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Untersuchungen zur /r vivo und irn vitro Expression des Membranproteins

Bacteriorhodopsin in Mitochondrien

Die Licht-getriebene Protonenpumpe Bacteriorhodopsin (BR) aus Halobacterium salinarum
mit der mitochondrialen Signalsequenz der Untereinheit 9 der ATPase aus Newrospora crassa
und Teilstiicke von BR mit der mitochondrialen Signalsequenz der Untereinheit IV der
Cytochrom-c-Oxidase aus Saccharomyces cerevisiae waurden im Cytoplasma von
Schizosaccharomyces pombe exprimiert. Nur ein Teil des BR wurde ins Zielkompartiment,
die Mitochondrien, importiert. In Experimenten zum Import der BR-Konstrukte in isolierte
Mitochondrien von Saccharomyces cerevisiae und Schizosaccharomyces pombe konnte kein
Import von BR oder BR-Teilstticken nachgewiesen werden. Zur Expression von BR direkt in
den Mitochondrien wurde ein neues, dem genetischen Code der Mitochondrien von
Saccharomyces cerevisiae angepalites BR-Gen (mtbos) tiber biolistische Transformation in
die Mitochondrien von Saccharomyces cerevisiae gebracht und iiber homologe Rekombi-
nation anstelle des Gens fiir die Untereinheit II[ der Cytochrom-c-Oxidase in eine vollstindige
mitochondriale DNA integriert. Die Transkription dieses Gens in der mitochondrialen Matrix
konnte nachgewiesen werden, jedoch kein Translationsprodukt. Diese Arbeit hat gezeigt, daf
zum Import stark hydrophober Proteine in Mitochondrien noch entscheidende Fragen offen
sind. Mit BR ist erstmals die Transkription eines Fremdgens kodierend fiir ein Membran-
protein in Hefemitochondrien gelungen,

Experiments for the in vivo and in vitro expression of the membrane protein

bacteriorhodopsin in mitochondria

The light-driven proton pump bacteriorhodopsin (bR) from Halobacterium salinarum was
fused to the mitochondrial signal sequence of Neurospora crassa’s ATPase subunit 9 and
parts of bR were fused to the mitochondrial signal sequence of the subunit IV of the
cytochrome-c-oxidase of Saccharomyces cerevisine. During expression of these gene-
constructs in the cytoplasm of Schizosaccharomyces pombe only a small fraction of the fusion
protein was imported into the mitochondria. The same constructs were tested for import into
isolated mitochondria from Saccharomyces cerevisiae and Schizosaccharomyces pombe. This
in vitro assay gave no evidence for an import of these proteins into the mitochondria. For the
expression of bR in the mitochondrial matrix of Saccharomyces cerevisiae a gene for bR was
adapted to the genetic code of these mitochondria. The gene was brought into the
mitochondria via biolistic transformation and integrated into a complete mitochondrial DNA
at the gene location for the subunit III of the cytochrome-c-oxidase, using homologous
recombination. The transcription of the gene for bR in the mitochondrial matrix has been
shown, but no translation product was detected. In summary, these experiments demonstrate
that important problems about the import of very hydrophobic proteins into mitochondria are
still unsolved. Transcription of bR in the matrix of yeast mitochondria is the first
demonstrated transcription of a heterologous gene encoding a membrane protein in
mitochondria.
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EINLEITUNG 1

1 EINLEITUNG

In allen drei Doménen des Lebens, Eukaryonten, Eubakterien und Archaea, existieren Mechanismen
zur Epergiegewinnung durch Nuizung des Sonnenlichts. In den chlorophyllhaltigen Pigmenten der
phototraphen Eukaryonten und Eubakterien erfolgt nach Lichtanregung eine Ladungstrennung im
Chromophor, Die dabei freigesetzten Elektronen durchlaufen ein komplexes Redoxsystem. Dieser
Elektronenfluld erzeugt einen transmembranen Protonengradienten, der zum Antrieb der Synthese
von Adenosintriphosphat (ATP), dem universellen Ubertrdger chemischer Energie in der Zelle, genutzt
wird (STRYER, 1991). In der Gruppe der Archaebakterien, bei Halobacterium salinarum, wird die
Lichtenergie durch die Protonenpumpe Bacteriorhodopsin in einen Protonengradienten umgewandelt.
Chemotrophe Organismen gewinnen freie Energie durch die Oxidation von Néhrstoffen. Die
freigesetzten Elektronen durchlaufen wie bei der Photosynthese ein komplexes Redoxsystem. Auch
hier wird ein transmembraner Protonengradient zum Antrieb der ATP-Synthese erzeugt. In
Eukaryonten findet dieser Prozef, der als Atmung bezeichnet wird, in den Mitochondrien statt.

1.1 Das Mitochondrium

Die Grie von Mitochondrien variiert von 0,3-1,0 um Breite und 1 pm L&nge. In sich tellenden
Hefezellen kann ihre Lange bis zu 10 pym betragen. Sie sind keine starren Gebilde, vielmehr
verdndern sich Form und Lage stindig (BEREITER-HAHN, 1990). |hr eiférmiges Erscheinungsbild,
wie man es aus elektronenmikroskopischen Aufnahmen von Ultradinnschnitten der Zelle kennt,
tauscht. In Hefezellen durchzieht die mitochondriale Struktur gleich einem Netzwerk die gesamte Zelle
(LISOWSKY, MICHAELILS, 1986).

Mitochondrien sind aus zwei Membranen saufgebaut. Die lnnenmembran umschiiel(t den
Matrixraum, Zwischen innenmembran und Auenmembran befindet sich der Intermembranraum.

Der Matrixraum ist der Ort zahlreicher Stoffwechselreaklionen, wie der Aminoséure-
Biosynthese, des Citronenséurezyklus und der Oxidation der Fettsduren. Er enth&@lt auch das
mitochondriale Genom und ist der Ort der mitochondrialen Proteinbiosynthese. Die Innenmembran
bitdet zur Vergréferung der Oberflédche zahlreiche Einstllpungen in den Matrixraum. In ihr befinden
sich die Komplexe der Atmungskette und die mitochondriale ATPase, sowie =zahireiche
Transportproteine. Innen- und Aufenmembran sind an Membrankontaktstellen, die vermutlich die
Orte der Translokation von Proteinen in das Mitochondrium sind, angen&hert (GLICK, SCHATZ,
1991). Die AuRenmembran ist fiir Molekiile mit einem Molekulargewicht unter 5 kD aufgrund ihres
Poringehalts frei passierbar, Weiterhin enthéit sie spezielle Transporiproteine und einige Enzyme des
Lipidstoffwechsels,
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1.1.1 Die Genexpression in Mitochondrien von Saccharomyces cerevisiae

Zur Untersuchung der mitochondrialen Genetik eignet sich die Hefe Saccharomyces cerevisiae (S.
cerevisiag) besonders gut. Wohingegen in fast allen anderen hdheren Organismen Mutationen im
mitochondrialen Genom zum Zelltod fUhren, ist S. cerevisiae auch nach vollstdndigem Verlust
mitochondrialer DNA noch lebensféhig. Dies ist in der Befahigung dieser Hefe zur Fermentation
begriindet. _

Insgesamt enthaiten Mitochondrien etwa 700 verschiedene Proteine, von denen die meisten
nukledr codiert sind (HARTL, NEUPERT, 1990). Nur siehen Komponenten der Atmungskette und flir
die mitochondriale Genexpression essentielle Faktoren sind auf der mitochondrialen DNA codiert.

Die mitochondriale DNA aus S. cerevisiae liegt zirkuldr in 50 Kopien pro haploider Zelle vor und
hat je nach Stamm eine GroRe von 75 bis 80 kb. Sie codiert sieben Proteinkomponenten der
Atmungskettenenzyme: die Cytochrom-c-Oxidase Untereinheiten |, Il und |li, das Apocytochrom b und
die Untereinheiten 6, 8 und 9 des Fy-Teills der mitochondrialen ATPase. Bei diesen Proteinen handeit
es slch um sehr hydrophobe Proteine (MC MULLIN, FOX, 1993). Au3erdem codiert sie noch fliir eine
Reihe von Proteinen und RNA-Molekiilen, die fiir die mitochondriale Genexpression bendtigt werden

(Abb. 1).

Abb. 1: Genkarte der mitochondrialen DNA von 8. cerevisiae. Die Pfeile markieren die Initiations-
stellen der Transkription - die Promotoren.
COl, COIll, COlil: die drei groiten Untereinheiten der Cytochrom-c-Oxidase; Cytb:
Apocytochrom b; ATPase 6, 8, 9: die drei enisprechenden Untereinheiten der
mitochondrialen ATPase; Var 1: ein Polypeptid, das mit der kieinen ribosomalen Untereinheit
der Mitochondrien assoziiert ist; RF1 und RF2: offene Leseraster, deren Genprodukte noch
unhekannt sind; tsl: {RNA-Synthese Locus; rep 1,2,3: Replikationsstartstellen; schwarze
Punkte stellen die tRNA-Gene dar. (LISOWSKY, MICHAELIS, 1986)
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Viele Daten Uber die mitochondriale Genexpression wurden erst zugénglich, nachdem es maglich war,
Uber Transformation von Mitochondrien gezielte Eingriffe in das mitochondriale Genom vorzunehmen.,

Bei der nachfolgenden Beschreibung der mitochondrialen Genexpression in S, cerevisiae sind
nur einige Punkte angesprochen. Genauere Beschreibungen findet man bei COSTANZO, FOX (1990)
und DIECKMANN, STAPLES (1994).

Die mitochondriale Transkription in §. cerevisiae verlduft in zwdlf Transkriptionseinheiten
{(DIECKMANN, STAPLES, 1994). Aus den Primartranskripten werden durch Prozessierungsereighisse
die reifen RNA-Molekille, wobei am 5-Ende der mRNA-Moleklle ein einige 100 bp-langer
untranslatierter Bereich resultiert.

Die Regulation der Transkription erfolgt Ober &uRere Einfliife. Der Gehalt der meisten
mitochondrialen mRNAs ist unter Glukose dereprimierten Bedingungen drei- bis viermal héher als
unter Giukose reprimierten Bedingungen. Dabei wird die Menge der einzelnen RNAs unabhéngig
voneinander geregelt. So bleibt der Gehalt an COXIE mRNA im Verhéitnis zur gesamten RNA-Menge
bei unterschiedlichen Glukosemengen gleich. Der Einflull von Sauerstoff auf die Transkription ist noch
wenig untersucht. Es wurde aber festgestellt, dal die Menge der COXIIl mRNA in anaerob
wachsenden Zellen um den Faktor 2-3 reduziert ist.

Bei der Translation bilden nukle&r kedierte Translationsfaktoren mit dem 5-untranslatierten
Bereich der mRNA-Molekiile sinen Kompiex, der sowoh| mit den mitochondrialen Ribosomen als auch
mit der mitochondrialen Innenmembran assoziiert ist. Die Assoziation des Translationskomplexes mit
der inneren Mitochondrienmembran soll eine Rolle bei der korrekten Lokalisation und Orientierung der
Proteine in der inneren Mitochondrienmembran spielen (personliche Kommunikation mit T.D. Fox und
M.C. Costanzo).

Ebenso wie die Transkription wird auch die Translation tber Umgebungsfaktoren wie
Sauerstoffgehalt des Mediums und die Art der Kohienstoffquelle reguliert. Dabei spielen nukledr
codierte Translationsfaktoren eine entscheidende Rolle. So wird die Transiation der coxIll mRNA (iber
die Menge von Pet494 reguliert. Die Expression dieses Translationsfaktors ist unter anaeroben
Wachstumsbedingungen und in Medium mit Galaktose, Glycerin oder Ethanol erhéht (BROWN et al,,
1994; COSTANZO, FOX, 1990).

1.1.2 Der Import von Proteinen in Mitochondrien

Die nicht vom mitochondrialen Genom codierten mitochondrialen Proteine sind nukleér codiert. Sie
werden als Vorlauferproteine mit Signalsequenzen im Cytoplasma der Zelle synthetisiert und
posttranslational in die Mitochondrien importiert. Es wird allerdings auch ein cotranslationaler import
diskutiert, weil an Mitochondrien assoziierte Ribosomen gefunden wurden (KELLEMS et al., 1875). In
ihrer neueren Arbeit von 1995 diskutieren HONLINGER et al., dalt keine laufende Proteinsynthese
zum Proteinimport in Mitochondrien nétig ist, ohne jedoch die Méglichkeit des cotranslationalen
Imports auszuschiieen. '

Die Préproteine werden von zwei Multienzymkomplexen in der Auflenmembran (TOM-Proteine)
und der Innenmembran (TIM-Proteine) erkannt, durch die Membranen fransportiert und in die
einzelnen mitochondrialen Kompartimente dirigiert. An diesem Prozelt sind cytosolische und
mitochondriale Chaperone und Chaperonine, die Fehlfaltungen der Proteine verhindern, beteiligt.
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Abbildung 2 zeigt ein Bild der mitochondrialen import-Maschinerie, hei dem die 1996 von PFANNER
et al. eingefiihrte einheitliche Nomenklatur beriicksichtigt ist.

Members of the

AAC family,

ADHII and few Praproteins with

other presequence.

preproleins OM-protains,
CCHL

Cylosol

Outer
membrane

Inter-

membrane

inner
membrang

Matrix

Processing

¥ MDJ, MGE
Folding Hsp6l/Hsp10

Abb. 2: Die mitochondriale Imporimaschinerie (BAUER, NEUPERT, 1996)
Es ist der typische Imporiweg eines Préprofeins in die Matrix gezeigt. Abkilrzungen: cpn =
Chaperonin, CyP = Cyclophilin, ¢t = cytoplasmatisch, hsp = Hizeschock-Protein, MDJ =
mitochondriales Dnad, MGE = mitochondriales GrpE, MPP = mitochondriale Prozessierungs-
Peptidase, MSF = mitochondrialer Import-Stimulations-Faktor, mt = mitochondrial, OM =
auBere mitochondriale Membran, Tim = Protein der mitochondrialen Innenmembran, Tom =
Protein der mitochondrialen Aufenmembran

Die Proteine der &ufleren mitochondrialen Membran werden im Cytosol ohne Signalsequenz
synthetisiert. Alle anderen Protelne bis auf wenige Ausnahmen (Cytochrom ¢, ADP/ATP-Translokator)
fragen Signalsequenzen. Diese bis zu 70 Aminosduren langen N-terminalen Sequenzen werden in ein
oder zwei proteclytischen Schritten Im Mitochondrium abgespalten. Sie bilden eine o-Helix mit
amphiphilem Charakter (ROISE, SCHATZ, 1988). Dieses Sekundéarstrukturmotiv scheint das alleinige
Importsignal darzustelien. Fremdproteine mit fusionierten Présequenzen mitochondrialer Proteine
werden in Mitochondrien importiert, wenn die Présequenz oberfiéchenexponiert ist (HURT, VAN
LOON, 1986; HURT et al., 1984; PFANNER et al,, 1987; DOUGLAS et al., 1984).
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Da die Vorlauferproteine posttranslational importiert werden und in ihrer nativen Konformation
die mitochondrialen Membranen nicht passieren konnen (EILERS et al., 1988), muf ihre vorzeitige
Faltung im Cytoso! verhindert werden. Diese Aufgabe wird zum einen von cytosolischen Chaperonen
(z. B. Hsp70) und zum anderen von Présequenz-bindenden Faktoren (z. B. PBF oder MSF) erfiilit
(MURAKAMI, MORI, 1990; MURAKAMI et al.; 1988, HACHIYA et al.; 1994).

Die Erkennung der Vorstufenproteine und ihre Translokation Gber die Auflenmembran
geschieht tiber die Translokase der dufleren mitochondrialen Membran, den Tom-Komplex. Er setzt
sich nach derzeitigem Kenntnisstand aus 10 verschiedenen Proteinen zusammen. Der
Rezeptorbereich besteht aus vier Proteinen (Tom70, Tom37, Tom22 und Tom20), wobei Tom22 und
Tom20 an der Bindung der N-terminalen Prasequenz beteiligt sind. Die spezifische Erkennung erfolgt
vermutiich Uber eine elektrostatische Wechselwirkung zwischen der negativ getadenen cytosolischen
Doméne von Tom22 und den positiven Ladungen der Prasequenz (LILL, NEUPERT, 1995 und 1996).

Nach Bindung an die Rezeptoren werden die Vorstufenproteine in die generelle Insertiocnspore
(GIP) weitergeleitet. Die vorzeitige Faltung der Vorstufenproteine wird durch die Bindung wvon
Chaperonen und MSF verhindert. Zum L&sen der Bindung zwischen Chaperonen, MSF und
entfaltetern Vorlduferprotein wird Energie in Form von ATP benétigt. Erst dann kann das ungefalitete
Vorstufenprotein mit Hilfe von Tom20 und Tom22 in die GIP geleitet werden. Unspezifische Wechsel-
wirkungen zwischen den Wanden der GIP und der Prasequenz kénnten diesen Schritt energetisch
favorisieren. Im letzten Schritt durch die duBere Mitochondrienmembran assoziiert die Prasequenz mit
einer dem Intermembranraum zugewandten Bindestelle des Tom-Komplex (LILL, NEUPERT, 1996).

Vorstufenproteine konnten wahrend des Imports als Intermediate erfaltt werden. In dieser Stufe
iberspannen sie sowohl die innere als auch die &uRere Membran. Daraus wurde auf das
Vorhandensein ven transienten Translokations-Kontakistellen geschlossen. An digsen Stsllen treten
die beiden mitochondrialen Membranen in engeren Kontakt, so daff Tom- und Tim-Komplex sich
gegentiber stehen (PFANNER et al., 1994). Wie der Ubergang der Vorstufenproteine zwischen Tim-
und Tom-Komplex verlduft, ist bisher noch unbekannt (LILL, NEUPERT, 1995; MILLAR, SHORE,
1997).

Der Import Gher die Innenmembran wird durch das elektrische Membranpotential AW
angetrieben. Vom Importkomplex der inneren Membran sind bisher nur die beiden Membranproteine
Tim17 und Tim23 und das periphere, der Matrix zugewandte Protein Tim44 identifiziert worden
(PFANNER et al., 1994). Uber Bindung an Tim44 gelangt das Vorlauferprotein in den Matrixraum, wo
es von mitochondrialem {mt) Hsp70 gebunden wird. Dadurch wird das Vorl&uferprotein vor frithzeitiger
Faltung bewahrt. Eine zus#tzliche Funktion wird mtHsp70 bel der weiteren Translokation des
Vorlduferproteins zugeschrieben (LILL, NEUPERT, 1995).

Schon waéhrend des Imports wird die Présequenz durch die matrixstandige Prozessierungs-
peptidase MPP abgespalten. Zur Abldsung des Proteins von Hsp70 werden die Komponenten MDJ
und MGE benétigt. Matrixproteine erhalten dann ihre korrekte Faltung mit Hilffe von Hsp60 und
Hsp10, den mitochondrialen GroEL/GroES-Homologen (1.1.3).

Vorlaufer von Proteinen des Intermembranraums oder der Innenmembran enthalten eine
zweiteilige N-terminale Signalsequenz. Laut dem Modell der  konservativen Sortierung® wird beim
Transport des Vorléufers in die Matrix der erste Tell der Signalsequenz abgespalten. Der zweite Teil
dient als Exportsignal fir den Transport in die innere Membran oder den Intermembranraum.
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Alternativ wird das ,Stop-Transfer-Modell” diskutiert, bei dem der zweite Teil der Prasequenz als Stop-
Signal der weiteren Translokation genutzt wird, Er wird von Proteasen des intermembranraums
abgespalten (GLICK et al., 1992; LILL, NEUPERT, 1995).

Den cben beschriebenen Importweg beschreiten nicht alle Proteine. Einige Proteine benutzen
alternative Wege, um an ihren Bestimmungsort im Mitochendrium zu gelangen. Beispiele daflir sind
der ADP/ATP-Translokator {PFANNER, NEUPERT, 1987} oder Cytochrom ¢ (NICHOLSON et al,,
1987).

Bei der korrekten Faltung der Proteine und bei der Assemblierung der importierten Proteine mit
den mitochondrial codierten Proteinen zu den Komplexen der Atmungskette sind Chaperone beteiligt.

1.1.3 Chaperone

Die Faltung vieler neu synthetisierter Proteine in allen Zellen und Zellkompartimenten h#ngt von
einem Set konservierter Proteine, den sogenannten Chaperonen, ab, Sie verhindern die Fehlfaltung
von Proteinen unter normalen und StreR-Bedingungen. Durch Bindung an anderer Proteine
stabilisieren Chaperone diese in einem Zustand, in dem sie ansonsten unstabil wéren. Durch
kontroliertes Binden und Ablésen fordern Chaperone in vive nicht nur die korrekte Faltung eines
Polypeptids, sondern auch die Assemblierung von Profeinkomplexen, den Transport in ein zellul&res
Subkompartiment und présentieren faisch gefaitete Proteine der zelluldren Abbaumaschinerie
(HARTL, 1996).

Die meisten Erkenntnisse stammen aus Untersuchungen der Chaperone aus Escherichia coli
(E. coff}. Die wichtigsten Klassen der Chaperone aus E. colf sind das DnaK-System (Hsp70 in E. coli)
und das GroEL-System.

Das Hsp70-Chaperon System:

Die Bezeichnung Hsp, ,heat shock protein”, stammt von der Beobachtung, daf} ¢inige dieser Proteine
Hitze-induzierbar sind. Die Assoziation mit Proteinen unter Normalbedingungen zeigt, daf
Hsp70-Chaperone auch dann eine Rolle bei der Faltung neu synthetisierter Polypeptide spielen
(HARTL, 1996).

Bei Hsp70-Chaperonen handelt sich um hoch Kkonservierte ATPasen mit einem relativen
Motekulargewicht von etwa 70 kD. Vertreter dieser Klasse sind sowohl in prokaryotischen als auch
eukaryotischen Zellen zu finden. lhre Funktion ist die Bindung und die Freigabe hydrophober
Abschnitte ungefalteter Polypeptide in einem ATP-hydrolysierenden Reakiionszyklus. Sie sind auch
an Translokationsprozessen von Polypeptiden durch Membranen beteiligt (vergleiche Kapitel 1.1.2
zum Transport Uber die mitochondrialen Membranen). Beim Binden und Lésen von Proteinen sind
weitere Helferproteine, zum Beispiel die Co-Chaperone Dnad oder Hsp40, betelligt.

Der Hsp70 Reaktionszykius ist am besten untersucht fiir das System aus dem Hsp70-Chaperon
DnaK und seinen Co-Chaperonen DnaJ und GrpE aus E. cofi (Abb. 3). Das Chaperon DnaJ interagiert
mit der ungefalteten Polypeptidkette und leitet diese zu DnaK, das ATP gebunden hat. DnaJ
interagiert mit dem Komplex aus DnaK, ATP und dem Polypeptid. DnaK hydrolysiert ATP, wobei der
gesamte Komplex stabilisiert wird. Nach Bindung von GrpE dissoziiert der Komplex aus DnaK, ADP,
DnaJ und Substrat-Polypeptid. Neues ATP wird an DnaK gebunden, das somit fir einen neuen Zykius
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zur Verfligung steht. Das Polypeptid wird je nach Zustand erneut in einen Zyklus aus Bindung und
Freigabe von DnaK gefiihri, faltet sich spontan oder wird an ein anderes Chaperonsystem wie zum

Beispie! die Chaperonine weitergegeben.

Abb. 3: Modell des Hsp70 Reaktionszykius am Belspiel von Dnak/DnaJ/GroE (HARTL et al., 1994).
N = Polypeptid mit nativer Faltung

Das Chaperonin-System:

Chaperonine haben eine essentielle Funktion bef der ATP-abhangigen Faltung von Proteinen. Es gibt
zwel Untergruppen von Chaperaninen; die Mitglieder der GroEL-artigen Chaperone (Hsp60) und der
TRIC-Familie {TCP-1 Ring Komplex). Die GroElL-artigen Chaperonine kommen in Eubakterien,
Mitochondrien und Chloroplasten vor, Sie bestehen aus zwei gestapelten Ringen, die ihrerseits aus
sigben Untereinheiten aufgebaut sind. Sie kooperieren mit GroES in E. coll. GroES besteht aus einem
einzelnen heptameren Ring aus etwa 10 kD Untereinhelten. TRIiC Chaperonine kommen in
Archaebakterien und im eukaryotischen Cytoscl vor. Sie sind aus Doppelringen aus 8 oder 9
Untereinheiten aufgebaut und scheinen von einem GroES &hnlichen Faktor unabhéngig zu sein.
Funktionsuntersuchungen  wurden  Uberwiegend an  GroEL/GroES  durchgefthrt. Die
Strukturéhnlichkeit von TRIC zu GroEL/GroES legt &hnliche Reaktionsschemata fiir TRIC nahe.

Gemdl réntgenkristallographischer Daten ist GroEL ein zylindrischer Komplex mit einem
Zentralen Hohlraum, der Proteine von 15 bis 60 kD Grofte aufnehmen kann. GroES sitzt gleich einer
Kappe auf der Offnung von GroEL (BRAIG et al., 1994; BOISVERT et al., 1996; LORIMER, TODD,
1996; MAYHEW, HARTL, 1996).

Der Ausgangsstatus zur Polypeptidbindung ist der asymmetrische Komplex aus GroEL, GroES
und ADP. Das Polypeptid und ATP werden im GroES-freien Ring (ber hydrophobe Interaktionen
gebunden. Die Hydrolyse des ATP bewirkt die Dissoziation von GroES und ADP vom
Substratpolypeptid-freien GroEL-Ring. Die erneute Bindung von GroES und ATP am mit dem
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Substratpolypeptid besetzten Ring erlaubt die Faitung des Polypeptids. ATP-Hydrolyse 6ffnet den
GroEL/GroES-Kafig. Jetzt verlassen gefaltete Proteine GroEL, wihrend ungefaltete Proteine erneut
gebunden werden {Abb. 4).

Abb, 4: Schematischer Uberblick tiber den GroEL/GroES-Reaktionszyklus (MAYHEW et al., 1996}

Zellulére Protein-Faltungs-Wege;

FRYDMAN und HARTL (1996} konnten zeigen, dal chemisch denaturierte Polypeptide und neu
synthetisierte Polypeptide unterschiedlich mit Chaperonen interagieren. Wohingegen chemisch
denaturierte Polypeptide aus dem Chaperonin immer wieder in die Umgebungsitsung abgegeben
werden und dort falten, werden neu synthetisierte Polypeptide erst aus Chaperonkomplexen
entlassen, wenn sie ihre korrekte Faltung erlangt haben. Oligomere Enzyme und Polypeptide sollen
zwischen verschiedenen Chaperonsystemen und dem Cytosol kreisen und dabei zum aktiven
Komplex assemblieren.

ELLIS und HARTL (1996) Kalkulieren, daf} die Zahl der in einer Zelle von E. coli vorhandenen
GroEL-Molekille ausreicht, um die Faltung von 30 % der lGslichen Proteine zu unterstiitzen. Dabei
diskutieren sie jedoch auch, dal fir die Faltung aller Proteine in der Zelle Chaperone nétig sind, weil
die hohe Proteindichte in der Zelle zwangsldufig zu Aggregationen fihren miitte. LORIMER (1996)
kommt rechnerisch auf etwa dieselben Zahlen wie ELLIS und HARTL. Er schiieft jedoch aus dem
Mangel an GroEL in der Zells, dal unter StreR-freien Bedingungen 95 % alier Proteine unabhéngig
von Chaperonen faiten.

Wechselwirkungen von Chaperonen mit Membranproteinen sind bislang wenig untersucht.
HIGH und LAIRD (1997) fassen zusammen, daf eine Reihe von Chaperonen des endoplasmatischen
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Retikulums mit lumenalen Teilen von Membranproteinen interagleren. Es gibt aber auch erste
Hinweise auf sehr spezifische Chaperone fiir die Faltung einzelner Membranproteine und fiir den
Zusammenbau von einzelnen Membranprofeinkomplexen (personliche Kommunikation mit H.
Pilcken, Heinrich-Heine-Universitat, Disselorf).

1.2 Halobacterium salinarum und Bacteriorhodopsin

Dle zur Gruppe der Archaebakterien gehérigen Arten der Gattung Halobacterium haben sich an ein
Leben in hochkonzentrierten Salzlésungen, wie sie in Salzseen heiller Regionen auftreten, angepaft.
Sie wachsen in 3,5 bis 5,0 M NaCl-Lésung optimal. Dies wird dadurch ermdéglicht, dai die Kalium-
Konzentration im Zetlinneren ebenso hoch ist wie die Natrium-Konzentration des Mediums.

Die stabchenférmigen, beweglichen Zellen von H. salinarum (friher H. halobium) sind zum
Schutz vor der extremen Sonnenelnstrahlung ihrer Lebensrdume durch Carotinoide rot, orange oder
gelb geférbt. Wenn die Atmung durch Sauerstoffmangel zum Erliegen kommt, synthetisieren die
Zellen das Retinal-Protein Bacteriorhodopsin (BR), um Licht als alternative Energiequelle nutzen zu
kénnen. Das Chromoprotein lagert sich in der Zellmembran zu dunkelroten zweidimensional
kristallinen Bereichen, den Purpurmembranen, zusammen (SCHLEGEL, 1992; STOECKENIUS,
1985). Es wird als Vorlauferprotein gebildet und in die Zelimembran eingelagert. Nach Abspaltung von
13 Aminos&uren am N-Terminus und einem Aspartat am C-Terminus verbleiben die 248 Aminoséuren
des reifen Proteins. Das Protein chne Chromophor wird als Bacterioopsin (BO) bezeichnet. All-frans-
Retinal ist als protonierte Schiffsche Base an Lys216 gebunden (KHORANA, 1988). Die
Polypeptidkette besteht aus sieben a-Helices, die die Membran durchspannen. Sie liegt derart in der
Zellmembran, daf der N-Terminus auflen liegt, und der C-Terminus im Zellinneren lokalisiert ist
(STOECKENIUS, 1985; KHORANA, 1988) (Abb. 5).
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Abh. 8§ Sekundérstrukturmodell von Bacteriorhodopsin. Die helicalen Bereiche sind als Rechtecke
dargestellt (STOECKENIUS und BOGOMOLNI, 1982)

Die dreidimensionale Struktur von BR wurde kirzlich r8ntgenkristallographisch geldst (PEBAY-
PEYROULA et al., 1997).

Die Funktion von BR wurde mit einer Reihe spektroskopischer, genetischer und strukturelier
Ansétze untersucht. Nach Anregung durch Licht durchlduft BR, ausgehend vom Grundzustand
(Absorption bel 568 nm) sinen Photozykius, der in seiner einfachsten Form durch 6 Intermediate
gekennzeichnet ist (Abb. 6). Diese Intermediate wurden durch ihre Absorptionsmaxima gekenn-
zeichnet als: Jgzo, Kseor Lsso, Marz, Noso, Osso (OESTERHELT, 1889).
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Abb. 6: Ein Modell fir den Photozyklus von BR. Die Zwischenzusté&nde werden mit Grofibuchstaben
abgek(rzt. Die Indices geben die Absorptionsmaxima in nm wieder.

Im ersten Schyritt des Photozykius wird durch die Absorption eines Photons die Isomerisierung des
Retinals von der all-trans zur 13-cis Konfiguration verursacht. Eine Serie von Zwischenereignissen
schlieB®t sich an. Darunter fallen die Deprotonierung der Schiffschen Base und der Protonentransfer
zu Asp85 im L-M Ubergang. Ein anderes Proton wird freigesetzt, die Schiffsche Base wird im M-N
Ubergang von Asp96 reprotoniert, und ein Proton wird im N-O Ubergang von der cytoplasmatischen
Seite aufgenommen. Gleichzeitiy wird die Reisomerisierung des Retinals beobachtet. Die
Deprotonierung von Asp85 mit der Rickkehr in den Grundzustand schliet den Photozyklus
(OESTERHELT, 1989; ZSCHERP, 1997). Mit Hilfe der von BR absorbierten Lichtenergie wird also ein
Protonengradient tber die Zelimembran aufgebaut, so dall das Auflenmedium anges&uert wird. Der
Gradient wird zur ATP-Synthese genutzt (SCHLEGEL, 1992).

1.3 Bacteriorhodopsin in Mitochondrien: Stand der Forschung

Erste Versuche zur heterologen Expression von Bacteriorhodopsin (BR) wurden in E. coff
durchgefithrt (MC COY, KHORANA, 1983). Das exprimierte BR war aber auch nach Gabe von all-
trans-Retinal in den Zellen nicht funktionsfahlg. Nach Injektion von In vitro hergesteliter mRNA in
Oozyten von Xenopus laevis gelang unter Zusatz von all-frans-Retinal die transiente Expression von
funktionsfshigem BR (NAGEL et al., 1995). Die Hefe S. pombe ist der einzige Organismus, in dem
dauerhaft die funktionelle heterologe Expression von Bacteriorhodopsin (BR) in der Cytoplasma-
membran bei Zusatz von all-frans-Retinal gelang {HILDEBRANDT et al., 1989 und 1991}, Versuche
zur Expression in der Cytoplasmamembran von S, cerevisiae filhrten zwar zum BO (LANG-HINRICHS
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et al,, 1994}, Allerdings farbten sich die Zellen nach Gabe von all-frans-Retinal nicht rot. Das heifdt, es
konnte kein aktives BR hergestellt werden.

HOFFMANN et al. (1994) verknupften BR mit einer N-terminalen Signalsequenz (Cytochrom-c-
Oxidase Untereinheit IV} fur den Import in Mitochondrien von S. pombe. Ein Teil des exprimierten BR
wurde durch die Signalsequenz in die innere Mitochondrienmembran dirigiert. Nach Zusatz von ail-
frans-Retinal konnte die Funktionsfahigkeit des BR nachgewiesen werden.

1.4 Aufgabenstellung

Durch den Einbau einer zweiten Protonenpumpe, Bacteriorhodopsin (BR), in die innere Mito-
chondrienmembran wird zusétzliche Energie fir die ATP-Synthese gewonnen, mit dem Ziel,
bicenergetische Fragestellungen zu bearbeiten. Ein weiterer Aspekt ist die Untersuchung des Einbaus
von Membranproteinen. BR kann als Modellsystem herangezogen werden, da seine Aktivitat relativ
einfach gemsssen werden kann. Die Roffarbung des Proteins aufgrund des Retinalgehalts ist ein
leicht zu detektierendes Merkmal fiir die Detektion der korrekten Faliung und der korrekten Insertion
von BR in Membranen. Da Hefen wle S. cerevisiae und S. pombe als Modellorganismen schon
weitreichend in ihrer Physiologie untersucht sind, bietet sich die Untersuchung soicher
Fragestallungen in diesen Organismen an.

HOFFMANN et al. (1994} verkniipften BO mit einer N-terminalen Signalsequenz fir den Import
in Mitochondrien. Die Expression dieses Konstruktes in 8. pombe flihrte nur teilweise zum Einbau von
BO in die innere Mitochondrienmernbran, Auch die Cytoplasmamembran von Zelien, in denen BO mit
mitochondrlaler Sigalsequenz exprimiert wurde, enthielt grote Mengen BO. Dies erschwert Studien
zur Physiologie und zum Energieaufwand flir Transportvorgénge ins Mitochondrium, da sich zwei
Prozesse, der Einbau von BO in die Cytoplasmamernbran und der Einbau in die Innere Mitochondrien-
membran Uberlagern kénnen. Daher sollten in der hier vorliegenden Arbeit Stdmme von 8. pombe
oder S. cerevisfae hergestellt werden, die BR ausschiieflich in der inneren Mitochondrienmembran
enthalten. Es sollten verschiedene Ansétze verfolgt werden.

Der bereits von HOFFMANN et al. (1994) etablierte in vivo Import von BR in die innere
Mitochondrienmembran von 8. pombe sollte durch Verknilpfung von BR mit effizienteren
Signalsequenzen verbessert werden. Um genaueren Aufschlu® iiber dle Ursachen des ineffizienten
fmports von BR in die innere Mitochondrienmembran von S. pombe zu erhalten, und um daraus
Ansatzpunkte zur Verbesserung des in vive Imports zu erhalten, soliten in vifro Experimente zum
Import von BR in die innere Mitochondrienmembran der Hefen S. cerevisiae und S. pombe
durchgeftihrt werden. Schliellich solite BR direkt in Mitochondrien von 8. cerevisiae exprimiert
werden. Dadurch solite das Problem des Imperts von BR in die Mitochondrien umgangen werden.
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2.1 Geréate

Agarosegelelektrophorese:

Power Pack P25, Blometra, Géttingen

Laufkammer Bio Max (QS710), Kodak,

Laufkammer GMA 200, Pharmacia, Uppsala, Schweden
DNA-Sequenzierung:

Power Supply EPS 3500, Pharmacia, Uppsala, Schweden

GATC 1500 Direct Biotting Eiectrophoresis DNA-Sequencer mit GATC CCU 1500

Schrittmotor und GATC-Tube, GATC Gesellschaft, Konstanz

Geldckumentationssystem:

Gel Doc 1000, Molecular Analyst, Bio-Rad, Minchen
pH-Meter: '

pH-Meter 766 Calimatic, Knick, Berlin

mit pH-Elektrode von Schott Gerate, Hofheim a. Ts.
Photometer:

GENEQUANT, Pharmacia, Uppsala, Schweden

UV-120-02, Shimadzu, Japan
SBS-Gelelektrophorese:

Model 1000/500 Power Supply, Bio-Rad, Miinchen

Protean Il xi Cell, Bio-Rad, Miinchen

2050 Midget, Hoefer Scientific instruments, San Francisco, U.S.A,

Sterilfilter:
Supor Acrodisc 32, 0,2 um, Gelman Sciences, Ann Arbor, U.S.A.
Bottle Top Filter, 0,2 ym, 150 mi, Nalgene, Rochester, U.S.A.
Thermocycler:

PTC-200, MJ Research, Watertown, U.S.A,
Ultraschallbehandiung:

Labsonic L mit Nadel 40TL, Braun, Melsungen
UV-Tisch:

TFL20M, Biometra, Géttingen
Wasserbéder:

Typ 3047, Kéttermann, Haningsen

F20 Ultratemp 2000, Julabo, Seelbach
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Zentrifugen:
Optima TL Ultracentrifuge mit Rotor TLA 45, Beckmann, Polo Alto, U.S.A.
Microcentrifuge MC-13, Herasus, Osterode
Centrifuge 5414, Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg
Biofuge 13 R mit Rotor HFA 14.2, Heraeus, Osterode
Megafuge 1.0 R mit Rotor BS4402/A, Heraeus, Osterode
Centricon H-401 mit den Rotoren A8.24 oder A6.9, Kontron, Hermle Laborgerédte GmbH,
St. Leon-Rot 2

2.2 Chemikalien, Enzyme, Standards

Chemikalien:

Sofern nicht anders angegeben, hatten alle Chemikallen p.a. Qualitdt. Die L&sungen wurden mit
hochreinem Wasser (Milli Q-Qualitat) angesetzt.

Acrylamid-Bisacrylamid (30 % / 0,8 %) Merck

Adenin Sigma

ATP, di-Natrium-Salz Sigma

Agar : Difco

Agarose (Standard) Sigma
Agarose, Metaphor Biozym
Ammoniumchlorid Merck
Ammoniumpersulfat Bio-Rad
Ammoniumsulfat Merck
Ampilcillin Boehringer Mannheim
L-Arginin Sigma

Bacto Pepton Difco

Biotin (Vitamin H) Sigma
Borsdure Merck

Brain Heart Infusion Agar Difco
Bromphenolblau Blo-Rad
Calciumchilorid Merck
Chloroform Merck
Citronensé&ure Merck
Coomassie Brilliant Blue R250 Serva
CPD-Star Boehringer Mannheim
CSPD Boehringer Mannheim
L-Cystein Sigma

DTT Merck

dNTPs Biolabs
Eisenchiorid Sigma

EDTA Merck
Essigsédure Riedel de Haen
Ethanol, absolut Riede! de Haen
Ethidiumbromid Sigma
Formaldehyd Merck
Formarmid Gibco/BRL

D (+) Galaktose Sigma

D (+) Glukose : Sigma

Glycerin Sigma

Glyein _ . Sigma
Guanidiniumhydrochlorid Merck
Harnstoff Merck

Inesitol Sigma
Isoamylalkohol Merck

Iscpropanol Riede! de Haen
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Kaliumehlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
di-Kallumhydrogenphosphat
Katiumhydrogen-Phatalat
Kaliumhydroxid
Kaliumjodid

Kupfersulfat
N-Lauroylsarcosin

L-Leucin

Lithiumacetat

L-Lysin

Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat
Maleinséure

Mangansulfat
B-Mercaptoethanol
Methanol

L-Methionin

Motybdat

MOPS

NADH

Natriumazid

Natriumchiorid

tri-Natriumcitrat

- Natriumdihydrogenphosphat
di-Natriumhydrogenphosphat

Natriumhydroxid

Natrium-Panthotenat

Natriumsulfid

Nikotinsdure

Paraffin

Pepion

Phenol:Chloroform:lsoamylalkchol

PMSF
Polyethyienglykol 3350
Ponceau S
all-frans-Retinal

Rinderserumalbumin, Fettsiure-frei

RNA aus Hefe
Rubidiumchlorid
Saccharose
Salzsdure

SDSs

D-Sorbitol
TEMED
Thiamin-Hydrochlorid
Trichloressigsaure
Tris {Base)

Tris (HCI)
Tris-Acetat
Trypton

Tween 20
Valinomycin
X-Gal

Xylen Cyanaol
Yeast Exfract
YNB

YNB, ohne Aminosauren
Zinksulfat
Zitronens&ure

Merck
Merck
Merck
Sigma
Merck
Sigma
Merck
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Riedel de Haen
Sigma
Merck
Slgma
Boehringer Mannhetm
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Sigma
Aldrich
Sigma
Merck
Oxoid
Roth
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Boehringer Mannheim
Merck
Merck
Riedel de Hasn
Bio-Rad
Sigma
Bio-Rad
Sigma
Merck
Sigma
Sigma
Sigma
Difco
Sigma
Sigma
AGS
Bio-Rad
Difco
Difco
Difco

. Sigma

Merck

15
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Enzyme:

Alkalische Phoshatase (aus Kéiberdarm) Boehringer Mannheim
Klenow Fragment der DNA-Polymrase aus E. coli Boehringer Mannheim
Lysing Enzymes (von Tricoderma harzianum) Sigma

Novozym Biolabs

ProteinaseK Boehringer Mannheim
Ribonuctease A {aus Rinderpankreas) Sigma

Taq Expand High Fidelity Boehringer Mannheim
T4 DNA-Ligase Gibco/BRL

Thermo Sequenase Amersham
Zymolyase 20T Seikagaku

Restriktionsenzyme wurden von den Firmen Bilolabs, Gibco/BRL, Boehringer Mannheim und
Amersham bezogen.

Standards:

DNA; 1 kb Leiter Gibco/BRL

RNA: G315 Amersham

Protein: Rainbow, high molecular weight Amersham
Rainbow, low molecular weight Amersham
broad range Bio-Rad

2.3 Puffer, Losungen und Medien
2.3.1 Puffer und Lésungen

Wenn nicht anders angegeben, wurden alle Lésungen und Puffer in Wasser {Millipore-Qualitat)

angesetzt,

Medienzusitze:
Ampicillin-Stammlésung: 50 mg/ml Ampicillin (Na-Salz) in Wasser, sterilfiltriert

Transformation von 8. pombe:
LIAC/EDTA: 100 mM Lithiumacetat, 1 mM EDTA, pH 4,9
PEG: 100 mM Lithiumacetat, 1 mM EDTA, 40 % (w/v) PEG 3350, pH 4,9

Ldsen von DNA:
TE: 10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8,0 (HCI)
10 mM Tris, pH 8,5 (HCI)

Agarosegelelektrophorese:

Ethidiumbromid-Stammiésung: 10 mg/mi Ethidiumbromid

TAE: 40 mM Tris-Acetat, 1 mM EDTA, pH 8,0 (Essigséure)
DNA-Probenpuffer: 50 % Saccharose, 1x TAE, 0,25 % Bromphenolblau
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RNA-Frobenpuffer: 75 pl Formamid, 30 gl 5 x MOPS, 30 pl Formaldehyd, 15 pf Farbmarker (50 %
(viv) Glycerin, 1 mM EDTA, 0,25 % (w/v) Xylen Cyanol, 0,25 % {(w/v) Bromphenolblau, & x
TAE), 1l Ethidiumbromid-Stammidsung

5 x MOPS: 0,2 M MOPS, 0,05 M Na-Acetat, 0,01 M EDTA, pH 7,0 (NaCH)

Hybridisierungsldsungen:

20 x S8C: 3 M NaCl, 0,3 M tri-Na-Citrat, pH 7,0-7,2 (HCI)

High-SDS-Hybridisierungsldsung (RNA/DNA): 7 % (w/iv) SDS, 50 % (v/v} Formamid, 2 % (w/v)
Blocking Reagenz {Boehringer Mannheim), 5 x $SC, 0,1 % (w/v) Lauroylsarcosin, 50 mM
Natriumphosphat-Puffer (50 mM Natriumhydrogenphosphat, 50 mM di-Natriumdihydrogen-
phosphat, pH 7,0)

Standard-Hybridisierungslésung (DNA/DNA): 5 x SSC, 0,1 % (w/v) Lauroylsarcosin, 0,02 % (w/v)
8SDS, 1 % Blocking Reagenz (aus einer 10%igen Stammitsung in Maleinsaurepuffer)

Maleinsaurepuffer: 0,1 M Maleins&ure, 0,15 M NaCl, pH 7,5 (festes NaOH)

Polyacrylamidgelelektrophorese:

Sammeigelpuffer: 0,5 M Tris, 0,4 % (wfv) SDS, pH 6,8

Trenngeipuffer: 1,5 M Tris, 0,4 % (w/v) SDS, pH 8,8

Laufpuffer fur die Bio-Rad-Laufkammer: 56 mM Tris, 384 mM Glycin, 0,1 % (w/v) SDS, pH 8,3 (HCI)

Laufpuffer flr die Midget-Kammer: fiir 5 I: 94,5 g Glycin, 15 g Tris, 5 g SDS

Probenpuffer: 124 mM Tris, 4 % (wiv) SDS, 10 % B-Mercaptoethanol, 20 % (v/v) Glycerin, 0,2 % (w/v)
Bromphenolblau

Coomassie-Farbeldsung: 0,05 % (w/v) Coomassie R250, 10 % (v/v) Essigséure, 26 % (V/v)
Isopropano!

Entfarber: 10 % (v/v) Essigsaure

Herstellen von Gesamtzellextrakten von S. pombe:

Protoplastierungspuffer: 1,2 M Sorbitol, 40 mM Na,HPO,, 54 mM Zitronenséure,
0,2 % (v/v) p-Mercaptoethanol, pH 5,6

Harnstoffprobenpuffer: 8 M Harnstoff, 0,2 M Tris (HCI), 2 % (w/v) SDS, 0,05 % (w/v) Bromphenolblau,
02MDTT

Isolierung von Mitochondrien:

1,2 M Sorbitol

DTT-Puffer: 100 mM Tris, 10 mM DTT, pH 9,4 (Schwefelsdure)

Zymolyase-Puffer: 1,2 M Sorbitol, 20 mM Kaliumphosphatpuffer (20 mM Kaliumdihydrogenphosphat,
20 mM di-Kaliumhydrogenphosphat, pH 7,4)

Homegenisierungspuffer: 0,6 M Sorbitol, 10 mM Tris, 1 mM EDTA, 0,2 % BSA (Fetis&ure frei),
1 mM PMSF, pH 7,4 (HCI)

SEM: 250 mM Saccharose, 1 mM EDTA, 10 mM MOPS, pH 7,2 (KOH)
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Import von Proteinen in isolierte Mitochondrien:
BSA-Puffer: 260 mM Saccharose, 10 mM MOPS, 3 % (w/v) BSA (Fettsdure frei), pH 7,2 (KOH)

Untersuchungen zur Wechselwirkung von BO und GroEL:
Rickfaltungspuffer: 0,1 m Tris, 10 mM MgCl,, 10 mM KCI, pH 7,5
Harnstoff-Puffer: 8 M Harnstoff, 0,1 M Tris, 20 mM DTT, pH 8,0

Westernblotanalyse:
Blot-Puffer: 38 mM Glycin, 48 mM Tris (Base), 20 % (viv) Methanol

Ponceau S-Férbelosung: 0,2 % (w/v) Ponceau S, 3 % (wiv) Trichloressigsédure
TBS: 20 mM Tris, 137 mM NaCl, pH 7,6 (HCI)

2.3.2 Medien

Wenn nicht anders angegeben, wurden die Medien autokiaviert (121 °C, 20 min.). Zucker, Antibiotika
und Aminosauren wurden sterilfiltriert und nach dem Abkiihlen zugesetzt.

Flr Agarplatten zur Anzucht von Escherichia coli wurde dem Medium 1,5 % (wiv} Agar zugesetzt,
Fur Agarplatten zur Anzucht von Hefen wurde dem Medium 2 % (w/v) Agar zugesetzt.

Bakterienmedien:

dyT: 1,6 % (wiv) Trypton, 1 % (w/v) Yeast Extrakt, 0,5 % {w/v) NaCl
LB-Medium: 1 % (w/v) Trypton, 0,5 % (w/v) Hefe-Extrakt, 1 % (wifv) NaCl, pH 7,5 (NaOH oder HCI)
PM: 4,3 M NaCl, 80 mM MgSQ,, 10 mM tri-NaCitrat, 27 mM KCI, 0,1 % (w/v) Pepton (Oxoid),

pH 7,0 (NaOH), Sterilisieren: 2 h 90 °C

Hefemedien:
EMM: 0,3 % (wiv) KH-Phatalat, 0,22 % (w/v) Na;HPO4, 0,5 % (wiv) NHCI, 2 % (wiv)
Glukose,
20 mlfi Salze (50x/): MgCle x 6 HO 53,59
CaCl, x 6 H,0 1,0¢
KCl 50,0 g
N82803 2,0 g
1 mifl Vitamine (1000x/1); Na-Panthotenat 1,049
Nikotins&ure 100¢g
Inositol 10,09
Biotin 10,0 mg
0,1 mi/l Mineratien (10.000x/). H,BO4 5,0¢
MnSO, 40¢g
ZnSO4 x 7 H0 4,0 g
FeCl; x 6 HO 2,049

HoMoQ, x 2 H,0 0449
CuS0,x 5 H,O 049
KJ 10g
Zitronensdure 10,0 g
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SD: 0,67 % (w/v) YNB ohne Aminos&uren, 2 % (w/v) Glukose
auxotrophe Zusilze je nach Bedarf:

Adenin: 20 mgf!
L-Arginin: 20 mgf!
L-Leucin: 262 mgfl
L-Lysint 183 mg/l

SD+SorbtAde: 5 % (wiv) Glukose, 0,67 % (w/v) YNB, 1 M Sorbitol, 0,01 % (w/v) Adenin
0,17 % (wiv) YNB, 0,5 % (w/v) NH,SO,, 0,5 % {w/v) Glukose, 150 mg/ml L-Leucin
2 % {wiv) Glukose, 2 % {w/v) Pepton, 1 % {w/v) Hefe-Extrakt

YNB:
YPD:
YPGal:
YPGlyc:
YPRaf:
YPEG:

2 % (wiv) Galaktose, 2 % (w/v) Pepton, 1 % {w/v) Hefe-Extrakt

3 % (wiv) Glycerin, 2 % (wiv) Pepton, 1 % (w/v) Hefe-Extrakt

2 % (w/v) Raffinose, 2 % (w/v) Pepton, 1 % (w/v) Hefe-Extrakt

3 % (v/v) Ethanol, 3 % {v/v) Glycerin, 2 % (w/v) Pepton, 1 % (w/v) Hefe-Extrakt

2.4 Organismen und Wachstumsbedingungen

2.41 Organismen

Die verwendeten Organismen sind in den folgenden Tabellen beschrieben.

Tab. 1: Verwendete Escherichia coli Stdémme und ihre Eigenschaften
Stamm relevante genetische Marker Referenz Herkunft
DHS¢ (©80AlacZM15)lacZYA-argFlU196 Hanahan (1985) ITC Biotechnology
recA1 endA1 hsdR17 (rm’) supE44 GmbH
A thi-1 gyr A rel A1
GM2163 | F ara-14 leuB6 tonA31 lacY1 tsx-78 Palmer, Marinas Biolabs

supFE44 galK2 galT22 hisG4 rpsl.136
xyl-5 mt1-1 thi-1 dam-13 Tn9 (Cr') dem-6
hsdR2 merA” morB”

(1994)
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Tah. 2: Verwendete Schizosaccharomyces pombe Stédrame und ihre Eigenschaften

Uracil/Leucin-

Mangelmutante

ura, leu’, haploid

Stamm relevante genetische Marker Referenz Herkunft
972k Wildtyp, haploid Osterwalder Laborbetrieb
(1924)
Leucin- leu 1-32, haploid, h Beach, Nurse Laborbetrieb
Mangelmutante (1981), Kohli
(1987)

V. Hildebrandt

Tab. 3: Verwendete Saccharomyces cerevisiae St&mme und ihre Eigenschaften

Stamm relevante genetische Marker Mitochondrium Paarungstyp
CAB3 leu2-3,112, his4-519, ura3ANS rho®, MATo
cox3:URA3

D273-10B Wildtyp rho® MATo

DFS160 ade2-101, [ura3-52], Aleu2, rho® MATa
arg8AURA3, karl-1

DFS188 ura3-52, leu2-3,112, lys2, rho* MATa
his3AHindll, arg8::hisG

GW22 tys2 rho’, cox3-421  |MATa

GW48 ade2-101, ura3-52, kar1-1 rho’, cox3-421 | MATo,

GW202 ura3-52, ade2, leu2-3,122, rho* MATa
pet127A::hisG

MCC259 ade2-101, ura3-52, kari-1 rho’, COX3 MATo

MCC265 ade2-101, ura3-52 rho’, COX3 MATa

V76 op1, adel rho’, cox3-V76 |MATa

Alle in Tab. 3 aufgefiihrten Stamme stammen aus dem Labor von T. D. Fox {Comneli-University,

Department of Genetics, Ithaca, N.Y.).

Zur Erlduterung der Nomenklatur sind in Tab. 4 die wichtigsten Klassen der mitochondrialen

Mutationen bei S. cerevisiae aufgefihrt.
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Tab. 4: Die wichtigsten Klassen mitochondrialer (mt) Mutationen:

Symbol Besondere Eigenschaften

rho’ Wildtyp, vollstandiges mt Genom

rho® vollsténdiger Verlust der miDNA

rho’ grofte Deletionen in der mtDNA, vollstandiger Verlust der mt Protein-
Synthese

synthetischer rho’ Plasmid mit kleinem Stllck miDNA statt mt Genom

mit" Wildtyp

mit’ begrenzte Mutation, die nur die Funktion eines einzelnen Gens
betriftt

Zur Isolierung von Mitochondrien zum in vifro Import wurden folgende Wildtyp-Hefestdmme gewahlt:
Saccharomyces cerevisiae: PK82 von E.A. Craig (GAMBILL et al. 1993)
Schizosaccharomyces pombe: 972h (OSTERWALDER, 1924)

2.4.2 Kulturbedingungen

2.4.21 Escherichia coli

Escherichia coli wurde, wenn nicht anders angegeben, in Flissigmedium (LB oder dYT) mit Zusatz
von 100 pg/ml Ampiclllin fir 12 bis 16 h bei 37 °C im Schitielinkubator angezogen oder auf
Agarplatten mit Zusatz von 100 pg/ml Ampicillin bel 37 °C iber Nacht inkubiert.

2.4.2.2 Saccharomyces cerevisiae und Schizosaccharomyces pombe

Saccharomyces cerevisiae und Schizosaccharomyces pombe wurden auf Agarplatien 2-4 Tage bei
30 °C angezogen. Dle Kultivierung In Flissigmedium (Die Wahl des Mediums ist im Einzelfall
angegeben.) erfolgte im Schittelinkubator (mindestens 150 Upm) bei 30 °C, bis die gewtlnschte
Zelidichte erreicht war.

2.4.2.3 Anzucht von Schizosaccharomyces pombe mit Bacterioopsin-Genkonstrukten

Fiir eine Vorkultur wurden 20 ml EMM mit Zusatz von 2 pM Thiamin von einer EMM + 2 uM Thiamin
Agarplatte angeimpft. Die Kuitivierung erfolgte flr 24 h bei 3¢ °C Im Schittelinkubator (150 Upm).
Zum Animpfen der Hauptkuitur wurden die Zellen der Vorkultur zur Beseitigung des Thiamins zweimal
mit sterilem Wasser gewaschen.

Die Vorkultur wurde in der Herasus Megafuge 5 min mit 3.500 Upm zentrifugiert, in sterilem
Wasser aufgenommen und erneut zentrifugiert. Nach dem zweiten Waschschritt wurden die Zellen in
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2 ml Wasser resuspendiert und zum Animpfen der Hauptkuitur in EMM verwendet. Die Kultivierung
erfolgte bei 30 °C im Schditelinkubator. 2 h nach Animpfen der Hauptkultur wurde 2 uM all-frans-
Retinal (Sigma) zugesetzt. Weitere Retinalzugaben erfolgten stiindlich ab der 14. Kulturstunde zu je
2 uM. Die Zellen wurden nach 16-20 h, sobald sie eine Optische Dichte von 3 erreicht hatten,
geerntet. Die Retinalzugabe konnte entfallen, wenn kein akfives Bacteriorhodaopsin erforderlich war.

2.4.3 Bestimmung der Zelldichte von Fliissigkulturen

Zur Bestimmung der Zelldichte wurde die Opfische Dichte der Kulturen im Shimadzu UV-120-02
Spektralphotometer bei 600 nm, wenn nicht anders angegeben, gemessen. Dazu wurden die Kulturen
so verdlnnt, dai der MeRwert nicht Uiber 1 lag.

2.4.4 Stammbaltung

Die kurzifristige Lagerung von Organismen erfolgte auf Agarplatten bet 4 °C. Dle langfristige Lagerung
ven Organismen erfolgte bei -70 °C wie im folgenden néher erlautert.

Escherichia coli:

500 i einer Gber Nacht angezogenen Kultur wurden in Selektionsmedium mit 500 pl sterilem Glycerin
gemischt und bei -70 °C eingefroren. Zum Ansetzen einer neuen Kultur wurde etwas gefrorene
Substanz von der Oberfléache abgekratzt und zur Anzucht auf einer Agarplatte ausgestrichen oder in

Fitissigmedium resuspendiert.

Saccharomyces cerevjsiae:

Mit einem sterfien flachen Zahnstocher wurde Zellmaterial von einer Agarplalte entnommen und in
600 pl sterilem 15 % (viv) Glycerin in Wasser resuspendiert. Zum Ansetzen einer neuen Kultur wurde
etwas gefrorene Substanz von der Oberflache abgekratzt und zur Anzucht auf einer Agarplatte
ausgestrichen oder in Flissigmedium resuspendiert,

Schizosaccharomyces pombe:

Zellmaterial wurde von einer Agarplatte entnommen und nach Herstellerangabe in ein Réhrchen der
Microbank (MAST Diagnostica) tberfihrt. Zum Ansetzen einer neuen Kultur wurde ein Kigelchen aus
der Microbank enthnommen und auf einer Agarplatte ausgerolit,
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2.5 Plasmide

Plasrmid: Marker: Herkunit:

pCR Script SK” Amp" Stratagene

pDS24 Amp' T. D. Fox (STEELE et al., 1996)
pEHS Amp' A, Hoffmann (Hurt et al., 1984)
pGEM3z Amp' Promega

pGEM3-Fp Amp' J.Rassow (RASSOW et al.,, 1980)
pGEM4-AAC Amp' H. Steger

pGEM4-SU9-DHFR Amp' N, Pfanner (PFANNER et al,, 1987)
pPNB Amp', Leu2 V, Hildebrandt

pNEU Amp', Leu2 V., Hildebrandt

pREP2 Amp’, urad’ V. Hildebrandt (MAUNDRELL et al., 1993)
pRS3/5 Leu2 T. D. Fox

pSP65-coxIV-DHFR Amp’ K. Verner

puUC18 Amp’ Pharmacia

2.6 Oligonucleotide

Die Oligonucleotide wurden von Eurogentec oder Gibco/BRL bezogen.

COXAB: 5-[GAGAATTCATACAAATAGATAAC]-3’

COXCD: 5’-[TCCCGGGAGCAGAACCCCATCTACT]-3

COXENDE: 5'-[CATCAATAAAATAGTACGTATAAAAATAATCAG]-3'

COXMITTE: 5 {GCTGCATTCACTATCTCTGATGGTGTTTATGG]-3'

COXSONDEVO: 5-[GGTGTGAACCTCCATGAGAGAG]-3

ENDEAB: 5-[TAAGCTTTTAATGATGATGGTGATGATGAGAACGACCCATTGTGA
GGCCATACCCCACC]-Y

ENDECD: B-{TAAGCTTTTAATGATGATGGTGATGATGAGAACGACCCATGTCGC
TGGTCGCGGCCGCGC)-3

MTBOS1: 5-[CAGTAGACAAGCCCAGATTACTGGTCGTCCTGAATGG]-3

MTBOS2: 5'-[CCTTGACCAAAAAGTACAAAGTGCCTAAACCCI-3'

MTBOS3: 5'-[ACCATGGTCAAACCGTAACCTAATAACATAGATAAATACATAG]-3

MTBOS4: 5-[CCCTGATCAGCGTCCACTAATAAAGCTAAATCTAATAATAACAAAG
GAGTAGTG]-3’

MTBOSS: 5-[GCTGATCAGGGTACTATCTTAGCTTTGGTAGGTG]-3'

MTBOSE: 5-[CGTATAGATTTGTCTGATGAGCTATTIC]-3'

MTBOST: 5-[GCCTTTAAACATTGAAACTTTGTTGTTCATGG]-3'

MTBOSS: B -[GCATTCGGTTTIGATTTTGTTGCGTTCTAGAGCAATTTTCGGCG]-3

MTBOS9: 5-[CGGGATCCTTAGTCTCGACGTCGCCGCTGC]-3
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NEUNACHCOX: 5-{GAATGAGTCAGGGGGGAACCGAACCC]-3

SUSH: 5-[CAGGATCCATCGGAAGAGTAGGCGCGC]-3
SUSR: 5-[ACGAATTCCCACCATGGCCTCCACTCGTGTCC]-3'
VORCOX: 5'-[GAATAAATAATCCGGCGAAAGAGATATTAATTCG]-3

2.7 Arbeiten mit DNA
2,71 Standardmethoden

Samtiiche Standardmethoden, die im Folgenden nicht beschrieben sind, wie Schneiden von DNA mit
Restriktionsenzymen und DNA-Ligationen wurden nach MANNIATIS et al. (1982) oder nach den
Angaben des Herstellers der verwendeten Enzyme oder Materiatien durchgefiihrt.

Fur folgende Arbeiten wurden Materialien der Firma QIAGEN nach Herstellerangaben verwendet:

Plasmid-Praparation aus E. colf (bis zu 20 ug DNA); QlAprep Spin Miniprep Kit
Plasmid-Préparation aus E. coli {bis zu 100 pug DNA): QIAGEN Plasmid Midi Kit
isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen: QIAEX |l Gel Extraction Kit
Aufreinigen von DNA nach enzymatischen Reaktionen: QlAquick Nukieotide Removal Kit
Praparation von Gesamt-DNA aus S. cerevisiae

{(bis zu 100 ug DNA): QIAGEN Genomic-tip 100

2.7.2 Gesamt-DNA-Priparation aus Saccharomyces cerevisiae

Es wurde nach der Methode von SHERMAN et al. (1986) gearbeitet,

5 ml einer Uber-Nacht-Kultur in YPD wurden im 15 ml Faicon-Réhrchen in der Heraeus-
Zentrifuge 5 min bei 5.000 Upm zentrifugiert. Die Zellen wurden in 0,5 mi 1 M Sorbitol, 0,1 M EDTA,
pH 7,5 resuspendiert und in ein 1,5 ml Reaktionsgefa Uberfthrt, Nach Zusatz von 20 pl 7,5 mg/ml
Zymolyase 20T wurde fur 60 min bei 37 °C inkubiert. Zum Pelletieren der Sphéroplasten wurde 1 min
in einer Mikrozentrifuge mit 13.000 Upm bei Raumtemperatur zentrifugiert. Die Sphéroplasten wurden
in 0,5 mt 50 mM Tris pH 7,4, 20 mM EDTA resuspendiert, mit 10 % SDS gut durchmischt und flr
30 min bei 85 °C inkubiert. Es wurden 200 yl 5 M Kaliumacetat zugegeben und fir 60 min auf Eis
inkubiert. Nach der anschiieRenden Zentrifugatidn (5 min 13.000 Upm in der Mikrozentrifuge) wurde
der Uberstand mit 1 Volumen Isopropanc! (Raumtemperatur) versetzt und 5 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Es wurde flir 10 sek in der Mikrozentrifuge zentrifugiert. Das Pellet wurde getrocknet und in
0,3 ml TE durch Inkubation bel 40 °C resuspéndiert. Nach Zusatz von 2 yl 10 mg/ml RNAse A wurde
bei 37 °C fiir 30 min inkubiert. Die DNA wurde durch Zusatz von 30 ml Nafriumacetat und 200 i
Isopropanol préazipitiert und 10 sek in der Mikrozentrifuge bei 13.000 Upm pelletiert. Das Pellet wurde
getrocknet und bei 40 °C in 50 pyl TE resuspendiert. Die DNA-Lésung wurde durch zweiminiitige
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Zentrifugation in der Mikrozentrifuge bei 13.000 Upm von unldslichem Material, das nachfclgende
Reaktionen inhibieren kann, getrennt.

2.7.3 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose wurde in TAE-Puffer in der Mikrowelle aufgekocht und mit 7,5 pl einer 10 mg/mi
Ethidiumbromidldsung pro 100 ml Agaroseldsung versetzt. Die Agaroselésung konnte bis zu 14 Tagen
bei 60 °C aufbewahrt werden.

Es fanden Gele mit einer Konzentration zwischen 0,5 % (w/v) und 2 % (w/v) Agarose Verwendung.
Die Elektrophorese wurde mit TAE-Puffer bei 100 V durchgefiihrt.

Zur Analyse von Fragmenten mit Langen unter 200 Nukieotiden wurde auch MetaPhor Agarose in
einer Konzentration von 2 % bis 3 % (w/v) verwendet.

2.7.4 Konzentrieren von DNA

Zum Konzentrieren wurde die DNA mit Isopropanol oder Ethanol gefalif;

Durch die Verwendung von Pellet Paint (Novagen), einem roten Glycofarbstoff, der mit der DNA
assoziiert, wurden die DNA-Pellets sichtbar gemacht. Ein weitere Effekt der Verwendung von Pellet
Paint ist die Festigung der DNA Pellets.

Die DNA wurde mit 2 I Pellet Paint und 0,1 Volumen 3 M Natriumacetat gemischt. Nach Zusatz
von 1 Volumen lsopropanol oder 2 Volumen Ethanol wurde erneut gemischt und 2-5 Minuten bel
Raumtemperatur inkubiert. Die DNA wurde durch 5-miniitige Zentrifugation in einer Mikrozentrifuge
bel 13.000 Upm prazipitlert. Anschliefend wurde das Pellet einmal mit 70%igem und einmal
absolutem Ethanol gewaschen. Das Pellet wurde getrocknet und in Wasser oder Puffer {10 mM oder 1
m Tris/HCI, pH 8,5} aufgenommen.

Alternativ wurde fiir die in vitro Transkription die DNA ohne Peliet Paint geféllt. Dann wurden die
Zentrifugationsschritie bei 4 °C fiir 10 Minuten durchgefihrt.

2.7.5 Reinigung von DNA

Zum Entfernen von RNAsen aus DNA-Praparationen wurde die DNA-Ldsung 3x mit einer TE-
geséttigten Phenol/Chloroform-L&sung und 2x einer Lésung aus Chloroform/lsoamylalkohol (24:1)
ausgeschittelt, Zur Trennung der Phasen wurde jeweils 5 Minuten in einer Mikrozentrifuge mit
13.000 Upm bei Raumtemperatur abzentrifugiert.
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2.7.6 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die PCR wurde zur Vervielféltigung von DNA-Fragmenten verwendet. Man bendtigt dazu zwei Primer,
von denen der eine zum 3™-Bereich der gewlinschten Sequenz und der andere zum Gegenstrang des
5-Bereichs komplementar ist. Dabei ist es zum einen mdglich, am 5-Ende der Primer nicht
komplementére Sequenzen anzuhéngen, was das Einflihren neuer Restriktionsschnittstellen an den
Enden der ampiifizierten DNA ermdgiicht. Zum anderen kdnnen einige Nukleotide im mittleren Bereich
des Primers ebenfalls nicht komplementér sein, was den Austausch einzelner Basen ermdglicht
(ortsspezifische Mutagenese),

2.7.6.1 Reaktionsbedingungen

Fir die PCR-Amplifizierung wurde ein Enzymgemisch aus den thermostabilen Enzymen Tag-DNA-
Polymerase und Pwo-DNA-Polymerase (Expand High Fidelity PCR System, Boehringer Mannheim)
mit mitgeliefertem Reaktionspuffer (Magnesiumionen-haltig) eingesetzt. Dabei dient die Tag-DNA-
Polymerase der Amplifizierung, die Pwo-DNA-Polymerase hat eine Korrektur-Funktion.

Die Reaktionsansatze ohne Enzyme wurden In 0,2 ml Reaktionsgefalen auf Eis zusammengegeben
und fiir 3-4 min auf 85 °C erhitzt. Das Enzymgemisch wurde zugegeben, und die Reaktion im PTC-
200 Thermo-Cycler der Firma MJ Research durchgefihrt.

Reaktionsansatz:
Primer 1 {100 pmoifpl) 1,0
Primer 2 (100 pmol/ul) 1,0 pl
Template 20,0 ng (Plasmid) oder
1,0 pg (genomische DNA)
dNTP Mix (je 5 mM) 50l
10x Reaktionspuffer | 10,0 i
Expand High Fidelity 1,0 Wl
H20 ad 100,0 pl

Wurde eine PCR nur zur Analyse durchgefiihrt, wurde der Ansatz um die Hélfte reduziert.

Reaktionsbedingungen:
Schritt1: 1 min 95°C
Schritt 2: 1 min Annealing-Temperatur (T4 °C)
Schritt3;:  1min72°C
Schritt 4:  gehe zu Schritt 2, 29x
Schritt 5:  bis zur manuellen Beendigung des Programms 4 °C
Tm= (Anzahl Basenpaare A:T zwischen Template und Primer)x2
+ (Anzah! Basenpaare G:C zwischen Template und Primer) x 4
Bei erwarteten Produkii&ngen von mehr als 2 kb wurde Schriit 3 auf 2,5 min verldngert.
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2,7.6.2 Reinigung von PCR-Produkten

Zur Reinigung der PCR-Produkte wurde die Reaktion in Agarose-Gelen (2.7.3) aufgetrennt, und die
Produktbande aus dem Gel ausgeschnitien. Die weitere Aufreinigung erfolgte mit dem QIAEX Gel
Extraction Kit {QIAGEN) nach Herstellerangabsn.

2.7.6.3 Klonierung von PCR-Produkten

Aufgereinigte PCR-Produkte wurden, wenn nicht anders angegeben, nach Herstellerangaben mit dem
SureClone Ligation Kit (Pharmacia) in die Smal-Schnittstelle von pUC18 kloniert.

2.7.6.4 Ortsspezifische Mutagenese

Diese Methode wurde angewandt, um das bos-Gen (POMPELIUS et al. 1993) dem genetischen Code
der Mitochondrien von S. cerevisiae anzupassen.

Die hier angewandte Methode beruht auf LANDT et al. (1990). In einer ersten PCR-Reaktion
wird ein Mutageneseprimer mit der gewlnschten verdnderten DNA-Sequenz verwendet. Zur
Amplifikation des Gegenstranges wird der zweite Primer unterhalb der zu mutagenisierenden Position
gesetzt, Die in dieser ersten PCR-Reaktion amplifizierte DNA enthélt die durch den Mutageneseprimer
vorgegebene Mutation. In einer weiteren Reaktion wird das gereinigte Produkt der ersten Reaktion als
Primer und ein Oligonukleotid als zweiter Primer eingesetzt,

So wurde die erste Halfte des mtbos-Gens (7.1) in drei aufeinanderfolgenden PCRs und die
zweite Halfte in vier aufeinanderfolgenden PCRs erstellt. Als Primer wurden die Oligonukleotide
MTBOS1 bis MTBOS9 eingesetzt (2.6). (Vergleiche zur Vorgehensweise auch Kapitel 3.5.1)

2.7.7 DNA-Sequenzierung (Cycle Sequencing)

Im Gegensatz zur (blichen Sequenzierung nach Sanger beruht das Cycle Sequencing auf wiederholie
Zyklen von Denaturierung, Primer Anheftung und Elongation. Nach jeder Elongation wird das Produkt
durch Hitze-Denaturierung vom Template getrennt. Deshalb mull nur sehr wenig Template zur
Sequenzierung eingesetzt werden. Ein weiterer Vorteil im Vergleich zur Sequenzierung nach Sanger
liegt darin, daf beim Cycle Sequencing kein Denaturierungsschritt fiir doppelstréngige DNA-
Templates vorgeschaltet werden mult. Die Denaturierung erfolgt bei jedem Zyklus durch Erhitzen.

Das Cycle Sequencing wird mit Thermo Sequenase (Amersham) und dem GATC-BioCycle
Sequencing Kit durchgefiihrf. Dabei erfolgt die Marklerung durch Einbau von Biotin-markierten
Dideoxy-Nukleotiden (terminator labeling). Der Einbau eines Dideoxy-Nukleotids fihrt zum Ketten-
abbruch bei der Elongation. Uber die Biotin-Markierung kann die Dete'k'tion der DNA—Stréhge erfo'lgen.
Die Gelelektrophorese (4%iges Acrylamidgel) und Blotting erfolgt mit dem GATC-1500-System (Direct
Blotting Electropheorese). Dabei wird wdhrend des Gellaufs die Transfermembran in engem Kontakt
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zur Gelunterkante unter dem Gel entlanggefahren, wodurch es zum Transfer der DNA-Banden auf die
Membran kommt.

Es wurde wie vom Hersteller (GATC Gesellschaft) angegeben verfahren. 2 g Plasmid-DNA
{Gegebenfalls wurde die DNA wie unter 2.7.4 beschrieben mit Pellet Paint aufkonzentriert.} wurden
pro Hauptmix in zehnfach verdiinntem TE eingesetzt. Die Sequenzreaktion wurde in 0,2 ml Gefalen
im Thermo-Cycler mit folgendem Programm inkubiert:

Denaturierung: 3 Minuten @5 °C

30 Zykden: 30 Sekunden 50 °C
30 Sekunden 95 °C

Final: 4 Minuten 60 °C

2 pl von jeder Reaktion wurden auf das Gel (4 %) aufgetragen.
Zur Fixierung der DNA auf der Blottingmembran wurde diese getrocknet und mit 1,6 Joule unter UV-
Licht inkubiert. Die kolorimetrische Detektion erfolgte im GATC-Tube.

2.7.8 DNA/DNA-Hybridisierung zum Nachweis von DNA (Southernblotanalyse)

2.7.8.1 Transfer von DNA auf Nylonfilter (Southernblot)

Die DNA wurde im 0,8%igen Agarosege! (TAE als Laufpuffer) elektrophoretisch getrennt (2.7.3). Das
Gel wurde erst nach dem Gellauf in einer Ethidiumbromidldsung (1ng/mi in TAE) 15 min geférbt,
dokumentiert und in TAE entfarbt. Die DNA wurde anschliefend im Vakuumblotier VacuGene XL
(Pharmacia) auf einen Nylonfilter (NY 13 N, Miliipore) transferiert. Der Aufbau erfolgte wie von der
Herstellerfirma beschrieben. Es wurde ein Vakuum von 50 mbar angelegt.

Folgende inkubationen wurden durchgefiihrt;

10 min Depurinisierung (0,2 N HCI)
7 min Denaturlerung (0,5 M NaOH, 0,25 M NaCl)
7 min Neutralisieren (1 M Tris pH 5,0, 2 M NaCl)
60 min Transfer (20xSSC)

Die einzelnen Lésungen wurden jeweils auf das Gel geschichtet und alle 10-15 min erneuert.
Nach dem Transfer wurde der Filter 5 min in 20xSSC gewaschen und kurz auf Filterpapier
angefrocknet. Die DNA wurde 3 min auf jeder Seite unter UV-Licht auf dem Fitter fixiert.

2.7.8.2 DNA/DNA-Hybridisierung

Der Nylonfilter wurde 8 h in Standard-Hybridisierungspuffer bei 68 °C inkubiert. Die 14-stiindige
Hybridisierung erfolgte in Standard-Hybridisierlésung mit einer Digoxigenin-markierten DNA-Sonde bei
68 °C. Die Detektion erfolgte mit Anti-Digoxigenin-Alkalische Phosphatase-Konjugat (Boehringer
Mannheim) und dem Chemoluminiszenz-Substrat CPD-Star (Boehringer Mannheim) nach

Herstellerangahen.
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2.7.9 Transformation von Escherichia coli mit Plasmid-DNA

Fiir die Transformation von E, cofi wurden kompetente Zellen nach der Rubidiumchlorid-Methode,
einem modifizierten Protokoll nach HANAHAN (frozen storage HI) (1983, 1985) hergestellt. Die Zellen
wurden in Aliquots zu je 200 i in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -70 °C gelagert. Zur
Transformation wurden 10-200 ng Plasmid verwendet.

2.7.10 Transformation von Schizosaccharomyces pombe

Es wurde die Lithiumacetat-Methode nach GIETZ et al. (1992), verandert nach KANTER-SMOLER
et al. (1994), durchgefthrt.

10 mi einer Kultur in YNB wurden bei 30 °C bis zu einer Optischen Dichte von 0,3 bis 1,0
angezogen. Die Zellen wurden einmal mit sterilem Wasser und einmal mit 200 pl LiIAG/EDTA
gewaschen. Sie wurden in 50 pl LIAC/EDTA aufgenommen und nach Zusatz von 300 pl PEG-Lésung
und etwa 1 pg DNA unter leichtem Schiitteln 30 min bei 30 °C inkubiert. Nach 15-mintitiger Inkubation
bei 42 °C wurden die Zellen pelletiert und in 1 ml TE resuspendiert. 100 bis 300 pl der Zellen wurden
auf EMM-Agarplatten bei 30 °C bis zum Erscheinen von Kolonien inkubiert.

2.7.11 Biolistische Transformation von Saccharomyces cerevisiae

Die Biolistische Transformation fiihrte ich in der Arbeitsgruppe von Prof. T. D. Fox (Cornell-Universitat,
ithaca, U.S.A., Department of Genetics) durch.

Bei der Biolistischen Transformation wird die DNA auf Mikropartike! (Wolfram, 0,5 pm Durch-
messer, AESAR) prazipitiert, die durch eine Heliumschockwelle auf eine Agarplatte mit Zellrasen
geschossen werden (SANFORD et al., 1987 und 1993). Dabei gelangt die DNA in die verschiedenen
Zeillkompartimente. Bei der Transformation von Mitochondrien wird meist ein Kern-Marker-Gen
zusammen mit dem Plasmid, das die eigentlich zu transformierende DNA enthélt, transformiert. Dies
ermdglicht die Vorselektionierung auf getroffene iberlebensféhige Zellen,

Fir die Transformation wurde der Stamm DFS$160 (rho®) vorbereitet und auf SD+Sorb+Ade-
Agarplatien ausgestrichen, wie bei FOX et al, (8. 163, 1994) beschrieben.

Die Vorbereitung der Microprojektile (Wolframpartikel mit DNA) erfolgte ebenso wie bei FOX et
al. (S. 163/164, 1994) beschrieben. Als Markerplasmid fur Kerntransformanden wurde das Plasmid
pRS3/5 mit dem Leu2-Marker (1,0 pyg/Macrocarrier) eingeselzt. Vom Plasmid pLF7 (QlAgen Midi,
2.7.1) wurden 2,5 pg/Macrocarrier eingesetzt.

Die Bombardierung der Zellen wurde in der PDS-1000/He Apparatur (DuPont) nach Angaben
des Herstellers durchgefthrt. Dle Apparatur wurde durch Auswischen mit 70%Iigem Ethanol sterilisiert.
Es fanden “rupture discs” (Bio-Rad), die bei 1.300 psi platzen, Verwendung. Entgegen den
Herstellerangaben wurden diese nicht mit Isopropanol gereinigt, da dies die Transformationseffizienz
herahsetzt. Die Platte, die den Macrocarrier enthielt, wurde auf der 5. Position vom Boden der
Apparatur aus gesehen eingeschoben, der Pefrischalenhalter auf der 2. Position.
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Die Platten wurden nach der Bombardierung etwa 1 Woche bei 30 °C inkubiert, bis einzelne Klone
von nukle&r transformierten Zellen zu sehen waren, Unter diesen wurden digjenigen selektioniert, in

deren Mitochondrien das Piasmid pLF7 enthalten war (synthetische rho’). Dazu wurde verfahren wie
bei FOX et al. (8. 164, 1994) beschrieben (vergleiche auch 3.5.2).

2.7.12 Replikaplattierung

Sollte das Wachstum von Hefekolonien auf verschledenen Medien mit und ohne Zellrasen eines
Hefestammes getestet werden, wurde replikaplattiert.

Die Ausgangsplatie wurde auf sterilen Samt gedriickt und anschiieRend die neue Agarplatie auf
den Samt gedriickt. Zur Sicherung der Kolonien der Ausgangsplatte wurde immer zuerst ein Abdruck

auf das Medium der Ausgangsplatte vorgenommen.

2.7.13 Paarung von Saccharomyces cerevisiae

Bei der Paarung von Zellen von S. cerevisiae kommt es zum Kontakt der mitechondrialen Genome,
was zu homologer Rekombination fihrt,

Paarung zur Erzeugung neuer Stimme von 8. cerevisiae:

Die zu paarenden Stadmme wurden lber Nacht zur logarithmischen Wachstumsphase in YPD
angezogen. Jeweils gleiche Kulturmengen der zu paarenden Stadmme wurden gemischt, in 10
Portionen auf YPD-Flatten aufgetrocknet und etwa 12 h zur Paarung bei 30 °C inkubiert. Einzelne
~Spots” wurden in 100 W sterilem Wasser resuspendiert und geeignete Verdiihnungen auf SD-
Selektionsplatten ausplattiert, so daft Einzelkolonien resultierten.

Testpaarungem:

Fur die Testpaarung wurden 150 einér Kultur in der stationéren Phase auf YPD ausplattiert. Darauf
wurden durch Replikaplattierung die zu testenden Kolonien Ubsertragen. Die Platte wurde zwei Tage
bei 30 °C inkubisrt und zum Test auf Atmungsdeffizienz auf YPEG replika-plattiert und 1-2 Tage bei
30 °C inkublert. Wurde die Ausgangsplatte auf Platten mif Rasen wvon verschiedenen
Paarungspartnern replikaplatiiert, wurde jeweils frischer Samt verwendet,
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2.8 Arbeiten mit RNA

Alle Lésungen und Verbrauchsmateriaiien zum Arbeiten mit RNA wurden zweimal autoklaviert,

2.8.1 in vitro Transkription

Um definierte Transkripte zu erhalten, wurden dle Plasmide vor der Transkription linearisiert (3.3.1).
Der Ansatz wurde phenalisiert (2.7.5) und die DNA durch Fallen mit Ethanol konzentriert (2.7.4).

Folgende Transkriptions-Systeme wurden verwendet:

T7-Cap-Scribe (Boehringer Mannheim):
Es wurde wie vom Hersteller angegeben verfahren.

T7-Ampli-Scribe (Biozym):

Es wurde wie vom Hersteller angegeben fiir ,Transkription mit Capping” \}erfahren, jedoch wurde pro
20 pl Reaktionsansatz 0,6 pt RNasin (33u/ul, Promega) zugesetzt. Die RNA wurde nach Beendigung
der Reaktion, wie beim T7-Cap-Scribe-Kit angegeben, aufgereinigt.

SP6-RNA-Polymerase (Boshringer Mannheim):

Reaktionsansatz: DNA 3,0 pg
AdNTP-Mix (Biozym) 4,0 pi
10x-SP6-Puffer (Boehringer Mannheim) 4,0
7TmG(5)G (Cap) (5 mM) (Biozym) 4,0 ul
RNasin (33 u/pi, Promega) 1,2 pl
SP6-RNA-Polymerase {Boehringer Mannheim) 1,0 pt
Wasser ad 40,0 ul

dNTP-Mix: je 10 mM dATP, dCTP, dUTP und 2 mM dGTP
Die RNA wurde nach Beendigung der Reaktion wie beim T7-Cap-Scribe-Kit angegeben aufgereinigt.

Die RNA wurde nach der Aufreinigung in Wasser geldst und in Portionen bei -70 °C gelagert.

2.8.2 Isolierung von Gesamt-RNA

Zur Isolierung von Gesamt-RNA wurde der RNeasy-Kit der Firma QIAGEN nach Angaben des
Herstellers verwendet. Die isolierte RNA wurde in Portionen bei -70 °C gelagert.
Zum Zellaufschiuf® fanden dabei folgende Methoden Anwendung:
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Halobacterium salinarum;

Ein Aliquot einer Kultur von S9 in PM, das 1,2 x 10" Zellen enthielt, wurde in der Heraeus-Zentrifuge
bei 4.000 Upm fir 5 min bel Raumtemperatur abzentrifugiert. Der Uberstand wurde abgegossen. Die
Zelten wurden vorsichfig im verbletbenden Medium resuspendiert und in einen mit filissigem Stickstoff
geklhlten Morser tGberfihrt. Die Zellen wurden 10 min unter Kthlung mit flissigem Stickstoff zerrieben
und méglichst volistandlg in ein 1,5 ml Reaktionsgefal liberfithrt. Nach Zugabe von 250 ul TE wurde
mit Schritt 3 der QlAgen RNeasy-Anleitung fortgefahren,

Saccharomyces cerevisiae:

Es wurde nach dem ,Enzymatische-Lyse-Protokoll” in der Standardversion von QIAGEN
vorgegangen. Statt 50 units ,Yeast lysing enzyme" wurden 2,5 mg/g Zellen Zymolyase 20T
(Setkagaku) verwendet,

2.8.3 RNA/DNA-Hybridisierung zum Nachweis von RNA (Northernblotanalyse)

2.8.3.1 Denaturierende RNA-Gelelektrophorese

Vor Benutzung wurden die Laufkammer, der Geltréger und der Kamm tiber Nacht zum Entfernen von
RNAsen in 0,1 % (w/v) SDS inkubiert und mit Wasser griindlich ausgespiilt. Die elektrophoretische
Auftrennung von RNA erfolgte in 0,9%igen (wiv) Agarosegelen in 1XMOPS mit 17 % (viv)
Formaldehyd. Pro Gelspur wurden 5 ug Gesamt-RNA oder 5 ng Produkt der in vitro Transkription
aufgetragen. Die RNA-Proben wurden in 10 ul RNA-Auftragsgemisch 10 min bei 85 °C denaturiert und
in Eiswasser abgekilhlt. Die Elektrophorese erfolgte fir 4 h bei 70 Volt in 1xMOPS.

2.8.3.2 Transfer von RNA auf Nylonfilter (Northernblof)

Die elektrophoretisch aufgetrennte RNA wurde im Vakuumblotter VacuGene XL (Pharmacia) auf den

Nylonfilter NY 13 N (Millipore) transferiert. Der Aufbau erfolgte wie von der Herstellerfirma
| beschrieben. Es wurde ein Vakuum von 50 mbar angelegt.

Folgende Inkubationen wurden durchgefiihrt:

5 min Wasser
20 min Denaturierung (50 mM NaQOH, 10 mM NaCl)
10 min Neutralisieren (0,1 M Tris/HCi pH 7.4)
90 min Transfer {20xSSC)

Die jeweilige Léisung wurde auf das Gel geschichtet und alle 10-15 min erneuert.
Nach dem Transfer wurde der Filter kurz in 20xSSC getaucht, kurz auf Filterpapier getrocknet und die
RNA durch UV-Licht (3 min) auf dem Filter fixiert.
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2.8.3.3 RNA/DNA-Hybridisterung

Der Nylonfilter wurde 8 h in Hybridisierungspuffer bei 46 °C inkubiert. Die 14-stindige Hybridisierung
erfolgte in Hybridisierldsung mit einer Digoxigenin-markierten DNA-Sonde (random primed labelling)
bel 46 °C. Die Detektion erfoigte wie in der Anleitung des ,Digoxigenin-tabelling and detection kit”* von
Boehringer Mannheim beschrieben. Als Chemoluminiszenzsubstrat wurde beim Nachweis von in vifro
Transkripten CSPD (Boehringer Mannheim) und beim Nachweis von RNA aus S. cerevisiae CPD-Star
(Boehringer Mannhesim) verwendet.

2.9 Arbeiten mit Proteinen
2.9.1 invitro Translation

Die in vitro Translation wurde mit dem Retikulozytenlysat-System oder dem Welzenkeimextrakt-
System (Promega) durchgefihrt,
Reaktionsansatz: 1,0 ug in vitro-transkribierte RNA
ad 50,0 pl Wasser
10 min 67 °C, Eis
25,0 pi Retikulozytenlysat oder Weizenkeimextrakt
1,0mM  Aminos&uregemisch ohne Methionin (doppeite Menge bei
Verwendung von Weizenkeimextrakt)
1,4 ul RNasin (33 u/pl, Promega)
1,0mCi  [°S]Methionin {Amersham)
Translatiert wurde 1,5 h bei 30 °C (Retikulozytenlysat) oder 25 °C (Weizenkeimextrakt).
Zur Lagerung In filissigem Stickstoff wurden 5 pl eines Gemischs aus je 58 mM L-Methionin und
L-Cystein und 10 p! 1,5 M Saccharose zugegeben.

2.9.2 Herstellen von Gesamtzellextrakten im analytischen MaRstab aus

Schizosaccharomyces pombe

1,5 ml 8. pombe-Kultur wurden zentrifugiert (Mikrozentrifuge, 13.000 Upm, 2 min), das Zelipellet
wurde in 1 ml Protoplastierungspuffer (mit je 1 mg ,lysing enzymes” und Zymolyase 20T)
resuspendiert und 30 min bei 30 °C unter leichtem Schiitteln inkubiert. Nach Zentrifugation (siehe
oben) wurde das Zellpellet in 1 ml Harnstoffprobenpuffer resuspendiert und 5 min bei 95 °C inkubiert.
Nach Behandlung mit Ultraschall (2x 15 sek mit 30 sek Pause, 0 °C, Labsonic L von Braun, kleine
Nadel TL40, 90 Watt output) wurden die Proben emeut 5 min bei 95 °C erhitzt und anschiiefend
zentrifugiert (15 min, 13.000 Upm in der Mikrozentrifuge). Der Niederschiag wurde verworfen und
geeignete Aliquots des Uberstands mittels SDS-Gelelektrophorese (2.9.7) und Westernblotanalyse
{2.9.8) analysiert,
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2.9.3 Herstellen von Gesamtzellextrakten im analytischen MaRstab aus

Saccharomyces cerevisiae

1,5 ml einer Ubernachtkultur in YPRaf (OD600 zwischen 1 und 2) wurden auf Eis gekiihlt und in der
Mikrozentrifuge 1 min mit 13.000 Upm abzentrifugiert. Die Zellen wurden in 1 ml Wasser
resuspendiert. Nach Zugabe von 150 pl frisch angesetzter 1,85 M NaOH mit 7,4 % (v/v) p-Mercapto-
ethanol wurde kraftig gemischt und 10-15 min auf Eis inkubiert. Nach Zusatz von 150 ut 50 % (w/v)
Trichloressigsdure wurde durch mehrmaliges Umdrehen des Reakflonsgeféfes gemischt und fir
15 min auf Eis inkubiert. Die Proteine wurden in der Mikrozentrifuge fir 5 min mit 5.000 Upm
abzentrifugiert. Das Pellet wurde mit 1,5 ml eiskaltem Aceton gewaschen und in 2 ul 1 M Tris-Base
und 70 pl 1xSDS-Probenpuffer resuspendiert. Nach 5-mintitiger Inkubation im kochenden Wasserbad
wurden unl8sliche Bestandteile 5 min in der Mikrozentrifuge mit 13.000 Upm abzentrifugiert.

2.9.4 Herstellen von Extrakten liberexprimierter Proteine aus Escherichia coli

50 mil dYT-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin wurden mit 1 ml einer Ubernachtkutur des Expressions-
stamms im selben Medium inokuliert und bis zu einer optischen Dichte von 0,70 bei 600 hm
geschlittelt. Die eine Hélfte der Kultur wurde als nicht induzierte Kontrolle bei 30 °C geschlittelt, zur
anderen Hélfte wurde 1 mM IPTG zur induktion zugegeben. Beide Kulturen wurden noch 5 h bel
30 °C geschiuittelt.

Zur Aufarbeitung wurden die Zellen abzentrifugiert, in 1 ml Rickfaltungs-Puffer resuspendiert
und bei -20°C eingefroren, Die Zellsuspension wurde aufgetaut und 3x 30 sek auf Eis sonifiziert
(Labsonic L von Braun, kleine Nadel TL40, 90 Watt output) mit 45 sek dauernden Pausen auf Eis.
Anschlieend wurden die EinschluRkérper mit dem Fusionsprotein GST-BOS in der Mikrozentrifuge
bei 4 °C fir 15 min mit 13.000 Upm abzentrifugiert. Das Pellet wurde erneut in 1 mi Riickfaltungs-
Puffer resuspendiert und noch 2x 30 sek wie oben beschrieben sonifiziert. Nach Zentrifugation (wie
oben) wurde das Pellet in 1,24 ml Riickfaltungspuffer durch kurzes Senifizieren aufgenommen und bei

-20 °C gelagert.

2,9.5 Solubilisierung und Denaturierung von Bactericopsin

BO aus Purpurmembranen:

Fur die Solubilisierung von Bacteriorhodopsin aus gereinigten Purpurmembranen stelite sich SDS in
einer Konzentration von 0,5 % (w/v) als bestes Agens heraus, da es das Protein aus der Membran
herausigst und somit der denaturierenden Wirkung zuginglich macht. Es wurde aus dem
Halobacterium safinarum Stamm S9 gereinigte Purpurmembran in einer Konzentration von 1 ug/ul
Solubilisierungsansatz in Wasser eingesetzt. Zur Solubilisierung wurden die Ans#zte (20 ul) im
Eppendorf-Inkubator mit 1.000 Upm bei 30 °C 1 h geschiittelt. Unléstiche Bestandteile wurden 1 h in
der Mikrozentrifuge bei 4 °C mit 13.000 Upm abzentrifugiert.
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BO aus EinschluBkdrpern als Fusionsprotein mit Glutathion-S-Transferase (GST-BOS):

Um andere Proteine aus den Einschlufikdrpern (2.9.4) zu entfernen, fand ein Vorreinigungsschritt
durch inkubation in 8 M Harnstoff statt. Dazu wurden etwa 20 pg isoliertes GST-BOS durch 30 sek
Beschallung im Ultraschallbad in 20 pl Harnstoff-Puffer aufgenommen und im Eppendorfinkubator bei
30 °C mit 1.000 Upm flir 2 h geschiittelt. Nach Zentrifugation In der Mikrozentrifuge flir 1 h bei 4 °C mit
13.000 Upm wurde das Pellet, das das Fusionsprotein enthielt, mit 1 % SDS In Wasser solubilisier.
Dazu wurde der Ansatz 2 h bei 30 °C mit 1.000 Upm im Eppendorfinkubator geschiittelt. Unigsliche
Bestandteile wurden flr 1 h in der Mikrozentrifuge bei 4 °C mit 13.000 Upm abzentrifugiert.

2.9.6 in vitro Testsystem zum Nachweis einer Wechselwirkung von
Bacterioopsin mit dem Chaperonin GroEL

Zum Nachweis einer Wechselwirkung von Bacterioopsin (BO} mit dem Chaperonin GroEL wurden die
solubilisierten Bacterioopsin-Proteine {2.9.5) verwendet. Die Solubilisierungsansatze wurden 1:100 in
Rickfaltungspuffer mit aktivem GroEL-Komplex (in &quimolarer Menge zu BO) verdinnt.
Entsprechende Kontrollen wurden ebehso behandelt, jedoch ohne Chaperonin. Bei der Verdiinnung
sollte die Konzentration des SDS so herabgesetzt werden, dal ungebundenes BO ausfallt, Wird dem
Verdinnungsansatz GroEL zugesetzi, sollie bei einer Wechselwirkung zwischen GroEL und BO ein
Teil von BO in Lasung bleiben. Wird einem Komplex aus GroEL, GroES und gebundenefn Protein
ATP zugefihrt, wird das spezifisch im GroEL/ES Komplex gebundene Protein unter ATP-Verbrauch
freigesetzt. Ist das freigesetzte Protein korrekt gefaltet, verlaltt es den GroEL/ES-Komplex. Ist es
falsch oder unvollsténdig gefaltet, wird es erneut gebunden. Im Fall von BO wéare Prézipitation zu
erwarten, so daf’ Versuche mit Zusatz von GroES und ATP durchgefiihrt wurden. GroES wurde im
3-fachen UberschuR undfoder 2 mM ATP eingesetzt.

Fir die Verdiinnungsansétze wurde GroEL (Boehringer Mannheim), gegebenenfalls GroES
(Boehringer Mannheim) und/oder ATP in 100 pl Rickfaltungspuffer vorgslegt und unter Schitteln 1 pl
denaturiertes Bacterioopsin zugegeben. Die Ansatze wurden 1 h bei 1.000 Upm im Eppendorf-
inkubator bei 37 °C geschiitielt. Nach 1-stiindiger Zenirifugation bei 4 °C in der Mikrozentrifuge mit
13.000 Upm wurden sowohl der Uberstand als auch das Pellet mittels SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (2.9.6) und anschlieender Westernblotanalyse (2.9.8) analysiert.

2.9.7 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht erfolgte mittels diskontinuierlicher SDS-
Polyacrylamid-Gelelekirophorese (LAEMMLI 1870} in der vertikalen Gelapparatur PROTEAN II xi (Bio-
Rad). Fiir das Trenngel wurde eine Acrylamidkonzentration von 15 % (w/v) und fir das Sammelge!
von 3,8 % (w/v) eingesetzt. Sammel- und Trenngel wurden entsprechend folgender Angaben

angesetzt:
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Trenngel: Sammelgel:

15,0 % (w/v) Acryltamid 3,8 % (wiv) Acrylamid
0,4 % (w/v) Bisacrylamid 0,1 % {w/v) Bisacrylamid
0,1 % (viv) Temed 0,1 % (v/v) Temed

in Trenngelpuffer in Sammelgelpuffer

Die Polymerisation wurde jeweils durch Zusatz von 0,1 % {w/v) Ammoniumpersuifat gestartet. Zuerst
wurde das Trennge! zwischen zwei Glasplatten (16x16 ¢m, Abstand 1,5 mm) zu elner Hthe von
11,5 cm gegossen. Die Oberfliche wurde mit Wasser (iberschichtet, und das Gel zur Polymerisation
40 min stehengelassen. Das Wasser wurde entfernt, und das Sammelgel aufgegossen. Nach der
Polymerisation wurde das Gel in die Gelapparatur eingesetzt, und diese mit SDS-Laufpuffer geflllt.
Die Proteinproben wurden mit dem gieichen Volumen 2-fach konzenirietem SDS-Probenpuffer
versetzt oder, wenn es sich um Pellets handelte, in 1-fach konzentriertem SDS-Probenpuffer
aufgenommen und 7 min bei 95 °C denaturiert. Die elektrophoretische Trennung erfolgte (iber Nacht
bei konstantem Strom von 12 mA. Sobald das im Probenpuffer enthaltene Bromphenolblau das Ende
des Trenngels erreichte, wurde die Elektrophorese beendet, und das Gel gefarbt (2.9.7.1).

Wenn sehr kieine Polypeptide (kleiner als 14 kD) aufzutrennen waren, wurde die SDS-Polyacrylamid-
Gelelekirophorese nach SCHAGGER, VON JAGOW (1987) wie beschrieben durchgefihrt. Dabei
wurde der Geltyp 10% T, 3% C eingesetzt (T=Konzentration von Acrylamid und Bisacrylamid,
C=Anteil von Bisacrylamid von T). Probenvorbereitung, Farbung und Autoradiographie (2.9.10)
erfolgten wie flr das System nach LAEMMLI oben beschrieben.

2.9.7.1 Firben von SDS-Polyacrylamid-Gelen

Zur Farbung von Gelen standen zwei Methoden zur Verfligung: Coomassie und Sypro-orange (Bio-
Rad). Dabei hat die Farbung mit Sypro-orange den Vorteil, daly anschlieBender Westernbiot noch

mdglich ist.

Féarben mit Coomassie:
Das Gel wurde fir 20 min in Coomassie-Farbeldsung gefarbt, Nicht gebundener Farbstoff wurde mit

10 % (v/v) Essigsédure ausgewaschen.

Féarben mit Sypro-Orange:

Das Gel wurde 2,5 h in einer 0,02%igen (v/v) Lésung von Sypro-Orange in Westernblot-Puffer im
Dunkeln gefarbt. Dann wurde kurz mit 7,5 % (v/v) Essigséiure gewaschen. Das Sichtbarmachen der
Proteinbanden erfolgte unter UV-Licht.
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2.9.8 Immunochemischer Nachweis von Proteinen (Westernblotanalyse)

Zur immunochemischen Detekiion von Proteinen im Westernblotverfahren wurden die Proteine nach
Auftrennung im SDS-Polyacrylamid-Gel auf Membranen Ubertragen. Der spezifische Nachweis von
Proteinen erfolgte tber Antikérper. Zur Detektion wurde ein Peroxidase-gekoppelter Sekundar-
Antikdrper eingesetzt. Dieser setzte ein Chemoluminiszenz-Substrat frei, dessen Leuchten mit
Rdntgenfilmen festgehalten wurde.

2.9.8.1 Transfer von Proteinen auf Nitrocellulose- oder PVDF-Membranen

Der Transfer von Proteinen aus SDS-Polyacrylamid-Gelen erfolgte auf Nitrocellulose-Membranen
(ECL, Amersham) oder PVDF-Membranen (Immobilen P, Millipore) im ,semi-dry"-Verfahren in einer
Transferkammer der Firma Hoelzel, Die Membranen und 8 Lagen 3MM Whatman Papier wurden auf
Trenngel-GriRe zugeschnitten, Die Nitrocellulose-Membran wurde vor dem Transfer mit Blot-Puffer
benetzt, die PVDF-Membran zunachst mit Methanol und anschlieBend mit Blot-Puifer. Das Trenngel
wurde fiir 5 min mit Blot-Puffer &quilibriert. Je 4 Lagen des Whatman-Papiers wurden mit Blot-Puffer
durchfeuchtet. Die Graphitplatten der Transferkammer wurden gut mit Blot-Puffer befeuchtet und die
einzelnen Lagen wie folgt luftblasenfrei geschichtet:
Kathode {- Pol}
4 Lagen Whatman Papier
Trenngel
Transfermembran
4 Lagen Whatman Papler
Anode (+ Pal)
Per Transfer erfogte fiir 2,5 h bei 1 mA/em? Trenngel.

2.9.8.2 Immunochemische Detektion von auf Membranen transferiertem
Bacterioopsin

Zunachst wurde die Blotmembran zum Sichtbarmachen der transferierten Protelne mit einer 0,2%igen
(whv) Ponceau S-Lésung in 3 % (w/v) Trichloressigséure 10 min lang geférbt. Nicht gebundener
Farbstoff wurde mit Wasser abgewaschen, Durch zweimaliges jeweils 10minlitiges Waschen der
Membran in TBS wurde vollstandig entfarbt,

Die Membran wurde 1 h bei Raumtemperatur oder iiber Nacht bei 4 °C mit 10 % (w/v)
Magermilchpulver in TBS abgesittigt. Die Inkubation mit dem Primarantikérper in 10 % (wiv)
Magermilchpulver in TBS erfolgte fir 1 h bei Raumtemperatur oder bei 4 °C Uber Nacht. Folgende
gegen den C-terminalen Teil von Bacterioopsin gerichtete polyklonale Antikdrper fanden in folgender
Verdliinnung Verwendung: |

oBR (affinitatsgereinigt (2.9.9), G. Rosenberg, 30.09.1993) 1:2.500

oBR (VH, V. Hildebrandt) 1:200
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Die Membran wurde 3x mit TBS-T (TBS + 0,1 % (v/v) Tween 20) und 1x mit TBS fiir je 15 min bei
Raumtemperatur gewaschen. Peroxldase gekoppelter Anti-Kaninchen Antikérper aus der Ziege
{Sigma) wurde in 5 % (wiv) Magermilchpulver in TBS fir 1 h bei Raumtemperatur oder tiber Nacht bei
4 °C inkubiert. Dabei wurden je nach Detektionsldsung folgende Verdtnnungen eingesetzt:

1:10.000  ECL {Amersham)

1:20.000  Super Slgnal (Pierce) oder Super Signal Ultra (Pierce)
Die Membran wurde wie nach Inkubation mit dem ersten Antikérper gewaschen.

Zur Detektion wurden die oben aufgeflhrten Substrate nach Herstellerangaben eingesetzt.
Réntgenfiime (XAR oder Biomax-ML, Kodak) wurden je nach Leuchtintensitat 10 sek bis 2 h exponiert.
Die Filme wurden nach Herstelierangabe per Hand mit Lésungen der Firma Kodak entwickelt,

2.9.9 Antikérperaufreinigung tiber Westernblot

Da das von G. Rosenberg hergestelite Antiserum bei Westernblots Kreuzreaktionen mif anderen
Proteinen zeigte, mulite der spezifische Antikérper gegen den C-Terminus von Bactericopsin gereinigt
werden.

20 Gelspuren mit je 9,3 pg Purpurmembran aus Halobacterium salinarum S8 wurde wie unter
2.9.7 beschrieben auf Nitrocellulose transferiert. Nach Férben mit PonceauS (2.9.7.2) wurden die
Bacterioopsin entsprechenden Banden ausgeschnitten und durch mehrmaliges Waschen in TBS
entférbt. Die Filterstreifen wurden Uber Nacht bei 4 °C in 3 % (w/iv) BSA und 1 % (w/v)
Magermilchpulver in TBS abgeséttigt. Dann wurde 3x 5 min mit TBS bei Raumtemperatur gewaschen.
Anschlieffend wurden die Filterstreifen mit einem Skalpell in kieine Stiicke geschnitten und in ein 2 ml
ReaktionsgefaR iiberfihrt, Nach Zugabe von 1 ml Antiserum mit 0,02 % (w/v) Natriumazid wurde 23 h
bei 4 °C im Eppenderfinkubator mit 500 Upm geschiitteit. Das Serum wurde abgenommen, und die
Streifen wurden 6x 20 min mit je 1,7 mt TBS bei Raumtemperatur gewaschen. Die Elution des
Antikérpers erfolgte unter Schiitteln in 500 pi 0,1 M Glycin, pH 2,4 flir 5 min bei 4 °C. Die Losung
wurde abgenommen und mit 30 pt 1 M Tris/HCI, pH 9,4 neutralisiert. Eine zwelte Elution erfolgte unter
Schitteln fir 1 min mit 250 pi 0,1 M Glycin, pH 2,4. Beide Eluate wurden unter Zusatz von weiteren
10 pi 1 M Tris/HCI, pH 9,4 versinigt. Das Eluat wurde in TBS in Centricon 10-Konzentratoren (Amicon)
durch Zentrifugation mit 5.000 x g bel 4 °C -umgepuffert und nach Zusatz von 0,02 % (wiv)
Natriumazid bei 4 °C gelagert.

2.9.10 Autoradiographie

Nitrocellulosemembranen mit radioaktiv-markierten Proteinen wurden gefrocknet und mit eine Folie
abgedeckt. Darauf wurden Rontgenfilme {X-omat AR, Kodak) gelegt. Diese wurden wie vom Hersteller
der Entwicklerchemikalien (Kodak) angegeben entwickelt.

Um radioaktiv markierte Proteine im SDS-Polyaciylamid-Gel sichtbar zu machen, wurde das Trenngel
mit Coomassie gefarbt und anschlieend 3 h in 15 % (v/v) Glycerin geschiittelt, um das Reilen des
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Gels beim Trocknen zu verhindern. Getrocknet wurde 2,5 h 50 °C im PAGE-Zyklus nach Hersteller-
protokoll auf einem Filterpapler im beheizbaren Vakuum-Geltrockner (Bio-Rad). Zur Dokumentation
wurden Rintgenfilme aufgelegt.

2.10 Arbeiten mit Mitochondrien

2.10.1 Isolierung von Mitochondrien aus Hefezellen

Mitochondrien wurden nach Zellaufschiulk durch differentielle Zentrifugation in Anlehnung an das von
DAUM (1982) entwickelte Verfahren aus Zellen von S. cerevisiae oder 8. pombe isoliert.

Die Anzucht der Zellen fur die Isolation von Mitochondrien fir jn vitro Import Experimente
erfolgte in YPGlyc-Medium. Sollten Mitochondrien zur Analyse des Protelngehalts isoliert werden,
wurden die Zellen in YPGal angezogen. Die Kulturen wurden 14 bis 18 h bei 30 °C geschiittelt
(150 Upm), his eine Optische Dichte von 1-3 erreicht war.

Die Hefezellen einer Kultur von 1,3 | oder 5 | wurden bei Raumtemperatur in 400 ml Bechern mit
2.600x g abzentrifugiert. Die Zellen wurden gewaschen, indem sie in destiliertem Wasser
resuspendiert und erneut abzentrifugiert wurden. Anschlieiend wurden die Zellen in 0,1 M Tris/SO,,
pH 9,4 mit 10 mM DTT (2 ml pro g Frischgewicht) resuspendiert und 15 min bei 25 °C leicht
geschiittelt. Die Zellen wurden mit 2.600 x g abzentrifugiert und einmal mit 1,2 M Sorbitol gewaschen,
Zum Abbau der Zellwénde wurden sie in Zymolyase-Puffer (7 ml pro g Frischgewicht) mit 2-3 mg
Zymolyase 20T (Selkagaku) pro g Frischgewicht 30-60 min bel 30 °C unter leichtern Schitteln
inkubiert. Die Reaktion der Zymolyase wurde Gberprift, indem 10 pl der Suspension in 990 ul Wasser
oder 1,2 M Sorbitol geschittelt wurden. Anschliefend wurde die Optische Dichie bei 578 nm
bestimmt. War der Wert in Sorbitel 10x (bei Arbeit mit S. cerevisiae) oder 2x (bei Arbeit mit S. pombe)
héher als in Wasser, wurde die Zymolyase-Behandlung gestoppt. Bei Verwendung von S. pombe-
Zellen wurde noch eine 2-minditige Behandiung mit Novozym (3-4 mg pro g Frischgewicht)
angeschlossen. Die Sphéroplasten wurden einmal mit 1,2 M Sorbitel gewaschen und dann durch
osmotischen Schock geéifinet. Dazu wurde in 3,5 mi Homogenisierungspuffer pro g Frischgewicht
resuspendiert. Die Suspension wurde auf Eis gekihlt und in einem leichtgédngigen Dounce-
Homogenisator mit 20 Strichen des Stempels homogenisiert. Zur Abtrennung der nicht lysierien Zellen
und der schweren Zellbestandteile wurde bei 1.300 x g 5 min bei 4 °C zentrifugiert. Das Pellet wurde
erneut in 3,5 ml Homogenisierungspuffer im Dounce-Homogenisator mit 20 Strichen des Stempels
homogenisiert und wie nach dem ersten Homogenisieren zentrifugiert. Die Uberstinde wurden
vereinigt und 5 min bei 2,700 x g und 4 °C abzentrifugiert. Der Uberstand wurde zur Isclierung der
Mitochondrien 10 min mit 11.000 x g bei 4 °C zentrifugiert. Das Mitochondrienpeliet wurde in 25 ml
SEM mit 0,8 mM PMSF vorsichtig resuspendiert. Es wurde bei 4 °C 5 min mit 2.700 x g
abzentrifugiert. Der Uberstand dieser Zentrifugation wurde im ietzten Schritt erneut mit 11.000 x g bei
4 °C abzentrifugiert. Die isolierten Mitochondrien wurden in wenig SEM resuspendiert und eine
Proteinbestimmung (2.10.2) durchgefiihrt. Die Mitochondriensuspension wurde auf 5 mg Protein/ml in
SEM verdunnt, in 50-100 pl Portionen in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -70 °C gelagert.
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2.10.2 Proteinbestimmung

Die Bestimmung von Proteinen aus Mitochondrien wurde nach der von BRADFORD (1976)
beschriebenen Methode durchgefiihrt. 10 |l und 20 pl 1:10 in SEM verdlnnter Mitochondrien-
suspension wurden mit 2,6 ml eines 1:5 in Wasser verdiinnten Bio-Rad-Protein-Assay-Farbstoff-
konzentrats (Bio-Rad) gemischt und 10 min inkubiert. Anschliefiend wurde die Extinktion bei 595 nm
gegen reine Farbstoff-Verdinnung gemessen, Als Standard fiir die Eichkurve wurde Immunglobuiin G
(7,5 bis 60 pg/2,5 mi Farbstoff-Verdlinnung) (Bio-Rad) verwendet,

2.10.3 in vitro Import von Vorstufenproteinen in isolierte Mitochondrien

Im Anschiu®® an die Synthese im Retikulozytenlysat wurden die Vorstufenproteine posttranslational in
isolierte Mitochondrien von S. cerevisiae bzw. S. pombe importiert,
Die importanséatze hatten ein Volumen von 100 pi. Die Standardansétze enthielten:
6,0 ug Mitochondrien
2,0l [*S]-markiertes Vorstufenprotein in Retikulozytenlysat
2,0 mM NADH
80,0 mM KCl
5,0 mM MgCl»
20,0 mM Kaliumphoshat-Puffer (pH 7,2)
0,1 mM ATP (pH 7,0)
in BSA-Puffer
Durch Kontrolle mit Valinomycin-entkoppelten Mitochondrien konnte gepriift werden, ob von den
Mitochondrien durch eine Sch&digung der Membran Prozessierungsenzym freigesetzt worden war,
oder ob die Prozessierung des Vorstufenproteins als Kriterium fir Import herangezogen werden
konnte. Die inkubation der Importansétze erfolgte bei 25 °C fiir 30 min. Danach wurde der Import
durch Zusatz von 1 uM Valinomycin gestoppt.

Durch Inkubation mit ProteinaseK lief? sich die Translokation des Proteins ins Mitochondrium
demonstrieren. Hierbal wurde die eine Hélfte des Importansatzes ohne ProteinaseK, die andere Halfte
mit 2 g ProteinaseK 10 min auf Eis inkubiert. Zum Abstoppen der Reaktion wurde 0,2 mM PMSF zu
beiden Ansétzen zugegeben. Nach weiteren 5 min auf Eis wurden die Mitochondrien reisoliert
(Zentrifugation in der Mikrozentrifuge mit 13.000 Upm bei 4 °C). Die ProbengefidRe wurden einmal mit
200 pl SEM gespilt (ohne die Mitochondrien zu resuspendisren) und nochmals zentrifugiert, um
Uberschiissiges BSA zu entfernen. Die Proben wurden mit 25 ul 1x SDS-Frobenpuffer 7 min lang bei
Raumtemperatur geschilitelt. Nach S-minttiger Inkubation bei 95 °C wurden sle durch SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (2.8.7) mit anschliellender Autoradiographie {2.8.10) analysiert.

Bei einigen Versuchen wurde zum Import mit Harnstoff denaturiertes Vorlduferprotein eingesetzt.
Dazu wurden 15 pl Translationsansatz von coxIV-BOP in Retikulozytenlysat bei 4 °C unter Schiitteln
in 6 pl Schritten mit siner geséttigten Losung von Ammoniumsulfat in MOPS-Puffer {pH 7,2} versetzt,
bis eine Sattigung von 66 % an Ammoniumsulfat erreicht war. Nach weiterer 20miniitiger Inkubation
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auf Eis wurde 10 min bei 4 °C mit 13.000 Upm in der Mikrozentrifuge zentrifugiert. Das Pellet dieser
Zentrifugation, das coxIV-BO enthielt, wurde in 10 pl Harnstoffpuffer (120 mg Harnstoff, 130 pl
Wasser, 12,5 ul 1 M MOPS pH 7,2 und 5 pl 0,1 M DTT) aufgenommen. Davon wurden pro 100 pi

Importansatz 3 yl eingesetzt,
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3 ERGEBNISSE

Bisher wurde Bacterioopsin (BO) mit verschiedenen mitochondrialen Signalsequenzen, zum Beispiel
der mitochondrialen Signalsequenz coxIV (Signalpeptid der Untereinheit IV der Cytochrom-c-Oxidase)
in Schizosaccharomyces pombe (8. pombe) exprimiert. Dies filhrte zwar zum Import und funktionalen
Einbau von BR in die innere Mitochondrienmembran, jedoch wurde der gréte Teil des exprimierten
Proteins in die Plasmamembran eingebaut (HOFFMANN et al,, 1994).

Um mehr BR in die Mitochondrien zu leiten, wurden eine Rethe von Versuchsansétzen verfolgt,
die in den folgenden Abschnitten beschrieben werden;

Eine weitere mitcchondriale Prasequenz (3.1) und der Import von BR-Teilstiicken (3.2) wurden
getestet.

Um flir den mitochondrialen Import von BR wichfige Fakioren n3her analysieren zu kéinnen,
wurden in vitro Untersuchungen zum Import in Mitochondrien durchgeflihrt (3.3). Im Rahmen dieser
Experimente wurde die Wechselwirkung zwischen denaturiertem BR und Chaperonen untersucht
(3.4).

Ein fiir BR codierendes Gen wurde durch Biolistische Transformation in Mitochondrien
gebracht, um die Expression von BR in diesem Kompartiment und den Einbau in die innere Mitochon-

drienmembran zu erméglichen (3.5).

3.1 in vivo Import von Bacterioopsin in die innere Mitochondrien-
membran von Schizosaccharomyces pombe mit der Signalsequenz
SuU9

Zur Verbesserung des in vivo Imports von Bacterioopsin {BO} in die innere Mitochondrienmembran
wurde die Sequenz fiir das Signalpeptid der Untereinheit 9 der Fy-ATPase aus Mitochondrien von
Neurospora crassa (SU9) gewdhlt. Dieses Signalpeptid soll einen besonders effizienten Import in
Mitochondrien von S. cerevisiae erméglichen (personliche Kommunikation mit J. Rassow, Universitat
Freiburg).

Die Signalsequenz SU9 wurde mittels PCR amplifiziert und vor das bop-Gen (codierend fiir BO mit BO
eigener Présequenz) in den Expressionsvekior pNEU kloniert. pNEU (Abb. 7) ist ein Derivat von
pPREP1 (MAUNDRELL, 1993). Die Expression von Genen steht unter Kontrolle des Promotors des
nmt1-Gens und ist damit Thiamin regulierbar. Bei genilgend Thiamin im Zellinneren ist die Expression
reprimiert. Bei vélligem Thiaminmange! ist der Promotor vollsténdig dereprimiert. Der nmt1-Promotor
zeigt unter diesen Bedingungen eine sechsmal héhere Aktivitét als der adh-Promotor.




ERGEBNISSE 43

BamHi / Sall / Sma]

Hindtl ~

Abb, 7: PNEU

pNEU mit dem Genkonstrukt bestehend aus SU9 und bop wurde in S. pombe transformiert. Die
Expression von BO wurde Gber Westernblotanalyse untersucht, Damit BR in Mitochondrien funktional
vorliegt, mufl der Chromophor Retinal zugeftihrt werden. Unter dieser in vivo-Regeneration von BR
versteht man die Wiederherstellung der Protonenpumpaktivitdt von BR durch Bindung des
lichtabsorbierenden Chromophors all-frans-Retinal als Schiffsche Base an Lys216 im BO-Molekdil.
HILDEBRANDT et al. (1889) zeigten, daf die in vivo-Regeneration von BR in S, pombe durch
wiederholte Retinalzugabe ins Kulturmedium erzielt werden kann. Dies zeigt sich durch Rofférbung
der Hefezellen nach Pelletierung.

3.1.1 Herstellen des Genkonstrukts bestehend aus SU9-Prédsequenz und bop-

Gen

Die Amplifizierung der SUS-Présequenz erfolgte mittels PCR (2.7.6). Als Template wurde das Plasmid
PGEM4SudDHFR (PFANNER et al,, 1987) verwendet, als Primer die Oligonukleotide SUSR und
SUgH. Die Kionierung des PCR-Produkts erfolgte mit dem Sure Cloning Kit {Pharmacia). Die
Richtigkeit der Sequenz wurde durch Sequenzierung {2.7.7) Uberprift,

Das bop-Gen wurde mit BamH! und Hindlll aus pUC19-coxiV-hop (HOFFMANN, 1994)
ausgeschnitten und in den mit denselben Enzymen geschnitienen Vekior pGEM3z kloniert. Der so
erhaltene Vektor wurde mit EcoRl und BamH! geschnitten und mit SUS ligiert. SU8 liegt im
resultierenden Plasmid im gleichen Leseraster wie bop am 5-Ende vor bop. Das Hybridgen SU9-bop
wurde in die Smal Schnittstelle des Vektors pNEU (V. Hildebrandt, Abb. 7) kloniert, so daR die
Expression unter Kontrolie des nmt1-Promotors steht (pLF1).
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Um eine gleichwertige Konfrolle zu haben, wurde die coxIV-bop-Fusion {iber EcoRI und Hindlllf aus
pUC19-coxIV-bop (HOFFMANN, 1994) isoliert. Die Enden wurden zum Erzeugen glatter Enden mit
Kienow behandelt, und das Hybridgen in die Smal-Restriktionsschnitistelle von pNEU inseriert, so daf}
die Expresslon unter Kontrolle des nmt1-Promotors steht (pLF2},

3.1.2 Expression von Genkonstrukten aus BO-Gen mit mitochondrialen Pra-
sequenzen und in vivo Regeneration von BR

Zur Expression von SU9-BOP (Vorldufer von BO mit N-terminaler SU9-Signalsequenz) wurden die
Plasmide pLF1 und pLF2 (3.1.1) in den S. pombe Stamm ,Jeu” transformiert (2.7.10). Die Expression
der Fusionsproteine erfolgte in EMM-Medium mit Zusatz von all-frans-Retinal. Anschliefftend wurden
Mitochondrien aus den Zellen iscliert (2.10.1) und die mitochondrialen Proteine mittels SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Westernbiotanalyse auf ihren BO-Gehalt untersucht (Abb, 8).

46,0 kD ——

30,0 kD =

21,5kD—

14,3 kD—

Abb, 8: Westernblot-Analyse nach SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (15%iges Trenngel)
mitochondrialer Proteine:
Der Nachweis von BO erfolgte mit affinitits-gereinigtem Antiktrper in einer  1:2.500
Verdiinnung. Die Detekfion erfolgte mit ECL (Amersham).
Spuren 1und 2: 100 ng und 200 ng Purpurmembran
Spuren 3-6: mitachondriale Proteine aus Zellen die ein BO-Hybridprotein exprimieren:
Spuren 3und 4: 60 pg und 20 ug coxIV-BOP
Spur5: 75 pg SU9-BOP

Die Westernblot-Analyse {Abb. 8) zeigt, daB sowohl coxIVV-BOP als auch SU9-BOP exprimiert werden
konnten. Zum GroRenvergleich ist in den Spuren 1 und 2 Purpurmembran mit maturem BR
aufgetragen. In den Spuren mit mitochondrialem Protein aus S. pombe mit coxIV-bop Genkonstirukten
(Spuren 3 und 4) ist eine Doppelbande zu erkennen. Die obere Bande entspricht BOP
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(262 Aminos&uren, 28,3 kD) mit coxiV Prasequenz (22 Aminosduren, 3,0 kD), die sehr schwache
untere Bande (in Abb. 8 mit Pfeil markiert} stammt von BOP {vergieiche auch HOFFMANN et al,,
1994). Ahnliches gilt fir das Protein aus S. pombe mit SUS-bop Genkonstrukten (Spur 5). Hier
entspricht die oberste Bande BOP mit SU9 Signalsequenz (7t Aminoséuren, 6,0 kD). Die darunter
liegende Bande konnte als BOM (BO In maturer Form) identifiziert werden.

Aus Abbildung 10 geht hervor, dai bet vergleichbaren geladenen Proteinmengen das gréfere
Hybridprotein SU9-BOP in wesentiich geringeren Mengen als das Hybridprotein coxIV-BOP in
isolierten Mitochondrien nachweisbar ist. Dies kann auf unterschiedlich starke Genexpression oder
unterschiediich starken Abbau der Hybridproteine zurlickgefihrt werden.

Bei Zugabe von all-frans-Retinal zur in vivo Regeneration von BR (3.1} zeigten Zelipellets von
S, pombe ohne BO-Gen eine weille Férbung mit Gelbantell durch das aufgenommene Retinal. Die
Zelipellets der coxIV-BOP oder SU9-BOP exprimierenden Klone zeigten eine deutliche Rosaférbung.

Es konnte die Expression von BO mit mitochondrialer Prasequenz der Untereinheit @ der F1-ATPase
aus Neurospora crassa (SU9-BOP) in 3. pombe gezeigt werden, Diese war jedoch schwéacher als die
Expression des Hybridproteins aus BO mit mitochondrialer Présequenz der Untereinheit IV der
Cytochrom-c-Oxidase aus S. cerevisiae (coxiV-BOP). In beiden Féllen fiihrte die in vivo Regeneration

des BR zur Rosaférbung der Zellen.

3.2 invivoimport von BO in Tellstiicken

CLAROS et al. {1995) exprimierten Apocytochrom b, ein mitochondrial codiertes Membranprotein, als

Fusion mit mitochondrialen Signalsequenzen im Cytoplasma der Hefe. Die mitochondrialen

Signalsequenzen sollten das Protein ins Mitochondrium dirigieren. Sie stellten dabei fest, daf} In ihrem

Fall nicht mehr als vier Helices zusammen ins Mitochondrium importiert werden kénnen. Da es sich

bei BR um ein sehr hydrophobes Protein mit sieben Transmembranhelices handelt, knnte der

schlechte Import von BR in Hefemitochondrien auch mit der Anzahl der zu impottierenden Helices in

Zusammenhang stehen. LIAO et al, (1984) zeigten, da BR-Teilstlicke in vifro zu vollstandigem BR

rekonstituiert werden kénnen. Daher sollte BO in zwei Teilstlicken mit jeweils der coxlV Signalsequenz

importiert werden: coxIV-AB {Helices A und B) und cox IV-CG (Helices C bis G). Bei beiden

Genkonstrukten wurde an das 3-Ende im Leseraster die Sequenz fiir die Aminosaurenabfolge

MGRS6HIs gesetzt. Diese C-terminale Verldngerung ermdéglicht den Nachweis der Proteine (ber

einen gegen diese Sequenz gerichteten Antikérper.

Es wurde wie folgt vorgegangen:

1. Amplifizierung der BO-Teilstiicke und Klonierung dieser Sequenzen hinter die coxlV-Sequenz in
Expressionsvekioren

2. Transformation von S. pombe mit diesen Expressionsvektoren und Untersuchung der BO-
Expression mittels Westernblotanalyse

3. in vivo Regeneration von BO mit all-frans-Retinal




46 ERGEBNISSE

3.2.1 Herstellen der Genkonstrukte aus BO-Teilstiicken mit coxIV-

Signalsequenz

Herstellen von coxIV-AB:

Dieses DNA-Fragment wurde lber PCR mit dem Plasmid pGEM3zbop (3.1.1) als Template und den
Ofligonukleotiden COXAB und ENDEAB (2.7.6; 2.6) als Primer hergestellt, AnschlieRend wurde das
PCR-Produkt in die Smal-Restriktionsschnittstelle von pUC18 mit dem Sure Cloning Kit (Pharmacia)
eingefugt. Es resultierte pUC18CAB mit einem Gen bestehend aus 96 Nukieotiden der coxIV
Signalsequenz und 291 Nuklectiden der Sequenz fiir den AB-Teil sowie einer flir die
Aminoséurenabfolge MRGS6His kodierenden Sequenz am 3-Ende. Die Uberprifung der Sequenz
erfolgte mittels Sequenzierung (2.7.7).

Das coxIV-AB-Genkonstrukt wurde mit EcoRI am &-Ende und Hindlll am 3-Ende aus pUC18
ausgeschnitten. Es wurden mit Klenow glatte Enden erzeugt. Dieses DNA-Stlick wurde in den mit
Smal geschnittenen Expressionsvektor pNEU (3.1) kloniert. Der so entstandene Expressionsvektor
mit richtiger Orientierung des Fragments zum nmt{-Promotor erhielt den Namen pLF3.

Herstellen ven coxIV-CG:
Zur Herstellung dieses Konsiruktes wurde der CG-Anteil Ober PCR amplifiziert. Als Template wurde

pPGEM3zhop (3.1.1) eingessetzt, Als Primer wurden die Oligonukleotide COXCD und ENDECD (2.7.6;
2.6) verwendet. Hierbei wurde der hintere Teil des BO-Gens, der 546 Nukleotide mit zusétzlichen 30
Nukleotiden der Sequenz flir MRGS6His umfaltt, amplifiziert. Mit den Primern wurde am 5-Ende eine
Smal Schnittstelle und am 3™-Ende eine Hindlll Schnittstelle eingefiihrt. Das PCR-Produkt wurde mit
dem Sure Cloning Kit (Pharmacia) in die Smal-Schnittstelle von pUC18 kloniert (pUC18CG). Das
DNA-Fragment wurde mit Smal und Hindlll isoliert und in den Vektor pEH8 (HURT et al., 1984), der
zuvor mit EcoRV und Hindlli geschnitten wurde, hinter die in diesem Vektor enthaltene coxlv-
Signalsequenz kloniert (pEHBCCG). Aus dem daraus resultierenden Plasmid wurde das coxIV-CG
Genkonstrukt mit EcoRI und Hindlll ausgeschnitten und in die Smal Schnitistelie von pREP2
(MAUNDRELL, 1993, Abb. 9} (pLF4). Im Vektor pREP2 liegt im Vergleich zu pNEU eine im Verhéltnis
zum nmt1-Promotor umorientierte multiple Klonierungsstelle vor. Des welteren ist der Marker Leu2 in
pREP2 durch den Marker urad’ ersetzt.
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Abb.9:  pREP2

3.2.2 Expression von coxIVAB und coxIVCG und in vivo Regeneration von BR

Die Plasmide pLF3 und plLF4 (Kapitel 3.2.1) wurden sowohl getrennt als auch zusammen in den
5. pombe Stamm ,UL™, ein Stamm mit Mangelmutationen in der Leucin- und Uracll-Produktion,
transformiert (2.7.10). Da pLF2 den Leu2-Marker und pLF3 den ura4’-Marker enthélt, ist eine
Selektion auf beide Vektoren (ber den jewelligen Marker im Stamm ,UL™ méglich. ‘

Die Expression der BO-Teilstiicke erfolgte wie in Kapitel 2.4.2.3 beschrieben. Fir die
Auftrennung im SDS-Gel wurden Gesamizellexirakte hergestellt (2.9.3). Die Proteine wurden auf
PVDF transferiert, und das BO wurde immunochemisch nachgewiesen (Kapitel 2.9.8) (Abb. 10).
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Abb.10:  Westernblot nach SDS-Gelelektrophorese (15%iges Trenngel) von Gesamizeilextrakten
von 8. pombe mit verschiedenen BO-Genkonstrukten
Der Immunochemische Nachweis von BO erfolgte mit dem Antikérper VH in einer
Verdinnung von 1:500. Zur Detektion wurde das Chemoluminiszenz-Substrat Super
Signal (Pierce) eingesetzt,
Spuren 1 bis 6: Gesamtzellextrakte exprimierender Zellen:
Spur 1: coxIV-AB Spur 4: coxIV-BOP
Spur 2; coxlV-CG Spur b: SU9-BOP
Spur 3: coxIV-AB und coxlV-CG Spur 6: BOP
Spur 7: Purpurmembran

Abbildung 10 zeigt die Westernblot-Analyse von Gesamtzellextrakien von Hefen, die verschiedene
BO-Genkonstrukte exprimieren. Zum Vergleich wurde Purpurmembran und Gesamtzellextrakt von
BOP (im Vektor pNEU) und von coxIV-BOP exprimierenden Zellen aufgetragen.

Spur 7 zeigt die Bande des prozessierten Bacteriorhodopsin {(BOM, 26,5 kD} aus halo-
bakterieller Purpurmembran. WOLFER et al. (1988) fanden bei Analyse der halobakterielien
Purpurmembran iiber der Bande des reifen BO zwei weitere schwéchere Banden, von denen sie die
oberste Pra-BO (BOP, 28,3 kD) und die mittlere einem Prozessierungsintermediat von BO
zuordneten. Das Fehlen dieser Banden in Spur 7 kann auf eine zu geringe Proteinmenge
zuriickzufihren sein. In Spur 6 ist Gesamtzellextrakt BOP exprimierender Zellen von S. pombe
aufgetragen. Hier wird wie in Spur 7 nur eine Bande in Hhe des reifen BO detektiert. Wie bereits von
HILDEBRANDT et al. (1991) beschrieben wurde, ist auch hier in S. pombe Pra-BO zur reifen Form
prozessiert worden. Der unter der kiaren Bande liegende diffuse geschwérzie Bereich ist auf
Kreuzreaktionen der eingesetzten Antikdrper zuriickzufiihren; er erscheint in allen Spuren, in denen
Hefe-Gesamizellextrakt aufgetragen wurde. Belrachtet man die Spuren 4 (coxIV-BOP) und 5 (SU8-
BOP), erkennt man eine schwache Bande, die der reifen BO-Form (vergleiche Spur 7) entspricht, Bei
den chersten Banden handelt es sich jeweils um Hybridprotein. Die ermiftelten Molekulargewichte von
28,5 kD fur coxiV-BOP und 38,9 kD fir SU9-BOP (3.1.1} stimmen mit den erwarteten Molekular-
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gewichten iiberein. Die schwachen direkt ther BO liegenden Banden stellen wahrscheinlich wie bei
Purpurmembranen Prozessierungsintermediate dar.

In Spur 3 wurde Gesamtzellextrakt von Zellen, die beide BO-Teilstlicke (AB und CG) mit coxIV-
Signalsequenz exprimieren, aufgetragen. Mit dem gegen den C-Terminus von BO gerichteten
Antikrper kann das AB-Stlick nicht nachgewiesen werden. Entsprechend fehlen die Banden in Hohe
des coxXIVAB-Molekulargewichts (10,9 kD) in den Spuren 1 und 3. Mit einem gegen die Aminoséure-
sequenz MRGSG6His gerichteten Antikérper (QIAGEN) konnten die BO-Teilstlicke in einer
Westernblotanalyse nicht nachgewlesen werden. Vermutlich ist die Sequenz MRGS6His trotz SDS-
Behandlung flir den Antikérper nicht zuganglich. ‘

In Spuren 2 und 3 ist im oberen Bereich der Kreuzreaktionen jeweils eine stérker geschwirzte
signifikante Bande zu erkennen. Diese kdnnte aufgrund des ermittelien Molekulargewichts von 24,5
kD dem Hybridprotein coxIV-CG zugeordnet werden. Die darunter Hegende Bande kann als
Prozessterungsprodukt (Abspaltung der coxlV-Sequenz) gedeutet werden. Da in Spuren 2 und 3
vergleichbare Gesamtzellextraktmengen in Bezug auf die Kulturdichten aufgetragen wurden, sollte die
Intensitdt der CG Bande etwa gleich sein. In Spur 3 wurde aber eine deutlich stérkere Bande
detektiert. Dies kénnte auf unterschiedliche Expressionsraten von coxIV-CG und coxIV-CG zusammen
mit coxIV-AB zurlickgefihrt werden oder auf eine hohere Stabilitdt des CG-Teilstlicks von BO, wenn
es mit dem AB-Stlick in Wechselwirkung treten kann,

Zur in vivo Regeneration von BR wurde dem Medium bei der Expression all-frans-Retinal zugegeben
{vergleiche 3.1). Zellpellets von S. pombe ohne BO-Gen oder mit nur einem BO-Gen-Teil zeigten eine
weille Farbung mit Gelbanteil durch das aufgenommene Retinal. Die Zellpellets der coxiV-BOP oder
SU9-BOP exprimierenden Klone zeigten eine deutliche Rosaférbung (3.1.2). Wurde BO in Teilst{icken
exprimiert, zeigte das Zellpellet sine braune Farbe.

Es konnte die Expression von BO-Teilstlicken mit mitochondrialer Présequenz der Untereinheit IV der
Cytochrom-c-Oxidase aus S. cerevisiae in S. pombe gezeigt werden. Die in vivo Regeneration des BR
fiihrte zur Braunfarbung der Zellen.

3.3 in vitro Import von Bacterioopsin in die innere Mitochondrien-

membran von Schizosaccharomyces pombe

In vitro Import Experimente bieten ein einfaches und schnelles Testverfahren, um verschiedene
Proteine auf die Importierbarkeit in Mitochondrien zu untersuchen. Im Vergleich zu in Vvivo
Experimenten liegt ein weitaus weniger komplexes System vor, welches die Moglichkeit bietet, den
Importweg eines Proteins besser zu verfolgen.

Ein In vifro-Importansatz fir Mitochondrien enthélt isolierte Mitochondrien, zu importierendes
[*°S]-Methionin-markiertes Protein und Reagenzien zum Antrieb der Atmungskette.
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Es wurden isolierte Mitochondrien von S. pombe und S. cerevisiae eingesetzt (2.10.1). Die
Atmungskette wurde mit ATP, NADH in Kaliumphosphat-Puffer (pH 7,2) angelrieben (2.10.3). Die
Markierung mit [*°S]-Methionin erfolgte in in vitro-Translationssystemen mit in vitro transkribierter
mRNA (2.8.1).

3.3.1 in vitro Transkription

Fiir die in vitro Translation sollte in vifro hergestellte mRNA verwendet werden. Diese hat gegenliber
zelluldrer mRNA den Vorteil, dal nur eine RNA-Spezies vorliegt. Fur die in vitro Transkription wurden
alle BO-Genkonstrukte hinter den T7-Promotor des Vektors pGEM3z (Promega, Abb. 11) kloniert.
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Kpnt 21
Aval gé
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PGEM®-3Z Bamti | |26
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Pst| 48
Sph 54
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69
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Abb.11: pGEM3z

Zur Klenlerung des bop-Gens fur den BO-Vorldufer und des bom-Gens fir das reife BO
(V. Hildebrandt) in pGEM3z wurden die Restriktionsschnitistellen BamH! und Hindlll genutzt. Die
Genkonstrukie coxIV-bop und coxIV-bom (aus pUC19-coxIV-bop und pUC19-coxlV-bom, HOFF-
MANN, 1994) wurden (ber EcoRI und Hindlli kloniert. Diese Restriktionsschnittstelien wurden auch
bei der Klonierung von SU9-bop (3.1), coxiV-AB (3.2) und coxIV-CG (3.2) verwendet. Die so
erhaltenen Plasmide wurden zur in vitro Transkription unmittelbar hinter den Genen mit HindIl
linearisiert, um Transkripte definierter Lange zu erhalten. Um RNasen aus den Restriktionsansétzen
zu entfernen, wurde die DNA durch Phenolextraktion gereinigt (2.7.5).
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Zur Herstellung von Proteinen als Kontrollen des in vifro Imports wurden folgende Flasmide
eingesetzt: pSPG65-coxIVDHFR, pGEMB3-SUSDHFR, pGEM4-AAC, pGEMS3-Fif (2.5). In diesen
Plasmiden steht die Transkription unter Kontrolle des SP6-Promotors. Das Plasmid pSP65-
coxIVDHFR wurde wie die Plasmide mit den BO-Genkonstrukten mit Hindlll linearisiert und
aufgereinigt. Bei den anderen Plasmiden wurde auf die Linearisierung verzichtet, da dies nach
Auskunft von J. Rassow (persdnliche Kommunikation) nicht notwendig ist.

Die Transkription der Gene unter Kontrolle des T7-Promotors wurde mit dem T7 AmpliScribe Kit
(Biozym) oder dem T7 Cap Scribe Kit {Boehringer) unter Einfuhrung eines ,Caps” am 5-Ende der
mRNA durchgeftihrt. Die ver&inderie Base an der mRNA verstérkt die Translation, und sie filihrt zu
htheren Proteinsyntheseraten. Die Transkription von Genen unter Kontrofle des SP8-Promotors
erfolgte ebenfalls mit 5-Capping der mRNA jedoch entsprechend mit der SP6-Polymerase
(Boehringer Mannheim). Die Aufreinigung der RNA erfolgte in allen Fallen gemé’ den Angaben des
T7 Cap Scribe Kit. Die RNA wurde in Wasser zu einer Konzeniration von 0,5 bis 1,5 pg/ul auf-
genommen {2.8.1).

Um zu zeigen, dalt es sich bei den Transkriptionsprodukten der BO-Genkonstrukte um BO-mRNA
handelt und daf keine Nebenprodukte gebildet werden, wurde exemplarisch fiir die Genkonstrukte
bop, bom, coxIV-bop und coxIV-bom eine Northernblot-Analyse durchgefilhrt. RNA wurde aus jin vitro
Transkriptionsansétzen in einem 0,8%igen Agarosegel aufgetrennt. Zum Vergleich wurden Prépa-
rationen halobakterieller RNA eingesetzt (2.8.2). Als Kontrolle wurde ein Transkriptionsansatz ohne
DNA aufgetragen. Die RNA wurde auf einen Nylonfilter transferiert, und mit einem Digoxigenin
markierten DNA-Stick des bom-Gens (546 Nukleotide, Kpnl bis Hindlll, Boehringer Mannheim,
Digoxigenin labelling and detection kit) hybridisiert, Die Detektion des Digoxigenin erfolgte mit Anti-
Digoxigenin-Alkalische Phosphatase-Konjugat und dem Chemoluminiszenz-Substrat CSPD
{Boehringer Mannheim) (Abb. 12).
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Abb.12:  Northernblotanalyse von in vitro Transkriptions-Produkten im Vergleich zu
halobakterieffer Gesamt-RNA
Spuren 1-8: Transkriptionsansétze von:

Spuren fund 2:  coxiV-bom Spuren 3und 4; coxlV-bop
Spuren 5und 6: bom Spuren 7 und 8: bop
Spuren 9 und 10: Transkriptionsansatz ohne RNA

Spur 11: Gesamt-RNA aus Halobacterium salinarum

Die Hybridisierung erfolgte mit einem Digoxigenin markierten DNA-Stlick des bom-Gens
{546 Nukleotide, Kpnl bis Hindlil)

Wie von DAS SARMA et al. (1984) berichtet, findet man in halobakterieller RNA zwei BO-mRNA
Spezies. Die Hauptkomponente hat eine Lange von 830 Nukleotiden, die in geringerer Menge
vorhandene Komponente eine Lénge von 1000 Nukleofiden. Wie beim Auftrag halcbakterieller
Gesamt-RNA (Spur 11, Abb. 12) zu sehen Ist, konnten beide Spezies nachgewiesen werden. In den
Spuren 1 bis 8 (Abb, 12), in denen Produkte verschiedener in vitro Transkriptionsansétze aufgetrennt
sind, wurde jeweils nur eine einzige Bande detektiert. Aufgrund der DNA-L&ngenanalyse konnten die
Banden den jeweiligen zu erwartenden mRNA-Spezies zugeordnet werden. Das Fehlen von Banden
in der Kontrolle (Spuren 9 und 10, Abb. 12) zeigt die RNA-Abhangigkeit des verwendeten in vitro
Transkriptions-Systems und schliet unspezifische Reaktionen zwischen Komponenten des
Transkriptionsansatzes und der eingesetzten Sonde aus.

Damit konnte gezeigt werden, dafd die in vitro Transkription verschiedener BO-Genkonstrukte
im Vektor pGEM3z jeweils zu einer spezifischen mRNA-Spezies fiihrt.
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3.3.2 in vitro Translation

Zur in vifro Translation wurden kaufliches Weizenkeimextrakt und Retikulozytenlysat {Promega)
eingesetzt. Zur Translation wurden entsprechende mRNA und ein Gemisch aus Aminoacyl-tRNAs
zugefiigt. Die Markierung der translatierten Proteine erfolgt iber [*°S}-markiertes Methionin (2.9.1).

BAUER (1980) zeigte, dalt die in vitro Translation von BO mit Weizenkeimextrakt mdglich ist.
Fur in vitro Import Experimente war es notwendig, die in vifro Translation der BO-mRNA-Spezies
(3.3.1) in Retikulozytenlysat zu etablieren.

Pro Standardansatz (25 ul) wurde 1 ug /n vifro hergesteliter mRNA eingesetzt (2.8.1). Fur die Proteine
Pra-BO und reifes BC (3.3.1) wurde mRNA sowohi im Weizenkeimsystem als auch mit
Retikulozytenlysat translatiert (2.9.1). Als Kontrollen wurden Translationsansétze ohne Zugabe von
mRNA eingesetzt. Von den Translationsansétzen wurden je 12,5 pl gelelektrophoretisch (15%iges
SDS-Paolyacrylamidgel) aufgetrennt. Nach Farben mit Coomassie R250 wurde das Gel getrocknet und
mittels Autoradiographie analysiert (2.9.7; 2,9,10} (Abb. 13).

Abb. 13:  Autoradiographie nach SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese von Translationsansétzen
Spur 1; Kontrolle 1, Weizenkeimextrakt, ohne mRNA
Spuren 2 und 3:  Weizenkeimextrakt, bop-mRNA (verschiedene Ansatze)
Spuren 4 und 5:  Weizenkeimextrakt, bom-mRNA (verschiedene Ansétze)
Spuren 6 und 7:  Retikulozytenlysat, bop-mRNA (verschiedene Ansétze)
Spuren 8 und 9:  Retikulozytenlysat, bom-mRNA ({verschiedene Anséize)
Spur 10; Kontrolle 2, Retikulozytenlysat, chne mRNA




54 ERGEBNISSE

Wie Abbildung 13 zeigt, wurde in allen jn vitro Translationsansétzen ein Haupfprodukt im Bereich des
erwarteten Molekulargewichts synthetisiert. Dle schwachen Nebenbanden erscheinen nicht bei den
Translationsansdtzen ochne mRNA. Sie miissen alse Produkte der Translation von BO-mRNA sein.
Die Banden mit geringerem Molekulargewicht als das der Hauptbande sind wahrscheinlich durch
vorzeitlgen Kettenabbruch oder spiteren Translationsstart entstanden. Die Herkunft der Banden mit
héherem Molekulargewicht wurde nicht weiter analysiert.

Die Zuordnung der Banden zu den verschiedenen BO-Proteinen wurde durch Westernblot-Analyse
(2.9.8) bestatigt. 25 ul der Translationsansétze wurden im 15%igen SDS-Polyacrylmidgel
elektrophoretisch aufgetrennt und auf Nitrocellulose transferfert. Der immunochemische Nachweis
erfolgte mit dem gegen den C-Terminus von BR gerichteten Antikérper VH und dem
Chemoluminiszenz-Substrat ECL (Amersharn) {Abb. 14).

12 3 45 6 7 8

_-coxiV-BOM
, ~BOM

Abb. 14:  Westernblotanalyse iranslatierter Proteine im Weizenkeimextrakt und Retikulozytenlysat

(coxlV-bom)

Spur 1: 5 ng Purpurmembran

Spur 2: Kontrolle 1: Translationsansatz im Weizenkeimextrakt ohne RNA

Spuren 3und 4;:  Translation im Weizenkeimexirakt mit coxlV-bom-mRNA
(verschiedene Ansatze)

Spur 5: 25 ng Purpurmembran

Spuren 6 und 7:  Translation im Retikulozyteniysat mit coxIV-bom-mRNA
(verschiedene Ansétze)

Spur 8: Kontrolle 2: Translationsansatz im Retikulozytenlysat chne RNA

Als Erst-Antikérper wurde der polyklonale, gegen den C-Terminus von BO gerichtete
Antikérper VH in einer Verdlinnung von 1:6.000 eingesetzt. Die Detektion erfolgte lber
das Chemoluminiszenz-Substrat ECL {Amersham}.
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Die jewells unterste Bande der Spuren 1 und 5 (Purpurmembran) und 3 und 4 (Translation von coxIV-
bom-mRNA In Weizenkeimextrakt) {Abb. 14) entspricht BO bzw. BO-Fusionsprotein. Die tiber den BO-
Banden {Spuren 3 und 4) sichtbaren Banden sind auf Kreuzreaktionen des Weizenkeimextrakts mit
den eingesetzten Antikdrpern zurtickzufihren, wie die Konfrolle (Spur 2, Abb, 14) zeigt.

Die Westernblotanalyse von Proteinen aus Translationen im Retikulozytenlysat (Spuren 8, 7
und 8, Abb. 14) zeigen sehr starke Kreuzreaktionen der Antik&rper mit Proteinen aus dem
Retikulozytenlysat, was eine spezifische Identifikation des Translationsproduktes cox|V-BOM

unméglich macht,

Zusammenfassend ist zu vermerken, daB verschiedene in vitro hergestelte BO-mRNA-Spezies
erfolgreich im Weizenkeimextrakt und Retikulozytenlysat translatiert werden konnten.

3.3.3 in vitro Import in Mitochondrien

Fir in vitro Experimente zum mitochondrialen Import wurden Mitochondrien aus dem metst genutzten
Modellorganismus S. cerevisiae eingesetzt, Da der Import von BO mit mitochondrialen Signal-
sequenzen in vivo bisher nur in S. pombe erfolgreich war, wurde der Import auch mit Mitochondrien
aus S. pombe durchgefiihrt,

Analog zum in vivo Import (Kapitel 3.1) wurden verschiedene BO-Hybridproteine eingesetzt:
coxiVBOP, SU9BOP, coxIV-AB und coxIV-CG. Als Koniroliproteine des hier verwendeten in vitro
Importsystems wurden der ATP/ADP-Translokator (AAC, PFALLER et al,, 1989), die $-Untereinheit
der mitochondrialen F-ATPase (Ff, PFALLER et al., 1989) und die Dihydrofolatreduktase (DHFR)
mit den Signalsequenzen coxlV (HURT et al., 1884) oder SU9 (PFANNER et al,, 1987) eingesetzt. Fir
diese Proteine konnte der Import in isolierte Mitochondrien von. S cerevisiae bereits gezeigt werden,

Die zu importierenden Proteine wurden im Retikulozytenlysat (3.3.2) mit [*°S]-Methionin
hergestellt. Der Standardansatz enthielt isolierte Mitochondrien, zu importierendes Protein, Puffer mit
allen zur Energieregeneration notigen Reagenzien und Saccharose zur Stabilisierung der
Mitochondrien. Es wurde 30 min bei 25°C inkubiert. Bis auf AAC verfiigen alle eingeseizten Proteine
Uiber sine N-terminale Signalsequenz, die beim Import durch eine Matrixpeptidase abgespalten wird.
Um zu zeigen, dafl} diese Prozessierung bei den in vitro Experimenten nicht auf Freisetzung der
Matrixpeptidasen durch Schédigung der mitochondrialen Membranen zurlickzufihren ist, wurde der
Import in Paralletansdtzen mit Valinomycin inhibiert, Die Inhibierung des Imports durch Valinomycin
beruht auf der Zerstérung des Potentials iiber die innere Membran, welches fiir den Transport (iber die
innere Mitochondrienmembran essentiell ist. Eine Hilfte eines jeden Importansatzes wurde mit
ProteinaseK behandelt, um nicht importiertes Protein zu beseitigen, die andere Hiifte blieb
unbehandelt (2.10.3), Die Mitochondrien wurden reisoliet und die enthaltenen Proteine
gelelekirophoretisch aufgetrennt. [°S}-markierte Proteine wurden durch Autoradiographie sichtbar
gemacht (2.8.7; 2.9.10) (Abb. 15a bis 15d).
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Abb. 15a: Autoradiographie nach SDS-Gelelektrophorese (Laemmii, 15%lges Gel) von
Importexperimenten in Mitochondrien von S. pombe mit;
AAGC (32,0 kD), F4p (56,0 kD), SUS-DHFR (29,0 kD), coxIV-BOP (31,3 kD)
Die Spuren 14-16 zeigen die Auftrennung der fir den Import eingesetzten Translations-
ansitze. AAC und Fp wurden jeweils zusammen in einem Ansatz importiert.
Einige Banden des Protein-Molekulargewichts-Standards (Amersham, rainbow, high
molecular weight, Spur 13) wurden mit radioakliver Tinte gekennzeichnet.
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Abb. 15b: Autoradiographie nach SDS-Gelelekirophorese (Laesmmli, 15%iges Gel) von
importexperimenten mit SU9-BOP (34,2 kD) und SU9-DHFR (29,0 kD)
Die Spuren 18 und 19 zeigen die Auftrennung der fir den Import eingesetzten
Transtationsansatze.
Einige Banden des Protein-Molekulargewichts-Standards (Amersham, rainbow, high
molecular weight, Spur 18) wurden zur Orientierung mit radioaktiver Tinte
gekennzeichnet,
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Abb. 15¢:  Autoradiographie nach SDS-Gelelekirophorese (Laemmli, 15%iges Gel) von
importexperimenten in Mitochondrien von S. pombe mit cox|V-CG (24,5 kD}, coxIV-BOP
(31,3 kD), coxIV-DHFR (26,1 kD) und SUS-DHFR (29,0 kD)
Die Spuren 18 bis 20 zeigen die Auftrennung der fiir den Import eingesetzten
Translationsansatze,
Einige Banden des Protein-Molekulargewichts-Standards (Amersham, rainbow, low
molecular weight, Spur 17) wurden zur Orientierung mit radioaktiver Tinte
gekennzeichnet.
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Spur 1+ 2 8 4 &5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

ProteinaseK + + + o+ o+ - . - - . - . -
Valinomycin + - + - . T - + . - .

coxlV-AB—

Abb. 15d: Autoradiographie nach SDS-Gelelektrophorese (Schaegger, von Jagow, 10%iges Gel)
von Importexperimenten mit coxIV-AB (10,9 kD)

Spuren 1, 2,7, 8: Mitochondrien aus 8. cerevisiae
Spuren 3, 4,9, 10;  Mitochondrien aus S. pombe
Spuren 5 und 11: Importansatz chne KClI

Spuren 6 und 12; importansatz mit 270 mM KCI

Die Spur 15 zeigt die Auftrennung des fiir den Import eingesetzten Translationsansatzes.
Einige Banden der Protein-Molekulargewichts-Standards (Spur 13; Biorad, broad range;
Spur14: Amersham, rainbow, high molecular weight) wurden zur Orientierung mit
radioaktiver Tinte gekennzeichnet,

In den Abb. 15a bis 154d ist jeweils ein Aliquot des fur den Import verwendeten Translationsansatzes
aufgetragen. In allen Ans#tzen bis auf den Ansatz zur Translation von SU9-BOP ist immer eine
Hauptbande zu erkennen, deren Molekulargewicht dem erwarteten Molekulargewicht entspricht
{vergleiche Angaben in den Legenden der Abb. 15a bis 15d). Die jeweils am stérksten ausgeprégte
Nebenbande liegt im Bereich des prozessierten Proteins. Wahrscheinlich entsteht sie durch falsche
Inttiation der Translation nach der Prasequenz oder durch unspezifische Prozessierung im
Translationsansatz. Im Fall der Translation von SU9-BOP ist die Bande, die dem erwarteten
Molekulargewicht von 36,9 kD entspricht {Abb. 15b, Spur 19) nicht deutlicher ausgepragt als drei der
stérksten Nebenbanden.

Der hier verwendete Test ist geeignet fiir Importstudien von Proteinen in isolierte Mitochondrien, wie
die Experimente mit den Kontrollproteinen zeigen. Alle getesteten Kontrollproteine wurden durch oder
in die Membran transportiert. SU9-DHFR (Abb. 15a) wird beim Import in zwei Schritten prozessiert.
Die Banden des Voriduferproteins, des Intermediats und des reifen Proteins sind im Importansatz, der
nicht mit ProteinaseK behandelt wurde, zu erkennen (Spur 10, Abb. 15a). Nur das vollsténdlg ins
Mitochondrium importierte reife Protein ist vor Behandlung mit ProteinaseK geschilizt und im Gel
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detsktierbar {Spur 4, Abb. 15a). Der Zusatz des Entkopplers Valinomycin verhindert den Import durch
dle innere Mitochondrienmembran. Daher kommt es nicht zur Prozessisrung des Vortgufers. So findet
weder Import noch Prozessierung von SUS-DHFR zu DHFR statt (Spuren 3 und 8, Abb. 15a).
Abb. 16b zeigt, dal® der import von SUZ-DHFR in Mitochondrien von 8. cerevisiae und S. pombe
gleich gut funktioniert. Ahnlich erfolgreich konnte der import der anderen Kontrollproteine gezeigt
werden. Fi und coxiV-DHFR werden in einem Schritt zum reifen Protein prozessiert. Da AAC keine
abspaltbare Signalsequenz enthalt, verdndert das Protein nicht sein Molekulargewicht beim Import.
Alle Kontrollproteine kénnen sowoh! in Mitochondrien von S. cerevisiae als auch von S. pombe
importiert werden (es sind nicht alle Daten gezeigt).

Beim Import von coxIV-BOP, SUS-BOP, coxIV-AB und coxIV-CG in Mitochondrien von S. cerevisiae
und S. pombe wurde entsprechend dem Import der Kontroliproteine vorgegangen {Abb. 15a-d}. Nach
Behandiung mit ProteinaseK sind schwache Banden in Hohe der prozessierten Fusionsproteine zu
sehen. Doch gibt es keinen Unterschied in der Bandenintensitat von [¥°S]-markierten Proteinen aus
Importansétzen mit und ohne Valinomycin. Dies bedeutet, dal entweder der Proteinabbau durch
Proteinasek nicht vollstéandig war, oder daf ein vom Potential Uber dle innere Mitochondrienmembran
unabhéngiger Import statigefunden hat. Weltere Experimente zum Abbau von BO-Fusionsproteinen
aus in vitro Translationsansétzen, in denen verschiedene Mengen ProfeinaseK eingesetzt wurden,
zeigten, daf} die Fusionsproteine mit ProteinaseK nicht volisténdig abgebaut werden koénnen (Daten
nicht gezeigt). Die beobachtete Menge [*°S]-markierten Proteins in der Fraktion der reisolierten
Mitochondrien ist vermutlich auf an den Mitochondrien aggregiertes Protein zurdckzufiihren. Daraus
ist zu folgern, dal® entweder gar kein Import stattgefunden hat, oder dal die Importeffizienz so gering
ist, daR die Menge des importierten Proteins zum Nachweis durch Autoradiographie nicht ausreicht.

Es wurden weitere Importhedingungen mit verschiedenen Zusétzen getestet. Als zu
importierendes Protein wurde coxIV-BOP eingesetzi, da dieses Hybridprotein in vivo in Mitochondrien
von 8. pombe erfolgreich imporiiert werden konnte. Da diese Versuche keine Verénderung des
Imports im Vergleich zum Standardansatz zeigten, wird hier auf Abbildungen verzichtet,

Da der Import von AAC bei erhhter tonenstérke verdoppelbar ist, wurde im Standardansatz fir
den Import die Menge an Kaliumchlorid von 90 mM bis 270 mM variiert. Es zeigte sich jedoch kein
Einflul auf die Importierbarkeit von coxIV-BOP.

Der import von F4f kann durch Zugabe von Retikulozytenlysat zum Importansatz gesteigert
werden. Flir coxIV-BOP zeigte sich jedoch, dafd der Zusatz von 2 pl Retikulozytenlysat pro 100 ui
importansatz keinen Einflull auf die importierbarkeit hat.

Nachdem gezelgt wurde, dall ungefaltete Proteine besser in Mitochondrien importiert werden
(PFANNER et al., 1987), wurde coxiV-BOP vor dem Import mit Harnstoff denaturiert {2.10.3). Auch
nach dieser Bshandlung wurde keln Import von coxIV-BOP beobachtet.

Cytosolische Chaperone (1.3.2) beeinflussen den Import von Proteinen in Mitochondrien, indem
sie die falsche und/oder friihzeitige Faltung der Proteine verhindern. Da der Gehailt und die Art der
Chaperone in Weizenkeimen und Retikulozyten verschieden sind, wurde zum Import in Weizen-
keimextrakt translatiertes coxIV-BOP eingesetzt. Zum Vergleich wurde in Weizenkeimextrakt
translatiertes F.f, AAC und SUS-DHFR herangezogen. Wahrend die drei Konfrollproteine in
Mitochondrien von & cerevisiae importiert wurden, wenn auch mit geringerer Effizienz als aus
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Retikulozytenlysat, wurde kein Import von coxIV-BOP beobachtet. Zugabe des Hsp70-Chaperons
DnaK aus E. coli (Boehringer Mannheim) in Konzentrationen von 2 bis 20 ng/ul Importansatz zum
Importansatz von coxlV-BOP und F¢f in Refikulozytenlysat zeigte keinen Einflu auf den import
beider Proteine.

Der EinfluB von Retinal auf die korrekte Faltung von BO in Membranen ist nach heutigem
Wissen nicht auszuschlieften. CoxIV-BOP wurde im Vergleich unbehandelt oder nach Vorbehandiung
mit Harnstoff (2.10.3) zum Import in Ansétzen mit Zugabe von all-frans-Retinal in Konzentrationen von
0,1 uM, 0,5 uM und 1 pM eingesetzt. Auch hier zeigte sich kein Einflul auf den Import von coxIV-
BOP.

Des Weiteren wurden Mitoplasten (Mitochondrien ohne &uflere Membran) fiir Import-
experimente hergestellt, um auszuschlielen, dalt die &uRere Mitochondrienmembran die
importbarriere fir coxIV-BOP darstellt. Mitochondrien (1mg mitochondriales Protein/ml in SEM)
wurden 1:10 in EM-Puffer verdiinnt und 17 min auf Eis inkubiert. Die Mitoplasten wurden durch
Zentrifugation (15 min, 2 °C, 13.000 Upm in der Mikrozentrifuge) iscliert und im Standardansatz
anstelle der Mitochondrien zum Import eingesetzt. Auch hier konnte kein Import von coxiV-BOP

gezeigt werden,

Trotz umfassender Untersuchungen unter verschiedenen Bedingungen konnte kein import von BO-
Hybridproteinen in isolierte Mitochondrien von S. pombe oder S. cerevisiae nachgewiesen werden.

3.4 Wechselwirkung von Bacterioopsin mit dem Chaperonin GroEL

Es wurden in vifro Translationsansaize von Hybridprotein bestehend aus Bacterioopsin mit
N-terminaler coxIV-Signalsequenz in Retikulozytenlysat bei 100.000 x g zentrifugiert. Die Analyse des
Uberstands dieser Zentrifugation im Vergleich zu einem nicht zentrifugierten Translationsansatz
erfolgte durch SDS-Polyacrylamidgelelekirophorese und anschiieBende Autoradiographie (2.9.7,
2.9.10). Fast das gesamie synthetisierte coxIV-BOP und BOP, letzteres ist ein Nebenprodukt der
Transtation, ist im Uberstand zu finden (Abb. 16). Dies bedeutet, dai neu synthetisiertes BO-
Hybridprotein in Losung vorliegt. Um zu ermittein, durch welche Faktoren BO in Lésung gehalten
werden kann, wurden exemplarisch Untersuchungen mit dem Chaperonin GroEL (E. cofi)
durchgefiihrt.
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coxlV-BOP —
BOP—

Abb.16:  [n vitro Translationsans#tze (coxIV-BOP) vor und nach Zentrifugation bei 100.000 x g
{Autoradiographie nach SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese im 15%igen Gel)
Spur 1: Gesamtansatz vor Zenfrifugation
Spur 2: Uberstand nach Zentrifugation

Da die Wechselwirkung von Proteinen mit GroEL gut untersucht ist (1.3.3), wurde dieses Chaperonin
fiir Untersuchungen mit BO gewabhit, In der Literatur sind bisher nur Versuche mit léslichen Proteinen
beschrieben. Die Proteine werden mit Harnstoff oder Guanidiniumhydrochlorid denaturiert, was zum
Funktionsverlust fiihrt. Der Denaturierungsansatz wird um Faktor 50 bis 100 in GroEL-haltigen Puffer
verdinnt. Findet eine Wechselwirkung mit GroEL (unter Zusammenwirken mit GroES und ATP) stait,
s0 daf das Protein wieder seine korrekie Faltung einnimmt, ist eln Anstieg der Funktionalitédt zu
messen (ZHENG et al., 1993; HLODAN et al., 1985; MAYHEW et al., 1996)

Fir Membranproteine muf’ bei Verwendung dieses Ansatzes folgender Gedankengang
volizogen werden: Membranproteine sind nur in Losungen mit Detergenzien l&siich. Wird BO also
unfer Zusatz eines Defergens denaturiert, ist es =zundchst ldslich. Nach Verdiinnung des
denaturierenden Agens und des Detergens félit das Membranprotein aus und kann abzentrifugiert
werden. Wird aber in GroEL-haltigen Puffer verdiinnt und findet eine Wechselwirkung mit GroEL statt,
soliten die hydrophoben Bereiche des Membranproteins so abgeschirmt sein, daft die Aggregation
verhindert wird. Das Membranprotein bleibt 1oslich. Zusaiz von GroES und ATP bewirkt die
Freisetzung von Proteinen aus ihrer Wechselwirkung mit GroEL. Fertig gefaltete Proteine verlassen
GroEL, wahrend faisch gefaltete Proteine erneut gebunden werden {1.3.3). Nach Zusatz von GroES
und ATP kénnen Membranproteine GroEL verlassen, Sie aggregieren oder binden erneut an GroEL
und bleiben weiterhin in Lésung. Setzt man neben GroES und ATP geeignete Lipide zu, wére
anzunehmen, daR es zur korrekien Faltung dés Membranproteins kommt,

Bacteriorhodopsin ist ein gut geeignetes Membranprotein fiir Untersuchungen zur Wechsel-
wirkung mit Chaperonen, da seine Aktivitit relativ einfach gemessen werden kann. Ein sehr leicht zu
detektierendes Merkmal ist die Rosafirbung, wenn der Chromophor all-frans-Retinal an korrekt
gefaltetes BO gebunden ist.




ERGEBNISSE 63

3.4.1 Bacteriorhodopsin/Bactericopsin zur Untersuchung einer Wechsel-
wirkung mit GroEL

Zur Untersuchung einer Wechselwirkung =zwischen GroEL und Bacteriorhodopsin  wurden
Purpurmembran und in E. coli exprimiertes Fusionsprotein GST-BOS (BO mit N-terminalem
Glutathion-S-Transferase (GST)-Teil) verwendet. Wahrend BO in Purpurmembranen in funktionaler
Konformation zusammen mit ali-frans-Retinal und Lipiden vorliegt, ist es als Fusion mit GST in
Einschiulkdrpern {englisch: inclusion bodies) ohne all-trans-Retinal und Lipide aggregiert.

Die Uberexpression des GST-BOS in E. cofi (2.9.4) fithrt zu Einschiufkérpern, in denen das unlésliche
Fusionsprotein enthalten ist. Das Fusionsprotein wurde nach den Angaben in 2.9.4 aus E. cofi
aufgearbeitet. Als Kontrolle wurde Protein aus nicht induzierten Zellen aufgearheitet (Abb. 17).

97,4 kKD — :

66,0 kD —
46,0 kD — -

GST-BOS

30,0 kD —gi

Abb.17:  3DS-Polyacrylamidgelelekirophorese ven Einschlukérpern nach Expression von
GST-BOS in Escherichia coli
Spurt: Protein-Molekulargewichismarker
Spur 2: ohne induktion, Konirolle
Spur 3: nach Induktion
Das Gel wurde mit Coomassie R250 gefarbt.

Neben der Hauptbande des GST-BOS-Fusionsproteins (57,2 kD, Spur 3, Abb. 17) sind zahlreiche
Nebenbanden zu erkennen. Um eine weitere Aufreinigung des GST-BOS-Fusionsproteins zu erzielen,
wurde eine Behandlung mit 8 M Harnstoff angeschlossen. Dazu wurde das Pellet einer Aufarbeitung
in 0,1 M TrisfHCI (pH 8) mit 8 M Harnstoff durch Ultraschallbehandiung im Wasserbad resuspendiert.
Der Ansatz wurde mit 1.000 Upm im Eppendorffinkubator bei 30 °C fir 2 h geschiittelt und
anschiieend fiir 80 min bei 4 °C mit 13.000 Upm in der Mikrozentrifuge zentrifugiert. Uberstand und
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Pellet dieser Zentrifugation im Vergleich zu Uberstand und Pellet derselben Zentrifugation elner nicht
behandelten Probe wurden gelelekirophoretisch analysiert (Abb. 18).

97,4 kKD~
46,0 kD~

30,0kD— 5

Abb. 18:  Partielle Aufreinigung von GST-BOS aus Einschluftkérpern durch Behandiung mit
Harnstoff
Es wurden pro Spur gleiche Aufschiumengen in einem 15%igen SDS-
Polyacrylamidgel aufgetrennt. Das Gel wurde mit Coomassie R250 geférbt.
Spur 1: Protein-Molekulargewichismarker
Spur 2: unbehandeites Pellet
Spur 3: Peltet nach Behandlung mit 8 M Harnstoff
Spur 4: Uberstand nach Behandlung mit 8 M Harnstoff

Das Fusionsprotein GST-BOS ist auch nach Behandiung mit 8 M Harnstoff zum groften Teil in der
Pelletfraktion zu finden (Spuren 3 und 4, Abb. 18). Der Vergleich der Pelletfraktionen von unbehan-
delten und mit 8 M Harnstoff inkubierten EinschluBkérpern (Spuren 2 und 3, Abb. 18) zeigt den
deutlichen Aufreinigungseffekt nach Behandlung mit Harnstoff. Die Anzahl und Intensitdt der
Nebenbanden hat deutlich abgenommen.

3.4.2 Solubilisierung und Denaturierung von BO aus Purpurmembranen und

als Fusion mit GST

Ublicherweise werden bei Untersuchungen zur Wechselwirkung von [oslichen Proteinen mit
Chaperonen als denaturierende Agenzien Harnstoff (8 M) oder Guanidiniumhydrochlorid (6 M)
eingesetzt. Das Fusionsprotein GST-BOS kann jedoch weder mit Harnstoff (Abb. 18, Kapitel 3.4.1)
noch Guanidiniumhydrochlorid (Daten nicht gezeigt) solubilisiert werden. Dies gilt auch fir BO aus
Purpurmembranen. Wahrschelntlich ist die starke Hydrophobizitét von BO dafiir verantwortlich.
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SDS erwies sich als geeignetes Detergens, um das Membranprotein BO zu solubilisieren und
denaturieren. Es wurden verschiedene SDS-Konzentrationen fir die Solubilisierung der
Purpurmembran und des Fusionsproteins GST-BOS eingesstzt. Die Proteine wurden in einer
Konzentration von 1ug/pl Solubilisierungsansatz mit verschiedenen SD3-Konzentrationen versetzt
und 1 h bei 30 °C unter Schiitteln inkubiert. Nach einstiindiger Zentrifugation (4 °C, 13.000 Upm in der
Mikrozentrifuge) wurden Uberstand und Pellet im 15%igen SDS-Polyacrylamidgel analysiert. Abb, 19
zeigt Solubilisierungen mit optimalen SDS-Konzentrationen.

— GSTBOS

Gel nach Farben mitCoomassie R250 Gel nach Farben mit Sypro-orange

Abb.19:  Solubilisierung von BR aus GST-BOS (links} und Purpurmembranen (rechts) mit SDS
P: Pellet U Uberstand

GST-BOS ist nach Solubilisierung fast vollstandig im Uberstand zu finden, nur ein geringer Tell
befindet sich im Pellet (Spuren U und P, Abb. 19, links), wéhrend BR aus Purpurmembranen
vollstéandig im Uberstand zu finden ist (Spur U, Abb. 19, rechts).

3.4.3 Wechselwirkung von solubilisiertem BO aus Purpurmembran und GST-
BOS-Fusionsprotein mit GroEL

Zur Detektion einer Wechselwirkung zwischen GroEL und den verschiedenen BO-Proteinen wurden
letztere mit SDS denaturiert (2.9.5). Nach Zentrifugation wurde der Uberstand 1:100 in
Renaturierungspuffer mit Kombinationen aus GroEL, GroES und ATP verdiinnt. Der GroEL-Komplex
wurde in &quimolarer Menge zum eingesetzien BO zugegeben. GroES wurde in dreifachem
Uberschult eingesetzt und ATP in einer Konzentration von 2 mM. Nach einstindiger Inkubation bei
30°C unter Schiitteln wurden die Ansatze zentrifugiert. Uberstand und Pellet wurden
gelelektrophoretisch getrennt, Das SDS-Polyacrylamidgel des Versuchs mit BR aus halobakteriellen
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Purpurmembranen wurde mit Sypro-orange gefarbt, um eine Quantifizierung der BO-Banden mit dem
Gel-Dokumentationssystem ,Molecular Analyst® (Biorad) zu erméglichen (Abb. 20). Das Gel zur
Analyse des Versuchs mit GST-BOS blieb unbehandelt. AnschlieBend wurden die Proteine auf
Nitrocellulose transferiert. Die immunochemische Detektlon erfolgte mit affinititsgereinigtern oBR
{G. Rosenberg, 1:2.500 verdlinnt) als Erstantikdrper und mit ECL als Chemoluminiszenz-Substrat
(2.9.8) (Abb. 20 und 21).

1 2 3 4 5 6 7 8 91011 12 13 14

GroEL—

BOM—

GroES—

U1 Ubersténde 2 M Peliets

8 ¢ 10 11 12 13 14
I I
- - s+ -+

-+ 4+ o+

GroEL - - +
GroE8 - - -
ATP - - -

R
+ o+ tn
ok D
S RN

- - -

BOM—

21,5 kb—

Abb. 20:  oben: mit Sypro-orange gefarbtes SDS-Polyacrylamidgel einer Versuchsserie zum
Nachwaeis einer Wechselwirkung zwischen GroEL und BO aus Purpurmembranen
unten: Westernblotanalyse dieses Gels
U1 zur Verdiinnung eingesetzter Uberstand nach Solubilisierung mit SDS
Ubersténde 2: Uberstéinde nach Verdiinnung in Puffer mit oben gezeigten Zus#tzen
Spur 8 (M): Protein-Molekulargewichtsstandard {Im Bild der Westernblot-Analyse ist

die Lage der Banden durch Kreuze markiert.)
Peliets: Pellets nach Verdlinnung in Puffer mit verschiedenen Zusatzen
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Abb. 21:  Westernblotanaiyse einer Versuchsserie zum Nachweis einer Wechselwirkung
zwischen GroEL und dem Fusionsprotein GST-BOS

U1: Uberstand nach Solubilisierung mit SDS (wie fiir Verdunnungs-
Experimente eingesetzt)

P1: Pellet nach Solubilisierung mit SDS

Spur 3: Protein-Molekulargewichtsstandard (Die Lage der Banden ist durch
Kreuze markiert.)

Uz: Uberstande nach Verdiinnung in Puffer mit verschiedenen Zusétzen

P2: Pellets nach Verdlinnung in Puffer mit verschledenen Zuséatzen

Die Solubilisierung von BO (im Folgenden fir BO aus halobakteriellen Purpurmembranen stehend)
und GST-BOS mit SDS war nahezu volistdndig. BO und GST-BOS lagen in Lésung vor (Spur 1,
Abb. 20 und Spur 2, Abb, 21). Nach Verdinnen in Renaturlerungspuffer befindet sich das gesamte
GST-BOS in der Pelletfraktion (Spuren 4 und 7, Abb. 21), von BO wird noch ein geringer Teil im
Uberstand detektiert (Spuren 2 und 9, Abb. 20). Wesentlich mehr BO und GST-BOS bleibt Islich
nach Verdiinnung in GroEL-haltigen Renaturierungspuffer {vergleiche Spuren 2 und 3, Abb. 20 und
Spuren 4 und 5, Abb. 21). Dieser Effekt ist noch verstarkt bei Verdinnung in Renaturierungspuffer mit
GroEL, GroES und ATP (Spuren 6, Abb. 20 und Abb. 21). Zur Kontrolle wurde denaturiertes BO auch
in Renaturierungspuffer mit GroES und ATP (Spuren 7 und 14, Abb. 20) verdiinnt. GroES und ATP
haben keinen Effekt auf die Ldslichkeit von BO. Eine weitere Kontrolle war die Verdlinnung von BO in
Renaturierungspuffer mit GroEL und GroES oder ATP (Spuren 4, 5, 11 und 12, Abb, 20). Weder
GroES noch ATP als alleiniger Zusatz zu GroEL im Renaturierungspuffer verstérkten die Loslichkelt
von BO im Vergleich zu alleinigem GroEL-Zusatz, Dles geht aus den Bandenintensitdten in der
Westernblotanalyse nicht deutlich hervor. Vermutlich wurden die Proteine auf die verschiedenen
Bereiche des Filters unterschiedlich gut transferiert. Die Analyse der BO-Bandenintensitéten
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ausgehend vom Sypro-Orange geférbten SDS-Polyacrylamidgel {(Abb. 20, oben) belegt die vorher
gemachten Ausflihrungen deutlicher. Es sind nur die Pelletspuren ausgewertet, da in den Spuren, in
denen der Uberstand aufgetragen wurde, ein zu groRer Hintergrund durch das im Uberstand
enthaltene GroEL auftrat. Die Bandenintensitat der Spur 2, Abb. 20 (Verdlinnung von denaturiertem
BO in Puffer ohne Zusatz) wurde auf 100 % gesetzt (Abb. 22).

120
100
80
60
40 |
20

% vom Ansatz chne Zusatz

ohne GroEL GroEL, GroEL, GrokEL, GroES
Zusatz GroES ATP GroES ,ATP
L ATP

Zusatze im Renaturierungspuffer

Abb. 22: prozentualer Anteil an BO im Pellet nach Solubilisierung und Verdiinnung in Puffer mit
verschiedenen Zusétzen im Vergleich zur Verdlinnung in Puffer ohne Zusatz

Die geschilderten Effekte erscheinen bei den Versuchen mit GST-BOS ausgeprégter zu sein als bei
Versuchen mit halobakterieller Purpurmembran, Dies kann daran liegen, daf die Zentrifugation der
Verdinnungsanséatze im Fall von GST-BOS festere Pellets als bei halohakierieller Purpurmembran
ergibt. Bei nur losen Pellets besteht die Gefahr der unsauberen Trennung von Pellet und Uberstand,
was die Ergebnisse verfalschen kann.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dafk bei Zusatz von GroEL im Renaturierungspuffer zur
Verdiinnung von SDS-denaturfertem BO mehr BO in Lésung bleibt als nach Verdiinnung in Puffer
ohne GroEL. Die Menge an léslichem BO kann durch Zusatz von GroES und ATP in den
Renaturierungspuffer gesteigert werden. Ergénzung von GroEL im Renaturierungspuffer mit GroES
oder ATP alleine zeigen diesen Effekt nicht.
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3.5 Expression von BO in Mitochondrien von Saccharomyces
cerevisiae durch Biolistische Transformation

In Versuchen, Bacterioopsin (BO) Uber den zelluldren Importapparat in Mitochondrien einzuschleusen,
wurde ein Teil des BO auch in die Plasmamembran eingebaut. Um dies zu verhindern, wurde
versucht, BO direktin den Mitochondrien zu exprimieren.

Zur Expression von Fremdgenen, die normalerweise nukledr codiert sind, missen in Mitochondrien
von 8. cerevisiae alle abweichenden Stellen des zu exprimierenden Gens durch orisspezifische
Mutagenese dem mitochondrialen genetischen Code angepaldt werden (Tab. 5).

Tab. 5: Bekannte Abweichungen des genetischen Codes bei Mitochondrien von Saccharomyces
cerevisiae im Vergleich zum universelien genetischen Code (FOX, 1987)

Codon Aminos&ure im mitochondrialen Code | Aminos&ure im universellen Code
UGA Tryptophan Kettenabbruch

AUA Methiconin Isoleucin

CUN Threonin Leucin

Ein wesiteres Problem stelit die Eingliederung des Fremdgens in das mitochondriale Genom dar. Da
mitochondriale Genome effizient homolog rekombinieren, kann das Fremdgen in einem Plasmid
zwischen mitochondrialen Sequenzen eingebaut werden, wodurch gezielte Integration in die
mitochondriale DNA erreicht werden kann.

Bisher ist die Biolistische Transformation die einzige Methode zur Transformation von
Mitochondrien. Bei dieser Technik wird DNA in Zellen geschossen, wobei sie teilweise in die
Mitochondrien gelangt (2.7.11). Da die Biolistische Transformation der Hefe S. cerevisae und deren
mitochondriale Genetik am besten untersucht sind, wurde dieser Organismus zur Expression von BO

in Mitochondrien ausgewahilt,

3.5.1 Anpassung des BO-Gens an den genetischen Code der mitechondrialen
DNA von Saccharomyces cerevisiae

Um die Expression von BO in Mitochondrien von S. cerevisiae zu erméglichen, wurde ein BO-Gen mit
dem mitochondrialen genetischen Code dieser Hefe (3.5) durch orisspezifische Mutagenese
hergestellt. Es wurden nur die Anderungen eingebracht, die den Einbau falscher Aminossuren oder
den Kettenabbruch verhindern. Die Haufigkeit, mit der ein bestimmtes Codon im Mitochondriengenom
von S. cerevisiae benutzt wird, blieb unberlicksichtigt.

Als Template fUr die ortsspezifische Mutagenese diente das Plasmid ptZ1bos (POMPEJUS et
al., 1993). Als Primer wurden die Oligonukleotide MTBOS1 bis MTBOSS eingesetzt (2.6; 2.7.6.4). Eine
Genkarte des neuen BO-Gens mtbos mit Markierung der Anderungen im Vergleich zum bos-Gen und
der Lage der Primer ist im Anhang (7.1} gezeigt.
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Das Gen wurde in zwei durch die Bell-Restriktionsschnitistelle getrennten Stiicken amplifiziert. Fiir
den vorderen Gentell wurden drei aufeinanderfolgende PCRs durchgefthrt, fiir den hinteren Teil
waren vier aufeinanderfolgende PCR-Schritte notwendig. Burch Ersetzen von zwei aufeinander-
folgenden nukledren Tryptophancodons {Aminosduren 139 und 140) durch das im universelien Code
flr Kettenabbruch und im mitochondrialen Code far Tryptophan stehende TGA wurde sichergestellt,
dafi die Expression von BO im Cytoplasma nicht mdglich ist. Die amplifizierten Sequenzen wurden
nach der letzten PCR mit dem Sure Cloning Kit (Pharmacia) in die Smal-Schnittstelle von pUC18
kiontert (2.7.6.3). Daraus resultierten die Plasmide pLF5 (pUC18 mit dem 5-Ende des mtbos-Gens)
und pLF8 (pUC18 mit dem 3'-Ende des mtbos-Gens) (Abb. 23).

Um ein Plasmid fiir die Biolistische Transformation zu erhalten, wurde aus dem Plasmid pDS24,
ginem Derivat von pBLUESCRIPT KS, (Abb. 23, STEELE et al. 1996) das Arg8™-Gen gegen das
mthos-Gen ausgetauscht. Dies geschah in zwei Schritten. Zun&chst wurde der hintere Genteil von
mtbos elngefithrt. Dazu wurde aus pDS24 ein Stick mit Bell und BamHI entfernt und durch den
hinteren Teil des mthos-Gens (aus pLF6 mit Bell und BamHI ausgeschnitten) ersetzt. Aus dem daraus
resultierenden Plasmid wurde das Stiick zwischen Accl und Bcll entfernt. An diese Stelle wurde der
vordere Teil des mthos-Gens, der mit Accl und Bell aus pLF5 ausgeschnitten worden war, eingesetzt.
Es resultierte pLF7 (Abb. 23). Die Sequenzen wurden durch DNA-Sequenzierung Uberpriift (2.7.7).

£-Ende von mtbos 3'-Ende von mthos
(aus pLF5) (aus pLF6)

Acel BamH| Belt ] Bell BamHl

S'-untranlatierter
Bereich von oxi-2 4

pBLUESCRIPT KS

Abb. 23:  Konstruktion von pLF7
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Das mtbos-Gen in pl.F7 ist im Leseraster hinter den ersten 8 Codons der fiir die Untereinheit ill der
Cytochrom-c-Oxidase (coxlll) kodierenden Sequenz integriert. Stromaufwirts vor dem kodierenden
Bereich befindet sich der &-untranslatierte Bereich des mitochondrialen oxi-2-Gens von S. cerevisiae
(1,6 kb). Der hinter dem mtbos-Gen lisgende Bereich entspricht dem 3'-untranslatierten Tell des oxi-2-
Gens (2,3 kb). Bei erfolgreicher Biolistischer Transformation kann das mtbos-Gen (iber homologe
Rekombination dieser Randbereiche mit entsprechenden Bereichen des mitochondrialen Genoms an
die Stelle des oxi-2-Gens integriert werden,

3.5.2 Biolistische Transformation

Die Biolistische Transformation wurde im Labor von T. D. Fox (Corpell-University, Ithaca, U.S.A.)
durchgefihrt. Das Plasmid pLF7 (3.5.1) wurde aus dem E. coli Stamm DH5c mit dem QIAGEN
Plasmid Midi Kit isoliert und Uiber Biolistische Transformation in die Mitochondrien des 8. cerevisiae
Stammes DFS160 (rho®) gebracht (2.4.1, Tab. 4). Zur Selektion auf Kerntransformanden wurde ein
weiteres Plasmid mit dem Leu2-Marker eingesetzt, um die Mutation im Leu-Gen des
Empféangerstammes DFS160 {rho®) zu komplementieren, Die Mischung aus beiden Plasmiden wurde
auf Wolframpartikel prézipitiert. Diese wurden in einer Apparatur zur Biolistischen Transformation
(DuPont) auf Agarplatten mit einem Zellrasen von DFS160 {rho®) geschossen (2.7.11). Zellen mit dem
Plasmid mit dem Leu2-Marker kénnen wachsen. Unter diesen Zellen wurden solche gesucht, die das
Ptasmid pLF7 in den Mitochondrien enthalten. Dies erfolgte durch Kreuzen der Klone mit dem
8. cerevisiae Stamm GW22, in dessen mitochondrialem Genom eine Mutation im 5-untranslatierten
Bereich des oxi-2-Gens vorliegt. Diese Mutation kann durch homologe Rekombination mit der
entsprechenden Sequenz von pLF7 komplementiert werden, wenn GW22 mit Klonen, in deren
Mitochondrien pLF7 enthalten ist, gepaart wird, Es wird Cytochrom c-Oxidase gebildet, die Zellen
kénnen auf YPEG wachsen.

Die mitochondrialen Transformanden wurden auf Selektionsplatten (SD-Lys) vereinzelt. Klone
mit pLF7 in den Mitochondrien wurden emeut durch Testpaarung mit GW22 identifiziert. Vereinzelung
und Testpaarung mit GW22 erfolgten insgesamt dreimal, um zu gewdahrieisten, dalt reine und
genetisch stabile Klone isoliert wurden. Nach den ersten Selektionsschritten wurde immer Leucin im
Medium zugesetzt, so daft das autonom replizierende Plasmid mit dem Leu2-Marker verloren ging.
Der resuitierende S. cerevisiae Stamm EF2 ist durch folgenden Genotyp gekennzeichnet:
~ Kern: ade2-101, [ura3-52], Aleu2, arg8A:;:URA3, kar1-1
- Mitochondrium: pLF7 (synthetischer rho’)
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3.5.3 Herstellen eines Saccharomyces cerevisiae Stammes, der BO in den
Mitochondrien exprimiert

Um BO in den Mitochondrlen exprimieren zu kénnen, mufl das mibos-Gen in eine geeignete
mitochondriale DNA (rho’) integriert werden. Der Stamm EF2 (3.5.2) wurde mit sinem rho’-Stamm
gepaart, so daR nach homologer Rekombination der 5 und 3' Sequenzen von oxi-2 mit den
flankierenden homologen Sequenzen um mtbos in pLF7 {3.5.1) das oxi-2-Gen gegen mtbos
ausgetauscht wird (2.7.13). Ein solcher Stamm ist GW22, der bereits zur Verifizierung der
mitochondrialen Transformanden eingesetzt wurde (3.5.2). Bei der Paarung von EF2 und GW22
entstehen fast ausschlieRlich haploide Zellen, da die Kernverschmelzung der gepaarten Stadmme
durch die kar1-1 Mutation im Stamm EF2 verhindert wird. Bei Paarung der Stdmma ist die Bildung von
Diploiden nicht ganz ausgeschlossen.

Zur Paarung wurden stationére Kulturen von EF2 und GW22 im Verhéltnis 1:1 gemischt und
Uber Nacht auf YPD-Agar inkubiert. Die aus der Paarung hervorgegangenen Zellen wurden zur
Selektion Kern-kodierter Marker von GW22 auf SD-Platten mit Lysin als einilger Aminoséure
vereinzelt. Die angewachsenen Zellen enthalten verschiedene mitochondriale Genome, da zwischen
_dem mitochondrialen Genom von GW22 und plLF7 verschiedene Rekombinationsereignisse miglich
sind (Abb. 24).

mt DNA
von GW22 | .
= Deletion oxi-2
5'-untranslatierter 3'-untranslatierter
Bereich von oxi-2 Bereich von oxi-2

Abb. 24:  Schema des mitochondrialen Genoms von GW22 im Vergleich zu pLF7?

Unter den auf SD-Lys angewachsenen Kolonien wurden digjenigen mit dem mitochondriaien rho’-
mtbos-Genom durch Paarung mit Teststdmmen selektioniert (Tab. 6) (2.7.13). Alle im Folgenden
beschriebenen Testpaarungen und die Selektion durch Wachstum auf YPEG erfolgten parallsl. Die
Genome, die bereits durch ein Selektionsverfahren ausgeschlossen werden konnten, werden in den
sich anschlieRenden Ausflihrungen nicht mehr erwahnt.

Als erstes Merkmal diente das Wachstumsverhalten der Kolonien auf YPEG. Es wachsen nur
Zellen mit volisténdigem mitochondrialen Genom (D, Tab. 6). Unter den verbleibenden Kolonien (A-C
und E-H, Tab. 6) wurden durch Testpaarung mit dem Stamm MCC259 disjenigen selektioniert, in
denen mtbos oder oxi-2 im rho’-Genom integriert sind. MCC259 Mitochondrien enthalten nur das
oxi-2-Gen, die Ubrigen Sequenzen des wildtypischen Mitochondriengenoms miussen vom
Paarungspartner bezogen werden, damit Wachstum auf YPEG madglich ist. Mégliche Pariner dafir
sind Klone, die das in Tab. 6 mit A, C und E bezeichnete mitochondriale Genom enthalten {D wurde
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durch die Wachstumsféhigkeit auf YPEG wie oben beschrieben ausgesondert). Kolonien mit
Zielgenom (A) kénnen von Kolonien mit C-Genom oder E-Genom durch Paarung mit dem Stamm
GW46 unterschieden werden. Die Deletion im 5-untranslatierten Bereich von oxi-2 im rho*-Genom
von GW46 kann nur bei Paarung mit Klonen mit A-Genom komplementiert werden. Nur die aus dieser
Paarung hervorgehenden Zellen wachsen auf YPEG (Tab. 6). Durch Paarung von Kolonien mit A-
Genom mit den Teststémmen V76 und CAB3, deren mitochondriale Genome Mutationen im oxi-2-
Strukturgen enthalten, kann gezeigt werden, dal Kolonien mit A-Genom kein oxi-2-Strukturgen
enthalten. Da keiner der Paarungspartner das oxi-2-Strukturgen enthélt, kann keine Cytochrom c-
Oxidase in den aus der Paarung hervorgegangenen Zellen exprimiert werden, die Zellen kénnen auf
YPEG nicht wachsen (Tab. 6).

Tab. 6: Wachstum der Resultierenden einer Paarung von EF2 mit GW22 nach Paarung mit Test-

Stdmmen

mdgliche Wachstum auf |Wachstum auf | Wachstum auf | Wachstum auf
Kombinationen des YPEG YPEG nach YPEG nach YPEG nach
mitochondrialen Paarung mit Paarung mit Paarung mit
Genoms MCC259 GW46 V76 oder CAB3

A |rho’, 3-oxi-2, mtbos - + + -
(Zielgenom)

B Irho’, 3-0xi-2, mthos - - + -

C |rho’, A3-oxi-2, oxi-2 - + - +

D |rho', 3-oxi-2, oxi-2 + + + +

E |rho', A%-oxi-2, mtbos - + - .

F |rho’, A3-oxi-2, oxi-2 - - - +

G | rho’, 3%oxi-2, oxi-2 - - + +

H |rho, A3-oxi-2, mtbos - - - -

Wiederholte Vereinzelung und erneute Selektion fihrten zur Isolierung einiger genetisch stabiler
Stamme mit einem mitochondrialen Genom, welches das mtbos-Gen und den 3'- und 5-untrans-
latierten Bereich des oxi-2-Gens, nicht aber die kodierende Sequenz des oxi-2-Gens enthélt. Diese
isogenen Stdmme erhielten die Namen EF10, EF11 und EF15.

3.5.4 Lokalisation von mtbos in Gesamt-DNA Praparationen von EF11

Aus der Paarung von EF2 (Kapitel 3.5.2) mit GW22 waren drei Stdmme hervorgegangen, die laut
Testpaarungen im mitochondrialen Genom das mibos-Gen und den 3'- und &-untranslatierten Bereich
des oxi-2-Gens, nicht aber die kodierende Sequenz des oxi-2-Gens, enthalten (EF10, EF11, EF15,
Kapite! 3.5.3). Genaue Aussagen zur Lokalisation des mtbos-Gens in den Genomen dieser Stdimme
sind aber durch die Testpaarungen allein nicht méglich. Daher erfolgte der Nachweis des mtbos-Gens
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im Genom von EF11 mittels PCR (3.5.3, Abb. 28). Eine Southernblotanalyse diente dem Nachweis
der korrekten Lokalisation von mtbos im mitochondrialen Genom von EF1{1,

PCR:

Primer konnten in der PCR aufgrund der besonders AT-reichen Sequenzen im 5-uniranslatierten
Bereich von oxi-2 nur in einem Bersich, der auch schon in pLF7 enthalten ist, gesetzt werden.
WVersuche mit weiter auferhalb dieser Seqeunz liegenden Primern ergaben kein PCR-Produkt.

Als Template wurden Gesamt-DNA-Praparationen von EF11 und GW22 und eine Mischung aus
Gesamt-DNA von GW22 mit dem Plasmid pLF7 eingesetzt. Als Primer wurden zur Amplifizierung von
mtbos die Oligonuklieotide MTBOS1 und MTBOSS verwendet. Die Amplifizierung eines Teils des 5'-
untranslatierten Bereichs vor mtbos und dem ersten Teil von mibos erfolgte mit den Oligonukleotiden
VORCOX und MTBOS3 (2.6) (Abh. 25). Die PCR wurde in 50 pl Ansdtzen durchgefiihrt (2.7.6).

VvC MB1 MB3 MB8 MB9 CcsS NC
— B e s SR T g g
S-untranslatierter th 3-untranslatierter
Bereich (oxi-2) mibos Bereich (oxi-2) 1 [
Mboli Accl

P
Accl BamHI Sphl  BamH|

D= =<

BOSSONDE SONDECOX
rezmma i Genom D—(] Sonde
D integrierte Sequenzen =* Primer: VC=VORCOX; MB=MTBOS
CS=COXSONDE; NC=NEUNACHCOX

Abb. 29;:  schematische Darstellung der Lage der Primer und DNA-Sonden in mtbos mit den
flankierenden mitochondrialen Sequenzen bei korrekter Insertion von mtbos

Nach der PCR wurden 10 pl des Ansaizes mit EF11-DNA als Template und den Primern MTBOS1
und MTBOS9 mit Sphl geschnitten. 10 ul des Ansaizes mit EF11-DNA als Template und den Primern
VORCOX und MTBOS3 wurden mit BamHI geschnitten. Die Restriktionsansétze und 10 ul der PCR-
Anséize wurden im 1,5%igen Agarosegel elektrophoretisch getrennt. Die Banden wurden unter Uv-
Licht sichtbar gemacht (Abb. 26).




ERGEBNISSE 75

Abb. 26:  Agarosegel mit PCR-Ansétzen mit den Primern MTBOS1 und MTBOSS (Spuren 1-4)
bzw. den Primern VORCOX und MTBOS3 (Spuren 6-8). Als Template dienten Gesamt-
DNA-Extraktionen von:

Spur 1: GW22 und das Plasmid pLF7

Spur 2; Gw2z2

Spur 3: EF11

Spur 4: EF11, PCR-Produkt mit Sphl geschnitten

Spur &: DNA-Langen-Standard {1 kb Leiter, Gibco/BRL)
Spur 6: EF11, PCR-Produkt mit BamH! geschnitten
Spur 7. EF11

Spur 8: GW22

Die Sequenz von mthos konnte aus Gesami{-DNA von EF11 amplifiziert werden (Spur 3, Abb. 28). Die
Restriktion des PCR-Produkis mit Sphl ergab die fiir mtbos zu erwartenden Banden (Abb. 25) mit
Langen von 492 Nukleotiden und 273 Nukleotiden (Spur 4, Abb. 28). Uber diesen Banden ist noch
eine schwache Bande ungeschnittener DNA zu sehen. Die Amplifikation mit den mtbos spezifischen
Primern MTBOS1 und MTBOS9 mit Gesamt-DNA von GW22 als Template ergab elne sehr schwache
diffuse Bande, die als unspezifisches PCR-Produkt zu deuten ist (Spur 2, Abb, 26). Erst nach Zusatz
von pLF7 zu Gesamt-DNA von GW22 kann wie bei Gesamt-DNA von EF11 mtbos amplifiziert werden
{Spur 1, Abb. 28). Die Amplifikation mit GW22 als Template und den Primern VORCOX und MTBOS32
ergab, wie aufgrund des fehlenden mtbos zu erwarten, kein PCR-Produkt (Spur 8, Abb. 26). Wurde
dagegen Gesami-DNA von EF11 als Template eingesetzt, erhielt man ein Produkt mit 535
MNukleotiden Lange (Spur 7, Abb. 26). Dieses Produkt wurde durch BamHI in zwei Stlicke (434 und
101 Nukleotide) geschnitten (Spur 6, Abb. 26). Die dariiber liegende Bande ist ungeschnittenes PCR-
Produkt. Es konnte ein Stick des 5'-untranslatierten Bereichs von oxi-2 mit dem anschliefenden 5'-
Ende von mtbos amplifiziert werden. Dies entspricht den Erwartungen, wenn man davon ausgeht, dai
in EF11 mtbos mit den Uber pLF7 eingefihrten flankierenden Sequenzen vorliegt (Abb. 26).
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Southernklotanalyse:
Es wurden zwei Sonden mittels PCR bei gleichzeltigem Einbau von Digoxigenin markiertem dUTP
hergestelit (Abb. 25 zeigt die Lage der Sonden.).

Fiir eine mthos-spezifische Sonde wurde als Template pLF7 eingesetzt. Als Primer dienten die
Oligonukleofide MTBOSS und MTBOSS. Diese Sonde (BOSSONDE) ist gegen das 3"-Ende von mtbos
gerichtet,

Zur Herstellung einer Sonde (SONDECOX), die gegen den 3-untranslatierten Bereich des
oxi-2-Gens gerichtet ist (nicht in pLF7 vorhanden), wurde wie folgt vorgegangen. in einer PCR (2.7.6)
wurde mit Gesamt-DNA aus dem 8. cerevisiae-Stamm D273-10B (Wildiyp) als Template und den
Oligonukleotiden COXSONDE und NEUNACHCOX ein Stiick des 3'-untranslatierten Bereichs von
oxi-2 amplifiziert. Die Sequenz wurde in das Plasmid PCR-Script SK’ (Stratagene) in die Srfl-
Schnittstelle kloniert (2.7.6.3). Sequenzierung des amplifizlerten DNA-Stlcks ergab, daf nur der Teil
von der Mboll-Schnittstelle (Abb. 25) bis zum Primer NEUNACHCOX korrekt war. Im Gbrigen Bereich
war eine kleine Delstion. Deletionen treten in der mitochondrialen DNA besonders in den nicht
kodierenden Regionen aufgrund des AT-Reichtums der Sequenzen héufig auf. Der korrekte Bereich
wurde durch Schneiden mit Mboll und BamH! isoliert, zur Erzeugung glatter Enden mit Klenow
behandelt und in die Smal-Schnitistelle von pUC18 kloniert. Die SONDECOX konnte aus dem
resultierenden pUC-Derivat mit den Primern NEUNACHCOX und Universal-Primer unter Einbau von
Digoxigenin markiertem dUTP amplifiziert werden.

Flr die Southernblotanalyse wurden Gesamt-DNA-Préparationen {t pg DNA} von EF11 und
GW22 mit Accl und Accl/BamHI (iber Nacht bei 37 °C geschnitten. Die DNA wurde im 0,8%Igen
Agarosegel elektrophoretisch getrennt (Abb. 27) und auf eine Nylonmembran transferiert. {2.7.8). Die
erste  Hybridisierung erfolgte mit der Sonde BOSSONDE., Die Detektion erfolgte nach
Herstellerangaben mit Anti-Digoxigenin-Alkalische Phoshatase-Konjugat und dem Chemoluminiszenz-
Substrat CPD-Star (Boehringer) (Abb. 27). Anschliefend wurde die BOSSONDE von der Membran
nach Herstellerangaben (CPD-Star, Boehringer) entfernt. Zur zweiten Hybridisierung wurde
SONBECOX eingesetzt. Die Detektion erfolgte wie bei Einsatz der BOSSONDE (Abb. 27)
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4072 Nt—
3054 Nt—

1636 Nt—
1018 Nt—

508 Nt—

Abb, 271 Southernblotanalyse von geschnittener Gesamt-DNA aus EF11 und GW22
A: Agarosegel nach Farben mit Ethidiumbromid vor dem Transfer
B: Membran, Hybridisierung mit BOSSONDE
C: Membran, Hybridisierung mit SONDECOX
Spuren 1 und 6: DNA-L&ngen-Standard

Spur 2: Gesamt-DNA aus GW22, geschnitten mit Accl

Spur 3: Gesamt-DNA aus EF11, geschnitten mit Accl

Spur 4: Gesamt-DNA aus GW22, geschnitten mit Accl und BamH|
Spur 5: Gesamt-DNA aus EF11, geschnitten mit Accl und BamHlI

Mit der BOSSONDE konnte nur in geschnittener Gesamt-DNA von EF11 jeweils eine Bande detektiert
werden (Abb. 27 B, Spuren 3 und 5). GW22 enthdlt keine zu BOSSONDE homologen DNA-
Sequenzen. SONDECOX hybridisiert sowohl mit DNA aus GW22 als auch mit DNA aus EF11
{(Abb. 27 C). In jeder DNA ist wie zu erwarten die der SONDECOX homologe DNA-Sequenz enthalten.
Im Fall der DNA, die nur mit Accl geschnitten wurde, hybridisiert ein etwa 6 kb langes DNA Stick mit
der BOSSONDE (Abb. 27 B, Spur 3) als auch mit SONDECOX (Abb. 27 C, Spur 3), Dies entspricht
den Erwartungen, wenn mthos an der richtigen Stelle in die mitochondriale DNA inseriert ist (Abb. 25},
Bei Doppelrestriktion mit Accl/BamHI wird das 6 kb grofie DNA-Stiick in drei Fragmente zerlegt. Dabei
wird mit BamHI in der mtbos-haltigen DNA das hintere, 646 Nukleotide lange mtbos-DNA-Stiick
ausgeschnitten (Abb. 25). Dieses wird in Accl und BamHl geschnittener DNA aus EF11 mit der
BOSSONDE detektiert {Abb. 27 B, Spur 5). Weltere Fragmente aus diesermn Restriktionsansatz sind
der vordere Tell des mthos-Gens (112 Nukleotide) und schiieBlich der 3'-untransiatierte Bereich des
oxi-2-Gens von BamHl bis Accl (etwa 5,3 kb), der mit SONDECOX detektiert werden kann (Spur 5,
Abb. 27 C). Somit wurde gezeigt, dal® das mtbos-Gen in richtiger Orientierung vor den 3'-
untranslatierten Bereich des oxi-2-Gens in der mitochondrialen DNA von EF11 inserlert ist.
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Durch die PCR-Analyse und die Southernblotanalyse konnte gezeigt werden, dai das Gen mtbos in
korrekter Orlentierung in den mitochondrialen Genlocus des oxi-2-Gens im S. cerevisige Stamm EF11
ausgetauscht wurde.

3.5.5 Transkription von mthos in Mitochondrien von Saccharomyces
cerevisiae

Zum Nachweis von mibos mRNA wurde Gesamt-RNA der Stdmme EF10, EF11 und EF15 und als
Kontrolle aus GW22 prapariert (2.8.2). Diese RNA wurde mit DNase inkubiert, gelelekirophoretisch
{0,8%iges Agarosegel) aufgetrennt und auf eine Nytranmembran transferiert. Als Sonde fiir die mibos-
mRNA wurde das BamHI-Fragment von mthos {646 Nukleotide, vergleiche Anhang) aus dem Plasmid
pLF7 Iscliert (3.5.1). Die Markierung erfolgte im ,random primed” Verfahren nach Herstellerangaben
mit Komponenten des ,Digoxigenin Labelling and Detection Kit* (Boehringer Mannheim). Die
Hybridisierung erfolgte (ber Nacht in High-SDS-Hybridisierungspuffer mit Kalbsthymus-DNA bei
42 °C. Die Detektion wurde nach Herstellerangaben mit Anti-Digoxigenin-Alkalische Phoshatase-
Konjugat und dem Chemoluminiszenz-Substrat CPD-Star (Boehringer Mannheim) durchgefiihrt
{Abb. 28).

— 9488 Nt

— 3911 Nt
— 2800 Nt

— 1898 Nt

— 562 Nt

Abb. 33:  Northemblot-Analyse von Gesam{-RNA aus den aufgefiihrten 8. cerevisiae Stammen:
Spur 1: GWwz22
Spur 2: EF10
Spur 3: EF11
Spur 4: EF15

In den Gesamt-RNA-Préparationen der Stdmme EF10, EF11 und EF15 wurde nur eine RNA-Bande
von etwa 3000 Nukleotiden detektiert (Spuren 2-4, Abb. 28). Die Kontrolle (Spur 1, Abb, 28) zeigt, daid
keine Kreuzreaktion mit andsren DNA-Sequenzen als der von mtbos vorliegt,
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3.5.6 Translation von BO in Mitochondrien von Saccharomyces cerevisiae

Um BO In den Mitochondrien der Stdmme EF10, EF11 und EF15 (3.5.3) zu exprimieren, wurden sie in
YPGal Medium angezogen. Galakiose steigert die Expression von oxi-2 durch Induktion des oxi-2-
Translationsfaktors Petd94 (1.3.1). Damit sollte auch die Expression des unter Kontrolle des oxi-2
FPromotors stehenden mtbos gesteigert sein. Aus den Zellen wurden Mitochondrien isoliert {(2.10.1).
Die mitechondrialen Proteine wurde mitels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgeirennt und auf
eine PVDF-Membran transfertert. BO wurde mit dem affinitétsgereinigten polyklonalen Antikérper «BR
{G. Rosenberg) in einer Verdinnung von 1;250 nachgewiesen. Die Detektion erfolgte mit dem
Chemoluminiszenzsubstrat Super Signal Ultra (Pierce) (2.9.8, Abb. 28),

12345678

Abb.29:  Westernblotanalyse mitochondrialer Proteine aus verschiedenen St8mmen von
S. cerevisiae
Spuren 1-3: 20 ng, 10 ng und 5 ng Purpurmembran
Spur 4: Protein-Molekulargewichts-Standard
Spuren 5-8:  mitochondriales Profein von EF10, EF11, EF15 und GW22
Der BO-Nachweis erfolgte mit oBR (G. Rosenberg), der gegen den C-Terminus von BO
gerichtet ist. Die in Spur 4 {(Protein-Molekulargewichts-Standard, Amersham, rainbow,
high molecular weight) aufiretenden Banden sind auf Kreuzreaktionen der Proteine mit
den Antikdrpern zurlickzuf(shren.

Die Nachweisgrenze lag bei 10 ng BO pro Spur (Abb. 29, Spuren 1-3). Die Banden des
mitochondrialen Proteins aus den verschiedenen Hefestdmmen (Spuren 5-8, Abb. 29) sind auf
unspezifische Kreuzreaktionen mit den eingesetzien Antikdrpern zuriickzufihren, wie die Kontrolle
(mitochondriales Protein aus GW22, Spur 8, Abb. 29) zeigt. Es konnte in den Stémmen EF10, EF11,
EF 15 Kein exprimiertes BO nachgewiesen werden.
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4  DISKUSSION

In vorangegangenen Arbeiten verkniipften HOFFMANN et al. (1994) Bacterioopsin (BO) mit der
N-terminalen Signalsequenz fiir den tmport in Mitochondrien der Untereinheit IV der Cytochrom c-
Oxidase (coxlV) von Saccharomyces cerevisiae. Die Expression dieses Konstrukts in
Schizosaccharomyces pombe flihrte nur zum teilweisen Einbau von BO in die innere Mitochondrien-
membran. Ein Grofteil des exprimierten BO war in der Cytoplasmamembran lokalisiert. Dies
erschwert Untersuchungen Energie-abhingiger Prozesse in den Mitochondrien, so wie auch
Untersuchungen zum Einbau von BO in mitochondriale Membranen, da sich hier zwel méglicherweise
verschiedene Prozesse, der Einbau von BQ in die Cytoplasmamembran und in die innere
Mitochondrienmembran, in einer Zelle {iberlagern.

In der vorliegenden Arbeit solite ein System entwickelt werden, bei dem Bacteriorhodopsin (BR)
ausschlieRlich in die innere Mitochondrienmembran eingebaut wird. Es wurden zwei Ansétze verfolgt:

Expression von BO und BO-Teilstiicken im Cytoplasma und gezielter Import in die
Mitochondrien und Einbau in die innere Mitochondrienmembran durch eine effiziente Signalsequenz.
Alternativ dazu solite die Expression bereits im Zielkompartiment Mitochondrien erfolgen, um
ausgehend von der mitochondrialen Matrix den Einbau in die innere Mitochondrienmembran zu

forcieren.

4.1 Import von Bacterioopsin in Mitochondrien

In allen Experimenten zum Import von BO in Mitochondrien und zum Einbau in die innere
Mitochondrienmembran wurde vergleichend das Fusionsprotein aus BOP (BO mit eigener
Sighalsequenz) und N-terminaler Signalsequenz coxiV fUr den Import der Untereinheit 1V der
Cytochrom ¢-Oxidase in Mitochondrien von S. cerevisiae eingesetzt, um den Erfolg der
Optimierungsversuche zu verfolgen (HOFFMANN et al,, 1894).

Da offenbar die cox|V-Sequenz im Fall von BO nicht stark genug ist, um grofiere Mengen BO
zur inneren Mitochondrienmembran zu dirigieren, war die Intention, andere mitochondriale
Signalsequenzen zu testen. Es wurde die Prisequenz der Untereinheit 9 des Fy-Teilis der
mitochondrialen ATPase aus Neurospora crassa (SUS) ausgewahlt, Bei dieser Signalsequenz handelt
es sich um eine ungewdhnlich lange und polare Présequenz von 66 Aminoséuren (VIEBROCK et al.,
1982). VIEBROCK et al. postulieren, daR diese Prasequenz den Gegenpol zum extrem hydrophoben
reifen Proteolipid darstellt. Die Kombination aus hydrophiler Présequenz und hydrophobem Protein
soll den post-translationalen Import in die Mitochondrien positiv beeinflussen. Da BO ein sebhr
hydrophobes Membranprotein ist, wurde vermutet, dak SU9 als Signalsequenz im Vergleich zu coxtV
mehr BO ins Mitochondrium dirigieren kénnte. Ein weiteres Argument flr die Verwendung von SU9 ist
die Beobachtung, dafl® auch andere Passagierproteine wie die Dihydrofolatreduktase (DHFR) mit
dieser Signalsequenz &uRerst effizient in Mitochondrien importiert werden kénnen (PFANNER et al.,
1987). Die SU%-Sequenz wurde analog zu Versuchen von PFANNER et al, (1987} N-terminal an die
Vorlguferform von BO fusioniert (3.1.1). Das resuitierende BOP-Protein enthélt am N-Terminus die
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Sequenz von SUQ und die ersten drei Aminoséuren der reifen Untereinheit 9 des Fo-Teils der ATPase,
welche flr den Import essentiell sind (persdnliche Kommunikation mit J. Rassow, Freiburg). Das ATG
des BOP-Teils wurde nicht entfernt. Auch coxlV-BOP enthélt noch das BOP-eigene ATG.
Mdglicherweise ist dies der Grund fiir die becbachtete falsche Initiation hinter der Prasequenz bei der
in vitro Translation der Konstrukte aus BOP mit den verschiedenen mitochondrialen Prasequenzen.

Die Expression von SUS-BOP in Zellen von S, pombe konnte soweit als erfolgreich eingestuft
werden. Es wurden allerdings geringere Proteinmengen als bei der Expression von cox{V-BOP
erreicht. Zusatz von all-trans-Retinal ins Medium filhrte in beiden Féllen zu rot gefarbten Zellen, was
ein Indiz fir erfolgreiche Regeneration von BO zu BR ist (3.1.2). Dies ist die Voraussetzung fiir die
Funktionalitat des BR, die im Fall von coxiV-BOP bereits nachgewiesen werden konnte (HOFFMANN
et al., 1994).

Beim Transport von Vorlauferproteinen in die Mitochondrien wird die N-terminale Signalsequenz
abgespalten (HARTL, NEUPERT, 1990). Diese Prozessierung war sowohi bei coxIV-BOP als auch bei
S119-BOP zu bechachten. Allerdings blieb ein grofer Teil beider Hybridproteine unprozessiert. Daraus
kann man schlieRen, daft ein nur ungeniigender Import in die Mitochondrien stattfindet, oder daf die
Fusionsproteine auf einem anderen als dem bekannten Wegen impoertiert werden. Die letzle
Moglichkelt ist jedoch eher unwahrscheinlich, da dabei der N-Terminus des Vorldufers nie den
Matrixraum erreicht hatte. Es k&me ansonsten zur Prozessierung durch die Matrixpeptidase, es sei
denn, dalk die Erkennungssequenz fir die Matrixpeptidase oder ihre Schnittstelle in den BO-
Fusionsproteinen von diesem Enzym nicht erreicht werden kann.

Die Prasequenz SUS fihrie wahrscheintich nicht zu einer Steigerung des Imports von BO in die
Mitochondrien von S. pombe. Ein méglicher Grund kénnte die im Vergleich zur Untereinheit 9 des
Fo-Tells der ATPase (81 Aminos#uren, VIEBROCK et al.,, 1982} deutlich griéfere Lange von BR
{Praform: 262 Aminos#uren) sein. Diese Vermutung wird durch die Ergebnisse von CLAROS et al,
(1995) gestitzt. Sie zeigten, daft das Membranprotein Apocytochrom b als Fusion mit N-terminalen
Signalsequenzen nur importiert wird, wenn nicht mehr als vier Transmembran-Helices gleichzeitig
vorhanden sind. Daher wurde BR in zwei Teilstiicken AB (Helices A und B: 91 Aminosauren) und CG
(Helices C bis G: 185 Aminoséuren) mit der coxiV-Signalsequenz in S. pombe exprimiert. Die
Expression von coxIV-CG und coxIV-AB in 8. pombe zeigte wie bereits die Expression von SU9-BOP
und coxiV-BOP nur eine partislle Prozessierung (3.2). Daher kann vom unvollsténdigen Transport der
BO-Teilstiicke in die Mitochondrien ausgegangen werden. Die Regeneration zu BR mit all-frans-
Retinal fithrte zur Braunfarbung der Zelien, die nicht erklart werden kann, aber ein Indiz flir eine
Stérung der BR-Funktion sein kann. Die Farbveranderung im Vergleich 2zu Zellen, die kein BO
exprimieren, zeigt aber auch, daf ein Einbau von BO in Membranen stattgefunden hat. LIAO et al.
(1984) konnten Teilstlicke von BR erfolgreich in Liposomen nach Zusatz von all-frans-Retinal zu
funktionalem BR rekonstituieren.

Eine Frage ist, wie BO in die Cyloplasmamembran von S. pombe gelangt, wenn das Protein
tiber mitochondriale Signalsequenzen verfugt. In Eukaryonten werden kernkodierte mitochondriale
Proteine und Proteine der Cytoplasmamembran auf zwei villig verschiedenen Wegen transportiert.
Kernkodierte mitochondriale Proteine werden im Cytosol durch freie Ribosomen synthetisiert und
durch eine N-terminale Présequenz postranstational ins Mitochondrium dirigiert. Proteine der
Plasmamembran werden dagegen an Ribosomen, die ans Endoplasmatische Retikulum (ER)
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gebunden sind, synthetisiert und cotranslational in die Membran des ER eingebaut. Von dort gelangen
sie Uber Golgi-Vesike! in die Plasmamembran. Dabei spielen auch N-terminale Signalsequenzen eine
Rolle. Sobald die Signalsequenz bei der Translation das Ribosom verlant, wird sie vom Signal-
erkennungspartikel {SRP), einem Komplex aus mehreren Proteinen und der sogenannten 7S-RNA,
gebunden. Die Elongation der Polypeptidkette wird verlangsamt und der Komplex aus SRP und
Ribosom wird an das ER geleitet, wo die weitere Translation statifindet (WALTER et al., 1984). In
Haiobakterien wurde eine 7S-RNA, die ein Teil des SRP sein kann, gefunden. Allerdings haben die
halobakteriellen Membranproteine wie BR ungewdhnlich kurze Signalsequenzen, die anderen
bekannten Signalsequenzen nicht ahneln (GROPP et al., 1992). GROPP et al. diskufieren dennoch
die Relevanz dieser Sequenzen beim Einbau der halobakieriellen Membranproteine in die Cyto-
ptasmamembran, da sie eine Assoziation der 75-RNA mit den Ribosomen und der Plasmamembran
bei der Translation nachweisen kénnen. XU et al. (1995) finden allerdings, daf die Prisequenz von
BO nicht flir den Einbau von BO in die Plasmamembran von H. salinarum bendtigt wird. Sie verhindert
nur die Fehlfaltung und die falsche Lokalisation von BO. Die in 8. pombe gefundenen SRP
translocieren viele Proteine posttranslational. HILDEBRANDT et al. (1991) fanden keinen Unterschied
im Einbau von BO mit Prdsequenz (BOP) und ohne Prasequenz (BOM) bei der Expressicn in
S. pombe. BOM exprimierende Zelien zeigten bei der in vivo Regeneration zu BR jedoch eine
schwéchere Rotfarbung als BOP exprimierende Zellen, was gut mit den Befunden zu falscher Faltung
und falscher Lokalisation von BOM von XU et al. zu vereinbaren ist. Anscheinend ist nicht nur die
N-terminale Signalsegquenz flir den korrekten Einbau von BO in die Plasmamembran verantwortlich.
Die starke Hydrophobizitdt oder ein weiteres internes Signal kénnten BO in die Plasmamembran
leiten, Diese Signale kénnten die N-terminaten Signalsequenzen fur den Import in Mitochondrien in
den verschiedenen BO-Hybridproteinen zum Teil auter Kraft setzen. Es kommt trotz mitochondrialer
Signalsequenzen zum Einbau von BO in die Plasmamembran von S. pombe.

Um Ursachen flir den uneffizienten Import von BO in Mitochondrien von S. pombe finden zu
kénnen, wurden in vifro Experimente durchgefiihrt (3.3). Diese Experimente werden liblicherweise mit
Mitochondrien von S. cerevisiae durchgefiihrt, es wurde jedoch keine funktionale Expression von BO
in 8. cerevisiae nachgewiesen (LANG-HINRICHS et al., 1994). Deshalb wurden die fir Mitochondrien
von 8. cerevisiae etablierien Untersuchungsmethoden auf Mitochondrien von S, pombe (ibertragen.
Folgende Kontrollproteine konnten in die Mitochondrien heider Hefen mit gleicher Effizienz importiert
werden: der ADP/ATP Translokator (AAC), die B-Untereinheit der mitochondrialen Fi-ATPase (F1f),
und DHFR mit coxIV oder SU9. Damit wurde gezeigt, da®t der in vifro Import in Mitochondrien von
S. pombe und von S. cerevisiae mit den gleichen Parametern und Proteinen mdglich ist. Dies ist ein
erster Hinweis, daf Mitochondrien von 8. cerevisiae und S. pombe eine in ihrer Funktionalitét ahnliche
Protein-Import-Maschinerie besitzen. Die Universalitdt der Importmaschinerien in Mitochondrien
verschiedener Organismen wird von PFANNER et al. (1990) postuliert.

Es kann weder in isalierte Mitochondrien von 8. pombe noch von S. cerevisiae ein import von
BOP mit den Présequenzen SU9 oder coxlV oder der BO-Teilstlck-Hybridproteine coxiV-AB und
coxlV-CG gezeigt werden. Dies steht im Gegensatz zum zumindest {ellweise gelungenen in vivo
Import von coxIV-BOP in Mitochondrien von S.pombe. Allerdings scheint der Import bei allen
Experimenten mit verschiedenen Kontroliproteinen in vifro ineffizienter zu verlaufen als in vivo. So
fanden VAN STEEG et al. (1986), dal 5% des in S. cerevisiae exprimierten Fusionsproteins,
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bestehend aus Invertase mit N-terminaler Sequenz des mitochondrialen Matrixenzyms Mangan
Superoxid Dismutass, in die Mitochondrien importiert wurde. Einen import in isolierte Mitochondrien
konnten sie nicht nachweisen. DHFR mit derselben Signalseguenz wurde sowohl in vifro als auch
in vivo importiert. Dies zeigt, wie im Fali der verschiedenen BO-Hybridproteine, daf die Importeffizienz
nicht nur von der Signalsequenz, sondern auch vom zu transportierenden Protein abhangt. Proteine
wie die DHFR, die keine sehr stabile Faltung zeigen, sind fir die mitochondriale Importmaschinerie
teicht zugénglich. Proteine, die wie die invertase feilweise stabil gefaltete Domé&nen enthalten, oder,
die wie BR aufgrund starker Hydrophobizitat zur Aggregation neigen, kénnen nur schwer durch die
mitochondriale Importmaschinerie transportiert werden.

Die Aggregation von coxIV-BOP im Translationsansatz mit Retikulozytenlysat kann aus-
geschlossen werden. Nach Zentifugation von Translationsansétzen war fast das gesamte coxiV-BOP
in der I6slichen Fraktion zu finden (3.4). Es konnte aber nicht ausgeschlossen werden, dafl kleinere
Aggregate aus nur wenigen coxiV-BOP Molekillen voriagen, oder daf das Profeln im Importansatz
aggregiert.

Denaturierung mit Harnstoff fihrt zur zumindest teilweisen Entfaltung von Proteinen. Dadurch
kann der Import in isolierte Mitochondrien in einigen Féllen verbessert werden, Harnstoff-Vorbehand-
lung zeigte keinen Einflul auf die Importierbarkeit von BO. Médglicherweise wurde BO nicht in
ausreichendem MaR von Harnstoff denaturiert. Fir das Fusionsprotein GST-BOS und BO aus
Purpurmembranen konnte gezelgt werden, dafl eine Solubilisierung mit Harnstoff nicht méglich ist
(3.4.2).

Zur Verhinderung von zu frither und/oder faischer Faltung sind beim mitochondrialen tmport
cytosolische Faktoren wie zum Beispiel Chaperone beteiligt (HARTL, NEUPERT, 1990; MURAKAMI,
MORI, 1990; MURAKAMI et al., 1988; HACHIYA et al., 1994). Ein Hinweis darauf ist der Befund, daf
Vorlauferproteine, die in Weizenkeimextrakt synthefisiert wurden, mit geringerer Effizienz in
Mitochondrien von S. cerevisiae importiert wurden als Vorlduferproteine, die in Retikulozytenlysat
synthetisiert wurden (3.3.3). Diese Beobachtung wurde auch von MURAKAMI et al. {1988) gemacht:
Der postiranslationale Import von Delta-Pyrrolin-5-carboxylat Dehydrogenase, welche in Weizen-
keimextrakt synthetisiert wurde, war vernachlassigbar gering. Erst der Zusatz eines Hefeextrakis
flihrte zu signifikantem Import. PFANNER und NEUPERT {1987) zeigten, daft fir den effizienten
Impoert ven AAC Komponenten des Retikulozytenlysats nétig sind.

Es kénnte fiir den Import des sehr hydrophoben BO die Menge an vorhandenen Cofaktoren im
Retikulozyteniysat nicht ausreichen. Daher wurde der in vifro Import mit weiterem Zusatz von
Retikulozytenlysat und Zusatz des Chaperons DnaK (E.col) durchgefiihrt. Der Import von F4f kann
durch Steigerung der Menge des Retikulozytenlysats von 10 % auf 30 % des Importansatzes um ein
Vielfaches gesteigert werden (PFANNER et al., 1987). DnaK forderte den import des Kontrollproteins
F+B jedoch nicht. Import von BO in isollerte Mitochondrien konnte weder durch Erhdhung der Menge
an Retikulozytenlysat im Importansatz noch durch Zusatz von DnaK nachgewlesen werden. Dies
zaigt, daf vermutlich die Menge an Hsp70-Chaperon und anderen Faktoren aus dem
Retikulozytenlysat hier flir den mport nicht limitierend ist.

Méglicherweise wurde BO in die Mitochondrien transportiert, konnte aber nicht in die innere
Mitochondrienmembran eingebaut werden. Eine Ursache daflir kénnte die Verwendung von
Mitochondrien aus Wildtyp-Hefestédmmen, die bei fir die Atmung optimalen Bedingungen kultiviert
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wurden, sein. Unter diesen Voraussetzungen solite die innere Mitochondrienmembran die maximale
Menge der Komponenten det Atmungskette beinhalten. TZAGLOFF (1982) gibt fir Rinderherz-
Mitochondrien an, daR elwa 15-20 % der Masse dieser Mitochondrlen aus Cytochrom c-Oxidase
besteht. So ist es vorsteltbar, dafl die Proteindichte in der inneren Mitochondrienmembran flir einen
effizienten Einbau von BO zu hoch ist. Wird aber BO nicht eingebaut, wird es vermutlich in der
mitochondrialen Matrix von Proteasen abgebaut (personliche Kommunikation mit T. D, Fox),

Vorstellbar ist auch, dal BO importiert wird, aber in der Matrix keine Wechselwirkung mit
mitochondrialem Chaperonin eingehen kann. Mitochondriales Hsp80 soll bet der Faltung
mitochondrialer Proteine eine Rolle spielen {1.1.2). In Versuchen zur Interaktion gereinigter
Purpurmembran und GST-BOS mit dem k&ufiichen Chaperonin-System GroEL/GroES konnte gezeigt
werden, daly mehr denaturiertes BO nach Verdiinnen in Chaperonin-haltigem Puffer in Lésung blieb
als nach Verdiinnen in Puffer ohne Chaperonin (3.4). Zusatz von GroEL, GroES und ATP im
Verdinnungspuifer fihrt zu gesteigerter Loslichkelt von BO. Daraus kann geschlossen werden, daf
BO immer wieder von GroEL gebunden wird, da es ohne Lipidzusatz keine native Faltung einnehmen
kann, oder dafl es entgegen dem generellen Mechanismus GroEL nicht verldit. BO hatte nach Zusatz
von GroEL, GroES und ATP auch unléstich und somit prazipitierbar werden kénnen, wenn es den
GroElL-Kéftg verlassen héatte und nicht erneut gebunden worden wére. Mit dem gewéhlten einfachen
Versuchsansatz konnte nicht nachgewiesen werden, ob BO im Inneren des GroEL-K&figs (spezifische
Wechselwirkung) cder auflen am GroEL-Komplex (unspezifische Wechselwirkung) assoziiert war. So
kann nur vermutet werden, da BO in der mitochondrialen Matrix mit den vorhandenen Chaperoninen
in Wechselwirkung treten kann.

Wenn die Wechselwirkung zwischen BO und GroEL spezifisch wére, wére dies ein erster
Nachwels einer Wechselwirkung elnes cytoplasmatischen universelien Chaperon-Systems mit elnem
Membranprotein. HIGH und LAIRD (1996) diskutieren, daR eine Reihe wvon Chaperonen des
Endoplasmatischen Retikulums mit lumenalen Teilen von Membranproteinen interagieren. Sie
zweifeln aber das Vorhandensein einer Wechselwirkung zwischen cytoplasmatischen Chaperonen
und Membranproteinen an. Im Gegensatz zu ihrer Vorstellung, dal keine flir Membranproteine
spezifischen Chaperone vorstellbar sind, mehren sich inzwischen Hinweise auf sehr spezifische
Chaperone fiir die Faltung und Assemblierung einzelner Membranproteine und Membranprotein-
komplexe (perséniiche Kommunikation mit H. Plicken, Heinrich-Heine-Universitét Diisseldorf).

Der Einbau von BO in Membranen kann in zwei Schritte unterteilt werden (CLADERA et al,,
1996; BOOTH et al., 19986). Im ersten Schritt werden die helikalen Bereiche von BO in der Membran
gebildet. Im zweiten Schritt kemmt es unter Einbau von all-frans-Retinal zur Interakfion der Helices zur
funktionalen BR-Struktur. Retinal ist l[aut CLADERA et al. und BOOTH et al. nicht an der Bildung der
Sekundéarstruktur von BR sondern an der Bildung der nativen Tertisirstrukiur betelligt. Da
mdglicherwsise beim in vitro Import in Mitochondrien der Einflul des Retinals zum Einbau in die
innere Mitochondrienmembran fehlt, wurden auch Ansétze mit Zugabe von all-frans-Retinal
durchgeftihrt. Retinal zeigte jedoch keinen nachweisbaren Einflu auf den Import von coxIV-BOP in

die innere Mitochondrienmembran (3.3).
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4.2 Expression von Bacterioopsin in Mitochondrien

Der tmport des sehr hydrophoben Membranproteins BO durch die mitochondrialen Membranen ist
offensichtlich problematisch (4.1). Da sehr hydrophobe mitochondriale Proteine in S. cerevisiae in der
mitochondrialen Matrix exprimiert werden (MC MULLIN, FOX, 1993), solite auch BQO in der
mitochondrialen Matrix exprimiert werden, Von dort wére zur Ziellokalisation in der Inneren
Mitochondrienmembran kein Transport iber andere Membranen nétig.

Um BO in Mitochondrien von S. cerevisiae exprimieren zu kiéinnen, wurde ein neuss BO-Gen,
mtbos, mit dem mitachondrialen genetischen Code dieser Hefe hergestelit (3.5.1, 7.1). Die Haufigkeit,
mit der ein Codon in den mitochondrialen Genen vorkommt, fand bei der Herstellung des Gens keine
Beriicksichtigung. Um zu verhindern, dafy es bei falscher Lokalisation des mtbos-Gens In den Kern
von S. cerevisiae zur Translation kommt, wurden in der Mitte des Gens zwei TGA-Codons eingefilhrt.
TGA steht im mitochondrialen Code flir Tryptophan und im universellen Code fiir Kettenabbruch. Das
fertige Gen mtbos codiert in den Mitochondrien von S. cerevisiae flir die reife BO-Form.

Das mtbos-Gen wurde erolgreich in Mitochondrien von S. cerevisiae durch ,Biolistische
Transformation” eingeftihrt. Es konnte durch Testpaarungen, PCR und Southernblotanalyse gezeigt
werden, dalk es an die Stelle des oxi-2-Gens fiir die Untereinheit 1l der Cytochrom ¢-Oxidase (COX3)
in ein vollsténdiges mitochondriales Genom inseriert ist (3.5.4 und 3.5.3).

Der néchste Schritt war der Nachweis, dal mtbos in den Mitochondrien von 8. cerevisiae
transkribiert wird. Durch Northernblotanalyse (3.5.5) konnte eine mtbos-spezifische mRNA von etwa
3.000 Nukleotiden Lénge nachgewiesen werden. Das mthos-Gen hat aber nur eine Lénge von etwa
760 Nukleotiden. Die Diskrepanz zwischen der RNA-Lange und der Lange von mtbos &Rt sich durch
die mitochondrialen Transkriptionsereignisse erkldren. Die mitochondriale Transkription verlauft in
zwdlf Transkriptionseinheiten (DIECKMANN, STAPLES, 1994). Das erste Transkriptionsprodukt der
Transkriptionseinheit um das oxi-2-Gen enthélt neben der codierenden Sequenz des oxi-2-Gens
(809 bp) die Sequenzen filr die tRNA-Molekiile fiir Phenylalanin und Valin am 5'-Ende und ein offenes
Leseraster am 3'-Ende (Abb. 30).

IF (Vf cox3 QRF2

1kb

Abb. 30:  Die Transkriptionseinheit mit dem oxi-2-Gen
F: tRNA fiir Phenylalanin, V: {RNA fiir Valin, COX3: codierende Sequenz des oxi-2-Gens,
ORFZ: offenes Leseraster. Der Pfeil mit Stern gibt eine Prozessierungsstelle am 3'-Ende
an (DIECKMANN, STAPLES, 1994).
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Dieses Transkriptionsprodukt wird am 3’-Ende an der mit Pfeil und Stern markierten Stelle prozessiert
(Abb. 30). Das 5"-Ende der fertigen COX3-mRNA entsteht durch eine spezifische Endonuclease, die
zwischen der {RNA fiir Valin und der COX3-Sequenz bei -614 oder -488 schneidet, Die fertige COX3-
MRNA hat eine Ldnge von etwa 3.000 Nuklectiden (DIECKMANN, STAPLES, 1994). Ersetzt man
oxi-2 {codierend fliir COX3) durch mtbos ergibt sich eine Differenz in der RNA-L#nge von etwa
150 Nukleotiden, somit hat die prozessierte mtbos-mRNA eine Lange von etwa 2.850 Nukleotiden.
Der Vergleich dieser L&nge mit der aus der Northernblotanalyse bestimmten L&ange von etwa
3.000 Nukleotiden (3.5.5) ergibt eine gute Ubereinstimmung.

Damit sind alle Voraussetzungen fiir eine erfolgreiche Transtation gegeben. Die Zellen zur
Isolterung der Mitochondrien zum Nachweis der BO-Genexpression wurden unter optimalen
Bedingungen filr die oxi-2-Genexpression (starke Durchliiftung und Galakiose als Kohlenstoffquelle)
angezogen (MARYKWAS, FOX, 1989). Bei der Regulation der Translation der COX3 mRNA scheint
PET494 als limitierender Faktor zu fungieren. Die Expression von PET494 wird tber die Sauerstoff-
zufuhr und die Art der Kohlenstoffquelle reguliert. Die Regulation iiber Sauerstoff erfolgt auf
Translationsebene. Unter anaeroben Wachstumsbedingungen, wird nur ein Finftel der PET494-
Menge exprimiert, wie sie unter aeroben Wachstumsbedingungen zu finden ist. Die Regulation {iber
die Kohlenstoffquelle geschieht anscheinend sowohl auf Transkriptions- als auch auf
Translationsebene. Dabei wirkt Glukose reprimierend, auf Glukose gewachsene Zellen enthalten vier-
bis sechsmal weniger PET494 als Zellen von Medien mit Glycerin oder Ethanol. Ethanol oder
Galaktose kénnen zur Verdoppiung der Expression von PET494 fiinren.

Trotz der optimalen Bedingungen konnte in der Westernblotanalyse kein BO nachgewiesen
werden (3.5.6), obwohl 500 ug Protein isolierter Mitochondrien eingesetzt wurde. 15-20 % der Masse
von Rinderherz-Mitochondrien besteht aus Cytochrom c-Oxidase (TZAGOLOFF, 1982). Selbst wenn
man nur ein Zehntel der Masse der Cytochrom c-Oxidase fir COX3 ansetzt, und wenn man eine
Verunreinigung der flr die Westernblotanalyse eingesetzten Mitochondrien von 95 % zugrunde legt,
wéren 2,5 g BO in 500 ug Protein isolierter Mitochondrien zu erwarten. Die Nachweisgrenze in der
Westernblotanalyse lag hei 10 ng BO. Somit mulk von einer duflerst geringen oder sogar kelner
Transiation von BO in Mitochondrien von 8. cerevisiae ausgegangen werden.

Bei einem analog angelegten Experiment zur Expression eines ldslichen Proteins (Arg8™) in
Mitochondrien von S. cerevisiae konnte das Protein in 8 pg einer Gesamtzeliextraktlon nachgewlesen
werden, alsc wesentlich weniger mitochondrialem Protein als zum Nachweis von BO eingesetzt wurde
(STEELE et al., 1996). Auch die Expression des ,Green Fluorescent Protein” (GFP), einem l&slichen
Protein aus Aequorea victoria, gelang in diesem Genlocus (perséniiche Kommunikation mit T. D. Fox,
Cornell University, lthaca, U.8.A.). Das Arg8™-Gen und das GFP-Gen waren optimal an den gene-
tlschen Code der Mitochondrien von S. cerevisiae angepalit. Dagegen enthielt mtbos zahireiche im
mitochondrialen Code selten genuizte Tripletts. Dies kénnte bef der Transiation der mtbos-mRNA zu
frihzeitigern Kefttenabbruch flihren, Ba zum BO-Nachweis ein gegen den C-Terminus von BC
gerichteter Antikdrper genutzt wurde, kénnen die Produkte dieser Kettenabbriiche nicht detektiert
werden.

Eine weltere Erkl&rung fir den Mange! an BO'in den Mitochondrien kénnte ein schneller Abbau
des neu synthetisierten BO sein, wenn der Import in die innere Mitochondrienmembran nicht
stattfinden kann. Das mtbos-Gen enthé&it nicht die eigene Pr&sequenz. Die Présequenz von BO
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kénnte als Exportsignal fir den Transport des Proteins zur Membran und den Einbau in dieselbe
dienen. Allerdings wurden keine Sequenzhomologien zu anderen prokaryotischen oder eukaryo-
tischen Signalseguenzen gefunden (XU et al.,, 1995). XU et al. finden, dak die Prasequenz von BO in
H. salinarum essentiell fir die mRNA-Stabilitit und Ribosomenbindung an die BO-mRNA in
H. safinarum ist. Einflihren einer neuen Ribosomenbindestelle im BO-Gen flihrt zwar zur Stabilisierung
der BO-mRNA, jedoch ist diese nicht so effizient wie bei BO mit eigener Présequenz. Das ohne
Prasequenz synthetisierte BO wird aber korrekt in die Plasmamembran von H. salinarum eingebaut.
Zu Beginn der exponentiellen Wachstumsphase von S, pombe Zellen werden bei Expression van
BOM geringere BO-Mengen detektiert als im Vergleichsexperiment mit BOP exprimierenden Zelien
(HILDEBRANDT et al., 1991), Dieser Unterschied in der BO Expression fritt in der mittieren
exponentiellen Wachstumsphase nicht mehr auf. Die BOM exprimierenden Zellen zeigen bei der /n
vivo Regeneration mit all-frans-Retinal eine schwichere Farbung als BOP exprimierende Zellen.
BAUER et al. (1992) finden keinen Unterschied beim Einbau von in vitro hergestelitem BOP oder BOM
in Hundepankreas-Mikrosomen. Die von XU et al, HILDEBRANDT et al. und BAUER et al.
aufgeftthrten Daten deuten darauf hin, dak die BO-Prasequenz sowohl im heterologen System als
auch im homologen System keinen entscheidenden Einflud auf den Einbau von BO in Membranen
hat.

Einen weiteren Hinweis, dal die BO eigene Prasequenz beim Einbau von BO In die innere
Mitochondrienmembran keine Rolle spielt, liefern neuere Uberlegungen zum Einbau der Unter-
einheit lIl der Cytochrom ¢-Oxidase (COX3), an deren Stelle das BO-Gen exprimiert wird, in die innere
Mitochondrienmembran von 8. cerevisiae. Es wurde gezeigt, dall der Translationskomplex aus
nukledr kodierten Translationsfaktoren, einem mitochondrialen Ribosom und der COX3-mRNA an der
inneren Mitochondrienmembran assoziiert ist (BROWN et al,, 1994, Abb. 31). Daher wird vermutet,
dal diese Assoziation mit der inneren Mitochondrienmembran in kausalem Zusammenhang zum
korrekten Einbau von COX3 in die Membran steht.

innera
Mitochondrienmembran

Abb. 31:  Hypothetisches Modell zum Translationskomplex mit der coxIll mRNA (BROWN et al.,
1994), Die Zahlen markieren die drei an der Translation der coxlll-mRNA beteiligten
nukleér codierten Pet-Proteine.
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Mdéglicherweise handelt es sich beim Einbau des neu synthetisierten COX3 um ein so spezifisches
System, dal das fremde Membranprotein BO von dieser Maschinerie nicht akzeptiert wird und, wenn
es in der Matrix vorliegt, von der mitochondrialen Proteinabbaumaschinerie erfalt wird. Losliche
Proteine wie Arg8™ und GFP kénnen translatiert werden und sind in der Matrix stabil, sie konnten im
COX3-Genlocus erfolgreich translatiert werden.

Eine Alternative zur Expression von BO im mitochondrialen COX3-Genlocus wiére die
Expression im mitachondrialen Genlocus der Untereinheit || der Cytochrom ¢-Oxidase {COX2). COX2
wird als Vorlaufer mit einer N-terminalen Signalsequenz zum Export in die innere Mitochondrien-
membran synthetisiert. Deletion dieser Signalsequenz fiihrt zu fehlendem Import in die innere
Mitochondrienmembran. COX2 bleibt in der Matrix und wird schnell abgebaut (TORELLO et ai., 1997).
Ein weiterer Punkt, der flir den Versuch der Expression von BO im COX2-Genlocus spricht, ist die
Lokalisation der N-Termini von COX2 und COX3. Der N-Terminus von COX3 ist in der Matrix
lokalisiert, wohingegen der N-Terminus von COX2 im Intermembranraum lokalisiert ist, BO sollte so in
die innere Mitochondrienmembran eingebaut werden, dal der N-Terminus im Intermembranraum
lokalistert ist. Denn in diesem Fall wirde funktionales BR einen fiir die mitochondriale ATPase
nutzbaren Protonengradienten aufbauen kénnen.

Diese Ausflihrungen zeigen neue Ansatzpunkte zur Expression von BO in Mitochondrien von
S. cerevisiae auf. Das mthbos-Gen kann dahingehend optimiert werden, dal am 5'-Ende die Sequenz
fir die BO-Prasequenz eingeflhrt wird. Wenn auch die Rolle der BO-eigenen Prasequenz bel der
Integration in Membranen in Frage steht, so kénnte sie doch fiir eine spétere Regeneration von BO zu
funkionalem BR eine Rolle spielen. Der Austausch von im mitachondrialen genetischen Code selten
genutzten Tripletts gegen h&ufig verwendete Tripletts wire ein weiterer Schritt zur Optimierung von
mtbos. Des Weiteren kann versucht werden, mtbos im COX2-Geniocus zu exprimieren.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Bacterioopsin {BO) wurde als Fusion mit der mitochondrialen Signalsequenz der Untereinheit IV der
Cytochrom c¢-Oxidase {(coxIV) in S. pombe exprimiert. Nur ein Teil des exprimierten Proteins wurde in
die Mitochondrien importiert. Der gréfite Teil wurde in die Cytoplasmamembran eingebaut
(HOFFMANN et al., 1994),

In dieser Arbeit wurde in einem analog angelegten Ansatz BO mit der mitochondrialen
Signalsequenz der Untereinheit 9 der ATPase aus Neurospora crassa (SU9) exprimiert. Diese als flir
mitochondrialen Import besonders effizient geltende Signalsequenz filihrte nicht zur Steigerung des
BO-Imports, Ebenso erfolglos war der Versuch, den Import von BO zu steigem, indem das Protein in
zwei Teilstlicken (Helices A und B und Helices C-G), die N-terminal mit cox!V verknlpft wurden, in
S. pombe exprimiert wurde,

In Experimenten zum Import in isolierte Mitochondrien von S. pombe und S. cerevisiae konnte
kein Import von coxlV-BO, SUSBO, coxIVAB und coxlVCG nachgewiesen werden. Verschiedene
Kontrollproteine wurden dagegen effizient in die Mitochondrien beider Hefen importiert, Auch nach
Zusatz von DnaK oder Retikulozytenlysat —Komponenten, deren positiver Einflud auf die
tmportierbarkeit von Proteinen in Mitochondrien bereits gezeigt wurde— konnte kein Import von
coxlVBO nachgewlesen werden. Durch Vorbshandlung mit Harnstoff kann die tmportierbarkeit von
Vorléuferproteinen gesteigert werden. So behandeltes coxIVBO konnte nicht importiert werden. Da
all-trans-Retinal einen Einflulb auf den Einbau von BO in Membranen haben kénnte, wurde coxIVBO
auch In Anwesenheit von Retinal im Importansatz eingesetzt. Es erfolgte kein Import von coxIVBO.

Als mdglicher Grund fiir die schlechte Importierbarkeit von BO in Hefemitochondrien wird die
starke Hydrophobizitdt des Proteins oder Fehlen einer fir den Import wichtigen Wechselwirkung von
BO mit Komponenten, die die Aggregation von Proteinen verhindern, diskutiert.

In Versuchen mit k#uflichem Chaperonin GroEL, dem Co-Chaperonin GroES, ATP und
gereinigter Purpurmembran oder durch Harnstoff vorgereinigtem Fusionsprotein GST-BOS konnte
eine Wechselwirkung zwischen BO und GroEL nachgewiesen werden. Allerdings kann keine Aussage
tiber die Spezifitét dieser Wechselwirkung getroffen werden.

Zur Expression von BO im Zielkompartiment, den Mitochondrien von S. cerevisiae, wurde ein
dem genetischen Code der Mitochondrien angepaRtes Gen flir das reife BO hergestellt (mtbos).
Dieses Gen wurde (iber Biolistische Transformation in die Mitochondrien transformiert und tiber
homologe Rekombination in ein vollsténdiges mitochondriales Genom an Stelle des Gens fir die
Untereinheit Il der Cytochrom c¢-Oxidase integriert. Die Transkription dieses Gens konnte nach-
gewiesen werden. Es konnte aber kein BO in isolierten Mitochondrien nachgewiesen werden. Die
Expression eines fremden Membranproteins in Mitochondrien ist bislang nicht beschrieben.

Als mégliche Griinde dafir, dal kein oder seht wenig BO in den Mitochondrien wvon
S. cerevisiae exprimiert wurde, wird das Fehlen der BO-eigenen Présequenz und die hohe Anzahl von
im mitochondrialen genetischen Code selten genutzter Tripletts In mtbos diskutiert. Eine weitere
Mdaglichkeit ist, dal® die Maschinerie zum Einbau mitochondrialer Membranproteine BO nicht erkennt,
so dal das Protein abgebaut wird.
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Diaese Arbeit hat gezeigt, da der in vivo und in vitro Import von wasserldslichen und schwach
hydrophoben Proteinen in Hefemitochondrien schon fast Routine geworden ist. Demgegentiber ist der
import und Einbau sehr hydrophober Membranproteine weiterhin unverstanden und eine Heraus-
forderung fiir zukiinftige Experimente zum Verstandnis der mitochondrialen imporimechanismen.

Es ist jedoch mdglich, dad der fir Mitochondrien existierende Importmechanismus nicht fiir sehr
hydrophobe Membranproteine geeignet ist. Solche Proteine werden in den Mitochondrien selbst
synthetisiert und in die Membranen eingebaut. Die dabei wirksamen Mechanismen sind Jedoch auch

noch nicht verstanden.
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7  ANHANG

7.1 Das mtbos-Gen

1. Zeile: Lage der Mutageneseprimer
2. Zeile: DNA-Sequenz, im Vergleich zur bos-Sequenz geénderte Nukleotide sind in Grof3buchstaben

angegeben

3. Zeile: Aminos&uresequenz
4. Zeile: Lage einiger ausgewdhlter Restriktionsschnittstellen
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7.2 Abkirzungen

Aminosauren wurden mit dem Drei-Buchstaben-Code abgekiirzt.

Q

Abb.
Ade
ADP
ATP
BO
bp
BR
BSA
bzw.

*C
coxlV

DHFR
DNA
DTT
E, coli
EDTA
Fp

g

G

Gal
Glye
GST

h

H, salinarum
Hsp

I

M

min

Insertion

Deletion

anti

Ampere

ADP/ATP-Translokator

Abbildung

Adenin

Adenosinmonophosphat
Adenosintriphosphat

Bactericopsin

Basenpaare

Bacteriorhodopsin
Rinderserumalbumin
bezighungsweise

Cytosin

Carboxy-

Grad Celsius

mit Prasequenz der Untereinheit IV der Cytochrom-c-Oxidase
Dextrose (englisch flr Glukose), Dalton
Dihydrofolat Reduktase
Desoxyribonucleinséure
Dithiothreitol

Escherichia coli
N,N-Ethylendiaminotetraessigssure
p-Untereinheit der mitochondrialen F-ATPase
Gramm, Erdbeschleunigung
Guanin

Galaktose

Glycerin

Glutathion-S-Transferase

Stunde

Halobacterium salinarum
Hitzeschockprotein

Liter

Molar

Minute
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MOPS
MRGS6His
mMRNA

N-

oD

PCR
PVDF
Raf

RNA

S. cerevisiae
SDS

sek

S. pombe
SU9

T

Tab.
TCA
TEMED
Tris

u

Upm

uv

v

viv

wiv

z. B,

v Marpholino-propansulfonséure
Aminosaureabfolge: Methionin, Arginin, Glycin, Serin und sechs Histidine
Boten-Ribonucleinsaure

Amino-

Optische Dichte
Polymerase-Kettenreaktion
Polyvinylidendifluorid

Raffinose

Ribonucleinsaure

Saccharomyces cerevisiae
Natrlumdodecylsulfat

Sekunde

Schizosaccharomyces pombe

mit Prasequenz der Untereinheit @ der mitochondrialen Fi-ATPase
Thymin

Tabelle

Trichloressigsaure
N,N,N’,N'-Tetramethylethylendiamin
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
unit (Einheit der Enzymaktivitit)
Umdrehungen pro Minute
Ultraviolett

Volt

Volumenanteil

Masse pro Volumen

mal

zum Beispiel
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