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1 Einleitung 1

1 Einleitung

Zur Organisation und Koordination verschiedener biologischer und chemischer Prozesse
sind eukaryotische Zellen in verschiedene Reaktionsrdume (Kompartimente) unterteilt. Dabei
werden diese Reaktionsrdume oder Organellen durch Lipidmembranen voneinander
abgegrenzt. Diese Membranen stellen sowohl fiir Makromolekiile, als auch fiir lonen eine
Barriere dar. Unterschiedliche chemische Milieus in den Organellen erhéhen die Bandbreite
moglicher Reaktionen innerhalb einer Zelle. In eukaryotischen Zellen unterscheidet man
zwischen Organellen, die nur von einer Membran umgeben sind, wie das Endoplasmatische
Retikulum (ER), der Golgi-Apparat, die Peroxisomen und die Lysosomen, und solchen, die
von zwei Membranen abgegrenzt werden, wie der Zellkern, die Chloroplasten und die
Mitochondrien.

Der iiberwiegende Teil der Proteine der verschiedenen Zellorganellen wird von Genen
im Zellkern kodiert und an cytosolischen Ribosomen synthetisiert. Die so entstehenden
Polypeptidketten kdnnen zum einen noch wihrend ihrer Synthese (kotranslational) oder erst
nach Abschluss ihrer Synthese (posttranslational) an die ihnen vorbestimmte Stelle in ithrem
Zielkompartiment  transportiert ~werden. Daher besitzen Organellen spezifische
Transportsysteme (Translokasen), die den korrekten Transport von Proteinen in das Organell
sicherstellen. Die Mechanismen der Proteintranslokation in die verschiedenen Organellen
weisen einige Gemeinsamkeiten auf (Ubersichtsartikel: Rapoport et al., 1996; Johnson, 1997;
Neupert, 1997; Klosgen, 1997; Liibeck et al., 1997; Wickner et al., 1991; Wickner und
Leonard, 1996). Zu transportierende Proteine enthalten ein fiir das jeweilige Kompartiment
spezifisches Erkennungssignal. Diese Erkennungssignale werden von Rezeptoren an der
Oberfldche des jeweiligen Zellorganells erkannt, was in der Folge zu einer Translokation der
Polypeptidkette oder Teilen von ihr iiber oder in die Lipidmembran des betreffenden
Organells flihrt. Dieser Transport erfordert hdufig eine entfaltete Konformation des Proteins
(Eilers und Schatz, 1986; Rassow et al., 1990; Arkowitz et al., 1993; Schlenstedt et al., 1994).
Im Falle der kotranslationalen Translokation in das ER geschieht dies, indem die naszierende
Kette direkt in die Translokase inseriert wird, ohne dass sie vorher die Gelegenheit zur
Faltung hatte. Werden Polypeptidketten posttranslational iiber Membranen transportiert,
stabilisieren meist Hilfsproteine wie Chaperone (sieche 1.5.) einen translationskompetenten,
entfalteten Zustand (Chirico et al., 1988; Deshaies et al., 1988; Caplan et al., 1992). Die

Translokasen sind meist hochmolekulare Proteinkomplexe (Brundage et al., 1990; Kiebler et
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al., 1990; Waegemann und Soll, 1991; Deshaies ef al., 1991 Berthold et al., 1995; Dekker et
al., 1997). Der posttranslationale Translokationsprozess benotigt eine treibende Kraft, die in
Form der Hydrolyse von Nukleosidtriphosphaten, eines Membranpotentials, eines pH-
Gradienten oder der Bindung von Cofaktoren oder der Stabilisierung durch die Proteinfaltung
auf der trans-Seite der Membran vorliegen kann. Viele der Erkennungssignale werden
wihrend oder nach der Translokation abgespalten. Chaperone innerhalb der Zellorganellen
sind fiir die endgiiltige Faltung der importierten Polypeptidketten sowie auch fiir deren Einbau

in hohermolekulare Komplexe verantwortlich (Craig et al., 1993).

1.1 Aufbau und Funktionsweise der Mitochondrien

Mitochondrien sind in fast allen eukaryotischen Zellen vorkommende Organellen und
stammen dhnlich wie Chloroplasten von Eubakterien ab, die vor etwa einer Milliarde Jahren
von eukaryotischen Zellen aufgenommen wurden (zur Ubersicht siche Herrmann, 1997; Gray
et al., 1999). Hochstwahrscheinlich handelt es sich bei den Vorldufern der Mitochondrien um
Vertreter der Gattung der a-Purpurbakterien (Whatley, 1981), zu denen z. B. die phototrophen
Bakterien der Gattung Rhodobacter oder das aerobe Bakterium Paracoccus denitrificans
gehdren. Daraus ergibt sich eine deutliche Ubereinstimmung zwischen diesen Bakterien und
Mitochondrien in Bezug auf ihre Proteinzusammensetzung und Funktionalitit.

Die Mitochondrien enthalten zwei Lipidmembranen, die diese in vier
Subkompartimente unterteilen: die Matrix, die sie umgebende Innenmembran und den
Intermembranraum, der wiederum von der AuBenmembran begrenzt wird. Die
Aullenmembran enthdlt das porenbildende, integrale Membranprotein Porin, das sie fiir
kleinere Molekiile bis zu einer GroBe von ca. 2 kDa durchldssig macht. Dagegen ist die
Innenmembran vollig undurchldssig fiir Ionen und Makromolekiile, die nur mit Hilfe
spezieller Transportproteine durch die Membran gelangen konnen.

Die mitochondriale Innenmembran bildet lange Ausstiilpungen in die Matrix, die
sogenannten Cristae, die unter anderem die Proteine der mitochondrialen Atmungskette
enthalten. Daneben bilden einige Bereiche der Innenmembran die so genannte
Grenzmembran, die sich in unmittelbarer Ndhe zur AuBlenmembran befindet und von dieser
teilweise nur ca. 3-5 nm entfernt ist. In diesen Bereichen konnen wéhrend des Imports von
Proteinen aus dem Zytosol Kontaktstellen ausgebildet werden, die im Elektronenmikroskop

sichtbar sind.
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Mitochondrien werden nicht de novo synthetisiert. Vielmehr vermehren sie sich in
Abhéngigkeit von den Wachstumsbedingungen autonom durch Abschniirungen aus bereits
existierenden Organellen.

Sie spielen eine wichtige Rolle bei verschiedenen Prozessen des Stoffwechsels, zum
Beispiel bei der Hamsynthese, dem Fettsdureabbau und den Reaktionen der
Harnstoffsynthese. Die Hauptfunktion der Mitochondrien besteht jedoch in der Bereitstellung
von ATP und der damit gekoppelten Endoxidation von Substraten. Zundchst erfolgt im
Citratzyklus die oxidative Decarboxylierung von Pyruvat. Die dabei freigesetzten Elektronen
werden auf NAD" oder FAD iibertragen. Mit Hilfe des dabei gebildeten NADH bzw. FADH,
werden die Elektronen dann in die Atmungskette eingeschleust, in deren Verlauf Protonen
von der Matrixseite iiber die Innenmembran in den Intermembranraum gepumpt werden und
auf diese Weise ein Membranpotential (Ay) generieren.

Neben ihrer wichtigen Funktion flir den Stoffwechsel der Zelle kommt den
Mitochondrien eine bedeutende Rolle bei der Regulation des programmierten Zelltods, der
sogenannten Apoptose zu (zur Ubersicht sieche Bernardi et al., 1999; Bernardi et al., 2001).

Ihre groBe Bedeutung fiir die Zelle und den gesamten Organismus wird nicht zuletzt
auch durch das Auftreten zahlreicher Erkrankungen, die auf mitochondriale Fehlfunktionen
zuriickzufiihren sind, unterstrichen (zur Ubersicht siehe Larsson und Luft, 1999; Wallace,

1999).

1.2 Mitochondriale Proteine

Mitochondrien besitzen ein eigenes Genom, das nur fiir wenige Proteine kodiert. So
werden in Saccharomyces cerevisiae lediglich die in Tab. 1 angegebenen 8 Proteine vom

mitochondrialen Genom kodiert:



4 1 Einleitung

Tab. 1: Mitochondrial kodierte Gene in Saccharomyces cerevisiae

Gen | Kodiertes Protein Lokalisation
ATP6 | Fo-ATP-Synthase Untereinheit 6 (Komplex V) Innenmembran
ATPS8 | Fo-ATP-Synthase Untereinheit 8 (Komplex V) Innenmembran
ATPY | Fo-ATP-Synthase Untereinheit 9 (Komplex V) Innenmembran
COX1 | Cytochrom c-Oxidase Untereinheit I (Komplex IV) Innenmembran
COX2 | Cytochrom c-Oxidase Untereinheit II (Komplex IV) Innenmembran
COX3 | Cytochrom c-Oxidase Untereinheit III (Komplex IV) Innenmembran
COBI | Cytochrom b Untereinheit des Cytochrome bcl-Komplexes | Innenmembran
(Komplex I1II)
VARI | Untereinheit der kleinen Untereinheit des mitochondrialen | Matrix
Ribosoms

Der tiberwiegende Teil der mitochondrialen Proteine wird im Zellkern kodiert und muss
in die Mitochondrien importiert, in das entsprechende Subkompartiment sortiert und korrekt
in die entsprechenden Proteinkomplexe assembliert werden. Dabei werden alle mitochondrial
kodierten Proteine zusammen mit den kernkodierten Untereinheiten in gemeinsame

Komplexe assembliert.

1.3 Proteintransport in Mitochondrien

Der Import kernkodierter Proteine in Mitochondrien stellt einen komplizierten Prozess
dar. Er umfasst die spezifische Erkennung mitochondrialer Proteine nach ihrer Synthese an
cytosolischen Ribosomen, den Transport dieser Proteine in die Mitochondrien und die
korrekte Sortierung in die entsprechenden Subkompartimente innerhalb der Mitochondrien.

Diese Aufgabe wird durch ein Zusammenspiel mehrerer Proteinkomplexe erfiillt: (vgl
Abb. 1) des TOM-Komplexes (Translocase of the Quter Mitochondrial membrane) in der
AuBBenmembran, des TIM23-Komplexes (Translocase of the Inner Mitochondrial membrane)
und des TIM22-Komplexes in der Innenmembran. Letzterer interagiert mit den ldslichen

Intermembranraumproteinen Tim9, Tim10 und Tim12 bzw. Tim8 und Tim13.
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ADbb. 1: Schematische Darstellung der mitochondrialen Translokasen.

Beschreibung siehe Text. TOM-Komplex: 70, Tom70; 40, Tom40; 22, Tom22; 20, Tom20; 7, Tom7; 6, Tomo6;
5, Tom5; TIM23-Komplex: 17, Tim17; 23, Tim23; 44, Tim44; E, Mgel; TIM22-Komplex: 8, Tim8; 9, Tim9;
10, Tim10; 12, Timl2; 13, Timl3; 18, Timl8; 22, Tim22; 54, Tim54; Oxal; IM, Innenmembran; IMR,

Intermembranraum; AM, Aulenmembran; Ay, Membranpotential

Zusitzlich verfiigen Mitochondrien iiber den Oxal-Komplex (Hell ef al., 1998), der u.a.
die Insertion von in der mitochondrialen Matrix synthetisierten Proteinen in die
Innenmembran vermittelt. Oxal ist homolog zu der bakteriellen Insertionskomponente YidC
aus E. coli und zu Alb3 in Chloroplasten. Im Gegensatz dazu gibt es in Bakterien keine
Homologen zu den TOM- und TIM-Proteinen. Diese Komplexe entstanden moglicherweise
erst nach Aufnahme der bakteriellen Vorldufer der heutigen Mitochondrien in die

eukaryotische Zelle.

1.3.1 Mitochondriale Importsignale

Eine wichtige Voraussetzung fiir die Translokation eines Proteins in Mitochondrien ist
das Vorhandensein eines Importsignals, das die spezifische Erkennung mitochondrialer
Proteine ermdoglicht. Die Mehrzahl der im Zytosol synthetisierten mitochondrialen Proteine
wird in Form von Vorstufenproteinen mit aminoterminalen Prisequenzen synthetisiert. Diese

Prisequenzen bilden typischerweise amphipathische a-Helices aus, deren eine Seite positiv
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geladene Aminoséurereste enthélt, wahrend die andere Seite hydrophob ist. Normalerweise
enthalten Prisequenzen keine negativ geladenen Aminosiurereste (von Heijne, 1986b).

Wie am Beispiel der Proteine Besl (Folsch et al., 1996) und Hmil (Lee et al., 1999)
gezeigt wurde, miissen mitochondriale Importsignale nicht ausschlieBlich am Aminoterminus
lokalisiert sein, sondern konnen auch intern oder sogar carboxyterminal vorliegen. Im Falle
von Besl besteht das Importsignal aus zwei Teilen: einer hydrophoben Domine und einem
carboxyterminal angrenzenden positiv geladenen Bereich, der dhnlich wie eine klassische
aminoterminale Prisequenz in der Lage ist, eine amphipathische a-Helix auszubilden. Das
Modell des Imports basiert auf der Annahme, dass beide Domédnen zusammen eine
haarnadeldhnliche Struktur ausbilden konnen, die einer ,,verdickten* amphipathischen Helix
dhnelt.

Interne Sortierungssignale sind auch charakteristisch fiir Proteine der mitochondrialen
AuBenmembran (Ubersichtsartikel: Shore et al., 1995; Neupert, 1997), die Matrixproteine
Cpnl0 (Rospert et al., 1993a) und Mtfl (Sanyal und Getz, 1995) sowie zahlreiche Proteine
der Innenmembran, z.B. der ADP/ATP-Transporter (Aac2). Weiterhin verfiigt eine Reihe von
Intermembranraumproteinen, zu denen Cytochrom c, Cytochrom c-Hémlyase, Cytochrom c;-
Héamlyase, Tim9, Tim10 und Tim12 zdhlen, {iber interne Zielsequenzen. Dabei ist in vielen

Fillen die Natur dieses internen Signals nicht geklart.
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1.3.2 Der Import in die mitochondriale Matrix

Abb. 2 zeigt eine schematische Darstellung des Proteinimports in die mitochondriale

Matrix.
Zytosol
_ IMR
TIM23-
'Komplex
Abb. 2: Der generelle Importweg in die
Ay IM mitochondriale Matrix.

Beschreibung siehe Text. TOM-Komplex: 70,
Tom70; 40, Tom40; 22, Tom22; 20, Tom20; 7,
Tom7; 6, Tom6; 5, Tom5; TIM23-Komplex: 17,
Timl17; 23, Tim23; 44, Tim44; E, Mgel; IM,

Matrix

& Innenmembran; IMR, Intermembranraum; AM,
+
+

W ﬁrozessierung
Y
’lq%q-
Faltung
(Ssc1 + Hsp60)

Wihrend ihrer Synthese im Cytosol werden mitochondriale Vorstufenproteine von

AuBenmembran; Ay, Membranpotential

Komponenten gebunden, die sie in einem teilweise entfalteten und somit importkompetenten
Zustand halten. Zu diesen Komponenten gehdren cytosolisches Hsp70 und Ydjlp (als
Ubersichtsartikel siche Mihara und Omura, 1996), die einen Komplex mit dem
Vorstufenprotein ausbilden.

Die Vorstufenproteine werden iiber ihre Importsignale von Rezeptoren auf der
mitochondrialen AuBlenmembran erkannt und gebunden. Diese Rezeptoren sind Teil des

TOM-Komplexes. Der TOM-Komplex besteht aus den Rezeptorkomponenten Tom5, Tom?20,
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Tom22, Tom70 und Tom71 sowie den die Translokationspore (,,general insertion pore* oder
GIP genannt) ausbildenden Komponenten Tom40, Tom6 und Tom?7.
Nachdem die Prisequenz den Intermembranraum erreicht hat, vermittelt der TIM23-

Komplex den weiteren Transport iiber die Innenmembran (vgl. Abb. 3). Der TIM23-Komplex

bindet vorzugsweise an Vorstufenproteine mit abspaltbarer Prasequenz (Berthold et al., 1995;

Horst et al., 1995, zur Ubersicht siehe auch Bauer et al., 2000).

Abb. 3: Modell des Proteintransports iiber die Innenmembran.

(1) Ein Vorstufenprotein (rotgezackte Linie, Prasequenz) ist an die Trans-Seite (schraffiert) des TOM-Komplex
gebunden. TIM23-Komplexe, die iiber den Aminoterminus von Tim23 an die Aulenmembran (AM) gekniipft
sind, ,suchen“ nach Vorstufenproteinen. (2) Die Wechselwirkung zwischen der negativ geladenen
Intermembranraumdoméne von Tim23 und der positiv geladenen Prisequenz destabilisiert die Bindung des
Vorstufenproteins an den TOM-Komplex, die Prdsequenz bindet an Tim23. Dies fiihrt zu einer
membranpotentialabhéingigen Offnung der Importpore im TIM23-Komplex und zur Translokation der
Présequenz iiber die Innenmembran (IM). (3-5) Der weitere Import in die Matrix wird nun durch ATP-abhéngige
Bindung an die Priasequenz und spéter auch an Teile des reifen Proteins von Sscl zusammen mit Mgel (E) und

Tim44 fortgefiihrt. (Modell des Brown’scher Sperrhakens, siche auch Text).

Der TIM23-Komplex besteht aus equimolaren Mengen der integralen Membranproteine
Tim17 und Tim23 sowie des membranassoziierten Matrixproteins Tim44 (Berthold et al.,
1995; Bauer et al., 1996; Moro et al., 1999). AuBlerdem sind die Chaperone mt-Hsp70 und
Mgelp iiber Tim44 mit dem Komplex assoziiert (Dekker et al., 1993; Bolliger et al., 1994;
Moro et al., 1999; Kronidou et al., 1994; Schneider et al., 1994).

Fir das Tim23-Protein der Bickerhefe konnte gezeigt werden, dass die
aminoterminale Domidne die AuBenmembran durchspannt und auf der Oberfliche der
Mitochondrien exponiert ist (Donzeau et al., 2000). Tim23 ist das einzige bekannte Protein,
das sowohl in der Innenmembran als auch in der AuBenmembran verankert ist. Gemif3 dem in
Abb. 3 dargestellten Modell scheint Tim23 somit eine enge Verkniipfung von Auflen- und

Innenmembran zu bewirken. Ein enger Kontakt zwischen Auflen- und Innenmembran scheint
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eine effiziente Ubergabe des zu importierenden Proteins vom TOM-Komplex zum TIM23-
Komplex zu begiinstigen (Donzeau et al., 2000). Die Funktion des TIM23-Komplexes ist
nicht streng an eine Interaktion mit dem TOM-Komplex gekoppelt, da beide
Translokationsapparate auch unabhéngig voneinander Proteine importieren konnen (Mayer et
al., 1993; Segui-Real et al., 1993).

Die vom TIM23-Komplex vermittelte Translokation der Vorstufenproteine iiber die
mitochondriale Innenmembran in die Matrix ist von einem Membranpotential (Ay) {iber die
Innenmembran abhéngig. Dieses bewirkt die Dimerisierung der Intermembranraumdomaine
von Tim23, welches auf diese Weise die Bindungsstelle fiir die Prisequenz ausbildet (Bauer
et al., 1996). Dieses Dimer dissoziiert nach der Bindung der Prdsequenz und offnet
moglicherweise so die Translokationspore iiber die Innenmembran. Dariiber hinaus wurde
angenommen, dass das Membranpotential eine elektromotorische Kraft auf die positiv
geladene Prisequenz ausiibt, mittels derer der positiv geladene Proteinabschnitt auf die
negativ geladene Matrixseite der Innenmembran gezogen wird (Schleyer et al., 1982; Martin
et al., 1991). Die Rolle des Membranpotentials fiir den weiteren Verlauf des Imports ist
bislang nicht geklirt. Des Weiteren sind die molekularen Mechanismen der Offnung und des
SchlieBens des TIM23-Komplexes unbekannt.

Nach dem Erreichen der Matrix wird die Polypeptidkette des Vorstufenproteins von
Tim44/Sscl gebunden und festgehalten (vgl. Abb. 3), anschlieBend geht Sscl durch ATP-
Hydrolyse in seine ADP-Form {iber, wodurch Tim44 von Sscl abdissoziiert. Das
Vorstufenprotein bleibt dabei an Sscl gebunden (Schneider et al, 1996), was ein
Zuriickgleiten der Polypeptidkette durch den Translokationskanal verhindert und einen
gerichteten Transport ermdglicht (Modell des Brown’schen Sperrhakens). Erst nach dem
Austausch von ADP gegen ATP verliert Sscl seine Affinitdit zum Vorstufenprotein,
dissoziiert vom Vorstufenprotein ab und kann erneut einen Komplex mit Tim44 bilden. Fiir
die vollstindige Translokation eines Vorstufenproteins iiber die Innenmembran sind
wiederholte Zyklen der Bindung und Dissoziation des Tim44/Sscl-Komplexes an das
Vorstufenprotein ndtig (Kronidou et al., 1994; Rassow et al., 1994; Schneider ef al., 1994).

Der Nukleotid-Austauschfaktor Mgelp reguliert die Nukleotidbindung von Sscl.
Mgel bindet an Sscl und vermittelt die Dissoziation von ADP. Temperatursensitive Mutanten
von Mgelp zeigen eine verlangsamte Dissoziation von Tim44 und Sscl (Laloraya et al.,
1994; Schneider et al., 1996; Voos et al., 1994; Westermann et al., 1995), was einen

verlangsamten Importprozef3 zur Folge hat.
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Alternativ zum beschriecbenen Modell des Brown’schen Sperrhakens wird das
sogenannte ,,Einzug“-Modell diskutiert. Auf der Grundlage dieses Modells finden im an
Tim44 gebundenen Sscl Konformationsdnderungen statt, die durch die Hydrolyse von ATP
vermittelt werden. Diese Konformationsinderungen bewirken eine Zugkraft auf die zu
translozierende Polypeptidkette, so dass das Protein aktiv in die Matrix gezogen wird. (Glick,
1995; Pfanner und Meijer, 1995; Matouschek et al., 1997).

Nach der Translokation in die Matrix wird die Prdsequenz des Vorstufenproteins
durch die Matrixprozessierungspeptidase (o, B-MPP) abgespalten (Hawlitschek et al., 1988;
Arretz et al., 1991; Arretz et al., 1994).

Wihrend des Transportprozesses sind die Proteine vollstindig entfaltet. Erst nach
Erreichen der Matrix erfolgt deren Faltung in ihre native Konformation. Dieser Prozess ist
ATP-abhédngig und wird durch Sscl sowie von Mdjlp und Mgelp unterstiitzt. Bei vielen
Proteinen ist zusitzlich das mitochondriale Hsp60/Cpnl0-System an der Faltung der
importierten Proteine beteiligt (Hoehfeld und Hartl, 1994; Rowley et al., 1994b; Westermann
et al., 1995; Rassow et al., 1995; Rospert et al., 1996).

1.3.3 Der Import in die Innenmembran von Mitochondrien

Neben der mitochondrialen Matrix ist die Innenmembran ein weiteres wichtiges
Subkompartiment von  Mitochondrien. Bisher wurden drei Importwege fiir
Innenmembranproteine gefunden:

Innenmembranproteine ohne aminoterminale Prdsequenz wie Timl7, Tim23 und
Proteine der groBen Klasse der Transporterfamilie werden mit Hilfe des TIM22-Komplexes in
die Innenmembran inseriert (Abb. 4) (Voos et al., 1999; Tokatlidis und Schatz, 1999; Bauer et
al., 2000, Koehler, 2000). Fiir die Translokation iiber die AuBenmembran binden die
Carrierproteine zunidchst an den Rezeptor Tom70 des TOM-Komplexes (Sollner et al., 1990;
Hines et al., 1990; Schlossmann et al., 1994; Brix et al., 1997; Ryan et al., 1999; Endres et
al., 1999) und werden dann durch die Importpore in den Intermembranraum geleitet, wo sie
zundchst mit dem TIM9.10-Komplex interagieren (Adam et al., 1999; Koehler et al., 1998),
um dann zum TIM22-Komplex weitergeleitet zu werden (Sirrenberg et al., 1996; Kerscher et
al., 1997; Sirrenberg et al., 1998). Um den Import und die Insertion abzuschlieen, ist
auflerdem ein Membranpotential in Form eines pH-Gradienten erforderlich (Endres et al.,

1999).
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AAC-Vorstufe

Komplex Matrix

Abb. 4: Schematische Darstellung des Imports des ADP/ATP-Carriers (AAC).
Beschreibung siehe Text. Die Zahlen beziehen sich auf die Molekiilmasse der jeweiligen Komponente in kDa.

IM, Innenmembran; IMR, Intermembranraum; AM, Aullenmembran; Ay, Membranpotential

Eine weitere Gruppe integraler Membranproteine wird mit Hilfe der Tim23-Translokase
in die Innenmembran sortiert. Dabei folgen diese Vorstufenproteine dem sogenannten ,,Stop-
Transfer-Mechanismus®“. Die Insertion in die Innenmembran erfolgt, nachdem die
Translokation innerhalb des TIM23-Komplexes abgestoppt wurde (van Loon und Schatz,
1987, Kaput et al., 1982). Dieser Mechanismus wurde jedoch nur fiir monotope Proteine wie
fiir die Untereinheit Va der Cytochrom c-Oxidase (CoxVa) (Gartner et al., 1995; Cyr et al.,
1994) oder die D-Laktatdehydrogenase (DLD1) (Rojo et al., 1998) gezeigt. Beide Proteine
besitzen nur eine Transmembrandomine, wobei der Aminoterminus des Proteins in die
Matrix ragt. Auf diese Weise konnen auch Proteine inseriert werden, deren Aminoterminus in
den Intermembranraum ragt: Bcsl bildet eine haarnadelféormige Struktur, die aus einer
Transmembrandoméne und einer daran anschlieBenden amphipathischen o-Helix entsteht.
Nach dem Import in den TIM23-Komplex der Innenmembran verldsst die
Transmembrandomine diesen lateral in die Lipidschicht, wiahrend der carboxyterminale Rest
in die Matrix transloziert wird (Folsch et al., 1996).

Dariiber hinaus wurde eine dritte Gruppe von Membranproteinen beschrieben, die
zundchst iiber beide Membranen hinweg in die mitochondriale Matrix transportiert werden,
um anschlieBend von der Matrix aus in die Innenmembran zu inserieren. Da hier die
Insertionsrichtung der Richtung der Translokation von Proteinen in Bakterien entspricht,

wurde dieser Mechanismus ,,Konservativer Sortierungsweg™ genannt (Hartl ef al, 1986).
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Unter den Proteinen, die nach diesem Mechanismus in die Innenmembran integriert werden,
finden sich sowohl monotope Proteine wie Su9(1-112)-DHFR (Rojo et al., 1995) und
Su9-CoxII(1-74)-DHFR (Herrmann et al., 1995), als auch das polytope Protein Oxal
(Herrmann et al., 1997). Diese Proteine werden mit einer aminoterminalen mitochondrialen
Prasequenz synthetisiert, die nach Import in die mitochondriale Matrix proteolytisch durch die
Matrixprozessierungspeptidase (MPP) abgespalten wird. AnschlieBend erfolgt von der
Matrixseite aus die Insertion in die Innenmembran. Fiir diese Insertion wird ein
Membranpotential iiber die Innenmembran bendtigt, wobei vor allem der pH-Gradient von
Bedeutung zu sein scheint (Rojo et al., 1995). Die Membraninsertion von Su9(1-112)-DHFR,
Su9-CoxII(1-74)-DHFR und Oxal ist abhéngig von Oxal (Hell et al., 1998). Kiirzlich wurde
mit Mbal eine zweite Komponente identifiziert, die neben Oxal fiir den effizienten Export
des Aminoterminus von Cox2, der mitochondrial kodierten Untereinheit2 der
Cytochrom c-Oxidase, bendtigt wird (Preuss et al, 2001). Mbal scheint aber auch
unabhingig von Oxal Einfluss auf die Insertion von Innenmembranproteinen auszuiiben
(Preuss et al., 2001).

Bisher ist nur wenig iiber den Insertionsmechanismus polytoper Innenmembranproteine
bekannt. Oxal ist das einzige polytope Protein mit Pridsequenz, dessen Sortierungsweg
genauer untersucht wurde. Fiir Proteine mit zwei membranspannenden Abschnitten und einer
dazwischen liegenden Intermembranraumdoméne, wurde vorgeschlagen, dass beide Enden
der Polypeptidkette von der Intermembranraumseite aus in die Innenmembran inserieren
(Arnold et al., 1998). Dem gemiss wurde postuliert, dass derartige Proteine zwei unabhédngige
Insertionssignale enthalten: Eine Priasequenz, die fiir die Insertion des Aminoterminus
verantwortlich ist, sowie einen Abschnitt in der Polypeptidkette, der eine Haarnadelstruktur
einnehmen kann und so die Insertion des Carboxyterminus ermdglicht. Diese Situation wurde
im Falle des Vorstufenproteins von Cytochrom c¢; gefunden. Cytochrom c; wird jedoch nach
der Insertion in die Innenmembran zwischen den beiden Transmembransegmenten
proteolytisch gespalten, so dass die reife Polypeptidkette als monotopes Protein mit dem
Carboxyterminus in die mitochondriale Matrix und mit dem Aminoterminus in den

Intermembranraum ragt.
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1.4 Membraninsertion und Orientierung von Membranproteinen

Die Orientierung von Proteinen der bakteriellen und mitochondrialen Innenmembran
wird durch die Ladungsverteilung beiderseits der Transmembrandoméne bestimmt. In
Bakterien konnte die sog. ,,Positiv Inside“-Regel postuliert werden, wonach basische
Aminosdurereste hiufiger in cytoplasmatischen als in periplasmatischen Doménen gefunden
werden (von Heijne, 1986a; Dalbey, 1990). Spdter konnte diese Regel auch auf die Topologie
von Membranproteinen des Endoplasmatischen Retikulums (ER), der Chloroplasten und der
Mitochondrien ausgeweitet werden (von Heijne, 1992; Wallin und von Heijne, 1998).

Die ,Positiv Inside“-Regel beruht wahrscheinlich darauf, dass Membranproteine
aufgrund der basischen Aminosdurereste mit der negativen Oberfliche der Membran
wechselwirken und so auf der cis Seite der Membran zuriick gehalten werden (Gallusser und
Kuhn, 1990). Eine wichtige Rolle hierbei spielt das Membranpotential. Die periplasmatische
Seite der bakteriellen Plasmamembran ist positiv geladen, wéahrend die cytosolische negativ
ist. Wird das Membranpotential zerstort, so kann es zu einer Umkehr der Topologie von
Membranproteinen kommen (Andersson und von Heijne, 1994).

Die ,,Positiv Inside“-Regel gilt auch fiir viele Proteine der Thylakoidmembran von
Chloroplasten und der Innenmembran von Mitochondrien (Gavel et al., 1991; Gavel und von
Heijne, 1992). Beispielsweise verfiigt eine Reihe kernkodierter mitochondrialer
Innenmembranproteine nur iiber wenige positive Ladungen innerhalb ihrer Matrixdoménen.
Dafiir werden saure Reste in den Intermembranraumdominen bevorzugt, wie dies bereits im
Falle von Su9(1-112)-DHFR gezeigt werden konnte. Entscheidend fiir den Export des
Aminoterminus aus der Matrix ist die negative Nettoladung der Doméne (Rojo et al., 1999).
Eine Umkehr der an die Transmembrandoméne angrenzenden Ladungen fiihrt folgerichtig zur
inversen Topologie. Offensichtlich spielt auch hier die Energetisierung der Membran eine

entscheidende Rolle.
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1.5 Molekulare Chaperone in Mitochondrien

Als Chaperone werden Proteine bezeichnet, die an Proteine mit instabilen nicht-nativen
Konformationen reguliert binden und diese wieder freisetzen. Sie konnen dadurch eine
Aggregation oder Falschfaltung des betroffenen Proteins verhindern. Dabei werden vor allem
hydrophobe Abschnitte der Polypeptidkette gebunden, wodurch das Auftreten unproduktiver
intra- und intermolekularer Wechselwirkungen vermieden wird. Chaperone verfiigen iiber
keine Faltungsinformation fiir ihre Substratmolekiile (siche auch Pelham, 1986; Ellis, 1987;
Ellis und Hemmingsen, 1989; Hartl et al., 1992; Hartl et al., 1994; Becker und Craig, 1994;
Hartl, 1995). Da im Allgemeinen nur entfaltete Proteine von der Translokationsmaschinerie
iiber die mitochondrialen Membranen transportiert werden kénnen, kommt Chaperonen eine
wesentliche Rolle bei Translokationsprozessen zu. Einerseits stabilisieren sie den
translokationskompetenten Zustand vor Beginn des Transportes, andererseits vermitteln sie
die korrekte Faltung nach Abschluss des Transportes im jeweiligen Zielkompartiment.
Innerhalb der grofen Familie von Chaperonen gibt es Gruppen, die hochspezifisch nur
wenige Substratmolekiile erkennen und solche, die eine grofe Vielzahl verschiedenster
Substratmolekiile binden. Zu letzteren gehort das Hsp70/Hsp40- und das Hsp60-System. Da
sich die Chaperone bereits frith in der Entwicklungsgeschichte bildeten, sind funktionelle
Vergleiche auch tliber die Grenzen verschiedenster Organismen hinweg moglich. Die Vertreter
der Hsp70- und Hsp40-Familien haben die Aufgabe, die Falschfaltung neu gebildeter und
unreifer Proteine zu verhindern, spielen daneben aber auch eine wichtige Rolle beim
Transport von Proteinen durch Membranen und beim Proteinabbau. Dabei wurden
grundlegende Einblicke in die Funktionsweise der Substratbindung und -freisetzung am
Beispiel des prokaryotischen Hsp70-Homologen DnaK gewonnen (Langer ef al., 1992).

Auch Vertreter der Hsp60-Familie oder Chaperonine wurden sowohl in Prokaryoten, als
auch in Mitochondrien, in Chloroplasten sowie im eukaryotischen Cytosol gefunden (Hartl et
al., 1992; Hartl et al., 1994; Hartl, 1995). Sie ermodglichen die Faltung ihrer Substrate, indem
sie diese mit einer zylindrischen Kavitit umgeben und so ein lokal unterschiedliches duf3eres
Milieu um das Substratprotein schaffen. Wie Hsp70 werden sie durch ATP reguliert.

Bisher wurden die folgenden Komponenten des mitochondrialen Chaperonsystems
identifiziert und ndher charakterisiert: Sscl (mt Hsp70), Mgel, Mdj1, Hsp60/10, Hsp78 und
Ssql.

Die Bedeutung von Sscl fiir den Import von Vorstufenproteinen in die mitochondriale

Matrix wurde bereits unter 1.3.2 beschrieben. In Hefe ist SSCI ein essentielles Gen (Craig et
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al., 1987; Craig et al., 1989). Sscl vermittelt die Proteinfaltung und den Proteinabbau in der
Matrix (Kang et al., 1990; Gambill et al., 1993; Wagner ef al., 1994). AuBBerdem verhindert
es, wie am Beispiel vom Varl gezeigt werden konnte, die Aggregation von Proteinen nach
Hitzestress (Herrmann et al., 1994b). Weiterhin spielt Sscl eine wichtige Rolle fiir die
Aktivitdt der mitochondrialen Endonuklease Endo.Secl (Nakagawa et al., 1990; Nakagawa et
al., 1992). Sscl besitzt wie alle Hsp70-Proteine eine 44 kDa grofle aminoterminale ATPase-
Domine, die aber im intakten Protein nicht durch Substratbindung stimuliert werden kann
(Chappell et al., 1987). Bisher existieren nur Daten iiber die Struktur des sehr &hnlichen
bakteriellen Homologen DnaK. Die rdumliche Struktur seiner ATPase-Domine dhnelt der
von Aktin (Flaherty et al., 1991). Gemill dem derzeitigen Arbeitsmodell bewirkt die ATP-
Bindung eine Konformationsidnderung, die auf die Substratbindungsdoméne tibertragen wird.
Die carboxyterminale Substratbindungsdomiine selbst besitzt keine Ahnlichkeit zu bisher
bekannten Strukturen (Morshauser et al., 1995; Zhu et al., 1996). Wahrscheinlich besteht sie
in Sscl, wie fiir DnaK gezeigt, aus zwei 4-stringigen [-Faltblattern und einer a-Helix. Sie
interagiert bevorzugt mit Peptiden in linearer Konformation (Landry et al., 1992), wobei
hydrophobe Aminosdurereste bevorzugt werden (Flynn et al., 1991).

Vor kurzem wurde mit Ssql ein weiteres Homologes zu Sscl beschrieben (Knight et
al., 1998). Bislang wurde postuliert, dass dieses in Hefe nicht essenticlle Protein eine
besondere Rolle bei der Biogenese von Proteinen mit Eisen-Schwefel-Zentren spielt (Voisine
et al., 2000; Lutz et al., 2001). Seine rdumliche Struktur diirfte der von Ssc1 stark dhneln.

Mgel ist ein Nukleotidaustauschfaktor, der analog zu seinem bakteriellen Homologen
GrpE die Abspaltung von ADP von Sscl reguliert (Liberek et al., 1991). Aus diesem Grunde
scheint Mgel essentiell fiir die Faltung und Aggregationshemmung von Matrixproteinen zu
sein (Ikeda et al., 1994; Westermann et al., 1995). Fiir das bakterielle Homologe, GrpE,
konnte eine dimere Struktur im Komplex mit DnaK nachgewiesen werden (Schonfeld ef al.,
1995). Dieser Komplex, bestehend aus zwei Molekiilen GrpE und einem Molekiil DnaK,
zerfillt in Gegenwart von Mg>" und ATP (Zylicz et al., 1987).

Mdjl ist ein Mitglied der Familie der Hsp40-Proteine und hat eine hohe
Sequenzédhnlichkeit zum bakteriellen Dnal. Es schiitzt Proteine vor Hitzedenaturierung. Zum
Import von Vorstufenproteinen in Mitochondrien wird es nicht benétigt (Rowley et al.,
1994a; Westermann et al., 1996). Durch seine Wechselwirkung mit Mgel und Sscl (Deloche
et al., 1997) kann es bei der Faltung mitochondrialer Vorstufenproteine mitwirken (Rospert et
al., 1996). Wie alle ,,J-Proteine* verfiigt Mdj1 ebenfalls iiber eine aus 70 Aminoséureresten

bestehende ,,J-Doméne*. Auf Basis der NMR-Spektroskopie konnte die Struktur dieser fiir
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alle Homologen charakteristischen Doméne fiir Dnal (E. coli Homologes von Mdjl)
aufgeklart werden (Szyperski et al., 1994; Hill et al., 1995). Sie besteht aus 4 a-Helices, von
denen drei eine Struktur mit einem hydrophoben Kern bilden. An sie schlief3t sich ein Glycin-
und Phenylalanin-reicher Abschnitt an, dessen Linge in den verschiedenen Homologen stark
variiert. In Losung ist dieser Bereich sehr flexibel und ohne definierte Struktur und
tibernimmt wahrscheinlich die Funktion eines Gelenkes zwischen der J-Doméne und der
carboxyterminalen Doméne (Caplan et al., 1993). Im mittleren Bereich von E. coli-Dnal und
seinen Homologen befindet sich ein Motiv, das in vierfacher Wiederholung die Sequenz
CxxCxGxG enthilt (C, Cystein; G, Glycin; x, meist geladener oder polarer Aminosdurerest).
Dieses Sequenzmotiv bildet eine zu Zinkfingern &hnliche Struktur und ist an der Bindung
entfalteter Substratproteine beteiligt (Szabo et al., 1996). Die Interaktion von Mdjl mit Sscl
dirfte dhnlich der von DnaJ mit DnaK sein und iber die ,J-Doméine“ und den
Carboxyterminus von Sscl erfolgen (Cyr et al., 1994).

Hsp60/Hsp10 ist homolog zu GroEL/GroES aus E. coli und in Hefe essentiell (Reading
et al., 1989). Eine seiner bisher bekannten Aufgaben besteht in der ATP-abhingigen Faltung
vieler Proteine nach deren Import sowie ihrer Assemblierung in verschiedene
Proteinkomplexe (McMullin und Hallberg, 1988; Reading et al., 1989; Cheng et al., 1989;
Johnson et al., 1989; Ostermann et al., 1989; Koll et al., 1992; Rospert et al., 1993b; Rospert
et al., 1996). Hsp60/Hspl0 bilden eine doppelte Ringstruktur, wobei jeder Ring aus 7
Untereinheiten aufgebaut ist (Dubaquie et al, 1997; Xu et al, 1997). Hspl0 schliefit
zeitweise einen dieser Ringe und moduliert so die ATPase-Aktivitit von Hsp60 (Dubaquie et
al., 1997).

Ein Vertreter einer weiteren Chaperonfamilie, der ClpB-Homologen, ist Hsp78 (Schmitt
et al., 1995). Es hat eine mit Sscl iberlappende Funktion und scheint vor allem unter

Hitzestressbedingungen die Aggregation von Proteinen zu verhindern (Leonhardt ef al., 1993;

Schmitt et al., 1995).
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1.6 Fragestellung und Zielsetzung

Das Genom der Hefe Saccharomyces cerevisiae enthilt 14 Gene, die fiir Hsp70-Proteine
kodieren. Neun Proteine dieser Familie sind im Cytosol lokalisiert, zwei befinden sich im ER
(Kar2 und Lhs1), weitere zwei in der mitochondrialen Matrix (Sscl und Ssql).

Das 14. Hsp70-Protein, YEL030w, zeigt eine hohe Sequenzéhnlichkeit zu Sscl (82 %
Identitit). In einem groBangelegten genetischen Selektionsansatz wurde gefunden, dass die
Inaktivierung von YELO30w zu einer erhohten Sensitivitit der Zellen gegeniiber der
Zelloberflachen angreifenden Chemikalie Calcofluor Weil} fiihrt (Lussier et al., 1997). Daher
wurde es als ,,Extra Cellular Mutant®, ECM10, bezeichnet.

Im Rahmen dieser Arbeit sollten folgende Fragen beantwortet werden: Wo ist Ecm10
lokalisiert? Welche Funktion tibernimmt Ecml10 in Hefe? Konnen Sscl und EcmlO in
bestimmten Bereichen funktionell {iiberlappen? In welchen Bereichen gibt es diese

Funktionsiiberlappung?

Des Weiteren sollte die Sortierung und Topogenese kernkodierter Proteine der
mitochondrialen Innenmembran genauer untersucht werden. Es sollten die folgenden Fragen
geklart werden: Gibt es ein allgemeines Prinzip fiir den Import und die Topogenese von
kernkodierten Proteinen der mitochondrialen Innenmembran? Welche Rolle spielen interne
Signale fiir polytope Membranproteine? Was ist die Bedeutung von Oxal fiir diese Proteine?
Welche energetischen Voraussetzungen sind fiir den Import und die Topogenese von

Innenmembranproteinen notwendig?
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2 Material und Methoden

2.1 Molekularbiologische Methoden

2.1.1 Verwendete Stamme von E. coli

In der Regel wurde der E. coli Stamm DH5a (®80 lacZAM15)A[lacZY A-argF] U196
recAl end Al hsd R17 r m" supE44 thi gyrA relA1) zur Transformation mit rekombinanten
Abkommlingen der Plasmide pGEM3 bzw. pGEM4 (Melton et al., 1984) verwendet. Zur
Transformation von Expressionsplasmiden fiir Hefe wurde der E. coli Stamm MH1 (bezogen
von Lindner und Hall, EMBO-Lab-Course, 1992, Basel) bzw. BL21-CodonPlus (E. coli B
F-ompT hsdS(rB— mB—) decm+ Tetr gal | (DE3) endA Hte [argU ileY leuW Camr]) eingesetzt.

2.1.2 Verwendete Plasmide

Die Klonierungsstrategien fiir die im Rahmen dieser Arbeit hergestellten Plasmide

sind unter 2.1.11 beschrieben.

Tabelle 2: Verwendete Plasmide

Plasmid Referenz

pGEM3- pGEM4-Plasmide Melton et al., 1984

SSB13 S. Bednarek, Madison, WI, USA
pFBI1 (pGEM3 ECM10) diese Arbeit

pFB2 (pGEM3 ECM10::Trpl) diese Arbeit

pYES2.0 (Su9 His§ MDJ1) Benedikt Westermann, Miinchen
pFB3 (pYES Su9 His§ ECM10) diese Arbeit

pFB4 (pYES Su9 His8 SSC1) diese Arbeit

pYX 132 Novagen, Madison, WI 53711USA
pFB5 (pYX 132 ECM10) diese Arbeit

pFB6 (pYX 132 SSCI1) diese Arbeit

pFB7 (pGEM4 MRS2 FL) diese Arbeit

HelC37 DHFR™" Lee et al., 1999

pFB8 (pGEM4 MRS?2 (1-344)-DHFR™") diese Arbeit

DHFR Hel37C Lee et al.,, 1999

pFB9 (pGEM4 DHFR MRS2 (337-470)) diese Arbeit

pFB10 (pGEM4 DHFR MRS2™" (337-470)) diese Arbeit

pFB11 (pGEM4 MRS2 FL™) diese Arbeit

pYX142 Novagen, Madison, WI 53711USA
pFBI12 (pYX142 Mrs2 FL HA) diese Arbeit

pFB13 (pYX142 Mrs2 FL™ HA) diese Arbeit

pGEM4 YTA10(1-265)-DHFR™ Klaus Leonhard, Miinchen
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2.1.3 Plasmidreinigung

a) In kleinem Mal3stab:

Bakterien einer Kolonie wurden in 2 ml LB*™-Medium resuspendiert, iiber Nacht bei
37°C geschiittelt und in ein Reaktionsgefdll abgeschiittet, wobei der Riicklauf bei 4°C
aufbewahrt wurde. Die Bakterien wurden fiir 1 min bei 9000 g bei Raumtemperatur (RT)
abzentrifugiert und in 100 pl der Losung 1 resuspendiert, 5 min bei RT geschiittelt, 100 pl
Losung 2 zugemischt, 5 min bei 65°C inkubiert, anschlieBend 150 pl Lésung 3 zugegeben,
15 min auf Eis inkubiert und ausgefallene Proteine und Zell-DNS 10 min bei 18000 rpm in
einer Sigma-Zentrifuge sedimentiert. Die Plasmid-DNS aus dem Uberstand wurde mit 1 ml
100 % Ethanol fiir 10 min bei -80°C gefdllt und fiir 20 min bei 18500 rpm und 4°C
sedimentiert. Nach Waschen mit 70 % Ethanol und anschlieBendem Trocknen im Vakuum
wurde die Plasmid-DNS in 50 ul Wasser resuspendiert. Zur Identifizierung der gesuchten
rekombinanten Klone wurde die Plasmid-DNS mit den geeigneten Restriktionsenzymen
verdaut. Zu den Ansidtzen wurde 5x-Stop-Puffer ad 1x zugemischt und die DNS

elektrophoretisch aufgetrennt.

b) In groBem Malstab (Midi-Prep):

Hierfiir wurden 40 ml LB*™-Medium mit den transformierten Bakterien angeimpft
und tiber Nacht bei 37°C geschiittelt. Die Bakterien wurden abzentrifugiert (JA20, 5 min,
5000 rpm, RT), in 4 ml der Losung E1 aufgenommen, 4 ml der Losung E2 zugegeben und
5min bei RT inkubiert. AnschlieBend wurden 4,4 ml der Losung E3 zugemischt und
ausgefallene Proteine und genomische DNS abzentrifugiert (JA20, 10 min, 12000 rpm, RT).
Der Uberstand wurde auf eine mit Losung E4 #qulibrierte Genomed Jetstar-Siule geladen,
diese zweimal mit je 10 ml der Losung E5 gewaschen und die Plasmid-DNS mit 5 ml der
Losung E6 eluiert. Durch Zugabe von 3,5 ml Isopropanol wurde die DNS ausgefillt,
abzentrifugiert (JA20, 30 min, 12000 rpm, 4°C), mit 70 % Ethanol gewaschen und nach dem

Trocknen in 100 pl H,O aufgenommen.
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LB-Medium: 10 g/l Bacto-Trypton; 5 g/l Hefeextrakt; 8 g/l NaCl (fiir LB-Platten
zusitzlich 1,5% Agar zusetzen); fiir LB wurde nach dem

Autoklavieren 100 pg/ml Ampicillin zugeben

Losung 1: 50 mM Glukose; 10 mM EDTA; 25 mM Tris/HCl; 2 mg/ml Lysozym
(frisch), pH 8,0

Losung 2: 200 mM NaOH; 1 % (w/v) SDS, frisch hergestellt

Losung 3: 3 M Na-Acetat, pH 4,5

El: 10 mM EDTA; 50 mM Tris/HCI, pH 8,0

E2: 200 mM NaOH; 1 %(w/v) SDS

E3: 3,2 M K-Acetat, pH 5,5

E4: 600 mM NaCl; 100 mM Na-Acetat, pH 5,0

ES: 800 mM NacCl; 100 mM Na-Acetat, pH 5,0

E6: 1250 mM NaCl; 100 mM Tris/HCI, pHS,5

5x-Stop-Puffer: 0,2 M Tris/HCL, pH 7,5; 5 mM EDTA; 15 % (w/v) Ficoll 400; 0,05 %
(w/v) Bromphenolblau; 0,05 % (w/v) Xylenxylanol; 0,5 % SDS

2.1.4 Konzentrationsbestimmung von DNS

Die Konzentration von DNS wurde durch Messung der Absorption bei 260 nm
bestimmt. Eine Ajsy von 1,0 entspricht 50 pg/ml doppelstringige DNS bzw. 33 ug/ml
einzelstrangiger DNS (linearer Bereich: 0,1-1 Aje). Ein MaB fiir die Reinheit der Préparation

ist der Quotient A,g0/Azg0. Er sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen.

2.1.5 Amplifizieren von DNS-Fragmenten mittels ,,Polymerase-Kettenreaktion*

Bei der ,,Polymerase-Kettenreaktion* (PCR) wird durch den wiederholten Ablauf von
Strangtrennung, Bindung zweier spezifischer Oligonukleotide (,,Primer*) und DNS-Synthese
mit der hitzebestindigen Taq-DNS-Polymerase aus Thermus aquaticus eine exponentielle
Synthese von DNS-Molekiilen aus Desoxynukleosidtriphosphaten erreicht (Saiki et al., 1988).
Ein typischer Reaktionsansatz von 50 ul enthielt zusdtzlich zu dem vom Hersteller
mitgelieferten Puffer 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM der Desoxynukleosidtriphosphate, 105-106
DNS-Molekiile des Matrizenstranges, 10 bis 50 pmol der Oligonukleotide und 2 U Taq-DNS-

Polymerase. Das Gemisch wurde mit Mineralol {iberschichtet und in einem
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programmierbaren Thermostaten inkubiert. Ein typischer Reaktionsverlauf bestand aus einer
Vorinkubation fiir 4 min bei 94°C zur vollstandigen Denaturierung der Matrizenstringe, dann
aus 30 Zyklen, die sich aus 1 min bei 94°C, 2 min bei 40 bis 50°C (Binden der
Oligonukleotide) und 2 min bei 72°C (Polymerase-Reaktion) zusammensetzten und
schlieBlich aus einer Nachinkubation fiir 4 min bei 72°C, um die DNS-Synthese zu
vervollstandigen. Die Bildung des zu amplifizierenden Fragmentes wurde anschliefend auf

einem Agarosegel kontrolliert.

2.1.6 Klonierung von DNS-Fragmenten

2.1.6.1 Restriktionsverdau

Die spezifische Spaltung von DNS mit Restriktionsendonuklease erfolgte in den vom
Hersteller mitgelieferten Puffern. Es wurden ca. 1-2 U Enzym fiir 1 pg zirkuldre DNS
eingesetzt und 90 min oder iiber Nacht bei der fiir das entsprechende Enzym angegebenen

Temperatur inkubiert.

2.1.6.2 Dephosphorylierung von DNS

Von den Enden linearisierter DNS-Fragmente kann die 5’'-Phosphatgruppe
enzymatisch von Kilberdarmphosphatase (CIP) entfernt werden. Fiir die Dephosphorylierung
enthielt ein Reaktionsansatz ca. 5pug gespaltene DNS in 44 ul H,O, 5ul
10x Phosphatasepuffer und 1 pU Kélberdarmphosphatase (1 U/ul). Nach einer Inkubation
von 30 min bei 37°C fiir Fragmente mit {iberhingenden Enden, bzw. fiir 15 min bei 37°C und
15 min bei 56°C fiir Fragmente mit glatten Enden wurde erneut 1 ul Enzymlésung zugegeben
und nach einer weiteren Inkubation fiir die gleiche Zeit und bei gleicher Temperatur wurde
dem Ansatz 6 pl STE-Puffer zugemischt. Daran schloss sich die Inaktivierung der
Phosphatase fiir 15 min bei 65°C an und eine Phenol/Chloroform-Extraktion, bei der die
Probe je einmal mit Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25/24/1, v/v/v) und mit
Chlrorform/Isoamylalkohol (24/1, v/v) ausgeschiittelt wurde. Die DNS wurde nach Zugabe
von 1/10 Volumen 3 M Na-acetat und dem dreifachen Volumen Ethanol fiir 30 min bei -80°C

gefillt. Die gewaschene und getrocknete DNS wurde in H,O gelost.
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10x Phosphatasepuffer: 500 mM Tris/HCI, pH 9,0; 10 mM MgCl,; 1 mM ZnCly; 20 mM
Spermidin

STE-Puffer: 1 M NaCl; 10 mM EDTA; 100 mM Tris/HCI, pH 8,0

2.1.6.3 Auffullung von 5°-Uberstehenden Enden

Um 5’-iiberstehende Enden von DNS-Fragmenten aufzufiillen, wurde das Klenow-
Fragment der DNS-Polymerase I aus E. coli benutzt (Henikoff und Cohen, 1984). Dazu
wurden 5-10 pg DNS in 10 pl 20 mM Tris/HCL, pH 8,0; 7 mM MgCl, gelost und je 1 pl
0,125 mM dATP, dCTP, dGTP und dTTP und 0,1 U Klenow-Enzym zugegeben. Nach einer
Inkubation bei 37°C fiir 10 min wurde die Reaktion durch Zugabe von 3 ul 5x Stop-Puffer
beendet.

5x-Stop-Puffer: 0,2 M Tris/HCIL, pH 7,5; 5 mM EDTA; 15 % (w/v) Ficoll 400; 0,05 %
(w/v) Bromphenolblau; 0,05 % (w/v) Xylenxylanol; 0,5 % SDS

2.1.6.4 Ligation

Um zwei DNS-Fragmente mit der aus dem T4-Phagen isolierten DNS-Ligase zu
verkniipfen, wurden typischerweise 50 bis 200 ng Vektor-DNS mit einem etwa flinffachen
Uberschuss an Fragment in dem vom Hersteller (BRL) mitgelieferten Puffer mit 1 U
T4-Ligase in einem Volumen von 20 pl iiber Nacht bei 16°C oder fiir 4-6 h bei

Raumtemperatur inkubiert.

2.1.6.5 Elektrophorese zur Auftrennung von DNS-Fragmenten

Zur gelelektrophoretischen Analyse wurden Agarose-Flachgele mit 30 bzw. 100 ml
Bettvolumen benutzt. Agarose wurde in TAE-Puffer aufgekocht und bei 65°C aufbewahrt.
Die Agarosekonzentration variierte von 0,8 bis 2 % (w/v); es wurde Ethidiumbromid ad
0,4 mg/ml zugesetzt. Als Elektrophoresepuffer diente 1x TAE. Die Spannung betrug
15 V/em.

TAE-Puffer: 40 mM Tris-Acetat, pH 7,5; 20 mM Na-Acetat; 1 mM EDTA
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2.1.6.6 Elution von DNS aus Agarose mit Hilfe eines Gelextraktions-Kits

Um nach der elektrophoretischen Auftrennung der DNS-Fragmente diese wieder aus
den Agarosegelen zu extrahieren, wurden die Fragmente unter UV-Licht aus den Gelen
ausgeschnitten und in dem vom Hersteller angegebenen 3-fachen Volumen des
Losungspuffers (QG) bei 50°C im Verlauf von 10 min aufgeldst. Danach wurde die so
erhaltene Losung in die DNS-bindende QIAquick Sdule iiberfiihrt. Die Bindung erfolgte
wiahrend der Zentrifugation mit einer Eppendorf-Tischzentrifuge. Nach waschen mit dem
ethanolhaltigen Waschpuffer (PE) wurde die Membran der Sdule mit 30 ul Elutionspuffer
(EB) versetzt und fiir 10 min bei RT stehengelassen. AnschlieBend erfolgte die Elution mittels
Zentrifugation flir I min bei 14000 rpm

Losungspuffer (QG): Qiagen
Waschpuffer (PE):  Qiagen
Elutionspuffer (EB): 10 mM Tris/HCI pH 8,5

2.1.7 Herstellung elektrokompetenter E. coli-Bakterien

Es wurden 500 ml LB-Medium aus einer Ubernachtkultur von etwa 5 ml angeimpft
und bis zu einer As7;s von 0,5 wachsen gelassen. Die Bakterien wurden anschlieBend fiir
30 min auf Eis inkubiert und fiir 15 min bei 0°C und 5000 rpm abzentrifugiert (Beckman
JA10-Rotor). Die Zellen wurden nacheinander in 500, dann in 250 und schlieBlich in 50 ml
10 % Glyzerin gewaschen (kalt!), in 500 pul 1 % Glyzerin aufgenommen, in 40 pl Aliquots
unterteilt und bei -70°C autbewahrt.

LB-Medium: 10 g/l Bacto-Trypton; 5 g/l Hefeextrakt; 8 g/I; fiir LB*™ wurde nach dem
Autoklavieren 100 pg/ml Ampicillin zugeben

2.1.8 Herstellung chemisch kompetenter E. coli-Bakterien

Ahnlich der Herstellung von elektrokompetenten E. coli Bakterien wurden 500 ml LB-

Medium aus einer Ubernachtkultur von etwa 5 ml angeimpft und bis zu einer Assg von 0,5
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wachsen gelassen. Die Bakterien wurden anschlieBend fiir 10 min auf Eis gekiihlt und fiir

10 min bei 0°C und 4000 rpm abzentrifugiert (Beckman JA10-Rotor). Die sedimentierten

Zellen wurden in 8§ ml 50 mM CaCl, Losung resuspendiert, mit 2 ml 75 % Glyzerin (v/v)

versetzt, in 250 pl-Portionen aliquotiert, in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -70°C

gelagert.

LB-Medium: 10 g/l Bacto-Trypton; 5 g/l Hefeextrakt; 8 g/l; fiir LB*™ wurde nach dem
Autoklavieren 100 pg/ml Ampicillin zugeben

2.1.9 Transformation von E. coli-Bakterien mittels Elektroporation

Die Transformation von Bakterien mittels Elektroporation beruht darauf, dass die
Zellmembran der Bakterien durch kurzzeitige Stromst6Be fiir DNS durchlédssig wird. Vor der
Elektroporation wird die zu transformierende DNS (meist der Ligationsansatz, s.o.) flir
10 min bei 65°C vorinkubiert und 1 pl zu 40 pl auf Eis aufgetauten kompetenten E. coli-
Zellen gemischt. Dieser Ansatz wird in einer speziellen Transformationskiivette einem kurzen
Spannungsstol3 von 2,5 kV, 400 Q und 25 pF ausgesetzt. Anschlieend wird der Ansatz sofort
in 1 ml kaltes SOC-Medium gemischt, fiir 40 min bei 37°C geschiittelt, auf eine LB*™-

Agarplatte ausgestrichen und bei 37°C inkubiert.

SOB-Medium: 20 g/l Bacto-Trypton; 5 g/l Hefeextrakt; 0,58 g/l NaCl; 0,19 g/l KCI

SOC-Medium: 100 ml SOB-Medium + 1ml 2M Glukose + 1ml 1M MgCly;
1 M MgSOq4

LB-Platten: 10 g/l Bacto-Trypton; 5 g/l Hefeextrakt; 8 g/l NaCl; 1,5 % Agar; fiir

LB"™ wurde nach dem Autoklavieren 100 pg/ml Ampicillin zugegeben

2.1.10 Transformation von E. coli-Bakterien mittels CaCl,

Nach langsamem Auftauen eines 250 pl Aliquots siehe 2.1.8. auf Eis wurden 5-8 pl
DNS (meist Ligationsansatz) zugesetzt und nach einer weiteren Inkubation von 30 min bei
4°C kurzfristig fiir 2 min auf 42°C erhitzt. Die Zellen wurden darauthin erneut fiir 10 min auf
Eis stehengelassen dann mit 1 ml LB-Medium versetzt und fiir weitere 40 min auf 37°C
inkubiert, bevor sie auf eine LB*™-Platte ausgestrichen und bei 37°C iiber Nacht

stehengelassen wurden.
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LB-Platten: 10 g/l Bacto-Trypton; 5 g/l Hefeextrakt; 8 g/l NaCl; 1,5 % Agar; fiir

LB*™ wurde nach dem Autoklavieren 100 pg/ml Ampicillin zugegeben

2.1.11 Klonierungsstrategien

Fir die Transkription und Translation mitochondrialer Vorstufenproteine in vitro
wurden Derivate der Plasmide pGEM3 und pGEM4 (Promega) verwendet, die die betreffende
DNS unter Kontrolle des SP6-Promotors enthielten. Die ligierten Plasmide wurden in den
E. coli-Stamm MHI1 transformiert (sieche 2.1.9 und 2.1.10). Die fiir die PCR eingesetzten

Oligonukleotide sind in der Tab. 3 zusammengestellt.

pFB1 (pGEM3 ECM10):
Mit Hilfe der Primer ECM10pGEM-5" und ECM10pGEM-3" wurde die fiir Ecm10
codierende Sequenz amplifiziert. Das resultierende Produkt wurde mit den

Restriktionsenzymen HindIll und Sacl geschnitten und in pGEM3 ligiert.

pFB2 (pGEM3 ECM10::TRP1)
Das Plasmid pFB1 wurde mit dem Restriktionsenzym Clal geschnitten, wobei ein
Fragment von 1169bp aus der ECM10-Sequenz entfernt wurde. Dieses Fragment wurde durch

einen DNS-Abschnitt, der fiir das TRPI-Gen kodiert, ersetzt.

pFB3 (pYES Su9 His8 ECM10)

Fiir die Expression von Ecm10 mit einer aminoterminalen Hisg-Verldngerung wurde
ein Konstrukt von B. Westermann (pYES2.0 Su9 His8 MDJ1) verwendet. Dieses Plasmid
wurde mit den Restriktionsenzymen Bg/II und Sacl geschnitten, und dabei die MDJ1-Sequenz
entfernt. Mit den Primern ECM10pYESS’ und ECM10pGEM-3" wurde der DNS-Abschnitte
fiir das reife Ecm10 amplifiziert mit BamHI und Sacl geschnitten und in das vorbereitete
Plasmid subkloniert. Mit Hilfe diese Konstruktes kann ein chiméres Protein unter der
Expressionskontrolle des Gall-Promotors exprimiert werden. Es besteht aus der Prasequenz
der Untereinheit 9 der Fo-ATPase aus Neurospora crassa einer 8§ Histidinreste umfassenden

Verlangerung und der reifen Form (ab Aminéurerest 27 des Vorstufenproteins) des Ecm10.
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pFB4 (pYES Su9 His8 SSC1)

Fir die Herstellung eines Expressionsplasmides von Sscl mit einer N-terminalen
His8-Verlingerung wurde wie fiir pFB3 beschrieben vorgegangen. Mit den Primern
SSC1pYESS’ und SSC1pYES3’ wurde der DNS-Abschnitt fiir das reife Sscl amplifiziert, mit
Bglll und Sacl geschnitten und in das vorbereitete Plasmid subkloniert. Mit Hilfe dieses
Konstruktes kann ein chimires Protein unter der Expressionskontrolle des Gall-Promotors
exprimiert werden, das aus der Prisequenz der Untereinheit 9 der Fo-ATPase aus Neurospora
crassa einer 8 Histidinreste umfassenden Verldngerung und der reifen Form (ab Aminédurerest

21 des Vorstufenproteins) des Sscl besteht.

pFBS (pYX132 ECM10)

Zur Expression von ECM10 in Hefezellen wurde auf die Hefeplasmidserie pY X132
zuriickgegriffen. Die fiir ECMI0 kodierende Sequenz wurde mit Hilfe der Primer
ECM10pY X5’ und ECM10pGEM-3’ amplifiziert und mit den Restriktionsenzymen Mfel und
Sacl geschnitten. Das Fragment wurde in das zuvor mit EcoRI und Sacl linearisierte Plasmid

pYX132 ligiert.

pFB6 (pYX132 SSC1)

Zur Expression von SSC! in Hefezellen wurde in dhnlicher Weise verfahren wie oben
fiir Ecm10 beschrieben. Die fiir SSC/ kodierende Sequenz wurde mit Hilfe der Primer
SSC1pYX5’ und SSCI1pYES-3’ amplifiziert und mit den Restriktionsemzymen EcoRI und
Sacl geschnitten. Das Fragment wurde in das zuvor mit EcoRI und Sacl linearisierte Plasmid

pY X132 ligiert.

pFB7 (pGEM4 MRS2 FL)
Mit Hilfe der Primer MRS2N1 und MRS2C1 wurde die MRS2-Sequenz amplifiziert,
das resultierende Produkt mit EcoRI und Sall geschnitten und in pGEM4 ligiert.

pFB8 (pGEM4 MRS2 (1-344)-DHFR™")

Mit Hilfe der Primer MRS2N1 und MRS2C2 wurden die ersten 1044bp der MRS2-
Sequenz amplifiziert. Das resultierende Produkt wurde mit den Restriktionsenzymen EcoRI
und BamHI geschnitten und in pGEM4 HelC37-DHFR™" ligiert, das bereits die
Basensequenz fiir DHFR™" enthielt.
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pFB9 (pGEM4 DHFR-MRS?2 (337-470))
Mit Hilfe der Primer MRS2N2 und MRS2C3 wurden die letzten 381 bp der MRS2-
Sequenz amplifiziert. Das resultierende Produkt wurde mit den Restriktionsenzymen Xbal

und Hindlll geschnitten und in pGEM4 DHFR-Hel37C an Stelle der Hel37C-Sequenz ligiert.

pFB10 (pGEM4 DHFR-MRS2™" (337-470))

Mit Hilfe der Primer MRS2M3 und MRS2M4 wurde die gesamte pFB9-Sequenz
amplifiziert. AnschlieBend wurden die Enden des Amplifikates mit Hilfe des
Restriktionsenzyms EcoRV verdaut und das DNS-Fragment intramolekular mit sich selbst

ligiert.

pFB11 (pGEM4 MRS2 FL™")

Es wurden zwei separate PCR-Ansdtze mit dem pFB7-Plasmid als Matrize
durchgefiihrt. Bei der Durchfiihrung mit der Primerkombination MRS2N1 und MRS2M2
wurde ein 1040 bp-Fragment amplifziert, das mit EcoRI und Sacl verdaut in pGEM4 ligiert
wurde. In dieses Plasmid wurde das bei der PCR mit der Primerkombination MRS2M1 und
MRS2C1 aus pFB7 erhaltene 480 bp-Fragment ligiert, das zuvor mit Sacl und Sall verdaut

worden war.

pFB12 (pYX142 Mrs2 FL HA)

Zur Expression von MRS2 mit einem Hémagglutininepitop (HA-Tag) in Hefezellen
wurde auf die Hefeplasmidserie pY X142 verwendet. Die MRS2-Sequenz wurde mit Hilfe der
Primer MRS2N1 und MRS2pYXC1 amplifiziert und mit den Restriktionsemzymen EcoRI
und Sa/l geschnitten. Das Fragment wurde in pY X142 ligiert.

pFB13 (pYX142 Mrs2 FL™ HA)

Zur Expression von MRS2™"

mit einem Hamagglutininepitop (HA-Tag) in Hefezellen
wurde die Hefeplasmidserie pYX142 verwendet. Die MRS2™"-Sequenz wurde mit Hilfe der
Primer MRS2N1 und MRS2pYXC1 mit pFB11 als Matrize amplifiziert und mit den

Restriktionsemzymen EcoRI und Sall geschnitten. Das Fragment wurde in pY X142 ligiert.
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Tab. 3: Oligonukleotide

ECM10pGEM-5" | (5’-GGGAAGCTTACCATGTTACCATCATGGAAAGCC-3")
ECM10pGEM-3’ | (5’-GGGGAGCTCTTATTTATTTTCTCTCCCGTTC-3’)
ECM10pYESY’ (5’-GGGGATCCCAGTCAACCAAAATTCCAGATG-3")
SSC1pYES5’ (5’-GGGAGATCTCAGTCAACCAAGGTTCAAGG-3")
SSC1pYES3T’ (5’-CCCCGAGCTCTTTTTACTGCTTAGTTTCACCAG-3’)
ECM10pY X5’ (5’-GGGCAATTGACCATGTTACCATCATGGAAAGCC-3")
SSC1pY X5’ (5’-GGGGAATTCACCATGCTTGCTGCTAAAAACATAC-3")
MRS2N1 (5'-GGGGAATTCGCCACCATGAATCGGCGTCTCCTGG-3")
MRS2C1 (5'-GGGGTCGACTCAATTTTTCTTGTCTTCTATCAAC-3")
MRS2C2 (5'-GGGGGATCCTTCACTCTCCTCGATGAAATTC-3")
MRS2N2 (5'-GGGTCTAGATAAGAATTTCATCGAGGAGAGTG-3")
MRS2C3 (5'-GGGAAGCTTTCAATTTTTCTTGTCTTCTATCAAC-3")
MRS2M1 (5'-GGGGAGCTCAATTTTAATTCTTTAAGATCCGTG-3")
MRS2M2 (5-GGGGAGCTCGGTGATATAAAGGGCAGAAAC-3")
MRS2M3 (5'-GGGGATATCAATTTTAATTCTTTAAGATCCGTG-3")
MRS2M4 (5'-GGGGATATCGGTGATATAAAGGGCAGAAAC-3")
Mrs2pYXC1 (5'-GGGGTCGACGATTTTTCTTGTCTTCTATCAACC-3")
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2.2 Hefegenetische Methoden

2.2.1 Verwendete Stamme von S. cerevisiae

Die folgenden Hefestimme wurden benutzt, bzw. im Zuge dieser Arbeit hergestellt:

Tab. 4: Verwendete Hefestimme

Abklirzung Stamm Genotyp Referenz
D273-10B, D273-10B Wildtyp ATCC, Nr. 24657
W303-1A W303-1A a ade2-1 his3-1,15 leu2-3,112 trpl-1 ura3-1 Rothstein und
Sherman, 1980
Bwi PK82 a hisd-713 leu2-3,112 lys2 Atrpl ura3-52 Gambill et al., 1993
YPH 499 YPH 499 a ade3 his3(4) leu2 lys4 trpl ura3 ?;1(8091‘81(1 und Hieter,
YPH 500 YPH 500 o ade3 his3(4) leu2 lys4 trpl ura3 ?;l;(;rskl und Hieter,
YPHEcm10Hiss | YPHS00 Ecm10Hisq | ¢ ade3 his3(4) leu2 lys4 trpl ura3 diese Arbeit
ecml( :: ECM10hiss; TRP1
sscl-3 PKS83 o his4-713 leu2-3,112 lys2 Atrpl ura3-52 .
sscl-3(LEU2) Gambill ez al., 1993
Aecm 10 YPH500AECM10 o ade3 his3(4) leu2 lys4 trpl ura3 ecml10 :: TRPI diese Arbeit
sscl-3/Aecml0 PK83 AECM10 o his4-713 leu2-3,112 lys2 Atrpl ura3-52 diese Arbeit
sscl-3(LEU2) ecml( :: TRP1
sscl-3/HisgEem10 | PK83 pFB3 o his4-713 leu2-3,112 lys2 Atrpl ura3-52 . .
’ sscl-3(LEU2) HissEem10(URA3) diese Arbeit
sscl-3/His<Sscl PK83 pFB4 o his4-713 leu2-3,112 lys2 Atrpl ura3-52 . .
’ P sscl-3(LEU2) HisySsc1(URA3) diese Arbeit
JD100 JD100 o leu2-3,112 lys2 Atrpl ura3-52 sscl-1(LEU2) J. Davis and E. Craig
JD100 Ecm10 JD100 pFBS5 o leu2-3,112 lys2 Atrpl ura3-52 sscl-1(LEU2) . .
ECM10 (TRP1) diese Arbeit
JD100 Sscl JD100 pFB6 o leu2-3,112 lys2 Atrpl ura3-52 sscl-1(LEU2) . .
SSCI (TRPI) diese Arbeit
YPHSscl/Ecm10 YHH499 Ssc1/ECMI10| a ade3 his3(4) leu2 lys4 trpl ura3 SSCI/ECM10 :: | diese Arbeit
HIS3
W306 BY4743 a/o,; his3A1/his3Al; leu2 A0/leu2 AO; Brachmann et al.,
met] SAO/MET15; LYS2/lys2A0; ura3A0/ura3A0 1998
Amrs2 Y31631 a/o,; his3A1/his3Al; leu2 A0/leu2 AO; Winzeler et al., 1999
met] SAO/MET15; LYS2/lys2A0; ura3A0/ura3A0;
mrs2::kanMX4/mrs2::kanMX4
Amrs2 - W306 11H pYX142 alo; his3A1/his3AI; leu2 A0/leu2 A0, diese Arbeit
met1 SAO/MET15; LYS2/lys2A0; ura3A0/ura3A0;
mrs2::kanMX4/mrs2: :kanMX4mit Plasmid
pYX142 (LEU2)
Amrs2 / Mrs2 W306 11H pFB12 a/o,; his3A1/his3Al; leu2 A0/leu2 A0; diese Arbeit
met] SAO/METI15; LYS2/lys2A0; ura3A0/ura3A0;
mrs2::kanMX4/mrs2::kanMX4 mit pFB12
Amrs2 / Mrs2™" W306 11H pFB13 alo; his3A1/his3A1; leu2 A0/leu2 AO; diese Arbeit

met] SAO/METI15; LYS2/lys2A0; ura3 A0/ura3A0;
mrs2::kanMX4/mrs2::kanMX4 mit pFB13

Aoxal aW303A0XA1 a ade2-1 his3-1,15 leu2-3,112 trpl-1 ura3-1 Hell et al., 1997
oxal :: HIS3

Aoxal / Ambal bW303/YPH499 a ade3 his3(4) leu2 lys4 trpl ura3 oxal :: HIS3 Preuss et al., 2001
mbal :: HIS3

Aytal( YHA101 aade2-1 his3-1,15 leu2-3,112 trpl-1 ura3-1 Tauer et al., 1994
ytal( :: URA3

oxal® aW3030XA-TS a ade2-1 his3-1,15 leu2-3,112 trpl-1 ura3-1 oxal-1 | Hell et al., 1997
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a) Herstellung des Hefestammes YPHEcm10Hiss mit carboxyterminalem Hisg-Epitop an
Ecml0

Zur Herstellung eines Hefestammes, der das Protein Ecml0 mit einem
carboxyterminalen Hexahistidylepitop exprimiert wurde wie folgt vorgegangen: Zunichst
wurde von dem Plasmid SSB13 ein DNS-Abschnitt amplifiziert, der die Sequenz fiir 6
Histidylreste, ein STOP-Kodon, eine Terminationssequenz sowie das Hefe URA3-Gen
enthielt. Dazu wurden die Primer HH15 und HH16 eingesetzt. Das Amplifikat wurde in
Hefezellen des Wildtypstammes YPHS00 transformiert und ersetzte nach homologer
Rekombination das Endogene ECM10-Gen. Zur Selektion wurden die Zellen auf SD-Medium
ohne Urazil kultiviert. Isolierte Klone wurden mittels PCR (2.2.5) analysiert.

HHI15: (5’-AAGAACAGTGACAATCCTGAAACTAAGAACGGGAGAGAAAATAAAG
AAGAACAAAAGCTT-3’)

HH16: (5’-CGTTGAAAGGATATATGGTTTACGCTTACTATTTCGTTTGATGTAAGC
GGCCAGTGCCAAGC-37)

b) Herstellung des Hefestammes YPH Sscl/Ecm10 mit chromosomalem Austausch des
Carboxyterminus von Sscl gegen den von Ecm10

Zur Herstellung eines Hefestammes, der ein chiméres Protein aus Sscl und Ecm10
exprimiert, wurde in dhnlicher Weise wie unter a) beschrieben vorgegangen:

Zunichst wurde aus pRS413 das HIS3-Gen amplifiziert. Dazu wurden die Primer
HH64 und HH65 eingesetzt. HH64 enthielt am 5’-Ende die Basensequenz von Basenpaar
1855 bis 1902 des SSCI-Gens sowie die Basenpaare 1882 bis 1935 des ECMI0-Gens,
wihrend HH65 an seinem 5°-Ende einen zum 3’-Ende des SSC/-Gens homologen Bereich
von 40 Basenpaaren beinhaltete. Das Amplifikat wurde in Zellen des Wildtypstammes
YPH499 transformiert. Mit Hilfe homolger Rekombination kann das Amplifikat in das
Chromosom integriert werden und das 3’-Ende des SSC/-Gens ersetzen. Zur Selektion
wurden die Zellen auf SD-Medium ohne Histidin kultiviert. Isolierte Klone wurden mittels

PCR (2.2.5) analysiert.

HH64: (5'- GAATTGCAAACTTCCTCGATGAAATTGTTTGAACAATTATACAAGAA
CAGTGACAATCCTGAAACTAAGAACGGGAGAGAAAATAAATAAGCAGA
TTGTACTGAGAG-3')

HH65: (5'- CCCGCTTAATGCGAGGAAACAGTACTTATATAAACGATATATGTTTG
GGATCCGTCGAGTTCAAG -3")
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¢) Disruption des ECM10-Gens zur Erzeugung von YPHS00AECM10 und PKS83AECM10

Fir die Disruption des ECMI10-Gens wurde das unter 2.1.11 beschriebene
Disruptionsplasmid pFB2 eingesetzt. Das Plasmid wurde mit EcoRI linearisiert und in die
Hefestimme YPHS500 und PKS83 transformiert. Dabei wurde iiber homologe Rekombination
eine TRPI1-Kassette anstelle des ECMI10-Gens in das zellulire Genom integriert. Zur
Selektion wurden die Zellen auf SD-Medium ohne Tryptophan kultiviert. Isolierte Klone
wurden mittels PCR (2.2.5) analysiert.

d) Herstellung der Hefestimme sscl-3/HissEcm10; ssc1-3/HisgSscl; JD100 Ecm10; JD100
Sscl; Amrs2 -5 Amrs2 / Mrs2; Amrs2 / Mrs2™™

Alle oben genannten Stimme wurden gemdl der unter 2.2.4 beschriebenen Methode
durch Transforamtion der Plasmide pFB3 — pFB6 sowie pFB12 und pFB13 hergestellt und
durch Wachstumskontrolle auf Selektivmedium sowie Nachweis der Expressionsprodukte

mittels Western Blot (2.5.3) verifiziert.

2.2.2 Kultivierung von S. cerevisiae

Die Kultivierung von S. cerevisiae erfolgte wie von (Rose et al., 1990; Guthrie und
Fink, 1991) beschrieben. Das Standard-Medium war YPD. Als nichtfermentierbare
Kohlenstoffquelle wurde Glyzerin statt Glukose verwendet. Um die Expression von Genen zu
induzieren, die unter Kontrolle des GALI1-Promotors waren, wurde YPGal-Medium
verwendet. Zur Selektion auf Auxotrophie-Marker wurde SD-Medium herangezogen, das den
Selektionsbedingungen entsprechend supplementiert war. Um bei diploiden Stimmen
Sporulation zu induzieren, wurde Minimal-Sporulationsmedium verwendet, das mit %4 der fiir
SD-Medium angegebenen Menge von Aminosduren supplementiert wurde. Die Selektion
gegen das URA3-Gen erfolgte auf 5-FOA-Medium. Zur Kultivierung auf festen Medien
wurde 2 % Bacto-Agar hinzugefiigt. In fliissigen Medien erfolgte die Kultivierung unter
Schiitteln (130 rpm) in Erlenmeyerkolben.
Standardtemperatur fiir die Kultivierung von S. cerevisiae war 30°C. Fiir temperatursensitive
Mutanten war 24°C die permissive und 37°C die nicht-permissive Temperatur.
YPD-Medium: 1 % Bacto-Hefe-Extrakt, 2 % Bacto-Pepton, 2 % Glukose
YPG-Medium: 1 % Bacto-Hefe-Extrakt, 2 % Bacto-Pepton, 3 % (v/v) Glycerin
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YPGal-Medium: 1 % Bacto-Hefe-Extrakt, 2 % Bacto-Pepton, 2 % Galaktose

SD-Medium: 0,17 % Yeast Nitrogen Base ohne Aminosduren; 0,5 % (NH4)2SO4; 2 %
Glukose; nach dem Autoklavieren wurden noch die entsprechenden
Marker zugesetzt. (20 mg/ml Adenin, 20 mg/ml Uracil, 20 mg/ml
Tryptophan, 20 mg/ml Histidin, 30 mg/ml Leucin, 30 mg/ml Lysin)

5-FOA-SD-Medium: 0,17 % Yeast Nitrogen Base; 0,5 % (NH4)2SO4; 0,1% 5-Fluor-
Orotsdure; 0,05 g/l Uracil; 2 % Glukose; 2 % Agar; nach dem

Autoklavieren wurden noch die entsprechenden Marker zugesetzt.

2.2.3 Herstellung transformationskompetenter S. cerevisiae-Zellen

Von einer frisch bewachsenen YPD-Platte wurde eine 50ml YPD
Fliissigiibernachtkultur des zu transformierenden Hefestamms angeimpft und bis zu einer As;g
von etwa 0,5 inkubiert. Die Zellen wurden sedimentiert (Bactifuge 5 min 3000rpm) mit
Wasser sowie 0,1 M Lithiumacetat gewaschen und in 500 ul 0,1 M Lithiumacetat
resuspendiert. Die so erhaltenen Zellen wurden in 50 ul Aliquots geteilt und anschlieend

sofort transformiert.

2.2.4 Transformation von S. cerevisiae mittels Li-Acetat-Methode

Die unter 2.2.3 erhaltenen Zellen wurden sedimentiert und nacheinander mit den
folgenden Losungen iiberschichtet: 1. 240 pl PEG, 2. 36 ul 1 M Li-Acetat (pH 8,0), 3. 50 ul
Lachsspermien-DNS, 4. 34 pul wissrige DNS-Losung (je nach Bedarf Plasmid-DNS oder
PCR-Produkt). Die Zellen wurden mit Hilfe eines Riittlers fiir 1 min bei maximaler
Einstellung resuspendiert und 30 min bei 30°C oder im Falle von ts-Mutanten bei permissiver
Temperatur inkubiert. Nach einer Temperaturerh6hung auf 42° fiir die Dauer von 20-25 min
wurden die Zellen von der Transformationslosung abgetrennt, nach Wiederaufschldimmen in

Wasser auf SD-Platten ausplattiert und fiir 3-4 Tage inkubiert.

PEG-Losung: 50 % (w/v) PEG3350 (autoklavieren)
Li-Acetat: 1 M Li-Acetat (pH stellt sich automatisch auf 8,0 ein, autoklavieren)
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SD-Platten: 0,17 % Yeast Nitrogen Base; 0,5 % (NH4)2SOyq; 2 % Glukose; 2 % Agar;
nach dem Autoklavieren wurden noch die entsprechenden
Markeraminosduren zugesetzt.

5-FOA-SD-Platten: 0,17 % Yeast Nitrogen Base; 0,5 % (NH4)2SO4; 0,1 % 5-Fluor-Orotsdure;
0,05 g/l Uracil; 2 % Glukose; 2 % Agar; nach dem Autoklavieren wurden

noch die entsprechenden Marker zugesetzt.

2.2.5 Nachweis von Mutationen im Genom von S. cerevisiae

Chromosomale Manipulationen wurden nach der von (Huxley et al, 1990)
beschriebenen Methode unter Anwendung der Polymerasekettenreaktion (2.1.5) kontrolliert.
Dabei ermoglichten Primer, die auf der 5°-Seite und der 3’-Seite des zu untersuchenden Gens
hybridisieren, die Synthese eines Fragments, liber dessen GroBle die korrekte Integration der
Markerkassette verfolgt werden konnte. Die GroBle unterscheidet sich dabei nach erfolgter
Integration von der in der Wildtyp-Situation.

Pro Hefestamm wurde eine moglichst geringe Menge eines Zellklons in ein
Reaktionsgefd tberfiihrt. Es wurden 50 pl einer Zymolyaseldosung (1 mg/ml in H,O)
zugesetzt und fiir 10 min bei RT stehengelassen um die Zellwand der Hefezellen durchlissig
zu machen. Nach Isolierung der Sphéroplasten durch Zentrifugation wurden diese fiir 5 min
bei 95°C inkubiert, auf Eis abgekiihlt und in 25 ul PCR-Mix resuspendiert. Nach dem
Uberschichten mit Mineraldl wurde der folgende PCR-Zyklus angewendet: Zunichst erfolgte
eine einmalige Inkubation fiir 2 min bei 94°C danach die folgenden drei Inkubationsschritte:
1. 30 sec 94°C, 2. 30 sec 50°C, 3. 30 sec 72°C. Diese wurden 25-mal wiederholt und
abschlieBend die Proben auf 4°C gekiihlt. Die noch enthaltenen Zelltrimmer wurden mittels
Zentrifugation abgetrennt und 10 pl des amplifikathaltigen klaren Uberstandes auf einem

Agarosegel analysiert.

2.3 Proteinchemische Methoden

2.3.1 Fallung von Proteinen mit Trichloressigsaure (TCA)

Proteine wurden aus wéssrigen Losungen durch Zusatz von 12 % Trichloressigsédure

(TCA) und 30 min Inkubation auf Eis gefillt. Die Proben wurden fiir 20 min bei 26.000 g
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abzentrifugiert, mit —20°C kaltem Aceton gewaschen, fiir 5 min bei Raumtemperatur

getrocknet und im jeweils bendtigten Puffer aufgenommen.

2.3.2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Die elektrophoretische Auftrennung von denaturierten Proteinen erfolgte durch
vertikale diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese nach (Laemmli, 1970).
Hierfir wurden Glasplatten von 160 x 180 mm und Abstandhalter von 1 mm Dicke
verwendet. Die Konzentration von Acrylamid und Bisacrylamid wurde zwischen 10 und 18%,
bzw. 0,1 und 0,6 % Endkonzentration variiert. Die Elektrophorese erfolgte bei 25 mA fiir
2-3 h. Anschlieend wurden die Proteine entweder im Gel angefirbt oder auf Nitrocellulose

transferiert.

Trennldsung: 10-16 % Acrylamid; 0,1-0,6 % Bisacrylamid; 375 mM Tris/HCI, pH 8,8;
0,1 % SDS (zur Polymerisation 0,1 % APS; 0,03 % TEMED)
Sammelldsung: 5 % Acrylamid; 0,1-0,6 % Bisacrylamid; 60 mM Tris/HCI, pH 6,8; 0,1 %
SDS (zur Polymerisation 0,05 % AMPS; 0,1 % TEMED)
Bodengellosung: 20 % Acrylamid; 0,1-0,6 % Bisacrylamid; 375 mM Tris/HCI, pH 8,8;
0,1 % SDS (zur Polymerisation 0,05 % AMPS; 0,25 % TEMED)
10x-Gellaufpuffer: 0,5 M Tris/HCIL, pH 8,3; 3,8 M Glycin; 1 % (w/v) SDS

2.3.3 Coomassiefarbung von Gelen

Die Gele wurden fiir 15 min in 0,1 % Coomassie Brillant Blau R-250; 50 % (v/v)
Methanol; 10 % (v/v) Essigsdure und anschliefend fiir 1 bis 2 h in 50 % Methanol; 10 %

Essigsdure inkubiert.

2.3.4 Autoradiographie und Densitometrie

Radioaktiv markierte Proteine, die auf Nitrocellulose transferiert worden waren,
wurden nach Trocknen unter einer Rotlicht-Wiarmelampe bei RT auf einem Rontgenfilm

exponiert (Autoradiographie).
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Die Intensitdten von Banden auf den Rontgenfilmen wurden durch Densitometrie mit Hilfe

eines Scanners bzw. mit Hilfe des TINA-Imagers gemessen.

2.3.5 Transfer von Proteinen auf Nitrozellulosemembranen

Um Proteine nach der elektrophoretischen Auftrennung immunologisch nachweisen zu
konnen, wurden sie nach dem Halbtrockenverfahren auf Nitrozellulosemembranen transferiert
(Towbin et al., 1979; Burnette, 1981; Kyhse-Anderson, 1984). Hierfiir wurde das Gel auf eine
mit Blotpuffer getrinkte Nitrozellulosemembran gelegt und zwischen mehreren Lagen aus
befeuchtetem Filterpapier zwischen zwei Graphitplatten platziert, die als Elektroden dienten.
Es wurde fiir 1,5 bis 2 h bei 160 mA transferiert. Um die Proteine auf der Membran sichtbar
zu machen, wurde die Membran anschlieBend mit Wasser gewaschen und in Ponceau S-
Férbelosung geschwenkt.

Blotpuffer: 20 mM Tris; 150 mM Glycin; 20 % (v/v) Methanol; 0,02 % (w/v) SDS
Ponceau S-Farbelosung: 0,2% Ponceau S in 3 % TCA

2.3.6 Konzentrationsbestimmung von Proteinen nach Bradford

Die Proteinbestimmung wurde nach der von Bradford beschriebenen Methode
durchgefiihrt. Thr liegt die Bindung des Farbstoffes Coomassie Blau G-250 an Proteine
zugrunde. Das Absorptionsmaximum des Farbstoffes wird von 465 nm auf 595 nm
verschoben. Zur Konzentrationsbestimmung wurden die Proben mit je 1 ml einer 1:5
verdiinnten Farbstofflosung (Biorad) gemischt und 5-10 min bei RT inkubiert. AnschlieBend
wurde die Absorption bei 595 nm gemessen und mit Hilfe einer Eichkurve, gewonnen aus der
Messung einer Standardverdiinnungsreihe mit IgG aus Rind (Biorad), in die Konzentration

umgerechnet.

2.3.7 Synthese mitochondrialer Vorlauferproteine in vitro

Um mitochondriale Vorstufenproteine mit [°S] zu markieren, wurde die jeweilige

cDNS mit Hilfe der SP6-RNS-Polymerase in mRNS transkribiert (Pelham und Jackson, 1976)
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und diese dann in Kanninchen-Retikulozytenlysat in Gegenwart von [°S]-Methionin

translatiert (Pelham und Jackson, 1976).

2.3.7.1 Transkription

Es wurden 120 pl Premix, 10 pl 2,5 mM m’G(5 )ppp(5')G und 10-20 pug DNS
gemischt, mit H,O auf 200 pl aufgefiillt und 4,5 ul RNasin (40 U/ul) und 1,5 pl SP6-
Polymerase (25 U/ul) zugegeben. Nach einer Inkubation fiir 30 min bei -80°C wurde die
ausgefillte RNS abzentrifugiert (30000 g, 30 min, 2 °C), der Uberstand abgenommen, die
RNS bei 30°C vorsichtig getrocknet und in 50 pl H,O, 1 pl RNasin (40 U/ul) gelost.

10X-Translationssalze: 400 mM Hepes/KOH, pH 7,4; 60 mM Mg-Acetat; 20 mM Spermidin

Premix: 1 ml 10x-Translationssalze; 20 pl 50 mg/ml BSA; 200 ul 0,5 M DTT;
50 ul 100 mM ATP; 50 ul 100 mM CTP; 50 ul 100 mM GTP; 50 pl
100 mM UTP; H,0O ad 10 ml

2.3.7.2 Translation in Retikulozytenlysat

Um in vitro Vorstufenprotein zu translatieren, wurden 23 pul Kanninchen-
Retikulozytenlysat, 0,5 ul RNasin, 1 pl Aminosiduren-Mix (alle proteinogenen Aminosiduren
auler Methionin, je 1 mM), 4 ul [**S]Methionin (10 mCi/ml) und 5 pl RNS gemischt. Der
Ansatz wurde fir 60 min bei 30°C inkubiert, und 0,2 M Methionin wurde zu einer
Endkonzentration von 5 mM zugegeben. Nach einer weiteren Inkubation von 5 min wurde der
Translationsansatz in der Ultrazentrifuge bei 45000 rpm, 2°C fiir 30 min sedimentiert, um die
durch ihre hydrophoben Dominen leicht aggregierenden Anteile der Transkripte, die ohnehin
nicht mehr importierbar sind, zu entfernen. Zuletzt wurde der so behandelte

Translationsansatz aliquotiert und in fliisssigem Stickstoff eingefroren.

2.3.7.3 Synthese von Vorstufenproteinen mit TNTO-Lysat-Kit

Neben den oben beschriebenen Methoden zur Herstellung von mit [*°S]-Methionin
markierten Vorstufenproteinen wurde auch der kommerziell vertriebene TNT“-Lysat-Kit der

Firma Promega eingesetzt. Dieser ermoglicht die Translation von DNS ohne vorherige
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Isolation von mRNS. Dazu wurde liber Genomed Jetstar-Saulen aufgereinigte Plasmid-DNS
mit Konzentrationen zwischen 0,8 bis 1,2 mg/ml DNS eingesetzt. Gemil einem
Standardansatz wurden 50 pl TNT®-Kanninchen-Retikulozytenlysat mit 4 pl TNT®-
Reaktionspuffer, 2 pl TNT®-SP6-RNS-Polymerase, 2 pl Aminosiuremischung ohne
Methionin (enthélt alle proteinogenen Aminosduren in einer Konzentration von 1 mM), 4 ul
[**S]-Methionin (10 mCi/ml) 2 pl TNT®-RNaseinhibitor und 28 pl H>O in ein Reaktionsgefal3
vorgelegt. Dazu wurden 8 pl DNS (0,8 bis 1,2 mg/ml) hinzugegeben und fiir 1,5 h bei 30°C
inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zusatz von 16 pl 0,2 M Methionin und 32 pl 1,5 M
Saccharose beendet. AnschlieBend wurden aggregierte Anteile und Ribosomen mit
unvollstindigen Translationsprodukten durch Zentrifugation bei 45.000 rpm fiir 30 min bei
4°C sedimentiert und der 18sliche Uberstand aliquotiert und nach Schockgefrieren mit

fliissigem Stickstoff bei —70°C gelagert.

2.3.8 Ni-NTA-Affinitatsaufreinigung von Ioslichen mitochondrialen

Proteinkomplexen

Terminale Proteinsequenzen aus mindestens 6 aufeinanderfolgenden Histidinresten
erlauben eine einfache und selektive Aufreinigung an immobilisiertem Ni*". Unter milden
Bedingungen konnen auch grofere Proteinkomplexe isoliert werden, die nur ein Protein mit
entsprechender Oligohistidindoméne enthalten. Es wurden Mitochondrien (100 pg) bei 4°C
fiir 30 min in Lysepuffer, der je nach Fragestellung 2 mM ATP 4 mM MgCl, oder 1| mM
EDTA enthielt, solubilisiert. Nach Zentrifugation (20000 g 10 min 4°C), um unvollstindig
lysiertes Material abzutrennen, wurden die Extrakte fiir 2 h mit in Lysepuffer dquilibrierter
Ni-NTA-Agarose (Qiagen) bei 4°C inkubiert. Das sedimentierbare Material wurde zweimal
mit Lysepuffer und einmal mit 20 mM Tris/HCl (pH 8,0) gewaschen. Gebundene Proteine
wurden durch Zusatz von Laemmli-Puffer, der zusdtzlich 500 mM Imidazol enthielt, eluiert
und mit Hilfe von SDS-Page und Western Blot analysiert.

Lysepuffer: 0,2 % Triton X-100, 20 mM Tris/HCI (pH 8,0), 150 mM Na-Acetat,
15 mM Imidazol, 1 mM PMSF
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2.3.9 Bestimmung des Faltungszustandes mitochondrial lokalisierter Proteine

2.3.9.1 Faltungstest fir DHFR der Maus

Die Bestimmung des Faltungszustandes fiir importierte Dihydrofolatreduktase
(DHFR) erfolgte weitgehend gemdfl der von Ostermann ef al., 1989 beschriebenen Methode.
Das Fusionsprotein Su9(1-69)-DHFR bestehend aus der Prisequenz der Untereinheit 9 der
Fo-ATPase (ersten 69  Aminosdurereste) aus Neurospora crassa und der
Dihydrofolatreduktase aus Maus (Pfanner et al., 1987) wurde wie unter 2.4.6 beschrieben in
isolierte Mitochondrien importiert. Nicht importiertes Protein wurde mit 100 pg/ml Trypsin
entfernt (siche 2.4.7.1). Die Mitochondrien wurden sedimentiert (4 min, 9000 g, 4°C) und in
SHKCI bei einer Proteinkonzentration von 1 mg/ml mit 0,5 % Triton X-100 fiir 15 min auf
Eis lysiert. Nach Zentrifugation (10 min, 17.500 g, 4°C) wurden die Hilfte des Uberstandes
und der Sedimente fiir 10 min auf Eis mit 10 pg/ml Proteinase K in SHKCI behandelt. Das
16sliche Protein befand sich im Uberstand, das nativ gefaltete Protein war Proteinase K-
resistent. Aggregiertes Protein wurde nur im Sediment gefunden und war Proteinase K-
sensitiv. Nach Zusatz von 1 mM PMSF wurden die Proben TCA-gefillt (siehe 2.3.1) und
durch SDS-PAGE (siehe 2.3.2), Radiographie und Densitometrie (sieche 2.3.4) analysiert.

SHKCI: 0,6 M Sorbitol; 20 mM Hepes/KOH, pH 7,4; 80 mM KCI

2.3.9.2 Aggregationstest fur Var1

Der Test fiir die Aggregation des mitochondrial kodierten Varl-Proteins wurde in der
von (Herrmann et al., 1994a) beschriebenen Weise durchgefiihrt. Nach in organello-
Translation (siehe 2.4.11) wurden die Mitochondrien in Lysepuffer resuspendiert und 10 min
bei 4°C getaumelt. AnschlieBend wurden die Proben 15 min bei 30000 g zentrifugiert, das
sedimentierte Material direkt in Probenpuffer aufgenommen und die 16slichen Anteile des

Uberstands durch Zusatz von TCA gefillt (siche 2.3.1).

Lysepuffer: 0,1 % TX100; 150 mM NacCl; 10 mM Tris; 5 mM EDTA; 2 mM PMSF
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2.4 Zellbiologische Methoden

241 Gewinnung von Gesamtzellprotein aus Hefe

Die Préparation von Hefezellextrakten erfolgte durch mechanischen Aufschluss von
Hefezellen mit Hilfe von Glasperlen. Es wurde dabei in Anlehnung an (Ausubel et al., 1991)
2 As7g Zellen einer frischen Ubernachtkultur durch kurze Zentrifugation gesammelt, in 20 pl
Laemmli-Puffer resuspendiert und mit ca. 2/3 des Volumens Glasperlen (0,5 mm
Durchmesser) versetzt. Es wurde 2 min mit einem Vortexmixer bei voller Leistung gemischt.
Die Suspension wurde 3 min auf 95°C erhitzt und weitere 60 ul Laemmli-Puffer zugesetzt.
Nach kurzem Mischen wurden die Proben kurz abzentrifugiert (10000 g, 1 min, RT) um
Glasperlen und nichtlysierte Zellen zu sedimentieren. Die so erhaltenen Uberstinde wurden
anschlieend mit Hilfe der SDS-Gelelektrophorese und Western Blot analysiert.
IxLaemmlipuffer: 2 % (w/v) SDS, 5 % (v/v) B-Mercaptoethanol, 10 % (v/v) Glycerin,

0,2 % (w/v) Bromphenolblau, 60 mM Tris/HCI pH 6,8

2.4.2 Anzucht von S. cerevisiae zur Isolation von Mitochondrien

Die Anzucht der Hefekulturen erfolgte in Laktatmedium. Dazu wurden Hefezellen aus
einer Glyzerin-Stammkultur auf YPGal-Platten ausgestrichen und bei 24°C inkubiert. Mit
einer Einzelkolonie wurde eine Vorkultur von 50 ml angeimpft, diese mit 140 rpm geschiittelt
und iiber mehrere Tage passagiert, ohne dass die Zellen die logarithmische Wachstumsphase
verlieBen. Hiervon wurde dann die Hauptkultur angeimpft, die nach Erreichen einer As7g von
1 bis 1,5 geerntet wurde. Das Feuchtgewicht der Zellen betrug dann etwa 2,5 g/l.

Um Glyzerin-Stammkulturen herzustellen, wurden Hefezellen direkt von einer

frischen Agarplatte abgekratzt, mit 15% Glyzerin gemischt und bei -80 °C aufbewabhrt.

Laktatmedium: 2,2 % (v/v)Laktat; 0,3 % Hefeextrakt; 0,1 % Galaktose; 0,1 % KH,POy;
0,1 % NH4CI; 0,05 % CaCly; 0,05 % NaCl; 0,06 % MgSO4; 0,0003 %
FeCls; pH 5,5 mit KOH
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2.4.3 Subfraktionierung von Hefezellen

Zur Untersuchung der Lokalisation von Proteinen wurden Mitochondrien wie unter
2.4.4 beschrieben isoliert und iiber einen Saccharose-Stufengradienten weiter aufgereinigt.
Dazu wurden sie auf einen Gradienten bestehend aus 20 %, 30 %, 40 %, 50 % und 60 %
Saccharose (w/w) in 20 mM Hepes pH 7,4, 80 mM KCI, 1 mM EDTA, 1 mM PMSF geladen
und zentrifugiert (240.000g, 15 min, 2°C, Beckman-SW41-Rotor). Die Mitochondrien in der
Hohe zwischen der 40 % und der 50 % Saccharose-Stufe wurden gesammelt, durch
Zentrifugation (12.000 g, 10 min, 2°C) aufkonzentriert, mit SEH gewaschen, erneut
zentrifugiert und schlieBlich in SEH resuspendiert.

Die Isolierung von Mikrosomen und Cytosol erfolgte im Wesentlichen wie von
(Caplan und Douglas, 1991) beschrieben. Hefezellen wurden wie unter 2.4.4 beschrieben
sphiroplastiert, in Lysepuffer resuspendiert, mit einem Glashomogenisator aufgebrochen und
zentrifugiert (10.000 g, 10 min, 2°C). Der Bodensatz wurde nochmals in Lysepuffer
resuspendiert, homogenisiert und zentrifugiert. Die Uberstinde aus beiden Zentrifugationen
wurden vereinigt, erneut bei 10.000 g zentrifugiert und der so erhaltene Uberstand in zwei
Halften geteilt. Die eine Hilfte wurde auf einen 30 % Percoll-Gradienten (v/v) in Lysepuffer
gegeben und zentrifugiert (76.000 g, 50 min, 2°C, Beckman-Ti50-Rotor). Die obere der
beiden Banden dieses Gradienten wurde gesammelt und durch Zentrifugation (150.000 g, 1 h,
2°C Beckman-Ti50-Rotor) autkonzentriert. Die mikrosomalen Membranen bildeten die eine
Bande oberhalb des transparenten Percoll-Sediments und wurden gesammelt. Die zweite
Hilfte des 10.000 g-Uberstandes wurde bei 150.000 g zentrifugiert (1 h, 2°C, Beckman-Ti50-

Rotor); der Uberstand enthielt die 16slichen cytosolischen Proteine.

SEH Puffer: 600 mM Sorbitol, I mM EDTA, 20 mM Hepes/KOH pH 7.4
Lysepuffer: 20 mM Hepes/KOH pH 7,4, 600 mM Sorbitol, 1 mM DTT, 3 mM
EDTA, 0,5 mM PMSF, je 1 pg/ml Leupeptin, Aprotinin, Chymostatin

2.4.4 Isolierung von Mitochondrien aus S. cerevisiae

Die Isolierung erfolgte nach der von (Daum et al., 1982) beschriebenen Methode. Die
Zellen wurden abzentrifugiert (JA10, 5 min, 4000 rpm, RT), mit destilliertem Wasser
gewaschen und bei 25°C in 2 ml/g Feuchtgewicht (FG) Waschpuffer fiir 15 min geschiittelt.
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Die Zellen wurden abzentrifugiert, einmal in 1,2 M Sorbitol gewaschen und pro g FG in
6,5 ml Zymolyasepuffer bei 25 oder 30 °C fiir 30 bis 60 min geschiittelt. Die Bildung von
Sphiroplasten wurde durch osmotische Lyse in Wasser getestet. Hierfiir wurden von Beginn
der Inkubation an wiederholt 50 pul der sphéroplastenhaltigen Losung in 2 ml H,O gemischt
und nach 2 min die As;s gemessen. Sobald diese gegeniiber dem Anfangswert auf 20 %
gesunken war, wurden die Sphéroplasten geerntet (5 min, 3300 rpm, 2°C) und in 6,5 ml/g FG
eiskaltem Homogenisierungspuffer resuspendiert. Die Zellen wurden durch 15 Sto8e in einem
Glashomogenisator auf Eis aufgeschlossen und anschlieBend mit dem gleichen Volumen
Homogenisierungspuffer versetzt. Nach zweimaliger Zentrifugation bei 4000 rpm (JA20,
2°C) wurden die Mitochondrien aus dem Uberstand mit 12000 rpm sedimentiert, in 10 ml
kaltem SEH-Puffer gewaschen, mit SEH eine Proteinkonzentration von 10mg/ml eingestellt,

in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C aufbewabhrt.

Waschpuffer: 0,1 M Tris; 10 mM DTT (pH nicht eingestellt)

Zymolyasepuffer: 1,2 M Sorbitol; 4 mg Zymolyase pro g FG; 20 mM KH,PO,, pH 7,4

Homogenisierungspuffer: 10 mM Tris/HCI, pH 7.4; 0,6 M Sorbitol; 0,2 % (w/v) BSA; 1 mM
EDTA und 1 mM PMSF

SEH-Puffer: 600 mM Sorbitol; 1 mM EDTA; 20 mM Hepes/KOH, pH 7,4

2.4.5 Subfraktionierung von Mitochondrien

Zur Erzeugung von Mitoplasten, d.h. Mitochondrien mit gedffneter AuBBenmembran,
wurden Mitochondrien in eiskaltem hypotonischem Puffer sog. Schwellpuffer resuspendiert
und 20 min auf Eis inkubiert. Zur Kontrolle wurden Mitochondrien in eiskaltem isotonischen
Puffer resuspendiert (0,6 M Sorbitol, 20 mM Hepes/KOH pH 7,4).

Fir die Proteasebehandlung von Mitoplasten wurde dem hypotonischen Puffer 50 bis
200 pg/ml Proteinase K zugesetzt. Zur Beendigung wurden 2 mM PMSF hinzugegeben.

Durch Carbonat-Extraktion wurden 16sliche und peripher mit der Membran assoziierte
Proteine von integralen Membranproteinen abgetrennt. Dazu wurden Mitoplasten in 0,1 M
NayCOs, 1 mM PMSF resupendiert, 30 min auf Eis inkubiert und anschlieend zentrifugiert
(226.000g, 40 min 2°C, Beckman-Ti50-Rotor). Das Sediment enthielt die integralen
Membranproteine, wahrend sich die loslichen und peripher mit der Membran assoziierten

Proteine im Uberstand befanden.
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Vor der Analyse durch SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese wurden die Proteine mit TCA
aus den Uberstinden gefillt 2.3.1.

Schwellpuffer: 2 mg/ml mitochondriales Gesamtprotein; 20 mM Hepes/KOH pH 7,4

2.4.6 Import von Proteinen aus Retikulozytenlysat

Der Import von in vitro synthetisierten Vorstufenproteinen erfolgte je nach Bedarf in
Importpuffer in An- oder Abwesenheit von 3 % BSA. Ein typischer Importansatz enthielt
60 pg Mitochondrien in einem Endvolumen von 900 pl. Der Import wurde durch Zugabe von
2 % (v/v) Lysat gestartet und erfolgte fiir unterschiedliche Zeiten bei 25 °C. Je nach
Fragestellung wurden 2 mM NADH oder 2 mM ATP zugegeben. Anschliefend wurden die
Mitochondrien abzentrifugiert, mit 200 pl SHKCI gewaschen und in 20 pl SDS-Probenpuffer

resuspendiert.

Importpuffer: [3 % BSA (fettsdurefrei)]; 0,5 M Sorbitol; 80 mM KCl; 10 mM
Mg-Acetat; 2 mM KH,POy4, pH 7,4; 2,5 mM MnCl,

SHKCI: 80 mM KCI; 20 mM Hepes/KOH, pH 7,4; 600 mM Sorbitol

SDS-Probenpuffer: 2 % (w/v) Natriumlaurylsulfat; 10 % (v/v) Glyzerin; 60 mM Tris/HCI,
pH 6,8; 0,02 % (w/v) Bromphenolblau; 5 % (v/v) B-Mercaptoethanol.

2.4.7 Mitochondriale Sublokalisation von in vitro importierten Proteinen

2.4.7.1 Nachbehandlung von Mitochondrien mit Protease

Um die Importeffizienz zu bestimmen, wurden die Mitochondrien nach dem
Proteinimport mit Protease behandelt und nicht importierte Vorlduferproteine abgedaut. Dafiir
wurden dem Importansatz 20 bis 100 pg/ml Proteinase K und nach einer Inkubation von
30 min auf Eis 2 mM PMSF zugegeben. Gegebenenfalls wurde anstelle von Proteinase K
auch Trypsin in einer Konzentration von 50 pg/ml bei 0°C fiir 15 min eingesetzt und

anschlieBend durch Zusatz von 250 pg/ml Sojabohnen-Trypsin-Inhibitor (STI) abgestoppt.
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2.4.7.2 Herstellung von Mitoplasten durch osmotischen Schock

Die AuBlenmembran von Mitochondrien aus S. cerevisiae kann durch osmotischen
Schock geo6ffnet werden (Glick, 1991). Dazu wurden Mitochondrien in Import- oder
Translationspuffer mit 3% BSA resuspendiert (1 mg mitochondriales Protein/ml), langsam
mit 20 mM Hepes/KOH, pH 7,4 zehnfach verdiinnt und fiir 30 min auf Eis inkubiert. Um die
Zuginglichkeit von Proteinen des Intermembranraumes zu iiberpriifen, wurden Mitoplasten

mit Protease behandelt, wie es unter 2.4.7.1 fiir Mitochondrien beschrieben ist.

2.4.8 Herstellung von Translokationsintermediaten mit Methotrexat

Der gefaltete Zustand von DHFR kann durch das Dihydrofolatanalogon Methotrexat
(MTX) und NADPH stabilisiert werden. Dies erlaubt es, stabile Translokationsintermediate
von DHFR-Fusionsproteinen herzustellen, in denen die DHFR-Doméne nicht entfaltet und
somit nicht importiert werden kann. Vor dem Import wurden die Fusionsproteine hierfiir in
Importpuffer in Anwesenheit von 1 pM MTX und 2 mM NADPH fiir 10 min auf Eis
vorinkubiert (1-5 % Retikulozytenlysat). Je nach Fragestellung enthielt der Ansatz zusétzlich
noch 2 mM ATP. Die eigentliche Importreaktion wurde durch Zugabe von Mitochondrien
bzw. Mitoplasten und 2 mM NADH gestartet.

2.49 Senkung der ATP-Konzentration in der mitochondrialen Matrix

Zur Senkung des mitochondrialen Gehalts an Matrix-ATP wurde das Enzym Apyrase
verwendet, das ATP zu AMP hydrolysiert. Nach Beendigung der normalen Importreaktion
wurden Mitochondrien in Apyrasepuffer (0,6 M Sorbitol, 20 mM HEPES/KOH (pH 7,4))
reisoliert (4 mg/ml) und mit 80 U/ml Apyrase versetzt. Nach 10 min Inkubation bei 25°C
wurden die Mitochondrien je nach Fragestellung reisoliert und in Laemmli-Puffer lysiert oder

mit entsprechendem Lysepuffer versetzt und fiir NINTA-Fallungen eingesetzt.
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2.4.10 Bestimmung des Membranpotentials in isolierten Mitochondrien

Der Fluoreszenzfarbstoff 3,3’-Dipropylthiodicarbocyanin Iodid (DiSCs(5), Molecular
Probes) wurde zur Messung des Membranpotentials in isolierten Mitochondrien eingesetzt.
Dieser Farbstoff wird in Abhédngigkeit vom Membranpotential in Mitochondrien
aufgenommen, was eine Abnahme des emittierten Fluoreszenzsignals zur Folge hat. Die Hohe
der Abnahme der Signalintensitit korreliert direkt mit der Hohe des Membranpotentials. Zur
Messung wurde ein SPEX FluoroMax Fluorimeter eingesetzt. Die Anregungswellenldnge war
620 nm. Das emittierte Fluoreszenzlicht wurde bei 670 nm gemessen.

Zur Messung wurden in einer Kiivette 3 ml Puffer vorgelegt, zu denen DiSC;(5) zu einer
abschlieBenden Konzentration von 1 puM zugesetzt wurde. Das Fluoreszenzsignal wurde
kontinuierlich gemessen und aufgezeichnet. Nach Zusatz von 100 ug Mitochondrien nahm
das Signal stark ab und stabilisierte sich auf einem bestimmten Niveau. Danach wurde NADH
zur Stimulierung des Membranpotentials wie bei Standardimportreaktionen bis zu einer
Endkonzentration von 2 mM zugesetzt und die weitere Absenkung des Fluoreszenzsignals
verfolgt. AbschlieBend wurde durch Zusatz von 1 uM Valinomycin das Membranpotential
zerstort, worauf die Fluoreszenz wieder anstieg. Die Differenz zwischen dem Signal vor und

nach Valinomycinzusatz diente als relatives Ma@ fiir die Hohe des Membranpotentials.

Puffer: 0,6 M Sorbitol; 0,1 % (w/v) BSA; 10 mM MgCly; 0,5 mM EDTA,
20 mM KH;,POs4, pH 7,2
DiSC;(5)-Lsg: 2 mM DiSCs(5) in DMSO

2.4.11 Markierung mitochondrialer Translationsprodukte in isolierten

Mitochondrien (in organello Translation)

Zur radioaktiven Markierung mitochondrialer Translationsprodukte in organello
wurde ein modifiziertes Protokoll nach (McKee und Poyton, 1984) eingesetzt. Dazu wurden
30 pg Mitochondrien in 50 pl Translationspuffer, der zusétzlich 5 U/ml Pyruvatkinase
enthielt, fiir 5 min bei 25-30°C inkubiert. Danach wurden 2,5 pl [*°S]-Methionin (10 pCi/ml)
zugegeben. Nach 10-20 min Inkubation bei 25-30°C wurde die Markierung durch Zugabe von
20 pl 200 mM unmarkiertem Methionin und 20 pg/ml Puromycin beendet. Die
Mitochondrien wurden reisoliert (5 min 10000g, 4°C) mit 100 mM Methionin, 0,6 M
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Sorbitol, 20 mM HEPES/KOH (pH 7,4), 80 mM KCIl gewaschen und in Laemmli-Puffer
lysiert oder je nach Fragestellung fiir weitere Behandlungen in entsprechenden Puffern
eingesetzt. Vor der Elektrophorese wurden die Proben nicht gekocht, sondern fiir 15 min bei

4°C geschiittelt, um die irreversible Aggregation hydrophober Proteine zu vermeiden.

1,5 x Translationspuffer: 0,9 M Sorbitol, 225 mM KCl, 22,5 mM K-Phosphatpuffer (pH 7,4),
30 mM Tris/HCI (pH 7,4), 19 mM MgSOs, 6 mM ATP, 7.5 mM
a-Ketoglutarat, 7,5 mM Phosphoenolpyruvat, 150 pg/ml aller
proteinogenen Aminosduren aufler Methionin, 4,5 mg/ml BSA

(fettsdurefrei)

2.5 Immunologische Methoden

2.5.1 Kopplung synthetischer Peptide an Ovalbumin

Zur Herstellung epitopspezifischer Antikdrper wurden chemisch synthetisierte
Oligopeptide als Antigene verwendet. Die nach Merrifield, 1963, von der Firma Neosystem
S.A., Stralburg, synthetisierten Peptide wurden iiber einen endstindigen Cysteinylrest an das
aktivierte Tragerprotein Ovalbumin gekoppelt. Dazu wurden 2 mg mit Maleimid aktiviertes
Ovalbumin (Pierce) in 200 pul Wasser geldst, unverziiglich mit 2 mg in 200 pl in 50 mM KPi,
pH 7,4 gelostem Peptid versetzt und 3 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Das Konjugat
wurde liber eine PD10-Saule gereinigt. Das so erhaltene Antigen konnte in Portionen zu 200

pg zur Immunisierung von Kanninchen eingesetzt werden.

2.5.2 Erzeugung polyklonaler Antiseren

Um polyklonale Antiseren zu gewinnen, wurden Kanninchen nach der von Knudsen,
1985 beschriebenen Methode immunisiert. Als Antigene wurden an Ovalbumin gekoppelte
Oligopeptide eingesetzt. Die proteinhaltige Losung wurde auf 1 mg/ml verdiinnt. 200 pl
davon wurden mit 200 pl Immunstimulanz (Titermax bzw. bei Folgeinjektionen Freunds
inkomplettes Adjuvans) versetzt und ca. 1 min auf dem Riittler homogen vermischt. Die so

erhaltenen Emulsionen wurden an mehreren Stellen subkutan injiziert. 2 Wochen nach der
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Erstinjektion wurde eine Folgeinjektion (bestehend aus Proteinlosung gemischt mit Freunds
inkomplete Adjuvans) appliziert. Nach weiteren 10 Tagen wurden aus der Ohrvene 25-30 ml
Blut entnommen. Nach dessen Gerinnung wurde daraus nach Zentrifugation (5 min 3000 g,
12 min 12.000 g) Serum gewonnen. Das darin enthaltene Komplementsystem wurde
hitzeinaktiviert (56°C, 30 min). Die oben genannte Prozedur aus Folgeinjektion und Blutung

wurde in regelmifigen Abstinden von 4-6 Wochen wiederholt.

2.5.3 Immunologischer Nachweis von Proteinen auf Nitrozellulosemembranen
(,,Western Blot*)

Um unspezifische Bindungsstellen abzusittigen, wurden Nitrozellulosemembranen
nach dem Proteintransfer 30 min in 5 % (w/v) Magermilchpulver in TBS bei RT geschwenkt.
AnschlieBend erfolgte fiir 90 min die Immundekoration mit spezifischen Antiseren, die je
nach Titer zwischen 1:250 und 1:2000 in 5 % (w/v) Magermilchpulver in TBS verdiinnt
waren. Danach wurden die Membranen fiir 5 min in 0,05 % (w/v) Triton X-100 in TBS und
zweimal fiir je 5 min in TBS gewaschen. Um die gebundenen Antikérper nachzuweisen,
wurden gegen Kanninchen-Immunglobulin G gerichtete Antikdrper verwendet, an die
Meerrettich-Peroxidase gekoppelt worden war. Diese Antikorper wurden 1:5000 in 5 % (w/v)
Magermilchpulver in TBS verdiinnt und die Membranen fiir 30 bis 90 min darin inkubiert.
AnschlieBend wurde erneut gewaschen und die gebundene Peroxidase mit einem auf
Chemoluminiszenz basierenden Detektionssystem (ECL, Amersham) nachgewiesen
(Vacherau, 1989). Die mit Substratlosung inkubierten Membranen wurden auf Rontgenfilmen

zwischen 1 sec und 10 min exponiert.

1xTBS: 10 mM Tris/HCI, pH 7,5; 150 mM NaCl

2.6 Chemikalien und Enzyme

Die verwendeten Chemikalien wurden von folgenden Firmen bezogen:

Agfa-Gevaert, Miinchen: Entwickler, Fixierer fiir Rontgenfilme
Amersham-Buchler, ECL Reagens fir Western Blots, Taq-DNA-Polymerase,
Braunschweig: [*°S]-Methionin (1100-1400 Ci/mmol)
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BioRad, Miinchen:

Biozym, Hameln:

DIFCO, Detroit, USA:

Fluka, Buchs, CH:

Genomed, Bad Oeyenhausen:

Gerbu, Gaiberg
GIBCO-BRL, Karlsruhe:
Kodak, Miinchen:
Nestle-Alete, Miinchen:
New England Biolabs,
Schwalbach:

Pharmacia, Freiburg:

Promega, Heidelberg:

Riedel de Haen, Seelze:
Roche:

Schleicher & Schiill, Dassel:
Serva, Heidelberg:

Sigma ARK, Darmstadt:

Sigma, Miinchen:

Reagenzien zur Proteinbestimmung, HRP-gekoppelte Anti-
Kanninchen-IgG (aus Ziege)

SP6 Polymerase

Bacto-Agar, Pepton, Trypton, Hefeextrakt, Yeast Nitrogen
Base (without amino acids)

Trichloressigsdure

,Jetstar -Kit

Acrylamid, Ampicillin

Agarose (ultra pure, low endoosmosis)

Rontgenfilme X-Omat XR

Magermilchpulver

Restriktionsenzyme

7-Methyl-Guanosintriphosphat (7mGpppG)
RNasin, Kanninchen-Reticulocytenlysat, pGEM-Vektoren,

TNT®-Lysat

K-Acetat

NTP, NADH, Proteinase K, DTT, Lysozym,
Ethidiumbromid, Klenow-Enzym, dNTP, Oligomycin,

Restriktionsenzyme, Tris
Nitrozellulosemembran (0,2 mm), Faltenfilter, Filterpapier
Bisacrylamid, Bromphenolblau, Coomassie Brilliant Blau R-
250, Ethanol, Harnstoff, HEPES , Lysozym, Ponceau S,
Saccharose, SDS, Siliconlésung, Spermidin, TEMED
Oligonukleotide
Ammoniumperoxodisulfat

(APS), BSA (fettsdurefrei),

Glyzerin, B-Mercaptoethanol,

fiir SDS-PAGE, PMSF, Triton X-100, Valinomycin A

Molekulargewichtstandards

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

Substanzen bezogen.
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2.7 Gerate und sonstige Materialien

Abimed, Disseldorf:
Agfa-Gevaert, Miinchen:

Amersham Pharmacia, Freiburg:

Appligene, Heidelberg:

Beckman Instruments, Miinchen:

Bender und Hobein, Miinchen:
Biometra, Gottingen:

BioRad, Miinchen:

Braun, Melsungen:

Eppendorf, Hamburg:

Fuji:

Genser, Rothenburg:
Heraeus Christ, Osterode:
Ika, Staufen:

JY HORIBA, Longjumeau,
Frankreich:

Kodak, Miinchen:

Lynnon BioSoft, Quebec, Kanada:

Memmert, Hannover:
MWG-Biotech Ag, Ebersberg:
Sartorius, Mainz:

Schleicher & Schiill, Dassel:
Schiitt, Gottingen:

Shimadzu, Kyoto, Japan:

Sigma, Miinchen:

Werkstatt des Instituts, Miinchen:

Kolbenhubpipetten
Entwicklermaschine Gevamatic® 60
Spannungsgerite, Laserdensitometer, Densitometer,
Chromatographiesysteme wie Akta Prime®
Agarosegel-Imaging-System ,,The Imager™"

J2-21

(L8-Serie),

Kiihlzentrifugen und Avanti J-25,

Ultrazentrifugen Tischultrazentrifuge
TL-100 einschlieBlich Rotoren und Zentrifugenréhrchen
Mixer zum Vortexen

TRIO-Thermoblock

Elektroporationsgerit Gene Pulser

Schiittelwasserbader, "Certomat"-Schiittler

Schiittler, = Thermostate,  Tischzentrifugen 5415,
Reaktionsgefife

Rontgenfilme, Phospho-Imager BAS-1500

Geltrockner Jetl

Brutschréinke, Inkubatoren, Bactifuge

Magnetriihrer

Fluoreszenzphotometer SPEX FluoroMax

Rontgenfilme X-Omat XR

DNAMAN 4.1 (Molekularbiologische Software)
Wiérmeschrénke

Primus 25 Personal Thermal Cycler System fiir PCR
Feinwaagen, Semi-Dry-Blotkammern
Whatman-3MM-Filterpapier

"Bioclav"-Autoklav

Photometer UV-240 und UV-120-02
Tisch-Kiihlzentrifugen

Semidry-Blot-Apparaturen, Elektrophoresekammern
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3 Ergebnisse

3.1 Ecm10 ist ein neues Mitglied der Familie der mitochondrialen Hsp70-
Proteine

Das Genom der Hefe Saccharomyces cerevisiae enthdlt 14 Gene fiir Hsp70-Proteine,
von denen 13 Proteine bereits charakterisiert bzw. lokalisiert worden waren. Fiir zwei
Proteine dieser Klasse, Sscl und Ssql, war eine Lokalisation in der mitochondrialen Matrix
gezeigt worden (Craig et al., 1989; Strain et al., 1998). Ecm10 ist das 14. Protein dieser
Klasse und zeigt die hochste Ahnlichkeit zu den beiden mitochondrialen Hsp70-Proteinen

(Abb. 5). Seine Funktion und subzelluldre Lokalisation ist unbekannt.

EcmilO Sc M.PSVWKAFKAHNIL. . ....... Rl | TRFQSTKI PDAVIKEIBNE RIS 41
Sscl Sc¢ ... M_AAKNI LNRSSL SSSFRI ATRL QSTKVQGSV[NeR» Re R j\'s; 44
Ssql Sc M_KSGRLNFLKLNI NSRLL YSTNPQL TKKMEE WD NE] RIS, 42
DnaK EC .. € | G DLGTTNS® 16

Ecmi0 Sc RWNEE. . . . GERTTPSYA = [Xo O I GER 79 ADbb. 5: Sequenzvergleich von Ecml0 mit
Sscl Sc AINEE. . GERTTPSYVA [0 J; Y] . . .

Ssql Sc AV rEs E US| VAR DVKSSPQNKDVKTIRYEMAR 92 den mitochondrialen Hsp70-Proteinen
Dnai Ee AT SOMRLS BSHQPG, - < > Sscl und Ssql sowie dem bakteriellen

Ecml0 Sc RQSVINSENTEFAIKRLI GR B=NG2A 128

Sscl Sc RQ &-NTICFAIKRLI GR §-NGEA 131 Homologen DnaKk.

Ssql Sc RQVAINS ENT/ZFATKRLI GRE VA SNGEA 142

Dnak Ec ROAYNEENTLFARKRLI GR ! ) 103 . .

Ecmio Sc Iﬁg RTYSEAR]GCE! XA SVKNTENEGAGS 177 Die Aminosiuresequenzen der
Sscl Sc Joon-rla [ees GETE AN TVPAYFNDEGRY

Ssql Sc STSNEL| QEaSefAS| LAKYERQUSE TUNIAVITVPAYFNDEQRG

DnaK Ec EVK. BOKVAEPe SKUAE! =Va1=AVIITVPAYFNDAORG

Ecri0 Sc IATKDAGE [JGLI VIR WNEPTAAAL /G o Sy FAVIZDL CGGTFDI PP . i
Sscl Sc ATKDA GLVIRWNEPTAAALN(G 'DLGGGTFDI 229 E. coli-Homologen DnaK wurden mit Hilfe
A
ARTI

132 Hefeproteine Ecml10, Sscl, Ssql und des

Ssql Sc ATKDAGRAGL )\ VERANEPTAAALE 5G| BG\\e N DL GGGTFDI 242
DnaK Ec ATKDAGR! JAGLIEVIIR EINEPTAAAL N (GE b {ejX DL GGGTFDI 202 des PrOgrammS DNAMAN 4.11 erStellt

Ecml0 Sc . NS TNGDTHL GGEDFD RN 1N | SI R
Sscl Sc . KNenzNee=vn| YL RERVS !
Ssql Sc . 3 TNGDTHL GGEDFQY |

DnaK Ec K [W2TNGDTHL GGEDFOSIR ] \VE L.
Ecml0 Sc REAACRITSIERSSTI STERNN A I'RM 318 1 1
Ssel S ERIERES T /ST N A I schwarz unterlegt, partiell konservierte
Ssql Sc T LKBVI=RANIEEE HVKKTH KSI 334 .
DnaK Ec 9 5L KEAREKAMIERSSAQQTD 298 Reste entsprechend dem Grad ihrer

[P K ... BLRV
LP N
Ecmi0 Sc PFax NI FARH! CETVERUSKTRRGR 'r$| SULMYESVERIGR 368
Sscl Sc KF 1 GIVOR NI ST SEY L MYeeVERYal 371 T . .
Ssql S¢ PMIEE IELINRIEP KeAL L DANIERE JLvea Grve 384 Ahnlichkeit farbig unterlegt.
DnaK Ec SIS VN RSIER Y ALSDACEY | RYeeoTRYEM 348
A | A "

288 Konservierte ~ Aminosdurereste  wurden

Ecnl0 Sc GRS J2VNPDE VARGAANQ G=gJ>VLLLDVTPL, 418
Sscl Sc G S VNPDEVA] QeAVLEGEYVLLLDVTPL 421
Ssql Sc RS G NSSVNPDEVARGAABQEE |LEG E VLLLDVTPLIEY]
DnaK Ec X Gz 2a (8VNPDE - VA GAAY GEe LIIGB (KB VL LLDVTPL 398
Ecnl0 Sc LG ET[l LI TSYE 468
Sscl Sc LG ET RNl \TSYE 3 471
Ssql Sc LG SAH AGYD 484
DnaK Ec La LI ] 448
Ecnl0 Sc G G [zP-PLGIPQ [ZVTFDI DANG |1 VSAKCIASEK 518
Sscl Sc G AG 5P PIGYPQl EVTFDI DARG [[1\VSARD ANINK 521
Ssql Sc G G PP AIPQ PVTFDI DARG (| \VSA EI 4 534
DnaK Ec & ez b NP7 P d¥Pal EVTFDI DARG [HEVSA EK 498
Ecnl0 Sc ASERSDTEJ DRWUNERERY KNEBRARRNAI O 568
Sscl Sc G ISENEN EQWNDAB K FK SR EARKQAI O 571
Ssql Sc | PNSCNSEE]A ANRAGEBNL| RORLEL | SKA| 584
DnaK Ec ASHEINECE] MR ANACABRKFEEL SHIL SR 547
Ecnl0 Sc S| KEFECKLPRTD. SQRLKDQRS: @SRSQ‘\GDE. . . VNDDDVGTR! 614
Sscl Sc SLE =G<\/./-£E.A T ARVQGGEE. . . VNAEEL 617
Ssql Sc LFRRY[EKLI SSEKEYSNI VE! | KNFKANENDVEI DVNG KKAT 634
DnaK Ec .. RQVEEAGRLP. ADDKTAI ESANTABETALKGED. . . . . . KAAI EABM 588
Ecnl0 Sc RTg QU 644
Sscl Sc EEAlQT! QL 654
Ssql Sc QGRAL 657
DnaK Ec AQVS! | AQQQHAQQITA 638
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Das fiir Ecm10 kodierende Gen, YEL030w, war zuvor von Lussier ef al., 1997 im
Rahmen einer genetischen Untersuchung nach Mutanten mit einer hoheren Sensitivitit gegen
die zelloberflichenangreifende Chemikalie Calcofluor Weill beschrieben worden. Daher

wurde das Gen auch als ,,Extra Cellular Mutant 10, ECM10, bezeichnet.

3.1.1 Ecm10 ist ein losliches Protein der mitochondrialen Matrix

Aufgrund der Ahnlichkeit von Ecm10 zu Sscl und Ssql konnte eine mitochondriale
Lokalisation vermutet werden. Darliber hinaus legte die Aminosduresequenz das
Vorhandensein einer aminoterminalen Prdsequenz nahe. Zur Untersuchung der intrazelluldren
Verteilung von Ecm10 wurde ein Hefestamm hergestellt (YPHEcm10Hiss), in dem Ecm10
mit einem carboxyterminalen Hexahistidylepitop unter der Kontrolle seines endogenen
Promotors chromosomal exprimiert wurde. Dieses Epitop ermdglichte es, das Protein

Ecm10-Hise spezifisch neben Sscl immunochemisch nachzuweisen.

Abb. 6: Ecml0 befindet sich in
\
A B 09 Mitochondrien.

o o
Ok- é’: § A: Ecm10-Hise kann spezifisch nachgewiesen

© ; erden. Es rden 50 mitochondriales
X aHisg = e He
S Protein mittels SDS-PAGE aufgetrennt und
N Ssc1 ~ . . .
c§ anschlieend mittels Immundekoration
Hi S @ kDa Tom22 b analysiert. Dabei wurde eine aus dem Wildtyp
anris -——
T 42 66 Sec61 - stammende Probe mit einer Probe aus dem
im44 —-— e
Mge 1 | Wbp1 _-— YPHEcm10Hisg-Stamm  verglichen, der
Bmh1 = Ecm10-His6 exprimiert. Fiir den spezifischen

Nachweis wurde ein monoklonales Antiserum
gegen das Hisg-Epitop sowie zur Ladekontrolle Antiseren gegen die mitochondrialen Proteine Tim44 und Mgel
eingesetzt. B: Ecm10-Hisg ist ein mitochondriales Protein. Subzelluldre Fraktionierung von Hefezellen und
Anreicherung fiir die verschiedenen Zellkompartimente. Nach SDS-PAGE wurden die einzelnen
Kompartimentanreicherungen unter Nachweis der folgenden Markerproteine gezeigt: Bmhl (cytosolisches
Protein), Wbpl (Endoplasmatisches Retikulum, ER), Sec61 (Endoplasmatisches Retikulum, ER), Tom?22
(Mitochondrien, Mito), Ssc1 (Mitochondrien, Mito).

Wie aus Abb. 6A ersichtlich ist, konnte Ecm10-His¢ in Zellextrakten, die aus dem
Stamm YPHEcm10Hiss gewonnen wurden, mit Hilfe des spezifischen Antiserums gegen das

Hexahistidyl-Epitop nachgewiesen werden. Bei der Auftrennung auf einem SDS-
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Polyacrylamidgel migriert das Ecml0-Hise-Protein als Bande mit einer apparenten
molekularen Masse von ca. 66 kDa. Diese ist etwas geringer als die anhand der
Aminosduresequenz  berechnete ,theoretische Masse von 70kDa, was auf eine
aminoterminale Prozessierung von Ecm10 oder ein durch den isoelektrischen Punkt (pI 5,8)
bedingtes verdndertes Laufverhalten des Proteins zuriickzufiihren sein konnte.

Um EcmlO in der Zeclle zu Ilokalisieren, wurden Hefezellen des Stammes
YPHEcm10Hiss subfraktioniert und die Anteile durch SDS-Gelelektrophorese mit
anschlieBender Immundekoration analysiert (Abb. 6B). Ecm10-Hiss konnte spezifisch in den
Mitochondrien enthaltenden Fraktionen nachgewiesen werden. Dies bestitigte die Annahme
einer Lokalisierung von Ecm10 in Mitochondrien.

Fiir den weiteren Nachweis der mitochondrialen Lokalisation von Ecm10 wurden in
vitro-Importexperimente mit isolierten Hefemitochondrien durchgefiihrt. Dazu wurde mit
[*°S]-Methionin markiertes Ecm10 in Retikulozytenlysat synthetisiert. Das Vorstufenprotein
wies eine apparente Molekiilmasse von 68 kDa (v) auf (Abb. 7, Spurl). Dies entspricht in

etwa der auf Basis der Aminosduresequenz errechneten Molekiilmasse von 70 kDa.

+Ay -Ay
10% M M MPTX M M MPTX Nagfo,
Prot.: - o+ + + - o+ + o+ S U
vV S kDa
" NS M eren — - o 60

-

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1"

Abb. 7: Ecm10 befindet sich in der mitochondrialen Matrix.

Mit [**S] Methionin markiertes Ecm10 (v) wird fiir 25 min bei 25°C in isolierte Mitochondrien importiert. Durch
Zusatz von 5uM Valinomycin (Spuren 6-9) wurde das Membranpotential zerstort. Nach dem Import wurden die
Ansitze geteilt und wie angegeben (PK) mit 50pug/ml Proteinase K behandelt (Spuren 3 und 7) oder zusétzlich
entweder einer hypotonischen Schwellung (Spuren 4 und 8) oder einer Lyse mit 1 % Triton X-100 (TX Spuren 5
und 9) unterworfen. In den Spuren 10 und 11 wird die Riickgewinnung nach Import und Carbonatextraktion
dargestellt (S, Sediment; U, Uberstand). Zum Vergleich wurden 10 % der eingesetzten Menge in Spur 1
aufgetragen. r: reifes Ecm10 nach MPP-Prozessierung, v: Ecm10 mit Prisequenz vor MPP-Prozessierung, M:

Mitochondrien; MP: Mitoplasten.

Nach dem Import wurde es zu einer reifen Form (r) mit einer apparenten

Molekiilmasse von 66 kDa prozessiert (Spur 2-3), die dem endogenen Ecm10 entspricht (vgl.
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Abb. 6). Das gereifte Ecm10 war auch nach selektiver Offnung des Intermembranraumes der
Mitochondrien durch osmotischen Schock vor dem Abbau durch von auflen zugesetzte
Protease geschiitzt. Nach Vorinkubation mit dem Ionophor Valinomycin konnte Ecm10 nicht
in Mitochondrien importiert werden. Somit zeigt der Import die fiir Matrixproteine typische
Membranpotentialabhdngigkeit. Nach einer im Anschluss an den Import durchgefiihrten
Behandlung mit ungepuffertem Natriumcarbonat konnte Ecm10 nur im Uberstand, nicht aber
in der Sedimentationsfraktion der Membranproteine detektiert werden (Abb. 7, Spur 10/11).
Daraus kann geschlossen werden, dass Ecml10 ein 16sliches Protein der mitochondrialen
Matrix ist. Somit ist Ecm10 neben Sscl und Ssql das dritte Hsp70-Protein in diesem
Subkompartiment. Ein Vergleich der unter normalen Wachstumsbedingungen vorhandenen
Mengen von Ecm10 und Sscl mittels Western Blot verdeutlichte, dass Ecm10 in deutlich
geringeren Mengen vorliegt als Ssc1 (Faktor 10-100 nicht gezeigt). Demnach ist Ecm10 kein

abundantes Protein der mitochondrialen Matrix.

3.1.2 Untersuchungen zur Funktion von Ecm10

Zu Beginn der vorliegenden Arbeit war bekannt, dass ECM10 kein essentielles Gen ist
(Smith et al., 1996.) Seine Deletion fiithrt zu keinerlei Wachstumsdefekten. Die hohe
Sequenzdhnlichkeit zwischen Ecm10 und Sscl legte eine dhnliche Funktion beider Proteine

nahe.

3.1.2.1 Mutationen in SSC1 und ECM10 fuhren zu synthetischen
Wachstumsdefekten

Zunichst wurde eine mogliche Funktionsiiberlappung zwischen Ecm10 und Sscl auf
genetischem Wege untersucht. Da SSC/ in Hefe ein essentielles Gen ist, wurde auf die
thermolabile Mutante ssc/-3 zuriickgegriffen, die eine Punktmutation im Bereich der
ATPase-Doméne tragt (Gambill ef al.,, 1993). Dieses mutierte ssc/-3-Gen bewirkt, dass
Ssc1-3 bei 37°C aggregiert und funktionsuntiichtig wird. Aber auch bei permissiver
Temperatur ist Ssc1-3 im Vergleich zum Wildtyp-Protein nicht voll funktionsfédhig. Vor dem
genetischen Hintergrund dieses thermolabilen ssc/-3-Gens wurde ECM10 disruptiert und der
Wachstumsphénotyp des resultierenden Hefestammes ssc/-34ecml() unter verschiedenen

Wachstumsbedingungen analysiert.
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YPG 16°C
wt Abb. 8: Ecm10 wird im sscl-3-Stamm fiir
das Wachstum auf nicht fermentierbaren
ssc1-3 Kohlenstoffquell“el.z bei niedriger
Temperatur benotigt.
Aecm10 Wildtyp (wt) sscl-3, Adecml0O und

ssc1-3 Aecm10

sscl-34ecml10  Zellen  wurden  auf
YP-Medium mit 2 % Glyzerin (YPG) bei
24°C {iiber Nacht angezogen. Von diesen

wt Kulturen wurden 1:10 Verdiinnungen auf
YPG-Platten ausgebracht und bei den
ssc1-3 "
angegebenen Temperaturen fiir 4 Tage
Aecm10 inkubiert.

ssc1-3 Aecm10

wit

ssc1-3

Aecm10

ssc1-3 Aecm10

Das Wachstum der Staimme YPHS500 (wt), sscl-3, Aecm10 und sscl-3Aecm10 wurde
auf YPD- (nicht gezeigt) und YPG-Festmedium bei 16°C, 24°C und 37°C gemessen. Ein im
Vergleich zu Wildtyp- und ssc-3-Zellen verdndertes Wachstum von ssc/-34ecm 10 ist dann
zu erwarten, wenn Ecm10 und Sscl iiberlappende Funktionen besitzen, oder wenn Ecm10 den
Faltungszustand des mutierten ssc/-3-Proteins beeinflusst. Bei nicht permissiver Temperatur
zeigte sscl-3 auf YPD-Medium ein im Vergleich zum Wildtyp deutlich vermindertes
Wachstum. Gleiches galt auch fiir die Doppelmutante ssc/-34ecm10. Bei 16°C und bei 24°C
wuchsen alle Staimme mit vergleichbarer Geschwindigkeit (nicht gezeigt). Das Wachstum der
untersuchten Stimme auf YPG ist mit dem Wachstum auf YPD vergleichbar (Abb. 8).
Allerdings zeigte der Aecml0-Stamm im Vergleich zum Wildtypstamm bei 37°C ein leicht
verbessertes Wachstum. Im Gegensatz zur Inkubation auf glukosehaltigem Medium zeigte der
Stamm sscl-34ecm10 auf Medium mit Glyzerin bei 16°C ein im Vergleich zum Wildtyp
sowie zu den Einzelmutanten ssc/-3 und decm10 deutlich verlangsamtes Wachstum. Ecm10

ist somit notwendig fiir das Wachstum der ssc/-3-Mutante bei niedrigen Temperaturen auf
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nicht fermentierbaren Kohlenstoffquellen. Dieses Ergebnis ist ein deutlicher Hinweis fiir ein

Uberlappen der Funktionen von Ecm10 und Sscl.

3.1.3 Funktionelle Charakterisierung von Ecm10

Die Funktion von Sscl ist in S. cerevisiae essentiell. Da EcmlO eine hohe
Sequenzéhnlichkeit zu Sscl besitzt, sollte untersucht werden, ob oder inwieweit Sscl durch

Ecm10 ersetzt werden kann.

3.1.3.1 Ecm10 kann Ssc1 in vivo nicht ersetzen

Um von vornherein Probleme eines unterschiedlichen Expressionsniveaus von Ecm10
und Sscl umgehen zu kénnen (vgl. 3.1.1), sollte untersucht werden, ob eine Uberexpression
von EcmlO in vivo Sscl funktionell ersetzen konnte. Da Hefezellen ohne Sscl nicht
lebensfdhig sind, wurde auf die im Folgenden beschriebene Methode des ,,Plasmid-
Shufflings* zuriickgegriffen (Sikorski und Boeke, 1991):

Soll ein essentielles Gen gegen eine Variante ausgetauscht werden, so wird zunichst
das zu tauschende Gen auf einem Plasmid (Schutzplasmid), gegen das spéter selektioniert
werden kann, in die Zelle eingefiihrt. AnschlieBend wird das chromosomale Gen deletiert.
Der so erhaltene Stamm {iiberlebt mit Hilfe des Schutzplasmides. In einem zweiten Schritt
wird nun das Testplasmid mit der zu untersuchenden Erbinformation in die Zelle eingebracht.
Im letzten Schritt kann jetzt gegen das Schutzplasmid selektioniert werden. Je nachdem, ob
die zu testende Erbinformation funktionell ist oder nicht, werden lebensfdhige oder gar keine

Zellen erhalten. Dies ist Abb. 9 schematisch dargestellt.
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Hefetransformation
mit .
Testplasmid
Ausgangsstamm
mit Schutzplasmid und Entfernung des
chromosomaler Deletion von SSC1 Schutzplasmids

durch Behandlung
mit 5-Fluor-Orotsaure

Zielstamm
mit chromosomaler Deletion
von SSC1 und rettendem Testplasmid

Zielstamm
mit chromosomaler Deletion von
SSC1 und nicht rettendem Testplasmid

Abb. 9: Schematische Darstellung des ,,Plasmid shufflings“
Zur Beschreibung siehe Text

Zur Untersuchung der Funktionsiiberlappung von Ecm10 und Sscl wurde von dem
haploiden Hefestamm JD100 ausgegangen. Dieser enthilt eine chromosomale Deletion von
SSCI und gleichzeitig auf dem Schutzplasmid neben dem URA3-Gen eine um die letzten 19
Aminoséurereste verkiirzte Form von Sscl. Diese carboxyterminal verkiirzte Variante von
Sscl ist voll funktionsfihig. Die Zellen dieses Stammes wurden entweder mit einem
Testplasmid, welches das ECM10-Gen oder das SSC/-Gen unter der Expressionskontrolle des
Trioseisomerasepromotors (TPI) enthielt transformiert (vgl. JD100 Ecm10 und JD100 Sscl
2.2.1).

A SN B Trp “Trp Abb. 10: Ecml0 kann Sscl
Q/(}&\ %%C) -5FOA +5FOA in vivo nicht ersetzen.
ONQQ QNQQ 0\0() A. Gesamtzellextrakte der
N N
—Y Wy JD100 ECM10 angegebenen Hefestimme
Ecm10— Ml = L wurden gemafl 2.4.1 isoliert
: und mittels SDS-PAGE und
38:511*: an -’: JD100 SSC1 Immunoblot analysiert. Dabei
) -2_ 3 wurden ein  polyklonaler

Antikdrper gegen den
Carboxyterminus von Ecm10 und ein polyklonaler Antikorper gegen das gesamte Sscl eingesetzt. B. Die unter
A analysierten Hefestimme wurden fiir 4 Tage in Abwesenheit oder Gegenwart von 5 Fluor-Orotsdure (SFOA)
bei 30°C inkubiert.
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Um die Expressionsniveaus der beiden Testplasmide zu analysieren, wurden
Gesamtzellextrakte aus den transformierten Zellen durch Immundekoration analysiert (siche
Abb. 10A). Die nach der Transformation mit den Testplasmiden erhaltenen Stimme sollten
tiber die carboxyterminal verkiirzte Version von Sscl sowie zusitzlich iiber das jeweils
Plasmid-kodierte iiberexprimierte Ecm10 bzw. Sscl verfiigen. Wie in Abb. 10A gezeigt ist,
war mit Hilfe des gegen den Carboxyterminus von Ecml0 gerichteten AntikOrpers eine
deutliche Uberexpression des Proteins nachweisbar. Die normale Menge des endogenen
Ecm10 lag unterhalb der Nachweisgrenze (vgl. Spur 1 zu 2 und 3 oberes Feld von Abb. 10A).
Durch Dekoration mit dem fiir Ssc1 spezifischen Antikorper (Abb. 10A unteres Feld) konnten
nur die beiden Varianten des Sscl nachgewiesen werden. Die in allen drei Stammen
vorhandene untere Bande (Sscl*) stellte das durch das Schutzplasmid kodierte
carboxyterminal verkiirzte Sscl dar, wihrend die nur in Spur 2 sichtbare obere Bande das auf
dem Testplasmid kodierte Volllingenprotein reprisentierte. Somit konnte gezeigt werden,
dass sowohl Ecm10 als auch Sscl korrekt exprimiert wurden.

Im zweiten Schritt der Methode des Plasmid-shufflings wurde die Funktionalitit des
tiberexprimierten Ecm10 bzw. Sscl untersucht. Dazu wurden die plasmidhaltigen Zellen mit
5-Flour-Orotsdure (SFOA) behandelt, was zum selektiven Verlust des URA3-Schutzplasmides
fiihrte.

Wie in Abb. 10B fiir zwei Stdmme beispielhaft gezeigt ist, konnten ausschlielich
solche Zellen die SFOA-Behandlung iiberleben, deren Testplasmid das SSC/-Gen kodierte.
Da im ersten Schritt nachgewiesen worden war, dass auch Ecm10 nach der Transformation
iiberexprimiert wurde, scheint somit klar, dass Ecm10 Sscl in vivo nicht ersetzen kann.

In einem letzten Schritt sollte der Abschnitt der Proteinsequenz, der fiir die
unterschiedliche Funktionalitit von Ecml0 gegeniiber Sscl verantwortlich sein konnte
genauer lokalisiert werden. Daher sollte der Carboxyterminus von Sscl, dessen
Aminosduresequenz von jener von EcmlO etwas abweicht (vgl. Abb. 5), gegen den
Carboxyterminus von Ecm10 ausgetauscht werden. Um die Problematik einer Uberexpression
zu umgehen, wurde die chromosomale Kopie von SSC/ mittels homologer Rekombination
direkt manipuliert. Die entsprechend der unter 2.2.1 beschriebenen Methode erhaltenen
haploiden Zellen des Hefestammes YPH Sscl/Ecm10 exprimierten nunmehr ein chimires
Sscl, bei dem die letzten 19 Aminosdurereste gegen die 15 letzten Aminosdurereste von
Ecml10 ersetzt worden waren. Falls die Anwesenheit des verdnderten Carboxyterminus die
Wechselwirkung von Sscl mit seinen Substraten und/oder Cofaktoren beeintriachtigt, so sollte

dies zu einem verdnderten Wachstumsphénotyp flihren.
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YPH Ssc1/Ecm10
Abb. 11: Der Carboxyterminus von Ecml10 stért nicht
die Funktion von Sscl.

Der Wildtyp-Hefestamm YPH499 (wt) sowie der
Mutantenstamm YPH Ssc1/Ecm10 wurde bei 24°C bzw.
37°C auf YPG-Medium fiir 3 Tage inkubiert.

37°C

24°C

>
YPH Ssc1/Ecm10

Wie aus Abb. 11 ersichtlich zeigten die erhaltenen Transformanden unabhingig von
der Temperatur und der eingesetzten Kohlenstoffquelle (nicht gezeigt) einen im Vergleich
zum Wildtyp normalen Wachstumsphénotyp. Somit scheint der unterschiedliche
Carboxyterminus nicht dafiir verantwortlich zu sein, dass Ecm10 die Funktion von Sscl in

vivo nicht ibernehmen kann.

3.1.3.2 Ecm10 kann Ssc1 beim Import von Proteinen in die mitochondriale Matrix
ersetzen

Nachdem im vorhergehenden Abschnitt gezeigt werden konnte, dass Sscl in vivo nicht
durch Ecm10 ersetzt werden kann, sollte im Folgenden gekliart werden, welche einzelnen
Funktionen von Sscl in vitro durch iiberexprimiertes Ecm10 {ibernommen werden konnen.
Fiir den Import von Polypeptidketten in die Matrix sind mehrere Zyklen der ATP-abhidngigen
Bindung von Sscl an die zu translozierende Polypeptidkette notig. Die ATP-abhéngige
Wechselwirkung zwischen den essentiellen Proteinen der Translokationsmaschinerie Sscl,
Tim44 und Mgel erlaubt den vektoriellen Transport durch die Innenmembran der
Mitochondrien (zur Ubersicht siehe Neupert, 1997). Um zu testen, ob eine Uberproduktion
von Ecm10 zur Ubernahme der Funktion von Sscl beim Proteinimport fiihrt, wurde Ecm10 in
der sscl-3-Mutante iiberexprimiert (ssc/-3Ecm107). In diesem Stamm wird Ecm10 unter der
Kontrolle des regulierbaren GAL1 Promotors exprimiert. Um Ecm10 eindeutig neben Ssc1-3
immunchemisch nachweisen und aufreinigen zu konnen, wurde eine Variante von Ecm10
iiberexprimiert, deren reife Form ein aminoterminales Oktahistidylepitop tragt. Da sich
gereiftes Ecm10 und Sscl in ihrer Aminosduresequenz lediglich am Carboxyterminus
unterscheiden, wurde kein carboxyterminales Epitop eingefiihrt.

Die Punktmutation in Sscl-3 fithrt zur Aggregation des Proteins infolge einer

Inkubation bei 37°C. Damit verliert das mutierte Protein seine Fihigkeit, an translozierende
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Polypeptidketten zu binden. Fiir die Importexperimente in isolierte Mitochondrien der
Mutanten wurden das gut charakterisierte Fusionsprotein Su9(1-69)-DHFR sowie das
Matrixprotein Ythl eingesetzt. Su9(1-69)-DHFR besteht aus den ersten 69 Aminosdureresten
der Untereinheit 9 der F;-ATPase aus Neurospora crassa und der Dihydrofolatreduktase
(DHFR). Da Su9(1-69)-DHFR unter den normalen Importbedingungen - wenn nur geringe
Mengen des radioaktiv markierten Vorstufenproteins transloziert werden miissen - sehr
schnell und effizient importiert wird, wurde in Konkurrenz zu dem mit [**S]-Methionin
markierten Vorstufenprotein gleichzeitig unmarkiertes, rekombinant aus E. coli gereinigtes
Protein importiert. Fiir den effizienten Import wird eine voll funktionsfahige
Importmaschinerie bendtigt. Nach Inaktivierung von Sscl-3 durch Vorinkubation bei 37°C
fiir 10 min wurden die Mitochondrien bei 25°C fiir die angegebenen Zeitabschnitte inkubiert
und reisoliert. AnschlieBend wurde nicht importiertes Material durch Inkubation mit

Proteinase K entfernt.

wit ssc1-3 ssc1-3 Abb. 12: Uberexprimiertes
Ecm104 Ecml0 ermaoglicht den Import
| Il | | ,
1" 3 10" 30" 1" 3" 10' 30" 1" 3' 10" 30" 10% von Su9(1-69)-DHFR n
V= e sscl-3-Mitochondrien.
r— — — o o —— Mitochondrien aus Wildtypzellen
1 2 345 6 7 8 9 10 1112 13 (wt, Spuren 1-4), ssci-3 Zellen
(ssci-3, Spuren 5-8) und sscl-3
E 50 T Zellen, die eine aminoterminal
E il Hiss-getaggte Versi Ecm10
) E ] isg-getaggte Version von Ecm
S 5 40 o ssc1-3Ecm104 ' .
a8 30 iiber-produzieren (ssc/-3Ecm107,
o

é S 20 f Spuren 9-12) wurden isoliert.
% 3‘2 10 /ﬂ Nach Induktion des

0 25 1-3 .. .
g' 0 H— ¢ ssci- temperatursensitiven ~ Phénotyps
= 0 10 20 30 . . ) .
Zeit [min] durch Vorinkubation fiir 10 min

bei 37°C und anschlieBend fiir
5 min bei 25°C mit einem ATP-regenerierenden System wurde der Import von gereinigtem Su9(1-69)-DHFR
Vorstufenprotein  (50pg/ml) bei 25°C durchgefiihrt. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden Proben
entnommen und mit Proteinase K behandelt. Zum Vergleich wurden in Spur 13 10 % des pro Importreaktion
eingesetzten Materials aufgetragen. Die Signale fiir das importierte gereifte Protein wurden densitometrisch

quantifiziert und graphisch als Anteil des insgesamt pro Reaktion eingesetzten Vorstufenproteins dargestellt.

Nach 30 min waren fast 50 % des zugesetzten Vorstufenproteins in Wildtyp-
Mitochondrien importiert (Abb. 12 Spuren 1-4). Dagegen wurden im gleichen Zeitraum

weniger als 5 % des Proteins in ssc/-3-Mitochondrien importiert. Dieses Ergebnis steht im
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Einklang mit den in der Literatur beschriebenen Untersuchungen zur Charakterisierung von
sscl-3 von Gambill et al, 1993 (Abb. 12 Spuren 5-8). Im Gegensatz dazu war die
Importeffizienz des Vorstufenproteins in Mitochondrien, die aus ssc/-3Ecm107T isoliert
worden waren mit der Importeffizienz in Wildtyp-Mitochondrien vergleichbar (Abb. 12
Spuren 9-12). Dies bedeutet, dass iiberexprimiertes Ecml0 die Importeffizienz von
Su9(1-69)-DHFR auf Wildtypniveau steigern kann.

Auch Ythl wird in der Zelle als Vorstufenprotein an cytosolischen Ribosomen
hergestellt und nach dem Import in die mitochondriale Matrix zwischen den Aminosduren 20
und 21 sowie 50 und 51 von MPP prozessiert (Branda et al., 1999). Da Ythl sehr kompakt
gefaltet vorliegt, bendtigt es zu seinem Import eine voll funktionsfdhige
Ssc1-Importmaschinerie (Geissler ef al., 2000).

Mit [**S]-Methionin markiertes Yfh1 wurde unter den gleichen Bedingungen wie fiir
den Import von Su9(1-69)-DHFR beschrieben in isolierte Mitochondrien importiert (Abb.
13).

Abb. 13: Uberexprimiertes Ecm10 ermiglicht den

ssc1-3 Import von Yfhl in sscl-3-Mitochondrien.

Ecm104
0% 5 20 1Ts 2015 20 1
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Mitochondrien aus Wildtyp- (wt), ssc/-3- und
ssc1-3Ecm107T-Zellen wurden fiir 10 min bei 37°C

V- vorinkubiert. AnschlieBend wurde radioaktiv
I
markiertes Yfhl (v) iiber die angegebenen
r— J——— e Zeitraume bei 25°C importiert. Nach Abschluss des
Imports wurden die Proben mit Proteinase K
1 2 3 4 5 6 7 behandelt. Zum Vergleich wurden in Spur 1 10 %
- 20 wt des pro Importreaktion eingesetzten Materials
==
= E45 e— 8 ssc1-3Ecmi0t aufgetragen. Die Signale fiir das importierte
wowm
‘%%10 / gereifte Protein (r) wurden densitometrisch
g o
T O
é;‘_ 5 quantifiziert und graphisch als Prozent des
= ssc1-3 :
0U o 2030 gesamten  Vorstufenproteins  dargestellt. ()
Zeit [min] gereiftes  Yfhl, (v;) Vorstufenform, (v,)

aminoterminal  verkiirzte Vorstufenform, die

aufgrund der fehlenden Prasequenz nicht in Mitochondrien importiert wird, (i) Prozessierungsintermediat

Die Importeffizienz von Yfthl in Mitochondrien war geringer als die von
pSu9(1-69)-DHFR. Ahnlich wie von Geissler et al., 2000 beschrieben, waren nach 20 min ca.
20 % des Ythl-Vorstufenproteins in Wildtyp-Mitochondrien importiert. Der Import von Yfh1
in sscl-3-Mitochondrien unterblieb nahezu vollstindig. Die Uberexpression von Ecm10

konnte diesen Defekt weitgehend ausgleichen und es wurden anndhernd Wildtyp-Mengen
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importiert. Im Vergleich zu Wildtyp-Mitochondrien war die initiale Importrate von Ythl in
ssc1-3Eem10T-Mitochondrien verlangsamt (Spuren 2 und 7). Nach 20 min waren allerdings
dahnliche Mengen von Yfhl importiert worden. Somit konnte unabhiangig voneinander an zwei
Vorstufenproteinen gezeigt werden, dass die Uberexpression von Ecm10 die Importdefekte in

Ssc1-3-Mitochondrien fast vollstandig beseitigen kann.

3.1.3.3 Ecm10 verhindert nicht die Aggregation von Ssc1-3

Im Folgenden sollte geklart werden, auf welche Weise Ecm10 den Proteinimport in
sscl-3-Mutanten wiederherstellt. Wie bereits erwdhnt, kommt es infolge der thermischen
Vorbehandlung von ssc/-3 zu einer Aggregation des mutierten Proteins. Moglicherweise ist
Ecm10 in der Lage, diese Aggregation von Ssc1-3 zu verhindern und wiirde somit indirekt die
Importfdhigkeit wiederherstellen. Um diese These zu iiberpriifen, wurde das
Aggregationsverhalten von Sscl-3 in An- und Abwesenheit von iiberexprimiertem Ecml10
analysiert.

Dazu wurden isolierte Mitochondrien unter den Vorinkubationsbedingungen der unter
3.1.3.2 beschriebenen in vitro Importexperimente (10 min, 37°C) oder bei 0°C inkubiert und
anschlieBend mit 0,1 % Triton X-100 lysiert. Die aggregierten Bestandteile wurden durch
Ultrazentrifugation von den l6slichen Bestandteilen getrennt und anschlieBend durch
Immundekoration unter Verwendung von Antikérpern gegen Sscl bzw. das Histidylepitop

analysiert und quantifiziert (Abb. 14).
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Abb. 14: Uberexprimiertes Ecm10 schiitzt Ssc1-3 nicht vor Aggregation.

Mitochondrien aus sscl-3-Zellen (sscI-3) und sscl-3-Zellen, die Ecml0 iiberproduzieren (ssc/-3Ecm107T),
wurden isoliert und in Importpuffer aufgenommen. Die Reaktionen wurden geteilt; ein Teil wurde fiir 10 min bei
37°C, der andere bei 0°C inkubiert. Nach Reisolation wurden die Mitochondrien in 0,1 % Triton lysiert, die

unléslichen Anteile (S) sedimentiert und die Proteine des Uberstandes (U) mit TCA gefillt.
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Ssc1-3 aggregierte dabei nur nach Vorinkubation bei 37°C. Die Aggregatbildung
wurde durch die Uberexpression von Ecm10 nicht verhindert. Unter diesen Bedingungen
aggregierte auch ein Teil des liberexprimierten Ecm10 (nicht gezeigt).

Damit scheint es unwahrscheinlich, dass Ecml10 indirekt den Importdefekt von
sscl-3-Mitochondrien supprimiert, indem es die Aggregation von Sscl-3 verhindert und

dieses in einem funktionellen Zustand erhalt.

3.1.3.4 Ecm10 bindet an Importintermediate

Neben einem Membranpotential ist in der Matrix lokalisiertes ATP notwendig fiir den
Import mitochondrialer Vorstufenproteine. ATP wird von Sscl bendtigt, um geméall dem
Modell eines molekularen Sperrhakens die Polypeptidkette mit Hilfe mehrerer Zyklen des
direkten Bindens und Freilassens des Vorstufenproteins durch Sscl vollstindig iiber die
Innenmembran zu transportieren. Nachdem gezeigt werden konnte, dass Ecm10 in der Lage
ist, aggregiertes Sscl-3 widhrend des Importes teilweise zu ersetzen, sollte nun geklart
werden, ob Ecm10 ebenfalls an translozierende Polypeptidketten binden kann.

Da in sscI-3Ecm10T Ecm10 mit einem Oktahistidylepitop exprimiert wird, sollte mit
Hilfe der Ni-NTA-Affinitdtschromatographie untersucht werden, inwieweit Vorstufenproteine
noch wihrend des Imports zusammen mit Ecm10 isoliert werden konnen. Zum Vergleich
wurde neben ssc/-3Ecm107T ein Hefestamm sscl-3Sscl1T eingesetzt, in dem Sscl mit einem
aminoterminalen Oligohistidylepitop iiberexprimiert wird. Wildtyp-, ssc-3Ssc1T- und
ssc1-3Ecm10T-Mitochondrien wurden bei 37°C vorinkubiert und anschlieBend fiir 10 min mit
radioaktiv markiertem Su9(1-69)-DHFR inkubiert. Nach dem Import wurden die Proben mit
Apyrase behandelt, um ATP zu depletieren und somit die Wechselwirkung zwischen Substrat
und Hsp70 zu stabilisieren. Im Anschluss daran wurden die Mitochondrien reisoliert und
entweder in Gegenwart von ATP und Magnesium oder ohne Zusatz von ATP lysiert.
His-Ecm10  und  His-Sscl  sowie  deren  Bindungspartner = wurden  durch
Affinitdtschromatographie iiber Ni-NTA-Agarose aus dem Proteingemisch isoliert. Die
Bestimmung der mit den gereinigten Proben koeluierenden Menge des radioaktiven
Vorstufenproteins ~ Su9(1-69)-DHFR  erfolgte  durch ~ SDS-Gelelektrophorese  und
Autoradiographie.
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Abb.  15:  Su9(1-69)-DHFR

ssc1-3 ssc1-3 bindet an Ecml10 und an Sscl
wit SSC1 * Ecm10 * Mitochondrien aus Wildtyp- (wt,

ATP | T . Il T - T -+ |10% Spuren  1-3),  sscl-3SsclT-
(Spuren  4-6) oder  sscl-

& 3Eem10T-Zellen (Spuren 7-9)
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2 3 4 5 6 7 8 9 10 vorinkubiert und anschlieBend

fir 10 min bei 25°C mit **S-
markiertem Su9(1-69)-DHFR

inkubiert. Spur 10 zeigt 10 % des pro Importreaktion eingesetzten Materials. Nach ATP-Depletion durch
Inkubation fiir 10 min bei 25°C in Gegenwart von 50 mU/ml Apyrase wurden die Ansitze geteilt. Die
Mitochondrien wurden reisoliert und entweder direkt der SDS-PAGE unterworfen (T, gesamt) oder in
Abwesenheit (-ATP, Spuren 2, 5, 8) bzw. in Gegenwart von 2 mM ATP (+ATP, Spuren 3, 6, 9) lysiert. Der so
erhaltene Extrakt wurde nach Zentrifugation mit NiNTA-Agarose inkubiert Die Agarosekugeln wurden
gewaschen. Die gebundenen Proteine wurden eluiert und durch SDS-PAGE und Autoradiographie sichtbar
gemacht. Die mit T gekennzeichneten Spuren zeigen 10 % des fiir die Bindung an Ni-NTA verwendeten

Materials.

Wie in Abb. 15 gezeigt, koeluierte reifes Su9(1-69)-DHFR Protein sowohl mit
His-Sscl, als auch mit His-Ecm10. Demgegeniiber wurde kein radioaktiv markiertes
Vorstufenprotein aus Wildtypextrakten isoliert (Spuren 2 und 3). Die Bindung an Sscl und
Ecm10 erfolgte nur in Abwesenheit von ATP (Spuren 6 und 9).

Dies zeigt, dass sowohl His-Sscl, als auch His-Ecm10 an importierte Polypeptidketten
binden. Somit erscheint es wahrscheinlich, dass iiberexprimiertes Ecml10 durch ATP-
abhingige Bindung an das Vorstufenprotein die reduzierte Importaktivitit von Sscl-3

wiederherstellt.

3.1.3.5 Ecm10 bindet effizient an Mge1, jedoch nur schwach an Tim44

Die in den vorherigen Kapiteln beschriebenen Ergebnisse legen nahe, dass Ecm10
durch ATP-abhéngige Bindung von Vorstufenproteinen teilweise die Funktion von Sscl in
der mitochondrialen Translokationsmaschinerie iibernehmen kann. Daher sollte geklart
werden, inwieweit eine Wechselwirkung zwischen Ecm10 und Tim44 bzw. Mgel besteht.

Zunichst sollte die mogliche ATP-abhidngige Wechselwirkung von Ecm10 mit Mgel
nachgewiesen und néher charakterisiert werden. Zu diesem Zweck wurden Extrakte aus

Wildtyp- und ssc/-3Ecm10T-Mitochondrien gewonnen und mit oder ohne ATP inkubiert. Die
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nach Affinitdtsreinigung von Ecm10 an Ni-NTA-Sepharose mitgereinigte Menge an Mgel

wurde durch SDS-Gelelektrophorese und Immundekoration bestimmt. Abb. 16A zeigt das

Ergebnis der Coomassiefiarbung.
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Abb. 16: Ecm10 bindet Mgel
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Mitochondrien aus Wildtyp-Zellen (wt, Spuren 1-3) oder der sscI-3Ecm10T-Mutante (Spuren 4-6) wurden bei

37°C vorbehandelt und wie angegeben in An- oder Abwesenheit von 2mM ATP lysiert. Die so gewonnenen

Extrakte wurden mit Ni-NTA-Agarose inkubiert. Das gebundene Material wurde nach Waschen und Elution von

den Agarosekugeln auf ein SDS-Gel aufgetragen und mit Coomassie gefdrbt (A) oder durch Western Blot

analysiert (B). Die Spuren 2, 3, 6 und 7 in Abb. 16A représentieren jeweils 10 % des nach der Lyse eingesetzten

Materials. () bezeichnet ein kogereinigtes unbekanntes Protein. Analog wurden 10 % des ohne ATP lysierten

Materials in den Spuren 1 und 4 von Abb. 16B aufgetragen. Eine unspezifische Kreuzreaktion des Mgel-

Antiserums ist mit einem X markiert. Da zur Detektion von Mgel ein polyklonaler, fiir den Nachweis des Hisg-

Epitops aber ein monoklonaler Antikdrper eingesetzt wurde, erlauben die Signalintensititen keine Riickschliisse

auf die Héufigkeit der Proteine.



64 3 Ergebnisse

Wie aus Abb. 16A erkennbar ist, wurde nur aus ssc/-3Ecm10T-Mitochondrien ein
Protein mit einer apparenten Molekiilmasse von ca. 65 kDa isoliert (vgl. Abb. 16A Spuren 8
und 9). Abb. 16B zeigt, dass dieses Protein mit Hilfe eines gegen das Histidylepitop
gerichteten monoklonalen Antikorpers als Ecm10 identifiziert werden konnte.

Neben Ecml0 wurden aus ssc/-3Ecml0T-Mitochondrien zwei weitere Proteine
spezifisch aufgereinigt (vgl. Abb. 16A Spur 8); das kleinere davon (apparente Molekiilmasse
22 kDa) jedoch nur in Abwesenheit von ATP (vgl. Abb. 16A Spur 9). Mit Hilfe des Western
Blots konnte es als Mgel identifiziert werden (Abb. 16B Spuren 4-6). Da Mgel nur in
Anwesenheit des tiberexprimierten Ecm10 angereichert wurde und nicht an inaktiviertes
Ssc1-3 bindet (Schneider et al., 1994), konnte so eine ATP-abhédngige Bindung von Mgel an
Ecm10 nachgewiesen werden. Dies steht im Einklang mit der ATP-abhidngigen Bindung von
Mgel an Sscl (Schneider et al,, 1994) und legt den Schluss nahe, dass Mgel auch als
Nukleotidaustauschfaktor fiir Ecm10 fungiert.

Neben Mgel wurde ein weiteres Protein (*) mit Ecm10 gereinigt (Abb. 16A, Spuren 8

und 9). Dieses hatte eine apparente Molekiilmasse von ca. 45 kDa. Die Natur dieses Proteins
ist unbekannt. Die Anwesenheit von Tim44 konnte durch Immundekoration ausgeschlossen
werden.

Fiir die Funktion von Ssc1 beim Import von Proteinen in die mitochondriale Matrix ist
neben der Interaktion mit Mgel auch die Interaktion mit Tim44 erforderlich. Nachdem
gezeigt werden konnte, dass EcmlO an importierte Vorstufenproteine bindet, die
Importaktivitit in ssc/-3Ecm10T-Mitochondrien wiederherstellt und ATP-abhingig mit Mgel
in Wechselwirkung tritt, lag der Schluss nahe, dass Ecm10 wie Sscl auch mit Tim44
interagiert. Eine schwache Bindung zwischen Ecm10 und Tim44 konnte wihrend des Imports
des Vorstufenproteins Su9(1-69)-DHFR beobachtet werden (nicht gezeigt). Diese Bindung
konnte auch zu einem am Aminoterminus mit einem Histidylepitop versehenen Sscl aus
sscl-3Ssc1T-Mitochondrien nachgewiesen werden (nicht gezeigt). Da in beiden Fillen nur
geringe Mengen von Tim44 gebunden wurden, konnte ein storender Einfluss des
Histidylepitops eine Rolle spielen.

Somit interagiert Ecm10 neben Mgel auch mit Tim44. Die Wechselwirkungen zu
beiden Komponenten werden durch ATP reguliert. Dies deutet darauf hin, dass Ecm10 bei der
Translokation von mitochondrialen Vorstufenproteinen eine mit Sscl vergleichbare Rolle

ubernehmen kann.
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3.1.3.6 Ecm10 kann die Faltungsaktivitat von Ssc1 nur unvollstandig ersetzen

Neben seiner Funktion bei der Translokation von Polypeptidketten iiber die
mitochondriale Innenmembran spielt das Chaperon Sscl auch eine wichtige Rolle bei der
korrekten Faltung von Polypeptidketten in der Matrix. Nachdem im Abschnitt 3.1.3.4 gezeigt
werden konnte, dass Ecm10 direkt an die translozierenden Polypeptidketten binden kann,
sollte im Folgenden geklédrt werden, ob Ecm10 die Faltung eines in die Matrix importierten
Proteins fordern kann.

Dazu wurden geringe radioaktiv markierte Mengen des bereits beschriebenen
Vorstufenproteins Su9(1-69)-DHFR bei nicht permissiver Temperatur in wt-, ssc/-3- und
ssc1-3Ecm10T-Mitochondrien importiert (siche auch Abschnitt 3.1.3.2). Nach Abschluss des
Imports und Entfernung von Importintermediaten durch Inkubation mit Protease wurden die
Mitochondrien lysiert und durch Zentrifugation in l6sliche und unldsliche Fraktionen
getrennt. Neben der Loslichkeit des importierten Proteins ist die Unempfindlichkeit der
DHFR-Domine gegeniiber Proteaseverdau ein direktes MaB fiir den Grad ihrer Faltung
(Rowley et al., 1994b). Nur die korrekt gefaltete DHFR-Doméne ist unter den gewihlten
Bedingungen proteaseresistent. Daher wurde anschlieend der Faltungszustand der DHFR-
Domine durch Proteasebehandlung kontrolliert. Die Autoradiografie und ihre quantitative

Analyse sind in Abb. 17 dargestellt.
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Abb. 17: Ecml0 kann die Faltungsaktivitiit
von Sscl nur unvollstindig ersetzen.

Das Vorstufenprotein Su9(1-69)-DHFR wurde
fiir 10 min bei 37°C in isolierte Mitochondrien
aus den angegebenen Stimmen importiert.
Nach Abstoppen der Reaktion mit 0,1 mM
Valinomycin wurden die Ansétze mit 50 pg/ml
Trypsin 15 min auf Eis inkubiert und
anschlieBend die Protease durch die Zugabe
eines 50-fachen Uberschusses von STI
inhibiert. Die Mitochondrien wurden reisoliert
und in 0,5 % Triton X-100-haltigem SHKCI
fiir 15 min bei 0°C lysiert. Die Ansdtze wurden
geteilt und 10 min bei 17500g zentrifugiert.
Eine Hilfte der Sedimente wurde direkt in
Laemmli-Puffer aufgenommen, wiahrend eine
Hilfte der Uberstinde mit TCA behandelt und
die gefillten Proteine in Laemmli-Puffer
resuspendiert wurde (-PK). Die jeweils andere
Hilfte der Uberstinde bzw. der Sedimente
wurde mit 100 pg/ml Proteinase K fiir 10 min
auf Eis inkubiert, anschlieBend mit TCA
behandelt und die gefillten Proteine in
Laemmli-Puffer resuspendiert (+PK). Zur
Quantifizierung  wurde das  Verhiltnis
zwischen Sediment und insgesamt
importiertem Protein ohne PK-Behandlung

(unléslich) bzw. das Verhéltnis zwischen

Uberstand mit PK-Behandlung zu insgesamt importiertem Protein ohne PK-Behandlung (gefaltet) ermittelt, (S:

Sediment; U: Uberstand)

In Mitochondrien, die kein funktionelles Sscl enthielten, war die Menge an

importiertem Su9(1-69)-DHFR im Vergleich zu Wildtyp-Mitochondrien auf ein Fiinftel

reduziert. Ungefdhr ein Drittel davon wurde nach der Lyse der Mitochondrien sedimentiert

(vgl. auch Gambill et al., 1993). Die Uberexpression von Ecm10 fiihrte zu einer Verringerung

des Anteils an aggregiertem Protein auf 15 %. Wie oben beschrieben, ist neben der

Loslichkeit des importierten Proteins die Unempfindlichkeit der DHFR-Doméne gegeniiber

Proteasen ein direktes Mall fliir den Grad ihrer Faltung (Rowley et al., 1994b). Nach
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Proteinase K-Behandlung konnte diese Domine nur in den Uberstinden nachgewiesen
werden, die das losliche Protein enthielten. In Mitochondrien aus dem sscl -3Ecm107T-Stamm
befand sich mehr importiertes Protein in der I8slichen Form als in Mitochondrien ohne
Uberexpression von Ecml0. Allerdings blieb ein groBerer Anteil des importierten
Su9(1-69)-DHFR-Proteins proteaseempfindlich (vgl. Abb. 17 Spur 3 —PK und +PK zu Spur 7
—PK und +PK). Ahnlich wie im ssc/-3-Stamm wurde nur ca. die Hilfte des importierten
Proteins so gefaltet, dass es gegeniiber der Proteasebehandlung unempfindlich war.

Ecm10 steigert also die Importrate und die Loslichkeit des Vorstufenproteins, kann
aber nicht im gleichen Maf3e die Faltung des importierten Materials fordern.

Um die Faltungsaktivitidt von Ecm10 unabhéngig von seiner Rolle beim Proteinimport
zu untersuchen, wurde dessen Einfluss auf die Aggregation des l6slichen Matrixproteins Varl
infolge einer Hitzeschockbehandlung gepriift. Varl ist eine ribosomale Untereinheit und das
einzige 16sliche Protein, das in S. cerevisiae mitochondrial kodiert ist. Daher kann seine
Synthese in isolierten Mitochondrien beobachtet werden. Funktionelles Sscl verhindert die
Aggregation von unter Hitzeschockbedingungen neu synthetisiertem Varl. Sscl-3 besitzt

diese Faltungsaktivitét nicht mehr (Herrmann et al., 1994b).

Abb. 18: Ecml0 kann die Aggregation

o I o 3
o"' 60’\ 6\'\ von Varl nur unvollstiindig verhindern.
& & s Qfo Wildtyp- (wt), sscI-3- und sscl-3Ecm107T-
30°C ' G s U g s U I s U | Mitochondrien wurden fiir 10 min bei
37°C vorinkubiert. Anschlieend wurde je
pien w—— —-?zé E <«Var1 cin Teil der vorbehandelten Mitochondrien
37°C _ - ' in in organello-Translationspuffer
D e verdiinnt und wie angegeben bei 30°C
i b i “: — <Var1 oder 37°C in Gegenwart von [*S]-
oo ﬂ 5 P Y Methionin fiir 30 min inkubiert. Die
12 3 4 5 6 7 8 9 Ansitze wurden geteilt und eine Hilfte
60 30°C 10 min auf Eis mit 0,1 % Triton X-100
7 |
T 037°C lysiert. Nach 15min Zentrifugation
©
> 50 wurden die unloslichen Anteile direkt in
0
g 40 Laemmli-Puffer resuspendiert (S). Die
-% 30 Proteine der 16slichen Uberstéinde und der
@
5 unlysierten Fraktionen wurden zunéchst
o 4
© 20 mit TCA gefillt. Nach der Auftrennung
2
° 101 . der Proteine mittels SDS-PAGE und
0,_-—| i i . Autoradiographie erfolgte die quantitative
wt ssc1-3 Essc:;):i Analyse  durch  Densitometrie  des
cm

Autoradiogramms.
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Isolierte Wildtyp-, sscl-3- und sscI-3Ecm10T-Mitochondrien wurden zur Inaktivierung von
Ssc1-3 bei 37°C vorinkubiert. AnschlieBend wurden die Mitochondrien fiir 30 min bei 30°C
oder 37°C in Translationspuffer mit [*>S]-Methionin inkubiert. Zur Bestimmung des Anteils
an aggregiertem Varl wurden die Mitochondrien lysiert und aggregiertes Material durch
Zentrifugation sedimentiert. Wie aus Abb. 18 ersichtlich, liegt Varl in Wildtyp-
Mitochondrien nahezu ausschlieflich in 16slicher Form vor (Spur 2). In Mitochondrien aus
beiden Mutantenstimmen neigt Varl zur Aggregation (Spuren 5 + 8). Diese Neigung war
starker ausgeprdgt, wenn die Translation bei 37°C durchgefiihrt worden war (unteres Feld
Spuren 5 + 8). Die Aggregation von Varl in ssc/-3-Mitochondrien konnte durch das
tiberexprimierte Ecm10 nicht verhindert werden (Abb. 18 unteres Feld, vgl. das Verhiltnis
von Spur 5/6 zu Spur 8/9).

Dies ist ein weiterer Hinweis darauf, das Ecm10 {iber eine im Vergleich zu Sscl nur
geringe Faltungsaktivitét verfiigt. Einschrinkend muss allerdings darauf verwiesen werden,
dass das in diesen Experimenten eingesetzte iiberexprimierte Ecm10 mit einem Oligohistidyl-
Epitop am Aminoterminus versehen war. Bisher konnte nicht abschlieBend geklart werden, ob

diese Verdnderung einen nennenswerten Einfluss auf die Faltungsaktivitdt von Ecm10 hat.
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3.2 Insertion bitoper Membranproteine

Neben der Matrix ist die Innenmembran ein weiteres wichtiges Kompartiment der
Mitochondrien. Viele Proteine der Innenmembran sind Untereinheiten hochmolekularer
Multienzymkomplexe, die eine Reihe wichtiger chemischer Reaktionen katalysieren. Eine
Vielzahl dieser Proteine wird durch eine oder mehrere hydrophobe Dominen in der
Innenmembran verankert. Da die Erbinformation fiir die meisten von ihnen aus dem
mitochondrialen Genom in den Zellkern verlagert wurde, miissen auch diese Proteine nach
ithrer Synthese im Cytosol in die Mitochondrien transportiert und korrekt sortiert werden. Wie
eingangs erlautert, wurden dazu bisher drei verschiedene Wege beschrieben: die Insertion aus
dem Intermembranraum mit Hilfe des TIM22-Komplexes, die konservative Sortierung iiber
die Matrix sowie eine Stop-Transfer-Insertion aus dem TIM23-Komplex. Bis auf Oxal sind
alle bisher bekannten konservativ sortierten Proteine monotope Membranproteine, die nur
eine membranspannende Domine (Transmembrandoméne) enthalten. Nur wenig ist iiber den
Import und die Sortierung von Innenmembranproteinen mit mehr als einer
Transmembrandomine (polytope Membranproteine) bekannt. Am Beispiel bitoper
Membranproteine, die mit Hilfe des TIM23-Komplexes importiert werden, sollte die Frage
nach einem allgemeinen Modell fiir die Sortierung dieser Untergruppe von

Innenmembranproteinen geklart werden.

3.2.1 Sortierung von Mrs2

Mrs2 ist ein Magnesiumtransporter der mitochondrialen Innenmembran. Es gehort zu
einer konservierten Familie von bakteriellen und mitochondrialen Proteinen mit &hnlicher
Topologie (Bui ef al., 1999). Seine Topologie umfasst zwei Transmembrandominen, wobei
sowohl der Aminoterminus, als auch der Carboxyterminus in die Matrix ragen (Bui ef al.,
1999). Daher wurde Mrs2 in der vorliegenden Arbeit als Modellprotein zur Untersuchung der
Topogenese polytoper Membranproteine der mitochondrialen Innenmembran eingesetzt.
Sowohl die bakteriellen Homologen als auch Mrs2 enthalten einen kurzen, negativ geladen

Sequenzabschnitt zwischen den beiden Transmembrandoménen (vgl. Abb. 19A).
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vollstandige arretierte
Translokation Translokation
/ \ C-terminaler
Import
Matrix

Export
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Insertion aus Insertion aus

der Matrix dem IMR

ADbb. 19: Schematische Darstellung méglicher Import- und Sortierungswege von Mrs2

A. Die Nummerierung bezeichnet die Aminosdurereste des Proteins. Die Transmembrandominen sind als
schwarze Kisten dargestellt. Fiir die Intermembranraumdoméne und den sich carboxyterminal an die zweite
Transmembrandoméne anschlieBenden Bereich ist die Aminoséuresequenz mit den Ladungen der einzelnen
Aminosdurereste angegeben. Der Pfeil bezeichnet die vorhergesagte Prozessierungsstelle. Im Kasten ist eine -
helikale Projektion der Aminosdurereste 363 bis 374 wiedergegeben. Dabei veranschaulicht die durchgezogene
Linie die hydrophobe Oberflache der Helix. B. Zwei alternative Sortierungswege zur Topogenese von Mrs2.

Siehe Text. IM, Innenmembran; IMR, Intermembranraum

Wie in Abb. 19A gezeigt, enthélt der carboxyterminal direkt an die zweite
Transmembrandoméne angrenzende Sequenzabschnitt von Mrs2 mehrere positiv geladene
Aminosdurereste. Strukturvorhersagen machen eine amphipathische Helix fiir diesen Bereich
wahrscheinlich. Derartige Strukturmerkmale konnten bereits als interne mitochondriale
Zielsequenzen bzw. Insertionssignale fiir benachbarte hydrophobe Sequenzabschnitte
identifiziert werden (Folsch et al., 1996). Demnach sind fiir die Sortierung von Mrs2 iiber die
Innenmembran zwei Mechanismen denkbar. Diese sind in Abb. 19B dargestellt: Mrs2 konnte
zuerst vollstindig iiber die Innenmembran hinweg in die mitochondriale Matrix importiert
werden. Von hier aus konnte dann in einem zweiten Schritt die Insertion in die
Innenmembran erfolgen. In diesem Fall wiirde ein zweites internes Importsignal nicht
bendtigt. Alternativ dazu konnte die Translokation der Polypeptidkette im Bereich der ersten
Transmembrandoméne angehalten werden. Anschliefend wiirde der Carboxyterminus mit
Hilfe einer zweiten Zielsequenz vom Intermembranraum ausgehend in die Innenmembran

inseriert.
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3.2.1.1 Mrs2 enthalt zwei unabhangige Importsignale.

Um die in Mrs2 enthaltenen Zielsequenzen aufzufinden, wurde die Importfahigkeit
von in vitro synthetisiertem radioaktiv markiertem Mrs2 und dessen Abkdommlingen
untersucht. Wie aus Abb. 20 ersichtlich, wurde das Vorstufenprotein, das die gesamte
Aminosdurekette von Mrs2 umfasste, effizient in isolierte Mitochondrien importiert. Es wurde
ein proteolytisch gereiftes Protein (r) erhalten, das auch nach Offnen der AuBenmembran
weitgehend unempfindlich fiir von auBBen zugesetzte Protease war. Bei Zusatz groBer Mengen
von Proteinase K wurde ein kleiner Teil des importierten Mrs2 gespalten, wobei zwei
Fragmente entstanden (verdeutlicht durch Pfeile). Diese entsprechen einer Spaltung innerhalb
der Intermembranraumdoméne von Mrs2. Der grofite Teil des Proteins wurde auch unter
diesen Bedingungen nicht gespalten, da sich die Intermembranraumdomaéne in enger Néhe zur
Innenmembran befindet. Diese proteaseresistente Lokalisation wurde auch fiir das endogene
Protein beschrieben (Bui et al, 1999). Nach Behandlung mit alkalischer Carbonatlésung
wurde das Protein in der Membranfraktion gefunden. Demnach wird auch das
Vorstufenprotein von Mrs2 unter den Bedingungen des in vitro-Imports in isolierte

Mitochondrien korrekt sortiert.

Mrs2 Abb. 20: Import von Vollliingen-Mrs2.

Clelslelolo) O 00
A YLK H‘W’U‘U‘o'—

[*S]-markiertes Mrs2 wurde mit isolierten

Wildtyp-Mitochondrien fiir 30 min bei 25°C

o
g M +—MP— N82CO3 inkubiert. Die Ansitze wurden geteilt und
N . . .

PK 0 0 50100500 S U entweder ohne Zusitze auf Eis stehen gelassen
[kDa] (M) oder durch osmotischen Schock
e sV eschwollen (MP) und gleichzeitig wie

45— -« ML e — — - S g (MP) g g
36 — angegeben flir 30 min auf Eis mit 0 bis 500
- < pg/ml Proteinase K (PK) behandelt. Die
29 — - . Mitochondrien ~ wurden  reisoliert  und
24 — enthaltene Proteine tiber SDS-Page
aufgetrennt. Fir die Carbonatextraktion
20— -« (Na,CO3) wurden Mitoplasten nach

Behandlung mit 50 pg/ml Proteinase K
reisoliert und nach Lyse mit 0,1 M Na,CO; in
Carbonat-extrahierbare  (U) und  nicht
extrahierbare (S) Anteile getrennt. Die linke
Spur zeigt 20 % des Vorstufenproteins, das pro Reaktion eingesetzt wurde. Die Pfeile bezeichnen die

proteolytischen Fragmente von Mrs2.
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Wenn Mrs2 vom Intermembranraum aus in die Innenmembran inseriert, sollte die
erste Transmembranregion als Stop-Signal wihrend der Translokation {iber die
Innenmembran fungieren. Um dies zu testen, wurde der carboxyterminale Bereich nach der
ersten Transmembranregion durch eine faltungsdefiziente Mutante der Dihydrofolatreduktase
aus Maus (DHFR™") ersetzt und das so erhaltene Fusionsprotein, welches die ersten 345
Aminosdurereste des Mrs2 umfasste, aus Retikulozytenlysat in vitro in isolierte
Mitochondrien importiert. Dabei wurde das Fusionsprotein vollstindig in die mitochondriale
Matrix importiert (vgl. Abb. 21). Das gegen von auflen zugesetzte Proteasen resistente Protein
befand sich im Uberstand der Carbonatfraktionierung und war somit nicht in die
Innenmembran integriert. Die Abwesenheit eines membranassoziierten Fragments spricht

gegen das Vorhandensein eines Stopsignals innerhalb der untersuchten Mrs2-Sequenz.

Mrs2(1-344)-DHFR™t

PO DHF Rm us Abb. 21: Die erste Transmembrandomiine von

B000 E_W\’ Mrs2 bewirkt kein Abstoppen der Translokation
57 kD2 . iiber die Innenmembran.

5 Radioaktiv markiertes Mrs2(1-344)-DHFR™" wurde
g M M M P N 32903 fiir 30 min in Wildtypmitochondrien importiert. Der

Q] PK P K S U Ansatz wurde geviertelt. Die einzelnen Anteile
N wurden wie angegeben entweder fiir 30 min nur auf
kDa] = o= == — -_ Eis stehen gelassen (M), oder mit Schwellpuffer auf

45 — ) #ad : r is stehen gelassen (M), oder mit Schwellpuffer au
Rt Eis inkubiert (MP) und wie angegeben mit 50 pg/ml

36 — " Proteinase K (PK) behandelt. Fiir die Trennung der
29 l6slichen Proteine von den Membranproteinen
24 — wurde der letzte Ansatz nach Schwellen und

Proteinase K-Behandlung mit Na,CO; fraktioniert.
2] s

Nachdem gezeigt werden konnte, dass der Import von Mrs2 nicht durch ein Stopsignal
auf Hohe der ersten Transmembrandoméne angehalten wird, sollte die Frage geklart werden,
ob ein weiteres funktionelles internes Importsignal innerhalb des carboxyterminalen an die
zweite Transmembrandoméne angrenzenden Bereichs vorhanden ist. Dazu wurden die

Aminoséurereste 337-470 des Mrs2 an den Carboxyterminus von DHFR fusioniert (Abb. 22).
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A DHFR-Mrs2(337-470) B DHFR-Mrs2(337-470)
KK~ DI

L D e—
15 kDa 15 kDa

2 M MP M MP 2 M MP M MP
[kDa] & PK PK Q PK PK
36 —
— —— — -
29 —
24 —
20—
14— - -
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Abb. 22: Der carboxyterminale Bereich von Mrs2 enthiilt ein weiteres Importsignal.

Die radioaktiv markierten Vorstufenproteine DHFR-Mrs2(337-470) und DHFR-Mrs2(337-470)KK— DI wurden
fiir 30 min bei 25°C in isolierte Mitochondrien (M) oder in Mitoplasten (MP) importiert. Danach wurden die
Ansitze geteilt und wie angegeben mit 50 pg/ml Proteinase K (PK) behandelt. Die Pfeile markieren die Grofe
eines 15 kDa-Fragmentes, das mit DHFR-Mrs2(337-470) beobachtet wurde.

DHFR-Mrs2(337-470) wurde nicht in isolierte Mitochondrien importiert.
Wahrscheinlich verhindert die Né&he der gefalteten DHFR-Domine zum moglichen
Importsignal dessen Wechselwirkung mit der Translokase der Innenmembran (Ungermann e¢
al., 1994). Dieses Fusionsprotein wurde allerdings effizient in die Innenmembran von
Mitoplasten inseriert. Der Zusatz von Protease fiihrte zur Bildung eines Fragmentes mit einer
apparenten Masse von ca. 15 kDa, die mit der fiir den Carboxyterminus erwarteten Masse von
14,7 kDa gut iibereinstimmte. Um das Importsignal genauer zu charakterisieren, wurden die
beiden direkt auf die zweite Transmembrandomaéne folgenden positiv geladenen Reste Lysse3
und Lysses durch einen negativ geladenen (Aspses) sowie einen ungeladenen Aminosdurerest
(Ileses) ersetzt. Das so erhaltene Fusionsprotein mit diesem Ladungsaustausch wurde nicht in
die Innenmembran inseriert. Auch konnte nach Proteasebehandlung kein Fragment generiert
werden. Dies bedeutet, dass Mrs2 sowohl {iber eine typische aminoterminale Zielsequenz, als
auch tiber ein internes Insertionssignal verfiigt. Letzteres dhnelt den internen Signalen von

Bcesl und Cytochrom ¢, (Folsch et al., 1996, Arold et al., 1998).
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3.2.1.2 Das interne Importsignal wird nicht zur Sortierung von Mrs2 bendétigt

Nachdem wie in Abschnitt 3.2.1.1 beschrieben die erste Transmembrandoméne nicht
zu einem Anhalten der Translokation iiber die Innenmembran fiihrte, sollte im Folgenden
geklart werden, welche Bedeutung dem internen Sortierungssignal bei der Insertion der
zweiten Transmembrandoméne zukommt. Dazu wurde das zweite interne Sortierungssignal
im Vorstufenprotein Mrs2 durch Austausch der positiv geladenen Aminosaurereste Lys3q3 und
Lysses4 gegen einen negativ geladenen (Gluses) und einen neutralen (Leusss) Aminosdurerest
inaktiviert. Das so erhaltene Mrs2™" konnte unter den oben beschriebenen

Standardbedingungen in isolierte Mitochondrien importiert werden.

M rsz Selelololo) = m@)@ CIC)
M rSZ mut 000000 B m@ G

Abb. 23: Mrs2™ erlangt eine N;,-C;,-

Topologie iiber die mitochondriale

c\o M M M P N 82C03 Innenmembran nach in vitro Import.

O am

AN PK PK S U Radioaktiv  markiertes Volllingen-
Ve Mrs2 und Mrs2™", eine

—
Msz e !__ - Doppelpunktmutante mit dem

Austausch K363E, K364L, wurden mit

M 2 mut Ve isolierten Wildtypmitochondrien fiir 30
I's P,—-.—.—. o . , : :
25° rtiert
A _ min bei 25°C  importie und
1 2 3 4 5 6 anschlieBend wie in  Abb. 21

beschrieben weiterbehandelt.

Beide Proteine erlangen eine in Mitoplasten gegeniiber Proteasen geschiitzte
Umgebung (Abb. 23 Spuren 3 und 4). Demnach wird das interne Insertionssignal in vitro
nicht fiir den Transport des Carboxyterminus iiber die Innenmembran benétigt. Auch die
Insertion in die Innenmembran erfolgte nahezu unverandert. Wie in Abb. 23 gezeigt, konnten
dhnliche Mengen an Mrs2 und Mrs2™" nach Carbonatbehandlung in der Membranfraktion
detektiert werden (Spuren 5 und 6).

Nachdem in vitro keine Unterschiede zwischen der Wildtypform und der
Mutantenform von Mrs2 festgestellt werden konnten, sollte geklirt werden, inwieweit dieses
Ergebnis auch auf in vivo-Bedingungen iibertragbar ist. Dazu wurde iiberpriift, ob Mrs2™"
einen Mrs2-defizienten Hefestamm retten kann. Dazu wurden carboxyterminal um ein

2mut

Hamagglutininepitop (HA-Epitop) erweiterte Varianten von Mrs2 und Mrs unter



3 Ergebnisse 75

Kontrolle eines Trioseisomerase-Promotors exprimiert und anschliefend das Wachstum auf

nicht fermentierbaren Kohlenstoffquellen wie Glyzerin getestet.

. Abb. 24: Das interne Importsignal wird weder fiir die
A Glukose Glyzerin pOTISig: fi

Sortierung, noch fiir die Funktion von Mrs2 in vivo

bendatigt.

A, Amrs2-Zellen wurden mit den Plasmiden pFBI12
(Mrs2, wt), pFB13 (Mrs2™", mut) und dem leeren

Ausgangsplasmid pYX142 ) transformiert.
AnschlieBend wurden die Stimme fiir 3 Tage bei 30°C

auf Minimalmedium mit Glukose (links) oder Glyzerin

B Mrs2 Mrs2 ™ (rechts) als Kohlenstoffquelle wachsen gelassen. B,
M g‘}? M ISE Mitochondrien aus den  oben  beschriebenen
% Mutantenstimmen wurden isoliert und ohne weitere
Mrs2 S s :-_- - Vorbehandlung (M) oder nach osmotischem Schock
(MP) und Behandlung mit 100 pg/ml Proteinase K (PK)
CCTHL p— durch Western Blot analysiert. Zum immunochemischen
Nachweis wurden Antikdrper gegen Aconitase (Acol),
Cytochrom c;-Hamlyase (CCIHL) und das

Acol e -— - e Hiamagglutininepitop (Mrs2) eingesetzt.

1 2 3 4

Wie in Abb. 24A gezeigt konnen Hefezellen ohne den Magnesiumtransporter Mrs2
kein Glyzerin verstoffwechseln. Sowohl die Expression von Mrs2, als auch von Mrs2™!
konnen diesen Defekt kompensieren. Somit konnte gezeigt werden, dass auch unter in vivo
Bedingungen das interne Insertionssignal fiir die Funktion von Mrs2 nicht bendtigt wird.

Um zu bestitigen, dass sowohl im Falle von Mrs2, als auch im Falle von Mrs2™" der
Carboxyterminus in der Matrix lokalisiert war, wurden aus beiden Stammen Mitochondrien
isoliert und die Mrs2-Derivate mittels Immundekoration untersucht. Wie aus Abb. 24B
ersichtlich wurde in beiden Fillen das carboxyterminale HA-Epitop auch in Mitoplasten vor
von auflen zugesetzter Protease geschiitzt. Somit konnte gezeigt werden, dass in beiden Féllen
die Carboxytermini in die mitochondriale Matrix ragten und daher auch unter in vivo
Bedingungen die Funktion des internen Insertionssignals zur korrekten Sortierung nicht

bendtigt wurde. Da ein funktionelles Insertionssignal essentiell fiir die Insertion aus dem

Intermembranraum sein sollte, schien ein Sortierungsweg liber die Matrix wahrscheinlicher.
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3.2.1.3 Mrs2 bildet ein I6sliches Sortierungsintermediat

Bei einem Sortierungsweg durch die mitochondriale Matrix sollte in Abhéngigkeit der
Kinetiken des Imports und der anschlieBenden Insertion in die Innenmembran das Protein
zwischenzeitlich 16slich in der mitochondrialen Matrix vorliegen. Um ein derartiges l0sliches
Sortierungsintermediat nachzuweisen, wurde Wildtyp Mrs2 aus Retikulozytenlysat in isolierte
Mitochondrien in vitro fiir verschiedene Zeitriume importiert und das nicht importierte
Material durch Proteasezusatz entfernt. AnschlieBend wurde ein Teil der Probe durch
alkalische Carbonatlosung in 16sliche und Membrananteile getrennt (Abb. 25). Nach einer
Importdauer von 5 Minuten war der grofite Teil des importierten Proteins noch 16slich. Nur
22 % waren mit der Membran assoziiert. Im Verlauf der Importreaktion nahm dieser Anteil
kontinuierlich zu und erreichte nach 60 min einen Wert von ca. 70 %. Um sicher zu gehen,
dass dieser Effekt nicht durch eventuelle Reste des sedimentierenden Materials im Uberstand
speziell wiahrend der frithen Zeitpunkte verursacht wurde, wurden zur Kontrolle sowohl die
Sedimentfraktionen, als auch die Uberstéinde mit den beiden Markerproteinen Aac2 und Mgel
untersucht. Dabei konnte eine eindeutige Trennung von 16slichen und Membranproteinen
gezeigt werden. Auch die Quantifizierungen der Wiederholungen dieses Experimentes (vgl.

Abb. 25B) bestitigten im Rahmen der statistischen Abweichung das Ergebnis.
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Abb. 25: Mrs2 bildet voriibergehend ein losliches Zwischenprodukt in der Matrix.

Radioaktiv markiertes Mrs2 wurde in isolierte Wildtypmitochondrien ohne Zusatz von ATP und NADH iiber die
angegebenen Zeitrdume importiert. AnschlieBend wurden die Mitochondrien mit 50 pg/ml Trypsin zur
Entfernung noch unvollstindig translozierter Polypeptidketten behandelt. Die Ansdtze wurden geteilt und eine
Hilfte (Gesamt) zur SDS-PAGE vorbereitet. Die zweite Halfte wurde mit Hilfe von 0,1M Na,CO; in 16sliche
(Uberstand) und unlésliche (Sediment) Anteile gespalten. Die Signale wurden mit Hilfe eines Densitometers
analysiert. Die Ordinate zeigt das Verhéltnis von reifem Mrs2 in der Membranfraktion zur Mrs2-Gesamtmenge

an.
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Dies zeigt, dass Mrs2 voriibergehend ein 16sliches Sortierungszwischenprodukt in der
Matrix bildet, welches in einem zweiten, langsameren Schritt von der Matrix aus in die
Innenmembran inseriert (siche Modell in Abb. 19).

Wie bereits in Abb. 20 gezeigt kann ein Teil des importierten Mrs2 Proteins durch
Proteasezusatz zu Mitoplasten in zwei Fragmente gespalten werden. Aufgrund ihrer Masse
kann davon ausgegangen werden, dass diese den in die Innenmembran inserierten Amino-
bzw. Carboxyterminus von Mrs2 darstellen. Um einen unabhingigen Nachweis fiir die
Insertion von Mrs2 aus der Matrix in die Innenmembran zu erbringen, wurde Wildtyp Mrs2
aus Retikulozytenlysat in isolierte Mitoplasten in vitro fiir 3 bzw. 30 min importiert und nach
Ende der Importreaktion mit Proteinase K behandelt. Die Bildung der in Abb. 20 gezeigten
Fragmente dient dabei als direktes Mal} fiir den Insertionsgrad des importierten Proteins.
Nach 3 min konnten keinerlei Fragmente detektiert werden, wahrend nach 30 min die mit

Pfeilen markierten Fragmente beobachtet werden konnten (Abb. 26).

Clolslelolo) D @8
wo00v B‘W’O‘mf—

35 kDa 15 kDa
) -PK +PK Abb. 26: Mrs2 bildet voriibergehend ein gegeniiber
Zeit: :c\)] T3 30" "3 30" Proteasen geschiitztes Zwischenprodukt in der Matrix

Radioaktiv markiertes Mrs2 wurde in isolierte Wildtyp-
Mitoplasten in Anwesenheit von NADH und eines ATP-
regenerierenden Systems importiert. Nach 3 und 30 min
wurden Proben entnommen und fiir 30 min in Abwesenheit
oder unter Zusatz von 100 pg/ml Proteinase K bei 25°C
inkubiert. Um die Intaktheit der Innenmembran zu
iiberpriifen, wurden Antikorper gegen
D-Laktatdehydrogenase (DId1) und Mgel eingesetzt. Die
durch Proteasezusatz entstandenen Fragmente wurden mit
Pfeilen markiert. Die Lage der Standardmolekiilmassen

wurde links angegeben.

Unter Beriicksichtigung, dass das reife Protein sowie die daraus entstehenden
Fragmente unterschiedlich stark markiert waren (12 Mol ®*'S/mol fiir das reife Protein, 8 Mol
351S/mol fiir das aminoterminale Fragment, 4 Mol *°!S/mol fiir das carboxyterminale
Fragment), konnte mehr als die Hailfte des importierten Proteins durch Proteasezusatz
gespalten werden. Dies kann als weiteres Indiz dafiir angesehen werden, dass Mrs2 iiber ein

16sliches Sortierungsintermediat in der Matrix in die Innenmembran inseriert wird.
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3.2.1.4 Die Membraninsertion von Mrs2 ist unabhangig von Oxa1 und Mba1

Nachdem eine Sortierung von Mrs2 durch die mitochondriale Matrix gezeigt werden
konnte, sollte der Einfluss der Proteine Oxal und Mbal auf diesen Sortierungsweg genauer
untersucht werden. Beide spielen eine wichtige Rolle bei der Insertion verschiedener
Innenmembranproteine aus der Matrix (He und Fox, 1997; Hell et al., 1998; Hell et al.,
2001). Um ihre Rolle genauer zu analysieren, wurde radioaktiv markiertes Mrs2 unter in
vitro-Bedingungen in Mitochondrien aus Wildtyp-, doxalAmbal- oder Aytal0-Zellen
importiert. Die Aytal(O-Mitochondrien wurden zur Kontrolle eingesetzt, da sie wie doxal-
Mitochondrien keine funktionelle Atmungskette besitzen und somit &hnliche energetische

Voraussetzungen bestanden (Abb. 27).

Aoxa1l
A wt Amba1 Ayta10
G S U G S U G S U

Mrs2 —=e— — -—— — = Radiographie

Aac2 == o —— — —
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883
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Abb. 27: Oxal und Mbal werden nicht fiir die Insertion von Mrs2 benétigt.

A, Mrs2 wurde in Mitochondrien aus Wildtyp-, doxal Ambal- oder Aytal(0-Zellen importiert und mit Na,CO;
subfraktioniert. Zur Kontrolle wurden anschlieend die Signale fiir das 16sliche Protein Mgel und das unldsliche
Protein Aac2 analysiert. B, Die Signalintensititen wurden quantifiziert und der Anteil an carbonat-
sedimentierbarem Material angegeben. C, Die Signalintensititen fiir ein wie unter A beschriebenes
unabhiingiges Experiment in Wildtyp- und bei 37°C fiir 10 min vorbehandelte oxal*-Mitochondrien wurden
quantifiziert und der Anteil an Carbonat-sedimentierbarem Material in Bezug auf insgesamt importiertes Protein

angegeben. G, gesamt; S, Sediment; U, Uberstand
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Nach 30 min wurde nicht importiertes Material durch Proteasezusatz entfernt.
Anschliefend wurden die Mitochondrien durch Zusatz alkalischer Carbonatldsung in 16sliche
und Membrananteile subfraktioniert. Mit Hilfe der SDS-PAGE und Radiographie wurde
anschlieBBend der Anteil an membrangebundenem und 16slichem Mrs2 analysiert (Abb. 27A).
In Wildtyp-Mitochondrien befanden sich 62% des importierten Mrs2 in der Membranfraktion.
In AoxalAmbal- und AytalO-Mitochondrien war ein geringerer Anteil (45%) des reifen Mrs2
carbonatresistent (Abb. 27B). Ahnliche Werte wurden mit Aoxal-Mitochondrien gefunden
(nicht gezeigt). Die geringfiligige Erniedrigung des Anteils an membrangebundenem Mrs2 ist
wahrscheinlich auf die langsamere Importgeschwindigkeit in Folge des in beiden Féillen
verringerten Membranpotentials zurlickzufithren. Um die Annahme zu bestétigen, dass
lediglich das geringere Membranpotential und nicht die Abwesenheit von Oxal fiir die
geringfligig reduzierte Membraninsertionsrate von Mrs2 verantwortlich war, wurde Mrs2 in
Mitochondrien (oxal”) importiert, die eine temperatursensitive Mutante von Oxal enthielten
(Bauer et al., 1994). Die Verwendung dieser konditionellen Mutante ermdglichte es, die
Funktion von Oxal vor Beginn des Experiments durch eine kurzfristige Vorinkubation bei
37°C auszuschalten. Da Oxal wihrend der Isolation der oxal”-Mitochondrien aktiv war,
besitzen diese eine voll funktionsfihige Atmungskette. Auch nach Induktion des oxa®-
Phinotyps verfiigen diese Mitochondrien iiber ein normales Niveau des Membranpotentials
(Hell et al., 1997). Nach Import konnten auch in diesem Fall dhnliche Mengen von Mrs2 in
den Membranfraktionen von Wildtyp- und oxal”-Mitochondrien nachgewiesen werden (Abb.
27C).

Demnach hingt eine effiziente Insertion von Mrs2 in vitro weder von der Anwesenheit

von Oxal, noch von Mbal ab.
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3.2.2 Sortierung von Yta10

Nachdem in den vorhergehenden Abschnitten gezeigt werden konnte, dass Mrs2 seine
Topologie durch Insertion aus der mitochondrialen Matrix in die Innenmembran einnimmt,
sollte die Frage untersucht werden, ob dieser Sortierungsweg nur fiir Proteine mit kleinen
geladenen Dominen gilt. Daher wurde YtalO als Modellprotein gewéhlt. Die Topologie von
YtalO ist bekannt: Es ist wie Mrs2 ein bitopes Innenmembranprotein, allerdings mit einer

deutlich ldngeren Intermembranraumdoméne von ca. 10 kDa (Pajic ef al., 1994).

ADbb. 28: Schematische Darstellung der Topologie von
Ytal0

Die Nummerierung markiert die Aminoséurereste des
Proteins. Die Transmembrandomaénen sind als schwarze
Blocke dargestellt. Die Reste und Ladungen der
carboxyterminal auf die zweite Transmembrandoméne
folgenden Aminosduren sind dargestellt. Der Pfeil
markiert die vorhergesagte Prozessierungsstelle. Die

eingekreisten Zahlen geben den isoelektrischen Punkt

der entsprechenden Matrix- bzw.

Intermembranraumdoménen wieder.

Die stark geladene Domédne von 89 Aminosdureresten zwischen den beiden
Transmembrandoménen ragt in den Intermembranraum. Bisher wurde eine Insertion in die
Innenmembran von der Intermembranraumseite aus postuliert (Arnold et al., 1998), obwohl
Ytal0 keinen Aminosdureabschnitt im Anschluss an die zweite Transmembrandoméne
aufweist, der eine amphipathische Helix ausbilden konnte (Abb. 28).

Ytal0 kann als radioaktiv markiertes Vorstufenprotein in isolierte Hefemitochondrien
importiert werden. Nach dem Import wird die Prisequenz in der Matrix durch MPP
abgespalten (Abb. 29).Nach Offnen der AuBenmembran durch hypotonische Schwellung und
Proteasebehandlung wird ein Fragment f mit einer apparenten Molekiilmasse von 58 kDa
erhalten. Die Masse dieses Fragmentes korreliert mit der theoretisch errechneten Masse der

carboxyterminalen Matrixdomine von 58,7 kDa (Abb. 29).
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Abb. 29: Ytal0-Import in isolierte

sor——& Mitochondrien.
' -58.7 kDa Radioaktiv markiertes Ytal0-
(=]
85 M MP M MP MP Volllangenprotein wurde flir 30 min bei
N *
PK PK PK 25°C mit Wildtyp-Mitochondrien inkubiert.
[kDa] = =V AnschlieBend wurden die Ansdtze geteilt
| — —— - -
66— ° - und entweder auf Eis stehen gelassen (M),
-~ f oder wéhrend der Schwellung in
hypotonischem Puffer (MP) mit 150 pg/ml
1 Z 3 4 5 6 . . : o .
. . Proteinase K fiir 30 min auf Eis inkubiert
Radiographie Western Blot

(linke Halfte Spuren 2 und 3). Das
endogene Ytal0 wurde durch Western Blot in Mitochondrien (M) bzw. geschwollenen Mitochondrien (MP), die
mit 150 pg/ml Proteinase K 30 min auf Eis (PK) oder bei 25°C (PK*) inkubiert worden waren, detektiert (rechte
Halfte Spuren 4-6). Die aus dem Vorstufenprotein (v) gebildete reife Form (r) wurde durch die

Proteasebehandlung in die Fragmente f und f* umgewandelt.

YtalO ist Teil eines hochmolekularen Komplexes in der Innenmembran. In fritheren
Untersuchungen wurde gezeigt, dass die im Intermembranraum gelegene Doméne von YtalO
aufgrund der Assemblierung kaum fiir Proteasen zugénglich ist (Pajic et al., 1994). Im
Rahmen dieser Studie zeigte sich allerdings, dass auch das endogene YtalO durch Zugabe von
Protease zu Mitoplasten zu einem Fragment von ca. 62 kDa verkiirzt wurde (vgl. f*). Bei
Erhohung der Proteasekonzentration (auf 200 pg/ml) sowie der Reaktionstemperatur (auf
25°C) wurde YtalO zumindest teilweise zu einem carboxyterminalen Fragment von 58 kDa
abgebaut. Dieses konnte mit Hilfe eines gegen den Carboxyterminus gerichteten Antikorpers
durch Western Blot immunochemisch nachgewiesen werden (Abb. 29 Spur 6). Demnach
verhielt sich das in vitro importierte YtalO-Vorstufenprotein dhnlich wie endogenes YtalO

und wurde wie dieses in die Innenmembran sortiert.

3.2.2.1 Yta10 bildet eine in der mitochondrialen Matrix lokalisierte
Sortierungszwischenstufe

Im Folgenden sollte der Sortierungsweg von YtalO genauer untersucht werden. Dazu
wurde das chimire Fusionsprotein Ytal0(1-265)-DHFR™" bestehend aus den ersten 265
Aminosdureresten des YtalO0 Proteins und einer faltungsdefizienten Variante der DHFR
eingesetzt. Dieses Fusionsprotein umfasst beide Transmembrandoméinen von YtalO sowie
weitere 20 Aminosdurereste der carboxyterminalen Matrixdomédne (Abb. 30A). Dieses

Fusionsprotein ermdglicht die Insertion des importierten Proteins durch die Bildung
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aminoterminaler und carboxyterminaler Fragmente zu verfolgen. Das mit [*°S]-Methionin
markierte Fusionsprotein wurde in isolierte Mitochondrien importiert und der
Reaktionsmischung nach verschiedenen Inkubationszeiten Proben entnommen. Die
Mitochondrien wurden anschlieBend geschwollen und gleichzeitig mit Proteinase K inkubiert.
Nach kurzen Inkubationszeiten wurde lediglich die von MPP prozessierte reife Form des

Fusionsproteins gefunden.

A Yta10 (1-265)-DHFR™Mut
PPV DHERMUt Abb. 30: Ytal0 bildet ein
fﬁ‘-’é‘& m U Sortierungszwischenprodukt in der Matrix.
—8 kDa— ' 23.6 kDa

A, Schematische Darstellung des
Vorstufenproteins Ytal0(1-265)-DHFR™". Die

B

Molekiilmassen der inserierten Fragmente sind

20%

25 5 75 10 15 30

angegeben. B, Radioaktiv ~ markiertes

kDa
[kDa] Ytal0(1-265)-DHFR™  (v)  wurde in
45— Wildtypmitochondrien iiber die angegebenen

36- Zeitraume  bei  25°C  importiert.  Die

29— Mitochondrien ~ wurden  reisoliert,  durch
24~ hypotonische ~ Schwellung in  Mitoplasten
20— umgewandelt und mit 150 pg/ml Proteinase K
fir 30 min auf Eis inkubiert. Die Proteine
14- wurden durch  SDS-PAGE  aufgetrennt,
anschlieend auf Nitrozellulose transferiert und
iber  Autoradiographie  analysiert.  Die
Zugénglichkeit des Intermembranraumes wurde

durch Western Blot-Analyse mit Antikérpern

@

gegen das  Innenmembranprotein  DIld1
kontrolliert  (nicht gezeigt). Die durch
Proteasezusatz  erhaltenen Fragmente von
Ytal0(1-265)-DHFR™" sind mit f; und £
bezeichnet. C, Die Signale fiir die reife (r) und
die fragmentierte () Form von

Ytal0(1-265)-DHFR™ wurden densitometrisch

Proteinmengen
[willktrliche Einheiten]

quantifiziert. Die Werte wurden entsprechend

Zeit [min]

dem Gehalt an Methionin korrigiert.

Der Bereich zwischen den Transmembrandoménen war demzufolge unzugénglich fiir
Proteasen und somit in der Matrix lokalisiert. Im weiteren Verlauf der Reaktion konnte eine

Abnahme des in der Matrix geschiitzten, gereiften Proteins verfolgt werden. Stattdessen
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wurden zwei neue Fragmente (f; und f;) gebildet. Sie hatten eine apparente Molekiilmasse
von 24 bzw. 9 kDa, was den errechneten Molekiilmassen des carboxyterminalen (23,6 kDa f)
bzw. des aminoterminalen Fragments (8 kDa f;) entspricht (Abb. 30B).Wie aus der in Abb.
30C wiedergegebenen Quantifizierung deutlich wird, durchlief die reife, matrixgeschiitzte
Form von Ytal0(1-265)-DHFR™" ein Maximum nach 15 min, wihrend die Werte fiir das
fragmentierte, inserierte Fusionsprotein iiber den gezeigten Zeitraum kontinuierlich
zunahmen. Daraus lisst sich schlieBen, dass das Fusionsprotein Ytal0(1-265)-DHFR™" ein
16sliches Sortierungsintermediat in der mitochondrialen Matrix bildet, welches im Verlauf der
Reaktion in die Innenmembran inseriert und zugénglich fiir von auflen zugesetzte Protease

wird.

3.2.2.2 Die Bedeutung von Oxa1 fiur die Insertion von Yta10 in die Innenmembran

Nachdem gezeigt werden konnte, dass YtalO ein Sortierungsintermediat in der Matrix
bildet, sollte als Néchstes geklart werden, ob die Insertion der beiden Transmembrandoménen
in Abhéngigkeit von Oxal erfolgt. Oxal ist ein Insertionsfaktor fiir Su9(1-112)-DHFR (Hell
et al, 2001). Daher wurde die Insertionskinetik von Ytal0(1-265)-DHFR™" in
Aoxal-Mitochondrien verfolgt (Abb. 31).
X
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Abb. 31: Ytal0 wird in Aoxal Mitochondrien importiert, aber nur sehr ineffizient sortiert.

Radioaktiv markiertes Ytal0(1-265)-DHFR™" (v) wurde iiber die angegebenen Zeitriume bei 25°C in Aoxal-
Mitochondrien importiert. Die Mitochondrien wurden reisoliert, geschwollen und mit 150 pg/ml Proteinase K
fiir 30 min auf Eis inkubiert. f; und f, stellen die nach Insertion in die Innenmembran durch Proteasebehandlung
erhaltenen Fragmente von Ytal0(1-265)-DHFR™" dar. Die Signale fiir die reife (r) und die fragmentierte (f,)
Form von Ytal0(1-265)-DHFR™" wurden densitometrisch quantifiziert und die Werte entsprechend dem Gehalt

an Methionin korrigiert.
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Zwar wurde das Fusionsprotein effizient in die Aoxal-Mitochondrien importiert,
dennoch war die Insertion in die Innenmembran drastisch verringert, was sich in der fast
vollstdndigen Unzuginglichkeit der Intermembranraumdomane fiir extern zugesetzte Protease
duBerte. Selbst nach einer Inkubation von 30 min konnte das carboxyterminale Fragment
kaum detektiert werden. Aufgrund der Deletion von OXA41 fehlt diesen Mitochondrien eine
funktionelle Cytochrom c-Oxidase sowie ein Teil der Aktivititen der Cytochrom c-Reduktase
und der F Fo-ATPase, was zu einer deutlichen Verringerung des Membranpotentials in diesen
Mitochondrien fiihrt (Abb. 32) Dieser Effekt kann auch in Mitochondrien beobachtet werden,

die aufgrund des Fehlens von mitochondrialer DNS keine Atmungskette besitzen (p°).

+Farbstoff Abb. 32: Vergleich der
] _ Membranpotentiale in Wildtyp- Aoxal-
A ¢ +Mitochondrien IR \:;)(81 und p’-Mitochondrien.
Aus den angegebenen Stimmen isolierte

Mitochondrien wurden wie unter 2.4.10

beschrieben in einem Fluorimeter bei

25°C vermessen. Nach Zugabe des
Fluoreszenzfarbstoffes DiSC5(5)
(+Farbstoff) und der Mitochondrien
(+Mitochondrien) wurden 2 mM NADH
(+NADH) zur  Stimulation eines

willkiirliche Einheiten

Membranpotentials zugesetzt, das durch

0 100 200 300 400 500 600
Zeit [sec]

Zugabe von 10 nM Valinomycin

(+Valinomycin) vernichtet wurde.

Die beobachtete drastische Abnahme der Insertion in die Innenmembran von
Aoxal-Mitochondrien konnte daher entweder mit dem Fehlen der Proteinexportkomponente
Oxal, oder mit einem zu geringen Membranpotential zusammenhéngen. Um zwischen beiden
Moglichkeiten zu unterscheiden, wurde die Sortierungskinetik von Ytal0(1-265)-DHFR™ in
Mitochondrien (oxal”) untersucht, die die bereits beschriebene temperatursensitive Mutante

von Oxal enthielten (Bauer et al., 1994).
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Abb. 33: Import und Insertion vonYtal0 in oxal”-Mitochondrien erfolgen mit ihnlicher Geschwindigkeit wie

in Wildtyp-Mitochondrien.

A, Radioaktiv markiertes Ytal0(1-265)-DHFR™ wurde in Wildtyp- und oxal”-Mitochondrien nach
Vorinkubation von 10 min bei 37°C iiber die angegebenen Zeitrdume bei 25°C importiert. Anschlieend wurden
die Mitochondrien reisoliert, geschwollen und mit 150 pg/ml Proteinase K fiir 30 min auf Eis inkubiert wie in
Abb. 31. B, Die Signale fiir die reife (r) und die fragmentierte (f;) Form von Ytal0(1-265)-DHFR™" wurden
densitometrisch quantifiziert und die Werte entsprechend dem Gehalt an Methionin korrigiert. Gezeigt ist der
Anteil an fiir die Protease zugénglichem Material (d.h. in die Innenmembran inseriertes Material) im Verhéltnis

zur Gesamtmenge des importierten YtalO.

Wie bereits unter 3.2.1.4 beschrieben, liegt nach Inaktivierung von Oxal® in diesen
Mitochondrien ein normales Niveau des Membranpotentials vor (Hell et al., 1997).
Ytal0(1-265)-DHFR™" inserierte effizient in die Innenmembran der oxal”-Mitochondrien
(Abb. 33A) und zeigte eine mit dem Wildtyp vergleichbare Kinetik (Abb. 33B). Demnach
scheint die Funktionsfdhigkeit von Oxal keine Bedeutung fiir die Insertion von YtalO zu
haben, wéhrend die Insertion anderer Vorstufenproteine, die Oxal benétigen, unter diesen
Bedingungen vollstindig unterblieb (nicht gezeigt). Einen weiteren Hinweis dafiir, dass Ytal0
ohne die Vermittlung von Oxal und Mbal in die Innenmembran inserieren kann, liefert die
Beobachtung, dass in Adoxal- und Ambal-Mitochondrien normale Mengen von endogenem

YtalO nachgewiesen werden konnten (Abb. 34).

S
& Y70 V& Abb. 34: Aoxal- und Ambal-Mitochondrien enthalten normale Mengen
[kDa] an endogenem Ytall.
Isolierte Mitochondrien aus Wildtyp-, doxal- und Ambal-Zellen wurden
45— . . B —Tima4 durch SDS-PAGE und Western Blot analysiert. Dabei wurden Antikdrper

36—

gegen die mitochondrialen Proteine YtalO, Tim44 und Cytochrom c-

gi— s wse == —=CCPO  peroxidase (CCPO) eingesetzt.
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3.2.2.3 Die Insertion von Yta10 ist abhangig vom Membranpotential Ay

Nachdem die starke Reduktion der Membraninsertion von Ytal0 in
Aoxal-Mitochondrien moglicherweise auf ein vermindertes Membranpotential in diesen
Mitochondrien zuriickzufiihren war, sollte im Folgenden der Einfluss des Membranpotentials
auf die Insertion von YtalO in die Innenmembran genauer analysiert werden. Dazu wurden
Insertionskinetiken von YtalO0 in An- und Abwesenheit von NADH in Mitochondrien

untersucht (Abb. 35)
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Abb. 35: Die YtalO-Insertion ist abhingig vom Membranpotential.

Radioaktiv markiertes Ytal0(1-265)-DHFR™" wurde iiber die angegebenen Zeitrdume bei 25°C in Anwesenheit
(+NADH) oder Abwesenheit (-NADH) von NADH und unter Zusatz von 40 pM Oligomycin in Wildtyp-
Mitochondrien importiert. Nach Ablauf von 15 min wurde einem Teil der Proben, die urspriinglich ohne NADH
inkubiert worden waren, nachtriglich 2 mM NADH zugesetzt (-/+NADH). Die Proben wurden weiter bei 25°C
inkubiert. Die Mitochondrien wurden reisoliert, geschwollen und mit Proteinase K behandelt. Nach Analyse mit
Hilfe der SDS-PAGE wurden die Signale fiir die reife sowie die fragmentierte Form von Ytal10(1-265)-DHFR™"
densitometrisch quantifiziert. Die Werte wurden entsprechend dem Gehalt an [**S]-Methionin korrigiert. Es
wurde der Anteil an proteasezuginglichem Material (d.h. in die Innenmembran inseriertes Material) im
Verhiltnis zum insgesamt importierten Ytal0 bestimmt. Die Datenreihe mit offenen Kreisen représentiert dabei
die Insertionsrate von Ytal0(1-265)-DHFR™" in Mitochondrien in Gegenwart von 2 mM NADH wihrend des
Imports. Die ausgefiillten Kreise stellen die entsprechend bestimmte Insertionsrate in Mitochondrien ohne
NADH dar, wihrend die offenen Dreiecke analog die Insertionsrate der Proben zeigen, zu denen nach 15 min ({)

NADH zugesetzt wurde.

Die Proben, in denen der Import ohne NADH erfolgte, enthielten zusétzlich
Oligomycin, um den Aufbau eines Membranpotentials durch ATP-Verbrauch mit Hilfe der
F1Fo-ATPase zu unterbinden. In den Proben ohne NADH-Zusatz war die Insertionsrate von

Ytal0(1-265)-DHFR™" in die Innenmembran deutlich vermindert. Um zu untersuchen,
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inwieweit das in der Matrix geschiitzte Protein immer noch insertionsfahig ist, wurde bei
einem Teil der Proben nach 15 min Import ohne NADH das Membranpotential durch
nachtréglichen Zusatz von NADH regeneriert. Dies flihrte zur erneuten Insertion des in der
Matrix akkumulierten Proteins in die Innenmembran sowie zum Transport der zwischen den
beiden Transmembrandominen gelegenen Doméne in den Intermembranraum. Somit konnte
gezeigt werden, dass das in der Matrix akkumulierte reife Protein nach wie vor
insertionskompetent ist und somit ein echtes Sortierungsintermediat darstellt.

Die Tatsache, dass YtalO bei einem etwas erniedrigten Membranpotential zwar in die
Matrix importiert, aber nicht mehr in die Innenmembran inseriert wurde, zeigt, dass die
Insertion eine hohere Membranpotentialschwelle besitzt als der Import in die Matrix, der auch
ohne Zusatz von NADH effizient erfolgte. Dies konnte durch die Mithilfe von Sscl beim
Import erklért werden, welches einen Teil der treibenden Kraft fiir die Translokation darstellt,

wahrscheinlich jedoch keinen Einfluss auf den Export der Intermembranraumdomaine hat.
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4 Diskussion

4.1 Proteinfaltung und Chaperone

Eine Grundvoraussetzung fiir die biologische Aktivitit von Proteinen ist die Ausbildung
und Erhaltung einer bestimmten dreidimensionalen Struktur. Um diese Struktur unter
gegebenen physiologischen Bedingungen reproduzierbar und schnell einzunehmen und um
inaktive und unproduktive Fehlfaltungen zu vermeiden, existiert in allen Organismen eine
Vielzahl von Hilfsproteinen, so genannten Chaperonen. Diese verhindern nicht nur
Fehlfaltungen wéhrend bzw. nach der Synthese von Proteinen, sondern schiitzen Proteine
auch vor Denaturierung und Verlust ihrer biologischen Aktivitét in Folge von Stresseinfliissen
aus der Umwelt. Da in eukaryotischen Zellen verschiedene Kompartimente mit
unterschiedlichen chemischen Milieus existieren, enthilt jedes Kompartiment auch einen
eigenen Satz an Chaperonen. Diese spielen zum Teil bereits beim Transport der einzelnen
Proteine in ihr jeweiliges Zielkompartiment eine wichtige Rolle, da viele Transportreaktionen
eine besondere Konformation des zu transportierenden Proteins voraussetzen, die durch

Chaperone stabilisiert wird.

41.1 Ecm10 als Mitglied der Hsp70-Familie

Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit Ecm10 ein neues Mitglied der Klasse der Hsp70-
Chaperone identifiziert und funktionell ndher charakterisiert. Insgesamt enthélt das
Hefegenom 14 Hsp70-Gene. Ein Uberblick iiber die phylogenetische Beziehung der

verschiedenen Hsp70-Proteine in S. cerevisiae ist in Abb. 36 gezeigt.
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Abb. 36: Phylogenetischer Stammbaum der Hsp70-Proteine von S. cerevisiae
Die Aminoséduresequenzen aller 14 in S. cerevisiae bekannten Hsp70-Proteine wurden mit Hilfe des Programms

DNAMAN 4.11 analysiert und darauf basierend ein Stammbaum erstellt.

Wie aus Abb. 36 ersichtlich bilden Sscl, Ssql und Ecml0O (rot) eine eigene
Untergruppe innerhalb der Hsp70-Proteine von S. cerevisiae. Gleichzeitig wird deutlich, dass
Ecm10 und Sscl nahe verwandte Homologe sind. Solche Paare homologer Hsp70-Proteine
sind typisch fiir diese Proteinfamilie, wie die Beispiele Ssal/Ssa2, Ssa3/Ssa4, Ssb1/Ssb2 und
Ssel/Sse2 zeigen. Fiir Homologe der Ssa- und Ssb-Gruppe konnte gezeigt werden, dass sie
zum Teil deutlich in ihrer Funktion tiberlappen (Baxter und Craig, 1998; Nelson ef al., 1992).
Gleiches legen die Ergebnisse dieser Arbeit fiir Ssc1 und Ecm10 nahe.

Diese Ausbildung redundanter Systeme konnte besonders dann von Bedeutung sein,
wenn es sich bei der fraglichen Reaktion um einen verschiedene Substrate betreffenden, fiir
die Zelle grundlegend wichtigen Prozess handelt (z.B. die Proteinfaltung), der aber im
Einzelfall zusétzlich genauestens reguliert werden muss. Im Rahmen der Ausbildung
redundanter Systeme erlangt der Organismus nach Genamplifikation und anschliefender
Differenzierung eine geringere Anfilligkeit gegeniiber schwankenden

Wachstumsbedingungen.
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4.1.2 Struktureller Vergleich zwischen Ecm10 und Ssc1

Zwar sind die Aminosduresequenzen von Ecm10 und Sscl zu 82 % identisch, dennoch
bestehen einige deutliche Unterschiede zwischen den beiden Proteinen. So befinden sich zum
Beispiel am Aminoterminus im Bereich der Pridsequenz sowie am Carboxyterminus
Abschnitte mit lediglich geringer Sequenzéhnlichkeit. Um die rdumliche Lage der
Aminosdureaustausche und damit ihre Relevanz fiir die Struktur von Ecm10 im Vergleich zu
Sscl genauer zu verdeutlichen, wurde der Sequenzvergleich der Aminosduren auf die
bekannte Struktur des bakteriellen Hsp70-Proteins DnaK projiziert. Dabei sind die
Unterschiede in den Aminosduresequenzen zwischen Ecml0 und Sscl besonders

gekennzeichnet (Abb. 37A und B griin gefiillte Punkte).

A B g

Domaéne IIA = Ry Deckel
(aB-aE)
Substrat-
bindungs-
tasche
(p1-p8)
Sscl  wsiea KEGERLVGIPAKRQAVVN. ... Ssci ....TTIPTKKSQIFSTAAAGQTS. ..
EcmMIl w s KDGERLVGEPAKRQSVIN. ... Ecm10 ... .STIPNKKSQIFSTAASGQTS...
Ssc1-3 ..... KEGERLVSIPAKRQAVVN. . .. Ssc1-2 ... .TTISTKKSQIFSTAAAGQTS. ..
79 442

Abb. 37: Vergleich der Aminosduresequenzen von Ecm10 und Sscl.

Zur Beschreibung siehe Text. A, Kristallstruktur der ATPase-Doméne von DnaK (Aminoséurereste 3-383 als
Schlaufenmodell dargestellt) im Komplex mit GrpE (blaues Kalottenmodell) nach Harrison et al., 1997. Die
Subdoménen der ATPase-Domine sind eingezeichnet. ATP, ATP-Bindungsregion. Pfeil und Sequenzausschnitte
unterhalb der Struktur verdeutlichen Lage der Punktmutation in Sscl-3 sowie der angrenzenden Regionen
(Nummerierung nach Sscl). B, Kristallstruktur der Peptidbindungsdomine (Aminosdurereste 389-607) von
DnaK nach Zhu et al., 1996. Die Subdominen sind angegeben (p-Faltblattstrukturen mit B1-f8, a-Helices mit
aA-aE). Pep, Lage des gebundenen Peptids in der Peptidbindungsdoméne; N, Aminogruppe der Aminoséure
Valzg9 (Nummerierung nach DnaK); C, Carboxylatgruppe der Aminosdure Alagy; (Nummerierung nach DnaK)
der Pfeil und Sequenzausschnitte unterhalb der Struktur verdeutlichen die Lage der Punktmutation in Sscl-2

sowie der angrenzenden Regionen (Nummerierung nach Sscl).
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Sscl und Ecm10 besitzen sowohl im Bereich der ATPase-Domine (Abb. 37A), als
auch im Bereich der Peptidbindungsdomédne (Abb. 37B) eine groBere Anzahl nicht
konservierter Aminosédurereste. Diese nicht konservierten Aminosédurereste befinden sich
hauptséchlich an der Proteinoberflache. Die zentralen Bereiche im Inneren der Doméanen mit
den relevanten Oberfldchen fiir die Bindung von ATP und die Peptidbindung sind dagegen
vollstindig konserviert. Dies legt nahe, dass die meisten Unterschiede zwischen beiden
Proteinen keine groBe Bedeutung fiir die Funktionalitit haben. Auffallend ist, dass
insbesondere (-Faltblatt-Bereiche kaum von Aminosdureaustauschen betroffen sind. Im Falle
der ATPase-Domine sind die variablen Stellen gleichméBig an der Oberfliche des Proteins
verteilt, wobei die Kontaktoberflache, an welcher der Nukleotidaustauschfaktor Mgel an die
ATPase-Domine bindet, nur wenige Anderungen zeigt. Speziell die fiir die Bindung zwischen
DnaK und GrpE verantwortlichen Salzbriicken, die durch die Aminosduren Lysss und Argse
im Bereich der Doméne IB (Nomenklatur und Bezifferung gemil3 DnaK) sowie durch Gluyss
und Gluye7 im Bereich der Doméne 1IB der ATPase-Doméne gebildet werden (Brehmer et al.,
2001), sind in Sscl und Ecm10 konserviert.

Die meisten Austausche im Bereich der Peptidbindungsdoméne befinden sich
innerhalb der helikalen Abschnitte des so genannten Deckels (aB-oE) und in der Nihe des
Gelenks (Abb. 37B). Auch hier fillt auf, dass die Austausche im Bereich der Helix aB nicht
in dem Abschnitt auftreten, der direkt mit dem gebundenen Peptid in Kontakt kommt. Dies
konnte darauf hindeuten, dass Ecm10 &hnliche Substratmotive bindet wie Sscl. Allerdings
konnten speziell die unterschiedlichen Reste im Bereich des Gelenkes einen betridchtlichen
Einfluss auf die Beweglichkeit dieser Domidne haben und somit die Bindungseigenschaften
von Ecm10 entscheidend beeinflussen (vgl. auch Zhu et al., 1996). Moglicherweise beinhaltet
die Funktion von Ecm10 die Bindung der gleichen Substrate, die auch von Sscl gebunden
werden, jedoch mit einer deutlich anderen Offnungs- und SchlieBeigenschaft als bei Sscl.

Derzeit lasst sich nur schwer abschitzen, inwieweit die Aminosidureaustausche an der
Peripherie des Proteins einen Einfluss auf die Bindung des fiir die Faltungsaktivitit bendtigten
Cochaperons Mdj1 an Ecm10 haben. Bisher ist nicht genau bekannt, {iber welche Oberflichen
der Kontakt zwischen Sscl und Mdjl gekniipft wird. Im Falle der bakteriellen Homologen
DnaK und DnalJ wird eine Interaktion im Bereich der carboxyterminalen Deckeldomine
postuliert (Cyr et al., 1994). Da diese zwischen Ecm10 und Sscl nicht sehr streng konserviert
ist (vgl. Abb. 37B), konnte das Bindungsverhalten von Ecm10 und Mdjl sich deutlich von

dem von Sscl und Mdj1 unterscheiden.
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Die Beispiele Sscl-2 und Sscl-3 zeigen, dass schon der Austausch -eines
Aminoséurerestes deutliche Auswirkungen auf die Funktion haben kann. Die beiden
betroffenen Aminosduren Gly;9 und Pross, sind in Ecm10 konserviert. Dennoch befindet sich
in unmittelbarer Nédhe sowohl von Gly7¢ als auch von Progs; jeweils ein Aminosdureaustausch
zwischen Ecm10 und Sscl (vgl. Abb. 37). Wie bereits beschrieben, fiihrt der Austausch von
Gly7o durch Sery9 dazu, dass das resultierende Sscl-3 bei nichtpermissiver Temperatur
aggregiert und somit weder Mgel binden noch den Import und die Faltung von
mitochondrialen Vorstufenproteinen vermitteln kann (Gambill et al., 1993). Der Austausch
von Pross, durch Serss; bewirkt, dass das resultierende Ssc1-2 bei erhdhter Temperatur mit
erhohter Affinitdt an ungefaltete Proteine bindet, diese aber nur sehr langsam wieder
freigesetzt werden (Geissler et al., 2001). Somit konnten die in Abb. 37 dargestellten
Austausche ein im Vergleich zu Sscl verdndertes Verhalten von EcmlO gegeniiber

Bindungspartnern von Sscl bewirken.

4.1.3 Funktioneller Vergleich zwischen Ecm10 und Ssc1

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte Ecm10 als drittes Hsp70-Chaperon in der
mitochondrialen Matrix von S. cerevisiae identifiziert werden. Neben Ecm10 enthalten die
Mitochondrien die Hsp70-Proteine Sscl und Ssql. Sscl ist an einer Reihe wichtiger Prozesse
beteiligt, wie Proteinimport, -faltung und -abbau. (zur Ubersicht siche Paschen und Neupert,
2001; Craig et al., 1987; Craig et al., 1989; Wagner et al., 1994). Das zweite Hsp70-Protein,
Ssql, ist funktionell weniger genau analysiert, scheint aber eine besondere Rolle bei der
Biogenese von Eisen-Schwefel-Zentren in Proteinen zu spielen (Lutz et al., 2001). Es stellt
sich die Frage, welche Aufgaben dieses dritte Hsp70-Protein iibernimmt.

ECM10 wurde erstmals von Lussier et al., 1997 im Zusammenhang mit der Biogenese
der Zellwand beschrieben. In der gleichen Studie wurde eine Reihe weiterer Gene fiir
mitochondriale Proteine gefunden. Zu ihnen gehdren unter anderem der Transkriptionsfaktor
YIL154C (Masson und Ramotar, 1996), der Initiationsfaktor Ifml (Vambutas et al., 1991)
sowie Coxl1 (Tzagoloff et al, 1990; Hiser et al., 2000), das an der Biogenese der
Cytochrom ¢ Oxidase beteiligt ist. Allerdings ist unklar, welchen Einfluss diese
mitochondrialen Proteine auf die Biogenese der Zellwand haben. Moglicherweise handelt es
sich hierbei um einen indirekten Effekt. Denkbar wire beispielsweise, dass Verdnderungen im
Energiestoffwechsel der Zelle durch die mitochondrialen Defekte die Synthese von Zuckern

beeinflussen konnten, die in groer Menge fiir die Zellwandbildung gebraucht werden.
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ECM]I0 selbst ist kein essentielles Gen, was mehrere Griinde haben konnte:

(1) Ecml10 ist an Vorgédngen beteiligt, die keinen wesentlichen Einfluss auf die essentiellen
Stoffwechselprozesse haben.

(2) Ecml10 kann aufgrund einer Funktionsiiberlappung durch ein anderes Chaperon
vollstindig ersetzt werden.

(3) Ecm10 wird als hochspezialisiertes Hsp70-Chaperon nur fiir eine definierte Untergruppe
von Substratmolekiilen benétigt und das moglicherweise nur unter besonderen
Wachstumsbedingungen.

Da bisher kein Interaktionspartner von Ecm10 bekannt ist, bleibt weiterhin ungeklért,
welche mitochondrialen Stoffwechselprozesse von Ecm10 direkt beeinflusst werden.

Die nahe strukturelle Verwandtschaft zu Sscl erlaubte dennoch erste Einblicke in die
Funktionsweise von Ecm10. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte eine funktionelle
Uberlappung durch das Auffinden eines synthetischen Wachstumsdefektes in sscl-3decm10-
Hefezellen experimentell nachgewiesen werden. Dieser Defekt war auf das Wachstum auf
nichtfermentierbaren Kohlenstoffquellen bei erniedrigter Temperatur beschriankt. Dies konnte
darauf hindeuten, dass Ecm10 zusammen mit Sscl eine spezielle Rolle beim Schutz der Zelle
vor Kiltestress libernimmt. Ein vergleichbarer Schutz vor Kéiltestress konnte fiir die beiden
cytosolischen Hsp70-Proteine Ssbl und Ssb2 gezeigt werden (Craig und Jacobsen, 1985).
Ssbl und Ssb2 binden an neu gebildete Polypeptidketten, widhrend diese noch mit
cytosolischen Ribosomen assoziiert sind, und ermdglichen so eine effiziente Proteinsynthese
bei niedrigen Temperaturen (Nelson et al., 1992). Auch hier fiihrt die Inaktivierung beider
Gene zu einem kiltesensitiven Wachstumsphinotyp. Analog binden Sscl und Mdjl an
neusynthetisiertes Varl-Protein in der mitochondrialen Matrix (Herrmann et al., 1994b;
Westermann et al., 1996). Ecm10 konnte in diesem Zusammenhang ebenfalls eine Funktion
tibernehmen.

Sscl ist ein sehr stark exprimiertes Gen und stellt ca. 1 % des gesamten mitochondrialen
Proteins dar (Schneider et al., 1994). Das relativ schwache Signal, das im Western Blot mit
Epitop-markierten Ecm10-Versionen in Mitochondrien gefunden wurde, spricht fiir eine im
Vergleich zu Sscl mindestens 10-100 fach geringere Menge an Ecm10 (vgl. 3.1.1). Ecm10
lage somit eher in dhnlich niedrigen Konzentrationen vor wie das weitere mitochondriale
Hsp70-Protein, Ssql (Voisine et al., 2000). Somit konnte bereits die geringere Menge von
Ecml10 ein Grund dafiir sein, dass die Deletion von SSC/ nicht kompensiert werden kann.

Allerdings gelang auch mit {iiberexprimiertem EcmlO keine Komplementierung von
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Asscl-Mutanten (3.1.3.1). Dies legt nahe, dass funktionelle Unterschiede zwischen Ecm10
und Ssc1 bestehen.

Bereits frither wurde dem 10 kDa umfassenden carboxyterminalen Bereich, der
innerhalb der Hsp70-Proteine variabel ist, eine besondere Rolle bei der Ausbildung der
Substratspezifitit zugeschrieben. Ecm10 weicht vor allem im Bereich der letzten 15
Aminoséurereste nennenswert von der Aminosduresequenz von Sscl ab. Diese Abweichung
scheint jedoch keinen wesentlichen Einfluss auf die Funktionalitit von Ecm10 bzw. Sscl zu
haben. Sowohl eine um die letzten 21 Aminosédurereste verkiirzte Version von Sscl als auch
eine Chimére, die anstelle der letzten 19 Aminosdurereste von Sscl jene von Ecm10 enthielt,
waren voll funktionsfdhig (Miao et al, 1997; diese Arbeit). Da die ebenfalls
unterschiedlichen Aminotermini nach Import in die Mitochondrien und Prozessierung durch
MPP nicht mehr Bestandteil des reifen Proteins sind, sollten auch die Unterschiede in diesen
Sequenzabschnitten keinen Einfluss auf die Aktivitdt des reifen Proteins ausiiben. Somit liegt
die fehlende Komplementierung der Sscl-Deletion durch {iberexprimiertes Ecml0
hochstwahrscheinlich in den bereits unter 4.1.2 beschriebenen strukturellen Abweichungen
innerhalb der ATPase- und der Peptidbindungsdoméne begriindet.

Nachdem Ecml0 in vivo nicht alle Funktionen von Sscl iibernechmen kann, war es
wichtig festzustellen, welche Funktionen iibernommen werden kdnnen.

Es konnte gezeigt werden, dass Ecml0 die Importdefekte von ssc/-3-Mutanten
kompensieren kann (3.1.3.2). Dabei bindet Ecm10 wie Sscl an das zu translozierende
Vorstufenprotein und vermittelt dessen Import unter Mitwirkung der auch fiir Sscl
beschriebenen Interaktionspartner, Mgel und Tim44 (3.1.3.4 und 3.1.3.5). Da Ecm10 jedoch
unter normalen Wachstumsbedingungen nur in geringen Mengen vorliegt, kann diese
Aktivitdit moglicherweise nur unter speziellen Wachstumsbedingungen eine besondere Rolle
spielen.

Dariiber hinaus verhindert Sscl die Aggregation von fehlgefalteten Proteinen und
vermittelt die produktive Faltung in die native Konformation. Im Gegensatz dazu konnte
gezeigt werden, dass Ecm10 diese Funktion nur begrenzt zu iibernehmen scheint (3.1.3.3 und
3.1.3.6).

Dies konnte einer der Griinde dafiir sein, dass Ecm10 trotz Uberexpression die Funktion
von Sscl in vivo nicht ersetzen kann. Bislang ist noch nicht geklért, ob Ecm10 dhnlich wie
Sscl an das Cochaperon Mdjl binden kann oder diese Fahigkeit, dhnlich wie im Falle von

Ssql diskutiert (Schmidt er al., 2001), eingebiifit hat. Eine wahrscheinlich eingeschrankte
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Wechselwirkung mit Mdj1 (vgl. 4.1.2) konnte urséchlich flir die geringere Faltungsaktivitit

von Ecm10 sein.

4.1.4 Ausblick

Obwohl Ecml0 eine hohe Sequenzidentitit zu Sscl aufweist, scheint sich seine
Funktion in der mitochondrialen Matrix von der von Sscl zu unterscheiden. Bislang sind
keine endogenen Substrate von Ecm10 bekannt. Somit ist nach wie vor offen, auf welche
Prozesse in Mitochondrien Ecm10 Einfluss nimmt.

Der im Rahmen der vorliegenden Arbeit aufgezeigte Funktionsvergleich zwischen
Ecm10 und Sscl erdffnet jedoch auch weitergehende Moglichkeiten fiir die Analyse der fiir
die Funktion von Sscl relevanten Doménen und Strukturmerkmale. Gerade weil Ecm10 und
Sscl auf Proteinebene zu 82 % identisch sind, konnten Doménenaustausche zwischen diesen
beiden Proteinen geeignet sein, um in vivo genauere Erkenntnisse iiber die Bedeutung
bestimmter Aminosdurereste in den einzelnen Bereichen zu gewinnen. Als Einstieg wurden
bereits im Rahmen dieser Arbeit die letzten 15 carboxyterminalen Aminosduren zwischen
Ecm10 und Sscl ausgetauscht, mit dem Ergebnis, dass sie keinerlei Einfluss auf die
Funktionalitit des resultierenden Sscl/Ecml0-Chimérenproteins haben (3.1.3.1). Wenig ist
tiber die Wechselwirkung der ATPase- und der Peptidbindungsdoméne in Sscl bekannt.
Diese ist aber insbesondere vor dem Hintergrund der derzeit kontrovers diskutierten Modelle
fir den Proteinimport in die Matrix von hohem Interesse. Zum einen wird eine
Konformationsédnderung in Sscl als treibende Kraft fiir die vollstindige Translokation in die
Matrix postuliert (,,Einzug“-Modell Pfanner und Meijer, 1995; Matouschek et al., 1997).
Andererseits wird das Modell eines einfachen Sperrhakens vorgeschlagen, in dem Sscl
einfach an das Vorstufenprotein bindet und so das Zuriickgleiten der translozierenden
Polypeptidkette verhindert (Ungermann et al, 1994; Moro et al, 1999; Okamoto

unpublizierte Daten).
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4.2 Sortierung polytoper Innenmembranproteine

Fiir die Biogenese von Mitochondrien wird eine Vielzahl von Proteinen bendtigt. Dabei
kommt dem Problem der Sortierung von neugebildeten Komponenten eine besondere
Bedeutung zu. Vor allem die korrekte Insertion und die daraus resultierende richtige

Orientierung von hydrophoben Proteinbereichen stellen einen wichtigen Aspekt dar.

4.2.1 Der konservative Sortierungsweg bitoper Innenmembranproteine

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Import und die Sortierung polytoper
Innenmembranproteine am Beispiel der bitopen Membranproteine Mrs2 und YtalO genauer
zu untersuchen. Die beiden Proteine haben eine dhnliche Topologie in der Innenmembran mit
je zwei Transmembrandomédnen, die eine in den Intermembranraum ragende Doméne
flankieren. Mrs2 und YtalO unterscheiden sich hauptsdchlich in der Grofe dieser
Intermembranraumdoméne, die im Falle von Mrs2 lediglich acht Aminosdurereste umfasst,
wihrend es im Falle von Ytal0 89 Aminosdurereste sind. Beide Proteine werden an
cytosolischen Ribosomen mit einer aminoterminalen Prdsequenz synthetisiert und
posttranslational mit Hilfe der TOM-Translokase sowie der TIM23-Translokase in die Matrix
importiert (Bui et al., 1999; Pajic et al., 1994; Tauer et al., 1994). Fiir beide Proteine konnte
im Rahmen der vorliegenden Arbeit erstmals ein losliches Sortierungsintermediat in der
mitochondrialen Matrix nachgewiesen werden. Nach ldngeren Importzeitraiumen nahm die
Menge an matrixlokalisiertem Protein ab, wihrend im gleichen Mafle eine in die Membran
inserierte Form auftrat. Dies weist darauf hin, dass in beiden Fillen die Sortierung des
Proteins in zwei aufeinander abfolgende Schritte unterteilt werden kann: (1) Import in die
Matrix und (2) Insertion der Transmembrandomidne in und Transport der
Intermembranraumdoméne {iber die Innenmembran. Beide Proteine folgen damit einem
»konservativen* Sortierungsweg, bei dem die Integration in die Innenmembran in derselben
Richtung wie in Bakterien erfolgt. Dies steht im Gegensatz zu dem bisher vorgeschlagenen
Weg einer Insertion aus dem Intermembranraum unter Zuhilfenahme eines zusétzlichen
internen Insertionssignals (Arnold et al., 1998).

Ein konservativer Sortierungsweg fiir Innenmembranproteine hdtte wichtige
Implikationen fiir die Entwicklung mitochondrialer Membranproteine aus ihren bakteriellen

Vorlaufern. Die Ankniipfung einer mitochondrialen Zielsequenz an den Aminoterminus wére
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demzufolge ausreichend, um eine korrekte Sortierung sicher zu stellen, nachdem das Gen
vom mitochondrialen ins zellulire Genom transferiert wurde. Diese Annahme wird gestiitzt
durch die Beobachtung, dass die Fusion einer mitochondrialen Zielsequenz an das bakterielle
Mrs2-Homologe, CorA, zur Sortierung und Funktion des Proteins in eukaryotischen Zellen
flihrt (Bui et al, 1999). Dabei konnte die bereits in Bakterien entwickelte
Insertionsmaschinerie auch in Mitochondrien weiterhin eingesetzt werden, nachdem sie um
Komponenten erweitert wurde, die von einem intrazelluldren Organell benétigt werden. Im
Gegensatz dazu erfordert ein Sortierungsweg, der von einer Insertion beider Termini aus dem
Intermembranraum ausgeht, die Entwicklung weiterer interner Insertionssignale innerhalb
jedes einzelnen Vorstufenproteins. AuBBerdem miissten weitere Komponenten neu entwickelt

werden, die eine spezifische Insertion und Translokation der Matrixdoménen ermdglichen.

4.2.2 Welche Komponenten vermitteln die Translokation von

Intermembranraumdoméanen?

Unter der Annahme eines konservierten Sortierungsweges, der aus dem bakteriellen
Sortierungsweg abgeleitet wurde, stellt sich die Frage, ob neben dem Sortierungsweg selbst
auch die fiir diesen Weg benoétigten Translokasen aus dem bakteriellen System in das
mitochondriale System {ibernommen wurden. Das einzige bisher identifizierte
Homologenpaar zwischen E. coli und Mitochondrien aus S. cerevisiae, das Membraninsertion
vermittelt, ist YidC bzw. Oxal. Bisher konnte gezeigt werden, dass das Innenmembranprotein
Oxal fiir den effizienten Export aminoterminaler Intermembranraumdoménen des
mitochondrial kodierten Cox2 und fiir konservativ sortierte Proteine wie Su9(1-112)-DHFR
bendtigt wird (Herrmann et al., 1995; Rojo et al., 1995; Herrmann et al., 1997; Hell et al.,
1998). Dennoch findet der Export interner Intermembranraumdominen von mitochondrial
kodierten Proteinen auch in Abwesenheit von Oxal statt, allerdings mit geringerer Effizienz
(Hell et al., 2001). Somit ist Oxal nicht notwendigerweise die einzige Translokase der
mitochondrialen Innenmembran, die derartige Exportreaktionen aus der Matrix ermdglicht.
Die vorliegenden Ergebnisse deuten darauf hin, dass kein funktionelles Oxal fiir die Insertion
der Intermembranraumdoménen von Mrs2 und YtalO bendtigt wird. Moglicherweise konnen
auch andere Komponenten die Funktion von Oxal iibernehmen. Die Tatsache, dass Ytal0 mit
annihernd normaler Effizienz in oxal”-Zellen inseriert wird, kann jedoch nicht zwingend als
Beweis fiir Unabhéngigkeit des Insertionsprozesses von Oxal angesehen werden. Es wire

denkbar, dass oxal® die Insertion der internen Intermembranraumdominen vermittelt,
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wihrend es die Insertion von aminoterminalen Intermembranraumdoménen nicht mehr
iibernehmen kann.

Da unter normalen Wachstumsbedingungen jedoch auch in Oxal-defizienten
Mitochondrien unveridnderte Mengen von YtalO im Vergleich zu Wildtypmitochondrien
vorhanden sind (vgl. 3.2.2.2), kann Oxal fiir die Insertion von YtalO nicht essentiell
notwendig sein.

Im Zusammenhang mit der Suche nach weiteren Faktoren, welche die Insertion aus
der Matrix in die Innenmembran erleichtern, wurde vor kurzem Mbal beschrieben. Dieses
Protein spielt eine wichtige Rolle bei der Oxal-unabhingigen Insertion von mitochondrial
kodierten Proteinen (Preuss et al., 2001). Allerdings konnte gezeigt werden, dass Mrs2 auch
in Abwesenheit von Oxal und Mbal in die Innenmembran inseriert und dass auch Adoxal-
und Ambal-Mitochondrien im Vergleich zu Wildtyp-Mitochondrien {iber die gleiche Mengen
an YtalO verfiigen (3.2.2.2). Da im Falle von YtalO eine Spontaninsertion der 89
Aminosdurereste  umfassenden Intermembranraumdomédne in die Innenmembran
unwahrscheinlich ist, kann davon ausgegangen werden, dass es unter Umstdnden weitere
Insertionsmaschinen in der mitochondrialen Innenmembran gibt. So konnte auch in
Chloroplasten gezeigt werden, dass die bitopen Proteine PsbW und PsbX unabhidngig von
jeder bekannten Translokationskomponente, inklusive dem Oxal-homologen Alb3, in die
Thylakoidmembran inserieren (Woolhead et al., 2001). PsbW und PsbX enthalten wie Mrs2
zwei Transmembrandomédnen, die eine eher kurze negativ geladene Doméne einrahmen. In
E. coli konnte gezeigt werden, dass das bitope Protein M13 Procoat ohne das Oxal-
Homologe YidC in die Membran inserieren kann (Samuelson et al., 2001). Die vollstandige
Translokation der periplasmatischen Doméne erfordert jedoch YidC. Eine sogenannte
spontane Insertion in die Innenmembran kann fiir Proteine wie Mrs2 zwar nicht grundsitzlich
ausgeschlossen werden; dennoch scheint vor dem Hintergrund der wohlgeordneten Struktur
der biologischen Membranen ein einfacher Phaseniibergang von hydrophoben
Sequenzabschnitten in das hydrophobe Innere der Lipiddoppelschicht unwahrscheinlich zu
sein.

Wie konnte eine Translokationspore, die den Export von Mrs2 und Ytal0 ermdglicht,
aussehen? Denkbar wire, dass die geordnete Packung der Lipide beispielsweise allein durch
eingelagerte Transmembrandominen gestort wiirde. Diese ,,Storstellen” konnten dann als
Eintrittsstellen fungieren. Demzufolge wiirde die Membraninsertion keine substratspezifische
Proteintranslokase benotigen und Oxal wire mit seinen fiinf Transmembrandoménen nur eine

effiziente ,,Storstelle” in der Lipiddoppelschicht, deren Funktion auch durch andere
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Membranproteine bzw. deren Membrananker zum Teil ersetzt werden konnte. Am Beispiel
der Qcr9-1-Mutante konnte dies bereits gezeigt werden. Diese Mutante des mit einer
Transmembrandoméine in der mitochondrialen Innenmembran verankerten Qcr9 enthilt eine
positive Ladung im Bereich der Transmembrandomine. Zellen die diese Mutation tragen
bendtigen kein Oxal, um Cox2 und Qcr9 in die Innenmembran zu inserieren (Saint-Georges
et al., 2001). Dieser Befund wurde damit erkldrt, dass Oxal nur fiir leicht destabilisierte
Transmembrandoménen wie im Falle von Cox2, das eine negative Ladung innerhalb der
ersten Transmembrandomine enthdlt, benétigt wird. Fiir Oxal wurde dabei die Aufgabe
postuliert, mit Hilfe seiner Transmembrandominen die laterale Freisetzung in die
Lipidschicht zu erleichtern (Saint-Georges et al., 2001). Durch die Einfithrung der positiven
Ladung in der Transmembrandomdne von Qcr9, das in der Atmungskette im zu Cox2
benachbarten Komplex III lokalisiert ist, kdnnten sich nun beide destabilisierten
Transmembrandominen von Qcr9 und Cox2 durch elektrostatische Wechselwirkungen

gegenseitig die Insertion erleichtern.

4.2.3 Woher kommt die Energie fiir die Insertion?

Ein weiterer interessanter Aspekt besteht in der Frage nach der energetischen
Grundlage fiir den Insertionsprozess. Im Falle der bakteriellen Innenmembranproteine wurde
vorgeschlagen, dass die Insertion hauptséchlich durch einen sogenannten elektrophoretischen
Effekt vorangetrieben wird (Schuenemann ef al., 1999). Demnach wiirden negativ geladene
Dominen an die positiv geladene periplasmatische Oberfliche der Membran gezogen. Dies
konnte auch ein Grund fiir die ,,Positiv Inside“-Regel sein, wonach die Ladungsverteilung auf
beiden Seiten der Transmembrandominen deren Orientierung bestimmt. Diese Uberlegungen
scheinen auch auf mitochondriale Protein erweiterbar zu sein (Andersson und von Heijne,
1994; Gavel und von Heijne, 1992; Rojo ef al., 1999). Die Intermembranraumdoménen von
Mrs2 und YtalO sind negativ geladen, weshalb ein elektrophoretischer Effekt als treibende
Kraft denkbar wire. Ubereinstimmend mit dieser Annahme konnte eine reduzierte
Insertionseffizienz in Mitochondrien mit geringerem Membranpotential beobachtet werden.
Dabei war die Abhingigkeit vom Membranpotential im Falle von YtalO ausgeprégter als bei
Mrs2. Dies hingt moglicherweise mit der im Falle von YtalO deutlich groferen
Intermembranraumdoméne zusammen, die liber die Innenmembran transportiert werden
muss. Da sowohl der Import in die Matrix, als auch der Export aus der Matrix ein

Membranpotential erfordern und zudem beide Reaktionen zeitlich eng aneinander gekoppelt
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sind, gelang keine  genauere  Untersuchung der = Membraninsertion  der
Intermembranraumdoméne aus der Matrix. Dieses experimentelle Problem konnte wie folgt
begriindet werden: Unter der Annahme, dass die Importreaktion deutlich langsamer erfolgt als
die Exportreaktion aus der Matrix, konnte im FlieBgleichgewicht kein Sortierungsintermediat

in der Matrix nachgewiesen werden.

4.2.4 Gibt es ein allgemeines Prinzip fur die Insertion von

Innenmembranproteinen?

Ist die Insertion negativ geladener Doménen von der Matrix aus unter Ausnutzung
elektrophoretischer ~ Effekte ein generelles Prinzip bei der Biogenese von
Innenmembranproteinen mit internen Intermembranraumdoménen oder stellen Mrs2 und
YtalO Ausnahmefille dar? Falls der konservative Sortierungsweg typisch ist fiir die Insertion
von Innenmembranproteinen, die tiber die TIM23-Translokase importiert werden, so sollten
die Intermembranraumdoménen dieser Proteine generell saure Aminosdurereste enthalten.
Eine Uberpriifung der isoelektrischen Punkte der im Intermembranraum lokalisierten

Aminoséurereste verschiedenster Vorstufenproteine ist in Abb. 38 wiedergegeben:

‘Sauer Alkalisch _
- Mrs2 Yta10 -
v v

Membranproteine
(AN mit Prasequenz

Membranproteine
LTI T ghne Prasequenz

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Isoelektrische Punkte der IMR-Domanen

ADbb. 38: Vergleich der isoelektrischen Punkte der Intermembranraumdomdinen verschiedener
Innenmembranproteine

Die isoelektrischen Punkte der Intermembranraumdoménen von Innenmembranproteinen mit (obere Reihe) oder
ohne (untere Reihe) aminoterminale mitochondriale Zielsequenz wurden mit dem Programm DNAMAN 4.1
berechnet. Die folgenden Hefeproteine mit bekannter Topologie (und Homologe von ihnen) wurde verwendet:
mit Prasequenz: Mrs2 (Lpel0), Ytal0 (Ytal2), Oxal (Cox18), Sdh4 (Timl18, YLRI164w), Pntl; ohne
Prasequenz: Tim23, Tim17, Tim22, Aac2 (Crcl, Dicl, Flx1, Leu5, Odc2, Sfcl, Ctpl, YPRO11c). Die Lage der

Intermembranraumdoméne von Mrs2 und YtalO ist jeweils mit Pfeilen gekennzeichnet.

Es wurde differenziert zwischen solchen Innenmembranproteinen, die eine

aminoterminale Prisequenz tragen und somit Substrate der TIM23-Translokase darstellen und
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solchen, die interne Import- und Sortierungssignale enthalten und folglich iiber den TIM22-
Komplex importiert und inseriert werden. Wie die obere Zeile der TIM23-Substrate zeigt,
konnte  tatsichlich eine  Bevorzugung negativer Reste im  Bereich  der
Intermembranraumdoménen dieser Proteine gefunden werden. Dagegen ist bei den Substraten
des TIM22-Komplexes keine derartige Bevorzugung erkennbar. Dies deutet darauf hin, dass
die Insertion aus der Matrix einen allgemeinen Sortierungsweg fiir TIM23-sortierte
Innenmembranproteine représentiert.

Obwohl Mrs2 dem konservativen Sortierungsweg folgt, verfiigt es iiber ein internes
Insertionssignal, das die Insertion des Carboxyterminus vom Intermembranraum aus in die
Matrix ermoglicht (vgl. 3.2.1.1). Allerdings war dieses Signal nicht zwingend notwendig fiir
den Import und die korrekte Lokalisation des Vollldngenproteins sowohl in vitro als auch in
vivo. Die in Mitochondrien lokalisierte Menge des mutierten Mrs2, dem das zweite
Insertionssignal fehlte, war allerdings geringfiigig reduziert (vgl. 3.2.1.2). Moglicherweise
beeinflussen die basischen Aminosdurereste die Assemblierung von Mrs2, oder sie sind fiir
die Retention des Carboxyterminus in der Matrix verantwortlich, nachdem die
Intermembranraumdoméne exportiert wurde. Weiterhin ist nicht auszuschlieBen, dass ein
kleiner Bruchteil des importierten Mrs2 wihrend des Imports in der Membran stecken bleibt
und dass dann das interne Signal von Bedeutung ist, um dennoch eine korrekte Lokalisation
des Carboxyterminus und damit die Funktionalitit sicherzustellen. Die Tatsache, dass ein
Vorstufenprotein unter Umstéinden sowohl von der Intermembranraumseite, als auch von der
Matrix aus in die Innenmembran inserieren kann, markiert moglicherweise einen
Ubergangszustand der Evolution der Sortierungswege. Ein Beispiel fiir diesen Ubergang
konnte Cytochrom c; sein, fiir das sowohl ein konservativer Sortierungsweg (Hartl et al.,
1987 und Hartl und Neupert, 1990), als auch ein alternativer Sortierungsweg mit zwei
unabhéngig voneinander erfolgenden Insertionsschritten fiir Amino- und Carboxyterminus
(Glick et al., 1992b; Glick et al., 1992a; Wachter et al., 1992) diskutiert wurde. Unstrittig ist,
dass Cytochrom c;, das als Vorstufenprotein dhnlich wie Mrs2 die Innenmembran zweifach
durchspannt, {iber ein zweites internes Insertionssignal verfiigt, das den Import des
Carboxyterminus in Mitochondrien ermoglicht (Arnold ef al., 1998). Bisher wurde jedoch
nicht gezeigt, ob dieses Signal in Anwesenheit des aminoterminalen Importsignals zwingend
notwendig ist fiir die korrekte Sortierung und Funktion von Cytochrom c;. Immerhin verfiigt
auch das Vorstufenprotein von Cytochrom c; {iber eine Intermembranraumdomaéne, die einen
sauren isoelektrischen Punkt (pI 4,7) aufweist. Somit wére auch fiir Cytochrom c¢; ein

Sortierungsweg wie fiir Mrs2 denkbar. Anders stellt sich jedoch die Situation im Falle von
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Shyl dar. Dieses Protein verfiigt iiber eine 30 kDa grofle Intermembranraumdoméne mit
einem basischen isoelektrischen Punkt (pI 9,2), flankiert von zwei Transmembrandoménen.
Auch hier konnten zwei Importsignale identifiziert werden. Diese ermdglichen unabhéngig
voneinander die Insertion des Amino- und des Carboxyterminus aus dem Intermembranraum
in die Innenmembran (Mashkevich et al., 1997). Aufgrund der ,(falsch® gepolten
Intermembranraumdoméne erscheint eine konservative Sortierung von Shyl unter
Ausnutzung der elektromotorischen Kraft des Membranpotentials, wie sie fiir Mrs2 und
Ytal0 vorgeschlagen wird, zundchst unwahrscheinlich. Shyl konnte demnach
moglicherweise das Endglied in der Kette der Entwicklung eines neuen Sortierungsweges aus
dem bereits bestehenden konservativen Sortierungsweg in die Innenmembran darstellen. Der
Vergleich mit dem bakteriellen homologen Surfl aus Rickettsia conorii und Rickettsia
prowazekii zeigt jedoch, dass auch das bakterielle homologe Protein iiber eine basische
periplasmatische Doméne (pI 9,7 bzw. pl 9,5) verfiigt und somit gegen das herrschende
Membranpotential {iber die bakterielle Membran transportiert werden muss. Filir diese

Sortierung miissen somit andere Voraussetzungen gelten als die bisher beschriebenen.

4.2.5 Fazit und Ausblick

Anhand der beschriebenen Beobachtungen konnen die Proteine der mitochondrialen
Innenmembran somit in zwei Klassen eingeteilt werden:

(1) Proteine, die erst nach Beginn der Endosymbiose in das mitochondriale ,,Proteom*
eingefiigt wurden, wie Proteintranslokasen und Metabolitentransporterproteine, die den
Austausch mit dem Cytosol ermdglichen. Diese Proteine haben offensichtlich keine
bakteriellen Vorginger, aus denen sie abgeleitet wurden. Fiir ihren Transport wurde ein
eigener Import- und Sortierungsweg entwickelt. Er basiert auf dem Vorhandensein so
genannter interner Signale und einer eigens fiir diese Proteine spezialisierten Translokase,
dem TIM22-Komplex. Diese meist sehr hydrophoben, polytopen Membranproteine werden
vom Intermembranraum aus in die Innenmembran inseriert.

(2) Gene fiir Proteine, die urspriinglich bereits in den Vorldufern der heutigen
Mitochondrien vorhanden waren, wurden im Laufe der Evolution aus dem mitochondrialen
Genom in den Zellkern ausgelagert. Im Zuge dieser Entwicklung erhielten die Proteine eine
Prasequenz, die ithren Import in die mitochondriale Matrix ermoglichte. Von dort aus werden
sie nach wie vor auf einem @hnlichen Sortierungsweg wie ihre bakteriellen Vorgédnger in die

Innenmembran inseriert. Unter dieser Annahme kann die erstaunliche Ahnlichkeit der
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Biogenese dieser Innenmembranproteine im Vergleich zu der ihrer bakteriellen Homologen
leicht erkldrt werden. Die im bakteriellen System aufgestellten GesetzmiBigkeiten und
elektrochemischen Uberlegungen wie die ,,Positiv Inside“-Regel und die Translokation
geladener Doménen tiber Membranen mit Hilfe eines elektrophoretischen Effektes lassen sich
auch hier anwenden. Dennoch hat bei einer Reihe von Proteinen eine Weiterentwicklung
dieses konservativen Sortierungsweges stattgefunden. Die bisher gefundenen Ergebnisse
beschrianken sich derzeit auf bitope Innenmembranproteine. Vor diesem Hintergrund sollte
geklart werden konnen, ob die hier beschriebenen Prinzipien sich auch auf polytope

Innenmembranproteine mit mehr als zwei Transmembrandoménen erweitern lassen.
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5 Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Lokalisation und Funktion des Hsp70-
Homologen, Ecm10, zu kldren. Ecm10 wurde als drittes Hsp70-Protein neben Sscl und Ssql
in der mitochondrialen Matrix lokalisiert. Es besteht eine hohe Sequenzédhnlichkeit zwischen
Ecml0 und Sscl, woraus eine &dhnliche Funktionsweise resultiert. Die teilweise
Funktionsiiberlappung konnte in ssc/-34ecmi0-Zellen durch einen synthetischen
Wachstumsphdnotyp experimentell nachgewiesen werden. Ecml10, das kein abundantes
Protein ist, konnte jedoch selbst nach Uberexpression Sscl nicht funktionell ersetzen. Da
keine endogenen Substrate fiir Ecm10 bekannt sind, wurde die Funktion von Ecm10 im
Vergleich zu Sscl in vitro analysiert. Ecm10 kann bei Uberexpression den Proteinimport in
die Matrix auch ohne funktionelles Sscl vollstindig wiederherstellen. Wie Sscl bindet
Ecm10 tiber eine Wechselwirkung mit Tim44 an die zu translozierende Polypeptidkette.
Weiterhin verfiigt es liber eine ATPase-Doméne, deren Aktivitidt iiber die Wechselwirkung
mit Mgel reguliert wird. Im Gegensatz zu Sscl scheint Ecm10 jedoch nur iiber eine
verminderte Faltungsaktivitit zu verfiigen, wobei nicht geklért ist, ob diese durch eine
eingeschrinkte Wechselwirkung mit dem Cochaperon Mdjl erkliart werden kann. Welche
Rolle die gezeigten Funktionalitidten unter physiologischen Bedingungen fiir Ecm10 spielen,
bleibt weiterhin offen.

Des Weiteren wurde die Sortierung polytoper Membranproteine der mitochondrialen
Innenmembran untersucht. Dazu wurde auf zwei bitope Beispielproteine, Mrs2 und YtalO,
zuriickgegriffen. Beide verfligen {iiber jeweils eine negativ geladene, von zwei
Transmembrandominen eingerahmte Intermembranraumdomaéne, die jedoch unterschiedlich
grof ist. Es konnte gezeigt werden, dass beide Proteine dem konservativen Sortierungsweg
folgen, in dessen Verlauf ein 16sliches Sortierungsintermediat von der Matrix aus in die
Innenmembran inseriert wird. Dabei ist der Insertions- oder Exportschritt aus der Matrix im
Vergleich zum Import in die Matrix in héherem Maf3e abhéngig vom Membranpotential {iber
die Innenmembran. In beiden Fillen erfolgte die Sortierung unabhédngig von den bisher
bekannten Insertionsfaktoren Oxal und Mbal, was auf die Existenz weiterer
Insertionsfaktoren deuten konnte. Die Untersuchung der Ladungsverteilung innerhalb der
Intermembranraumdoménen verschiedenster mitochondrialer Innenmembranproteine ergab
eine eindeutige Bevorzugung von sauren Resten, was auf einen allgemeinen Sortierungsweg

fiir solche Proteine hindeutet, die aus bakteriellen Vorldufern abgeleitet wurden.
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