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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Um auf Verdnderungen der Umwelt reagieren zu konnen, haben Pflanzen ein ausgefeiltes
Signalnetzwerk in ihren Zellen entwickelt, das Reize wie Licht, abiotischen und biotischen Stress
oder Hormone, in zelluldre Signale umwandelt. Durch den Einstrom des sekundéren Botenstoffes
Kalzium aus dem Apoplasten oder internen Speichern in das Zytosol, entsteht eine Anderung
der Ca®*-Tonen Konzentration. Diese wird in den Pflanzen durch spezifische Sensoren vor allem
aber durch Calmodulin wahrgenommen. Kalziumsignale treten nicht nur im Zytosol auf, da
neueste Untersuchungen diese ebenso im Kern, in den Chloroplasten, in den Mitochondrien
und in den Peroxisomen detektieren konnten (Bachs et al. 1992, |Chigri et al.|[2005, Kuhn et al.
2009, |Dolze et al.[2013)). Der Import von Kern-kodierten Proteinen in Mitochondrien ist durch
Kalzium und Calmodulin auf Hohe des TIM23- und TIM22-Komplexes reguliert. Im Rahmen
dieser Arbeit konnte atTim23.2, die porenbildende Komponente des TIM23-Komplexes, als
Calmodulin-bindendes Protein identifiziert werden. Pull-down-Assay an Calmodulin-Agarose
konnte nachweisen, dass diese Bindung spezifisch und Kalzium-abhiingig stattfindet.

Interessanterweise konnten in silico Untersuchungen zwei potentielle Calmodulin-Bindedoménen
(CaMBD) aufzeigen. Topologie-Untersuchungen von atTim23.2 konnte zeigen, dass die im N-
terminalen Bereich detektierte CaMBD im Intermembranraum (IMR) und die innerhalb der
ersten LOOP identifizierte Bindestelle in der Matrix der Mitochondrien lokalisiert ist. Aulerdem
zeigte sich eine Topologie des Proteins von vier Transmembrandoménen. Das erst kiirzlich in
den Mitochondrien detektierte Calmodulin-dhnliches Protein, CML30, schien ein potentiellen
Interaktionspartner fiir atTim23.2 darzustellen. CML30 konnte im IMR der Mitochondrien
detektiert werden, jedoch war es bisher nicht moglich eine Interaktion der beiden Proteine
eindeutig zu zeigen. Eine weitere Eigenschaft von atTim23.2, ndmlich die Fahigkeit ein Dimer
zu bilden, konnte mit Hilfe des Split-Ubiquitin-System festgestellt werden. Einer Regulation
zum Offnen und SchlieBen der Importpore, wie es in S.cerevisiae gezeigt wurde, konnte demnach
moglich sein. Ob ein Zusammenhang der beiden Eigenschaften von atTim23.2, Calmodulin zu
binden sowie zu dimerisieren besteht, konnte bisher nicht bestitigt werden. Eine Regulation der
Pore iiber das Kalzium/Calmodulin Netzwerk der Zelle konnte jedoch den Importprozess von

Matrixproteinen mit der Stressregulation der Zelle verkniipfen.
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Abstract

Abstract

In order to react to changes within their environment, plants developed a specific signaling
network that enables the cells to convert external stimuli including light, abiotic and biotic
stress as well as hormones into cellular signals. One example is the influx of calcium, a second
messenger stored in apoplasts or internal reservoirs, into the cytosol. This causes changes in
the calcium-ion-concentration within the cell that are recognized by specific sensors including
Calmodulin and lead to the induction of a cellular signal response. Calcium signals do not only
occur in the cytosol, but also appear within the nucleus, chloroplasts, mitochondria as well as
peroxisoms (Bachs et al.| 1992, |Chigri et al.[2005, |Kuhn et al.[2009, Dolze et al.|2013). The import
of nuclear encoded proteins into the mitochondria is regulated by calcium and Calmodulin at
the level of the TIM23- and TIM22-complex. This study identified atTim23.2, the pore-forming
component of the TIM23-complex, as a Calmodulin-binding protein. Pull-down-assays using
Calmodulin-agarose revealed a specific and calcium-dependent binding. Furthermore, in silico
analysis identified two potential Calmodulin-binding domains (CaMBD). Topology studies of
atTim23.2 demonstrated that the proposed N-terminal CaMBD is located within the intermem-
brane space, the binding region within the first loops is located in the matrix of the mitochondria.
Moreover, a topology of four transmembran domains of the protein could be shown. The recently
in the mitochondria identified Calmodulin-like protein CML30 appeared to be a potential binding
partner for atTim23.2. CML30 could be indeed detected in the intermembrane space of the
mitochondria, but a direct interaction of the two proteins could not have been detected so far.
Furthermore, using the split-ubiquitin system proved the ability of atTim23.2 to dimerize which
might be responsible for the regulation of opening and closing of the importpore as it was
already shown in S.cerevisiae. However, a correlation between the two functions of atTim23.2 to
bind Calmodulin as well as to dimerize could not have been confirmed, yet. Nevertheless, the
regulation of the pore via the calcium/Calmodulin signaling network could connect the import

process of matrix proteins with the stress regulation of the cell.
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1. Einleitung

1. Einleitung

Pflanzen zeichnen sich auf zelluldrer Ebene durch eine Zellwand, Vakuolen und das Vorhanden-
sein von Chloroplasten aus. In der Endosymbiontentheorie wird die Entwicklung der pflanzlichen
Zellen durch zwei aufeinanderfolgende Ereignisse beschrieben. Vor mehr als zwei Milliarden
Jahren fiihrte die endosymbiotische Aufnahme eines aeroben o-Proteobakteriums, das die
Fahigkeit der Respiration bereits entwickelt hatte, in eine heterotrophe Wirtszelle zur Entste-
hung der ersten eukaryotischen Zellen mit Mitochondrien. Im zweiten Schritt wurde ein zur
Photosynthese befihigtes Cyanobakterium in die eukaryotische Zelle aufgenommen. Hieraus
entwickelten sich die heutigen Chloroplasten und spiter alle pflanzlichen Zellen (Mereschkowski
1905, Margulis|1970). Durch Etablierung des Endosymbionten in der Wirtszelle ging der grofte
Teil ihres Erbguts durch Gentransfer in das Kern-Genom der Wirtszelle verloren (Lang et al.
1999). Die meisten chloroplastididren sowie mitochondrialen Proteine miissen demnach als Vor-
stufenproteine im Zytosol synthetisiert und post-translational in das Organell importiert werden.
Der Proteinimport ist deshalb ein wichtiger Prozess um die Funktionalitéit der Organellen zu

gewdhrleisten.

1.1. Proteinimport in Mitochondrien

Mitochondrien sind von einer Doppelmembran umgebene Organellen, welche eine essentielle
Rolle wihrend des Metabolismus, der Energieproduktion und der Biosynthese einer Vielzahl
von Komponenten aus fast allen eukaryotischen Zellen spielen (Murcha et al.|2014b). Nach
heutigem Stand des Wissens befinden sich geschitzte 2000 Proteine in Mitochondrien von Pflan-
zen. Obwohl sie ein eigenes Genom besitzen, wird lediglich ein geringer Teil der Proteine im
Mitochondrium selbst synthetisiert. Der Grofteil wird im Kern kodiert und muss nach Synthese
im Zytosol in das Organell eingebracht werden (Lister et al.[2005). Der Transport von Vorstufen-
proteinen, die Sortierung in das entsprechende Subkompartiment und die korrekte Assemblierung
in die endgiiltigen Proteinkomplexe bedarf das Zusammenspiel diverser Translokasen des Import-
apparates. Ferner ist das Vorhandensein eines Importsignals eine wichtige Voraussetzung fiir die
Translokation eines Proteins in Mitochondrien, welches die spezifische Erkennung mitochon-
drialer Proteine ermoglicht. Vorstufenproteine mit einer N-terminalen abspaltbaren Prisequenz
werden vorzugsweise in die Matrix oder zur inneren Membran transportiert. Diese Sequenzen
umfassen ca. 20-50 Aminosduren und bilden positiv geladene amphipatische a-Helixes (Schatz
1996). Eine zweite Klasse von Vorstufenproteinen besitzt keine Priasequenz, jedoch interne Ziel-

sequenzen. Solche Proteine sind integrale Proteine der dufleren Membran, kleine Proteine des




1. Einleitung

Intermembranraumes (IMR) oder gehoren zur Klasse der Carrier-Proteine der inneren Membran.

Der Ubergang durch die duBere Membran wird durch den TOM-Komplex (,,Translocon of the
Outer Membrane™) vermittelt. In Hefe setzt sich dieser aus mehreren Untereinheiten zusammen,;
die porenbildende Komponente Tom40, die Rezeptorkomponenten Tom70, Tom22 und Tom?20,
sowie den kleinen Tom-Proteinen Tom5, Tom6 und Tom?7 (Murcha et al.2014a). Vorstufenprote-
ine werden iiber die Importsignale durch die spezifischen Rezeptoren erkannt und iiber die Pore
Tom40 in den IMR transloziert. Von dort aus konnen f3-barrel Proteine der duleren Membran,
wie Tom40 selbst, zum SAM-Komplex (Sorting and Assembly Machinery) transportiert und dort
in die duflere Membran inseriert werden. Der MIA-Importweg (Mitochondrial Intermembrane-
Space Assembly Machinery) vermittelt des Weiteren den Import von Cystein-reichen Proteinen
mit einem doppelten CXoC oder CX3C Motiv im IMR der Mitochondrien. Im IMR befinden
sich auBBerdem die kleinen Tim-Proteine (Tim9:10; Tim13:8), welche an der Proteinsortierung
fiir den Carrier-Importweg und zum SAM-Komplex beteiligt sind. Zwei weitere Translokasen
(TIM ,,Translocon of the Inner Membrane*), der TIM23:17 Komplex und der TIM22 Komplex,
sind in der inneren Membran der Mitochondrien zu finden. Uber den TIM22-Komplex werden
Carrier-Proteine mit interner Signalsequenz in die innere Membran transloziert. Der Import und
die Insertion sind von einem Membranpotential (Ay) in Form eines pH-Gradienten abhingig.
Der TIM23:17 Komplex ist fiir den Import von Proteinen mit N-terminaler Prasequenz tiber
den sogenannten allgemeinen Importweg verantwortlich (Carrie et al. 2010) und setzt sich aus
den Hauptkomponenten den Transmembranproteinen Tim17 und Tim23 zusammen. TIM23-
SORT, ist neben Tim17 und Tim23 auflerdem mit Tim50 und Tim21 assoziiert und vermittelt
die Insertion der Vorstufenproteine in die innere Membran. Dieser Prozess ist abhingig vom
Membranpotential (Ay) tiber die innere Membran der Mitochondrien. TIM23-MOTOR bzw.
der ATP-abhingige Import-Motor PAM (Presequenz Translocase-Associated Motor) beinhaltet
weitere Komponenten (Tim44; Pam 16, 17 und 18; Mgr2; Hsp70 und Mgel), und vermittelt
den Transfer der Vorstufenproteine durch den Protein-Komplex in die Matrix. Des Weiteren
vermittelt der TIM23:17 Komplex den STOP-Transferweg (Pudelski B. and K.[2010). Die Vorstu-
fenproteine tragen hier ein hydrophobes Sortierungssignal und eine Transmembrandoméne. Die
laterale Sortierung in die innere Membran wird allein iiber das Membranpotential oder durch den
vom Membranpotential-unabhédngigen Transport mit der Hilfe des Superkomplexes (III/IV) der
Atmungskette vermittelt. Nach dem Austritt von Vorstufenproteine in die Matrix werden diese
durch Chaperone stabilisiert und die Priasequenzen vorrangig durch die Prozessierungspeptidase
MPP entfernt (Gakh et al.|[2002)). Die Oxa-Translokase (Oxidase Assembly) ist eine evolutionér
konservierte Invertase in Mitochondrien, Chloroplasten und Bakterien. In der inneren Mitochon-
drienmembran ist sie an der Insertion mitochondrial kodierten Untereinheiten beteiligt, wird
allerdings nicht als Komponente des mitochondriellen Importapparates angesehen (Wiedemann
et al.[[2004).
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1 1 Allgemeiner Importweg

112 Carrier Importweg

|4 Sorting and Assembly Machinery (SAM) Importweg

Abb. 1.1. Uberblick des Proteinimports in Mitochondrien

(1)Der Allgemeine Importweg beschreibt den Import von Proteinen mit N-terminaler Signalsequenz.
Nachdem Vorstufenproteine iiber die Translokase der dufleren Membrane (TOM) in den IMR gelangt
sind, werden diese mittels der Translokase der inneren Membran TIM17:23 und dem PAM-Komplex
in die Matrix transloziert. (2) Proteine der inneren Membran mit interner Signalsequenz werden iiber
den Carrier-Importweg transportiert. Nach dem Durchtritt der du3eren Membran (TOM) und der
Proteinsortierung durch die kleinen Tim-Proteine im IMR, gelangen diese zum TIM22-Komplex
und werden dort in die innere Membran eingebaut. (3) Der MIA-Importweg vermittelt den Import
von Cystein-reichen Proteinen mit interner Signalsequenz im IMR der Mitochondrien. (4) Uber den
SAM-Komplex werden f3-barrel Proteine in die dufere Membran der Mitochondrien eingebaut. Nach
Translokation iiber den TOM-Komplex werden f3-barrel Proteine mit interner Signalsequenz iiber
die kleinen Tim-Proteine im IMR zum SAM-Komplex transloziert und dort in die duflere Membran
eingebaut. Die Oxa-Translokase ist an der Insertion mitochondrial kodierten Untereinheiten in die
innere Membran beteiligt. TOM: Translocon of the Outer Membrane; TIM: Translocon of the Inner
Membrane; MIA: Mitochondrial Intermembrane space Assembly; SAM: Sorting and Assembly
Machinery; PAM: Presequenz Translocase-Associated Motor; MPP: Prozessierungspeptidase; AM:
AuBere Membran; IM: Innere Membran.
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Das Grundgeriist des mitochondrialen Importapparates wurde bereits in den frithen eukaryoti-
schen Organismen gebildet. Eine Vielzahl von Komponenten, welche einen spezifischen und
effizienten Transport mitochondrialer Proteine von Ihrem Syntheseort im Zytosol bis zur ihrer
endgiiltigen Lokalisierung im Organell ermdglichen, wurden im Laufe der Evolution im Reich
der Pflanzen, Tiere und Pilze entwickelt (Duncan et al.[2013). Die Modifizierung und Erweiterung
des Importapparates ermoglichen es somit die spezifischen Bediirfnisse der unterschiedlichen
Reiche zu erfiillen.

Im Pflanzenreich beinhaltet dies die Entwicklung von zwei einzigartigen Rezeptoren in der
duBeren Membran pflanzlicher Mitochondrien, Tom20 und OM64. Tom?20 stellt eine Unterein-
heit des TOM-Komplexes dar und fungiert in der Erkennung und Bindung von kernkodierten
mitochondrialen Vorstufenproteinen (Heins and Schmitz |1996). Das Protein zeigt vergleich-
bare Funktionen zu der Rezeptorkomponente Tom20 aus S.cerevisiae, der Mechanismus der
Proteinbindung, seine Struktur, sowie die Verankerung in die duflere Membran sind jedoch
verschieden (Baker et al.|[1990, Lister et al.| 2007, Perry et al.[2008). Das pflanzliche Protein
OM64 ist ein Rezeptor fiir zytosolische Chaperone und gehort zur Familie der TOC64 Proteine
in Arabidopsis (Chew et al.[2004). Es ist scheinbar verantwortlich fiir den Ubergang hydrophober
mitochondrialer Proteine zur Importpore Tom40. Eine weitere wichtige Komponente, das Tom22
Protein, ist entscheidend fiir den Transport der Vorstufenproteine von den Rezeptorkomponenten
des TOM-Komplexes zur Importpore Tom40. Experimentelle Analysen identifizierten das Tom9
Protein als ein pflanzen Ortholog von Tom22 (Jinsch et al.|1998). Im pflanzlichen System konnte
eine Domine fiir Tom9, welche fiir eine Bindung mit der Prisequenz von Vorstufenproteinen
benotigt wird, nicht identifiziert werden. Tom9 scheint jedoch die Bindestelle des pflanzlichen
Tom?20 zu besetzen. Es wird vermutet, dass Aufgrund der Bindung einer Priasequenz an den
Rezeptor Tom20 die Interaktion mit Tom9 verdringt wird und somit Vorstufenproteine in der
Nihe der Importpore angereichert werden konnen (Rimmer et al.[2011)). Der MIA-Importweg
wird iiber Mia40 und ERV 1 reguliert. Beide Proteine sind essentiell fiir die Funktionsfihigkeit der
Hefe. Fiir Pflanzen konnte gezeigt werden, dass der Signalweg nur mit dem ERV1 Protein allein
funktionsfihig ist (Carrie et al.2010). Des Weiteren konnte eine Kolokalisation von pflanzlichen
Mia40 in den Mitochondrien und den Peroxisomen bestimmt werden. Eine essentielle Funktion
des Proteins, wie es fiir die Hefe gezeigt wurde, scheint demnach nicht zu bestehen. Eine Verbin-
dung zwischen der Translokase der dufleren Membran (TOM-Komplex) und der Translokase der
inneren Membran (TIM17:23-Komplex) wird in der Hefe durch das scTim23 Protein vermittelt.
Dieses hat eine N-terminale Verlidngerung, welcher eine Interaktion mit dem TOM-Komplex
ermoglicht. In der Pflanze ist eine solche Verldngerung der Sequenz nicht fiir Tim23 aber fiir
das Protein Tim17 identifiziert worden. Die Funktion der C-terminalen Verldngerung von Tim17
ist bis dato zwar unbekannt, jedoch konnte gezeigt werden, dass es eine Verbindung zwischen

dulerer und innerer Membran herstellt (Murcha et al.|2005)).
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Im Mitochondrium laufen neben der fiir die Zelle iiberlebenswichtigen Atmungskette weitere
bedeutende Prozesse des Stoffwechsels ab. Eine Steuerung der Proteinzusammensetzung, sowie
eine Anpassung der Synthese und des Imports von kernkodierten Proteinen, konnte die Funktio-
nen der Mitochondrien und die Bediirfnissen der umgebenden Zelle koordinieren. Eine strenge
Regulation der in Mitochondrien ablaufenden Prozesse scheint demnach essentiell zu sein. In
der Zelle kann dies iiber ein Signalnetzwerk, welches Reize in zelluldre Signale umwandelt,

gewdhrleistet werden.

1.2. Kalziumregulation in Pflanzen

Um auf Verdnderungen der Umwelt, wie z.B. Licht, Temperatur, Salz und osmotischen Stress
reagieren zu konnen, haben Organismen ein intra- und interzellulares Netzwerk entwickelt,
welches Informationen iiber wahrgenommene Reize in zellulire Antworten umwandelt. Die
dabei ausgelosten Signale werden vor allem tiiber kleine organische oder anorganische Molekiile,
den sogenannten sekundiren Botenstoffe (Phospholipide, Zucker, Aminosiuren, zyklische Nu-
kleotide), aufgenommen. Eine zellulidre Antwort beinhaltet zum Beispiel die Veridnderungen von
Enzymaktivitidten, Genexpression oder den Transport von Proteinen iiber Membranen (Bouche
et al.[2005). In der Pflanzen zihlt Kalzium zu den wichtigsten sekundéren Botenstoffen (Berridge
et al.[[2000). Es kann nicht wie andere Botenstoffe verstoffwechselt werden und ist in erhOhter
Konzentration in der Zelle schidlich fiir den Energiestoffwechsel (Clapham/[1995). Um zu ver-
hindern, dass Kalzium in hohen Konzentrationen unlsliche Komplexe mit Phosphaten bildet,
werden Kalzium-Ionen (Ca”*-Ionen) aktiv aus dem Zytosol in Kalziumspeicher wie die Vakuole
und das Endoplasmatische Retikulum gepumpt. Die Ca>*-Ionen Konzentration im Zytosol
kann somit niedrig gehalten (~ 100-200 nM) werden (McCormack and Braam|2003|, DeFalco
et al. 2010). Der groBBe Konzentrationsunterschied zwischen den Kompartimenten (annihernd
10000 fache) sorgt wiederum dafiir, dass durch zum Beispiel Kalziumkanile in den Membranen
schnelle Anderungen der Kalziumkonzentration im Zytosol ausgelost werden konnen (Stael
et al. 2012)). Hierbei unterscheidet man Spannungs-gesteuerte, Spannungs-unabhédngige und
Ligand-gebundene Kanile (Kudla et al. 2010). Neben den Kalziumkanélen gibt es den aktiven
Transport von Ca>*-Tonen. Die Ionen werden in diesem Fall aktiv iiber Ca?>*/Protonen Antiporter
Systeme oder P-Type Ca>*-ATPasen aus dem Zytosol transportiert. Durch das Zusammenspiel
unterschiedlicher Kalziumkanéle und Transportsysteme ist es der Zelle moglich, ein breites
Spektrum verschiedenster Signale in differenzierte Kalzium-Signaturen umzuwandeln. Die meis-
ten Proteine, die als Ubertriiger von Kalziumsignalen dienen, tragen ein weit verbreitetes und
hoch konserviertes Motiv, das EF-Hand Motiv. Es besteht aus einer Helix-Loop-Helix Struktur,
welches ein Kalzium-Ion binden kann (Perochon et al.[2011). Eine Konformationsinderung
des Kalzium-bindenden Proteins, ausgelost durch die Anbindung des Botenstoffes, ermoglicht
dem Protein im Laufe der Signalkaskade mit Zielproteinen interagieren zu konnen (Clapham
2007, |DeFalco et al.|2010, Poovaiah B.W. and Yang 2013)). In der Pflanze wurde eine Vielzahl
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von EF-Hand-tragenden Proteinen identifiziert. Die wichtigste Gruppe gehort zur Familie der
Calmoduline. Calmodulin ist ein hoch konserviertes, kleines (16-18 kDa) und saures Protein. Es
umfasst zwei globulédren Strukturen, die durch eine flexible, helikale Doméne verbunden sind.
Jedes der globuliren Enden trigt zwei EF-Hand Motive, die wiederum jeweils ein Ca®*-Ion
binden konnen (Day et al.|2002). AuBerdem besitzt es keinerlei katalytische Aktivitit, erst die
Anbindung von Kalzium fiihrt zu einer Konformationsinderung des Proteins und somit zu einer
Interaktion mit nachgeschalteten Zielproteinen (Perochon et al.|2011} |[Reddy et al.|[2011). Neben
den in Arabidopsis identifizierten sechs Calmodulinen, gibt es ungefidhr 50 Calmodulin-dhnliche
(CML) Proteine (McCormack and Braam|[2003)). Die CMLs sind relative kleine, zwischen 83
und 330 Aminosduren lange Proteine, die vorwiegend aus EF-Hand Motiven bestehen. Sie
weisen mindestens 16% identische Aminosduren zu den klassischen Calmodulinen auf, zeigen
jedoch innerhalb der Kalzium-bindenden Regionen einige Sequenzunterschiede auf. Die ho-
he Affinitit zu Kalzium konnte in Folge dessen gemindert werden (McCormack et al.[2005).
Die meisten der 50 CMLs haben 4 EF-Hand Motive. Die Kalzium-abhédngigen Proteinkinasen
(CDPKs5) stellen eine weitere Gruppe Kalzium-bindender Proteine dar (Cheng et al.2002). In
Arabidopsis wurden 34 Gene identifiziert die fiir CDPKSs kodieren. Sie besitzen eine N-terminale
variable Doméne, eine katalytischen Kinase Doméne, eine Autoinhibitionsdoméne und eine
regulatorische Calmodulin-dhnliche Doméne. Die EF-Hand Motive befinden sich innerhalb der
regulatorischen Doméne und erlauben die direkte Aktivierung der CDPKs durch Kalzium. Die
meisten identifizierten CDPKs besitzen vier dieser Motive. In Arabidopsis konnten im weiteren
10 Gene identifiziert werden, welche fiir Calcineurin B-dhnliche Proteine (CBLs) kodieren (Luan
et al. 2002). CBLs sind kleine Proteine, die typischerweise drei EF-Hand Motive tragen. Eine
weitere Gruppe der Kalzium-bindenden Proteine gehoren zur Familie der SUBs (Short Under
Blue Light) und SULs (SUB-idhnlich) Proteinen (Guo et al. 2001)). SUB1 ist fahig Kalzium
zu binden und spielt eine wichtige Rolle im Signalweg der Photorezeptoren. Neben den hier
aufgefiihrten wichtigsten Proteinfamilien gibt es eine Vielzahl von weiteren EF-Hand Motiv
tragenden Proteinen in Pflanzen. Es wird vermutet das iiber 250 solcher Proteine in Arabidopsis
zu finden sind (Day et al.|2002). Die betrdchtliche Anzahl an Kalzium-bindenden Proteinen in-
nerhalb eines sessilen Organismus spiegelt dessen Bediirfnis wieder, den gesamten Stoffwechsel,

die Entwicklung und das Wachstum als Antwort auf Verdnderungen der Umwelt zu regulieren.

Die Kalziumregulation ist eine spezifische Eigenschaft eukaryotischer Zellen und wurde bis dato
nicht fiir Prokaryonten beschrieben. Dennoch gibt es immer mehr Hinweise auf die Existenz
von Kalziumregulierten Prozessen in den Organellen prokaryotischen Ursprungs, Chloroplasten
und Mitochondrien (Bussemer et al.[2009). So wurde gezeigt, dass der Proteinimport Prozess
sowohl in Mitochondrien als auch in Chloroplasten durch Kalzium und Calmodulin reguliert
wird (Kuhn et al.|2009, |Chigri et al|2005). Es gibt im Weiteren Hinweise fiir das Auftreten von

Kalziumsignale im Kern und in Peroxisomen.
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1.3. Die PRAT Gen Familie

In Arabidopsis codieren 17 Loci fiir Proteine der Praprotein und Aminosdure Transporter (PRAT)
Familie (Rassow et al.|1999). Diese Proteinfamilie entstammt wahrscheinlich einem einzigen eu-
bakteriellen Vorfahren, der Aminosidure-Permease LivH. LivH ist ein integrales Plasmamembran-
Protein von 308 Aminosduren, welches direkt in der Aufnahme von verzweigten Aminosiduren
beteiligt ist (Adams et al.|1990). PRAT-Proteine zeichnen sich durch vier Transmembrandoménen
verbunden durch drei kurze hydrophile LOOPs und einer charakteristischen PRAT-Domine
([G/IAX,[F/IY]X10RX3DXg[G/A/S] GX3G; X bezeichnet beliebige Aminosduren) aus. AufSerdem
erfiillen sie vorrangig Funktionen in der Translokation von Priproteinen sowie dem Transport
von Aminosduren liber die duleren und inneren Membranen von Chloroplasten und Mitochon-
drien. Die identifizierten PRAT-Proteine aus Arabidopsis zeigen eine erhebliche Varianz in ihrer
GroBe (133 bis 261 Aminoséduren), ihrer Struktur und der Lokalisierung (Duncan et al.[2013)).
Von allen 17 Genen kodieren zehn fiir Proteine aus dem Mitochondrium, sechs zeigen eine
chloroplastidire Lokalisierung und eines konnte in beiden Organellen detektiert werden (Murcha
et al.|2014a)). Nur fiir sieben der identifizierten Gene konnte im Weiteren eine PRAT-Doméne
aufgezeigt werden, vier weitere tragen eine degenerierte Variante. Das OEP16 ist eines der
bekanntesten PRAT-Protein der Chloroplasten. Es konnte in der duf3eren Hiillmembran von
Chloroplasten der Erbsen lokalisiert werden und bildet einen selektiven Kanal fiir Aminosduren
(Pohlmeyer et al. [1997). Die Funktion des Proteins ist bis dato ungeklirt, es wird vermutet,
dass es eine wichtige Rolle wihrend des Transportes der POR A (Protochlorophyllide) Oxi-
doreductase in den Chloroplasten spielt. Weiterhin konnten die Tim17 Homologen, PRAT1.1
und PRAT1.2, im Chloroplasten identifiziert werden (Pudelski B. and K.[2010). Sie sind durch
eine Struktur von vier Transmembrandoméinen charakterisiert und tragen eine spezifische Tim17
Domine (Finn et al.|2008). Das Fehlen eines Signalpeptids zeichnet sie im Weiteren aus. Thre
Funktion ist weitestgehend unbekannt, es wird angenommen, dass sie an einem alternativen
Importweg der Chloroplasten beteiligt sind. Die 11 in Mitochondrien codierten PRATs konnen
in drei Unterfamilien basierend auf Homologie-Untersuchungen mit S.cerevisiae unterteilt wer-
den: TIM17, TIM23, und TIM22. Drei Gene kodieren fiir TIM17 (At1g20250, At2g37410 uns
At5g11690), drei Gene kodieren TIM23 (Atl1g72750, Atlgl17530 uns At3g04800) und zwei
Gene kodieren TIM22 (At3g10110 und Atlg18320). Die drei Isoformen von TIM23 zeigen
eine hohe Sequenzihnlichkeit (70-92%) untereinander (Murcha et al.[2007). Nur eines der drei
Proteine trigt eine PRAT-Doméne (At3g04800), wihrend die beiden anderen eine degradierte
Form beinhalten. Alle drei Isoformen scheinen iliberlappende Funktionen in der Zelle einzu-
nehmen, denn eine Mutation von jeweils zwei Proteinen fiihrt zur Letalitit (Wang et al.|2012).
Eine N-terminale Verldngerung, wie sie bei Tim23 aus S.cerevisiae zu finden ist, fehlt bei allen
drei Proteinen. Die Verbindung zwischen duflerer und innerer Membran wird hier durch die
C-terminale Verlingerung von Tim17 (At2g37410) tibernommen (Murcha et al. 2005). Drei

weitere Gene zeigen zwar keine Homologen in S.cerevisiae oder H.sapiens, jedoch konnte
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eine starke Ahnlichkeit zu den bereits bekannten PRATS in Arabidopsis festgestellt werden.
Die Proteine PRAT2.1 und PRAT?2.2 tragen innerhalb des C-Terminus eine dem SAM-Protein
dhnliche Doméne (steriles alpha Motiv) und zeigen eine duale Lokalisierung innerhalb der innere
Hiillmembran der Chloroplasten und der inneren Membran der Mitochondrien (Pudelski B. and
K.|[2010). Sie sind ebenfalls durch eine Struktur von vier Transmembrandoménen und einer
TIM17-Doméne charakterisiert. Eine Funktion innerhalb des Aminoséuretransportes wird auf3er-
dem vermutet. Des Weiteren konnten die Proteine PRAT3 und PRAT4 in den Mitochondrien
identifiziert werden. Sie erfiillen zwar die charakteristischen Eigenschaften der PRAT-Familie,

ihre Funktion ist jedoch unklar. PRAT4 konnte eine Rolle wihrend des Proteinimportes spielen.

Ausgenommen von TIM17, TIM23 und OEP16 sind die Funktionen der Mitglieder der ge-
samten PRAT-Proteine unbekannt. Die relativ hohe Anzahl von Genen welche fiir PRAT-Proteine
in Arabidopsis kodieren weist jedoch darauf hin, dass auch die Funktionen der Proteine stark
ausgeweitet wurden. So zeigen Untersuchungen der Transkriptionsrate im Verlauf der Blattent-
wicklung, dass einige Proteine womoglich bedeutsame Rollen wihrend des Austausches von
Metaboliten und anderen Molekiilen zwischen Mitochondrien und Chloroplasten spielen konnten
(Duncan et al.|[2013)).
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Ziel der Arbeit

Kalzium ist der universelle sekundire Botenstoff in allen eukaryotischen Organismen. Er spielt
nicht nur eine bedeutende Rolle in verschiedenen Aspekten des Pflanzenwachstums und wihrend
der Pflanzenentwicklung, sondern ist gleichzeitig ein Mediator von Stressantworten welche
durch biotische und abiotische Stimuli ausgeldst werden konnen (Tianbao Yang 2003)). Stress
und die daraus resultierende Ausschiittung von Kalzium in das Zytosol wird durch sogenannte
Sensoren in der Zelle wahrgenommen. Einer der am besten charakterisierten Kalzium-Sensoren
in eukaryotischen Zellen ist das Calmodulin. Neueste Untersuchungen haben die Beteiligung der
Organellen an dem Kalzium/Calmodulin-Netzwerk bestitigen konnen (Stael et al.|2012). Der
Import von Kern-codierten Proteinen in die innere Membran oder Matrix von Mitochondrien ist
beispielsweise durch Kalzium und Calmodulin reguliert (Kuhn et al.|2009). Diese Regulation
findet innerhalb der inneren Membran der Mitochondrien an dem TIM22- und TIM23-Komplex
statt. Ziel der vorliegenden Arbeit war es Komponenten zu identifizieren, welche an dieser
Kalzium/Calmodulin-Regulation des Importprozesses in Mitochondrien beteiligt sind. Des Wei-
teren sollen die Interaktionen zwischen identifizierten Komponenten mit Calmodulin néher

untersucht und charakterisiert werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Chemikalien

Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden in hochstmoglicher Qualitdt von namhaf-

ten Herstellern bezogen. Spezielle Chemikalien wurden von folgenden Firmen erworben:

Tabelle 2.1. Ubersicht der in dieser Arbeit speziell erworbenen Chemikalien

Produkt Verwendung Hersteller
Complete Protease Inhibitor Inhibierung von Proteasen Roche (Mannheim,
Cocktail Deutschland)

Mitotracker® CMX Ros

Anfirbung von Mitochondrien

Invitrogen (Darmstadt,
Deutschland)

EDC(1Ethyl-3-
(3dimethylaminopropyl)
carbodiimid hydrochlorid)

Quervernetzungsexperimente

Thermo Scientific
(Rockford, IL USA)

S-NHS
(N-Hydroxysulfosuccinimid)

2.1.2. Enzyme und Kits

Quervernetzungsexperimente

Folgende Enzyme und Kits wurden in dieser Arbeit verwendet:

Thermo Scientific
(Rockford, IL USA)

Tabelle 2.2. Zusammenfassung der in dieser Arbeit verwendeten Enzyme und Kits

Produkt Verwendung Hersteller
Restriktionsenzyme Restriktionsverdau Fermentas (St. Leon Roth, Deutschland)
und New England Biolabs (Boston, USA)
DNA-Polymerasen Polymeraseketten- Fermentas (St. Leon Roth, Deutschland)
reaktion und New England Biolabs (Boston, USA)
T4-DNA Ligase Ligation Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland)
Cellulase und Abbau der pflanzlichen | Serva (Heidelberg, Deutschland)
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Mazerase Zellwand

Quick Lyse® Isolation von DNA aus | Quiagen (Maryland, USA)

Miniprep Kit (250) E.coli-Zellen

Nucleobond Kit Isolation von DNA aus | Macherey-Nagel (Diiren, Deutschland)
PC 100 E.coli-Zellen

NucleoSpin® Gel and | Extraktion von DNA Macherey-Nagel (Diiren, Deutschland)
PCR clean-up Kit aus Agarosegelen

2.1.3. Bakterien- und Hefestamme

Zur Vervielfiltigung von DNA, Expression rekombinanter Proteine und transienter Transformati-

on von Tabak wurden folgende Bakterien-bzw. Hefestimme verwendet.

Tabelle 2.3. Uberblick der in dieser Arbeit verwendeten Bakterien- und Hefestimme

Produkt | Verwendung | Hersteller

Bakterienstamm E.coli Vervielfiltigung von DNA Stratagene

DHS5alpha (La Jolla, USA)

Bakterienstamm E.coli Expression von rekombinanten | Stratagene

BL21-CodonPlus(DE3)- Proteinen (La Jolla, USA)

RIPL

Agrobakterienstamm Transiente Transformation Bereitstellung der AG Ott

LBA 1334 von N.benthamiana LMU Miinchen Dep. Bio I

Hefestamm NMYS51 Vervielfiltigung von DNA in | Dualsystems Biotech
Hefezellen (Schlieren, Schweiz)

2.1.4. Verwendete Vektoren

In dieser Arbeit verwendeten Vektoren sind im folgendem dargestellt:

Tabelle 2.4. Liste der in dieser Arbeit verwendeten Vektoren

Vektor Hersteller Besonderheit Restriktions- | Antibiotika-
schnittstellen | resistenz
pMal-c 5 New England Biolaps C-terminaler EcoRI Ndel Ampicillin
(Boston, USA) MBP-tag
pBT3-SUC/-C/-N | DUALsystems Biotech | C-terminale Sfil Kanamycin
(DUALmembrane kit 3) | LexA DNA
(Schlieren, Schweiz) Bindedomiine
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pPR3-SUC/-C/-N | DUALsystems Biotech | N-terminaler Sfil Ampicillin
pAL-Alg5, (DUALmembrane kit 3) | HA Epitop tag
pDL2-Alg5 (Schlieren,Schweiz)
Bereitgestellt von C-terminales Apal und Kanamycin
pBIN19saGFP_1o¢
S. Stael B-Faltblatt 1-10 | Notl
von GFP
pBIN19saGFP; | | Bereitgestellt von C-terminales bzw. | Apal und Kanamycin
pBIN19saGFPy S. Stael N-terminales Notl
B-Faltblatt 11
von GFP

2.1.5. Verwendete Konstrukte

Folgende Konstrukte wurden in dieser Arbeit kloniert oder nach freundlicher Bereitstellung

verwendet:

Tabelle 2.5. Liste der in dieser Arbeit erstellten Konstrukte

Die Zahlen bezeichnen die Position der Aminosiuren; VL: volllanges Protein, AS: Aminosiure, mit
* gekennzeichnete Konstrukte wurden bereitgestellt. Fiir die Klonierung wurde CDS (codierende

DNS Sequenz) verwendet.

Bezeichnung

Vektor

Verwendung

Beschreibung

atTim23.2 saGFP;_oc

pBIN 1 9S&GFP1 —10C

Expression in

N.benthamiana

VL Tim23.2 AS 1-188
At1g72750

atTim23.2 saGFP; 1C

pBIN19saGFP11C

Expression in

N.benthamiana

VL Tim23.2 AS 1-188
At1g72750

atTim23.2 saGFP;n

pBIN19saGFPy

Expression in

N.benthamiana

VL Tim23.2 AS 1-188
At1g72750

atMia40 saGFP;_oc

pBIN19saGFP1,10C

Expression in

N.benthamiana

VL Mia40 AS 1-162
At5g23395

atMia40 saGFPq ;¢

pBINl 9saGFP1 1C

Expression in

N.benthamiana

VL Miad0 AS 1-162
At5g23395

atOGDEI1 saGFP;_oc*

pBIN 1 9S&GFP1 —10C

Expression in

N.benthamiana

OGDEI1 AS 1-66

atOGDEI saGFPqc*

pBIN19saGFP11c

Expression in

N.benthamiana

OGDEI1 AS 1-66
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atCAM4 saGFP;_ioc*

pBIN 1 9saGFP1 —10C

Expression in

VL CAM4 AS 1-159

N.benthamiana | Atl1g66410
atCAM4 saGFPqc* pBIN19saGFP| ¢ Expression in VL CAM4 AS 1-159
N.benthamiana | Atlg66410
atCML30ap2 /13 pBIN19saGFP;_1oc | Expression in VL CML30 AS 1-187

saGFP1 — 1oc*

N.benthamiana

Methionin 2 und 3 ausge-

tauscht gegen Isoleucin

Atlgl15680
atCML3012/m3 pBIN19saGFP;c | Expression in VL CML30 AS 1-187
saGFPqc* N.benthamiana | Methionin 2 und 3 ausge-
tauscht gegen Isoleucin
Atlgl5680
pMal-atTim23.2(1-188) * pMal-c 5 Expression in VL Tim23.2 AS 1-188
E.coli Atlg72750
pMal-atTim23.2(1-188)-strep | pMal-c 5 Expression in VL Tim23.2 AS 1-188
E.coli Atlg72750
pMal-atTim17.2(1-243)-strep * | pMal-c 5 Expression in VL Tim17.2 AS 1-243
E.coli At2g37410
pMal-atTim23.2(1-70)-strep pMal-c 5 Expression in Tim23.2 AS 1-70
E.coli Atlg72750
pMal-atTim23.2(80-110)-strep | pMal-c 5 Expression in Tim23.2 AS 80-110
E.coli Atlg72750
pMal-atTim23.2(120-140)-strep | pMal-c 5 Expression in Tim23.2 AS 120-140
E.coli Atlg72750
pBT3-atTim23.2-SUC pBT3-SUC Expression in VL Tim23.2 AS 1-188
S.cerevisiae Atlg72750
pBT3-atTim23.2-C pBT3-C Expression in VL Tim23.2 AS 1-188
S.cerevisiae Atlg72750
pBT3-atTim23.2-N pBT3-N Expression in VL Tim23.2 AS 1-188
S.cerevisiae Atlg72750
pPR3-atTim23.2-SUC pPR3-SUC Expression in VL Tim23.2 AS 1-188
S.cerevisiae Atlg72750
pPR3-atTim23.2-C pPR3-C Expression in VL Tim23.2 AS 1-188

S.cerevisiae

At1g72750
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pPR3-atTim23.2-N pPR3-N Expression in VL Tim23.2 AS 1-188
S.cerevisiae Atlg72750
pPR3-pAI-Alg5-C* pPR3-C Expression in VL Alg5 AS 1-334
S.cerevisiae YPL227C
pPR3-pDL-Alg5-C* pPR3-C Expression in VL Alg5 AS 1-334
S.cerevisiae YPL227C
pPR3-atCML5-N * pPR3-N Expression in VL CMLS5 AS 1-216
S.cerevisiae Mit Stopcodon
At2g43290
pPR3-pPR3-atTim23.2(76- | pPR3-N Expression in Tim23.2 AS 76-188
188)-N
S.cerevisiae Atlg72750
pPR3-atTim23.2(1-151)-N pPR3-N Expression in Tim23.2 AS 1-151
S.cerevisiae Atlg72750
pPR3-atTim23.2 (A C/A15)-N | pPR3-N Expression in VL Tim23.2 AS 1-188
S.cerevisiae A Cys/Ala;s)
Atlg72750
pPR3-atTim23.2 (A 62-110)-N | pPR3-N Expression in Tim23.2 A AS 62-110
S.cerevisiae Atlg72750
pPR3-atTim23.2 (A 110-152)-N | pPR3-N Expression in Tim23.2 A AS 110-152

2.1.6. GroBenmarker und Saulenmaterial

S.cerevisiae

Atlg72750

Fiir die GroBenbestimmung der Proteine mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese wurde

der ,Low Molekular Weight“ -Marker von Pegl.ab (Erlangen, Deutschland) und der ,,Page

Ruler Plus prestained Protein ladder von New England Biolabs (Boston, USA) verwendet.

Die GroBe von DNA Fragmenten in Agarosegelen wurde mit A-Phagen DNA, welche mit

den Restriktionsenzymen EcoRI und HindIIl verdaut wurde, ermittelt. Proteine welche mit

Streptavidin-tag versehen waren, wurden iiber Strep-Tractin® Sepharose® (IBA, Gottingen)

aufgereinigt. Die Aufreinigung von Proteinen fusioniert mit einem MBP-tag (Maltose bindendes

Protein) erfolgte iiber Amylose-Resin der Firma New England Biolaps (Boston, USA). Kopplung

und Anbindungsversuche wurden mittels Calmodulin-Sepharose von Sigma-Aldrich (Steinheim,

Deutschland) durchgefiihrt.
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2.2. Methoden

2.2.1. Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1. Aligemeine molekularbiologische Methoden

Die Anzucht von Bakterienkulturen, die DNA-Extraktion durch alkalische Lyse und die Konzen-
trationsbestimmung der isolierten DNA wurde nach (Sambrook and Girling 2001) durchgefiihrt.
Die E.coli Zellen wurden mit Plasmiden nach Pope und Kent transformiert (Pope and Kent
1996)). Die Herstellung von chemisch-kompetenten E.coli-Zellen erfolgte nach Hanahan (Ha{
nahan|1983). Elektrokompetente A.fumefaciens wurden hergestellt und transformiert geméif der
Anleitung des ,,MicropulserTM Electroporation Apparatus Operation Instructions and Application
Guide“der Firma Bio-Rad (Miinchen, Deutschland). Die Klonierung von DNA-Fragmenten, die
Aufreinigung von PCR-Produkten, die Extraktion von PCR-Produkten aus Agarosegelen und der
Restriktionsverdau von DNA-Stiicken, erfolgte nach Standartmethoden oder nach Herstelleran-

gaben der verwendeten Enzyme und Kits.

2.2.1.2. Polymerasekettenreaktion (PCR)

Zur Amplifikation von DNA-Sequenzen wurde die Polymerasekettenreaktion nach Sambrook
und Russel, sowie nach Angabe der Enzymbhersteller, durchgefiihrt (Sambrook and Girling
2001)). Jeder Zyklus begann mit dem erhitzen der Proben fiir zwei Minuten auf 96°C, um die
DNA zu denaturieren. Nach Verringerung der Temperatur auf das primer-spezifische Optimum,
erfolgte das Annealing der Primer an die komplementdren DNA-Abschnitte, gefolgt von einer
Synthetisierungsphase bei 72°C. Die neu synthetisierten Molekiile wurden durch erneute Tempe-
raturerhhung auf 96°C von der Ausgangs-DNA gelost und dienten so selbst als Matrize fiir den
nédchsten Elongationsschritt. Die Wiederholungszahl der Zyklen betrug 25- bis 35-mal, wodurch

die gewiinschte DNA-Sequenz exponentiell vervielfacht wurde.

2.2.1.3. Klonierungsstrategien

Fiir die Klonierungen wurde cDNA, aus mRNA revers transkribiert, oder genomische DNA aus
A.thaliana als Matrize eingesetzt. Die DNA wurden mittels Restriktionsverdau und Ligation
in ihre Zielvektoren nach Angaben der Enzymbhersteller kloniert. AnschlieBend erfolgte die
Sequenzierung der entstandenen Klone durch den Sequenzierservice des Departments Biologie I
der Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen. Fiir die Erzeugung von verkiirzten atTim23.2-
Konstrukten wurde die DNA-Sequenz des volllangen Proteins Tim23 aus Arabidopsis thaliana

als Template verwendet.

15



2. Material und Methoden

2.2.2. Biochemische Methoden

2.2.2.1. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) und
Farbemethoden

Mittels denaturierender Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) ist es moglich Proteine
ihrer GroBe nach aufzutrennen und zu analysieren. Hierbei wurde die Methode nach Laemmli an-
gewendet (Laemmli/|1970). Die Proteinproben wurden mit SDS-Solubilisierungspuffer (125 mM
Tris-HCl, pH 6,8, 10% (v/v) B-Mercaptoethanol, 20% (v/v) Glycerin, 4% (w/v) SDS und 0,01%
(w/v) Bromphenol Blau) versetzt und fiir zwei Minuten bei 96°C denaturiert. AnschlieBend
erfolgte die Auftrennung der Proteine elektrophoretisch auf 10 — 12,5%-igen SDS-Gelen (30%
(v/v) Acrylamid, 1,5 M Tris/HCI pH 8,8, 10% (w/v) SDS, 10% (w/v) APS, 0,04% (v/v) TEMED)
in Gellaufkammern versetzt mit SDS-Laufpuffer (1,92 M Glycerin, 250 mM Tris, 1% (w/v) SDS).

Coomassie-Blaufirbung

Die Anféarbung elektrophoretisch aufgetrennter Proteine erfolgte direkt im Gel fiir 10-20 Minuten
in Coomassie-Farbelosung (50% (v/v) Methanol, 7% (v/v) Essigséure, 0, 18% (w/v) Coomassie-
Brilliant-Blue R250). AnschlieBend erfolgte die Entfarbung mit 10% (v/v) Isopropanol und
10% (v/v) Essigsiure, bis die Proteine gut sichtbar waren. Die Gele wurden mehrfach in ddH,O

gewaschen und unter Vakuum getrocknet.
Silberfarbung

Neben der Fiarbung von Polyacrylamid-Gelen mit Coomassie-Brilliant-Blue, wurde die sen-
sitivere Silberfarbung angewendet (Blum et al.|1987). Nach 30-60 miniitiger Fixierung der Gele
in Fixier-Losung (10% (v/v) Isopropanol, 10% (v/v) Essigsdure), sowie mehrfacher Wasch-
schritte in 50%-igen Ethanol, wurden diese eine Minute in Sensitivierungs-puffer (0,02% (w/v)
Na,S,0;) vorbehandelt. Es folgten drei Waschschritte in ddH, O fiir jeweils 20 Sekunden, wor-
aufhin die Gele fiir weitere 20 Minuten in frisch angesetzter Firbelosung (0,2% (w/v) AgNO;,
0,028% (v/v) Formaldehyd) inkubiert und anschlieBend noch zweimal in ddH, O fiir je 20 Sekun-
den gewaschen wurden. Die Entwicklung erfolgte in einer Losung bestehend aus 37,5% (w/v)
Na,CO;, 0,028% (v/v) Formaldehyd und 0,0075% (w/v) Na,S,0;, bis die Protein-Banden
sichtbar waren. Die Reaktion wurde mit Fixier-Losung gestoppt, die Gele anschlieBend mehrfach

in ddH, O gewaschen und unter Vakuum getrocknet.
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2.2.2.2. Affinitatschromatographien

Affinitatschromatographie an Amylose-Resin

Proteine, welche mit einem MBP-tag versehen wurden, konnten mittels Amylose-Resin auf-
gereinigt werden. Die Bakterien, welche das Protein rekombinant exprimiert hatten, wur-
den zunichst zehn Minuten bei 4000 x g pelletiert. Das entstandene Bakterienpellet wurde
in 15 ml Sdulenpuffer (20 mM Tris-HCI pH 7,5, 200 mM NaCl, 1 mM EDTA, 75 mM 6-
Aminohexansdure) resuspendiert und anschlieend die Zellen mittels einer ,,French Pressure
Cell“aufgeschlossen. Um unlosliche Zellbestandteile zu entfernen, wurde das Lysat fiir 20 Minu-
ten bei 20000 x g und 4°C zentrifugiert und das Pellet verworfen. Der Uberstand wurde dann
in einem Verhéltnis von 1:6 mit Puffer gemischt und auf die Sédule, welche im Vorhinein mit
500ul Amylose-Resin beladen und dquilibriert wurde, geladen. Der Durchlauf wurde gesammelt
und nochmal auf die Sdule beladen. Nach einem Waschdurchgang mit 10 ml des Sdulenpuffers,
erfolgte die Elution mit 10 ml Séulenpuffer versehen mit 10 mM D-Maltose. Die acht Eluate
wurden zu jeweils 250 ul aufgefangen. Um die D-Maltose und die 6-Aminohexansidure von den
aufgereinigten Proteine zu entfernen und diese gleichzeitig umzupuffern, wurden sie tiber Nacht
in einem Liter 50 mM Hepes pH 7,5 und 100 mM NaCl dialysiert. Am Folgetag wurden die
Proteine dann fiir 15 Minuten bei 15 000 x g und 4°C abzentrifugiert und der Uberstand und das
Pellet mittels SDS-PAGE und Coomassie-Férbung analysiert(siehe [2.2.2.1).

Affinititschromatographie an Streptavidin-Sepharose

Mit Streptavidin-tag versehende Proteine wurden mittels Strep-Tractin® Sepharose® direkt
aus den Bakterien aufgereinigt. Zunichst wurden die Bakterien, welche das Protein rekombinant
exprimiert haben, zehn Minuten bei 4000 x g pelletiert. Das entstandene Bakterienpellet wurde in
10 ml Wash-Puffer (100 mM Tris-HCI pH 8,0, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA) resuspendiert und
anschlieend die Zellen mittels Sonifiezierung aufgeschlossen. Um unlosliche Zellbestandteile
zu entfernen wurde das Lysat fiir 20 Minuten bei 10000 x g und 4°C zentrifugiert und das Pellet
verworfen. Anschliefend wurden die Proteine nach Angaben des Herstellers aufgereinigt (IBA,
Gottingen). Um das D-Biotin von den aufgereinigten Proteine zu entfernen und diese gleichzeitig
umzupuffern, wurden diese {iber Nacht in einem Liter 50 mM Hepes pH 7,5 und 100 mM NaCl
dialysiert. Am Folgetag wurden die Proteine dann fiir 15 Minuten bei 15 000 x g und 4°C
abzentrifugiert und der Uberstand und das Pellet mittels SDS-PAGE und Coomassie-Firbung

analysiert (siehe [2.2.2.1]).
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GroBenausschlusschromatographie

Die Groflenausschlusschromatographie wurde mit dem AKTA"" Pure System von GE Healthcare
(Freiburg, Deutschland) bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Fiir die Analysen der Komplexbil-
dung wurde die Superdex-200 10/300 GL und ein Puffer aus 20 mM Hepes und 200 mM NaCl
(pH 7,5) verwendet.

Fiir das Experiment wurde das atTim23.2 pMal-c/strep Konstrukt (5t g/ul) und die verkiirzten
Konstrukte rekombinant exprimiert, iiber Streptavidin-Agarose aufgereinigt und anschliefend
dialysiert. Das Protein wurde dann zu 50 ul auf die Séule geladen. Nach Beendigung des Laufes
wurde mit jeweils 250 ul eluiert.

Pull-down Assay an Calmodulin-Agarose (aus dem Bakterienpellet)

Der Pull-down Assay an Colmodulin-Agarose wurde nach der Methode von Wang in verdnderter
Form durchgefiihrt (Wang et al.|2005).

Jeweils 10-30 mg des Bakterienpellets, welches das nach 2.2.3.1 exprimierte Volllingeprotein
atTim23.2 sowie die verkiirzten atTim23.2-Konstrukte enthielt, wurde mit 2 ml Pull-down-Puffer
(50 mM Hepes pH 7,5, 100 mM NaCl, Proteaseinhibitortablette) versetzt, resuspendiert und fiir
20 Sekunden dreimal sonifiziert. Nach anschlieBender Zentrifugation der Bakteriensuspension
fiir 20 Minuten bei 10 000 x g und 4°C, wurden 500 ul der Losung mit 100 uM CaCl, bzw.
SmM EDTA/EGTA versetzt. Nach Zugabe von 50 ul Calmodulin-Agarose, welche zuvor mit
Pull-down-Puffer dquilibriert wurde, erfolgte die Inkubation der Ansétze iiber Nacht bei 4°C
unter leichtem Schiitteln. Das Sdulenmaterial wurde am Folgetag nach Zentrifugation bei 1000
x g fiir eine Minuten gesammelt und siebenmal mit je 300u1 Pull-down-Puffer (50 mM Hepes
pH 7,5, 100 mM NaCl, Proteaseinhibitortablette, 100 uM CaCl, bzw. 5mM EDTA/EGTA)
gewaschen. Spezifisch an die Calmodulin-Agarose gebundene Konstrukte wurden kompetitiv
mit 10 uM Calmodulin vom Schweinegehirn (Enzo Life Sciences, Lorrach/Deutschland) im
Pull-down-Puffer eluiert. Hierfiir wurde das Gemisch 30 Minuten auf Eis inkubiert und anschlie-
Bend 90 Sekunden bei 1000 x g abzentrifugiert. Die Ergebnisse wurden anschlieend mittels
SDS-PAGE analysiert und die Gele durch Coomassie- oder Silberfarbung angefirbt.

2.2.2.3. Quervernetzungsversuch

Nach der Methode von Arazi erfolgten die in dieser Arbeit durchgefiihrten Quervernetzungsversu-
che (Arazi et al.||1995)). Hierfiir wurde rekombinant hergestelltes Vollldngeprotein oder verkiirzte
atTim23.2-Konstrukte dqivalent zu 5 g Protein, mit 5 uM Schweinegehirn-Calmodulin versetzt
und je nach Versuchsbedingungen mit 0,1 mM Kalzium bzw. 5 mM EDTA/EGTA behandelt.
Der Ansatz wurde mit 50 mM HEPES pH 7,5 auf 30 ul aufgefiillt. AnschlieBend wurden die
verschiedenen Versuchsansiitze fiir eine Stunde auf Eis inkubiert und dann entweder mit dem 0A

Quervernetzungsgemisch aus EDC (2 mM Endkonzentration) und S-NHS (5 mM Endkonzentra-
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tion) oder 50 mM HEPES pH 7,5 vermischt. Es folgte ein Inkubationsschritt fiir 30 Minuten bei
Raumtemperatur. Durch Zugabe von SDS-Solubilisierungspuffer wurde die Reaktion gestoppt.
Zur Analyse der Proben wurden diese mittels SDS-PAGE aufgetrennt und anschliefend mit
Coomassie gefirbt.

2.2.3. Zellbiologische Methoden

2.2.3.1. Heterologe Expression von rekombinanten Protein

Die heterologe Proteinexpression erfolgte in E.coli Zellen des Stammes BL21-CodonPlus(DE3)-
RIPL. Die mit dem Plasmid transformierten Zellen einer Ubernachtkultur wurden in 100 ml
LB-Medium, mit 100 pg/ml Ampicillin als Selektionsantibiotika, angeimpft und bei 37°C bis
zu einem ODggg von 0,6 bis 0,8 angezogen (Bertani|1951)). Die Expression wurde anschlieend
durch Zugabe von 1 mM IPTG (Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid) induziert. Nach drei
Stunden wurde die Bakterienkultur fiir 15 Minuten bei 4000 x g abzentrifugiert und das Pellet in
Stickstoff eingefroren. Zur Uberpriifung des Erfolges der Expression wurden Proben vor (0Std
Uberstand/Pellet) bzw. nach der Induktion (3Std Uberstand/Pellet) auf ein 12 — 15% SDS-Gel

aufgetragen und analysiert.

2.2.3.2. Analyse der Topologie von atTim23.2 durch saGFP System

Zur Untersuchung der Topologie von atTim23.2 sowie zur Analyse der Lokalisation von CML30
in vivo wurde das selbst assemblierende GFP-System (saGFP-System) verwendet (Cabantous
et al.|2004). Hierbei wird das GFP (Griin-fluoreszierende Protein) in zwei unterschiedlich grof3e
Teile gespalten: ein groBe Teil bestehend aus B-Faltblatt 1 bis 10 und ein kleiner Teil beste-
hend aus dem fB-Faltblatt 11. Fusionskonstrukt zwischen den verschiedenen Gensequenzen
mit den zwei unterschiedlichen Gensequenzen des Griin-fluoreszierenden-Proteins (GFP) im
bindren Vektor pBIN19 wurden hergestellt. Zur Kontrolle der Lokalisation wurden folgende
Markerproteine verwendet: das cytosolische Protein CAM4 (Calmodulin4); Mia40, ein Protein
aus dem IMR der Mitochondrien; die Prisequenz des mitochondrialen Matrixproteins OGDEI
(2-Oxo-glutarat-hydrogenase E1).

Transiente Transformation von Nicotiana benthamiana

In einem ersten Schritt wurden alle Plasmide der verschiedenen saGFP-Konstrukte durch Elek-
troporation in A.fumefaciens des Stammes LBA1334 transformiert (Bertani|1951). Im nichsten
Schritt erfolgte die Anzucht der bereits transformierten Agrobakterien in 5-10 ml LB-Medium,
welches zuvor mit 50 mg/ml Kanamycin versetzt wurde, bei 28°C iiber Nacht. Am Folgetag wur-
den die Agrobakterien fiir 15 min bei 3000 x g pelletiert und mit Agromix (10 mM MES-KOH
pH 5,6, 10 mM MgCl,, 150 uM Acetosyringon) auf eine ODg( = 1 eingestellt. AnschlieBend

wurden diese fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur unter leichtem Schiitteln im Dunkeln in-
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kubiert. Fiir die Co-Expression der saGFP-Konstrukte 1-10 und 11 wurden diese eins zu eins
gemischt und in drei bis vier Wochen alten N.benthamiana infiltriert. Die behandelten Pflanzen
wurden gut gewissert, iiber Nacht im Dunkeln stehen gelassen und am darauffolgenden Tag im

Gewichshaus fiir 48 Stunden unter normalen Lichtbedingungen zur Expression gelagert.
Protoplastenisolation

Zur Lokalisationsbestimmung der saGFP-Konstrukte wurden aus den zuvor infiltrierten Bléttern
Protoplasten nach Koop isoliert und mittels Fluoreszenzmikroskopie untersucht (Koop et al.
1996). Zur Uberpriifung der mitochondriellen Lokalisation erfolgte anschlieBend eine 30 miniitige
Inkubationszeit mit dem Mitotracker® CMX Ros (Endkonzentration 125 nM, Stock gelost in
DMSO).

2.2.4. Split Ubiquitin System

Zur Untersuchung spezifischer Protein-Protein-Interaktionsstudien von Membranproteinen in
vivo, wurde das ,,Dualmembrane System*von Dualsystems Biotech in Variation verwendet

(www.dualsystems.com).

2.2.4.1. Nahrmedien und Lagerung von Hefezellen

Fiir die Anzucht von Hefen wurden verschiedene Fliissigmedien verwendet: das Vollmedium
YPDA (2% Pepton, 1% Hefeextrakt, 2% Glukose, 0,004% Adeninsulfat) zur Transformation
von untransformierten Hefestimmen, und das synthetische Minimalmedium (SD-Medium: 0, 7%
Yeast nitrogen base w/o amino acids, 0, 1% Dropout-Mix, 2% Glukose) fiir die spezifische Selek-
tion von transformierten Zellen. Fiir die Kultivierung auf Platten wurden dem Fliissigmedium 2%
Agar zugegeben. Zur Herstellung der Minimalmedien SD—Leu, SD-Trp, SD-Leu/Trp, SD-Leu/
Trp/ Ala/ His wurde folgender Dropout-Mix verwendet:
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Tabelle 2.6. Zusammensetzung des Dropout-Mix

| 4,3% (wiw) |
Arginin | Asparagin | Asparaginsiure
Cystein | Glutamin | Glutaminsiure
Glycerin ‘ Myo-Inositol ‘ Lysin
Methionin ‘ Phenylalanin ‘ Prolin
Serin ‘ Threonin ‘ Tyrosin
Urazil ‘ Valin ‘
| 85% |
Isoleucin | |
| 0,4% |
Para-Aminobenzoesdure ‘ ‘
I
| |

Adenin

Dem jeweils verwendeten Dropout-Mix wurden entsprechend der Experimente die Aminoséduren

Leucin, Tryptophan, Alanin und Histidin zugesetzt.

Zur kurzfristigen Lagerung der Hefestimme (bis zu vier Wochen), wurden diese auf YPDA-
Agar-Platten ausgestrichen, bei 30°C fiir zwei bis drei Tage inkubiert und anschliefend bei 4°C
gelagert. Zur langfristigen Lagerung von Hefen wurden Glycerin-Stockkulturen angelegt. Dazu
wurden 5 ml YPDA-Medium mit den entsprechenden Hefekolonien angeimpft und iiber Nacht
bei 30°C bis zu einer ODgg = 1,5 inkubiert. AnschlieBend wurden 500 ul der Kultur mit 500 ul
60%-igen Glycerin versetzt und bei -80°C gelagert.

2.2.4.2. Herstellung und Transformation kompetenter Hefezellen

Kompetente Hefezellen lassen sich im Labor mit Hilfe der Lithiumacetat-Methode (Gietz and
Schiestl|1991])) herstellen.

Herstellung kompetenter Hefezellen

Eine 5 ml YPDA-Vorkultur wurde zunichst mit ein bis drei Hefekolonien der zu transfor-
mierenden Zellen im Inkubationsschiittler bei 220 rpm und 30°C iiber Nacht inkubiert. Nach
Erreichen der stationdren Phase wurde dann die Hefesuspension auf eine ODggg = 0,15 in 50 ml
YPDA-Medium verdiinnt und fiir weitere vier bis fiinf Stunden bei 30°C und 220 rpm inkubiert,

bis eine ODggp = 0,5 - 0,6 erreicht wurde. Nach einem Zentrifugationsschritt fiir drei Minuten bei
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3000 rpm und 4°C, wurde das Pellet in ein Volumenanteil sterilem H,O resuspendiert und erneut
zentrifugiert. Es folgte ein Waschschritt des Zellpellets in 411 Volumenanteil LiSorb (100 mM LiO-
Ac, 10 mM Tris-HCI, pH 8, 1 mM EDTA, 1 M Sorbitol) und ein erneuter Zentrifugationsschritt,
wobei der Uberstand vorsichtig und vollstindig mit der Pipette entfernt werden sollte. Anschlie-
Bend wurden die Zellen in LiSorb resuspendiert (300 ul pro 50 ml Hauptkultur) und mit Carrier
DNA (2mg/ml Deoxyribonucleinsdure-Natrium-Salz Type III aus Lachssperma), welche vorher
fiir 5 min bei 100°C erhitzt wurde versetzt (7 pl pro 50 ml Hauptkultur). Zum Schluss wurden

die Zellen zu je 50 ul aliquotiert, direkt fiir die Transformation eingesetzt oder bei -80°C gelagert.
Transformation kompetenter Hefezellen

Fiir die Transformation von kompetenter Hefezellen wurden diese mit ein bis zwei ug der
zu untersuchenden Plasmid-DNA und 300 ul LiPEG (100 mM LiOAc, 10 mM Tris-HCI, pH
8, 1 mM EDTA, 40% PEG4000) gut gemischt und fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur inku-
biert. Anschlieend wurden 35 pul DMSO zugefiigt und ein Hitzeschock fiir 15 Minuten bei
42°C im Wasserbad durchgefiihrt. Die Zellen wurden dann fiir ein bis zwei Minuten bei 4000
rpm pelletiert und in 100-200 u1 0,9% NaCl aufgenommen. Zur Analyse der Hefesuspension
wurden diese auf Selektionsplatten aufgebracht. Die Inkubation erfolgt 3 - 4 Tage bei 30°C bis

Einzelkolonien sichtbar waren.

2.2.4.3. Klonierungsstrategien

Die verwendeten Plasmid-Vektoren fiir das Split-Ubiquitin-System wurden in Anlehnung an
das ,,DUALmembranse kit 3 user manual“der Herstellerfirma kloniert. Fiir die Erzeugung der
atTim23.2-Konstrukte wurde die DNA-Sequenz des volllangen Proteins Tim23.2 aus Arabidopsis
thaliana eines bereits vorhandenen Klon als Template verwendet. Die Klonierung der Tim23.2(A
62-110 und A 110-152) Konstrukte erfolgte durch ,,overlap extention PCR*.

2.2.4.4. Split-Ubiquitin-Assay

Fiir den Split-Ubiquitin-Assay wurden die Hefezellen zunédchst wie unter 2.2.3.2 beschrieben
kompetent gemacht und anschlieend mit dem ,,Bait“-Vektor, welcher fiir die C-terminale Hélfte
des Ubiquitins kodiert und den artifiziellen Transkriptionsfaktor LexA-VP16 tragt, und dem
,Prey‘-Vektor, welcher fiir eine mutierte Form der N-terminalen Hilfte des Ubiquitins kodiert,
ko-transformiert. Transformierte Zellen wurden dann in 100 ul 0,9% NaCl aufgenommen und
je 30 ul auf SD-Leu/Trp Transformationskontrollplatten und auf SD-Leu/Trp/His/Ala Inter-
aktionsplatten ausgestrichen bzw. gespottet (0,7% Yeast Nitrogen Base, ohne Aminosduren,
0,1% des jeweiligen Dropout-Mixes, 2% Glucose, 2% Agar) und fiir 3-4 Tage bei 30°C ange-
zogen. Als Reportergene dienen die auxotrophen Wachstumsmarker H1S3- und ADE2, welche
das Wachstum auf Minimalmedium ohne Histidin und Alanin ermdglichen. AuBlerdem gibt
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es den chromogenen Marker lacZ, welcher fiir das Enzym 3-Galactosidase codiert und die
Durchfiihrung eines f3-Galaktosidase Filter Lift Assay ermdglicht. Die Korrekte Insertion und
Expression des ,,Bait*“-Konstruktes in der Hefemembran wurde zuvor mittels positiv Kontroll-
vektor, welcher fiir eine nicht-mutierte Form der N-terminalen Hilfte des Ubiquitins codiert,
getestet. Die Kotransformation des ,,Bait“-Konstruktes mit einem negativen Kontrollvektor sollte
zu keinem Wachstum auf den Interaktionsplatten fithren. Mittels leeren Kontroll-,,Prey*-Vektors

wurde weiterhin auf Autoaktivierung getestet.

2.2.4.5. -Galaktosidase Filter Lift Assay

Mit Hilfe des Filter Lift Assays konnen Hefezellen, welche auf den SD-Leu/Trp/His/Ala Inter-
aktionsplatten Kolonien bildeten, auf ihre Aktivitit hinsichtlich ihrer B-Galaktosidaseaktivitit
getestet werden.

Eine Nitrozellulose-Membran wurde luftblasenfrei auf eine Selektionsplatte von relativ frisch ko-
transformierten Hefezellen gedriickt und die Orientierung der Membran auf der Platte markiert.
Die Membran wurde dann vorsichtig mit einer Pinzette abgenommen, fiir ca. zehn Sekunden in
fliissigem Stickstoff getaucht und bei Raumtemperatur aufgetaut. Danach wurde die Membran
mit den Kolonien nach oben zeigend in eine Petrischale auf ein mit Z-Puffer und X-Gal Losung
(100 ml Z-Puffer, 1,67 ml X-Gal Stammldsung) getrankten Whatman-Papier aufgelegt und fiir
ca. 8-16 Stunden bei 30°C inkubiert, bis blaue Kolonien auftraten. Positive Klone konnten durch

den Vergleich von Membran und Selektionsplatte detektiert werden.

Z-Puffer X-Gal Stammldsung
16,1 g Na,HPO, x 7 H,O 100 mg/ml in

5,5 g NaH,PO, x H,O N,N-Dimethylformamid
0,75 g KCl1

0,246 g MgSO, x 7 H20
= auf einen Liter mit ddH20 auffiillen und autoklavieren

2.2.5. Fluoreszenzmikroskopie

Fiir Analysen der Fluoreszenzversuche wurde mit dem konfokalen Laser Scanning Mikroskop
TCS-SP5 von Leica (Wetzlar, Deutschland) gearbeitet. Die anschlieBende Auswertung der
Ergebnisse erfolgte mit der Analysesoftware von Leica LAS AF Lite nach Herstellerangaben.

Folgende Laser und Detektoren wurden dabei verwendet:

e Anregung von YFP und GFP: Argon Laser bei 488 nm

e Anregung des Mitotrackers®: Laser DPSS 561 (Diode-pumped solid-state continuous
wave laser) bei 561 nm

e Als Detektoren wurden die HyDTM Detektor von Leica verwendet. YFP wurde zwischen
500-550 nm und das Mitotracker Signal zwischen 600-613 nm detektiert.
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e Chlorophyll wurde mit einem PMT (Photomultiplier Tubes) Detektor zwischen 650-750

nm detektiert

2.2.6. Bioinformatische Methoden

Tabelle 2.7. Folgende Programme wurde fiir die bioinformatischen Analysen verwendet

Name | Verwendung | Adresse
The Calmodulin | Vorhersage von http://calcium.uhnres.utoronto.ca/ctdb/flash.htm
Target Database | Calmodulin-
(Yap et al. 2000) | Bindedominen
ARAMEMNON | Topologie- und http://aramemnon.botanik.uni-koeln.de
(Schwacke et al. | Expressionsanalysen
2003) von pflanzlichen
Membranproteinen
Helical Wheel Helicale Dar- www.camp.bicnirrh.res.in/helical Wheel/
Applet stellung von
Calmodulin-
Bindedoménen
MAFFT Darstellung von http://mafft.cbrc.jp/alignement/server
(Katho 2002, Sequenz-
Katho 2005) Alignements
MPIC Datenbank fiir www.plantenergy.uwa.edu.au/applications/mpic/
(Murcha et al. , Komponenten des
2015) Mitochondrialen
Importapparates

2.2.6.1. Erstellung von Sequenz-Alignments

Die Sequenzen, die fiir die Erstellung der Sequenz-Alignments stammen aus der MPIC-Datenbank
(Murcha et al.|2015) und sind in der Tabelle gelistet. Basierend auf diesen Sequenzen wurde
mit MAFFT Alignments erstellt und dabei der Algorithmus MAFFT-L-INS-i mit der Scoring
Matrix Blosum62 verwendet (Katoh et al.|[2002; 2005)).

Tabelle 2.8. Liste der Aminosduresequenzen, die fiir die bioinformatischen Analyse verwendet
wurden. Die Sequenzen stammen aus der MPIC-Datenbank (Murcha et al.{2015)

Bezeichnung

Sequenz

Atlgl17530 atTim23.1

MAINRSSDHESDENTRLYHPYQNYQVPIKSQYLYKLPTSPE
FLFTEESLKQRRSWGENLTFYTGTGYLAGSVAGASAGIFSGI
KSFENGDTTKLKINRILNSSGQAGRTWGNRVGIVGLIYAGIE
SGVVAVTDKDDVWTSVVAGLGTGAVFRAARGVRSAAVAGA
FGGIAAGAV VAGKQVFKRYAHI
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Atlg72750 atTim23.2

MAANNRSDHGSDENTRLYNPYQNYEVPINKSQYLYKLPTSP
EFLFTEEALRQRRSWGENLTFYTGTAYLGGSVAGASVGVIT

GVKSFESGDTTKLKINRILNSSGQTGRTWGNRIGIIGLV YAG

IESGIVAATDRDDVWTSVVAGLGTGAVCRAARGVRSAAVAG
ALGGLAAGAVVAGKQIVKRY VPI

At3g04800 atTim23.3

MADPMNHSTGHQQQQKYRQYNPYQQVNLPYRKLYELPTS
PEFLFEEEATKKRLTWGENLTFFTGWGYCTGSVLGAFKGTI
AGMRAAERGESLKIRTNRILNSGGLVARRGGNCLGSVGLM
FAAMESGVTYMRDGDDGSLTTVIAGLATGVLYRAASGPRS
AVVAGAVGGVAALAAVAGRRIVKRFVPI

YNRO17W
S.cerevisiae (s¢)Tim23

MSWLFGDKTPTDDANAAVGGQDTTKPKELSLKQSLGFEPN
INNIISGPGGMHVDTARLHPLAGLDKGVEYLDLEEEQLSSL
EGSQGLIPSRGWTDDLCYGTGAV YLLGLGIGGFSGMMQGL
QNIPPNSPGKLQLNTVLNHITKRGPFLGNNAGILALSYNII
NSTIDALRGKHDTAGSIGAGALTGALFKSSKGLKPMGYSS
AMVAAACAVWCSVKKRLLEK

g1/5454122
H.sapiens Tim23

MEGGGGSGNKTTGGLAGFFGAGGAGYSHADLAGVPLTGM
NPLSPYLNVDPRYLVQDTDEFILPTGANKTRGRFELAFFTI
GGCCMTGAAFGAMNGLRLGLKETQNMAWSKPRNVQILN
MVTRQGALWANTLGSLALLYSAFGVIIEKTRGAEDDLNT
VAAGTMTGMLYKCTGGLRGIARGGLTGLTLTSLYALYNN
WEHMKGSLLQQSL

Phpat.011G020000.1
Ppatens Tim23

MNDDRQDSQSGAVFGEEGQGQGRLYNPYADLYGAADLKSL
ESVYRLPSAPEYLFPDEAVVQRRNWSENLTYHTGCGYLAGA
VGGGAKGALEGLRSQEGSDTMKIRVNRFLNASGHRGRAYG
NTVGILGLMYAGFESTASHYRATDDMLNTVIAGLGTGVM
YKAAAGPRTAAIAGALGGIAAAGLVAGKQLTKRYLPI

Carubv.10012124m.g
C.rubella Tim23-Likel

MAELLFTEESLKQRRSWAENLTFYTGICYLDGSVASSTAGF
FSGMRSFENGDTTKLKINRILNSSGQAGRTWGNRI
GVVGLIYAGIESGVVAVK

Carubv.10016391m.g
C.rubella Tim23-Like2

MADPMNPSTGDQQQQKYRQYNPYQKINLPYRQIYELP
TSPEFLFEEEATKKRLSWGENLTFFTGWGYLTGSLLGA
AKGTIDGIRSAERGESLKIRTNRILNSGGLAARRSGNCL
GSLGLMFAAMESGVTYLRDGDDGSLTTVIAGLATGALYR
AASGPRSAVVAGAVGGVTALAAVAGRRIVKRFVPI

Carubv.10020993m.g
C.rubella Tim23-Like3

MAANNRSDHGSDENTRLYNPYQNYEVPINKSQYLYK
LPTSPEFLFTEEALRQRRSWGENLTFYTGTAYLGGS
VAGASLGVITGIKSFESGDTTKLKINRILNSSGQTGR
TWGNRVGIIGLV YAGIESGVVAGTDRDDVWTSVVAGLGT
GAVCRAARGVRSAAVAGALGGLAAGAVVAGKQIVKRY VPI

GRMZM?2G064600
Z.mays Tim23-Likel

MADPRLYPTESGSDDRRDAAYPGSERRLYNPYQDLNLP
YRQLYDLPTSPEFLFQEEAVAQRRSWGENLTYYTG
VGYLGGAGAGAALGLRDAARGAEPGEPAKIRANRVL
NSCGSSGRRVGNTLGVIGLMYAGIESAMVAARDRDDW
INSVVAGLGTGALFRAANGPRSAVVAGAVGGVLAGA
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AAAAKQVGKRYLPAL

GRMZM2GO077760
Z.mays Tim23-Like2

MADPRPYSTMYGTDDRRDAAIPASASERRLYNPYQDLNMP
YRQLYDLPTSPEFLFQEEAAAQRRSWGENLTYYTGVGYLGG
AVAGATLGLRDAARGAEPGEPAKIRANRVLNSCGSSGRRV
GNTLGVIGLMYAGIESAMVAARDRDDWINSVAAGLGTGAL
FRAANGPRSAVVAGAVGGVLAGAAAAAKQVGKRYVPAL

GRMZM?2G368041
Z.mays Tim23-Like3

MDDPRMFPSGSDDRSDAERRLYNPYQDLNMPYSYRTLY
DLPTSPEFLFQEEALAQRRSWGENLTFYTGVGYL
SGAVGGAVLGLRDAARGAEPGETAKIRANRVLNAC
GSSGRRVGNTLGVIGLMYAGIESAMVAARDRDDWM
NSVAAGLGTGTLFRAANGPRSAAVAGALGGILAAA
AAGGKQLAKRYVNVI

2.2.6.2. Berechnung der prozentualen Ahnlichkeit von atTim23.1, atTim23.2 und

atTim23.3

Zur Bestimmung der prozentualen Ubereinstimmung von atTim23.1, atTim23.2 und atTim23.3

wurde zunichst ein Alignment mit dem Programm MAFFT erstellt. Die ilibereinstimmenden

Aminosduren des zu untersuchenden Paares wurden anschlieBend gezéhlt und durch die Léinge
des kiirzeren Proteins geteilt (McCormack and Braam|2003)). Die erhaltende Zahl gibt Auskunft

iiber die Ahnlichkeit der beiden Proteine zueinander.
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Durch Konzentrationsédnderung im Zytosol der Zelle ist Kalzium, als wichtigster sekundérer
Botenstoff eukaryotischer Organismen, in der Lage wihrend der Signaltransduktion duflere Reize
in zelluldre Signale umzuwandeln (Berridge et al.[2000, [Tianbao Yang 2003, |Perochon et al.
2011). Diese Signale werden durch Kalziumsensoren aufgenommen und in zelluldre Antworten,
wie zum Beispiel die Aktivierung oder Abschaltung von Signal-Kaskaden, transkriptionelle
Regulationen oder regulatorische Prozesse, umgewandelt. Neuste Untersuchungen konnten die
Beteiligungen von Organellen an dem Signalnetzwerk der Zelle durch Kalzium und Calmodulin,
ein kalziumbindendes Protein, das durch Konformationséanderungen in der Lage ist mit Ziel-
proteinen zu interagieren, aufzeigen (Stael et al.[2012). So wurde u.a. gezeigt, dass der Import
kerncodierter Proteinen in die innere Membran oder in die Matrix von Mitochondrien Kalzium
und Calmodulin abhiingig ist. Diese Regulation findet innerhalb der TIM23/TIM22-Komplexe
statt (Kuhn et al. 2009)). Ziel dieser Arbeit war es Proteinkomponenten der beiden Komplexe,
welche an der Kalzium/Calmodulin-Regulation des Importprozesses in Mitochondrien beteiligt

sind, zu identifizieren und zu charakterisieren.

3.1. Kalziumregulation von atTim23.2

3.1.1. In silico Analysen der atTim23.2 Gensequenz

Eine Analyse der Proteinsequenzen auf mogliche Calmodulin-Bindestellen wurde mit Hilfe
der ,,Calmodulin Target Database“durchgefiihrt. Diese Datenbank ermoglicht es durch Sequenz-
vergleiche mit bereits bekannten Calmodulin-bindenden Proteinen, potentielle Calmodulin-
Bindedominen (CaMBDs) zu identifizieren. Die charakteristischen Eigenschaften solcher CaMBD
sind zu einem ihre Linge von ca. 20 Aminoséduren, ihre Hydrophobizitit und ihre positive Net-
toladung (O’Neil and DeGrado||1990). Des Weiteren bilden solche Doménen meistens eine
amphiphile a-Helix aus (James et al.|19935)). Zu den erfolgversprechendsten Kandidaten der Ana-
lyse der verschiedenen Komponenten der TIM23- und TIM22-Komplexe, zéhlt die Translokase
der inneren Membran 23 (Tim23). Das Protein ist eine Komponente des Membrankanals TIM23
und verantwortlich fiir den Import der meisten Matrixproteine (Murcha et al. 2012). Die Analyse
des Genoms von A.thaliana zeigt drei Homologe von Tim23, atTim23.1 und atTim23.2 befinden
sich auf dem Chromosom 1 und atTim23.3, welches auf dem Chromosom 3 zu finden ist (Murcha
et al. 2003). Obwohl alle Tim23 Proteine sehr dhnlich in ihrer Struktur sind, ist die Expression

des atTim23.1 und des atTim23.2 Proteins am hochsten. Zusétzlich konnte gezeigt werden, dass
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atTim23.2 Teil des TIM17:23-Komplexes der inneren Membran ist (Wang et al.|2012)). Daher

wurden die folgenden Untersuchungen zunédchst mit dem atTim23.2 Protein durchgefiihrt.

1 MAINRSSDHE SDENTRLYHP YQNYQVPIKS QYLYKLPTSP PEFLFTEEAL
0000000000 0000000000 0000000000 0000000000 0OO0O00O000099
51 RQRRSWGENL TFYTGTAYLG GSVAGASVGV ITGVKSFESG DTTKLKINRI
9999999999 9999999900 0000000999 9999999999 9999999099
101 LNSSGQTGRT WGNRIGIIGL VYAGIESGIV AATDRDDVWT SVVAGLGTGA
9999999999 9999999900 0000000000 0000000000 0000000000
151 VCRAARGVRS AAVAGALGGL AAGAVVAGKQ IVKRYVPI
0000000000 0000000000 0000000000 00000000

Abb. 3.1. Analyse potentieller CaMBDs in der Aminosiduresequenz von atTim23.2

Analyse der Sequenz von atTim23.2 auf potentielle CaMBDs mittels eines in der ,,Calmodulin
Target Database®implementierten Programms. Die Darstellung der normierten Zahlen (von 0 bis
9) unterhalb der Proteinsequenz basiert auf den Kriterien der Auswertung der Datenbank. Eine
Reihe hoher Werte zeigt dabei die Lokalisierung einer moglichen CaMBD. Solche zeigen sich im
N-terminalen Bereich zwischen den Aminosduren 49 bis 68 und in zwei Bereichen der ersten LOOP
zwischen Aminosdure 78 und 97 sowie 99 und 118. Querstriche unterhalb der Sequenzen bezeichnen

die Positionen der Transmembrandomaénen.

Abbildung|3.1|zeigt die Ergebnisse der Analyse potentieller CaMBDs fiir die Aminosiduresequenz

des atTim23.2 Proteins, welche mittels der ,,Calmodulin Target Database*erstellt wurden. Unter-

halb der Sequenz sind Zahlen (von 0 bis 9) dargestellt. Basierend auf den Eigenschaften einer

CaMBD kennzeichnet eine Folge von hohen Werten die mogliche Lokalisation einer solchen

Domine. Demzufolge konnten der Bereich zwischen den Aminosduren 49 und 68, welcher

in der N-terminalen Region des Proteins liegt, und die Bereich zwischen den Aminoséduren

78 und 97 sowie 99 und 118, welche in etwa der ersten LOOP entsprechen, als mogliche
CaMBDs von atTim23.2 identifiziert werden (Abbildung[3.1)). Da CaMBDs im Allgemeinen eine
amphiphile Helix bilden, wurde zur weiteren Untersuchung das Programm ,,Helical Wheel App-

let“herangezogen. Fiir atTim23.2 konnte eine amphiphile ¢-Helix zwischen den Aminoséduren 49
und 66 des N-terminalen Bereiches modelliert werden (Abbildung A). Drei positiv geladene

und eine negativ geladenen Aminosdure ergeben dabei eine positive Nettoladung von +2. Auch

im Bereich des LOOP 1, konnte zwischen den Aminosduren 80 und 97 eine amphiphile a-Helix

aufgezeigt werden. Drei positiv geladene und zwei negativ geladenen Aminosédure ergeben hier
ebenfalls eine positive Nettoladung von +1 (Abbildung [3.2] B).
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A B
46 69 77 100
TEEALRQRRSWGENLTFYTGTAYL SVGVITGVKSFESGDTTKLKINRI
1 8 14 1 14
n Hydrophob /V\\ Hydrophob
7 K ‘
G S" v‘-‘ :
GV

Hydrophil Rt E G Hydrophil

Abb. 3.2. Helical wheel Darstellung der CaMBDs von atTim23.2

Die Analyse der potentiellen CaMBDs wurde mit dem Programm Helical Wheel Applet durchgefiihrt.
Darstellung der Sequenz von atTim23.2 zwischen der 46. und 69. AS (A) und der 77. und 100. AS
(B). Hervorgehobene Bereiche entsprechen der darunter dargestellten modellierten amphiphilen -
Helix. Spezifische Calmodulin-binde Motive (1-10- bzw. 1-14-Motiv) sind unterhalb der Sequenzen
dargestellt. Zirkel: hydrophobe AS; +: positiv geladenen AS; - : negativ geladene AS.

Vergleichsanalysen unterschiedlicher Calmodulin-bindender Proteine haben gezeigt, dass diese
Dominen oftmals durch spezifische Motive gekennzeichnet sind (Rhoads and Friedberg 1997).
Bei der kalziumabhingigen Bindung unterscheidet man u.a. das 1-10-Motiv mit der Unterklasse
1-5-10 und das 1-14-Motiv mit der Unterklasse 1-8-14 oder 1-5-8-14 (Quelle: Calmodulin
Target Database). Des Weiteren sind auch die Motive 1-12 und 1-16 zu finden. Die Zahlen
kennzeichnen dabei Positionen von konservierten, hydrophoben Aminosiuren. Solche Motive
konnten in beiden potentiellen CaMBD von atTim23.2 identifiziert werden (Abbildung [3.2)).
Dabei handelt es sich im N-terminalen Bereich um ein 1-8-14-Motiv, wihrend innerhalb des
ersten LOOP ein 1-14-Motiv zu finden ist. Somit konnte weiter gezeigt werden, dass diese

Bereiche von atTim23.2 die Voraussetzungen fiir eine CaMBD erfiillen.

3.1.2. Expression und Aufreinigung von atTim23.2

Fiir die erfolgreiche experimentelle Arbeit mit Proteinen ist es hilfreich, dass das zu charakterisie-
rende Protein heterolog 16slich exprimiert werden kann. Die 16sliche Expression des Membran-
proteins atTim23.2, birgt im Vergleich zu l6slichen Proteinen deutlich groBere Schwierigkeiten.
Durch die unterschiedlichen hydrophilen sowie hydrophoben Doménen die ihre Struktur aufweist,

sind solche Proteine nach dem Herauslosen aus der Membran in polaren als auch in apolaren

29



3. Ergebnisse

Medien unloslich. Nach Expression und Zellaufschluss liegen diese vor allem als Aggregat vor.
Deshalb wurden unterschiedliche Methoden getestet, um gro3e Mengen des Proteins in 16slicher
Form zu erzeugen um die Untersuchungen einer moglichen Calmodulin-Bindung von atTim23.2
weiter fiihren zu konnen.

Zunichst wurden gingige Methoden, wie die Aufreinigung des Proteins unter verschiedenen
Bedingungen sowie unterschiedliche Expressionstemperaturen getestet. Weiterhin wurden di-
verse E.coli-Stamme fiir die Expression und unterschiedlicher Vektorsysteme verwendet. Die
Loslichkeit des atTim23.2 Proteins lie3 sich auf diese Weise jedoch nicht signifikant erhohen.
Im weiteren Verlauf der Arbeit wurde nach Methoden gesucht, welche speziell fiir Membran-
proteine entwickelt wurden. So wurde u.a. der Einbau des Proteins in Liposomen (Balsera et al.
2009)), der Versuch einer Renaturierung von atTim23.2 (Pribil et al.|2010) und die Verwendung
des ,,MembraneMax’M Protein Expression Kit“von Lifetechnologies, welches es ermdglicht
Membranproteine mittels einer im Kit enthaltener Phospholipid-Membran 16slich zu exprimieren
(Katzen et al. 2008)) getestet. Diese Methoden konnten die Loslichkeit des Proteins ebenfalls nicht
erhohen. Die Behandlung der aufgereinigten Proteine mit verschiedenen Detergenzien (Dodecyl-
B-D-maltosid, Lithiumdodecylsulfat, Triton X-100) konnten das gewiinschte Ziel aulerdem
nicht erreichen. Erst die Klonierung der atTim23.2 Gensequenz in das ,,pMALTM Protein Fusion
and Purification System*fiihrte letztendlich zum Erfolg. Das 40 kDa grof3e Maltose-bindende
Protein (MBP) wird durch das E.coli K12 Gen codiert (Duplay et al.[1984). Durch die Fusion
einer Gensequenz mit dieser Sequenz (MBP-tag) kann die Loslichkeit von Proteinen erhoht
werden (Kapust and Waugh| 1999). Nach der Expression des Vollldngeproteins pMal-atTim23.2
in E.coli, wurde dieses erfolgreich iiber Affinitdtschromatographie an Amylose-Sepharose auf-
gereinigt. Um D-Maltose und 6-Aminohexansidure vom aufgereinigten Protein zu entfernen,
wurde iiber Nacht in einem Liter 50 mM Hepes pH 7,5 und 100 mM NacCl dialysiert. Nach
einem Zentrifugationsschritt wurden anschlieend die unloslichen Bestandteile (P) von den
16slichen Bestandteilen (U) des Proteins getrennt. Die Analyse der Fraktionen erfolgte durch
SDS-PAGE und anschlieBende Coomassiefirbung. Das Protein konnte erfolgreich aufgereinigt
werden (Abbildung B (1)). Vergleicht man den Auftrag mit dem Durchlauf wird deutlich,
dass das Protein an die Sdule gebunden hat. Durch den folgenden Waschschritt wurde das
Protein nicht von der Saule verdringt, erst durch die Elution mit D-Maltose konnte es im Eluat
detektiert werden. Nach der Dialyse und der Trennung der Probe in eine 16sliche und unlosliche
Fraktion, ist das Protein deutlich in der 16slichen Fraktion zu erkennen (Abbildung B (1),
Spur U). Gleichzeitig konnen weitere Proteine detektiert werden, wie man im unteren Bereich
des Geles in der Spur der Elution sehen kann. Es wird vermutet, dass dies Degradationen des
pMal-atTim23-Proteins darstellen. Um dafiir zu sorgen nicht nur ein 16sliches, sondern auch
sauberes Protein zu bekommen, wurde zusitzlich ein Streptavidin-tag an den C-terminalen
Bereich der Volllingen Gensequenz von pMal-atTim23.2 kloniert (Abbildung[3.3] B (2)). Nach
erfolgreicher Aufreinigung an Streptavidin-Sepharose und der anschlieBenden Dialyse, ist das
atTim23-Protein wiederum in der 16slichen Fraktion zu erkennen (Abbildung[3.3] B (2), Spur
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U). Vergleicht man die Elutionen der Konstrukte miteinander, sind nach der Aufreinigung des
pMal-atTim23.2-strep Proteins keine weiteren Proteine bzw. Verunreinigungen mehr sichtbar
(Abbildung [3.3] B (1) und (2), Spur E). Somit konnte ein System gefunden werden, welches
es ermoglicht das Membranprotein atTim23.2 in einer 16slichen Form zu exprimieren und im

Wesentlichen kontaminationsfrei aufzureinigen.

A
(e )—N] atTim23.2 (1-188) [C]
Cvse )—N] alTim23.2 (1-189) [C
B
M A D W E U p
-— — | — pMal-atTim23.2
== e
@ A D W E U P
L | p— pMal-atTim23.2-strep

Abb. 3.3. Aufreinigung von atTim23.2 iiber Amylose- und Streptavidin-Sepharose

A: Grafische Darstellung des pMal-atTim23.2 bzw. pMal-atTim23.2-strep Konstruktes. Die Gen-
sequenz von atTim23.2 wurde in die Vektoren pMal-c eingebracht und somit N-Terminal mit dem
MBP-tag fusioniert. Zusitzlich wurde in dem Konstrukt pMal-atTim23.2-strep ein Strep-tag am
C-terminalen Ende der Gensequenz eingefiigt. B: Nach der Expression des Volllangeproteins in
E.coli wurde das Konstrukt pMal-atTim23.2 iiber Affinititschromatographie an Amylose-Sepharose,
das Konstrukt pMal-atTim23.2-strep liber Affinitdtschromatographie an Streptavidin-Sepharose
aufgereinigt. Das jeweilige Eluat wurde anschlieend iiber Nacht dialysiert und in eine 16sliche
(U) und eine unlosliche (P) Fraktion geteilt. Die Analyse die Proben erfolgte mittels SDS-PAGE
und anschlieBender Coomassiefirbung. U: 16sliche Fraktion; P: unlosliche Fraktion; A: Auftrag; D:
Durchlauf; W: Wasch; E: Eluat

3.1.3. Pull-down Assay an Calmodulin-Agarose

Die ausfiihrliche Analyse der atTim23.2 Gensequenz hat zu der Annahme gefiihrt, dass es sich
hierbei um ein Calmodulin-bindendes Protein handeln konnte (siehe [3.1.1)). Mit Hilfe der ,,Calm-
odulin Target Database*‘konnten zwei putative CaMBDs identifiziert werden. Des Weiteren war
es moglich, eine charakteristische amphiphile o-Helix fiir diese Bereiche zu modellieren. Im

Folgenden sollte nun der experimentelle Beweis fiir das Vorhandensein einer solchen Doméne
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erbracht werden. Eine gingige Methode um die Interaktion zwischen einem Protein und Cal-
modulin zu testen, ist der Pull-down Assay an Calmodulin-Agarose (Wang et al.|2005)). Hierfiir
wurde, nach erfolgreicher heterologer Expression, die Bakteriensuspension des Volllingeproteins
atTim23.2 in An- und Abwesenheit von Kalzium mit Calmodulin-Agarose inkubiert. Nach
dem Waschen wurde kompetitiv mit einem Uberschuss an exogenem Calmodulin eluiert. Die
einzelnen Fraktionen wurden anschlieBend mittels SDS-PAGE und Silberfarbung untersucht. Die
Abbildung[3.4] B (1) zeigt den Pull-down Assay, welcher mit dem Volllingeprotein atTim23.2
in An- und Abwesenheit von Kalzium durchgefiihrt wurde. In dem Ansatz, in dem Kalzium
enthalten war, konnte atTim23.2 im Eluat detektiert werden (Abbildung B (1),links). War
kein Kalzium im Ansatz enthalten, sondern EDTA und EGTA, konnte das Protein nicht nachge-
wiesen werden (Abbildung[3.4] B (1),rechts). Das 14 kDa Protein im Eluat der beiden Ansitze
stellt das fiir die Elution verwendete exogene Calmodulin dar. Dies zeigt, das atTim23.2 nur in
Anwesenheit von Kalzium in der Lage ist, an das Calmodulin-Agarose zu binden und durch
Zugabe von exogenem Calmodulin wieder freigesetzt werden kann. Fiir den Pull-down Assay
wurde nicht das aufgereinigt Protein sondern das gesamten Bakterienlysates verwendet. Durch
die heterologen Expression von pMal-atTim23.2-strep sind neben dem Protein auch verschiedene
Proteine aus E.coli exprimiert worden. Diese sind deutlich im Auftrag des Assay zu erkennen
(Abbildung B (1), Spur A). Es bindet jedoch nur das atTim23.2 Protein an die Séule, die
anderen Proteine sind im Durchlauf enthalten. Dies zeigt, dass es sich hierbei um eine spezifische
Bindung von atTim23.2 an das Calmodulin handelt. Es sind keine unspezifischen Bindungen
von Proteinen aus E.coli an das Sdulenmaterial festzustellen.

Um die Spezifitit der Calmodulin-Bindung von atTim23.2 zu zeigen, wurde eine weitere Kom-
ponente des TIM23-Komplexes, das atTim17.2 Protein, hinsichtlich einer moglichen Calmodulin
Bindung untersucht. AtTim17.2 stellt, wihrend des Proteinimportes in Mitochondrien, die Ver-
bindung zwischen der innerer und der dulerer Membran her und gehort wie atTim23.2 zur
Familie der PRAT-Proteine (Murcha et al. 2005). Nach erfolgreicher heterologen Expression,
wurde die Bakteriensuspension von pMal-atTim17.2-strep in An- und Abwesenheit von Kalzium
mit Calmodulin-Agarose inkubiert. Nach einem Waschschritt wurde anschlieBend kompetitiv
mit einem Uberschuss an exogenem Calmodulin eluiert. Die Analyse erfolgte mittels SDS-PAGE
und Silberfirbung. Das Protein konnte trotz Anwesenheit von Kalzium und nach der Zugabe von
exogenem Calmodulin nicht eluiert werden (Abbildung B (2), links). Auch in dem Ansatz
mit EDTA und EGTA konnte kein Protein im Eluat nachgewiesen werden (Abbildung B
(2), rechts). In diesem Experiment wurde ebenfalls das gesamte Bakterienlysat verwendet. Es
traten keine unspezifischen Bindungen von Proteinen aus E.coli an das Sdulenmaterial auf. Das
Ergebnis zeigt, dass nicht alle Komponenten des TIM23-Komplexes und nicht alle Mitglieder

der PRAT-Familie Calmodulin-bindende Eigenschaften aufweisen.
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Abb. 3.4. Pull-down Assay von pMal-atTim23.2-strep und pMal-atTim17.2-strep an Cal-
modulin-Agarose

A: Graphische Darstellung der verwendeten Konstrukte pMal-atTim23.2-strep und pMal-atTim17.2-
strep. Die Gensequenzen von atTim23.2 und atTim17.2 wurden in den Vektor pMal-c eingebracht
und somit N-Terminal mit dem MBP-tag fusioniert. Zusitzlich wurde ein Strep-tag am C-terminalen
Ende der Gensequenzen eingefiigt.

B: Nach heterologen Expression wurde das gesamte Bakterienlysat von pMal-atTim23.2-strep (1)
und pMal-atTim17.2-strep (2) in Anwesenheit und Abwesenheit von Kalzium mit Calmodulin Aga-
rose inkubiert. Nach mehreren Waschschritten wurden die Proteine kompetitiv mit einem Uberschuss
von exogenem Calmodulin eluiert. Der Nachweis erfolgte mittels SDS-PAGE und anschlieender
Silberfarbung. A: Auftrag; D: Durchlauf; W: Wasch; E: Elution.
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Auf diese Weise kann nach in silico Untersuchungen nun auch experimentell belegt werden, dass
es sich bei atTim23.2 um ein Protein handelt, welche in vitro Kalzium-abhéngig mit Calmodulin

interagieren kann.

3.1.4. Identifizierung der Calmodulin-Bindedomanen

Es konnte bereits durch Pull-down Assays an Calmodulin-Agarose gezeigt werden, dass es
sich bei dem Vollldngeprotein atTim23.2 um ein Calmodulin-bindendes Protein handelt. Nun
sollen diejenigen Bereiche des Proteins identifiziert werden, die die Bindung an Calmodulin
ermoglichen. Der Bereich zwischen den Aminosduren 49 und 66, welcher dem N-Terminus
des Proteins entspricht, und der Bereich zwischen den Aminosduren 78 und 118, welcher die
erste LOOP umfasst, wurden als mogliche CaMBDs identifiziert. Aufgrund dieser in silico
Vorhersage der CaMBDs (siehe [3.1.1)) wurden drei weitere Konstrukte des Proteins hergestellt.
Den Angaben entsprechend wurde das Konstrukt pMal-atTim23.2 (1-70)-strep kloniert. Dieses
setzt sich aus den Aminosduren 1 bis 70 zusammen und beinhaltet somit den gesamten N-
terminalen Bereich sowie einen kurzen Bereich der ersten Transmembran-doméne. Das zweite
Konstrukt umfasst die Aminosduren 80 bis 110 (pMal-atTim23.2 (80-110)-strep) und bildet
den ersten Loop der Proteinsequenz. Des Weiteren wurde ein Konstrukt hergestellt, welches
den LOOP2 (AS 120-140) entspricht und als pMal-atTim23.2 (120-140)-strep bezeichnet wird.
Dieses Kontroll-Konstrukt soll zeigen, dass nur die vorhergesagten Bereiche von atTim23.2
an Calmodulin binden konnen. Alle Konstrukte tragen einen C-terminalen MBP-tag und N-
terminalen Strep-tag. Nach der Expression der verkiirzten atTim23.2-Konstrukte in E.coli und der
erfolgreichen Aufreinigung, wurden diese iiber Nacht in einem Liter 50 mM Hepes pH 7,5 und
100 mM NaCl dialysiert, um die aufgereinigten Proteine von D-Maltose und 6-Aminohexansiure
zu reinigen. Nach einem Zentrifugationsschritt wurden anschlieBend die unloslichen Bestandteile
(P) von den Ioslichen Bestandteilen (U) des Proteins getrennt und diese auf einer SDS-PAGE mit
anschlieBender Coomassiefirbung analysiert. Die Proteine konnten erfolgreich und in grof3en
Mengen 16slich exprimiert und aufgereinigt werden (Abbildung B).
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Abb. 3.5. Aufreinigung der verkiirzten pMal-atTim23.2-strep Konstrukte an Streptavidin-
Agar

A: Grafische Darstellung der pMal/strep Konstrukte. Die verkiirzten Gensequenzen von atTim23.2
wurde in den Vektor pMal-c eingebracht und somit N-Terminal mit dem MBP-tag fusioniert.
Zusitzlich wurde ein Strep-tag am C-terminalen Ende der Gensequenz eingefiigt.

B: Nach erfolgreicher Expression der Konstrukte pMal-atTim23.2 (1-70)-strep (1), pMal-atTim23.2
(80-110)-strep (2) und pMal-atTim23.2 (120-140)-strep (3) in E.coli wurden diese iiber Affi-
nitdtschromatographie an Streptavidin-Sepharose aufgereinigt. Das Eluat wurde anschliefend iiber
Nacht dialysiert und in eine 16sliche (U) und eine unlésliche (P) Fraktion geteilt. Die Analyse die
Proben erfolgte mittels SDS-PAGE und anschlieBender Coomassiefirbung. U: 16sliche Fraktion; P:
unlosliche Fraktion; A: Auftrag; D: Durchlauf; W: Wasch; E: Eluat

Nach heterologen Expression wurde mit dem gesamten Bakterienlysat von pMal-atTim23.2
(1-70)-strep (1), pMal-atTim23.2 (80-110)-strep (2) oder pMal-atTim23.2 (120-140)-strep (3)
ein Pull-down Assay an Calmodulin-Agarose durchgefiihrt (Abbildung [3.6] B). In An- bzw.
Abwesenheit von Kalzium erfolgte wiederum die Inkubation mit Calmodulin-Agarose. Nach

mehreren Waschschritten wurden die Proteine kompetitiv mit einem Uberschuss an exogenem
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Calmodulin eluiert. Die einzelnen Fraktionen wurden anschliefend mittels SDS-PAGE und
Coomassiefdrbung analysiert. In dem Ansatz, in dem Kalzium enthalten war, konnte atTim23.2
(1-70) im Eluat detektiert werden, (Abbildung[3.6] B (1), links). Fehlte Kalzium im Ansatz, war
kein Nachweis des Proteins moglich (Abbildung[3.6] B (1), rechts). Ein dhnliches Ergebnis ist bei
atTim23.2 (80-110) zu sehen (Abbildung B (2)). Hier wird ebenfalls eine kalziumabhingige
Bindung an die Calmodulin-Agarose sichtbar. Ohne Kalzium im Ansatz konnte kein Protein
in der Elutionsfraktion detektiert werden (Abbildung[3.6] B (2), rechts). Wurde der Pull-down
Assay mit dem atTim23.2 (120-140) Konstrukt durchgefiihrt, konnte kein Protein in der Spur des
Eluates nachgewiesen werden, ungeachtet dessen, ob Kalzium im Ansatz vorhanden war oder
nicht (Abbildung 3.6} B (3)). Demnach sind die Konstrukte, atTim23.2 (1-70) und atTim23.2
(80-110), in der Lage kalziumabhiingig an Calmodulin zu binden und stellen vermutlich die
CaMBDs des Proteins dar. Der LOOP 2 (atTim23.2(120-140)) zeigt dagegen keine Calmodulin-
Bindung. Diese Resultate stimmen mit den in silico Untersuchungen (siehe [3.1.1)) der CaMBDs
iberein. atTim23.2 zeigt eine Topologie von vier Transmembrandoménen, wobei der C- und der
N-terminale Teil des Proteins auf der Seite des Intermembranraumes (IMR) lokalisiert sind (siche
[3.3.2). Nimmt man Bezug auf die Topologie des Proteins zeigen die Ergebnisse im Weiteren,
dass atTim23.2 mit Hilfe des N-terminalen Bereiches innerhalb des IMRs und mit dem LOOP 1

innerhalb der Matrix féahig ist, an Calmodulin zu binden.
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Abb. 3.6. Pull-Down Assay von atTim23.2 (1-70), atTim23.2 (80-110) und atTim23.2 (120-140)

an Calmodulin Agarose

A: Graphische Darstellung der verwendeten Konstrukte pMal-atTim23.2 (1-70)-strep, pMal-
atTim23.2 (80-110)-strep und pMal-atTim23.2 (120-140)-strep. Die verkiirzte Gensequenz von
atTim23.2 wurde in den Vektor pMal-c eingebracht und somit N-Terminal mit dem MBP-tag fusio-
niert. Zuséitzlich wurde ein Strep-tag am C-terminalen Ende der Gensequenz eingefiigt. B: Nach
heterologen Expression wurde das gesamte Bakterienlysat von atTim23.2 (1-70) (1), atTim23.2
(80-110) (2), und atTim23.2 (120-140) (3) in Anwesenheit und Abwesenheit von Kalzium mit
Calmodulin-Agarose inkubiert. Nach mehreren Waschschritten wurden die Proteine kompetitiv mit
einem Uberschuss von exogenem Calmodulin eluiert. Der Nachweis erfolgte mittels SDS-PAGE und
anschlieender Coomassiefarbung. A: Auftrag; D: Durchlauf; W: Wasch; E: Elution
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3.1.5. Quervernetzung von Tim23.2 (1-70), Tim23.2 (80-110) und
Tim23.2 (120-140) mit EDC

Die chemische Quervernetzung zweier Proteine nach der Methode von Arazi stellt eine wei-
tere Methode dar, um die kalziumabhingige Interaktion mit Calmodulin zu untersuchen. Um
die bereits gezeigte Bindung von pMal-atTim23.2 (1-70)-strep und pMal-atTim23.2 (80-110)-
strep mit Calmodulin zu bestitigen, wurden diese zunichst heterolog exprimiert und iiber
Streptavidin-Agarose aufgereinigt. AnschlieBend erfolgte die Dialyse der Eluate iiber Nacht,
um das aufgereinigte Protein von D-Maltose und 6-Aminohexansiure zu reinigen. Die Proteine
wurden am Folgetag mit kduflich erworbenen Calmodulin in Anwesenheit und Abwesenheit
von Kalzium inkubiert. Mit dem 0A Quervernetzungsgemisch aus EDC und S-NHS, welche
kovalente Peptidbindungen zwischen Carboxylgruppen und Aminogruppen katalysieren (Staros
et al.|1986), wurde ein Teil der Proben fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Der andere
Teil blieb unbehandelt. Die Reaktion wurde mit SDS-Gelpuffer gestoppt und mittels SDS-PAGE
und Coomassiefarbung analysiert. Zur Kontrolle wurde das pMal-atTim23.2 (120-140)-strep
Konstrukt verwendet, welches keine Interaktion mit Calmodulin zeigen sollte. Das Ergebnis
des Quervernetzungsversuches von atTim23.2 (1-70) zeigt zunéchst in allen Reaktionen eine
dem Monomer entsprechenden Bande (Abbildung B, Bild (1), Spur 3-8). Wurde Kalzium
oder Kalzium und Calmodulin hinzugefiigt, konnten ebenfalls nur eine Bande entsprechend
der GroBe eines Monomers detektiert werden (Abbildung B, Bild (1), Spuren 3-4). Befand
sich jedoch zusitzlich das Quervernetzungsreagenz EDC/S-NHS im Ansatz, taucht eine weitere
Bande entsprechend der GroBe eines Quervernetzungsproduktes aus atTim23.2 (1-70) und Calm-
odulin auf (Abbildung B, Bild (1), Spur 5). Wurde das gleiche Experiment in Abwesenheit
von Kalzium durchgefiihrt, konnten keine zusitzlichen Banden einem Quervernetzungsprodukt
entsprechend detektiert werden (Abbildung B, Bild (1) Spuren 6-8). Ahnliche Ergebnisse
wurden in dem Versuch mit atTim23.2 (80-110) sichtbar (Abbildung B, Bild (2)). Neben
dem atTim23.2 (80-110) Protein ist eine deutliche Bande in der Spur zu sehen, in welcher das
atTim23.2 (80-110) zusammen mit Calmodulin in Anwesenheit von Kalzium und dem Gemisch
aus EDC/S-NHS inkubiert wurden (Abbildung B, Bild (2), Spur 5). Diese Bande stellt das
Quervernetzungsprodukt zwischen atTim23.2 (80-110) und Calmodulin dar. Fehlte EDC/S-NHS
im Ansatz (Abbildung B, Bild (2), Spur 4) wird keine zusitzliche Bande sichtbar. Wurde
das gleiche Experiment in Anwesenheit von EGTA und EDTA durchgefiihrt, konnte kein Quer-
vernetzungsprodukt zwischen dem Protein und Calmodulin aufgezeigt werden (Abbildung
B, Bild (2), Spuren 6-8). Wurde der Versuch zur Kontrolle mit dem atTim23.2 (120-140) Protein
durchgefiihrt, konnte kein Quervernetzungsprodukt, weder in Anwesenheit noch in Abwesenheit
von Kalzium, detektiert werden (Abbildung B, Bild (3), Spuren 1-8). Mit diesem Experiment
wurde bestitigt, dass sowohl atTim23.2 (1-70) als auch atTim23.2 (80-110) zusammen mit
Calmodulin nur in Anwesenheit von Kalzium interagieren konnen. Der Kontrollversuch mit
atTim23.2 (120-140) zeigt im Weiteren, dass nicht alle Bereiche von atTim23.2 an Calmodulin
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binden konnen und die Interaktion zwischen atTim23.2 (1-70) und atTim23.2 (80-110) mit
Calmodulin spezifisch zu seien scheint. Diese Resultate unterstiitzen die Ergebnisse aus dem
Pull-down Assay (siehe[3.1.3)) und der in silico (siehe[3.1.1)) Untersuchung.
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Abb. 3.7. Quervernetzung von atTim23.2 (1-70), atTim23.2 (80-110) und atTim23.2 (120-140)
mit Calmodulin

A: Graphische Darstellung der verwendeten Konstrukte pMal-atTim23.2 (1-70)-strep, pMa-
atTim23.2 (80-110)-strep und pMal-atTim23.2 (120-140)-strep. Die verkiirzten Gensequenzen
von atTim23.2 wurden in den Vektor pMal-c eingebracht und somit N-Terminal mit dem MBP-tag
fusioniert. Zusitzlich wurde ein Strep-tag am C-terminalen Ende der Gensequenz eingefiigt. B:
Rekombinant exprimiertes pMal-atTim23.2 (1-70)-strep (1), pMal-atTim23.2 (80-110)-strep (2) bzw.
pMal-atTim23.2 (120-140)-strep (3) Protein wurde in Anwesenheit (CaCl,) und Abwesenheit von
Kalzium (EDTA/EGTA) mit dem 0A Quervernetzungsgemisch aus EDC und S-NHS (EDC/S-NHS)
inkubiert. Nachdem die Reaktion mit SDS-Gelpuffer gestoppt wurde, erfolgte die Analyse der Proben
iiber SDS-PAGE und Coomassiefarbung. CaM: Schweinegehirn-Calmodulin; atTim23.2 (x) — CaM:
Komplex aus dem jeweiligen rekombinanten Protein und Calmodulin.

Uberraschenderweise konnte eine Quervernetzung des Volllingeproteins pMal-atTim23.2-strep
mit Calmodulin trotz verschiedener Versuche nicht detektiert werden. Mit Hilfe der GréBenaus-
schlusschromatographie sollte daher untersucht werden, ob das Vollldngeprotein eventuell ein
Aggregat oder einen Komplex bildet, welche eine Quervernetzung verhindern wiirde. Zunichst

wurde das rekombinante Vollldngeprotein iiber Streptavidin-Sepharose aufgereinigt, iber Nacht
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dialysiert und am Folgetag in der Groflenausschlusschromatographie unter Verwendung einer Su-
perdex 200 10/300 GL-Sé4ule der GroBe nach aufgetrennt. Die Auftrennungskapazitit der Sdule
umfasst Molekulargewichte von 1 x 104 — 6 x 105 Da. Ein Monomer von pMal-atTim23.2-strep
sollte mit einer Grofe von ca. 64 kDa bei einem Elutionsvolumen um 14 ml detektierbar sein. Das
Chromatogramm zeigt jedoch ein Absorptions-Maxima bei einem Elutionsvolumina von etwa 8
ml (Abbildung [3.8] roter Graph). Im Vergleich mit GroBenstandards (www.gelifesciences.com)
entspricht dies der Gro3e eines Proteins/Komplexes von mehr als 700 kDa. Dies legt die Vermu-
tung nahe, dass das Protein trotz des MBP-tags aggregiert oder aber, sich zu einem Komplex
zusammen lagert. Zur Kontrolle wurden die drei Konstrukte pMal-atTim23 (1-70)-strep, pMal-
atTim23 (80-110)-strep und pMal-atTim23 (120-140)-strep ebenfalls analysiert. Gleichzeitig
wurde der MBP-tag alleine untersucht. Zunéchst wurden die in E.coli exprimierten verkiirzten
Konstrukte von atTim23.2 iiber Streptavidin-Sepharose aufgereinigt, liber Nacht dialysiert und
am Folgetag in der Gro3enausschlusschromatographie aufgetrennt. Das in E.coli exprimierte
MBP wurde iiber Amylose-Sepharose aufgereinigt.

Das Elutionsprofil der analysierten Konstrukte zeigt, dass atTim23 (1-70) bei einem Volumen
von etwa 14,8 ml eluiert (Abbildung[3.8] Graph Lila), wihrend atTim23 (80-110) und atTim23
(120-140) ein Elutionsmaximum um 15 ml aufweisen (Abbildung [3.8 Graph Griin und Blau).
MBP lieB} sich in der Fraktion detektieren, die einem Elutionsvolumen von ca. 14,7 ml ent-
sprach (Abbildung grauer Graph, Zweiter Peak). Das Chromatogramm zeigt ein weiteres
Absorptions-Maxima bei einem Elutionsvolumina von etwa 13 ml (Abbildung [3.8] Graph Grau,
Erster Peak). Die drei verkiirzten atTim23.2 Konstrukte eluieren also bei einem Volumen zwi-
schen 14,8 ml und 15 ml, was im Vergleich mit Groenstandards (www.gelifesciences.com)
den GroBlen von Monomeren entspricht. Da es sich in allen Fillen um 16sliche Bereiche von
atTim23.2 handelte, waren die Ergebnisse nicht iiberraschend. Als weitere Kontrolle wurde MBP
allein untersucht. Im Vergleich mit GroBenstandards entspricht das zweite Elutionsmaxima einer
GroBe von ca. 40 kDa. Ein zweiter Peak, der bei einem Volumen von etwa 13 ml auftaucht
konnte der Grofle nach einem Dimer des Proteins entsprechen.

Die Ergebnisse bestitigen die Vermutung, dass das Volllangeprotein pMal-atTim23.2-strep unter
bestimmten Voraussetzungen aggregiert und sich somit zu einem hochmolekularen Komplex
zusammenfiigt. Diese Aggregation konnte verstérkt unter den Bedingungen der Quervernetzung

auftreten und so die Unterschiede zur Calmodulin-Agarose Chromatographie erklédren.
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Abb. 3.8. GroBlenausschlusschromatographie von pMal-atTim23.2-strep und den verkiirzten
Konstrukten pMal-atTim23.2 (1-70)-strep, pMal-atTim23.2 (80-110)-strep und pMal-
atTim23.2 (120-140)-strep mit einer Superdex 200 10/300 GL Saule

Rekombinantes Volllangeprotein pMal-atTim23.2-strep (atTim23.2 (1-188)), und die verkiirzten Kon-
strukte pMal-atTim23.2 (1-70)-strep (atTim23.2 (1-70)) , pMal-atTim23.2 (80-110)-strep (atTim23.2
(80-110)) und pMal-atTim23.2 (120-140)-strep (atTim23.2 (120-140)) wurden iiber Streptavidin-
Sepharose aufgereinigt und in einer Groenausschlusschromatographie unter Verwendung einer
Superdex 200 10/300 GL-Saule der GroBe nach aufgetrennt. Zur Kontrolle wurde der MBP-tag allein
untersucht. Die Abbildung zeigt das Chromatogramm der verwendeten Konstrukte, dabei wurde die
UV-Absorption bei 280 nm (in mAU) gegeniiber dem Elutionsvolumen (ml) aufgetragen.

3.1.6. Lokalisierung von CML30

Nachdem gezeigt wurde, dass Tim23.2 ein Calmodulin-bindendes Protein darstellt, sollte in
einem néchsten Schritt untersucht werden, welches Calmodulin an dieser Interaktion beteiligt
ist. Dabei stellt das in den Mitochondrien identifizierte Calmodulin-dhnliche Protein CML30
(Chigri et al.|2012) einen potentiellen Interaktionspartner fiir atTim23.2 dar. Zundchst wurde
dazu die genaue Lokalisierung von CML30 in den Mitochondrien bestimmt. Hierfiir wurde das
,»self assembly-GFP*“System (saGFP) verwendet (Gross et al.[|2011). Das GFP wird hierbei in
zwei unterschiedlich groBe Teile gespalten (saGFP;_1¢ bzw. saGFP), welche, wenn sie sich
in demselben zellularen Kompartiment befinden, fihig sind zu einem vollstindigen GFP zu
assemblieren. Zur Analyse der subzellulidren Lokalisation von CML30 wurden saGFP Fusionen
mit Mia40 und der Prasequenz von OGDEI (2-Oxo-glutarat-hydrogenase E1) eingesetzt. Mia40
ist im IMR der Mitochondrien lokalisiert; OGDET1 ist in der Matrix von Mitochondrien zu
finden. AuBlerdem wurde das im Zytosol lokalisierte CAM4 (Calmodulin 4) verwendet. In der
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Aminosduresequenz von CML30 konnten drei Methionine detektiert werden. Um zu verhindern,
dass die Methionine an Position 18 und 25 als alternativer Translationsstart fungieren, wurden
diese durch Isoleucine ausgetauscht. Das entstandene Konstrukt atCML30xs5 /33 Wurde an-
schliefend in binédre Vektoren kloniert, welche dieses C-Terminal mit saGFP;_;g bzw. saGFP;
fusionierten (Abbildung[3.9). Die Gensequenzen von Mia40, OGDElund CAM4 wurden da-
gegen ausschlieBlich C-Terminal mit dem saGFP;_;g fusioniert. Alle Konstrukte wurden in
Agrobakterium tumefaciens transformiert und anschlielend verschiedenen Kombinationen in
einem 1:1 Gemisch in Blattmesophyllzellen von Nicotiana benthamiana infiltriert. Nach erfolg-
reicher transienter Expression, wurden aus den transformierten Blittern Protoplasten isoliert und
anhand der in den Protoplasten beobachteten Fluoreszenzsignale die Lokalisierung des Proteins
mit dem konfokalen Laser Scanning Mikroskop analysiert.

Die Kotransformation von CML30,,,» / w3-SaGFP 11 mit Mia40-saGFP; _ | fiihrte zu einer Assem-
blierung des GFP, was das Auftreten eines GFP-Signales verdeutlicht (Abbildung[3.10] A, Bild
1). Die punktuellen Strukturen des Signales iiberlagern sich fast perfekt mit dem Signal der mit
Mitotracker® CMX Ros angefirbt Mitochondrien (Abbildung A, Bild 1 und 2). Kein GFP-
Signal konnte bei der Kontransformation von CML30s5 /43 -saGFP;1 mit OGDEI-saGFP;_
detektiert werden (Abbildung @‘, B, Bild 1). Diese Ergebnisse zeigen, dass CML30aps2/u3
anders als bisher angenommen im IMR der Mitochondrien und nicht in der Matrix lokalisiert
ist (Abbildung A und B, Bild 4). Die Kotransformation von CML30x,,> / w3-SaGFP 1 mit
dem CAM4-saGFP_( fiihrte ebenfalls nicht zum Auftreten eines GFP-Signales (Abbildung
C, Bild 1). Demzufolge verbleibt CML30-pp72/33 weder im Zytosol noch gelangt CAM4-
saGFP;_1¢ unspezifisch in die Mitochondrien. Eine Fehllokalisierung oder Fehltransport der
saGFP-Konstrukte in den Organellen kann demnach weitestgehend ausgeschlossen werden. Die
Funktionalitdt des Systems konnte durch die Kotransformation von CML30s5/373-8aGFPy;
mit dem CML30pys2/33-saGFP ;19 Konstrukt bestitigt werden. Ein GFP-Signal konnte wie
erwartet detektiert werden (Abbildung [3.10] D, Bild 1).
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Abb. 3.9. Graphische Darstellung der im saGFP System verwendeten Fusionsproteine

Die veriinderte Gensequenz von CML30 (CML30s5/y3) wurde in die Vektoren pBIN19saGFPy1¢
und pBIN19saGFP;_oc eingebracht. Dabei wurde sie C-Terminal mit dem saGFP;_g oder dem
saGFPy; fusioniert. Die Gensequenz von Mia40, OGD E1 und CAM4 wurde in den Vektor
pBIN19saGFP;_ ¢ eingebracht. Dabei wurden sie C-Terminal mit dem saGFP_ g fusioniert.

CML30 konnte den Ergebnissen der Lokalisationsstudie zur Folge im IMR der Mitochondrien
detektiert werden. atTim23.2 weist zwei mogliche CaMBDs in diesem Bereich auf (siehe [3.1.1)).
Die N-Terminal identifizierte CaMBD befindet sich wie CML30 im IMR der Mitochondrien und
konnte dementsprechend mit dem Protein interagieren.

Allerdings konnten Quervernetzungsexperimente sowie Pull-down Assays an Calmodulin Agaro-
se eine Interaktion zwischen CML30 und atTim23.2 bisher nicht bestédtigen (Daten nicht gezeigt).
Weitere Experimente miissen durchgefiihrt werden, um eine mogliche Interaktion zwischen den

beiden Proteinen aufzuzeigen.
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Abb. 3.10. Lokalisierung von CML30 in N.benthamiana Protoplasten

Blitter von Nicotiana benthamiana Pflanzen wurden mit unterschiedlichen pBIN19saGFP 1-10C
und 11C Konstrukten ko-transformiert, exprimiert und aus den Bléttern Protoplasten isoliert. An-
schlieBend erfolgte zur Analyse der Fluoreszenzsignale mittels Fluoreszenzmikroskopie. Die Mit-
ochondrien wurden mit Mitotracker® CMX Ros angefirbt. Die Funktionalitiit der saGFP-Konstrukte
von Mia40, OGD E1 und CAM4 wurde unter 3.3.2 getestet und konnte gleichzeitig bestitigt wer-
den. Erste Spalte: GFP Fluoreszenz der saGFP;_oc und saGFP ¢ Fusionsproteine. Zweite Spalte:
Fluoreszenz des Mitotrackers®. Dritte Spalte: Autofluoreszenz des Chlorophylls. Vierte Spalte:
Uberlagerung der Fluoreszenzsignale.

3.1.7. Phylogenetische Untersuchungen der
Calmodulin-Bindedomane von atTim23.2

Die Analyse des Genoms von A.thaliana zeigt drei Homologe von TIM23, atTim23.1 (At1g17530),
atTim23.2 (Atlg72750) und atTim23.3 (At3g04800) (Murcha et al.|2003). Alle drei TIM23-

Proteine umfassen 187 bzw. 188 Aminosduren und gehoren zur Familie der PRAT-Proteine
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(Préprotein und Aminoséure Transporter). Des Weiteren sind sie sehr dhnlich in ihrer Struktur
und zeigen eine hohe Ubereinstimmung in Bezug auf ihre Aminosiuresequenz untereinander.
Eine Analyse der prozentualen Ahnlichkeit zwischen atTim23.1 und atTim23.2 zeigte eine
Ubereinstimmung von 83,95%. Zwischen atTim?23.2 und atTim23.3 sowie atTim23.1 und at-
Tim23.3 konnte eine Ahnlichkeit von 53,7% bzw. 51,5% aufgezeigt werden (McCormack and
Braam|2003)).

Im Folgenden sollte untersucht werden, ob eine solche Calmodulin-Bindestelle auch fiir at-
Tim23.1 und atTim23.3 festgestellt werden kann. Die Analyse der Proteinsequenzen erfolgte
mit Hilfe der ,,Calmodulin Target Database*, welche es ermoglicht durch Sequenzvergleiche
mit bereits bekannten Calmodulin-bindenden Proteinen, CaMBD zu identifizieren. Charakteris-
tisch fiir solche CaMBD ist ihre Linge von ca. 20 Aminosduren, ihre Hydrophobizitit und ihre
positive Nettoladung (O’Neil and DeGrado| 1990). Die Ausbildung einer amphiphile a-Helix

zdhlt ebenfalls zu ihren Merkmalen (James et al.|1995)). Zur deren Analyse wurde das Programm

modelliert werden konnen.

,Helical Wheel Applet“verwendet, mit dessen Hilfe amphiphile a-Helixies und deren Ladung
A.thaliana Tim23.1 48
A.thaliana Tim23.2 49

SL GSVAGASHBG G

R LEGSVAGASMGCM | I

A thaliana Tim23.3 48 INT[EKEL T W\ IREAF IS4 C T ERNAL [€\F K[ET fIA €
A thaliana Tim23.1 83 A

A thaliana Tim23.2 84 V S T I |

Abb. 3.11. Sequenzalignment potentieller CaMBDs von Tim23.1, Tim23.2 und Tim23.3 aus
Arabidopsis thaliana.

Das Sequenzalignment wurde mit dem Programm MAFFT nach Katoh erstellt (Katoh et al.[2002;
2005). Der Sequenzabgleich erfolgte zwischen den Proteine atTim23.1 (Atlgl17530), atTim23.2
(At1g72750) und atTim23.3 (At3g04800) fiir den Bereich der vorhergesagten CaMBD durch das
Programm ,,Calmodulin Target Database*. Dunkelrot bezeichnet dabei eine hohe, hellrot eine niedrige
Wabhrscheinlichkeit fiir das Auftreten dieser CaMBD. Schwarze Kistchen: identische Aminoséduren
(AS); graue Kistchen: eine Konservierung durch chemisch dhnliche AS; Rot-Markierte Buchstaben:
vorhergesagte CaMBD; Querstriche unterhalb der Sequenzen: Positionen der Transmembrandoménen

atTim23.1 zeigt wie atTim23.2 das Vorhandensein von zwei potentiellen CaMBDs (Abbildung
[3.11)). Diese befinden sich ebenfalls im N-terminalen Bereich sowie der ersten LOOP des Prote-
ins. Die erste identifizierte CaMBD befindet sich dabei in beiden Tim Proteinen zwischen den
Aminoséduren 50 und 68. Die zweite CaMBD von atTim23.1 iiberlappt mit der Bindedoméne
von atTim23.2 nur zwischen Aminosdure 92 bis 110. Die Bereiche sind dabei hoch konser-
viert. Des Weiteren war es moglich amphiphile o-Helixies in den identifizierten Bereichen
zu modellieren (Abbildung [3.12] A und B). Auch finden sich in diesen Bereichen bekannte
Calmodulin-Bindemotive wieder (Rhoads and Friedberg 1997). So konnte ein 1-14-Motiv am
N-Terminus und ein 1-12-Motiv in der ersten LOOP von atTim23.1 identifiziert werden (Abbil-
dung A und B). Somit erfiillen die potentiellen CaMBDs von atTim23.1 alle Eigenschaften
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einer solchen Domine. Im Gegensatz dazu, konnte fiir atTim23.3 eine potentielle CaMBD einzig
in der ersten LOOP detektiert werden. Mit einer Linge weit unter 20 Aminoséduren, entspricht
diese allerdings nicht den typischen CaMBDs. Die Ausbildung einer amphiphile o-Helix konn-
te ebenfalls nicht nachgewiesen werden. Somit wird angenommen, das atTim23.3 {iber keine
bioinformatisch nachweisbare CaMBD verfiigt und daher wohl kein Calmodulin-bindendes
Protein darstellt. Die Proteine atTim23.1 und atTim23.2 scheinen nach den Ergebnissen der in
silico Untersuchungen hingegen Calmodulin-bindende Proteine darzustellen. Der experimentelle
Nachweis fiir atTim23.2 konnte bereits erbracht werden (siehe [3.1.3), die Bestitigung fiir eine

Calmodulin-Bindung von atTim23.1 muss jedoch noch experimentell belegt werden.
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Abb. 3.12. Analyse der CaMBD von atTim23.1

Die Analyse der CaMBDs wurde mit dem Programm Helical Wheel Applet durchgefiihrt. Dar-
stellung der Sequenz von atTim23.1 zwischen AS 47 und AS 71 (A) und AS 89 und AS 114 (B).
Hervorgehobene Bereiche entsprechen einer modellierten amphiphile a-Helix. Das spezifische
Calmodulin-Motiv 1-14 bzw. 1-12 ist unterhalb der Sequenzen dargestellt. AS: Aminosduren; Mit
Zirkel gekennzeichnete Aminosduren: hydrophobe AS; +: positiv geladenen AS; -: negativ geladene
AS

Im Folgenden sollte untersucht werden, ob die Eigenschaft der Calmodulin-Bindung spezifisch
fiir Tim23.2 und Tim23.1 aus Arabidopsis thaliana ist oder ob sie auch fiir andere Pflanzen und
nicht-pflanzliche Organismen gezeigt werden kann. Hierfiir wurden wiederum in silico Unter-
suchungen und Sequenzvergleiche mit pflanzlichen und nicht-pflanzlichen Tim23 Orthologen
durchgefiihrt. Zur Identifizierung von potentiellen CaMBDs wurde wiederum die ,,Calmodulin
Target Database*verwendet. Die Analyse der pflanzlichen Orthologen schloss Organismen aus
dem Bereich der Samenpflanzen (Capsella rubella [Dicotylen], Zea mays [Monocotylen]), sowie

der Moose (Physcomitrella patens) und der Griinalgen (Chlomydomonas reinhardtii) ein.
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Abb. 3.13. Sequenzalignment potentieller CaMBDs von Tim23 aus A.thaliana mit pflanzlichen

Organismen

Das Sequenzalignment wurde mit dem Programm MAFFT nach Katoh erstellt (Katoh et al.[2002;
2005). Der Sequenzabgleich erfolgte zwischen den vorhergesagten CaMBDs A) im N-terminale Be-
reich und B) in der LOOP1 von Tim23.1 und Tim23.2 aus A.thaliana mit den potentiellen CaMBDs
pflanzlicher Orthologen von C.rubella, Ppatens und Z.mays. Schwarze Késtchen: identische Ami-
nosiuren (AS); graue Kistchen: eine Konservierung durch chemisch dhnliche AS; Querstriche:
Kennzeichnung von Positionen, an denen vom Programm fiir ein bestmogliches Alignment Leerstel-
len in die Sequenzen eingefligt wurden.

In fast allen untersuchten pflanzlichen Orthologen konnten potentielle CaMBD identifiziert
werden (Abbildung [3.13). Die Konservierung zwischen den CaMBD aus Arabidopsis und den

hier untersuchenden Spezies, vor allem im Bereich der ersten LOOP, ist dabei hoch (Abbildung

[3.13] B). Sie finden sich in allen drei Tim23 Paralogen aus Zea mays, allerdings nur in 2 der

Paralogen aus Capsella rubella.

Der Vergleich zu nicht-pflanzlichen Paralogen von atTim23 schloss Hefen (Saccharomyces

cerevisiae) und Sduger (Homo sapiens) ein. Obwohl sich die Proteine strukturell sehr dhneln,

konnte ein Sequenzvergleich mit atTim23.2 und Tim23.1 fiir die detektierten Bindestellen so gut
wie keine Homologien aufzeigen (Abbildung [3.14).

Sequenzkonservierung der CaMBDs scheint den Untersuchungen entsprechend daher wohl nicht

auf Arabidopsis thaliana beschrinkt, jedoch kennzeichnend fiir Pflanzen zu sein.
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Abb. 3.14. Sequenzalignment potentieller CaMBDs von Tim23 aus A.thaliana mit nicht-
pflanzlichen Organismen

Das Sequenzalignment wurde mit dem Programm MAFFT nach Katoh erstellt (Katoh et al.[2002;
2005). Der Sequenzabgleich erfolgte zwischen den vorhergesagten CaMBDs (N: N-terminale Be-
reich; L: LOOP1) von Tim23.1 und Tim23.2 aus A.thaliana mit den potentiellen CaMBDs nicht-
pflanzlicher Organismen (S.cerevisiae und H.sapiens). Schwarze Kistchen: identische Aminosduren
(AS); graue Kistchen: eine Konservierung durch chemisch dhnliche AS; Querstriche: Kennzeich-
nung von Positionen, an denen vom Programm fiir ein bestmogliches Alignment Leerstellen in die
Sequenzen eingefiigt wurden.

3.2. Untersuchung der Dimerisierung von atTim23.2 mit
Hilfe des Split-Ubiquitin-Systems

Untersuchungen an Saccharomyces cerivisiae haben ergeben, dass scTim23 in der Lage ist,
ein Dimer innerhalb der inneren mitochondrialen Membran zu bilden (Bauer et al.[|1996). Die
Dimerisierung erfolgt iiber ein hepta-Leucin-Zipper Motiv, welches in der zweiten Hilfte der
hydrophilen N-terminalen Doméne von scTim23 lokalisiert ist. Hepta-Leucin-Zipper Motive
bestehen in der Regel aus 4-5 konservierten Leucin-Resten, die in regelmédBigen Abstinden von
7 Aminosduren angeordnet sind (van Heeckeren et al.||1992). scTim?23 ist die Poren-bildende
Komponente des TIM23-Komplexes und das Offnen und SchlieBen der Pore wird vermutlich
tiber die Dimerisierung des Proteins gesteuert (Bauer et al.||1996). Da viele Mechanismen des
Proteinimportes, welche in Hefe entdeckt wurden, auch in Pflanzen identifiziert werden konnten,
sollte im Folgenden gekldrt werden, ob die TIM23 Dimerisierung ein hefespezifisches Merkmal

darstellt oder gleichermaBen bei Tim23.2 aus Arabidopsis thaliana beobachtet werden kann.

3.2.1. Das Split-Ubiquitin-System

Zur Analyse der Interaktion von atTim23.2 mit sich selbst wurde das Split-Ubiquitin-System
verwendet. Es ist ein auf Hefe basierendes genetisches Screening System, mit dessen Hilfe
Protein-Protein Interaktionen zwischen Membranproteinen gewissermalen in ihrer natiirlichen
Umgebung untersucht werden konnen. Die Interaktion findet direkt an der zelluldaren Membran
statt und die Proteine miissen nicht wie im klassischen Yeast-Two-Hybrid System im Zellkern
vorliegen (Stagljar et al.|1998)). Es basiert auf der Rekonstitution von Ubiquitin, das in eine
N-terminale Hélfte (Nub) und eine C-terminale Hilfte (Cub) gespalten werden kann (Abbildung
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[3.15). Cub und Nub haben eine hohe Affinitit zueinander. Um dieses System fiir Protein-
Interaktionsstudien verwendet zu konnen, wurde ein Isoleucin des Nub-Fragments an Position
drei (Nubl) durch Glycin (NubG) ausgetauscht und somit die hohe Affinitit zwischen den
Fragmenten aufgehoben (Johnsson and Varshavsky||1994)).

A B

ILE, > Gly,
\ Nubl > NubG

Nubl / +\Cub ———> | Nubl / Cub »

NubG/+\Cu/ 9

NubG Vs +\ Cu}> s NubG\ Gy e

6 o |

Abb. 3.15. Das Split-Ubiquitin System

A: Ubiquitin kann in eine N-terminale Hélfte (Nubl) und eine C-terminale Hilfte (Cub) gespalten
werden. Beide Teile des Ubiquitin haben eine hohe Affinitit zueinander und assemblieren spontan
zum vollstindigen Ubiquitin. B: Durch eine Punktmutation im Nubl Fragment (Isoleucin 3 >
Glycin 3) entsteht das NubG Fragment. Die hohe Affinitdt der beiden Konstrukte kann dadurch
aufgehoben werden und das System somit fiir Protein-Protein-Interaktionen genutzt werden. C: Ein
Protein Y (K&derprotein oder ,bait“) kann mit dem Cub Fragment und einem kiinstlich erzeugten
TF fusioniert werden. Ein Protein X (Beuteprotein oder ,,prey*) wird mit dem NubG Fragment des
Ubiquitin fusioniert. Eine Interaktion zwischen Protein X und Y bringt NubG und Cub in rdumliche
Nihe zueinander, so dass sie sich zu einem vollstandigen Ubiquitin assemblieren konnen. Dieses
wird von einer Ubiquitin spezifischen Protease (UBPs) erkannt und der TF wird abgespalten. Der
Transkriptionsfaktor gelangt anschlieBend in den Zellkern und kann verschiedene Reportergene, wie
z.B. das HIS3 Reportergen, aktivieren. * : In dem hier verwendeten System werden zwei auxotrophe
Marker, welche fiir Histidin (HIS3) und Adenin (ADE2) kodieren, aktiviert, sowie der chromogene
Marker lacZ, der fiir das Enzym f3-Galaktosidase kodiert.

3.2.2. Konstruktion des Bait-Vectors

Das zu untersuchende Membranprotein (Koderprotein oder ,,bait“) wird beim Split-Ubiquitin
System mit der C-terminale Hilfte des Ubiquitin (Cub) und dem kiinstlich erzeugten Transkripti-
onsfaktor LexA-VP16 fusioniert. Ein zweites Protein (Beuteprotein oder ,,prey*) wird mit der

mutierten Form der N-terminale Hilfte (NubG) fusioniert. Werden beide Fragmente im selben
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Zellkompartiment exprimiert und interagieren miteinander, konnen NubG und Cub ein aktives
Ubiquitin bilden. Dieses wird von einer UBPs (Ubiquitin spezifischen Protease) erkannt, die
das LexA-VP16 Protein abspaltet, welches in den Zellkern wandert. Durch die Bindung an den
LexA Operator wird die Transkription von Reportergenen, zwei auxotrophe Marker welche fiir
Histidin (HIS3) und Adenin (ADE?2) kodieren, aktiviert (Stagljar et al.|1998). Die Interaktion der
zu untersuchten Proteine fiihrt demzufolge zum Wachstum der Hefe auf Minimalmedium ohne
Histidin und Adenin.

Eine Grundlegende Voraussetzung fiir die Funktionalitit des Systems, ist die Lokalisierung der
Cub und NubG Fragmente im Zytosol der Hefen. Dies ist wichtig, vor allem bei Membran-
proteinen, deren Enden eventuell auf unterschiedlichen Membranseiten lokalisiert sind. Die
Wahl der bait-Vektoren sollte deshalb mit Bedacht erfolgen. Fiir die nachfolgenden Experimen-
te wurden der Vektor pBT3-C, welcher die Gensequnez von atTim23.2 C-Terminal mit dem
Cub-Fragment fusioniert, und der Vektor pBT3-N, welcher die Gensequenz von atTim23.2 N-
Terminal mit dem Cub-Fragment fusionierte, verwendet (Abbildung @]) Des Weiteren wurde
der Vektor pBT3-SUC eingesetzt. Dieser Vektor fusioniert die zu untersuchende Gensequenz
zusitzlich zum Cub-Fragment mit einer abspaltbaren N-terminalen Hefe-Signal-Sequenz der
SUC?2 Invertase. Diese soll den Einbau der zu untersuchenden Membranproteine in die Zytoplas-
mamembran der Hefen erleichtern. Da es sich bei atTim23.2 um ein Membranprotein mit vier
Transmembrandominen handelt und die SUC-Signal-Sequenz bei dem Einbau von Proteinen
in die Hefemembran behilflich ist, wurden die folgenden Experimente hauptsédchlich mit dem
pBT3-atTim23.2-SUC Konstrukt als ,,bait*“durchgefiihrt.

Cub
® —IN]  pBT3-amim232 (I-88)N__ ||

[N] _ pBl3-ailim23.2 (1-188).C___JC}—

suc —N]_pBT3-atTim23.2 (1-188)-SUC__JC }— **

Abb. 3.16. Graphische Darstellung der pBT3-atTim23.2-N, pBT3-atTim23.2-C und pBT3-
atTim23.2-SUC bait-Konstrukte.

Die Gensequenz von atTim23.2 wurde in die Vektoren pBT3-N/C/SUC eingebracht und somit
C-Terminal mit dem Cub-Fragment des Ubiquistins fusioniert. Zusitzlich wurde das Konstrukt
pBT3-atTim23.2-SUC N-terminalen mit der SUC Signalsequenz fusioniert.

Die korrekte Expression des bait-Proteins in der Hefe wurde anschlieBend mit einem Kontrol-
lassay analysiert. Hierfiir wurden in die Hefezellen des Stammes NMY51 das atTim23.2 Proteine
als Koderprotein (,,bait‘) zusammen mit einem positiven (AI-Alg5) sowie einem negativen (DL-
Alg5) Kontrollvektor als Beuteprotein (,,prey*) ko-transformiert. Das Konstrukt pPR3-Al-Alg5-C
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exprimiert ein Fusionskonstrukte des Proteins Alg5, ein aus dem Endoplasmatischen Retikulum
stammendes Hefeprotein, mit der N-terminalen Hélfte des Ubiquitins Nubl, wohingegen das
pPR3-DL-Alg5-C Konstrukt das mutierte NubG Fragment des Ubiquitins enthélt. Anschlielend
wurden die Hefezellen zur Analyse auf SD-Leu/Trp Transformationsplatten (ohne Leucin und
Tryptophan) und auf SD-Leu/Trp/His/Ala Interaktionsplatten (ohne Leucin, Tryptophan, Histidin
und Adenin) aufgebracht. Wachstum auf den SD-Leu/Trp Platten in beiden Ansitzen (Abbildung
B, 1.Reihe, Bild 1 und 2) zeigt, dass die Kotransformation erfolgreich war. Bei der Kotrans-
formation von pBT3-atTim23.2-SUC zusammen mit der positiven Kontrolle konnte zusétzlich
ein Kolonienwachstum auf den SD-Leu/Trp/His/Ala Platten gezeigt werden (Abbildung B,
2.Reihe, Bild 2), das bei der Kotransformation mit dem negativen Kontrollvektor nicht beobachtet
werden konnte (Abbildung B, 2.Reihe, Bild 1). Dieses Ergebnis zeigt, das es zu einer
Insertion des bait-Konstrukts in die Hefemembran gekommen war, welche das Cub-LexA-VP16
im Zytosol der Hefen lokalisiert. Dariiber hinaus war eine Rekonstruktion des Ubiquitin von
»bait“und ,,prey*“‘nur mit nicht mutiertem Nubl zu sehen, was die Funktionalitiit des Konstrukts in
diesem System bestitigt. Eine Autoaktivierung des pBT3-atTim23.2-SUC Konstrukts konnte
durch Kotransformation mit einem ,,leeren‘ Vektor, der kein Protein sondern nur den N-terminalen
Teil des Ubiquitins (NubG) exprimierte, ausgeschlossen werden. Die Kotransformation fiihrte
zwar zu einem Wachstum von Hefekolonien auf der Transformationsplatte SD-Leu/Trp, aber zu
keinem Wachstum auf der Interaktionsplatte SD-Leu/Trp/His/Ala (Abbildung B, 3.Spalte).
Neben den Wachstumsfaktoren HIS3 und ADE2 trigt der Hefestamm NMYS51 den chromoge-
nen Marker lacZ, der fiir das Enzym B-Galaktosidase kodiert. Hefezellen, welche das Enzym
exprimieren, werden blau wenn sie mit dem Substrat X-Gal inkubiert werden. Die Blaufirbung
durch B-Galaktosidase kann in einem Filter Lift Assay untersucht werden. In Abbildung C
ist das Ergebnis des Assays fiir die Kotranfsormation von atTim23.2 mit dem positiven Vektor

dargestellt. Die deutliche Blaufidrbung bestitigt das Ergebnis des Wachstumsassays.
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Abb. 3.17. Wachstum der transformierten Hefe auf Selektionsplatten im Kontrollassay

A: Graphische Darstellung des pBT3-atTim23.2 -SUC bait-Konstruktes und den positiven sowie
negativen Kontrollvektoren ppR3-AI-Alg5-C und pPR3-DL-Alg5-C als prey-Konstrukte. Die Gense-
quenz von atTim23.2 wurde in die Vektor pBT3-SUC eingebracht und somit C-Terminal mit dem
Cub-Fragment des Ubiquitins fusioniert und zusétzlich N-Terminal mit der SUC Signalsequenz.
Der Vektor pPR3-C fusioniert die Gensequenz von Alg5 C-Terminal mit dem Nubl Fragment des
Ubiquitin im Falle des negativen Vektors und mit dem Nubl Fragment des Ubiquitin im Falle des
positiven Vektors. B: Die Hefezellen des Stammes NMY51 wurden mit dem pBT3-atTim23.2-SUC
Proteine als ,,bait“zusammen mit einem positiven Kontrollvektor pPR3-AI-Alg5-C sowie dem nega-
tiven Kontrollvektor pPR3-DL-Alg5-C als ,,prey*Protein ko-transformiert. Kompetente Hefezellen
wurden dafur mit ein bis zwei pg der zu untersuchenden Plasmid-DNA und 300 ul LiPEG gemischt,
inkubiert und nach Zugabe von DMSO, ein Hitzeschock durchgefuhrt. Die Selbstaktivierung des
bait-Konstrukts wurde mit einem Vektor der keinen Teil des Ubiquitins exprimierte getestet (pBT3-
atTim23.2-SUC + leerer Vektor pPR3-N). AnschlieBend wurden die Hefezellen zur Analyse auf
SD-Leu/Trp Transformationsplatten (ohne Leucin und Tryptophan) und auf SD-Leu/Trp/His/Ala
Interaktionsplatten (ohne Leucin, Tryptophan, Histidin und Adenin) gespottet. C: Das Ergebnis
der Kotranfsormation von pBT3-atTim23.2-SUC mit dem positiven Vektor wurden mit einem
B-Galaktosidase Filter Lift Assay bestitigt (3-Gal-Test).
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Die prinzipielle Funktionalitit des Split-Ubiquitin-Systems fiir das Membranprotein atTim23.2
konnte somit nachgewiesen werden. Im Weiteren soll nun eine mogliche Interaktion des Proteins

mit sich selbst untersucht werden.

3.2.3. Dimerisierung von atTim23.2

Um eine mogliche Dimerisierung von atTim23.2 zu untersuchen wurde die Gensequenz des
Proteins zusitzlich in den prey-Vektor eingebracht. Hierfiir stehen die prey-Vektoren pPR3-N,
pPR3-C und pPR3-SUC zur Verfiigung. Fiir die Analyse der Dimerisierung von atTim23.2
wurden alle drei Vektoren getestet. Der Vektor pPR3-C fusioniert die Gensequenz von atTim23.2
C-Terminal und der Vektor pPR3-N fusioniert sie N-Terminal mit dem NubG-Fragment. Im
pPR3-SUC Vektor befindet sich wiederum die abspaltbare N-terminalen Hefe-Signal-Sequenz
SUC (Abbildung [3.18). Es wurden zundchst wiederum zur Kontrolle alle Fusionskonstrukte
einzeln transformiert. Anschliefend wurden die Hefezellen zur Analyse auf Selektionsplatten
ohne Tryptophan (SD-Trp) aufgebracht. Ein Wachstum von Hefekolonien konnte auf allen

Platten beobachtet werden und so die Effizienz der Transformation bestétigt werden.

NubG —]N] __ pPR3-atTim23.2 (1-188)N__ | C|

[N]  pPR3-atTim23.2 (1-188)-C  [C}—nubG

SUC—N| pPR3-atTim23.2 (1-188)-SUC [ C j—NubG

Abb. 3.18. Graphische Darstellung der pPR3-atTim23.2-N, pPR3-atTim23.2-C und pPR3-
atTim23.2-SUC prey-Konstrukte.

Die Gensequenz von atTim23.2 wurde in die Vektoren pPR3-N/C/SUC eingebracht und somit
C-Terminal mit dem NubG-Fragment des Ubiquitins fusioniert. Zusitzlich wurde das Konstrukt
pPR3-atTim23.2-Suc N-Terminal mit der SUC Signalsequenz fusioniert.

Anschlieend erfolgte die Kotransformation des ,bait“(pBT3-atTim23.2-SUC) Plasmids je-
weils mit dem pPR3-atTim23.2-N, -C und -SUC prey-Konstrukt. Anschliefend wurden die
Hefezellen zur Analyse auf SD-Leu/Trp Transformationsplatten und auf SD-Leu/Trp/His/Ala
Interaktionsplatten aufgebracht (Abbildung [3.19). Alle drei Ansitze zeigen Wachstum auf
den SD-Leu/Trp Platten (Abbildung B, 1.Reihe). Dies zeigt, dass die Transformation
von ,bait“und ,,prey“erfolgreich war. Die Kotransformation von pBT3-atTim23.2-SUC mit
pPR3-atTim23.2-N und pPR3-atTim23.2-SUC konnte zusitzlich ein Kolonienwachstum auf den
SD-Leu/Trp/His/Ala Interaktionsplatten aufzeigen (Abbildung B, 2.Reihe, Bild 2 und 3),
wihrend kein Wachstum mit dem pPR3-atTim23.2-C prey-Konstruktes detektiert werden konnte
(Abbildung @], B, 2.Reihe, Bild 1). Die Interaktion zwischen ,,bait“und ,,prey*“fiihrte hier also
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zu einer Rekonstruktion des Ubiquitin und somit zur Herstellung von Histidin und Adenin, was
das Wachstum auf den Interaktionplatten ermoglichte. Demnach konnte eine Interaktion der
porenbildenen Komponente atTim23.2 des TIM23-Komplexes der Mitochondrien mit sich selbst
gezeigt werden. Die Ergebnisse sollten mit einem 3-Galaktosidase Filter Lift Assay bestitigt wer-
den. In Abbildung C sind die Ergebnisse des Filter-Lift-Assay fiir den Versuch dargestellt.
Eine deutliche Blaufirbung ist fiir die Zellen bei Kotransformation von pBT3-atTim23.2-SUC
mit pPR3-atTim23.2-N und pPR3-atTim23.2-SUC ist zu erkennen (Abbildung [3.19] C). Eine
Dimerisierung von atTim23.2 kann demnach belegt werden.

In den Versuchen konnte eine Interaktion von pBT3-atTim23.2-SUC sowohl mit pPR3-atTim23.2-
N als auch pPR3-atTim23.2-SUC festgestellt werden. Um jedoch sicher zu gehen, dass es keine
Interferenz zwischen zwei SUC-Signalen oder zwei dhnlich aufgebauten Proteine gibt, wurde
fiir die weiteren Experimente der pPR3-N Vektor als prey-Vektor gewihlt.
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Abb. 3.19. Dimerisierung von atTim23.2

A: Graphische Darstellung des pBT3-atTim23.2-SUC bait-Konstruktes und den pPR3-atTim23.2-C,
pPR3-atTim23.2-N und pPR3-atTim23.2-SUC als prey-Konstrukten. Die Gensequenz von atTim23.2
wurde in die Vektor pBT3-SUC eingebracht und somit C-Terminal mit dem Cub-Fragment des
Ubiquitins fusioniert und zusétzlich N-terminalen mit der SUC Signalsequenz. Die Gensequenz von
atTim23.2 wurde aulerdem in die Vektoren pPR3-N/C/SUC eingebracht und somit C-Terminal mit
dem NubG-Fragment des Ubiquitins fusioniert. Zusitzlich wurde das Konstrukt pPR3-atTim23.2-
Suc N-terminalen mit der SUC Signalsequenz fusioniert. B: Die Hefezellen des Stammes NMY51
wurden mit dem pBT3-atTim23.2-SUC Proteine als ,,bait"“jeweils mit pPR3-atTim23.2 -C/-N/-
SUC als , prey“ko-transformiert und zur Analyse auf SD-Leu/Trp Transformationsplatten und auf
SD-Leu/Trp/His/Ala Interaktionsplatten gespottet. C: Die Ergebnisse der Kotranfsormation von
pBT3-atTim23.2-SUC mit pPR3-atTim23.2-N und -SUC wurden mit einem [3-Galaktosidase Filter
Lift Assay bestitigt (B-Gal-Test).
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3.2.4. Identifizierung der Interaktionsdomane von atTim23.2

Nachdem gezeigt werde konnte, dass atTim23.2 mit sich selbst interagieren kann, sollte in einem
nichsten Schritt die Stelle der Proteinsequenz identifiziert werden, welche fiir diese Interaktion

verantwortlich ist. Hierfiir wurden unterschiedliche Varianten des prey-Konstruktes hergestellt.

scTim23

im23 SWLF GDKTPTDDANAAACIEIODIRES S 448 FE[@NI HYDTARLHP
atTim23.2 W------~--=-=~-=« LYANNRS|BHGS DENTR[§- - - - - YNRYQN- ------- YEWP INKSQY
scTim23 BDKGV Y DL G[HIPS GWTDDLCY [€L G I[€GF S
atTim23.2 QP TSPAFQFTHS- - -------- ARRQR[YS W/GE N§TF Y G SVAEASVEVIT
scTim23 LONIPPNSPG[ERQLINT V[ENH | TKR[€PF L DRIL RGKH TAG
atTim23.2 VKSFESGDTT[4RK IXIR | [HN|SS GQT€ERT RIG V AG E VINATDRD

scTim23 IXCAL EELYL F KS S K[EL KPMGY S SEYWVAAINCAVWCS VY- - - LLEK
atTim23.2 Y€l GLEET)V CRAAR[EVRS AAVAGRL GGLIJAGAVVAG YVP I

Abb. 3.20. Sequenzalignment von atTim23.2 mit scTim23

Darstellung eines Sequenzvergleiches zwischen Tim23 aus Saccharomyces cerivisiae (scTim23) und
Tim23.2 aus Arabidopsis thaliana (atTim23.2), welches mit dem Programm MAFFT nach Katoh
erstellt wurde (Katoh et al.|2002; [2005)). Das fiir die Dimerisierung von scTim23.2 charakteristische
Hepta-Leucin-Zipper Motiv ist rot hinterlegt, das Cystein von atTim23.2 ist gelb gekennzeichnet.
Schwarze Kistchen: identische Aminosduren (AS); graue Kistchen: eine Konservierung durch
chemisch dhnliche AS; Querstriche: Kennzeichnung von Positionen, an denen vom Programm fiir
ein bestmogliches Alignment Leerstellen in die Sequenzen eingefiigt wurden.

Die Dimerisierung von scTim23 erfolgt iiber ein hepta-Leucin-Zipper Motiv, welches in der
zweiten Hilfte der hydrophilen N-terminalen Doméne lokalisiert ist (Bauer et al.|[1996). Ein
Abgleich der Aminosduresequenzen von scTim23 und atTim23.2 zeigte bei atTim23.2, eine
Struktur zwischen der Aminosduren 34 und 54, welche dem Leucin-Zipper Motiv der Hefe
dhnelt (Abbildung[3.20). Allerdings besitzt atTim23 im Vergleich zu scTim23 eine kurze Dele-
tion die eins der drei Leucine des hepta-Leucin-Zipper Motives fehlen ldsst. Um zu testen ob
dieses Motiv trotzdem fiir die Interaktion von atTim23.2 verantwortlich ist, wurde das Konstrukt
pPR3-atTim23.2(76-188)-N hergestellt, in welchem die ersten 75 Aminoséduren des Proteins und
somit der N-terminale Bereich des Proteins entfernt wurden. Nachdem das Konstrukt auf seine
Funktionalitit getestet worden war, erfolgte die Kotransformation mit pBT3-atTim23.2-SUC.
Zur Analyse wurden die Hefezellen wiederum auf SD-Leu/Trp Transformationsplatten und auf
SD-Leu/Trp/His/Ala Interaktionsplatten aufgebracht. Die erfolgreiche Transformation zeigt das
Wachstum auf den SD-Leu/Trp Platten (Abbildung B, 1.Spalte, oben). Kolonienwachstum
auf den SD-Leu/Trp/His/Ala Interaktionsplatten konnte ebenfalls aufgezeigt werden (Abbildung
[3.21] B, 1.Spalte, unten). Eine daraus zu schliefende Interaktion des Volllangen atTim23.2 mit
dem N-terminalen verkiirzten Konstrukt legt nahe, dass sich die Interaktiondoméne nicht am
N-Terminus von atTim23.2 befindet. Eine Dimerisierung iiber ein Leucin-Zipper-Motiv wie bei
der Hefe kann somit ausgeschlossen werden.

Die Aminosauresequenz von atTim23.2 besitzt ein einziges Cystein an Position 152 (Abbildung

3.20L gelber Kasten). Im Gegensatz dazu besitzt scTim23 gar kein Cystein. Es ist bekannt, dass an
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der Dimerisierung von Proteinen oftmals intermolekulare Disulfidbriicken zwischen Cysteinen
beteiligt sind. Daher wurde untersucht, ob dieses Cystein fiir die Dimerisierung von atTim23
verantwortlich ist. Dazu wurden die Konstrukte pPR3-atTim23.2(ACys/Ala;s;)-N, in welchem
das Cystein an Position 152 in ein Alanin ausgetauscht ist, sowie pPR3-atTim23.2(1-151)-N, in
dem der C-Terminus samt Cystein (AS 152 bis 188) fehlt, hergestellt. Diese Konstrukte wurde
mit pBT3-atTim23.2-SUC als bait-Konstrukt in Hefezellen ko-transformiert und auf SD-Leu/Trp
Platten sowie SD-Leu/Trp/His/Ala ausplattiert. Auf allen Platten konnte Wachstum der Hefe-
Kolonien beobachtet werden (Abbildung B, 2. und 3.Spalte). Dies deutet darauf hin, dass
sowohl atTim23.2(1-151) als auch atTim23.2(ACys/Ala;s;) in der Lage sind mit atTim23.2
zu interagieren. Damit konnte eine Rolle des Cysteins als auch des gesamten C-Terminus von
atTim23.2 fiir die Dimerisierung von atTim23.2 ausgeschlossen werden. Die Ergebnisse wurden
mit einem [3-Galaktosidase Filter Lift Assay bestétigt (Abbildung O).

Die Dimerisierung von Membranproteinen kann ebenfalls {iber die innerhalb der Membran liegen-
den Transmembrandominen stattfinden. Demzufolge wurde im Weiteren innerhalb der LOOPs
aber auch innerhalb der Sequenz nach einer moglichen Interaktionsdoméne gesucht. In dem
Konstrukt pPR3-atTim23.2(A62-110)-N wurden die erste Transmembrandoméne sowie die erste
LOOP des Proteins entfernt. Des Weiteren wurde das Konstrukt pPR3-atTim23.2(A110-152)-N
erstellt. Hierbei wurden die zweite und dritte Transmembrandomiine sowie der zweite LOOP
entfernt. Die Kotransformation der beiden Konstrukte mit dem ,,bait*-Vektor pBT3-atTim23.2-
SUC und die Analyse auf SD-Leu/Trp Transformationsplatten und auf SD-Leu/Trp/His/Ala
Interaktionsplatten fiihrte jedoch zu keinem eindeutigen Ergebnis (Daten nicht gezeigt). Es
konnte geringes bis fehlendes Wachstum auf den Interaktionplatten fiir beide Konstrukte detek-
tiert werden. Eine eindeutige Aussage iiber eine mogliche Interaktionsdoméne war hierdurch
nicht moglich. Weitere Untersuchungen sind daher notwendig, um die Doméne, welche fiir die

Dimerisierung von atTim23.2 verantwortlich ist, zu identifizieren.
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Abb. 3.21. Identifizierung der Interaktionsdomine von atTim23.2 mittels verschiedener
prey-Konstrukte

A: Graphische Darstellung des pBT3-atTim23.2-SUC ,bait“-Konstruktes und der verkiirzten
atTim23.2-Konstrukte pPR3-atTim23.2(76-188)-N, pPR3-atTim23.2(1-151)-N und pPR3-
atTim23.2(ACys/Ala;s5;)-N prey-Konstrukte. Die Gensequenz von atTim23.2 wurde in die
Vektor pBT3-SUC eingebracht und somit C-Terminal mit dem Cub-Fragment des Ubiquitins
fusioniert und zusitzlich N-terminalen mit der SUC Signalsequenz. Die verdnderte Gensequenz
von atTim23.2 wurde auflerdem in die Vektoren pPR3-N eingebracht und somit C-Terminal
mit dem NubG-Fragment des Ubiquitins fusioniert. B: Die Hefezellen des Stammes NMY51
wurden mit dem pBT3-atTim23.2-SUC Proteine als ,bait“und mit pPR3-atTim23.2(76-188)
-N, pPR3-atTim23.2(ACys/Ala;sp)-N und pPR3-atTim23.2(1-151)-N als ,,prey‘ko-transformiert.
Die Analyse erfolgte auf SD-Leu/Trp Transformationsplatten und auf SD-Leu/Trp/His/Ala
Interaktionsplatten. C: Die Ergebnisse wurden mit einem f3-Galaktosidase Filter Lift Assay bestitigt
(B-Gal-Test).
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3.3. Topologie von atTim23.2

AtTim23.2 gehort, sowie 17 weitere Proteine aus A.thaliana, zur Familie der Priaproteine und
Aminosiure Transporter (PRAT) Proteine (Rassow et al. [1999). Charakteristisch fiir diese
Proteinfamilie ist eine Struktur von vier Transmembrandoménen, welche durch drei kurze
hydrophile LOOPs verbunden sind (Duncan et al.|2013). Im Folgenden sollte experimentell

gezeigt werden, ob diese Eigenschaft auch auf das atTim23.2 Protein zutrifft.

3.3.1. Topologievorhersagen fiir atTim23.2

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Analyse der Topologie von atTim23.2 mittels der Datenbank
ARAMEMNON durchgefiihrt. ARAMEMNON ist eine spezielle Datenbank zur Identifizierung
aus Arabidopsis stammender Membranproteine (Schwacke et al. 2003)). Zur Bestimmung der
Topologie eines Proteins ermoglicht sie den direkten Vergleich von sieben unterschiedlichen
Vorhersageprogrammen fiir Transmembrandoménen. Abbildung (1) zeigt ein Model von
atTim23.2, welches aus den Ergebnissen der Datenbank erstellt wurde. Das Protein besitzt nach
diesem Modell drei Transmembrandoménen (TMD). Die N-terminale Domine (AS 1-62) ragt
in den IMR, die C-terminale Doméne (AS 178-188) ist der Matrix zugewandt. Zwischen der
ersten TMD (AS 63-82) und der zweiten TMD (AS 112-131) liegt der LOOP L1 (AS 83-111),
welcher der Matrix zugewandt ist. Der LOOP L2 (AS 132-157) liegt zwischen der zweiten TMD
(AS 112-131) und dritten TMD (AS 158-177). Dieser ragt in den IMR des Mitochondriums.
Nach einem weiteren Model besitzt atTim23.2 vier Transmembrandoménen (TMD), welche die
innere Membran durchspannen (Murcha et al.[2003). Die N-terminale Domine (AS 1-62) und
C-terminale Doméne (AS 174-188) sind hier dem IMR zugewandt (Abbildung Bild (2)).
Zwischen der ersten TMD (AS 63-80) und der zweiten TMD (AS 111-122) liegt der LOOP L1,
welcher der Matrix zugewandt ist. Der LOOP L2 ragt in den IMR und befindet sich zwischen
der zweiten und dritten TMD. Zwischen der dritten TMD (AS 140-151) und vierten TMD (AS
162-174) liegt der LOOP L3. Dieser ragt wie der LOOP L1 in die Matrix des Mitochondriums.
Beide Modelle (Abbildung[3.22] Bild (1) und (2)) sind in ihrem Aufbau sehr dhnlich, strukturell
unterscheiden sie sich jedoch in der Anzahl der Transmembrandoménen. Im Folgenden sollte

geklirt werden welches der beiden der tatsidchlichen Topologie von atTim23.2 entspricht.
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(1) (2)

L2 IMR
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Abb. 3.22. Model der Topologie von atTim23.2 nach ARAMEMNON (1) und (Murcha et al.
2003) (2)

(1) Nach ARAMEMNON umfasst die Aminosduresequenz von atTim23.2 188 Aminosduren (AS)
und besitzt drei TMD. Die N-terminale Dominen (AS 1-62) ragt in den IMR, die C-terminale
Domine (AS 178-188) ist der Matrix zugewandt. Zwischen den ersten TMD (AS 63-82) und zweiten
TMD (AS 112-131) liegt der LOOP L1( AS 83-111), welcher der Matrix zugewandt ist. Der LOOP
L2 (AS 132-157), ragt in den IMR und befindet sich zwischen der zweiten und dritten TMD (AS 158-
177). (2) Nach Murcha zeigt atTim23.2 eine Topologie von vier TMD. Die N-terminale Doménen
(AS 1-62) und C-terminale Doméne (AS 174-188) sind beide dem IMR zugewandt. Zwischen den
ersten TMD (AS 63-80) und zweiten TMD (AS 111-122) liegt der LOOP L1( AS 80-110) und
zwischen der dritten TMD (AS 140-151) und vierten TMD (AS 162-174) liegt der LOOP L3 (AS
151-161). Beide Loops sind der Matrix zugewandt. Der LOOP L2 (AS 122-140), ragt in den IMR
und befindet sich zwischen der zweiten und dritten TMD. IMR: Intermembranraum; IM: Innere
Membran; M: Matrix.

3.3.2. Untersuchungen der Topologie von atTim23.2 mit dem
saGFP-System

Zur weiteren Analyse der Topologie von atTim23.2 wurde die Methode des ,,Self assembly-
GFP“Systems (saGFP) herangezogen. Das erst kiirzlich entwickelte System ist eine Methode,
um die Topologie von Membranproteinen in vivo mittels Fluoreszenzmikroskopie zu untersuchen
(Gross et al.|2011). Fiir dieses System wurde das GFP in zwei unterschiedlich grofle Teile
gespalten: saGFP; _( besteht aus den -Faltblittern eins bis zehn, wihrend saGFP;; aus dem f3-
Faltblatt elf gebildet wird. Keines der beiden Fragmente allein ist fihig zu fluoreszieren. Befinden
sich beide Fragmente in demselben zellularen Kompartiment, sind sie in der Lage selbstéindig zu

einem vollstdndigen Protein zu assemblieren und ein GFP-Signal kann detektiert werden. Im
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Gegensatz zum split-GFP ist dafiir keine direkte Interaktion der Fusionsproteine notwendig. Zur
Analyse der subzelluldren Lokalisation von Proteinen ist es moglich Markerproteine bekannter
Lokalisierung einzusetzen. Diese konnen z.B. mit dem grofleren Teil des GFP fusioniert werden,

wobei das zu untersuchende Protein dann mit dem kleinen Teil des GFP fusioniert wird.

- saGFP
[N] Mia40 (1-162) [T

. saGFP
[N] Miad0 (1-162) [C 7

* GFP.
[N] OGDET (1-66) [C}— Sfl

[N] OGDEL (1-66) JC]—at®

"IN CAMA (1-159) [

saGFP
[N] CAM4 (1-159) [C—

Abb. 3.23. Graphische Darstellung der Markerproteine Mia40, OGD E1 und CAM4 fiir das
saGFP-System

Die Gensequenz von atMia40, welches im IMR der Mitochondrien lokalisiert ist, die Prasequenz
von atOGD El, ein Matrixprotein, und das cytosolische Protein atCAM4 wurden jeweils in den
Vektor pBIN19saGFP; ;¢ und pBIN19saGFP;_ ¢ eingebracht. Dabei wurden sie C-Terminal mit
dem saGFP;_¢ und dem saGFP; fusioniert. Mit * gekennzeichnete saGFP;_o und dem saGFPy;
Konstrukte wurden von der AG Votknecht bereitgestellt.

Zur Untersuchung der Topologie von atTim23.2 wurden saGFP Fusionen mit CAM4, Mia40
und der Prisequenz von OGDE]1 (2-Oxo-glutarat-hydrogenase E1) verwendet. CAM4 ist ein
cytosolisches Protein, Mia40 ist im IMR der Mitochondrien lokalisiert. OGDEI ist in der Matrix
von Mitochondrien zu finden. Die jeweiligen Sequenzen wurden in binédre Vektoren kloniert,
welche sie C-Terminal mit saGFP;_jo bzw. saGFPy; fusionierten (Abbildung [3.23).

Zunichst wurde die Lokalisierung und Funktionalitidt der Markerproteine getestet. Die Plas-
mide der verschiedenen saGFP;_1¢ und saGFP; Konstrukte wurden dafiir in Agrobakterium
tumefaciens transformiert und in einem 1:1 Gemisch in Blattmesophyllzellen von Nicotiana
benthamiana infiltriert und fiir 24h inkubiert. Anschlieend wurden die Blattabschnitte auf GFP
Fluoreszenzsignale untersucht. Zur genaueren Analyse wurden aus den transformierten Blittern
Protoplasten isoliert und die in den Protoplasten beobachteten Fluoreszenzsignale anschlieend

mit einem konfokalen Laser Scanning Mikroskop analysiert. Die Kotransformation mit Mia40-
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3. Ergebnisse

saGFP_1¢ und Mia40 saGFP;, sowie OGDE1-saGFP;_ o und OGDE1-saGFP, fiihrte jeweils
zu einer Assemblierung des GFP, was durch das Auftreten eines GFP-Signales deutlich wird
(Abbildung [3.24] A und B, Bild1). Das Signal trat jeweils in punktuellen Strukturen auf und
iiberlappte mit dem Signal, welches nach Behandlung mit Mitotracker® CMS Ros sichtbar
wurde (Abbildung A und B, Bild 2). Diese Ergebnisse zeigen, dass beide Markerproteine
korrekt in den Mitochondrien lokalisiert sind. Die Kotransformation mit CAM4-saGFP;_;¢ und
CAM4-saGFP;; fiihrte ebenfalls zum Auftreten eines GFP-Signales (Abbildung[3.24] C, Bild
1). Das Signal ist liberall im Zytosol verteilt. Die Fluoreszenz iiberlagerte sich nicht mit der
Autofluoreszenz des Chlorophylls oder der Fluoreszenz des Mitotrackers®. Damit kann eine
cytosolische Lokalisierung bestitigt werden. Zur Kontrolle wurden OGDE1-saGFP;_1¢ und
Mia40-saGFP | ko-transformiert. Damit sollte gezeigt werden, dass das System nur funktioniert
wenn beide Proteine im gleichen Kompartiment vorliegen. Wie erwartet, konnte ein GFP-Signal
nicht detektiert werden (Abbildung [3.24] D, Bild 1). Dieses Ergebnis bestitigte zudem, dass
beide Fusionsproteine tatsdchlich in unterschiedlichen Subkompartimenten der Mitochondrien
lokalisiert sind. Auf diese Weise konnte die Funktionalitit des Systems fiir die vorgesehenen
Untersuchungen gezeigt werden.

Nachdem die Lokalisierung und die Funktionalitit der Markerproteine bestétigt werden konnte,
wurde die Lokalisierung des N-terminalen und des C-terminalen Bereiches von atTim23.2 analy-
siert. Dazu wurde die atTim23.2 Gensequenz C-Terminal mit saGFP;_1¢ und saGFP; sowie
N-Terminal mit saGFP11 fusioniert (Abbildung [3.25] A). Wurden die C-terminalen Fusions-
konstrukte atTim23.2-saGFP;_o und atTim23.2 saGFP;; miteinander ko-transformiert, konnte
ein GFP-Signal detektiert werden (Abbildung B, Bild 1). Das Signal zeigt punktuelle
Strukturen und iiberlagerte sich mit der Mitotracker®-Firbung. Da beide markierten C-terminale
Bereiche auf derselben Seite der inneren Membrane der Mitochondrien lokalisiert seien sollten,
war dieses Ergebnis nicht liberraschend. Allerdings zeigt dieses Ergebnis nicht, auf welcher Seite
der Membran der C-Terminus lokalisiert ist. Eine Kotransformation des C-Terminal markierten
atTim23.2-saGFP_1o mit dem N-Terminal markierten atTim23.2-saGFPy; sollte Aufschluss
tiber die relative Lage der beiden Termini zur Membran geben. Ein GFP-Signal zwischen den bei-
den Konstrukten wiirde darauf hindeuten, dass beide Termini auf derselben Seite der Membrane
lokalisiert sind und somit eine Topologie von vier Transmembrandoménen nahelegen. Im Gegen-
satz dazu, wiirde ein fehlendes GFP-Signal zwischen den beiden Konstrukten auf eine Topologie
von drei Transmembrandoménen hindeuten. In Abbildung ist sowohl ein GFP-Signal als
auch das Signal des Mitotrackers® zu erkennen. Diese ergeben ein gleiches Muster und zeigen
dabei deutliche Uberlagerung (Abbildung B, 1. und 2.Reihe, Bild 1 und 2). Demnach
miissen der N-Terminus und der C-Terminus auf der gleichen Membranseite und zwar im IMR
der Mitochondrien lokalisiert sein, da fiir den N-Terminus bereits eine Lokalisierung im IMR
nachgewiesen wurde (Murcha et al.|2003). Diese Ergebnisse bestéirken das Topologie-Model fiir
atTim23.2 mit vier Transmembrandoménen (siche Abbildung [3.22).

62



3. Ergebnisse

GFP Fluoreszenz Mitotracker Chlorophyll Uberlagerung
Fluoreszenz Fluoreszenz

OGD El saGFP 11C Mia40 saGFP 11C
+ +
OGD E1 saGFP 1-10C Mia40 saGFP 1-10C

CAM4 saGFP 11C
+
CAM4 saGFP 1-10C

Mia40 saGFP 11C
_+_
OGD E1 saGFP 1-10C

7,5 um

Abb. 3.24. Fluoreszenzanalyse von N.benthamiana Protoplasten die Fusionsproteine von
saGFP 1-10C und 11C von Mia40, OGD E1 und CAM4 ko-exprimieren und deren Mitochon-
drien mit Mitotracker® gefirbt wurden.

Blitter von Nicotiana benthamiana Pflanzen wurden mit unterschiedlichen pBIN19saGFP;_ ¢
und pBIN19saGFP; ;¢ Konstrukten ko-transformiert. Nach erfolgreicher Expression wurden aus
den Blittern Protoplasten isoliert und die Mitochondrien mit Mitotracker® CMX Ros angefirbt.
AnschlieBend erfolgte die Analyse der Fluoreszenzsignale mittels Fluoreszenzmikroskopie. Erste
Spalte: GFP Fluoreszenz der saGFP|_19c und saGFP1 ¢ Fusionsproteine. Zweite Spalte: Fluoreszenz
des Mitotrackers®. Dritte Spalte: Autofluoreszenz des Chlorophylls. Vierte Spalte: Uberlagerung
der Fluoreszenzsignale.
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+
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Abb. 3.25. Fluoreszenzanalyse von N.benthamiana Protoplasten die Fusionsproteine von
saGFP 1-10C und 11C sowie saGFP 11N von atTim23.2 ko-exprimieren und deren Mitochon-

drien mit Mitotracker® gefirbt wurden.

A: Graphische Darstellung von atTim?23.2 fiir das saGFP-System. Die Gensequenz von atTim23.2
wurde in die Vektoren pBIN19saGFP|y, pBIN19saGFP| ¢ und pBIN19saGFP_o¢ eingebracht.
Dabei wurde sie C-Terminal mit dem saGFP;_;o und dem saGFP;; oder N-Terminal mit dem
saGFP; fusioniert. B: Blitter von Nicotiana benthamiana Pflanzen wurden mit unterschiedlichen
pBIN19saGFP;_oc und pBIN19saGFPy ¢, sowie saGFP;y Konstrukten ko-transformiert. Nach
erfolgreicher Expression wurden aus den Blittern Protoplasten isoliert und die Mitochondrien
mit Mitotracker® CMX Ros angefirbt. AnschlieBend erfolgte die Analyse der Fluoreszenzsignale
mittels Fluoreszenzmikroskopie. Erste Spalte: GFP Fluoreszenz der saGFP;_oc und saGFPy¢,
sowie der saGFPyy Fusionsproteine. Zweite Spalte: Fluoreszenz des Mitotrackers®. Dritte Spalte:
Autofluoreszenz des Chlorophylls. Vierte Spalte: Uberlagerung der Fluoreszenzsignale.

Es wurden danach weitere Kotransformationen durchgefiihrt, um die bisher erhaltene Ergeb-

nisse zu untermauern. Dazu wurden die mit saGFP;; fusionierten atTim23.2 Konstrukte mit
Mia40-saGFP; 1o und mit OGDE1-saGFP _ ¢ ko-transformiert (Abbildung[3.26). Wie erwartet,
konnte ein GFP-Signal detektiert werden, wenn das N-Terminal oder C-Terminal markierte
atTim23.2-saGFP; mit Mia40-saGFP|_ o ko-transformiert wurden (Abbildung A und B,
Bild 1). Wurden diese Konstrukte jedoch mit OGDE1-saGFP;_ ¢ ko-transformiert, konnte kein

GFP-Signal detektiert werden. Diese Ergebnisse untermauern die exklusive Lokalisierung des N-
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als auch des C-Terminus von atTim23.2 im Intermembran (Abbildung [3.26] C und D, Bild 1).
Es ist bekannt, dass die Fusion mit einem GFP-tag zu Fehllokalisationen oder falsch gefalteten
Proteinen fiihren kann (Waldo et al.[1999). Als weitere Kontrolle wurde daher eine Kotransforma-
tion des C-Terminal markierten atTim23.2-saGFP; mit CAM4-saGFP;_ o durchgefiihrt. Dabei
zeigte sich kein GFP-Signal (Abbildung E, Bild 1), was bedeutet, dass weder atTim23.2-
saGFP; im Zytosol verbleibt noch CAM4-saGFP _1( unspezifisch in die Mitochondrien gelangt.
Eine Fehllokalisierung oder Fehltransport der saGFP-Konstrukte in den Organellen kann dem-
nach weitestgehend ausgeschlossen werden.

Somit konnte ein weiterer Beleg dafiir erbracht werden, dass beide Termini von atTim23.2 im
IMR der Mitochondrien lokalisiert sind, und dass atTim?23.2, wie fiir andere Proteine der PRAT
Familie beschrieben, vier Transmembrandominen besitzt, welche durch drei kurze hydrophile
LOOPs verbunden sind (Abbildung Bild (2)).
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GFP Fluoreszenz Mitotracker Chlorophyll Uberlagerung
Fluoreszenz Fluoreszenz

Tim23.2 saGFP 11C
+
Mia40 saGFP 1-10C

Tim23.2 saGFP 11N
+
Mia40 saGFP 1-10C

% A
- 7.5 um

Tim23.2 saGFP 11C
+
OGD EI saGFP 1-10C

10 um

Tim23.2 saGFP 11N
+
OGD E1 saGFP 1-10C

7.5 um

Tim23.2 saGFP 11C
+
CAM4 saGFP 1-10C

7.5 um

Abb. 3.26. Fluoreszenzanalyse von N.benthamiana Protoplasten die Fusionsproteine von
saGFP,_;y und saGFP;; von Mia40, OGD E1 und CAM4 und von atTim23.2 ko-exprimieren
und deren Mitochondrien mit Mitotracker® gefiirbt wurden.

Blétter von Nicotiana benthamiana Pflanzen wurden mit unterschiedlichen pBIN19saGFP;_;o¢c und
pBIN19saGFP; ¢, sowie saGFPy Konstrukten ko-transformiert, exprimiert und aus den Bléttern
Protoplasten isoliert. Anschliefend erfolgte zur Analyse der Fluoreszenzsignale mittels Fluoreszenz-
mikroskopie. Die Mitochondrien wurden mit Mitotracker® CMX Ros angefirbt. Erste Spalte: GFP
Fluoreszenz der saGFP;_oc und saGFPy ¢, sowie der saGFP;y Fusionsproteine. Zweite Spalte:
Fluoreszenz des Mitotrackers®. Dritte Spalte: Autofluoreszenz des Chlorophylls. Vierte Spalte:
Uberlagerung der Fluoreszenzsignale.
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4. Diskussion

Kalzium ist ein universeller sekundirer Botenstoff, welcher durch Einstromen aus dem Apoplas-
ten oder internen Speichern in das Zytosol externe Signale intrazellulidr weiterleitet. Durch den
Einstrom von Kalzium entsteht eine Anderung der Kalzium-Ionen-Konzentration, die in Pflanzen
durch spezifische Sensoren wie Kalzium-abhingige Proteinkinasen (CDPKs), Calmoduline oder
Calcineurin B-dhnliche Proteinen (CBLs) wahrgenommen und in eine zellulire Antwort umge-
wandelt wird. Diese Regulation ist ein eukaryotisches Merkmal; neueste Studien konnten jedoch
zeigen, dass auch die Organellen prokaryotischen Ursprungs, wie Chloroplasten und Mitochon-
drien in das Kalzium-Signalnetzwerk eingebunden sind (DeFalco et al.[2010). In Mitochondrien
wurde gezeigt, dass der Import von Kern-codierten Proteinen durch Kalzium und Calmodulin
reguliert ist (Kuhn et al.[2009)). So erbrachten Importexperimente mit Calmodulin-Inhibitoren
und Kalzium-Ionophoren den Nachweis, dass diese Regulation an der inneren Membran am
TIM22- und TIM23-Komplex stattfindet. Die Vermittler dieses Prozesses blieben bis dato jedoch
unbekannt.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten Komponenten der TIM22- und TIM23-Komplexe
identifiziert werden, welche an dieser Kalzium/Calmodulin-Regulation der Mitochondrien be-
teiligt sind. In silico Untersuchungen fiihrten zur Identifizierung von Tim23 aus Arabidopsis
thaliana (atTim23) als potentielles Calmodulin-bindendes Protein. atTim23 ist eine Komponente
des inneren Membrankanals TIM23 und verantwortlich fiir den Import von Matrixproteinen
mit N-terminalen Signalsequenz (Murcha et al.2012). Die Analyse des Genoms von A.thaliana
zeigt drei Isoformen von Tim23, atTim23.1, atTim23.2 und atTim23.3, die sich in ihrer Struk-
tur sehr dhnlich sind (Murcha et al.|2003). Die folgenden Untersuchungen wurden mit dem
atTim23.2 Protein durchgefiihrt, da dieses Protein Transkriptionsanalysen nach am hochsten
exprimiert wird (Murcha et al.[[2003). Es konnte au8erdem in fritheren Experimenten gezeigt
werden, dass atTim23.2 einen Teil des TIM23-Komplexes der inneren Membran der Mitochon-
drien darstellt (Wang et al.|2012). Untersuchungen mit rekombinantem atTim23.2 konnten
eine Kalzium-abhéngige Interaktion mit Calmodulin bestitigen (Abbildung[3.4] B (1)). Dieses
Ergebnis zeigen, dass atTim23.2 eine mogliche Komponente fiir eine Regulation des Protein-
importes durch das Kalzium-Signalnetzwerk innerhalb der inneren Mitochondrienmembran
darstellt. Eine Calmodulin-Bindung von atTim17.2, einer weiteren Komponente des TIM23-
Komlexes, konnte gleichzeitig ausgeschlossen werden (Abbildung B (2)). atTim23.2 gehort
wie atTim17.2 zur Familie der Priprotein und Aminosiure Transporter (PRAT) Proteine (Rassow
et al.|[1999). PRAT-Proteine sind durch eine Struktur von vier Transmembrandoménen, die

durch drei hydrophile LOOPs verbunden sind, charakterisiert und tragen ein konserviertes Motiv
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(G/AXFIYX10RX3DX6(G/A/S) GX3G), welches als PRAT-Doméne bezeichnet wird. atTim23.2
und atTim17.2 besitzen beide eine interne Signalsequenz und zeigen keine Introns in ihrer Nu-
kleinsduresequenz auf. Dass atTim23.2 im Gegensatz zu atTim17.2 an Calmodulin binden kann
deutet darauf hin, dass es sich hierbei um eine spezifische Eigenschaft von Tim23.2 handelt.
Eine unspezifische Interaktion basierend auf der generellen Struktur der PRAT-Proteine kann
somit ausgeschlossen werden. atTim23.2 scheint demnach das Calmodulin-bindende Protein
innerhalb des TIM23-Komplexes zu sein. Anschlie3end stellte sich die Frage, wo die Calmodulin-
Bindedoméne (CaMBD) in der Sequenz von atTim23.2 zu finden ist. Interessanterweise konnten
durch in silico Untersuchungen zwei potentielle CaMBDs identifiziert werden; eine im N-
terminalen Bereich (AS 49-69) und die zweite in der ersten LOOP (AS 80-97) des Proteins
(Abbildung[3.1). Beide Bereiche erfiillen die charakteristischen Merkmale bereits identifizierter
CaMBDs; eine Lange von ca. 20 Aminoséuren, Verteilung hydrophober AAs nach bekannten
Motiven, eine positive Nettoladung und die Ausbildung einer amphiphilen a-Helix (Abbildung
[3.2). Untersuchungen mit rekombinanten atTim23.2 Konstrukten, die nur den N-Terminus (AS
1-70) oder Loopl (AS 80-110) umfassten, bestétigten die Kalzium-abhédngige Interaktion mit
Calmodulin fiir beide Dominen (Abbildung [3.6/und Abbildung[3.7)), die genaue Position der
Bindestelle konnte jedoch nicht identifiziert werden. Hierfiir sind weitere Experimente mit
Proteinvarianten notwendig, in welchen spezifisch die potentiellen Bindedoménen fehlen bzw.

fiir die Bindung wichtige Aminosiduren mutiert sind.

Um zu verstehen, welche Rolle die Interaktion mit Calmodulin fiir Tim23.2 spielt, ist es wichtig,
die genaue Topologie des Proteins und damit auch die Lage der CaMBDs zu kennen. Hierfiir
wurden Analysen zur Topologie des atTim23.2 Proteins durchgefiihrt, da die Struktur des Pro-
teins zwar vorhergesagt, jedoch experimentell nicht vollstindig geklirt war. Der N-terminale
Bereich von atTim23.2 konnte bereits in friiheren Untersuchungen als dem Intermembranraum
(IMR) der Mitochondrien zugewandt lokalisiert werden (Murcha et al.[2003). Fiir fiinf der 17 in
A.thaliana identifizierten PRAT-Proteine, inklusive atTim23.2 wurde zudem eine Topologie von
vier Transmembrandoménen (TMD) vorhergesagt (Murcha et al. 2007). Eigens durchgefiihrte in
silico Untersuchungen konnten diese Annahme zunéchst nicht bestétigten und sagten eine Topo-
logie mit nur 3 TMD vorher (Abbildung[3.22] (1)). Mit Hilfe von , self assembling GFP**(saGFP)
konnte allerdings gezeigt werden, dass es sich bei atTim23.2 tatsdchlich um ein Protein mit vier
TMD handelt (Abbildung [3.25)). Die damit einhergehende, exklusive Lokalisierung des N- als
auch des C-Terminus von atTim23.2 im IMR von Mitochondrien konnte ebenfalls nachgewiesen
werden (Abbildung [3.26). Die im N-terminalen Bereich identifizierte CaMBD ist somit im
IMR und die innerhalb der ersten LOOP identifizierte CaMBD in der Matrix lokalisiert. Die
Regulation durch Calmodulin von atTim23.2 konnte somit innerhalb zwei unterschiedlicher
Reaktionsrdaume, dem IMR und der Matrix, der Mitochondrien stattfinden. Der TIM23-Komplex
existiert in zwei dynamischen Formen: ,,TIM23-SORT“und ,,TIM23-MOTOR*(Lister et al.|2005,
Murcha et al.[2014a)). Wiahrend TIM23-SORT die Insertion von Proteinen in die innere Membran
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vermittelt, sorgt der MOTOR fiir den Transport der Proteine iiber die innere Membran in die Ma-
trix. Somit liegt die Vermutung nahe, dass die im IMR identifizierte CaMBD von atTim23.2 den
,»TIM23-SORT“und die in der Matrix identifizierte CaMBD den ,,TIM23-MOTOR*regulieren
konnte. Eine Funktion der potentiellen CaMBD in der Rekrutierung und in dem Transport von
Vorstufenproteinen konnte demnach gegeben sein, muss jedoch in weiteren Versuchen experi-

mentell bestitigt werden.

Zur Identifizierung moglichen Regulatoren von atTim23.2 wurde nach Calmodulinen und
Calmodulin-ghnlichen Proteinen (CMLs) gesucht, welche eine mitochondriale Lokalisierung
aufweisen. Das erst kiirzlich in den Mitochondrien detektierte atCML30 schien hierfiir ein viel
versprechender Kandidat zu sein (Chigri et al.[2012). Da die CaMBD von atTim23.2 im IMR
sowie in der Matrix identifiziert wurden, sollte mit Hilfe des ,,self assembling GFP*(saGFP) die
genaue Position von atCML30 im Mitochondrium analysiert werden. Durch die Kolokalisation
mit Mia40 konnte eine Lokalisation des Proteins im mitochondrialen IMR belegt werden (Ab-
bildung [3.10). Damit wire atCML30 ein mdglicher Interaktionspartner fiir die im N-terminus
befindliche CaMBD, da beide im IMR lokalisiert sind. Allerdings konnte in vitro mittels Querver-
netzungsexperimente keine Bindung zwischen atCML30 und atTim23.2 gezeigt werden (Daten
nicht gezeigt). Da Probleme mit Aggregation bzw. Faltung vom Vollangen Tim23.2 nicht ausge-
schlossen werden kann, konnte die CaMBD unter diesen Bedingungen fiir eine Interaktion nicht
zuginglich gewesen sein. Eine Quervernetzungsanalyse zwischen dem rekombinanten 16slichen
N-terminalen Bereich von atTim23.2 und atCML30 konnte demnach eine erfolgversprechende
Moglichkeit sein, um eine solche Interaktion zu belegen. Zusitzlich wurde atCML30 in einem
Split-Ubiquitin-Assay als ,,bait“-Konstrukt und atTim23.2 als ,prey*“-Konstrukt getestet, um eine
mogliche Interaktion in vivo aufzuzeigen. Das System war zuvor erfolgreich zur Analyse der
Topologie und Dimerisierung von atTim23.2 verwendet worden (siehe unten). Leider zeigte
atCML30 eine Autoaktivierung (Daten nicht gezeigt). Generell ist das Split-Ubiquitin-System
fiir 16sliche Proteine nicht geeignet, denn sind diese mit dem Reporter gekoppelt, kommt es vor,

dass sie selbstidndig in den Kern wandern konnen.

Tim23 wird in der Literatur als porenbildende Komponente des TIM23-Komplexes bezeichnet
(Murcha et al.2014b). Bis dato gibt es jedoch keine eindeutigen Erkldrungen, wie genau diese
Pore reguliert wird. Eine Dimerisierung des Proteins konnte moglicherweise dafiir verantwortlich
sein. Im Falle von scTim23 aus der Hefe konnte ein solcher Mechanismus, vermittelt iiber ein
im N-terminalen Bereich lokalisiertes Leucin-Zipper-Motiv, gezeigt werden (Bauer et al.|1996)).
Gleichzeitig stellt der N-Terminus des Proteins eine Verbindung zur dufleren Membran her
und interagiert mit Prasequenzen von Vorstufenproteinen fiir den Import in die Matrix. Mit der
Hilfe der C-terminalen Doméne ist das Protein fihig, einen Kation-selektiven Kanal, aktiviert
iiber das Membranpotential, zu bilden (Truscott et al.|[2001). Es wurde postuliert, dass eine

Dimerisierung von scTim23 zum SchlieBen der Importpore fiihrt. Die Bindung einer Prisequenz
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an den N-terminalen Bereich des Proteins wiirde zur Destabilisierung des Dimers und somit
zum Offnen der Pore fiihren. Untersuchungen mittels GroBenausschluss-chromatographie konn-
ten aulerdem zeigen, dass der N-terminale Bereich von Tim23 aus H.sapiens ebenfalls als
Dimer vorliegt (Zhang et al.2012)). Tatsdchlich konnte die Dimerisierung von atTim23.2 mittels
Split-Ubiquitin Systems nachgewiesen werden. Die Ergebnisse zeigten eine Interaktion von
atTim23.2 mit sich selbst (Abbildung [3.19)), was eine Dimerisierung von atTim23.2 in vivo
wahrscheinlich erscheinen ldsst. Die Suche nach der Domine, welche fiir die Dimerisierung
verantwortlich ist, blieb jedoch erfolglos. Sowohl der N-terminale als auch der C-terminale
Bereich auB3erhalb der ersten und letzten TMD sind aufgrund der Ergebnisse der Split-Ubiquitin
Analyse nicht an der Dimerisierung beteiligt (Abbildung [3.21). Dies bedeutet, dass das am
N-Terminus befindliche Hepta-Leucin-Zipper-dhnliche Motiv sowie die erste CaMBD nicht
fiir die Dimerisierung verantwortlich sind (Abbildung B, erste Spalte). Die Bildung einer
intermolekularen Disulfidbriicke durch ein am C-Terminus befindliches Cystein kann ebenfalls
ausgeschlossen werden (Abbildung [3.21] B, Spalte 2 und 3). Die Dimerisierung von Mem-
branproteinen wird allerdings hiufig innerhalb der Membran durch die TMD selbst vermittelt.
Fiir die weiteren Untersuchungen wurden aus diesem Grund Konstrukte erstellt, in denen die
TMD1 sowie die erste LOOP bzw. die TMD2 und TMD3, sowie der zweite LOOP des Proteins
entfernt wurden. Die Kotransformation dieser Konstrukte als Prey, im Split-Ubiquitin-System,
mit dem volllangen atTim23.2 als Bait fiihrte jedoch zu keinem eindeutigen Ergebnis (Daten
nicht gezeigt). Die Vermutung liegt nahe, dass die Konstrukte durch das Fehlen der TMD nicht
korrekt gefaltet bzw. in die Membran eingebaut werden konnen. Demzufolge kann ausbleibendes
Wachstum auf den Interaktionsplatten bedeuten, dass 1) die Bindestelle nicht vorhanden ist oder
ii) durch die falsche Insertion kein aktives Ubiquitin gebildet werden kann. Innerhalb des ersten
LOOPs befindet sich allerdings auch die zweite CaMBD. Das Fehlen dieser Domine kdnnte
also dazu fiihren, dass eine Interaktion von atTim23.2 mit sich selbst nicht mehr moglich ist.
Dies konnte ein erster Hinweis auf einen Zusammenhang zwischen der Dimerisierung und der
Kalzium/Calmodulin-Regulation von atTim23.2 sein. Dafiir wiirde in dem System allerdings
ein Calmodulin als Interaktionpartner benotigt werden. Dieses Calmodulin konnte von der Hefe
selber stammen, da das Vorhandensein von Calmodulin im Zytosol von S.cerevisiae lange be-
kannt ist (Davis et al.[[1986). Allerdings sind weitere Versuche nétig, um die Doméne, die fiir die

Dimerisierung von atTim23.2 verantwortlich ist, eindeutig zu detektieren.

Eine Interaktion von o-helicalen Strukturen der TMD konnte beispielsweise auch iiber van-der-
Waals Krifte (MacKenzie et al.|[1997) sowie GxxxG und GxxxG- dhnliche Motive (Senes et al.
2004) stattfinden. Die Analyse der Aminosduresequenz von atTim23.2 zeigt, dass alle vier TMD
solche Motive beinhalten (Abbildung[4.1).
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] MAINRSSDHE SDENTRLYHP YQNYQVPIKS QYLYKLPTSP EFLFTEESLK

51 QRRSWGENLT FYTGTGYLAG SVAGASAGIF SGIKSFENGD TTKLKINRTIL

101 NSSGQAGRTWGNRVGIVGLI YAGIESGVVA VTDKDDVWTS VVAGLGTGAV

151 FRAARGVRSA AVAGAFGGIA AGAVVAGKQV FKRYAHI

Abb. 4.1. Darstellung der Aminosiuresequenz von atTim23.2 mit den GxxxG-Motiven inner-
halb der TMDs

Darstellung der Aminosduresequenz von atTim23.2 mit den in der Sequenz befindlichen GxxxG-
Motiven. Solche Motive (Kennzeichnung Aminosdure Glycin [G] in Rot) konnten in allen vier TMD
des Proteins detektiert werden. Querstriche unterhalb der Sequenzen kennzeichnen die Positionen
der TMD.

Innerhalb der TMD1 ist eine Triplet dieses Motives (GxxxGxxxGxxxG) zu finden, TMD?2 und
TMD3 beinhalten ein einfaches Motiv und in TMD4 kann ein Duplet des Motives aufgezeigt
werden. Neuste Untersuchungen von scTim23 konnten die gro3e Bedeutung der GxxxG-Motive,
die ebenso in den ersten drei TMD des Hefeproteins zu finden sind, aufzeigen (Pareek et al.|2013,
Demishtein-Zohary et al.|2015)). Experimentelle Untersuchungen mittels Mutationen der Glycine
in den GxxxG-Motiven, fiihrten zu dem Ergebnis, dass TMD1 sowie TMD2 mit weiteren Helices
interagieren und diese Interaktion verantwortlich fiir die Formierung des TIM23-Komplexes ist.
Im Weiteren konnte gezeigt werden, dass die Interaktion zwischen Tim23 und Tim17 sowie die
Bildung eines Dimers von Tim23 durch diese Mutation beeintrachtigt wird. Somit sind diese
Motive innerhalb der TMD1 und TMD2 fiir die Komplexbildung sowie das Offnen und SchlieBen
der Importpore TIM23 notwendig (Demishtein-Zohary et al.|2015). Diese Ergebnisse lassen ver-
muten, dass die GxxxG-Motive innerhalb der TMDs von Tim23.2 aus A.thaliana ebenso fiir die
Dimerisierung als auch fiir die Interaktion mit den anderen Komponenten des TIM23-Komplexes
verantwortlich sind. Punktmutationen innerhalb der Sequenz des Vollldngeproteins atTim23.2, in
denen die Glycine durch beispielsweise Alanin oder Leucin ausgetauscht werden, konnten in ei-
nem Split-Ubiquitin-Assay zeigen, ob eine Kotransformation der mutierten Proteinvarianten mit

dem Tim23.2 ,,prey‘-Konstrukt und somit eine Homodimerisierung des Proteins noch moglich ist.

Der Mechanismus zur Bildung/Regulation der Importpore in A.thaliana scheint sich von dem in
der Hefe zu unterscheiden. Zwar hat atTim23.2, im Vergleich zu scTim23, auch die Fihigkeit
zu dimerisieren und beinhaltet dhnliche Motive, wie das GXXXG-Motiv, doch zeigt ein Se-
quenzvergleich zwischen den beiden Proteinen einen deutlichen Unterschied. Eine N-terminale
Verldngerung von Tim23, die fiir eine Verbindung zur duleren Membran sowie fiir die Interaktion
mit Priasequenzen von Vorstufenproteinen notwendig ist, fehlt im pflanzlichen Protein. In der
Sequenz von Tim23 aus H.sapiens konnte jedoch eine solche Verldngerung des N-Terminus detek-
tiert werden, welcher dhnliche Funktion wie der N-terminale Bereich in Hefe erfiillt (Bauer et al.

1999). Dies ldsst vermuten, dass in Pflanzen eine weitere Komponente fiir die Funktionalitit des
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Importkanals benétigt wird, um eine Verbindung mit dem TOM-Komplex herzustellen. Tim17.2
scheint hier mit seiner C-terminalen Doméne die Funktion der N-terminalen Verlangerung von
scTim23 zu iibernehmen. Damit ist das Protein fihig, eine Verbindung zwischen innerer und
duBerer Membran herzustellen und dabei gleichzeitig mit Vorstufenproteinen zu interagieren
(Murcha et al.[2005)). Eine Interaktion zwischen Tim23.2 und Tim17.2 scheint demnach essentiell
zu sein, um sicherzustellen, dass Vorstufenproteine nach dem Eintritt in den IMR zur Importpore
gelangen konnen. Inwieweit die Importpore des TIM23-Komplexes durch eine Dimerisierung
von atTim23.2 gebildet wird, muss weiterhin untersucht werden. Es wird jedoch deutlich, dass
eine enge Verbindung oder Wechselwirkung mit atTim17.2 notwendig ist. Dartiber hinaus wird
vermutet, dass der Mechanismus zur Bildung der Importpore in A.thaliana ein pflanzenspezifi-
sches Charakteristikum darstellt, da sich dieser von dem in der Hefe und Sidugern unterscheidet.

Die Calmodulin-bindung an Tim23.2 konnte ein Bestandteil eines solchen Mechanismus sein.

Mitochondrien sind an einer Vielzahl von Stressreaktionen und —anpassungen in der Pflanze
beteiligt (Van Aken et al.|2009). Dabei gibt es diverse Beispiele, die das Kalziumsignal-Netzwerk
der Zelle in diese Regulation involviert. Die Pyruvatdehydrogenase der Mitochondrien wird
beispielsweise in ihrer Aktivitdt durch Calmodulininhibitoren gehemmt (Miernyk et al.|[1987).
Das Enzym ist an der Umwandlung von Pyruvat in Acetyl-CoA beteiligt, ein wichtiger Verbin-
dungsschritt zwischen Glykolyse und Zitronensdurezyklus konnte demzufolge durch Calcium
reguliert werden. Dariiber hinaus trigt eine Untereinheit der in der Matrix lokalisierten Glutamat-
dehydrogenase ein EF-Hand-Motiv und soll durch Zugabe von Calcium aktiviert werden (Turano
et al.[[1997). Calmodulin ist vor allem an Mechanismen der Aktivierung oder Inhibition von
Zielproteinen beteiligt. Die Bindung von Ca®*/Calmodulin kann beispielsweise zur Konformati-
onsdnderung eines Proteins, sowie zur Verdringung von autoinhibitorischen Doménen und somit
zur Aktivierung von Enzymen fiihren (Bouche et al.|2005)). Des Weiteren kann sie Einfluss auf
die Bildung von Dimeren bzw. Komplexen nehmen. Die calciumabhéngige Interaktion von Cal-
modulin mit der C-terminalen Domine der Glutamat Decarboxylase (GAD) soll verantwortlich
sein fiir die Dimerisierung des Enzymes und weiterhin fiir die Bildung eines hochmolekularen
Komplexes (Yap et al.[2003). Das Offnen und SchlieBen des Calcium-abhingigen SK-Kanals
(small conductance Ca®T-activated potassium channel) wird ebenfalls durch Calmodulin regu-
liert (Hoeflich and Ikura 2002). Im geschlossenen Zustand binden hierbei zwei Calmoduline
mittels des C-terminalen EF-Hand-Motives an zwei Ziel-Proteine, die als Dimer vorliegen. Uber
die Bindung von Kalzium-Molekiilen an die N-terminalen EF-Hand-Motive des Calmodulins
wird der Kanal geoffnet und somit das Dimer gelost. Eine solche Regulation durch Calmodulin
gibt Hinweise darauf, auf welche Weise die in dieser Arbeit aufgezeigten Eigenschaften von
atTim23.2 moglicherweise miteinander korreliert werden konnten. Das Offnen und SchlieBen der
Importpore konnte durch eine Dimerisierung zweier atTim23.2-Proteine hervorgerufen werden.
Zusitzlich konnte die Anbindung von Calmodulin an die in der Matrix oder im IMR identifizier-

ten CaMBD des Proteins, wie fiir den SK-Kanal gezeigt wurde, eine solche Dimerisierung bzw.
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Interaktion auslosen. Dadurch konnte reguliert werden, welche und in welcher Menge bestimmte
Proteine in die Matrix gelangen, um dort bestimmte Prozesse zur Reaktion der pflanzlichen Zelle
auf einen bestimmten Reiz zu aktivieren. Ob und inwiefern ein solcher Mechanismus besteht
bzw. eine solche Regulation der Dimerisierung durch Calmodulin stattfindet, muss durch weitere
experimentelle Analysen gekléirt werden.

Interessanterweise konnten neuste Studien eine Interaktion zwischen Komplex I der Atmungsket-
te und dem TIM23-Komplex in Arabidopsis aufzeigen (Wang et al.[2012). Die Proteine Tim23.2
und B14.7, eine Untereinheit von Komplex I, konnen dabei in beide Komplexe integriert werden.
Zusitzlich wurde gezeigt, dass die Menge von Komplex I im umgekehrten Verhiltnis zur Menge
von Tim23 steht. Veridnderungen innerhalb der Atmungskette im Bereich von Komplex I, z.B.
wegen oxidativer Schiden, konnten somit Signale auslosen, welche die Menge von Tim23.2
erhohen und somit die Biogenese der Mitochondrien aktivieren. Eine Kalzium-abhingige Regu-
lation von atTim23.2 via Calmodulin-Bindung konnte damit nicht nur den Import von Proteinen
sondern ebenfalls die Energiegewinnung durch die aerobe Respiration in den Mitochondrien
regulieren. Dies konnte ein neues System darstellen, was einerseits mitochondriale Funktionen

und andererseits das Signalnetzwerk der Zelle miteinander verbindet.
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Tabelle A.1. Liste der verwendeten Primer
Bei den Klonierungsprimern ist die angehingte Schnittstelle angegeben. VL: Volllingenkonstrukt;
fw: Vorwirtsprimer; rw: Riickwertsprimer; AS: Aminoséure

Oligoname

Sequenz (5‘— 3¢)

saGFP Tim23.2 VL
Apal fw

AGGGGCCCATGGCGGCTAATAACAGATCC

saGFP Tim23.2 VL
Notl rw

TAAGCGGCCGCCAATGGGCACATACCG

saGFP Tim23.2 VL
Notl rw (STOP)

TAAGCGGCCGCCTTAAATGGGCACATACCG

saGFP Mia40 VL
Apal fw

AGGGGCCCATGGGTCAAGCTCAAAGTGA

saGFP Mia40 VL
Notl rw

TAAGCGGCCGCCAAGCTTGGAATTGCCACTGC

pMal Tim23.2 VL
Ndel fw

GGGCATATGGCGGCTAATAACAGATCCGATCATGG

pMal Tim23.2 VL.
w1

GTGGCTCCAAGCGCTAATGGGCACATACC

pMal /strep EcoR1
™wW 2

ATAGAATTCTTATTTTTCGAACTGCGGGTGGCTCCAAG

pMal Tim23.2 AS 1-70
Ndel fw

GGGCATATGGCGGCTAATAACAGATC

pMal Tim23.2 AS 1-70
w1

GGTGGCTCCAAGCGCTACCGAGGTAAGCTGTT

pMal Tim23.2
AS 80-110 Ndel fw

GGCATATGGTCATCACTGGAGTCAAAA

pMal Tim23.2
AS 80-110 rw 1

GGTGGCTCCAAGCGCTAGTTCGACCAGTTTGAC

pMal Tim23.2
AS 120-140 Ndel fw

GCATATGGTTTACGCAGGGATCGAGA

pMal Tim23.2
AS 120-140 rw 1

GGTGGCTCCAAGCGCTGGTCCAAACATCATCTCTA

Tim23.2 VL Sfil fw

TCGGGCCATTACGGCCATGGCGGCTAATAACAG
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ATCCGATCAT

Tim23.2 VL Sfil rw

TAGGCCGAGGCGGCCATAATGGGCACATACC

Tim23.2 VL Sfil rw
(STOP)

TTGGCCGAGGCGGCCTTAAATGGGCACATACC

Tim23.2 AS 62-188
Sfil fw

TCGGGCCATTACGGCCATGTTCTACACCGGAACAGCT

Tim23.2 AS 1-151
Sfil rw

TAGGCCGAGGCGGCCATAACAGCTCCGGTTC

Tim23.2 A AS 62-110

CAATCCGATTACCCCAAGTGAGATTCTCACC

Sfil Overlap rev

Tim23.2 A AS 62-110 GGTGAGAATCTCACTTGGGGTAATCGGATTG
Sfil Overlap fw

Tim23.2 A AS 110-152 | CTCGCCGCTCTTCGACCAGTTTGACCA

Sfil Overlap rev

Tim23.2 A AS 110-152
Sfil Overlap fw

CAAACTGGTCGAAGAGCGGCGAGAGGA
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