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Untersuchungen zur in vivo und in 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 Neurospora crassa

und Teilstucke von BR mit der mitochondrialen Signalsequenz der Untereinheit IV der

Cytochrom-e-Oxidase aus Saccharomyces cerevisiae wurden 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-Teilstucken nachgewiesen werden. Zur Expression von BR direkt in

den Mitochondrien wurde ein neues, dem genetischen Code der Mitochondrien von

Saccharomyces cerevisiae angepaBtes BR-Gen (mtbos) tiber biolistische Transformation in

die Mitochondrien von Saccharomyces cerevisiae gebracht und tiber homologe Rekombi­

nation anstelle des Gens fur die Untereinheit III der Cytochrom-e-Oxidase in eine vollstandige

mitochondriale DNA integriert. Die Transkription dieses Gens in der mitochondrialen Matrix

konnte nachgewiesen werden, jedoch kein Translationsprodukt. Diese Arbeit hat gezeigt, daB

zum Import stark hydrophober Proteine in Mitochondrien noch entscheidende Fragen offen

sind. Mit BR ist erstmals die Transkription eines Fremdgens kodierend fur 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

cytochrorne-c-oxidase of Saccharomyces cerevisiae. 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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1 EINLEITUNG

EINLEITUNG 1

In allen drei Domanen des Lebens, Eukaryonten, Eubakterien und Archaea, exlstleren Mechanismen

zur Energiegewinnung durch Nutzung des Sonnenlichts. In den chlorophyllhaltigen Pigmenten der

phototrophen Eukaryonten und Eubakterien erfolgt nach Lichtanregung eine Ladungstrennung im

Chromophor. Die dabei freigesetzten Elektronen durchlaufen ein komplexes Redoxsystem. Dieser

Elektronenflurs erzeugt einen transmembranen Protonengradienten, der zum Antrieb der Synthese

von Adenosintriphosphat (ATP), dem universellen Obertragerchemischer 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 Nahrstoffen. 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 Prozefs der als Atmung bezeichnet wird, in den Mitochondrien statt.

1.1 Das Mitochondrium

Die Grof1,e von Mitochondrien variiert von 0,3-1 ,0 urn Breite und 1 urn Lange. In sich teilenden

Hefezellen kann ihre Lange bis zu 10 pm betragen. Sie sind keine starren Gebilde, vielmehr

verandern sich Form und Lage standig (BEREITER-HAHN, 1990). lhr eiformiges Erscheinungsbild,

wie man es aus elektronenmikroskopischen Aufnahmen von UltradOnnschnitten der Zelle kennt,

tauscht, In Hefezellen durchzieht die mitochondriale Struktur gleich einem Netzwerk die gesamte Zelle

(L1S0WSKY, MICHAELIS, 1986).

Mitochondrien sind aus zwei Membranen aufgebaut. Die Innenmembran urnschllefst den

Matrixraum. Zwischen Innenmembran und Aulsenmembran befindet sich der Intermembranraum.

Der Matrixraum ist der Ort zahlreicher Stoffwechseireaktionen, wie der Amlnosaure­

Biosynthese, des Citronensaurezyklus und der Oxidation der Fettsauren. Er enthalt auch das

mltochondriale Genom und ist der Ort der mitochondrialen Proteinbiosynthese. Die Innenmembran

bildet zur Vergr611erung der Oberflache zahlreiche Einstolpungen in den Matrixraum. In ihr befinden

sich die Komplexe der Atmungskette und die mitochondriale ATPase, sowie zahlreiche

Transportproteine. Innen- und Aul1enmembran sind an Membrankontaktstellen, die vermutlich die

Orte der Translokation von Protelnen in das Mitochondrium sind, anqenahert (GLICK, SCHATZ,

1991). Die Aufsenmernbran ist fOr MolekOie mit einem Molekulargewicht unter 5 kD aufgrund ihres

Poringehalts frei passierbar. Welterhin enthalt sie spezielle Transportproteine 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.

cerevisiae) besonders gut. Wohingegen in fast allen anderen hoheren Organismen Mutationen im

mitochondrialen Genom zum Zelltod fOhren, ist S. cerevisiae auch nach vollstandigem Verlust

mitochondrialer DNA noch lebensfahlq. Dies ist in der Befahigung dieser Hefe zur Fermentation

begrOndet.

Insgesamt enthalten Mltochondrlen etwa 700 verschledene Proteine, von denen die meisten

nuklear codiert sind (HARTL, NEUPERT, 1990). Nur sieben Komponenten der Atmungskette und fOr

die mltochondriale Genexpression essentielle Faktoren sind auf der mitochondrialen DNA codiert.

Die mitochondriaIe DNA aus S. cerevisiae Hegt zirkular in 50 Kopien pro haploider Zelle vor und

hat je nach Stamm eine Gro~e von 75 bis 80 kb. Sie codiert sieben Proteinkomponenten der

Atmungskettenenzyme: die Cytochrom-c-Oxidase Untereinheiten I, II und III, das Apocytochrom b und

die Untereinheiten 6, 8 und 9 des Fa-Teils der milochondrialen ATPase. Bei diesen Proteinen handeit

es sich um sehr hydrophobe Proteine (MC MULLIN, FOX, 1993). Autserdern codiert sie noch fOr eine

Reihe von Proteinen und RNA-MolekOlen, die fOr die milochondriaie Genexpression benotlqt werden

(Abb. 1).

\ \

-

\

-

Abb. 1: Genkarte der mitochondrialen DNA von S. cerevisiae. Die Pfeile markieren die Initiations­
stellen der Transkriptlon - die Promotoren.
Cal, Call, COlli: die drei gro~ten Untereinheiten der Cytochrom-c-Oxidase; Cytb:
Apocytochrom b; ATPase 6, 8, 9: die drei entsprechenden Untereinheiten der
mitochondrialen ATPase; Var 1: ein Polypeptid, das mil der kleinen ribosomalen Untereinheit
der Mitochondrien assoziiert ist; RF1 und RF2: offene Leseraster, deren Genprodukte noch
unbekannt sind; tsl: tRNA-Synthese Locus; rep 1,2,3: Replikationsstartstellen; schwarze
Punkte stellen die tRNA-Gene dar. (L1S0WSKY, MICHAELIS, 1986)
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Viele Daten Uberdie mitochondriale Genexpression wurden erst zuganglich, nachdem es mtiglich war,

UberTransformation von Mitochondrien gezielte Eingriffe in das mitochondriale Genom vortunehmen.

Bei der nachfolgenden Beschreibung der mitochondrialen Genexpression in S. oerevisiee sind

nur einige Punkte angesprochen. Genauere Beschreibungen findet man bei COSTANZO, FOX (1990)

und DIECKMANN, STAPLES (1994).

Die mitochondriale Transkription in S. cerevisiae verlauft in zwolf Transkriptionseinheiten

(DIECKMANN, STAPLES, 1994). Aus den Primartranskripten werden durch Prozessierungsereignisse

die reifen RNA-MolekUle, wobei am 5'-Ende der mRNA-MolekUle ein einige 100 bp-Ianger

untranslatierter Bereich resultiert.

Die Regulation der Transkription erfolgt Uber autsere EinftliBe. Der Gehalt der meisten

mitochondrialen mRNAs ist unter Glukose dereprimierten Bedlngungen drei- bis viermal htiher als

unter Glukose reprimierten Bedingungen. Dabei wird die Menge der einzelnen RNAs unabhangig

voneinander geregelt. So bleibt der Gehalt an COXIII mRNA im Verhaltnls zur gesamten RNA-Menge

bei unterschiedlichen Glukosemengen gleich. Der EinftuBvon Sauerstoff auf die Transkription ist noch

wenig untersucht. Es wurde aber festgestellt, daB die Menge der COXIII mRNA in anaerob

wachsenden Zellen urn den Faktor 2-3 reduziert ist.

Bei der Translation bilden nuklear kodierte Translationsfaktoren mit dem 5'-untranslatierten

Bereich der mRNA-MolekUle einen Komplex, der sowohl mit den mitochondrialen Ribosomen als auch

mit der mitochondrialen Innenmembran assoziiert ist. Die Assoziation des Translationskomplexes mit

der inneren Mitochondrienmembran soli eine Rolle bei der korrekten Lokalisation und Orientierung der

Protelne in der inneren Mitochondrienmembran spielen (perstinliche Kommunikation mit ToO. Fox und

M.C. Costanzo).

Ebenso wie die Transkription wird auch die Translation Uber Umgebungsfaktoren wie

Sauerstoffgehalt des Mediums und die Art der Kohlenstoffquelle reguiiert. Dabei spielen nuklear

codierte Transiationsfaktoren eine entscheidende Rolle. So wird die Translation der coxlll mRNA Uber

die Menge von Pet494 reguiiert. Die Expression dieses Translationsfaktors ist unter anaeroben

Wachstumsbedlngungen und in Medium mit Galaktose, Glycerin oder Ethanol erhoht (BROWN et aI.,

1994; COSTANZO, FOX, 1990).

1.1.2 Der Import von Proteinen in Mitochondrien

Die nicht vom mitochondriaien Genom codierten mitochondrialen Proteine sind nuklear codiert. Sie

werden ais Vortauterprotelne mit Signaisequenzen 1m Cytoplasma der Zelle synthetisiert und

posttranslational in die Mitochondrien Importiert. Es wird allerdings auch ein cotranslationaler Import

diskutiert, well an Mitochondrien assoziierte Ribosomen gefunden wurden (KELLEMS et al., 1975). In

ihrer neueren Arbeit von 1995 diskutieren HONLINGER et al., daB keine laufende Proteinsynthese

zum Proteinimport in Mitochondrien ntitig ist, ohne jedoch die Mogiichkeit des cotranslationalen

Imports auszuschiieBen.

Die Praprotelne werden von zwei Multienzymkomplexen in der AuBenmembran (TOM-Proteine)

und der Innenmembran (TIM-Proteine) erkannt, durch die Membranen transportiert und in die

einzelnen mitochondrialen Kompartimente dirigiert. An diesem Prozefs sind cytosolische und

mitochondriale Chaperone und Chaperonine, die Fehlfaltungen der Proteine verhindern, beteiiigt.
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Abbildung 2 zeigt ein Bild der milochondrialen Import-Maschinerie, bei dem die 1996 von PFANNER

et al. eingefOhrte einheitliche Nomenklatur berOcksichtigt ist.

Members of the
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ADHIII and fow
other
preorctetns

Cytosol

Outer
membrane

Inner
membrane

Matrix

Processing

,,
Folding

Preprotelns with
pressquance.
OM-proteins,
CCHL

Inter­
membrane
space

Abb.2: Die mitochondriale Importmaschinerie (BAUER, NEUPERT, 1996)
Es ist der typische Importweg eines Praproteins in die Matrix gezeigt. AbkOrzungen: cpn =
Chaperon in, CyP =Cyclophilin, ct =cytoplasmatisch, hsp =Hizeschock-Proteln, MDJ =
mitochondriales DnaJ, MGE =mitochondriales GrpE, MPP =mitochondriale Prozessierungs­
Peptidase, MSF =mitochondrialer Import-Stimulations-Faktor, mt =mitochondrial, OM =
autsere mitochondriaIe Membran, Tim =Protein der mitochondrialen Innenmembran, Tom =
Protein der milochondrialen Aul1enmembran

Die Proteine der aul1eren mitochondrialen Membran werden im Cytosol ohne Signalsequenz

synthetisiert. Aile anderen Proteine bis auf wenige Ausnahmen (Cytochrom c, ADP/ATP-Translokator)

tragen Signalsequenzen. Diese bis zu 70 Arnlnosauren langen N-terminalen Sequenzen werden in ein

oder zwei proteolytischen Schritten 1m Mitochondrium abgespaiten. Sie bilden eine a-Helix mit

amphiphilem Charakter (RaiSE, SCHATZ, 1988). Dieses Sekundarstrukturmotiv scheint das ailelnige

Importsignal darzusteilen. Fremdproteine mit fusionierten Prasequenzen mitochondrialer Proteine

werden in Mitochondrien importiert, wenn die Prasequenz oberflachenexponiert ist (HURT, VAN

LOON, 1986; HURTet al., 1984; PFANNER et al., 1987; DOUGLAS et aI., 1984).
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Da die Vorlauferprotelne postlranslational importiert werden und in ihrer nativen Konformation

die mitochondrial en Membranen nicht passieren konnen (EILERS et al., 1988), muB ihre vorzeilige

Faltung im Cytosol verhindert werden. Diese Aufgabe wird zum einen von cyiosolischen Chaperonen

(z. B. Hsp70) und zum anderen von Prasequenz-bindenden Faktoren (z. B. PBF oder MSF) erfilllt

(MURAKAMI, MORI, 1990; MURAKAMI etal.; 1988, HACHIYAetal.; 1994).

Die Erkennung der Vorstufenproteine und ihre Transiokation ilber die AuBenmembran

geschieht ilber die Translokase der aulseren 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 beteiiigt sind. Die spezifische Erkennung erfolgt

vermutlich ilber eine eiektrostatische Wechselwirkung zwischen der negativ geladenen cyiosolischen

Dornane von Tom22 und den positiven Ladungen der Prasequenz (L1LL, NEUPERT, 1995 und 1996).

Nach Bindung an die Rezeptoren werden die Vorstufenproteine in die genereile Insertionspore

(GiP) weitergeleitet. Die vorzeitige Faltung der Vorstufenproteine wird durch die Bindung von

Chaperonen und MSF verhindert. Zum Losen der Blndung zwischen Chaperonen, MSF und

entfaltetem Vorlauferproteln wird Energie in Form von ATP benotigt. Erst dann kann das ungefaltete

Vorstufenprotein mit Hilfe von Tom20 und Tom22 in die GIP geleilet werden. Unspezifische Wechsel­

wirkungen zwischen den Wanden der GIP und der Prasequenz konnten dlesen Schritl energetisch

favorisieren. 1m letzten Schritl durch die aulsere Mitochondrienmembran assozllert die Prassquenz mit

einer dem Intermembranraum zugewandten Bindesteile des Tom-Komplex (L1LL, NEUPERT, 1996).

Vorstufenproteine konnten wahrend des Imports als Intermediate erfaBt werden. In dieser Stufe

ilberspannen sle sowohl die innere als auch die autsere Membran. Daraus wurde auf das

Vorhandensein von transienten Translokations-Kontaktsteilen geschlossen. An diesen Steilen treten

die beiden mitochondrialen Membranen in engeren Kontakt, so daB Tom- und Tim-Komplex sich

gegenilber stehen (PFANNER et al, 1994). Wle der Obergang der Vorstufenproteine zwischen Tim­

und Tom-Komplex verlauft, ist bisher noch unbekannt (L1LL, NEUPERT, 1995; MILLAR, SHORE,

1997).

Der Import Ober die Innenmembran wird durch das elektrische Membranpotential i'l'P

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). Ober Blndung an Tim44 gelangt das Vorlauterprotein In den Matrlxraum, wo

es von mitochondrialem (mt) Hsp70 gebunden wird. Dadurch wird das Vorlauferproteln vor frOhzeitiger

Faltung bewahrt. Eine zusatzliche Funktion wird mtHsp70 bel der weiteren Translokation des

Voriauferprotems zugeschrieben (L1LL, NEUPERT, 1995).

Schon wahrend des Imports wird die Prasequenz durch die rnatrlxstandlqe Prozessierungs­

peptidase MPP abgespalten. Zur Ablosunp des Proteins von Hsp70 werden die Komponenten MDJ

und MGE benotigt. Matrlxproteine erhalten dann ihre korrekte Faltung mit Hilfe von Hsp60 und

Hsp10, den mitochondrial en GroEUGroES-Homologen (1.1.3).

Vortaufer von Proteinen des Intermembranraums oder der Innenmembran enthalten elne

zweiteillge N-terminaie Signatsequenz. Laut dem Modeil der .konservatlven Sortie rung" wird belm

Transport des Vorlaufers in die Matrix der erste Tell der Signalsequenz abgespalten. Der zwelte Teil

dlent als Exportsignal fOr den Transport In die innere Membran oder den Intermembranraum.
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Alternativ wlrd das "Stop-Transfer-Modell" diskutiert, bei dem der zweite Teil der Prasequenz als Stop­

Signal der weiteren Transiokation genutzt wird. Er wird von Proteasen des Intermembranraums

abgespalten (GLICK et aI., 1992; L1LL, NEUPERT, 1995).

Den oben beschriebenen Importweg beschreiten nicht aile Proteine. Einige Proteine benutzen

alternative Wege, um an ihren Bestimmungsort im Mitochondrium zu gelangen. Beispiele dafOr sind

der ADP/ATP-Translokator (PFANNER, NEUPERT, 1987) oder Cytochrom c (NICHOLSON et aI.,

1987).

Bei der korrekten Faltung der Proteine und bei der Assemblierung der importierten Proteine mil

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 hangt von

einem Set konservierter Proteine, den sogenannten Chaperonen, abo Sie verhindern die Fehlfaltung

von Proteinen unter normalen und Strer..-Bedingungen. Durch Bindung an anderer Proteine

stabilisieren Chaperone diese in einem Zustand, in dem sle ansonsten unstabil waren, Durch

kontrolliertes Binden und AblCisen fOrdern Chaperone in vivo nicht nur die korrekte Faltung eines

Polypeptids, sondern auch die Assemblierung von Proteinkomplexen, den Transport in eln zellulares

Subkompartlment und prasentieren falsch gefaltete Proteine der zellularen Abbaumaschinerie

(HARTL, 1996).

Die meisten Erkenntnisse stammen aus Untersuchungen der Chaperone aus Escherichia coli

(E. coIl). Ole wichtigsten Klassen der Chaperone aus E. coli sind das DnaK-System (Hsp70 in E. coIl)

und das GroEL-System.

Das Hsp70-Chaperon System:

Die Bezeichnung Hsp, "heat shock protein", stammt von der Beobachtung, dar.. einige dieser Proteine

Hitze-induzierbar sind. Die Assoziation mit Proteinen unter Normalbedingungen zeigt, dar..

Hsp70-Chaperone auch dann eine Rolle bei der Faltung neu synthetisierter Polypeptide spielen

(HARTL, 1996).

Bei Hsp70-Chaperonen handelt sich um hoch konservierte ATPasen mit einem relativen

Molekulargewicht von etwa 70 kD. Vertreter dieser Klasse sind sowohl in prokaryotischen als auch

eukaryotischen Zellen zu finden. Ihre Funktion ist die Bindung und die Freigabe hydrophober

Abschnilte ungefalteter Polypeptide in einem ATP-hydrolysierenden Reaktionszyklus. Sie sind auch

an Translokationsprozessen von Polypeptiden durch Membranen beteiligt (vergleiche Kapitel 1.1.2

zum Transport Ober die milochondrialen Membranen). Beim Binden und t.osen von Proteinen sind

weitere Helferproteine, zum Beispiel die Co-Chaperone DnaJ oder Hsp40, betelligt.

Der Hsp70 Reaktionszyklus ist am besten untersucht fOr das System aus dem Hsp70-Chaperon

DnaK und seinen Co-Chaperonen DnaJ und GrpE aus E. coli (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 fOreinen neuen Zyklus
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zur VerfUgung stehl. Das Polypeptid wird je nach Zustand erneut in einen Zyklus aus Bindung und

Freigabe von DnaK gefUhrt, faltet sich spontan oder wird an ein anderes Chaperonsystem wie zum

Beispiel die Chaperonine weitergegeben.

o DnaJ (~j~j)DnaK

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

Das Chaperonin-System:

Chaperonine haben eine essentlelle Funktion bel der ATP-abMngigen Faltung von Proteinen. Es gibt

zwei Untergruppen von Chaperoninen: die Mitglieder der GroEL-artigen Chaperone (Hsp60) und der

TRiC-Familie (TCP-1 Ring Komplex). Die GroEL-artigen Chaperonine kommen in Eubakterlen,

Mitochondrien und Chloroplasten vor. Sie bestehen aus zwei gestapelten Ringen, die ihrerseits aus

sieben Untereinheiten aufgebaut sind. Sie kooperieren mit GroES in E. coli. GroES besteht aus einem

einzelnen heptameren Ring aus etwa 10 kD Untereinheiten. TRiC Chaperonine kommen in

Archaebakterien und im eukaryotischen Cytosol vor. Sie sind aus Doppelringen aus 8 oder 9

Untereinheiten aufgebaut und scheinen von einem GroES ahnllchen Faktor unabhanqiq zu sein.

Funktionsuntersuchungen wurden Uberwiegend an GroEUGroES durchgefUhrt. Die

Strukturahnllchkelt von TRiC zu GroEUGroES legt ahnllche Reaktionsschemata fUrTRiC nahe.

Gema~ riintgenkristallographischer Daten ist GroEL ein zylindrischer Komplex mit einem

zentralen Hohlraum, der Proteine von 15 bis 60 kD Grii~e 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 Uber 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 Fallung des Polypeptids. ATP-Hydrolyse offnet den

GroEUGroES-Kafig. Jetzt verlassen gefaltete Proteine GroEL, wahrend ungefaltete Protelne erneut

gebunden werden (Abb. 4).

Abb.4: Schematischer Oberblick Ober den GroEUGroES-Reaktionszyklus (MAYHEW et aI., 1996)

Zellulare Protein-Faltungs-Wege:

FRYDMAN und HARTL (1996) konnten zeigen, daB chemisch denaturierte Polypeptide und neu

synthetisierte Polypeptide unterschiedlich mit Chaperonen interagieren. Wohingegen chemisch

denaturierte Polypeptide aus dem Chaperonin immer wieder in die Umgebungsltisung abgegeben

werden und dort fallen, werden neu synthetisierte Polypeptide erst aus Chaperonkomplexen

entlassen, wenn sie ihre korrekte Faltung erlangt haben. Oligomere Enzyme und Polypeptide solien

zwischen verschiedenen Chaperonsystemen und dem Cytosol kreisen und dabei zum aktiven

Komplex assemblieren.

ELLIS und HARTL (1996) kalkuiieren, daB die Zahl der in einer Zelle von E. coli vorhandenen

GroEL-MolekOie ausreicht, um die Faltung von 30 % der ltislichen Proteine zu unterslOtzen. Dabei

diskutieren sie jedoch auch, daB fOr die Fallung aller Protelne in der Zelle Chaperone notig sind, wei!

die hohe Protelndichte in der Zelle zwangslaufig zu Aggregationen fOhren murste. LORIMER (1996)

kommt rechnerisch auf etwa dieselben Zahlen wie ELLIS und HARTL. Er schllefst jedoch aus dem

Mangel an GroEL in der Zelle, daB unter stren-treten Bedlngungen 95 % aller Proteine unabhangig

von Chaperonen faiten.

Wechseiwirkungen von Chaperonen mit Membranproteinen sind bislang wenig untersucht.

HIGH und LAIRD (1997) fassen zusammen, dats eine Reihe von Chaperonen des endoplasmatischen
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Relikulums mit lumenalen Telien von Membranproteinen interagieren. Es gibt aber auch erste

Hinweise auf sehr spezifische Chaperone fOr die Faltung einzelner Membranproteine und fOr den

Zusammenbau von elnzelnen Membranproteinkomplexen (persiinliche Kommunikation mit H.

PIOcken, Heinrich-Heine-Universitat, DOsselorf).

1.2 Halobacterium salinarum und Bacteriorhodopsin

Die zur Gruppe der Archaebakterien gehiirigen Arten der Gatlung Ha/obacteriurn haben sich an ein

Leben in hochkonzentrierten Salzliisungen, wie sie in Salzseen heil1er Regionen auftreten, anqepafst,

Sie wachsen in 3,5 bls 5,0 M NaCI-Uisung optimal. Dies wird dadurch ermiiglicht, dal1 die Kalium­

Konzentration im Zellinneren ebenso hoch ist wie die Natrium-Konzentration des Mediums.

Die stabchenformlqen, beweglichen Zellen von H. sellnerum (frOher H. ha/obiurn) sind zum

Schulz vor der extremen Sonneneinstrahlung ihrer Lebensraume durch Carotinoide rot, orange oder

gelb gefarbt. Wenn die Atmung durch Sauerstoffmangel zum Erliegen kommt, synthetlsieren die

Zellen das Retinal-Protein Bacteriorhodopsln (BR), um Licht als alternative Energiequelle nulzen zu

kiinnen. Das Chromoprotein lagert sich in der Zellmembran zu dunkelroten zweidimensional

kristallinen Bereichen, den Purpurmembranen, zusammen (SCHLEGEL, 1992; STOECKENIUS,

1985). Es wlrd als Vorlauterprotein geblidet und in die Zellmembran eingelagert. Nach Abspaltung von

13 Aminosauren am N-Terminus und einem Aspartat am C-Terminus verbleiben die 248 Amlnosauren

des reifen Proteins. Das Protein ohne Chromophor wird als Bacterioopsin (BO) bezeichnet. AII-trans­

Retinal ist als protonierte Schiffsche Base an Lys216 gebunden (KHORANA, 1988). Die

Polypeptidketle besteht aus sieben a-Helices, die die Membran durchspannen. Sie Iiegt derart in der

Zellmembran, dal1 der N-Terminus aursen Iiegt, und der C-Termlnus im Zellinneren lokalisiert ist

(STOECKENIUS, 1985; KHORANA, 1988) (Abb. 5).
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Abb. 5: Sekundarstrukturmodell von Bacteriorhodopsin. Die helicalen Bereiche sind ais Rechtecke
dargestellt (STOECKENIUS und BOGOMOLNI, 1982)

Die dreidimensionale Struktur von BR wurde kUrzlich rontgenkristallographisch gelost (PEBAY­

PEYROULA et aI., 1997),

Die Funktion von BR wurde mit einer Reihe spektroskopischer, genetischer und struktureller

Ansatze untersucht. Nach Anregung durch Licht durchlauft BR, ausgehend vom Grundzustand

(Absorption bei 568 nm) einen Photozyklus, der in seiner einfachsten Form durch 6 Intermediate

gekennzeichnet ist (Abb. 6). Diese Intermediate wurden durch ihre Absorptionsmaxlma gekenn­

zeichnet als: J620, K590, L550 , Mm , N5,o, 0 640 (OESTERHELT, 1989).
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Abb. 6: Ein Modell fOrden Photozyklus von BR. Die Zwischenzustande werden mit Grol:\buchstaben
abgekOrzl. Die Indices geben die Absorptionsmaxima in nm wieder.

1m ersten Schritt des Photozyklus wird durch die Absorption eines Photons die Isomerisierung des

Retinals von der all-trans zur 13-c/s Konfiguration verursachl. Eine Serie von Zwischenereignissen

schliefst sich an. Darunter fallen die Deprotonierung der Schiffschen Base und der Protonentransfer

zu Asp85 1m L-M Obergang. Ein anderes Proton wird freigesetzt, die Schiffsche Base wird im M-N

Obergang von Asp96 reprotoniert, und ein Proton wird im N-O Obergang von der cytoplasmatischen

Seite aufgenommen. Gieichzeitig wird die Reisomerisierung des Retinals beobachtel. Die

Deprotonierung von Asp85 mit der ROckkehr in den Grundzustand schliefst den Photozyklus

(OESTERHELT, 1989; ZSCHERP, 1997). Mit Hilfe der von BR absorbierten Lichtenergie wird also ein

Protonengradient Ober die Zellmembran aufgebaut, so dal:\ das Aulsenmedlurn anqesauert 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. coli

durchgefOhrt (MC COY, KHORANA, 1983). Das exprimierte BR war aber auch nach Gabe von all­

trans-Retinal in den Zellen nicht funktlonsfahiq. Nach Injektlon von In vitro hergestellter mRNA in

Oozyten von Xenopus laevls gelang unter Zusatz von all-trans-Retinal die transiente Expression von

funktlonsfahlqem BR (NAGEL et aI., 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-trans-Retinal gelang (HILDEBRANDT et aI., 1989 und 1991). Versuche

zur Expression in der Cytoplasmamembran von S. cerevlslae fOhrten zwar zum BO (LANG-HINRICHS
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et al., 1994). Allerdings tarbten sich die Zellen nach Gabe von all-trans-Retinal nicht rot. Das heif!.t, es

konnte keln aktives BR hergestellt werden.

HOFFMANN et al. (1994) verknOpften BR mit elner N-terminalen Signalsequenz (Cytochrom-c­

Oxidase Untereinheit IV) fOr den Import in Mitochondrien von S. pombe. Ein Teil des exprimierten BR

wurde durch die Signalsequenz in die innere Mitochondrienmembran dirigiert. Nach Zusatz von all­

trans-Retinal konnte die Funktlonsfahlqkelt des BR nachgewlesen werden.

1.4 Aufgabenstellung

Durch den Einbau einer zweiten Protonenpumpe, Bacteriorhodopsin (BR), in die innere Mito­

chondrienmembran wlrd zusatzllche Energie fOr die ATP-Synthese gewonnen, mit dem Ziel,

bioenergetische Fragestellungen zu bearbeiten. Ein weiterer Aspekt ist die Untersuchung des Einbaus

von Membranproteinen. BR kann als Modellsystem herangezogen werden, da seine Aktlvltat relativ

einfach gemessen werden kann. Die Rotfarbung des Proteins aufgrund des Retinalgehalts ist ein

leicht zu detektierendes Merkmal fOr die Detektion der korrekten Faltung und der korrekten Insertion

von BR in Membranen. Da Hefen wie S. cerevisiae und S. pombe als Modellorganismen schon

weitreichend in ihrer Physiologle untersucht sind, bietet sich die Untersuchung sotcher

Fragestellungen in diesen Organismen an.

HOFFMANN et al. (1994) verknOpften BO mit elner N-terminalen Signalsequenz fOr den Import

in Mltochondrlen. Die Expression dieses Konstruktes In S. pombe fOhrte nur teilwelse zum Einbau von

BO in die innere Mttochondrienmembran. Auch die Cytoplasmamembran von Zellen, In denen BO mit

mitochondrlaler Sigalsequenz exprlmiert wurde, enthielt grol1e Mengen BO. Dies erschwert Studien

zur Physiologie und zum Energieaufwand fOr Transportvorpanqe ins Mitochondrium, da sich zwei

Prozesse, der Einbau von BO in die Cytoplasmamembran und der Einbau in die innere Mitochondrien­

membran Oberlagern konnen, Daher sollten in der hier vorliegenden Arbeit starnme von S. pombe

oder S. cerevisiae hergestellt werden, die BR ausschlief!.lich in der inneren Mitochondrienmembran

enthalten. Es sollten verschiedene Ansatze verfolgt werden.

Der bereits von HOFFMANN et al. (1994) etablierte in vivo Import von BR in die innere

Mltochondrlenmembran von S. pombe sollte durch VerknOpfung von BR mit efflzienteren

Signalsequenzen verbessert werden. Um genaueren Aufschluts Ober die Ursachen des ineffizienten

Imports von BR in die Innere Mitochondrienmembran von S. pombe zu erhalten, und urn daraus

Ansatzpunkte zur Verbesserung des in vivo Imports zu erhalten, sollten in vitro Experimente zum

Import von BR in die innere Mltochondrienmembran der Hefen S. cerevisiae und S. pombe

durchgefOhrt werden. Schliefsllch sollte BR direkt in Mitochondrien von S. cerevisiae exprimiert

werden. Dadurch sollte das Problem des Imports von BR In die Mitochondrien umgangen werden.
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2 MATERIAL UNO METHOOEN

2.1 Gerate

Agarosegelelektrophorese:

Power Pack P25, Biometra, Goltingen

Laulkammer Bio Max (QS710), Kodak,

Laulkammer GMA 200, Pharmacia, Uppsala, Schweden

DNA-Sequenzierung:

Power Supply EPS 3500, Pharmacia, Uppsaia, Schweden

GATC 1500 Direct Blotting Electrophoresis DNA-Sequencer mit GATC CCU 1500

Schrittmotor und GATC-Tube, GATC Gesellschafl, Konstanz

Geldokumentationssystem:

Gel Doc 1000, Molecular Analyst, Blo-Rad, MOnchen

pH-Meter:

pH-Meter 766 Calimatlc, Knick, Berlin

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

Photometer:

GENEQUANT, Pharmacia, Uppsala, Schweden

UV-120-02, Shimadzu, Japan

SDS-Gelelektrophorese:

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

Protean II xi Cell, Bio-Rad, MOnchen

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

Sterilfilter:

Supor Acrodisc 32, 0,2 prn, Gelman Sciences, Ann Arbor, U.S.A.

Bottle Top Filter, 0,2 urn, 150 rnl, Nalgene, Rochester, U.S.A.

Thermocycler:

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

Ultraschallbehandlung:

Labsonic L mit Nadel 40TL, Braun, Melsungen

UV-Tisch:

TFL20M, Biometra, G6ttingen

Wasserbader:

Typ 3047, K6ttermann, Hanlnqsen

F20 Ultratemp 2000, Julabo, Seelbach

13
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Zentrifugen:

Optima TL Ultracentrifuge mit Rotor TLA 45, Beckmann, Polo Alto, U.S.A.

Microcentrifuge MC-13, Heraeus, 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, Hermie Laborqerate GmbH,

St. Leon-Rot 2

2.2 Chemikalien, Enzyme, Standards

Chemikalien:

Sofem nicht anders angegeben, hatten aile Chemikallen p.a. Oualltat, Die Losunqen wurden mit
hochreinem Wasser (Milli Q-Qualitat) angesetzt.

Acrylamid-Bisacrylamid (30 % I 0,8 %)
Adenin
ATP, di-Natrium-Salz
Agar
Agarose (Standard)
Agarose, Metaphor
Ammoniumchlorid
Ammoniumpersulfat
Ammoniumsuifat
Ampicillin
L-Arginin
Bacto Pepton
Biotin (Vitamin H)
Borsaure
Brain Heart Infusion Agar
Bromphenolblau
Calciumchiorid
Chloroform
cltronsnsaure
Coomassie Brilliant Blue R250
CPD-Star
CSPD
L-Cystein
Dn
dNTPs
Eisenchlorid
EDTA
Essiqsaure
Ethanol, absolut
Ethidiumbromid
Formaldehyd
Formamid
D (+) Galaktose
D (+) Glukose
Glycerin
Glycin
Guanidiniumhydrochlorid
Hamstoff
Inositol
Isoamylalkohol
Isopropanol

Merck
Sigma
Sigma
Difco
Sigma
Biozym
Merck
Bio-Rad
Merck
Boehringer Mannheim
Sigma
Difco
Sigma
Merck
Difco
Bio-Rad
Merck
Merck
Merck
Serva
Boehringer Mannheim
Boehringer Mannheim
Sigma
Merck
Biolabs
Sigma
Merck
Riedel de Haen
Riedei de Haen
Sigma
Merck
Gibco/BRL
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Merck
Merck
Sigma
Merck
Riedel de Haen
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Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
di-Kaliumhydrogenphosphat
Kaiiumhydrogen-Phatalat
Kaliumhydroxid
Kaliumjodid
Kupfersulfat
N-Lauroylsarcosin
L-Leucin
Lithiumacetat
L-Lysin
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat
Maleinsaure
Mangansulfat
f3-Mercaptoethanoi
Methanol
L-Methionln
Molybdat
MOPS
NADH
Natriumazid
Natriumchlorid
tri-Natriumcitrat
Natriumdihydrogenphosphat
di-Natriumhydrogenphosphat
Natriumhydroxid
Natrium-Panthotenat
Natriumsulfid
Nikotinsaure
Paraffin
Pepton
Phenol:Chloroform:lsoamylalkohol
PMSF
Polyethylenglykol 3350
Ponceau S
all-frans-Retinal
Rinderserumalbumin, Fettsaure-frel
RNAaus Hefe
Rubidiumchlorid
Saccharose
Salzsaure
SDS
D-Sorbitol
TEMED
Thiamin-Hydrochlorid
Trichloressigsaure
Tris (Base)
Tris (HCI)
Tris-Acetat
Trypton
Tween 20
Valinomycin
X-Gal
Xylen Cyanol
Yeast Extract
YNB
YNB, ohne Arnlnosauren
Zinksulfat
Zitronensaure

Merck
Merck
Merck
Sigma
Merck
Sigma
Merck
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Riedel de Haen
Sigma
Merck
Sigma
Boehringer Mannheim
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Sigma
Aldrich
Sigma
Merck
Oxoid
Roth
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Boehringer Mannheim
Merck
Merck
Riedel de Haen
Bio-Rad
Sigma
Bio-Rad
Sigma
Merck
Sigma
Sigma
Sigma
Difco
Sigma
Sigma
AGS
Bio-Rad
Difco
Difco
Difco
Sigma
Merck
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Enzyme:

MATERIAL UND METHODEN

Alkalische Phoshatase (aus Kalberdarm)
Klenow Fragment der DNA-Polymrase aus E. coli
Lysing Enzymes (von Tricoderma harzianum)
Novozym
ProteinaseK
Ribonuclease A (aus Rinderpankreas)
Taq Expand High Fidelity
T4 DNA-Ligase
Thermo Sequenase
Zymolyase 20T

Boehringer Mannheim
Boehringer Mannheim
Sigma
Biolabs
Boehringer Mannheim
Sigma
Boehringer Mannheim
Gibco/BRL
Amersham
Selkagaku

Restriktlonsenzyme wurden von den Firmen Blolabs, GibcoiBRL, Boehringer Mannheim und
Amersham bezogen.

Standards:

DNA:
RNA:
Protein:

1 kb Leiter
G315
Rainbow, high moiecuiar weight
Rainbow, low molecular weight
broad range

Glbco/BRL
Amersham
Amersham
Amersham
Bio-Rad

2.3 Puffer, Losungen und Medien

2.3.1 Pufferund Losungen

Wenn nicht anders angegeben, wurden aile L6sungen und Puffer in Wasser (Millipore-Qualitat)

angesetzt.

Medienzusatze:

Ampicillin-StammI6sung: 50 mgiml Ampicillin (Na-Salz) In Wasser, sterilfiltriert

Transformation von S. pombe:

L1Ac/EDTA: 100 mM L1thiumacetat, 1 mM EDTA, pH 4,9

PEG: 100 mM Lithiumacetat, 1 mM EDTA, 40 % (w/v) PEG 3350, pH 4,9

Losen von DNA:

TE: 10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8,0 (HCI)

10 mM Trls, pH 8,5 (HCI)

Agarosegelelektrophorese:

Ethidiumbromid-StammI6sung: 10 mg/ml Ethldiumbromid

TAE: 40 mM Trls-Acetat, 1 mM EDTA, pH 8,0 (Essigsaure)

DNA-Probenpuffer: 50 % Saccharose, 1x TAE, 0,25 % Bromphenolblau
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RNA-Probenpuffer: 75 ~I Formamid, 30 ~I 5 x MOPS, 30 ~I Formaldehyd, 15 ~I Farbmarker (50 %

(v/v) Glycerin, 1 mM EDTA, 0,25 % (w/v) Xylen Gyanol, 0,25 % (w/v) Bromphenolblau, 5 x

TAE), 1~I Ethidiumbromid-Stammltisung

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

Hybridisierungslosungen:

20 x SSG: 3 M NaGl, 0,3 M trl-Na-Cltrat, pH 7,0-7,2 (HGI)

High-SDS-Hybrldisierungslosung (RNA/DNA): 7 % (wlv) SDS, 50 % (v/v) Formamid, 2 % (w/v)

Blocking Reagenz (Boehringer Mannheim), 5 x sse, 0,1 % (wlv) Lauroylsarcosin, 50 mM

Natriumphosphal-Puffer (50 mM Natriumhydrogenphosphal, 50 mM di-Natriumdihydrogen­

phosphat, pH 7,0)

Slandard-Hybridisierungslosung (DNA/DNA): 5 x SSG, 0,1 % (w/v) Lauroylsarcosin, 0,02 % (w/v)

SOS, 1 % Blocking Reagenz (aus einer 10%igen Stamrnlosunq in Maleinsaurepuffer)

Maleinsaurepuffer: 0,1 M Malelnsaure, 0,15 M NaGl, pH 7,5 (festes NaOH)

Polyacrylamidgelelektrophorese:

Sammelgelpuffer: 0,5 M Tris, 0,4 % (w/v) SDS, pH 6,8

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

Laufpuffer fOr die Bio-Rad-Laufkammer: 50 mM Trls, 384 mM Glycin, 0,1 % (w/v) SOS, pH 8,3 (HGI)

Laufpuffer fOr die Midget-Kammer: fOr 51: 94,5 9 Glycin, 15 9 Tris, 5 9 SDS

Probenpuffer: 124 mM Trls, 4 % (wlv) SOS, 10 % p-Mercaptoelhanoi, 20 % (v/v) Glycerin, 0,2 % (w/v)

Bromphenoiblau

Coomasele-Farbelosunq: 0,05 % (w/v) Goomassie R250, 10% (v/v) Esslqsaure, 25 % (v/v)

Isopropanol

Entfarber: 10 % (v/v) Esslqsaure

Herstellen von Gesamtzellextrakten von S. pombe:

Proloplastierungspuffer: 1,2 M Sorbitol, 40 mM Na2HP04, 54 mM Zltronensaure,

0,2 % (v/v) p-Mercaptoethanol, pH 5,6

Harnstoffprobenpuffer: 8 M Harnstoff, 0,2 M Tris (HGI), 2 % (w/v) SOS, 0,05 % (w/v) Bromphenolblau,

0,2 M OTT

Isolierung von Mitochondrien:

1,2 M Sorbitoi

OTT-Puffer: 100 mM Tris, 10 mM OTT, pH 9,4 (Schwefelsaure)

Zymoiyase-Puffer: 1,2 M Sorbitol, 20 mM Kaliumphosphalpuffer (20 mM Kaliumdihydrogenphosphat,

20 mM di-Kaliumhydrogenphosphat, pH 7,4)

Homogenlsierungspuffer: 0,6 M Sorbitol, 10 mM Trls, 1 mM EOTA, 0,2 % BSA (Fettsaure frei),

1 mM PMSF, pH 7,4 (HGI)

SEM: 250 mM Saccharose, 1 mM EOTA, 10 mM MOPS, pH 7,2 (KOH)
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Import von Proteinen in Isolierte Mltochondrien:

BSA-Puffer: 250 mM Saccharose, 10 mM MOPS, 3 % (w/v) BSA (Fettsaure frei), pH 7,2 (KOH)

Untersuchungen zur Wechselwirkung von BO und GroEL:

ROckfaltungspuffer: 0,1 m Trls, 10 mM MgGI2, 10 mM KGI, pH 7,5

Harnstoff-Puffer: 8 M Harnstoff, 0,1 M Trls, 20 mM D'Tf', pH 8,0

Westernblotanalyse:

Blot-Puffer: 39 mM Glycin, 48 mM Tris (Base), 20 % (v/v) Methanol

Ponceau S-Farbeltisung: 0,2 % (wlv) Ponceau S, 3 % (w/v) Trichloressigsaure

TBS: 20 mM Tris, 137 mM NaGl, pH 7,6 (HGI)

2.3.2 Medien

Wenn nicht anders angegeben, wurden die Medien autokiaviert (121 'G, 20 min.). Zucker, Antibiotika

und Arnlnosauren wurden sterilfiltriert und nach dem AbkOhlen zugesetzt.

Far Agarplatlen zur Anzucht von Escherichia coli wurde dem Medium 1,5 % (w/v) Agar zugesetzt.

Far Agarplatten zur Anzucht von Hefen wurde dem Medium 2 % (w/v)Agar zugesetzt.

Bakterienmedien:

dYT: 1,6 % (w/v) Trypton, 1 % (w/v) Yeast Extrakt, 0,5 % (w/v) NaCI

LB-Medium: 1 % (w/v) Trypton, 0,5 % (w/v) Hefe-Extrakt, 1 % (w/v) NaGl, pH 7,5 (NaOH oder HGI)

PM: 4,3 M NaCl, 80 mM MgS04, 10 mM tri-NaCitrat, 27 mM KGI, 0,1 % (w/v) Pepton (Oxoid),

pH 7,0 (NaOH), Sterilisieren: 2 h 90 'G

Hefemedien:

53,5 9
1,0 9

50,0 9
2,Og

1,0 9
10,0 9
10,0 9
10,0 mg

5,0 9
4,0 9
4,Og
2,0 9
0,4 9
0,4 9
1,0 9

10,0 9

MgCI2x 6 H20
GaCi2x 6 H20
KGI
Na2S03

Na-Panthotenat
Nikotinsaure
Inositol
Biotin

H3B0 3
MnSO.
ZnSO. x 7 H20
FeCI3 x 6 H20
H2Mo04 X 2 H20
CUS04x5 H20
KJ
Zilronensaure

1 mill Vilamine (1000x/1):

0,1 mill Mineralien (10.000x/1):

EMM: 0,3 % (w/v) KH-Phatalat, 0,22 % (w/v) Na2HP04, 0,5 % (w/v) NH4Gi, 2 % (w/v)

Glukose,

20 mill Salze (50x/1):
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SD: 0,67 % (wlv) YNB ohne Amlnosauren, 2 % (w/v) Glukose

auxotrophe Zusatze je nach Bedarf

Adenin: 20 mg/l

L-Arginin: 20 mgll

L-Leucin: 262 mg/l

L-Lysln: 183 mg/l

SD+Sorb+Ade: 5 % (w/v) Glukose, 0,67 % (w/v)YNB, 1 M Sorbitol, 0,01 % (w/v) Adenln

YNB: 0,17 % (w/v) YNB, 0,5 % (w/v) NH4S04, 0,5 % (w/v) Glukose, 150 mg/ml L-Leucin

YPD: 2 % (w/v) Glukose, 2 % (w/v) Pepton, 1 % (w/v) Hefe-Extrakt

YPGal: 2 % (w/v) Galaktose, 2 % (w/v) Pepton, 1 % (w/v) Hefe-Extrakt

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

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

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

2.4 Organismen und Wachstumsbedingungen

2.4.1 Organismen

Die verwendeten Organismen sind in den folgenden Tabellen beschrieben.

Tab. 1: Verwendete Escherichia coli stamme und ihre Eigenschaften
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Stamm relevante genetische Marker Referenz Herkunft

DH5o: ('f!80MaeZM15)[/aeZYA-argFjU196 Hanahan (1985) ITC Biotechnology

raeA 1 endAt hsdR17 (r'm+)supE44 GmbH

X thi-1 gyr A reI A1

GM2163 F' ara-14leuB6 tonA311aeY1 tsx-78 Palmer, Marinas Biolabs

supE44 galK2 galT22 hisG4 rpsL 136 (1994)

xyl-5 mt1-1 thi-1 dam-13 Tn9 (Cr) dcm-6

hsdR2 mcrA' mcrB'
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Tab. 2: Verwendete Schizosaccharomyces pombe stamrne und ihre Eigenschaften

Stamm relevante genetische Marker Referenz Herkunft

972 h· Wlldlyp, hapioid Osterwalder Laborbetrieb

(1924)

l.eucln- leu 1-32, haploid, h' Beach, Nurse Laborbetrieb

Mangelmutante (1981), Kohli

(1987)

Uracli/Leucin- ura', leu', haploid V. Hildebrandt

Mangelmutante

Tab. 3: Verwendete Saccharomyces cerevisiae starnme und ihre Eigenschaften

Stamm relevante genetische Marker Mitochondrium Paarungstyp

CAB3 leu2-3,112, his4-519, ura3~NS rho", MATa

cox3::URA3

D273-10B Wlldtyp rho" MATa

DFS160 ade2-101, lura3-52], ~leu2, rho" MATa

arg8~::URA3,kart-t

DFS188 ura3-52, leu2-3, 112, lys2, rho" MATa

his3~Hindll, arg8::hisG

GW22 lys2 rho", cox3-421 MATa

GW46 ade2-101, ura3-52, kart-t rho", cox3-421 MATa

GW202 ura3-52, ade2, leu2-3,122, rho" MATa

pet127~::hisG

MCC259 ade2-101, ura3-52, kar1-1 rho', COX3 MATa

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

V76 op1, ade1 rho", cox3-V76 MATa

Aile in Tab. 3 aufgefOhrten stamme stammen aus dem Labor von T. D. Fox (Cornell-University,

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

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

Mutationen bei S. cerevisiaeaufgefOhrt.



MATERIAL UND METHODEN

Tab. 4: Die wichtigsten Klassen mitochondrialer (mt) Mutationen:
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Symbol Besondere Eigenschaften

rho Wildlyp, vollstandlqes mt Genom

rho" vollstandiger Verlust der mtDNA

rho' groBe Deletionen In der mtDNA, vollstandlqer Verlust der mt Protein-

Synthese

synthetischer rho' Plasmid mit kleinem Stock mtDNA statt mt Genom

mit' Wildtyp

mil' begrenzte Mutation, die nur die Funktion eines einzelnen Gens

betrifft

Zur Isoiierung von Mitochondrien zum in vitro Import wurden folgende Wildlyp-Hefestamme gewahlt:

Saccharomyces cerevisiae: PK82 von EA Craig (GAMBILL et al. 1993)

Schlzosaccharomyces pombe: 972h" (OSTERWALDER, 1924)

2.4.2 Kulturbedingungen

2.4.2.1 Escherichia coli

Escherichia coli wurde, wenn nicht anders angegeben, in FIOssigmedium (LB oder dYT) mit Zusatz

von 100 ~g/ml Ampicillin fOr 12 bis 16 h bel 37 'C im SchOtteiinkubator angezogen oder auf

Agarplatten mit Zusatz von 100 ~g/mi Ampicillin bei 37 "C Ober Nacht inkubiert.

2.4.2.2 Saccharomyces cerevisiae und Schizosaccharomyces pombe

Saccharomyces cerev/siae und Schizosaccharomyces pombe wurden auf Agarplatten 2-4 Tage bei

30 'C angezogen. Die Kultivierung in FIOssigmedium (Die Wahl des Mediums ist im Einzelfall

angegeben.) erfolgle im SchOtteiinkubator (mindestens 150 Upm) bei 30 'C, bis die gewOnschte

Zelldichte erreicht war.

2.4.2.3 Anzucht von Schizosaccharomyces pombe mit Bacterioopsin-Genkonstrukten

FOr eine Vorkultur wurden 20 ml EMM mil Zusatz von 2 ~M Thiamin von einer EMM + 2 ~M Thiamin

Agarplatte angeimpft. Die Kultivierung erfoigte fOr 24 h bei 30 'C im SchOtteiinkubator (150 Uprn).

Zum Animpfen der Hauptkultur wurden die Zellen der Vorkultur zur Beseitigung des Thiamins zweimal

mit sterilem Wasser gewaschen.

Die Vorkultur wurde in der Heraeus 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 Hauptkultur in EMM verwendet. Die Kultivierung

erfolgte bei 30 ·C lm SchDttellnkubalor. 2 h nach Animpfen der Hauplkultur wurde 2 lJM all-trans­

Relinai (Sigma) zugesetzt. Weitere Retinalzugaben erfolglen slOndlich ab der 14. Kullurstunde zu je

2 lJM. Die Zellen wurden nach 16-20 h, sobald sie eine Oplische Dichte von 3 erreicht hatten,

geerntet. Die Relinalzugabe konnle entfallen, wenn kein aklives Bacleriorhodopsln erforderlich war.

2.4.3 Bestimmung der Zelldichte von Fllissigkulturen

Zur Beslimmung der Zelldichle wurde die Optische Dlchte der Kulturen im Shimadzu UV-120-02

Speklralphotometer bei 600 nm, wenn nichl anders angegeben, gemessen. Dazu wurden die Kulturen

so verdOnnt, daB der MeBwert nicht uber 1 lag.

2.4.4 Stammhaltung

Die kurzfrislige Lagerung von Organismen erfolgte auf Agarplatten bel 4 ·C. Die langfrlslige Lagerung

von Organismen erfolgle bel -70 ·C wie im folgenden naher erliiutert.

Escherichia coli:

500 lJl einer uber Nacht angezogenen Kullur wurden in Seleklionsmedium mit 500 lJl sterilem Glycerin

gemischt und bel -70 ·C elngefroren. Zum Ansetzen elner neuen Kultur wurde etwas gefrorene

Subslanz von der Oberfliiche abgekratzt und zur Anzuchl auf einer Agarplatte ausgestrichen oder in

FIOssigmedium resuspendiert.

Saccharomyces cerevisiae:

Mit einem sterilen f1achen Zahnslocher wurde Zellmalerial von einer Agarplatte enlnommen und in

600 lJl sterilem 15 % (vlv) Glycerin in Wasser resuspendiert. Zum Ansetzen elner neuen Kultur wurde

etwas gefrorene Subslanz von der Oberfliiche abgekratzl und zur Anzucht auf einer Agarplatte

ausgestrichen oder in FIDssigmedlum resuspendiert.

Schizosaccharomyces pombe:

Zellmateriai wurde von einer Agarplatte entnommen und nach Herstellerangabe in ein R6hrchen der

Microbank (MAST Diagnoslica) OberfOhrt. Zum Ansetzen einer neuen Kultur wurde eln KDgelchen aus

der Microbank enlnommen und auf einer Agarplatte ausgerollt.



MATERIAL UND METHODEN

2.5 Plasmide
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Plasmid:

pCR Script SK'

pDS24

pEH8

pGEM3z

pGEM3-F,p

pGEM4-AAC

pGEM4-SU9-DHFR

pNB

pNEU

pREP2

pRS3/5

pSP65-coxIV-DHFR

pUC18

Marker:

Amp'

Amp'

Amp'

Amp'

Amp'

Amp'

Amp'

Amp', Leu2

Amp', Leu2

Amp', ura4'

Leu2

Amp'

Amp'

Herkunft:

Stratagene

T. D. Fox (STEELE et al., 1996)

A. Hoffmann (Hurt et aI., 1984)

Promega

J.Rassow (RASSOW et al., 1990)

H. Steger

N. Pfanner (PFANNER et al., 1987)

V. Hildebrandt

V. Hildebrandt

V. Hildebrandt (MAUNDRELL et aI., 1993)

T. D. Fox

K. Verner

Pharmacia

2.6 Oligonucleotide

Die Oligonucleotide wurden von Eurogentec oder Gibco/BRL bezogen.

COXAB:

COXCD:

COXENDE:

COXMITIE:

COXSONDEVO:

ENDEAB:

ENDECD:

MTBOS1:

MTBOS2:

MTBOS3:

MTBOS4:

MTBOS5:

MTBOS6:

MTBOS7:

MTBOS8:

MTBOS9:

5'-[GAGAATICATACAAATAGATAACj-3'

5'-[TCCCGGGAGCAGAACCCCATCTACT]-3'

5'-[CATCAATAAAATAGTACGTATAAAAATAATCAG]-3'

5'-[GCTGCATICACTATCTCTGATGGTGTnATGGj-3'

5'-[GGTGTGAACCTCCATGAGAGAG]-3'

5'-[TAAGCTTnAATGATGATGGTGATGATGAGAACGACCCATIGTGA

GGCCATACCCCACCj-3'

5'-[TAAGCTTnAATGATGATGGTGATGATGAGAACGACCCATGTCGC

TGGTCGCGGCCGCGCj-3'

5'-[CAGTAGACAAGCCCAGATIACTGGTCGTCCTGAATGG]-3'

5'-[CCTIGACCAAAAAGTACAAAGTGCCTAAACCCj-3'

5'-[ACCATGGTCAAACCGTAACCTAATAACATAGATAAATACATAGj-3'

5'-[CCCTGATCAGCGTCCACTAATAAAGCTAAATCTAATAATAACAAAG

GAGTAGTGj-3'

5'-[GCTGATCAGGGTACTATCTIAGCTnGGTAGGTGj-3'

5'-[CGTATAGATnGTCTGATGAGCTATnCj-3'

5'-[GCCTnAAACATIGAAACTnGTIGTICATGGj-3'

5'-[GGATICGGTnGATTnGTIGCGTICTAGAGCAATTnCGGCGj-3'

5'-[CGGGATCCTIAGTCTGACGTCGCCGCTGCj-3'
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NEUNACHCOX:

SU9H:

SU9R:

VORCOX:

MATERIAL UND METHODEN

5'-[GAATGAGTGAGGGGGGAACCGAACCCl-3'

5'-[CAGGATCCATCGGAAGAGTAGGCGCGCl-3'

5'-[ACGAATICCCACCATGGCCTCCACTCGTGTCCj-3'

5'-[GAATAAATAATCCGGCGAAAGAGATATIAATICGj-3'

2.7 Arbeiten mit DNA

2.7.1 Standardmethoden

Samtliche Standardmethoden, die im Foigenden nicht beschrieben sind, wie Schneiden von DNA mil

Restriktionsenzymen und DNA-Ligationen wurden nach MANNIATIS et al. (1982) oder nach den

Angaben des Herstellers der verwendeten Enzyme oder Materialien durchgefOhrt.

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

Plasmld-Praparation aus E. coli (bis zu 20 ~g DNA): QIAprep Spin Miniprep Kit

Plasmld-Praparation aus E. coli (bis zu 100 ~g DNA): QIAGEN Plasmid Midi Kit

Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen: QIAEX II Gel Extraction Kit

AUfreinlgen von DNA nach enzymatischen Reaktionen: QIAquick Nukleotide Removal Kit

Praparatlon von Gesamt-DNA aus S. cerevisiae
(bls zu 100 ~g DNA): QIAGEN Genomic-tip 100

2.7.2 Gesamt·DNA·Praparation aus Saccharomyces cerevisiae

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

5 ml einer Ober-Nacht-Kultur in YPD wurden im 15 ml Falcon-Rohrchen In der Heraeus­

Zentrifuge 5 min bei 5.000 Upm zentrifugiert. Ole Zellen wurden in 0,5 ml 1 M Sorbitol, 0,1 M EDTA,

pH 7,5 resuspendiert und In ein 1,5 ml Reaktlonsqefals OberfOhrt. Nach Zusatz von 20 ~I 7,5 mg/ml

Zymolyase 20T wurde fOr 60 min bei 37 ·C Inkublert. Zum Pelletieren der Spharoplasten wurde 1 min

In einer Mlkrozentrifuge mit 13.000 Upm bei Raumtemperatur zentrifuglert. Die Spharoplasten wurden

in 0,5 ml 50 mM Tris pH 7,4, 20 mM EDTA resuspendiert, mit 10 % SDS gut durchmischt und fOr

30 min bei 65 ·C inkubiert. Es wurden 200 ~I 5 M Kaliumacetat zugegeben und fUr 60 min auf Eis

inkubiert. Nach der anschlieBenden Zentrifugation (5 min 13.000 Upm in der Mikrozentrifuge) wurde

der Oberstand mit 1 Volumen Isopropanol (Raumtemperatur) versetzt und 5 min bel Raumtemperatur

inkubiert. Es wurde fUr 10 sek in der Mlkrozentrifuge zentrifugiert. Das Pellet wurde getrocknet und in

0,3 ml TE durch Inkubation bel 40 ·C resuspendlert. Nach Zusatz von 2 ~I 10 mg/ml RNAse A wurde

bel 37 ·C fur 30 min inkubiert. Die DNA wurde durch Zusatz von 30 ml Natriumacetat und 200 ~I

Isopropanol praztplttert und 10 sek in der Mikrozentrifuge bei 13.000 Upm pelletiert. Das Pellet wurde

getrocknet und bei 40 ·C in 50 ~I TE resuspendiert. Die DNA-Losung wurde durch zweiminOlige
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Zentrifugation in der Mikrozentrifuge bei 13.000 Upm von unlosllchem Material, das nachfolgende

Reaktionen inhibieren kann, getrennt.

2.7.3 Agarose·Gelelektrophorese

Die Agarose wurde in TAE-Puffer in der Mikrowelle aufgekocht und mit 7,5 ~I einer 10 mg/ml

Ethldlumbrornldlosunq pro 100 ml Aqaroselosunq versetzt. Ole Agaroselosung konnte bis zu 14 Tagen

bei 60°C aufbewahrt werden.

Es fanden Gele mit elner Konzentration zwischen 0,5 % (w/v) und 2 % (w/v)Agarose Verwendung.

Die Elektrophorese wurde mit TAE-Puffer bei 100 V durchgefOhrt.

Zur Analyse von Fragmenten mit Langen unter 200 Nukleotiden wurde auch MetaPhor Agarose in

einer Konzentration von 2 % bls 3 % (w/v) verwendet.

2.7.4 Konzentrieren von DNA

Zum Konzentrieren wurde die DNA mit Isopropanol oder Ethanol gefallt:

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 1st die Festlgung der DNA Pellets.

Die DNA wurde mit 2 ~I Pellet Paint und 0,1 Volumen 3 M Natriumacetat gemischt. Nach Zusatz

von 1 Volumen Isopropanol oder 2 Volumen Ethanol wurde erneut gemischt und 2-5 Minuten bei

Raumtemperatur inkubiert. Die DNA wurde durch 5-minotige Zentrifugation In einer Mikrozentrifuge

bei 13.000 Upm prazlpltlert, Anschliefsend 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

mM Tris/HCI, pH 8,5) aufgenommen.

Alternativ wurde fOr die invitro Transkription die DNA ohne Pellet Paint gefallt. Dann wurden die

Zentrlfugationsschritte bei 4 °C fur 10 Minuten durchgefOhrt.

2.7.5 Reinigung von DNA

Zum Entfernen von RNAsen aus DNA-Praparationen wurde die DNA-Losung 3x mit einer TE­

gesattigten Phenol/Chloroform-Losung und 2x einer Losung aus Chloroformilsoamylalkohol (24:1)

ausgeschOttelt. Zur Trennung der Phasen wurde jeweils 5 Minuten in einer Mikrozentrifuge mit

13.000 Upm bel Raumtemperatur abzentrifugiert.
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2.7.6 Polymerase-Ketten-Reaktlon (peR)

Die PCR wurde zur Vervlelfaltlqunq von DNA-Fragmenten verwendet. Man benotigt dazu zwel Primer,

von denen der eine zum 3'-Bereich der gewUnschten Sequenz und der andere zum Gegenstrang des

5'-Bereichs kornplernentar ist. Dabei ist es zum einen moglich, am 5'-Ende der Primer nicht

komptementare Sequenzen anzuhanqen, was das EinfUhren neuer Restrlktionsschnitlstellen an den

Enden der amplifizierten DNA errnoqlicht. Zum anderen ktinnen einige Nukleotide im mittleren Bereich

des Primers ebenfalls nicht kornplementar sein, was den Austausch einzeiner Basen ermoglicht

(ortsspezifische Mutagenese),

2.7.6.1 Reaktionsbedingungen

FUr die PCR-Amplifizierung wurde ein Enzymgemisch aus den thermostabilen Enzymen Taq-DNA­

Polymerase und Pwo-DNA-Polymerase (Expand High Fidelity PCR System, Boehringer Mannheim)

mit mitgeiiefertem Reaktionspuffer (Magnesiumionen-hallig) eingesetzt. Dabei dient die Taq-DNA­

Polymerase der Amplifizierung, die Pwo-DNA-Polymerase hat eine Korrektur-Funklion.

Die Reaktionsansatze ohne Enzyme wurden in 0,2 mi Reaktionsqefafsen auf Eis zusammengegeben

und fur 3-4 min auf 95 "C erhitzt. Das Enzymgemisch wurde zugegeben, und die Reaktion im PTC­

200 Thermo-Cycler der Firma MJ Research durchqefuhrt,

Reaktionsansatz:

Primer 1 (100 prnorut)

Primer 2 (100 prnol/ul)

Template

dNTP Mix (ie 5 mM)

10x Reaktionspuffer

Expand High Fidelity

H20

1,0 III

1,0 III

20,0 ng (Piasmid) oder

1,0 Ilg (genomische DNA)

5,0 III

10,0 III

1,0 III

ad 100,0 III

Wurde eine PCR nur zur Analyse durchgefUhrt, wurde der Ansatz um die Haltte reduzlert,

Reaktionsbedingungen:

Schritl 1: 1 min 95 'c
Schritl 2: 1 min Annealing-Temperatur (Tm-4 'C)

Schritl 3: 1 min 72 -c
Schritl 4: gehe zu Schritl 2, 29x

Schritl 5: bis zur manuellen Beendigung des Programms 4 "C

Tm= (Anzahl Basenpaare AT zwischen Template und Primer) x 2

+ (Anzahl Basenpaare G:C zwischen Template und Primer) x 4

Bel erwarteten Produktlanqen von mehr als 2 kb wurde Schritl 3 auf 2,5 min veriangert,
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2.7.6.2 Reinigung von PCR-Produkten
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Zur Reinigung der PCR-Produkte wurde die Reaktion in Agarose-Gelen (2.7.3) aufgetrennt. und die

Produktbande aus dem Gel ausgeschnitten. Die weitere AUfreinigung erfolgte mit dem QIAEX Gel

Extraction Kit (QIAGEN) nach Herstellerangaben.

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 (POMPEIJUS 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 gewOnschten vsranderten 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 enthalt 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 drel aufeinanderfolgenden PCRs und die

zweite Halfte in vier aufeinanderfolgenden PCRs erstellt. Ais 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)

1m Gegensatz zur Oblichen Sequenzierung nach Sanger beruht das Cycle Sequencing auf wiederholte

Zyklen von Denaturierung, Primer Anheftung und Elongation. Nach jeder Elongation wird das Produkt

durch Hitze-Denaturierung vom Template getrennt. Deshalb rnufs nur sehr wenig Template zur

Sequenzierung eingesetzt werden. Ein weiterer Vorteil im Vergleich zur Sequenzierung nach Sanger

Iiegt darin, dar.. beim Cycle Sequencing kein Denaturierungsschritl fur doppelstrangige DNA­

Templates vorgeschaltet werden rnuls. Die Denaturierung erfolgt bei jedem Zyklus durch Erhitzen.

Das Cycle Sequencing wird mit Thermo Sequenase (Amersham) und dem GATC-BioCycle

Sequencing Kit durchgefOhrt. Dabei erfolgt die Marklerung durch Einbau von Biotin-markierten

Dideoxy-Nukleotiden (terminator labeling). Der Einbau eines Dideoxy-Nukleotids fOhrt zum Ketten­

abbruch bei der Elongation. Ober die Biotin-Markierung kann die Detektion der DNA-Strange erfolgen.

Die Gelelektrophorese (4%iges Acrylamidgel) und Blotting erfolgt mit dem GATC-1500-System (Direct

Blotting Electrophorese). Dabei wird wahrsnd des Gellaufs die Transfermembran in engem Kontakt
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30 Zyklen:

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 fl9 Plasmid-DNA

(Gegebenfalls wurde die DNA wie unter 2.7.4 beschrieben mit Pellet Paint aufkonzentrlert.) wurden

pro Hauptmix in zehnfach verdOnntem TE eingesetzt. Die Sequenzreaktion wurde in 0,2 ml Gefal1en

im Thermo-Cycler mit folgendem Programm inkubiert:

Denaturierung: 3 Minuten 95 ·C

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 DNAlDNA·Hybridisierung zum Nachweis von DNA (Southernblotanalyse)

2.7.8.1 Transfer von DNA auf Nylonfilter (Southernblot)

Die DNA wurde im 0,8%igen Agarosegei (TAE als Laufpuffer) elektrophoretisch getrennt (2.7.3). Das

Gel wurde erst nach dem Gellauf in einer Ethidiumbromidliisung (1flg/ml in TAE) 15 min gefarbt,

dokumenliert und in TAE enttarbt. Die DNA wurde anschliefsend im Vakuumblotter VacuGene XL

(Pharmacia) auf einen Nylonfilter (NY 13 N, Millipore) transferiert. Der Aufbau erfolgte wie von der

Herstellerfirma beschrieben. Es wurde ein Vakuum von 50 mbar angelegt.

Foigende inkubalionen wurden durchgefOhrt:

10 min Depurinisierung (0,2 N HCI)

7 min Denaturierung (0,5 M NaOH, 0,25 M NaCI)

7 min Neutralisieren (1 M Tris pH 5,0, 2 M NaCI)

60 min Transfer (20xSSC)

Die einzelnen Liisungen wurden jeweils auf das Gei geschichtet und aile 10-15 min erneuert.

Nach dem Transfer wurde der Filter 5 min in 20xSSC gewaschen und kurz auf Filterpapier

angetrocknet. Die DNA wurde 3 min auf jeder Seile unter UV-Licht auf dem Filter fixiert.

2.7.8.2 DNAIDNA-Hybridisierung

Der Nylonfilter wurde 8 h in Standard-Hybridisierungspuffer bel 68 ·C inkubiert. Die 14-slOndige

Hybridisierung erfolgte in Standard-Hybridisierliisung 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

Herstellerangaben.
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2.7.9 Transformation von Escherichia coli mit Plasmid-DNA
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FUr die Transformation von E. coli wurden kompetente Zellen nach der Rubidiumchlorid-Methode,

einem modifizierten Protokoll nach HANAHAN (frozen storage III) (1983, 1985) hergestellt. Die Zellen

wurden in Aliquots zu je 200 ~I in fiUsslgem 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 Lithlumacetat-Methode nach GIETZ et al. (1992), verandert nach KANTER-SMOLER

et al. (1994), durchgefUhrt.

10 ml 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 elnmal mit 200 ~I LiAc/EDTA

gewaschen. Sie wurden in 50 ~I LiAc/EDTA aufgenommen und nach Zusatz von 300 ~I PEG-Losung

und etwa 1 ~g DNA unter leichtem SchUtteln 30 min bei 30 'C inkubiert. Nach 15-minUtiger Inkubation

bel 42 "C wurden die Zellen pelletiert und in 1 ml TE resuspendlert. 100 bis 300 ~I 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 fUhrte ich in der Arbeitsgruppe von Prof. T. D. Fox (Cornell-Universltat,

Ithaca, U.S.A., Department of Genetics) durch.

Bei der Biolistischen Transformation wird die DNA auf Mikropartikei (Wolfram, 0,5 urn 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

Zellkompartimente. Bei der Transformation von Mltochondrien wird meist ein Kern-Marker-Gen

zusammen mil dem Plasmid, das die eigentlich zu transformierende DNA enthalt, transformiert. Dies

errnoqllcht die Vorseleklionierung auf getroffene uberlebensfahtqe Zellen.

FUr die Transformation wurde der Stamm DFS160 (rho'') vorbereltet und auf SD+Sorb+Ade­

Agarplatten ausgestrichen, wie bei FOX et al. (S. 163, 1994) beschrieben.

Die Vorbereitung der Microprojektile (Wolframpartikel mit DNA) erfolgte ebenso wie bei FOX et

81. (S. 163/164, 1994) beschrieben. Ais Markerplasmid fur Kerntransformanden wurde das Plasmid

pRS3/5 mit dem Leu2-Marker (1,0 ~g/Macrocarrier) eingesetzt. Yom Plasmid pLF7 (QIAgen Midi,

2.7.1) wurden 2,5 ~g/Macrocarrier eingesetzt.

Die Bombardierung der Zellen wurde in der PDS-1000/He Apparatur (DuPont) nach Angaben

des Herstellers durchgefUhrt. Die Apparatur wurde durch Auswischen mit 70%igem Ethanol sterilisiert.

Es fanden "rupture discs" (Bio-Rad), die bel 1.300 psi platzen, Verwendung. Entgegen den

Herstellerangaben wurden diese nicht mit Isopropanol gereinigt, da dies die Transformationseffizienz

herabsetzt. Die Platte, die den Macrocarrler enthielt, wurde auf der 5. Position vom Boden der

Apparatur aus gesehen elngeschoben, der Petrischalenhalter auf der 2. Position.
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Die Piatten wurden nach der Bombardierung etwa 1 Woche bei 30 'C inkubiert, bis einzelne Klone

von nuklear transformierten Zellen zu sehen waren. Unter diesen wurden diejenigen seiektioniert, in

deren Mitochondrien das Plasmid pLF7 enthalten war (synthelische rho"). Dazu wurde verfahren wie

bei FOX et al. (S. 164, 1994) beschrieben (vergleiche auch 3.5.2).

2.7.12 Replikaplattierung

Solite das Wachstum von Hefekoionien auf verschiedenen Medien mit und ohne Zellrasen eines

Hefestammes getestet werden, wurde replikaplattiert.

Die Ausgangsplatte wurde auf sterilen Samt gedruckt und anschlieBend die neue Agarplatte auf

den Samt gedruckt. 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 mitochondrialen Genome,

was zu homoioger Rekombinalion fUhrt.

Paarung zur Erzeugung neuer Stiimme von S. cerevisiae:
Die zu paarenden starnme wurden uber Nacht zur logarithmischen Wachstumsphase in YPD

angezogen. Jeweils gleiche Kulturmengen der zu paarenden Stamrne wurden gemischt, in 10 fJi

Portionen auf YPD-Platten aufgetrocknet und etwa 12 h zur Paarung bel 30 'C inkubiert. Einzeine

"Spots" wurden in 100 fJl sterilem Wasser resuspendiert und geeignete Verdunnunqen auf SD­

Seleklionsplatten ausplattiert, so daB Einzelkolonien resultierten.

Testpaarungen:

Fur die Testpaarung wurden 150 fJl einer Kultur in der statlonaren Phase auf YPD ausplatliert. Darauf

wurden durch Replikaplattierung die zu testenden Kolonien ubertraqen. Die Piatte wurde zwei Tage

bei 30 'C inkubiert und zum Test auf Atmungsdeffizienz auf YPEG replika-plattiert und 1-2 Tage bei

30 'C inkubiert. Wurde die Ausgangsplatte auf Platten mit Rasen von verschiedenen

Paarungspartnern replikapiattiert, wurde jeweils frischer Samt verwendet.
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2.8 Arbeiten mit RNA

Aile Losunqen und Verbrauchsmaterialien zum Arbelten mit RNA wurden zweimal autoklaviert.

2.8.1 in vitro Transkription
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Um definierte Transkripte zu erhalten, wurden die Plasmide vor der Transkription Iinearisiert (3.3.1).

Der Ansatz wurde phenolisiert (2.7.5) und die DNA durch Fallen mit Ethanol konzentriert (2.7.4).

Foigende 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 fOr .Transkrlptlon mit Capping" verfahren, jedoch wurde pro

20 ~I Reaktionsansatz 0,6 ~i RNasin (33u/~l, Promega) zugesetzt. Die RNA wurde nach Beendigung

der Reaktion, wie beim T7-Cap-Scribe-Kit angegeben, aufgereinigt.

SP6·RNA·Polymerase (Boehringer Mannheim):

Reaktionsansatz: DNA

dNTP-Mix (Biozym)

1Ox-SP6-Puffer (Boehringer Mannheim)

7mG(5')G (Cap) (5 mM) (Biozym)

RNasin (33 u/~l, Promega)

SP6-RNA-Polymerase (Boehringer Mannheim)

Wasser

3,0 ~g

4,O~1

4,0 ~I

4,0 ~I

1,2 ~I

1,0 ~I

ad 40,0 ~I

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 gelost 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 Zellautschluts fanden dabei folgende Methoden Anwendung:
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Halobacterium salinarum:

Ein Aliquot einer Kultur von S9 in PM, das 1,2 x 10' 0 Zellen enthielt, wurde in der Heraeus-Zentrifuge

bei 4.000 Upm fOr 5 min bel Raumtemperatur abzentrifugiert. Der Oberstand wurde abgegossen. Die

Zeiien wurden vorsichlig im verbleibenden Medium resuspendiert und in einen mit fiOssigem Stickstoff

gekOhlten Morser OberfOhrt. Die Zellen wurden 10 min unter KOhlung mit fiOssigem Stickstoff zerrieben

und moglichst vollstandig in ein 1,5 ml Reaktlonsqefars OberfOhrt. Nach Zugabe von 250 ~I TE wurde

mit Schrill 3 der QIAgen RNeasy-Anleitung fortgefahren.

Saccharomyces cerevisiae:

Es wurde nach dem .Enzyrnatische-Lyse-Protokoll" in der Standardversion von QIAGEN

vorgegangen. Stall 50 units "Yeast lysing enzyme" wurden 2,5 mglg Zellen Zymolyase 20T

(Seikagaku) verwendet.

2.8.3 RNAIDNA-Hybridisierung zum Nachweis von RNA (Northernblotanalyse)

2.8.3.1 Denaturierende RNA-Gelelektrophorese

Vor Benutzung wurden die Laufkammer, der Geltrager und der Kamm Ober Nacht zum Entfernen von

RNAsen in 0,1 % (w/v) SDS inkubiert und mit Wasser grOndlich ausgespOit. Die elektrophoretische

Auftrennung von RNA erfolgte in O,9%igen (w/v) Agarosegelen in 1xMOPS mit 17 % (v/v)

Formaldehyd. Pro Gelspur wurden 5 ~g Gesamt-RNA oder 5 ng Produkt der In vitro Transkription

aufgetragen. Die RNA-Proben wurden in 10 ~I RNA-Auftragsgemisch 10 min bei 95·C denaturiert und

in Eiswasser abgekOhlt. Die Elektrophorese erfolgte fOr 4 h bei 70 Volt in 1xMOPS.

2.8.3.2 Transfer von RNA auf Nylonfilter (Northernblot)

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

Nylonfilter NY 13 N (Millipore) transferiert. Der Aufbau erfolgte wie von der Hersteiierfirma

beschrieben. Es wurde ein Vakuum von 50 mbar angelegt.

Foigende Inkubationen wurden durchgefOhrt:

5 min Wasser

20 min Denaturierung (50 mM NaOH, 10 mM NaC!)

10 min Neutralisieren (0,1 M Tris/HCI pH 7,4)

90 min Transfer (20xSSC)

Die jeweilige Losunq wurde auf das Gel geschichtet und aile 10-15 min erneuert.

Nach dem Transfer wurde der Filter kurz in 20xSSC getaucht, kurz auf Fillerpapier getrocknet und die

RNA durch UV-Licht (3 min) auf dem Filter fixiert.
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2.8.3.3 RNAIDNA-Hybridisierung
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25,0 jJl

1,OmM

Der Nylonfilter wurde 8 h in Hybridisierungspuffer bel 46 'C inkubiert. Die 14-slOndige Hybridisierung

erfolgte in HybridisierlOsung mit einer Digoxigenin-markierten DNA-Sonde (random primed labelling)

bei 46 'C. Die Detektion erfolgte wie in der Anleitung des "Digoxigenin-Iabelling and detection kit" von

Boehringer Mannheim beschrieben. Ais Chemoluminiszenzsubstrat wurde beim Nachweis von in vitro

Transkripten CSPD (Boehringer Mannheim) und beim Nachweis von RNA aus S. cerevlsiee CPD-Star

(Boehringer Mannheim) verwendet.

2.9 Arbeiten mit Proteinen

2.9.1 in vitro Translation

Die in vitro Translation wurde mit dem Retikulozytenlysat-System oder dem Weizenkeimextrakt­

System (Promega) durchgefOhrt.

Reaktionsansatz: 1,0 jJg in vitro-transkrlbierte RNA

ad 50,0 jJl Wasser

10 min 67 'C, Eis

Retlkulozytenlysat oder Weizenkeimextrakt

Aminosauregemisch ohne Methionin (doppelte Menge bei

Verwendung von Weizenkeimextrakt)

1,4 jJi RNasin (33 utjJl, Promega)

1,0 mCi rSjMethionin (Amersham)

Translatiert wurde 1,5 h bei 30 'C (Retikulozytenlysat) oder 25 'C (Weizenkeimextrakt).

Zur Lagerung in flOssigem Stickstoff wurden 5 pl eines Gemischs aus je 58 mM L-Methionin und

L-Cystein und 10 jJI1 ,5 M Saccharose zugegeben.

2.9.2 Herstellen von Gesamtzellextrakten im analytischen MaBstab aus

Schizosaccharomyces pombe

1,5 ml S. pombe-Kultur wurden zentrifugiert (Mikrozentrifuge, 13.000 Upm, 2 min), das Zellpellet

wurde in 1 mi Protoplastierungspuffer (mit je 1 mg "lysing enzymes" und Zymolyase 20T)

resuspendiert und 30 min bei 30 'C unter leichtem SchOtteln inkubiert. Nach Zentrifugation (siehe

oben) wurde das Zellpellet in 1 ml Harnstoffprobenpuffer resuspendiert und 5 min bel 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 erneut 5 min bel 95 'C erhitzt und anschllefsend

zentrifugiert (15 min, 13.000 Upm in der Mikrozentrifuge). Der Niederschiag wurde verworfen und

geeignete Aliquots des Oberstands mittels SDS-Gelelektrophorese (2.9.7) und Westernblotanalyse

(2.9.8) analysiert.
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2.9.3 Herstellen von Gesamtzellextrakten im analytischen MaBstab aus

Saccharomyces cerevisiae

1,5 ml einer Obernachtkullur in YPRaf (OD600 zwischen 1 und 2) wurden auf Eis gekOhlt und in der

Mikrozentrifuge 1 min mit 13.000 Upm abzentrifugiert. Die Zellen wurden in 1 ml Wasser

resuspendiert. Nach Zugabe von 150 111 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 150 111 50 % (w/v)

Trichloressigsaure wurde durch mehrmaliges Umdrehen des ReaklionsgefaBes gemischt und fOr

15 min auf Eis inkubiert. Die Proteine wurden in der Mikrozentrifuge fOr 5 min mit 5.000 Upm

abzentrifugiert. Das Pellet wurde mit 1,5 ml eiskallem Aceton gewaschen und In 2 111 1 M Tris-Base

und 70 111 1xSDS-Probenpuffer resuspendiert. Nach 5-minOtiger Inkubation im kochenden Wasserbad

wurden unl5sliche Bestandteile 5 min in der Mikrozentrifuge mit 13.000 Upm abzentrifugiert.

2.9.4 Herstellen von Extrakten iiberexprimierter Proteine aus Escherichia coli

50 ml dYT-Medium mit 100 I1g/ml Ampicillin wurden mil 1 ml einer Obernachtkutur des Expressions­

stamms im selben Medium inokuliert und bis zu einer optischen Dichte von 0,70 bei 600 nm

geschOttelt. Die eine Halfte der Kullur wurde ais nicht induzierte Kontrolle bei 30 'C geschOltelt, zur

anderen Halfte wurde 1 mM IPTG zur Induktion zugegeben. Beide Kulturen wurden noch 5 h bei

30 'C geschOttelt.

Zur Aufarbeilung wurden die Zellen abzentrifugiert, in 1 ml ROckfaltungs-Puffer resuspendiert

und bei -20'C eingefroren. Die Zellsuspension wurde aufgetaut und 3x 30 sek auf Eis sonlfiziert

(Labsonic L von Braun, kleine Nadel TL40, 90 Watt output) mit 45 sek dauernden Pausen auf Eis.

AnschlieBend wurden die EinschluBk5rper mit dem Fusionsprotein GST-BOS in der Mikrozentrifuge

bei 4 'C fOr 15 min mil 13.000 Upm abzentrifugiert. Das Pellet wurde erneut in 1 mi ROckfaltungs­

Puffer resuspendiert und noch 2x 30 sek wie oben beschrieben sonifiziert. Nach Zentrifugalion (wie

oben) wurde das Pellet in 1,24 ml ROckfaltungspuffer durch kurzes Sonifizieren aufgenommen und bei

-20 'C gelagert.

2.9.5 Solubilisierung und Denaturierung von Bacterioopsin

80 aus Purpurmembranen:

FOr die Solubilisierung von Bacteriorhodopsin aus gereinigten Purpurmembranen stellte sich SDS in

einer Konzentration von 0,5 % (w/v) als bestes Agens heraus, da es das Protein aus der Membran

herausl5st und somil der denaturierenden Wirkung zuqanqllch mach!. Es wurde aus dem

Ha/obacterlum salinarum Stamm S9 gereinigte Purpurmembran in einer Konzentralion von 1 I1g/111

Solubilisierungsansatz in Wasser eingesetzt. Zur Solubilisierung wurden die Ansazte (20 111) im

Eppendorf-Inkubator mil 1.000 Upm bei 30 'C 1 h geschOltelt. Unl5sliche Bestandteile wurden 1 h In

der Mikrozentrifuge bei 4 'C mil 13.000 Upm abzentrifugiert.
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BO aus EinschluBkorpern als Fusionsprotein mit Glutathion·S·Transferase (GST·BOS):

Um andere Proteine aus den EinschluBkorpern (2.9.4) zu entfernen, fand eln Vorrelnlgungsschrilt

durch Inkubation In 8 M Harnstoff statt. Dazu wurden etwa 20 ~g Isoliertes GST-BOS durch 30 sek

Beschallung lrn Uilraschallbad In 20 ~I Harnstoff-Puffer aufgenommen und lm Eppendorflnkubator bei

30 °C mit 1.000 Upm fOr 2 h geschUltelt. Nach Zentrifugation In der Mikrozentrlfuge fOr 1 h bei 4 °C mit

13.000 Upm wurde das Pellet, das das Fusionsprotein enthtelt, mit 1 % SDS in Wasser solubilisiert.

Dazu wurde der Ansatz 2 h bei 30 °C mit 1.000 Upm im Eppendorflnkubator geschOllelt. Unlosllche

Bestandteile wurden fOr 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

solubillsierten Bacterioopsin-Proteine (2.9.5) verwendet. Die Solubilislerungsansatze wurden 1:100 in

ROckfaltungspuffer mit aktivem GroEL-Komplex (In aqulmolarer Menge zu BO) verdOnn!.

Entsprechende Kontrollen wurden ebenso behandelt, jedoch ohne Chaperonin. Bel der VerdOnnung

sollte die Konzentration des SDS so herabgesetzt werden, daB ungebundenes BO ausfallt, Wlrd dem

VerdOnnungsansatz GroEL zugesetzt, sollte bei elner Wechselwlrkung zwischen' GroEL und BO ein

Teil von BO in l.osunq blelben. Wird einem Komplex aus GroEL, GroES und gebundenem Protein

ATP zugefOhrt, wird das spezlfisch im GroEUES Komplex gebundene Protein unter ATP-Verbrauch

freigesetzt. 1st das frelgesetzte Protein korrekt gefaltet, verlalst es den GroEUES-Komplex. 1st es

falsch oder unvollstandiq gefaltet, wlrd es erneut gebunden. 1m Fall von BO ware Prazlpltatlon zu

erwarten, so daB Versuche mit Zusatz von GroES und ATP durchgefOhrt wurden. GroES wurde lrn

3-fachen OberschuB und/oder2 mM ATP eingesetzt.

FOr die Verdunnunqsansatze wurde GroEL (Boehringer Mannheim), gegebenenfalls GroES

(Boehringer Mannhelm) und/oder ATP in 100 ~i ROckfailungspuffer vorgeiegt und unter SchOlteln 1 ~I

denaturlertes Bacterloopsln zugegeben. Die Ansatze wurden 1 h bel 1.000 Upm irn Eppendorf­

Inkubator bel 37°C geschOltelt. Nach 1-slOndlger Zentrlfugation bel 4 °C In der Mlkrozentrifuge mit

13.000 Upm wurden sowohl der Oberstand als auch das Pellet milleis SDS-Polyacrylamld­

Gelelektrophorese (2.9.6) und anschlieBender Westernblotanalyse (2.9.8) analyslert.

2.9.7 SDS·Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Auftrennung von Protelnen nach lhrern Molekulargewlcht erfolgte milleis diskonlinulerlicher SOS­

Polyacrylamld-Gelelektrophorese (LAEMMLI 1970) In der vertlkalen Gelapparatur PROTEAN II xi (Blo­

Rad). FOr das Trenngel wurde elne Acrylamidkonzentration von 15 % (w/v) und fOr das Sammelgel

von 3,8 % (w/v) elngesetzt. Sammel- und Trenngei wurden entsprechend folgender Angaben

angesetzt:
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Trenngel:

15,0 % (w/v) Aerylamid

0,4 % (w/v) Bisaerylamid

0,1 % (v/v) Temed

In Trenngelpuffer

MATERIAL UND METHODEN

Sammelgel:

3,8 % (w/v) Aerylamid

0,1 % (w/v) Bisaerylamid

0,1 % (v/v) Temed

in Sammelgelpuffer

Die Polymerisation wurde jeweils dureh Zusatz von 0,1 % (w/v) Ammoniumpersulfat gestartet. Zuerst

wurde das Trenngel zwischen zwei Glasplatten (16x16 em, Abstand 1,5 mm) zu einer Hohe von

11,5 em gegossen. Die Oberflache wurde mit Wasser Obersehiehtet, und das Gel zur Polymerisalion

40 min stehengelassen. Das Wasser wurde entfernt, und das Sammelgel aufgegossen. Naeh der

Polymerisation wurde das Gel in die Gelapparatur eingesetzt, und diese mit SDS-Laufpuffer gefOlll.

Die Proteinproben wurden mit dem gleiehen Volumen 2-faeh konzentrlertem SDS-Probenpuffer

versetzt oder, wenn es sieh urn Pellets handelte, In 1-faeh konzentriertem SDS-Probenpuffer

aufgenommen und 7 min bel 95 ·C denaturiert. Die elektrophorelisehe Trennung erfolgte Ober Naeht

bel konstantem Strom von 12 rnA. Sobald das im Probenpuffer enthaltene Bromphenolblau das Ende

des Trenngels erreiehte, wurde die Elektrophorese beendet, und das Gel getarbt (2.9.7.1).

Wenn sehr kleine Polypeptide (kleiner als 14 kD) aufzutrennen waren, wurde die SDS-Polyaerylamid­

Gelelektrophorese naeh SCHAGGER, VON JAGOW (1987) wle besehrieben durehgefOhrt. Dabel

wurde der Geltyp 10 % T, 3 % C eingesetzt (T=Konzentralion von Aerylamld und Bisaerylamid,

C=Anteil von Bisaerylamid von T). Probenvorbereitung, Farbung und Autoradiographie (2.9.10)

erfolgten wie fOr das System naeh LAEMMLI oben besehrieben.

2.9.7.1 Farben von SDS-Polyacrylamid-Gelen

Zur Farbung von Gelen standen zwel Methoden zur VerfOgung: Coomassie und Sypro-orange (Blo­

Rad). Dabel hat die Farbung mit Sypro-orange den Vorteil, daB ansehlieBender Westernblot noeh

moglieh ist.

Fiirben mit Coomassie:

Das Gel wurde fOr 20 min In Ooomassle-Farbelosunq gefarbt. Nleht gebundener Farbstoff wurde mit

10 % (v/v) Essigsaure ausgewasehen.

Flirben mit Sypro-Orange:

Das Gel wurde 2,5 h In elner O,02%igen (v/v) Losung von Sypro-Orange in Westernblot-Puffer im

Dunkeln getarbt. Dann wurde kurz mit 7,5 % (vlv) Esslqsaure gewasehen. Das Siehtbarmaehen der

Proteinbanden erfolgte unter UV-Lieht.
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2.9.8 Immunochemischer Nachweis von Prote/nen (Westernblotanalyse)

37

Zur Immunochemlschen Deteklion von Protelnen 1m Westernblotverfahren wurden die Protelne nach

Auflrennung 1m SDS-Polyacrylamld-Gel auf Membranen Obertragen. Der spezlfische Nachweis von

Protelnen erfolgle Ober Antlkorper, Zur Detektlon wurde eln Peroxidase-gekoppelter sekundar­

Antlkorper elngesetzl. Dieser setzte eln Chemolumlniszenz-Substrat frel, dessen leuchlen mit

Rontgenfilmen feslgehalten wurde.

2.9.8.1 Transfer von Proteinen auf Nitrocellulose- oder PVDF-Membranen

Der Transfer von Proteinen aus SDS-Polyacrylamid-Gelen erfolgte auf Nltroceliulose-Membranen

(ECl, Amersham) oder PVDF-Membranen (Immobilon P, Millipore) im .seml-dry'vvertahren In elner

Transferkammer der Firma Hoelzel. Die Membranen uno 8 Lagen 3MM Whatman Papier wurden auf

Trennpel-Grofse zugeschnilten. Ole Nltroceliulose-Membran wurde vor dem Transfer mit Blot-Puffer

benetzl, die PVDF-Membran zunachst mil Methanol und anschllefsend mit Blot-Puffer, Das Trenngel

wurde fOr 5 min mil Blot-Puffer aqulllbriert. Je 4 Lagan des Whalman-Papiers wurden mit Blot-Puffer

durchfeuchtel. Die Graphitplallen der Transferkammer wurden gut mil Blot-Puffer befeuchtet und die

einzelnen Lagan wle folgl luflblasenfrei geschlchlet:

Kalhode (- Pol)

4 Lagan Whalman Papler

Trenngel

Transfermembran

4 Lagan Whalman Papler

Anode (+ Pol)

Der Transfer erfogle fOr2,5 h bel 1 mAlcm2 Trenngel.

2.9.8.2 Immunochemische Detektion von auf Membranen transferiertem

Bacterioopsin

Zunachst wurde die Blolmembran zum Slchtbarmachen der transferlerten Proteine mit elner 0,2%igen

(wlv) Ponceau s-Losuna In 3 % (w/v) Trichloressigsaure 10 min lang gefarbl. Nicht gebundener

Farbstoff wurde mit Wasser abgewaschen. Durch zwelmaliges jeweils 10minOliges Waschen der

Membran in TBS wurde vollstandip enttarbl.

Die Membran wurde 1 h bel Raumlemperatur oder Ober Nachl bel 4 "C mit 10 % (wlv)

Magermilchpulver In TBS abqesattlqt, Die Inkubatlon mit dem Prlrnarantlkorpar In 10 % (w/v)

Magermilchpulver in TBS erfolgte fOr 1 h bel Raumlemperalur oder bei 4 "C Ober Nachl. Foigende

gegen den C-termlnalen Teil von Baclerloopsin gerichlete polyklonale Antikorpsr fanden In folgender

VerdOnnung Verwendung:

aBR (affinltalsgerelnigl (2.9.9), G. Rosenberg, 30.09.1993) 1:2.500

aBR (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 fOr je 15 min bel

Raumtemperatur gewaschen. Peroxidase gekoppelter Anti-Kaninchen Antlkorper aus der Ziege

(Sigma) wurde in 5 % (w/v) Magermilchpulver in TBS fOr 1 h bel Raumtemperatur oder Ober Nacht bei

4 ·C inkubiert. Dabei wurden je nach Detektlonslosunp folgende VerdOnnungen eingesetzt:

1:10.000 ECl (Amersham)

1:20.000 Super Signal (Pierce) oder Super Signal Ultra (Pierce)

Die Membran wurde wie nach Inkubation mit dem ersten Antikorper gewaschen.

Zur Detektion wurden die oben aufgefOhrten Substrate nach Hersteilerangaben eingesetzt.

Rontgenfilme (XAR oder Blomax-Mi., Kodak) wurden je nach Leuchtlntensltat 10 sek bis 2 h exponiert.

Die Filme wurden nach Herstellerangabe per Hand mit Losungen der Firma Kodak entwickelt.

2.9.9 Antikorperaufreinigung tiber Westernblot

Da das von G. Rosenberg hergestellte Antiserum bei Westernbiots Kreuzreaktionen mit anderen

Proteinen zeigte, mutste der spezifische Antlkorper gegen den C-Terminus von Bacterioopsin gereinigt

werden.

20 Gelspuren mit je 9,3 I.lg Purpurmembran aus Ha/obacterium salinarum S9 wurde wie unter

2.9.7 beschrieben auf Nitrocellulose transferiert. Nach Farben mit PonceauS (2.9.7.2) wurden die

Bacterioopsin entsprechenden Banden ausgeschnitten und durch mehrmaliges Waschen in TBS

entfiirbt. Die Filterstreifen wurden Ober Nacht bel 4 ·C in 3 % (w/v) BSA und 1 % (w/v)

Magermilchpulver in TBS abpesattlqt. Dann wurde 3x 5 min mit TBS bei Raumtemperatur gewaschen.

AnschlieBend wurden die Fllterstreifen mit elnem Skalpell in kleine Stocke geschnitten und in ein 2 ml

ReaktionsgefaB OberfOhrt. Nach Zugabe von 1 ml Antiserum mit 0,02 % (w/v) Natriumazid wurde 23 h

bei 4 ·C im Eppendorfinkubator mit 500 Upm geschOttelt. Das Serum wurde abgenommen, und die

Streifen wurden 6x 20 min mit je 1,7 ml TBS bei Raumtemperatur gewaschen. Die Elution des

Antlkorpers erfolgte unter SchOtteln in 500 1.l1 0,1 M Glycin, pH 2,4 fOr 5 min bei 4 ·C. Die Losung

wurde abgenommen und mit 30 1.l11 M Tris/HCI, pH 9,4 neutralisiert. Eine zweite Elution erfolgte unter

SchOtteln fOr 1 min mit 250 I.lI 0,1 M Glycin, pH 2,4. Beide Eluate wurden unter Zusatz von weiteren

10 I.li 1 M Tris/HCI, pH 9,4 vereinigt. Das Eluat wurde in TBS in Centricon 10-Konzentratoren (Amicon)

durch Zentrifugation mit 5.000 x 9 bei 4 ·C umgepuffert und nach Zusatz von 0,02 % (w/v)

Natriumazid bei 4 ·C gelagert.

2.9.10 Autoradiographie

Nitrocellulosemembranen mit radloaktlv-marklerten Proteinen wurden getrocknet und mit eine Folie

abgedeckt. Darauf wurden Rontgenfilme (X-omat AR, Kodak) gelegt. Diese wurden wie vorn Hersteller

der Entwicklerchemikalien (Kodak) angegeben entwickelt.

Um radioaktiv markierte Proteine lrn SDS-Polyacrylamid-Gel sichtbar zu machen, wurde das Trenngel

mit Coomassie gefarbt und anschliefsend 3 h in 15 % (v/v) Glycerin geschOttelt, um das ReiBen des
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Gels beim Trocknen zu verhlndern. Getrocknet wurde 2,5 h 50°C im PAGE-Zyklus nach Hersteller­

protokoll auf einem Fiiterpapier 1m beheizbaren Vakuum-Geltrockner (Bio-Rad). Zur Dokumentation

wurden Rontgenfilme aufgelegt.

2.10 Arbeiten mit Mitochondrien

2.10.1 Isolierung von Mitochondrien aus Hefezellen

Mitochondrien wurden nach Zellaufscluufs durch differentielle Zentrifugation in Anlehnung an das von

DAUM (1982) entwickelte Verfahren aus Zellen von S. cerevisiae oder S. pombe isollert.

Die Anzucht der Zellen fOr die Isolation von Mitochondrien fOr in vitro Import Experimente

erfolgte in YPGlyc-Medium. Sollten Mitochondrien zur Analyse des Protelngehalts isollert werden,

wurden die Zellen in YPGal angezogen. Die Kulturen wurden 14 bis 18 h bei 30°C geschOttelt

(150 Upm), bis eine Oplische Dichte von 1-3 erreichtwar.

Die Hefezellen einer Kultur von 1,3 I oder 5 I wurden bei Raumtemperatur in 400 ml Bechern mit

2.600 x 9 abzentrifugiert. Ole Zellen wurden gewaschen, indem sie in destiliiertem Wasser

resuspendiert und erneut abzentrifugiert wurden. Anschllefsend wurden die Zellen in 0,1 M Tris/S04 ,

pH 9,4 mit 10 mM OTT (2 ml pro 9 Frischgewicht) resuspendiert und 15 min bei 25°C leicht

geschOttelt. Die Zellen wurden mit 2.600 x 9 abzentrifugiert und einmal mit 1,2 M Sorbitol gewaschen.

Zum Abbau der Zellwande wurden sie in Zymolyase-Puffer (7 ml pro 9 Frischgewicht) mit 2-3 mg

Zymolyase 20T (Selkagaku) pro 9 Frischgewicht 30-60 min bei 30°C unter leichtem SchOtteln

inkubiert. Die Reaktion der Zymolyase wurde OberprOft, indem 10 J.II der Suspension in 990 J.II Wasser

oder 1,2 M Sorbitol geschOltelt wurden. Anschllersend wurde die Optische Dichte bei 578 nm

bestimmt. War der Wert in Sorbitol10x (bel Arbeit mit S. cerevisiae) oder 2x (bel Arbeit mit S. pombe)

hCiher als in Wasser, wurde die Zymolyase-Behandlung gestoppt. Bel Verwendung von S. pombe­

Zellen wurde noch eine 2-minOtige Behandlung mit Novozym (3-4 mg pro 9 Frischgewicht)

angeschlossen. Die spharoptasten wurden einmal mit 1,2 M Sorbitol gewaschen und dann durch

osmotlschen Schock geoffnet. Dazu wurde In 3,5 ml Homogenisierungspuffer pro 9 Frischgewicht

resuspendiert. Die Suspension wurde auf Eis gekOhlt und in einem leichtgangigen Dounce­

Homogenisator mit 20 Strlchen des Stempels homogenisiert. Zur Abtrennung der nicht Iysierten Zellen

und der schweren Zellbestandteile wurde bei 1.300 x 9 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 Oberstande wurden

vereinlgt und 5 min bei 2.700 x 9 und 4 °C abzentrifugiert. Der Oberstand wurde zur IsoHerung der

Mitochondrien 10 min mit 11.000 x 9 bei 4 °C zentrifugiert. Das Mitochondrienpellet wurde in 25 ml

SEM mit 0,8 mM PMSF vorsichtig resuspendiert. Es wurde bei 4 °C 5 min mit 2.700 x 9

abzentrifugiert. Der Oberstand dieser Zentrifugation wurde im letzten Schritt erneut mit 11.000 x 9 bei

4 °C abzentrifugiert. Die isoHerten Mitochondrien wurden in wenig SEM resuspendlert und eine

Proteinbestimmung (2.10.2) durchgefOhrt. Die Mitochondriensuspension wurde auf 5 mg Protein/ml in

SEM verdOnnt, in 50-100 J.II Portionen in flOssigem 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 durchgefOhrt. 10 IJI und 20 IJI 1:10 in SEM verdOnnter Mitochondrien­

suspension wurden mit 2,5 ml eines 1:5 in Wasser verdOnnten Bio-Rad-Protein-Assay-Farbstoff­

konzentrats (Bio-Rad) gemischt und 10 min inkubiert. Anschliefsend wurde die Extinktion bei 595 nm

gegen reine Farbstoff-VerdOnnung gemessen. A1s Standard fOr die Eichkurve wurde Immunglobulin G

(7,5 bls 60 IJg/2,5 ml Farbstoff-VerdOnnung) (Blo-Rad) verwendet.

2.10.3 in vitro Import von Vorstufenproteinen in isolierte Mitochondrien

1m Anschlufs an die Synthese im Retikulozytenlysat wurden die Vorstufenproteine posttranslational in

isolierte Mitochondrien von S. cerevisiae bzw. S.pombe importiert.

Die tmportansatze hatten ein Volumen von 100 IJI. Die Standardansatze enthielten:

6,0 IJg Mitochondrien

2,0 IJI [35Sj-markiertes Vorstufenprotein in Retikulozytenlysat

2,0 mM NADH

80,0 mM KGI

5,0 mM MgGlz

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 geprOft werden, ob von den

Mitochondrien durch eine Schadlgung der Membran Prozessierungsenzym freigesetzt worden war,

oder ob die Prozessierung des Vorstufenproteins als Kriterium fOr Import herangezogen werden

konnte. Die lnkubatlon der lmportansatze eriolgie bei 25 ·G fOr 30 min. Danach wurde der Import

durch Zusatz von 1 IJM Valinomycin gestoppt.

Durch Inkubation mit ProteinaseK Iie~ sich die Translokation des Proteins ins Mitochondrium

demonstrieren. Hierbei wurde die eine Halfte des Importansatzes ohne ProteinaseK, die andere Halfte

mit 2 IJg ProteinaseK 10 min auf Eis inkubiert. Zum Abstoppen der Reaktion wurde 0,2 mM PMSF zu

beiden Ansatzen zugegeben. Nach weiteren 5 min auf Eis wurden die Mitochondrien reisoliert

(Zentrifugation in der Mikrozentrifuge mit 13.000 Upm bei 4 ·G). Die Probenqefalse wurden einmal mit

200 IJI SEM gespOit (ohne die Mitochondrien zu resuspendieren) und nochmais zentrifugiert, um

OberschOssiges BSA zu entfernen. Die Proben wurden mit 25 IJI 1x SDS-Probenpuffer 7 min lang bei

Raumtemperatur geschOttelt. Nach 5-minotiger Inkubation bei 95 ·G wurden sle durch SDS­

Polyacrylamid-Gelelektrophorese (2.9.7) mit anschltefsenderAutoradlographie (2.9.10) analyslert.

Bei einigen Versuchen wurde zum Import mit Harnstoff denaturiertes Vorlauferproteln eingesetzt.

Dazu wurden 15 IJI Translationsansatz von coxIV-BOP in Retikulozy1enlysat bei 4 ·G unter SchOtteln

in 6 IJI Schritten mit einer gesaltigten Uisung von Ammoniumsulfat in MOPS-Puffer (pH 7,2) versetzt,

bis eine Saltigung von 66 % an Ammoniumsulfat erreicht war. Nach weiterer 20minotiger Inkubatlon
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auf Eis wurde 10 min bel 4 ·C mit 13.000 Upm in der Mikrozentrifuge zentrifuglert. Das Pellet dieser

Zentrifugation. das coxlV-BO enthlelt, wurde in 10 ~I Harnstoffpuffer (120 mg Harnstoff, 130 ~I

Wasser, 12,5 ~I 1 M MOPS pH 7.2 und 5 ~I 0,1 M OTT) aufgenommen. Davon wurden pro 100 ~i

Importansatz 3 ~I eingesetzt.
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3 ERGEBNISSE

Bisher wurde Bacterioopsin (BO) mit verschiedenen mitochondrialen Signalsequenzen, zum Beispiei

der mitochondrialen Signalsequenz coxlV (Signalpeptid der Untereinheit IV der Cytochrom-c-Oxidase)

in Schizosaccharomyces pombe (S. pombe) exprimiert. Dies fOhrte zwar zum Import und funktionalen

Einbau von BR in die innere Mitochondrienmembran, jedoch wurde der grOf?,te Teli des exprimlerten

Proteins in die Plasmamembran eingebaut (HOFFMANN et al., 1994).

Um mehr BR in die Mitochondrien zu lelten, wurden eine Relhe von Versuchsansatzen verfoigt,

die In den folgenden Abschnitlen beschrieben werden:

Elne weitere mitochondriale Prasequenz (3.1) und der Import von BR-TeilslOcken (3.2) wurden

getestet.

Um fOr den mitochondrialen Import von BR wichtige Faktoren naher analysieren zu konnen,

wurden in vitro Untersuchungen zum Import in Mitochondrien durchgefOhrt (3.3). 1m Rahmen dieser

Experimente wurde die Wechselwirkung zwischen denaturiertem BR und Chaperonen untersucht

(3.4).

Ein fOr 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 ermClglichen (3.5).

3.1 in vivo Import von Bacterioopsin in die innere Mitochondrien­

membran von Schizosaccharomyces pombe mit der Signalsequenz

SU9

Zur Verbesserung des in vivo Imports von Bacterioopsin (BO) in die innere Mitochondrienmembran

wurde die Sequenz fOr das Signalpeptid der Untereinheit 9 der F,-ATPase aus Mitochondrien von

Neurospora crassa (SU9) gewahlt. Dieses Signalpeptid soli einen besonders effizienten Import in

Mitochondrien von S. cerevisiae ermClglichen (personliohe Kommunlkation mit J. Rassow, Universitat

Freiburg).

Die Signalsequenz SU9 wurde mittels PCR amplifiziert und vor das bop-Gen (codierend fOr BO mit BO

eigener Prasequenz) in den Expressionsvektor pNEU klonlert. pNEU (Abb. 7) ist ein Derivat von

pREP1 (MAUNDRELL, 1993). Die Expression von Genen steht unter Kontrolle des Promotors des

nmt1-Gens und ist damit Thiamin regulierbar. Bei genOgend Thiamin im Zellinneren ist die Expression

reprimiert. Bei vCllligem Thiaminmangel 1st der Promotor vollstandlq dereprimiert. Der nmt1-Promotor

zeigt unter diesen Bedingungen eine sechsmal hohere Aktlvitat als der adh-Promotor.
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- EcoRI
pNEU

8,9 kb

BamH I / Sail / Smal

nmt1 promot~ Lnmt1 Poly A

/Sstl
"EcoRI

LEU2

Hindlll

Abb.7: pNEU

pNEU mit dem Genkonstrukt bestehend aus SU9 und bop wurde in S. pombe transformier!. Die

Expression von BO wurde Ober Westernblotanalyse untersucht. Damit BR In Mltochondrien funktional

vorliegt, muts der Chromophor Retinal zugefOhr! werden. Unter dleser in vivo-Regeneration von BR

versteht man die Wiederherstellung der Protonenpurnpaktivltat von BR durch Bindung des

lichtabsorbierenden Chromophors all-frans-Retinal als Schiff'sche Base an Lys216 im BO-MolekOI.

HILDEBRANDT et al. (1989) zelgten, daB die in vivo-Regeneration von BR in S. pombe durch

wlederholte Retinalzugabe ins Kulturmedium erzielt werden kann. Dies zeigt sich durch Rotfarbung

der Hefezellen nach Pelletierung.

3.1.1 Herstellen des Genkonstrukts bestehend aus SU9·Prasequenz und bop­

Gen

Die Amplifizierung der SU9-Prasequenz erfolgte millels PCR (2.7.6). Ais Template wurde das Plasmid

pGEM4Su9DHFR (PFANNER et al., 1987) verwendet, als Primer die Oligonukleotide SU9R und

SU9H. Die Klonierung des PCR-Produkts erfolgte mit dem Sure Cloning Kit (Pharmacia). Die

Richtigkeit der Sequenz wurde durch Sequenzierung (2.7.7) OberprOft.

Das bop-Gen wurde mit BamHI und Hindlll aus pUC19-coxIV-bop (HOFFMANN, 1994)

ausgeschnillen und in den mit denselben Enzymen geschnillenen Vektor pGEM3z klonier!. Der so

erhaltene Vektor wurde mit EcoRI und BamHI geschnillen und mit SU9 ligier!. SU9 liegt im

resultierenden Plasmid im gleichen Leseraster wie bop am 5'-Ende vor bop. Das Hybridgen SU9-bop

wurde in die Smal Schnillstelle des Vektors pNEU (V. Hildebrandt, Abb. 7) klonier!, so dals die

Expression unter Kontrolle des nmt1-Promotors steht (pLF1).
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Um eine gleichwertige Kontrolle zu haben, wurde die coxIV-bop-Fusion Ober EcoRI und Hindlll aus

pUC19-coxIV-bop (HOFFMANN, 1994) isoHert. Die Enden wurden zum Erzeugen glatter Enden mit

Klenow behandelt, und das Hybridgen in die Smal-Restriktionsschnittstelle von pNEU Inseriert, so dall.

die Expression 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 (Vorlaufer von BO mit N-terminaler SU9-Signalsequenz) wurden die

Plasmlde plF1 und plF2 (3.1.1) in den S. pombe Stamm "Ieu-- transformiert (2.7.10). Die Expression

der Fusionsproteine erfolgte in EMM-Medium mit Zusatz von all-trans-Retlnal. Anschllell.end wurden

Mitochondrien aus den Zellen isoller! (2.10.1) und die milochondrialen Proteine miltels SDS­

Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Westernblotanalyse auf ihren BO-Gehalt untersucht (Abb. 8).

1 2 3 4 5

46,OkD-

30,OkD -

21,5 kD­

14,3 kD-

Abb.8: Westernblot-Analyse nach SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (15%iges Trenngel)
mitochondrialer Proteine:
Der Nachweis von BO erfolgte mit affinitats-gereinigtem Antlkorper in einer 1:2.500
VerdOnnung. Die Detektion erfolgte mit Eel (Amersham).
Spuren 1 und 2: 100 ng und 200 ng Purpurmembran
Spuren 3-6: milochondriale Proteine aus Zellen die ein BO-Hybridprotein exprimieren:
Spuren 3 und 4: 60 ~g und 20 ~g coxIV-BOP
Spur 5 : 75 ~g SU9-BOP

Die Westernblot-Analyse (Abb. 8) zeigt, dall. sowohl coxIV-BOP als auch SU9-BOP exprimiert werden

konnten. Zum Groll.envergleich ist in den Spuren 1 und 2 Purpurmembran mil maturem BR

aufgetragen. In den Spuren mit milochondrialem Protein aus S. pombe mit coxlV-bop Genkonstrukten

(Spuren 3 und 4) ist eine Doppeibande zu erkennen. Die obere Bande entspricht BOP



ERGEBNISSE 45

(262 Amlnosauren, 28,3 kD) mit coxiV Prassquenz (22 Amlnosauren, 3,0 kD), die sehr schwache

untere Bande (in Abb. 8 mit Pfeil markiert) stammt von BOP (vergieiche auch HOFFMANN et aI.,

1994). Ahniiches gilt fOr das Protein aus S. pombe mit SU9-bop Genkonstrukten (Spur 5). Hier

entspricht die oberste Bande BOP mit SU9 Signalsequenz (71 Amlnosauren, 6,0 kD). Die darunter

iiegende Bande konnte als BOM (BO in maturer Form) identifiziert werden.

Aus Abbildung 10 geht hervor, dar.. bei vergieichbaren geladenen Proteinmengen das grer..ere

Hybridprotein SU9-BOP in wesentlich geringeren Mengen als das Hybridprotein coxIV-BOP in

isoiierten Mitochondrien nachweisbar ist. Dies kann auf unterschiediich starke Genexpression oder

unterschiediich starken Abbau der Hybridproteine zurUckgefOhrt werden.

Bei Zugabe von all-trans-Retinal zur in vivo Regeneration von BR (3.1) zeigten Zellpellets von

S. pombe ohne BO-Gen eine welrse Farbunq mit Gelbanteil durch das aufgenommene Retinal. Die

Zellpellets der coxIV-BOP oder SU9-BOP exprimierenden Kione zeigten eine deutliche Rosatarbung.

Es konnte die Expression von BO mit mitochondrialer Prasequenz der Untereinheit 9 der F1-ATPase

aus Neurospora crassa (SU9-BOP) in S. pombe gezeigt werden. Diese war jedoch schwacher als die

Expression des Hybridproteins aus BO mit mitochondrialer Prasequenz der Untereinheit IV der

Cytochrom-c-Oxidase aus S. cerevisiae (coxIV-BOP). In beiden Fallen fOhrte die in vivo Regeneration

des BR zur Rosatarbunq der Zellen.

3.2 in vivo Import von 80 in TeilstUcken

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

Fusion mit mitochondrialen Signalsequenzen im Cyloplasma der Hefe. Die mitochondriaien

Signalsequenzen sollten das Protein ins Mitochondrium dirigieren. Sie stellten dabei fest, dar.. in ihrem

Fall nicht mehr als vier Heiices zusammen ins Mitochondrium importiert werden konnen. Da es sich

bei BR um ein sehr hydrophobes Protein mit sieben Transmembranheiices handelt, konnte der

schlechte Import von BR in Hefemitochondrien auch mit der Anzahl der zu importierenden Heiices in

Zusammenhang stehen. L1AO et al. (1984) zeigten, dar.. BR-TeilsWcke in vliro zu vollstandigem BR

rekonstituiert werden konnen, Daher sollte BO in zwei TeilsWcken mit jeweils der coxlV Signalsequenz

importiert werden: coxlV-AB (Heiices A und B) und cox IV-CG (Heiices C bis G). Bei beiden

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

MGRS6His gesetzt. Diese C-terminale Verlangerung ermoqllcht den Nachweis der Proteine Uber

einen gegen diese Sequenz gerichteten Antlkorpsr.

Es wurde wie folgt vorgegangen:

1. Ampiifizierung der BO-TeilsWcke und Klonierung dieser Sequenzen hinter die coxlV-Sequenz in

Expressionsvektoren

2. Transformation von S. pombe mit diesen Expressionsvektoren und Untersuchung der BO­

Expression mittels Westernblotanalyse

3. in vivo Regeneration von BO mit all-trans-Retinal
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3.2.1 Herstellen der Genkonstrukte aus BO·Teilstocken mit coxlv­

Signalsequenz

Herstellen von coxIV·AB:

Dieses DNA-Fragment wurde Ober PCR mit dem Piasmid pGEM3zbop (3.1.1) ais Template und den

Oligonukleotiden COXAB und ENDEAB (2.7.6; 2.6) als Primer hergestellt. AnschlieBend wurde das

PCR-Produkt in die Smal-Restriktionsschnillstelle von pUC18 mit dem Sure Cloning Kit (Pharmacla)

eingefOgt. Es resultierte pUC18CAB mit einem Gen bestehend aus 96 Nukleotiden der coxlV

Signalsequenz und 291 Nukleotiden der Sequenz fOr den AB-Teil sowle einer fOr die

Amlnosaurenabfolge MRGS6HIs kodierenden Sequenz am 3'-Ende. Die OberprOfung der Sequenz

erfolgte millels Sequenzlerung (2.7.7).

Das coxIV-AB-Genkonstrukt wurde mit EcoRI am 5'-Ende und Hindlll am 3'-Ende aus pUC18

ausgeschnillen. Es wurden mit Klenow glalle Enden erzeugt. Dleses DNA-Stack wurde In den mit

SmaI geschnillenen Expressionsvektor pNEU (3.1) klonlert. Der so entstandene Expressionsvektor

mit richtiger Orientierung des Fragments zum nmt1-Promotor erhlelt den Namen pLF3.

Herstellen von coxIV·CG:

Zur Herstellung dieses Konstruktes wurde der CG-Anteil Ober PCR amplifiziert. Ais Template wurde

pGEM3zbop (3.1.1) eingesetzt. Ais Primer wurden die Ollgonukleotlde COXCD und ENDECD (2.7.6;

2.6) verwendet. Hierbel wurde der hlntere Teil des BO-Gens, der 546 Nukleotide mit zusatztlchen 30

Nukleotiden der Sequenz fOr MRGS6His umtaist, amplifiziert. Mit den Primern wurde am 5'-Ende eine

Smal Schnittstelle und am 3'-Ende eine Hindlll Schnittstelle eingefOhrt. Das PCR-Produkt wurde mit

dem Sure Cloning Kit (Pharmacia) in die Smal-Schnittstelle von pUC18 klonlert (pUC18CG). Das

DNA-Fragment wurde mit SmaI und Hindlll isoliert und in den Vektor pEH8 (HURT et al., 1984), der

zuvor mit EcoRV und Hindlll geschnitten wurde, hinter die in diesem Vektor enthaltene coxIV­

Signalsequenz kloniert (pEH8CCG). Aus dem daraus resultierenden Plasmid wurde das coxlV-CG

Genkonstrukt mit EcoRI und Hindlll ausgeschnitten und in die Smal Schnittstelle von pREP2

(MAUNDRELL, 1993, Abb. 9) (pLF4). 1m Vektor pREP2 liegt im Vergleich zu pNEU eine im Verhaltnls

zum nmt1-Promotor umorientierte multiple Klonierungsstelle vor. Des weiteren ist der Marker Leu2 in

pREP2 durch den Marker ura4+ ersetzt.
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Abb.9: pREP2

3.2.2 Expression von coxlVAB und coxlVCG und in vivo Regeneration von BR

Die Plasmide pLF3 und pLF4 (Kapitel 3.2.1) wurden sowohl getrennt als aueh zusammen in den

S. pombe Stamm "UL", ein Stamm mit Mangelmutationen in der Leucln- und Uracll-Produktlon,

transformiert (2.7.10). Da pLF2 den Leu2-Marker und pLF3 den ura4+·Marker enthalt, ist eine

Selektion auf beide Vektoren Ober den jeweiligen Marker im Stamm "UL'" moglieh.

Die Expression der BO·TeilstOeke erfolgte wie in Kapitel 2.4.2.3 besehrieben. FOr die

Auftrennung im SDS·Gei wurden Gesamtzellextrakte hergestellt (2.9.3). Die Proteine wurden auf

PVDF transferiert, und das BO wurde immunoehemiseh naehgewiesen (KapiteI2.9.8) (Abb. 10).
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Abb.10: Westernblot nach SDS-Gelelektrophorese (15%iges Trenngel) von Gesamtzellextrakten
von S. pombe mit verschledenen BO-Genkonstrukten
Der Immunochemische Nachweis von BO erfolgte mit dem Anliktlrper VH In einer
VerdOnnung von 1:500. Zur Detektion wurde das Chemoluminlszenz-Substrat Super
Signal (Pierce) eingesetzt.
Spuren 1 bis 6: Gesamtzellextrakte exprlmierender Zellen:
Spur 1: coxlV-AB Spur 4: coxIV-BOP
Spur 2: coxlV-CG Spur 5: SU9-BOP
Spur 3: coxlV-AB und coxlV-CG Spur 6: BOP
Spur 7: Purpurmembran

Abbildung 10 zeigt die Westernblot-Analyse von Gesamtzellextrakten von Hefen, die verschiedene

BO-Genkonstrukte exprlmieren. Zum Vergleich wurde Purpurmembran und Gesamtzellextrakt von

BOP (1m Vektor pNEU) und von coxIV-BOP exprimierendenZellen aufgetragen.

Spur 7 zeigt die Bande des prozessierten Bacteriorhodopsin (BaM, 26,5 kD) aus halo­

bakterieller Purpurmembran. WOLFER et al. (1988) fanden bei Analyse der halobakteriellen

Purpurmembran Ober der Bande des reifen BO zwei weitere schwachere 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

zurOckzufOhren sein. In Spur 6 ist Gesamtzellextrakt BOP exprimierender Zellen von S. pombe

aufgetragen. Hier wird wie in Spur 7 nur eine Bande in Hohe des reifen BO detekliert. Wie bereits von

HILDEBRANDT et al. (1991) beschrieben wurde, lst auch hier in S. pombe Pra-BO zur reifen Form

prozessiert worden. Der unter der klaren Bande Iiegende diffuse geschwarzte Bereich ist auf

Kreuzreaktlonen der eingesetzten Antiktlrper zurOckzufOhren; er erscheint in allen Spuren, in denen

Hefe-Gesamtzellextrakt aufgetragen wurde. Betrachtet man die Spuren 4 (coxIV-BOP) und 5 (SU9­

BOP), erkennt man eine schwache Bande, die der reifen BO-Form (vergleiche Spur 7) entspricht. Bei

den obersten Banden handelt es sich jeweils um Hybridprotein. Die ermittelten Molekulargewichte von

28,5 kD fOr coxIV-BOP und 38,9 kD fOr SU9-BOP (3.1.1) slimmen mit den erwarteten Molekular-
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gewichten Uberein. Die schwachen direkt Uber BO Iiegenden Banden stellen wahrscheinlich wie bei

Purpurmembranen Prozessierungsintermediate dar.

In Spur 3 wurde Gesamtzellextrakt von Zellen, die beide BO-Teilstucke (AB und CG) mit coxIV­

Signaisequenz exprimieren, aufgetragen. Mit dem gegen den C-Terminus von BO gerichteten

Antikorper kann das AB-Stuck nicht nachgewiesen werden. Entsprechend fehlen die Banden in Hohe

des coxlVAB-Molekulargewichts (10,9 kD) in den Spuren 1 und 3. Mit einem gegen die Aminosaure­

sequenz MRGS6His gerichteten Antlkorpsr (QIAGEN) konnten die BO-Teilstucke in einer

Westernblotanalyse nicht nachgewiesen werden. Vermutlich ist die Sequenz MRGS6His trotz SDS­

Behandlung fur den Antlkorper nicht zuganglich.

In Spuren 2 und 3 ist im oberen Bereich der Kreuzreaktionen jeweils eine starker geschwarzte

signifikante Bande zu erkennen. Diese konnte aufgrund des ermittelten Molekulargewichts von 24,5

kD dem Hybridprotein coxlV-CG zugeordnet werden. Die darunter Iiegende Bande kann als

Prozessierungsprodukt (Abspaltung der coxIV-Sequenz) gedeutet werden. Da in Spuren 2 und 3

vergleichbare Gesamtzellextraktmengen in Bezug auf die Kulturdichten aufgetragen wurden, sollte die

lntensltat der CG Bande etwa gleich sein. In Spur 3 wurde aber eine deutlich starkere Bande

detektiert. Dies konnte auf unterschiedliche Expressionsraten von coxlV-CG und coxlV-CG zusammen

mit coxIV-AB zurUckgefUhrt werden oder auf eine hohere Stabilitat des CG-TeilstUcks von BO, wenn

es mit dem AB-Stuck in Wechselwirkung trsten kann.

Zur in vivo Regeneration von BR wurde dem Medium bel der Expression all-trans-Retinal zugegeben

(vergleiche 3.1). Zellpellets von S. pombe ohne BO-Gen oder mit nur einem BO-Gen-Teil zeigten eine

weifse Farbunq mit Gelbantell durch das aufgenommene Retinal. Die Zellpellets der coxIV-BOP oder

SU9-BOP exprimierenden Klone zeigten eine deulliche Rosafarbunq (3.1.2). Wurde BO in Teilstucken

exprimiert, zeigte das Zellpellet eine braune Farbe.

Es konnte die Expression von BO-Teilstucken mit mitochondrialer Prasequenz der Untereinheit IV der

Cytochrom-c-Oxidase aus S. cerevisiae in S. pombe gezeigt werden. Die in vivo Regeneration des BR

fUhrte zur Brauntarbunq 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. 1m Vergleich zu in vivo

Experimenten Iiegt ein weitaus weniger komplexes System vor, welches die Moglichkeit bietet, den

Importweg eines Proteins besser zu verfolgen.

Ein in vitro-Importansatz fur Mitochondrien enthalt isolierte Mitochondrien, zu importierendes

[""Sj-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

Atmungskelte wurde mit ATP, NADH in Keliumphosphat-Puffer (pH 7,2) angetrieben (2.10.3). Die

Markierung mit [35Sj-Methionin erfolgte in in vitro-Translationssystemen mit in vitro transkribierter

mRNA (2.8.1).

3.3.1 in vitro Transkription

FOr die in vitro Translation sollte in vitro hergestellte mRNA verwendet werden. Diese hat gegenOber

zellularer mRNA den Vorteii, daB nur eine RNA-Spezies vorliegt. FOr die in vitro Transkrlption wurden

aile BO-Genkonstrukte hinter den T7-Promotor des Vektors pGEM3z (Promega,Abb. 11) kloniert.

T7 !
1 start

Arnp' EcoRl 5
Sac I 15
Kpnl 21
Ava I 21

pGEM··3Z
Sma! 23
BamHI 26

Vector Xbal 32
(2743bp) Sail 38

Acel 39
Hinc II 40
Pst I 48
Sphl 54
HindUI 56

lSP6
69

ori

Abb.11: pGEM3z

Zur Klonierung des bop-Gens fOr den ao-vonauter und des bom-Gens fOr das relte BO

(V. Hildebrandt) In pGEM3z wurden die Restriktionsschnittstellen BamHI und Hindlll genutzt. Die

Genkonstrukte coxlV-bop und coxlV-bom (aus pUC19-coxIV-bop und pUC19-coxIV-bom, HOFF­

MANN, 1994) wurden Ober EcoRI und Hlndlll kloniert. Diese Restriktionsschniltstellen wurden auch

bei der Klonierung von SU9-bop (3.1), coxlV-AB (3.2) und coxlV-CG (3.2) verwendet. Die so

erhaltenen Plasmide wurden zur in vitro Transkription unmiltelbar hinter den Genen mit Hindlll

Iinearisiert, um Transkripte definierter Lange zu erhalten. Um RNasen aus den Restriktionsansatzen

zu entfernen, wurde die DNA durch Phenolextraktion gereinigt (2.7.5).
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Zur Herstellung von Proteinen als Kontrollen des in vitro Imports wurden folgende Plasmlde

eingesetzt: pSP65-coxIVDHFR, pGEM3-SU9DHFR, pGEM4-MC, pGEM3-F,~ (2.5). In diesen

Piasmiden steht die Transkription unter Kontrolle des SP6-Promotors. Das Plasmid pSP65­

coxlVDHFR wurde wle die Plasmide mit den BO-Genkonstrukten mit Hlndlll linearisiert und

aufgereinigt. Bei den anderen Plasmiden wurde auf die Linearisierung verzichtet, da dies nach

Auskunft von J. Rassow (personllche Kommunikation) nicht notwendig ist.

Die Transkription der Gene unter Kontrolledes T7-Promotors wurde mit dem T7 AmpliScribe Kit

(Biozym) oder dem T7 Cap Scribe Kit (Boehringer) unter EinfOhrung eines "Caps" am 5'-Ende der

mRNA durchgefOhrt. Die veranderte Base an der mRNA verstarkt die Translation, und sie fOhrt zu

hoheren Proteinsyntheseraten. Die Transkription von Genen unter Kontrolle des SP6-Promotors

erfolgte ebenfalls mit 5'-Capping der mRNA jedoch entsprechend mit der SP6-Polymerase

(Boehringer Mannhelm). Die Aufreinlgung der RNA erfolgte in allen Fallen gemar.. den Angaben des

T7 Cap Scribe Kit. Die RNA wurde in Wasser zu einer Konzentration von 0,5 bis 1,5 IJg/lJl auf­

genommen (2.8.1).

Um zu zeigen, dar.. es sich bel den Transkrlptionsprodukten der BO-Genkonstrukte um BO-mRNA

handel! und dar.. keine Nebenprodukte gebildet werden, wurde exemplarisch fOr die Genkonstrukte

bop, bom, coxIV-bop und coxlV-bom eine Northernblot-AnalysedurchgefOhrt. RNA wurde aus in vitro

Transkriptionsansatzen in elnem 0,8%igen Agarosegel aufgetrennt. Zum Vergleich wurden Prapa­

rationen halobakterieller RNA eingesetzt (2.8.2). Ais Kontrolle wurde ein Transkriptionsansatz ohne

DNA aufgetragen. Die RNA wurde auf einen Nylonfilter transferiert, und mit elnem Digoxigenin

markierten DNA-Stuck des bom-Gens (546 Nukleotide, Kpnl bis Hindlll, Boehringer Mannheim,

Digoxigenin labelling and detection kit) hybridislert. Die Detektion des Digoxigenin erfolgte mit Anti­

Digoxigenin-Alkalische Phosphatase-Konjugat und dem Chemoluminiszenz-Substrat CSPD

(Boehringer Mannheim) (Abb. 12).



52

2800

1898 Nt-

872 Nt

562 Nt

1

ERGEBNISSE

1000 Nt
830 Nt

Abb. 12: Northernblotanalyse von in vitro Transkriptions-Produkten im Vergleich zu
halobakterielier Gesamt-RNA
Spuren 1-8: Transkrlptlonsansatze von:
Spuren 1 und 2: coxlV-bom Spuren 3 und 4: coxlv-bop
Spuren 5 und 6: bom Spuren 7 und 8: bop
Spuren 9 und 10: Transkriptionsansatz ohne RNA
Spur 11: Gesamt-RNA aus Ha/obacterium salinarum
Die Hybridisierung erfolgte mit einem Digoxigenin markierten DNA-Stock des born-Gens
(546 Nukleotide, Kpnl bis Hindlll)

Wie von DAS SARMA et al. (1984) berichtet, flndet man in halobakterielier RNA zwei BO-mRNA

Spezies. Die Hauptkomponente hat eine Lange von 830 Nukleotiden, die in geringerer Menge

vorhandene Kornponente eine Lange von 1000 Nukleotlden. Wie beim Auftrag halobakterielier

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 Transkrlptlonsansatze aufqetrennt

sind, wurde jeweils nur eine einzige Bande detektiert. Aufgrund der DNA-Langenanalyse konnten die

Banden den jeweiligen zu erwartenden mRNA-Spezies zugeordnet werden. Das Fehlen von Banden

in der Kontrolie (Spuren 9 und 10, Abb. 12) zeigt die RNA-Abhangigkeit des verwendeten in vitro

Transkriptions-Systems und schlierst unspezifische Reaktionen zwischen Komponenten des

Transkriptionsansatzes und der elngesetzten Sonde aus.

Damit konnte gezeigt werden, dar., die in vitro Transkription verschiedener BO-Genkonstrukte

lm Vektor pGEM3z jeweils ZU einer spezifischen mRNA-Spezies fOhrt.
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Zur in vitro Translation wurden kautllches Weizenkeimextrakt und Retikulozytenlysat (Promega)

eingesetzt. Zur Translation wurden entsprechende mRNA und ein Gemisch aus Aminoacyl-tRNAs

zugefOgt. Die Markierung der translatierten Proteine erfolgt Ober fSj-markiertes Methionin (2.9.1).

BAUER (1990) zeigte, da!), die in vitro Translation von BO mit Welzenkelmextrakt moglich 1st.

FOr in vitro Import Experimente war es notwendlg, die in vitro Translation der BO-mRNA-Spezies

(3.3.1) in Retikulozytenlysat zu etablieren.

Pro Standardansatz (25 ~I) wurde 1 ~g in vitro hergesteliter mRNA eingesetzt (2.8.1). FOr die Proteine

Pra-BO und relIes BO (3.3.1) wurde mRNA sowohl 1m Weizenkelmsystem als auch mit

Retikulozytenlysat translatiert (2.9.1). Ais Kontrolien wurden Translattonsansatze ohne Zugabe von

mRNA eingesetzt. Von den Translatlonsansatzen wurden je 12,5 ~I gelelektrophoretisch (15%iges

SDS-Polyacrylamidgel) aulgetrennt. Nach Parben mit Coomassie R250 wurde das Gel getrocknet und

millels Autoradiographie analyslert (2.9.7; 2.9.10) (Abb. 13).

BOP"",­

BOM~'

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Abb. 13: Autoradiographie nach SDS-Polyacrylamld-Gelelektrophorese von Translatlonsansatzen
Spur 1: Kontrolie 1, Weizenkeimextrakt, ohne mRNA
Spuren 2 und 3: Weizenkeimextrakt, bop-mRNA (verschiedene Ansatzs)
Spuren 4 und 5: Weizenkeimextrakt, bom-mRNA (verschiedene Ansatze)
Spuren 6 und 7: Retikulozytenlysat, bop-mRNA (verschiedene Ansatze)
Spuren 8 und 9: Retikulozytenlysat, bom-mRNA (verschiedene Ansatzs)
Spur 10: Kontrolie 2, Retikulozytenlysat, ohne mRNA
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Wie Abbildung 13 zelqt, wurde in allen in vitro Translatlonsansatzen ein Hauptprodukt lrn Bereich des

erwarteten Molekulargewichts synthetisiert. Die schwachen Nebenbanden erscheinen nicht bei den

Translatlonsansatzen ohne mRNA. Sie mOssen also Produkte der Translation von BO-mRNA sein.

Die Banden mit geringerem Molekulargewicht als das der Hauptbande sind wahrscheiniich durch

vorzeitigen Kettenabbruch oder spateren Transiationsstart entstanden. Die Herkunft der Banden mit

hoherem Moiekulargewicht wurde nicht weiter analysiert.

Die Zuordnung der Banden zu den verschledenen BO-Proteinen wurde durch Westernblot-Analyse

(2.9.8) bestatlqt. 25 JJI der Translationsansatze wurden im 15%igen SDS-Polyacrylmidgel

elektrophoretisch autgetrennt und auf Nitrocellulose transferiert. Der immunochemische Nachweis

erfoigte mit dem gegen den C-Terminus von BR gerichteten Antlkorper VH und dem

Chemoluminiszenz-Substrat ECl (Amersham) (Abb. 14).

12345678

--,coxIV-BOM
---., BOM

Abb. 14: Westernblotanalyse translatierter Proteine im Weizenkeimextrakt und Retikulozytenlysat
(coxIV-bom)
Spur 1: 5 ng Purpurmembran
Spur 2: Kontrolle 1: Translationsansatz im Weizenkeimextrakt ohne RNA
Spuren 3 und 4: Translation im Weizenkeimextrakt mit coxIV-bom-mRNA

(verschiedene Ansatze)
Spur 5: 25 ng Purpurmembran
Spuren 6 und 7: Translation im Retikulozytenlysat mit coxIV-bom-mRNA

(verschiedene Ansatze)
Spur 8: Kontrolle 2: Translationsansatz im Retikulozytenlysat ohne RNA
Ais Erst-Antikorper wurde der polyklonale, gegen den C-Terminus von BO gerichtete
Antlkorper VH in einer VerdOnnung von 1:6.000 elngesetzt. Die Detektion erfoigte Ober
das Chemoluminiszenz-Substrat ECl (Amersham).
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Die jeweils unterste Bande der Spuren 1 und 5 (Purpurmembran) und 3 und 4 (Translation von coxlV­

bom-mRNA In Weizenkelmextrakt) (Abb. 14) entspricht BO bzw. BO-Fuslonsprotein. Die Ober den BO­

Banden (Spuren 3 und 4) sichtbaren Banden sind auf Kreuzreaktlonen des Weizenkeimextrakts mit

den eingesetzten Antlkorpern zurOckzufOhren, wie die Kontrolle (Spur 2, Abb. 14) zeigt.

Die Westernblotanalyse von Proteinen aus Transiationen im Retikulozytenlysat (Spuren 6, 7

und 8, Abb. 14) zeigen sehr starke Kreuzreaktionen der Antlkorper mit Proteinen aus dem

Retikulozytenlysat, was elne spezifische Identifikation des Translationsproduktes coxIV-BOM

unmoqllch macht.

Zusammenfassend ist zu vermerken, dall. verschiedene in vitro hergestellte BO-mRNA-Spezies

erfolgreich 1m Weizenkelmextrakt und Retikulozytenlysat translatiertwerden konnten.

3.3.3 in vitro Import in Mitochondrien

FOr in vitro Experimente zum mitochondrialen Import wurden Mltochondrien aus dem melst genutzten

Modellorganismus S. cerevisiee eingesetzt. Da der Import von BO mit mitochondrialen Signal­

sequenzen in vivo bisher nur in S. pombe erfolgrelch war, wurde der Import auch mit Mitochondrien

aus S. pombe durchgefOhrt.

Analog zum in vivo Import (Kapitel 3.1) wurden verschiedene BO-Hybridprotelne elngesetzt:

coxIVBOP, SU9BOP, coxlV-AB und coxIV-CG. Ais Kontrollproteine des hier verwendeten in vitro

Importsystems wurden der ATP/ADP-Translokator (AAC, PFALLER et aI., 1989), die p-Unterelnheit

der mitochondrialen F1-ATPase (F1P, PFALLER et aI., 1989) und die Dihydrofolatreduktase (DHFR)

mit den Signalsequenzen coxlV (HURT et aI., 1984) oder SU9 (PFANNER et al., 1987) eingesetzt. FOr

diese Proteine konnte der Import in isolierte Mitochondrienvon. S cerevieiee bereits gezeigt werden.

Die zu importierenden Proteine wurden im Retikulozytenlysat (3.3.2) mit ['"Sj-Methionin

hergestellt. Der Standardansatz enthielt isolierte Mitochondrien, zu importierendes Protein, Puffer mit

allen zur Energieregeneration natlgen Reagenzien und Saccharose zur Stabilisierung der

Mitochondrlen. Es wurde 30 min bei 25°C inkubiert. Bis auf AAC verfOgen aile eingesetzten Proteine

Ober eine N-terminale Signalsequenz, die beim Import durch eine Matrlxpeptidase abgespalten wlrd,

Um zu zeigen, dall. diese Prozessierung bel den in vitro Experimenten nicht auf Freisetzung der

Matrixpeptidasen durch Schadigung der mitochondrlalen Membranen zurOckzufOhren ist, wurde der

Import in Parallelansatzen mit Valinomycin inhlblert. Die Inhibierung des Imports durch Valinomycin

beruht auf der ZerslOrung des Potentials Ober die Innere Membran,welches fOr den Transport Oberdie

innere Mitochondrienmembran essentiell ist. Eine Haltta eines jeden Importansatzes wurde mit

ProteinaseK behandelt, um nicht Importiertes Protein zu beseitigen, die andere Halfte blieb

unbehandelt (2.10.3). Die Mitochondrlen wurden reisoliert und die enthaltenen Proteine

gelelektrophoretisch aufgetrennt. ['"Sj-markierte Proteine wurden durch Autoradiographie slchtbar

gemacht (2.9.7; 2.9.10) (Abb. 15a bis 15d).
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Abb. 15a: Autoradiographie nach SDS·Gelelektrophorese (Laemmli, 15%iges Gel) von
Importexperimenten in Mitochondrien von S. pombe mit:
MC (32,0 kD), F,I3 (56,0 kD), SU9·DHFR (29,0 kD), coxIV·BOP (31,3 kD)
Die Spuren 14-16 zelgen die Auftrennung der tur den Import eingesetzten Translations­
ansatze, MC und F,I3 wurden jeweils zusammen in einem Ansatz importiert.
Elnige Banden des Proteln-Molekulargewichts-Standards (Amersham, rainbow, high
molecular weight, Spur 13) wurden mit radioakliver Tinte gekennzeichnet.
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Abb.15b: Autoradiographie nach SDS-Gelelektrophorese (Laemmli, 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 fOr den Import eingesetzten
Translatlonsansatze.
Einlge Banden des Protein-Molekulargewichts-Standards (Amersham, rainbow, high
molecular weight, Spur 18) wurden zur Orientierung mit radioaktiver Tinte
gekennzeichnet.
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Abb. 15c: Autoradiographie nach SDS·Gelelektrophorese (Laemmli, 15%iges Gel) von
Importexperimenten in Milochondrien von S. pombe mit coxlV·CG (24,5 kD), coxIV·BOP
(31,3 kD), coxIV-DHFR (26,1 kD) und SU9-DHFR (29,0 kD)
Die Spuren 18 bls 20 zeigen die Auftrennung der fOrden Import elngesetzten
Translatlonsansatze.
Einige Banden des Protein-Molekulargewichts-Standards (Amersham, rainbow, low
molecular weight, Spur 17) wurden zur Orientierung mil radioaktiver Tinte
gekennzeichnet.
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coxIV-AB-

Abb.15d: Autoradlographie nach SDS-Gelelektrophorese (Schaegger, von Jagow, 10%lges Gel)
von Importexperimenten mit coxIV-AB (10,9 kD)
Spuren 1, 2, 7, 8: Mitochondrien aus S. cerevisiae
Spuren 3, 4, 9, 10: Mitochondrien aus S. pombe
Spuren 5 und 11: Importansatz ohne KCI
Spuren 6 und 12: Importansatz mit 270 mM KCI
Die Spur 15 zelgt die Auftrennung des fOr den Import eingesetzten Translatlonsansatzes.
Einige Banden der Protein-Moiekulargewichts-Standards (Spur 13: Biorad, broad range;
Spur14: Amersham, rainbow, high molecular weight) wurden zur Orientierung mit
radioaktiver Tinte gekennzeichnet.

In den Abb. 15a bis 15d ist jeweils eln Aliquot des fur den Import verwendeten Translationsansatzes

aufgetragen. In allen Ansatzsn bis auf den Ansatz zur Translation von SU9-BOP ist immer eine

Hauptbande zu erkennen, deren Molekulargewicht dem erwarteten Molekulargewicht entspricht

(verglelche Angaben in den Legenden der Abb. 15a bis 15d). Die jeweils am starksten ausqepraqte

Nebenbande Iiegt im Bereich des prozesslerten Proteins. Wahrscheinlich entsteht sle durch falsche

Initiation der Translation nach der Prasequenz oder durch unspezifische Prozessierung im

Translationsansatz. 1m Fall der Translation von SU9-BOP ist die Bande, die dem erwarteten

Molekulargewicht von 36,9 kD entspricht (Abb. 15b, Spur 19) nicht deutlicher ausqapraqt als drei der

starksten Nebenbanden.

Der hier verwendete Test ist geelgnet fOr Importstudien von Protelnen in isolierte Milochondrien, 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 Schrilten prozessiert.

Die Banden des Vorlauferprotelns, des Intermediats und des reifen Proteins sind im Importansatz, der

nicht mil ProteinaseK behandelt wurde, zu erkennen (Spur 10, Abb. 15a). Nur das vollstandlg ins

Mitochondrium importierte reife Protein ist vor Behandlung mit ProteinaseK geschotzt und im Gel
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detektierbar (Spur 4, Abb. 15a). Der Zusalz des Entkopplers Valinomycin verhindert den Import durch

die innere Mitochondrienmembran. Daher kommt es nicht zur Prozessierung des Vorlauters, So findet

weder Import noch Prozessierung von SU9-DHFR zu DHFR statl (Spuren 3 und 9, Abb. 15a).

Abb. 15b zeigt, dafs der Import von SU9-DHFR in Mitochondrien von S. cerevisiae und S. pombe

gleich gut funktioniert. Ahnlich erfolgreich konnte der Import der anderen Kontrollproteine gezeigt

werden. F,P und coxIV-DHFR werden in einem Schritl zum reifen Protein prozessiert. Da MC keine

abspaitbare Signalsequenz enthalt, verandert das Protein nicht sein Molekulargewicht beim Import.

Aile Kontrollproteine kiinnen sowohl in Mitochondrien von S. cerevisiae als auch von S. pombe

importiert werden (es sind nlcht aile Daten gezelgt).

Beim Import von coxIV-BOP, SU9-BOP, coxlV-AB und coxlV-CG In Mltochondrlen von S. cerevisiae

und S. pombe wurde entsprechend dem Import der Kontrollproteine vorgegangen (Abb. 15a-d). Nach

Behandlung mit ProteinaseK sind schwache Banden in Hiihe der prozesslerten Fusionsproteine zu

sehen. Doch glbt es keinen Unterschied in der Bandenintensitat von r"S]-marklerten Proteinen aus

lrnportansatzen mit und ohne Valinomycin. Dies bedeutet, daB entweder der Proteinabbau durch

ProteinaseK nicht vollstandig war, oder dal1 ein vom Potential Ober die innere Mitochondrienmembran

unabhanpiper Import statlgefunden ha!. Weltere Experimente zum Abbau von BO-Fusionsproteinen

aus in vitro Translationsansatzen, in denen verschiedene Mengen ProteinaseK eingeselzt wurden,

zelgten, daB die Fuslonsproteine mit ProteinaseK nicht vollstandiq abgebaut werden konnen (Daten

nicht gezeigt). Die beobachtete Menge r5S]-markierten Proteins In der Fraktion der reisolierten

Mitochondrien ist vermutilch auf an den Mitochondrien aggregiertes Protein zuruckzufuhren, Daraus

ist zu folgern, dars entweder gar keln Import statlgefunden hat, oder daB die Importeffizienz so gering

ist, daB die Menge des importierten Proteins zum Nachweis durch Autoradiographle nicht ausreich!.

Es wurden weitere Importbedingungen mit verschiedenen Zusatzen geteste!. Ais zu

importierendes Protein wurde coxIV-BOP eingeselzt, da dieses Hybridprotein in vivo in Mitochondrien

von S. pombe erfolgreich importiert werden konnte. Da diese Versuche keine Veranderung des

Imports im Vergleich zum Standardansalz zeigten, wird hier auf Abbiidungen verzichtet.

Da der Import von MC bel erhiihter lonenstarke verdoppelbar ist, wurde 1m Standardansalz fOr

den Import die Menge an Kaliumchlorid von 90 mM bis 270 mM variiert. Es zeigte sich jedoch kein

EinfluB auf die Importierbarkeit von coxIV-BOP.

Der Import von F,P kann durch Zugabe von Retikulozylenlysat zum Importansalz gesteigert

werden. Far coxIV-BOP zeigte sich jedoch, daB der Zusalz von 2 ~I Retikulozytenlysat pro 100 ~I

Importansalz keinen EinfluB auf die Importierbarkeit hat.

Nachdem gezelgt wurde, daB ungefaltete Proteine besser in Mitochondrien importiert werden

(PFANNER et aI., 1987), wurde coxIV-BOP vor dem Import mit Harnstoff denaturiert (2.10.3). Auch

nach dieser Behandlung wurde keln Import von coxIV-BOP beobachtet.

Cytosolische Chaperone (1.3.2) beeinflussen den Import von Proteinen in Mltochondrien, Indem

sie die falsche und/oder frOhzeitige Faltung der Proteine verhindern. Da der Gehait und die Art der

Chaperone in Weizenkeimen und Retikulozyten verschieden sind, wurde zum Import in Weizen­

keimextrakt translatiertes coxIV-BOP eingeselzt. Zum Vergleich wurde in Welzenkeimextrakt

translatiertes F,p, Me und SU9-DHFR herangezogen. Wahrend die drei Kontrollproteine in

Mitochondrien von S. 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/jJl Importansatz zum

Importansatz von coxIV-BOP und F,p in Retikulozytenlysat zeigte keinen EinfluB auf den Import

beider Proteine.

Der EinfluB von Retinal auf die korrekte Faltung von BO in Membranen ist nach heutigem

Wissen nicht auszuschlleBen. CoxIV-BOP wurde im Vergleich unbehandell oder nach Vorbehandlung

mit Harnstoff (2.10.3) zum Import in Ansatzen mit Zugabe von all-trans-Retinal in Konzentrationen von

0,1 jJM, 0,5 jJM und 1 jJM eingesetzt. Auch hier zeigte sich kein EinfluB auf den Import von coxlV­

BOP.

Des Weiteren wurden Mitoplasten (Mitochondrien ohne 8uBere Membran) fUr Import­

experimente hergestelll, um auszuschlieBen, dats die 8uBere Mitochondrienmembran die

Importbarriere fUr coxIV-BOP darstellt. Mitochondrien (1 mg mllochondriales Protein/mi in SEM)

wurden 1:10 in EM-Puffer verdOnnt und 17 min auf Eis inkubiert. Die Mitoplasten wurden durch

Zentrifugation (15 min, 2 ·C, 13.000 Upm in der Mikrozentrifuge) isoliert und im Standardansatz

anstelle der Mllochondrien 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 vitro Translatlonsansatze von Hybridprotein bestehend aus Bacterioopsin mit

N-terminaler coxlV-Signalsequenz In Retikulozytenlysat bei 100.000 x 9 zentrifugiert. Die Analyse des

Oberstands dieser Zentrifugation im Vergleich zu einem nicht zentrifugierten Translationsansatz

erfolgte durch SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese und anschlieBende Autoradiographie (2.9.7;

2.9.10). Fast das gesamte synthetisierte coxIV-BOP und BOP, letzteres ist ein Nebenprodukt der

Translation, ist 1m Oberstand zu finden (Abb. 16). Dies bedeutet, daB neu synthetisiertes BO­

Hybridproteln in l.osunq vorliegt. Um zu ermilleln, durch welche Faktoren BO in Losung gehalten

werden kann, wurden exemplarisch Untersuchungen mit dem Chaperonin GroEL (E. coli)

durchgefUhrt.
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1 2

coxIV-BOP­
BOP-

Abb.16: in vitro Translatlonsansatze (coxIV-BOP) vor und nach Zentrifugalion bel 100.000 x 9
(Autoradiographie nach SDS-Polyacryiamid-Gelelektrophorese im 15%igen Gel)
Spur 1: Gesamtansatz vor Zentrifugation
Spur 2: Oberstand nach Zentrifugation

Da die Wechselwirkung von Proteinen mit GroEL gut untersucht ist (1.3.3), wurde dieses Chaperonin

fur Untersuchungen mit BO gewahit. In der Literatur sind bisher nur Versuche mit losllchen Proteinen

beschrieben. Die Proteine werden mit Harnstoff oder Guanidiniumhydrochlorid denaturiert, was zum

Funklionsverlust fUhrt. Der Denaturierungsansatz wird um Faktor 50 bis 100 in GroEL-halligen Puffer

verdUnnt. Findet eine Wechselwlrkung mit GroEL (unter Zusammenwirken mit GroES und ATP) statt,

so dar.. das Protein wieder seine korrekte Faitung einnimmt, ist ein Anstieg der Funktlonalltat zu

messen (ZHENG et aI., 1993; HLODAN et aI., 1995; MAYHEW et aI., 1996)

FUr Membranproteine rnuts bei Verwendung dieses Ansatzes folgender Gedankengang

vollzogen werden: Membranproteine sind nur in t.osunqen mit Detergenzien losllch. Wird BO aiso

unter Zusatz eines Detergens denaturiert, ist es zunachst losllch, Nach VerdUnnung des

denaturierenden Agens und des Detergens fallt das Membranprotein aus und kann abzentrifugiert

werden. Wird aber in GroEL-haltigen Puffer verdUnnt und findet eine Wechselwirkung mit GroEL statt,

sollten die hydrophoben Bereiche des Membranproteins so abgeschirmt sein, dar.. die Aggregation

verhindert wird. Das Membranprotein bieibt IOslich. Zusatz von GroES und ATP bewirkt die

Freisetzung von Protelnen aus ihrer Wechselwirkung mit GroEL. Fertig gefaltete Proteine veriassen

GroEL, wahrend falsch gefaitete Proteine erneut gebunden werden (1.3.3). Nach Zusatz von GroES

und ATP konnen Membranprotelne GroEL verlassen. Sie aggregieren oder binden erneut an GroEL

und bieiben weiterhin in t.osunq. Setzt man neben GroES und ATP geeignete Lipide zu, ware

anzunehmen, dar.. es zur korrekten Faitung des Membranproteins kommt.

Bacteriorhodopsin ist ein gut geeignetes Membranprotein fur Untersuchungen zur Wechsel­

wirkung mit Chaperonen, da seine Aktivltat relativ einfach gemessen werden kann. Ein sehr leicht zu

detektierendes Merkmai ist die Rosafarbung, wenn der Chromophor all-trans-Retinal an korrekt

gefaltetes BO gebunden ist.
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3.4.1 Bacteriorhodopsin/Bacterioopsin zur Untersuchung einer Wechsel­

wirkung mit GroEL

Zur Untersuchung einer Wechselwirkung zwischen GroEL und Bacleriorhodopsin wurden

Purpurmembran und in E. coli exprimiertes Fusionsprolein GST-BOS (BO mil N-lerminalem

Glulalhion-S-Transferase (GST)-Teil) verwendet. Wahrend BO in Purpurmembranen in funktionaler

Konformation zusammen mil all-frans-Retinal und Lipiden vorliegl, ist es als Fusion mil GST in

EinschluBkorpern (englisch: inclusion bodies) ohne all-frans-Retinal und Lipide aggregiert.

Die Oberexpression des GST-BOS in E. coli (2.9.4) fOhrt zu Elnschlufskorpern, in denen das unlosllche

Fusionsprotein enthalten ist. Das Fusionsprotein wurde nach den Angaben in 2.9.4 aus E. coli

aufgearbeitet. Ais Kontrolle wurde Protein aus nicht induzierten Zellen aufgearbeilel (Abb. 17).

1

97,4kD­

66,0 kD-.

46,OkD -

30,OkD -_iii>

2 3

-GST-B08

Abb. 17: SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese von Elnschlulskorpern nach Expression von
GST-BOS in Escherichia coli

Spur1: Protein-Molekulargewichtsmarker
Spur 2: ohne Induktion, Kontrolle
Spur 3: nach Induktion
Das Gel wurde mit Coomassie R250 gefarbt.

Neben der Hauplbande 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 erzieien,

wurde eine Behandlung mil 8 M Harnstoff angeschlossen. Dazu wurde das Pellet einer Aufarbeilung

in 0,1 M Tris/HCI (pH 8) mit 8 M Harnstoff durch Ultraschallbehandlung im Wasserbad resuspendiert.

Der Ansatz wurde mit 1.000 Upm im Eppendorffinkubalor bei 30 'C fOr 2 h geschOttelt und

anschliefsend fOr 60 min bei 4 'C mil 13.000 Upm in der Mlkrozentrifuge zentrifugiert. Oberstand und
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Pellet dieser Zentrifugation im Vergleich zu Oberstand und Pellet derselben Zentrifugation elner nicht

behandelten Probe wurden gelelektrophoretisch analysiert (Abb. 18).

1 2 3 4

97,4 kD­

66,OkD­

46,OkD-

30,OkD-

-GST·BOS

Abb.18: Partielle AUfreinigung von GST·BOS aus Elnschlufskorpern durch Behandlung mit
Harnstoff
Es wurden pro Spur gleiche AufschluBmengen in einem 15%igen SDS­
Polyacryiamidgel aufgetrennt. Das Gel wurde mit coomassle R250 gefiirbt.
Spur 1: Prcteln-Molekularpewlchtsmarker
Spur 2: unbehandeites Pellet
Spur 3: Pellet nach Behandlung mit 8 M Harnstoff
Spur 4: Oberstand nach Behandlung mit 8 M Harnstoff

Das Fusionsprotein GST·BOS ist auch nach Behandlung mit 8 M Harnstoff zum groBten Teil in der

Pelletfraklion zu finden (Spuren 3 und 4, Abb. 18). Der Vergleich der Pellelfraktionen von unbehan­

delten und mit 8 M Harnstoff inkubierten Elnschlulskorpern (Spuren 2 und 3, Abb. 18) zeigt den

deuliichen Aufreinigungseffekt nach Behandlung mit Harnstoff. Die Anzahi und Intensitiit der

Nebenbanden hat deutlich abgenommen.

3.4.2 Solubilisierung und Denaturierung von 80 aus Purpurmembranen und

als Fusion mit GST

Obllcherweise werden bei Untersuchungen zur Wechselwirkung von loslichen Proteinen mit

Chaperonen als denaturierende Agenzien Harnstoff (8 M) oder Guanidiniumhydrochlorid (6 M)

eingesetzt. Das Fuslonsprotein GST-BOS kann jedoch weder rnlt Harnstoff (Abb. 18, Kapitei 3.4.1)

noch Guanidiniumhydrochlorid (Daten nicht gezeigt) solubilisiert werden. Dies gilt auch fOr BO aus

Purpurmembranen. Wahrscheinlich ist die starke Hydrophobizitiit von BO dafOr verantwortllch.
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SDS erwies slch als geeignetes Detergens, um das Membranprotein BO zu solubilisieren und

denaturieren. Es wurden verschiedene SDS-Konzentrationen fOr die Solubilisierung der

Purpurmembran und des Fusionsproteins GST-BOS eingesetzt. Die Proteine wurden in einer

Konzentration von 1~g/~1 Solubilisierungsansatz mil verschiedenen SDS-Konzentrationen versetzt

und 1 h bei 30 'C unter SchOtteln inkubiert. Nach einslOndiger Zentrifugation (4 'C, 13.000 Upm in der

Mikrozentrifuge) wurden Oberstand und Pellet im 15%igen SDS-Polyacrylamidgel analysiert. Abb. 19

zeigt Solubilisierungen mit optimalen SDS-Konzentrationen.

o P

-GSTBOS

Gel nach Farben mitCoomassie R250

p 0

-BOM

Gel nach Farben mit Sypro-orange

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

GST-BOS ist nach Solubilisierung fast vollstandig im Oberstand zu finden, nur ein geringer Tell

belindet sich 1m Pellet (Spuren 0 und P, Abb. 19, links), wahrend BR aus Purpurmembranen

vollstandig im Oberstand zu finden ist (Spur 0, 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 Oberstand 1:100 in

Renaturierungspuffer mit Kombinationen aus GroEL, GroES und ATP verdOnnt. Der GroEL-Komplex

wurde in aqulrnolarer Menge zum eingesetzten BO zugegeben. GroES wurde in dreifachem

Oberschuls eingesetzt und ATP in einer Konzentration von 2 mM. Nach einslOndiger Inkubation bei

30 'C unter SchOtteln wurden die Ansatze zentrifugiert. Oberstand 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 Quantifizlerung der BO-Banden mit dem

Gel-Dokumentationssystem "Molecular Anaiyst" (Blorad) zu errnoqlichen (Abb. 20). Das Gel zur

Analyse des Versuchs mit GST-BOS blieb unbehandelt. Anschllefsend wurden die Protelne auf

Nitrocellulose transferiert. Die immunochemische Detektion erfolgte mit affinitatsgereinigtem o:BR

(G. Rosenberg, 1:2.500 verdOnnt) als Erstantlkorper und mit ECl als Chemoluminiszenz-Substrat

(2.9.8) (Abb. 20 und 21).

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

GroEl-

BOM-

GroES-

01 Oberstande 2 M Pellets

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
GroEl + + + + + + + +
GroES + + + + + +
ATP + + + + + +

Abb.20: oben: mit Sypro-orangegefarbtes SDS-Polyacrylamidgel einer Versuchsserie zum
Nachweis einer Wechselwirkungzwischen GroEl und BO aus Purpurmembranen
unten: Westernblotanalyse dieses Gels
01: zur VerdOnnung eingesetzter Oberstand nach Solubilisierung mit SDS
Oberstande 2: Oberstande nach VerdOnnung in Puffer mit oben gezeigten zusatzen
Spur 8 (M): Protein-Molekulargewichtsstandard (1m Bild der Westernblot-Analyse ist

die Lege der Banden durch Kreuze markiert.)
Pellets: Pellets nach VerdOnnung in Puffer mit verschiedenen Zusatzen
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Abb. 21: Westernblotanalyse einer Versuchsserie zum Nachweis einer Wechselwirkung
zwischen GroEL und dem Fusionsprotein GST-BOS
01: Oberstand nach Solubilisierung mit SDS (wie fOr VerdOnnungs­

Experimente eingeselzt)
Pi: Pellet nach Solubilisierung mit SDS
Spur 3: Protein-Molekulargewichtsstandard (Die Lage der Banden ist durch

Kreuze markiert.)
02: Oberstandenach VerdOnnung In Puffer mit verschiedenen Zusatzen
P2: Pellets nach VerdOnnung in Puffer mit verschiedenen Zusatzen

Die Solubilisierung von BO (im Foigenden fOr BO aus halobakteriellen Purpurmembranen stehend)

und GST-BOS mit SDS war nahezu vollstandlq, BO und GST-BOS lagen in Losunq vor (Spur 1,

Abb. 20 und Spur 2, Abb. 21). Nach VerdOnnen in Renaturierungspuffer befindet slch das gesamte

GST-BOS in der Pelletfraktion (Spuren 4 und 7, Abb. 21), von BO wird noch ein geringer Teli im

Oberstand detektiert (Spuren 2 und 9, Abb. 20). Wesentlich mehr BO und GST-BOS bleibt Iosllch

nach VerdOnnung in GroEL-halligen Renaturierungspuffer (vergleiche Spuren 2 und 3, Abb. 20 und

Spuren 4 und 5, Abb. 21). Dieser Effekt ist noch verstarkt bei VerdOnnung in Renaturierungspuffer mil

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) verdOnnt. GroES und ATP

haben keinen Effekt auf die l.osllchkelt von BO. Eine weilere Kontrolle war die VerdOnnung von BO in

Renaturierungspuffer mit GroEL und GroES oder ATP (Spuren 4, 5, 11 und 12, Abb. 20). Weder

GroES noch ATP als alleiniger Zusalz zu GroEL im Renaturierungspuffer verstarkten die Losllchkelt

von BO im Vergleich zu alleinigem GroEL-Zusalz. Dies geht aus den Bandenintensitaten in der

Westernbiotanalyse nicht deutlich hervor. Vermutlich wurden die Proteine auf die verschiedenen

Bereiche des Filters unterschiedlich gut transferiert. Die Analyse der BO-Bandenintensilaten
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ausgehend vom Sypro-Orange gefarbten SDS-Polyacrylamidgel (Abb. 20, oben) belegt die vorher

gemachten AusfOhrungen deutlicher. Es sind nur die Pelletspuren ausgewertet, da in den Spuren, in

denen der Oberstand aufgetragen wurde, ein zu groBer Hintergrund durch das im Oberstand

enthaltene GroEL auftrat. Die Bandenintensitat der Spur 2, Abb. 20 (VerdOnnung von denaturiertem

BO in Puffer ohne Zusalz) wurde auf 100 % geselzt (Abb. 22).

N 120-11l
(/)

100OJ
N
Q) 80c

.s:::
0

.t:l 60
11l
(/)

40c«
E 20
~

?F- 0 I
G ro E L G ro E L, G ro E L ,

G roE S A TP
ohne

Z usa tz
G ro E L,
G roE S
,ATP

Zu s a tz e im Renaturierungspuffer

G ro E S
,ATP

Abb. 22 : prozentualer Antell an BO im Pellet nach Solubilisierung und VerdOnnung in Puffer mit
verschiedenen zusatzen im Vergleich zur VerdOnnung in Puffer ohne Zusalz

Die geschilderten Effekte erscheinen bei den Versuchen mit GST-BOS ausqepraqter zu sein als bei

Versuchen mit halobakterieller Purpurmembran. Dies kann daran Iiegen, dars die Zentrifugation der

Verdunnunqsansatze im Fall von GST-BOS festere Pellets als bei halobakterieller Purpurmembran

ergibt. Bei nur losen Pellets besteht die Gefahr der unsauberen Trennung von Pellet und Oberstand,

was die Ergebnisse verfalschen kann.

Zusammenfassend ist feslzuhalten, dar" bei Zusalz von GroEL im Renaturierungspuffer zur

VerdOnnung von SDS-denaturiertem BO mehr BO in L6sung bleibt als nach VerdOnnung in Puffer

ohne GroEL. Die Menge an 16slichem BO kann durch Zusalz von GroES und ATP In den

Renaturierungspuffer gesteigert werden. Erganzung 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) Ober den zellularsn Importapparat in Mitochondrien einzuschleusen,

wurde ein Teil des BO auch in die Plasmamembran elngebaut. Um dies zu verhindern, wurde

versucht, BO direkt in den Mltochondrien zu exprimieren.

Zur Expression von Fremdgenen, die normalerweise nuklear codiert sind, mOssen in Mitochondrien

von S. cerevisiae aile abweichenden Stellen des zu exprimierenden Gens durch ortsspezifische

Mutagenese dem mitochondrialen genetischen Code anqepafstwerden (Tab. 5).

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

Codon Arnlnosaure im mitochondrialen Code Arnlnosaure im universellen Code

UGA Tryptophan Kettenabbruch

AUA Methionin Isoleucin

CUN Threonin Leucin

Ein weiteres Problem steil! die EingJiederung des Fremdgens in das mitochondriale Genom dar. Da

mitochondriale Genome effizient homolog rekombinieren, kann das Fremdgen in einem Piasmid

zwischen mitochondrialen Sequenzen eingebaut werden, wodurch gezielte Integration in die

mitochondriaie DNA erreicht werden kann.

Bisher ist die BioJistische Transformation die einzige Methode zur Transformation von

Mitochondrien. Bei dieser Technik wird DNA in Zellen geschossen, wobei sie teilweise in die

Mitochondrien geiangt (2.7.11). Da die BioJistische Transformation der Hefe S. cerevisae und deren

mitochondriale Genetik am besten untersucht sind, wurde dieser Organismus zur Expression von BO

in Mitochondrien ausqewahlt,

3.5.1 Anpassung des BO·Gens an den genetischen Code der mitochondrialen

DNA von Saccharomyces cerevisiae

Um die Expression von BO in Mitochondrien von S. cerevisiae zu ermtigJichen, wurde ein BO-Gen mit

dem mitochondriaien genelischen Code dieser Hefe (3.5) durch ortsspezifische Mutagenese

hergestellt. Es wurden nur die Anderungen eingebracht, die den Einbau falscher Arnlnosaursn oder

den Kettenabbruch verhindern. Die Hauflqkelt, mit der ein bestimmtes Codon im Mitochondriengenom

von S. cerevisiae benutzt wird, bJieb unberOcksichtigt.

Ais Template fOr die ortsspezifische Mutagenese diente das Plasmid pLZ1bos (POMPEJUS et

aI., 1993). Ais Primer wurden die OJigonukleotide MTBOS1 bis MTBOS9 eingesetzt (2.6; 2.7.6.4). Eine

Genkarte des neuen BO-Gens mtbos mit Markierung der Anderungen im Verglelch 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 Bcil-Restriktionsschniltstelle getrennten Stucken ampilfiziert. FOr

den vorderen Gentell wurden drel aufeinanderfolgende PCRs durchgefOhrt, fur den hinteren Teil

waren vier aufeinanderfolgende PCR-Schrilte notwendig. Durch Ersetzen von zwel aufelnander­

folgenden nuklearen Tryptophancodons (Arnlnosauren 139 und 140) durch das im unlversellen Code

fur Kettenabbruch und 1m mltochondrlalen Code fur Tryptophan stehende TGA wurde sichergestellt,

dal> die Expression von BO 1m Cytoplasma nicht moglich ist. Die amplifizlerten Sequenzen wurden

nach der letzten PCR mit dem Sure Cloning Kit (Pharmacia) in die Smal-Schnittstelle von pUC18

kloniert (2.7.6.3). Daraus resultierten die Plasmlde pLF5 (pUC18 mit dem 5'-Ende des mtbos-Gens)

und pLF6 (pUC18 mit dem 3'-Ende des mtbos-Gens) (Abb. 23).

Um ein Plasmid fOr die Biolistische Transformation zu erhalten, wurde aus dem Piasmid pDS24,

einem Derivat von pBLUESCRIPT KS, (Abb.23, STEELE et al. 1996) das Arg8 ffi-Gen gegen das

mtbos-Gen ausgetauscht. Dies geschah in zwei Schritten. Zunachst wurde der hintere Genteil von

mtbos eingefOhrt. Dazu wurde aus pDS24 ein Stock mit Bcil und BamHI entfernt und durch den

hinteren Tell des mtbos-Gens (aus pLF6 mil Bcil und BamHI ausgeschnilten) ersetzt. Aus dem daraus

resultierenden Plasmid wurde das Stock zwischen Accl und Bcil entfernt. An diese Stelle wurde der

vordere Teil des mtbos-Gens, der mit Accl und Bell aus pLF5 ausgeschnitten worden war, eingesetzt.

Es resultierte pLF7 (Abb. 23). Die Sequenzen wurden durch DNA-Sequenzierung uberpruft (2.7.7).

5'-Endevon mtbos
(aus pLF5)

31~Ende vonmtbos
(aus pLF6)

'-------'I
BamHIBellBell

h-
Accl BamHI

5'-untranlatierter
Bereich von oxi-z

pDS24

pBLUESCRIPT KS

Abb.23: Konstruktion von pLF7
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Das mtbos-Gen in pLF7 ist im Leseraster hinter den ersten 8 Codons der fOr die Untereinheit III der

Cytochrom-c-Oxidase (coxlll) kodierenden Sequenz integriert. Stromaufwarts vor dem kodierenden

Bereich befindet sich der 5'-untranslatierte Bereich des mitochondrialen oxi-2-Gens von S. cerevisiae
(1,6 kb), Der hinter dem mtbos-Gen liegende Bereich entspricht dem 3'-untranslatierten Tell des oxl-z­

Gens (2,3 kb). Bei erfolgreicher Biolistischer Transformation kann das mtbos-Gen Ober 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 (Cornell-University, Ithaca, U.S.A.)

durchgefOhrt. Das Plasmid pLF7 (3.5.1) wurde aus dern E. coli Stamm DH5a. mit dem QIAGEN

Plasmid Midi Kit isollert und Ober Biolistische Transformation in die Mltochondrlen des S. cerevisiae
Stammes DFS160 (rho") gebracht (2.4.1, Tab. 4). Zur Seleklion auf Kerntransformanden wurde ein

weiteres Plasmid mit dem Leu2-Marker eingesetzt, um die Mutation im Leu-Gen des

Empfangerstammes DFS160 (rho") zu komplementieren. Die Mischung aus beiden Plasmiden wurde

auf Wolframpartikel prazlpltlert. Diese wurden in einer Apparatur zur Biolistischen Transformation

(DuPont) auf Agarplatlen mit einem Zellrasen von DFS160 (rho") geschossen (2.7.11). Zellen mit dem

Plasmid mit dem Leu2-Marker konnen wachsen. Unter diesen Zellen wurden solche gesucht, die das

Plasmid pLF7 in den Mltochondrien enthalten. Dies erfolgte durch Kreuzen der Klone mit dem

S. cerevisiae Stamm GW22, in dessen mitochondrialem Genom eine Mutation im 5'-untranslatlerten

Bereich des oxi-2-Gens vorliegl. Diese Mutation kann durch homologe Rekomblnation 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

konnen auf YPEG wachsen.

Die mitochondrialen Transformanden wurden auf Selektionsplatten (SD-Lys) vereinzell. Klone

mit pLF7 in den Mitochondrien wurden erneut durch Testpaarung mit GW22 identifiziert. Vereinzelung

und Testpaarung mit GW22 erfolgten insgesamt dreimal, um zu gewahrleisten, daf?, reine und

genetisch stabile Klone isoliert wurden. Nach den ersten Selektionsschritten wurde immer Leucin im

Medium zugesetzt, so daf?, das autonom replizierende Plasmid mit dem Leu2-Marker verloren ging.

Der resultierende 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 Mltochondrlen expnrmeren zu kennan, muB das mtbos-Gen In elne geelgnete

mitochondriale DNA (rho+) integriert werden. Der Stamm EF2 (3.5.2) wurde mit einem rho+-Stamm

gepaart, so daB nach homologer Rekombination der 5' und 3' Sequenzen von oxi-2 mit den

flanklerenden homologen Sequenzen um mtbos in pLF7 (3.5.1) das oxi-2-Gen gegen mtbos

ausgetauscht wird (2.7.13). Ein soicher Stamm 1st GW22, der bereits zur Verifizlerung der

mltochondrlaien Transformanden eingesetzt wurde (3.5.2). Bei der Paarung von EF2 und GW22

entstehen fast ausschllefsllch haploide Zellen, da die Kernverschmelzung der gepaarten stamme

durch die kar1-1 Mutation 1m Stamm EF2 verhindert wird. Bei Paarung der Stamme ist die Bildung von

Diploiden nlcht ganz ausgeschlossen.

Zur Paarung wurden statlonare Kulturen von EF2 und GW22 im Verhaltnls 1:1 gemlscht und

uber Nacht auf YPD-Agar inkublert. Die aus der Paarung hervorgegangenen Zellen wurden zur

Selektion Kern-kodierter Marker von GW22 auf SD-Platten mit Lysin als elnzlger Aminosaure

vereinzelt. Die angewachsenen Zellen enthalten verschiedene mitochondria Ie Genome, da zwischen

dem mitochondrialen Genom von GW22 und pLF7 verschiedene Rekombinationsereignisse rnoqlich

sind (Abb. 24).

Deletion oxi-2

1C...>..5'-untranslatierter
~Bereich von oxi-2

~3'-untranslatierter
~Bereich von oxi-2

Abb.24: Schema des mitochondrial en Genoms von GW22 im Vergleich zu pLF7

Unter den auf SD-Lys angewachsenen Kolonlen wurden dlejenlgen mit dem mitochondrialen rho+­

mtbos-Genom durch Paarung mit Teststammen selektioniert (Tab. 6) (2.7.13). Aile im Foigenden

beschriebenen Testpaarungen und die Selektion durch Wachstum auf YPEG erfolgten parallel. Die

Genome, die bereits durch ein Selektionsverfahren ausgeschlossen werden konnten, werden In den

sich anschllefsenden Ausfahrungen nicht mehr erwahnt,

Als erstes Merkmal diente das Wachstumsverhalten der Kolonien auf YPEG. Es wachsen nur

Zellen mit vollstandigem mitochondrialen Genom (D, Tab. 6). Unter den verbleibenden Kolonien (A-C

und E-H, Tab. 6) wurden durch Testpaarung mit dem Stamm MCC259 diejenigen selektioniert, in

denen mtbos oder oxi-2 im rho-Oenom integriert sind. MCC259 Mltochondrien enthalten nur das

oxi-2-Gen, die Obriqen Sequenzen des wildtypischen Mitochondriengenoms mussen vom

Paarungspartner bezogen werden, damit Wachstum auf YPEG rnoqllch ist. Magllche Partner dafar

sind Klone, die das in Tab. 6 mit A, C und E bezeichnete mitochondriale Genom enthalten (D wurde
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durch die Wachstumsfahigkeit auf YPEG wie oben beschrieben ausgesondert). Kolonien mit

Zielgenom (A) konnen 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 Koionien mit A­

Genom mit den Teststammen V76 und CAB3, deren mitochondriale Genome Mutationen im oxt-z­

Strukturgen enthalten, kann gezeigt warden, dar.. Kolonien mit A-Genom kein oxi-2-Strukturgen

enthalten. Da keiner der Paarungspartner das oxi-2-Strukturgen enthalt, kann keine Cytochrom c­

Oxidase in den aus der Paarung hervorgegangenen Zellen exprimiert werden, die Zellen konnen auf

YPEG nicht wachsen (Tab. 6).

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

megliche Wachstum auf Wachstum auf Wachstum auf Wachstum auf

Kombinationen des YPEG YPEG nach YPEG nach YPEG nach

mitochondriaien Paarung mit Paarung mit Paarung mit

Genoms MCC259 GW46 V76 oder CAB3

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

B rho', 3'-oxi-2, mtbos - - + -
C rho', A3'-oxi-2, oxi-2 - + - +

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

E rho', A3'-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 fOhrten 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 enthalt, Diese

isogenen stamrne erhielten die Namen EF10, EF11 und EF15.

3.5.4 Lokalisation von mtbos in Gesamt·DNA Praparatlonen von EF11

Aus der Paarung von EF2 (Kapitel 3.5.2) mit GW22 waren drei Starnrne hervorgegangen, die laut

Testpaarungen im mitochondrialen Genom das mtbos-Gen und den 3'- und 5'-untranslatierten Bereich

des oxi-2-Gens, nicht aber die kodierende Sequenz des oxi-2-Gens, enthalten (EF10, EF11, EF15,

Kapitel 3.5.3). Genaue Aussagen zur Lokalisation des mtbos-Gens in den Genomen dieser Stamme

sind aber durch die Testpaarungen allein nicht meglich. 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 EF11.

peR:

Primer konnten in der PCR aufgrund der besonders AT-reichen Sequenzen im 5'-untranslatierten

Bereich von oxl-z nur in einem Bereich, der auch schon in pLF7 enthalten ist, gesetzt werden.

Versuche mit weiter aur..erhalb dieser Seqeunz Iiegenden Primern ergaben kein PCR-Produkt.

Ais Template wurden Gesamt-DNA-Praparationen von EF11 und GW22 und eine Mischung aus

Gesamt-DNA von GW22 mit dem Plasmid pLF7 eingesetzt. Ais Primer wurden zur Amplifizierung von

mtbos die Oligonukieotide MTBOS1 und MTBOS9 verwendet. Die Amplifizierung eines Teils des 5'­

untranslatierten Berelchs vor mtbos und dem ersten Teil von mtbos erfolgte mit den Oligonukleotlden

VORCOX und MTBOS3 (2.6) (Abb. 25). Die PCR wurde in 50 ~I Ansatzen durchgefOhrt (2.7.6).

CS- NC-
I I

Accl BamHI Sphl

_
_ _ -II 5'-untranslatierter

I Bereich(oxi-2) mtbos 3'-untranslatierter
Bereich (oxi-2)

BamHI

I

1>-<1
BOSSONDE

I>-<l
SONDECOX

-- mtGenomo integrierte Sequenzen

H Sonde

:;:!:: Primer: VC=VORCOX; MB=MTBOS
CS=COXSONDE;NC=NEUNACHCOX

Abb. 29: schematische Darstellung der Lage der Primer und DNA-Sonden in mtbos mit den
f1ankierenden mitochondrialen Sequenzen bel korrekter Insertion von mtbos

Nach der PCR wurden 10 ~I des Ansatzes mit EF11-DNA ais Template und den Primern MTBOS1

und MTBOS9 mit Sphl geschnitten. 10 ~I des Ansatzes mit EF11-DNA als Template und den Primern

VORCOX und MTBOS3 wurden mit BamHI geschnitten. Die Restriktionsansatze und 10 ~I der PCR­

Ansatze wurden im 1,5%igen Agarosegel elektrophoretisch getrennt. Die Banden wurden unter UV­

Licht sichtbar gemacht (Abb. 26).
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2 3 4 5 6 7 8

765NI­

543Nt-

321 Nl-

213Nt-

Abb.26: Agarosegel mit PCR-Ansatzen mit den Primern MTBOS1 und MTBOS9 (Spuren 1-4)
bzw. den Primern VORCOX und MTBOS3 (Spuren 6-8). Ais Template dienten Gesamt­
DNA-Extraktionen von:
Spur 1: GW22 und das Plasmid pLF7
Spur 2: GW22
Spur 3: EF11
Spur 4: EF11, PCR-Produkt mit Sphl geschnitten
Spur 5: DNA-Langen-Standard (1 kb Leiter, Gibco/BRL)
Spur 6: EF11, PCR-Produkt mit BamHI geschnitten
Spur 7: EF11
Spur 8: GW22

Die Sequenz von mtbos konnte aus Gesamt-DNA von EF11 amplifiziert werden (Spur 3, Abb. 26). Die

Restriktion des PCR-Produkts mit Sphl ergab die fOr mtbos zu erwartenden Banden (Abb. 25) mit

Langen von 492 Nukleotiden und 273 Nukleotlden (Spur 4, Abb. 26). Ober diesen Banden ist noch

elne schwache Bande ungeschnittener DNA zu sehen. Die Amplifikation mit den mtbos spezifischen

Primern MTBOS1 und MTBOS9 mit Gesamt-DNA von GW22 als Template ergab eine 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. 26). Die Amplifikation mit GW22 als Template und den Primern VORCOX und MTBOS3

ergab, wie aufgrund des fehlenden mtbos zu erwarten, kein PCR-Produkt (Spur 8, Abb. 26). Wurde

dagegen Gesamt-DNA von EF11 als Template eingesetzt, erhielt man ein Produkt mit 535

Nukleotiden Lange (Spur 7, Abb. 26). Dieses Produkt wurde durch BamHI in zwei StOcke (434 und

101 Nukleotide) geschnitten (Spur 6, Abb. 26). Die darUber Iiegende Bande ist ungeschnittenes PCR­

Produkt. Es konnte ein StOck des 5'-untranslatierten Berelchs von oxi-2 mit dem anschlieBenden 5'­

Ende von mtbos amplifiziert werden. Dies entspricht den Erwartungen, wenn man davon ausgeht, daB

in EF11 mtbos mit den Uber pLF7 eingefOhrten fiankierenden Sequenzen vorliegt (Abb. 26).
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Soulhernblolanalyse:

Es wurden zwei Sanden mittels PCR bei gleichzeitigem Einbau von Digoxlgenin markiertem dUTP

hergesleilt (Abb. 25 zeigt die Lage der Sonden.).

FOr eine mtbos-spezifische Sonde wurde als Template pLF7 eingesetzt. Ais Primer dienten die

Oligonukleotide MTBOS8 und MTBOS9. 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 S. cerevisiae-Stamm D273-10B (Wildtyp) als Template und den

Oligonukleotiden COXSONDE und NEUNACHCOX ein StOck des 3'-untranslatierten Bereichs von

oxi-2 amplifizlert. Die Sequenz wurde in das Plasmid PCR-Script SK+ (Stratagene) in die Srtl­

Schnittstelle kloniert (2.7.6.3). Sequenzlerung des amplifizierten DNA-StOcks ergab, da~ nur der Teil

von der Mboll-Schnittsteile (Abb. 25) bis zum Primer NEUNACHCOX korrekt war. 1m Obrigen Bereich

war eine kleine Deletion. Deletionen treten in der mitochondrialen DNA besonders in den nlcht

kodierenden Regionen aufgrund des AT-Reichtums der Sequenzen haufig auf. Der korrekte Bereich

wurde durch Schneiden mit Mboll und BamHI lscllert, zur Erzeugung glatter Enden mit Klenow

behandelt und In die Smal-Schnittsteile 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.

FOr die Southernblotanalyse wurden Gesamt-DNA-Praparationen (1 ~g DNA) von EF11 und

GW22 mit Accl und AccliBamHI Ober Nacht bei 37 ·C geschnitten. Die DNA wurde im 0,8%lgen

Agarosegel elektrophoretisch getrennt (Abb. 27) und auf eine Nylonmembran transferiert. (2.7.8). Die

erste Hybridisierung ertolgte mit der Sonde BOSSONDE. Die Detektion ertolgte nach

Hersteilerangaben mit Anti-Digoxigenin-Alkalische Phoshatase-Konjugat und dem Chemoluminiszenz­

Substrat CPD-Star (Boehringer) (Abb. 27). Anschllejsend wurde die BOSSONDE von der Membran

nach Hersteilerangaben (CPD-Star, Boehringer) entfernt. Zur zweiten Hybridisierung wurde

SONDECOX eingesetzt. Die Detektion ertolgte wie bei Einsatz der BOSSONDE (Abb. 27)
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Abb. 27: Southernblotanalyse von geschniltener 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-Langen-Standard
Spur 2: Gesamt-DNA aus GW22, geschnilten mit Accl
Spur 3: Gesamt-DNA aus EF11, geschnilten mit Accl
Spur 4: Gesamt-DNA aus GW22, geschnilten mit Accl und BamHI
Spur 5: Gesamt-DNA aus EF11, geschnitten mit Accl und BamHI

Mit der BOSSONDE konnte nur in geschniltener Gesamt-DNA von EF11 jeweils eine Bande detektiert

werden (Abb. 27 B, Spuren 3 und 5). GW22 enthalt keine zu BOSSONDE homologen DNA­

Sequenzen. SONDECOX hybridislert sowohl mit DNA aus GW22 als auch mit DNA aus EF11

(Abb. 27 C). In jeder DNA ist wie zu erwarten die der SONDECOX homo loge DNA-Sequenz enthalten.

1m Fall der DNA, die nur mit Accl geschnitten wurde, hybridisiert ein etwa 6 kb langes DNA Stock mit

der BOSSONDE (Abb. 27 B, Spur 3) als auch mit SONDECOX (Abb. 27 C, Spur 3). Dies entspricht

den Erwartungen, wenn mtbos an der richtigen Stelle in die mitochondriaIe DNA Inseriert ist (Abb. 25).

Bei Doppelrestriktion mit Acci/BamHI wird das 6 kb grol1e DNA-Stock in drei Fragmente zerlegt. Dabei

wird mit BamHI in der mtbos-haltigen DNA das hlntere, 646 Nukleotide lange mtbos-DNA-Stock

ausgeschnitten (Abb. 25). Dieses wird In Acel und BamHI geschnittener DNA aus EF11 mit der

BOSSONDE detektiert (Abb. 27 B, Spur 5). Weitere Fragmente aus diesem Restriktionsansatz sind

der vordere Teil des mtbos-Gens (112 Nukleotide) und schliel1lich der 3'-untranslatierte Bereich des

oxi-z-Gens von BamHI bis Accl (etwa 5,3 kb), der mit SONDECOX detektlert werden kann (Spur 5,

Abb. 27 C). Somit wurde gezeigt, dal1 das mtbos-Gen in richtiger Orientierung vor den 3'­

untranslatierten Bereich des oxl-z-oens in der mitochondrialen DNA von EF11 inseriert ist.
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Durch die PCR-Anaiyse und die Southernblotanalyse konnte gezeigt werden, daB das Gen mtbos in

korrekter Orientierung in den mitochondrial en Genlocus des oxi-2-Gens im S. cerevisiae Stamm EF11

ausgetauscht wurde.

3.5.5 Transkription von mtbos in Mitochondrien von Saccharomyces

cerevisiae

Zum Nachweis von mtbos mRNA wurde Gesamt-RNA der stamme EF10, EF11 und EF15 und als

Kontrolle aus GW22 praparlsrt (2.8.2). Diese RNA wurde mit DNase inkubiert, gelelektrophoretisch

(O,8%igesAgarosegel) aufgetrennt und auf eine Nytranmembran transferier!. Ais Sonde fOrdie mtbos­

mRNA wurde das BamHI-Fragment von mtbos (646 Nukleotide, vergleiche Anhang) aus dem Plasmid

pLF7 Isolier! (3.5.1). Die Markierung erfolgte 1m "random primed" Verfahren nach Herstellerangaben

mit Kornponenten des "Digoxlgenin Labelling and Detection Kit" (Boehringer Mannheim). Die

Hybridisierung erfolgte Ober Nacht in High-SDS-Hybridisierungspuffer mit Kalbsthymus-DNA bel

42 ·C. Ole Oetektion wurde nach Herstellerangaben mit Anti-Oigoxigenin-Aikalische Phoshatase­

Konjugat und dem Chemoiuminiszenz-Substrat CPO-Star (Boehringer Mannheim) durchgefOhrt

(Abb.28).

4
-9488 Nt

-3911 Nt

-2800 Nt

-1898 Nt

-562 Nt

Abb. 33: Northernblot-Analyse von Gesamt-RNA aus den aufgefOhrten S. cerevisiae Stammen:
Spur 1: GW22
Spur 2: EF10
Spur 3: EF11
Spur 4: EF15

In den Gesamt-RNA-Praparationen der Stamme EF10, EF11 und EF15 wurdenur eine RNA-Bande

von etwa 3000 Nukleotiden detektiert (Spuren 2-4, Abb. 28). Oie Kontrolle (Spur 1, Abb. 28) zeigt, daB

kelne Kreuzreaktion mit anderen ONA-Sequenzen ais der von mtbos vorliegt.
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Um BO in den Mitochondrien der Starnme EF10, EF11 und EF15 (3.5.3)zu exprimieren, wurden sie in

YPGai Medium angezogen. Galaktose steigert die Expression von oxi-2 durch Induktion des oxi-2­

Translationsfaktors Pet494 (1.3.1). Damit sollte auch die Expression des unter Kontrolle des oxi-2

Promotors stehenden mtbos gesteigert sein. Aus den Zellen wurden Mltochondrien isollert (2.10.1).

Die mitochondrialen Proteine wurde mittels SDS-Polyacrylamid-Geielektrophorese aufgetrennt und auf

eine PVDF-Membran transferiert. BO wurde mit dem affnltatsqerelnlcten polykionalen Antikorper aBR

(G. Rosenberg) in einer VerdOnnung von 1:250 nachgewiesen. Die Detektion erfolgte mit dem

Chemoluminiszenzsubstrat Super Signal Ultra (Pierce) (2.9.8, Abb. 29).

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

Die Nachweisgrenze lag bei 10 ng BO pro Spur (Abb. 29, Spuren 1-3). Die Banden des

mitochondriaien Proteins aus den verschiedenen Hefestarnmen (Spuren 5-8, Abb. 29) sind auf

unspezifische Kreuzreaktionen mit den elngesetzten Antikorpern zurOckzufOhren, wie die Kontrolle

(mitochondrlales Protein aus GW22, Spur 8, Abb. 29) zeigt. Es konnte in den Stammen EF10, EF11,

EF15 keln exprimiertes BO nachgewiesen werden.



80 DISKUSSION

4 DISKUSSION

In vorangegangenen Arbeiten verknOpften HOFFMANN et al. (1994) Bacterioopsin (BO) mit der

N·terminalen Signalsequenz tor den Import In Mitochondrien der Untereinheit IV der Cytochrom c­

Oxidase (coxiV) von Saccharomyces cerevisiae. Die Expression dieses Konstrukts in

Schizosaccharomyces pombe tohrte nur zum teilweisen Einbau von BO in die innere Mltochondrlen­

membran. Eln GrolMeil des exprimierten BO war in der Cytoplasmamembran iokalisiert. Dies

erschwert Untersuchungen Enerqle-abhanplqer Prozesse in den Mitochondrien, so wie auch

Untersuchungenzum Einbau von BO in mitochondriale Membranen, da sich hier zwei rnoqlicherwelse

verschiedene Prozesse, der Einbau von BO in die Cytoplasmamembran und in die innere

Mitochondrienmembran, in einer Zelle Oberlagern.

In der vorliegenden Arbeit sollte ein System entwickelt werden, bei dem Bacteriorhodopsin (BR)

ausschliel?lich in die innere Mitochondrienmembraneingebaut wird. Es wurden zwei Ansatze verfolgt:

Expression von BO und BO·TeilslOcken im Cytoplasma und gezielter Import in die

Milochondrien und Einbau in die innere Mitochondrienmembran durch eine effiziente Signalsequenz.

Alternativ dazu sollte die Expression bereits im Zielkompartiment Mitochondrien erfolgen, um

ausgehend von der milochondrialen Matrix den Einbau in die innere Milochondrienmembran 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

Signalsequenz) und N·terminaier Signalsequenz coxlV tor den Import der Untereinheit IV der

Cytochrom c-Oxldase in Mitochondrien von S. cerevisiae eingesetzt, um den Erfolg der

Optimierungsversuchezu verfolgen (HOFFMANN et al., 1994).

Da offenbar die coxlv-sequenz im Fall von BO nicht stark genug ist, um grol?ere Mengen BO

zur inneren Mitochondrienmembran zu dirigieren, war die intention, andere mitochondriale

Signalsequenzen zu testen. Es wurde die Prassquenz der Untereinheit 9 des Fo·Teils der

mitochondriaien ATPase aus Neurospora crassa (SU9) ausqewahlt. Bei dieser Signalsequenz handelt

es sich um eine unqewohnltch lange und poiare Prasequenz von 66 Amlnosauren (VIEBROCK et al.,

1982). VIEBROCK et al. postulieren, dal? diese Prasequenz den Gegenpol zum extrem hydrophoben

reifen Proteolipid darstellt. Die Kombination aus hydrophiler Prasequenz und hydrophobem Protein

soli den posHranslationalen Import in die Mitochondrien positiv beeinftussen. Da BO ein sehr

hydrophobes Membranprotein ist, wurde vermutet, dal? SU9 als Signalsequenz im Vergleich zu coxlV

mehr BO ins Mitochondrium dirigieren konnte: Eln weiteres Argument tor die Verwendung von SU9 ist

die Beobachtung, dal? auch andere Passagierproteine wie die Dihydrofolatreduktase (DHFR) mit

dieser Signalsequenz aul?erst effizlent in Mitochondrien importiert werden konnen (PFANNER et aI.,

1987). Die SU9-Sequenz wurde analog zu Versuchen von PFANNER et al. (1987) N·terminal an die

Vorlaufertorm von BO fusioniert (3.1.1). Das resultierende BOP·Protein enthalt am N·Terminus die
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Sequenz von SU9 und die ersten drei Amlnosauren der reifen Untereinheit 9 des Fo-Teilsder ATPase,

weiche fOr den Import essentiell sind (personllche Kommunikation mit J. Rassow, Freiburg). Das ATG

des BOP-Teils wurde nicht enlfernl. Auch coxIV-BOP enthalt noch das BOP-eigene ATG.

Moglicherweise ist dies der Grund fOr die beobachtete falsche Initiation hinter der Prasequenz bei der

in vitro Transiation der Konstrukte aus BOP mit den verschiedenen mitochondrialen Prasequenzen,

Die Expression von SU9-BOP in Zellen von S. pombe konnte soweit ais erfolgreich eingestuft

werden. Es wurden allerdings geringere Proteinmengen als bei der Expression von coxIV-BOP

erreichl. Zusatz von all-trans-Retinal ins Medium fOhrte in beiden Fallen zu rot gefarbten Zellen, was

ein Indiz fOr erfolgreiche Regeneration von BO zu BR ist (3.1.2). Dies ist die Voraussetzung fOr die

Funktlonalltat des BR, die im Fall von coxIV-BOP bereits nachgewiesen werden konnte (HOFFMANN

et aI., 1994).

Beim Transport von Vorlauferprotelnen in die Mitochondrien wird die N-terminale Signalsequenz

abgespalten (HARTL, NEUPERT, 1990). Diese Prozessierung war sowohl bei coxIV-BOP als auch bei

SU9-BOP zu beobachten. Allerdings blieb ein groBer Teil beider Hybridproteine unprozessiert. Daraus

kann man schllenen, dar.. ein nur ungenDgender Import in die Mitochondrien stallfindet, oder dar.. die

Fusionsproteine auf einem anderen als dem bekannten Wegen importiert werden. Die letzte

Moglichkeil ist jedoch eher unwahrscheinlich, da dabei der N-Terminus des Vorlauters nie den

Matrixraum erreicht hatte. Es kame ansonsten zur Prozessierung durch die Matrixpeptidase, es sei

denn, dar.. die Erkennungssequenz fOr die Matrixpeptidase oder ihre Schnillstelle in den BO­

Fusionsproteinen von diesem Enzym nicht erreicht werden kann.

Die Prasequenz SU9 fOhrte wahrscheinlich nicht zu einer Steigerung des Imports von BO in die

Mitochondrien von S. pombe. Ein moglicher Grund konnte die im Vergleich zur Untereinheil 9 des

Fo-Teils der ATPase (81 Amlnosauren, VIEBROCK et al., 1982) deutlich gror..ere Lange von BR

(Praform: 262 Aminosauren) sein. Diese Vermutung wird durch die Ergebnisse von CLAROS et al.

(1995) geslOtzl. Sie zeigten, dar.. 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 TeilslOcken AB (Helices A und B: 91 Aminosauren) und CG

(Helices C bis G: 185 Arnlnosauren) mit der coxlV-Signalsequenz in S. pombe exprlmiert. Die

Expression von coxlV-CG und coxlV-AB in S. pombe zeigte wie bereits die Expression von SU9-BOP

und coxIV-BOP nur eine partielie Prozessierung (3.2). Daher kann vom unvoHstandigen Transport der

BO-TeilslOcke in die Mitochondrien ausgegangen werden. Die Regeneration zu BR mit all-trans­

Retinal fOhrte zur Braunfarbunq der Zellen, die nicht erklart werden kann, aber ein Indiz fOr eine

SlOrung der BR-Funktion sein kann. Die Farbveranderung im Vergleich zu ZeHen, die kein BO

exprimieren, zeigt aber auch, dar.. ein Einbau von BO in Membranen stallgefunden hal. L1AO et al.

(1984) konnten TeilsWcke von BR erfolgreich in Liposomen nach Zusatz von all-trans-Retinal zu

funktionalem BR rekonstituieren.

Eine Frage ist, wie BO in die Cytoplasmamembran von S. pombe gelangt, wenn das Protein

uber mitochondriale Signalsequenzen verfDgl. In Eukaryonten werden kernkodierte mitochondriale

Proteine und Proteine der Cytoplasmamembran auf zwei vollig verschiedenen Wegen transportiert.

Kernkodierte mltochoncrlale Protelne werden 1m Cytosol durch frele Ribosomen synthetisiert und

durch eine N-terminale Prasequenz posllranslational ins Mitochondrium dirigiert. Proteine der

Plasmamembran werden dagegen an Ribosomen, die ans Endoplasmatische Retikuium (ER)
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gebunden sind, synthetisiert und cotranslational in die Membran des ER eingebaut. Von dort gelangen

sie ubsr Golgi-Vesikel in die Plasmamembran. Dabei splelen auch N-terminale Signalsequenzen eine

Rolle. Sobald die Signalsequenz bei der Translation das Rlbosom verlilBt, 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 Kompiex aus SRP und

Ribosom wird an das ER geleitet, wo die weltere Translation stattfindet (WALTER et aI., 1984). In

Halobakterien wurde eine 7S-RNA, die ein Teil des SRP sein kann, gefunden. Allerdings haben die

halobakteriellen Membranproteine wie BR ungewiihnlich kurze Signalsequenzen, die anderen

bekannten Signalsequenzen nicht ahneln (GROPP et al., 1992). GROPP et al. diskutieren dennoch

die Relevanz dieser Sequenzen beim Einbau der halobakteriellen Membranproteine in die Cyto­

plasmamembran, da sie eine Assoziation der 7S-RNA mit den Ribosomen und der Plasmamembran

bel der Translation nachweisen konnen. XU et al. (1995) finden allerdings, daB die Prasequenz von

BO nicht fur den Einbau von BO In die Plasmamembran von H. salinarum benotlqt wird. Sie verhindert

nur die Fehlfaltung und die falsche Lokalisation von BO. Die in S. pombe gefundenen SRP

translocieren viele Proteine posttranslational. HILDEBRANDT et al. (1991) fanden keinen Unterschied

im Einbau von BO mit Prilsequenz (BOP) und ohne Prasequenz (BOM) bei der Expression in

S. pombe. BOM exprimierende Zellen zeigten bei der in vivo Regeneration zu BR jedoch eine

schwachere Rotfilrbung als BOP exprlrnlerende 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 Signalsequenz fur den korrekten Einbau von BO in die Plasmamembran verantwortlich.

Die starke Hydrophoblzltat oder ein weiteres internes Signal kiinnten BO In die Plasmamembran

leiten. Diese Signale konnten die N-terminalen Signalsequenzen fur den Import In Mitochondrien in

den verschiedenen BO-Hybridproteinen zum Teil autser Kraft setzen. Es kommt trotz mitochondrialer

Signalsequenzen zum Einbau von BO in die Plasmamembranvon S. pombe.

Um Ursachen fUr den uneffizlenten Import von BO in Mitochondrien von S. pombe finden zu

kiinnen, wurden in vitro Experimente durchgefUhrt (3.3). Diese Experimente werden ubllcherwelse mit

Mitochondrlen von S. cerevisiae durchgefOhrt, es wurde jedoch kelne funktlonale Expression von BO

in S. cerevisiae nachgewiesen (LANG-HINRICHS et aI., 1994). Deshalb wurden die fur Mltochondrien

von S. cerevisiae etablierten Untersuchungsmethoden auf Mitochondrien von S. pombe ubertraqen,

Foigende Kontrollproteine konnten in die Mltochondrien beider Hefen mit glelcher Effizienz importiert

werden: der ADP/ATP Translokator (AAC), die p-Untereinheit der mitochondrialen F,-ATPase (F,P),

und DHFR mit coxlV oder SU9. Damlt wurde gezeigt, daB der in vitro Import in Mltochondrien von

S. pombe und von S. cerevisiae mit den gleichen Parametern und Proteinen rnopllch ist. Dies ist ein

erster Hinweis, dal1 Mitochondrien von S. cerevisiae und S. pombe eine in ihrer Funktionalitilt ahnllche

Protein-Import-Maschinerie besitzen. Die Universalitilt der Importmaschinerien in Mitochondrien

verschiedener Organismen wird von PFANNER et al. (1990) postuliert.

Es kann weder in isolierte Mitochondrien von S. pombe noch von S. cerevtslee ein Import von

BOP mit den Prilsequenzen SU9 oder coxlV oder der BO-TeilslOck-Hybridproteine coxlV-AB und

coxlV-CG gezeigt werden. Dies steht 1m Gegensalz zum zumindest teilweise gelungenen in vivo

Import von coxIV-BOP in Mitochondrien von S.pombe. Allerdings scheint der Import bei allen

Experimenten mit verschiedenen Kontrollproteinen in vitro ineffizienter zu verlaufen als in vivo. So

fanden VAN STEEG et al. (1986), daB 5 % des in S. cerevisiee exprimierten Fusionsproteins,
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bestehend aus Invertase mit N-terminaler Sequenz des mitochondrialen Matrixenzyms Mangan

Superoxid Dismutase, in die Milochondrien importiert wurde. Einen Import in isolierte Mitochondrien

konnten sie nicht nachweisen. DHFR mit derseiben Signalsequenz wurde sowohl in vitro als auch

in vivo importiert. Dies zelgt, wie im Fall der verschiedenen BO-Hybridproteine, dal1die Importeffizienz

nicht nur von der Signalsequenz, sondern auch vom zu transportierenden Protein abhanqt, Proteine

wie die DHFR, die keine sehr stabile Faltung zeigen, sind fUr die mitochondriale Importmaschinerie

leicht zuqanpllch. Proteine, die wie die Invertase teilweise stabil gefaltete Domanen enthalten, oder,

die wie BR aufgrund starker Hydrophobizltat zur Aggregation neigen, konnen nur schwer durch die

mitochondriale Importmaschinerie transportiert werden.

Die Aggregation von coxIV-BOP im Translationsansatz mit Retikulozytenlysat kann aus­

geschlossen werden. Nach Zentifugation von Translatlonsansatzen war fast das gesamte coxIV-BOP

in der losllchen Fraktion zu linden (3.4). Es konnte aber nicht ausgeschlossen werden, dal1 kleinere

Aggregate aus nur wenigen coxIV-BOP MolekOlen voriagen, oder dal1 das Protein im Importansatz

aggregiert.

Denaturierung mil Harnstoff fUhrt zur zumindest teilweisen Entfaltung von Proteinen. Dadurch

kann der Import in isollerte Mitochondrien In einigen Fallen verbessert werden. Harnstoff-Vorbehand­

lung zeigte keinen Einflul1 auf die Importierbarkeit von BO. Moglicherweise wurde BO nicht in

ausreichendem Mal1 von Harnstoff denaturiert. FOr das Fusionsprotein GST-BOS und BO aus

Purpurmembranen konnte gezeigt werden, dal1 eine Soiubilisierung mit Harnstoff nicht mopllch ist

(3.4.2).

Zur Verhinderung von zu frOher und/oder faischer Faltung sind beim mitochondrialen Import

cytosolische Faktoren wle zum Beispiei Chaperone beteiligt (HARTL, NEUPERT, 1990; MURAKAMI,

MORI, 1990; MURAKAMI et aI., 1988; HACHIYA et aI., 1994). Eln Hinweis darauf ist der Befund, dal1

Vorlauferprotelne, die in Weizenkeimextrakt synthetlsiert wurden, mit geringerer Effizienz in

Mltochondrien von S. cerev/siae importiert wurden als Vorlauferprotelne, die in Retikulozytenlysat

synthetisiert wurden (3.3.3). Diese Beobachtung wurde auch von MURAKAMI et al. (1988) gemacht:

Der posttranslationale Import von Delta-Pyrrolin-S-carboxylat Dehydrogenase, welche in Welzen­

keimextrakt synthetisiert wurde, war vernachlasslqbar gering. Erst der Zusatz eines Hefeextrakts

fOhrte zu signiflkantem Import. PFANNER und NEUPERT (1987) zeigten, dal1 fUr den effizienten

Import von MC Komponenten des Retikulozytenlysats notig sind.

Es konnte fUr den Import des sehr hydrophoben BO die Menge an vorhandenen Cofaktoren irn

Retikulozytenlysat nicht ausreichen. Daher wurde der in vitro Import mit weilerem Zusatz von

Retikulozytenlysat und Zusatz des Chaperons DnaK (E.CO/I) durchgefUhrt. Der Import von F,p 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,p jedoch nicht. Import von BO in isolierte Mitochondrien konnte weder durch ErhOhung der Menge

an Retikulozytenlysat 1m Importansatz noch durch Zusatz von DnaK nachgewiesen werden. Dies

zeigt, dal1 vermutlich die Menge an Hsp70-Chaperon und anderen Faktoren aus dem

Retikulozytenlysat hier fUr den Import nicht limitierend ist.

Moglicherweise wurde BO in die Mitochondrien transportiert, konnte aber nicht in die innere

Mitochondrienmembran eingebaut werden. Eine Ursache dafUr konnte die Verwendung von

Mitochondrien aus Wildtyp-Hefestammen, die bei fOr die Atmung optimalen Bedingungen kultiviert
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wurden, sein. Unter dlesen Voraussetzungen sollte die innere Mitochondrienmembran die maxlmale

Menge der Komponenten der Atmungsketle beinhalten. TZAGlOFF (1982) gibt fOr Rinderherz­

Mitochondrlen an, daB etwa 15-20 % der Masse dieser Mitochondrien aus Cytochrom c-Oxidase

besteht. So ist es vorstellbar, daB die Proteindichte in der inneren Mitochondrienmembran fOr einen

effizienten Einbau von BO zu hoch ist. Wird aber BO nicht eingebaut, wird es vermutllch in der

mitochondrialen Matrix von Proteasen abgebaut (personllche Kommunikation mit T. D. Fox).

Vorstellbar ist auch, daB BO importiert wird, aber in der Matrix keine Wechselwirkung mit

mitochondrialem Chaperonin eingehen kann. Mitochondriales Hsp60 soli bei der Faitung

mitochondriaier Proteine eine Rolle spielen (1.1.2). In Versuchen zur Interaktion gereinigter

Purpurmembran und GST-BOS mit dem kauflichen Chaperonin-System GroEUGroES konnte gezeigt

werden, daB mehr denaturiertes BO nach VerdUnnen in Chaperonin-haltigem Puffer in l.osunq blieb

als nach VerdUnnen in Puffer ohne Chaperonln (3.4). Zusatz von GroEl, GroES und ATP 1m

VerdUnnungspuffer fOhrt zu gesteigerter Losllchkelt von BO. Daraus kann geschlossen werden, daB

BO Immer wieder von GroEl gebunden wird, da es ohne L1pidzusatz keine native Faltung einnehmen

kann, oder daB es entgegen dem generellen Mechanismus GroEl nicht verlatst. BO hatte nach Zusatz

von GroEl, GroES und ATP auch unlosllch und somit prazlpltlerbar werden konnen, wenn es den

GroEl-Kafig veriassen hatte und nicht erneut gebunden worden ware. Mit dem gewahlten einfachen

Versuchsansatz konnte nlcht nachgewiesen werden, ob BO im Inneren des GroEl-Kafigs (spezifische

Wechselwirkung) oder autsen am GroEl-Komplex (unspezifische Wechselwirkung) assoziiert war. So

kann nur vermutet werden, daB BO in der mitochondrialen Matrix mit den vorhandenen Chaperoninen

in Wechselwirkung treten kann.

Wenn die Wechselwirkung zwischen BO und GroEl spezifisch ware, ware dies ein erster

Nachweis elner Wechselwirkung eines cytoplasmatischen universellen Chaperon-Systems mit einem

Membranprotein. HIGH und lAIRD (1996) diskutieren, daB eine Relhe von Chaperonen des

Endoplasmatischen Retikulums mit lumenalen Teilen von Membranproteinen interagieren. Sie

zweifeln aber das Vorhandensein elner Wechselwlrkung zwischen cytoplasmalischen Chaperonen

und Membranprotelnen an. 1m Gegensatz zu ihrer Vorstellung, daB kelne fOr Membranproteine

spezifischen Chaperone vorstellbar sind, mehren slch inzwlschen Hinweise auf sehr spezifische

Chaperone fOr die Faltung und Assemblierung einzelner Membranproteine und Membranprotein­

komplexe (personliche Kommunikation mit H. PIUcken, Heinrlch-Helne-Unlversltat DUsseldorf).

Der Einbau von BO in Membranen kann in zwei Schritle unterteilt werden (ClADERA et aI.,

1996; BOOTH et aI., 1996). 1m ersten Schrltl werden die helikalen Bereiche von BO in der Membran

gebildet. 1m zweiten Schritl kommt es unter Einbauvon all-frans-Retinal zur Interaktlon der Helices zur

funktionalen BR-Struktur. Retinal ist laut ClADERA et al. und BOOTH et al. nicht an der Bildung der

Sekundarstruktur von BR sondern an der Bildung der nativen Tertiarstruktur beteiiigt. Da

rnoqllcherwelse belm in vltro Import in Mitochondrien der EinfluB des Retinals zum Einbau in die

innere Mitochondrienmembran fehlt, wurden auch Ansatze mit Zugabe von all-frans-Retinal

durchgefOhrt. Retinal zeigte jedoch keinen nachweisbaren EinfluB auf den Import von coxIV-BOP in

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

Der Import des sehr hydrophoben Membranproteins BO durch die mitochondrialen Membranen ist

offensichtlich problematisch (4.1). Da sehr hydrophobe mitochondriale Proteine in S. cerevisiae in der

mitochondrlalen Matrix exprimlert werden (MC MULLIN, FOX, 1993), sollte auch BO in der

mitochondrialen Matrix exprimiert werden. Von dort ware zur Ziellokalisalion in der inneren

Mitochondrienmembran kein Transport Oberandere Membranen netig.

Um BO in Mitochondrien von S. cerevisiae exprimieren zu konnen, wurde ein neues BO-Gen,

mtbos, mit dem mitochondrialen genetischen Code dieser Hefe hergestellt (3.5.1, 7.1). Die Hauflpkelt,

mit der ein Codon in den mitochondrialen Genen vorkommt, fand bei der Herstellung des Gens kelne

BerOcksichtigung. Um zu verhindern, daB es bei faischer Lokalisation des mtbos-Gens in den Kern

von S. cerevisiae zur Translation kommt, wurden in der Mitte des Gens zwei TGA-Codons eingefOhrt.

TGA steht im mitochondrialen Code fOr Tryptophan und lrn universellen Code fOr Kettenabbruch. Das

fertige Gen mtbos codiert in den Mltochondrien von S. cerevisiae fOr die reife BO-Form.

Das mtbos-Gen wurde erolgreich in Mitochondrien von S. cerevisiae durch .Blollstlsche

Transformation" eingefOhrt. Es konnte durch Testpaarungen, PCR und Southernblotanalyse gezeigt

werden, daB es an die Stelle des oxi-2-Gens fOr die Untereinheit 111 der Cytochrom c-Oxldase (COX3)

in ein vollstandiges mitochondriales Genom inseriert ist (3.5.4 und 3.5.3).

Der nachste Schritt war der Nachweis, daB mtbos in den Mitochondrien von S. cerevisiae
transkribiert wird. Durch Northernblotanalyse (3.5.5) konnte elne mtbos-spezifische mRNA von etwa

3.000 Nukleotiden Lange nachgewiesen werden. Das mtbos-Gen hat aber nur eine Lange von etwa

760 Nukleotiden. Die Diskrepanz zwischen der RNA-Lange und der Lange von mtbos laBt sich durch

die mitochondrialen Transkriptionsereignisse erklaren, Die mitochondriale Transkription verlautt in

zwelf Transkriptionseinheiten (DIECKMANN, STAPLES, 1994). Das erste Transkriptionsprodukt der

Transkriptionseinheit um das oxi-2-Gen enthalt neben der codierenden Sequenz des oxi-2-Gens

(809 bp) die Sequenzen fOr die tRNA-MolekOie fOr Phenylalanin und Valin am 5'-Ende und ein offenes

Leseraster am 3'-Ende (Abb. 30).

ORF2COX3

IS b Ie-. ------'LLL-JJl-----J,---

lkb

Abb. 30: Die Transkriptionseinheit mit dem oxi-2-Gen
F: tRNA fOr Phenyialanin, V: tRNA fOr Valin, COX3: codierende Sequenz des oxi-2-Gens,
ORF2: offenes Leseraster. Oer 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 tRNA fUrValin und der COX3-Sequenz bei -614 oder -489 schneidet. Die fertige COX3­

mRNA hat eine Lange von etwa 3.000 Nukleotiden (DIECKMANN, STAPLES, 1994). Ersetzt man

oxi-2 (codierend fur COX3) durch mtbos ergibt sich eine Differenz in der RNA-Lange von etwa

150 Nukleotiden, somit hat die prozessierte mtbos-mRNA eine Lange von etwa 2.850 Nukleotiden.

Der Vergieich dieser Lange mit der aus der Northernblotanalyse bestimmten Lange von etwa

3.000 Nukleotiden (3.5.5) ergibt elne gute Obereinstimmung.

Damit sind aile Voraussetzungen fur elne erfolgrelche Translation gegeben. Die Zellen zur

Isolierung der Mitochondrien zum Nachweis der BO-Genexpression wurden unter optimalen

Bedingungen fUr die oxi-2-Genexpression (starke DurchlOftung und Galaktose als KohlenstoffqueJle)

angezogen (MARYKWAS, FOX, 1989). Bei der Regulation der Translation der COX3 mRNA schelnt

PET494 als Iimitierender Faktor zu fungieren. Die Expression von PET494 wird Ober die Sauerstoff­

zufuhr und die Art der Kohlenstoffquelle regullert. Die Regulation Ober Sauerstoff erfolgt auf

Translationsebene. Unter anaeroben Wachstumsbedingungen, wird nur ein FOnftel der PET494­

Menge exprimiert, wie sie unter aeroben Wachstumsbedingungen zu finden ist. Ole Regulation Ober

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 kennan zur Verdopplung der Expression von PET494 fOhren.

Trotz der optimalen Bedingungen konnte in der Westernblotanalyse kein BO nachgewiesen

werden (3.5.6), obwohl 500 ~g Protein isollerter Mitochondrien eingesetzt wurde. 15-20 % der Masse

von Rinderherz-Mitochondrien besteht aus Cytochrom c-Oxldase (TZAGOLOFF, 1982). Selbst wenn

man nur ein Zehntel der Masse der Cytochrom c-Oxidase fur COX3 ansetzt, und wenn man eine

Verunreinigung der fOr die Westernblotanalyse eingesetzten Mitochondrien von 95 % zugrunde legt,

waren 2,5 ~g BO in 500 ~g Protein isollerter Mitochondrien zu erwarten. Die Nachweisgrenze in der

Westernblotanalyse lag bei 10 ng BO. Somit muts von einer aur..erst geringen oder sogar keiner

Translation von BO in Mitochondrien von S. cerevisiae ausgegangen werden.

Bei einem analog angelegten Experiment zur Expression eines 16sllchen Proteins (Arg8m
) in

Mitochondrien von S. cerevisiae konnte das Protein in 8 ~g einer GesamtzeJlextraktion nachgewiesen

werden, also wesentllch weniger mitochondrialem Protein als zum Nachweis von BO eingesetzt wurde

(STEELE et aI., 1996). Auch die Expression des "Green Fluorescent Protein" (GFP), einem 16sllchen

Protein aus Aequorea victoria, gelang in diesem Geniocus (pers6nllche Kommunikatlon mit T. D. Fox,

Cornell University, Ithaca, U.S.A.). Das Arg8m-Gen und das GFP-Gen waren optimal an den gene­

tischen Code der Mitochondrien von S. cerevisiae anqepalst. Dagegen enthielt mtbos zahlreiche im

mitochondrialen Code seiten genutzte Tripletts. Dies konnte bei der Translation der mtbos-mRNA zu

frOhzeitigem Kettenabbruch fUhren. Da zum BO-Nachweis ein gegen den C-Terminus von BO

gerichteter Antik6rper genutzt wurde, konnen die Produkte dieser KettenabbrOche nicht detektiert

werden.

Eine weitere Erklarung fUr den Mangel an BO in den Mitochondrien konnte ein schneller Abbau

des neu synthetisierten BO sein, wenn der Import in die innere Mitochondrienmembran nicht

stattfinden kann. Das mtbos-Gen enthalt nicht die eigene Prasequsnz. Die Prasequenz von BO
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konnte als Exportsignal fur den Transport des Proteins zur Membran und den Einbau in dieselbe

dlenen. Allerdings wurden keine Sequenzhomologien zu anderen prokaryotischen oder eukaryo­

tischen Signalsequenzen getunden (XU et aI., 1995). XU et al. finden, dar.. die Prasequenz von BO in

H. salinarum essentiell fur die mRNA-Stabilitat und Ribosomenbindung an die BO-mRNA in

H. safinarum lst. EinfUhren einer neuen Ribosomenbindestelle im BO-Gen fuhrt zwar zur Stabillslerung

der BO-mRNA, jedoch ist dlese nicht so effizient wie bei BO mit eigener Prassquenz. Das ohne

Prasequenz synthetisierte BO wird aber korrekt in die Plasmamembran von H. salinarum eingebaul.

Zu Beginn der exponentiellen Wachstumsphase von S. pombe Zellen werden bel Expression von

BOM geringere BO-Mengen detektiert ais im Verglelchsexperiment mit BOP exprlmierenden Zellen

(HILDEBRANDT et al., 1991). Dieser Unterschied in der BO Expression tritt in der mittleren

exponentiellen Wachstumsphase nicht mehr auf. Die BOM exprlmlerenden Zellen zeigen bei der in

vivo Regeneration mit all-trans-Retinal elne schwachere Farbung ais BOP exprimierende Zellen.

BAUER et al. (1992) finden kelnen Unterschied belm Elnbau von in vitro hergestelltem BOP oder BOM

in Hundepankreas-Mlkrosomen. Die von XU et al., HILDEBRANDT et al. und BAUER et al.

aufgefUhrten Daten deuten darauf hin, dar.. die BO-Prasequenz sowohl 1m heterologen System als

auch im homologen System keinen entscheldenden Einflur.. auf den Elnbau von BO in Membranen

hal.

Einen weiteren Hlnweis, dar.. die BO eigene Prasequenz beim Einbau von BO In die innere

Mitochondrienmembran keine Rolle splelt, llefem neuere Oberlegungen zum Einbau der Unter­

einhelt III der Cytochrom c-Oxldase (COX3), an deren Stelle das BO-Gen exprimiert wird, in die Innere

Mitochondrienmembran von S. cerevisiae. Es wurde gezeigt, dafs der Translationskomplex aus

nuklear kodierten Translationsfaktoren, einem mitochondrialen Ribosom und der COX3-mRNA an der

inneren Mitochondrienmembran assoziiert ist (BROWN et al., 1994, Abb. 31). Daher wlrd vermutet,

dar.. diese Assoziation mit der inneren Mitochondrienmembran in kausalem Zusammenhang zum

korrekten Elnbau von COX3 in die Membran stehl.

innere
Mitochondrienmembran

coxlll mRNA

Abb.31: Hypothetisches Modell zum Translationskomplex mit der coxlll mRNA (BROWN et al.,
1994). Die Zahlen markleren die drei an der Translation der coxlll-mRNA beteillgten
nuklear codierten Pet-Proteine.
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M6glicherweise handelt es sich beim Einbau des neu synthetisierten COX3 um ein so spezifisches

System, daB das fremde Membranprotein BO von dieser Maschinerie nicht akzeptiert wird und, wenn

es in der Matrix vorliegt, von der mitochondrialen Proteinabbaumaschinerie erfarst wird. L6sliche

Proteine wie ArgSm und GFP k6nnen 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 ware die

Expression im mltochondrialen Genlocus der Untereinhelt II der Cytochrom c-Oxidase (COX2). COX2

wird als Vorlauter mit einer N-terminalen Signalsequenz zum Export in die innere Mitochondrien­

membran synthetisiert. Deletion dieser Signalsequenz fuhrt zu fehlendem Import in die innere

Mitochondrienmembran. COX2 bleibt in der Matrix und wird schnell abgebaut (TORELLO et al., 1997).

Ein weiterer Punkt, der fur 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 lokalislert ist. BO sollte so In

die innere Mitochondrienmembran eingebaut werden, dats der N-Terminus im Intermembranraum

lokalisiert ist. Denn in diesem Fall wOrde funktionales BR elnen fUr die mltochondriale ATPase

nutzbaren Protonengradienten aufbauen k6nnen.

Diese AusfUhrungen zeigen neue Ansatzpunkte zur Expression von BO in Mltochondrien von

S. cerevisiae auf. Das mtbos-Gen kann dahingehend optimiert werden, daB am 5'-Ende die Sequenz

fur die BO-Prasequenz elngefUhrt wird. Wenn auch die Rolle der BO-eigenen Prasequenz bei der

Integration in Membranen in Frage steht, so k6nnte sie doch fur eine spatere Regeneration von BO zu

funkionalem BR eine Rolle spielen. Der Austausch von im mitochondrialen genetischen Code selten

genutzten Tripletls gegen haufig verwendete Tripletls ware ein welterer Schritl zur Optimierung von

mtbos. Des Weiteren kann versucht werden, mtbos im COX2-Genlocus zu exprimieren.
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Bacterioopsin (BO) wurde ais Fusion mil der milochondrialen Signaisequenz der Untereinheit IV der

Cytochrom c-Oxidase (coxIV) In S. pombe exprimiert. Nur ein Teil des exprimierten Proteins wurde in

die Mitochondrien importiert. Der gror..te Teil wurde in die Cyloplasmamembran eingebaut

(HOFFMANN et al., 1994).

In dieser Arbeit wurde in einem analog angelegten Ansatz BO mit der mitochondrialen

Signalsequenz der Untereinheil 9 der ATPase aus Neurospora crassa (SU9) exprimlert. Diese als fOr

milochondriaien Import besonders effizient geltende Signalsequenz fOhrte nicht zur Steigerung des

BO-Imports. Ebenso erfolglos war der Versuch, den Import von BO zu steigern, indem das Protein in

zwei Teilstocken (Helices A und B und Helices C-G), die N-terminal mit coxiV verknupft wurden, in

S. pombe exprlmlert wurde.

In Experlmenten zum Import in isolierte Milochondrien von S. pombe und S. cerevisiae konnte

kein Import von coxIV-BO, SU9BO, coxlVAB und coxlVCG nachgewiesen werden. Verschiedene

Kontrollproteine wurden dagegen effizient In die Milochondrien beider Hefen importiert. Auch nach

Zusatz von DnaK oder Retikulozytenlysat -Komponenten, deren positlver Einftur.. auf die

Importierbarkeit von Proteinen in Mitochondrien berelts gezeigt wurde--- konnte kein Import von

coxlVBO nachgewlesen werden. Durch Vorbehandlung mit Harnstoff kann die Importierbarkelt von

Vorlauferproteinen gesteigert werden. So behandeites coxlVBO konnte nicht importiert werden. Da

all-trans-Retlnal einen Elnflur.. auf den Einbau von BO in Membranen haben konnte, wurde coxlVBO

auch in Anwesenheit von Retinal im Importansatz elngesetzt. Es erfolgte kein Import von coxlVBO.

Ais moglicher Grund fOr die schlechte Importierbarkeit von BO in Hefemitochondrien wird die

starke Hydrophoblzltat des Proteins oder Fehlen einer fur den Import wichtigen Wechselwirkung von

BO mit Komponenten, die die Aggregation von Proteinen verhindern, dlskutlert.

In Versuchen mit kaufllchem 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. A1lerdings kann keine Aussage

uber die Spezltltat dieser Wechselwirkung getroffen werden.

Zur Expression von BO im Zielkompartiment, den Milochondrien von S. cerevisiae, wurde ein

dem genetischen Code der Mitochondrien angepar..tes Gen fOr das reife BO hergestellt (mtbos).

Dieses Gen wurde uber Biolislische Transformation in die Mitochondrien transformiert und uber

homologe Rekombination in ein vollstandlqes mitochondriales Genom an Stelle des Gens fOr die

Untereinheit III der Cytochrom c-Oxidase integriert. Die Transkription dieses Gens konnte nach­

gewiesen werden. Es konnte aber kein BO in Isolierten Mitochondrien nachgewlesen werden. Ole

Expression eines fremden Membranproteins In Mitochondrien ist bislang nicht beschrieben.

Ais rnoqllche Grande dafOr, dar.. kein oder sehr wenig BO in den Mitochondrien von

S. cerevisiae exprimiert wurde, wird das Fehlen der BO-eigenen Prasequenz und die hohe Anzahl von

irn mitochondrialen genetlschen Code selten genutzter Tripletts In mtbos diskutiert. Eine weitere

Moglichkeit ist, dar.. die Maschinerie zum Einbau mitochondrialer Membranproteine BO nicht erkennt,

so dar.. das Protein abgebaut wird.
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Diese Arbeit hat gezeigt, dall. der in vivo und in vitro Import von wasserlosllchen und schwach

hydrophoben Proteinen in Hefemitochondrien schon fast Routine geworden ist. DemgegenUber ist der

Import und Einbau sehr hydrophober Membranproteine weiterhin unverstanden und eine Heraus­

forderung fUr zukUnftige Experimente zum Verstandnls der mitochondrialen Importmechanismen.

Es ist jedoch moglich, dall. der fUr Mitochondrien existierende Importmechanismus nicht fur sehr

hydrophobe Membranproteine geeignet ist. Solche Proteine werden in den Mitochondrien selbst

synthetisiert und in die Membranen eingebaut. Die dabei wlrksamen Mechanismen sind jedoch auch

noch nicht verstanden.
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7.1 Cas mtbos-Gen
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1. Zeile: Lage der Mutageneseprimer

2. Zeile: DNA-Sequenz. im Vergleich zur bos-Sequenz geanderte Nukleotide sind in GroBbuchstaben

angegeben

3. Zeile: Aminosauresequenz

4. Zeile: Lage einiger ausgewahller Restriktionsschnittstellen

MTBOSl
) )

AGT AGA CAA gee eag att act ggt egT eet gaa tgg att tgg tta get tta
ser arg gIn ala gIn He thr gly arg pro glu trp He trp leu ala leu
t
AeeI

MTBOS2
E (

ggt act get tta atg ggt tta gge act Ttg tae ttt Ttg gte aag ggt atg
gly thr ala leu met gly leu gly thr leu tyr phe leu val lys gly met

gga gte teg gat eea gat get aag aaa tte tat get att act ace tta gtt
gly val ser asp pro asp ala lys lys phe tyr ala ile thr thr leu val

t
BamHI

MTBOS3
E

eet get att geg tte act atg tat TtA tet atg tta tta ggt tae ggt Ttg
pro ala He ala phe thr met tyr leu ser met leu leu gly tyr gly leu
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,
atg att ggt act gge tta gta ggt gee tta act aag gtt tat teg tat Aga
met He gly thr gly leu val gly ala leu thr lys val tyr ser tyr arg

MTBOS6

l
ttt gte tgA tgA get att tet act get gea atg ttg tat ate ttg tat gte
phe val trp trp ala He ser thr ala ala met leu tyr ile leu tyr val

ttg tte tte gga tte act tet aaa get gaa age atg egt eet gag gte geg
leu phe phe gly phe thr ser lys ala glu ser met arg pro glu val ala

t
SphI

age act tte aag gte tta egt aat gtt act gtt gte tta tgg tet get tat
ser thr phe lys val leu arg asn val thr val val leu trp ser ala tyr

,
eet gtt gte tgg tta att ggt tee gag gga gee ggt att gtg eet tta aae
pro val val trp leu ile gly ser glu gly ala gly ile val pro leu asn

MTBOS7

l >
att gaa act Ttg Ttg tte atg gte tta gat gte tet get aag gtt gga tte
He glu thr leu leu phe met val leu asp val ser ala lys val gly phe

MTBOS8

l
ggt Ttg att Ttg ttg egT tet Aga gea att tte gge gag geg gag geg eeg
gly leu ile leu leu arg ser arg ala He phe gly glu ala glu ala pro

MTBOS9
( (

gag eeg teg geg gge gae gge gea geg geg aeg tea gae tAa GGA TCC CG
glu pro ser ala gly asp gly ala ala ala thr ser asp oeh

r
BamHI
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7.2 AbkOrzungen

Aminosauren wurden mit dem Drei-Buchstaben-Code abgekUrzt.

a

A

MC

Abb.

Ade

ADP

ATP

BO

bp

BR

BSA

bzw.

C

C-

·C

coxlV

D

DHFR

DNA

DTT

E. coli

EDTA

F,P
9

G

Gal

Glyc

GST

h

H. salinarum

Hsp

I

M

min

Insertion

Deletion

anti

Ampere

ADP/ATP-Translokator

Abbildung

Adenin

Adenosinmonophosphat

Adenosintriphosphat

Bacterioopsin

Basenpaare

Bacteriorhodopsin

Rinderserumalbumin

beziehungsweise

Cytosin

Carboxy-

Grad Celsius

mit Prasequenz der Untereinheit IV der Cytochrom-c-Oxidase

Dextrose (englisch fur Glukose), Dalton

Dihydrofolat Reduktase

Desoxyribonucleinsaure

Dithiothreitol

Escherichia coli

N,N-Ethylendiaminotetraessigsaure

p-Untereinhelt der mitochondrialen F,-ATPase

Gramm, Erdbeschleunigung

Guanin

Galaktose

Glycerin

GIutathion-S-Transferase

Stun de

Ha/obacterium salinarum

Hitzeschockprotein

Liter

Molar

Minute
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MOPS

MRGS6His

mRNA

N-

OD

PCR

PVDF

Raf

RNA

S. cerevisiae

SDS

sek

S.pombe

SU9

T

Tab.

TCA

TEMED

Tris

u

Upm

UV

V

v/v

w/v

x

z. B.

ANHANG

y Morphoiino-propansulfonsaure

Aminosaureabfolge: Methionln, Arginin, Glycin, Serin und sechs Histidine

Boten-Rlbonuclelnsaure

Amino-

OptischeDichte

Polymerase-Ketlenreaktion

Polyvinyiidendifluorld

Raffinose

Ribonucleinsaure

Saccharomyces cerevisiae

Natriumdodecyisulfat

Sekunde

Schizosaccharomyces pombe

mit Prasequenz der Untereinheit 9 der mitochondrialen F,-ATPase

Thymin

Tabeiie

Trichloressigsaure

N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin

Tris(hydroxymethyl)aminomethan

unit (Einheit der Enzymaktivitat)

Umdrehungen pro Minute

Ultravioletl

Volt

Volumenanteil

Masse pro Volumen

mal

zum Beispiel
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