkbindung zu
untersuchen, wurde in einem weiteren Ansatz MBP-DDP1 nach der Bindung an eine
Amylosesdule mit N-Ethylmaleimid (NEM) inkubiert. NEM ethyliert spezifisch
Sulfhydrylgruppen von Cysteinseitenketten. Die Emissionsanalysen zeigen, dass mit NEM
vorbehandeltes MBP-DDP1 im Unterschied zu unbehandeltem MBP-DDP1 keine
signifikanten Mengen an Zn*"-Ionen mehr binden kann (Abb. 20B und C).

Die Bestimmung der Zinkbindungskapazitit zeigte, dass es sich bei MBP-DDP1 und MBP-
Tim13 um Zink-bindende Proteine handelt. Je ein Molekiil Protein bindet ein Zn*-Ion. Die
Metallbindungskapazitit liegt innerhalb der Fusionsproteine ausschlieBlich beim Tim-
Proteinanteil, da das MBP-Laco. Fusionsprotein nicht in der Lage ist, Zn*"-Ionen zu
komplexieren. Die Sulthydrylgruppen der evolutiondr konservierten Cysteinreste sind
offensichtlich an der Metallbindung von DDP1 und Tim13 beteiligt, da die Ethylierung der
Sulfhydrylgruppen den Einbau von Zink in das Protein inhibiert.

3.7. Strukturelle und funktionelle Konsequenzen einer Krankheits-
assoziierten missense Mutation im Cyss-Motiv

Die Mehrzahl der untersuchten MTS-Patienten zeigen loss-of-function Mutationen im DDP]-
Gen, die vermutlich zu einem vollstindigen Verlust des DDP1-Proteins fithren (sieche auch
Tabelle 1). In nur in einem einzig bisher beschriebenen Fall ist das klinische Bild des Mohr-
Tranebjaerg-Syndroms auf eine missense Mutation zurlickfithren. Der beschriebene
Nukleotidaustausch von Cytosin gegen Thymidin (C — T) an Position 233 der DDP1-cDNA
fiihrt zu einem Aminosdureaustausch von Cystein gegen Tryptophan (Cys — Trp) im
konservierten Cyss-Motiv (Cys — Trp an Position 66, im Folgenden C66W genannt)
(Tranebjaerg et al., 2000). Im Rahmen dieser Arbeit sollten die funktionellen und
strukturellen Konsequenzen dieser missense Mutation im DDPI-Gen auf die Struktur und

Funktion des DDP1-Proteins hin untersucht werden.

3.7.1. Der Cystein — Tryptophan Austausch im Cyss-Motiv des DDP1-Proteins

verhindert die Komplexierung von Zink-Ionen

Durch den Aminoséureaustausch Cys—Trp an Position 66 des DDP1-Proteins wird das allen
kleinen Tim-Proteinen gemeinsame Cyss-Motiv verdndert. Es stellt sich daher die Frage, ob

durch den Aminosiureaustausch die Metallbindung inhibiert wird oder ob das DDP1°°V-
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Protein iiber die Sulfhydrylgruppen der verbleibenden drei Cysteinreste in der Lage ist, Zn”'-
Ionen zu komplexieren.
Zur Untersuchung der Metallbindungskapazitit wurde das DDPI1“*“-Protein als

Fusionsprotein zusammen mit dem Maltosebindungsprotein (MBP-DDP1<**%

) in E.coli unter
Zugabe von Zinkacetat (ZnAc;) zum Medium rekombinant exprimiert. Als Positivkontrolle
dienten das MBP-DDP1 Fusionsprotein und als Negativkontrolle das Fusionsprotein aus MBP
zusammen mit der oa-Untereinheit der B-Galaktosidase (MBP-Laca). Die MBP-
Fusionsproteine wurden gereinigt und unspezifisch gebundene Zink-Ionen durch wiederholtes

Waschen entfernt. Der Zn>*-Gehalt der rekombinanten Fusionsproteine wurde wie dargestellt

(siche Punkt 3.6.) durch induktiv gekoppelte atomare Emissionsspektroskopie (ICP) ermittelt.

A B
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Abb.21: Das DDP1“**“-Protein ist nicht in der Lage Zn*"-Ionen zu komplexieren

DDP1 und DDP1*¥ wurden in E.coli als MBP-Fusionsproteine in Anwesenheit von 1 mM ZnAc,
rekombinant exprimiert und {iber eine Maltose-Saule aufgereinigt.

(A) Analyse der Zinkbindung durch ICP (induktiv gekoppelte atomare Emissionsspektroskopie)
Dargestellt sind die Signalintensititen bei der fiir zinkspezifischen Wellenldnge von 213.857 nm.

(B) Quantitative Analysen der induktiv gekoppelte atomare Emissionsspektroskopie (ICP).

Bezogen auf die Menge gereinigten Proteins bindet das gereinigte MBP-DDP1 Protein 1 Mol
Zn”" pro Mol Fusionsprotein. Im Gegensatz dazu konnte im Fusionsprotein MBP-DDP1%*"
keine signifikanten Mengen an Zinkionen nachgewiesen werden (Abb.21A und 21B). In

seinen zinkbindenden Eigenschaften verhilt es sich wie das als Negativkontrolle eingesetzte
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MBP-Laca. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass der Austausch eines Cysteinrestes im

Cyss-Motiv des DDP1-Proteins zum Verlust der Metallbindungskapazitdt fiihrt.

3.7.2. Das DDP1“*“_Protein komplementiert nicht die Funktion des yTim8-Proteins

Die zuvor gezeigte Komplementation des kéltesensitiven Phénotyps des A8/A13-
Deletionsmutante durch den menschlichen DDP1/Tim13-Komplex (siche Punkt 3.4.2.)
ermdglichte es, die Auswirkung pathogener Mutationen des DDPI-Gens auf die Funktion des
DDP1-Proteins durch Komplementationsstudien zu untersuchen. Hierfiir wurde das
DDPI1"_Gen in einen Hefe-Expressionsvektor kloniert und zusammen mit dem 7im/3-Gen
in A8/A13-Hefezellen transformiert.

Zur Untersuchung des Phinotyps wurden Zellen des A8/A13-, A8/A13+DDP1°*V/Tim13-,
A8/A13+DDP1/Tim13- und der isogene Wildtypstamm in Verdiinnungsreihen auf
Mediumplatten mit Glukose als fermentierbare Kohlenstoffquelle ausgebracht. Die Platten

wurden bei 30°C bzw. 15°C {iber mehrere Tage inkubiert.

YPD YPD
30°C 15°C

WT
A8/A13

A8IA13+
DDP1°*/Tim13

A8/A13+
DDP1/Tim13

Abb.22: DDP1°%W iibernimmt nicht die Funktion von yTim8

Die Atim8/Atiml3 Doppeldistuptante, die DDP1°®Y und Timl3 koexprimierende Atim8/Atiml3
Doppeldisruptante, die DDP1 und Tim13 koexprimierende Atim8/Atim13 Doppeldisruptante und der isogene
Wildtypstamm MB2 wurden bei 30°C in YPD-Medium vorinkubiert. Von den Kulturen (ODseg =1) wurde eine
Verdiinnungsreihe hergestellt und jeweils 2 pl von jeder Verdiinnung auf YPD-Platten aufgetragen. Die Platten
wurden bei 30°C bzw. bei 15°C inkubiert.

Bei einer Temperatur von 30°C zeigten alle Stimme vergleichbares Wachstum (Abb.22). Bei
15°C war die Teilungsrate der Zellen des A8/A13+DDP1“®V/Tim13- und des A8/A13-
Stammes gegeniiber dem Wildtypstamm deutlich reduziert (kéltesensitiver Phanotyp).
A8/A13+DDP1/Tim13-Zellen zeigten hingegen wie erwartet, ein mit Wildtyp-Zellen
vergleichbares Wachstum. Der kéltesensitive Phanotyp des A8/A13-Stammes konnte durch

C66W
1

die Koexpression von DDP und Timl13 nicht komplementiert werden. Es ist daher
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anzunehmen, dass der Austausch eines Cysteins gegen ein Tryptophan im Cyss-Motiv einen

Funktionsverlust des DDP1-Proteins bedingt.

3.7.3. Der transgene A8/A13+DDP1“**V/Tim13-Hefestamm besitzt einen Importdefekt

In vorangegangenen mitochondrialen Importuntersuchungen konnte gezeigt werden, dass der
humane DDP1/Tim13-Komplex den Import von Tim23-Vorstufenproteinen in Mitochondrien
der Hefe unterstiitzt. Es stellte sich daher die Frage, ob durch die C66W-Mutation im DDP1-
Protein die Importeffizienz von Tim23 in Mitochondrien beeinflusst wird. Durch
Importstudien sollten die Importeffizienz des humanen Tim23-Vorstufenproteins in
Mitochondrien von A8/Al13-Hefezellen, die das mutierte DDP1°°V zusammen mit dem
menschlichen Timl13-Protein exprimieren und A8/A13+DDP1/Timl3-Hefemitochondrien
untersucht werden. Dazu wurden radioaktiv markierte Vorstufen des humanen Tim23-
Proteins in die verschiedenen Mitochondrien importiert und die Importrate nach SDS-PAGE

und Autoradiographie bestimmt.

A - + - + PK
E.—_— — - hTim23 Co6wW . L
rre—— Abb.23: Das DDP1 -Protein unterstiitzt nicht
A8IA13+ A8/A13+ den Import des humanen Tim23-Vorstufen-
- CO6W s proteins in Mitochondrien der Hefe
DDP1/Tim13 DDP1™/Tim13 (A) Das humane Tim23-Vorstufenprotein (hTim23)
B —_ wurde in isolierte, energetisierte = Mitochondrien
3 (A8/A13+DDP1/Tim13- und A8/A13+ DDP1*V/Tim13)
& 120 importiert. Die Proben wurden entweder unbehandelt
& 1001 gelassen (-PK) oder nicht importiertes Protein durch
E 80 - Inkubation mit Proteinase K (+PK) abgebaut. Die
£ god Mitochondrien wurden reisoliert, gewaschen und durch
a3 SDS-PAGE und Autoradiographie analysiert.
t 407 (B) Verhiltnis der Importeffizienz von hTim23-
T 204 Protein in die entsprechenden Mitochondrien
S ol dargestellt als Balkengrafik. Import in AS8/Al3
E YR DDP1/Tim13-Mitochondrien=100
NS S8
DA
v QQ §> s
S
Q

Die Importeffizienz des menschlichen Tim23-Vorstufenproteins in Mitochondrien, die das
mutierte  DDP1“°®V_Protein enthalten, war im Vergleich zu DDP1 exprimierenden
Mitochondrien um ca. 75% reduziert (Abb.23). Die mutierte DDP1-Variante ist offensichtlich
nicht in der Lage die Funktion von yTim8 zu ersetzen und den Import des humanen Tim23-

Proteins in Mitochondrien zu unterstiitzen.
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3.7.4. Untersuchungen zur Biogenese und Stabilitiit des DDP1°*“-Proteins in

Mitochondrien

Die funktionellen Untersuchungen im Hefesystem zur C66W-Mutation haben gezeigt, dass
bei Koexpression von Tim13 mit dem mutierten DDP1 weder der kiltesensitiven Phidnotyp
noch der Importdefekt der Atim8/Atim13-Doppeldisruptante komplementiert werden. Wie es
zum Funktionsverlust des Komplexes kommt ist jedoch noch ungeklért. Insbesondere ist nicht
klar, ob die Mutation zur verringerten Stabilitdt von DDP1 fiihrt oder ob es zu einem Fehlen
der Bildung funktioneller Komplexe kommt. Es sollte daher der Einfluss der C66W-Mutation
auf die Transkription, die Biogenese, die Stabilitit und die Komplexbildung des DDPI-

Proteins untersucht werden.

3.7.4.1. DDP1°**V wird in reduzierten Mengen in A8/A13-Mitochondrien exprimiert

Moglicherweise beeintrachtigt der eingefiihrte Basenaustausch die Transkription des
DDP1“°V_Gens bzw. die Stabilitit des DDP1“°°V Transkriptes. Um diese Moglichkeit zu
untersuchen wurde aus transformierten Hefezellen Gesamt-RNA prépariert, und die
spezifischen DDPI-Transkripte mittels RT-PCR untersucht. Die eingebrachte mutierte
DDP1“*V_Sequenz war wie die Wildtyp-DDP1-Sequenz nach der Amplifikation nachweisbar
(Abb.24A). Die Mutation scheint somit keinen negativen Einfluss auf die Transkription des

menschlichen DDP-Gens in der Hefe zu besitzen.

Um die Auswirkungen der Mutation auf Proteinebene zu untersuchen, wurde aus
A8/A13+DDP1°°V/Tim13- und A8/A13+DDP1/Tim13-Hefezellen Mitochondrien isoliert und
mit Antikdrpern gegen DDP1 und Tim13 untersucht (Abb.24B). Im Vergleich zum Wildtyp-
DDP1 war die nachweisbare Proteinmenge an DDP1“°°Y um ca. 70% verringert. Auch die

Menge des Partnerproteins Tim13 war bei Koexpression mit DDP1%W

im Vergleich zur
Koexpression mit DDP1 deutlich reduziert.
Der Austausch von Cystein nach Tryptophan im mutierten DDP1-Protein fiihrt offensichtlich

C66W -
1 im Intermembranraum.

zu einer signifikant reduzierten "steady state” Menge von DDP
Es galt zu kldren, ob die reduzierte Proteinmenge auf 1) einen ineffizienten Import in
Mitochondrien, 2) eine Fehlsortierung oder 3) eine Instabilitdt des importierten Proteins

zuriickzufiihren ist.
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AR s - Tim13
@R wwy - DDP1

Abb 24 DDP1°*Y wird in Hefemitochondrien exprimiert.

(A) Detektion von DDP1“**V- und DDP1-spezifischen Transkripten durch reverse Transkription
(RT-PCR)

Aus A8/A13-, A8/A13+DDP1/Tim13- und A8/A13+DDP1°*V/Tim13-Hefezellen wurde Gesamt-
mRNA extrahiert und durch reverse Transkription in cDNA umgeschrieben. Die cDNA diente als
Vorlage fiir eine PCR-Reaktion mit DDP1-spezifischen Primern. Als Kontrolle wurde cDNA aus
Zellen des A8/A13-Stammes als Vorlage fiir die PCR-Reaktion eingesetzt.

(B) Lokalisation von DDP1°*¥ in Mitochondrien.

50 pg mitochondriales Protein aus A8/A13+DDP1/Timl3- bzw. A8/A13+DDP1°“V/Tim13-
Mitochondrien wurde durch SDS-PAGE und anschlieBender Immundekoration mit Antikérpern
gegen DDP1 und Tim13 untersucht.

3.7.4.2. Der mitochondriale Import von DDP1°%*" ist nicht beeintrichtigt

Um zu untersuchen, ob die beobachteten Unterschiede in der DDP1-Menge auf eine
reduzierte mitochondriale Importeffizienz des mutierten Proteins zuriickgehen, wurden

1%V und DDP1 in vitro in isolierte Mitochondrien

radioaktiv markierten Vorstufen von DDP
des Wildtyp-Hefestammes importiert und ihre submitochondriale Lokalisation bestimmit.
DDP1“°V wurde mit gleicher Effizienz wie das Wildtyp-DDP1 in Mitochondrien der Hefe
importiert (Abb.25A). Beide Proteine wurden erst nach selektiver Offnung der
AuBenmembran zuginglich fiir proteolytische Degradation. Zur Kontrolle der Offnung der
AuBBenmembran wurde der entsprechende Blot mit Antikdrpern gegen das endogene Hefe-
Tim13 immunologisch untersucht (Abb.25B). Die Immundekoration zeigt die Zuginglichkeit

des endogenen Intermembranraum-Proteins Tim13 fiir Proteinase K nach Schwellen der

Mitochondrien und der Konversion in Mitoplasten.
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Abb25.: DDP1°“Y wird in Mitochondrien aus
Hefe importiert

(A) Die radioaktiv markierten DDP1- bzw
DDP1“V_Vorstufen-proteine wurden in isolierte

A Import Mitochondrien aus Hefe (wt) importiert. Die
. . + SW Reaktionsansétze wurden entweder unbehandelt
gelassen oder zur Degradation von nicht
-+ + PK importiertem Vorstufen-protein mit Proteinase K
(+PK) inkubiert. Zur Erzeugung von Mitoplasten
— - DDP1 wurde die AuBenmembran durch osmotisches
Schwellen (+SW) selektiv gedftnet und der Ansatz
e - DDP1°*" mit Proteinase K (50 pg/ml) inkubiert. Die

Mitochondrien bzw. Mitoplasten wurden durch
Zentrifugation reisoliert und mittels SDS-PAGE
o und Autoradiographie untersucht.
_vTi (B) Nachweis der Offnung der mitochondrialen
- e yTim13 AuBenmembran durch Immundekoration mit
Antikorpern gegen das endogene Hefe-Timl3
(yTim13).

B Immundekoration

Die in vitro Importanalysen zeigen den effizienten Import des DDP1“*®V-Proteins in
Mitochondrien der Hefe und seine korrekte Sortierung in den Intermembranraum. Die

1C66W

reduzierte Proteinmenge des DDP -Proteins ist folglich nicht auf einen mitochondrialen

Importdefekt des mutierten Proteins zurlickzufiihren.

3.7.43. Das DDP1°°“-Protein unterliegt in Mitochondrien einer bevorzugten

proteolytischen Degradation

Um einen moglichen Einfluss der C66 W-Mutation auf die Stabilitdt des DDP1-Proteins im
Intermembranraum zu untersuchen, sollte die Degradationskinetik von in Hefemitochondrien
importiertem DDP1“**Y mit wtDDP1 verglichen werden. Dabei wurde von der Beobachtung
ausgegangen, dass im mitochondrialen Intermembranraum der Hefe nicht assemblierte und
missgefaltete Proteine durch diverse Proteasen, unter anderem durch die AAA-Protease (ATP
abhéngige membrangebundene Protease, Ymelp) spezifisch erkannt und degradiert werden
(Leonhard et al.,, 1996b). In Saugermitochondrien existieren entsprechende homologe
Proteasen mit vergleichbarer proteolytischer Aktivitét (Shah et al., 2000).

DDP1“Y und DDP1 wurden als radioaktiv markierte Vorstufenstufenmolekiile in
Mitochondrien aus Wildtyp-Hefezellen importiert und zur Stimulation der proteolytischen

Aktivitdt der Ymelp-Protease in einem ATP regenerierendem System inkubiert. Nach 5 min,
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10 min, 30 min, 60 min und 90 min wurden dem Reaktionsansatz Proben entnommen und

durch SDS-PAGE und anschlie3ender Autoradiographie untersucht.

0 5 107 30" 60" 90" min
DDP1 | " — — -

Cc66W

DDP1 \ p—
t—4

510 3 6IO 90
Zeit (min)

Abb. 26

In vitro in Mitochondrien importiertes DDP wird bevorzugt degradiert.

Radioaktiv markierte DDP1- und DDP1“**V-Vorstufenproteine wurde in isolierte Mitochondrien aus
Wildtyp-Hefezellen importiert. Nicht importiertes Protein wurde durch Zugabe Trypsin degradiert. Die
Mitochondrien wurden reisoliert, gewaschen und anschlieBend fiir 90 min bei 37°C in einem ATP-
regenerierendem System (2.5 mM ATP, 5 mM NADH, 0.1 mg/ml Kreatin-Kinase und 10 mM Kreatin-
Phosphat) reinkubiert. Dem Ansatz wurden nach 5, 10, 30, 60 und 90 min Proben entnommen, die 50
png mitochondrialem Gesamtprotein entsprachen und die Proteine nach SDS-PAGE auf Nitrozellulose
geblottet. Die Signale wurden auf dem Phosphorimager-System quantifiziert. Die Signalintensitit von
importiertem DDP1 zum Zeitpunkt t = 0 min wurde als 100% angenommen.

\\4
1C66

Wiéhrend vom wt-DDP1-Protein nach 90 min noch ca. 62% detektiert werden konnte, wurde
im gleichen Zeitraum nur noch 22% der Ausgangsmenge an DDP1“®Y nachgewiesen

(Abb.26). In den Intermembranraum importiertes DDP1°V

wird offensichtlich im Vergleich
zum Wildtyp-Protein bevorzugt degradiert. Moglicherweise ist die erhdhte Abbaueffizienz

auf eine Missfaltung oder Assemblierungsdefizienz des mutierten Proteins zuriickzufiihren.

3.7.5. Die C66W-Mutation verhindert die Interaktion von DDP1**"Y mit Tim13

Wie zuvor gezeigt, interagieren DDP1 und Tim13 im Intermembranraum von Mitochondrien
aus Sduger- und Hefezellen und assemblieren zu einem hetero-oligomeren Komplex mit
einem Molekulargewicht von ca. 70 kDa. Es wurde spekuliert, dass durch die Missfaltung des
DDP1“°V_Proteins die Interaktion mit seinem Partnerprotein Timl13 und damit die
Assemblierung zu einem hohermolekularen Komplex verhindert wird und es als Folge davon

zu einer Degradation des mutierten Proteins kommt.
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Um diese Moglichkeit zu analysieren, sollte die physikalische Interaktion zwischen beiden
Proteinen in einem zwei-Schritt in vitro Interaktionstest untersucht werden.

Dazu wurden DDP1°®V und DDP1 als Penta-Histidin-Fusionsproteine (His5-DDP1C66W bzw.
Hiss-DDP1) und Timl3 als Glutathion-S-Transferase-Fusionsprotein  (Tim13-GST)
rekombinant in E.coli exprimiert. Sowohl das Hiss-DDPI1- als auch das His5-DDP1C66W-
Protein wurden an eine Ni-NTA-Sdule gebunden. AnschlieBend wurde der 16sliche E.coli-
Uberstand, der Tim13-GST enthielt, auf die vorgebundenen Siulen aufgetragen. Nach
Waschen der Ni-NTA wurden an die Sdule gebundene Proteine mittels Imidazol in steigenden

Konzentrationen eluiert und immunologisch analysiert.

A B

Elutionsfraktionen Elutionsfraktionen
2 3 4 5 6 ml 2 3 4 5 6 ml
J— ' -Tim13-GST - Tim13-GST
. , - His-DDP1°*®"
e - His-DDP v

Abb. 27:

DDP1 aber nicht DDP1°*"Y koeluiert zusammen mit Tim13-GST von der Ni-NTA-Siule.

(A) In E.coli rekombinant exprimiertes Hiss-DDP1 wurde an Ni-NTA-Agarose gebunden. Zum
vorgebundenen Hiss-DDP1 wurde der 16sliche Uberstand von Tim13-GST exprimierenden E.coli-
Zellen gegeben und der Ansatz iiber Nacht inkubiert. Die Séule wurde ausfiihrlich gewaschen und
gebundene Proteine durch Zugabe von 300 mM Imidazol eluiert. 30 pl der Elutionsfraktionen (1ml)
wurden mittels SDS-PAGE und Immundekoration mit Antikdrpern gegen DDP1 und Timl3
untersucht.

(B) In einem parallelen Ansatz wurde, wie unter (A) beschrieben, rekombinant exprimiertes Hiss-
DDP1°*Y an Ni-NTA-Agarose vorgebunden.

Die Immunoblotanalyse der Elutionsfraktionen zeigt, dass sowohl Hiss-DDP1 als auch Hiss-
DDP1°V an die Ni-NTA-Siule gebunden hatten (Abb.27A und 27B ). Beide Proteine
eluierten von der Ni-NTA-Sdule in der gleichen Fraktion (Elutionsfraktion 4). Wihrend das
Tim13-GST Protein mit Hiss-DDP1 koeluierte, fanden sich im His5-DDP1C66W-Eluat nur
Spuren von Tim13-GST.

Um eine unspezifische Bindung des Tim13-GST-Proteins an die Ni-NTA-Agarose
ausschlieffen zu kdnnen, wurden in einem zweiten Aufreinigungsschritt die Spitzenfraktionen
der Ni-NTA-Sdulen von Hiss-DDP1- bzw. His5-DDP1C66W mit reduzierter Glutathion-

Sepharose inkubiert. Gebundene Proteine wurden eluiert und eine Hélfte zur Proteinanalyse
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durch SDS-PAGE mit anschliefendem Immunoblotting aufbereitet. Die zweite Hilfte wurde
zur Bestimmung der Stochiometrie interagierender Proteine nach SDS-PAGE mit Coomassie

Brilliant Blue gefarbt.

A B C

e -Tim13-GST - -« - Tim13-GST

C66W

@ - His-DDP1 - - His-DDP1

Abb.28: DDP1°*Y interagiert nicht mit Tim13-GST.

In einem zweiten Reinigungsschritt (s.Abb.26) wurde die Elutionsfraktion 4 mit an Sepharose
gebundenem reduziertem Glutathion versetzt und inkubiert. Die Glutathion-Sepharose wurde durch
Zentrifugation pelletiert, gewaschen und gebundene Proteine eluiert.

(A) Immunoblotanalyse der Hiss-DDP1-Elution nach Inkubation mit reduzierter Glutathion-
Sepharose durch Antikorper gegen DDP1 und Tim13.

(B) Coomassiefarbung der Hiss-DDP1-Elution nach Inkubation mit reduzierter Glutathion-
Sepharose nach SDS-PAGE.

(C) Immunoblotanalyse der Hiss-DDP1“*V_Elution nach Inkubation mit reduzierter Glutathion-
Sepharose durch Antikorper gegen DDP1 und Tim13.

Nach dem zweiten Reinigungsschritt zeigte sowohl die Immunoblotanalyse als auch die
Anfarbung der eluierten Proteine durch Coomassie Brilliant Blue, dass Hiss-DDP1 und
Tim13-GST in nahezu &dquimolaren Mengen von der Glutathion-Sepharose eluierten
(Abb.28A und 28B). Dies legte nahe, dass die rekombinant exprimierten Proteine in einem
Verhéltnis von 1:1 miteinander interagieren.

Im Gegensatz dazu konnte nach einem zweiten Aufreinigungsschritt kein Hiss-DDP1%°"
mehr immunologisch detektiert werden. An der Glutathion-Sepharose verblieben offenbar nur

noch Restmengen an Tim13-GST (Abb.27C). Dies ldsst vermuten, dass die C66W-Mutation

eine physikalische Interaktion zwischen DDP1 und seinem Partnerprotein Tim13 verhindert.

Zusammenfassend zeigen diese Untersuchungen, dass der Austausch eines Cysteins gegen ein
Tryptophan an Aminosdureposition 66 des DDPI1-Proteins zum Verlust seiner
Zinkbindungskapazitit fiihrt. Die Beobachtungen lassen vermuten, dass damit die Ausbildung
einer Zinkfinger-ahnlichen Sekundérstruktur verhindert wird, was moglicherweise zur Fehl-
oder Missfaltung des resultierenden Proteins fiihrt. Wahrend der mitochondriale Import und

die Lokalisation des DDP1“°*V-Proteins durch die Mutation nicht negativ beeinflusst werden,
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verhindert die Missfaltung wahrscheinlich die physikalische Interaktion und damit die
Assemblierung des mutierten DDP1-Proteins mit seinem Partnerprotein Tim13. Eine Folge
davon kénnte eine bevorzugte proteolytische Degradation des nicht-assemblierten DDP1<%¢"-
Proteins im Intermembranraum von Mitochondrien sein. Der molekulare Mechanismus {iber
den die C66W-Mutation zum Funktionsverlust des DDP1-Proteins beim Mohr-Tranebjaerg-
Syndrom fiihrt, ist demnach moglicherweise eine Folge des Mangels funktioneller

DDP1/Tim13-Komplexe im mitochondrialen Intermembranraum.
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4. DISKUSSION

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen, geben einen Einblick in die
Struktur und Funktion zweier mitochondrialer Proteine des Menschen: DDP1 und Timl3.
Beide Proteine gehoren zu einer konservierten Familie kleiner Zinkfinger-Proteine des
mitochondrialen Intermembranraumes, die entlang des TIM22-vermittelten Importweges
agieren. Uber diesen Importweg inserieren hydrophobe Proteine, wie z.B. der ADP/ATP-
Carrier in die mitochondriale Innenmembran. Das DDP1 ist dabei von besonderem Interesse,
da im Menschen ein Funktionsverlust des Proteins zum Mohr-Tranebjaerg-Syndrom fiihrt;
einer neurodegenerativen Erkrankung, die mit Taubheit und anderen neurologischen
Symptomen einhergeht. Die strukturelle und funktionelle Charakterisierung von DDP1 und
seinem Partnerprotein Tim13 geben wichtige Hinweise auf den molekularen
Pathomechanismus, der dem Mohr-Tranebjaerg-Syndrom zugrunde liegt. In dieser Arbeit
konnten insbesondere die strukturellen Auswirkungen einer pathogenen missense Mutation

auf die Metallbindungskapazitit und die Stabilitdt des DDP1-Proteins gezeigt werden.

4.1. Evolutionire Konservierung der menschlichen kleinen Tim-Proteine

Bei der Familie der kleinen Tim-Proteine handelt es sich um eine Gruppe strukturell Zhnlicher
Proteine, die alle eine charakteristische Konsensus-Signatur besitzen:

-Cys-X3-Cys-X4.17-Cys-X3-Cys-, das Cyss-Motiv. Homologe der kleinen Tim-Proteine
werden offensichtlich in allen eukaryontischen Organismen exprimiert (Bauer et al., 1999b;

Jin et al., 1999).
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Abb.29: Phylogenetischer Stammbaum der Familie der kleinen Tim-Proteine, basierend auf einem
Vergleich von Aminosduresequenzen.

76



4. DISKUSSION

Die phylogenetische Analyse von 53 potentiellen kleinen Tim-Proteinen aus 21 verschiedenen
Eukaryonten ergab, basierend auf der Aminosdure-Sequenz, eine Aufteilung in zwei
Hauptgruppen mit eng verwandten Mitgliedern (Abb.29): eine Hauptgruppe wird durch die in
S.cerevisiae essentiellen Proteine Tim9, Timl0 und Timl2 charakterisiert, die zweite
Hauptgruppe durch die nicht-essentiellen Proteine Tim8 und Timl3. Die Hauptgruppen
spalten sich in je zwei Untergruppen auf: eine Tim10/12-, eine Tim9-, eine Tim8- und eine
Tim13-Untergruppe. In allen Eukaryonten ist mindestens ein Mitglied der vier Untergruppen
kodiert. Die vier Subgruppen unterscheiden sich im Wesentlichen in der Lénge des
Zinkfingers wie auch in der Abfolge geladener und hydrophober Aminosduren zwischen den
beiden konservierten Cystein-Paaren. Das Ergebnis der phylogenetischen Analyse war nicht
davon abhingig, ob die gesamten Sequenzen oder nur die Zinkfinger-Doménen mit den
umgebenden Aminosduren zur Analyse herangezogen wurden. Im Gegensatz zu niederen
Eukaryonten enthélt die Untergruppe mit Tim8 und Tim10 bei Séugern je zwei Homologe,

die mit DDP1/DDP2 bzw. Tim10a/b bezeichnet wurden (Bauer et al., 1999b).

H.sapiens
DDP1 DDP2 Tim13 Tim9 Tim10a |Tim10b
56,70 54,02 46,31 44,94 45,55 42,71 yTim8
43,80 41,90 56,19 29,52 40,95 28,57 yTim13
51,54 50,57 43,15 60,67 51,11 44,66 yTim9 S.cerevisiae
50,51 48,38 50,52 45,16 62,36 39,80 yTim10
37,61 37,61 38,53 42,20 44,95 39,44 yTim12

Tab. 5: Sequenzédhnlichkeit der Mitglieder der Subgruppen in Prozent beim Mensch/Hefe

Im Menschen werden sechs verschiedene Homologe der kleinen Tim-Proteine exprimiert
(Bauer et al., 1999b; Jin et al., 1999). Tabelle 5 zeigt den Sequenzvergleich der menschlichen
Homologe mit den kleinen Tim-Proteinen der Hefe. Es wird ersichtlich, dass DDP2 ein
zweites yTim8-Homolog darstellt, da sowohl DDP1 und DDP2 eine etwa 55%ige
Ubereinstimmung mit der Komponente der Hefe zeigen. Auch bei Tim13, Tim9 und Tim10a
handelt es sich um Homologe der Hefe-Proteine: yTim13 (56% Ahnlichkeit), yTim9 (60%)
bzw. yTim10 (62%). Einzig das menschliche Tim10b konnte nicht eindeutig einem Hefe-
Protein zugeordnet werden. Die Ahnlichkeit von Tim10b zu den kleinen Tim-Proteinen der

Hefe bewegte sich lediglich zwischen 28% (yTim13) und 44% (yTim9). Die Klassifizierung
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als Tim10b (und nicht als Tim9b) erfolgte ausschlieBlich auf Basis der phylogenetischen
Analyse (Abb.29), die Tim10b in die Tim10/Tim12-Subgruppe gruppiert.

Interessanterweise gibt es in keinem anderen eukaryontischen Organismus auller S.cerevisiae
ein Tim12 (Sirrenberg et al., 1998). In der Hefe erfiillt das Tim12-Protein allerdings eine
wichtige Funktion wihrend des Imports von Carrier-Proteinen, indem es deren
Wechselwirkung mit der membranintegralen Komponente Tim22 vermittelt (Adam et al.,
1999; Koehler et al., 1998b; Sirrenberg et al., 1998). Ob in anderen eukaryontischen
Organismen diese Funktion von einem anderen Homolog - beispielsweise Timl10b -
tibernommen wird, oder ob es im Laufe der evolutionidren Entwicklung zu verdnderten
Substratspezifititen gekommen ist, ist noch ungeklért.

Finf der sechs identifizierten menschlichen Homologe kodieren fiir authentische
Proteinkomponenten des mitochondrialen Intermembranraumes. Einzig fiir DDP2 ist es bisher
nicht gelungen, ein entsprechendes endogenes Protein nachzuweisen. Moglicherweise handelt
es sich bei DDP2 nicht um ein mitochondriales Protein. Untersuchungen anderer zellulérer
Fraktionen (Mikrosomen, Zytosol, Kern) mit verschiedenen Antikérpern gegen DDP2
ergaben allerdings ebenfalls keine spezifischen Signale. Es ist nicht auszuschlieen, dass es
sich bei DDP2 um eine gewebs- oder entwicklungsspezifische Isoform handelt. Bisherige
Analysen zeigen zwar die ubiquitire Genexpression in adulten als auch fotalen Geweben
(Bauer et al., 1999b; Jin et al., 1999), wobei aber moglicherweise DDP2 nur in spezifischen,
im Rahmen dieser Arbeit nicht untersuchten Geweben bzw. Organen auf Proteinebene

exprimiert wird.

4.2. Struktur und Funktion von DDP1 und Tim13

4.2.1. DDP1 und Timl13 assemblieren im Intermembranraum zu einem hetero-

hexameren Komplex

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen lokalisieren DDP1 und Tim13
in den Intermembranraum menschlicher Mitochondrien. Beide Proteine assemblieren dort zu
einem loslichen hohermolekularen Komplex mit einer nativen molekularen Masse von ca. 70
kDa. Damit zeigen die menschlichen Komponenten die gleiche submitochondriale
Lokalisation und Organisationsstruktur wie ihre Hefe-Homologe yTim8 und yTim13. DDP1
und Tim13 interagieren im mitochondrialen Intermembran ausschlieBlich miteinander. Der
Komplex der Hefe dagegen scheint zu einem geringen Anteil mit yTim9 physikalisch zu

interagieren (Koehler et al., 1999a; Leuenberger et al., 1999).
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Die Komplexgréf3e von 70 kDa spricht fiir eine Zusammensetzung aus sechs bis sieben
Molekiilen DDP1 bzw. Tim13. Die exakte Zusammensetzung ist jedoch bisher ungeklért. Die
vollstindige gegenseitige Prézipitation aus solubilisierten Mitochondrien wie auch die
Féllung gleicher Proteinmengen aus der 70 kDa-Elutionsfraktion lassen eine 1:1
Stochiometrie von DDP1 und Timl13 vermuten. Fiir ein dquimolares Verhiltnis beider
Proteine spricht auch, dass die Ermittlung der Anteile am mitochondrialen Gesamtprotein
dhnliche Werte ergab. Ein hetero-hexamerer Komplex bestehend aus 3 Molekiilen DDP1 und
3 Molekiilen Tim13 ist damit hochwahrscheinlich.

Der sequentielle Verdau des isolierten endogenen DDP1/Tim13-Komplexes mit Trypsin
zeigte eine signifikant hohere Stabilitdt des DDP1 im Vergleich zu Tim13. Diese Ergebnisse
konnten darauthin deuten, dass DDP1 zentral im Inneren des Komplexes organisiert ist und
dadurch besser vor Degradation geschiitzt wird, wihrend Timl3 von aullen leichter
proteolytisch abgebaut werden kann. Fiir diese Hypothese spricht auch, dass DDP1, aber nicht
Tim13, alleine stabil im Hefe- wie auch Sdugersystem exprimiert werden kann und dabei zu
einem trimeren Komplex assembliert (eigene Beobachtungen). Ahnliche Schlussfolgerungen
kamen von Untersuchungen des endogenen yTim8/yTim13-Komplexes. Auch hier fiihrte die
Behandlung mit Trypsin, Chemotrypsin oder der Protease-V8 zu einer bevorzugten
Degradation von yTim13 wihrend yTim8 stabil nachgewiesen werden konnte (Curran et al.,

2002b).

4.2.2. DDP1 und Tim13 sind Zink-bindende Proteine

Alle Mitglieder der Familie kleiner Tim-Proteine besitzen ein konserviertes Zinkfinger-
dhnliches Motiv, das sogenannte Cyss-Motiv (-Cys-X3-Cys-Xj4.17-Cys-X3-Cys-). Friithere
Untersuchungen an yTim10 und yTim12 der Hefe haben bereits gezeigt, dass dieses Motiv
tatsdchlich die Bindung von zweiwertigen Metall-lonen, wie z.B. Zink vermittelt (Sirrenberg
et al,, 1998). Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Zinkbindungsmessungen an
rekombinant exprimierten menschlichen DDP1- und Tim13-Fusionsproteinen haben bestétigt,
dass auch diese in der Lage sind, Zink zu komplexieren; die Zn>"-Ionen werden dabei in
einem dquimolaren Verhéltnis gebunden.

Bei dem fiir die kleinen Tim-Proteine charakteristischem Cyss-Motiv handelt es sich um ein
bisher unbekanntes Zinkbindungsmotiv (Laity et al., 2001). Es unterscheidet sich signifikant
von den gut charakterisierten Zink-bindenden Motiven wie z.B. dem C2H2-Motiv (Cys-X;.4-
Cys-X2-His-X3.5-His) des Transkriptionsfaktors TFIIIA aus Xenopus (Miller et al., 1985)
oder dem Zinkribbon-Motiv, Cys-X,-Cys-X;.4-Cys-X,.5-Cys (Hirashima et al., 1988).
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Welche Rolle spielt das Cyss-Zinkfinger-Motiv fiir die Struktur und Funktion der kleinen
Tim-Proteine? Zinkfinger sind als kleine funktionelle und durch die Koordination von einem
oder mehreren Zink-lonen unabhingig gefaltete Protein-Doménen definiert, wobei die
Strukturen sehr variabel sein konnen (Ubersichtsartikel: Laity et al., 2001). Mittlerweile ist
bekannt, dass die Funktionen von Zinkfinger-Domidnen sehr vielféltig sind und nicht nur
Protein-DNA-Wechselwirkungen  sondern  auch  Protein-Protein-Wechselwirkungen
vermitteln. So sind Zinkfinger-Dominen fiir DNA- oder RNA-Bindung, Aktivierung der
Transkription, Regulation von Apoptose oder auch Protein-Faltung und Protein-
Assemblierung verantwortlich. Eigene Ergebnisse lassen vermuten, dass das Cyss;-Motiv eine
essentielle Bedeutung fiir die korrekte Faltung der kleinen Tim-Proteine besitzt. Insbesondere
scheint die Zinkfingerstruktur direkt fiir die Protein-Protein-Wechselwirkung zwischen DDP1
und seinem Partnerprotein Tim13 erforderlich zu sein (siehe auch Punkt 4.3). Dariiber hinaus
konnte der Zinkfinger auch eine Rolle bei der Substraterkennung und Bindung wahrend des
mitochondrialen Proteinimports besitzen. Vorangegangene Ergebnisse aus Hefe zeigen, dass
die Wegnahme von Zink mit Hilfe chelatierenden Agenzien den Import des ADP/ATP-
Carriers als auch des Tim23-Vorstufenproteins beeintrachtigt (Paschen et al., 2000;
Sirrenberg et al., 1998). Moglicherweise ist dies nur ein indirekter Effekt, welcher primir
durch die Missfaltung der kleinen Tim-Proteine bedingt ist.

Es gibt kontroverse Diskussionen dariiber, ob die kleinen Tim-Proteine in ihrer
physiologischen Umgebung tatsichlich Zink komplexieren. So zeigt eine kiirzlich
durchgefiihrte Untersuchung an aus Hefemitochondrien gereinigten yTim9/yTim10-
Komplexen keine Bindung von Zink (Curran et al., 2002a). Die Ergebnisse wurden so
gedeutet, dass zwischen den Sulthydrylgruppen der Cysteinreste Disulfidbriicken ausgebildet
werden. Verschiedene Punkte sprechen jedoch gegen diese Hypothese: Erstens ist davon
auszugehen, dass im reduzierenden Milieu des Intermembranraumes intermolekulare
Disulfidbriicken nicht stabil sind. Tatsdchlich sind nur wenige Proteine im reduzierenden
Milieu der Zelle bekannt, die stabile Disulfidbriicken ausbilden. Zweitens konnen Metall-
Chelatoren wie z.B. EDTA oder o-Phenantrolin die Funktion der kleinen Tim-Proteine
wihrend des Import von Vorstufenproteinen reversibel beeintrachtigen (Lister et al., 2002;
Paschen et al., 2000; Sirrenberg et al., 1998). Im Falle der Existenz von Disulfidbriicken wire
die Hemmung durch Chelatoren nicht moglich. Vermutlich ist die Ausbildung von
Disulfidbriicken auf die Oxidation der Sulthydrylseitenketten bei der Reinigung der
yTim9/yTim10-Komplexe in Anwesenheit von Sauerstoff zuriickfiihren. In der Tat bleibt die

Zinkbindungsfahigkeit von kleinen Tim-Proteinen erhalten, wenn diese zur Verhinderung der
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Oxidation unter anaeroben (Stickstoff) Bedingungen aus Mitochondrien gereinigt werden, wie
neueste Untersuchungen am yTim13-Protein zeigen (Lutz, 2003).

Eine Bildung transienter Disulfidbriicken, zumindest unter bestimmten Bedingungen, kann
nicht vollig ausgeschlossen werden. Ahnliches kennt man vom bakteriellen Hsp33-Protein:
hier werden iiber vier konservierte Cysteinreste normalerweise Zink-Ionen komplexiert;
kommt es zu einer Verdnderung des Redox-Zustandes der Zelle, bilden sich zwischen den

konservierten Cysteinresten Disulfidbriicken aus (Jakob et al., 2000).

4.2.3. Funktion des menschlichen DDP1/Tim13-Komplexes

In Analogie zur beschriebenen Funktion des yTim8/yTiml13-Komplexes der Hefe wurde
spekuliert, dass das menschliche Mohr-Tranebjaerg-Syndrom durch einen Defekt der
mitochondrialen Biogenese verursacht wird (Davis et al., 2000; Leuenberger et al., 1999;
Paschen et al., 2000). Bis vor kurzem jedoch gab es keine experimentellen Daten, die eine
Funktion wihrend des mitochondrialen Imports bestdtigen konnten. Die im Rahmen dieser
Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen zeigen, dass der menschliche DDP1/Tim13-Komplex
eine dhnliche Rolle wie der Hefe-Komplex beim Import von Tim23-Vorstufenproteinen
ausiibt. In diesem Zusammenhang wurden signifikante Unterschiede in den energetischen
Vorraussetzungen fiir einen effizienten Import des Tim23-Proteins der Hefe im Vergleich
zum Import des humanen Tim23-Proteins aufgedeckt. Die Ergebnisse konnten erkldren,
warum der Funktionsverlust des DDP1-Proteins im Menschen zu einer wesentlichen
Beeintriachtigung der Biogenese der TIM23-Translokasekomponente und damit letztendlich

zum Mohr-Tranebjaerg-Syndrom fiihrt.

4.2.3.1. DDP1 und Tim13 sind funktionelle Orthologe von yTim8 und yTim13

Abhidngig vom verwendeten Hefestamm hat die Disruption von 7/M8 und TIMI3 einen
Wachstumsphénotyp zur Folge. So fand unsere Arbeitsgruppe, dass auf der Basis eines MB2-
Wildtypstammes die Deletion beider Gene zu einem kiltesensitiven Wachstumsphénotyp auf
Glukose fiihrt (Paschen et al., 2000). Offensichtlich wirkt sich das Fehlen eines funktionellen
yTim8/yTim13-Komplexes eher bei niedrigen Temperaturen aus, wodurch Entropie-
getriebene Protein-Protein Interaktionen verlangsamt werden und damit die Assemblierung
von Proteinkomplexen beeintrichtigt ist (Hampsey, 1997). Dariiber hinaus steht der
ausschlieBlich auf Glukose beobachtete Wachstumsphianotyp im Einklang mit der
Beobachtung, dass der Importdefekt der Atim8/Atimi3-Doppeldisruptante nur bei

vermindertem Membranpotential zu Tage tritt. Das Wachstum auf Glukose bedingt ein
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verringertes Membranpotential, das hauptsidchlich durch die Funktion des ADP/ATP-Carriers
aufrechterhalten wird, der unter diesen Bedingungen den Austausch von zytosolischem ATP
gegen ADP der mitochondrialen Matrix vermittelt (Paschen et al., 2000).

Wie in dieser Arbeit gezeigt wurde, kann die Koexpression von DDP1 und Timl13 den
Wachstumsphénotyp der Atim8/Atim13-Doppeldisruptante komplementieren. Die beiden
menschlichen Homologe sind in der Lage, zumindest teilweise, die Funktion von yTim8 und
yTim13 zu iibernehmen. Bei DDP1 und Tim13 handelt es sich somit um die bisher einzig
bekannten menschlichen Translokase-Komponenten, die nicht nur strukturell, sondern auch
funktionell im Hefesystem rekonstituiert werden kdnnen. So lassen sich beispielsweise die
menschlichen Tim23- und Tim17-Proteine in der mitochondrialen Innenmembran der Hefe
rekonstituieren; sie sind jedoch nicht in der Lage, die fiir das Wachstum essentiellen

Funktionen der Hefekomponenten zu tibernehmen (eigene Beobachtungen).

4.2.3.2. DDP1 und Tim13 assistieren beim Import von Tim23

Wie in der vorliegenden Arbeit experimentell bestdtigt werden konnte, besitzt der
DDP1/Tim13-Komplex - analog zur Funktion des yTim8/yTim13-Komplexes - eine Rolle
wihrend des Imports von Tim23. Zum einen war der DDP1/Tim13-Komplex in der Lage, den
Importdefekt der A8/A13-Disruptante zu komplementieren, zum anderen konnte eine direkte
Wechselwirkung des  endogenen  DDP1/Timl13-Komplexes mit dem  Tim23-
Translokationsintermediat gezeigt werden. Wie schon zuvor fiir die Hefe konnte eine
Funktion beim Import von Carrier-Proteinen fiir den menschlichen DDP1/Tim13-Komplex
ausgeschlossen werden.

Trotz der funktionellen Homologie zeigten detaillierte Untersuchungen Unterschiede in den
Mechanismen und Energieanforderungen des Imports von menschlichem Tim23 und Tim23
der Hefe. Wie beschrieben, ist der yTim8/yTiml3-Komplex der Hefe nur unter ganz
bestimmten energetischen Bedingungen fiir den Import von yTim23 in die mitochondriale
Innenmembran erforderlich: wéhrend bei starkem Membranpotential die Unterstiitzung durch
den yTim8/yTim13-Komplex fiir die Translokation entbehrlich ist, wird in Abwesenheit des
Membranpotentials das Tim23-Vorstufenprotein nur partiell iiber die dulere Membran
transportiert (Paschen et al., 2000). Die Translokation und Insertion von yTim23 in die
Innenmembran ist unter diesen Bedingungen ineffizient. In dieser Situation scheint die
Bindung des yTim8/yTim13-Komplexes notwendig, um das yTim23-
Translokationsintermediat im Intermembranraum zu halten und dessen retrogrades

Herausgleiten aus dem TOM-Komplex zu verhindern (Paschen et al., 2000). Vermutlich ist
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der yTim8/yTim13-Komplex in der Lage, die Importeffizienz zu erhéhen, indem es das im
Intermembranraum stabilisierte Translokationsintermediat dem membranintegralen Anteil der
TIM22-Maschinerie zufiihrt. Die Importuntersuchungen des humanen Tim23-Proteins zeigen
ein anderes Bild: hier scheint der DDP1/Tim13-Komplex auch schon in Gegenwart eines
Membranpotentials fiir den effizienten Import notwendig zu sein. In Abwesenheit eines
Membranpotentials ist nahezu kein Import von hTim23 mehr nachweisbar.

Wie lassen sich die Unterschiede in den energetischen Voraussetzungen fiir den Import von
menschlichem Tim23 und Hefe-Tim23 erklédren?

Eine Erklarungsmoglichkeit lieferte die Analyse der Membranpotential (Ay)-abhingigen C-
terminalen Importsignale von Mensch- und Hefe-Tim23. Wihrend sich das Ay-abhéngige
Importsignal des Tim23-Proteins der Hefe aus drei positiv geladenen Aminosédureresten
zwischen den Transmembrandominen drei und vier zusammensetzt (-F-K-S-S-K-G-L-K-P-
M-) (Kaldi et al., 1998), besitzt das potentielle Importsignal des menschlichen Homologs an
den korrespondierenden Positionen nur zwei Aminosdurereste mit einer positiven Ladung

(-Y-K-C-T-G-G-L-R-G-) (Bauer et al., 1999a) (Abb.30).

Tim23-Protein der Hefe Tim23-Protein des Menschen
T B N N N L1
] N
AM |

®
L3

Abb.30: Schematische Darstellung des Tim23-Proteins der Hefe im Vergleich zum Tim23-Protein des
Menschen. Es sind die verschiedenen Doménen des Tim23-Proteins (I-III bzw I-1I) dargestellt. LI, L2
und L3 markieren die Schleifen zwischen den Transmembrandoménen (I-IV). Das C-terminale
Importsignal liegt in der Matrix-lokalisierten Schleife L3.
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Von der Hefe ist bekannt, dass in Anwesenheit eines Membranpotentials der effiziente Import
und die Insertion von yTim23 in die Innenmembran allein durch das Aw-abhingige C-
terminale Importsignal gewihrleistet wird (Paschen et al., 2000). Es kann spekuliert werden,
dass das Fehlen einer positiven Ladung im menschlichen Tim23 zu einem schwécheren
Importsignal fiihrt, welches eine starke Abhéngigkeit vom Membranpotential bewirkt und
alleine keinen schnellen und effizienten Import gewédhrleisten kann. Dies wiirde erkldren,
warum der Import des menschlichen Tim23 zum einen generell stirker vom Vorhandensein
eines Membranpotentials abhidngig ist und zum anderen auch in Anwesenheit eines
Membranpotentials auf die Unterstiitzung durch den DDP1/Tim13-Komplex angewiesen ist.

Vorldufige experimentelle Daten unterstiitzen diese Erkldrungsmoglichkeit: Wird das C-
terminale Importsignal des humanen Tim23-Proteins durch das Importsignal des Hefe-Tim23
ersetzt, scheint der Import und die Insertionseffizienz im Vergleich zum menschlichen

Wildtyp-Tim23-Protein gesteigert werden zu konnen (eigene Beobachtungen).

4.2.3.3. Implikationen fiir die Pathogenese des Mohr-Tranebjaerg-Syndroms

Die hoheren energetischen Voraussetzungen flir den Import des humanen Tim23-Proteins
geben auch eine mogliche Erkldarung auf die Frage, warum eine in Hefe nicht essentielle
Komponente im Menschen eine Erkrankung verursachen kann. Das in Abbildung 31 gezeigte
Modell veranschaulicht, wie sich das Fehlen eines funktionellen DDP1-Proteins auf die
Biogenese des TIM23-Komplexes auswirken konnte.

Dem menschlichen Mohr-Tranebjaerg-Syndrom konnte nach dieser Modellvorstellung ein
ineffizienter Import von Tim23 in die innere Membran und damit eine erschwerte Biogenese
des TIM23-Komplexes zu Grunde liegen. Als Konsequenz einer beeintrachtigten TIM23-
Biogenese wiirde der Import von Vorstufenproteine in die mitochondriale Matrix generell
gestort sein und in pleiotroper Weise mitochondriale Dysfunktionen nach sich ziehen. Ob die
neurodegenerativen Verdnderungen beim Mohr-Tranebjaerg-Syndrom tatsidchlich durch eine
verminderte Bildung des TIM23-Komplexes bedingt werden, ldsst sich letztendlich nur mit

Hilfe eines entsprechenden Saugetiermodells kldren.
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hTim23-Vorstufenprotein hTim23-Vorstufenprotein

TOM-Komplex
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IM TIM22-Komplex™—J» AY TIM22-Komplex|~~—J»-
inseriertes hTim23-Protein inseriertes hTim23-Protein

Abb. 31: Modell zur Funktion des DDP1/Tim13-Komplexes beim Import des humanen Tim23-Proteins
(A) Import von hTim23 in intakte Mitochondrien

Uber Rezeptoren an die AuBenmembran gebundenes hTim23-Vorstufenprotein wird iiber den TOM-Komplex in
den Intermembranraum transloziert und interagiert dort mit dem l6slichen DDP1/Tim13-Komplex. Durch die
Wechselwirkung wird die retrograde Translokation von hTim23 zuriick ins Zytosol verhindert und das
akkumulierte Translokationsintermediat kann {iber den TIM22-Komplex in Anwesenheit eines
Membranpotentials (Ay) in die mitochondriale Innenmembran inserieren.

(B) Import in Abwesenheit des DDP1/Tim13-Komplexes (Mohr-Tranebjaerg-Syndrom)

Durch das Fehlen eines DDP1/Tim13-Komplexes wird ein Zuriickgleiten des translozierten hTim23-Proteins
durch die Translokationspore nicht verhindert. hTim23 akkumuliert als Rezeptor-gebundenes Vorstufenprotein
an der mitochondrialen AuBenmembran. Aufgrund der reduzierten Menge an hTim23-Molekiilen im
Intermembranraum kommt es zur Beeintrachtigung der Insertion von hTim23 durch den TIM22-Komplex in die
Innenmembran.

Bisherige Untersuchungen an MTS-Patienten zeigen, dass zumindest in mutierten
Fibroblastenzellen keine Erniedrigung des Tim23-Proteingehaltes erkennbar ist; dariiber
hinaus finden sich weder in Fibroblasten noch in Skelettmuskelgewebe von MTS-Patienten
pathogene Verdnderungen der Struktur oder Funktion von Mitochondrien (Binder et al.,
2003). Insbesondere waren keine OXPHOS-Enzymdefekte, eine sonst sehr hdufige Ursache
mitochondrialer Erkrankungen, feststellbar. Diese Ergebnisse fiihren zu dem Schluss, dass
sich das Fehlen von DDP1 mdglicherweise nur in den spezifisch bei MTS betroffenen
Zellentypen auswirkt; dies sind neuronale Zellen vor allem des Innenohrs, der Hirnrinde und
der Basalganglien. Ahnliches kennt man von anderen mitochondrialen Erkrankungen wie z.B.

dem Leigh-Syndrom, bei denen das zugrunde liegende Gen (SURF-1) zwar ubiquitidr
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exprimiert wird, allerdings der Funktionsverlust nur in bestimmten neuronalen Zellen des
Zentralen Nervensystems zu degenerativen Verdnderungen fiihrt (Yao and Shoubridge, 1999).
Es kann allerdings nicht ausgeschlossen werden, dass der DDP1/Tim13-Komplex neben
Tim23 noch den Import weiterer Substrate unterstiitzt. Die dem Tim23-Protein strukturell
dhnlichen Innenmembranproteine Tim17 und Tim22 konnten dabei als potentielle Substrate
ausgeschlossen werden. Weitere mdgliche Substrate miissten systematisch im Hefemodell

untersucht werden.

4.3. Auswirkungen einer C66W-Mutation im konservierten Cys;-Motiv von

DDP1

Nahezu alle bisher beschriebenen Mutationen im DDPI-Gen sind sogenannte /oss-of-function
Mutationen wie Stop-Mutationen, Insertionen oder Deletionen (siehe auch Tabelle 1). Loss-
of-function Mutationen werden in der Regel schon auf mRNA-Ebene eliminiert und die
Synthese verkiirzter Proteine verhindert. Die bisher einzige bekannte missense Mutation fiihrt
zu einem Austausch eines Cysteins gegen ein Tryptophan an Aminosdureposition 66.
(Tranebjaerg et al., 2000). RT-PCR Analysen des betroffenen Patienten konnten normale
DDP][-Transkriptmengen nachweisen (Roesch et al., 2002), so dass die C66W-Mutation
vermutlich als einzige unter den bekannten DDPI-Mutationen zu einem vollstindigen
Genprodukt fiihrt. Phinotypisch unterscheidet sich dieser Patient jedoch nicht von MTS-
Patienten mit /oss-of-function Mutationen des DDP[-Gens.

Die C66W-Mutation mutiert das am nichstem am C-terminus gelegene Cystein der vier
konservierten Cysteine innerhalb des Cyss-Motiv. Die vermutete Konsequenz dieser Mutation
- der Verlust der Fahigkeit, Zink zu binden - konnte mit Hilfe von Zinkbindungsmessungen

an rekombinant exprimiertem DDP1“**Y

-Protein experimentell bestétigt werden. Im Rahmen
dieser Arbeit wurden die strukturellen und funktionellen Konsequenzen dieser Mutation
genauer untersucht, insbesondere sollte der molekulare Mechanismus gekléart werden, der zum
Funktionsverlust des DDP1-Proteins und zur Erkrankung fiihrt.

Wie in vivo Analysen im Hefesystem zeigen konnten, hat die Zerstdrung des Cyss-Motivs
einem vollstindigen Funktionsverlust des DDP1-Proteins zur Folge. Das mutierte DDP1
verliert die Fahigkeit, sowohl den kéltesensitiven Wachstumsphinotyp als auch den Tim23-
Importdefekt der Atim8/Atimli3-Deletionsmutante zu komplementieren. Die Analyse der

Proteinmengen ergab, dass dieser Funktionsverlust offensichtlich auf einen drastisch

reduzierten Proteingehalt des mutierten DDP1 in Mitochondrien zuriickzufiihren ist.
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In vitro Importanalysen konnten ausschlieBen, dass die erniedrigte DDP1“°*V-Proteinmenge
auf einen ineffizienten Import in Mitochondrien beruht. Vielmehr scheint das importierte und
korrekt sortierte DDP1“**V-Protein im Intermembranraum rasch degradiert zu werden. Diese
Vermutung wird durch folgende Beobachtungen gestiitzt: (1) In vitro in Hefemitochondrien
importiertes DDP1“®*V-Protein wird im Vergleich zu DDP1 bevorzugt durch endogene
Proteasen degradiert. Von den im Intermembranraum lokalisierten AAA-Proteasen, wie z.B.
Ymelp, ist bekannt, dass sie im Zuge einer Qualitdtskontrolle fehlgefaltete, nicht assemblierte
Proteine erkennen und rasch degradieren (Leonhard et al., 1996a; Leonhard et al., 1999). (2)

Rekombinant exprimiertes DDP1“°°%

zeigt im Vergleich zu DDPI eine signifikant hohere
Sensitivitdt gegeniiber Trypsin. Zu dhnlichen Ergebnissen kam die Untersuchung der Trypsin-
Sensitivitidt von Hefe-Tim13, dessen Cysteine gegen Serin ausgetauscht wurden (Lutz, 2003).
(3) Die Vorbehandlung des Wildtyp-DDP1-Proteins mit Metall-chelatierenden Agenzien wie
EDTA oder o-Phenantrolin hat eine erhdhte Sensitivitdt gegeniiber Proteasen zur Folge. Dies
bedeutet, dass der Verlust der Zinkbindung, sei es durch die Zerstorung des Zinkfinger-
Motivs oder durch Wegnahme der Zinkionen zu einer Fehl- oder Missfaltung und als
Konsequenz, zu einer Degradation des DDP1-Proteins fiihrt. Zusammenfassend kann gesagt
werden, dass die Bildung eines Cysy-vermittelten Zinkfingers essentiell fiir die korrekte
Faltung und die Stabilitdit des DDP1-Proteins im Intermembranraum ist. Dariiber hinaus hat
der Zinkfinger vermutlich eine wichtige Funktion fiir die Interaktion mit seinem
Partnerprotein Tim13 und die Assemblierung in hdéhermolekulare Komplexe. In vitro
Analysen an rekombinanten Proteinen konnten eindeutig zeigen, dass DDP1 jedoch nicht
DDP1“°V in der Lage ist, mit Timl3 zu interagieren. Unklar bleibt, ob letztendlich die
Missfaltung oder der Assemblierungsdefekt des mutierten Proteins oder auch beides fiir die
schnelle Degradation verantwortlich ist. Das mit der C66W-Mutation einhergehende

Auftreten des Mohr-Tranebjaerg-Syndroms scheint in jedem Fall auf das Fehlen funktioneller

DDP1/Tim13-Komplexe im mitochondrialen Innenmembranraum zuriickzugehen.

Die Entdeckung einer krankheitsrelevanten Mutation in einer am Proteinimport beteiligten
Komponente impliziert einen vollig neuen Pathomechanismus mitochondrialer Erkrankungen.
Durch die Aufkldrung der molekularen Funktion des DDPI1-Proteins beim Import
hydrophober Vorstufenproteine in die mitochondriale Innenmembran konnte erstmals gezeigt
werden, dass wunabhidngig von krankheitsrelevanten Mutationen in Struktur- und
Funktionsgenen, wie z.B. den OXPHOS-Komponenten und den damit verbundenen

"klassischen" Storungen der Energieproduktion, auch iibergeordnete Mechanismen, wie die
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des mitochondrialen Proteinimports zur Entstehung mitochondrialer Erkrankungen beitragen.
Welche Auswirkungen das Fehlen eines funktionellen DDP1/Tim13-Komplexes und damit
einer moglicherweise verminderten Biogenese der TIM23-Translokase auf die Funktion der
Mitochondrien besitzt, bleibt noch zu klaren. Die komplexen Zusammenhénge, die zur
Entstehung der Degeneration distinkter neuronaler Zellen fiithren, kdnnen letztendlich nur an
mehrzelligen Tiermodellen geklart werden, die eine Analyse entwicklungs- und

organspezifischer Verdnderungen erlauben.
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Mutationen im 7IMMS8A/DDPI1-Gen verursachen das Mohr-Tranebjaerg-Syndrom (MTS),
eine X-chromosomal vererbte neurodegenerative Erkrankung, die durch eine progressive
sensorineurale Taubheit, Dystonie, mentale Retardierung und kortikale Blindheit
gekennzeichnet ist. Das TIMMS8A/DDP 1-Gen kodiert fiir ein kleines mitochondriales Protein,
das "deafness dystonia peptide 1" (DDP1), welches strukturelle Ahnlichkeiten zu einer
Familie kleiner Zinkfinger-Proteine aufweist, die in der Hefe S.cerevisiae am Import
mitochondrialer Innenmembranproteine beteiligt sind. In der Hefe werden fiinf Mitglieder
dieser Proteinfamilie exprimiert: yTim9, yTim10, yTim12, yTim8 und yTiml3. Allen
gemeinsam ist ein konserviertes Cyss-Metallbindungs-Motiv, das vermutlich zur Formation
eines Zinkfingers beitrdgt. Der Mensch kodiert dagegen fiir sechs kleine Tim-Proteine: ein
Tim9-, zwei Tim10- (Tim10a, Tim10b), zwei Tim8- (DDP1, DDP2) und ein Timl3-
Homolog. Schwerpunkt dieser Arbeit war die strukturelle und funktionelle Charakterisierung

des krankheitsassoziierten DDP1-Proteins.

Dabei konnten folgende Ergebnisse erzielt werden:

DDP1, wie auch alle anderen im Rahmen dieser Arbeit identifizierten menschlichen kleinen
Tim-Proteine, ist als I6sliches Protein im mitochondrialen Intermembranraum lokalisiert. In
dhnlicher Weise wie die Hefe-Komponenten agieren die menschlichen kleinen Tim-Proteine
in Form hetero-oligomerer Komplexe. Das MTS-assoziierte DDP1 assembliert zusammen mit
seinem Partnerprotein Tim13 zu einem hetero-hexameren Komplex von 70 kDa. Die Funktion
des DDPI1/Tim13-Komplexes scheint evolutiondr konserviert zu sein, da der in Hefe
rekonstituierte menschliche Komplex in der Lage ist, den kéiltesensitiven Phénotyp einer
Atim8/Atim13-Deletionsmutante zu komplementieren.

In gleicher Weise wie der yTim8/yTiml13-Komplex der Hefe unterstiitzt der menschliche
DDP1/Tim13-Komplex den mitochondrialen Import von Tim23-Vorstufenproteinen. Es gibt
jedoch Unterschiede in den energetischen Erfordernissen zwischen hoheren und niederen
Eukaryonten: Wéhrend in der Hefe S.cerevisiae der Import von Tim23-Vorstufenproteinen
nur bei einem erniedrigten Membranpotential {liber der Innenmembran durch den
yTim8/yTim13-Komplex unterstiitzt wird (Paschen et al., 2000) ist das humane Tim23-
Vorstufenprotein auch unter giinstigen energetischen Bedingungen auf die Unterstiitzung

durch den DDP1/Tim13-Komplex angewiesen. Diese Unterschiede konnen erkldren, warum
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eine in Hefe nicht-essenticlle Komponente im Menschen mit einer progressiven
neurodegenerativen Erkrankung assoziiert ist.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zudem die funktionellen und strukturellen Auswirkungen
einer missense Mutation im TIMMS8A/DDPI-Gen aufgeklart. Durch die Mutation wird das
dem C-terminus am ndchsten gelegene Cystein der vier konservierten Cysteinreste (Cyss-
Motiv) des DDPI1-Proteins gegen ein Tryptophan ausgetauscht (C66W-Mutation)
(Tranebjaerg et al., 2000).

Die vier konservierten Cysteinreste vermitteln die koordinierte Bindung von Zinkionen in
einem molaren Verhéltnis von 1:1, was vermutlich zur Ausbildung einer Zinkfinger-Struktur
fiihrt. Die C66W-Mutation hat den vollstindigen Verlust der Zinkbindungskapazitit des
DDPI-Proteins zur Folge. Das DDP1“°*V-Protein ist in der Hefe nicht funktionell und kann
weder den kiltesensitiven Phénotyp noch den Tim23-Importdefekt der Atim8/Atim13-
Deletionsmutante komplementieren. Der Funktionsverlust scheint auf eine erhdhte Instabilitét
des mutierten Proteins zuriickzugehen. Vermutlich kommt es durch die fehlende Ausbildung
einer Zinkfingerstruktur zu einer Miss- bzw. Fehlfaltung des DDP1-Proteins und in Folge zur
raschen Degradation im mitochondrialen Intermembranraum. Dariiber hinaus hat die
Zinkfingerstruktur eine wichtige Funktion fiir die Interaktion von DDP1 mit seinem
Partnerprotein. DDP1“**V ist nicht in der Lage mit Tim13 zu héhermolekularen Komplexen
zu assemblieren. Dies kann erkldren, warum die in einem MTS-Patienten beschriebene
missense Mutation in ihrer Konsequenz - dem Fehlen von DDP1 - nicht von loss-of-function
Mutationen, wie Stopmutationen, Insertionen/Deletionen zu unterscheiden ist (Tranebjaerg et

al., 2000).
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