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,Studiere die Dinge dieser Welt, es ist die Pflicht deines Berufes;
aber schau sie nur mit einem Auge an, dein anderes Auge auf das

ewige Leben gerichtet! Hore die Gelehrten, aber nur mit einem

Ohr!“

André Ampeére (1775-1836), franzosischer Physiker und MathematiRer
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Einleitung

1. Einleitung

Zahlreiche Proteine einer eukaryontischen Zelle missen nach ihrer Synthese im
Cytosol in Mitochondrien beférdert werden, um dort ihre Funktion auszudben.
Daruber hinaus konnten in jungster Zeit auch mehrere bakterielle und virale Toxine
identifiziert werden, die in der Lage sind, in Mitochondrien von Wirtszellen zu
gelangen. Die Aufklarung der hierfur notwendigen mitochondrialen Transport-
mechanismen ist bis heute ein aktueller Forschungsgegenstand vieler Arbeits-
gruppen auf der Welt. Wahrend einige Aspekte der mitochondrialen Zielerkennung
sehr detailliert aufgeklart werden konnten, sind dennoch viele fundamentale Fragen
bislang offen geblieben. Im ersten Teil der vorliegenden Dissertation sollte der
mitochondriale Zielerkennungsmechanismus eines bakteriellen Toxins aufgeklart
werden und zusatzlich Anhaltspunkte fir dessen Funktion in Mitochondrien
gewonnen werden. Hierbei handelt es sich um das Protein Map aus
enteropathogenen Escherichia coli — Stammen, welches nach Abgabe in die
Wirtszellen in der Lage ist, mit den Mitochondrien des Wirtes zu wechselwirken.
Diese Arbeit stellt die erste systematische Untersuchung der mitochondrialen
Zielerkennung und Funktion eines bakteriellen Toxins in Mitochondrien dar. Als
zusatzliche Aufgabe sollte die mitochondriale Zielerkennung von Metabolit-
Translokatoren der Innenmembran von Mitochondrien naher untersucht werden.
Diese Proteine erlauben den spezifischen Austausch von Metaboliten zwischen
Mitochondrien und dem Cytosol. Bisher konnten keine mitochondrialen
Zielerkennungsmotive von Metabolit-Translokatoren ausfindig gemacht werden. Die
Rolle einer in allen Metabolit-Translokatoren konservierten Aminosauresequenz, der
Carrier Signature, sowie einer in manchen Metabolit-Translokatoren aus Saugetieren
und Pflanzen vorkommende Prasequenz, sollte in Bezug zur mitochondrialen
Zielerkennung, Biogenese und Funktion naher untersucht werden. Als
Modellproteine dienten hierbei der Dicarboxylat-Translokator aus Saccharomyces

cerevisiae und der Citrat-Translokator aus Rattus norvegicus.
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1.1. Intrazellulare Lokalisationsmechanismen von Proteinen in Eukaryonten

Eukaryontische Zellen weisen im Gegensatz zu Prokaryonten eine hohe
Kompartimentierung auf. Die unterschiedlichen Kompartimente oder Zellorganellen
werden durch eine Lipidmembran vom Cytosol der Zelle abgegrenzt. Damit ist eine
raumliche Trennung von enzymatischen Funktionen die separat ablaufen muissen
sichergestellt (Nakamura & Hase, 1990-91). Zu den wichtigsten von einer Membran
umschlossenen Kompartimenten gehoéren das endoplasmatische Retikulum, der
Nukleus, Mitochondrien, Lysosomen, Endosomen, Peroxisomen und bei pflanzlichen
Zellen zusatzlich die Chloroplasten. Proteine, welche ihre Funktion in einem
speziellen Zellkompartiment austiben, mussen zunachst im Cytosol hergestellt und
danach in das jeweilige Kompartiment beférdert werden (Wickner & Schekman,
2005). Nur wenige Proteine befinden sich bereits nach der Synthese im
Zielkompartiment. Dies ist bei Mitochondrien und Chloroplasten der Fall, denn diese
Organellen verfugen Uber eigene DNA, welche die Gene fir eine kleine Anzahl an
Proteinen enthalten.

Erst in den siebziger Jahren des 20. Jahrhunderts wurde von Gunther Blobel eine
Hypothese aufgestellt zu der Frage, wie die im Cytosol hergestellten Proteine an
ihren spateren Aufenthaltsort gelangen. Er postulierte, dass Proteine Signal-
sequenzen aufweisen, die von Rezeptoren der Zellorganellen erkannt werden. Die
Erkennung der Signalsequenz durch einen Rezeptor ermoglicht unter Verbrauch von
Energie den Eintritt des Proteins in die Organelle Uber eine hierfur spezialisierte
Translokationsmaschinerie. Signalsequenzen kénnen aus einer kurzen Kette aus
Aminosauren bestehen und intern oder am Ende eines Polypeptides lokalisiert sein.
Alternativ kbnnen separat gelegene Aminosauren erst in der Tertiarstruktur rdumlich
aufeinander treffen und dadurch ein Lokalisationssignal erzeugen (Lingappa &
Blobel, 1980; Simon, 1993). Gunther Blobels Hypothese hatte sich als richtig
erwiesen und er wurde im Jahr 1999 mit dem Nobelpreis geehrt. Die
unterschiedlichen Topologien von Lokalisationssignalen sind in Abb. 1.1.1.

schematisch dargestelit.
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Abb. 1.1.1.: Schematische Darstellung von Lokalisationssignalen. In Anlehnung an Molecular
Biology of the Cell (Alberts et al.).

Der Transport von Proteinen in unterschiedliche Zellkompartimente kann in drei
unterschiedliche Typen eingeteilt werden. (I) Im Cytosol synthetisierte Kernproteine
gelangen in den Nukleus direkt Uber die grof3en Kernporen (gated transport), welche
ebenfalls die Diffusion von kleinen Molekulen zwischen den beiden Kompartimenten
erlauben. Die Topologie von Cytosol und Nukleus ist in diesem Fall aquivalent und es
ist daher keine Uberquerung einer Membran notwendig (Pemberton & Paschal,
2005). (Il) Der Transport von Vorstufenproteinen aus dem Cytosol in topologisch
unterschiedliche Zellzwischenrdume, wie z.B. endoplasmatisches Retikulum,
Mitochondrien, Chloroplasten und Peroxisomen, erfordert die Uberquerung einer
Membran und verlauft mit Hilfe von membrangebundenen Proteintranslokatoren
(transmembrane transport). Hierbei werden die Vorlauferproteine in einem entfalteten
Zustand in das Zielkompartiment transloziert (Swanton & Bulleid, 2003; Baker &
Sparkes, 2005; Heiland & Erdmann, 2005; Gutensohn, 2006; Mokranjac & Neupert,
2005). (1) Proteine kdnnen in einer Membran eingeschlossen und dann aus einem
Zellkompartiment abgeschnurt werden. Die Fusion des Membranvesikels mit der
Membran des Zielkompartimentes ermadglicht die Freisetzung des eingeschlossenen
Proteins und somit den Proteintransport zwischen zwei Zellorganellen (vesicular
transport). Als Beispiel kann hierbei der Transport von Proteinen zwischen
endoplasmatisches Retikulum und Golgi-Apparat genannt werden (Mancias &
Goldberg, 2005). Die unterschiedlichen Typen des intrazellularen Proteintransports
sind in Abb. 1.1.2. dargestellt.
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Abb. 1.1.2.: Schematische Darstellung von unterschiedlichen Typen des intrazelluldaren

Proteintransports. In Anlehnung an Molecular Biology of the Cell (Alberts et al.).

Bakterielle oder virale Toxine kdnnen in eukaryontischen Zellen eine hohe Diversitat
an Funktionen aufweisen. Mitunter ist der vorherige Transport eines nicht-endogenen
Proteins in ein bestimmtes intrazellulares Kompartiment notwendig, damit es seine
Funktion entfalten kann. Hierbei stellt sich die Frage, welche Mechanismen von
Bakterien oder Viren entwickelt worden sind, damit deren abgegebene Toxine in das
intrazellulare Kompartiment gelangen koénnen, in dem sie ihre Funktion entfalten
sollen. Das an Mitochondrien lokalisierte Map-Toxin enteropathogener E. coli —
Stamme stellt im Rahmen dieser Arbeit das erste bakterielle Protein dar, dessen
mitochondrialer Zielerkennungsmechanismus im Detail aufgeklart werden soll. Die
fundamentale Frage hierbei lautet, ob die zellularen Zielerkennungs- und
Translokationsmechanismen in diesem speziellen Fall umgangen oder nachgeahmt

werden.

1.2. Biogenese mitochondrialer Vorstufenproteine

Die Mehrzahl der mitochondrialen Proteine wird im Cytosol hergestellt und
posttranslational in ungefaltetem Zustand in die Mitochondrien importiert.
Mitochondriale Proteine kdnnen vier mitochondriale Subkompartimente als
Bestimmungsort haben. Die aul3ere oder innere Membran, den Intermembranraum
und die Matrix der Mitochondrien. Unabhangig vom letztendlichen Bestimmungsort
mussen alle mitochondrialen Proteine zunachst von Rezeptoren der mitochondrialen
AuRRenmembran erkannt werden. Da mitochondriale Proteine unterschiedliche Typen
an mitochondrialen Zielerkennungsmotiven aufweisen koénnen, sind seitens der

Mitochondrien mehrere, spezialisierte Rezeptoren fur die Erkennung eines

-4 -
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bestimmten Zielerkennungsmotives notwendig. Fir die Translokation von erkannten
Vorstufenproteinen Uber die aullere und innere Membran der Mitochondrien, sowie
fur die Insertion von Aul3en- bzw. Innenmembranproteinen sind jeweils spezialisierte
und in den Membranen verankerte Proteinkomplexe erforderlich (Mokranjac &
Neupert, 2005; Perry & Lithgow, 2005).

1.2.1. Mitochondriale Zielerkennungssignale

Fur die Erkennung durch Rezeptoren der mitochondrialen Auenmembran sind
seitens der zu importierenden Vorlauferproteine Signalsequenzen notwendig.
Zielerkennungssignale konnen zugleich die Information fur die submitochondriale
Sortierung eines importierten Proteins beinhalten. Es konnten unterschiedliche Typen
von mitochondrialen Zielerkennungssignalen ausfindig gemacht werden (Endo,
2003).

Matrix-Proteine, sowie manche Proteine der Innenmembran besitzen eine N-
terminale, alpha-helikale und abspaltbare Prasequenz. Die Prasequenz kann eine
Lange von bis zu 40 Aminosauren aufweisen und enthalt mehrere positiv geladene
Aminosauren. Die positiven Ladungen sind auf einer Seite der Alpha-Helix
ausgerichtet, wahrend die gegenuberliegende Seite hauptsachlich hydrophobe
Aminosaurereste aufweist. Manche Vorstufenproteine besitzen eine zusatzliche,
hinter der N-terminalen Prasequenz gelegene Transmembrandomane, welche zur
Insertion des Proteins in die Innenmembran fuhrt. Bei Proteinen des
Intermembranraumes kann die Transmembrandomane eine endstandige, zusatzliche
Spaltstelle fur mitochondriale Proteasen des Intermembranraumes enthalten. Nach
Abspaltung der in der Innenmembran inserierten Transmembrandomane kann das
prozessierte Vorstufenprotein in den Intermembranraum entlassen werden (Omura,
1998). Das Map-Toxin enteropathogener E. coli weist einen Aminoterminus mit
auffalligen Ahnlichkeiten zu N-terminalen Prasequenzen endogener, mitochondrialer
Proteine auf. DarUber hinaus weisen manche Metabolit-Translokatoren der
mitochondrialen Innenmembran aus Pflanzen und Saugetieren, denen auch der
Citrat-Translokator aus Rattus norvegicus angehdrt, ebenfalls eine N-terminale
Prasequenz auf. Die vorliegende Dissertation beschaftigt sich unter anderem mit der
Frage, ob es sich in beiden Fallen tatsdchlich um mitochondriale

Zielerkennungssequenzen handelt.
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Die meisten Mitglieder der Familie der Metabolit-Translokatoren der mitochondrialen
Innenmembran besitzen in der Regel bis auf wenige Ausnahmen keine N-terminale
Prasequenz. Es wird davon ausgegangen, dass interne Sequenzabschnitte innerhalb
der sechs hydrophoben Transmembrandomanen von Translokatorproteinen fur die
Erkennung durch Rezeptoren der Aullenmembran zustandig sind. Diese konnten
bisher nicht identifiziert werden (de Marcos-Lousa, 2006). In dieser Arbeit sollte
untersucht werden, ob ein in allen mitochondrialen Metabolit-Translokatoren
konserviertes Motiv, die so genannte Carrier Signature, an der mitochondrialen
Zielerkennung und Biogenese beteiligt ist.

Mitochondriale Proteine, welche in die AuRenmembran inseriert werden, weisen eine
N- oder C-terminale, alpha-helikale Transmembrandomane auf, welche als
Membrananker dient. Poren bildende Proteine der auleren Membran werden Uber [3-
Faltblattstrukturen in die Membran eingebaut. An der Rezeptorerkennung von (-
Faltblattproteinen der Aullienmembran scheint die Tertiarstruktur und nicht ein
lineares Sequenzmotiv von Bedeutung zu sein (Muller, 2002; Rapaport, 2005).

Die unterschiedlichen Typen von mitochondrialen Zielerkennungssignalen sind in
Abb. 1.2.1.1. dargestellt.

Mitochondriales Submitochondriales
Zielerkennunssignal Kompartiment
COOH Aussenmembran
H N -~
COOH Aussenmembran
H,N _—
<
HN ‘||I|'"‘ COOH  Matrix
2
<
HN ‘|||I|"‘ — COOH  Innenmembran
2
< 4
HN ‘|||I|"‘ — COOH  Intermembranraum
2
Sy, w— COOH Innenmembran
H,N —

Abb. 1.2.1.1.: Schematische Darstellung typischer mitochondrialer Zielerkennungssignale von
Vorstufenproteinen. N-terminale, positiv geladene Prasequenzen sind schraffiert dargestellt.
Transmembranhelices sind als schwarze Balken dargestellt. Pfeile deuten auf Spaltstellen

mitochondrialer Peptidasen hin.



Einleitung

Die Erforschung der Biogenese mitochondrialer Proteine beschrankte sich in den
letzten Jahrzehnten zumeist auf wenige Modellproteine. Hiermit konnten zwar
bedeutende Fortschritte in der Aufklarung von fundamentalen Mechanismen in der
Mitochondrien-Biogenese erzielt werden. Durch die enge Wahl an Modellproteinen ist
aber die Aufklarung alternativer Zielerkennungsmechanismen in Mitochondrien stark
eingeschrankt. Die vorliegende Dissertation soll einen wichtigen Beitrag zur
Erweiterung des bisherigen Modells der Zielerkennung mitochondrialer Proteine
liefern, indem Zielerkennungsmechanismen von Proteinen untersucht werden,
welche bisher nicht standardmalig der Erforschung der Biogenese von

Mitochondrien gedient haben.

1.2.2. Mitochondriale Zielerkennung und Translokation in Mitochondrien

Alle mitochondrialen Proteine, welche Uber die Aullienmembran der Mitochondrien in
submitochondriale Kompartimente transloziert werden, verwenden hierflr eine aus
mehreren Proteinen bestehende Translokationsmaschinerie, den TOM-Komplex
(translocase of the outer membrane). Er besteht aus den Proteinen Tom40, Tom22,
Tom5, Tom6, Tom7 und den beiden peripher assoziierten Proteinen Tom20 und
Tom70. Das Tom40-Protein stellt im dimeren Zustand die Eintrittspforte des TOM-
Komplexes fur mitochondriale Vorstufenproteine dar. Es lagert sich Uber (3-Faltblatter
in die AuBenmembran ein und bildet einen Kanal mit einer GroRe von etwa 22 A. Bei
den Proteinen Tom20, Tom22 und Tom70 handelt es sich um die Rezeptoren des
TOM-Komplexes (Rapaport, 2002). Der Tom20-Rezeptor erkennt N-terminale
Prasequenzen von Vorstufenproteinen und leitet die erkannten Proteine an den
Tom22-Rezeptor weiter (Moczko, 1993). Tom22 dient dartber hinaus nicht nur als
Rezeptor, sondern auch als den TOM-Komplex stabilisierendes Protein (van Wilpe,
1999). Der Tom70-Rezeptor ist fur die Erkennung von hydrophoben
Membranproteinen der Innenmembran mit internen Zielerkennungssequenzen
zustandig (Hines, 1990). Kleinere TOM-Proteine, wie Tom5, Tom6 und Tom7, sind
primar an der korrekten Assemblierung des TOM-Komplexes beteiligt (Sherman,
2005).

Die im Cytosol hergestellten Vorstufenproteine werden posttranslational in die
Mitochondrien importiert. Fur die Assoziation von hydrophoben Vorstufenproteinen

mit Mitochondrien kdnnen hierbei cytosolische Chaperonproteine notwendig sein.

-7-
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Nach der Synthese im Cytosol wird eine Selbstaggregation verhindert und die
Vorstufenproteine in einer flr den Import in Mitochondrien kompetente Konformation
gehalten. Eines der wichtigsten Chaperonproteine, welches den Import von
hydrophoben Vorstufenproteinen in Mitochondrien ermdoglicht, ist Hsc70. Fur die
Aufrechterhaltung der Kompetenz von Vorstufenproteinen zur Translokation in
Mitochondrien kann auch ATP eine Rolle spielen (Rassow & Pfanner, 1996; Mihara &
Omura, 1996; Asai, 2004).

Vorstufenproteine mit N-terminalen, amphipatischen Prasequenzen werden zunachst
vom Tom20-Rezeptor erkannt. Helices innerhalb der Prasequenz-Bindestelle des
Tom20-Rezeptors binden hierbei an die hydrophobe Seite von mitochondrialen
Prasequenzen (Abe, 2000; Zara, 2005). Da die Interaktion zwischen Tom20-
Rezeptor und Prasequenz von hydrophober Natur ist, ist die Annahme berechtigt,
dass auch die Vorstufen von hydrophoben Innenmembranproteinen mit internen
Signalsequenzen vom Tom20-Rezeptor erkannt werden. Doch es konnte festgestellt
werden, dass solche Vorstufenproteine vorrangig vom Tom70-Rezeptor erkannt
werden. Die Vorstufen der hydrophoben Innenmembranproteine binden in
Abwesenheit von ATP an mehrere Tom70-Dimere. Tom70 fungiert neben seiner
Rolle als Rezeptor auch als molekulares Chaperon, welches die Aggregation der
hydrophoben Vorstufenproteine an der Oberflache der Mitochondrien verhindert
(Tokatlidis & Schatz, 1999; Tokatlidis, 2000). Definierte Sequenzmotive fur die
Erkennung von hydrophoben Vorstufenproteinen durch den Tom70-Rezeptor
konnten bisher nicht identifiziert werden. In dieser Arbeit sollten die in allen Metabolit-
Translokatoren konservierte Motive der Carrier Signature auf eine Rolle bezlglich
der Erkennung durch den Tom70-Rezeptor untersucht werden. Manche Metabolit-
Translokatoren aus Saugern und Pflanzen besitzen eine variable N-terminale
Prasequenz, welche ebenfalls positive Ladungen enthalt und damit den
Prasequenzen mitochondrialer Matrix-Proteine ahnelt. Es ist bislang unklar
geblieben, ob diese Prasequenz an der Erkennung durch Importrezeptoren beteiligt
ist. Dieser Frage sollte in dieser Dissertation nachgegangen werden.

Nachdem Vorstufenproteine von Tom20 bzw. Tom70 erkannt worden sind, werden
sie an den Tom22-Rezeptor weitergeleitet. Der Tom22-Rezeptor befindet sich in
unmittelbarer Nahe zur Tom40-Pore und weist neben einer Transmembrandomane,
zwei l6sliche Domanen auf (van Wilpe, 1999; Yano, 2000; Saeki, 2000). Die zum

Cytosol exponierte Domane des Tom22-Rezeptors weist eine hohe Anzahl an
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negativ geladenen Aminosauren auf. Es wurde daher vermutet, dass N-terminale,
positiv geladene Prasequenzen mittels ionischer Wechselwirkungen mit dem Tom22-
Rezeptor interagieren und die Vorstufenproteine dadurch in die Tom40-Pore
weitergeleitet werden (acid chain theory) (Bolliger, 1995; Moczko, 1997; Schatz,
1997; Komiya, 1998). Die vorliegende Dissertation beschaftigt sich u. a. auch mit der
mitochondrialen Zielerkennung des Map-Toxins enteropathogener Escherichia coli —
Stamme. Es ist daher besonders interessant der Frage nachzugehen, ob das zur
Assoziation mit Mitochondrien befahigte bakterielle Toxin ebenfalls die endogenen
Zielerkennungs- und Translokationsmechanismen zu diesem Zweck verwendet. Die
Rolle des N-Terminus des Map-Toxins, welches auffallige Ahnlichkeiten zu
mitochondrialen Prasequenzen aufweist, sollte diesbezuglich naher untersucht
werden. Der schematische Aufbau des TOM-Komplexes ist in der Abb. 1.2.2.1.

dargestellt.
Vorstufenprotein mit Vorstufenprotein mit internen
aminoterminaler Prasequenz Signalsequenzen

COOH

5.0 =
/////// ‘I‘ H,

////NHZ D " 'i‘ "‘iil'i
‘..0 f@'ﬂ?@' !/!/! Cytosol
oee!. .

Intermembranraum

Abb. 1.2.2.1.: Schematische Darstellung des TOM-Komplexes und Modell der Zielerkennung
von Vorstufenproteinen mit N-terminalen und internen Signalsequenzen. Die Proteine Tom5,
Tom6 und Tom7 wurden aus Griinden der Ubersichtlichkeit nicht dargestellt. Die hydrophobe Seite
mitochondrialer Prasequenzen (schraffiert) wird von der hydrophoben Erkennungsdomane des
Tom20-Rezeptors (schraffiert) gebunden und das Vorstufenprotein Gber ionische Wechselwirkungen
an den Tom22-Rezeptor weitergegeben. Hydrophobe Innenmembranproteine mit internen
Signalsequenzen werden von drei Tom70-Dimeren gebunden und wahrend der Ubergabe an Tom22
vor Aggregation geschutzt. Die Vorstufenproteine gelangen Uber die Poren des Tom40-Dimers in den

Intermembranraum.
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1.2.3. Submitochondriale Translokations- und Insertionsmechanismen

Die Mehrzahl der mitochondrialen Vorstufenproteine ist an die Matrix der
Mitochondrien adressiert. Matrix-Proteine werden zunachst Uber N-terminale
Prasequenzen von Rezeptoren des TOM-Komplexes erkannt und anschlieend
mithilfe des TIM23-Komplexes (translocase of the inner membrane) an Kontaktstellen
der aulleren und inneren mitochondrialen Membran in die Matrix transloziert. Der
TIM23-Komplex besteht aus den integralen Innenmembranproteinen Tim23, Tim50,
Tim21 und Tim17 (Dekker, 1993; Maarse, 1994; Geissler, 2002; Yamamoto, 2002;
Mokranjac, 2003; Chacinska, 2005; Mokranjac, 2005). Das Tim23-Protein bildet als
Dimer zwei Translokationsporen in der Innenmembran. Fur die Bildung des Tim23-
Dimers ist ein Membranpotential an der Innenmembran notwendig. Die Interaktion
des Tim23-Proteins mit Prasequenzen fuhrt zur Offnung der Translokationspore nach
Dissoziation des Tim23-Dimers (Bauer, 1996). Das Tim21-Protein ermdglicht die
Interaktion des TIM23-Komplexes mit dem TOM-Komplex (Mokranjac, 2005). Tim50
und Tim17 sind an der Anbindung von Vorstufenproteinen im Intermembranraum
beteiligt. Wahrend der Translokation von Vorstufenproteinen in die Matrix der
Mitochondrien ist der TIM23-Komplex unter Ausschluss des Tim21-Proteins mit
einem weiteren Proteinkomplex, dem PAM-Komplex (presequence translocase-
associated motor) assoziiert. Der PAM-Komplex besteht aus den Proteinen Tim44,
Pam18 (Tim14), Pam17, Pam16 (Tim16), Mge1 und mtHsp70 (Kang, 1990; Maarse,
1992; Laloraya, 1994; Truscott, 2003; Mokranjac, 2003; Frazier, 2004; Kozany, 2004;
van der Laan, 2005). Das mitochondriale Hitzeschockprotein mtHsp70 erzeugt unter
ATP-Verbrauch gemeinsam mit dem Membranpotential der Innenmembran die
notwendige Kraft zur Entfaltung und vollstandigen Translokation von
Vorstufenproteinen in die mitochondriale Matrix. Mge1 dient hierbei als
Nukleotidaustauschfaktor (Miao, 1997). Tim44 ermdglicht die Anbindung des
mtHsp70-Proteins an die Translokationspore und wird seinerseits durch die beiden
miteinander interagierenden Proteine Pam16 und Pam18 hierbei stimuliert. Die
beiden Proteine Pam16 und Pam18 werden ihrerseits wiederum vom Pam17-Protein
stimuliert (van der Laan, 2005). Ein weiteres Protein, Zim17 (Tim15, Hep1), ist nicht
Teil des PAM-Komplexes, verhindert jedoch die Aggregation des mtHsp70-Proteins
und tragt somit indirekt dazu bei, die Translokation von Vorstufenproteinen in die
Matrix aufrechtzuerhalten (Buri, 2004; Sichting, 2005; Yamamoto, 2005). Nach der
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Translokation in die mitochondriale Matrix wird die Prasequenz der Vorstufenproteine
durch das Protein MPP (matrix-processing peptidase) abgespalten (Hawlitschek,
1988). An der Ruckfaltung der importierten Proteine in eine funktionelle Konformation
sind die Matrix-Chaperonproteine mtHsp70, mtHsp60 mtHsp10 und Cyclophilin20
beteiligt (Hohfeld & Hartl, 1994; Rassow, 1995; Martin, 1997). Der mitochondrialen
Prasequenzen ahnelnde Aminoterminus des Map-Toxins deutet auf eine
submitochondriale Lokalisation des bakteriellen Proteins in der Matrix von
Mitochondrien hin. Diese Vermutung sollte in dieser Dissertation untersucht werden,
sowie die Beteiligung des TIM23-Komplexes an der Translokation des Map-Toxins in
Mitochondrien.

Innenmembranproteine, welche Uber eine einzelne Transmembrandomane in der
Membran verankert werden, verwenden fur die Insertion in die Innenmembran
ebenfalls den TIM23-Komplex. In diesem Fall ist der TIM23-Komplex nicht mit dem
PAM-Komplex, sondern mit dem Tim21-Protein assoziiert (Chacinska, 2005).
Abhangig von der Aminosauren-Zusammensetzung der Transmembrandomane
werden die Vorstufen der Innenmembran-Proteine entweder lateral aus der Tim23-
Pore direkt in die Membran entlassen oder zunachst vollstandig Uber die Tim23-Pore
transloziert und anschliellend aus der Matrix in die Membran inseriert (Herrmann &
Neupert, 2003; Meier, 2005). Manche Vorstufenproteine des Intermembranraumes
werden vorerst ebenfalls TIM23-abhangig in die Innenmembran entlassen. Nach
Abspaltung der Transmembrandomane an einer endstandigen Erkennungssequenz
durch Intermembranraum-Peptidasen wird schlieBlich das reife Protein in den
Intermembranraum entlassen. Andere Intermembranraumproteine weisen keine
Transmembrandomane auf. Solche Proteine arretieren nach der Uberquerung des
TOM-Komplexes im Intermembranraum durch augenblickliche Faltung in eine stabile,
funktionelle Konformation (Herrmann & Hell, 2005).

Hydrophobe Innenmembranproteine mit mehreren Transmembrandomanen, denen
die Mitglieder der Familie der mitochondrialen Metabolit-Translokatoren angehoren,
werden unter Beteiligung des TIM22-Komplexes in die Innenmembran inseriert
(Tokatlidis, 2000). Der TIM22-Komplex beinhaltet die integralen Membranproteine
Tim22, Tim54, Tim18, sowie das peripher assoziierte Protein Tim12 (Sirrenberg,
1996; Kerscher, 1997; Sirrenberg, 1998; Kerscher, 2000, Kohler, 2000). Das Tim22-
Protein stellt den Kanal des Membrankomplexes dar (Kovermann, 2002). Fur den

Transfer der hydrophoben Vorstufenproteine vom TOM-Komplex zum TIM22-
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Komplex ist die Uberquerung des wassrigen Milieus des Intermembranraumes
erforderlich. Ein lI6slicher, hexamerer Proteinkomplex des Intermembranraumes,
bestehend aus gleichen Anteilen der beiden Proteine Tim9 und Tim10, schirmt die
hydrophoben Proteinabschnitte von Vorstufen der Metabolit-Translokatoren ab und
verhindert deren Aggregation im Intermembranraum. Eine Rolle der Carrier Signature
bei der Anbindung der Vorstufenproteine von Metabolit-Translokatoren an die kleinen
Tim-Proteine wurde vorgeschlagen, bisher aber noch nicht experimentell bestatigt
(Endres, 1999). In der vorliegenden Dissertation sollte auf diese offene Fragestellung
eingegangen und experimentell die Bedeutung der Carrier Signature an den
Wechselwirkungen der Vorstufen der Metabolit-Translokatoren mit den kleinen Tim-
Proteinen aufgeklart werden. Die Vorstufenproteine werden durch den Tim9/Tim10-
Komplex unter Beteiligung von Tim12 in die Tim22-Pore abgegeben und bei
Anwesenheit des mitochondrialen Membranpotentials lateral aus dem TIM22-
Komplex in die Innenmembran entlassen (Koehler, 1998; Sirrenberg, 1998; Adam,
1999; Endres, 1999; Rehling, 2003; Webb, 2006). Auf die Rolle der Carrier Signature
an den zuletzt genannten Schritten sollte in dieser Dissertation ebenfalls
eingegangen werden.

Poren bildende AuRenmembranproteine, welche durch B-Faltblattstrukturen in die
Membran inseriert werden, verwenden hierfir einen auf solche Proteine
spezialisierten Komplex der Aullenmembran, den SAM-Komplex (sorting and
assembly machinery) oder auch TOB-Komplex (fopogenesis of mitochondrial outer-
membrane beta-barrel proteins) genannt (Pfanner, 2004; Taylor & Pfanner, 2004;
Paschen, 2005). Er beinhaltet die Aulenmembranproteine Sam50 (Tob55), Sam35
(Tob38, Tom38), Mas37 und Mdm10 (Wiedemann, 2003; Kozjak, 2003; Meisinger,
2004; Milenkovic, 2004; Ishikawa, 2004; Gentle, 2004; Waizenegger, 2004). Die
Vorstufen von (-Fass-Proteinen der AuRenmembran werden zuerst iber den TOM-
Kanal in den Intermembranraum transloziert und letztlich unter Beteiligung des
Tim9/Tim10-Komplexes bzw. Tim8/Tim13-Komplexes an den SAM/TOB-Komplex zur
Insertion in die AuBenmembran der Mitochondrien weitergeleitet (Wiedemann, 2004;
Hoppins & Nargang, 2004). Weitere Aullenmembranproteine mit N- bzw. C-
terminalem Membrananker werden nach Erkennung durch Rezeptoren des TOM-
Komplexes lateral aus oder an der Tom40-Pore in die Aullenmembran entlassen
(Rapaport, 2005; Ahting, 2005). Fur das Aullenmembranprotein Bcl-2 konnte jedoch
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gezeigt werden, dass die Membraninsertion des Proteins unabhangig vom Tom40-
Protein ist (Motz, 2002).

Die unterschiedlichen Mechanismen der submitochondrialen Sortierung und die

daran beteiligten Komplexe sind schematisch in Abb. 1.2.3.1. dargestellt.

Abb. 1.2.31.: Schematische Darstellung von submitochondrialen Translokations- und
Insertionsmechanismen. C: Cytosol, OM: AuBenmembran, IMS: Intermembranraum, IM:

Innenmembran, M: Matrix.

1.3. Das Map-Toxin enteropathogener Escherichia coli — Stamme

Das Map-Protein (mitochondria-associated protein) ist eines von mehreren Toxinen
enteropathogener E. coli — Stamme (EPEC). EPECs besiedeln den menschlichen
Intestinaltrakt und werden fur schwere Durchfallerkrankungen verantwortlich
gemacht. Durch Infektionen mit EPEC-Erregern sterben in Entwicklungslandern
jahrlich mehrere Tausend Kinder an der von der Diarrhde verursachten Austrocknung
des Korpers. Map wird gemeinsam mit weiteren Effektorproteinen von
enteropathogenen E. coli — Stammen uber ein Typ-llI-Sekretionssystem in die
Darmepithelzellen des Wirtes injiziert, nachdem die Bakterien sich an die

Zelloberflache angelagert haben (attachment). Das Zusammenspiel der bakteriellen
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Effektorproteine hat kennzeichnend fur EPECs die Ruckbildung der absorptiven
Mikrovilli von Darmepithelzellen zur Folge (effacement). Diese von EPECs
verursachten Schadigungen der Darmepithelschicht werden gemeinhin auch als A/E-
Lasionen (attachment/effacement) bezeichnet. Die unterschiedlichen Effektor-
proteine, sowie die Komponenten des Typ-llI-Sekretionsapparates, sind in einer
chromosomalen Pathogenitatsinsel kodiert, welche als ,Locus of enterocyte
effacement (LEE)“ bezeichnet wird.

Das Map-Effektorprotein ist nach seinem Eintritt in Darmepithelzellen zum groften
Teil an Mitochondrien lokalisiert. Der erste Zusammenhang zwischen dem Map-Toxin
enteropathogener E. coli und Mitochondrien wurde von Brendan Kenny und Mark
Jepson in Zellkulturexperimenten aufgestellt. Map konnte mittels Immunofluoreszenz-
Mikroskopie innerhalb der Zellen an Mitochondrien lokalisiert werden (Kenny &
Jepson, 2000). Ein direkter Nachweis, dass Map auch in der Lage ist in
Mitochondrien zu translozieren, gelang den beiden Forschern aber nicht. Es ist
jedoch bisher nicht bekannt, wie und zu welchem Zweck dies geschieht. Es konnte
dabei lediglich eine Herabsetzung des mitochondrialen Membranpotentials
beobachtet werden (Kenny & Jepson, 2000). Eine Uberprifung der Primarstruktur
des Map-Toxins mithilfe eines Programmes zur Vorhersage mitochondrialer Proteine
(MitoProt; Claros & Vincens, 1996) ergab eine nahezu 100%ige Wahrscheinlichkeit,
dass es sich hierbei um ein mitochondriales Protein handelt. Das Map-Protein stellt
aber ein bakterielles Toxin mit unterschiedlichen Funktionen innerhalb der Wirtszelle
dar. Neben der mitochondrialen Lokalisation wurden auch Funktionen des Map-
Toxins im Cytosol der Wirtszelle beschrieben. Dazu gehoért die Umlagerung des
Zytoskeletts durch Stimulierung des kleinen GTPase-Proteins Cdc42, was schlieRlich
zur Aktinpolymerisation und Ausbildung von Filopodien fuhrt. Zunachst wurde
postuliert, dass das Map-Toxin einen Nukleotidaustauschfaktor darstellt, der das
Cdc42-Protein in seine GTP-gebundene, aktive Form zu Uberfihren vermag (Kenny,
2002). In einer spateren Arbeit wurde gezeigt, dass das Map-Toxin zu einer Familie
von bakteriellen Effektorproteinen gehort, welche Ras-ahnliche GTPasen
nachahmen. Es handelt sich hierbei um strukturelle Mimikry, da Mitglieder der
bakteriellen Proteinfamilie keine GTPase-Domanen besitzen und die gleiche
Funktion ohne Bindung von Guanosidnukleotiden austuben. Das Map-Toxin ahmt
diesen Daten zufolge das Protein Cdc42 in seiner aktiven Form nach, statt es zu

aktivieren (Alto, 2006). In zwei unabhangigen Arbeiten wurde darlber hinaus eine im
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Cytosol stattfindende Interaktion des Map-Proteins mit Ebp50 nachgewiesen (Alto,
2006; Simpson, 2006). Ebp50 (Ezrin-binding protein 50) reguliert lonenkanale der
Plasmamembran und wird nach Interaktion mit Map proteolytisch abgebaut
(Simpson, 2006). SchlieRlich konnte in einer weiteren Arbeit im Modellsystem der
Hefe nachgewiesen werden, dass das Map-Protein im Cytosol die Depolarisation des
kortikalen Aktinzytoskeletts auslést und dadurch hemmend auf das Wachstum der
Hefezellen wirkt (Rodriguez-Escudero, 2005).

Zu Beginn der vorliegenden Arbeit sollte der Mechanismus der mitochondrialen
Zielerkennung und Translokation des Map-Toxins der enteropathogenen Escherichia
coli (EPEC) in Mitochondrien aufgeklart werden. Neben den Untersuchungen zur
mitochondrialen Zielerkennung des Map-Toxins sollten Auswirkungen der
Wechselwirkung des Map-Toxins mit Mitochondrien fur die Wirtszelle im
Modellsystem der Backerhefe (Saccharomyces cerevisiae) aufgeklart werden, um
zusatzlich zu den bekannten Funktionen des Map-Proteins im Cytosol, eventuell

auch Ruckschlisse auf die Funktion von Map in Mitochondrien ziehen zu kénnen.

1.4. Metabolit-Translokatoren der mitochondrialen Innenmembran

Die mitochondriale Innenmembran ist im Gegensatz zur Aullenmembran der
Mitochondrien nicht permeabel fur kleinere, wasserlosliche Molekule. Sie stellt eine
unuberwindbare Barriere dar und grenzt die mitochondriale Matrix von anderen
Kompartimenten der Zelle ab. Ein gewisser Metabolitaustausch zwischen Matrix und
Cytosol muss jedoch gewahrleistet sein. Dies st bei verschiedenen
Stoffwechselwegen, welche ganz oder teilweise in der Matrix der Mitochondrien
stattfinden, wie z.B. der Zitronensaurezyklus, die B-Oxidation von Fettsauren, der
Harnstoffzyklus, die Synthese von Ham und Eisen-Schwefel-Clustern, der Fall. Fur
den selektiven Austausch von Molekulen Uber die innere, mitochondriale Membran
ist eine aus mehreren Metabolit-Translokatoren bestehende Familie an
Innenmembranproteinen zustandig. Eukaryontische Zellen weisen typischerweise
zwischen 35 bis 55 unterschiedliche Translokatorproteine auf (Kunji, 2004). Proteine
der Translokatorenfamilie (MCF; mitochondrial carrier family) weisen untereinander
eine hohe Sequenzahnlichkeit, sowie bestimmte Merkmale auf. Typischerweise
bestehen die Translokatorproteine der Innenmembran aus drei homologen Modulen,

bestehend aus jeweils etwa 100 Aminosauren. Jedes Modul weist zwei alpha-
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helikale Transmembrandomanen auf, die auf der zur Matrix gerichteten Seite der
Innenmembran Uber eine Schlaufe (Loop) verbunden sind. Die Module sind
untereinander auf der zum Cytosol gerichteten Seite der Innenmembran ebenfalls
Uber Loops verbunden (Aquila, 1987). Jeweils zwei Translokatorproteine assoziieren
in der Innenmembran zu einem funktionellen Dimer.

Alle Metabolit-Translokatoren sind im Zellkern codiert und werden posttranslational in
Mitochondrien importiert. Die Biogenese von mitochondrialen Translokatorproteinen
wurde am eingehendsten mit dem ATP/ADP-Translokator (AAC; ATP/ADP carrier)
als Modellprotein untersucht und resultierte in der Einteilung von flnf
charakteristischen Stufen: (I) Synthese des AAC an Ribosomen im Cytosol und
Anbindung an cytosolische Chaperonproteine. (II) Anbindung des AAC/Chaperon-
Komplexes an den Tom70-Rezeptor der mitochondrialen Auf3enmembran. (lll)
Translokation des AAC Uber die generelle Importpore und Anbindung an den
Tim9/Tim10-Komplex des Intermembranraums. (IV) Insertion des AAC in die
Innenmembran Uber den TIM22-Komplex. (V) Dimerisierung von zwei AAC-
Monomeren zum funktionellen Metabolit-Translokator (Ryan, 1999; Rehling, 2003; de
Marcos-Lousa, 2006).

FUr die mitochondriale Zielerkennung von Metabolit-Translokatoren sind im
Gegensatz zu Prasequenz-tragenden Proteinen der mitochondrialen Matrix,
offensichtlich mehrere, interne Sequenzabschnitte verantwortlich, welche bisher nicht
genau definiert werden konnten. Es stellt sich nun die Frage, ob dennoch bestimmte
Sequenzmotive innerhalb der Primarsequenz der mitochondrialen Translokatoren fur
die Zielerkennung und Biogenese wichtig sind. Ein solches Motiv musste bei allen
Familienmitgliedern der Mitochondrial Carrier Family konserviert sein. Dieses
Kriterium erfullt eines, mit wenigen Ausnahmen, in allen drei Modulen und
Translokatorproteinen vorkommendes Motiv, die so genannte Carrier Signature (CS)
(Nelson, 1998). Die CS weist die Sequenz Prolin — beliebig — Aspartat/Glutamat —
beliebig — beliebig — Lysin/Arginin (P-X-[D/E]-X-X-[K/R]) auf und befindet sich jeweils
am Ubergang zwischen der ersten Transmembrandomane und dem Loop eines
jeden Moduls. Die drei Module des ATP/ADP-Translokators (AAC) und Dicarboxylat-
Translokators (DIC) sind unabhangig voneinander in der Lage, in Mitochondrien zu
translozieren (Endres, 1999; Brandner, 2005). Dies weist darauf hin, dass
mindestens in jedem Modul ein mitochondriales Zielerkennungsmotiv enthalten sein

muss. Fur die Erkennung von mitochondrialen Translokatorproteinen ist seitens der
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Mitochondrien der Tom70-Rezeptor der mitochondrialen Auflenmembran zustandig.
Fur die Erkennung von Translokator-Vorstufenproteinen sind stets drei Tom70-
Dimere erforderlich (Wiedemann, 2001). Dies deutet ebenfalls auf eine in
Translokatorproteinen dreifach vorhandene Zielerkennungssequenz hin. Die in allen
drei Modulen vorkommende Carrier Signature konnte durchaus das fur die
Zielerkennung von Mitochondrien erforderliche Motiv darstellen. In der vorliegenden
Dissertation sollte der Frage nachgegangen werden, ob eventuell die
hochkonservierte CS eine Rolle bei der mitochondrialen Zielerkennung und
Biogenese von Metabolit-Translokatoren der Innenmembran spielt. Als Modellprotein
diente hierzu der Dicarboxylat-Translokator von Saccharomyces cerevisiae. Es
konnten aber auch Metabolit-Translokatoren in Saugetieren und Pflanzen gefunden
werden, welche eine zusatzliche N-terminale, abspaltbare Prasequenz mit gewissen
Ahnlichkeiten zu Prasequenzen mitochondrialer Matrixproteine aufweisen (Palmieri,
1996; Zara, 2003; Murcha, 2004). Bei Matrixproteinen vermitteln die Prasequenzen
die Erkennung durch Rezeptoren des TOM-Komplexes und die Membranpotential-
abhangige Uberquerung der mitochondrialen Innenmembran Uber den TIM23-
Komplex (Roise & Schatz, 1988). Auch fur die Pradsequenz des bovinen Phosphat-
Translokators (PiC) wurde eine Beteiligung an Rezeptorerkennung und Translokation
in Mitochondrien festgestellt (Zara, 1991; Zara, 1992). Eine andere Studie hat
wiederum ergeben, dass die Prasequenz des ATP/ADP-Translokators aus Solanum
tuberosum unter in vivo Bedingungen nicht flr die mitochondriale Zielerkennung
bendtigt wird und dass sie unter in vitro Bedingungen nicht hinreichend fur den
Import eines nicht-mitochondrialen Proteins in Mitochondrien ist (Mozo, 1995). Fir
den Citrat-Translokator (CIC) aus Rattus norvegicus wurde beobachtet, dass die
Prasequenz fur den Import in Mitochondrien nicht zwingend erforderlich ist und als
intramolekulares Chaperon die Loslichkeit des CIC-Proteins erhoht (Zara, 2003). Da
aber Translokatorproteine auch uber interne Zielerkennungsmotive in Mitochondrien
importiert werden kdnnen, muss der Verlust der Prasequenz nicht zwangslaufig eine
Herabsetzung der Importeffizienz zur Folge haben. Aus diesem Grund sollten die
Interaktionen der N-terminalen Prasequenz mit den Komponenten der
mitochondrialen Translokationsmaschinerien naher untersucht werden, um eine
mogliche Beteiligung an der mitochondrialen Zielerkennung von Prasequenz-
tragenden Metabolit-Translokatoren genauer aufzuklaren. Als Modellprotein diente in

diesem Fall der Citrat-Translokator aus Rattus norvegicus (Ratte).
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Gerite

Autoklaven
Eismaschine
Feinwaage
Geltrockner
Heizblock
Heizschranke

Konfokales Laser
Scanning Mikroskop

Kahltruhen (-80°C)
Magnetruhrer
Millipore-Anlage
Netzgerat
PCR-Gerat
pH-Meter
Phosphorlmager

Photometer

Schuttelinkubatoren
Sterilbank
Taumelschuttler
Thermomixer
Ultraschallgerat
UV-Tisch
Vortexgerat
Vakuumpumpe

Zentrifugen

Sanoclav, H+P Varioclav
Ziegra Eismaschinen
Sartorius CP224S

UniEquip Unigeldryer 3545D, Biorad Model 583 Gel Dryer

UniTek HBS-130
Heraeus, Memmert
Leica TCS SP2 & DM RE microscope stand

New Brunswick Scientific C54285, TIRA TDF8637H
IKAMAG RH, Heidolph MR2000

Millipore — Millipack 0,22 ym

Biometra P25, Consort E865

Biometra T3 & Tgradient

Metrohm 620 & 632

Fujifilm BAS-1500

Dr. Lange LP2W, Novaspec Plus, Uvikon 930,
WPA biowave CO8000, Perkin-Elmer Lambda 15
HAT Infors AG

BDK Luft- und Reinraumtechnik GmbH

Heidolph Polymax 1040

Eppendorf Thermomixer Comfort

Branson Sonifier 250 (Spitze: Heinemann)
Ultra-Violet Products Inc., San Gabriel, California, USA
Vortex Genie 2

KNF Neuberger Laboport

Eppendorf Centrifuge 5415D, Hettich Rotanta,

Hermle ZK630 Processor, Beckman Coulter Avanti J-25

(Rotoren JLA-10.500, JLA-16.250, JA-25.50, JA-20),
Beckman TL-100 Ultracentrifuge (Rotor TLA-120.2)
- 18-
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2.1.2. Chemikalien und Enzyme

353-Methionin
Aceton

Adenin

Adjuvans

Agar

Agarose
Ammoniumpersulfat
Ampicillin

Arginin

Aspartat

ATP

Bicin

Bistris

Borsaure
Bradford-Reagenz
Bromphenolblau
Calciumchlorid

Cardiolipin

Coomassie-Brilliant-Blue

Cystein

Digitonin
Dithioerithrol
DMSO
DNA-Probenpuffer
dNTP-Mix

EACA
ECL-Reagenzien
EDTA

EGTA
Essigsaure
Ethanol
Ethidiumbromid

ICN, Eschwege, Deutschland

Fluka Chemie GmbH, Buchs, Deutschland

Serva GmbH & Co, Heidelberg, Deutschland

Biogenes GmbH

Difco Laboratories, Detroit, MC, USA

Biozym Scientific GmbH, Hess. Oldendorf, Deutschland
Riedl-de Haén AG, Seelze, Deutschland

Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, USA

Biomol Feinchemikalien GmbH, Hamburg, Deutschland
Biomol Feinchemikalien GmbH, Hamburg, Deutschland
Boehringer, Mannheim Deutschland

USB, Cleveland, OH, USA

USB, Cleveland, OH, USA

Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, USA

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, USA

Serva GmbH & Co, Heidelberg, Deutschland

Biomol Feinchemikalien GmbH, Hamburg, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe, Deutschland

Gerbu, Gaiberg, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland

MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland
Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, USA

Amersham Pharmacia Biotech Inc., Cleveland, OH, USA
Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, USA

Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
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Ethylenglykol
Fettsdure-freies BSA
Flussigstickstoff
Galaktose

GeneRuler™ 1kb
DNA Ladder Plus,
ready-to-use

GFX™ Micro Plasmid

Prep Kit

GFX™ PCR DNA and
Gel Band Purification Kit

Glukose

Glycerin

Glycin

Harnstoff

HCI (37%, rauchend)
Hefeextrakt
HEPES

Histidin
Hydroxyapatit
IPTG

Isoleucin
Kaliumacetat
Kanamycin
Ketamin

KH2PO4

KOH
Lachssperma-DNA
Lidocainhydrochlorid
Lysin

Lysozym
Magermilchpulver
Magnesiumchlorid

Manganchlorid

Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, USA
Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, USA
Air Liquide, Dusseldorf, Deutschland

Beckton-Dickinson, Le Pont der Claix, Frankreich

MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland

Amersham Pharmacia Biotech Inc., Cleveland, OH, USA

Amersham Pharmacia Biotech Inc., Cleveland, OH, USA

Fluka Chemie GmbH, Buchs, Deutschland

Fluka Chemie GmbH, Buchs, Deutschland

USB, Cleveland, OH, USA

Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, USA

Merck, Darmstadt, Deutschland

Difco Laboratories, Detroit, MC, USA

USB, Cleveland, OH, USA

Biomol Feinchemikalien GmbH, Hamburg, Deutschland
Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA

Gerbu, Gaiberg, Deutschland

Biomol Feinchemikalien GmbH, Hamburg, Deutschland
Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, USA

Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, USA

Ceva Tiergesundheit GmbH, Neumunster, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

B. Braun, Melsungen, Deutschland

Biomol Feinchemikalien GmbH, Hamburg, Deutschland
Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, USA

Heirler Cenovis GmbH, Radolfzell, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, USA

-20 -



Material und Methoden

MassRuler™ DNA
Ladder Mix,
ready-to-use

Mercaptoethanol
Methanol
Methionin

MitoTracker™
Orange CMTMRos

MBS

MOPS

NaCl

NADH

NaOH (Platzchen, reinst)
Natriumacetat
Natriumcarbonat
Natriumphosphat

O'GeneRuler™ DNA
Ladder Mix,
ready-to-use

Oligonukleotide

Pepton
Percoll

Pfu Ultra™ High Fidelity
DNA Polymerase

Phenylalanin

PMSF
Polyethylenglykol 1000
Ponceau S

Prolin

Proteinase K
Raffinose

Restriktions-
endonukleasen

Rotiphorese 30,
Acrylamid/Bisacrylamid

Rubidiumchlorid

MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Biomol Feinchemikalien GmbH, Hamburg, Deutschland

Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Pierce Biotechnology Inc., Rockford, IL, USA
USB, Cleveland, OH, USA

USB, Cleveland, OH, USA

Boehringer, Mannheim, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland

biomers.net GmbH, Ulm, Deutschland
MWG-BIOTECH AG, Ebersberg, Deutschland
Difco Laboratories, Detroit, MC, USA

Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, USA
Stratagene, La Jolla, CA, USA

Biomol Feinchemikalien GmbH, Hamburg, Deutschland
Biomol Feinchemikalien GmbH, Hamburg, Deutschland
Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, USA

Boehringer, Mannheim, Deutschland

Biomol Feinchemikalien GmbH, Hamburg, Deutschland
Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, USA
Beckton-Dickinson, Le Pont der Claix, Frankreich

MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe, Deutschland

Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, USA
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Saccharose
SDS - Pellets
Serin

Serva Blue G
Sorbit

Sorbitol
T4-DNA-Ligase
TEMED
Threonin

TNT® T7/Sp6 Coupled
Reticulocyte Lysate
System

Trichloressigsaure
Tricin

Tris

Triton X-100
Trypsin
Trypsin-Inhibitor
Trypton
Tryptophan
Tyrosin

Unstained Protein
Molecular Weight
Marker

Valin
Xylazin
Yeast nitrogen base

Zymolyase

Beckton-Dickinson, Le Pont der Claix, Frankreich
Serva GmbH & Co, Heidelberg, Deutschland

Biomol Feinchemikalien GmbH, Hamburg, Deutschland
Serva GmbH & Co, Heidelberg, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland
Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, USA

Biomol Feinchemikalien GmbH, Hamburg, Deutschland

Promega, Mannheim, Deutschland

Fluka Chemie GmbH, Buchs, Deutschland

Promega, Mannheim, Deutschland

USB, Cleveland, OH, USA

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe, Deutschland

Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, USA

Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, USA

Difco Laboratories, Detroit, MC, USA

Biomol Feinchemikalien GmbH, Hamburg, Deutschland

Biomol Feinchemikalien GmbH, Hamburg, Deutschland

MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland

Biomol Feinchemikalien GmbH, Hamburg, Deutschland
Alvetra GmbH, Neumdunster, Deutschland
Beckton-Dickinson, Le Pont der Claix, Frankreich

Seikagaku Corporation, Tokyo, Japan

2.1.3. Verwendete E. coli— und S. cerevisiae — Stamme

Escherichia coli — Stamme:

E. coli XL1 blue:
E. coli C41(DE3) :

SupE44, hsdR17, recA1, endA1, gyr, A96, thi, relA1, lac
F-, ompT, hsdSg(rg-mg-), dcm, gal, (DE3) tonA
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Saccharomyces cerevisiae — Stamme:

BY4742 (Euroscarf): MATa; his3A1; leu2A0; lys2A0; ura3A0
KKY3.7 (Krimmer, 2001): MATa; his3-A200; leu2—-3112; ade2-101; suc2-A9; trp1-
A907;. ura3-52; tom40::HIS3 (pRS314-TOM40)

KKY3.4 (Krimmer, 2001): MATa; his3-A200; leu2—-3112; ade2—-101; suc2-A9; trp1-
A9017;. ura3-52; tom40::HIS3 (pRS314-tom40—4)

OL223 (van Wilpe, 1999): MATa; his3-A200; leu2-A1; ura3-52; trp1-A63; rho®
OL201 (van Wilpe, 1999): MATa; his3-A200; leu2-A1; ura3-52; trp1-A63;
tom22::HIS3; rho°

OL200-AH49 (Moczko, 1997): MATa; his3-A200; leu2-A1; ura3-52; trp1-A63;
tom22::HIS3+pRS414(TRP1)-tom22-2

YPH499 (Sikorski & Hieter, 1989): MATa; ura3-52; lys2-801; ade2-101; trp1-A63;
his3-A200; leu2-A1

YPHS500 (Sikorski & Hieter, 1989): MATa; ura3-52; lys2-801; ade2-101; trp1-A63;
his3-A200; leu2-A1

PK82 (Gambill, 1993): MATa; his4-713; lys2; ura3-52; Atrp1; leu2-3; 112

PK83 (Gambill, 1993): MATa; ade2-101; lys2; ura3-52; Atrp1; leu2-3; ssc1-3(LEU2)
Adnm1 (Euroscarf): MATa; his3A1; leu2A0; lys2A0; ura3A0; YLLOO1w::kanMX4
Afis1 (Euroscarf): MATa; his3A1; leu2A0; lys2A0; ura3A0; YIL065c::kanMX4
Agag3 (Euroscarf): MATa; his3A1; leu2A0; lys2A0; ura3A0; YJL112w::kanMX4

MM208 (Moczko, 1994): MATaq; ura3-52; lys2-801; ade2-101; trp1-A63; his3-A200;
leu2-A1; tom70::HIS3

MM112-C (Moczko, 1994): MATa; ura3-52; lys2-801; ade2-101; trp1-A63; his3-A200;
leu2-A1; tom20::URA3

2.1.4. DNA-Vektoren

pET28a (Novagen): Expression in E. coli; in vitro Transkription/Translation
pGEM-4 (Promega): in vitro Transkription/Translation

pGEM-4z (Promega): in vitro Transkription/Translation

pGEM-11z (Promega): in vitro Transkription/Translation

PYES2 (Invitrogen): Expression in S. cerevisiae; in vitro Transkription/Translation
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2.1.5. Antikorper

Anti-Tom40 (rabbit) 1:5000 in TBS
Anti-Tim10 (rabbit) unverdinnt

Anti-AAC (rabbit) 1:500 in TBS
Anti-DIC (rabbit)  1:2500 in TBS
Anti-GFP (rabbit) 1:200 in TBS

Anti-SUMO (rabbit) 1:1000 in MP/TBS

Anti-Rabbit (goat) 1:50000 in TBS

2.1.6. Weitere Materialien

UMACS™ Protein A MicroBeads
UMACS™ separator
uColumns™
Agarosegel-Kammer

Alu — Blocke

BN-PAGE-Kammer
Chromatographiepapier (diinn & dick)
Deckglaser

Dounce-Homogenisator (30 ml)
Eppendorfgefalie (1.5 ml, 2 ml)
Falcon-Rdéhrchen (15 ml, 50 ml)
Glasplatten fir SDS-PAGE
Gradientenmischer

Hamilton-Spritze

Klarsichtfolie

Lichtempfindliche Filme
Nitrozellulosemembran
Phosphorlmager-Platten & Kassetten

Plastikktvetten

Prof. Pfanner (Universitat Freiburg)
Prof. Pfanner (Universitat Freiburg)
Von AG Rassow hergestellt

Prof. Zara (Universitat Lecce, Italien)

Clontech Laboratories Inc., CA, USA
Living Colors® Peptide Antibody

Rockland Immunochemicals Inc., PA, USA
Purified IgG fraction of anti-yeast-SUMO

Amersham Inc., Cleveland, OH, USA
ECL Rat IgG, HRP-Linked Whole Antibody

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch-Gladbach, D
Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch-Gladbach, D
Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch-Gladbach, D
Owl Separation Systems

Zitt-Thoma, Freiburg, Deutschland
Chatzivassileiou C. & Taipliadis G.

Hoefer Electrophoresis Unit, SE600 Series
Schleicher & Schuell

Menzel — Glaser

Sartorius, Gottingen, Deutschland

Sarstedt, Nurnbrecht, Deutschland

Sarstedt, Nurnbrecht, Deutschland
Zitt-Thoma, Freiburg, Deutschland
Amersham Inc., Cleveland, OH, USA
Hamilton Bonaduz AG, Bonaduz, Schweiz
Saran DOW

AGFA Cronex S

Schleicher & Schuell, Optibran BA-S 83
Fujifilm BAS-MS 2025 & BAS cassette2 2025

Sarstedt, NUrnbrecht, Deutschland
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Polylysin-beschichtete Objekttrager

Quarzkulvetten
SDS-PAGE-Kammer
Sterilfilter 0,22 ym
Sterile Plastikplatten
Venofix-Butterfly
Western-Blot-Apparatur

Menzel — Glaser (Polylysine™)
Hellma Quarzglas Suprasil
Zitt-Thoma, Freiburg, Deutschland
Sarstedt, Nurnbrecht, Deutschland
Greiner, Nurtingen, Deutschland
B. Braun, Melsungen, Deutschland

Owl Separation Systems

2.1.7. Angewandte Computerprogramme und Internetressourcen

Computerprogramme (unter Windows XP Professional, Microsoft):

Office XP, Microsoft Textverarbeitung, Tabellenkalkulation, Prasentation

Acrobat 5.0.1., Adobe Dokumentdarstellung, -erstellung

Photoshop 7, Adobe Bildbearbeitung
AIDA, Raytest GmbH Bandenquantifizierung

DIANA, Raytest GmbH  Darstellung Agarosegele/EtBr
pDRAW32, Acaclone DNA — Analyse und —Annotation
ClustalX, Higgins D. G.  Multiple Sequence Alignment

Chromas, McCarthy C.  Auswertung ABI-Gramme aus DNA-Sequenzierungen

LCS software, Leica Steuerung konfokales Laser Scanning Mikroskop

Internetressourcen (Stand: Juli 2006):

PubMed pubmed.gov

BLAST ncbi.nlm.nih.gov/blast
ExPASy expasy.org

PDB rcsb.org/pdb

SGD yeastgenome.org

Euroscarf  web.uni-frankfurt.de/fb15/mikro/euroscarf

Mitoprot ihg.gsf.de/ihg/mitoprot.html
OligoCalc  basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html
DoubleDigest fermentas.com/doubledigest
NEBcutter tools.neb.com/NEBcutter2
SUMOplot abgent.com/doc/sumoplot
Helical Wheel kael.net/helical.htm

Literaturrecherche

Single Sequence Alignment
Proteinknowledgebase & Tools
Proteinstrukturen-Datenbank
S.cerevisiae Genomdatenbank
S.cerevisiae Deletionsmutanten
Prediction mitochondr. targeting
Oligonukleotid-Design
Pufferwahl Restriktionsenzyme
DNA-Restriktion

Prediction Protein SUMOylation

Helical Wheel Darstellungstool



Material und Methoden

2.2. Methoden
2.2.1. Molekularbiologische Methoden
2.2.1.1. Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Fur die Isolierung von Plasmid-DNA wurden hauptsachlich die GFX™ Micro Plasmid
Prep Reagenzien der Firma Amersham (Cleveland, USA) verwendet. Damit wurde
eine schnelle und qualitativ hochwertige Isolierung von Plasmid-DNA aus 2 ml
Bakterienkultur erreicht. Die isolierte Plasmid-DNA konnte anschlielend flr
enzymatische Modifizierungen herangezogen werden. Das Prinzip der DNA-
Isolierung basiert auf der alkalischen Lyse und anschliefender Adsorption der DNA
an einem Glasfaserfilter.

Plasmid-enthaltende E. coli — Zellen wurden in 2ml LB-Flussigmedium (1,5% [w/V]
Trypton, 0.5% [w/v] Hefeextrakt, 1% [w/v[ NaCl, pH7.5) Gberimpft, die Kultur mit einer
Antibiotikalosung erganzt und Uber Nacht bei 37°C im Schuttler inkubiert. Aus der
Ubernachtkultur wurden 1,5 ml in ein steriles EppendorfgefaR tberfiihrt und fir 1 min
bei 5000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und die Bakterien in 150
pul Lésung | (100 mM Tris/HCI pH7.5, 10 mM EDTA, 40% [w/v] RNAse 1)
resuspendiert. Das Eppendorfgefall wurde nach Zugabe von 150 pl Losung Il (1 M
NaOH, 5.3% [w/v] SDS) vorsichtig geschwenkt, bis die Tribung klar wurde (Lyse der
Bakterien). Durch die Zugabe von 300 ul Lésung lll (enthalt Acetat und chaotrope
Substanzen) und mehrmaligem Kippen des Eppendorfgefalies, wurde die Fallung
von Proteinen und chromosomaler DNA erzielt. Eine Inkubation fur 5 min bei
Raumtemperatur optimierte diesen Schritt. Anschlielend folgte eine Zentrifugation
fiir 5 min bei 16000 g. Der klare Uberstand wurde entnommen, in einen GFX-Filter
mit Auffanggefal} pipettiert und fir 30 sec bei 16000 g zentrifugiert. Der Durchfluss
wurde verworfen. Es folgten zwei Waschschritte mit je 400ul Waschpuffer (10 mM
Tris/HCI pH8.0, 1 mM EDTA, 80% [v/v] Ethanol), bei denen jeweils fur 1 min bei
16000 g zentrifugiert und der Durchfluss anschlieend verworfen wurde. Nach den
Waschschritten wurde der Filter durch 2-minitige Zentrifugation bei 16000 g
getrocknet. Der Filter wurde anschliellend in ein neues, steriles Eppendorfgefal
eingesetzt. Um die Plasmid-DNA aus dem Filter zu eluieren, wurde die gewunschte

Menge steriles Wasser auf den Filter pipettiert und flr 2 min bei 16000 g zentrifugiert.
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Die Plasmid-DNA befand sich nach der Zentrifugation in Wasser geldst im
Eppendorfgefall. Die Plasmid-DNA wurde bei -20°C gelagert.

2.2.1.2. Photometrische Bestimmung der DNA-Konzentration

Die Bestimmung der DNA-Konzentration in einer Losung erfolgte
spektrophotometrisch. Dabei gilt fur doppelstrangige DNA, dass eine Extinktion von
1, gemessen bei einer Wellenlange von 260 nm, einer DNA-Konzentration von 50
Mg/ml entspricht. Es ergibt sich hierdurch folgende Formel zur Berechnung der DNA-
Konzentration:

¢ [Mg/ml] = Eze0 X 50 pg/ml x F

¢ = DNA — Konzentration, E = Extinktion bei Azsonm, F = Verdlinnungsfaktor

2.2.1.3. Aufkonzentrieren der DNA durch Ethanolfallung

Um die DNA-Konzentration einer bestimmten DNA-LOsung zu erhohen wurde die
DNA mit Natriumacetat und Ethanol gefallt und anschlieend in geringerem Volumen
Wasser wieder aufgenommen. Das Prinzip der Ethanolfallung besteht darin, dass
langkettige Nukleinsauren unter Anwesenheit von Alkohol und chaotropen Salzen
spontan ausfallen und durch Zentrifugation vom Wasser abgetrennt werden kdnnen.
Die zu fallende DNA-L6sung wurde mit 0,1 Volumen 3 M Natriumacetat-Losung (pH
4,8) versetzt und Ethanol zu einer Endkonzentration von 70% [v/v] dazugegeben.
Nach einer Inkubation des Ansatzes Uber Nacht bei -20°C erfolgte eine
Zentrifugation bei 21000 g fiir 30 min und 4°C. Der Uberstand wurde verworfen, die
gefallte DNA durch 10-minutiges Schutteln bei 30°C im Inkubator getrocknet und

schlief3lich in der gewunschten Menge Wasser resuspendiert.

2.2.1.4. Elektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten

Lineare DNA-Molekulle lassen sich in einem Agarosegel proportional zu ihrem
Molekulargewicht auftrennen. Wird an eine solche Gelmatrix Spannung angelegt,
wandern die negativ geladenen DNA-Moleklle abhangig von ihrer Grolde zur
Kathode. Die Nukleinsauren lassen sich dann durch Ethidiumbromid sichtbar

machen. Diese Substanz interkaliert zwischen den aromatischen Ringsystemen der
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Nukleotide und leuchtet durch Anregung mit UV-Licht rosa-orange. Bei
Agarosekonzentrationen zwischen 0,3 bis 3 Prozent lassen sich, abhangig vom
erforderlichen Trennbereich, Trennungen von DNA-Molekulen von 100bp bis 50kB
durchfihren. In dieser Dissertation wurden in der Regel Gele mit 1% Agarose
verwendet.

Fur ein einprozentiges Agarosegel wurde 0,5 g Agarose in einem Erlenmeyerkolben
abgewogen und durch Kochen in 50ml TBE-Puffer (0.89 M Tris, 0.89 M Borsaure, 20
mM EDTA) in Losung gebracht. Nach Abkuhlen der Gelldsung auf unter 60°C wurde
5ul Ethidiumbromid-Lésung (10mg/ml) hinzugegeben. Die Gelldsung wurde in einen
vorbereiteten Gelschlitten innerhalb der Elektrophoreseapparatur gegossen. Ein
entsprechender Kamm (Taschenformer) wurde ebenfalls in den Gelschlitten
eingesetzt. Nach der Erstarrung des Agarosegels wurde der Kamm vorsichtig
entfernt. Der Gelschlitten wurde dann mit der richtigen Orientierung (Taschen auf der
Seite der Anode) in die mit TBE-Puffer geflllte Gelkammer eingesetzt. Die
Geltaschen wurden mit den DNA-Proben beladen, die zuvor mit DNA-Probenpuffer
(6x Loading Dye Solution, MBI Fermentas) im Verhaltnis 5:1 vermischt wurden.
Dadurch erhohte sich die Dichte der Proben und erleichterte deren Einsinken in die
Taschen. Die Elektrophorese wurde bei 100V durchgeflhrt. Nach der Elektrophorese
wurde das Gel unter UV-Licht (302 nm) ausgewertet. Um die Grofle der DNA-
Fragmente auf dem Agarosegel bestimmen zu konnen, wurden zusatzlich geeignete
DNA-GroRenstandards mit DNA-Fragmenten definierter Grole neben den DNA-
Proben auf dem Gel aufgetragen. Es wurden ausschliel3lich DNA-GroRenstandards
der Firma MBI Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland) verwendet: MassRuler™ DNA
Ladder Mix, ready-to-use; O'GeneRuler™ DNA Ladder Mix, ready-to-use;
GeneRuler™ 1kb DNA Ladder Plus, ready-to-use.

2.2.1.5. Isolierung von DNA-Fragmenten aus einem Agarosegel

Fur die Isolierung von aufgetrennten DNA-Fragmenten aus einem Agarosegel
wurden die GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Reagenzien der Firma
Amersham (Cleveland, USA) verwendet.

Die Bande des gewunschten DNA-Fragments wurde unter UV-Licht mit einem
Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten und in ein steriles Eppendorfgefal® tberfuhrt.

Nach Zugabe von 1 pl Capture Buffer (enthalt Acetat und chaotrope Substanzen) pro
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mg Gelgewicht wurde das Gelstlick durch Erhitzen fur 10 min bei 60°C geschmolzen.
Der Inhalt des EppendorfgefaBes wurde dann in eine GFX-Saule mit
entsprechendem Auffanggefal® Uberfuhrt und fur 30 sec bei 16000 g zentrifugiert.
Der Durchfluss wurde verworfen. Es folgten zwei Waschschritte mit 500ul
Waschpuffer (10 mM Tris/HCI pH8.0, 1 mM EDTA, 80% [v/v] Ethanol) und ein
zusatzlicher Trockenzentrifugationsschritt. Bei den drei Zentrifugationsschritten
wurde jeweils fur 1 min bei 16000 g zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Die
GFX-Saule wurde anschliefend in ein steriles Eppendorfgefald eingesetzt und die
gewlnschte Menge an Wasser zugegeben. Die DNA wurde durch 2-mindtige
Zentrifugation bei 16000 g eluiert und befand sich danach im Eppendorfgefald. Die

isolierten und aufgereinigten DNA-Fragmente wurden bei —20°C.

2.2.1.6. Spaltung von DNA-Molekiilen mit Restriktionsendonukleasen

Bei Restriktionsendonukleasen handelt es sich um Enzyme bakteriellen Ursprungs,
die  DNA-Doppelstrange  sequenzspezifisch  spalten  kdnnen.  Typische
Erkennungssequenzen sind palindromisch und bestehen meistens aus sechs bis
acht Nukleotiden. Die Spaltung findet gewohnlich innerhalb der Erkennungssequenz
statt, dabei konnen je nach Restriktionsenzym entweder Uberhangende oder glatte
Enden entstehen. Die zahlreichen bekannten Restriktionsenzyme werden mit
Abkulrzungen benannt, die auf den Ursprungsorganismus hinweisen. In dieser Arbeit
wurden ausschlieRlich die Restriktionsenzyme und zugehdrigen Puffer der Firma MBI
Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland) verwendet. Ein Standard-Restriktionsansatz
enthielt 300 — 500 ng DNA, 10% [v/v] Restriktionspuffer (10-fach), 5-10% [v/V]
Restriktionsenzym und wurde auf ein Gesamtvolumen von 10-20 pl mit Wasser
aufgeflllt. Enthielten die Ansatze mehrere Restriktionsenzyme, wurde ein fur alle
Enzyme geeigneten Puffer anhand von Herstellerangaben ausgewahlt. Die

Restriktionsansatze wurden fir mindestens 2 h bei 37°C inkubiert.

2.2.1.7. Verkniipfen von DNA-Fragmenten mit der T4-DNA-Ligase

Fir die Ligation von DNA-Fragmenten wurde die T4-DNA-Ligase verwendet. Dieses
Enzym katalysiert unter ATP-Verbrauch die Bildung einer Phosphodiesterbindung

zwischen dem 3’-Hydroxylende des einen DNA-Fragmentes und dem 5'-
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Phosphatende des anderen Fragmentes. Das Standardvolumen von Ligations-
ansatzen in dieser Arbeit betrug 20 pl.

Die in einem Vektor zu inserierende DNA und die Vektor-DNA wurden im Verhaltnis
3:1 eingesetzt, auf 16ul mit bidest. H,O aufgeflllt und anschlie3end fir 10 min bei
65°C inkubiert. Der Ligationsansatz wurde anschlieRend fur kurze Zeit auf Eis
abgekuhlt und 2ul Ligasepuffer (10x), 1ul 0,1 M ATP und 1pl T4-DNA-Ligase (5 U/ul)
zugegeben. Die Ligation wurde uber Nacht bei 14°C oder fur 1h bei 22°C
durchgefuhrt und durch 10-minutiges Erhitzen bei 65°C die Ligase wieder deaktiviert.

2.2.1.8. Herstellung kompetenter E. coli — Zellen

In dieser Arbeit wurden anhand der Rubidiumchlorid-Methode kompetente Zellen der
beiden E. coli — Stamme XL1 blue und C41 (DE3) hergestellt.

Fur die Herstellung kompetenter Bakterienzellen wurde 100 ml vorgewarmtes LB-
Medium mit 1 ml einer Vorkultur angeimpft und bei 37°C bis zu einer ODgponm von 0,5
geschuttelt. Danach wurde die Kultur bei 3000 g und 4°C zentrifugiert. Die Bakterien
wurden in 30 ml eiskaltem TFB1-Puffer (100 mM RbCI, 50 mM MnCl,, 30 mM KAc,
10 mM CacCly, 15% [v/v] Glycerol, pH5.8) resuspendiert und fur 90 Minuten auf Eis
inkubiert. Nach einer zweiten Zentrifugation (5 min, 3000 g, 4°C) wurden die
Bakterien in 4 ml eiskaltem TFB2-Puffer (10 mM MOPS, 10 mM RbCI, 75 mM CaCly,
15% [v/v] Glycerol, pH8.0) aufgenommen und fir weitere 15 — 60 min auf Eis
inkubiert. Die kompetenten Zellen wurden dann in Aliquote mit 100 ul Volumen
aufgeteilt und durch kurzes Eintauchen in flissigem Stickstoff eingefroren. Die

Aliquots wurden bei -80°C gelagert.

2.2.1.9. Transformation von DNA in kompetente E. coli — Zellen

Es wurden 100 pl kompetente Zellen auf Eis aufgetaut und mit 1 pl Plasmid-DNA-
Lésung (0,1 bis 1 uyg DNA) vermischt. Nach einer 30-minutigen Inkubation auf Eis,
folgte ein Hitzeschritt bei 42°C fur 90 Sekunden. Danach wurde der
Transformationsansatz fir 2 Minuten auf Eis abgekuhlt. Anschlieliend wurde der
Transformationsansatz mit 500 ul LB-Medium versetzt und fur 90 min bei 37°C unter
leichtem Schutteln inkubiert. Der Transformationsansatz wurde abschlieRend auf

selektiven LB-Platten ausplattiert, um diejenigen Zellen zu vermehren, die das
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Plasmid aufgenommen haben. Die Platten wurden zur Vermehrung von

Transformanten Uber Nacht bei 37°C inkubiert.

2.2.1.10. Amplifikation von DNA mit der Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Mit der Polymerasen-Kettenreaktion (PCR, polymerase chain reaction) kann eine
niedrige Menge an Ausgangs-DNA unter in vitro Bedingungen sehr stark vermehrt
werden. Daruber hinaus lassen sich mit dieser Methode einzelne Gene aus
chromosomaler DNA amplifizieren. Eine gewdhnliche PCR weist einen Zyklus mit
drei aufeinander folgenden Schritten auf. Im ersten Schritt wird die Ausgangs-DNA
(template) durch Hitze denaturiert und in seine beiden Einzelstrange getrennt. Im
zweiten Schritt binden definierte Oligonukleotide (primer) an die komplementare
Sequenz der einzelstrangigen DNA-Moleklle und definieren somit den Beginn
(forward primer) und das Ende (reverse primer) der zu amplifizierenden DNA-
Sequenz. Oligonukleotide kénnen am 5°-Ende nicht-komplementare Basenpaare
aufweisen, welche Teil einer Erkennungssequenz von Restriktionsendonukleasen
sind. Damit kdnnen die amplifizierten DNA-Molekule leicht in die multiple cloning site
eines Zielvektor eingebracht werden. Im dritten Schritt beginnt die DNA-Polymerase
mit der Synthese von Doppelstrang-DNA und nutzt hierbei die einzelstrangige
Ausgangs-DNA als Matrize, sowie die daran gebundenen Oligonukleotide als
Startpunkt. Die DNA-Polymerase muss hitzestabil sein, da bei der Denaturierung der
Ausgangs-DNA eine hohe Temperatur (95°C) notwendig ist. In dieser Arbeit wurde
die Pfu Ultra™ High Fidelity DNA Polymerase der Firma Stratagene (La Jolla, USA)
verwendet, da diese eine proof reading activity aufweist. Dies bedeutet, dass sie in
der Lage ist, falsch eingebaute Nukleotide zu erkennen und mit den korrekten
Nukleotiden zu ersetzen. Damit ist die Wahrscheinlichkeit, dass die amplifizierte DNA
Fehler enthalt extrem gering. Durch das mehrmalige Wiederholen der der drei PCR-
Schritte lasst sich die Ausgangs-DNA nahezu exponentiell vermehren, da bei jedem

Zyklus die Anzahl der DNA-Matrizen sich vervielfacht.

In einem Reaktionsgefald wurden folgende Substanzen eingesetzt:
5 pl Reaktionspuffer (10x)
1 ul forward primer (10 pmol/pl)

1 ul reverse primer (10 pmol/ul)
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5 ul dNTP-Mix (2mM)

1 ul Ausgangs-DNA (10 — 100 ng)

1 ul Pfu Ultra™ High Fidelity DNA Polymerase (2,5 U/ul)
37 ul Wasser

Folgendes PCR-Programm wurde gestartet:

95°C 2 min
95°C 30 sec

X°C 30 sec 30 Zyklen X : durchschnittliche Schmelztemperatur der Oligonukleotide — 5°C
72°C Y sec Y : Lange der zu amplifizierenden DNA in Kilobasen * 60 sec
72°C 10 min

2.2.1.11. Aufreinigung von PCR-Produkten

Die PCR-Produkte wurden nach der PCR-Reaktion mit den GFX"Y PCR DNA and
Gel Band Purification Reagenzien der Firma Amersham (Cleveland, USA)
aufgereinigt. Zu Beginn wurde der PCR-Ansatz (bis zu 100 pl Gesamtvolumen) mit
500 pl Capture Buffer vermischt. AnschlieRend erfolgte die Aufreinigung des PCR-
Produktes Uber eine GFX-Saule (siehe 2.2.1.5.).

2.2.1.12. PCR-basierte, zielgerichtete DNA-Mutagenese (QuikChange™)

Zur zielgerichteten Mutagenese von Gensequenzen wurde die QuikChange™
Methode der Firma Stratagene (La Jolla, USA) angewendet. Die Methode basiert auf
die Verwendung einer hitzestabilen DNA Polymerase mit proof reading activity und
zweier, zueinander komplementaren Oligonukleotide, welche in zentraler Position die
gewlnschte Mutation enthalten. Es wird auRerdem vorausgesetzt, dass die zu
verandernde Gensequenz in einer zirkularen Vektor-DNA enthalten ist. Zunachst wird
eine PCR-Reaktion durchgefuhrt. Hierbei entsteht in jedem Zyklus ein neuer DNA-
Strang, welcher die gewunschte Mutation beinhaltet. Da aber die beiden
Oligonukleotide zueinander komplementar sind, wird die Plasmid-DNA nur linear
amplifiziert, denn die neu synthetisierten DNA-Strange kdonnen im nachsten Zyklus
nicht mehr als Matrize dienen. Nach Beenden der PCR-Reaktion kdnnen Plasmide

entstehen, welche aus einem unveranderten DNA-Strang der Ausgangs-DNA und
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einem hierzu komplementaren, neu synthetisierten DNA-Strang mit der gewunschter
Mutation bestehen. Wahrend zuvor die Ausgangs-DNA in E. coli — Zellen vermehrt
und hieraus isoliert worden ist, weist sie an definierten Stellen Methylierungen auf.
Die in der PCR-Reaktion neu synthetisierten DNA-Strange sind hingegen nicht
methyliert. Durch den Einsatz der Restriktionsendonuklease Dpnl/ kdnnen nun
methylierte und hemimethylierte Plasmide erkannt (Erkennungssequenz: 5°-
GmPATC-3") und in kleine DNA-Fragmente gespalten werden. Plasmide, welche aus
zwei neu synthetisierten DNA-Strange bestehen, sind hiervon nicht betroffen. Durch
die Dpnl — abhangige Selektion neusynthetisierter, mutationstragender Plasmide wird
die Ausbeute an positiven Klonen nach der Transformation des QuikChange™ —

Ansatzes in kompetente E. coli XL1 blue — Zellen erheblich erhoht.

Wichtige Kriterien bei der Wahl von mutagenen Oligonukleotiden:

- beide mutagenen Oligonukleotide mussen die gewlnschte Mutation tragen und
komplementar sein

- die gewunschten Mutationen sollte zentral eingebaut werden

- die Oligonukleotide sollten 20 — 45 bp lang sein

- der GC-Gehalt der Oligonukleotide sollte zwischen 40 — 75 % liegen

- die Schmelztemperatur der Oligonukleotide sollte zwischen 60 — 70 °C liegen

Fir die QuikChange™ — PCR folgende Substanzen in ein ReaktionsgefaR pipettiert:
5 ul Reaktionspuffer (10x)

1 ul Oligonukleotid (523", 100 ng/ul)

1 ul Oligonukleotid (325", 100 ng/pl)

1 yl dNTP-Mix (2 mM)

17 pl Wasser

In das Reaktionsgefal® wurde ein steriles Wachskugelchen gegeben. AnschlielRend
wurde der Reaktionsansatz fur 2 min auf 65°C erhitzt und dann auf 10°C abgekuhilt.
Es bildete sich dadurch eine Wachsschicht oberhalb des Reaktionsgemisches, auf
der folgende Substanzen erganzt wurden:

1 yl Plasmid-DNA (5 — 50 ng)

23 ul Wasser

1 ul Pfu Ultra High Fidelity DNA Polymerase (2,5 U/ul)
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Folgendes PCR-Programm wurde gestartet:

95°C 2 min

95°C 30 sec

50°C 1 min 30 Zyklen

72°C Y sec Y : Lange der Plasmid-DNA in Kilobasen * 60 sec
72°C 7 min

Nach der PCR-Reaktion wurde das Reaktionsgemisch mit 1 pl Dpnl (5 U/pl) erganzt
und fur mindestens 2 h bei 37°C inkubiert. Nach der Inkubation wurde der
Reaktionsansatz in kompetente E. coli XL1-blue — Zellen transformiert.

2.2.1.13. Klonierungsstrategien

Alle in dieser Arbeit hergestellten DNA — Konstrukte und Plasmide wurden durch
Auftragssequenzierung bei der Firma GATC Biotech (Konstanz, Deutschland)

verifiziert.

Herstellung von unterschiedlichen DIC-Derivaten in pGEM-4z:

Die wildtypische DNA-Sequenz des DIC-Gens aus Saccharomyces cerevisiae
befand sich innerhalb der MCS des pGEM-4z — Vektors und wurde von Prof. Dr.
Vincenzo Zara (Universitat Lecce, Italien) zur Verfugung gestellt. Hierbei ist ein das
DIC-Gen enthaltender, genomischer Sequenzabschnitt Uber zwei flankierende
EcoRI-Uberhdnge in den ebenfalls mit EcoRI gedffneten pGEM-4z — Vektor ligiert
worden. Das innerhalb des pGEM-4z — Vektors inserierte DIC-Gen befindet sich

unmittelbar hinter dem SP6-Promotor.

Die Derivate DICp3s3a, DICpssa und DICkssa wurden ausgehend von pGEM-4z/DIC
mittels QuikChange-Verfahren (siehe 2.2.1.12.) hergestellt. Hierbei wurden jeweils

folgende, mutagene Oligonukleotidpaare verwendet:

P33A-fw: 5-CATGGTGACACATGCTCTAGACTTGGCC-3’
P33A-rev: 5-GGCCAAGTCTAGAGCATGTGTCACCATG-3°
D35A-fw: 5 -GTGACACATCCTCTTGCCTTGGCCAAAGTCAG-3°
D35A-rev: 5-CTGACTTTGGCCAAGGCAAGAGGATGTGTCAC-3’
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K38A-fw: 5-CTTGACTTGGCAGCTGTCAGACTGCAGGC-3’
K38A-rev: 5-GCCTGCAGTCTGACAGCTGCCAAGTCAAG-3’

Ausgehend vom Derivat DICkssa konnte dann das Derivat DICacst1 hergestellt
werden, indem durch ein mutagenes Oligonukleotidpaar mittels QuikChange-
Verfahren die beiden weiteren Codons fur P33 und D35 in ein Alanin-Codon
umgewandelt wurden.

DICacsi-fw: 5-CCATGGTGACGCAAGCGCTAGCCTTGGCAGCTGTC-3°
DICacsi-rev: 5"-GACAGCTGCCAAGGCTAGCGCTTGCGTCACCATGG-3’

Die beiden Derivate DICacs2 und DICacs12 wurden ebenfalls mittels QuikChange-
Verfahren hergestellt. In beiden Fallen wurde ein identisches, mutagenes
Oligonukleotidpaar verwendet, welches die Codons der drei Aminosauren P227,
D229 und K232 in ein Codon fur Alanin umwandelt. Fur die Herstellung von DICacs?
wurde pGEM-4z/DIC als Ausgangs-DNA verwendet. DICacst2 wurde ausgehend
vom Derivat DICxcs1 hergestellt.

DICacs2-fw: 5-GTGTGCTCTGCAGCAGCCGTCATGGCCACACGTATC-3’
DICacs2-fw: 5-GATACGTGTGGCCATGACGGCTGCTGCAGAGCACAC-3’

Umklonierung von DIC und dessen Derivate aus pGEM-4z in pET28a:

Ausgehend vom pGEM-4z — Vektor sollte das DIC - Insert in den pET8a — Vektor
umkloniert werden. Fur die Insertion in die MCS des pET28a — Vektors wurden die
beiden Schnittstellen Ncol und Hindlll oder EcoRI ausgewahlt. Wahrend innerhalb
des pGEM-4z — Vektors eine Hindlll- oder EcoRI-Schnittstelle hinter dem DIC —
Stoppcodon vorhanden war, musste am Beginn des DIC — Inserts eine Ncol —
Schnittstelle generiert werden. Dies konnte nicht realisiert werden, da zwei weitere
Ncol — Schnittstellen innerhalb der DIC — Sequenz vorhanden sind und dadurch
keine Umklonierung mit Ncol moglich ist. Stattdessen wurde eine Pcil — Schnittstelle
mittels QuikChange — Verfahren am Beginn des DIC — Inserts realisiert. Pcil weist
identische Uberhdnge mit Ncol auf. Folgendes mutagene Oligonukleotidpaar wurde
zur Einfuhrung der Pcil-Schnittstelle verwendet:

Pcil-fw: 5-CGCAACAGCTGGACGACATGTCAACCAACG-3’

Pcil-rev: 5-GCGTTGGTTGACATGTCGTCCAGCTGTTGCG-3’
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Nach der QuikChange — Mutagenese wurde das DIC — Insert aus dem pGEM-4z —
Vektor mittels Pcil und Hindlll oder EcoRI herausgeschnitten und in den mit Ncol und
Hindlll oder EcoRI gedffneten pET28a — Vektor durch Ligation inseriert. Durch eine
identische Klonierungsstrategie wurden auch die Sequenzen aller DIC — Derivate aus
dem pGEM-4z — Vektor in den pET28a — Vektor umkloniert.

Herstellung von pGEM-4/Mapwuza:

Ein Plasmid pGEM-4/Map wurde von Prof. Dr. Brendan Kenny (Universitat
Newcastle, UK) zur Verfligung gestellt. Hierbei ist ein Map-kodierender
Sequenzabschnitt aus der Pathogenitatsinsel des EPEC — Stammes E2348/69
(Genebank Accession Number. 2865296) uber EcoRI und Pstl in den pGEM-4 —
Vektor inseriert worden. Das innerhalb des pGEM-4 — Vektors inserierte Map — Gen

befindet sich unmittelbar hinter dem SP6 — Promotor.

Das Codon der Aminosaure M7 wurde mittels QuikChange — Verfahren in ein Codon
fur Alanin umgewandelt unter Verwendung von folgendem, mutagenem Paar an
Oligonukleotiden:

Mapmza-fw: 5-GTTTAGTCCAACGGCAGCTGTAGGTAGAGCGTTAG-3’
Mapwza-rev: 5-CTAACGCTCTACCTACAGCTGCCGTTGGACTAAAC-3’

Herstellung von Map-GFP, Map(45-203)-GFP, Map(1-100)-GFP, Map(1-152)-GFP
und EspF-GFP in pYES2:

Zunachst wurde ein GFP-kodierendes Gen Uber BamHI und Xhol in die MCS des
PYES2 — Vektors inseriert. Das GFP-Insert befand sich hierbei hinter dem GAL4 —
Promotor. Dazwischen waren weitere Schnittstellen der MCS zur Insertion weiterer
Gene vorhanden, welche die Herstellung von C-terminalen GFP-Fusionsproteinen
erlauben. Voraussetzung war, dass die zu inserierenden Gene kein Stoppcodon

aufweisen.

Ausgehend vom Plasmid pGEM-4/Map wurden die entsprechenden Map-Bereiche,
welche in pYES2 vor der GFP-Sequenz inseriert werden sollten, mittels PCR

amplifiziert. Es kamen Oligonukleotidpaare zum Einsatz, welche nach der
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Amplifikation am 5°-Ende eine Hindlll- und am 3’-Ende eine Sacl- (bei Map[1-203]
und Map[45-203]) bzw. BamHI-Schnittstelle (bei Map[1-100], Map[1-152] und EspF)
erzeugen. Das Stoppcodon wurde jeweils nicht mitamplifiziert. Bei der Amplifikation
von Map(45-203) wurde Uber das 5°-Oligonukleotid zusatzlich ein Startcodon
eingefuhrt. Durch Inkubation der Amplifikationsprodukte mit den Restriktionsenzymen
Hindlll und Sacl bzw. BamHI wurden entsprechende Uberhdnge erzeugt, die eine
Insertion durch Ligation in das ebenfalls mit Hindlll und Sacl bzw. BamHI geo6ffnete
Plasmid pYES2/GFP erlauben. Die Proteinkomponenten der Fusionsproteine Map(1-
203)-GFP und Map(45-203)-GFP werden uber das Hexapeptid Glu-Leu-Gly-Ser-Pro-
lle miteinander verbunden. Bei den Fusionsproteinen Map(1-100)-GFP, Map(1-152)-
GFP und EspF-GFP bildet das Tetrapeptid Gly-Ser-Pro-lle die Verbindung der
beiden, miteinander fusionierten Proteine. Nachfolgend sie die verwendeten
Oligonukleotidpaare zur Durchfihrung der PCR-Amplifikation aufgelistet:
Map(1-203)-fw: 5"-CAAGCTTACCATGTTTAGTCCAATGA-3’

Map(1-203)-rev:  5-CAAGGAGCTCCAACCGAGTATACTGTAC-3’
Map(45-203)-fw: 5-CGCGAAGCTTAGCATGTCGAACCTTATGATTAATC-3’
Map(45-203)-rev: 5-CTAGAGCTCCAGCCGAGTATCCTGCACATTGTC-3"
Map(1-100)-fw: 5-TATTAAGCTTATGTTTAGTCCAACGGCAATG-3’
Map(1-100)-rev:  5-ACTGGATCCCGAATTATTACTCATGC-3’

Map(1-152)-fw: 5 -TATTAAGCTTATGTTTAGTCCAACGGCAATG-3’
Map(1-152)-rev:  5-ATCGGATCCTTTACCACACTGC-3’

EspF-fw: 5'-GGCAAAGCTTATGCTTAATGGAATTAGTAAC-3’

EspF-rev: 5-TTAGGATCCTTTCTTCGATTGCTCATA-3’

Herstellung von Map(1-44)-GFP in pYES2:

Ein die Sequenz der N-terminalen 44 Aminosauren des Map-Toxins kodierender
DNA-Einzelstrang wurde als Oligonukleotid gemeinsam mit einem komplementaren
Oligonukleotid bestellt. Die beiden Oligonukleotide wurden so gewahlt, dass nach
Hybridisierung ein 5°-Hindlll- und ein 3’-BamHI-Uberhang erzeugt wird. Das aus der
Hybridisierung der beiden Oligonukleotide entstandene doppelstrangige DNA —
Fragment konnte mittels Hindlll und BamHI in das ebenfalls mit Hindlll/BamHI

geodffnete Plasmid pYES2/GFP durch Ligation inseriert werden. Im Fusionsprotein ist
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der N-Terminus des Map-Toxins (AS 1-44) durch das Tetrapeptid Gly-Ser-Pro-lle mit
dem GFP-Protein verbunden.

Map(1-44)-fw: 523
AGCTTATGTTTAGTCCAACGGCAATGGTAGGTAGAGCGTTAGCTCAGGCGGTTA
CACAAACTCTTAGACCCGCTGTAACCAAGGCTGCGACGCAAGCGGGCATGGCA
GCCAGTGGTATGAGGTTCACACCTATGCAGG

Map(1-44)-rev: 523
ATACAAATCAGGTTGCCGTTACCATCCATCTCGCAATCGAGTCCGCCAATGTGT
TTGAGAATCTGGGCGACATTGGTTCCGACGCTGCGTTCGCCCGTACCGTCGGT
CACCATACTCCAAGTGTGGATACGTCCCTAG

Herstellung von Map(1-203)w74a-GFP, Map(45-203)w74a-GFP, Map(1-203)k7sr-GFP
und Map(45-203)k7er-GFP in pYES2:

Zunachst wurden die gewunschten Aminosauresubstitutionen des Map-Toxins
(W74A bzw. K76R) ausgehend vom Plasmid pGEM-4/Map mittels QuikChange-

Verfahren durchgefuhrt. Hierbei kamen folgende mutagene Oligonukleotide zum

Einsatz:

Mapwz7aa-fw: 5-GTGATACCCAGCAAGCTTTCAAGCAAGAGCAG-3’
Mapw7sa-rev: 5-CTGCTCTTGCTTGAAAGCTTGCTGGGTATCAC-3’
Mapk7er-fw: 5-CAGCAATGGTTCAGGCAAGAGCAGATTAC-3’
Mapx7er-rev: 5 -GTAATCTGCTCTTGCCTGAACCATTGCTG-3’

Anschliefend wurde Mapw7sa und Mapkrer aus dem Ausgangsvektor pGEM-4 mit
den Oligonukleotidpaaren Map(1-203)-fw/-rev bzw. Map(45-203)-fw/-rev mittels PCR
amplifiziert. Durch Inkubation der Amplifikationsprodukte mit den Restriktions-
enzymen Hindlll und Sacl wurden entsprechende Uberhénge erzeugt, die eine
Insertion durch Ligation in das ebenfalls mit Hindlll und Sacl geo6ffnete Plasmid
PpYES2/GFP erlauben. Das Tetrapeptid Glu-Ser-Pro-lle fungierte bei den

Fusionsproteinen als Ubergang der Map-Doméne zum GFP-Protein.
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2.2.2. Zellbiologische Methoden

2.2.2.1. Kultivierung von Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae kann sowohl in fermentierbarem als auch in nicht-
fermentierbarem Nahrmedium wachsen. In der Regel wurde in den Nahrmedien
Glycerin als nicht-fermentierbare Kohlenstoffquelle verwendet. Vor allem bei der
Isolierung von Hefemitochondrien war dies von Vorteil, da die Zellen gezwungen
werden zu atmen und dadurch ein ausgepragtes mitochondriales Netzwerk
aufweisen. Alternativ wurde auch Glukose als Kohlenstoffquelle angeboten. Da
Glukose fermentierbar ist, konnen in Glukose-haltigen Nahrmedien auch
atmungsdefiziente Hefestamme wachsen. Hefestamme wurden in YPG — Medium
(1% [w/v] Hefeextrakt, 2% [w/v] Pepton, 3% [v/v] Glycerin, pH4.8-5.0) oder YPD —
Medium (1% [w/v] Hefeextrakt, 2% [w/v] Pepton, 2% [w/v] Glukose, pH6.5) durch
Inkubation bei 30°C unter Schitteln angezichtet. Fur die Durchfihrung von
Verdlinnungsausstrichen zur Entnahme von Einzelkolonien wurde den Nahrmedien
2% (w/v) Agar zugegeben und nach dem Autoklavieren hieraus Platten mit

Nahrmedium zum Ausstreichen der Hefezellen gegossen.

2.2.2.2. Herstellung kompetenter Hefezellen

Hefezellen wurden in 5 ml YPD — Medium durch Inkubation bei 30°C angezlchtet
und in der logarithmischen Wachstumsphase (ODgoonm=0,6) durch Zentrifugation fur
5 min bei 1500 g wieder geerntet. Die Zellen wurden dann in 1 ml Losung A (1 M
Sorbit, 10 mM Bicin pH8.35, 3% [w/v] Ethylenglykol) resuspendiert und bei -80°C bis

zur Transformation gelagert.

2.2.2.3. Transformation von DNA in Hefezellen

Etwa 10 pl Plasmid-DNA (0,1-2 pg/upl) und 5 ul gescherte Lachssperma-DNA (10
Mg/ul) wurden zu den gefrorenen, kompetenten Hefezellen gegeben und fir 5 min bei
37°C inkubiert. AnschlieRend wurde 1 ml Losung B (40% [w/v] Polyethylenglykol
1000, 200 mM Bicin, pH8.35) zugegeben und fur 1h bei 30°C inkubiert. Danach

wurden die Hefezellen durch Zentrifugation fir 5 min bei 1500 g reisoliert, in 1 ml
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Lésung C (150 mM NacCl, 10 mM Bicin, pH8.35) resuspendiert, erneut abzentrifugiert
und schlieBlich in 150 pl Lésung C aufgenommen. Die Hefesuspension wurde auf
entsprechendes Selektivmedium ausplattiert und zum Heranwachsen von

Transformanten bei 30°C inkubiert.

2.2.2.4. Isolierung von Mitochondrien aus Saccharomyces cerevisiae

Die Hefezellen wurden vor der Isolierung der Mitochondrien in YPG-Medium
angezichtet. Hierbei werden  Garungsvorgange unterdrickt und das
Mitochondrienwachstum angeregt. Das YPG-Medium enthalt als Kohlenstoffquelle
Glycerin. Die Mitochondrienisolierung kann prinzipiell in drei Schritte eingeteilt
werden. Als erstes muss die Zellwand der Hefezellen mit Zymolyase abgebaut
werden. AnschlieBend erreicht man durch einen osmotischen Schock das
Aufbrechen der Zellen. Die Mitochondrien kénnen daraufhin durch differentielle
Zentrifugation isoliert werden.

Fir die Anzlichtung der Hefezellen wurden 50 ml YPG-Medium mit einer Kolonie der
entsprechenden Stammplatte angeimpft und tUber Nacht bei 30 °C unter Schutteln
inkubiert. Mit der Ubernachtkultur wurden weitere 400 ml YPG-Medium angeimpft
und ebenfalls bei 30 °C lber Nacht unter Schiitteln inkubiert. Diese Ubernachtkultur
wurde dann zum Animpfen von 8 | YPG-Medium verwendet, welches nach einer
Inkubation Uber Nacht bei 30 °C unter Schutteln zur Isolierung der Mitochondrien
verwendet wurde. Die Zellen der Hefekultur wurden abzentrifugiert (10 min, 1600 g, 4
°C), in Wasser resuspendiert und erneut abzentrifugiert (5 min, 2800 g, 4 °C). Das
Nassgewicht der Zellen wurde bestimmt und die Zellen dann in DTT-Puffer (100 mM
Tris/H,SO4 pH9.4, 10 mM DTT) resuspendiert (2 ml DTT-Puffer pro Gramm Zellen).
Es folgte eine Inkubation bei 30°C fir 30 min unter Schitteln. Die Zellsuspension
wurde abzentrifugiert (5 min, 2800 g, 4 °C), die Zellen dann in 1,2 M Sorbitol
resuspendiert und durch Zentrifugation (5 min, 2800 g, 4 °C) reisoliert. Die Zellen
wurden zur Herstellung von Spheroplasten in 7 ml pro Gramm Nassgewicht der
Zellen Zymolyase-Puffer (1,2 M Sorbitol, 20 mM KH,PO4, pH7.4) resuspendiert, mit
etwa 2 — 3 g Zymolyase erganzt und bei 30°C fur 30 — 45 min geschuttelt.
AnschlieRend wurden die Spheroplasten durch Zentrifugation reisoliert (5 min, 2800
g, 4 °C), in 1,2 M Sorbitol resuspendiert, erneut abzentrifugiert (5 min, 2800 g, 4 °C)
und schlieBlich in Homogenisierungspuffer (1,2 M Sorbitol, 10 mM Tris/HCI pH7.4, 1
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mM EDTA, 02% [w/iv] BSA, 1 mM PMSF) aufgenommen (7 ml
Homogenisierungspuffer pro Gramm Nassgewicht der Zellen). In 30 ml Portionen
wurde die Suspension in einem auf Eis gekuhlten Dounce-Homogenisator gegeben
und mit 150 pyl PMSF (Endkonzentration 1 mM) erganzt. Die Spheroplasten wurden
mechanisch aufgebrochen, indem ein im Homogenisator eng angepasster Teflon-
Stempel auf und ab (etwa zehn Mal) bewegt wurde. Es folgte die differentielle
Zentrifugation (stets bei 4°C) zur Isolierung der Mitochondrien aus dem Zelllysat:

Durch zwei aneinanderfolgende Zentrifugationsschritte (5 min, 1100 g und 5 min,
1900 g), in denen jeweils der Niederschlag verworfen wurde, konnten Zelltrimmer
und nicht aufgeschlossene Spheroplasten vom Zelllysat abgetrennt werden. Die im
Uberstand sich befindenden Mitochondrien wurden durch Zentrifugation fir 10 min
bei 12100 g reisoliert, dann in 5 — 10 ml SEM-Puffer (250 mM Saccharose, 1 mM
EDTA, 10 mM MOPS, pH7.2) aufgenommen und mit 25 — 50 pyl 200 mM PMSF
erganzt. Durch eine erste Zentrifugation der Mitochondriensuspension fir 5 min bei
1900 g wurden restliche Zelltrimer und Spheroplasten abzentrifugiert. Die im
Uberstand verbliebenen Mitochondrien wurden schlieBlich durch Zentrifugation fiir 10
min bei 12100 g reisoliert und in ca. 250 yl SEM-Puffer resuspendiert. Mit Hilfe einer
Proteinbestimmung nach Bradford wurde die Konzentration der Mitochondrien-
suspension bestimmt. Durch Zugabe von SEM-Puffer wurde die Konzentration der
Mitochondriensuspension auf 10 mg/ml eingestellt. Schliel3lich wurde die
Mitochondriensuspension in Aliquote von 10 — 50 ul aufgeteilt, in flissigem Stickstoff

augenblicklich eingefroren und bei —80 °C gelagert.

2.2.2.5. Isolierung von Mitochondrien aus der Leber von Rattus norvegicus

Rattenleber wurde in kleinere Sticke geschnitten und in Puffer A (300 mM
Saccharose, 2 mM EGTA, 10 mM Tris/HCI pH7.4) mit Zugabe von 5 mg/ml BSA und
1 mM PMSF unter Kuhlung auf Eis homogenisiert. Durch Zentrifugation bei 500 g
und 4°C fir 10 min wurden Zellriickstédnde abgetrennt. Der Uberstand wurde bei
12000 g und 4°C flir 6 min abzentrifugiert, um eine grobe Anreicherung an
Mitochondrien zu erhalten. Die Mitochondrien wurden zur Aufreinigung in 12 ml
Puffer A resuspendiert und mit 5% (v/v) Percoll erganzt. Durch Zentrifugation bei
16000 g und 4°C fur 10 min wurden die Mitochondrien reisoliert, in Puffer A

resuspendiert, erneut abzentrifugiert und schlieBlich wieder in einem geringen
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Volumen Puffer A aufgenommen. Nach Bestimmung der Proteinkonzentration der
Mitochondrien nach Bradford wurde die Konzentration von mitochondrialem Protein
auf 10 mg/ml eingestellt. Die Rattenleber-Mitochondrien wurden unmittelbar nach der

Isolierung bei Experimenten eingesetzt.

2.2.2.6. Proteinexpression in E. coli

Der in dieser Arbeit zur Proteinexpression herangezogene E. coli — Stamm C41
(DE3) weist ein Gen zur Herstellung der T7-RNA-Polymerase auf. Das Gen ist Uber
den Bakteriophagen ADE3 in dessen Chromosom integriert. Die Transkription des
Gens zur Herstellung der T7-RNA-Polymerase steht unter der Kontrolle eines IPTG-
induzierbaren lacUV5 — Promotors. Wird die Herstellung der T7-RNA-Polymerase
durch Zugabe von IPTG induziert, so kann gleichzeitig auch die Expression von
Fremdgenen induziert werden, wenn diese unter der Kontrolle eines T7-Promotors
stehen. Fur die T7-induzierbare Expression von Fremdgenen in E. coli eignen sich
besonders die Vektoren der pET-Reihe von der Firma Novagen. In dieser Arbeit kam
der Vektor pET28a zum Einsatz. Die Gene, welche exprimiert werden sollten, wurden
zunachst in den pET28a-Vektor eingebracht und dann kompetente E. coli — Zellen
des Stammes C41 (DE3) damit transformiert. Anschliel3end wurde eine Vorkultur (2
ml LB-Medium, 30 ug/ml Kanamycin) mit Transformanten angeimpft und G.N. bei
37°C unter Schutteln inkubiert. Mit der Vorkultur wurde eine Expressionskultur (500
ml LB-Medium, 30 pg/ml Kanamycin) angeimpft und bis zu einer ODgoonm von 0,5
angezichtet. Anschlieend wurde durch Zugabe von 1 mM IPTG und Inkubation fur

16 h bei 37°C die Expression des Fremdgens induziert.

2.2.2.7. Proteinexpression in Saccharomyces cerevisiae

Fur die Proteinexpression in Saccharomyces cerevisiae wurde in dieser Arbeit der
Vektor pYES2 verwendet. Das Gen, welches exprimiert werden sollte, wurde darin
inseriert und das Plasmid anschlieend in kompetente Hefezellen mit einem ura3
Genotyp transformiert. Das zur Uracil-Synthese notwendige URA3-Gen ist Teil des
pYES2-Vektors und komplementiert die URA3-Deletion in Transformanten. Die
Transformanten kdénnen somit auf Minimalmedien selektiert werden, welche kein

Uracil enthalten. Da Uracil essentiell fir das Wachstum der Hefezellen ist, kdnnen in
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synthetischem Minimalmedium ohne Uracil nur diejenigen Zellen heranwachsen,
welche das Plasmid aufgenommen haben. Darlber hinaus weist der pYES2-Vektor
einen GAL1-Promotor auf. Dieser kontrolliert die Transkription der inserierten

Fremdgene und kann durch Wachstum der Hefezellen in Galaktose induziert werden.

Synthetisches Minimalmedium ohne Uracil (SM/-ura):
0.67% (wl/v) yeast nitrogen base, 0.01% (w/v) Adenin, Arginin, Cystein, Lysin,
Threonin, Tryptophan, 0.005% (w/v) Aspartat, Histidin, Isoleucin, Methionin,

Phenylalanin, Prolin, Serin, Tyrosin, Valin.

Eine Vorkultur (6 ml SM/-ura, 2% [w/v] Raffinose) wurde zunachst mit Kolonien einer
Platte angeimpft und G.N. bei 30°C unter Schutteln inkubiert. Mit einer oder mehreren
Vorkulturen wurde ein beliebiges Volumen SM/-ura + 2% (w/v) Galaktose angeimpft
und durch Schutteln .N. bei 30°C die Genexpression induziert. Sollte die Dauer der
Induzierung nur wenige Stunden betragen, wurden die Zellen zunachst in Raffinose-
haltigen Minimalmedium bis zu einer OD von 1 — 3 angezuchtet. Anhand der Formel
x (ml) = 0.5 / ODereicnt * Volumengewinscnt Wurde die Menge an Kulturvolumen
berechnet, welche bei 1500 g flir 5 min abzentrifugiert werden muss, um
anschliellend nach Aufnahme der Zellen in Galaktose-haltigem Minimalmedium eine
ODeoonm von etwa 0,5 zu erreichen. Mit Aufnahme der Zellen in Galaktose-haltiges
Minimalmedium wurde der Beginn der Induzierung definiert und erfolgte fur die

gewulnschte Dauer durch Inkubation der Kulturen bei 30°C unter Schutteln.

2.2.2.8. Test auf Vitalitat von Saccharomyces cerevisiae

Wurde ein Fremdgen in Saccharomyces cerevisiae zur Expression gebracht, sollte
unter Umstanden untersucht werden, ob das hergestellte Fremdprotein einen
negativen Einfluss auf das Wachstum der Hefezellen ausibt. Hierzu wurden
Hefezellen, welche den Fremdgen-tragenden Expressionsvektor aufweisen und
solche die nur den leeren Expressionsvektor aufweisen, in Raffinose-haltigem
synthetischem Minimalmedium (bei pYES2 ohne Uracil) G.N. bei 30°C angeztichtet.
Die Zelldichte der beiden Kulturen wurde mit Hilfe eines Photometers bestimmt und
durch Zugabe von Minimalmedium diese angeglichen. AnschlieBend wurden

Verdiinnungen 107", 102 und 10 in Minimalmedium hergestellt. Direkt aus den
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unverdiinnten Kulturen (10°), sowie aus den Verdiinnungsstufen, wurden jeweils 5 —
10 ul auf eine Glukose- und eine Galaktose-haltige Agarplatte mit Minimalmedium
nebeneinander aufgetropft. Die Platten wurden bei 30°C fur 2 — 3 Tage inkubiert und
anschlielend das Wachstum Fremdgen-enthaltender Hefezellen mit Hefezellen,
welche den leeren Expressionsvektor besitzen, unter induzierenden (Galaktose) und
nicht-induzierenden (Glukose) Bedingungen verglichen. Alternativ konnten auch die
Folgen zweier Proteine, welche sich durch eine Deletion oder Punktmutation

unterscheiden, auf das Wachstum der Hefezellen miteinander verglichen werden.
2.2.2.9. In vitro Import von Vorstufenproteinen in isolierte Mitochondrien

Der Import von Vorstufenproteinen in Mitochondrien kann unter in vitro Bedingungen
untersucht werden, indem isolierte Mitochondrien mit radioaktiv-markiertem Protein
aus Retikulozytenlysat unter geeigneten Pufferbedingungen inkubiert werden. Der
Translokationsprozess kann eingehender durch Verwendung von Mitochondrien aus
bestimmten Hefemutanten und durch Anderung der Pufferbedingungen untersucht
werden. Die meisten Vorstufenproteine konnen unter Standardbedingungen in
isolierte Mitochondrien importiert werden. Typische Importansatzen weisen ein
Gesamtvolumen von 50 pl auf, enthalten 25 — 50 pg Mitochondrien (gemessen an
mitochondrialem Protein) und 1 — 10 pl Retikulozytenlysat. Unter Standard-
bedingungen enthalt der Importpuffer 10 mM MOPS pH7.4, 3% (w/v) Fettsaure-freies
BSA, 250 mM Saccharose, 80 mM KCI, 1 mM NADH, 0.5 mM ATP, 20 mM
Kaliumphosphat und 5 mM Magnesiumchlorid.

Die isolierten Mitochondrien wurden zunachst mit dem Importpuffer vermischt und far
5 min bei 25°C inkubiert. AnschlieRend wurde Retikulozytenlysat hinzugegeben und
damit der Beginn der Importreaktion definiert. Die Importreaktion wurde unter
Standardbedingungen bei 25°C  durchgefiihrt. Durch  Uberfihrung des
Importansatzes auf Eis wurde die Importreaktion gestoppt. Nicht-importierte
Vorstufenproteine des Retikulozytenlysats wurden durch Zugabe von Proteinase K in
einer vorher bestimmten Konzentration, welche zur Degradation des
Vorstufenproteins ausreicht, in einer 10-mindtigen Inkubation auf Eis abgebaut. Die
Proteinase K wurde durch Zugabe von 2 mM PMSF und 5-minutiger Inkubation auf
Eis gestoppt. Anschlielend wurden die Mitochondrien durch Zentrifugation bei 16000
g fur 10 min und 4°C reisoliert, in 100 pl SEM-Puffer (250 mM Saccharose, 1 mM
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EDTA, 10 mM MOPS, pH7.2) resuspendiert und wieder abzentrifugiert. Durch
Uberfiihrung der Mitochondrien in 20 ul SDS-Probenpuffer, 5-miniitigem Kochen bei
95°C und Auftrennen der mitochondrialen Proteine in der Probe durch SDS-PAGE
konnte nach Trocknen des SDS-Gels und Exposition auf einem
strahlungsempfindlichen Film, durch Autoradiographie der importierte Anteil an
radioaktiv-markiertem Vorstufenprotein nachgewiesen und quantitativ mit AIDA-

Software bestimmt werden.

2.2.2.10. Selektives Offnen der mitochondrialen AuRenmembran

Die submitochondriale Lokalisation von importierten Vorstufenproteinen kann
teilweise durch selektives Offnen der mitochondrialen AuRenmembran untersucht
werden. Das Offnen der AuRenmembran von Mitochondrien wird durch Inkubation in
hypotonischem Puffer erreicht (Schwellen der Mitochondrien). Durch das osmotische
Ungleichgewicht, bedingt durch die hohe lonenstarke in der mitochondrialen Matrix,
dringt Wasser in die Mitochondrien ein und fuhrt zum Ausdehnen der mitochondrialen
Innenmembran. Da diese eine weitaus groRere Oberflache als die Aullenmembran
aufweist, bricht letztere aufgrund der starken Dehnkrafte auseinander. Dabei
entstehen Mitoplasten, welche keine Aullenmembran mehr aufweisen. Im
Intermembranraum bzw. in der AuRenmembran lokalisierte Proteine sind nach dem
Schwellvorgang zuganglich flr Proteinase K oder nicht mehr mit den Mitochondrien
assoziiert. In der Innenmembran inserierte Proteine, sowie Proteine, welche in die
Matrix importiert worden sind, bleiben flr die Proteinase K unzuganglich und kénnen
durch Zentrifugation mit den Mitochondrien reisoliert werden. Der Schwellvorgang
kann durch ein Protein der Innenmembran (z.B. ADP/ATP-Translokator) Uberprift
werden, da die Termini dieses Proteins in den Intermembranraum ragen und bei
Mitoplasten durch Proteinase K abgebaut werden.

Nach Durchfuhrung der Importreaktion wurde der Importansatz (50 pl) mit 450 yl EM-
Puffer (1 mM EDTA, 10 mM MOPS, pH7.2) vermischt und fir 20 — 30 min auf Eis
inkubiert, um Mitoplasten zu erzeugen. AnschlieRend wurde Proteinase K in einer
geeigneten Konzentration zur Degradation nicht-importierter und nach Schwellen
zuganglicher Vorstufenproteine hinzugegeben. Nach 10-minutiger Inkubation auf Eis
wurde die Proteinase K mit 2 mM PMSF wieder gestoppt und die Mitoplasten bei
16000 g flr 10 min und 4°C abzentrifugiert. Nach Waschen in 100 pyl SEM-Puffer
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wurden die Mitoplasten in 20 ul SDS-Probenpuffer aufgenommen und fur 5 min bei
95°C gekocht. Durch SDS-PAGE und Autoradiographie konnte die
submitochondriale Lokalisation des importierten Vorstufenproteins untersucht

werden.

2.2.3. Proteinbiochemische Methoden

2.2.3.1. Denaturierende Auftrennung von Proteinen (SDS-PAGE)

Bei der SDS-PAGE (SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese) erreicht man durch
Vorbehandlung der Proteine mit Natriumlauroylsulfat (sodium dodecyl! sulfate, SDS),
dass nur das Molekulargewicht der Proteine fur die Wanderung im elektrischen Feld
ausschlaggebend ist. SDS ist ein synthetisches Detergenz mit stark amphipatischen
Eigenschaften. Oligomere Proteine zerfallen in Anwesenheit von SDS in ihre
Untereinheiten und werden hierbei denaturiert. An die entfalteten Proteine binden
SDS-Molekule, dadurch erhalten die Proteine eine negative Ladung. Die SDS-PAGE
wurde in einem senkrecht angeordneten Gel aus polymerem Acrylamid durchgefuhrt.
Die Proben wurden zunachst in einem Sammelgel konzentriert und anschlief3end im
daran angrenzenden Trenngel nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Anhand
eines mitaufgetragenen Proteinmarkers konnte das Molekulargewicht der einzelnen

Proteine bestimmt werden.

Bodengel (20%):

6.7 ml Acrylamid (30 %, Rotiphorese 30, Acrylamid/Bisacrylamid 37/1), 1.1 ml HxO,
2.0 ml Trenngelpuffer (22.68% [w/v] Tris, pH8.8), 0.1 ml SDS-Losung (10% [w/V]
SDS), 100 yl APS-Lésung (10% [w/v] Ammoniumpersulfat), 20 ul TEMED

Trenngel (17.5%):

9.7 ml Acrylamid (30 %, Rotiphorese 30, Acrylamid/Bisacrylamid 37/1), 3.5 ml HxO,
3.5 ml Trenngelpuffer (22.68% [w/v] Tris, pH8.8), 0.167 ml SDS-Lésung (10% [w/V]
SDS), 100 yl APS-Lésung (10% [w/v] Ammoniumpersulfat), 20 ul TEMED
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Sammelgel (17.5%):

0.83 ml Acrylamid (30 %, Rotiphorese 30, Acrylamid/Bisacrylamid 37/1), 3.6 ml H,0O,
0.5 ml Trenngelpuffer (7.26% [w/v] Tris, pH6.8), 0.05 ml SDS-Losung (10% [w/v]
SDS), 50 yl APS-Losung (10% [w/v] Ammoniumpersulfat), 10 yl TEMED

Das Boden-, Trenn- und Sammelgel wurde nacheinander zwischen zwei in einen
Gelschuh vertikal aufgestellte Glasplatten (Abmessungen: 14,5 cm x 13 cm)
gegossen. Um bei der Polymerisation des Trenngels eine glatte Oberflache zu
erhalten, wurde die Gelldsung mit Isopropanol Uberschichtet. Ein Kamm wurde nach
Gielten der Sammelgelldsung eingesetzt und nach der Polymerisation des
Sammelgels wieder vorsichtig entfernt. In die dadurch entstandenen Taschen
konnten die in SDS-Probenpuffer (2% [w/v] SDS, 10% [w/v] Glycerin, 60 mM Tris/HCI
pH6.8, 0.02% [w/v] Bromphenolblau, 5% [v/v] Mercaptoethanol) geldsten Proben mit
einer Hamilton-Spritze aufgetragen werden, nachdem sie fir 5 min bei 95 °C gekocht
wurden. Das Gel wurde vor dem Auftragen der Proben in eine Elektrophorese-
Kammer eingespannt. Der Anoden- und Kathodenvorratsbehalter wurde mit
Elektrophoresepuffer (1.44% [w/v] Glycin, 0.1% [w/v] SDS, 0.3% [w/v] Tris) befullt.
Die Elektrophorese wurde bei einer konstanten Stromstarke von 35 mA durchgefihrt.
Um das Molekulargewicht der Proben auf dem SDS-Gel bestimmen zu konnen,
wurde zusatzlich ein Proteinmarker der Firma Fermentas mitaufgetragen. Der
Proteinmarker enthielt folgende Markerproteine: B-Galactosidase aus E. coli (116
kD), Rinderserum-Albumin aus Rinder-Plasma (66,2 kD), Ovalbumin aus
Huhnereiweil (45 kD), Lactatdehydrogenase aus Schweinemuskel (35 kD),
Restriktionsendonuklease Bsp981 aus E. coli (25 kD), B-Lactoglobulin aus Kuhmilch
(18,4 kD), Lysozym aus Huhnereiweil} (14,4 kD).

2.2.3.2. Transfer von Proteinen auf Nitrozellulose (Western Blot)

Wurden die Proteine durch SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt, konnten sie durch
Anlegen eines elektrischen Feldes auf eine Nitrozellulosemembran transferiert
werden. Dieser Vorgang wird auch als Western Blot bezeichnet.

Jeweils zwei Stlcke dinnes und dickes Chromatographiepapier und eine Membran
wurden in GelgréRe zurechtgeschnitten und in den Blot-Puffer (20 mM Tris, 150 mM

Glycin, 0.02% [w/v] SDS, 20% [v/v] Methanol) getrankt. Die einzelnen Komponenten
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zur Durchfuhrung des Transfers der Proteine auf eine Nitrozellulosemembran wurden
in folgender Reihenfolge luftblasenfrei auf der Anode der Western-Blot-Apparatur
ubereinander geschichtet:

eine Lage dickes Chromatographiepapier

eine Lage duinnes Chromatographiepapier

das Gel

die Membran

eine Lage dunnes Chromatographiepapier

eine Lage dickes Chromatographiepapier
Nach dem Aufsetzen der Kathode wurde der Transfer der Proteine bei konstanter

Stromstarke von 250 mA (2 mA/cmz) und einer Dauer von 90 min durchgefuhrt.
2.2.3.3. Fallung von Proteinen mit Trichloressigsaure

Die Proteinlésung wurde mit eiskalter Trichloressigsaure (trichloric acid, TCA)
versetzt (Endkonzentration 10%) und fur 20 min auf Eis inkubiert. Anschliefend
wurden die Proteine durch Zentrifugation bei 16000 g fur 15 min und 4°C
abzentrifugiert und zweimal mit Aceton gewaschen. Die Proteine wurden in

Probenpuffer aufgenommen und fir 5 min bei 95°C gekocht.
2.2.3.4. Native Auftrennung von Proteinkomplexen (BN-PAGE)

Die blaue Nativgelelektrophorese (blue native polyacrylamide gel electrophoresis,
BN-PAGE) erlaubt die Auftrennung von Ioslichen Proteinkomplexen und
solubilisierten Membranproteinen. Die von Schagger und Jagow (1991) entwickelte
Methode erlaubt im Hinblick auf die Erforschung der Mitochondrien-Biogenese, die
Aufklarung der Assemblierung importierter  Vorstufenproteine und die
Charakterisierung von submitochondrialen Translokationsmaschinerien. Bei der BN-
PAGE werden Membranproteine und Proteinkomplexe nach ihrem Molekulargewicht
aufgetrennt. Dies wird erreicht, indem die Proteine von dem anionischen Farbstoff

Coomassie Blue G-250 gebunden werden.
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Vorbereitung der Proben:

Nach einem Importexperiment wurden die Mitochondrien in 70 pl Lysepuffer (1%
[w/v] Digitonin, 20 mM Tris 20 mM, 0.1 M EDTA, 50 mM NaCl, 10% [v/v] Glycerin, 1
mM PMSF, pH7.0) aufgenommen und 10 min auf Eis inkubiert. Anschliefend wurden
Aggregate durch 20-minutige Zentrifugation bei 16000 g und 4°C abzentrifugiert und
die solubilisierten und ldslichen Proteine des Uberstandes mit 7 ul BN-Probenpuffer
(500 mM EACA, 100 mM Bistris, 5% [w/v] Serva Blue G, pH7.0) vermischt.

Vorbereitung des BN-Gels:

Ausgehend von einer wassrigen Acrylamid (49,5% [v/v]) / Bisacrylamid (3% [v/Vv]) —
Mischung (AB-Mix) wurde eine 4 und 16 %-ige bzw. 6 und 20 %-ige Trenngellésung
([Acrylamidkonzentrationgewiinscht * 2]% AB-Mix, 33.3% [v/v], 66 mM EACA, 49.5 mM
Bistris, pH7.0) hergestellt. Die 16 bzw. 20 %-ige Trenngellésung enthielt zusatzlich
20% (w/v) Glycerin. Durch Zugabe von 0,4% (v/v) APS und 0,04% (v/v) TEMED
wurde die Polymerisation der Trenngelldésungen begonnen. Mit Hilfe eines
Gradientenmischers wurden in dieser Arbeit Trenngele mit Acrylamid-
konzentrationen von 4-16% bzw. 6-20% gegossen. Auf das auspolymerisierte
Trenngel wurde eine Sammelgellésung (8% [v/v] AB-Mix, 66 mM EACA, 49.5 mM
Bistris, pH7.0) gegossen und durch Zugabe von 0,8% (v/v) APS und 0,32% (v/v)
TEMED zur Polymerisation gebracht. Ein Kamm wurde eingesetzt, um nach dem
Auspolymerisieren des Sammelgels, die fur das Beladen der Proben erforderlichen

Taschen zu erhalten.

Durchfiihrung der Elektrophorese:

Das mit den Proben beladene BN-Gel wurde in eine kihlbare Elektrophorese-
apparatur eingesetzt und Anodenpuffer (50 mM Bistris, pH7.0) bzw. Kathodenpuffer
(50 mM Tricin, 15 mM Bistris, 0.02% [w/v] Serva Blue G, pH7.0) in die hierflr
vorgesehenen Behalter gefullt. Die Elektrophorese wurde unter standiger Kiuhlung
zunachst fur 90 min bei 200 V und anschlief3end 4. N. bei 500 V mit Begrenzung auf
15 mA Stromstarke durchgeflhrt. Flr die Molekulargewichtsbestimmung wurden
folgende Markerproteine verwendet: Carb. Anhydr. (29 kD), BSA (66 kD), ADH (150
kD), B-Amylase (200 kD), Apoferritin (440 kD), Thyroglobulin (696 kD).
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2.2.3.5. Denaturierende Auftrennung von Proteinkomplexen (2D-PAGE)

Eine 2D-PAGE ist die Kombination zweier unterschiedlicher Elektrophoresen. In
dieser Arbeit wurde als erste Dimension eine BN-PAGE zur Auftrennung von
Proteinkomplexen durchgefuhrt. Die Proteinkomplexe wurden dann in der zweiten
Dimension unter denaturierenden Bedingungen (SDS-PAGE) in ihre Bestandteile
aufgetrennt.

Aus dem BN-Gel wurde die Spur von Interesse ausgeschnitten und anschlie3end
waagerecht, etwa 3 cm unterhalb der Oberkante, zwischen zwei Glasplatten, welche
der Herstellung von SDS-Gelen dienen, eingespannt. Danach wurde das SDS-Gel
wie in 2.2.3.1. beschrieben gegossen, sodass die BN-Gelspur von
auspolymerisiertem Sammelgel umgeben war. Gleichzeitig wurde wahrend des
GieBRvorgangs ein Kamm in das Sammelgel eingesetzt, um nach dem
Auspolymerisieren eine flr den Molekulargewichtsmarker notwendige Tasche zu
erzeugen. SchlieBlich wurde die Elektrophorese bei 35 mA durchgeflihrt. Nachdem
die Proben aus der BN-Gelspur in das Trenngel ubergetreten sind wurde die
Elektrophorese kurz unterbrochen, um die BN-Gelspur vorsichtig mit Hilfe eines
dinnen Spatels aus dem Sammelgel zu entfernen. Dies war notwendig, um eine

gleichmafige Auftrennung der BN-Proben auf dem SDS-Gel zu erhalten.

2.2.3.6. In vitro Synthese radioaktiv markierter Proteine

Fir die in vitro Synthese radioaktiv markierter Proteine wurden die TNT® T7/Sp6

Coupled Reticulocyte Lysate System Reagenzien der Firma Promega verwendet.

Folgender Reaktionsansatz wurde in einem Eppendorfgefaly zusammenpipettiert:
25 yl Retikulozytenlysat

2 ul  TNT®-Reaktionspuffer

1yl TNT®T7 bzw. Sp6 Polymerase

1 ul Aminosauremix ohne Methionin

2 ul *S-Methionin

1 ul RNAse-Inhibitor

x Ml Plasmid-DNA (1 pg)

x Ml Nuklease-freies Wasser (bis zu einem Endvolumen von 50 pl)
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Der Reaktionsansatz wurde fiir 90 min bei 30 °C inkubiert und danach bei —80 °C

gelagert.

2.2.3.7. Aufreinigung von Proteinen aus Einschlusskorperchen von E. coli

Zur Aufreinigung eines in inclusion bodies (Einschlusskérperchen) vorliegenden
Proteins wurden zunachst die exprimierenden E. coli — Zellen durch Zentrifugation
geerntet, in Losung | (50 mM Tris/HCI pH8, 25% [w/v] Saccharose, 1 mg/mi
Lysozym) resuspendiert und fur 75 min bei 37°C unter leichtem Schutteln inkubiert.
Nach Zugabe von 25 mM EDTA und 2% [v/v] Triton X-100 wurden die Zellen durch
Ultraschallbehandlung (duty cycle 50%, output limit 3, 2x15 Pulse) aufgeschlossen.
Die inclusion bodies wurde dann durch Zentrifugation bei 39200 g fur 30 min aus
dem Zellaufschluss abgetrennt. Anschliellend wurden die inclusion bodies zunachst
in Losung Il (100 mM Tris/HCI pH8, 6% [w/v] Harnstoff, 1% [v/v] Triton X-100, 0.1%
[v/iv] Mercaptoethanol, 1 mM PMSF) aufgenommen und erneut wie zuvor mit
Ultraschall behandelt und zentrifugiert. Die inclusion bodies wurden nun in Losung llI
(100 mM Tris/HCI pH8, 6% [w/v] Harnstoff, 0.1% [v/v] Mercaptoethanol, 1 mM PMSF)
resuspendiert und wie in den vorherigen Schritten mit Ultraschall behandelt und
zentrifugiert. Letzterer Schritt in Losung Il wurde zweimal wiederholt. Schlie3lich
wurden die inclusion bodies in Losung IV (100 mM Tris/HCI pH8, 42% [w/v]
Harnstoff) resuspendiert. Proben wurden zu jeder Stufe der Aufreinigung
entnommen, um anschlieBend durch SDS-PAGE und Antikdrpernachweis den

Aufreinigungsgrad des exprimierten Proteins aus inclusion bodies zu uUberprifen.

2.2.3.8. Chemisches Quervernetzen von mitochondrialen Proteinen

Mit einem chemischen Quervernetzer konnen zwei miteinander interagierende
Proteine kovalent verbunden (quervernetzt) werden. In dieser Arbeit wurde der
Quervernetzer MBS (m-Maleimidobenzyl-N-hydroxysuccimidester) flr die Querver-
netzung zweier mitochondrialer Proteine verwendet. MBS kann durch biologische
Membranen hindurch diffundieren und bewirkt als bifunktioneller Quervernetzer die

Verknupfung von Cysteinseitenketten mit Lysinseitenketten.
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Um ein importiertes Vorstufenprotein mit einem endogenen, mitochondrialen Protein
durch chemische Quervernetzung zu verknupfen, wurden nach der Importreaktion
(mit 100 pg Mitochondrien und 15 % [v/v] Retikulozytenlysat) die Mitochondrien
abzentrifugiert (16000 g, 10 min 4°C) und in 150 yl HS — Puffer (0,6 M Sorbitol, 20
mM HEPES/KOH pH7,4) resuspendiert. Nach Zugabe von 1 mM MBS (in DMSO)
wurde der Ansatz fur 30 min auf Eis inkubiert und anschlieRend durch Zugabe von
0,1 M Glycin und 15-minutiget Inkubation auf Eis die Quervernetzungsreaktion
gestoppt. Die Mitochondrien wurden schlie3lich abzentrifugiert (16000 g, 10 min ,
4°C) wund in SDS-Probenpuffer aufgenommen. Die kovalent miteinander
verbundenen Proteine konnten durch SDS-PAGE und Autoradiographie identifiziert

werden.

2.2.3.9. Degradation mitochondrialer Oberflachenproteine mit Trypsin

Isolierte Mitochondrien aus Hefe oder Rattenleber kbnnen vor dem Importexperiment
mit Trypsin vorbehandelt werden, um alle Oberflachenproteine proteolytisch
abzubauen. Dies ist dann notwendig, wenn gezeigt werden soll, dass Rezeptoren der
Aullenmembran an der Erkennung und Translokation eines Vorstufenproteins
beteiligt sind. Die Trypsin-Molekile werden vor der Durchfihrung des
Importexperimentes mit Trypsin-Inhibitor inaktiviert, damit die im nachfolgenden
Schritt hinzugegebenen Vorstufenproteine nicht vor dem Import in Mitochondrien
frlhzeitig abgebaut werden. Die nachfolgenden Angaben beziehen sich auf die
Trypsin-Vorbehandlung von Mitochondrien fur die Aufteilung auf vier Importansatze.

Isolierte Mitochondrien (120 pg) wurden insgesamt in 90 pl eiskaltem SEM-Puffer
aufgenommen und 10 pl Trypsin/SEM — Losung (1 mg/ml) hinzugegeben. Nach 15-
minutiger Inkubation auf Eis wurde 15 pl Trypsin-Inhibitor (20 mg/ml) hinzupipettiert
und fur weitere 5 min auf Eis inkubiert. Die Mitochondrien wurden durch
Zentrifugation bei 16000 rpm fur 10 min und 4°C reisoliert, in 196 yl Importpuffer
inklusive 0,5 mg/ml Trypsin-Inhibitor resuspendiert und 5 min bei 25°C inkubiert.
Schliel3lich wurde die Mitochondrien-Suspension auf vier Importansatze a 49 pl
aufgeteilt. Durch Zugabe von 1 pl Retikulozytenlysat wurde der Import der Vorstufen-

proteine in Trypsin-vorbehandelte Mitochondrien begonnen.
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2.2.3.10. Degradation von Vorstufenproteinen mit Proteinase K

Fur Importexperimente ist es wichtig, die Mindestkonzentration an Proteinase K zu
bestimmen, welche zur vollstandigen Degradation eines in Retikulozytenlysat
hergestellten Vorstufenproteins innerhalb einer definierten Zeit und Temperatur
ausreicht. Aus diesem Grund werden identische Mengen an Retikulozytenlysat mit
ansteigenden Konzentrationen an Proteinase K inkubiert und anschlieend, nach
SDS-PAGE und Autoradiographie, die Proteinase — Konzentration bestimmt, in der
das Vorstufenprotein vollstandig abgebaut worden ist.

Retikulozytenlysat (5 pl) wurde mit 120 yl SEM — Puffer vermischt und auf 5 Ansatze
a 25 pl verteilt. Dann wurden aus einer Proteinase K/SEM — Losung (100 pg/ml) in
die jeweiligen Ansatze 0.5 pl (f.c. 2 pg/ml), 1.25 pl (f.c. 5 pg/ml), 2.5 pl (f.c. 10 mg/ml)
bzw. 5 pl (f.c. 20 mg/ml) hinzupipettiert. Nach 10-mindtiger Inkubation auf Eis wurde
durch Zugabe von 2 mM PMSF und 5-minutiger Inkubation auf Eis die Proteinase K
inhibiert. Die Ansatze wurden schlieBlich mit 20 yl SDS-Probenpuffer vermischt, 5
min bei 95°C gekocht und anschlieBend eine SDS-PAGE durchgefuhrt. Mittels

Autoradiographie konnte die Degradation der Vorstufenproteine ausgewertet werden.

2.2.3.11. Alkalische Extraktion mitochondrialer Membranproteine

Membranproteine sind resistent gegenuber einer Extraktion mit Salzen. Peripher mit
Membranen assoziierte Proteine hingegen, werden durch eine Behandlung mit
Natriumcarbonat von den Membranen abgetrennt. Durch Zentrifugation kénnen somit
die in der Membran verankerten Proteine aufgereinigt werden, indem die l0slichen
und die durch Natriumcarbonat extrahierten Proteine mit dem Uberstand
abgenommen werden.

Nach dem Import eines Vorstufenproteins in isolierte Mitochondrien wurden die
Mitochondrien in eiskalter Natriumcarbonat-Losung (100 mM Na,COs3) aufgenommen
und fur 30 min auf Eis inkubiert. Es folgte eine Zentrifugation bei 245000 g fur 20 min
und 4°C, um die Membranproteine abzutrennen. Der Uberstand wurde abgenommen
und die Proteine nach TCA-Fallung in 20 ul SDS-Probenpuffer aufgenommen. Der
Niederschlag wurde ebenfalls in 20 pyl SDS-Probenpuffer. Nach SDS-PAGE der

beiden Proben konnte durch Autoradiographie ausfindig gemacht werden, ob es sich
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beim untersuchten Vorstufenprotein um ein integrales Membranprotein oder ein

I6sliches bzw. peripher mit der Membran assoziiertes Protein handelt.

2.2.3.12. Immunfallung von Proteinen mit Protein A Microbeads

Immunfallungen wurden mit einer Methode der Firma Miltenyi Biotech durchgefuhrt,
welche eine Aufreinigung von IgG-Antikorpern uber Protein A — Uuberzogene
Magnetkugelchen (UMACS™ Protein A MicroBeads) und einen starken Magneten
(UMACS™ separator) mit speziellen Filtern (uColumns™) ermdglicht. In dieser Arbeit
wurden Immunfallungen unter anderem zum immunologischen Nachweis von
chemischen Quervernetzungsprodukten nach dem Import eines Vorstufenproteins in
Mitochondrien durchgefuhrt.

Die Mitochondrien wurden nach der Quervernetzungsreaktion (siehe 2.2.3.8.) in 60 pl
Lysepuffer (1% [w/v] SDS, 2 mM PMSF, 100 mM Tris/HCI pH7,4) resuspendiert und
durch 15-mindtige Inkubation auf Eis zur Lyse gebracht. Anschlielend erfolgte 5-
minutiges Erhitzen des Ansatzes bei 95°C. Der Ansatz wurde anschliellend auf das
20-fache Volumen mit Waschpuffer (0,5% [v/v] Triton X-100 in TBS-Puffer) verdinnt
und mit 1 mM EDTA und 1 mM PMSF erganzt. Unlosliche Aggregate wurden durch
Zentrifugation (21000 g, 10 min 4°C) abgetrennt und die Uberstande fir die
Immunfallung verwendet. Die Uberstdnde wurden mit jeweils 100 pl Protein A
MicroBeads und 8 ul Antigen-spezifisches IgG-Antiserum erganzt und fur 45 min auf
Eis inkubiert. Die yColumns-Filter wurden dann in hierflr vorgesehene Einsatze des
Magneten platziert und zunachst mit 200 yl Waschpuffer equilibriert. Der Durchfluss
wurde verworfen und anschlie3end die Ansatze der Immunfallung auf die yColumns-
Filter gegeben. Der Durchfluss wurde erneut verworfen und im Filter unspezifisch
gebundene Proteine mit 800 ul Waschpuffer herausgewaschen. Schliel3lich wurden
die im Filter Uber die magnetischen Eigenschaften der Protein A MicroBeads
gebundenen Antikorper durch Zugabe von 20 pl heilem SDS-Probenpuffer und
Inkubation fur 5 min eluiert und das Eluat in einem Reaktionsgefal® aufgefangen. Es
folgte eine zweite Elution mit 50 pl heiRem SDS-Probenpuffer. Beide Elutionen
wurden vereinigt und anschlieBend eine SDS-PAGE zur Auftrennung der
gebundenen Proteine durchgefuhrt, welche durch Autoradiographie identifiziert

werden konnten.
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2.2 4. Proteinanalytische Methoden

2.2.4.1. Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Proteine lassen sich nach der Methode von Bradford et al. (1976) quantitativ
bestimmen. Die quantitative Bestimmung beruht auf der Bindung des Farbstoffes
Coomassie Brillant Blue G250 an Proteine. Durch die Bindung verschiebt sich das
Absorptionsmaximum von 465 nm nach 595 nm. Der Anstieg der Absorption bei 595
nm wird gemessen.

Entsprechende BSA-Standardlésungen (0, 3, 5, 10 und 15 pl) wurden in
Halbmikrokuvetten pipettiert und mit jeweils 1 ml Bradford-Reagenz (Carl Roth
GmbH, Karlsruhe, Deutschland) vermischt. Das Bradford-Reagenz wurde zuvor aus
einer Stammldsung im Verhaltnis 1:5 mit Wasser vermischt. Die Absorption bei 595
nm wurde bestimmt und aus den erhaltenen Messwerten eine Eichgerade erstellt.
Abhangig von der Proteinmenge wurde ein entsprechendes Volumen der zu
bestimmenden Proteinlosung mit 1 ml Bradford-Reagenz in einer Kivette vermischt.
Durch den erhaltenen Messwert einer Absorptionsmessung bei 595 nm wurde mit
Hilfe der Werte der Eichgeraden die Proteinkonzentration der Proteinlésung

bestimmt.

2.2.4.2. Farben von Proteinen in Polyacrylamidgelen mit Coomassie

Proteine lassen sich durch eine Coomassie-Farbung im Gel sichtbar machen. Die
Farbung der Gele mit Coomassie-Brilliant-Blue findet in saurem Milieu statt. Dabei
bindet der negativ geladene Farbstoffkomplex an die positiv geladene Aminosauren
von Proteinen.

Die Gele wurden in eine mit Farbeldésung (0.025% [w/v] Coomassie Brillant Blue,
40% [v/v] Methanol, 7% [v/v] Essigsaure) befullte Schale gelegt, kurz in der
Mikrowelle aufgekocht und fur 10 — 30 min behutsam geschuttelt. Anschliellend
wurde die Farbeldsung abdekantiert und durch Entfarbelésung (40% [v/v] Methanol,
7% [v/v] Essigsaure) ersetzt. Nach kurzem Aufkochen in der Mikrowelle wurde erneut

behutsam geschdttelt, bis die Proteinbanden auf dem Gel erkennbar waren.
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2.2.4.3. Farben von Proteinen auf Nitrozellulose mit Ponceau S

Wurden Proteine auf eine Nitrozellulose-Membran transferiert (Western Blot) konnten
die Proteine mit Ponceau S sichtbar gemacht werden. Hierbei wurde die Membran
fur etwa 1 min in Ponceau S — Lésung (3% [v/v] Trichloressigsaure, 0.3% [w/V]
Ponceau S) getaucht und anschlieBend mehrmals mit destilliertem Wasser

abgespdlt, bis die Banden der Proteine zu sehen waren.
2.2.4.4. Detektion radioaktiv markierter Proteine durch Autoradiographie

Wurden radioaktiv markierte Proteine durch SDS-PAGE aufgetrennt, wurde das Gel
vor der autoradiographischen Detektion getrocknet. Das Gel wurde hierbei auf
Chromatographie-Papier gelegt, mit Klarsichtfolie abgedeckt und in einem
Geltrockner (65°C, 90 min) unter Vakuum getrocknet. Das getrocknete Gel wurde
schlie3lich auf einen strahlungsempfindlichen Nachweisschirm gelegt und fir 1 - 2
Tage darin exponiert. Die absorbierte Strahlung des Nachweisschirms konnte in
einem Phosphorimager™ (iber laserinduzierte Phosphoreszenz gemessen und am

Computerbildschirm dargestellt werden.
2.2.4.5. Detektion von Proteinen durch Antikorpernachweis

Auf eine Nitrozellulosemembran transferierte Proteine kdnnen spezifisch mit Hilfe von
Antikdrpern nachgewiesen werden. Zunachst wird die Membran fur mindestens 1 h in
Magermilch-Losung (5% [w/v] Magermilchpulver, 10 mM Tris, 0.9% [w/v] NaCl,
pH7.4)) inkubiert, um die Nitrozellulose vollstandig mit Proteinen zu sattigen
(Blocken). Dies soll verhindern, dass die im nachsten Schritt hinzugegebenen
Antikérper unspezifisch an die Nitrozellulosemembran gebunden werden. Nach
sorgfaltigem Waschen der Membran in TBS (0.9% [w/v] NaCl, 10 mM Tris, pH7.4)
wurde die primare Antikorperldsung hinzugegeben. In der Regel wurde der primare
Antikorper U.N. mit der Membran inkubiert und am nachsten Tag durch mehrmaliges
Waschen in TBS wieder entfernt. AnschlieBend wurde die sekundare
Antikorperlosung hinzugegeben und nach 1-stundiger Inkubation die Membran
mehrmals in TBS wieder gewaschen. Bei dem sekundaren Antikorpern handelte es

sich in dieser Arbeit hauptsachlich um einen anti-rabbit-IgG-Antikérper (Amersham,
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Cleveland, USA). Er wurde als 1:50000 Verdinnung in TBS eingesetzt. Darlber
hinaus ist der sekundare Antikdrper mit einer Meerrettich-Peroxidase gekoppelt. Mit
den ECL-Reagenzien (enhanced chemilumineszenz) der Firma Amersham
(Cleveland, USA) konnte die Chemilumineszenz der Peroxidase angeregt werden.
Dabei wurde die Membran fir 1 — 2 min mit den ECL-Reagenzien inkubiert. Danach
wurde die Membran auf einen lichtempfindlichen Film gelegt und gemeinsam in eine
lichtundurchlassige Kassette gelegt. Nach etwa 10-minutiger Belichtung wurde der
Film entwickelt und die Proteinbanden an denen der sekundare Antikdrper den
Primarantikdrper gebunden hat durch das emittierte Licht der Peroxidase sichtbar

gemacht.

2.2.5. Mikroskopische Methoden

2.2.5.1. In vivo Farbung von Hefemitochondrien mit MitoTracker

Mitochondrien konnen unter in vivo Bedingungen spezifisch mit dem Farbstoff
MitoTracker =~ Orange = CMTMRos angefarbt und anschlieend mittels
Fluoreszenzmikroskopie betrachtet werden. Der MitoTracker — Farbstoff akkumuliert
in Mitochondrien mit intaktem Membranpotential und weist eine Absorption bei 551
und eine Emission bei 576 nm auf.

Der Mitotracker — Farbstoff wurde in einer Endkonzentration von 50 nM direkt in eine
Schuttelkultur von Hefezellen pipettiert. Alternativ. wurden die Zellen zunachst
abzentrifugiert (1500 g, 5 min) und in PBS - Puffer (150 mM NaCl, 20 mM
Natriumphosphat, pH7.4) resuspendiert. Die Zellen wurden nach der Zugabe des
Mitotracker — Farbstoffes fir 30 min bei 30°C geschuttelt. AnschlieRend wurden die
Zellen direkt fluoreszenzmikroskopisch untersucht oder zunachst in PBS — Puffer

gewaschen.

2.2.5.2. Konfokale Fluoreszenzmikroskopie von Hefezellen

Hefezellen wurden direkt aus einer Schuttelkultur auf Polylysin-beschichtete
Objekttrager aufgetropft (5 — 10 pl) und ein Deckglas aufgesetzt. Eine 15-minutige
Inkubation des Praparates war fur das Immobilisieren der Hefezellen auf dem

Objekttrager notwendig. In dieser Arbeit sollten die Mitochondrien von Hefezellen

-57 -



Material und Methoden

mikroskopisch  untersucht werden. Fur eine genauere Darstellung der
Mitochondrienmorphologie und fir die Detektion von Fusionsproteinen aus
mitochondrialen Vorstufenproteinen und GFP (Green Fluorescent Protein) wurde die
konfokale Fluoreszenzmikroskopie (CLSM, Confocal Laser Scanning Microscopy)
angewendet. Bilder aus Hefezellen wurden mit einem 100er Objektiv und in der
Regel mit einem 4-fachen Zoomfaktor aufgenommen. GFP-Fusionsproteine wurden
mit einem Argon-lonen-Laser (488 nm) und MitoTracker-gefarbte Mitochondrien mit
einem Helium-Neon-Laser (543 nm) angeregt. Die Fluoreszenz von GFP wurde von
559 bis 686 detektiert. Die Fluoreszenz von MitoTracker wurde von 500 bis 600 nm
detektiert. Stérender Hintergrund bei Fluoreszenzaufnahmen wurde mit einem
Median-Filter (Radius 1 Pixel) entfernt und Kontrast mit Photoshop-Software

optimiert.

2.2.6. Immunologische Methoden

2.2.6.1. Immunisieren von Kaninchen

Aufgereinigtes Protein wurde im Verhaltnis 1:1 mit Adjuvans (Biogenes GmbH)
vermischt und mit einer Spritze subkutan im Bereich des Rickens injiziert. Diese
Prozedur wurde Uber einen Zeitraum von bis zu 9 Monaten im Abstand von 6 — 8
Wochen wiederholt. Die Immunisierung wurde in regelmafigen Abstanden durch
Blutentnahme aus der Vena saphena und Test des Serums gegen Erkennung des

injizierten Proteins mittels Immunoblot Gberprift.

2.2.6.2. Ausbluten von Kaninchen zur Antikérpergewinnung

Das Kaninchen wurde narkotisiert mit 0,4 ml Ketamin (10%; 30 mg/kg) und 0,2 ml
Xylazin (2%; 4 mg/kg) pro Kilogramm Korpergewicht. Die Wirkung ist nach ca. 15min
eingetreten. Das Kaninchen wurde auf den Rulcken gelegt, und zur ortlichen
Betdubung des Halsbereiches subkutan Lidocainhydrochlorid (2%) injiziert. Es wurde
der Halsbereich gedffnet, die Arteria carotis freigelegt und an der Kopfseite
abgebunden. Mit einem Venofix-Butterfly wurde in die Arterie eingestochen, und das
abflieBRende Blut in Falcon-GefalRe aufgefangen. Es konnten ungefahr 60ml Blut aus

der Arterie gewonnen werden. AnschlielRend wurde der Bauchraum geéffnet und mit
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einer Kanule direkt aus dem Herzen mit einer Spritze weitere 10 ml Blut enthommen.
Die Gewinnung des Antikorper-enthaltenden Serums aus dem entnommen Blut
wurde von Dipl.-Biol. Elke Dian (Inst. f. Mikrobiologie, Universitat Hohenheim)
durchgefuhrt.
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3. Ergebnisse

3.1. Mitochondriale Zielerkennung des Map-Toxins enteropathogener E. coli

In den letzten Jahren sind vermehrt bakterielle Proteine entdeckt worden, welche
uber unterschiedliche Sekretionssysteme in die jeweiligen Wirtszellen gelangen und
anschlielfend in Mitochondrien ihre Funktion ausiben. Dazu gehdren das VacA-
Toxin von Helicobacter pylori (Galmiche, 2000), die beiden Toxine Map und EspF
von enteropathogenen E. coli (Kenny & Jepson, 2000; Nougayrede & Donnenberg,
2004), PorB von Neisseria meningitidis bzw. Neisseria gonorrhoeae (Massari, 2000;
Maller, 2000), das PVL-Toxin von Staphylococcus aureus (Genestier, 2005) und das
Protein Omp38 von Acinetobacter baumanii (Choi, 2005). Uber die mitochondriale
Zielerkennung solcher nicht-endogener Proteine ist bisher wenig bekannt. Es stellt
sich dadurch die Frage, ob die an Mitochondrien gerichteten bakteriellen Toxine,
mitochondriale  Zielerkennungsmechanismen des Wirtes nachahmen und
wirtsspezifische, mitochondriale Translokationssysteme fir die intramitochondriale
Lokalisation verwenden oder diese durch neu erfundene Strategien umgangen

werden.

3.1.1. Das Map-Toxin ist zur Translokation in isolierte Mitochondrien befahigt

Im Rahmen dieser Doktorarbeit sollte zunachst die Frage beantwortet werden, ob
das Map-Toxin in der Lage ist in Mitochondrien zu translozieren. Das Map-Toxin
wurde zu diesem Zweck unter Verwendung von *°S-markiertem Methionin in
Retikulozytenlysat hergestellt und dann unter definierten in vitro Bedingungen mit
isolierten Mitochondrien unterschiedlicher Herkunft inkubiert. Nach einer definierten
Inkubationsperiode wurde Proteinase K zugegeben, um den nicht in Mitochondrien
importierten Anteil an Map-Proteinen abzubauen. Der Anteil der vor Abbau
geschutzten und somit in Mitochondrien translozierten Map-Proteine wurde dann
mittels SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) und Autoradiographie
bestimmit.

Wird ein bestimmtes Protein zum ersten Mal in vitro in Retikulozytenlysat hergestellt,
sollte zunachst durch SDS-PAGE die Grolte des Proteins Uberprift werden. Darliber

hinaus muss vor der Durchfihrung von in vitro Importexperimenten zunachst die
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Konzentration an Proteinase K bestimmt werden, die in einer definierten Zeit
ausreicht, um die eingesetzte Menge des zu untersuchenden Proteins abzubauen.
Ein Map-codierendes Plasmid (pGEM4/Map) wurde freundlicherweise von Prof.
Brendan Kenny (University of Newcastle, UK) zur VerflUgung gestellt. Unter
Verwendung dieses Plasmids wurde in Retikulozytenlysat unter Einsatz von *S-
Methionin durch in vitro Transkription und Translation radioaktiv markiertes Map-
Protein hergestellt. Zusatzlich wurde %5S-markiertes Map-Protein mit ansteigenden
Konzentrationen an Proteinase K in jeweils separaten Ansatzen fir 10 min auf Eis
inkubiert. Die Proteinase K wurde dann durch Zugabe von PMSF inaktiviert. Durch
SDS-PAGE und Autoradiographie wurden die im Lysat entstandenen Proteine und

das Ergebnis der Proteinase K — Degradation ausgewertet.

A B Retikulozytenlysat

Retikulozytenlysat
| | g 1007
1 2 5
£ 757
(@]
X
S 501
>
®
=~ 25-
Q.
©
= 0 =

0 2 5 10 20
Proteinase K (ug/ml)

Abb. 3.1.1.1.: In vitro Synthese und Proteinase K — Abbau von **S-markiertem Map-Protein. (A)
1 pug Plasmid-DNA pGEM4/Map (Spur 1) bzw. pGEM4/Mapuza (Spur 2) wurde zur Herstellung von
%S-markiertem Map- bzw. Mapyza-Protein in Retikulozytenlysat eingesetzt. (B) Jeweils 1 yl Map-Lysat
wurde mit Proteinase K in ansteigenden Konzentrationen auf Eis inkubiert und nach 10 min die
Proteinase K mit 2 mM PMSF inaktiviert. Die Menge an nicht proteolytisch abgebautem Map-Protein
wurde in Relation zur eingesetzten Ausgangsmenge (0 pug/ml Proteinase K, 100%) gesetzt und das
Ergebnis der unterschiedlichen Ansatze in einem Balkendiagramm dargestellt. Die Auswertung von
(A) und (B) erfolgte mittels SDS-PAGE und Autoradiographie.
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Das Map-Toxin konnte erfolgreich in Retikulozytenlysat hergestellt werden. Auf dem
SDS-Gel migriert das Map-Protein auf einer HoOhe, die einem ungefahren
Molekulargewicht von 25 kD entspricht und in Einklang mit der vorausgesagten
Grole von 22,6 kD ist (Abb. 3.1.1.1., A, Spur 1). Unterhalb der Map-Bande erscheint
eine weitere Proteinbande, die durch eine am zweiten, internen ATG-Codon der
Map-Sequenz begonnene Translation entstanden ist (siehe Abb. 3.1.1.1., A, Spur 1,
Stern). Das zweite, interne ATG-Codon der Map-DNA-Sequenz (kodiert fir Methionin
an Aminosaureposition 7) wurde durch zielgerichtete Mutagenese in ein GCT-Codon
(Alanin) umgewandelt (Klonierungsstrategie siehe 2.2.1.13.). Das hieraus resultierte
Plasmid pGEM4/Mapura wurde zur ebenfalls zur in vitro Synthese von radioaktiv
markiertem Mapwra-Protein verwendet (siehe Abb. 3.1.1.1., A, Spur 2). Unter
Anwendung dieser leicht modifizierten Map-Sequenz konnte die Entstehung einer
weiteren Proteinbande bei der in vitro Synthese vermieden werden. Nachfolgende in
vitro Importexperimente wurden einheitlich mit Mapwza, fortlaufend im Text aus
Grunden der Ubersichtlichkeit mit Map bezeichnet, durchgefihrt.

Durch die limitierte Proteolyse (siehe Abb. 3.1.1.1., B) konnte die Konzentration an
Proteinase K bestimmt werden, welche innerhalb von 10 min und Inkubation auf Eis
ausreicht, um die Menge an Map-Protein, welche in 1 ul Retikulozytenlysat enthalten
ist, vollstandig abzubauen. Sie betragt 10 ug/ml. Bemerkenswerterweise reicht schon
ein Funftel dieser Konzentration aus, um 98% des Map-Proteins unter den gleichen
experimentellen Bedingungen abzubauen. Offensichtlich ist das Map-Protein sehr
empfindlich gegenlber Protease-Abbau und nimmt eine flir Proteasen leicht
zugangliche Tertiarstruktur ein. Fur die folgenden Importexperimente wurde in den

Ansatzen stets eine Proteinase K — Konzentration von 20 ug/ml eingesetzt.

Die Translokation des Map-Toxins in Mitochondrien sollte zunachst unter
Verwendung von isolierten Mitochondrien aus einer menschlichen Zellkultur in einem
in vitro Importexperiment nachgewiesen werden. Am Institut fur Zoologie der
Universitat Hohenheim wurde freundlicherweise die Kultivierung und Anzichtung von
humanen Jurkat-Zellen (zur Verfigung gestellt von AG Prof. Pfitzenmeier, Inst. f.
Immunologie, Uni Stuttgart) gestattet und durchgeflihrt. Mitochondrien hieraus
wurden mit freundlicher Unterstutzung von Dipl.-Biol. Elke Dian (Inst. f. Mikrobiologie,
Universitat Hohenheim) isoliert. Aufgrund der sehr geringen Ausbeute an

Mitochondrien, welche bei einer Isolierung aus humanen Zellkulturen typisch ist,
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konnte zunachst nur ein einfaches Importexperiment durchgeflhrt werden. In zwei
separaten Ansatzen wurde ein identischer in vitro Import durch Inkubation von *°S-
markiertem Map mit isolierten  Jurkat-Mitochondrien unter geeigneten
Pufferbedingungen durchgefihrt. In einem der beiden Ansatze wurde anschliel3end
Proteinase K zugegeben, um den nicht in Mitochondrien importierten Map-Anteil
abzubauen. Mittels SDS-PAGE und Autoradiographie wurde das Experiment
ausgewertet.

Jurkat
Mitochondrien

]
1 2

PK -  +

Abb. 3.1.1.3.: Import von Map in isolierte Mitochondrien aus humanen Jurkat-Zellen. In zwei
identische Importansatze wurde jeweils 1 pl Map-Lysat mit 40 ug isolierte Jurkat-Mitochondrien fur 10
min bei 25°C inkubiert. AnschlieRend wurde ein Ansatz (Spur 2) fir 10 min auf Eis mit 20 pg/ml
Proteinase K (PK) behandelt. Zur Inaktivierung der Proteinase K wurde PMSF zugegeben, und die
Mitochondrien wurden reisoliert und in SDS-Probenpuffer resuspendiert. Importiertes Map-Protein

konnte durch SDS-PAGE und Autoradiographie nachgewiesen werden.

Das **S-markierte Map-Protein war innerhalb der Inkubationszeit in der Lage, mit den
isolierten Jurkat-Mitochondrien zu assoziieren und wurde gemeinsam mit den
Organellen abzentrifugiert (siehe Abb. 3.1.1.3, Spur 1). Etwa 27% des mit Jurkat-
Mitochondrien assoziierten Map-Anteils wurde in die Mitochondrien importiert und
konnte durch Proteinase K nicht abgebaut werden (siehe Abb. 3.1.1.3, Spur 2).
Damit konnte unter Verwendung von isolierten Jurkat-Mitochondrien bestatigt
werden, dass das Map-Toxin ein Protein darstellt, welches zur Translokation in
Mitochondrien befahigt ist. Es muss erwahnt werden, dass keine Prozessierung des
Map-Toxins in Mitochondrien aus humanen Jurkat-Zellen beobachtet werden konnte.
Offensichtlich besitzt das Map-Toxin mitochondriale Zielerkennungsmotive, welche
von den Rezeptoren der Translokase der mitochondrialen AuRenmembran erkannt
werden und den Durchtritt des Proteins Uber die generelle Importpore des TOM-

Komplexes ermdglichen.
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3.1.2. Das Map-Toxin verwendet den TOM-Komplex fiir den Eintritt in
Mitochondrien

Kerncodierte, mitochondriale Proteine werden im Cytosol hergestellt und
posttranslational in Mitochondrien importiert. Rezeptoren des TOM-Komplexes der
mitochondrialen Aullenmembran erkennen spezifische mitochondriale
Zielerkennungsmotive und erlauben den Eintritt Uber die generelle Importpore. Es
sollte nun festgestellt werden, ob an der Translokation des Map-Toxins in
Mitochondrien, Komponenten des TOM-Komplexes beteiligt sind.

Zunachst sollte Uberpruft werden, ob flr die Translokation von Map in Mitochondrien
die Erkennung durch Rezeptoren der mitochondrialen Aulenmembran notwendig ist.
Das Experiment sollte unter Verwendung von isolierten Mitochondrien aus
Rattenleber durchgefuhrt werden. Die gewodhnlich hohere Ausbeute an
Mitochondrien erlaubt die Durchfihrung von mehreren Experimenten mit einer
grélkeren Anzahl von unterschiedlichen Ansatzen. Die Mitochondrien wurden vor der
Zugabe des **S-markierten Map-Proteins mit Trypsin vorbehandelt oder blieben im
Kontrollansatz unbehandelt. Durch die Trypsin-Einwirkung sollten Zielerkennungs-
domanen von TOM-Rezeptoren vor der Durchfuhrung des in vitro Importexperiments
abgebaut werden. Eine stark herabgesetzte Importeffizienz eines importierten
Vorlauferproteins in Trypsin-vorbehandelte Mitochondrien deutet stark auf eine
Beteiligung von Rezeptoren des TOM-Komplexes wahrend dessen Translokation in
Mitochondrien hin. **S-markiertes Map-Protein wurde zu Importansatzen zugegeben,
welche Trypsin-vorbehandelte oder unbehandelte Rattenlebermitochondrien
enthielten. Die Inkubationszeit des Map-Toxins mit den Mitochondrien wurde nach 3,
6 und 12 min durch Uberfiihrung der Ansétze auf Eis gestoppt und durch 10-minditige
Inkubation mit 20 ug/ml Proteinase K nicht-importierte Proteine abgebaut. Nach
Durchfiuhrung einer SDS-PAGE wurde das Gel autoradiographisch am
Phosphorimager ausgewertet.
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Abb. 3.1.2.1.: Import von Map in Trypsin-vorbehandelte bzw. unbehandelte Rattenleber-
Mitochondrien. Frisch isolierte Rattenlebermitochondrien (15 mg/ml) wurden in SEM-Puffer
resuspendiert und auf zwei Ansadtze (+Trypsin, -Trypsin) aufgeteilt. Einem Ansatz wurde Trypsin
zugegeben, wahrend der zweite Ansatz unbehandelt blieb. Durch Zugabe von Trypsin-Inhibitor in
beide Ansatze wurde das Trypsin inaktiviert. Die Mitochondrien wurden reisoliert, in Importpuffer
aufgenommen, auf mehrere Ansatze aufgeteilt und der Import durch Zugabe von Map-Lysat
begonnen. Zu entsprechenden Zeiten wurde die Importreaktion durch Uberfihrung der Ansatze auf
Eis gestoppt. Nicht-importierte Proteine wurden durch Inkubation mit Proteinase K abgebaut. Der
importierte Map-Anteil wurde durch SDS-PAGE und Autoradiographie bestimmt und die Kinetik der

Importeffizienz, ausgehend vom eingesetzten Lysat (100%), in einem Kurvendiagramm dargestellt.

Die Importkinetik von **S-markiertem Map in Trypsin-vorbehandelte Mitochondrien
(siehe Abb. 3.1.2.1., +Trypsin) weist im Vergleich zur Importkinetik in unbehandelte
Mitochondrien (siehe Abb. 3.1.2.1., -Trypsin) eine erheblich verminderte Import-
effizienz auf. Dies deutet darauf hin, dass an der AuRenmembran der Mitochondrien
sich befindende Rezeptoren des TOM-Komplexes an der Erkennung und

Translokation des Map-Toxins in Mitochondrien beteiligt sind.

Um direkt zeigen zu kénnen, dass das Map-Toxin den TOM-Komplex zum Eintritt in
Mitochondrien verwendet, werden Mitochondrien bendtigt, bei denen der TOM-
Komplex Defekte oder Deletionen einzelner Komponenten aufweist. Solche
Mitochondrien lassen sich aus der Backerhefe Saccharomyces cerevisiae isolieren,
da flr diesen Modellorganismus samtliche Mutanten fir Komponenten der
mitochondrialen Translokationsmaschinerien vorhanden und charakterisiert worden
sind. Die Mechanismen des mitochondrialen Proteinimports sind innerhalb von
eukaryontischen Organismen stark konserviert. Es ist somit moglich, auch
mitochondriale Proteine anderen Ursprungs in isolierte Hefemitochondrien zu

importieren.
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Zunachst sollte die Importeffizienz des Map-Toxins bei Inkubation mit isolierten
Mitochondrien aus Wildtyphefezellen bzw. mit Mitochondrien aus Hefemutanten mit
Defekten der generellen Importpore (Tom40) bestimmt werden. Hierfur wurde ¥s-
markiertes Map-Protein fir 1, 2 und 5 min mit isolierten Mitochondrien aus dem
Wildtypstamm KKY3.7 (Tom40) und der Mutante KKY3.4 (tom40-4) bei 25°C
inkubiert und anschlieBend durch Uberfiihrung der Ansatze auf Eis der Import
gestoppt. Es folgte eine 10-mindtige Inkubation der Ansatze mit Proteinase K auf Eis,
um den nicht-importierten Proteinanteil abzubauen. Die mitochondrialen Proteine
wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt und das radioaktiv markierte Map-Protein
mittels Phosphorimager und AIDA Software detektiert und quantifiziert. Die
Importkinetik des Map-Proteins in Mitochondrien aus Wildtyp versus Mutante wurde
graphisch als Kurvendiagramm dargestellt. Zuvor wurde %5S-markiertes Hefeporin fiir
5 min bei 25°C mit Mitochondrien aus dem Wildtyp bzw. der tom40-4 Mutante

inkubiert, um den Phanotyp der Mitochondrienpraparation zu kontrollieren.
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Abb. 3.1.2.2.: Import von Hefeporin und Map in isolierte Mitochondrien aus dem Wildtyp-
Hefestamm (KKY3.7) und der tom40-4 Mutante (KKY3.4). **S-markiertes Hefeporin (A) bzw. Map-

Protein (B) wurde fir 5 min bzw. 1, 2 und 5 min mit isolierten Mitochondrien aus Wildtyp bzw. Mutante

o

unter Standardbedingungen inkubiert. Nicht-importierte Proteine wurden durch Inkubation mit
Proteinase K abgebaut. Mittels SDS-PAGE und Autoradiographie wurde der importierte Proteinanteil
detektiert und quantifiziert. Die Importeffizienz von Hefeporin in Mitochondrien der ftom40-4 Mutante
wurde in Relation zur Importeffizienz in Mitochondrien des Wildtyps gesetzt und als Balkendiagramm
dargestellt (A). Die Kinetik der Importeffizienz von Map wurde in Relation zum hdchsten Importwert
(wt, 12 min) gesetzt und als Kurvendiagramm dargestellt (B).
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Die Importeffizienz von TOM-abhangigen Proteinen in Mitochondrien der tom40-4
Mutante ist nur maRig herabgesetzt (Krimmer, 2001). Das Hefeporin ist im Vergleich
zu Wildtyp-Mitochondrien, in Mitochondrien der fom40-4 Mutante noch etwa halb so
gut importiert worden und bestatigt den erwarteten Phanotyp (siehe Abb. 3.1.2.2., A).
Das Map-Toxin weist innerhalb des untersuchten Zeitraumes, im Vergleich zur
Effizienz des Importes in die entsprechenden wildtypischen Mitochondrien, ebenfalls
eine malig, aber deutlich herabgesetzte Importeffizienz in Mitochondrien mit
Defekten in der generellen Importpore (Tom40) auf (siehe Abb. 3.1.2.2., B). Map
verhalt sich demnach wie das endogene, mitochondriale Hefeporin, welches Uber die

generelle Importpore des TOM-Komplexes in Mitochondrien importiert wird.

Die herabgesetzte Importeffizienz des Map-Toxins in Trypsin-vorbehandelte
Rattenlebermitochondrien, sowie in Mitochondrien aus einer Hefemutante mit
Defekten in der generellen Importpore des TOM-Komplexes deutet darauf hin, dass
das Map-Toxin unter Beteiligung der mitochondrialen Translokationsmaschinerie der
AuRRenmembran in Mitochondrien importiert wird. In einem weiteren, unabhangigen
Experiment sollte dieses Ergebnis bestatigt werden. Der Importrezeptor Tom22
stabilisiert den TOM-Komplex und folglich weisen Mitochondrien einer Tom22-
defizienten Hefemutante einen unvollstandig assemblierten TOM-Komplex auf. Der
Proteinimport in diesen Mitochondrien ist dramatisch gestort (van Wilpe, 1999). Die
Atom22 Mutante ist dennoch Uberlebensfahig, da mitochondriale Proteine in
geringem Malde auch direkt Uber die generelle Importpore in Mitochondrien gelangen
konnen (bypass import). Um die Beteiligung des TOM-Komplexes am Import von
Map in Mitochondrien zu bestatigen, sollte die Importeffizienz von Map in isolierte
Mitochondrien der Atom22 Mutante mit der Effizienz in Mitochondrien des
entsprechenden Wildtyps verglichen werden. %S-markiertes Map-Protein wurde fir
3, 6 und 12 min in Mitochondrien aus der Atom22 Deletionsmutante (OL201) bzw.
aus dem entsprechendem Wildtypstamm (OL223) bei 25°C importiert. Nicht-
importierte Proteine wurden mit Proteinase K abgebaut. Der importierte Map-Anteil
wurde nach SDS-PAGE und Autoradiographie quantifiziert und die Importkinetik in
Wildtyp versus Mutante als Kurvendiagramm dargestellt. Zuvor wurde unter
Anleitung von Herrn Dr. Christian Motz (Inst. f. Mikrobiologie, Universitat Hohenheim)
der dissoziierte Zustand des TOM-Komplexes in Mitochondrien der Atom22

Deletionsmutante durch blaue Nativgelelektrophorese (BN-PAGE) verifiziert.
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Abb. 3.1.2.4.: Import von Map in isolierte Mitochondrien des Wildtyps (OL223) und der Atom22
Deletionsmutante (OL201). (A) Native Auftrennung des TOM-Komplexes aus isolierten
Mitochondrien des Wildtyps (OL223) und der Atom22 Deletionsmutante (OL201). Mitochondriale
Proteinkomplexe wurden elektrophoretisch auf einem 4-16%igem blauen Nativgel aufgetrennt und
anschlieBend das Tom40-Protein mit einem primaren, polyklonalen Antikérper detektiert. (B) .
markiertes Map-Protein wurde fur 3, 6 und 12 min in isolierte Mitochondrien der Mutante und des
entsprechenden Wildtyps importiert und nicht-importierte Proteine nach der Importreaktion mittels
Proteinase K abgebaut. PK-geschiitzes Map-Protein wurde quantifiziert und die Kinetik der
Importeffizienz in Wildtyp versus Mutante als Kurvendiagramm dargestellt. Die Werte wurden in
Relation zur héchsten Importeffizienz (wt, 12min) gesetzt.

Der dissoziierte TOM-Komplex konnte in Mitochondrien der verwendeten Praparation
erfolgreich nachgewiesen werden. Wahrend in Mitochondrien des Wildtyps der TOM-
Komplex eine Gesamtgrélie von 400 kD aufweist, migriert der TOM-Komplex aus
Mitochondrien der Atom22 Deletionsmutante im blauen Nativgel bei etwa 100 kD
(siehe Abb. 3.1.2.3., A). Damit ist sichergestellt, dass die fur das Importexperiment
verwendete Mitochondrienpraparationen aus Wildtyp und Mutante tatsachlich einen
unterschiedlich assemblierten TOM-Komplex aufweisen. Im Vergleich zur
Importeffizienz in  Wildtyp-Mitochondrien, ist der Import des Map-Toxins in
Mitochondrien der Afom22 Mutante sehr stark herabgesetzt. Offensichtlich ist flr den
Import des Map-Proteins in Mitochondrien ein vollstandig assemblierter TOM-
Komplex notwendig. Ein effizienter Import des Map-Toxins auf direktem Wege Uber
die generelle Importpore ist aulerst ineffektiv (siehe Abb. 3.1.2.3., B).

Das Map-Toxin der enteropathogenen E. coli ist in der Lage, in Mitochondrien zu
translozieren und verwendet hierbei die Translokationsmaschinerie der

mitochondrialen  Aullenmembran (TOM-Komplex). Fur die mitochondriale
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Zielerkennung sind seitens der Mitochondrien die Rezeptoren des TOM-Apparates
verantwortlich. Auf der Seite des Map-Proteins scheinen mitochondriale
Zielerkennungsmerkmale zu existieren, die eine Erkennung durch TOM-Rezeptoren
ermoglichen. Im nachsten Abschnitt soll der fur die mitochondriale Zielerkennung
verantwortliche Bereich sowie die intramitochondriale Lokalisation des Map-Toxins

ausfindig gemacht werden.

3.1.3. Der N-Terminus des Map-Toxins weist Gemeinsamkeiten mit

Prasequenzen mitochondrialer Proteine der Matrix auf

Programme zur Vorhersage der Sekundarstruktur von Proteinen weisen darauf hin,
dass der N-Terminus des Map-Toxins eine Alpha-Helix darstellt. Aulierdem lasst sich
feststellen, dass innerhalb des N-Terminus neben ungeladenen Aminosauren,
ausschlieflich positiv geladene Aminosauren vorzufinden sind. Beides sind typische

Charakteristika mitochondrialer Zielerkennungssequenzen von Proteinen der Matrix.

A G37 Q30

Q14
R21 R0 ™7
G32 —_—
R39 A28 AS35

B + + + +

*%k * khkkk Rhkkk hhkkhkkk k% hhkkkkk *kkk *
Human EPEC, E2348/69 MFSPTAMVGRALAQAVTQTLRPAVTKAATQAGMAASGMRF
Rabbit EPEC, RDEC-1 MFSPMTMVGRSLAQAATQTLRPAVTRAATQAGVGASGMKF
Citrobacter rodentium, DBS100 MFNPTAMVGRALAQAATQTLRPVVTKAATQAGMGASGMRF

1....... 10........ 20........ 30........ 40

Abb. 3.1.3.1.: Analyse der Primarstruktur des N-Terminus des Map-Toxins. (A) Sequenzvergleich
(multiple alignment) der N-Termini von Map-Proteinen aus verwandten EPEC-Stammen mit ClustalX.
In allen Sequenzen uUbereinstimmende Aminosauren sind mit einem Stern gekennzeichnet. (B)
Darstellung der aminoterminalen Aminosauren (10 bis 39) des Map-Toxins als Helical Wheel. Positiv

geladene Aminosé&uren sind mit einem Unterstrich kenntlich gemacht worden.
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Die Darstellung des N-Terminus in einem Helical Wheel visualisiert die raumliche
Orientierung der Aminosauren innerhalb der Alpha-Helix und lasst erkennen, dass
drei der vier positiven Ladungen innerhalb des Aminosaureabschnittes 10 — 39, auf
der gleichen Seite anzutreffen sind (siehe Abb. 3.1.3.1., A). Der N-Terminus des
Map-Proteins weist somit Eigenschaften mitochondrialer Zielerkennungssequenzen
von Matrix-Proteinen auf. Der Vergleich der N-terminalen Aminosauresequenz des
Map-Toxins aus drei nahe verwandten EPEC-Stammen (Mensch, Maus, Kaninchen)
offenbart nur wenige nicht-konservierte Aminosauren. Die positiven Ladungen in den
Positionen 10, 21, 26 und 39 sind konserviert und Aminosauresubstitutionen in den
Aminosauren 26 und 39 beschranken sich wiederum auf positiv geladene
Aminosauren (siehe Abb. 3.1.3.1., B). Dieser Befund deutet darauf hin, dass die
basischen Aminosauren von Bedeutung fur die mitochondriale Zielerkennung sein
konnten und aus diesem Grund in der Evolution nicht durch neutrale oder saure

Aminosauren substituiert werden konnten.

Die in silico Analyse des Aminoterminus von Map weist auf Gemeinsamkeiten mit
mitochondrialen Prasequenzen von Proteinen hin, welche in die Matrix der
Mitochondrien importiert werden. Es ist daher anzunehmen, dass das
intramitochondriale Kompartiment, welches vom Map-Toxin angesteuert wird,
ebenfalls die mitochondriale Matrix ist. Im nachsten Abschnitt soll die

intramitochondriale Lokalisation des Map-Proteins untersucht werden.

3.1.4. Das Map-Toxin wird uber den TIM23-Komplex in die Matrix der

Mitochondrien importiert

Aufgrund der auffalligen Ahnlichkeit des N-Terminus von Map mit mitochondrialen
Prasequenzen von Matrix-Proteinen ist anzunehmen, dass das Map-Toxin ebenfalls
in die mitochondriale Matrix importiert wird. Fur den Import in die Matrix ist neben der
Uberquerung der mitochondrialen AuBRenmembran auch die Translokation Uber die
innere, mitochondriale Membran notwendig. Ein auf Matrix-Proteine spezialisierter
Translokationskomplex der Innenmembran ist der TIM23-Komplex, welcher als
Eintrittspforte fur samtliche Matrix-Proteine dient (Pfanner, 1994).

Matrix-Proteine kdnnen in einem in vitro durchgefuhrten Importexperiment nicht mit

Proteinase K abgebaut werden. Dies gilt auch nach Destabilisierung der
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mitochondrialen Auf3enmembran durch osmotischen Schock (Schwellen). Im
folgenden Experiment wurde in drei Parallelansatzen *S-markiertes Map-Protein in
isolierte Rattenlebermitochondrien importiert. Um die intramitochondriale Lokalisation
des Map-Toxins zu Uberprifen, wurden die Mitochondrien aus zwei Ansatzen nach
der Importreaktion in hypotonischem Puffer inkubiert und dadurch geschwollen. Einer
der beiden Ansatze wurde vor der Importreaktion mit Valinomycin behandelt, um das
mitochondriale Membranpotential zu zerstoren. Mitochondrien des Kontrollansatzes
wurden nicht mit Valinomycin vorbehandelt oder geschwollen. Nach der
Importreaktion wurden alle Ansatze mit Proteinase K behandelt, um nicht-importierte
und nach dem Schwellen zugangliche Proteine abzubauen. Der vor der Protease
geschutzte Anteil des Map-Proteins innerhalb der unterschiedlichen Ansatze wurde
durch SDS-PAGE und Autoradiographie bestimmt und quantitativ in einem

Balkendiagramm in Relation zum importierten Map-Anteil dargestellt.

Rattenlebermitochondrien
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Abb. 3.1.4.1.: Rolle des mitochondrialen Membranpotentials beim Import von Map in isolierte
Rattenlebermitochondrien und Uberpriifung der intramitochondrialen Lokalisation des Map-
Proteins durch Schwellen der Mitochondrien. **S-markiertes Map-Protein wurde mit isolierten
Rattenlebermitochondrien inkubiert und zuvor eventuell das Membranpotential mit Valinomycin
zerstort (+Val) oder anschlieBend durch Aufnahme der Mitochondrien in hypotonischem EM-Puffer
das Schwellen der Mitochondrien eingeleitet (+SW). Proteinase K diente zum Abbau zuganglicher
Proteine (PK). Der PK-geschiitzte Map-Anteil wurde mit SDS-PAGE und Autoradiographie bestimmt
und der in Mitoplasten und in Abwesenheit des Membranpotentials importierte Map-Anteil in Relation

zum Gesamtimport von Map (- Val/-SW/+PK) in einem Balkendiagramm dargestellt.
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Etwa 30% des in Mitochondrien importierten Map-Proteins (siehe Abb. 3.1.4.1., -Val/-
SW/+PK) ist nach Schwellen der Mitochondrien noch vor der Proteinase K geschutzt
und somit in die Matrix importiert worden (siehe Abb. 3.1.4.2., -Val/+SW/+PK). In
Mitochondrien, in denen zuvor das Membranpotential durch Valinomycin-Zugabe
zerstort worden ist, konnte nach Schwellen kein Map-Protein mehr nachgewiesen
werden (siehe Abb. 3.1.4.2., +Val/+SW/+PK). Das Map-Toxin ist demnach ein
Protein, welches in der Lage ist, in die mitochondriale Matrix zu gelangen. Dieser
Vorgang ist abhangig vom mitochondrialen Membranpotential (AW). Auch unter
Verwendung von Rattenlebermitochondrien konnte keine Prozessierung des Map-

Toxins beobachtet werden.

Das in Abb. 3.1.4.1. gezeigte Ergebnis konnte von Frau Grazyna Domanska (Inst. f.
Mikrobiologie, Uni Hohenheim) in einem identisch durchgefuhrten Experiment mit
isolierten Mitochondrien aus Saccharomyces cerevisiae bestatigt werden. Weiterhin
konnte sie mit weiteren Methoden (selektive Permeabilisierung der Aulenmembran
mit Digitonin nach Import von radioaktiv markiertem Map-Protein in isolierte
Mitochondrien aus Saccharomyces cerevisiae; Mitochondrienfraktionierung nach in
vivo Expression von Map in Saccharomyces cerevisiae) ebenfalls belegen, dass das

Map-Toxin in der mitochondrialen Matrix lokalisiert ist.

Endogene, mitochondriale Proteine, welche fir die Matrix der Mitochondrien
bestimmt sind, nutzen fur die Translokation Uber die mitochondriale Innenmembran
den TIM23-Komplex. Im nachsten Experiment sollte untersucht werden, ob das Map-
Toxin ebenfalls den TIM23-Komplex zur Uberquerung der Innenmembran verwendet
oder eine andere Strategie zu diesem Zweck entwickelt worden ist.
Vorlauferproteine, welche Uber die Pore des TIM23-Komplexes in die mitochondriale
Matrix transloziert werden, mussen wahrend des Translokationsprozesses vom
Matrixprotein mtHsp70 unter Verbrauch von ATP aus der Tim23-Pore gezogen
werden. Ein nicht funktionelles mtHsp70 Protein fihrt demnach zum Arrest von
Vorlauferproteinen im TOM-TIM23-Superkomplex. Dieser Zustand hat fatale Folgen
fur die Zelle, aus diesem Grund handelt es sich bei mtHsp70 um ein essentielles
Protein. Um zeigen zu konnen, dass das Map-Toxin ebenfalls Uber den TIM23-
Komplex in die Matrix importiert wird, sollte die Abhangigkeit der Translokation von

funktionellem mtHsp70 nachgewiesen werden. Zu diesem Zweck wurde radioaktiv
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markiertes Map-Protein fur 2, 5 und 10 min mit Mitochondrien aus einer temperatur-
sensitiven mtHsp70 Hefemutante (PK83; ssc7-3) und dem entsprechenden Wildtyp
(PK82) inkubiert. Die Ansatze wurden vor der Importreaktion bei nicht-permissiver
Temperatur (37°C) inkubiert, um eine destabilisierende Konformationsanderung des
mutierten mtHsp70-Proteins und somit den Phanotyp der Hefemutante zu induzieren.
Die Importreaktionen wurden durch Inkubation der Ansatze auf Eis und Zugabe von
Proteinase K zum Abbau nicht-importierter Proteine beendet. Mittels SDS-PAGE und
Autoradiographie wurde die Kinetik der Importeffizienz des Map-Toxins in Wildtyp
versus Mutante ermittelt und als Kurvendiagramm dargestellt. Der Phanotyp der
mtHsp70 Mutante wurde zuvor durch einen 10-mindtigen Import von Su9-DHFR in
Mitochondrien des Wildtyps und der Mutante Uberprift. Bei Su9-DHFR handelt es
sich um ein Fusionsprotein bestehend aus der mitochondrialen Zielerkennungs-
sequenz der Untereinheit 9 der ATP-Synthase und muriner Dihydrofolatreduktase
(DHFR), das uber den TOM- und TIM23-Komplex in die mitochondriale Matrix
importiert wird. Die Vorstufe wird aullerst effizient unter in vitro Bedingungen in
Mitochondrien importiert, dabei entstent durch spezifische Proteasen im
Intermembranraum der Mitochondrien ein N-terminal verkirztes Intermediat und

schliefdlich durch Abspaltung der Prasequenz in der Matrix, das reife Protein.
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Abb. 3.1.4.2.: Import von Su9-DHFR und Map in isolierte Mitochondrien des Wildtyp-
Hefestammes PK82 bzw. der temperatursensitiven Mutante ssc7-3 (PK83). *S-markiertes Su9-
DHFR (A) bzw. Map-Protein (B) wurde fiir 10 min bzw. 2, 5 und 10 min mit isolierten Mitochondrien
des Wildtyp-Hefestammes PK82 bzw. der ssc7-3 Mutante (PK83) inkubiert. Zuvor wurde der Phanotyp
der temperatursensitiven Mutante durch Inkubation der Mitochondrien bei 37°C induziert. Nicht-
importierte Proteine wurden mit Proteinase K abgebaut. Die Kinetik der Importeffizienz des Map-
Toxins in Wildtyp versus Mutante wurde in einem Kurvendiagramm in Relation zum hoéchsten

Importwert dargestellt (B).
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Der grofdte Teil des radioaktiv markierten Su9-DHFR Proteins akkumuliert innerhalb
des untersuchten Zeitraums in Mitochondrien der mtHsp70 Mutante als intermediare
Form im Intermembranraum (siehe Abb. 3.1.4.2, A, rechte Spur). In
Wildtypmitochondrien wird stattdessen in der selben Zeit der grofdte Teil in die Matrix
importiert und zum reifen Protein prozessiert (siehe Abb. 3.1.4.2., A, linke Spur). Die
Mitochondrienpraparation der Mutante ssc7-3 zeigt somit den zu erwartenden Defekt
in der Translokation von Matrix-Proteinen Uber die mitochondriale Innenmembran.
Die  Importeffizienz des Map-Toxins in isolierte  Mitochondrien der
temperatursensitiven Mutante ssc7-3 ist im Vergleich zur Importkinetik in
Mitochondrien des korrespondierenden Wildtyps erheblich herabgesetzt (siehe Abb.
3.1.4.2., B). Fur eine effiziente Translokation wird offensichtlich funktionsfahiges
mtHsp70 bendtigt. Die Abhangigkeit des Map-Imports vom mitochondrialen
Chaperonprotein mtHsp70 weist auf eine Beteiligung des TIM23-Komplexes wahrend
der Translokation in die Matrix hin und bestatigt erneut, dass das Map-Toxin in die

mitochondriale Matrix importiert wird.

Da experimentell bestatigt werden konnte, dass das Map-Toxin uUber den TIM23-
Komplex in die Matrix von Mitochondrien importiert wird, ist anzunehmen, dass der
fur die Zielerkennung und intramitochondriale Lokalisation verantwortliche Teil des
Map-Proteins tatsachlich der N-Terminus ist. Im nachsten Abschnitt sollte der Beleg
hierfur erbracht werden und der Frage nachgegangen werden, ob zusatzliche
Abschnitte innerhalb des Map-Proteins am Import des Map-Toxins in Mitochondrien

beteiligt sind.

3.1.5. Der N-Terminus des Map-Toxins ist fiir die mitochondriale Zielerkennung

notwendig und hinreichend

Um zu zeigen, dass der N-Terminus des Map-Toxins eine mitochondriale
Zielerkennungssequenz darstellt, wurde ein Fusionsprotein bestehend aus dem Map-
Aminoterminus und einem grun fluoreszierenden Protein (GFP) hergestellt
(Klonierungsstrategie siehe 2.2.1.13.) und in vivo in Saccharomyces cerevisiae zur
Expression gebracht. Mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie konnte dann die

Lokalisation des Fusionsproteins innerhalb der Zellen Uberprift werden.
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GFP MitoTracker

Uberlagerung

Abb. 3.1.5.1.: Expression von Map(1-44)-GFP in Saccharomyces cerevisiae. Kompetente
Hefezellen des Wildtyp-Stammes BY4742 wurden mit pYES2/Map(1-44)-GFP transformiert und G.N.
bei 30°C in Raffinose-haltigem, synthetischem Minimalmedium ohne Uracil (SM/-ura) angeziichtet.
Durch Uberfiihrung der Zellen in Galactose-haltigem SM/-ura wurde die Expression des
Fusionsproteins induziert. Nach 4-stindiger Induktion wurden die Mitochondrien durch Zugabe von 50
nm MitoTracker Orange und weitere Inkubation fur 30 min geférbt. Mittels konfokaler
Laserscanmikroskopie wurden die Lokalisation des Fusionsproteins innerhalb der Hefezellen

Uberpriift.

Das Fusionsprotein bestehend aus den aminoterminalen 44 Aminosauren des Map-
Toxins und GFP lokalisiert eindeutig an Mitochondrien, welche als schlauchige
Strukturen zu erkennen sind (siehe Abb. 3.1.5.1., links). Die grine Fluoreszenz des
Fusionsproteins korreliert mit dem Fluoreszenzsignal des in Mitochondrien
akkumulierten Farbstoffes MitoTracker Orange (siehe Abb. 3.1.5.2., mitte und
rechts). Damit konnte gezeigt werden, dass der Aminoterminus des Map-Toxins eine
mitochondriale Zielerkennungssequenz darstellt und hinreichend fur die Lokalisation

an Mitochondrien ist.

Um nachzuweisen, dass der Aminoterminus von Map flr die Lokalisation des Toxins
an Mitochondrien nicht nur hinreichend, sondern auch notwendig ist, wurde ein
Fusionsprotein bestehend aus N-terminal um 44 Aminosauren verkurztem Map-
Protein und GFP hergestellt (Klonierungsstrategie siehe 2.2.1.1.3.). Das
Fusionsprotein wurde unter identischen Versuchsbedingungen in Saccharomyces
cerevisiae zur Expression gebracht und anschlieRend durch konfokale Mikroskopie

die intrazellulare Lokalisation bestimmt.
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GFP MitoTracker

Uberlagerung

Abb. 3.1.5.2.: Expression von Map(45-203)-GFP in Saccharomyces cerevisiae. Kompetente
Hefezellen des Wildtypstammes BY4742 wurden mit dem Plasmid pYES2/Map(45-203)-GFP
transformiert und das Fusionsprotein durch Zugabe von Galactose zur Expression gebracht. Nach 4-
stindiger Induktion wurden die intrazelluldre Lokalisation des Fusionsproteins mit konfokaler

Mikroskopie analysiert. MitoTracker Orange wurde zur Gegenfarbung der Mitochondrien verwendet.

Das aminoterminal um 44 Aminosauren verklrzte Map Protein ist nicht mehr in der
Lage an Mitochondrien zu lokalisieren und akkumuliert im Cytosol (siehe Abb.
3.1.5.2., links). Der Aminoterminus des Map-Toxins ist demnach nicht nur
hinreichend, sondern auch notwendig flr die Lokalisation des Map-Toxins an
Mitochondrien. Die Morphologie der Mitochondrien ist nach Akkumulation von Map
im Cytosol ebenfalls tubular, doch auffalligerweise an der Zellperipherie lokalisiert
(siehe Abb. 3.1.5.2., mitte). Vermutlich hat der Einfluss des Map-Toxins im Cytosol
Veranderungen im Zellgeschehen zur Folge, die mit der intrazellularen Verteilung
des mitochondrialen Netzwerks zusammenhangen.

In einem unabhangigen in vitro Importexperiment sollte die Notwendigkeit des N-
Terminus von Map als Zielerkennungssequenz bestatigt werden. Es wurde in
Retikulozytenlysat hergestelltes Map(1-203)-GFP bzw. Map(45-203)-GFP fur 2, 5
und 10 min in isolierte Mitochondrien aus Saccharomyces cerevisiae (PK82)
importiert und anschliel3end die Kinetik der Importeffizienz beider Fusionsproteine

verglichen.
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Abb. 3.1.5.3.: Import von Map(1-203)-GFP bzw. Map(45-203)-GFP in isolierte Mitochondrien aus
Saccharomyces cerevisiae. *S-markiertes Map(1-203)-GFP bzw. Map(45-203)-GFP wurde fiir 2, 5
und 10 min mit isolierten Mitochondrien aus dem Wildtyp-Hefestamm PK82 inkubiert und
anschlieBend Proteinase K zum Abbau nicht-importierter Proteine zugegeben. Nach SDS-PAGE und
Autoradiographie wurde der importierte Anteil der Fusionsproteine ermittelt, quantifiziert und als

Kurvendiagramm die Kinetik der Importeffizienz in Relation zum héchsten Importwert dargestellt.

Auch unter in vitro Bedingungen konnte bestatigt werden, dass der Aminoterminus
des Map-Toxins notwendig fiur die mitochondriale Zielerkennung ist. Die Importkinetik
des Fusionsproteins Map(45-203)-GFP in isolierte Hefemitochondrien ist im
Vergleich zur Importkinetik des Fusionsproteins Map(1-203)-GFP dramatisch
herabgesetzt. Der N-Terminus des Map-Toxins verhalt sich demnach nicht nur
strukturell, sondern auch funktionell wie eine typische mitochondriale Prasequenz
von endogenen, mitochondrialen Proteinen der Matrix. Der einzige Unterschied
besteht darin, dass unter in vitro Bedingungen die mitochondriale Zielerkennungs-
sequenz des Map-Toxins nach Vollendung des Translokationsprozesses nicht
abgespalten wird. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass unter realen
Bedingungen, das in Mitochondrien von Darmepithelzellen eingedrungene Map-

Toxin doch prozessiert wird.

Enteropathogene E. coli besitzen demnach mit Map ein Toxin, welches durch die
Verwendung von wirtsspezifischen, mitochondrialen Translokationsmechanismen in
der Lage ist, in die Matrix der Mitochondrien importiert zu werden. Fur die
mitochondriale Zielerkennung hat offensichtlich eine konvergente Entwicklung des
Map N-Terminus zu mitochondrialen Prasequenzen endogener Matrix-Proteine hin
stattgefunden.
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3.1.6. Die mitochondriale Lokalisation des Map-Toxins hat morphologische

Veranderungen der Mitochondrien zur Folge

Im nachsten Abschnitt sollte untersucht werden, ob die mitochondriale Lokalisation
des Map-Toxins morphologische Veranderungen der Mitochondrien mit sich fuhrt. Zu
diesem Zweck wurde ein Fusionsprotein bestehend aus Map und C-terminal
fusioniertem GFP in Saccharomyces cerevisiae zur Expression gebracht und
anschlief3end die Morphologie der Mitochondrien durch Farben der Mitochondrien mit

MitoTracker fluoreszenzmikroskopisch untersucht.

GFP MitoTracker

Uberlagerung

Abb. 3.1.6.1.: Expression von Map(1-203)-GFP in Saccharomyces cerevisiae. Kompetente
Hefezellen des Wildtyp-Stammes BY4742 wurden mit pYES2/Map(1-203)-GFP (Klonierungsstrategie
siehe 2.2.1.13.) transformiert und G.N. bei 30°C in Raffinose-haltigem SM/-ura angezichtet. Durch
Uberfiihrung der Zellen in Galactose-haltigem SM/-ura wurde die Expression des Fusionsproteins
induziert. Nach 4-stiindiger Induktion wurden die Mitochondrien durch Zugabe von 50 nm MitoTracker
Orange und weitere Inkubation fir 30 min gefarbt. Mittels konfokaler Laserscanmikroskopie wurde die

Lokalisation des Fusionsproteins innerhalb der Hefezellen tberprift.

Das Fusionsprotein Map-GFP lokalisiert erwartungsgemafly an Mitochondrien. Im
Gegensatz zur der schlauchféormigen Morphologie der Mitochondrien nach
Expression von Map(1-44)-GFP (siehe Abb. 3.1.5.1., mitte), erscheinen die
Mitochondrien bei Expression von Map(1-203)-GFP in fragmentiertem Zustand (siehe
Abb. 3.1.6.1., mitte). Die beobachtete morphologische Veranderung muss mit der
Lokalisation des Toxins an Mitochondrien zusammenhangen, da im Cytosol
akkumuliertes Map(45-203)-GFP keine Fragmentierung der Mitochondrien zur Folge
hat (siehe Abb. 3.1.5.2., mitte).

Jedoch kann die Fragmentierung der Mitochondrien auch unter ungunstigen
Wachstumsbedingungen unabhangig von der Expression des Map(1-203)-GFP

Fusionsproteins erfolgt sein. Um zu zeigen, dass die morphologische Veranderung
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der Mitochondrien spezifisch vom Map-Toxin ausgelost worden ist, wurde ein
weiteres EPEC-Toxin, EspF, in Saccharomyces cerevisiae zur Expression gebracht,
von dem ebenfalls bekannt ist, dass es in Mitochondrien importiert wird. EspF wurde
mit GFP als Fusionsprotein unter den selben Bedingungen exprimiert und

anschlielfend die Morphologie der Mitochondrien nach Farbung mit MitoTracker

untersucht.

MitoTracker Uberlagerung

Abb. 3.1.6.2.: Expression von EspF-GFP in Saccharomyces cerevisiae. Kompetente Hefezellen
des Wildtyp-Stammes BY4742 wurden mit pYES2/EspF-GFP (Klonierungsstrategie siehe 2.2.1.13.)
transformiert und G.N. bei 30°C in Raffinose-haltigem SM/-ura angezichtet. Die Genexpression wurde
durch Uberfiihrung der Zellen in Galactose-haltigem SM/-ura induziert. Nach 4-stiindiger Induktion
wurden die Mitochondrien mit MitoTracker Orange gefarbt und die Lokalisation des Fusionsproteins

mit konfokaler Laserscanmikroskopie untersucht.

Die Lokalisation des Fusionsproteins EspF-GFP an Mitochondrien hat im Vergleich
zu Map(1-203)-GFP keine morphologischen Veranderungen des mitochondrialen
Netzwerks zur Folge (siehe Abb. 3.1.6.2., links und mitte). Somit konnte eindeutig
nachgewiesen werden, dass das Map-Toxin in der Lage ist, die Mitochondrien

morphologisch zu verandern.

Vereinzelt wurden jedoch nach Expression von Map(1-203)-GFP auch Zellen
beobachtet, welche nicht mehr mit dem MitoTracker-Farbstoff gefarbt werden
konnten. Da der MitoTracker-Farbstoff nur in intakten Mitochondrien akkumulieren
kann, welche ein Membranpotential aufweisen, besteht Grund zur Annahme, dass
die Map-vermittelte Fragmentierung der Mitochondrien allmahlich zu einem Verlust
des Membranpotentials fuhrt. Im nachsten Abschnitt sollte nun diese Frage

beantwortet werden.
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3.1.7. Die Map-vermittelte Fragmentierung der Mitochondrien fiihrt zum Verlust

des mitochondrialen Membranpotentials

Im letzten Abschnitt wurde darauf hingewiesen, dass nach 4-stindigen Expression
des Fusionsproteins Map(1-203)-GFP eine Minderheit an Zellen beobachtet werden
konnte, deren Mitochondrien kein Membranpotential mehr aufwiesen. Dieser Effekt
ist vermutlich auf die von Map ausgeloste Spaltung des mitochondrialen Netzwerks
zuruckzufihren. Im nachsten Experiment sollte die Expression von Map(1-203)-GFP
im S. cerevisiae Wildtypstamm BY4742 nach 16-stindiger Induktion untersucht
werden, um zu Uberprifen, ob die verlangerte Exposition der Hefezellen mit dem
Map-Toxin einen deutlicheren Verlust des Membranpotentials ihrer Mitochondrien zur

Folge hat.

GFP MitoTracker

Uberlagerung

Abb. 3.1.7.1.: Verlangerte Expression von Map(1-203)-GFP in Saccharomyces cerevisiae. Nach
16-stiindiger Induktion durch Galactose wurden die Zellen mit MitoTracker Orange behandelt, um die

Mitochondrien zu farben.

Mitochondrien aus Map(1-203)-GFP exprimierenden Hefezellen kdnnen nach 16-
stiindiger Expression im Gegensatz zu nicht-exprimierenden Zellen nicht mehr mit
dem Farbstoff MitoTracker Orange gefarbt werden und besitzen demnach kein
Membranpotential mehr. Der Verlust des Membranpotentials beschrankt sich somit
nur auf Zellen deren mitochondriales Netzwerk zuvor durch die Expression von Map
fragmentiert worden ist. Es besteht dennoch die Gefahr, dass der Verlust des
Membranpotentials ein indirekter Effekt aufgrund der Uberexpression eines nicht-
endogenen Proteins ist und nicht erst als Folge der Map-induzierten mitochondrialen
Fragmentierung eintritt. Aus diesem Grund sollte das Fusionsprotein Map(1-44)-GFP
ebenfalls unter den gleichen Versuchsbedingungen flir 16 h in identische Hefezellen
exprimiert werden, um anschlieBend den Effekt auf das Membranpotential der

Mitochondrien zu beobachten.
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GFP MitoTracker

Uberlagerung

Abb. 3.1.7.2.: Verldangerte Expression von Map(1-44)-GFP in Saccharomyces cerevisiae. Nach
16-stiindiger Induktion der Genexpression von Map(1-44)-GFP durch Galactose wurden die

Mitochondrien mit MitoTracker Orange gefarbt und die Zellen fluoreszenzmikroskopisch analysiert.

Die 16-stindige Expression des Fusionsproteins Map(1-44)-GFP fuhrt nicht zum
Verlust des Membranpotentials der Mitochondrien. Der MitoTracker-Farbstoff
akkumuliert deutlich in Mitochondrien exprimierender Hefezellen (siehe Abb. 3.1.7.2.,
mitte). Somit ist gezeigt, dass die gewahlten Expressionsbedingungen nicht
verantwortlich fir den Verlust des Membranpotentials sind, sondern das dieser Effekt
allein auf das Einwirken des Map-Toxins auf die Mitochondrien zurlickzuftihren ist.

Im nachsten Abschnitt soll der fur die Fragmentierung der Mitochondrien

verantwortliche Proteinabschnitt des Map-Toxins ausfindig gemacht werden.

3.1.8. Der Aminosaureabschnitt 101-152 des Map-Toxins ist essentiell fur die

Fragmentierung der Mitochondrien

Durch das Entfernen beliebig langer Proteinabschnitte kann eine fur die Funktion
eines Proteins wichtige Domane ausfindig gemacht werden. Diese Strategie sollte
mit dem Map-Toxin angewendet werden, um die fur die Fragmentierung der
Mitochondrien verantwortliche Domane zu identifizieren. Da der Aminoterminus des
Map-Toxins fur die mitochondriale Lokalisation notwendig ist, wurden lediglich
carboxyterminal verkurzte Map Fusionsproteine mit GFP hergestellt, um die
Lokalisation der Fusionsproteine an Mitochondrien sicherzustellen. An vorheriger
Stelle wurde gezeigt, dass ein Fusionsprotein bestehend aus der mitochondrialen
Prasequenz des Map-Toxins und GFP, an Mitochondrien lokalisiert und keine
morphologischen Anderungen der Mitochondrien mit sich fiihrt (siehe 3.1.5.). Nun
sollte untersucht werden, ob und welche Proteinabschnitte des Carboxyterminus des
Map-Toxins an der mitochondrialen Funktion des Map-Toxins beteiligt sind. Aus
diesem Grund wurden zwei weitere Konstrukte Map(1-100)-GFP und Map(1-152)-
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GFP hergestellt, denen vom C-Terminus aus, 103 bzw. 51 Aminosauren fehlen. Die
Fusionsproteine wurden flir 4 h in Wildtyphefezellen (BY4742) zur Expression
gebracht und anschlief3end die Morphologie der Mitochondrien

fluoreszenzmikroskopisch untersucht.

MitoTracker Uberlagerung
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Abb. 3.1.8.1.: Expression von Map(1-100)-GFP und Map(1-152)-GFP in Saccharomyces
cerevisiae. Wildtyphefezellen (BY4742) wurden mit pYES2/Map(1-100)-GFP bzw. pYES2/Map(1-

152)-GFP (Klonierungsstrategien siehe 2.2.1.13.) transformiert und die Genexpression der

Fusionsproteine mit Galactose fir 4 h induziert. Anschliefend wurden die Mitochondrien mit

MitoTracker gefarbt und die Zellen fluoreszenzmikroskopisch analysiert.

Die Deletion von 51 carboxyterminalen Aminosauren hat keinerlei Auswirkungen auf
die Fahigkeit des Map-Toxins zur Fragmentierung der Mitochondrien (siehe Abb.
3.1.8.1., Map(1-152)-GFP). Das Fusionsprotein Map(1-152)-GFP lokalisiert an
Mitochondrien und fuhrt ebenfalls zur Spaltung der Mitochondrien. Offensichtlich
spielt der Map-Carboxyterminus in der mitochondrialen Funktion des Map-Toxins
eine untergeordnete Rolle. Die Deletion von 103 C-terminalen Aminosauren fuhrt zu
einem Fusionsprotein, welches erwartungsgemals an Mitochondrien lokalisiert,
jedoch keine Veranderungen der Mitochondrienmorphologie mit sich fuhrt (siehe
Abb. 3.1.8.1., Map(1-100)-GFP). Die Mitochondrien weisen nach Expression von
Map(1-100)-GFP weiterhin eine schlauchformige Struktur auf. Damit konnte der fur
die Fragmentierung der Mitochondrien verantwortliche Teil des Map-Toxins auf den

mittleren Proteinabschnitt zwischen den Aminosauren 101-152 eingegrenzt werden.

-82.-



Ergebnisse

Im nachsten Abschnitt sollte nun untersucht werden, ob die Map-induzierte Spaltung
der Mitochondrien durch Interaktion mit Komponenten der mitochondrialen

Spaltungsmaschinerie oder unabhangig hiervon ausgelost wird.

3.1.9. Die Map-vermittelte Fragmentierung des mitochondrialen Netzwerks
geschieht unabhangig von Komponenten der mitochondrialen

Spaltungsmaschinerie

Die Morphologie und intrazellulare Verteilung von Mitochondrien ist aul3erst variabel
und hangt von der =zelluldaren Aktivitdt, dem  Nahrstoffangebot und
Entwicklungszustand der Zelle ab (Yaffe, 2003). Typischerweise als tubulares
Netzwerk auftretende Mitochondrien, kénnen unter bestimmten Bedingungen
(Zellteilung, Differenzierung, Apoptose) in mehrere, kleine und in der Zelle verteilte
Mitochondrien gespalten werden. Die Teilung der Mitochondrien wird hierbei durch
einen an der mitochondrialen AuRenmembran lokalisierten Komplex, bestehend aus
den Proteinen Dnm1, Fis1 und Gag3 (in S. cerevisiae), vermittelt (van der Bliek,
2000). Das Map-Toxin ist ebenfalls zur Teilung der Mitochondrien befahigt und es ist
wahrscheinlich, dass Map mit Komponenten der mitochondrialen Teilungs-
maschinerie wechselwirkt und dadurch die Fragmentierung des mitochondrialen
Netzwerks beschleunigt oder verstarkt. Um diese Annahme zu Uberprufen, wurde
Map(1-203)-GFP in Hefedeletionsstamme exprimiert, in denen jeweils eine der drei
Komponenten der mitochondrialen Spaltungsmaschinerie fehlt. Mitochondrien aus
den Deletionsstammen Adnm1, Afis1 und Agag3 weisen keinen funktionellen
Spaltungsapparat in der mitochondrialen Aulenmembran mehr auf und lokalisieren
tubular an der Zellperipherie. Nach einer 4-stindigen Induktion wurde der Einfluss
des Map-Toxins auf die Morphologie der Mitochondrien in den Deletionsmutanten
fluoreszenzmikroskopisch Uberprtft. Parallel hierzu wurden Mitochondrien von nicht-
induzierten Zellen mit MitoTracker gefarbt, um die typische Morphologie der

Mitochondrien der Deletionsmutanten erfassen zu kdnnen.

-83 -



Ergebnisse

GFP MitoTracker

Afis1

Adnm1

Agag3

Abb. 3.1.9.1.: Expression von Map(1-203)-GFP in den Hefedeletionsmutanten Afis1, Adnm1 und
Agag3. Expression von Map(1-203)-GFP wurde flir 4 h mit Galactose induziert und die Zellen
anschlielend fluoreszenzmikroskopisch analysiert. Nicht-induzierte Zellen wurden mit MitoTracker
behandelt, um die Mitochondrien zu farben.

Das Map-Toxin ist auch in Deletionsmutanten, denen Komponenten der
mitochondrialen Spaltungsapparates fehlen, in der Lage, die Fragmentierung des
mitochondrialen Netzwerkes auszuldésen (siehe Abb. 3.1.9.1.,, GFP). Die
Mitochondrien sind aufgrund des Verlustes des Membranpotentials nicht in der Lage,
den Mitochondrien-spezifischen Farbstoff MitoTracker zu akkumulieren (nicht
gezeigt). Nicht-induzierte Zellen hingegen weisen tubulare und an der Zellperipherie
lokalisierte Mitochondrien auf (siehe Abb. 3.1.9.1., MitoTracker) und bestatigen
hiermit, dass die Mitochondrien in den Deletionsmutanten nicht schon vor der
Expression von Map(1-203)-GFP in fragmentiertem Zustand vorgelegen haben. Die
mitochondriale Funktion des Map-Toxins geschieht demnach unabhangig vom

endogenen Dnm1/Fis1/Gag3-Komplex.

Das Map-Protein ist demnach in der Lage in Mitochondrien zu translozieren und
anschlieend unabhangig von endogenen Proteinen der mitochondrialen

Teilungsmaschinerie eine Fragmentierung der Mitochondrien auszulésen. Dies
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geschieht vermutlich ausgehend vom mittleren Proteinabschnitt des Map-Proteins
und fuahrt letztendlich zur allmahlichen Zerstérung des mitochondrialen
Membranpotentials. Es ist nahe liegend zu vermuten, dass die Effekte des Map-
Toxins auf Mitochondrien toxisch oder hemmend auf das Wachstum der Hefezellen
sind. Die Map-spezifische Zytotoxizitat sollte im nachsten Abschnitt experimentell im

Modell der Hefe untersucht werden.

3.1.10. Die Auswirkungen des Map-Toxins auf die Morphologie der

Mitochondrien erhohen nicht die Zytotoxizitat

Nun sollte Uberpruft werden, in welchem Masse das an Mitochondrien lokalisierte
Map-Toxin toxisch ist, nachdem es in Hefezellen exprimiert worden ist. Eine von
Rodriguez-Escudero et al. (2005) beschriebene Zytotoxizitat von Map in Hefezellen
beschrankte sich auf ein im Cytosol akkumuliertes Map-Protein, welches als
Fusionsprotein mit N-terminal gekoppelter Glutathion-S-Transferase (GST) vorlag.
Die mitochondriale Zielerkennungssequenz des Map-Toxins war in diesem
Fusionsprotein nicht mehr funktionell. Die Lokalisation des Map-Proteins an
Mitochondrien war dadurch verhindert. Somit konnte Uber die Toxizitdt des an
Mitochondrien lokalisierten Map-Proteins keine Aussage getroffen werden. Im
nachsten Experiment sollte nun das Wachstum von Hefezellen verglichen werden,
die entweder im Cytosol oder in Mitochondrien akkumulierendes Map-Protein
exprimieren. Es kamen hierfur die zwei Fusionsproteine Map(45-203)-GFP bzw.
Map(1-203)-GFP  zum  Einsatz. Ersteres besitzt keine  mitochondriale
Zielerkennungssequenz mehr und weist nach Expression in Hefezellen ein
cytosolisches Verteilungsmuster auf (siehe Abb. 3.1.5.2.). Um das Wachstum von
Map(45-203)-GFP oder Map(1-203)-GFP exprimierenden Hefezellen vergleichen zu
kénnen, wurden ausgehend von nicht-induzierten Startkulturen identischer Zelldichte,
definierte Tropfen einer Verdunnungsreihe auf Galactose-haltige Agarplatten mit
synthetischem Minimalmedium aufgetragen. Um zu kontrollieren, ob die Startkulturen
die gleiche optische Dichte aufweisen wurden identische Volumen aus den
entsprechenden Verdinnungsreihen unter nicht-induzierenden Bedingungen auf

Glucose-haltigen Agarplatten aufgetropft.
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Abb. 3.1.10.1.: Letalitiatstest von Map(1-203)-GFP bzw. Map(45-203)-GFP im Wildtyphefestamm
BY4742. Die beiden Plasmide pYES2/Map(1-203)-GFP und pYES2/Map(45-203)-GFP wurden in den
Wildtyphefestamm BY4742 transformiert und Transformanten zur Herstellung von U.N.-Kulturen
(30°C) in Raffinose-haltigem SM/-ura — Medium verwendet. Ausgehend von Startkulturen (10°) mit
einer ODgpsnm von 0,5 wurden Verdinnungen 10'1, 102 und 10 in SM/-ura — Medium hergestellt und
daraus jeweils 5 pyl auf SM/-ura — Platten mit Glucose bzw. Galactose als Kohlenstoffquelle

aufgetropft. Die Platten wurden anschlief3end fiir 2 — 3 Tage bei 30°C inkubiert.

Mit den Plasmiden pYES2/Map(1-203)-GFP bzw. pYES2/Map(45-203)-GFP
transformierte Hefezellen des Wildtypstammes BY4742 zeigen unter nicht-
induzierenden Bedingungen ein nahezu identisches Wachstumsverhalten (siehe
Abb. 3.1.10.1., +Glucose). Auf Galactose-haltigen SM/-ura — Platten, wird die
Expression der beiden Fusionsproteine Map(1-203)-GFP und Map(45-203)-GFP
induziert. Hier zeigt sich ein deutlicher Unterschied im Wachstumsverhalten.
Wahrend bei Map(1-203)-GFP exprimierenden Hefezellen ein Wachstum selbst bei
einer Verdiinnungsstufe von 10 beobachtet werden kann, ist bei Map(45-203)-GFP
exprimierenden Hefezellen schon bei der Verdinnungsstufe 10" ein sehr
eingeschranktes Wachstum zu sehen (siehe Abb. 3.1.10.1., +Galactose).

Hiermit konnte das Ergebnis von Rodriguez-Escudero et al. (2005) bestatigt werden.
Im Cytosol akkumuliertes Map-Protein wirkt sich stark hemmend auf das Wachstum
der Hefezellen aus. Doch Uberraschenderweise ist diese Toxizitat aufgehoben, wenn
das Map-Protein in der Lage ist in Mitochondrien zu akkumulieren. Offensichtlich
wirkt sich die Fragmentierung der Mitochondrien, sowie der nachtragliche Verlust des
mitochondrialen Membranpotentials weit weniger toxisch aus, als die cytosolischen
Effekte, welche vom Map-Toxin ausgelést werden. Die Akkumulation des Map-
Proteins in Mitochondrien kdnnte diesen Daten zufolge eine regulierende und dabei
protektive Rolle spielen, um das Einwirken des Map-Toxins in im Cytosol

stattfindenden Prozessen einzudammen.
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Im nachsten Abschnitt sollte die Rolle eines konservierten Motivs innerhalb der Map-
Aminosauresequenz im Hinblick auf die Zytotoxizitat des Map-Toxins untersucht

werden.

3.1.11. Das in Map-Homologen konservierte WXXXE-Motiv ist essentiell fur die

cytosolische Toxizitat des Map-Toxins

In der Publikation von Alto et al. (2006) wird zum ersten Mal ein Sequenzmotiv
beschrieben, welches alle Mitglieder einer Familie bakterieller Typ-llI-sekretierter
Effektorproteine aufweisen. Dieser Proteinfamilie gehért auch das Map-Toxin an. Das
konservierte Motiv besteht aus der Aminosaure Tryptophan, gefolgt von drei
beliebigen Aminosauren und Glutamat (WXXXE). In der Map-Sequenz entspricht das
WXXXE-Motiv den Aminosauren 74-78. In der Evolution konservierte Sequenzmotive
und Proteindomanen sind meist essentiell fur eine bestimmte Funktion eines
Proteins. Es ist daher anzunehmen, dass das WXXXE-Motiv flir die von Map
beschriebenen Effekte notwendig ist. Es sollte zunachst festgestellt werden, ob das
WXXXE-Motiv Anteil an der Zytotoxizitdt des im Cytosol lokalisierten Map-Toxins
nimmt. Zu diesem Zweck wurde ein Fusionsprotein bestehend aus Map(45-203) und
C-terminalem GFP mit verandertem WXXXE-Motiv hergestellt. Die Aminosaure
Tryptophan (W) wurde durch die neutrale Aminosaure Alanin (A) ersetzt. Die beiden
Plasmide pYES2/Map(45-203)w7sa-GFP (Klonierungsstrategie siehe 2.2.1.13.) und
pYES2/Map(45-203)-GFP wurden in Hefezellen des Wildtypstammes BY4742
transformiert und mit Transformanten U.N.-Kulturen in SM/-ura/+Raffinose — Medium
angeimpft und bei 30°C inkubiert. Die U.N.-Kulturen wurden auf eine identische
ODeosrm von 1,5 eingestellt und hiermit Verdunnungsreihen mit den
Verdiinnungsstufen 10™, 102, 10° in SM/-ura — Medium hergestellt. Jeweils 10
aus den Startkulturen (10°) und den entsprechenden Verdiinnungen wurden auf
induzierende  Galactose- und nicht-induzierende Glucose-Agarplatten  mit
synthetischem Minimalmedium ohne Uracil aufgetropft. Nach einer 2- bis 3-tagigen
Inkubation der Platten bei 30°C wurden das Ergebnis durch direkten Vergleich des

Wachstums der Hefezellen in den einzelnen Verdliinnungsstufen ausgewertet.
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Abb. 3.1.11.1.: Letalititstest von Map(45-203)-GFP bzw. Map(45-203)y744-GFP im
Wildtyphefestamm BY4742. Map(45-203)-GFP und Map(45-203)w74a-GFP wurde in Wildtyp-
hefezellen transformiert und U.N.-Kulturen in Raffinose-haltigem SM/-ura — Medium hergestellt.
Jeweils 10 ul aus den Startkulturen (ODgpsnm 1,5) und den entsprechenden Verdiinnungsstufen 10°,
10", 10, 10 wurden auf Galactose- bzw. Glucose-haltige Agarplatten (SM/-ura) aufgetropft. Die
Platten wurden bei 30°C fir 2-3 Tage inkubiert.

Der Austausch der im WXXXE-Motiv konservierten Aminosaure Tryptophan-74 durch
die Aminosaure Alanin hat zur Folge, dass das im Cytosol akkumulierte Map-Toxin
nicht mehr seine zytotoxische Aktivitat entfalten kann. Die Expression von Map(45-
203)-GFP hat erwartungsgemal eine Hemmung des Wachstums der Hefezellen zur
Folge, wahrend das Zellwachstum von Map(45-203)w74a-GFP exprimierenden
Hefezellen nicht mehr beeintrachtigt ist (siehe Abb. 3.1.11.1., +Galactose). Demnach
konnte bestatigt werden, dass das WXXXE-Motiv eine funktionelle Rolle innerhalb
der Map-Sequenz angenommen hat und aus diesem Grund innerhalb der Familie der
Map-homologen Proteine konserviert worden ist. Das WXXXE-Motiv kann mehrere
Eigenschaften aufweisen, die zur Funktion des Map-Toxins beitragen. Es kann sich
einerseits um ein Interaktionsmotiv fur die Anbindung an andere Protein handeln,
andererseits aber auch als Struktur-determinierendes Motiv. Darlber hinaus besteht
auch die Mdglichkeit, dass das WXXXE-Motiv eine Erkennungssequenz fur Enzyme
darstellt, welche in der Lage sind, Proteine posttranslational zu modifizieren.

Die ebenfalls das WXXXE-Motiv aufweisenden, Map-homologen Proteine
unterscheiden sich vom Map-Toxin in einem wesentlichen Punkt. Sie weisen keine
N-terminale, mitochondriale Zielerkennungssequenz auf und sind dadurch nur im
Cytosol lokalisiert. Das Map-Toxin weist als einziges Protein der konservierten

Familie eine zusatzliche mitochondriale Zielerkennungssequenz auf.
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Es soll nun im nachsten Abschnitt untersucht werden, ob das WXXXE-Motiv auch flr

die Mitochondrien-spezifischen Funktionen des Map-Toxins wichtig ist.

3.1.12. Das WXXXE-Motiv ist fur die Map-vermittelte Spaltung der

Mitochondrien erforderlich

Das Map-Toxin kann im Cytosol der Wirtszelle das kleine GTPase-Protein Cdc42 in
aktivierter, GTP-gebundener Form nachahmen, ohne eine Sequenzhomologie zum
Cdc42-Protein aufzuweisen (Alto, 2006). Es ist denkbar, dass das WXXXE-Motiv fur
die strukturelle Mimikry wirtseigener GTPasen essentiell ist. Unter den von Map
nachgeahmten GTPasen kdonnen auch solche Proteine darunter sein, die an oder in
Mitochondrien ihre Funktion ausuben. Sind die von Map an Mitochondrien
ausgelosten Effekte ebenfalls auf die Nachahmung der Funktion eines
mitochondrialen GTPase-Proteins zurUckzufuhren, ist auch eine mitochondriale
Bedeutung des WXXXE-Motivs zu erwarten. Daher sollte untersucht werden, ob
neben der cytosolischen, auch die mitochondriale Funktion des Map-Toxins durch
den Verlust des WXXXE-Motivs beeintrachtigt ist. Hierzu wurde ein Fusionsprotein
Map-GFP hergestellt, welches ein verandertes WXXXE-Motiv aufweist. Die
Aminosaure Tryptophan-74 wurde erneut durch Alanin ersetzt. Das Fusionsprotein
Map(1-203)w7sa-GFP  (Klonierungsstrategie  siehe  2.2.1.13.) wurde in
Wildtyphefezellen exprimiert und anschlielend die intrazellulare Lokalisation des

Fusionsproteins sowie die Morphologie der Mitochondrien untersucht.

MitoTracker

Uberlagerung

Abb. 3.1.12.1.: Expression von Map(1-203)w74a-GFP in Saccharomyces cerevisiae. Hefezellen
des Wildtyp-Stammes BY4742 wurden nach 4-stindiger Expression von Map(1-203)w74a-GFP mit
MitoTracker behandelt, um die Mitochondrien zu farben. Mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie
wurde anschlieBend die Lokalisation des Fusionsproteins, sowie die Morphologie der Mitochondrien

untersucht.
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Das WXXXE-Motiv ist offensichtlich auch fur die mitochondriale Funktion des Map-
Toxins von fundamentaler Bedeutung. Die minimale Anderung von Tryptophan-74 in
Alanin hat zur Folge, dass das mitochondriale Netzwerk von Wildtyphefezellen nicht
mehr fragmentiert werden kann (siehe Abb. 3.1.12.1., MitoTracker). Die duale Rolle
des WXXXE-Motivs fur die Funktion des Map-Proteins im Cytosol und an
Mitochondrien lasst stark vermuten, dass sich ein generelles Prinzip hinter der
Wirkungsweise von Map in unterschiedlichen Zellkompartimenten verbirgt.
Interessanterweise lokalisiert das veranderte Map-Protein dennoch an diskreten
Punkten, die mit Mitochondrien kolokalisieren (siehe Abb. 3.1.12.1., GFP und
Uberlagerung). Vermutlich lokalisiert das Map-Toxin, unabhangig vom WXXXE-
Motiv, zunachst an spezifischen submitochondrialen Strukturen und |0st erst danach
die Teilung der Mitochondrien aus. Die von Map beschriebene Mimikry einer
cytosolischen GTPase (Cdc42), sowie die funktionelle Notwendigkeit des WXXXE-
Motivs im Cytosol und an Mitochondrien, lasst vermuten, dass zumindest eine
mitochondriale Funktion des Map-Toxins eventuell in der Nachahmung einer
mitochondrialen GTPase besteht. Map verhalt sich diesen Daten zufolge, wie das
endogene, mitochondriale Protein Dnm1, welches der Hauptakteur bei der
physiologischen Teilung von Mitochondrien in eukaryontischen Zellen ist. Auch bei
Dnm1 ist vor der Spaltung des mitochondrialen Retikulums eine Anhaufung an
diskreten Foci beobachtet worden (Otsuga, 1998; Bleazard, 1999).
Interessanterweise handelt es sich bei Dnm1 ebenfalls um eine GTPase. In der
Auslésung der mitochondrialen Fragmentierung durch das Map-Toxin kdnnte es sich
in der Tat um eine strukturelle und dadurch funktionelle Nachahmung von Dnm1
handeln. Eine Diskrepanz besteht jedoch in der unterschiedlichen Lokalisation der
beiden Proteine. Wahrend Map in die mitochondriale Matrix importiert wird, handelt
es sich bei Dnm1 um ein an der mitochondrialen Aulenmembran assoziiertes
Protein. Es besteht aber die Mdglichkeit, dass ein gewisser Anteil des Map-Toxins an
der Oberflache von Mitochondrien verbleibt und erst dadurch die Fragmentierung der
Mitochondrien zur Folge hat. Dies ist denkbar, wenn posttranslationale
Modifikationen die Translokation des Map-Proteins in Mitochondrien verhindern. Eine
gleichzeitige Lokalisation von unmodifizierten Map-Proteinen in der mitochondrialen
Matrix konnte weitere Effekte auslosen, wie z.B. die Herabsetzung des
mitochondrialen Membranpotentials. Tatsachlich verbirgt sich innerhalb des WXXXE-

Motivs von Map eine Erkennungssequenz flir so genannte SUMO-Ligasen. Die
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posttranslationale Modifikation von Proteinen mit SUMO (small ubiquitin-related
modifier) ist in eukaryontischen Zellen haufiger vorkommend, als bisher gedacht.
Derartige posttranslationale Modifikationen scheinen von grundlegender Bedeutung
fur verschiedene Funktionen von Proteinen zu sein. Aufgrund der vorliegenden
Daten ist zu vermuten, dass das Map-Toxin mit SUMO (small ubiquitin-related
modifier) modifiziert wird. Sofern sich diese Vermutung bestatigen lieRe, ware Map

das erste bakterielle Toxin, das als Substrat einer Sumoylierung identifiziert wirde.
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3.2. Zielerkennung endogener Metabolit-Translokatoren der mitochondrialen

Innenmembran

Metabolit-Translokatoren der mitochondrialen Innenmembran vermitteln den
Austausch von Stoffwechselprodukten zwischen der Matrix der Mitochondrien und
dem Cytosol. Die an cytosolischen Ribosomen synthetisierten Vorstufenproteine von
Metabolit-Translokatoren mussen Uber mitochondriale Translokationsmaschinerien
zunachst in Mitochondrien importiert und schlieBlich in die Innenmembran inseriert
werden. Die Vorstufen der mitochondrialen Translokatorproteine bendtigen in der
Regel keine N-terminale Zielerkennungssequenz flr den Import in Mitochondrien.
Stattdessen sind mehrere, interne Zielerkennungsmotive an der Erkennung durch
Rezeptoren des TOM-Komplexes beteiligt. Jedoch weisen manche mitochondriale
Metabolit-Translokatoren aus Saugetieren und Pflanzen eine N-terminale
Prasequenz  mit Charakteristika mitochondrialer Zielerkennungssequenzen von
Matrix-Proteinen auf. Im Abschnitt 3.1. wurde der N-Terminus des Map-Toxins als ein
derartiges mitochondriales Zielerkennungselement beschrieben. Im Rahmen einer
Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Vincenzo Zara (Universitat Lecce,
Italien) wurde nun die mitochondriale Zielerkennung des Prasequenz-tragenden
Citrat-Translokators (CIC, citrate carrier) aus Rattus norvegicus im Detail untersucht,

um die Funktion einer Translokatorprasequenz zu bestimmen.

3.2.1. Die N-terminale Prasequenz des Citrat-Translokators ist nicht an der

mitochondrialen Zielerkennung beteiligt

Zunachst sollte Uberprift werden, ob die CIC-Prasequenz von den Mechanismen zur
Zielerkennung und Translokation von Prasequenzen mitochondrialer Matrix-Proteine
erfasst wird. Hierfir wurde die Vorstufe des CIC-Proteins (precursor, pCIC) in
Retikulozytenlysat unter Inkorporation von *°S-markiertem Methionin synthetisiert
und in isolierte Mitochondrien aus Hefemutanten mit Deletionen oder Defekten in
Komponenten der mitochondrialen Translokationsmaschinerien importiert. Der Import
von pCIC wurde mit dem Importverhalten von **S-markiertem Su9-DHFR verglichen.
Hierbei handelt es sich um ein Hybridprotein, bestehend aus der Prasequenz der
Untereinheit 9 der ATP-Synthase und dem cytosolischen Protein DHFR

(Dihydrofolatreduktase). Su9-DHFR wird von den klassischen Zielerkennungs- und
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Translokationsmechanismen der Mitochondrien erkannt, welche fur mitochondriale
Matrixproteine gelten.

Der Tom20-Rezeptor gilt als der Hauptrezeptor fur die Erkennung von N-terminalen
Prasequenzen mitochondrialer Matrix-Proteine (Moczko, 1994). Zunachst sollte
untersucht werden, ob der Verlust des Tom20-Rezeptors Auswirkungen auf den

Import von pCIC in Mitochondrien hat.
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Abb. 3.1.2.1.: Import von pCIC und Su9-DHFR in isolierte Mitochondrien des Wildtyp-
Hefestammes YPH500 bzw. der Tom20-Deletionsmutante (MM112-C). pCIC (links) und Su9-DHFR
(rechts) wurden fir 2, 4 und 10 min unter Standardbedingungen mit isolierten Mitochondrien des
Wildtyphefestammes YPH500 bzw. der Atom20 — Mutante inkubiert und anschliefend nicht-
importierte Proteine mit Proteinase K (250 ug/ml, 0°C, 20 min) abgebaut. Mittels Autoradiographie
nach SDS-PAGE wurde die Importeffizienz in Wildtyp- und Aftom20-Mitochondrien bestimmt und das

Ergebnis der Importkinetik in Relation zum hdchsten Importwert als Kurvendiagramm dargestellit.

Fur den Import des Citrat-Translokators in isolierte Mitochondrien spielt der Tom20-
Rezeptor keine Rolle. Wahrend die Importeffizienz von Su9-DHFR in Mitochondrien
der Tom20-Deletionsmutante deutlich herabgesetzt ist (~50%; Abb. 3.1.2.1., rechts),
kann bei pCIC unter Verwendung identischer Mitochondrienpraparationen keine
Herabsetzung der Importeffizienz beobachtet werden (Abb. 3.1.2.1., links). Es kann
somit ausgeschlossen werden, dass die Prasequenz des CIC-Proteins als

Erkennungsmerkmal fur den Tom20-Rezeptor fungiert.

Prasequenzen mitochondrialer Matrix-Proteine werden nach Erkennung durch den
Tom20-Rezeptor an den Tom22-Rezeptor weitergegeben. Der Tom22-Rezeptor ist
ein integraler Bestandteil des TOM-Komplexes und fir dessen Kkorrekte

Assemblierung essentiell (van Wilpe, 1999). Er weist eine aus der mitochondrialen
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Aullenmembran ins Cytosol ragende Domane (cis) und eine in den
Intermembranraum ragende Domane (trans) auf. Die Effizienz der Translokation von
mitochondrialen Proteinen mit N-terminaler, positiv geladener Prasequenz uber die
generelle Importpore des TOM-Komplexes ist bei fehlender trans Domane erheblich
herabgesetzt (Bolliger, 1995; Court, 1996; Moczko, 1997; Schatz, 1997; Komiya,
1998). Es sollte nun Uberpruft werden, ob fir eine effiziente Translokation von pCIC
Uber die Aullenmembran der Mitochondrien die frans Domane des Tom22-Rezeptors
benétigt wird. Es sollte aus diesem Grund **S-markiertes pCIC-Protein, sowie Su9-
DHFR als Kontrollprotein, in Mitochondrien einer Hefemutante importiert werden,
welche einen Tom22-Rezeptor ohne frans Domane aufweisen. Zum Vergleich wurde
der Import in Mitochondrien aus dem entsprechenden Wildtyphefestamm wiederholt,
um die Importeffizienz von pCIC bzw. Su9-DHFR in Wildtyp vs. Mutante vergleichen
zu konnen. Die Mitochondrien wurden vor dem Importexperiment mit Trypsin
vorbehandelt, um die im Cytosol exponierten Domanen der Importrezeptoren des
TOM-Komplexes proteolytisch abzubauen. Der Import von Vorlauferproteinen in
Trypsin-vorbehandelte Mitochondrien ist somit nur noch von Rezeptor-Bindestellen

auf der trans Seite der Aullenmembran abhangig.
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Abb. 3.1.2.2.: Import von pCIC und Su9-DHFR in Trypsin-vorbehandelte Mitochondrien des
Wildtyp-Hefestammes OL223 bzw. der tom22-2 Mutante (OL200-AH49). pCIC (links) und Su9-
DHFR (rechts) wurden fiir 3, 6 und 12 min unter Standardbedingungen in Trypsin-vorbehandelte
Mitochondrien des Wildtyphefestammes OL223 bzw. der fom22 — Mutante OL200-AH49 importiert.
Nicht-importierte Proteine wurden mit Proteinase K degradiert. Durch Autoradiographie nach SDS-
PAGE wurde die Importeffizienz von pCIC und Su9-DHFR in Wildtyp- und tom22-Mitochondrien
bestimmt und das Ergebnis der Importkinetik von Wildtyp vs. Mutante in Relation zum hdchsten

Importwert als Kurvendiagramm dargestellit.
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Obwohl der Citrat-Translokator eine basische Prasequenz besitzt, ist die
Importeffizienz nicht beeintrachtigt, wenn zusatzlich zu den Rezeptorbindestellen an
der cis-Seite der Aullenmembran auch die frans Domane des Tom22-Rezeptors
deletiert ist (Abb. 3.1.2.2., links). Der Import des Kontrollproteins Su9-DHFR zeigt
unter identischen Versuchsbedingungen eine deutliche Abhangigkeit von der frans
Doméane des Tom22-Rezeptors (~50% verringerte Importeffizienz; Abb. 3.1.2.2.,
rechts). Die N-terminale Prasequenz des CIC-Translokators dient somit nicht als
Erkennungsmotiv fur die trans — Bindestelle des Tom22-Rezeptors, wie es fur

Prasequenzen mitochondrialer Proteine der Matrix Ublich ist.

Der Tom70-Rezeptor erkennt interne Zielerkennungsmerkmale von hydrophoben
Proteinen der mitochondrialen Innenmembran und ermdglicht die effiziente
Translokation Uber die generelle Importpore des TOM-Komplexes (Hines, 1990;
Steger, 1990). Die Importeffizienz von >°S-markiertem pCIC, sowie dem
Kontrollprotein Su9-DHFR, in Mitochondrien aus einer Tom70-Hefedeletionsmutante
(MM208) sollte mit der Importeffizienz in Mitochondrien des entsprechenden
Wildtypstammes (YPH500) verglichen werden.
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Abb. 3.1.2.3.: Import von pCIC und Su9-DHFR in isolierte Mitochondrien des Wildtyp-
Hefestammes YPH500 bzw. der Atom70 Mutante (MM208). pCIC (links) und Su9-DHFR (rechts)
wurden fur 2, 4 und 10 min unter Standardbedingungen in Mitochondrien des Wildtyphefestammes
YPH500 bzw. der Atom70 — Mutante (MM208) importiert. Nicht-importierte Proteine wurden durch
Inkubation mit Proteinase K abgebaut. Nach Auftrennung der importierten Proteine mit SDS-PAGE
wurde durch Autoradiographie die Importeffizienz von pCIC und Su9-DHFR in Wildtyp- und Aftom70-
Mitochondrien bestimmt. Das Ergebnis der Importkinetik von pCIC bzw. Su9-DHFR in Wildtyp vs.

Mutante wurde in Relation zum héchsten Importwert in einem Kurvendiagramm dargestellt.
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Der Citrat-Translokator weist eine um etwa 50% geringere Importeffizienz in
Mitochondrien der Tom70-Deletionsmutante auf, verglichen mit der Importeffizienz in
Mitochondrien des entsprechenden Wildtyphefestammes (Abb. 3.1.2.3., links). Das
Kontrollprotein Su9-DHFR importiert in Mitochondrien des Wildtypstammes und der
Tom70-Deletionsmutante mit annahernd identischer Effizienz und bestatigt, dass der
fur pCIC beobachtete Effekt nicht aufgrund einer ungeeigneten Praparation an

Mitochondrien zustande gekommen ist.

Die basische Prasequenz des Citrat-Translokators bewirkt nicht, dass das Protein
Uber die Zielerkennungsmechanismen der TOM-Maschinerie erkannt wird, welche fur
Prasequenz-tragende mitochondriale Proteine der Matrix gelten. Der Citrat-
Translokator verwendet trotz basischer Prasequenz die fur die Zielerkennung von
Metabolit-Translokatoren Ublichen Mechanismen zur Translokation in Mitochondrien.
Die Prasequenz des Citrat-Translokators aus Rattus norvegicus dient somit nicht als

zusatzliches mitochondriales Zielerkennungssignal.

3.2.2. Die Carrier Signature des Dicarboxylat-Translokators ist nicht fir die

mitochondriale Zielerkennung erforderlich

Die N-terminale Prasequenz des Citrat-Translokators dient nicht als mitochondriales
Zielerkennungssignal. Es mussen daher interne Zielerkennungsmotive innerhalb von
Vorstufenproteinen der mitochondrialen Metabolit-Translokatoren existieren. Die in
allen Metabolit-Translokatoren hochkonservierte Carrier Signature kdnnte in der Tat
ein solches internes Zielerkennungsmotiv fur TOM-Rezeptoren darstellen. Um dieser
Vermutung nachzugehen ist es nahe liegend, zunachst durch ortsspezifische
Mutagenese die CS-typischen Aminosauren eines Translokatorproteins in neutrale
Aminosauren, wie z.B. Alanin, umzuwandeln, um anschlie3end die Auswirkungen der
Substitutionen auf die Translokation in Mitochondrien zu Uberprifen. Als
Modellprotein hierzu eignet sich der Dicarboxylat-Translokator (dicarboxylate carrier,
DIC) von Saccharomyces cerevisiae. Er weist nur zwei vollstandige CS im ersten und
dritten Modul auf. Demnach sind Aminosauresubstitutionen nur in diesen beiden CS
notwendig, um die Rolle der CS bei der mitochondrialen Zielerkennung ausfindig zu
machen. Das Fehlen einer dritten CS im mittleren Modul des DIC-Proteins berechtigt

zur Annahme, dass im Falle einer Bedeutung der CS bei der mitochondrialen
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Zielerkennung, Biogenese oder Funktion, nicht alle konservierten Motive hierzu
erforderlich sind.

Ausgehend von der wildtypischen DIC-Sequenz (pGEM-4z/DIC; bereitgestellt von
Prof. Vincenzo Zara, Universitat Lecce, Italien) wurden drei unterschiedliche Derivate
hergestellt, in denen entweder die CS des ersten Moduls (DICacst;
P33A/D35A/K38A), die CS des dritten Moduls (DICacs2; P227A/D229A/K232A) oder
die CS beider Module (DICacs12; P33,227A/D35,229A/K38,232A) mutagenisiert
worden ist (Klonierungsstrategien siehe 2.2.1.13.). Nach Herstellung in
Retikulozytenlysat sollte unter Verwendung von *°S-Methionin die Importeffizienz der
DIC-Derivate und des wildtypischen DIC-Proteins in isolierte Hefemitochondrien des
Wildtypstammes YPH499 miteinander verglichen werden. Die °S-markierten
Proteine wurden fur 2, 4, 8 und 16 min unter Standardbedingungen mit den isolierten
Mitochondrien inkubiert, anschlieRend Proteinase K in einer Endkonzentration von
250 pg/ml zur Degradation nicht-importierter Proteine zugegeben und 20 min auf Eis
inkubiert (Zara, 2001). Nach SDS-PAGE wurde durch Autoradiographie mit einem
Phosphorimager der zu den jeweiligen Importzeiten importierte Proteinanteil
quantifiziert und das Ergebnis der Importkinetiken in einem Kurvendiagramm

dargestellt.

importiertes Protein
(% von Lysat)

Zeit (min)

Abb. 3.2.2.1.: Import von DIC und dessen Derivate in isolierte Mitochondrien aus
Saccharomyces cerevisiae. Die Proteine DIC, DICpcs1, DICpcsz und DICpcsyz wurden in
Retikulozytenlysat hergestellt und anschlieBend unter Standardbedingungen mit isolierten
Mitochondrien des Wildtypstammes YPH499 fiir unterschiedliche Zeiten (2, 4, 8 und 16 min) inkubiert.
Der Importvorgang wurde durch Uberfihrung der Ansatze auf Eis und Zugabe von Proteinase K
gestoppt. Mittels SDS-PAGE und Autoradiographie wurde der in Mitochondrien importierte
Proteinanteil bestimmt, anschlieBend quantifiziert und die Importkinetik firr jedes Protein in Relation

zur Intensitat des eingesetzten Lysats in einem Kurvendiagramm dargestellt.
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Wie in Abb. 3.2.2.1. erkennbar, ist die Carrier Signature offensichtlich nicht
malfgeblich an der mitochondrialen Zielerkennung des Dicarboxylat-Translokators
beteiligt. DIC-Derivate ohne funktioneller CS im ersten und/oder dritten Modul
werden weiterhin zeitabhangig mit hoher Effizienz in isolierte Mitochondrien
importiert. Die Importeffizienz der drei Derivate DICacst, DICacs2 und DICacs1/2 ist im
Vergleich zum wildtypischen DIC-Protein nur etwa zur Halfte herabgesetzt. Die
unterschiedliche Importeffizienz lasst sich vermutlich auch damit erklaren, dass die
Lysate der jeweiligen DIC-Derivate keine identische Qualitdat und Quantitat an
Chaperonproteinen aufweisen. Chaperone vermeiden die Aggregation von Proteinen
und ermdglichen dadurch eine fir den Import gunstige Konformation von
hydrophoben Membranproteinen. Ein weiterer Grund konnte sein, dass die CS an
der Stabilisierung einer nicht zur Aggregation des DIC-Proteins neigenden
Konformation beitragt. Der Verlust von mindestens einer CS kann demnach eine
erhdhte Aggregation zur Folge haben. Es besteht aber dennoch die Mdglichkeit,
dass die CS zusatzlich als Erkennungsmotiv fir den Tom70-Rezeptor fungiert,
welcher am Import der mitochondrialen Metabolit-Translokatoren beteiligt ist. Dies

sollte im nachsten Experiment Uberpriuft werden.

Der Tom70-Rezeptor erkennt hydrophobe Vorlauferproteine der mitochondrialen
Innenmembran, welche keine mitochondriale Zielerkennungssequenz aufweisen und
beschleunigt deren Translokation Uber die AuRenmembran der Mitochondrien (Hines,
1990; Steger, 1990). Die Importkinetik von wildtypischem DIC-Protein, sowie dem
Derivat DICpcs12 und dem AAC als Kontrollprotein, in Mitochondrien aus einer
Tom70-Hefedeletionsmutante (MM208) sollte mit der Importkinetik in Mitochondrien
des entsprechenden Wildtypstammes YPH500 verglichen werden. Bei einer
Beteiligung der beiden CS des DIC-Proteins an der Tom70-Rezeptorerkennung sollte
die Importkinetik von DICacs12 in Mitochondrien des Wildtypstammes und der

Atom70 Deletionsmutante identisch sein.
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Abb. 3.2.2.2.: Import von AAC, DIC und DICxcsy2 in isolierte Mitochondrien aus dem
Hefewildtypstamm YPH500 und der Tom70-Deletionsmutante. Die Proteine AAC, DIC und
DICacs12 wurden in Retikulozytenlysat hergestellt und unter Standardbedingungen mit isolierten
Mitochondrien des Wildtypstammes YPH500 und der Deletionsmutante Atom70 fir unterschiedliche
Zeiten inkubiert. Nicht-importierte Proteine wurden mit Proteinase K abgebaut. Nach SDS-PAGE
wurde der importierte Proteinanteil autoradiographisch bestimmt, quantifiziert und die Importkinetik
von AAC, DIC und DICxcsqyz in Wildtyp versus Mutante in Relation zum héchsten Importwert (100%) in
einem Kurvendiagramm dargestellt.

Die beiden Metabolit-Translokatoren AAC und DIC werden in Mitochondrien der
Hefedeletionsmutante Afom70 mit deutlich herabgesetzter Effizienz (~40-50%)
importiert (siehe Abb. 3.2.2.2.; AAC, links und DIC, mitte). Dies ist in Einklang mit
den Ergebnissen von Hines et al. (1990), welche dem Tom70-Rezeptor eine dem
Importprozess stimulierende Wirkung zuschreiben. Das Derivat DICacsi2, welches
keine funktionelle CS mehr besitzt, weist in Mitochondrien der Tom70-
Deletionsmutante ebenfalls eine signifikant herabgesetzte Importeffizienz im
Vergleich zu den Mitochondrien des entsprechenden Wildtyps auf (siehe Abb.
3.2.2.2., rechts). Dies deutet darauf hin, dass andere Zielerkennungsmerkmale fur
die Erkennung des DICxcs12 durch den Tom70-Rezeptor zustandig sind, welche in

Wildtypmitochondrien erkannt werden und zu einer erhdhten Importrate fuhren.

Die Carrier Signature spielt diesen Daten zufolge keine bedeutende Rolle in der
mitochondrialen Zielerkennung. Es konnte demonstriert werden, dass der fur den
Import von hydrophoben Proteinen der Innenmembran erforderliche Tom70-Rezeptor
nicht die CS als Erkennungsmotiv verwendet. Im nachsten Abschnitt sollte nun
untersucht werden, ob die beiden Carrier Signature — Motive des Dicarboxylat-
Translokators an der Uberquerung des Intermembranraumes durch Anbindung an
die kleinen Tim-Proteine, Tim9 und Tim10, beteiligt sind.
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3.2.3. Die Carrier Signature ist nicht an der Anbindung des Dicarboxylat-

Translokators an den Tim9/Tim-10-Komplex beteiligt

Voraussetzung fur die Insertion von Vorlauferproteinen der Metabolit-Translokatoren
in die mitochondriale Innenmembran ist die vorherige Uberquerung des
Intermembranraumes der Mitochondrien. Da die Vorlauferproteine aulierst
hydrophobe Abschnitte aufweisen, ist die Uberquerung des wassrigen Milieus
zwischen Aufen- und Innenmembran nur mit Hilfe des Tim9/Tim10-Komplexes
mdglich. Dieser Komplex, bestehend aus drei Tim9- und drei Tim10-Monomeren,
schirmt gewisserweise die hydrophoben Abschnitte der Uber die TOM-Pore
gelangenden Module der Vorstufenproteine ab und verhindert deren Aggregation im
Intermembranraum (Curran, 2002; Webb, 2006). Durch entkoppeln des
mitochondrialen Membranpotentials kann das Vorstufenprotein eines Metabolit-
Translokators an der Insertion in die Innenmembran gehindert werden. Es
akkumuliert, wie im Falle des AAC, als Stufe-lll-Intermediat in der TOM-Pore,
gebunden an den Tim9/Tim10-Komplex oder, wie im Falle des DIC-Proteins gezeigt
werden konnte, als I6sliches Stufe-lll-Intermediat im Komplex mit Tim9 und Tim10 im
Intermembranraum (Endres, 1999; Zara, 2001). Die Interaktion des AAC mit Tim9
bzw. Tim10 konnte von Endres et al. (1999) in einem Importexperiment direkt
nachgewiesen werden, indem zunachst durch Zerstorung des Membranpotentials
das Stufe-lll-Intermediat erzeugt wurde. Anschliel3end wurden mit einem chemischen
Quervernetzer (MBS) beide Proteine kovalent miteinander verbunden. Das
Quervernetzungsprodukt, welches nur bei direkter Interaktion von zwei Proteinen
entstehen kann, konnte schliel3lich mittels Immunfallung unter Verwendung eines
Tim9- bzw. Tim10-Antikorpers verifiziert werden. Die gleiche Prozedur sollte nun
auch zum Nachweis der Interaktion des DIC mit den kleinen Tim-Proteinen
angewandt werden. Durch Wiederholung des Experiments mit dem DIC-Derivat
DICacs1/2 sollte Uberpruft werden, ob die beiden Carrier Signature — Motive fur die
Interaktion mit den kleinen Tim-Proteinen wichtig sind.

Die Vorstufen des ATP/ADP-Translokators, des Dicarboxylat-Translokators und des
Derivates DICacsiz  wurden unter Inkorporation von 3°S-Methionin  in
Retikulozytenlysat hergestellt. AnschlieRend wurde ein 20-mindtiger Import mit
jeweils zwei parallelen Ansatzen (mit und ohne anschlieRender Quervernetzung) in

isolierte Mitochondrien des Wildtypstammes PK82 durchgefihrt. Das Volumen der
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Ansatze betrug 100 pl, mit jeweils 100 ug isolierte Mitochondrien, 15% [v/V]
Retikulozytenlysat und 20 mM Kaliumphosphat in P80-Puffer. Zuvor wurde das
Membranpotential (AW) der Mitochondrien durch Inkubation mit 1 yM Valinomycin
zerstort, um die importierten Vorstufenproteine auf Stufe-lll des Translokations-
vorganges zu akkumulieren. Nach dem Importvorgang wurden die Mitochondrien
abzentrifugiert in 150 pl HS-Puffer (0,6 M Sorbitol, 20 mM HEPES/KOH pH7,4)
resuspendiert und fur 30 min mit 1 mM MBS (in DMSO) oder nur mit DMSO auf Eis
inkubiert. Durch Zugabe von 0,1 M Glycin und Inkubation fur weitere 15 min auf Eis
wurde die Quervernetzungsreaktion gestoppt. Schliesslich wurden die Mitochondrien
abzentrifugiert und in SDS-Probenpuffer aufgenommen. Die Quervernetzungs-
produkte wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt und das Experiment mit

Autoradiographie ausgewertet.

_25kD

MBS

Abb. 3.2.3.1.: Import von AAC, DIC und DIC,hcsi2 in Abwesenheit des mitochondrialen
Membranpotentials mit anschlieBender Quervernetzung. Die auf Stufe-lll akkumulierten
Vorstufenproteine des AAC, DIC und DICpcsiz (sieche Pfeile) wurden mit dem
Quervernetzungsreagenz MBS inkubiert (+MBS). Als Kontrolle wurden identische Ansatze ohne MBS
mitgefuhrt (-MBS), um Translationsprodukte des Retikulozytenlysats von Quervernetzungsprodukten
unterscheiden zu kdnnen. Durch die Einwirkung des Quervernetzers neu aufgetretene Proteinbanden,
welche ein Quervernetzungsprodukt mit den kleinen Tim-Proteinen Tim9 oder Tim10 darstellen

kénnten, wurden mit einem Stern kenntlich gemacht.

Das hier angewandte Protokoll zur Quervernetzung des AAC an die kleinen Tim-
Proteine entstammt der Publikation von Endres et al. (1999). Wie in Abb. 3.2.3.1. zu

sehen, konnte auch in der vorliegenden Arbeit fir den AAC ein deutliches
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Quervernetzungsprodukt mit einer GroRe von etwa 40 kD identifiziert werden (siehe
AAC, +MBS, Stern), welches exakt der Grélke von AAC (~30 kD) mit einem Tim9-
oder Tim10-Monomer (~10 kD) entspricht. Sowohl bei DIC, als auch beim Derivat
DICacs12, welches keine funktionelle CS mehr aufweist, konnte ein
Quervernetzungsprodukt auf vergleichbarer Hohe mit dem Quervernetzungsprodukt
des AAC identifiziert werden. Die Entstehung dieses Quervernetzungsprodukts
scheint demnach unabhangig von dem Vorhandensein einer Carrier Signature zu

geschehen.

Im nachsten Experiment sollte exemplarisch mit dem AAC nachgewiesen werden,
dass es sich beim festgestellten Quervernetzungsprodukt tatsachlich um ein kovalent
mit dem AAC verbundenes Tim9- bzw. Tim10-Monomer handelt. Hierfir wurde die
Quervernetzungsprozedur nach dem bisherigen Protokoll wiederholt, doch diesmal
zwei weitere Ansatze mitgefuhrt, welche nach der Quervernetzungsreaktion fur eine
Immunfallung gegen das Tim10-Protein verwendet worden sind. Die Mitochondrien
wurden zu diesem Zweck nach der Importreaktion in 60 ul Lysepuffer resuspendiert
(1% [wiv] SDS, 2 mM PMSF, 100 mM Tris/HCI pH7,4) und fir 15 min auf Eis
inkubiert. Nach der Lyse wurden die Ansatze fir 3 min bei 95°C erhitzt, um die
Proteine zu denaturieren und nicht kovalent miteinander verbundene Proteine
voneinander zu trennen. Anschlielend wurden die Ansatze auf das 20-fache
Volumen mit Waschpuffer (0,5% [v/v] Triton X-100 in TBS-Puffer) verdinnt und mit 1
mM EDTA und 1 mM PMSF erganzt. Unlésliche Proteinaggregate wurden durch
Zentrifugation abgetrennt und die Uberstéande fiir die Durchfihrung der Immunféllung
verwendet. Die Immunfallung wurde mit einer Methode der Firma Miltenyi Biotech
durchgefuhrt, welche eine Aufreinigung von IgG-Antikdrpern Uber Protein A —
Uberzogene Magnetkigelchen (UMACS™ Protein A MicroBeads) und einen starken
Magneten (WMACS™ separator) mit speziellen Filtern (uColumns™) ermdglicht. Ein
aTim10-Serum aus Kaninchen wurde von Prof. Dr. Pfanner (Uni Freiburg) zur
Verfiigung gestellt. Die Uberstande wurden mit jeweils 100 pl Protein A MicroBeads
und 8 pl aTim10- bzw. Praimmunserum aus Kaninchen erganzt und fur 45 min auf
Eis inkubiert. Hierbei werden mogliche AAC-Tim10-Quervernetzungs-produkte von
den aTim10-Antikorpern abgefangen und gemeinsam mit den Antikorpern an die
Protein A MicroBeads gebunden. Da die beiden Proteine Tim9 und Tim9 eine hohe

Homologie aufweisen, werden auch AAC-Tim9-Quervernetzungsprodukte von den
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aTim10-Antikérpern erkannt und an Protein A MicroBeads gebunden. Die pColumns-
Filter wurden in hierfir vorgesehene Einsatze des Magneten platziert und zunachst
mit 200 pl Waschpuffer equilibriert. Der Durchfluss wurde verworfen und
anschliefend die Ansatze der Immunfallung auf die pColumns-Filter gegeben. Der
Durchfluss wurde erneut verworfen und im Filter unspezifisch gebundene Proteine
mit 800 ul Waschpuffer herausgewaschen. Schliellich wurden die im Filter Gber die
magnetischen Eigenschaften der Protein A MicroBeads gebundenen Antikorper
durch Zugabe von 20 ul heiRem SDS-Probenpuffer und Inkubation fur 5 min eluiert
und das Eluat in einem Reaktionsgefal® aufgefangen. Es folgte eine zweite Elution
mit 50 ul heiRem SDS-Probenpuffer. Beide Elutionen wurden vereinigt und
anschliefend eine SDS-PAGE zur Auftrennung der wahrend der gesamten Prozedur
an die aTim10-Antikdrper gebundenen Proteine durchgefuhrt. Das SDS-Gel wurde
zur Detektion von moglichen AAC-Tim10-Quervernetzungsprodukten

autoradiographisch ausgewertet.

+ MBS

Abb. 3.2.3.2.: Immunfallung mit aTim10-Antikorpen nach Import von AAC in isolierte
Hefemitochondrien und anschlieBender Quervernetzung mit MBS. In drei Parallelansatzen wurde
auf Stufe-Ill akkumuliertes AAC-Vorstufenprotein (siehe Pfeil) mit dem Quervernetzungsreagenz MBS
inkubiert (+MBS). Durch die Einwirkung des Quervernetzers neu aufgetretene Proteinbanden, welche
ein Quervernetzungsprodukt mit den kleinen Tim-Proteinen Tim9 oder Tim10 darstellen kénnten,

wurden mit einem Stern kenntlich gemacht.

- 103 -



Ergebnisse

In der Tat handelt es sich bei dem in Abb. 3.2.3.1. und 3.2.3.2. gezeigten
Quervernetzungsprodukt des AAC (siehe Stern), um kovalent mit MBS miteinander
verbundene Tim9- bzw. Tim10-AAC-Molekule. Dies konnte mit einer Immunfallung
unter Verwendung von aTim10-Antikdrpern, welche aufgrund der hohen Homologie
sowohl Tim10 als auch Tim9 erkennen, nachgewiesen werden. Exakt auf der selben
Hohe, bei der das Quervernetzungsprodukt des AAC zu sehen ist (Teilabbildung
links, siehe Stern), migriert ein nur mit aTim10-Serum und nicht mit Praimmunserum
abgefangenes Protein (Teilabbildung mitte, siehe obere Bande bzw. Teilabbildung
rechts). Zusatzlich kann auch eine unspezifische Immunfallung des nicht
quervernetzten AAC (siehe Pfeil) sowohl mit aTim10-Serum als auch mit
Praimmunserum beobachtet werden (Teilabbildung mitte, siehe untere Bande bzw.
Teilabbildung rechts).

FUr das in Abb. 3.2.3.2. gezeigte Quervernetzungsprodukt des AAC konnte gezeigt
werden, dass es sich um kovalent miteinander quervernetzte AAC-Tim9- bzw.
Tim10-Molekule handelt. Es kann mit hoher Wahrscheinlichkeit davon ausgegangen
werden, dass die in Abb. 3.2.3.1. beobachtete Quervernetzungsbande des DIC und
des Derivates DICxcs1/2, Wwelche eine zur Quervernetzungsbande des AAC identische
GrolRe aufweist, ebenfalls ein Quervernetzungsprodukt mit Tim9 bzw. Tim10 darstellt.
Der direkte Beweis konnte bisher nicht erbracht werden. Die in diesem Abschnitt
dargestellte Daten deuten stark darauf hin, dass selbst das DIC-Derivat, welches
keine funktionelle Carrier Signature mehr aufweist, in der Lage ist, ein Stufe-lll-

Intermediat im Intermembran zu bilden.

Im nachsten Abschnitt soll nun der Frage nachgegangen werden, ob die Carrier
Signature an der Insertion des Dicarboxylat-Translokators in die Innenmembran der

Mitochondrien beteiligt ist.

3.2.4. Die Carrier Signature stimuliert die Insertion des Dicarboxylat-

Translokators in die mitochondriale Innenmembran

Die Carrier Signature des Dicarboxylat-Translokators wird nicht fir die Erkennung
von Importrezeptoren an der Aullenmembran der Mitochondrien bendtigt. Das DIC-
Protein ist auch in Abwesenheit seiner beiden CS-Motive in der Lage, effizient Uber

die aullere, mitochondriale Membran zu translozieren. AuRerdem ist die Carrier
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Signature nicht erforderlich zur Anbindung an den Tim9/Tim10-Komplex des
Intermembranraums. Es ist jedoch denkbar, dass die Carrier Signature an der
Insertion der Metabolit-Translokatoren in die mitochondriale Innenmembran beteiligt
ist. Die konservierten Motive konnten als Erkennungsmerkmale fur den TIM22-
Komplex der Innenmembran dienen. Wird die Insertion des Dicarboxylat-
Translokators in die mitochondriale Innenmembran durch die Zerstdrung des
Membranpotentials  unterbunden, so akkumuliert das DIC-Protein im
Intermembranraum, gebunden an die kleinen Chaperonproteine Tim9 und Tim10
(Zara, 2001). Ein identisches Verhalten ware bei den DIC-Derivaten DICacs1, DICacs2
und DICacsi2 zu erwarten, falls die Membraninsertion des DIC-Proteins von der
Carrier Signature abhangig ist, da in den Abschnitten 3.2.2. und 3.2.3. gezeigt
werden konnte, dass die Carrier Signature bis zur Stufe-lll des Translokations-
vorganges in Mitochondrien nicht notwendig ist.

Im nachsten Experiment sollte nun die Rolle der Carrier Signature bei der Insertion
des DIC-Proteins in die mitochondriale Innenmembran untersucht werden. Die
Insertion eines DIC-Derivates mit nur einer funktionellen CS im ersten Modul
(DICacs2) und eines Derivates, welches keine CS mehr besitzt (DICacs12), sollte mit
dem Insertionsverhalten von wildtypischem DIC verglichen werden. Hierzu wurden
die drei Proteine zunéchst unter Verwendung von **S-Methionin in Retikulozytenlysat
hergestellt und anschlieBend in einem Sammelansatz fir 10 min bei 25°C mit
isolierten Mitochondrien des Hefewildtypstammes PK82 inkubiert. Der Sammelansatz
wurde auf drei weitere Ansatze verteilt. Ein Ansatz wurde auf das 10-fache Volumen
mit hypotonischem EM-Puffer verdinnt und fir 10 min auf Eis inkubiert, um das
Schwellen der Mitochondrien hervorzurufen. Die beiden anderen Ansatze wurden mit
isotonischem SEM-Puffer verdinnt, um das Schwellen der Mitochondrien zu
verhindern und ebenfalls auf Eis inkubiert. AnschlieRend wurde der Ansatz mit den
geschwollenen Mitochondrien, sowie einer der beiden Ansatze mit nicht
geschwollenen Mitochondrien fur 20 min mit Proteinase K (250 pg/ml) auf Eis
inkubiert. Der unbehandelte Ansatz wurde weiterhin auf Eis gehalten. Nach
Hemmung der Proteinase K durch Zugabe von PMSF, wurden die Mitochondrien
bzw. Mitoplasten durch Zentrifugation reisoliert, in SEM-Puffer gewaschen, erneut
reisoliert und in SDS-Probenpuffer aufgenommen. Nach SDS-PAGE wurden die
Proteine auf eine Nitrozellulosemembran transferiert (Western Blot). Mit einem

polyklonalen Antikdrper gegen das endogene AAC-Protein wurde die Effizienz des
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Schwellens und die Integritat der AuBRenmembran der verwendeten Mitochondrien
Uberpruft. In  geschwollenen Mitochondrien sind die im Intermembranraum
exponierten Termini des AAC fur Proteinase K zuganglich. Der mit Antikorpern
detektierte AAC hat dadurch in Ansatzen, in denen zuvor Mitoplasten erzeugt worden
sind, ein sichtbar kleineres Molekulargewicht. Nach dem Antikdrpernachweis wurde
die Membran auf einem Phosphorimager-Film exponiert und die radioaktiv

markierten Proteine durch Autoradiographie detektiert.

DIC DICxcs2 DIC,cs1
| |
-35kD
Vorlaufer- _ | Autoradio-
protein 7, | c W — “ses o o graphie
x| p picc ~ —25kD
i
_ Antikorper-
AAC - i sl e D e L e — — nachwgis
Schwellen - - + - - + - -
Proteinase K - + + - + + - +

Abb. 3.2.4.1.: Import von DIC, DICscs; und DICxcsq2 in isolierte Mitochondrien aus dem
Hefewildtypstamm PK82 mit anschlieBendem Schwellen. Das Ergebnis der Autoradiographie ist
im oberen Teil der Abbildung dargestellt. Der Antikdrpernachweis wurde im unteren Abschnitt
dargestellt. Proteolytische Fragmente von DIC und den beiden Derivaten DICpcsy und DICacsir
wurden durch Pfeile kenntlich gemacht. Unspezifische Translationsprodukte des Retikulozytenlysates
wurden mit einem Stern angedeutet. Der AAC-Antikérpernachweis bestatigt, dass die verwendeten
Mitochondrien eine intakte AuRenmembran aufweisen (-Schwellen, +Proteinase K) und dass effizient

Mitoplasten erzeugt werden konnten (+Schwellen, +Proteinase K).

Das in Abb. 3.2.4.1. gezeigte Experiment belegt, dass das DIC-Protein, trotz des
Verlustes von einem oder beiden Carrier Signature — Motiven, in der Lage ist, in die
mitochondriale Innenmembran zu inserieren. In den Ansatzen mit geschwollenen
Mitochondrien (+Schwellen, +Proteinase K) konnte sowohl bei DICxacs, als auch bei
DICacs12 ein signifikanter Anteil an Protease-geschutztem DIC-Protein identifiziert
werden. Dies deutet auf eine erfolgreiche Insertion in die mitochondriale
Innenmembran hin. Die Einwirkung der Proteinase K erzeugt bei Mitoplasten ein
zusatzliches DIC-Fragment, welches nur geringfiigig kleiner ist (siehe Pfeil). Die
beiden Termini des DIC-Proteins, sowie der beiden Derivate DICacs2 und DICxacsi1/2,

sind in nicht geschwollenen Mitochondrien vor Proteinase K geschutzt (-Schwellen,
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+Proteinase K) und erst nach dem Schwellen flir die Protease zuganglich
(+Schwellen, +Proteinase K). Doch nun sollte die Effizienz der Insertion von DIC und
den beiden Derivaten DICacs2 und DICacs12 miteinander verglichen werden, um
festzustellen, ob die Carrier Signature den Insertionsprozess des DIC-Proteins

beschleunigt.

bIc DICycs2 DICycs12
. I [ [ | I
@ 100
)
é 754
C
S 50
X
£ 25-
(0]
I
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M MP M MP M MP

+ Proteinase K

Abb. 3.2.4.2.: Vergleich der Insertionseffizienz von DIC, DIC,cs, und DIC,csy2 nach Import mit
anschlieBendem Schwellen der Mitochondrien. Der Gesamtimportanteil (M, Mitochondrien) wurde
als Kontrolle (100%) definiert und der in der mitochondrialen Innenmembran inserierte DIC-Anteil (MP,
Mitoplasten) hierzu in Relation gesetzt und in einem Balkendiagramm dargestellt. Die zur
Quantifizierung herangezogenen Proteinbanden entstammen dem SDS-Gel, welches in Abb. 3.2.2.1.

gezeigt ist.

Im Vergleich zum wildtypischen DIC-Protein, welches nach der Translokation Uber
die mitochondriale Aullenmembran (siehe Abb. 3.2.4.2., DIC, M) sehr effizient
(~99%) in die Innenmembran inseriert wird (siehe Abb. 3.2.4.2., DIC, MP), ist die
Insertionseffizienz bei DICacs2 maRig (~20%) und bei DICacsiz deutlich (~70%)
herabgesetzt. Bei noch vorhandener CS im ersten Modul des Dicarboxylat-
Translokators verlauft die Insertion noch auferst effizient. Sind beide CS-Motive nicht
mehr vorhanden, kann DIC nicht mehr mit hoher Effizienz in die Innenmembran
inseriert werden. Dies weist darauf hin, dass die Carrier Signature die Insertion von
Metabolit-Translokatoren in die mitochondriale Innenmembran stimulieren kann. Da
dennoch ein signifikanter Anteil an DIC-Protein auch in Abwesenheit beider CS in der
Lage ist, in die Innenmembran der Mitochondrien zu inserieren, muss davon
ausgegangen werden, dass die Carrier Signature nicht fur die Erkennung des TIM22-

Komplexes entwickelt worden ist.
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Mit einer anderen Herangehensweise sollte bestatigt werden, dass die beiden
Derivate DICacs2 und DICacs12 im untersuchten Zeitraum, verglichen zum
wildtypischem DIC, in geringerem Male in der Innenmembran anzutreffen sind. Es
wurde erneut mit **S-markiertem DIC, DICacs2 und DICacs12 ein 10-minitiger Import
in isolierte Mitochondrien des Hefestammes YPH499 unter Standardbedingungen
durchgefuihrt. Nicht-importierte Proteine wurden durch Inkubation mit Proteinase K
abgebaut. Die Mitochondrien wurden anschlieend fur 30 min mit Natriumcarbonat
auf Eis inkubiert. Die Behandlung der Mitochondrien mit Natriumcarbonat bewirkt,
dass lésliche und peripher an Membranen assoziierte Proteine von integralen
Membranproteinen  abgetrennt werden. Membranproteine wurden  durch
Zentrifugation von den in Losung sich befindenden Proteinen abgetrennt und in SDS-
Probenpuffer aufgenommen. Nach Fallung mit Trichloressigsdure wurden die
Proteine des Uberstandes abzentrifugiert und ebenfalls in SDS-Probenpuffer

aufgenommen. Nach SDS-PAGE wurde das Experiment autoradiographisch

ausgewertet.
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Abb. 3.2.4.3.: Vergleich der Insertionseffizienz von DIC, DIC,cs, und DIC,csy2 nach Import mit
anschlieBender Natriumcarbonat-Behandlung der Mitochondrien. Nach Import (10 min) von DIC,
DICacs2 und DICxcs1p2 in isolierte Mitochondrien des Wildtyp-Hefestammes YPH499 und Behandlung
der Mitochondrien mit Proteinase K und anschlieRend mit Natriumcarbonat, wurde die durch
Zentrifugation gewonnene Membranfraktion (P, Pellet) und die Idsliche Fraktion (U, Uberstand) auf
einem SDS-Gel aufgetrennt. Die %®S-markierten Proteine wurden mit einem Phosphorimager detektiert
und anschlieRend die Intensitdt der Banden quantifiziert und in einem Balkendiagramm dargestellt.

Die Summe des im Pellet und Uberstand nachgewiesenen Proteinanteils wurde als 100% definiert.
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Auch das in Abb. 3.2.4.3. gezeigte Experiment hat zum Ergebnis, dass das Derivat
DICacs12 in geringerem Male in einer Membran inseriert wird. Wahrend das
wildtypische DIC-Protein nahezu ausschlie3lich in der Membranfraktion (P, Pellet)
anzutreffen ist, kann bei DICacs12 ein signifikanter Anteil (~40%) noch im Uberstand
nachgewiesen werden. Das Derivat DICacsy weist verglichen zu DICacsi2 eine
héhere Insertion in der Membran auf, mit einem geringeren Anteil, der sich in Lésung
befindet (~20%). Die in diesem Abschnitt gewonnenen Erkenntnisse sind im Einklang
mit den zuvor erzielten Daten des Importexperimentes mit anschlielRendem
Schwellen der Mitochondrien. Der Verlust von einer Carrier Signature setzt die
Insertionseffizienz des DIC-Proteins in die Innenmembran nur leicht herab, wahrend
der Verlust von beiden CS-Motiven eine deutlich verlangsamte Insertion des DIC-

Proteins in die Innenmembran der Mitochondrien zur Folge hat.

Im nachsten Abschnitt sollte nun die Rolle der Carrier Signature an der Dimerisierung

nach der Insertion in die mitochondriale Innenmembran ausfindig gemacht werden.

3.2.5. Die Assemblierung des Dicarboxylat-Translokators zu einem Dimer

geschieht unabhangig von der Carrier Signature

Die mitochondrialen Metabolit-Translokatoren werden nach Insertion in die
mitochondriale Innenmembran zu einem funktionellen Dimer assembliert. Zugleich
stellt dieser Zustand die letzte Translokationsstufe von mitochondrialen Metabolit-
Translokatoren dar (Stufe V). In vorherigen Studien konnten die einzelnen
Translokationsstufen des AAC durch die blaue Nativgelelektrophorese (BN-PAGE)
charakterisiert werden (Ryan, 1999). Die einzelnen Translokationsintermediate
wiesen dabei ein unterschiedliches und klar definiertes Laufverhalten auf. Die dimere
Form des AAC konnte im blauen Nativgel, nach Import in Mitochondrien mit intaktem
Membranpotential, auf einer Hohe von etwa 100 kD identifiziert werden. Das Stufe V
Intermediat des Dicarboxylat-Translokators konnte ebenfalls mit BN-PAGE eindeutig
nachgewiesen werden und wies dabei ein dem AAC-Dimer entsprechendes
Laufverhalten auf (Zara, 2001).

Da nun gezeigt werden konnte, dass die Carrier Signature nicht essentiell fur die
mitochondriale Zielerkennung und Insertion des Dicarboxylat-Translokators in die

Innenmembran ist, sollte letztendlich festgestellt werden, ob eventuell die Bildung
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eines DIC-Dimers durch das Fehlen einer oder mehrerer CS-Motive beeintrachtig
wird. Aus diesem Grund wurde ein 20-minitiger Import von **S-markiertem DIC,
DICacst und DICpcs2 in isolierte Mitochondrien des Wildtypstammes PK82
durchgefuhrt. Gleichzeitig wurden identische Importansatze mitgefuhrt, in denen vor
der Importreaktion das Membranpotential der Mitochondrien durch Zugabe von
Valinomycin zerstort worden ist. Nicht-importierte Proteine wurden durch Inkubation
mit Proteinase K abgebaut. AnschlieBend wurden die Mitochondrien in Lysepuffer
(1% [w/v] Digitonin, 20 mM Tris/HCI, 0.1 mM EDTA, 50 mM NaCl, 10 % [v/v]
Glycerin, 1.5 mM PMSF, pH 7.0) resuspendiert und fur 20 min auf Eis inkubiert. Nach
der Lyse wurden unlésliche Proteinaggregate durch Zentrifugation abgetrennt und
die Uberstdnde mit BN-Probenpuffer vermischt. Die Proben wurden schlieRlich auf
einem 6 — 20%igem blauen Nativgel aufgetragen und die Protein-komplexe

aufgetrennt. Das Ergebnis der BN-PAGE wurde durch Autoradiographie ausgewertet.

DIC DICpcs1  DICacss

| -200 kD
-132kD
-::
:
Stufe V -
Dimer - "*
- -66 kD
AW + - + - + -

Abb. 3.2.5.1.: Import von DIC, DIC,¢csq und DIC,cs; in isolierte Hefemitochondrien des Wildtyps
PK82 mit anschlieBender BN-PAGE. Wildtypisches DIC-Protein, sowie die beiden Derivate DICcs;+
und DICxcs2, wurde in Gegenwart und in Abwesenheit des mitochondrialen Membranpotentials (AW)
in isolierte Mitochondrien des Wildtypstammes PK82 importiert. Nicht-importierte Proteine wurden mit
Proteinase K abgebaut. Die Mitochondrien wurden in Digitonin-haltigem Lysepuffer resuspendiert, um
Membranproteine zu solubilisieren. Die Auftrennung der Proteinkomplexe erfolgte auf einem 6-
20%igem blauen Nativgel. Durch Autoradiographie wurden die DIC-spezifischen Proteinkomplexe

sichtbar gemacht. Unspezifische Proteinbanden wurden mit einem Stern gekennzeichnet.

- 110 -



Ergebnisse

Es konnte das Stufe V — Intermediat des Dicarboxylat-Translokators erfolgreich mit
BN-PAGE nachgewiesen werden (DIC, +AW). Wie zu erwarten, wird in Abwesenheit
des mitochondrialen Membranpotentials kein Dimer beobachtet (DIC, -AW). Fir die
beiden DIC-Derivate DICacst1 und DICacs2 konnte auf nahezu gleicher Hohe mit dem
DIC-Dimer ebenfalls ein Proteinkomplex identifiziert werden, welches nur in
Gegenwart des mitochondrialen Membranpotentials entsteht (DICacs1 und DICacsy,
+AW versus -AW). Offensichtlich hat der Verlust der Carrier Signature im ersten oder
dritten Modul des Dicarboxylat-Translokators keine Auswirkung auf die Dimerisierung
in der mitochondrialen Innenmembran. Der minimale Unterschied im Laufverhalten
der beiden Dimere der Derivate DICacs1 und DICacs2 im Vergleich zum Dimer des
wildtypischen DIC-Proteins lasst aber vermuten, dass die in der Innenmembran
eingenommene Konformation der beiden DIC-Derivate durch den Verlust einer
Carrier Signature beeintrachtigt wird.

Zunachst sollte am Beispiel des DIC-Derivats DICacs1 nachgewiesen werden, dass
das vermutete Stufe V — Intermediat einen Proteinkomplex bestehend aus DIC-
Monomeren darstellt. Hierfur wurde das Experiment, welches in Abb. 3.2.5.1. gezeigt
ist, mit DICacs1 wiederholt und nach Durchfihrung der BN-PAGE die beiden Spuren
+AY bzw. -AW fur eine 2D-PAGE herangezogen. In der zweiten Dimension (SDS-
PAGE) sollten dann die Proteine aufgetrennt und anschlieRend die **S-markierten

DIC-Proteine autoradiographisch detektiert werden.

Das in Abb. 3.2.5.1. vermutete Stufe V — Intermediat des Derivates DICxcst weist,
verglichen mit dem Dimer des wildtypischen Dicarboxylat-Translokators, eine leicht
unterschiedliche Laufeigenschaft auf dem blauen Nativgel auf. Es ist daher nicht
auszuschliel3en, dass es sich hierbei um eine Artefakt-Bande, entstanden durch
unspezifische Translationsprodukte des Lysats, handelt. Mittels 2D-PAGE (siehe
Abb. 3.2.5.2.) konnte aber nun verifiziert werden, dass der Proteinkomplex
tatsachlich das spezifische DICacsi-Derivat enthalt (+AW, mit Pfeil angedeuteter
Bereich). In Abwesenheit des mitochondrialen Membranpotentials ist die Insertion
und somit Dimerisierung in der Innenmembran unterbunden und somit auch auf der
Hohe des Stufe V — Intermediates in der zweiten Dimension (SDS-PAGE) kaum DIC-
Protein zu beobachten (-AW, mit Pfeil angedeuteter Bereich).
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Abb. 3.2.5.2.: BN-PAGE von DIC,cs; mit anschlieBender Auftrennung der Proteinkomplexe
durch SDS-PAGE (2D-PAGE). Das Derivat DICxcs1 wurde in Gegenwart und in Abwesenheit des

mitochondrialen Membranpotentials (AW) in isolierte Hefemitochondrien importiert und anschlief’end

die Mitochondrien mit Digitonin lysiert. Zunachst wurden die Proteinkomplexe durch BN-PAGE
aufgetrennt. Im nachsten Schritt wurde ein die Spur von Interesse korrespondierender Gelstreifen des
blauen Nativgels vertikal in ein SDS-Polyacrylamidgel eingespannt und durch SDS-PAGE die
Proteinbestandteile der Proteinkomplexe nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Die Auswertung

erfolgte durch Autoradiographie an einem Phosphorimager.

Offensichtlich hat der Verlust einer einzelnen Carrier Signature keine generelle
Folgen fur die Dimerisierung des Dicarboxylat-Translokators in der Innenmembran
der Mitochondrien. Aus diesem Grund sollte nun die Dimerisierung des DIC-
Derivates untersucht werden, welches keine Carrier Signature mehr aufweist. >°S-
markiertes DICacsi2, sowie wildtypisches DIC-Protein, wurde wie zuvor in An- und
Abwesenheit des mitochondrialen Membranpotentials in Hefemitochondrien (Wildtyp
PK82) importiert und diesmal Parallelansatze mitgefuhrt, in denen anschliel3end,
durch Inkubation der Mitochondrien in hypotonischem Puffer, Mitoplasten erzeugt
worden sind. Alle Ansatze wurden schliel3lich mit Proteinase K behandelt, um nicht-

importierte Proteine, sowie nach dem Schwellen zugangliche Proteine, abzubauen.
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Abb. 3.2.5.3.: Import von DIC,csq; in isolierte Hefemitochondrien mit anschlieBender BN-PAGE.
Die beiden Proteine DIC und DICxcs12 wurden in Gegenwart (+AW) und in Abwesenheit (-AW) des
mitochondrialen Membranpotentials in isolierte Hefemitochondrien (PK82) importiert. Mitochondrien
aus identischen Parallelansatzen wurden danach in Mitoplasten umgewandelt (+Schwellen). Nach
Inkubation mit Proteinase K wurden die Mitochondrien bzw. Mitoplasten in Digitonin-haltigem
Lysepuffer resuspendiert. Nach der Lyse wurden die solubilisierten Proteinkomplexe auf einem 6-
20%igem blauen Nativgel aufgetrennt. Durch Autoradiographie wurden die DIC-spezifischen
Proteinkomplexe sichtbar gemacht. Unspezifische Proteinbanden wurden mit einem Stern

gekennzeichnet.

Das in Abbildung 3.2.5.3. gezeigte Experiment weist ebenfalls darauf hin, dass die
Carrier Signature keinen Einfluss auf die Dimerisierung des Dicarboxylat-
Translokators in der Innenmembran nimmt. Selbst wenn, wie im Falle des DIC-
Derivates DICacs12, beide CS-Motive abwesend sind, kann die Dimerisierung zur
Endstufe V des Translokationsprozesses erfolgen (DICacs12, +AW, -Schwellen).
Auch hier weist die dimere Form des DIC-Derivates ein unterschiedliches
Laufverhalten im Vergleich zum wildtypischen DIC-Dimer (DIC, +AW, -Schwellen)
auf. Identische Versuchsansatze, bei denen die AulRenmembran der Mitochondrien
nach der Importreaktion durch Schwellen destabilisiert worden ist, sollten Hinweise
auf die Protease-Stabilitat des vermuteten Dimers des Derivates DICacs12 geben.
Hier konnte ein eindeutiger Unterschied zwischen wildtypischem DIC und dem DIC-
Derivat, dessen beide CS-Motive fehlen, festgestellt werden. Das wildtypische DIC-
Dimer kann nach Schwellen der Mitochondrien weiterhin nicht durch Proteinase K

-113 -



Ergebnisse

abgebaut werden und demonstriert somit eine weitgehend vollstandige Insertion in
der Innenmembran (DIC, +AW, +Schwellen). Das Dimer des Derivates DICacs12
hingegen wird nach Schwellen und Inkubation der Mitoplasten mit Proteinase K fast
vollstandig abgebaut (DICacs12, +AW, +Schwellen). Offensichtlich ist die in der
mitochondrialen Innenmembran eingenommene Konformation des DIC-Derivates
DICacs12 derart unvorteilhaft, sodass groRere Aminosaurebereiche auflerhalb der
Membran exponiert und fur Proteinase K zuganglich sind. Die beiden Carrier
Signature — Motive des Dicarboxylat-Translokators werden demnach nicht fur
Insertion und Dimerisierung in der mitochondrialen Innenmembran bendtigt, sind

jedoch essentiell fur die Aufrechterhaltung einer stabilen Konformation.

AbschlieRend sollte mit einem weiteren Experiment bestatigt werden, dass die
Carrier Signature nicht an der Dimerisierung des Dicarboxylat-Translokators beteiligt
ist. In vorherigen Studien konnte gezeigt werden, dass nur die vollstandig
assemblierte, funktionelle Form des ATP/ADP-Translokators durch Hydroxyapatit-
Saulchen wandern kann, wahrend Assemblierungsvorstufen in der Saule verbleiben
(Schleyer & Neupert, 1984). Mit einem identischen Protokoll sollte das DIC-Dimer
aufgereinigt und zugleich das Experiment mit dem Derivat DICacs12 durchgefuhrt
werden. *°S-markiertes DIC- bzw. DICacsi-Protein wurde fir 15 min unter
Standardbedingungen mit isolierten Mitochondrien des Hefewildtypstammes PK82
inkubiert. Das Membranpotential von Mitochondrien aus identischen Parallelansatzen
wurde zuvor mit Valinomycin zerstért. Nach der Importreaktion wurden nicht-
importierte Proteine mit Proteinase K abgebaut und die Mitochondrien nach einem
Waschschritt in SEM — Puffer in High Triton — Puffer (2.5% [v/v] Triton X-100, 110
mM NaCl, 20 mM MOPS-KOH pH 7.2, 5 mg/ml Cardiolipin) lysiert. Nach der Lyse
wurden unlésliche Proteinaggregate abzentrifugiert und der Uberstand auf ein
Hydroxyapatit-Saulchen gegeben, welches zuvor mit Low Triton — Puffer (0.5% [v/v]
Triton X-100, 50 mM NaCl, 10 mM MOPS-KOH pH7.2) equilibriert worden ist. Durch
Zugabe von Low Triton — Puffer wurden alle nicht-gebundenen Proteine aus der
Saule eluiert. Die Proteine des Eluats wurden mit Trichloressigsaure gefallt und in
SDS-Probenpuffer aufgenommen. Anschlie3iend wurden die Proben auf einem SDS-

Gel aufgetrennt und die eluierten DIC-Proteine durch Autoradiographie detektiert.
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Abb. 3.2.5.4.;: Import von DIC bzw. DICxcs42 in isolierte Hefemitochondrien mit anschlieBender
Aufreinigung des Stufe V — Intermediats iiber eine Hydroxyapatit-Saule. Die beiden Proteine DIC
und DICpcs12 wurden in Gegenwart (+AW) und in Abwesenheit (-AW) des mitochondrialen
Membranpotentials in isolierte Mitochondrien des Wildtyps PK82 importiert. Nach Inkubation mit
Proteinase K wurden die Mitochondrien in High Triton — Puffer lysiert. Losliche und solubilisierte
Proteine wurden auf eine Hydroxyapatit-Saule gegeben. Mittels Low Triton — Puffer wurden die

ungebundenen Proteine eluiert und mit SDS-PAGE und Autoradiographie nachgewiesen.

Die Aufreinigung der dimeren Form des Dicarboxylat-Translokators konnte anhand
eines Protokolls, welches fur den ATP/ADP-Translokator entwickelt worden ist,
erfolgreich durchgefuhrt werden. Das DIC-Protein konnte nach Lyse der
Mitochondrien nur dann aus Hydroxyapatit-Saulchen eluiert werden, wenn wahrend
der Durchfuhrung des vorangegangen in vitro Importes das Membranpotential der
Mitochondrien intakt war (DIC, +AW). In Mitochondrien ohne Membranpotential ist die
Assemblierung des DIC-Proteins zu einem Dimer unterbunden. Die Translokations-
und Assemblierungsintermediate verbleiben nach Lyse der Mitochondrien in der
Hydroxyapatit-Saule und konnen nicht eluiert werden (DIC, -AW). Ein identisches
Verhalten konnte auch bei dem Derivat DICxcs12 beobachtet werden (DICacs1/2, +AW
bzw. —AW). Es ist somit erneut bestatigt worden, dass das DIC-Derivat, welches
keine funktionelle Carrier Signature mehr aufweist, dennoch in der Lage ist, in die

Innenmembran inseriert und zu einem funktionellen Dimer assembliert zu werden.

Die Carrier Signature des Dicarboxylat-Translokators erweist sich im Allgemeinen als
nicht zwingend notwendig fir die mitochondriale Zielerkennung und Biogenese. Es
ist daher anzunehmen, dass die in Metabolit-Translokatoren mehrfach
vorkommenden, hochkonservierten Motive fur die Aufrechterhaltung der
Transportaktivitdat von mitochondrialen Metabolit-Translokatoren von Bedeutung sein

konnten.
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3.2.6. Die Carrier Signature ist essentiell fiir die Aufrechterhaltung der

Transportaktivitat des Dicarboxylat-Translokators

Bisher konnte keine obligate Beteiligung der Carrier Signature an der
mitochondrialen Zielerkennung, dem Translokationsprozess, sowie der Biogenese
des Dicarboxylat-Translokators festgestellt werden. Es konnte jedoch beobachtet
werden, dass die DIC-Derivate, in welche mindestens ein CS-Motiv durch neutrale
Aminosauren substituiert worden ist, dessen dimere Form innerhalb der
Innenmembran vermutlich eine nicht-native Konformation annimmt. Daflr spricht das
im Vergleich zum wildtypischem DIC-Dimer leicht unterschiedliche Laufverhalten der
dimeren Form der DIC-Derivate nach BN-PAGE. Aulierdem konnte fur das Dimer
des Derivates DICxcsi2 gezeigt werden, dass die in der Membran eingenommene
Konformation nicht resistent gegenlber Protease-Degradation ist. Dies kann als
weiteres Indiz bewertet werden, dass der Verlust der Carrier Signature — Motive eine
andersartige Konformation des Dicarboxylat-Translokators in der Membran zur Folge
hat. Es ist zu erwarten, dass die strukturellen Veranderungen einen Verlust der
Transportfunktion der DIC-Derivate zur Folge haben. Dies sollte in diesem Abschnitt
untersucht werden. Die DNA-Sequenz der drei Derivate DICacs1, DICacs2, DICacs12
und des wildtypischen DIC wurde zu diesem Zweck in den Vektor pET28a (Novagen)
kloniert, um fur nachfolgende Untersuchungen die Proteine in einem bakteriellen
Expressionssystem in grolleren Mengen herzustellen. In Kooperation mit der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Vincenzo Zara (Universitat Lecce, Italien) sollte nach
Rekonstitution der gereinigten Proteine in kunstliche Membranvesikel die
Transportaktivitat der DIC-Derivate gemessen werden.

Zunachst sollte ein geeignetes System zur Expression des wildtypischen
Dicarboxylat-Translokators gewahlt werden. Das Protokoll sollte dann als Anleitung
fur die Expression weiterer DIC-Derivate verwendet werden. Auf der Basis von
Angaben in den Publikationen von Miroux & Walker (1996), Palmieri et al. (1996) und
Kakhniashvili et al. (1997), in denen unter anderem die bakterielle Expression des
aus Saccharomyces cerevisiae isolierten DIC-Gens beschrieben wird, wurde in der
vorliegenden Arbeit der Escherichia coli — Stamm C41 (DE3) fur die Expression des
DIC verwendet. Zunachst wurden Zellen des Expressionsstammes kompetent
gemacht und das pET28a/DIC — Plasmid darin transformiert. Mit Transformanten

wurde zunachst eine Vorkultur angeimpft und hiermit ein groReres Volumen LB —
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Medium zur Anzlchtung der E. coli — Zellen Uberimpft. Die Kultur wurde bei 37°C bis
zu einer optischen Dichte (600nm) von 0,5 geschittelt und anschlieRend durch
Zugabe von IPTG (Endkonzentration 1 mM) und Inkubation fur weitere 16 h bei 37°C
die Genexpression induziert. Der Dicarboxylat-Translokator stellt ein Membranprotein
dar und neigt durch dessen hydrophobe Aminoséureabschnitte bei Uberexpression
zur Aggregation und Bildung von so genannten inclusion bodies (Palmieri, 1996;
Kakhniashvili, 1997). Zur Aufreinigung des DIC-Proteins wurden zunachst die DIC-
exprimierenden Zellen durch Zentrifugation geerntet, in Losung | (50 mM Tris/HCI
pH8, 25% [w/v] Saccharose, 1 mg/ml Lysozym) resuspendiert und fur 75 min bei
37°C unter leichtem Schutteln inkubiert. Nach Zugabe von 25 mM EDTA und 2%
[v/v] Triton X-100 wurden die Zellen durch Ultraschallbehandlung (duty cycle 50%,
output limit 3, 2x15 Pulse) aufgeschlossen. Das DIC-Protein konnte durch
Ansammlung der inclusion bodies durch Zentrifugation bei 39200 g fur 30 min aus
dem Zellaufschluss abgetrennt werden. AnschlieRend wurden zur Aufreinigung des
DIC-Proteins die inclusion bodies zunachst in Lésung Il (100 mM Tris/HCI pH8, 6%
[w/v] Harnstoff, 1% [v/v] Triton X-100, 0.1% [v/v] Mercaptoethanol, 1 mM PMSF)
aufgenommen und erneut wie zuvor mit Ultraschall behandelt und danach
zentrifugiert. Die inclusion bodies wurden nun mit dreimaliger Wiederholung dieser
Prozedur in Ldsung Ill (100 mM Tris/HCI pH8, 6% [w/v] Harnstoff, 0.1% [v/Vv]
Mercaptoethanol, 1 mM PMSF) resuspendiert, danach wie in den vorherigen
Schritten mit Ultraschall behandelt und anschlieBend abzentrifugiert. Schliel3lich
wurden die inclusion bodies in Lésung IV (100 mM Tris/HCI pH8, 42% [w/V]
Harnstoff) resuspendiert. Proben wurden zu jeder Stufe der Aufreinigung
entnommen, um anschlieBend durch SDS-PAGE und Antikérpernachweis den
Aufreinigungsgrad des DIC-Proteins aus inclusion bodies zu uberprufen. Das hier
angewandte Protokoll zur Aufreinigung des DIC-Proteins basiert auf eine Anleitung
zur Aufreinigung des ATP/ADP-Translokators aus inclusion bodies, die in der
Arbeitsgruppe des Prof. Dr. Nikolaus Pfanner (Universitat Freiburg) angewendet wird

(personliche Mitteilung von Dipl.-Biol. Elke Dian, Universitat Hohenheim).
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Abb. 3.2.6.1.: Aufreinigung von DIC aus inclusion bodies nach Expression in E. coli C41 (DE3).
Mit pET28a/DIC transformierte E. coli C41 (DE3) — Zellen wurden in 500 ml LB-Medium (inkl. 30
mg/ml Kanamycin) bei 37°C unter Schitteln bis zu einer ODgypnm von 0,5 angeziichtet und
anschlieBend mit 1 mM IPTG und Inkubation fur 16h bei 37°C die Expression des DIC-Proteins
induziert. AnschlieRend wurden die Zellen durch Zentrifugation fir 15 min bei 4650 g geerntet, in 10ml
Lésung | resuspendiert und mit Ultraschall lysiert (Spur 1). Der Zellaufschluss wurde fur 30 min bei
39200 g zentrifugiert (Uberstand, Spur 2). Der Niederschlag wurde in 10ml Lésung |l resuspendiert,
erneut mit Ultraschall behandelt (Spur 3) und dann erneut wie zuvor zentrifugiert (Uberstand, Spur 4).
Der Niederschlag wurde dann in 10ml Losung Il resuspendiert und mit Ultraschall behandelt (Spur 5).
Nach einer weiteren Zentrifugation (Uberstand, Spur 6) wurde der Niederschlag erneut in 10ml Lésung
Il aufgenommen und wie zuvor mit Ultraschall behandelt (Spur 7). Nach einer weiteren Zentrifugation
(Uberstand, Spur 8) wurde der Niederschlag ein drittes Mal in 10ml Lésung Il resuspendiert, gefolgt
von einer weiteren Behandlung mit Ultraschall (Spur 9). Die inclusion bodies wurden schlief3lich
abzentrifugiert (Uberstand, Spur 10) und in 2ml Lésung IV (Spur 11) aufgenommen. Nach SDS-PAGE
(obere Teilabbildung, Coomassie) wurden die Proteine auf eine Nitrozellulosemembran transferiert
und mit einem polyklonalen anti-DIC-Antikérper das DIC-Protein nachgewiesen (untere Teilabbildung,

Antikérpernachweis).

Das DIC-Protein konnte erfolgreich in E. coli DH1 (DE3) zur Expression gebracht und
anschlielend zu einem hohen Reinheitsgrad aus inclusion bodies aufgereinigt
werden (siehe Abb. 3.2.6.1., Coomassie, Spur 11). Mit einem DIC-spezifischen
Antikorper (zur Verfugung gestellt von Prof. Dr. Vincenzo Zara, Universitat Lecce,
Italien) konnte nachgewiesen werden, dass es sich bei dem angereicherten Protein
tatsachlich um das exprimierte DIC-Protein handelt (siehe Abb. 3.2.6.1.,

Antikdrpernachweis).
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Die Plasmide pET28a/DIC, pET28a/ DICacs1, pET28a/DICacs2 und pET28a/DICacsi/2
wurden letztendlich an das Labor von Prof. Dr. Vincenzo Zara (Universitat Lecce,
Italien) geschickt. Dort wurden mit dem in dieser Arbeit verifizierten Protokoll zur
bakteriellen Expression und Aufreinigung der DIC-Proteine, Untersuchungen zur
Transportaktivitat nach Rekonstitution in kiinstliche Membranvesikel durchgefuhrt. Es
hat sich dabei herausgestellt, dass alle DIC-Derivate, unabhangig davon, welches
Carrier Signature — Motiv nicht mehr vorhanden ist, keinerlei Transportaktivitat mehr
aufweisen. Zum Vergleich wurde wildtypisches DIC-Protein ebenfalls unter den
gleichen Bedingungen untersucht und es konnte ein spezifischer Transport von
Dicarboxylaten nachgewiesen werden. Damit konnte ausgeschlossen werden, dass
der Verlust der Metabolit-Austauschfunktion mit der verwendeten Aufreinigungs-

prozedur zusammenhangt.

Die Untersuchungen an der Carrier Signature des Dicarboxylat-Translokators haben
zusammenfassend ergeben, dass die in allen Vertretern der mitochondrialen
Translokatorproteine vorkommenden Motive nicht fir die mitochondriale
Zielerkennung und Biogenese notwendig sind. Vielmehr werden die CS-Motive fur
die Aufrechterhaltung einer Konformation in der Innenmembran der Mitochondrien
bendtigt, welche essentiell flr die Auslibung der spezifischen Austauschfunktion der
Metabolit-Translokatoren ist. Ein Hinweis hierfur konnte auch von Pebay-Peyroula et
al. (2003) beigesteuert werden, indem die dreidimensionale Struktur des ATP/ADP-
Translokators (AAC) aufgeklart werden konnte. Es zeigte sich, dass die geladenen
Aminosauren der drei Carrier Signature — Motive an der Matrixseite der
Innenmembran uber ionische Wechselwirkungen einen Ring bilden und dadurch die
Offnung der intramolekularen Pore des AAC stabilisieren. Da der Dicarboxylat-
Translokator nur zwei CS-Motive aufweist (im ersten und dritten Modul), ist
anzunehmen, dass die flur die Ringbildung notwendigen geladenen Aminosauren des
zweiten Moduls in einem Aminosaureabschnitt zu finden sind, welches kein typisches

Carrier Signature — Motiv darstellt.

Um zu bestatigen, dass die ionischen Wechselwirkungen von Bedeutung fir die
Aufrechterhaltung der Transportaktivitat des Dicarboxylat-Translokators sind, wurden
zwei weitere DIC-Derivate hergestellt, in denen lediglich jeweils eine geladene

Aminosaure der Carrier Signature des ersten Moduls durch Alanin substituiert
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worden ist (D35A bzw. K38A). Zusatzlich wurde ein DIC-Derivat hergestellt, bei dem
das Prolin der Carrier Signature des ersten Moduls durch Alanin ausgetauscht
worden ist (P33A). Es besteht namlich der Verdacht, dass erst durch die Proline die
geladenen Aminosauren der wechselwirkenden Carrier Signature — Motive in
raumliche Nahe zur Ausbildung von Salzbricken kommen. Die Gene der
zusatzlichen DIC-Derivate DICps3a, DICpssa und DICkssa wurden ebenfalls in den
Expressionsvektor pET28a kloniert (Klonierungsstrategien siehe 2.2.1.13.) und
anschliefend an die Arbeitsgruppe des Prof. Dr. Vincenzo Zara (Universitat Lecce,
Italien) geschickt. Nachdem dort die Proteine exprimiert, aufgereinigt und in
kunstlichen Membranvesikeln rekonstituiert worden sind, wurde die Transportaktivitat
gemessen. Die Fahigkeit zum Transport von Dicarboxylaten war in den drei
Derivaten DICps3a, DICpssa und DICkssa Vvollstandig aufgehoben. Somit konnte
gezeigt werden, dass selbst einzelne geladene Aminosauren eines einzigen CS-
Motives flr die Aufrechterhaltung einer funktionsfahigen Konformation des
Dicarboxylat-Translokators in der Membran notwendig sind. Daruber hinaus spielt
auch das in der Carrier Signature sich befindende Prolin eine wichtige Rolle bei der

korrekten Positionierung der geladenen Aminosauren.

Die in dieser Dissertation dargelegten Daten deuten darauf hin, dass durch minimale
Anderungen oder den Verlust eines CS-Motives die ionischen Wechselwirkungen
zwischen den interagierenden Modulen an der Matrixseite der Innenmembran
aufgehoben werden und zur Destabilisierung der fur die Transportaktivitat oder
Substraterkennung notwendigen Konformation in der Membran fihren. Da die
Metabolit-Translokatoren unterschiedliche Substrate erkennen, ist anzunehmen,
dass andere Aminosauren an der Substraterkennung beteiligt sind. Tatsachlich
konnten von Robinson & Kunji (2006) durch Sequenzanalyse verschiedene Gruppen
an Aminosauren ausfindig gemacht werden, welche in Translokatorproteine mit
ahnlichen Substraten konserviert sind. Die Carrier Signature stellt somit eher ein
Struktur-determinierendes Motiv und nicht ein Substraterkennungsmotiv dar. Eine
mogliche Rolle der Carrier Signature an der mitochondrialen Zielerkennung konnte in

dieser Dissertation ausgeschlossen werden.
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4. Diskussion

Die vorliegende Dissertation liefert neue Erkenntnisse zur mitochondrialen
Zielerkennung von Toxinen, die von Bakterien in die Mitochondrien der Wirtszelle
eingeschleust werden. Es konnte gezeigt werden, dass das Map-Toxin der
enteropathogenen E. coli (EPEC) uber eine mitochondriale Zielerkennungssequenz
verfligt, die Ahnlichkeiten zu Prasequenzen mitochondrialer Matrix-Proteine aufweist
und fur die Translokation des Toxins in die Matrix der Mitochondrien erforderlich ist.
Es konnte aufgeklart werden, dass hierbei die wirtsspezifischen Translokations-
mechanismen verwendet werden, die auch fur endogene Proteine der Matrix gelten.
Weiterhin wurde gezeigt, dass die mitochondriale Lokalisation des Map-Toxins auf
definierte Foci beschrankt ist und zur Fragmentierung der mitochondrialen Netzwerks
fuhrt. Die Map-vermittelte Fragmentierung ist von den Komponenten des endogenen
Teilungsapparates der Mitochondrien unabhangig. SchlieRlich fuhrt die Akkumulation
des Map-Toxins in Mitochondrien zum Verlust des Membranpotentials. Fur die
Zytotoxizitdt des Map-Toxins sind letztlich allerdings Prozesse im Cytosol
entscheidend. Fur die Funktion im Cytosol und in Mitochondrien ist ein konserviertes
WXKXE-Motiv essentiell, das ersten Daten zufolge eine Erkennungssequenz fur
SUMO-Ligasen darstellen konnte. Daruber hinaus konnten in dieser Arbeit wichtige
Erkenntnisse zur Biogenese der mitochondrialen Metabolit-Translokatoren hinzu-
gewonnen werden. Es wurde gezeigt, dass die Prasequenz des Citrat-Translokators,
im Gegensatz zu den Prasequenzen von Proteinen der Matrix, nicht fur die
mitochondriale Zielerkennung erforderlich ist. Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass
auch die in allen Metabolit-Translokatoren konservierte Carrier Signature nicht an der
mitochondrialen Zielerkennung beteiligt ist. Die in dieser Dissertation gewonnenen
Daten zeigen stattdessen, dass die Carrier Signature essentiell an der
Aufrechterhaltung einer funktionellen Konformation der Translokatorproteine in der

Innenmembran beteiligt ist.
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4.1. Rolle von Sequenzmotiven bei der Biogenese mitochondrialer Metabolit-

Translokatoren

4.1.1. Die Rolle der konservierten Carrier Signature mitochondrialer Metabolit-

Translokatoren in Zielerkennung und Funktion

Fur die Untersuchungen zur Biogenese mitochondrialer Metabolit-Translokatoren
wurden als Modellproteine der Dicarboxylat-Translokator (DIC, dicarboxylate carrier)
und der Citrat-Translokator (CIC, citrate carrier) verwendet.

Als Aufgabe dieser Dissertation sollte zunachst die Rolle der in allen Mitgliedern der
Familie mitochondrialer Metabolit-Translokatoren konservierten Carrier Signature
(CS) an der Biogenese des Dicarboxylat-Translokators (DIC) aufgeklart werden. In
dieser Arbeit wurde gezeigt, dass ein kompletter oder partieller Verlust der Carrier
Signature auf die Biogenese des DIC kaum einen Einfluss hatte: (1) Der DIC wurde
unabhangig von der Carrier Signature vom Tom70-Rezeptor der Aullenmembran
erkannt. (2) Der DIC wurde unabhangig von der Carrier Signature effizient Uber die
Aullenmembran in den Intermembranraum transportiert. (3) Der DIC wurde nach
Verlust der Carrier Signature mit verminderter, aber gleichwohl hinreichender
Effizienz in die Innenmembran inseriert. (4) Ganzlich unabhangig von der Carrier
Signature bildeten sich hier DIC-Dimere.

Essentiell war die Carrier Signature hingegen in den anschlielend durchgefihrten
Untersuchungen zur Funktion des DIC: In Kooperation mit der Arbeitsgruppe von
Prof. Dr. Zara (Universitat Lecce, Italien) konnte nach Rekonstitution von gereinigtem
DIC und gereinigten DIC-Derivaten in kunstliche Membranvesikel durch
Translokationsmessungen nachgewiesen werden, dass die Carrier Signature
essentiell fir die Metabolit-Austauschfunktion des Dicarboxylat-Translokators ist. Der
Verlust einzelner geladener Aminosauren der Carrier Signature fuhrte bereits zu
einem vollstandigen Verlust der Funktion. Die Funktion des DIC war auch bei
Substitution der CS-spezifischen Proline aufgehoben.

Hinweise auf eine besondere Bedeutung der Carrier Signature hatten sich aus
genetischen Daten bereits in der Studie von Nelson et al. (1998) ergeben. Einzelne
geladene Aminosauren der Carrier Signature des ATP/ADP-Translokators (AAC,
ATP/ADP carrier) aus Saccharomyces cerevisiae waren durch neutrale Aminosauren

ersetzt und die Respirationsfahigkeit der Hefemutanten Uberprift worden. Hefezellen,
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in denen positiv oder negativ geladene Aminosauren der CS-Motive des AAC durch
neutrale Aminosauren substituiert wurden, hatten die Fahigkeit zur Atmung verloren.
Dabei war allerdings offen geblieben, in welchem funktionellen Zusammenhang die
jeweiligen Aminosauren relevant waren.

Erst in jungster Zeit wurde von Pebay-Peyroula et al. (2003) erstmals die drei-
dimensionale Struktur eines mitochondrialen Metabolit-Translokators durch
Rontgenkristallographie aufgeklart. Ausgehend von der Proteinstruktur des AAC
konnte auch die Topologie der drei Carrier Signature—Motive bestimmt werden. Es
fiel auf, dass die CS-Motive Uber ionische Wechselwirkungen miteinander einen Ring
an der Matrix-gerichteten Offnung der AAC-Pore bilden kénnen. Die Proline der CS-
Motive spielen diesen Daten zufolge eine wichtige Rolle in der korrekten
Positionierung der geladenen Aminosauren interner CS-Motive zur Ausbildung von
intramolekularen Salzbrucken.

Die in dieser Dissertation dargelegten Daten legen den Schluss nahe, dass durch
den Verlust eines CS-Motives die ionischen Wechselwirkungen zwischen den
interagierenden Modulen an der Matrixseite der Innenmembran aufgehoben werden.
Damit kommt es offenbar zur Destabilisierung der fur die Transportaktivitdt oder
Substraterkennung notwendigen Konformation des Translokators. Die in dieser
Arbeit erzielten Ergebnisse mit dem Dicarboxylat-Translokator stellen den ersten
direkten Nachweis dar, dass die Carrier Signature von Metabolit-Translokatoren fur
die Aufrechterhaltung der Funktion in der Innenmembran der Mitochondrien
notwendig ist.

Da mehrere unterschiedliche Translokatoren posttranslational in Mitochondrien
importiert und in der Innenmembran inseriert werden mussen, war zunachst die
Vermutung nahe liegend, dass ein allgemeines Zielerkennungsmerkmal von der
Translokationsmaschinerie der Aullenmembran und Insertionsmaschinerie der
Innenmembran erkannt wird. Ein solches in allen Translokatoren vorhandenes
Merkmal schien mit der Carrier Signature gegeben zu sein. Daruber hinaus konnten
Endres et al. (1999) und Brandner et al. (2005) zeigen, dass jedes Modul der aus
drei Modulen bestehenden Metabolit-Translokatoren ausreichend Information zur
Translokation in Mitochondrien enthalt. Ein in allen drei Modulen eines
Translokatorproteins wiederkehrendes Motiv ist stets die konservierte Carrier

Signature.
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Die Daten dieser Dissertation schliel3en jedoch eine Bedeutung der Carrier Signature
an der mitochondrialen Zielerkennung aus. Auch sprechen die Daten gegen die von
Endres et al. (1999) aufgestellte Hypothese, dass die Carrier Signature fur die
Anbindung an die kleinen Tim-Proteine des Intermembranraums von Bedeutung sein
konnte. Systematische Untersuchungen von Curran et al. (2002) zur Affinitat
verschiedener Peptide ergaben, dass die kleinen Tim-Proteine bevorzugt an die
hydrophoben Transmembrandomanen der Metabolit-Translokatoren binden. Auch
die in jungster Zeit von Webb et al. (2006) aufgeklarte Struktur des Tim9/Tim10-
Komplexes deutet auf eine Interaktion der kleinen Tim-Proteine mit den Helices der
Translokatorvorstufen hin.

Stattdessen zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit die Notwendigkeit der Carrier
Signature in der Funktion der in der Innenmembran erzeugten Pore der Metabolit-
Translokatoren. Bei einer Destabilisierung der ionischen Wechselwirkungen
zwischen den drei CS-Motiven ist als Folge eine veranderte Konformation in der
Innenmembran zu erwarten, die zum Verlust der Austauschfunktion in der
Innenmembran der Mitochondrien fihrt. Uberraschend zeichnet sich damit ab, dass
die Aminosauren der Carrier Signature aller Metabolit-Translokatoren unmittelbar an
der Bildung der jeweiligen Substratkanadle beteiligt und dabei funktionell von
entscheidender Bedeutung sind, obwohl die Substrate der verschiedenen

Translokatoren durchaus sehr unterschiedlich sind.

4.1.2. Die Funktion der Prasequenz mitochondrialer Metabolit-Translokatoren

Bestimmte Metabolit-Translokatoren aus Saugetieren und Pflanzen weisen eine N-
terminale Prasequenz mit Ahnlichkeiten zu mitochondrialen Présequenzen von
Matrix-Proteinen auf (Palmieri, 1996; Zara, 2003; Murcha, 2004). Die Evolution und
Funktion dieser Prasequenzen konnte bisher nicht eindeutig festgelegt werden. In
dieser Arbeit sollte auf die mitochondriale Zielerkennung des Citrat-Translokators aus
Rattus norvegicus in Bezug auf die N-terminale Prasequenz eingegangen werden.
Da Translokatorproteine auch Uuber interne Zielerkennungssignale von Aulen-
membranrezeptoren erkannt werden konnen, muss der Verlust der Prasequenz nicht
zwangslaufig eine Herabsetzung der Importeffizienz zur Folge haben. Aus diesem
Grund sollten die Interaktionen des Citrat-Translokators mit den Rezeptoren der

Translokationsmaschinerie der mitochondrialen AulRenmembran naher untersucht

- 124 -



Diskussion

werden, um eine madgliche Beteiligung der Translokator-Prasequenz an der
mitochondrialen Zielerkennung aufzusplren. Es konnte zweifelsfrei in dieser Arbeit
festgestellt werden, dass die Prasequenz des Citrat-Translokators aus Rattus
norvegicus nicht an der mitochondrialen Zielerkennung beteiligt ist. Der Citrat-
Translokator wird trotz basischer Prasequenz nicht von Rezeptoren der
Aullenmembran erkannt, die flr die Zielerkennung von Prasequenz-tragenden
Vorstufenproteinen der Matrix zustandig sind. Stattdessen ist der Import des Citrat-
Translokators in gewohnter Weise abhangig vom hierfur spezialisierten Tom70-
Rezeptor. Der Citrat-Translokator verwendet die fur die Zielerkennung von Metabolit-
Translokatoren ublichen Mechanismen zur Translokation in Mitochondrien.

In manchen Metabolit-Translokatoren, z.B. boviner Phosphat-Translokator, scheint
die Prasequenz den Import in Mitochondrien zu begunstigen (Zara, 1991; Zara,
1992). Die Prasequenz der Metabolit-Translokatoren aus Pflanzen kann die Insertion
in die Innenmembran der Mitochondrien stimulieren (Murcha, 2005). Im Gegensatz
dazu, ist den Daten der vorliegenden Dissertation zufolge, die Prasequenz des Citrat-
Translokators aus Rattus norvegicus (Ratte) nicht fur die Translokation Uber und
Insertion in mitochondriale Membranen notwendig. Vielmehr Ubernimmt die
Prasequenz in diesem Fall die Rolle eines intramolekularen Chaperons, zur
Erhéhung der Loslichkeit des Vorstufenproteins (Zara, 2003; Zara, 2005). Auch Mozo
et al. (1995) konnten unter in vivo Bedingungen fur die Prasequenz des ATP/ADP-
Translokators aus Solanum tuberosum (Kartoffel) zeigen, dass diese nicht
hinreichend und nicht erforderlich fir die mitochondriale Zielerkennung ist. Die
Prasequenz von Metabolit-Translokatoren wird nach Insertion der Vorstufenproteine
in die Innenmembran durch spezifische Proteasen abgespalten. Wahrend
Prasequenzen von Metabolit-Translokatoren aus Pflanzen in zwei Schritten unter
Beteiligung von MPP (matrix processing peptidase) und einer Serin-Protease des
Intermembranraumes abgespalten werden (Murcha, 2004), wurde fir die
Prasequenz des Citrat-Translokators aus Anguila anguila (europaischer Flussaal)
eine Abspaltung durch die Mg®*-abhangige Intermembranraum-Peptidase Imp1
nachgewiesen (Zara, 2006).

Mehrere Anhaltspunkte lassen vermuten, dass die Prasequenzen der mito-
chondrialen Metabolit-Translokatoren erst vergleichsweise spat in der Evolution
erworben wurden: (1) Die meisten bislang identifizierten Translokatoren weisen

keinerlei Prasequenz auf. (2) Die mitunter vorhandenen N-terminalen Prasequenzen
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von Metabolit-Translokatoren zeigen in mehrerer Hinsicht unterschiedliche
Funktionen. (3) Die Ahnlichkeit der Prasequenzen untereinander ist wesentlich
geringer als die Ahnlichkeit der reifen Translokatoren (Zara, 2006). Wahrscheinlich
hatten die mitochondrialen Metabolit-Translokatoren der ersten Eukaryonten
ursprunglich keine Prasequenzen. Die vorliegende Dissertation demonstriert zudem,
dass die Prasequenzen mitochondrialer Proteine nicht immer nur als Zielerkennungs-

signal dienen.

4.2. Sequenzmotive des Map-Toxins enteropathogener E. coli — Stamme fiir

Zielerkennung und Funktion

Einige Aspekte der Biogenese und Zielerkennung mitochondrialer Proteine kénnen
nicht ausschliel3lich durch in vitro Importexperimente untersucht werden. Hierzu
gehort, dass bestimmte Vorstufenproteine nur unter bestimmten physiologischen
Bedingungen oder Zellzyklus-Phasen hergestellt und an die Mitochondrien
abgegeben werden. AuRerdem werden manche Vorstufenproteine nur in bestimmten
Zelltypen exprimiert und in Mitochondrien transloziert, wie z.B. fir das humane
Parvulin (Par17) gezeigt werden konnte (Mduller, 2006). Weitgehend ungeklart ist
aulRerdem die Rolle posttranslationaler Modifikationen flr die Zielerkennung und
Biogenese mitochondrialer Proteine. Durch den Einsatz der in Retikulozytenlysat
synthetisierten Vorstufenproteine in Importexperimenten in vitro kann dieser Aspekt
per definitionem nicht berlcksichtigt werden. SchlieRlich kann auch die Verteilung
eines Proteins innerhalb des mitochondrialen Netzwerks der Zelle inhomogen sein.
Unter physiologischen Bedingungen treten Mitochondrien vielmehr auch mit weiteren
intrazellularen Strukturen, wie z.B. mit Aktin-Filamenten oder Microtubuli in Kontakt
und ermdglichen somit lokal begrenzte Aufenthaltsorte bestimmter mitochondrialer
Proteine, die nicht ubiquitar an oder in Mitochondrien verteilt sind. Daruber hinaus
konnen mitochondriale Proteine in submitochondriale Mikrodoméanen lokalisiert sein.
Dazu gehoéren unter anderem Kontaktstellen (mitochondrial contact sites) der
mitochondrialen Auf3en- und Innenmembran (Brdiczka, 2006).

Der Einsatz isolierter Mitochondrien in vitro liefert u.U. eine Antwort auf die Frage, ob
ein Vorstufenprotein grundsatzlich mit Mitochondrien assoziieren kann, erlaubt aber
nicht unbedingt eine Aufklarung uber die Lokalisation eines Proteins innerhalb der

lebenden Zelle. Die Mikroskopie stellt eine wichtige und erganzende Methode zur
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Untersuchung der Mitochondrien-Biogenese dar. Durch die Verwendung von
Reporterproteinen, wie z.B. das grun-fluoreszierende Protein (GFP) aus Aequorea
victoria, kann die mitochondriale Lokalisation eines daran gentechnisch fusionierten
Proteins direkt mittels Fluoreszenzmikroskopie untersucht werden. Auferdem
konnen Mitochondrien mit speziellen Farbstoffen (z.B. MitoTracker™) angefarbt und
somit die Auswirkungen auf deren Morphologie nach Lokalisation eines bestimmten

Proteins nachvollzogen werden (Papatheodorou, 2006).

4.2.1. Mechanismen der mitochondrialen Zielerkennung des Map-Toxins und

dessen Translokation in Mitochondrien

Das Map-Toxin enteropathogener E. coli liefert ein Beispiel daflr, dass
unterschiedliche methodische Herangehensweisen erforderlich sein kdnnen, um ein
komplettes Bild Uber die Zielerkennung eines nicht-endogenen, mitochondrialen
Proteins zu erhalten. In der vorliegenden Dissertation konnte zunachst mittels in vitro
Importexperimente gezeigt werden, dass Map unter Beteiligung von Rezeptoren des
TOM-Komplexes und Erkennung einer N-terminalen Prasequenz Uber die generelle
Importpore TIM23-abhangig in die Matrix importiert wird. Es handelt sich hierbei um
die erste systematische Untersuchung der mitochondrialen Zielerkennung und
Translokation eines bakteriellen Proteins mit N-terminaler Prasequenz.

Fur ein weiteres EPEC-spezifisches Effektorprotein, EspF, konnte von Nagai et al.
(2005) ebenfalls eine Lokalisation an Mitochondrien gezeigt werden. EspF weist
ebenfalls eine N-terminale Prasequenz mit charakteristischen Merkmalen
mitochondrialer Matrixproteine auf. Bis auf den experimentellen Nachweis, dass die
Translokation von EspF ein intaktes Membranpotential der Innenmembran bendtigt,
konnten Nagai et al. (2005) nicht die submitochondriale Lokalisation von EspF oder
die Beteiligung von mitochondrialen Translokationskomponenten an dessen
Zielerkennung bzw. Translokation aufklaren.

Wie nun fur das Map-Toxin gezeigt werden konnte, sind EPEC-Bakterien in der
Lage, das Map-Toxin mit einer mitochondrialen Prasequenz auszustatten und es
unter Verwendung wirtsspezifischer mitochondrialer Translokationsmaschinerien in
die Matrix der Mitochondrien zu dirigieren. Ahnliches ist auch fiir das EspF-Toxin zu
erwarten, da dessen N-terminale Prasequenz und AW-abhangiger Import in

Mitochondrien starke Indizien fur eine Translokation in die Matrix darstellen.
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Eine Gruppe anderer bakterieller Toxine, die bestimmte Poren-bildende Proteine
umfasst, hat bislang keine Hinweise auf typische mitochondriale Prasequenzen
ergeben. Hierzu gehdren das VacA-Toxin von Helicobacter pylori, das PorB von
Neisseria gonorrhoeae, Omp38 von Acinetobacter baumanii, sowie das aus zwei
Komponenten bestehende PVL-Toxin von Staphylococcus aureus. Am
eingehendsten  konnte bisher der mitochondriale Zielerkennungs- und
Translokationsmechanismus des PorB-Toxins aus Neisseria gonorrhoeae aufgeklart
werden. In diesem Fall verwendet PorB eine fur Poren-bildende mitochondriale
Proteine typische Translokationsroute (Mduller, 2002). Map wird den Ergebnissen
dieser Dissertation zufolge analog zum PorB nicht Uber alternative Routen oder
wirtsuntypische Mechanismen in Mitochondrien importiert, sondern unter Beteiligung

der Importwege endogener mitochondrialer Proteine.

4.2.2. Auswirkungen des Map-Toxins in Mitochondrien und im Cytosol

Bei der Untersuchung der mitochondrialen Lokalisation des Map-Toxins mittels
konfokaler Fluoreszenzmikroskopie in Saccharomyces cerevisiae stellte sich heraus,
dass Map innerhalb des mitochondrialen Netzwerks nicht ubiquitar verteilt ist.
Vielmehr konnte eine allmahliche Akkumulation an bestimmten Foci beobachtet
werden. Die mitochondriale Lokalisation des Map-Toxins hatte schlieBlich die
Fragmentierung des mitochondrialen Netzwerks und den allmahlichen Verlust des
Membranpotentials zur Folge. Wie in Folgeexperimenten gezeigt wurde, hatten beide
Effekte einen weitaus geringeren toxischen Einfluss auf die Hefezellen, als die
Akkumulation des Map-Toxins im Cytosol. Dieser Befund wurde indirekt auch von
einer weiteren Arbeitsgruppe bestatigt (Rodriguez-Escudero, 2005). Unter normalen
Umstanden fihrt die Fragmentierung der Mitochondrien und der Verlust des
Membranpotentials zum Ausldsen von Apoptose. Ein Absterben der Hefezellen nach
der Map-induzierten Teilung der Mitochondrien wurde in dieser Arbeit nicht
beobachtet.

Vermutlich wirkt die Map-induzierte Spaltung der Mitochondrien in den Wirtszellen
antiapoptotisch. Ein solcher Effekt wurde in jlingster Zeit auch fir das Protein vMIA
des Cytomegalovirus und die in Saugerzellen fur die Spaltung der Mitochondrien
erforderliche GTPase Drp-1 beschrieben (Szabadkai, 2004; Roumier, 2006). Da ein

weiteres EPEC-Toxin, EspF, bekanntermal3en proapoptotisch wirkt, kann eine
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Funktion des Map-Toxins darin liegen, unter bestimmten Umstanden durch die
Spaltung des mitochondrialen Netzwerks eine EspF-ausgeléste Apoptose zu
verhindern.

Wie in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, ist die cytosolische Toxizitat des Map-
Toxins abhangig vom Vorhandensein eines intakten WXXXE-Motives (Aminosauren
74 bis 78), das in allen Mitgliedern einer Familie aus Map-homologen Proteinen
verwandter Bakterienspezies konserviert ist (Alto, 2006). Die punktuelle
mitochondriale Lokalisation des Map-Toxins weist auf zusatzliche Zielerkennungs-
merkmale hin, die eine definierte, lokal begrenzte Verteilung innerhalb des
mitochondrialen Netzwerks der Zelle verursachen. Bisher sind keine weiteren
mitochondriale = Matrix-Proteine bekannt, die ein ahnliches subzellulares,
mitochondriales Verteilungsmuster aufweisen.

Worum konnte es sich nun bei den Map-spezifischen Foci innerhalb des
mitochondrialen Retikulums handeln? In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass
der Import des Map-Toxins in die Matrix der Mitochondrien Gber den TOM- und den
TIM23-Komplex vonstatten geht. Beide Translokationsmaschinerien werden bei
Import eines Vorstufenproteins gleichzeitig an Kontaktstellen der mitochondrialen
Aulen- und Innenmembran passiert (Donzeau, 2000; Chacinska, 2003). Eine
Maoglichkeit besteht darin, dass das Map-Toxin unter in vivo Bedingungen in solchen
Kontaktstellen arretiert. Darlber hinaus koénnte das Map-Toxin unter in vivo
Bedingungen zu einem gewissen Grad auch an der Aufenmembran der
Mitochondrien lokalisiert sein, um als Kiristallisationspunkt fur Proteine der
mitochondrialen Spaltungsmaschinerie zu fungieren. Dieser Proteinkomplex, in der
Backerhefe bestehend aus den Proteinen Dnm1, Gag3 und Fis1, weist ebenfalls ein
punktférmiges Verteilungsmuster an Mitochondrien auf (Otsuga, 1998; Bleazard,
1999). Die Proteinkomplexe definieren dadurch den Ort, an dem die Teilung der
Mitochondrien stattfinden wird (Shaw & Nunnari, 2002). Da das Map-Toxin ebenfalls
die Spaltung des mitochondrialen Netzwerks zur Folge hat, besteht die Moglichkeit,
dass es zusatzliche Zielerkennungsmerkmale zur Lokalisation an mitochondriale
Spaltstellen aufweist.

Die Map-vermittelte Spaltung der Mitochondrien geschieht jedoch auch in
Abwesenheit der mitochondrialen Spaltungsmaschinerie, wie in dieser Dissertation
demonstriert werden konnte. Dies deutet darauf hin, dass Map einen alternativen

Mechanismus zur Teilung der Mitochondrien verwendet. Die von Alto et al. (2006) fur
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das Map-Toxin beschriecbene Mimikry der Wirts-GTPase Cdc42 ermdglicht ein
Szenario, bei dem Map eventuell auch mitochondriale GTPasen nachahmen kénnte.
Das mitochondriale GTPase-Protein Dnm1 Ubernimmt eine zentrale Rolle bei der
Spaltung der Mitochondrien, indem es durch Oligomerisierung Uberdimensionierte
Spiralen um die Spaltstellen der Mitochondrien herum bildet (Ingerman, 2005).
Dieser Mechanismus entspricht der Dynamin-abhangigen Abschnirung von
Membranvesikeln (McFadden & Ralph, 2003). Vermutlich ahmt das Map-Toxin den
Mechanismus der Dnm1-vermittelten Spaltung nach.

Doch nicht alle Komponenten von endogenen Maschinerien, die zur Fusion und
Teilung von Mitochondrien bendtigt werden, konnten bisher aufgeklart werden.
Eventuell interagiert Map mit bisher nicht identifizierten Proteinkomplexen in
submitochondriale Kompartimente, die ebenfalls fur die Morphologie der
Mitochondrien von Bedeutung sind und an distinkten Punkten innerhalb des
mitochondrialen Netzwerks lokalisieren. Erst in jungster Zeit konnte ein weiterer
submitochondrialer Komplex unter Beteiligung des Proteins OPA1 (optic atrophy 1,
Mgm1) identifiziert werden, der die Morphologie der Cristae-Strukturen der
mitochondrialen Innenmembran kontrolliert und dadurch die Zelle vor Apoptose
schitzt (Cipolat, 2006; Frezza, 2006; Ishihara, 2006).

In dieser Arbeit konnten zusatzlich Indizien fur eine Sumoylierung des Map-Toxins
gesammelt werden. Bei der Sumoylierung handelt es sich um eine erst vor wenigen
Jahren identifizierte posttranslationale Modifikation von Proteinen, bei der ein 101
Aminosauren langes Peptid, SUMO (small ubiquitin-related modifier), kovalent an
Zielproteine angehangt wird (Mahajan, 1997). Spezielle SUMO-Ligasen erkennen
definierte Konsensussequenzen und verknipfen SUMO an einem sich darin
befindenden Lysin. Die Sumoylierung scheint in vielen zellularen Prozessen eine
Rolle zu spielen, unter anderem beim intrazellularen Proteintransport und bei der
Zellteilung (Melchior, 2003; Bossis & Melchior, 2006). Zunachst wurde ein
Algorithmus zur Identifizierung von Konsensussequenzen fur die Erkennung durch
SUMO-Ligasen an der Primarsequenz des Map-Toxins angewandt (Gramatikoff,
2004). Eine Stelle zwischen den Aminosauren 75 bis 78 wies hierbei eine hohe
Wahrscheinlichkeit als Erkennungssequenz far SUMO-Ligasen auf.
Interessanterweise befand sich die potentielle Sumoylierungsstelle innerhalb des
konservierten WXXXE-Motives der Proteinfamilie Map-homologer Toxine. Das Map-

Toxin weist in dieser Proteinfamilie eine Sonderstellung auf, da es als einziges
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Mitglied eine mitochondriale Prasequenz besitzt. Aulerdem weisen die WXXXE-
Motive der Ubrigen Mitglieder der konservierten Proteinfamilie keine interne
Sumoylierungssequenz auf. Dies lasst vermuten, dass die Sumoylierungssequenz
innerhalb des WXXXE-Motives spezifisch fur die Funktion des Map-Toxins in
Mitochondrien entwickelt worden ist. Tatsachlich deuten vorlaufige experimentelle
Daten darauf hin, dass die cytosolische Toxizitat des Map-Toxins nicht beeintrachtigt
wird, wenn das fur die SUMO-Modifikation zustandige Lysin-76 durch die ebenfalls
positiv geladene Aminosaure Arginin ausgetauscht wird. Stattdessen konnte aber in
ersten Experimenten festgestellt werden, dass die Map-induzierte Teilung der
Mitochondrien unterbunden ist, wenn das fur die Sumoylierung notwendige Lysin-76
in eine andere Aminosaure umgewandelt wird. Map, welches nicht mehr sumoyliert
werden kann, akkumuliert aber dennoch an distinkten Punkten innerhalb des
mitochondrialen Netzwerks.

Die Sumoylierung des Map-Toxins ist offensichtlich relevant fur die Funktion des
Map-Toxins an Mitochondrien, nicht aber fir dessen intermitochondrialer
Lokalisation. Dies scheint auch fur das WXXXE-Motiv zu gelten. Denn der Austausch
der Aminosaure Tryptophan-74 durch die neutrale Aminosaure Alanin, hatte flr das
Map-Toxin ebenfalls den Verlust der Mitochondrien-fragmentierenden Fahigkeit und
die mitochondriale Lokalisation an bestimmten Foci zur Folge. Auffalligerweise
konnte fur das Sauger-Homolog des Hefe-Proteins Dnm1, Drp1, ebenfalls gezeigt
werden, dass das Protein fur eine effektive Fragmentierung der Mitochondrien zuvor
sumoyliert werden muss (Harder, 2004). Die duale Relevanz des WXXXE-Motives an
Mitochondrien und Cytosol, lasst ein allgemeines Funktionsprinzip des Map-Toxins
an beiden Kompartimenten vermuten. Alternativ kann es sich beim WXXXE-Motiv um
ein aullerst wichtiges, struktur-determinierendes Motiv handeln. Das Ausbleiben der
Map-induzierten Fragmentierung der Mitochondrien, hervorgerufen durch den
Austausch der Aminosaure Tryptophan-74 oder Lysin-76 des WXXXE- bzw. SUMO-
Motives, ware in diesem Fall indirekt durch Fehlfaltung des Map-Toxins in eine nicht-
funktionelle Form ausgelost.

In zuklUnftigen Experimenten wird es notwendig sein, eine eventuell stattfindende
Sumoylierung des Map-Toxins nachzuweisen und die damit verbundenen
funktionellen Aspekte aufzuklaren. Von besonderer Bedeutung werden Unter-
suchungen zur Rolle des WXXXE-Motives fur die vollstandige Aufklarung der

subzellularen Funktionen des Map-Toxins sein.
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5. Zusammenfassung / Summary

Mitochondrien nehmen im Zuge ihrer Biogenese standig kernkodierte Proteine aus
dem Cytosol auf. Der Proteinimport wird in der mitochondrialen AuRenmembran von
TOM-Proteinen, in der Innenmembran von TIM-Proteinen vermittelt. Mitunter
gelangen auch toxische Proteine in die Mitochondrien, die von pathogenen Bakterien
an die infizierten Gewebe abgegeben werden. Die vorliegende Dissertation liefert
neue Erkenntnisse zur Rolle charakteristischer Sequenzmotive, die sich in
endogenen und toxischen mitochondrialen Proteinen nachweisen lassen.

In einem umfangreichen Projekt wurde die Bedeutung von Sequenzmotiven
mitochondrialer Metabolit-Translokatoren in deren Biogenese und Funktion naher
untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die positiv geladene N-terminale
Prasequenz des Citrat-Translokators aus Rattus norvegicus nicht an der
mitochondrialen Zielerkennung beteiligt ist sondern als internes Chaperon dient. Ein
in allen Metabolit-Translokatoren konserviertes Sequenzmotiv, PX(D/E)XX(R/K), die
Carrier Signature, stellt ebenfalls kein mitochondriales Zielerkennungssignal dar, wie
anhand des Dicarboxylat-Translokators aus Saccharomyces cerevisiae nachge-
wiesen werden konnte. Auch die Translokation Uber die AulRenmembran, sowie die
Insertion in die Innenmembran und die nachfolgende Dimerisierung des Dicarboxylat-
Translokators ist von der Carrier Signature weitgehend unabhangig. Stattdessen
wurde entdeckt, dass die Carrier Signature primar fur die Funktion der Metabolit-
Translokatoren in der Innenmembran der Mitochondrien notwendig ist.

In einem weiteren Projekt wurde fur das Map-Toxin enteropathogener Escherichia
coli — Stamme (EPEC) gezeigt, dass es unter Vermittlung seiner typischen N-
terminalen Prasequenz unter Beteiligung der TOM- und TIM-Komplexe in die Matrix
der Mitochondrien dirigiert wird. Das Map-Toxin I6st dann unabhangig von der
endogenen mitochondrialen Teilungsmaschinerie eine Fragmentierung des
mitochondrialen Netzwerks und den Verlust des Membranpotentials aus. Weiterhin
konnte nachgewiesen werden, dass ein internes konserviertes WXXXE
Sequenzmotiv fur die Zytotoxizitdt des Map-Toxins im Cytosol und fur die Spaltung
der Mitochondrien essentiell ist. Vermutlich dient ein Lysinrest innerhalb der WXXXE-
Sequenz als Sumoylierungsstelle.

Die Untersuchungen zeigen, dass Mechanismen des intrazellularen Proteintransports
nicht nur bei der Biogenese der Mitochondrien, sondern auch bei pathologischen

Prozessen eine wichtige Rolle spielen kdnnen.
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In the course of their biogenesis, mitochondria take up nuclear encoded proteins from
the cytosol continuously. Protein import at the mitochondrial outer membrane is
mediated by TOM proteins and by TIM proteins at the inner membrane, respectively.
Now and then, toxical proteins released by pathogenic bacteria to infected tissue can
also reach mitochondria. The present dissertation provides new findings on the role
of characteristical sequence motifs that can be identified in endogenous and toxical
mitochondrial proteins.

In an extensive project the importance of sequence motifs from mitochondrial
metabolite carrier proteins in their biogenesis and function was investigated in more
detail. It could be shown, that the positively charged presequence of the citrate
carrier from Rattus norvegicus is not involved in mitochondrial targeting but rather
serves as an internal chaperone. A conserved sequence motif, PX(D/E)XX(R/K), the
Carrier Signature, which can be found in all mitochondrial carrier proteins, does also
not represent a mitochondrial targeting signal, as could be proven by using the
dicarboxylate carrier from Saccharomyces cerevisiae as a model protein. Even the
translocation across the outer membrane, the insertion into the inner membrane and
the following dimerization of the dicarboxylate carrier are processes occuring
independently of the Carrier Signature. Instead, it was discovered, that the Carrier
Signature is primarily necessary for the function of metabolite carrier proteins in the
inner membrane.

In another project it could be shown for the Map toxin from enteropathogenic
Escherichia coli strains (EPEC), that it is directed to the mitochondrial matrix,
mediated by its typical N-terminal presequence and by the TOM and TIM complexes,
respectively. The Map toxin leads then to the fragmentation of the mitochondrial
network independent of the mitochondrial fission machinery and to the loss of the
mitochondrial membrane potential. Moreover, it could be proven, that an internal
conserved sequence motif, WXXXE, is essential for cytotoxicity of the Map toxin in
the cytosol and for fission of mitochondria. A lysine residue within the WXXXE
sequence serves probably as a locus of sumoylation.

The investigations show, that mechanisms of intracellular protein transport are not
only important for the biogenesis of mitochondria, but can also be relevant for

pathological processes.
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APS Ammoniumpersulfat

AS Aminosaure

ATP Adenosintriphosphat

BN Blue Native

bp Basenpaare

BSA Rinderserumalbumin

bzw. beziehungsweise
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CiC Citrat-Translokator

CLSM confocal laser scanning microscopy
CS Carrier Signature

DHFR Dihydrofolatreduktase

DIC Dicarboxylat-Translokator
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure
dNTP Desoxynukleotidtriphosphat
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ECL enhanced chemiluminescence
EDTA Ethylendiamintetraacetat
EGTA Ethylenglykoltetraacetat

EM EDTA MOPS
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et al.
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MPP
NADH
NaOH
oD
PAGE
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PBS
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PMSF

Ponceau S

enteropathogene Eschericia coli

und andere

forward

green fluorescent protein

Gesellschaft mit beschrankter Haftung
Glutathion-S-Transferase

Salzsaure

Immunoglobulin G

Intermembranraum
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid
Kilobasen

Kilodalton

Luria-Bertani

locus of enterocyte effacement
mitochondria-associated protein
Maleimidobenzoyl-N-hydroxysulfonsuccinimidester
mitochondrial carrier family

multiple cloning site
Morpholinopropansulfonsaure
Magermilchpulver

matrix-processing peptidase
Nikotinamiddinukleotid

Natronlauge

optische Dichte
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
presequence translocase-associated motor
phosphate-buffered saline
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Pyrococcus furiosus

negativ dekadischer Logarithmus der H*-Konzentration
Proteinase K
Phenylmethansulfonsaurefluorid
3-Hydroxy-4-(2-sulfo-4(4-sulphophylazo)2-7-naphtalin-

disulfonsaure



rev reverse

rpm Umdrehungen pro Minute

RT Raumtemperatur

S. cerevisiae Saccharomyces cerevisiae

SAM sorting and assembly machinery

SDS Natriumdodecylsulfat

SEM Saccharose EDTA MOPS

SM/-ura synthetisches Minimalmedium ohne Uracil

SUMO small ubiquitin-related modifier

SW Schwellen

TBE Tris Borat EDTA

TBS Tris-buffered saline

TCA Trichloressigsaure

TEMED Tetramethyl-1,4-phenylendiamin

TIM translocase of the inner membrane

TOB topogenesis of mitochondrial outer membrane beta-
barrel proteins

TOM translocase of the outer membrane

Tris N,N,N-Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

U enzymatische Einheit

U.N. uber Nacht

u.U. unter Umstanden

uv Ultra-Violett

viv Volumen pro Volumen

Val Valinomycin

VS. versus

w/v Gewicht pro Volumen

WT Wildtyp

YNB yeast nitrogen base

YPD Hefeextrakt Pepton Glukose

YPG Hefeextrakt Pepton Glycerol

z.B. zum Beispiel
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