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EINLEITUNG

1. Einleitung

1.1 Hefe als Modellorganismus fiir die Biogenese der Mitochondrien

Die Béckerhefe Saccharomyces cerevisiae ist ein einzelliger Eukaryont. Die Vermehrung der
Hefezellen erfolgt entweder vegetativ durch Knospung oder geschlechtlich durch das
Verschmelzen zweier haploider Zellen der Paarungstypen a und o zu einer diploiden Zygote.
Die diploide Zygote bildet durch Knospung wiederum diploide Tochterzellen oder erzeugt
nach einer Meiose vier Ascosporen, die zu haploiden Zellen beider Paarungstypen
auswachsen.

Freilebende haploide Hefezellen sind in der Lage, ihren Paarungstyp autonom zu wechseln
und bilden dadurch bevorzugt diploide Zellen. Bei den im Labor verwendeten Zellen ist der
Genort, der fiir einen solchen Paarungstypwechsel verantwortlich ist, ausgeschaltet. Dadurch
wird gewihrleistet, dass die Zellen eine stabile Haploidie besitzen.

Fiir den Einsatz von Hefe in der Molekulargenetik sind vor allem die haploiden Zellen von

Bedeutung, da bei diesen Zellen rezessive Genmutationen phianotypisch exprimiert werden.

Hefezellen sind in fliissigen Kulturen oder auf Agarplatten leicht zu kultivieren. Mit einer
Generationszeit von ca. 2 Stunden vermehren sich die Organismen relativ schnell.

Die Hefe ist ein fakultativ anaerober Organismus, Hefezellen sind deshalb befahigt, Glukose
zu Alkohol zu vergdren. Hefe eignet sich besonders gut fiir die Untersuchung der an der
mitochondrialen Atmung beteiligten Proteine, da Zellen mit einem Atmungsdefekt zwar nicht
in der Lage sind, auf Medien zu wachsen, die unfermentierbare Kohlenstoffquellen wie
Glycerin oder Ethanol enthalten, jedoch auf Glukosemedium wachsen konnen.

Hefe war der erste eukaryotische Organismus, dessen Genom vollstindig durchsequenziert
wurde (DUJON 1996).

Die Biogenese der Mitochondrien wurde bei der Hefe besonders gut analysiert. Dieses ist
darauf zuriickzufiihren, dass molekularbiologische Techniken, wie Transformation der Zellen
und eine gezielte Gendisruption es ermdglichen, Mutanten einfach zu isolieren.

Funktion und Aufbau der Mitochondrien sind in allen Organismen weitgehend gleich und
auch der Import von Proteinen in Mitochondrien aus verschiedenen Organismen lauft
vergleichbar ab. So kann ein Protein mit einer mitochondrialen Leitsequenz der Hefe in

pflanzliche Mitochondrien importiert werden (SCHMITZ UND LONSDALE 1989). Einige
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mitochondriale Proteine der Pflanze, wie z.B. das Protein Oxal, wurden durch eine

funktionelle Komplementation von Hefe Mutanten identifiziert (HAMEL et al. 1997).

1.2 Funktion und Aufbau der Mitochondrien

Mitochondrien sind Organellen eukaryotischer Zellen. Thre Hauptfunktion besteht in der
Bereitstellung von Energie- und Reduktionsdquivalenten fiir die Zelle, die durch den
Citratzyklus und die mitochondriale Atmungskette in Form von ATP und NADH gebildet
werden.

Die Mitochondrien sind im Cytoplasma der Zelle lokalisiert und werden von zwei
Membranen umschlossen. Daraus ergeben sich vier mitochondriale Kompartimente: Die
dussere (OM) und die innere mitochondriale Membran (IM), der Intermembranraum (IMS)
und die Matrix (M). Die innere Membran ist stark eingefaltet und bildet sogenannte Cristae.
Die IM ist Sitz der Atmungskettenkomplexe.

Mitochondrien besitzen in der Matrix mehrere zumeist ringformige DNA Molekiile, die Gene
fiir einige mitochondriale Proteine enthalten. Die Gro3en der DNA Molekiile und die Zahl der

darauf kodierten Gene variieren stark von Organismus zu Organismus.

Die mitochondriale Atmungskette in der inneren mitochondrialen Membran besteht bei
nahezu allen Organismen aus fiinf Proteinkomplexen.

Komplex I, die NADH-Ubichinon-Reduktase, besitzt Flavinmononucleotid (FMN) als
prosthetische Gruppe und besteht aus Eisen/Schwefel Proteinen. Der Komplex reduziert
NADH; und iibertrdgt dabei zwei H" Tonen auf FMN. Vom FMNH, wird Ubichinon zu
Ubihydrochinon reduziert. In der Hefe Saccharomyces cerevisiae ist der Komplex I nicht
vorhanden (SCHAGGER 2002, GRIVELL 1995).

Komplex II der Atmungskette, die Succinat-Ubichinon-Reduktase, ist als Dimer katalytisch
aktiv (ROBINSON UND LEMIRE 1995, SCHAGGER 2002, SCHAGGER UND PFEIFFER 2000). Der
Komplex reduziert das im Citratzyklus anfallende Succinat und iibertrdgt die Elektronen iiber
Flavin-Adenin-Dinucleotid (FAD) und einen Eisen/Schwefel Cluster auf das Ubichinon.
Komplex III, die Ubichinon-Cytochrome ¢ Reduktase, wird auch als bc; Komplex bezeichnet
(TzAGOLOFF 1995). Dieser Komplex liegt als Dimer vor, jedes Monomer besteht aus
mehreren Untereinheiten (SCHAGGER UND JAGOW 1991, SCHAGGER UND PFEIFFER 2000,
SCHAGGER 2002, TRUMPOWER 1990). Komplex III enthélt zwei Cytochrome vom Typ b,

einen Eisen/Schwefel Cluster und Cytochrom c¢;. Er reduziert Ubihydrochinon und oxidiert

2



EINLEITUNG

Cytochrom ¢, welches wiederum die Elektronen auf den Komplex IV iibertragt. Komplex III
transportiert Protonen aus der Matrix iiber die innere Membran in den IMS und trigt damit
zum Aufbau eines Membranpotentials tiber der IM bei.

Komplex IV, die Cytochrom ¢ Oxidase, katalysiert die Ubertragung der Elektronen vom
Cytochrom ¢ auf molekularen Sauerstoff. Wie vom Komplex III werden auch dabei Protonen
iiber die IM in den IMS transportiert (BABCOCK UND WIKSTROM 1992).

Komplex IV der Hefe besteht aus 11 Untereinheiten (GEIER et al. 1995, SCHAGGER UND
PFEIFFER 2000). Drei dieser Untereinheiten, Cox1, Cox2 und Cox3 sind mitochondrial
kodiert, die Gene aller anderen Untereinheiten sind im Zellkern lokalisiert (BONITZ et al.
1980, CorUZZI UND TZAGOLOFF 1979, FOX 1979, THALENFELD UND TZAGOLOFF 1980). Die
drei groBen mitochondrial kodierten Untereinheiten bilden das katalytische Zentrum des
Enzyms (CAPALDI 1990). Cox1 enthidlt Him a, Him a3 und Cug, Cox2 enthilt Cua und bildet
im Komplex den Bindungspartner fiir Cytochrom ¢ (CAPALDI 1990, IWATA et al. 1995,
TSUKIHARA et al. 1996).

Wie bereits erwédhnt, werden wihrend des Transportes der Elektronen entlang der
Atmungskette von einigen Komplexen Protonen aus der Matrix in den IMS transportiert und
dabei ein Membranpotential (AY) iiber der Membran aufgebaut. Bei der oxidativen
Phosphorylierung wird die Energie, die in diesem Protonengradienten enthalten ist, zur
Synthese von ATP aus ADP und anorganischem Phosphat verwendet. Die Bildung des ATP
wird von der ATP-Synthase (Komplex V) katalysiert (LAW et al. 1995). Der Komplex besteht
aus insgesamt 11 Untereinheiten (LAW et al. 1995) und kann in drei funktionelle
Subkomplexe unterteilt werden: Der hydrophile katalytische F; Sektor ist iiber den Fy Sektor
mit der IM verankert. Der Fy Sektor stellt den Protonenkanal in der Membran dar (MACINO
UND TZAGOLOFF 1980). Dieser Subkomplex besteht aus den drei hydrophoben Untereinheiten
6, 8 und 9. Den dritten Subkomplex stellt der Fo Sektor dar. Dieser Komplex koppelt
funktionell die beiden anderen Subkomplexe (LAW et al. 1995).

Insgesamt bestehen die fiinf Komplexe der mitochondrialen Atmungskette aus ungefahr 80
Proteinuntereinheiten, von denen etwa 15 mitochondrial kodiert sind. Die Gene aller anderen
Untereinheiten sind im Zellkern lokalisiert.

Bei den verschiedenen Organismen weicht die Protein Zusammensetzung der Atmungsketten

Komplexe voneinander ab.
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1.3 Entwicklung von Mitochondrien

Der seriellen Endosymbiontentheorie geméil, einer Erweiterung der von MARGULIS 1970
formulierten Endosymbiontentheorie, stammen Mitochondrien phylogenetisch von
Bakterienzellen ab (TAYLOR 1974). Diese Bakterien wurden von einer sehr urspriinglichen
Wirtszelle, die eventuell bereits einen Zellkern und ein Cytoskelett enthielt, umschlossen und
aufgenommen (LANG et al. 1999, GRAY et al. 1999). Eine solche amitochondriale Wirtszelle
kann aus den Archebakterien entstanden sein (GRAY et al. 1999).

Auf der Suche nach dem Ursprung der Mitochondrien fiihrten Sequenzvergleiche von
mitochondrialen und bakteriellen Genomen zu der Gruppe der o-Proteobakterien. Diese sind
durch Rickettsia prowazekii charakterisiert, dessen Genom zu den meisten der bisher
sequenzierten mitochondrialen Genomen die grosste Homologie aufweist (GRAY et al. 1999,
LANG et al. 1999).

Im Verlauf der Phylogenese eukaryotischer Zellen bildete sich eine symbiontische Beziehung
zwischen dem o-Proteobakterium und der Wirtszelle aus. Eine anschliessend einsetzende
selektive Reduktion des bakteriellen Genoms fiihrte dazu, dass das endosymbiontische
Bakterium seine Autonomie verlor (GRAY et al. 1999, LANG et al. 1999).

Die serielle Endosymbiontentheorie kann nicht erkldren, warum die Gene fiir typische
mitochondriale Proteine, wie z.B. Chaperonine, im Zellkern amitochondrialer Archezoa
gefunden wurden (GRAY et al. 1999). Solche mitochondrialen Proteine kommen auch in
Hydrogenosomen vor, ein Zellorganell, das auf anaerobem Weg ATP zu produzieren vermag.
Das reduzierte Endprodukt des Energiemetabolismus der Archezoa stellt Wasserstoff dar.
Dieser Befund deutet darauf hin, dass die rezenten amitochondrialen Eukaryoten einst
Mitochondrien besessen haben kdnnten, diese nachtriaglich aber wieder verloren gegangen
sind (GRAY et al. 1999). Hydrogenosomen und Mitochondrien scheinen gleichen Ursprungs

Zu sein.

1.4 Reduktion des mitochondrialen Genoms

Im Verlauf der Phylogenie eukaryotischer Zellen wurde das mitochondriale Genom
zunehmend reduziert. Die mitochondrialen Gene wurden in den Zellkern exportiert und in das
Kerngenom integriert (GRAY et al. 1999, LANG et al. 1999). Die Reduktion erfolgte in zwei

Schritten: Zundchst wurden die kodierenden Sequenzen im mitochondrialen Genom reduziert,
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die durch die Symbiose mit der Wirtszelle im Mitochondrium nicht mehr essentiell waren.
Ihre Funktion wurde von den Kerngenen des Wirtes iibernommen. Dieses waren Gene, die fiir
den Nukleotid-Stoffwechsel, sowie fiir Fett- und Aminoséuresynthese notwendig waren. In
einem zweiten Schritt wurden essentielle Gene aus den Mitochondrien in den Zellkern
exportiert. Der Vorteil einer Verlagerung genetischer Information in den Zellkern besteht
darin, dass sich Mutationen in sexuellen Populationen nicht so leicht manifestieren wie in den
asexuell vererbten mitochondrialen Genomen (MARTIN UND HERRMANN 1998).

Insgesamt besitzt eine typische eukaryotische Zelle etwa 10.000 verschiedene Proteine, von
denen 1.000 in den Mitochondrien lokalisiert sind. Das mitochondriale Genom selbst kodiert
durchschnittlich fiir etwa 1% der mitochondrialen Proteine, alle {ibrigen mitochondrialen
Proteine sind kernkodiert und werden nach ihrer Synthese im Zytoplasma in die
Mitochondrien importiert (SCHATZ 1997).

Ein rezentes Beispiel fiir den Transfer eines mitochondrialen Gens in den Zellkern findet sich
in dem Gen fiir die Untereinheit 2 der Cytochrom ¢ Oxidase (COX2). Wihrend das COX2
Gen in den meisten Organismen mitochondrial kodiert ist, finden sich bei den Fabaceae
verschiedene Stadien, die den Transfer des COX2 Gens in den Zellkern wiederspiegeln
(NUGENT UND PALMER 1991, COVELLO UND GRAY 1992, ADAMS et al. 1999).

Einige Vertreter der Fabaceae, wie z.B. die Erbse Pisum sativum, besitzen ein
mitochondriales COX2 Gen, andere, wie die Gartenbohne Phaseolus vulgaris oder die
Mungobohne Vigna radiata, besitzen ein kernkodiertes COX2 Gen. Weitere Vertreter der
Fabaceae, wie Pseudovignia und Pachyrhizus, besitzen sowohl ein mitochondriales COX2
Gen als auch ein weiteres COX2 Gen im Zellkern. Bei Pseudovignia und Pachyrhizus wird
nur das mitochondriale Gen aktiv transkribiert. Auch die Sojabohne Glycine max besitzt
sowohl ein mitochondriales COX2 Gen als auch eine weiteres COX2 Gen im Zellkern, bei der
Sojabohne wird allerdings nur das Kerngen aktiv transkribiert. Es lassen sich somit bei den
Fabaceae verschiedene Stadien fiir den Transfer eines mitochondrialen Gens in den Zellkern
ableiten: Nach Duplikation des mitochondrialen Gens wird die Gen Kopie zundchst in das
Kerngenom integriert, das mitochondriale Gen wird jedoch weiterhin aktiv transkribiert
(ADAMS et al. 1999).

Zur Funktionsiibernahme durch das Kerngen muss dieses zundchst aktiviert werden. Eine
solche Aktivierung wurde am COX2 Gen der Sojabohne untersucht (ADAMS et al. 1999,
DALEY et al. 2002a): Im Vergleich zum mitochondrialen Gen kodiert das Kerngen zusétzlich
fiir eine N-terminale Erweiterung, die eine mitochondriale Leitsequenz darstellt. Diese 124

Aminosdurereste lange Leitsequenz ist von zwei Introns flankiert, was darauf hindeutet, dass
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der fiir die Leitsequenz kodierende DNA Abschnitt durch einen als ,,Exon shuffling*
bezeichneten Prozess an das Gen angefiigt wurde. Gleiches gilt flir cis regulatorische
Elemente, die stromaufwirts des kernkodierten COX2 Gens lokalisiert sind und die
Expression des Gens regulieren. Da das Kerngen die edierte Form des mitochondrialen Gens
wiederspiegelt, wird angenommen, dass der Transfer des COX2 Gens in den Kern {iber den
Transfer der edierten mitochondrialen RNA stattfand (NUGENT UND PALMER 1991, COVELLO
UND GRAY 1992).

1.5 Import von Proteinen in Mitochondrien

Kernkodierte mitochondriale Proteine werden meistens als Vorstufenproteine mit einer
Leitsequenz synthetisiert. In den meisten Féllen wird die Leitsequenz nach dem Import des
Proteins in das Mitochondrium von mitochondrialen Proteasen abgespalten (NEUPERT 1997,
PFANNER UND GEISSLER 2001).

Losliche Proteine der mitochondrialen Matrix werden bei Saccharomyces cerevisiae in der
Regel mit einer 10-80 Aminosdure umfassenden N-terminalen Leitsequenz synthetisiert
(HurT et al. 1987). Diese Leitsequenz enthdlt viele positiv geladene, hydrophobe und
hydroxylierte Aminosdurereste (VON HEUNE 1986, 1992) und bildet eine amphipathische o-
Helix mit einer positiv geladenen und einer hydrophoben Seite (SCHATZ 1986).

Proteine der inneren Membran, wie z.B. der ADP/ATP Translokator (AAC) (PFANNER et al.
1987) und Bcsl, ein Protein, das an der Biogenese des Rieske-Eisen-Schwefel Proteins
beteiligt ist (NOBREGA et al. 1992, FOLSCH et al. 1996), besitzen interne Leitsequenzen. Diese
Leitsequenzen werden nicht prozessiert.

Andere Proteine, die in der inneren mitochondrialen Membran oder im Intermembranraum
lokalisiert sind, werden mit mehrteiligen N-terminalen Leitsequenzen synthetisiert. Die
einzelnen Abschnitte solcher Leitsequenzen werden in der Regel von unterschiedlichen
Proteasen abgespalten (PFANNER UND GEISSLER 2001).

Auch die meisten pflanzlichen mitochondrialen Proteine, die kernkodiert sind, besitzen zum
Import in die Mitochondrien eine N-terminale Leitsequenz. Die pflanzlichen Leitsequenzen
sind im Vergleich zu den Leitsequenzen der Hefe Proteine etwas verldngert und besitzen
einen hoheren Serin Gehalt (GLASER et al. 1998, SJIOLING UND GLASER 1998, TANUDII et al.

1999). Pflanzliche mitochondriale Leitsequenzen sind durchschnittlich 80 Aminosdurereste
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lang und weisen viele basische und hydroxylierte Aminosdurereste auf. Auch sie bilden

amphipathische a-Helices.

Zum Import kernkodierter Proteine sind in der dusseren und der inneren mitochondrialen
Membran Translokase Komplexe lokalisiert (NEUPERT 1997, PFANNER UND GEISSLER 2001).
Der Translokase Komplex der dusseren Membran (TOM) besteht bei der Hefe Saccharomyces
cerevisiae aus mindestens acht Proteinen, die entweder Rezeptorfunktion besitzen oder die
generelle Import Pore (GIP) bilden (Abb. 1.1, Tab. 1.1). Die Vorstufenproteine werden nach
threr Synthese im Zytoplasma der Zelle zunédchst durch Bindung von zytosolischen
Chaperonen, wie dem Hitzeschock Protein Hsp70, an einer vorzeitigen Aggregation gehindert
und zur dusseren mitochondrialen Membran transportiert (ZIMMERMANN UND NEUPERT 1980,
PFANNER UND NEUPERT 1987, PFANNER UND GEISSLER 2001).

Proteine mit N-terminalen Leitsequenzen binden an die Rezeptoren Tom20 und Tom22,
Proteine mit mehreren internen Leitsequenzen an Tom70/72 und Tom37 und mit geringerer
Effizienz auch an Tom20 (PFANNER UND GEISSLER 2001). Von den Rezeptoren aus werden
die Proteine durch die GIP mit Tom40 als Hauptbestandteil durch die dussere Membran
transportiert.

Nach der Translokation der Proteine durch die &dussere Membran werden sie an den
Translokase Komplex der inneren mitochondrialen Membran (TIM) weitergeleitet.

Proteine mit einer N-terminalen Leitsequenz werden an den TIM23 Komplex weitergeleitet.
Der TIM23 Komplex besteht aus den Untereinheiten Tim23 und Tim17. Beide Untereinheiten
besitzen mehrere transmembrane Segmente und bilden eine oder mehrere Import Poren.

Fir den Transport der Vorstufenproteine durch die innere Membran wird das
Membranpotential der inneren Membran sowie ein ATP abhédngiger Import-,,Motor®,
bestehend aus mtHsp70 und dem co-Chaperon Mgel, bendtigt (PFANNER UND GEISSLER
2001). Das Membranpotential bewirkt einen Transport der positiv geladenen Leitsequenz
durch die innere Membran zu der negativ polarisierten Matrix Seite der inneren Membran
(MARTIN et al. 1991, BAUER et al. 1996, VOISINE et al. 1999). Fiir die Wirkungsweise des
mtHsp70 bei der Translokation der Vorstufenproteine iiber die innere Membran werden
derzeit zwei Modelle diskutiert: mtHsp70 bindet entweder an die Leitsequenz und verhindert
passiv, dass das Protein zuriick durch die Import Pore in den IMS gelangt (,,trapping*) oder
durchlduft ATP abhéngig eine Konformationsédnderung und zieht das Protein damit durch die

Import Pore (,,pulling*) (PFANNER UND GEISSLER 2001).
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Proteine mit mehreren internen Leitsequenzen werden nach Translokation durch die dussere
mitochondriale Membran an den TIM22 Komplex {ibertragen (SIRRENBERG et al. 1996,
KERSCHER et al. 1997, 2000, PFANNER UND GEISSLER 2001). Der TIM22 Komplex besteht aus
den Untereinheiten Tim22, Tim54 und Tim18. Diese drei Untereinheiten besitzen jeweils
mehrere transmembrane Doménen und bendtigen fiir den Transport des Proteins ebenfalls das

Membranpotential.

Auch pflanzliche Mitochondrien enthalten zum Transport kernkodierter Proteine durch die
dussere und die innere mitochondriale Membran jeweils einen Translokase Komplex. Diese
Komplexe sind denen der Hefe dhnlich (Abb. 1.1, Tab. 1.1).

Untersuchungen zur Zusammensetzung des TOM Komplexes der Kartoffel ergaben, dass
dieser aus mindestens sieben Untereinheiten besteht (HEINS und SCHMITZ 1996, JANSCH et al.
1998, BRAUN und ScHMITZ 1999). Als Rezeptoren fungieren Proteine mit den
Molekulargewichten 23 kDa und 70 kDa, diese sind homolog zu den Hefeproteinen Tom20
und Tom70/72 (PERRYMAN et al. 1995, HEINS und SCHMITZ 1996, JANSCH et al. 1998, BRAUN
und SCHMITZ 1999).

Die generelle Import Pore der pflanzlicher Mitochondrien besteht aus einem Protein mit
einem Molekulargewicht von 42 kDa. Dieses Protein ist homolog zum Hefeprotein Tom40
(PERRYMAN et al. 1995). Mit diesem Protein sind weitere Proteine mit Molekulargewichten
von 9 kDa, 8 kDa, 7 kDa und 6 kDa assoziiert. Das 7 kDa-Protein besitzt eine Homologie zu
Tom?7 (JANSCH et al. 1998).

Bei der Pflanze konnte bisher nur ein Translokase Komplex der inneren Membran identifiziert
werden. Dieser Komplex besteht aus zwei Untereinheiten, die eine molare Masse von 20 und
25 kDa aufweisen. Das 20 kDa-Protein ist homolog zu dem Hefeprotein Tim23, das 25 kDa-
Protein zu Tim17 (BOMER et al. 1996, BRAUN und SCHMITZ 1999). Zu dem TIM22-54
Komplex der Hefe und zu weiteren Tim Proteinen, die bei anderen Pilzen nachgewiesen
werden konnten, konnten bisher keine pflanzlichen Homologe gefunden werden (BRAUN und

ScHMITZ 1999).
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Tab. 1.1: Komponenten der mitochondrialen Importkomplexe

(BRAUN UND SCHMITZ 1999, ESSER et al. 2001)

von Hefe und Pflanze

Lokalisation

Funktion

Komponenten

Hefe

Pflanze

Aussere Membran

Rezeptoren

Tom?70/72
Tom37
Tom20

+

Import Pore

Tom40
Tom22

assoziierte Faktoren

Tom5
Tom6
Tom?7
Tom8
Tom9

+ o+ +] + ]+ o+

Innere Membran

TIM23-Kanal

Tim23
Tim17

TIM?22-Kanal

Tim22
Tim54
Tim18

assoziierte Faktoren

Tim9

Tim10
Tim12
Tim44

+ 4+ + |+ + ]+ o+

Matrix

Chaperone

mtHsp70

Mgel

+| +
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Pflanze Hefe

Abb. 1.1 Importkomplexe der dusseren und der inneren mitochondrialen Membran bei Pflanze und Hefe
griin: Rezeptorproteine der dusseren Membran, blau: generelle Import Pore und assoziierte Faktoren, rot:
TIM23-Komplex, orange: TIM22-Komplex, violett: Chaperone

OM: dussere Membran, IMS: Intermembranraum, IM: innere Membran, M: Matrix

nach: BRAUN UND SCHMITZ 1999, PFANNER UND GEISSLER 2001

1.6 Prozessierung der Leitsequenzen und Sortierung mitochondrialer Proteine

Nach dem Import eines Vorstufenproteins mit N-terminaler Leitsequenz wird die Leitsequenz
der meisten Proteine von der in der Matrix lokalisierten Mitochondrialen Prozessierungs
Peptidase (MPP) proteolytisch abgespalten. Bei der Hefe ist die MPP ein I6slicher Komplex
in der Matrix, der aus den Untereinheiten a-MPP und B-MPP besteht. Die Untereinheiten
werden von den Kerngenen MAS2 und MAS1 kodiert und besitzen ein Molekulargewicht von
51 kDa und 48 kDa (BRUNNER et al. 1994, YANG et al. 1991). Fiir die Aktivitit der MPP sind
beide Untereinheiten notwendig.

Die MPP pflanzlicher Mitochondrien ist mit dem Ubichinol : Cytochrom ¢ Oxidoreduktase
Komplex, Komplex III der mitochondrialen Atmungskette in der inneren Membran, assoziiert
(BRAUN UND SCHMITZ 1995, ERIKSSON UND GLASER 1992), die drei grofiten Untereinheiten
des Komplexes III mit den Molekulargewichten 51 kDa, 53 kDa und 55 kDa weisen die MPP

10
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Aktivitdt auf. Die kleine Untereinheit zeigt eine Homologie zu a-MPP, die beiden groflen zu
B-MPP. Neben dieser membrangebundenen MPP konnte bei Spinat und der Sojabohne eine
weitere MPP Aktivitdt in der Matrix pflanzlicher Mitochondrien nachgewiesen werden
(SzIGYARTO et al. 1998). Die Spezifitit dieser I6slichen MPP entspricht der der
membrangebundenen MPP.

Die MPP aller bisher untersuchten Organismen stellt eine Metallo-Protease dar, die durch
EDTA und o-Phenanthrolin inhibiert und durch Zn2+, Co”" und Mn*" Tonen aktiviert werden
kann (BOHNI et al. 1983, BRUNNER et al. 1994). Die typische Schnittsequenz, die durch die
MPP geschnitten wird, besitzt an Position -2 oder -3 ein Arginin (R), sowie an Position +1
kleine Aminoséurereste wie Serin (S) oder Alanin (A) (R X (X) ¥ (S/A)) (GAVEL UND VON
HEDUNE 1990, NIIDOME et al. 1994, SCHNEIDER et al. 1998). Eine weitere typische Schnittstelle
fiir die MPP besitzt ein Arginin an Position -10 (SCHNEIDER et al. 1998). Abweichungen von

dieser typischen Schnittsequenz sind jedoch nicht selten.

Einige Proteine der Matrix und der inneren Membran, wie z.B. das Rieske Eisen/Schwefel
Protein (Fe/S) oder die Untereinheit 4 der Cytochrom ¢ Oxidase (Cox4) der Hefe, besitzen
eine zweigeteilte N-terminale Leitsequenz. Der erste Teil dieser Leitsequenz wird durch die
MPP proteolytisch prozessiert bevor eine weitere in der Matrix lokalisierte Protease, die
Mitochondriale Intermediat Peptidase (MIP), in einem zweiten Schritt das Oktapeptid (F/L/T)
X X (T/S/G) X X X X abspaltet (ISAYA et al. 1991, 1994b). Die MIP ist wie die MPP eine
Metalloprotease und kann durch EDTA inhibiert und durch Mn”>" Ionen aktiviert werden
(IsAYA et al. 1994a).

Eine MIP konnte in pflanzlichen Mitochondrien bisher nicht nachgewiesen werden. Da das
typische Erkennungsmotiv zur Prozessierung von Leitsequenzen durch die MIP in
pflanzlichen Leitsequenzen nicht vorkommt und Hefeproteine, die eine Erkennungssequenz
zur Prozessierung durch die MIP aufweisen, in pflanzlichen Mitochondrien nicht prozessiert
werden, ist es eher unwahrscheinlich, dass eine MIP bei Pflanzen existiert (EMMERMANN et

al. 1994).

Einige Proteine der IM oder des IMS, wie z.B. das Cytochrom ¢; (Cyt ¢;) und das Cytochrom
b, (Cyt by) der Hefe, besitzen ebenfalls zweigeteilte N-terminale Leitsequenzen. Auch diese
Leitsequenzen werden in zwei Schritten proteolytisch abgespalten. Der erste Teil der
Leitsequenz wird wiederum nach Import des Proteins in die Matrix von der MPP prozessiert

(PoLLOCK et al. 1988). Der zweite Teil der Leitsequenz wird nach dem Export des Proteins

11
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durch die innere Membran und der Insertion des Proteins in die Membran durch die
Innermembran Peptidase (IMP) abgespalten (BEHRENS et al. 1991, NUNNARI et al. 1993,
PRATJE UND GUIARD 1986, PRATIE et al. 1994).

Die Innermembran Peptidase besteht aus den Untereinheiten Impl, Imp2 und Soml
(NUNNARI et al. 1993, SCHNEIDER et al. 1994, PRATJE et al. 1994, ESSER et al. 1999, JAN et al.
2000) und ist mit der inneren Membran assoziiert (SCHNEIDER et al. 1991).

Die Untereinheiten Impl und Imp2 sind sowohl zueinander als auch zu anderen pro- und
eukaryotischen Signalpeptidasen homolog (BEHRENS et al. 1991, DALBEY UND VON HEINE
1992, VAN DuL et al. 1992). Sie besitzen beide katalytische Aktivitdt, prozessieren aber
unterschiedliche Proteine (NUNNARI et al. 1993). So prozessiert Imp1 die Proteine Cyt b, und
Mcrl, wihrend Imp2 das Protein Cyt c; prozessiert (HAHNE et al. 1994, NUNNARI et al. 1993,
PRATJE UND GUIARD 1986). Imp2 ist fiir die Stabilitdt der Impl Untereinheit notwendig
(NUNNARI et al. 1993).

Auch einige mitochondrial kodierte Proteine, wie die Untereinheit 2 der Cytochrom ¢ Oxidase
(Cox2) der Hefe, werden als Vorstufenprotein mit einer N-terminalen Prdsequenz in der
Matrix synthetisiert (PRATJE et al. 1983). Die Prasequenz ist flir die Funktion des Hefe Cox2
Proteins notwendig (TORELLO et al. 1997), der Bereich der Cox2 mRNA, der fiir die ersten 6
Aminosduren der Prisequenz kodiert, besitzt einen Einfluss auf die Translation des Cox2
Proteins (BONNEFOY et al. 2001). Nach dem Export des Proteins durch die innere Membran
und nach der Integration des Proteins in die Membran wird die Prdsequenz von der Impl
Untereinheit der IMP abgespalten (PRATJE et al. 1983).

Die Abspaltung erfolgt zwischen den Aminosdureresten Asparagin (N) und Asparaginsdure
(D) (PRATIE et al. 1983), die des intermedidren Cyt b, zwischen den Aminosdureresten
Asparagin (N) und Glutaminsdure (E) (GUIARD UND BUHLER 1984, PRATIE UND GIUARD
1986). An Position -1 sind neben Asparagin auch Alanin, Serin, Cystein, Leucin und
Methionin zuldssig (CHEN et al. 1999).

Soml ist notwendig fiir die Prozessierung der Imp1 Substrate Cox2 und Mcrl, nicht aber fiir
die Prozessierung von Cyt b, (JAN et al. 2000).

Die Aktivitit der IMP wird durch EDTA, Zn*" und N-ethylmaleimid inhibiert und durch
Mg®", Ca’" oder Mn”" Ionen aktiviert (SCHNEIDER et al. 1991). Eine temperatursensitive
Mutation von impl kann durch die Uberexpression von Som1 komplementiert werden (ESSER
et al. 1996).

In pflanzlichen Mitochondrien konnte eine IMP bisher experimentell nicht nachgewiesen

werden. Da jedoch auch pflanzliche mitochondriale Proteine mehrteilige Leitsequenzen

12
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besitzen, ist es sehr wahrscheinlich, dass in pflanzlichen Mitochondrien eine IMP existiert
(BRAUN et al. 1992). Zu den Imp1 und Imp2 Untereinheiten sind homologe Proteine mit 35%

bzw. 39% Identitit im Proteom von Arabidopsis thaliana nachweisbar (LISTER et al. 2003).

Ein alternativer Weg der Prozessierung einer zweiteiligen N-terminalen Leitsequenz konnte
fiir das Cytochrom ¢ Peroxidase (Ccpl) Protein der Hefe identifiziert werden. Der erste
Schritt der Prozessierung wird von der mitochondrialen mAAA Protease katalysiert, deren
Hauptaufgabe der Abbau nicht assemblierter Untereinheiten der mitochondrialen
Atmungskette ist (siche 1.8). Die mAAA Protease besteht aus den Untereinheiten YtalO und
Ytal2, fiir die proteolytische Prozessierung von Ccpl sind beide Untereinheiten notwendig
(ESSER et al. 2002). Der zweite Teil der Leitsequenz wird durch das Protein Pcpl (Ygr101w)
abgespalten. Pcpl gehort zur Rhomboid-GlpG Familie vermeintlicher Intermembran
Peptidasen (ESSER et al. 2002). Weitere Substrate der mAAA Protease und von Pcpl konnten

bisher nicht nachgewiesen werden.

Das mitochondrial kodierte Cox2 Proteins der Hefe bendtigt fiir den Transport durch die
innere Membran das kernkodierte Oxal Protein der Hefe (BAUER et al. 1994, MEYER et al.
1997a, 1997b, HE UND Fox 1997). Oxal ist ein Mitglied der evolutiv stark konservierten
Oxalp/YidC/Alb3 Protein Familie, die in Mitochondrien, Chloroplasten und Prokaryoten
vorkommt (HELL et al. 1998, STUART UND NEUPERT 2000) und vermittelt den Export der N-
terminalen Region des Proteins durch die innere Membran (HE UND Fox 1997, HELL et al.
1997, 1998).

Neben seiner Rolle fiir den N-terminalen Export des Hefe Cox2 Proteins konnte fiir Oxal
auch eine Interaktion mit den Untereinheiten 1 und 3 der Cytochrom ¢ Oxidase (Cox1, Cox3)
sowie mit Cytochrom b nachgewiesen werden (HELL et al. 2001, MEYER et al. 1997). Das legt
die Vermutung nahe, dass Oxal generell an der Integration mitochondrial kodierter Proteine
in die Membran beteiligt ist.

Oxal konnte in Arabidopsis thaliana durch eine funktionelle Komplementation einer oxal
Hefemutante nachgewiesen werden (HAMEL et al. 1997). In Arabidopsis ist Oxal am
Transport von Proteinen {iber die innere Membran und an der Assemblierung von
Atmungskettenkomplexen beteiligt.

Fiir den Export des Cox2 C-Terminus durch die Innere Membran und die Stabilisierung des

Hefe Cox2 Proteins ist das Mss2 Protein notwendig (BROADLEY et al. 2001). Mss2 ist ein
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kernkodiertes mitochondriales Protein, das in der Matrix lokalisiert ist. Es liegt mit der
inneren Membran assoziiert vor (BROADLEY et al. 2001).

Auch das kernkodierte mitochondriale Protein Pntl besitzt eine Rolle beim Export des C-
Terminus des mitochondrial kodierten Cox2 Proteins der Hefe (HE UND Fox 1999). Eine
Deletion des PNTI Gens hat bei Saccharomyces cerevisiae kaum Auswirkungen, bei
Klyveromyces lactis hingegen fiithrt die Deletion des PNTI Gens zu einem strikten
Atmungsdefekt der Zellen (HE UND FOx 1999). Pntl ist in die innere Membran integriert (HE
UND Fox 1999).

1.7 Assemblierung der mitochondrialen Komplexe

Zur Assemblierung der Atmungsketten Komplexe in der IM werden weitere kernkodierte
Proteine benotigt.

Die importierten Komplexuntereinheiten werden von dem mtHsp-Mdj-Mge Chaperon System
an die mitochondrialen Chaperone Hsp60 und Hsp10 weitergeleitet (NEUPERT 1997), die in
der Matrix die endgiiltige Faltung der Proteine in ihre native Form bewirken und fiir die
Assemblierung der Komplexe essentiell sind (CHENG et al. 1989, HOHFELD UND HARTL
1994). An der Faltung der Proteine in der Matrix ist dariiber hinaus zusammen mit dem
mtHsp70 und mtHsp60 das mitochondriale Cyclophilin beteiligt (MATOUSCHEK et al. 1995,
Rassow et al. 1995).

Mitochondrial kodierte Proteine werden im Gegensatz zu den importierten Proteinen in der
Regel cotranslational in die innere Membran inseriert (POYTON et al. 1992). Die an der
Synthese dieser Proteine beteiligten Ribosomen sind mit der inneren Membran assoziiert. Die
Integration der neusynthetisierten Proteine in die Membran wird durch die Chaperone

mtHsp70 und Mdj1 vermittelt (HERRMANN et al. 1994, WESTERMANN et al. 1996).

Fiir die Atmungsketten Komplexe konnten Assemblierungsfaktoren identifiziert werden, die
die Zusammenlagerung der Komplexe aus den Protein Untereinheiten vermitteln.

Fiir die Assemblierung des Komplexes II ist das Protein Abcl notwendig (POYTON UND
MCEWEN 1996), die Proteine Cbp3, Cbp4, Bcsl und Abcl vermitteln die Assemblierung des
Komplexes I (TZAGALOFF 1995, POYTON UND MCEWEN 1996).

Die Proteine Pet100, Petl17, Pet191, Scol, Cox10, Cox11, Cox14, Cox18, Cox20 und Oxal

vermitteln die Assemblierung des Komplexes IV (POYTON UND MCEWEN 1996, HELL et al.

14



EINLEITUNG

2000, LoPEz SouzA et al. 2000), weitere sechs Genprodukte konnten ebenfalls an der
Assemblierung der Cytochrom Oxidase beteiligt sein (MEWES et al. 1997).

Zur Assemblierung des Komplexes V werden die Proteine Atp10, Atpl1 und Atpl2 bendtigt
(LAW et al. 1995, MEWES et al. 1997).

Eine weitere Gruppe von Proteinen, die an der Assemblierung mitochondrialer Komplexe
beteiligt ist, stellt die AAA Protein Familie dar (,,ATPases, associated with a variety of
cellular activities®) (KUNAU et al. 1993, CONFALONIERI UND DUGUET 1995).

AAA Proteine sind unter anderem an der Kontrolle des Zellzyklus und der homotypischen
Membranfusionen beteiligt, sowie an der Regulation der Genexpression, der Biogenese von
Organellen und dem Abbau von Proteinen (CONFALIONIERI UND DUGUET 1995).
Mitochondriale AAA Proteine stellen mit der Membran assoziierte ATP-abhingige Proteasen
dar und werden zusammen mit dem homologen prokaryotischen Protein FtsH als AAA

Proteasen bezeichnet (ARLT et al. 1996).

1.8 Mitochondriale AAA Proteasen

In den Mitochondrien konnten bisher drei AAA Proteasen identifiziert werden: Ytal(0/Afg3
(GUELIN et al. 1994, TAUER et al. 1994), Ytall/Ymel (THORSNESS et al. 1993) und
Ytal2/Rcal (SCHNALL et al. 1994, TZAGOLOFF et al. 1994).

Ytall/Ymel bildet einen homooligomeren Komplex (LEONHARD et al. 1996) und ist mit der
inneren Membran assoziiert. Da die katalytische Aktivitit des Komplexes im
Intermembranraum nachgewiesen wurde, wird der Ytall/Ymel Komplex auch als iAAA
Protease bezeichnet (LEONHARD et al. 1996).

Ytall/Ymel baut spezifisch die Untereinheit 2 der Cytochrom ¢ Oxidase ab, wenn diese nicht
in den Komplex IV eingebaut werden kann (NAKAI et al. 1995, PEARCE UND SHERMAN 1995).
Ein Ausfall von Ytall/Ymel fiihrt in der Zelle zum Verlust der mitochondrialen DNA (Yme
= ,,Yeast mitochondrial escape®) (THORSNESS et al. 1993).

Ytal0/Afg3 und Ytal2/Rcal bilden zusammen einen Komplex, der ebenfalls mit der inneren
Membran assoziiert ist. Der Komplex besitzt seine katalytische Aktivitit jedoch auf der
Matrix Seite der Mitochondrien (ARLT et al. 1996). Der Ytal0/Ytall Komplex wird deshalb

als mAAA Protease bezeichnet (LEONHARD et al. 1996).
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Der mAAA Protease Komplex ist essentiell fiir die Assemblierung des Komplexes V der
Atmungskette (PAUL UND TZAGOLOFF 1995, ARLT et al. 1996). Untereinheiten dieses
Komplexes, die nicht assembliert wurden, werden von der mAAA Protease abgebaut (ARLT et
al. 1996).

Abgesehen von der Untereinheit 2 der Cytochrom ¢ Oxidase werden alle anderen Komplex
Untereinheiten von der mAAA Protease abgebaut, wenn sie nicht in die Komplexe integriert
werden konnen (PAJIC et al. 1994, GUELIN et al. 1996). Fillt Ytall/Ymel jedoch aus, so
scheint der Abbau nicht assemblierter Cox2 Untereinheiten auch vom Komplex YtalO/Ytal2

iibernommen zu werden (BROADLEY et al. 2001).

Das Protein Lon/Pim1 kann im {iberexprimierten Zustand den Ausfall der Proteine Ytal0 und
Ytal2 komplementieren (REP et al. 1996b). Lon/Pim1 besitzt ebenfalls eine Rolle bei dem
Abbau nicht assemblierter Protein Untereinheiten in den Mitochondrien (SUZUKI et al. 1994,
VAN DYCK et al. 1994), es ist eine ATP-abhéngige Protease und baut in der Matrix vor allem
Untereinheiten des Komplexes V, die B-Untereinheit der MPP und mitochondriale ribosomale
Proteine ab. Komplementation der Proteine YtalO und Ytal2 durch Lon/Pim1 ist auch dann
mdglich, wenn Lon/Pim1 selbst proteolytisch nicht aktiv ist (REP et al. 1996a).

Auch Mbal und Oxal koénnen bei Uberexpression den Ausfall von Ytal0/Ytal2
komplementieren (REP et al. 1996b), obwohl beide Proteine keine Protease Funktionen
aufweisen (BAUER et al. 1994, REP UND GRIVELL 1996). Das ldsst darauf schlieBen, dass die
mitochondrialen AAA Proteasen neben dem Abbau nicht assemblierter Protein Untereinheiten
eine Chaperon Funktion besitzen und die Assemblierung der Komplexe kontrollieren (ARLT

et al. 1996, SUZUKI et al. 1997).
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1.9 Zielsetzung

Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war es, die Prozessierung der Leitsequenz des
kernkodierten Cox2 Proteins der Sojabohne (GmCox2) und den Transport des Proteins durch
die innere mitochondriale Membran néher zu charakterisieren.

Zundchst musste gepriift werden, ob die Hefe Saccharomyces cerevisiae als
Modellorganismus verwendet werden kann, um die Untersuchungen zur Drei-Stufen
Prozessierung in vivo durchzufithren. Im weiteren Verlauf galt es dann die Faktoren zu
identifizieren, die am Transport und an der Prozessierung der GmCox2 Leitsequenz beteiligt
sind.

Um Hinweise auf den Importweg von GmCox2 zu bekommen, sollte gekliart werden, in
welchen mitochondrialen Kompartimenten die Prozessierungen zu den verschiedenen
intermedidren Formen und zum reifen Protein ablaufen. Es galt mit Hilfe von
Proteasemutanten, die daran beteiligten Proteasen zu identifizieren und deren Schnittstellen in
der GmCox2 Leitsequenz durch eine Sequenzanalyse zu bestimmen.

Weiterhin sollte die Beteiligung des Proteins Oxal am Export des GmCox2 Proteins iiber die
innere mitochondriale Membran untersucht werden. Da Oxal am Export des mitochondrialen
Hefe Cox2 Proteins beteiligt ist und auch in der Sojabohne vorkommt, lag die Vermutung

nahe, dass es auch am Export des GmCox2 Proteins iiber die IM beteiligt sein kdnnte.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerite

Agarose-Gelelektrophoresekammer
Autoradiographiesystem ,,Phosphorimager
Biofuge 17 RS

Biofuge B

Cellulosenitrat 0,45 pm
Entwicklermaschine Processor M45
Feinwaage 1219MP
Glashomogenisator 35S

Glasperlen 0,45-0,5 mm
Gradientenmischer (20 ml)
Heizschiittler

Kiihlzentrifuge J2-21 mit Rotoren

JA-20 (8 x 50 ml)

JA-7.5 (4 x 250 ml)
Mikrowelle R3V10(B)
3MM-Papier
Photometer UV-120-02
Photometer Ultrospec 2000

UV/Visible Spectrophotometer
Power Supply Modell 200/2.0
Schwenktisch Swip KM2
Thermomixer 5436
Trans-Blot™ Cell
TRIO-Thermoblock, Vers. 2.5.1bb
Vortex VF2

WELABO, Diisseldorf

Fuji, Tokyo

Heraeus Sepatech, Osterode
Heraeus Sepatech, Osterode
Schleicher & Schiill, Dassel
Protec Gerdtebau GmbH, Oberstenfeld
Sartorius, Gottingen

Glas-Col, Terre Haute IN, USA
Braun, Melsungen

Holzel, G., Dorfen-Miinchen
Infors, Bottmingen (CH)

Beckmann, Miinchen

Sharp Corporation, Hamburg
Whatman, Maidstone, Grof3britannien
Shimadsu, Miinchen

Pharmacia Biotech, Cambridge (GB)

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Edmund Biihler, Bodelshausen

Eppendorf, Hamburg

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Biometra, Gottingen

Janke & Kunkel GmbH & Co. KG, Werk
IKA, Staufen
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2.1.2 Stimme und Kulturbedingungen

2.1.2.1 Escherichia coli

E. coli XLL1-Blue

BULLOCK et al. (1987)

recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F’ proAB lacl’ZAM15 Tnl0(Tet")]°

Kulturbedingungen:

Alle E. coli Kulturen wurden in den angegebenen Medien bei 37°C angezogen.

2.1.2.2 Saccharomyces cerevisiae

JRY675
MATa leu2 ura3 his4 p*

777-3A/mit’167/3, 414/5, 427/1
MATa adel ura3 opl cox?2

MY111-2
MATa ade? his3 ura3 masI®

GM103-4D
MATa his4 ura3 leu2 trpl IMPI1::LEU?2

JRYA3
MATo his4 ura3 Aleu2 soml::LEU2

EP4-20A
MAToa. leu2 his4 ura3 pet ts1402 p*

Avtal(
MATa his3 leu2 lys2 ura3 YEROI7c::kanMX4

Aytal?2
MATa his3 met lys2 ura3 YMROS89c: :kanMX4

RINE, unveroffentlicht

PRATIE et al. 1979

Y AFFEE et al. 1985

JAN et al. 2000

ESSER et al. 1996

BAUER et al. 1994

EUROSCARF

EUROSCARF

19



MATERIAL

Apepl EUROSCARF
MATa his3 leu2 lys2 ura3 YGRI0Iw: :kanMX4

Kulturbedingungen:
Alle S. cerevisiae Kulturen wurden in den angegebenen Medien bei 28°C angezogen.
Zur Induktion des temperatursensitiven Phianotyps wurden die Mutanten fiir 6-14 Std. bei der

nicht-permissiven Temperatur von 37°C inkubiert.

2.1.2.3 Glycine max L.

Glycine max L. Merr, c.v. Stevens

2.1.3 Medien

2.1.3.1 Medien fur Escherichia coli

LB-Medium  Trypton 10 g/l
Hefe-Extrakt 5¢1
NaCl 10 g/1

LB-Platten LB-Medium
15 g/l Agar

verwendete Antibiotika:

Ampicillin 50 mg/1

Zur Blau / Weill — Selektion wurden den Platten 0,005% X-Gal und 0,0048% IPTG
hinzugefiigt.
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2.1.3.2 Medien fiir Saccharomyces cerevisiae

YPGc-Medium

YPGc-Platten

N3-Puffer

N3-Medium

N3-Platten

WA-ura-Medium

Glucose
Pepton
Hefe-Extrakt
Adenin
Threonin
Tryptophan

Uracil

YPGc-Medium
23 g/l Agar

NazHPO4*2H20
KH,PO,
pH 6,2

Hefe-Extrakt
Pepton
Glycerin
N3-Puffer

N3-Medium
23 g/l Agar

Difco Yeast Nitrogen Base

Glucose

N3-Puffer

zugesetzte Aminosduren:

Adenin

20 g/l
10 g/1

10 g/l
100 mg/1
20 mg/l
20 mg/1
20 mg/1

17,8 g/l
54,4 g/l

10 g/l
10 g/1
2%
10 %

6,7 g/l
20 g/l
5%

0,001 %
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W A-ura-Platten

Arginin
Histidin
Isoleucin
Leucin
Lysin
Methionin
Phenylalanin
Threonin
Tryptophan
Tyrosin
Valin

WA-ura-Medium
20 g/l Agar

0,002 %
0,001 %
0,006 %
0,006%
0,004 %
0,001 %
0,006 %
0,005 %
0,004 %
0,005 %
0,006 %

Alle Aminosduren wurden sterilfiltriert und dem Medium nach dem Autoklavieren

hinzugefiigt.

2.1.4 Plasmide

Zur Klonierung wurden folgende Plasmide verwendet:

E. coli — Vektoren:
pUC19
pCR2.1-TOPO
pGEM 3-Zf(+)
pGFP

Hefe — Vektoren:
YEp352

Invitrogen
Invitrogen
Promega

Clontech

HILL et al. 1986
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2.1.5 Oligonukleotid-Primer

2.1.5.1 Primer zur Amplifikation von GmCOX2:
GmCO2.5 5" ACG GTA CCA TGG GCCTGCTATCTTGTITT 3’
Kpn'1

GmCO2.6 5" ACG AAT TCG GGA TTA GTT GAC TTG ACT GG 3’

Eco RI

2.1.5.2 Primer zum Austausch des letzten Teils der GmCox2 Leitsequenz LS3 gegen die Hefe
Prasequenz pSc (kursiv):

GmScl 5" AAT GAA CGT TGT TAA TTG TAA TCT TAA TAA ATC TAA CAT CCA TCT
Psp 14061

TGA GAC CTC TGG TGT 3’

GmSc2 5" TTA ACAACG TTC ATT ATG AAT GAT GTA CCA ACA CCA TGG CAA CTA
Psp 14061 Nco 1

GGG TTT CAA 3

2.1.5.3 Primer zur Klonierung von Gm;3,GFP:

GmCO2.9 5" TAG AGT CGA CGC ATC TTG AAA CCCTAGTTG 3’
Sal 1

2.1.5.4 Primer zur Klonierung von Gmj¢Sc;sGFP:

ScCO2.7 5" TAG AGT CGA CGG TGT TGG TAC ATC ATT CAT 3’
Sal 1

2.1.5.5 Primer zur Klonierung von Gm;3TM1GFP und Gm3¢Sc;sTM1GFP:

GmCO2.8 5" TAG AGT CGA CGC ATC TTG AAA CCCTAGTTG 3’
Sal 1

2.1.5.6 Primer zur Amplifikation von ScCOX2:
Primer P1 und Primer P2 MEYER 1998

M13 Forward (-20) Promega
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2.1.6 Antikorper

Antikorper Beschreibung Konzentration Herkunft
Anti-ScCox2 S. cerevisiae Kaninchen, polyklonal 1:1000 Dr. G Schatz
Anti-GmCox2 | Glycine max Kaninchen, polyklonal 1:5000 Dr. J Whelan
Anti-GFP Klone 7.1 und 13.1 Maus, monoklonal 0,4 png/ml Roche
Anti-Kaninchen |IgG-AP Schaf 100 mU/ml Roche
Anti-Maus IgG-AP Ziege 0,1 pg/ml Dianova

2.1.7 Chemikalien

Feinchemikalien in p.a.-Qualitdt wurden bezogen von:

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Sigma, Miinchen

Zellkulturmedien wurden bezogen von:

Difco, Detroit (USA)

Serva, Heidelberg

Sigma, Miinchen

Restriktionsendonukleasen und andere Enzyme wurden bezogen von:

Roche, Mannheim

MBI Fermentas, St. Leon-Roth

Pharmacia Biotech, Freiburg

Das verwendete Wasser wurde durch eine Milli-Q- Reinstwasseranlage (Millipore, Eschborn)

gereinigt.
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2.2 Methoden

2.2.1 Kulturfithrung

Hefe Fliissigkulturen wurden in den entsprechenden Medien bei 28°C unter Schiitteln
angezogen. Zur Induktion eines temperatursensitiven Phénotyps wurden die Zellen bei einer
nicht-permissiven Temperatur von 36°C inkubiert.

Die Anzucht von Hefekulturen auf festen Medien erfolgte bei 28°C im Klimaschrank. Eine
langerfristige Lagerung von Hefekulturen erfolgte fiir etwa 1 Jahr bei +4°C oder nach Zugabe
von 25% Glycerin bei —70°C.

E. coli Zellen wurden auf Platten oder in fliissigem Medium bei 36°C inkubiert. Eine
langerfristige Lagerung erfolgte fiir etwa 6 Monate bei +4°C oder nach Zugabe von 50%
Glycerin bei —70°C.

2.2.2 DNA-Standardmethoden

Molekulare Standardmethoden zur Klonierung von DNA, Herstellung kompetenter E. coli
Zellen, Transformation von E. coli, Plasmidisolation aus E. coli und Agarose-
Gelelektrophorese wurden nach SAMBROOK et al. 1989 durchgefiihrt.
Restriktionsendonukleasen zum Verdau von DNA wurden nach Angaben des jeweiligen
Herstellers verwendet, die Eluation von DNA aus Agarosegelen erfolgte mittels JETsorb ™
der Firma Genomed.

Die Aufreinigung von Plasmiden zur in vitro-Transkription/Translation erfolgte mittels

Wizard™ Minipreps DNA Purification System der Firma Promega.

2.2.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Amplifikation von DNA erfolgte mittels PCR nach SAIKI et al. 1988. Die Primer wurden
jeweils spezifisch von den bekannten Gensequenzen abgeleitet. Zur Standard PCR-Reaktion
wurden 50 ng/100 pl Plasmid-DNA, 2,5 mM MgCl,, 0,2 uM Primer, 0,2 mM dNTPs und
2,5 u/100 pl Taqg-Polymerase eingesetzt. Reaktionstemperaturen zur Hybridisierung der

Primer an den DNA-Strang richteten sich nach dem GC-Gehalt der verwendeten Primer.
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Die Denaturierung der DNA erfolgte bei 96°C fiir 30 sek., die Synthese des DNA-Stranges
bei 72°C fiir 2 min., die Hybridisierung der Primer erfolgte fiir jeweils 30 sek.
PCR Reaktionen wurden mit 30 Zyklen durchgefiihrt.

2.2.3.1 Amplifikation von GmCOX2:

Zur Amplifikation von GmCOX2 aus dem Klon M3cox2(SRL) (J. Whelan und D. Daley,
Perth, Australien) wurden die Primer GmCO2.5 und GmCO2.6 verwendet.

GmCO2.5 bindet im 5’-Bereich des GmCOX2 Gens und enthidlt eine Kpn 1 Schnittstelle.
GmCO2.6 bindet im 3’-Bereich des Gens und enthilt eine Eco RI Schnittstelle.

Das Primerpaar GmCO2.5/GmCQO2.6 wurde mit einer Hybridisierungstemperatur von 55°C

verwendet. Das amplifizierte GmCOX2 Gen wies eine Grofle von 1,1 kb auf.

2.2.3.2 Amplifikation von ScCOX2:

Zur Amplifikation von ScCOX2 wurden die Primer P1 und P2 verwendet. Primer 1 bindet am
5’-Ende des COX2 Gens und enthéilt eine Bam HI Schnittstelle, Primer 2 Bindet am 3’-Ende
des COX2 Gens und enthilt eine Eco RI Schnittstelle. Das Primerpaar P1/P2 wurde mit einer
Hybridisierungstemperatur von 55°C verwendet. Das amplifizierte ScCOX2 Gen wies eine

Grof3e von 1,1 kb auf.

2.2.3.3 Austausch des letzten Teils der GmCOX2 Leitsequenz gegen die Hefe COX2

Prasequenz:

Zum Austausch des letzten Teils der Sojabohnen Cox2 Leitsequenz gegen die Prasequenz des
Hefe Cox2 Proteins (pSc) im Konstrukt Gmj6Sc;sCOX2 wurden Primer verwendet, die
jeweils eine Hilfte des Gens fiir die pSc-Sequenz sowie einen Teil der GmCOX2 Sequenz
enthielten. Die Amplifikation des Konstruktes erfolgte somit in zwei Teilen:

1. Leitsequenz GmCOX2-pSc(1/2)

2. pSc(1/2)-GmCOX2

Zur Amplifikation des ersten Teils des Konstruktes wurden die Primer GmCO2.5 und GmScl
verwendet. Primer GmCQO?2.5 bindet am 5'-Ende des GmCOX2 Gens und enthélt eine Kpn 1
Schnittstelle. GmScl bindet am 3’-Ende im Bereich der GmCOX?2 Leitsequenz unmittelbar
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vor dem Ubergang in die Prisequenz pGm und enthilt eine Psp 14061 Schnittstelle. Das
Primerpaar GmCO2.5/GmScl wurde mit einer Hybridisierungstemperatur von 55°C
verwendet. Das amplifizierte Produkt wies eine Gréf3e von etwa 0,4 kb auf.

Die Amplifikation des zweiten Teils des Konstruktes wurde mit den Primern GmSc2 und
GmCO2.6 durchgefiihrt. Primer GmSc2 bindet am 5’-Ende im Bereich der Sequenz fiir das
reife GmCOX?2 Protein und enthélt eine Psp 14061 Schnittstelle. Primer GmCO2.6 bindet am
3’-Ende des GmCOX2 Gens und enthélt eine Eco RI Schnittstelle. Das Primerpaar
GmScl/GmCO2.6 wurde mit einer Hybridisierungstemperatur von 55°C verwendet. Das
amplifizierte Produkt wies eine Grofle von etwa 0,7 kb auf.

Das Konstrukt Gm6Sc;sCOX2 wurde unter Verwendung der Psp 14061 Schnittstelle im
Bereich der Hefe Prasequenz zusammengefiigt. Die Einfiihrung dieser Schnittstelle in die pSc
Sequenz fiihrte zu keiner Verdnderung der Aminosduresequenz. Das vollstindige Konstrukt
konnte unter Verwendung der Restriktionsendonukleasen Kpn I und Eco RI in den Vektor
pUCI19 inseriert werden. Danach erfolgte eine Umklonierung des Konstruktes in den Vektor
pGEM3-Zf(+) und den Hefevektor YEp352. In den Hefevektor war der ADHI1 Promotor mit
5" Sph Iund 3" Sal I inseriert (YEp352-pADH1).

2.2.3.4 Klonierung des Konstruktes Gm3cGFP:

Zur Herstellung des Konstruktes Gm;3sGFP wurden der AHD1-Promotor und die Leitsequenz
des GmCOX2 Gens incl. des letzten Teils der GmCOX2 Leitsequenz mit den Primern
M13Fwd und GmCO2.9 aus dem Vektor YEp352-pADH1-GmCOX2 amplifiziert. Der Primer
MI13Fwd bindet im Vektor YEp353 stromaufwérts des inserierten ADH1 Promotors. Der
Primer GmCO2.9 bindet stromabwarts des Bereiches fiir die GmCOX?2 Prasequenz innerhalb
des Gens fiir das reife GmCox2p und enthdlt eine Sal/ 1 Schnittstelle. Das Primerpaar
MI13Fwd/GmCO2.9 wurde mit einer Hybridisierungstemperatur von 55°C verwendet. Das
amplifizierte Produkt pADH1-LSGmCOX2 wies eine Grof3e von etwa 0,8 kb auf.

Das GFP Gen wurde mit den Restriktionsendonukleasen Sal/ I und Eco RI aus dem Vektor
pGFP der Firma Clontech isoliert und in den Vektor YEp352 inseriert (YEp352-GFP). Das in
der PCR amplifizierte Fragment pADH1-Gm;3s wurde mit den Restriktionsendonukleasen
Hind 11 und Sal 1 geschnitten und den Vektor YEp352-GFP Gen eingefiigt. Das
fertiggestellte Konstrukt Gm,3sGFP wurde auerdem mit Eco RI aus dem YEp352 Vektor
ausgeschnitten und in den Vektor pGEM3-Zf(+) inseriert.
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2.2.3.5 Klonierung des Konstruktes Gmj,6Sc;sGFP:

Zur Herstellung des Konstruktes GmsSc;sGFP wurden der ADHI1-Promotor und die
Leitsequenz des GmCOX?2 Gens incl. der Priasequenz des Hefe COX2 Gens pSc aus dem
Vektor YEp352-pADH1-Gmj36Sc;sCOX2 mit den Primern MI13Fwd und ScCO2.7
amplifiziert.

Der Primer ScCO2.7 bindet am 3’-Ende der Hefe Prisequenz und enthilt eine Sal 1
Schnittstelle. Das Primerpaar M13Fwd/ScCO2.7 wurde mit einer Hybridisierungstemperatur
von 55 °C verwendet. Das amplifizierte Fragment pADH1-Gm,¢Sc;s wies eine Grofle von
etwa 800 bp auf.

Das Fragment wurde mit den Restriktionsendonukleasen Hind 111 und Sal I geschnitten und in
den Vektor YEp352-GFP inseriert. Das Konstrukt Gm,6ScisGFP wurde mit Eco RI isoliert
und in den Vektor pGEM3-Zf(+) umkloniert.

2.2.3.6 Herstellung des Konstruktes Gm;3sTM1GFP:

Zur Herstellung des Konstruktes Gm3sTM1GFP wurden der pADHI1 Promotor, die
GmCOX2 Leitsequenz und die erste Transmembrandomine des GmCOX2 Gens (TM1) mit
den Primern MI3Fwd und GmCO2.8 aus dem Vektor YEp352-pADHIGmCOX2
amplifiziert. Der Primer GmCO2.8 bindet unmittelbar am 3’-Ende der ersten
Transmembrandomine wund beinhaltet eine Sa/ 1 Schnittstelle. Das Primerpaar
MI13Fwd/GmCO2.8 wurde mit einer Hybridisierungstemperatur von 55°C verwendet. Das
amplifizierte Fragment besitzt eine Grofle von etwa 900 bp.

Das Fragment wurde mit den Restriktionsendonukleasen Hind 111 und Sal/ I verdaut und in den
Vektor YEp352-GFP inseriert. Das Konstrukt Gm 3 TM1GFP  wurde mit der
Restriktionsendonuklease Eco RI isoliert und in den Vektor pGEM3-Zf(+) umkloniert.

2.2.3.7 Herstellung des Konstruktes Gmj,6Sc;sTM1GFP:

Zur Herstellung des Konstruktes Gm¢ScisTM1GFP wurden der pADHI Promotor, die
GmCOX2 Leitsequenz incl. der Hefe Prisequenz und die erste Transmembrandomine des
GmCOX2 Gens (TM1) mit den Primern M13Fwd und GmCO2.8 aus dem Vektor YEp352-
pADH1-Gm56Sc;sCOX2 amplifiziert. Der Primer GmCO2.8 bindet unmittelbar am 3’-Ende

der ersten Transmembrandoméne und beinhaltet eine Sa/ 1 Schnittstelle. Das Primerpaar
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MI13Fwd/GmCO2.8 wurde mit einer Hybridisierungstemperatur von 55°C verwendet. Das
amplifizierte Fragment besitzt eine Grofle von etwa 900 bp.

Das Fragment wurde mit den Restriktionsendonukleasen Hind 111 und Sal I geschnitten und in
den Vektor YEp352-GFP inseriert. Das Konstrukt GmyScisTMI1GFP wurde unter
Verwendung von Eco Rl isoliert und in den Vektor pGEM3-Zf(+) umkloniert.

2.2.4 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierug von Plasmid-DNA wurde nach SANGER et al. 1977 mit Hilfe des BigDye
Terminator Cycle Sequencing Kits der Firma Applied Biosystems durchgefiihrt. 1-1,5 pg
Plasmid-DNA wurden in einem 12 ul Ansatz mit 3 pl BigDye-Losung, 5 ul 2,5 x Puffer und
20 pmol eines spezifischen Primers versetzt. Die Reaktion im Thermocycler erfolgte nach
Angaben des Herstellers. Die Elektrophorese und die Dokumentation der Sequenzreaktion
erfolgte im Institut fiir Zellbiochemie und klinische Neurobiologie (Universititskrankenhaus

Eppendorf, Hamburg).

2.2.5 Hefetransformation

Hefezellen der Stimme JRY 675, 777-3A/mit'427/1, MY111-2, GM103-4D, JRYA3, EP4-
20A, Aytal0, Aytal2 und Aygrl01w wurden modifiziert nach GIETZ et al. 1992 transformiert.
Die Zellen wurden in YPGc Medium zu einer Dichte von 1 x 107 Zellen/ml (ODgoo = 0,5)
angezogen, abzentrifugiert und mit LiAc-TE (100 mM Lithiumacetat, 10 mM Tris/HCI
pH 7,0, 1 mM EDTA) gewaschen. Nach Resuspension der Zellen in 50 pl LiAc-TE wurden
die Zellen mit 2,5 pl Spermien-DNA (20 mg/ml) und der zu transformierenden DNA versetzt.
Es erfolgte eine weitere Zugabe von 350 pl 40% (v/v) PEG (20% PEG 4000, 20% PEG 600 in
LiAc-TE). Die Ansdtze wurden 30 min. bei 30°C und 15 min. bei 42°C inkubiert,

abzentrifugiert, in TE gewaschen und auf Selektivmedium ausplattiert.
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2.2.6 Gesamt-RNA Isolation und ,,Northern-Blot*

Hefe Gesamt-RNA wurde nach KOHRER UND DOMDEY 1991 isoliert und in einem 1,5%igen
Agarose-Formaldehyd Gel nach SAMBROOK et al. aufgetrennt.

Die RNA wurde nach SAMBROOK et al. 1989 auf eine Nylonmembran iibertragen (,,Northern
Blot*). Der Nachweis der spezifischen GmCox2 mRNA erfolgte mittels Hybridisierung mit
einer DIG-markierten DNA-Sonde gegen die GmCOX2 Leitsequenz (SAMBROOK et al. 1989).
Der Nachweis der Sonde erfolgte mit dem ,,DIG DNA Labeling ans Detection Kit* der Firma
»Roche®“ It. Anweisung des Herstellers. Als Chemilumineszenz Substrat wurde CSPD der

Firma ,,Roche* verwendet.

2.2.6.1 Herstellung der DIG markierten LSCox2 Sonde

Zur Herstellung der Sonde wurde mit den Restriktionsendonukleasen Eco RV und Sa/ I ein
360 bp groBes Fragment aus der GmCOX?2 Leitsequenz des Klons M3cox2(SRL) isoliert und
die DNA mit Hilfe des ,,DIG DNA Labeling and Detection Kit*“ der Firma ,,Roche* mit der

,Random primed* Methode It. Anweisung des Herstellers markiert.

2.2.7 Mitochondrienisolation aus Hefe

2.2.7.1 Zellaufschluss mit Glasperlen

Hefe Mitochondrien wurden in einem Zellaufschluss mit Glasperlen modifiziert nach PRATIE
UND MICHAELIS 1977 isoliert.

Die Zellen aus einer Uber-Nacht-Kultur wurden geerntet, mit Wasser gewaschen und die
Zellausbeute in g Nassgewicht bestimmt. Pro 1g Nassgewicht wurden die Zellen in 2 ml
Lysiermedium (0,6 M Sorbit, 10 mM Tris-HCI pH 7,4, 1 mM EDTA pH 7,4) resuspendiert
und mit 3g Glasperlen (0,45-0,5 mm) versetzt. Die Zellen wurden durch neunmaliges
Vortexen von je 30 sek. aufgeschlossen und der Uberstand abgenommen.

Durch eine differentielle Zentrifugation bei 10 min. 3000 x g und 10 min. 15000 x g wurden

die Mitochondrien von den Zellresten getrennt und geerntet.
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Die Mitochondrien wurden wiederum in 1 ml Lysiermedium resuspendiert und die
differentielle Zentrifugation bei 5 min. 1200 x g und 10 min. 17300 x g in 1,5 ml-
Reaktionsgefdfen wiederholt.

Alle Zentrifugationsschritte wurden bei 4°C durchgefiihrt. Die isolierten Mitochondrien

wurden bei —20°C gelagert.

2.2.7.2 Enzymatischer Zellaufschluss

Hefe Zelle wurden in der logarithmischen Wachstumsphase (ODgpo = 0,75 - 1,0) geeerntet
und mit Na-K-Cl-Losung (0,2% (w/v) NaCl, 0,2% (w/v) KCIl) gewaschen. Pro Ig
Nassgewicht wurden die Zellen in 3 ml SCK-Puffer (1,08 M Sorbit, 10 mM Citronenséure,
50 mM K,;HPO,) resuspendiert und der Suspension pro 1g Nassgewicht 0,15 ml B-
Mercaptoethanol und 1 mg Zymolyase-20T sowie 2 Tropfen 2M NaOH zugegeben. Durch
eine 90miniitige Inkubation der Suspension bei 30°C unter leichtem Schiitteln wurden die
Zellen sphiroblastiert.

Die Sphiroblasten wurden mit 1,2 M Sorbit gewaschen und in 10 ml eiskaltem
Homogenisierungspufter (0,6 M Sorbit, 10 mM Tris-HCI pH 7,4, | mM EDTA, 1 mM PMSF,
0,5% (w/v) BSA) aufgenommen. Durch 25 StoBe in einem Glashomogenisator wurden die
Zellen aufgeschlossen.

Die Mitochondrien wurden durch differentielle Zentrifugation von 5 min. 1100 x g, 5 min.
1900 x g und 10 min. 15000 x g gewonnen und geerntet.

Die Mitochondrien wurden in 1 ml Waschpuffer (0,3 M Sucrose, 10 mM MOPS pH 7,5, 0,1%
(w/v) BSA) aufgenommen und die differentielle Zentrifugation in 1,5 ml-Reaktionsgefil3en
bei 5 min. 1200 x g und 10 min. 17300 x g wiederholt.

Alle Zentrifugationsschritte wurden bei 4°C durchgefiihrt. Die Mitochondrien wurden in
Waschpuffer resuspendiert und bei —70°C gelagert.

2.2.8 Quantifizierung mitochondrialer Proteine

Die Quantifizierung mitochondrialer Proteine wurde nach YAFFE 1991 durchgefiihrt.
Mitochondrien wurden 1:100 in 0,6% SDS geldst und 5 min. bei 99°C denaturiert. Es wurde
die OD»go dieser Losung gegen 0,6% SDS gemessen. Eine Extrinktion von 0,21 entspricht
10 pg/ul mitochondriales Protein.
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2.2.9 Mitochondrienisolation aus Sojabohne

Mitochondrien wurden aus 7 Tage alten Sojabohnen Kotyledonen (Glycine max L. Merr, c.v.
Stevens) nach DAY et al. 1985 isoliert. 100-200 g der Kotyledonen wurden in
Homogenisierungspuffer (0,3 M Sucrose, 25 mM Natriumpyrophosphat, 2 mM EDTA, 10
mM KH;PO,, 1% (w/v) PVP-40, 1% (w/v) BSA, 20 mM Natriumascorbat, pH 7,5) in einem
Mixer aufgeschlossen. Das Homogenat wurde filtriert und Zelltrimmer durch 10 min.
Zentrifgation bei 1500 x g abgetrennt. Der Uberstand wurde erneut 20 min. bei 17400 x g
zentrifugiert und der resultierende Niederschlag in Waschpuffer (0,3 M Sucrose, 10 mM TES-
NaOH pH 7,5, 0,1% (w/v) BSA mit einem Pinsel resuspendiert. Nach weiteren Waschungen
in Waschpuffer wurde der Niederschlag 40 min. bei 40000 x g durch einen 0 — 4,4%
PVP/Percollgradient (0,3 M Sucrose, 10 mM TES-NaOH pH 7.5, 0,1% (w/v) BSA, 28%
(w/v) Percoll, 0 — 4,4% (w/v) PVP-40) zentrifugiert und die Mitochondrien als gelb
erscheinende Bande am Grund des Zentrifugenbechers gewonnen. Die Mitochondrien wurden
erneut mit Waschpuffer gewaschen und bei —20°C gelagert oder direkt fiir die in vitro Import

Reaktionen verwendet.

2.2.10 Fraktionierung isolierter Mitochondrien

Die Fraktionierung von Mitochondrien wurde modifiziert nach GLICK et al. 1992
durchgefiihrt.

Mitochondrien wurden mittels Zellaufschluss mit Zymolyase und Glashomogenisator isoliert
und quantifiziert. Je ein Teil der Mitochondrien wurde in M-Puffer (0,6 M Mannit, 20 mM
Tris-HCI pH 7,4, 1 mM EDTA) und zur Generierung von Mitoplasten in MP-Puffer (0,06 M
Mannit, 20 mM Tris-HCl pH 7,4, | mM EDTA) resuspendiert und Mitochondrien bzw.
Mitoplasten durch 10 min. Zentrifugation bei 17300 x g geerntet.

Die IMS Proteine, die im Uberstand des MP-Puffer Ansatzes enthalten sind, wurden durch
Zugabe von 1/10 Vol. 50% TCA gefillt, durch 10 min. Zentrifugation bei 17300 x g
sedimentiert und mit Aceton gewaschen.

Je ein Teil der Mitochondrien und Mitoplasten wurde mit Proteinase K (0,1 mg/ml
Endkonzentration) versetzt, die Ansdtze wurden 30 min. auf Eis inkubiert und die Reaktion

durch Zugabe von PMSF (1 mM Endkonzentration) abgestoppt. Die mit Proteinase K
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behandelten Mitochondrien und Mitoplasten wurden ebenfalls durch Zentrifugieren von 10
min. 17300 x g geerntet.

Mitochondrien, Mitoplasten und die Proteine des IMS wurden in 2 x SDS Probenpuffer nach
Laemmli 1970 resuspendiert und 5 min. bei 99°C erhitzt.

2.2.11 SDS Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS PAGE)

Proteine wurden in einer eindimensionalen SDS PAGE nach LAEMMLI (1970) aufgetrennt.
Es wurde ein diskontinuierliches System mit einem Trenngel von 12% (w/v) Acrylamid und
einem Sammelgel von 4% (w/v) Acrylamid verwendet. Die Elektrophorese wurde bei

20-30 mA und 150-250 V durchgefiihrt.

Alternativ zum 12%igen Trenngel wurden exponentielle Gradientengele mit 10-15% (w/v)
Acrylamid nach PRATIE et al. 1979 zur Auftrennung der mitochondrialen Proteine verwendet,

da sie eine bessere Bandenschirfe erlaubten.

2.2.12 Zweidimensionale Polyacrylamidgelelektrophorese (2D PAGE)

Die 2D PAGE wurde unter Verwendung des IPGphor IEF Systems der Firma Amersham
Biosciences durchgefiihrt. Zur isoelektrischen Fokussierung der mitochondrialen Proteine
wurden Immobiline DryStrips der pH Reichweite 3 — 10 NL, die in dem entsprechenden
IPGphor Puffer hydriert wurden, verwendet. Die Durchfiihrung der 2D PAGE erfolgte nach
Angaben des Herstellers.

Mit jeder Mitochondrien Préparation wurden jeweils mindestens zwei 2D PAGEs parallel
durchgefiihrt, eines der Gele wurde mit kolloidaler Coomassie Losung geférbt und das andere
auf eine Nitrozellulose Membran iibertragen (,, Western BLot*). Die iibertragenen Proteine
wurden mit Ponceau S gefarbt und die GFP Proteine anschlieBend mit dem Anti GFP
Antikorper spezifisch nachgewiesen (,,Immunodetektion®). Anhand der spezifischen Signale
aus der Immunodetektion wurden die GFP Proteine in dem gefarbten Gel identifiziert und aus

dem Gel isoliert.
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2.2.13 Proteintransfer auf Nitrozellulose (,, Western Blot*)

In einer SDS PAGE aufgetrennte Proteine wurden nach TOWBIN et al. 1979 mit Blottingpuffer
(0,3% (w/v) Tris, 1,4% (w/v) Glycin, 20% Methanol) auf eine Nitrozellulosemembran
(0,45 pm) tibertragen.

Der Transfer erfolgte in einer Trans-Blot™" Cell Apparatur fiir 16 Std. bei 12 V und 50 mA.

2.2.14 Ponceau-Fiarbung von Proteinen

Zur Farbung von Proteinen auf einer Nitrozellulose Membran wurde die Membran unter
leichtem Schiitteln fiir 15-30 min. in Ponceau S—Losung inkubiert. Die Membran wurde
anschlieBend mit 5% Essigsdure entfarbt und der Proteingehalt durch Scannen der Membran

dokumentiert.

2.2.15 Immunodetektion von Proteinen

Die Immunodetektion wurde mit dem Western Light™ Chemiluminescent Detection System
der Firma Tropix nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

Der Blocking Losung wurden 4% Magermilchpulver zugegeben, die verwendeten primiren
und sekundéren Antikérper wurden in Blocking Losung verdiinnt.

Als Chemilumineszenz Substrat wurde CSPD der Firma Roche verwendet.

2.2.16 Coomassie Firbung

Zur Férbung von Proteinen im SDS Gel wurde das Gel 1 Std. in Coomassie Losung (45%
Methanol, 1% Eisessig, 0,125% (w/v) Coomassie Brilliant Blue G-250) unter leichtem
Schiitteln inkubiert. AnschlieBend wurde das Gel mit 45% Methanol und 1% Eisessig
entfarbt. Bei dem Férben und Entfirben von Gelen, die anschlieBend getrocknet wurden,

wurde beiden Losungen 2% Glycerin zugegeben.

34



METHODEN

2.2.17 Kolloidale Coomassie Firbung

Zur Farbung der Proteine im SDS Gel mit groferer Sensitivitit wurde alternativ eine
kolloidale Coomassie Losung (17% (w/v) Ammoniumsulfat, 34 % Methanol, 3%
Phosphorséure 0,1% (w/v) Coomassie Brilliant Blue G-250) verwendet. Die Farbung der Gele
erfolgte liber Nacht. Gele, die mit kolloidaler Coomassie Losung gefirbt worden waren,

wurden anschlieBend mit 0,5% Phosphorsaure fiir mindestens 3 Stunden entférbt.

2.2.18 In vitro Transkription/Translation

Die radioaktive Markierung von Proteinen mit [°S]-Methionin erfolgte in dem
Kaninchenretikulozytenlysat-System TNT'™ der Firma Promega nach Angaben des
Herstellers.

Die markierten Proteinen wurden bei —20°C gelagert.

2.2.19 In vitro Import in isolierte Mitochondrien

In vitro Import Reaktionen von radioaktiv markierten Proteinen in isolierte Mitochondrien aus
der Hefe und der Sojabohne wurden nach WHELAN et al. 1996 durchgefiihrt.

100-200 pg Mitochondrien wurden mit 180 ul Import-Puffer (0,3 M Sucrose, 50 mM KCI, 10
mM MOPS pH 7,5, 5 mM KH,PO4, 1% (w/v) BSA, 1 mM Methionin, 0,2 mM ADP, 2 mM
ATP, 2 mM GTP, 2 mM NADH, 5 mM Succinat, 5 mM DTT) sowie 5 ul radioaktiv
markierter Proteine aus dem Kaninchenretikulozytenlysat versetzt und der Ansatz 1,5 Std. bei
25°C inkubiert. Die Hélfte des Ansatzes wurde mit Proteinase K (100 pg/ml) behandelt, der
Proteinase K Verdau anschliessend durch Zugabe von 2 mM PMSF abgestoppt. Die
Mitochondrien wurden geerntet, in 2 x SDS Probenpuffer nach LAEMMLI 1970 resuspendiert
und in einer SDS PAGE aufgetrennt.

Das Gel wurde nach dem Lauf mit Coomassie gefarbt und getrocknet und die
Autoradiographie durch Auflegen einer Tritium-Phosphorimagerplatte fiir 2 Tage bzw. eines

Rontgenfilms fiir 4 Wochen nachgewiesen.
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3. Ergebnisse

3.1 Untersuchungen zur Prozessierung der Leitsequenz des GmCox2 Proteins in Hefe

3.1.1 Vergleich der Prozessierung von GmCox2 bei Import in Mitochondrien der Sojabohne

und der Hefe

Das Cox2 Protein der Sojabohne (GmCox2) besitzt zum Import in die Mitochondrien eine
136 Aminoséurereste lange Leitsequenz, die in drei Schritten proteolytisch abgespalten wird.
Es stellte sich die Frage, ob der Modellorganismus Hefe geeignet ist, diese Drei-Stufen
Prozessierung ndher zu charakterisieren. Es sollte deshalb zunichst iiberpriift werden, ob die
GmCox2 Leitsequenz bei Import in isolierte Mitochondrien der Sojabohne und der Hefe
gleichermallen prozessiert wird.

In Zusammenarbeit mit dem Labor von Dr. Whelan wurde das GmCox2 Vorstufenprotein in
vitro in einem Retikulozytenlysat synthetisiert und durch den Einbau von [*°S] Methionin
radioaktiv markiert. Der Import des GmCox2 Proteins in isolierte Mitochondrien der
Sojabohne und der Hefe wurde nach 5, 10, 20 und 60 Minuten abgebrochen, die
mitochondrialen Proteine wurden in einem SDS Gel aufgetrennt und die
Prozessierungsformen in einem Autoradiogramm nachgewiesen (Abb. 3.1.1).

Bei Import von GmCox2 in isolierte Mitochondrien der Sojabohne war nach 5 Minuten eine
Bande nachweisbar die in dem Lysat nicht vorkommt und folglich durch die Prozessierung in
den Mitochondrien entstanden war (Abb. 3.1.1, Spur 2). Diese Bande reprisentierte die erste
intermedidre Form (I;) des Proteins. Die zweite intermedidre Form des Proteins (I;) war in
den Sojabohnen Mitochondrien nach 10 Minuten nachweisbar (Spur 4), das reife Protein m
nach 20 Minuten (Spur 6). Bei Import des Proteins in isolierte Mitochondrien der Hefe waren
I; und I, bereits nach 5 Minuten nachweisbar (Spur 3), eine schwache Bande fiir das reife
Protein konnte nach 20 Minuten detektiert werden (Spur 7).

Dieses Experiment zeigte, dass das GmCox2 Protein in den Sojabohnen und den Hefe
Mitochondrien zu den gleichen Intermediaten sowie auch zum reifen Protein prozessiert
wurde. Die Prozessierung in den Hefe Mitochondrien fiihrte allerdings nur zu wenig reifem
Protein, was darauf schlieBen lésst, dass in den Sojabohnen Mitochondrien weitere Faktoren

vorhanden sind, die die Prozessierung beeinflussen.
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Das Hefe System kann jedoch fiir die Identifizierung von Faktoren, die beim Import und der

Prozessierung beteiligt sind, verwendet werden.
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Abb. 3.1.1: Vergleich der GmCox2 Prozessierung in Mitochondrien aus der Sojabohne und der Hefe

Das GmCox2 Protein wurde in vitro synthetisiert (Lysat) und in isolierte Mitochondrien aus der Sojabohne (S)
und der Hefe (Y) importiert. Die Importreaktion wurde nach 5, 10, 20 und 60 Minuten abgestoppt, um die
Entstehung der Prozessierungsformen zu analysieren.

P: Vorstufenprotein, I, I,: erste und zweite intermedidre Form des Proteins, m: reifes Protein

3.1.2 Expression des GmCOX?2 Gens in Hefe

Zur Expression von GmCox2 in der Hefe wurde das GmCOX2 Gen stromabwirts des ADH1
Hefepromotors in den Hefevektor YEp352 kloniert (Abb. 3.1.2). Der Promotor der
Alkoholdehydrogenase I (ADH1) wurde zur Expression des GmCOX2 Gens ausgewihlt, da er
ein konstitutiv exprimierender Promotor eines in Hefe stark exprimierten Gens ist. In dem
Konstrukt pADHI(L)-GmCOX2 wurde das GmCOX2 Gen stromabwirts des gesamten
ADHI1 Promotors von 1,8 kb Linge inseriert, in dem Konstrukt pADHI(S)-GmCOX?2
stromabwiérts des minimalen 408 bp gro3en Promotor Fragmentes, das fiir die Expression des

Gens in Hefe als ausreichend gilt.
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YEp 352 - pADH1(S)-GmCOX2
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Abb. 3.1.2: Schematische Darstellung der GmCOX?2 Konstrukte

oben: Konstrukt pADH1(S)-GmCOX2 mit 408 bp ADH1 Promotor Fragment

unten: Konstrukt pADH1(L)-GmCOX2 mit dem langen 1800bp ADH1 Promotor

In beiden Konstrukten wurde das GmCOX2 Gen iiber die Schnittstellen der Restriktionsendonukleasen Sa/ I und
Sac I in den Vektor YEp 352 (—) stromabwarts des ADH1 Promotors inseriert.

Das GmCox2 Protein sollte zunichst in den Cox2 defizienten Hefe Mutanten 777-3A/mit’
414/5, mit'167/3 und mit'427/1 exprimiert und die Expression des GmCOX2 Gens in einem
»Northern Blot*“ Experiment {iberpriift werden. Die mit" Mutanten besitzen Punktmutationen
im mitochondrialen Genom, die einen Ausfall des Hefe Cox2 Proteins bedingen.

Die mit" Mutanten wurden mit den Konstrukten pADHI1(S)-GmCOX2 und pADHI(L)-
GmCOX2 transformiert und aus den Transformanten wurde Gesamt-RNA isoliert. Nach
Auftrennung in einem Formaldehyd-Gel und Ubertragung der RNA auf eine Nylonmembran
(,Northern Blot“) wurde die GmCOX2 mRNA mit einer Dig markierten DNA Sonde
nachgewiesen, die von der Leitsequenz des kernkodierten GmCOX2 Gens abgeleitet worden
war. Die Spezifitit der Sonde wurde mit einer Gesamt RNA Extraktion aus dem
untransformierten Stamm 777-3A/mit'414/5 iiberpriift (Abb. 3.1.3, Spur 4).

Die Detektion des Northern Blots zeigte in den Spuren der aus den Transformanten isolierten
RNA Signale der GroBlen 4,0 kb, 2,6 kb und 1,5 kb (Abb. 3.1.4, Spuren 1-3, 5-7). Diese
Signale waren in der RNA Priparation aus dem untransformierten Stamm nicht detektierbar
und waren bei Expression des Gens durch den vollstindigen Promotor und durch das
minimale Promotor Fragment in allen transformierten mit” Staimmen gleich stark. Die 1,5 kb-
Bande weist die fiir die GmCOX2 mRNA erwartete GroB3e auf, die anderen Banden sind
darauf zuriickzufiihren, dass die Transkription iiber das Gen hinaus in den Vektor fortgesetzt

wurde.
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Abb. 3.1.3: Nachweis der GmCOX2 mRNA in den Hefetransformanten 777-3A/mit” 414/5, mit'167/3 und
mit'427/1

In einem Agarose Gel wurden Gesamt RNA Préparationen aus den Cox2 defizienten mit” Mutantanten, die mit
dem GmCOX2 Gen transformiert worden waren, aufgetrennt, mit Ethidiumbromid angeférbt (A) und auf eine
Nitrozellulose Membran iibertragen (,,Northern Blot®). Die GmCOX2 mRNA wurde auf der Membran mit einer
Dig markierten Sonde gegen die Leitsequenz des GmCOX2 Gens nachgewiesen (B).

Aus dem Northern Blot Experiment konnte geschlossen werden, dass das GmCOX2 Gen in
allen Hefe Transformanten durch den ADHI Promotor transkribiert wird. Das 408 bp grofie

Promotor Fragment ist fiir die Transkription von GmCOX?2 ausreichend.

Der 408 bp groBe Minimal Promotor wurde im Folgenden zur Expression aller GmCOX2

Konstrukte in Hefe verwendet.
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3.1.3 Komplementationsanalyse von GmCox2 in Hefe

Das Northern Blot Experiment hat gezeigt, dass das GmCOX2 Konstrukt in den
Hefemutanten transkribiert wird. Es sollte daran anschliefend untersucht werden, ob das
GmCox2 Protein in der Lage ist, den Atmungsdefekt der mit'414/5, mit'167/3 und mit'427/1
Mutanten zu komplementieren.

Aus dem Ausfall des Hefe Cox2 Proteins resultiert ein Atmungsdefekt der mit™ Zellen. Die
Mutanten sind deshalb nicht in der Lage, auf Medien zu wachsen, die als Kohlenstoffquelle
Glycerin enthalten, da Glycerin nicht vergoren werden kann.

Die mit dem Konstrukt pADHI1(S)-GmCOX?2 transformierten mit" Mutanten wurden auf
Glukose Medium angezogen und auf Glycerin Medium iibertragen.

Keine Transformante konnte auf dem Glycerin Medium wachsen. Das GmCox2 Protein ist

demnach nicht in der Lage, die Funktion des Hefe Cox2 Proteins zu iibernehmen.

3.1.4 Nachweis des GmCox2 Proteins in Hefemitochondrien

Nachdem die vorausgehenden Untersuchungen gezeigt hatten, dass das GmCOX2 Gen zwar
transkribiert wird, das GmCox2 Protein den Atmungsdefekt der mit” Mutanten jedoch nicht zu
komplementieren vermag, sollte mit einem Western Blot Experiment untersucht werden, ob
das GmCox2 Protein in vivo in den Hefe Mitochondrien nachweisbar ist.

Mitochondriale Proteine, die aus den mit dem Konstrukt pADHI(S)-GmCOX2
transformierten Wildtyp und mit'427/1 Zellen isoliert worden waren, wurden in einer SDS
PAGE aufgetrennt und auf eine Nitrozellulose Membran {ibertragen (,,Western Blot*). Das
GmCox2 Protein wurde mit einem spezifischen Antikorper gegen das Hefe und das
Sojabohnen Cox2 Protein detektiert (Abb. 3.1.4). Als Kontrolle fiir die Spezifitit der
Antikorper wurden Mitochondrien verwendet, die aus den mit dem Vektor YEp 352
transformierten Hefestimmen und aus der Sojabohne isoliert worden waren.

Bei Detektion mit dem Antikdrper gegen das Hefe Cox2 Protein (ScCox2p) konnte in den
Spuren der aufgetrennten Wildtyp Mitochondrien eine Bande nachgewiesen werden, die eine
molare Masse von 29 kDa aufwies. Diese Bande représentierte das reife ScCox2 Protein
(Abb. 3.14 A, Spur 1 und 2). In den Spuren der aus den mit Mutanten isolierten

Mitochondrien war das ScCox2 Protein nicht nachweisbar (Spur 3 und 4).
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In der Spur der aufgetrennten Sojabohnen Mitochondrien Proteine konnte mit dem Antikorper
gegen das Hefe Cox2 Protein kein Signal detektiert werden (Spur 5).

Bei Detektion der Membran mit dem Antikdrper gegen das Sojabohnen Cox2 Protein
(GmCox2p), konnte nur in der Spur der aufgetrennten Sojabohnen Mitochondrien Proteine
eine Bande mit einer molaren Masse von 28 kDa nachgewiesen werden (Abb. 3.1.4 B, Spur
5). Diese Bande représentierte das reife GmCox2 Protein. Das Hefe Cox2 Protein konnte mit
dem Antikorper gegen das pflanzliche Cox2 Protein in den Hefe Mitochondrien nicht
nachgewiesen werden.

Das Western Blot Experiment zeigte, dass das GmCox2 Protein in den Mitochondrien der
Wildtyp und der mit" Transformanten weder mit dem Antikorper gegen das Hefe Cox2
Protein, noch mit dem Antikdrper gegen das Sojabohnen Cox2 Protein nachweisbar war

(Spuren 2 und 4).
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e | GmCox2p

Abb. 3.1.4: Western Blot Analyse der GmCOX2 Transformanten

Aus den mit dem GmCOX2 Gen transformierten Wildtyp (Wt) und mit'427/1 Zellen wurden mitochondriale
Proteine isoliert, in einer SDS PAGE aufgetrennt und in einem Western Blot Experiment analysiert. Als
Kontrolle fiir die Spezifitit der Antikdrper wurden Mitochondrien aufgetrennt, die aus der Sojabohne und aus
den mit dem Vektor YEp352 (YEp) transformierten Hefe Zellen des Wildtypstammes und der Cox2 defizienten
mit” Mutante isoliert worden waren.

A: Detektion der Membran mit einem Antikorper gegen das Hefe Cox2 Protein (ScCox2p)
B: Detektion der Membran mit einem Antikdrper gegen das Sojabohnen Cox2 Protein (GmCox2p)
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3.1.5 Austausch der Prasequenzen im GmCOX2 Gen

Das Western Blot Experiment in Abschnitt 3.1.4 hat gezeigt, dass das GmCox2 Protein in den
Hefemitochondrien nicht nachweisbar war. Dies konnte moglicherweise dadurch bedingt sein,
dass das GmCox2 Protein in der Hefe in vivo nicht korrekt in die Mitochondrien importiert,
prozessiert oder in die innere Membran integriert wird. Ursachen dafiir konnten auf
Unterschiede im Bereich der Prasequenz der Cox2 Proteine zuriickzufiihren sein:

In Abb. 3.1.5 sind das kernkodierte Cox2 Protein der Sojabohne und das mitochondrial
kodierte Cox2 Protein der Hefe vergleichend dargestellt.

Die Sequenz der reifen Cox2 Proteine beider Organismen zeigt eine Identitit von 50,6%. Die
Prisequenz des mitochondrial kodierten ScCox2p (gelb) und der vermutete letzte Teil der
Leitsequenz des kernkodierten GmCox2p (orange) unterscheiden sich ihrer Sequenz jedoch in
14 von 15 Aminoséureresten.

Um zu klédren, ob die Unterschiede in den Priasequenzen den Transport oder die Prozessierung
des Cox2 Proteins beeinflussen, wurde fiir weitere Versuche die Prisequenz des GmCox2

Proteins gegen die Prasequenz des ScCox2 Proteins ausgetauscht.

Cox2 ScGm PIMA Multiple Sequence Alignment
1 15 16 30 31 45 46 60 61 75 76 90
pat-ML --------—-—————— - mmm - s e e
GmCox2 MGLLSCFRSTVLRKC SKGSSGMSRFLYTNN FQRNLISSGGNESYY GYFNRRSYTSLYMGT GTVGGITSARIRVPN VGCEGFMCSSHLSIT
SCCOX2 == —mm oo oo T o e e e oo
91 105 106 120 121 135 136 150 151 165 166 180
pat-ML --—-—----———---= —————— - ——— T D P FOD A TP GI LH I F I vsS L
GmCox2 QRNSRLIHSTSKIVP NSEIQNITTEMVKTP EVS DAAEPWQLGFQDAA TPIMQGIIDLHHDIF FFVIQIGVFVSWVLL
ScCoX2 —=—=———=——=——=——=== ——————————————— - DVPTPYACYFQDSA TPNQEGILELHDNIM FYLLVILGLVSTMLY
181 195 196 210 211 225 226 240 241 255 256 270
pat-ML SK NPI HG TIE TI FP VIL IA PSF LLY D V PAIT IKAIG QY YEYS D N F SY
GmCox2 RALWHFRSKMNPIPQ RIV-HGTTIEILWTI FPSVILMFIAIPSFA LLYSMDDIVVDPAIT IKAIGHQWYWTYEYS DYNNSDEQSLAFDSY
ScCox2 TIVITY-SK-NPIAY KYIKHGQTIEVITTI FPAVILLIIAFPSFI LLYLCDE-VISPAIT IKAIGYQTYTKYEYS DFINDSGETVEFESY
271 285 286 300 301 315 316 330 331 345 346 360
pat-ML IP LE GQLRLL D VVP TH R T ADV H A P SLG K DA PGRLNQ S IQREGV YG C SE CGT HA MPI I
GmCox2 MIPEDDLELGQLRLL EVDNRVVVPAKTHLR VIITSADVLHSWAVP SLGVKCDAVPGRLNQ ISTFIQREGVYYGQC SEICGTNHAFMPIVI
ScCox2 VIPDELLEEGQLRLL DTDTSIVVPVDTHIR FVVTAADVIHDFAIP SLGIKVDATPGRLNQ VSALIQREGVFYGAC SELCGTGHANMPIKI
361 375 376
pat-ML EAVS Q --
GmCox2 EAVSTKDYGSWVSSQ VN
ScCox2 EAVSLPKFLETLNEQ --

Abb. 3.1.5: Vergleich der Sequenz des Cox2p aus der Sojabohne und der Hefe
GmCox2p: Sequenz des kernkodierten Sojabohnen Cox2 Proteins — blau: Leitsequenz zum Import des Proteins
in die Mitochondrien, orange: dritter Teil der Leitsequenz
ScCox2p: Sequenz des mitochondrial kodierten Hefe Cox2 Proteins — gelb: Prasequenz
pat-ML: identische Aminosduren in den Cox2 Sequenzen der Hefe und Sojabohne

Die Sequenzen wurden mit dem Programm ,,PIMA Multiple Sequence Alignment* verglichen
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Der Austausch der Priasequenz des GmCox2 Proteins gegen die Priasequenz des ScCox2
Proteins sollte mittels PCR Amplifikation erfolgen. Dazu wurden Primer abgeleitet, die
jeweils eine Halfte des Gens fiir die Hefe Prasequenz enthielten. Die Hefesequenz in diesen
Primern wurde von dem Teil des GmCOX2 Gens flankiert, der zum einen fiir die Leitsequenz
und zum anderen fiir das reife GmCox2 Protein kodiert.

Da es moglich war, in die Sequenz der Hefe eine Schnittstelle fiir die
Restriktionsendonuklease Psp1406 1 einzufiihren ohne die Aminosduresequenz des Proteins
zu verdandern, konnten die amplifizierten Fragmente nach Restriktionsverdau mit Psp 1406 1
ohne Verschiebung des Leserahmens zusammengefiigt werden (s. Abb. 3.1.6).

Das resultierende Konstrukt Gm;,6Sc;sCOX2 wurde durch eine 5° Kpn I- und eine 3" Eco RI-
Schnittstelle in den E. coli-Vektor pUC 19 inseriert.

Psp 1406 1 Eco RI
pSc(1) pSc(2)
KpnI Psp 14061

Abb. 3.1.6: Schematische Darstellung der PCR Fragmente zum Austausch der Prisequenz im GmCOX2
Gen

Mit den Primern GmCO2.5 und GmSc! wurde in einer PCR Reaktion ein 400 bp grofles Fragment amplifiziert,
mit den Primern GmSc2 und GmCO2.6 ein 700 bp groBes Fragment.

Beide Fragmente wurden nach Restriktion mit Psp 14061 zusammenligiert und unter Verwendung der Kpn I und
der Eco RI Schnittstelle in den Vektor pUC 19 inseriert.

Eine Sequenzierung des pUC Klones zeigte, dass die Hefe Prisequenz im Sojabohnen Gen

ohne Verschiebung des Leserahmens und ohne Mutation inseriert war (Abb. 3.1.7).
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pSc

SRWMLDLLRLQLTTPFIMNDYVPTTPWOQLG

50 370 380 390 400 A 410 420 430 440
CTCAAGATGG AT GTTAGAT TTAT TAAGAT TACAATTAACAACG T TCAT TATGAATGATGTACCAACACCATGGCAACTAGGG
[}

Psp 14061

Abb. 3.1.7: Sequenzausschnitt des Gm;;S¢c;5;COX2 Gens

Die Prasequenz des Hefe Cox2 Proteins (pSc) wurde an der Stelle der Priasequenz des Sojabohnen Cox2 Proteins
in das GmCOX?2 Gen inseriert. Die in der Sequenz dargestellte Psp 14061 Schnittstelle, die durch den Austausch
von Adenin zu Guanin in die Sequenz eingefiigt werden konnte, wurde zur Ligation beider in der PCR
amplifizierten Fragmente verwendet (s. Abb. 3.1.6).

Das Konstrukt Gm,6Sc;sCOX2 wurde aus dem Vektor pUC19 mit den Enzymen Kpn 1 und
Eco RI ausgeschnitten und in den Vektor YEp 352 stromabwirts des ADH1 Promotors

inseriert.

3.1.6 Komplementationsanalyse von Gmj,¢Sc;sCox2 in Hefe

In den Abschnitten 3.1.3 und 3.1.4 wurde gezeigt, dass das GmCOX2 Gen den
Atmungsdefekt von Cox2 defizienten mit” Hefezellen nicht komplementieren konnte und das
Protein in den Mitochondrien der Hefe in einem Western Blot Experiment nicht nachweisbar
war. Es sollte nun untersucht werden, ob nach Austausch der Prisequenzen Gmj,sSc;sCox2
den Atmungsdefekt Cox2 defizienter Hefezellen komplementieren kann.

Der Cox2 defiziente Hefe Stamm mit™ 427/1 wurde mit dem Konstrukt Gmi6Sc;5sCOX2
transformiert. Die Transformanten wurden nach Wachstum auf Glukose Medium auf Glycerin

Medium iibertragen.
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Die Transformanten konnten auf dem Glycerin Medium nicht wachsen. Das GmCox2 Protein
konnte auch nach Austausch der Prisequenz den Atmungsdefekt des mit” Stammes nicht
komplementieren. Die fehlende Funktionalitit des GmCox2 Proteins in Hefe war folglich
eher auf eine unterschiedliche Assemblierung der Cytochrom ¢ Oxidase Komplexe der

Sojabohne und der Hefe zuriickzufiihren.

3.1.7 Nachweis von Gm;,6Sc;5Cox2 in Hefemitochondrien

In einem Western Blot Experiment sollte untersucht werden, ob das Protein Gm¢Sc;sCox2
durch den Austausch der Prdsequenz mit dem Antikorper gegen das Hefe- oder das
Sojabohnen Cox2 Protein in den Mitochondrien der Hefetransformanten nachweisbar ist.
Dazu wurden aus Wildtyp und mit'427/1 Hefezellen, die mit den Konstrukten GmCOX2 und
Gm,6Sc15COX2 transformiert waren, Mitochondrien isoliert.

Als Kontrolle fiir die Spezifitit beider Antikorper dienten Mitochondrien, die aus der
Sojabohne Glycine max und aus den mit dem Vektor YEp 352 transformierten Hefestimmen
isoliert worden waren.

Bei Detektion der Membran mit dem Antikorper gegen das Hefe Cox2 Protein konnte das
ScCox2 Protein in den Spuren der aus den Wildtypzellen isolierten Mitochondrien
nachgewiesen werden (Abb. 3.1.8 A, Spur 2, 6 und 7). In den Mitochondrien, die aus den mit’
Zellen isoliert wurden, war das ScCox2p nicht nachweisbar (Abb. 3.1.8 A, Spur 3, 4 und 5).
Das GmCox2 Protein war mit dem Antikorper gegen das Hefe Cox2 Protein nicht
nachweisbar (Abb. 3.1.8 A, Spur 1, 4 und 7).

Bei Detektion der Membran mit dem Antikorper gegen das Sojabohnen Cox2 Protein (Abb.
3.1.8 B) konnte in der Spur der aus Sojabohnen isolierten Mitochondrien das GmCox2
Protein nachgewiesen werden (Abb. 3.1.8 B, Spur 1). Alle Signale, die in den Spuren der
transformierten Hefezellen detektiert wurden (Abb. 3.1.8 B, Spuren 4 - 7), waren auch in den
mit dem Vektor transformierten Zellen detektierbar und waren somit unspezifisch (Abb. 3.1.8
B, Spur 2 und 3).

Das GmCox2 Protein war folglich auch nach Austausch der Prisequenz im Konstrukt

Gm26Sc;5Cox2 in den Hefemitochondrien mit keinem der beiden Antikorper detektierbar.
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Der Austausch der Prisequenz des kernkodierten Cox2 Proteins der Sojabohne gegen die
Prisequenz des mitochondrial kodierten Cox2 Proteins der Hefe fiihrte nicht zu einer

Stabilisierung des GmCox2 Proteins in den Hefemitochondrien.

o :
M mit427/1 Wt
§ >
s & =+ 4 GmCOX2
§ » ¢
5 B E
1 2 3 4 5 6 7  Spur
A
- R ScCox2p
B E. ' GmCox2p
| — _.:— o ——

Abb. 3.1.8: Western Blot Analyse der Cox2 Proteine mit ausgetauschter Prisequenz

Mit den Konstrukten GmCOX2 und Gm;ySc;sCOX2 wurden Wildtyp (Wt) und mit" Hefezellen transformiert
und aus den Transformanten mitochondriale Proteine isoliert. Die Proteine wurden in einem Western Blot
Experiment mit einem Antikorper gegen das Hefe und das Sojabohnen Cox2 Protein analysiert. Als Kontrolle

wurden Mitochondrien aus der Sojabohne, sowie aus den mit dem Vektor YEp352 transformierten Hefezellen
verwendet.

A: Detektion mit dem Antikdrper gegen das Hefe Cox2 Protein (ScCox2p)
B: Detektion mit dem Antikorper gegen das Sojabohnen Cox2 Protein (GmCox2p)
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3.1.8 in vitro Import der GmCox2 Konstrukte in Hefe Mitochondrien

Das GmCox2 Protein wird in vitro beim Import in isolierte Mitochondrien aus der Sojabohne
in drei Schritten proteolytisch prozessiert. Beim Import des GmCox2 Proteins in
Mitochondrien aus der Hefe wird jedoch nur sehr wenig reifes Protein gebildet (s. Abschnitt
3.1.1). Da weder das Protein GmCox2, noch das Protein GmSci5Cox2 in vivo in den
Hefemitochondrien nachweisbar waren, sollte untersucht werden, ob der Austausch der
Prasequenz des GmCox2p gegen die Prasequenz des ScCox2p in vitro einen Einflul auf den

Import des Proteins oder auf die Prozessierung des Konstruktes zeigt.

Zur Untersuchung der Prozessierung der GmCox2 Leitsequenz in vitro wurden die Proteine
GmCox2 und Gm6Sc;5sCox2 in einem Retikulozytenlysat in vitro synthetisiert und bei der
Synthese durch den Einbau von [*°S]-Methionin radioaktiv markiert.

Die markierten Proteine wurden mit isolierten Wildtyp Hefe Mitochondrien inkubiert und die
Prozessierung der Proteine nach Auftrennung in einem SDS Gel in einem Autoradiogramm
analysiert (Abb. 3.1.9). Zu einem Teil des Importansatzes wurde Proteinase K zugegeben, um
diejenigen Proteine abzubauen, die nicht oder nicht vollstindig in die Mitochondrien
importiert waren.

In der Spur des Importansatzes von GmCox2 (Abb. 3.1.9, Spuren 2 und 3) traten drei Banden
auf, die in dem Lysat (Spur 1) nicht enthalten waren und folglich durch die Prozessierung in
den Mitochondrien der Hefe entstanden waren. Diese Fragmente stellten die
Prozessierungsintermediate I; und I, und das reife Protein m dar. I; war vor einem Abbau
durch Proteinase K nicht geschiitzt, I, hingegen war Proteinase K resistent. Daraus lie3 sich
schlieBen, dass die Prozessierung zu I; zwar in den Mitochondrien stattfand, das Protein zu
diesem Zeitpunkt jedoch nicht vollstindig in die Hefemitochondrien importiert war. I, war
hingegen vollstindig in den Mitochondrien lokalisiert.

Die Prozessierung zum reifen Protein m war bei Import des GmCox2 Proteins in die
Hefemitochondrien kaum nachzuweisen.

Beim Import des in vitro translatierten Proteins Gm,¢Sci;sCox2 (Abb. 3.1.9, Spur 4) in die
Hefe Mitochondrien waren die Intermediate I; und I,, sowie das reife Protein m detektierbar
(Abb. 3.1.9, Spur 5). I, und m waren durch den Import vor einem Abbau durch Proteinase K
geschiitzt (Abb. 3.1.9, Spur 6). Im Lysat der in vitro Translation von GmjsSc;sCox2 lésst
sich ebenfalls ein Protein erkennen, dessen molare Masse der des reifen Proteins entspricht

(Abb. 3.1.9, Spur 4). Das ist darauf zuriickzufiihren, dass in der Gen Sequenz von
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Gm26Sc;sCOX2 im Bereich der Prisequenz ein Codon fiir ein Methionin enthalten ist, das
eine alternative Startstelle fiir die Translation des Proteins darstellt. Aus dem Gebrauch dieses
Startcodons resultiert ein Protein mit der molaren Masse der reifen Form. Um sicher zu
stellen, dass das Fragment, das in der PK behandelten Spur (Spur 6) an der Stelle des reifen
Proteins nachgewiesen wurde, tatsdchlich ein Produkt der Prozessierung ist, wurde das
entsprechende Methionin Codon in dem Konstrukt Gm,6Sc;sCOX2 M135I gegen das Codon
fiir Isoleucin ausgetauscht. In Kooperation mit dem Labor von Dr. James Whelan wurde mir
das Konstrukt fiir diese Untersuchungen freundlicherweise zur Verfiligung gestellt.

Die Auftrennung des Lysates nach der in vitro Translation von Gmjz6Sc;sCOX2 M1351
zeigte, dass die Eliminierung des Startcodons die Translation des Proteins mit der molaren
Masse der reifen Form verhinderte (Abb. 3.1.9, Spur 7). Ein in vitro Import dieses Proteins
wies jedoch weiterhin eine Bande mit der molaren Masse der reifen Form auf (Abb. 3.1.9,
Spur 8), die vor dem Abbau durch Proteinase K geschiitzt war und folglich in den
Mitochondrien lokalisiert ist (Abb, 3.1.9, Spur 9; Allerdings ist in den Spuren 8 und 9 das
reife Protein kaum zu erkennen). Der Import der Cox2 Proteine in die Hefe Mitochondrien ist

insgesamt nur sehr schwach.

Gm,,Sc,;Cox2
GmCox2 Gm,,,Sc,,Cox2 M1351
g + + B o+ + B + 4+ Mio
= =z X
+ + + PK
| 2 3 4 5 6 7 8 9 Spur
—> .|> P
— —
—
> b > I
> — [ I
-_— e — 2
> > m
.‘

Abb. 3.1.9: In vitro Import von GmCox2 und Gm;,5Sc¢;5Cox2 in isolierte Hefe Mitochondrien

Die Proteine GmCox2, Gmj,5Sc;5Cox2 und Gmj,6Sc;sCox2 M 1351 wurden in vitro in einem Retikulozytenlysat
synthetisiert und durch den Einbau von [**S] Methionin radioaktiv markiert (Spuren 1, 4 und 7). Die in vitro
translatierten Proteine wurden anschlieBend mit isolierten Mitochondrien eines Hefe Wildtypstammes inkubiert
(Spuren 2 und 3, 5 und 6, 8 und 9). Zur Kontrolle diente jeweils ein mit Proteinase K (PK) behandelter Ansatz,
in dem nicht oder nicht vollstindig importierte Proteine abgebaut wurden (Spuren 3, 6 und 9).

P: Vorstufenform, 1;, I,: erste und zweite intermedidre Form, m: reifes Protein
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Um sicher zu stellen, dass das in vitro in den Hefe Mitochondrein entstandene reife Protein
mit dem reifen Protein der Sojabohne iibereinstimmt, wurden aus der Sojabohne isolierte
mitochondriale Proteine und die in vitro Import Ansdtze in einem SDS Gel aufgetrennt und
auf eine Nitrozellulose Membran iibertragen. Nach dem Transfer wurden die radioaktiv
markierten Proteine autoradiographisch detektiert und das GmCox2 Protein der Sojabohne
mit dem Anti-GmCox2 Antikérper nachgewiesen (Abb. 3.1.10).

Der in vitro Import Ansatz des Proteins GmCox2 zeigte die Formen I; und I, (Abb. 3.1.10,
Spur 2), der in vitro Import Ansatz des Proteins Gm6ScisCox2 zeigte zusdtzlich das reife
Protein m (Abb. 3.1.10, Spur 4). I, und I, beider Importansitze wiesen jeweils die gleiche
molekulare Masse auf. Das reife Protein, das bei Import des Proteins Gmj,6ScisCox2
detektiert werden konnte, korrelierte mit der Bande fir das reife GmCox2 Protein aus
Sojabohnen Mitochondrien (Abb. 3.1.10, Spur 5). Die in vitro Prozessierung von GmCox2 in
den Hefe Mitochondrien fiihrt folglich zu einem reifen Protein mit gleicher molarer Masse

wie die Prozessierung in der Sojabohne in vivo.
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Gm,,Scy5
GmCox2 Cox2
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Abb. 3.1.10: Vergleich der Prozessierung von GmCox2 in Hefe Mitochondrien in vitro mit der
Prozessierung in Sojabohnen Mitochondrien in vivo

Die Proteine GmCox2 und GmiysSc;sCox2 wurden in vitro translatiert (Lysat) und in isolierte Hefe
Mitochondrien importiert (Import). Nach dem Import wurden die Importanséitze zusammen mit mitochondrialen
Proteinen, die aus der Sojabohne isoliert worden waren, in einer SDS PAGE aufgetrennt und auf eine
Nitrozellulose Membran iibertragen. Das Autoradiogramm (in vitro Import) wurde mit einer Detektion des reifen
GmCox2 Proteins durch den Anti GmCox2 Antikorper verglichen (in vivo).

P: Vorstufenprotein, I, I,: erste und zweite intermedidre Form, m: reifes Protein
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3.2 Untersuchungen zur Prozessierung von GFP Fusionsproteinen

3.2.1 Klonierung der GFP Fusionskonstrukte

Die in vivo und in vitro Experimente zur Prozessierung der GmCox2-Leitsequenz in
Abschnitt 3.1 zeigten, dass das Konstrukt Gm),¢ScisCox2, in dem die Prisequenz des
Sojabohnen Cox2 Proteins gegen die des Hefe Cox2 Proteins ausgetauscht war, in die Hefe
Mitochondrien importiert und in drei Schritten proteolytisch zur reifen Form prozessiert
wurde. Das Protein war jedoch mit Antikorpern gegen das Hefe oder das Sojabohnen Cox2
Protein in den Hefe Mitochondrien in vivo nicht nachweisbar.

In vitro wurde das Protein in die Hefe Mitochondrien nur mit sehr geringer Effizienz
importiert. Um die Untersuchungen zur Prozessierung der GmCox2 Leitsequenz in den
Mitochondrien unterschiedlicher Hefe Mutanten in vivo durchfilhren zu konnen, sollte die
Leitsequenz der Konstrukte GmCox2 und Gm,6Sc;sCox2 mit einem Reportergen fusioniert
werden (Abb. 3.2.1). Fiir die Fusionskonstrukte wurde das “Green fluorescence protein®
(GFP) verwendet, da das GFP Protein ein losliches Protein ist, das in der Hefe nicht
vorkommt. Gegen GFP sind spezifische monoklonale Antikérper fiir einen Proteinnachweis

kéauflich zu erwerben.

Zur Herstellung der Fusionskonstrukte Gm;3GFP und Gm,6ScisGFP (Abb. 3.2.1) wurde das
GFP Gen aus dem Vektor pGFP der Firma ,,Clontech isoliert und in den Hefe Vektor
YEp352 inseriert. Die Leitsequenzen aus den Konstrukten GmCOX2 und Gmj6Sc;sCOX2
wurden zusammen mit dem ADHI Promotor in einer Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)
amplifiziert und mit dem GFP Gen fusioniert.

Bei weiteren Konstrukten, Gmi3sTM1GFP und Gmji26ScisTM1GFP, wurde zuséitzlich zur
Leitsequenz aus den Konstrukten GmCOX2 und GmSc;sCOX2 die erste
Transmembrandoméne des GmCox2 Proteins (TM1) in der PCR amplifiziert, da gezeigt
werden konnte, dass die erste Transmembrandomidne des Hefe Cox2 Proteins fiir den
Transport des Proteins iiber die innere mitochondriale Membran und damit auch zur

Prozessierung des Proteins in die reife Form notwendig ist (HE UND Fox 1997).
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Abb. 3.2.1: Schematische Darstellung der GFP Fusionskonstrukte
Die GFP Fusionsgene wurden in den Vektor YEp352 hinter dem ADH1 Promotor (pADH1) inseriert.

blau: erster und zweiter Teil der Leitsequenz des Sojabohnen COX2 Gens (LS1, LS2)
orange: dritter Teil der Leitsequenz des Sojabohnen COX2 Gens (LS3)

beige: Priasequenz des Hefe COX2 Gens (pSc)

rot: Sequenz aus dem GmCOX2 Gen

braun: erste Transmembrandoméne des Sojabohnen COX2 Gens (TM1)

GFP: Gen fiir das ,,Green fluorescence protein‘

Eco R1

EcoRI
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3.2.2 Prozessierung der GFP Konstrukte

3.2.2.1 Vergleich der Prozessierung der GFP Konstrukte in vitro und in vivo

Zunichst sollte untersucht werden, ob das GFP Protein in vivo in den verschiedenen
Prozessierungsformen nachweisbar ist und ob die verschiedenen Prozessierungsformen der
GFP Fusionsproteine in vivo mit dem Antikdrper nachweisbar sind und denen entsprechen,

die in vitro beim Import in isolierte Hefe Mitochondrien entstehen (Abb. 3.2.2).

Der in vitro Import des Proteins Gm6Sc;sGFP in isolierte Hefe Mitochondrien zeigte die
Prozessierung des Vorstufenproteins P zu den Intermediaten I; und I, (Abb. 3.2.2 A, Spuren 1
bis 6). In einem Western Blot Experiment mit dem Anti GFP Antikorper konnten in Hefe
Mitochondrien aus den mit dem Konstrukt Gmi,6Sc;sGFP transformierten Zellen ebenfalls
beide intermedidren Formen detektiert werden (Abb. 3.2.2 A, Spur 7). Alle Proteine wiesen in
vitro und in vivo die gleiche molekulare Masse auf.

Ein in vitro Import des Proteins GmjySc;sTMIGFP zeigte die Prozessierung des
Vorstufenproteins P zu den Intermediaten I; und I, und zur reifen Form m (Abb. 3.2.2, B
Spuren 1 bis 6). In einer Western Blot Analyse mit dem Anti GFP Antikorper konnten in Hefe
Mitochondrien, aus den mit dem Konstrukt Gm ;¢ScisTM1GFP transformierten Zellen die
erste intermedidre Form I, und das reife Protein m detektiert werden (Abb. 3.2.2, B Spur 7). I,
war in vivo nicht nachweisbar.

Mit dem Vergleich der Prozessierung in vitro und in vivo konnte gezeigt werden, dass die
GFP Fusionsproteine in vivo in den Hefe Mitochondrien mit dem Anti GFP Antikorper
detektierbar sind. Die Prozessierung der GmCox2 Leitsequenz unterscheidet sich in vitro und
in vivo nicht. Die GFP Konstrukte kdnnen folglich dazu verwendet werden, die Prozessierung

der GmCox2 Leitsequenz in vivo in der Hefe zu untersuchen.
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Abb. 3.2.2: Identifizierung der Prozessierungsformen der Konstrukte Gm;,,Sc;sGFP und Gm;,5Sc;51GFP
Radioaktiv markierte Vorstufenproteine der Konstrukte Gm,Sc;sGFP und Gm,5Sc;sTM1GFP wurden in vitro
in isolierte Mitochondrien der Hefe importiert und zusammen mit Mitochondrien, die aus den mit Gm;,5Sc;sGFP
und Gm;Sc;sTM1GFP transformierten Hefe Stimmen isoliert worden waren, in einem SDS Gel aufgetrennt.
Die Prozessierung der radioaktiv markierten Proteine wurde mittels Autoradiographie analysiert, das GFP
Protein der Transformanten wurde mit dem Anti GFP Antikorper detektiert.

I;, I: erste und zweite intermedidre Form, m: reife Form des Proteins, my: Degradationsprodukt

A: in vitro Import und Western Blot (in vivo) von Gm,Sc;sGFP
B: in vitro Import und Western Blot (in vivo) von Gmj,5Sc;sTM1GFP
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3.2.2.2 Einfluss der Priasequenz und der ersten Transmembrandoméne auf die Prozessierung

der GFP Konstrukte in vivo und in vitro

Ein Vergleich der Prozessierung von Gmj3;sGFP, GmiScisGFP, Gm;3;sTM1GFP und
Gm26Sc;sTMIGFP in vivo sollte zeigen, ob die erste Transmembrandomine des reifen
GmCox2 Proteins oder der Austausch der Prasequenz des Sojabohnen Cox2 Proteins gegen
die Priasequenz des Hefe Cox2 Proteins einen Einfluss auf die Prozessierung oder den
Reexport des Proteins durch die innere mitochondriale Membran besitzen.

Ein Hefe Wildtypstamm wurde mit den Konstrukten Gm;3;sGFP, Gmj6Sc;sGFP,
Gm3¢TM1IGFP und GmiScisTM1GFP transformiert und die GFP Proteine in einem
Western Blot Experiment mit einem monoklonalen Anti GFP Antikorper in den
Mitochondrien der Transformanten nachgewiesen (Abb. 3.2.3).

Als Kontrolle fiir die Spezifitit des verwendeten GFP Antikorpers dienten das in E. coli
iiberexprimierte GFP Protein (Abb. 3.2.3, Spur 6) und Mitochondrien, die aus dem mit dem
Hefe Vektor YEp352 transformierten Wildtyp Stamm isoliert worden waren (Abb. 3.2.3, Spur
5).

In den Mitochondrien aus den Konstrukten Gm;3¢GFP und Gm;Sci5sGFP Transformanten
konnten die intermedidren Formen I; und I, detektiert werden (Abb. 3.2.3, Spuren 1 und 2).
Die Intermediate besallen eine apparente molare Masse von 35 kDa und 32 kDa. I; des
Proteins Gm,6Sc;sGFP migrierte in dem SDS Gel etwas schneller als das des Gm3GFP.

In den Mitochondrien aus den Gmi3sTM1GFP und GmiSc;sTM1GFP Transformanten
konnten die erste intermedidre Form I; mit einer molaren Masse von 38 kDa und das reife
Protein m mit einer molaren Masse von 32 kDa detektiert werden (Abb. 3.2.3, Spuren 3 und
4). Zusitzlich war ein Fragment mit einer molaren Masse von 28 kDa nachweisbar (my), das
durch Abbau des GFP Proteins entstanden sein konnte. Das in den Transformanten
nachweisbare reife Protein m besitzt wegen der ersten Transmembrandoméne des Cox2 eine
groBBere molare Masse als das in E. coli exprimierte GFP Protein (Abb. 3.2.3, Spur 6).

Dieses Experiment zeigte, dass die Konstrukte ohne Transmembrandoméne in vivo nur zu den
Intermediaten I; und I, prozessiert wurden, fiir die Prozessierung zum reifen Protein ist die
erste Transmembrandomidne des reifen GmCox2 Proteins notwendig. Der Austausch der
Priasequenz des Sojabohnen Cox2 Proteins gegen die Priasequenz des Hefe Cox2 Proteins hat

keinen Einfluss auf die Prozessierung des Proteins.
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Abb. 3.2.3: Nachweis der GFP Fusionsproteine in Hefe Mitochondrien

Die in Abb. 3.2.1 dargestellten GFP Fusionsproteine wurden in einem Wildtyp Hefestamm exprimiert und das
Protein in einem Western Blot Experiment mit einem Anti GFP Antikdrper in den aus den Transformanten
isolierten Mitochondrien nachgewiesen. Als Kontrolle wurde das GFP Protein in E. coli exprimiert und
aufgetrennt.

I;, I erste und zweite intermedidre Form, m: reifes Protein, my: degradierte Form

Der in vivo durchgefiihrte Vergleich der Prozessierung der Konstrukte Gm;;sGFP,
Gm26Sc1sGFP, Gm 3¢ TM1GFP und Gmj,6Sc;sTM1GFP sollte im folgenden in einem in vitro
Import Experiment mit allen Vorstufenproteinen bestétigt werden.

Die radioaktiv markierten Proteine Gm;3;GFP, Gmj2ScisGFP, Gm3sTM1GFP und
Gm26Sc;sM1GFP wurden in isolierte Mitochondrien eines Hefe Wildtypstammes importiert,
ein Teil der Ansédtze wurde jeweils mit Proteinase K verdaut, um alle Proteine zu degradieren,
die nicht in die Mitochondrien importiert worden waren (Abb. 3.2.4).

Die Proteine Gm,3cGFP (Abb. 3.2.4, Spuren 2 und 3) und das Protein Gmj,6Sc;sGFP (Abb.
3.2.4, Spuren 5 und 6) wurden zu den Formen I; und I, prozessiert.

Das Protein Gm;3sTM1GFP (Abb. 3.2.4, Spuren 8 und 9) und das Protein Gm¢Sc;sTM1GFP
(Abb. 3.2.4, Spuren 11 und 12) wurde zu I;, I und zum reifen Protein m prozessiert.

Die Prozessierung aller Vorstufenproteine ist demnach in vifro konform mit ihrer
Prozessierung in vivo, allerdings ist in vitro das I, Intermediat der Konstukte mit
Transmembrandomine nachweisbar (Abb. 3.2.3). Das reife Protein m kann nur beim Import
der Konstrukte entstehen, in denen die erste Transmembrandoméne des reifen GmCox2

Proteins enthalten ist. Diese Doméne konnte, wie flir das Hefe Cox2 Protein bereits gezeigt
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wurde, fiir den Reexport des Proteins durch die innere Membran notwendig sein. Das wire

ein Hinweis darauf, dass die Prozessierung zum reifen Protein im Intermembranraum

stattfindet.
Gm;TM1 Gm,¢Scs
Gm,;GFP Gm,,.Sc,;GFP GFP TM1GFP
g § + 4+ § + 4+ '8 § + + 5 + + Mito
'g i + 7 + ,§ 2 + & + PK
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Abb. 3.2.4: Vergleich der Prozessierung der GFP Konstrukte bei Import in isolierte Hefe Mitochondrien
Radioaktiv  markierte = Vorstufenproteine von  Gm;3sGFP, GmiySc;sGFP, Gm;3TMIGFP  und
Gmyy6Sc;sTM1GFP (Lysat) wurden in vitro in isolierte Mitochondrien eines Hefe Wildtypstammes importiert
(Mito) und die Prozessierung der Vorstufenproteine nach Auftrennung in einem SDS Gel in einem
Autoradiogramm analysiert. Je ein Teil der Ansétze wurde mit Proteinase K (PK) verdaut, um zu tiberpriifen, ob
die Proteine in die Mitochondrien importiert waren.

P: Vorstufenprotein, I, I,: erste und zweite intermedidre Form, m: reifes Protein
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3.2.3 Untersuchungen zur mitochondrialen Lokalisation der GFP Fragmente

Um Hinweise auf den Importweg von GmCox2 und die Proteasen, die an den jeweiligen
Prozessierungsschritten beteiligt sein konnten, zu erhalten, sollte die submitochondriale
Lokalisation der Prozessierungsintermediate von Gmiz6Sc;sGFP und GmjsScisTM1GFP
untersucht werden.

Aus den mit den Konstrukten GmiScisGFP und GmjzScisTM1GFP transformierten
Wildtyp Zellen wurden Mitochondrien, Mitoplasten und 16sliche Proteine des
Intermembranraumes isoliert. Die Mitoplasten wurden zum Teil mit Proteinase K verdaut, um
die Proteine abzubauen, die mit der inneren Membran assoziiert, groftenteils jedoch im
Intermembranraum exponiert vorlagen. Proteine, die vollstindig in der mitochondrialen

Matrix lokalisiert waren, sollten hingegen vor dem Proteinase K Verdau geschiitzt sein.

Die Untersuchungen zur Lokalisation der Gmjz6ScisGFP und GmjzScisTM1GFP
Intermediate ergaben, dass die I; Form beider Konstrukte durch den Proteinase K Verdau der
Mitoplasten abgebaut werden konnte (Abb. 3.2.6, Spuren 5 und 6). Damit konnte gezeigt
werden, dass nur ein Teil dieses Intermediates, obwohl es durch die Prozessierung beim
Import in die Mitochondrien entstand, in der mitochondrialen Matrix lokalisiert war.

Die I, Form des Konstruktes Gmj,6Sc;sGFP (Abb. 3.2.6, Spur 2), war vor einem Abbau durch
Proteinase K nahezu vollstindig geschiitzt (Abb. 3.2.6, Spur 5), wurde nur geringfligig
verkleinert. Dieses deutet darauf hin, dass der groffte Teil des I, Intermediates in der
mitochondrialen Matrix lokalisiert war, einige Aminosdurereste des N-Terminus jedoch in
den Intermembranraum ragte, so dass diese durch Proteinase K abbaubar waren.

Das schwach zu detektierende reife Protein m der Gm26ScisTM1GFP Transformanten sowie
die degradierte Form my, die zusitzlich entstand, waren durch Proteinase K Behandlung der
Mitoplasten vollstindig abbaubar (Abb. 3.2.6, Spuren 6 und 7). Beide Formen waren
demnach mit der inneren Membran assoziiert und in den Intermembranraum exponiert.
Diesen Ergebnissen zu folge konnte die Prozessierung der Leitsequenz durch die

Mitochondriale Prozessierungspeptidase und die Innermembran Peptidase katalysiert werden.
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Abb. 3.2.6: Lokalisationsanalyse der GFP Fragmente

Aus den mit den Konstrukten GmSc;sGFP und Gmi,5Sc;sTM1GFP transformierten Wildtypzellen wurden
Mitochondrien (M), Mitoplasten (MP) und Proteine des Intermembranraumes (IMS) isoliert. Ein Teil der
Mitoplasten wurde mit Proteinase K verdaut (MP+).

I;, I erste und zweite intermedidre Form, m: reifes Protein, my: degradierte Form
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3.2.4 Untersuchungen zur Beteiligung der Mitochondrialen Prozessierungspeptidase MPP an

der Prozessierung der GFP Konstrukte

Nachdem die Fraktionierungen der Mitochondrien gezeigt haben, dass die Intermediate I; und
I, des Proteins Gm26Sc;sGFP in der Matrix lokalisiert sind und das reife Protein des
Konstruktes Gmi,6Sc;sTM1GFP in den Intermembranraum exponiert ist, sollten die Proteasen
identifiziert werden, die an der Prozessierung der GmCox2 Leitsequenzen beteiligt sind.

Wie erwéhnt, katalysiert die MPP sowohl in der Hefe als auch in der Pflanze die Abspaltung
des ersten Teils einiger mehrteiliger N-terminaler Leitsequenzen. Es sollte daher getestet
werden, ob die MPP die Prozessierung der GmCox2 Leitsequenz zu den Formen I; und
eventuell auch zu I, katalysiert. Fiir diese Versuche stand die temperatursensitive Mutante
maslts zur Verfiigung, in der die MPP nach Inkubation der Zellen bei 37°C inaktiv ist.

Diese masits Mutante wurde mit den GFP Fusionsproteinen Gm,3cGFP, Gmji,¢Sc;sGFP,
Gm3sTM1GFP und Gmj2ScisTM1GFP transformiert, die Transformanten 10 Std. bei
Raumtemperatur angezogen und anschliefend fiir 6 Std. bei 36°C inkubiert. Die
Prozessierung der Fusionsproteine wurde in einem Western Blot Experiment mit isolierten
Mitochondrien analysiert (Abb. 3.2.7). Die Intermediate, die in den maslts Mitochondrien
gebildet wurden, wurden mit denen verglichen, die in den Mitochondrien der Wildtyp
Transformanten detektiert werden konnten.

Zusatzlich zu den Intermediaten I; und I, die in den Wildtyp Mitochondrien detektierbar
waren, waren in den maslts Mitochondrien mit dem Anti GFP Antikorper drei weitere
Proteine mit einer molaren Masse von 45 kDa, 42 kDa und 40 kDa nachweisbar (Abb. 3.2.7
A, Spuren 1 und 2, 5 und 6). Die 45 kDa Proteine représentierten die unprozessierten
Vorstufenproteine Gm;3sGFP und Gm6Sc;sGFP, die Proteine mit geringerer molarer Masse
konnten entweder durch spétere Initiationen der Translation oder Abbau der Proteine
entstanden sein.

In den maslts Mitochondrien, die aus den mit den Konstrukten Gm;3;TM1GFP und
Gm26ScisTM1GFP transformierten Zellen isoliert worden waren, waren mit dem Anti GFP
Antikorper zusétzlich zu den in den Wildtyp Mitochondrien detektierten I; Form, dem reifen
Protein m und dem degradierten Protein my ebenfalls drei Proteine mit einer molaren Masse
von 48 kDa, 45 kDa und 43 kDa nachweisbar (Abb. 3.2.7 B, Spuren 1 und 2, 5 und 6). Die 48
kDa Proteine reprédsentierten die unprozessierten Vorstufenproteine Gm;3sTMIGFP und

Gm126Scl5TM1GFP.
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Durch das Auftreten der unprozessierten Vorstufenproteine in den Mitochondrien der mas/ts
Mutante war nachgewiesen, dass die MPP eine Rolle bei der Prozessierung der Leitsequenz
des GmCox2 Proteins hat. Die MPP konnte die Prozessierung zu I, oder aber zu I; und I,
katalysieren. In den maslts Mitochondrien waren zusitzlich zu den Vorstufenproteinen alle
Intermediate, das reife Protein und my nachweisbar, da in einer temperatursensitiven Mutante
die Prozessierung der Proteine zundchst wie im Wildtyp ablduft, bevor der Mutanten

Phénotyp durch Inkubation der Zellen bei hoherer Temperatur induziert wird.

Eine Fraktionierung der Mitochondrien sollte zeigen, in welchem mitochondrialen
Kompartiment das Gm,¢Sc;sTM1GFP Vorstufenprotein in der masts Mutante lokalisiert ist.
Mitochondrien, Mitoplasten und l6sliche Proteine des Intermembranraumes wurden dazu in
einem Western Blot Experiment mit dem Anti GFP Antikorper analysiert, ein Teil der
Mitoplasten wurde mit Proteinase K verdaut, um die Proteine zu degradieren, die mit der
inneren Membran assoziiert und in den Intermembranraum exponiert waren.

Das Vorstufenprotein P des Konstruktes Gmi,6Sc;sTM1GFP war in den Mitochondrien und
den Mitoplasten nachweisbar (Abb. 3.2.8, Spuren 2 und 4). Durch den Proteinase K Verdau
der Mitoplasten konnte das Protein nicht degradiert werden (Abb. 3.2.8, Spur 5).

Zur Uberpriifung der Mitoplasten Generierung wurde in den selben Fraktionen das
Cytochrom b, Protein (Cyt b,) untersucht. Cyt b,, das ein Idsliches Protein im
Intermembranraum ist, war in den Mitochondrien und in der Idslichen IMS Fraktion
nachweisbar (Abb. 3.2.8, Spuren 2 und 3). Die Mitochondrien waren folglich quantitativ in
Mitoplasten tiberfiihrt worden.

Die Fraktionierung der masits Mitochondrien zeigte somit, dass das Vorstufenprotein
vollstindig in der Matrix der mas/ts Mitochondrien lokalisiert ist und stirkt das Ergebnis,

dass die MPP die Prozessierung der GFP Konstrukte zum ersten Intermediat I; katalysiert.
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Abb. 3.2.7: Untersuchungen zur Beteiligung von MPP, Imp1 und Oxal an der Prozessierung und der
Sortierung der GFP Konstrukte

Wildtyp (Wt), maslits, Aimpl und oxalts Zellen wurden mit den Konstrukten Gm;3¢GFP, Gm;,ScsGFP,
Gmy 3 TM1GFP, Gm2Sc;sTM1GFP und dem YEp352 Vektor (YEp) transformiert und das GFP Protein in den
aus den Transformanten isolierten Mitochondrien mit einem monoklonalen Anti GFP Antikorper in einem
Western Blot Experiment nachgewiesen. Als Kontrolle fiir die Spezifitdt des Antikdrpers wurden das in E. coli
iiberexprimierte GFP Protein (GFP) verwendet.

P: Vorstufenprotein, I, I,: erste und zweite intermedidre Form, m: reifes Protein, my: degradiertes Protein

A: Western Blot Detektion der Konstrukte Gm,3sGFP und Gm,,Sc;sGFP
B: Western Blot Detektion der Konstrukte Gm, 3 TM1GFP und Gm,»Sc;sTM1GFP
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Abb. 3.2.8: Lokalisation des Gm;,,S¢;sTM1GFP Vorstufenporteins in den masIts Mitochondrien
Mitochondrien (M), Mitoplasten (MP) und 16sliches Protein des Intermembranraumes (IMS) wurden aus den mit
dem Konstrukt Gmi,5Sc;sTM1GFP transformierten masits Zellen isoliert. Ein Teil der Mitplasten wurde mit
Proteinase K verdaut um die Proteine zu degradieren, die mit der inneren Membran assoziiert und in den
Intermembranraum exponiert sind. Mit einem monoklonalen Antikdrper wurden die Proteine in einem Western
Blot Experiment sichtbar gemacht. Zur Kontrolle wurden Mitochondrien verwendet, die aus den mit dem
Konstrukt Gm;yScisTM1GFP transformierten Wildtypzellen (Gmy,5Sc;sTM1GFP) und den mit dem Hefevektor
YEp 352 transformierten maslts Zellen (masits:YEp) isoliert worden waren.

Um den Grad der Mitoplasten Generierung zu iiberpriifen, wurde in einem zweiten Western Blot Experiment in
den selben Fraktionen das 16sliche Intermembranraumprotein Cytochrom b, (Cyt b,) mit einem Antikorper
nachgewiesen.

P: Vorstufenprotein, I;: erste intermedidre Form
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3.2.5 Untersuchungen zur Beteiligung der Innermembran Peptidase IMP an der Prozessierung

der GFP Konstrukte

In einer Hefemutante mit fehlender Untereinheit 1 der Innermembran Peptidase, Aimp1, sollte
untersucht werden, ob Impl die Abspaltung des letzten Teils der Leitsequenz des GmCox2
Proteins katalysiert.

In Mitochondrien der Gm;3GFP und Gm,6Sc;sGFP transformierten dimpl Zellen waren die
intermedidren Formen I; und I, nachweisbar (Abb. 3.2.7 A, Spuren 3 und 7). Im Unterschied
zum Wildtyp war allerdings mehr I, als I; detektierbar.

In den Mitochondrien der Gm;3sTM1GFP transformierten Aimpl Zellen waren lediglich I
und die Form mg detektierbar (Abb. 3.2.7 B, Spur 3), in Mitochondrien der
Gm26ScsTM1GFP transformierten Zellen war nur my nachweisbar (Abb. 3.2.7 B, Spur 7).
Diese Ergebnisse sprechen fiir eine Beteiligung von Impl an der Reifung der Proteine

Gm3sTM1GFP und Gm,6ScisTM1GFP, da das reife Protein nicht nachweisbar war.

Fir die Reifung des Hefe Cox2 Proteins ist auBerdem die Untereinheit Soml der
Innermembran Peptidase notwendig. In einer Som1 Deletionsmutante, Asom 1, sollte deshalb
untersucht werden, ob Soml auch einen FEinfluss auf die Prozessierung der GmCox2
Leitsequenz ausiibt.

Wie in den Transformanten des Wildtyps akkumulierten in Gm;3;sGFP und Gmj,6Sc;sGFP
transformierten Asoml Zellen die Intermediate I; und L, und in Gm;3sTM1GFP und
Gm26ScisTM1GFP transformierten Asomi Zellen das Intermediat I;, das reife Protein m und
das verkiirzte Protein my (Abb. 3.2.9). In den Gmi2Sc;sTM1GFP Transformanten war
zusitzlich das Intermediat I, nachweisbar (Abb. 3.2.9, Spuren 7 und 8). Dabei waren in den
Wildtyp Transformanten die Banden fiir I, und das reife Protein ungefahr gleich stark, in den
Asom Transformanten war das reifen Protein jedoch reduziert. Damit konnte gezeigt werden,
dass Soml1 fiir die Imp1 vermittelte Reifung des Konstruktes Gm 3¢ TM1GFP nicht notwendig
ist, jedoch an der Reifung von Gmi,6Sc;sTM1GFP beteiligt sein konnte.

Diese Untersuchungen zur Identifizierung der an der Prozessierung der GmCox2 Leitsequenz
beteiligten Proteasen lassen offen, von welcher Protease die Abspaltung des zweiten Teils der
Leitsequenz katalysiert wird. Des weiteren kann keine Aussage dariiber gemacht werden, ob

das Intermediat I; oder aber I, durch die innere Membran transportiert wird.
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Abb. 3.2.9: Untersuchungen zur Beteiligung des Proteins Som1 an der Prozessierung der GFP Konstrukte
Wildtyp (Wt) und Asom 1 Zellen wurden mit den Konstrukten Gm,34GFP, Gm,»Sc;sGFP, Gm,3 TM1GFP,
Gmy6Sc;sTM1GFP und dem Vektor YEp352 (YEp) transformiert und das GFP Protein in den aus den
Transformanten isolierten Mitochondrien mit einem monoklonalen Anti GFP Antikorper in einem Western Blot
Experiment nachgewiesen. Als Kontrolle fiir die Spezifitit des Antikorpers wurde das in E. coli iiberexprimierte
GFP Protein (GFP) verwendet.

I;, I,: erste und zweite intermedidre Form, m: reifes Protein
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3.2.6 Untersuchungen zur Beteiligung von Oxal am Transport der GFP Konstrukte durch die

innere Membran

Der N-terminale Export des Hefe Cox2 Proteins wird durch das Protein Oxal vermittelt. In
einer temperatursensitiven oxal Mutante, oxalts, sollte nach Transformation mit den GFP
Konstrukten untersucht werden, ob Oxal auch fiir den Export des GmCox2 Proteins durch die
innere Membran notwendig ist und ob die Prisequenz des Hefe Cox2 Proteins und der letzte
Teil der Sojabohnen Cox2 Leitsequenz die gleiche Funktion fiir den Export der
Fusionsproteine durch die innere Membran besitzen.

In den Mitochondrien der Gmi3¢GFP und Gmi6ScisGFP transformierten oxalts Zellen
konnten wie im Wildtyp die I; und I, Formen detektiert werden (Abb. 3.2.7 A, Spuren 4 und
8). In den Gm 3 TMI1GFP und Gmj;6Sc;sTM1GFP transformierten oxalts Zellen war im
Vergleich zum Wildtyp I, stark vermehrt und das reife Protein m und das degradierte Protein
my konnten kaum nachgewiesen werden (Abb. 3.2.7 B, Spuren 4 und 8).

Wie die Fraktionierung der Mitochondrien gezeigt hatte, sind das reife Protein und die Form
my mit der inneren Membran assoziiert und in den Intermembranraum exponiert (s. Abschnitt
3.2.5). Dass diese Formen in den oxalts Mitochondrien nicht nachweisbar sind, spricht fiir
eine Beteiligung von Oxal am Export der Proteine Gm;3sTM1GFP und Gm2¢Sc;sTM1GFP
durch die innere mitochondriale Membran. Die Proteine ohne Transmembrandomine sind

hingegen von der oxal Mutation nicht beeinflusst.
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3.2.7 Untersuchungen zur Beteiligung der mAAA Proteaseuntereinheiten YtalO und Ytal2

und des Proteins Pcpl an der Prozessierung der GmCox2 Leitsequenz

Untersuchungen zur Prozessierung des Cytochrom c¢ Peroxidase Proteins (Ccpl) konnten
zeigen, dass der mAAA Protease Komplex Ytal0/Ytal2 und das Protein Pcpl die Abspaltung
der Ccpl Leitsequenz katalysieren: in Hefe Stammen mit fehlender Ytal0 oder Ytal2
Untereinheit wird das Ccpl Vorstufenprotein angehéuft, in einem Hefe Stamm mit fehlendem
Pcpl eine intermedidre Form von Ccepl.

Es sollte untersucht werden, ob das kernkodierte Cox2 Protein der Sojabohne ein Substrat
darstellen konnte.

Mitochondrien, die aus den mit den Konstrukten Gm 3sGFP, Gm,6ScisGFP, Gm3sTM1GFP
und Gm6Sc;sTMIGFP transformierten Aytal(0, Aytal? und Apcpl und Wildtyp Zellen
isoliert worden waren, wurden in einem Western Blot Experiment mit dem Antikorper gegen
das GFP Protein analysiert (Abb. 3.2.10). Die Spezifitdt des Anti GFP Antikorpers wurde mit
Mitochondrien, die aus den mit dem Vektor YCplac 111 transformierten Aytal2 und Apcpl

Zellen und dem in E. coli tiberexprimierten GFP Protein liberpriift.

In den Gm;36GFP und Gm6ScisGFP transformierten Aytal(0 und Aytal? Zellen waren das
Vorstufenprotein P und wie in den Wildtyp Mitochondrien auch die Intermediate I; und I,
detektierbar (Abb. 3.2.10A, Spuren 2 und 3, 6 und 7). In den Aytal0 und Aytal?
Transformanten mit Gm 3 TM1GFP oder GmyScisTM1GFP waren zusitzlich das reife
Protein m und die Form mg nachweisbar (Abb. 3.2.10B, Spuren 2 und 3, 6 und 7). Eine
Beteiligung von YtalO und Ytal2 an der Prozessierung der GFP Konstrukte ist damit eher
unwahrscheinlich.

Dennoch konnten diese Untersuchungen zeigen, dass Ytal0 und Ytal2 kleinere GFP
Fragmente in den Mitochondrien abbauen: Wihrend in den Wildtyp Transformanten kein
Fragment mit einer geringeren molekularen Masse als 28 kDa nachweisbar war, konnte in den
Aytal( Transformanten der Konstrukte Gm3¢GFP und Gm6Sc;sGFP ein Protein mit einer
molekularen Masse von 20 kDa und in den Aytal2 Transformanten ein Protein mit einer
molekularen Masse von 24 kDa detektiert werden. Das 20 kDa GFP Protein wird demnach
von der YtalO- und das 24 kDa GFP Fragment von der Ytal2-Untereinheit der mAAA

Protease spezifisch abgebaut.
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In den Mitochondrien der Gm;3¢GFP und Gm»Sc;sGFP transformierten Apcpl Zellen waren
wie in den Wildtyp Transformanten die Intermediate I; und I, nachweisbar (Abb. 3.2.10A,
Spuren 4 und 8). In den Mitochondrien, die aus den mit den Konstrukten Gm,3sTM1GFP und
GM26Sc;sTM1GFP transformierten Apcpl Zellen isoliert worden waren, waren ebenfalls wie
in den Wildtyp Transformanten I;, I, das reife Protein m und my nachweisbar (Abb. 3.2.10B,
Spuren 4 und 8).

Pcpl zeigte demnach ebenfalls keinen Einfluss auf die Prozessierung der GFP Konstrukte.
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Abb. 3.2.9: Untersuchungen zum Einflufl von Ytal0, Ytal2 und Pcp1l auf die Prozessierung der GFP

Konstrukte

Mitochondrien, die aus den mit den Konstrukten Gm;3;sGFP, Gm,Sc;sGFP, Gm3,TM1GFP und
Gmy6ScisTM1GFP transformierten Aytal0, Aytal2 und Apcpl Zellen isoliert worden waren, wurden in einem
Western Blot Experiment mit dem Antikorper gegen das GFP Protein analysiert. Zur Identifizierung der
Prozessierungsformen wurden Mitochondrien aus den entsprechenden Wildtyp (Wt) Transformanten verwendet,
als Kontrolle fiir die Spezifitit des Antikdrpers dienten die Mitochondrien, die aus den mit dem Vektor YCplac

transformierten Aytal2 und Apcpl Zellen isoliert worden waren.

P: Vorstufenprotein, I, I,: erste und zweite intermedidre Form, m: reifes Protein, my: degradierte Form
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3.3 Charakterisierung der Prozessierungsstellen in der Leitsequenz von GmCox2

3.3.1 Auftrennung der Gm,,¢Sc;sGFP Mitochondrien in einer zweidimensionalen

Gelelektrophorese

Die GmCox2 Leitsequenz wurde bei Import in Hefe Mitochondrien in drei Schritten
proteolytisch prozessiert, dabei wurden die Proteine Gmj26Sc;sGFP und Gmj6ScisTM1GFP
durch die Mitochondriale Prozessierungspeptidase (MPP) zum Intermediat I; und durch die
Innermembran Peptidase (IMP) zum reifen Protein prozessiert. Die Protease, die die
Prozessierung zum Intermediat I, katalysiert, konnte nicht identifiziert werden.

In der GmCox2 Leitsequenz sollten nun die Schnittstellen zur Prozessierung der I; und I,
Formen lokalisiert sind. Mitochondriale Proteine der Gmj,6Sc;sGFP transformierten Wildtyp
Zellen sollten dazu in einer zweidimensionalen Polyacrylamid Gelelektrophorese (2D PAGE)
aufgetrennt und die [; und I, Intermediate aus dem Gel isoliert werden. Durch eine
Sequenzierung des N-Terminus dieser Fragmente sollten nach Moglichkeit die Schnittstellen

fiir die Intermediate in der GmCox2 Leitsequenz ermittelt werden.

Zunichst sollte {iberpriift werden, ob mit dem in der IEF (,,Isoelektrische Fokussierung®)
verwendeten IPGphor Probenpuffer die Intermediate der Konstrukte Gmiz6Sc;sGFP und
Gm26ScsTM1GFP quantitativ aus den Mitochondrien solubilisiert werden. Als Kontrolle
wurden Mitochondrien aus untransformierten Wildtypzellen eingesetzt. Die Mitochondrien
wurden in dem IPGphor Puffer suspendiert und die loslichen Proteine durch Zentrifugieren
abgetrennt (Uberstand U). Der verbleibende Niederschlag (N) wurde in SDS Probenpuffer
geldst und zusammen mit dem Uberstand in einer SDS PAGE aufgetrennt.

Zum quantitativen Vergleich der Solubilisierung wurde der gleiche Teil der isolierten
Mitochondrien in SDS Probenpuffer geldst und ebenfalls in der SDS PAGE eingesetzt.

Die Proteine aus dem Gel wurden auf eine Nitrozellulose Membran iibertragen und die GFP
Proteine mit dem Anti GFP Antikorper spezifisch nachgewiesen (Abb. 3.3.1).

Das Konstrukt Gm;,¢Sc;sGFP war im Uberstand des IPGphor Puffers als Intermediat I; und
Intermediat I, detektierbar (Abb. 3.3.1, Spur 8). In dem nach der IPGphor Solubilisierung
verbleibenden Niederschlag (N) waren keine GFP Proteine nachweisbar (Abb. 3.3.1, Spur 9).
Mit dem IPGphor Puffer konnten die Intermediate I; und I, des Konstruktes Gm,Sc;sGFP

folglich quantitativ aus den Mitochondrien isoliert werden.
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Das Konstrukt Gmy»6Sci;sTM1GFP war im Uberstand des IPGphor Puffers (Abb. 3.3.1, Spur
5) als Intermediat I; und als Form m; nachweisbar. Die Signale waren im Uberstand des
IPGphor Puffers jedoch etwas schwiécher als mit dem SDS Probenpuffer. Im Niederschlag des
IPGphor Ansatzes waren die GFP Proteine dennoch nicht nachweisbar (Abb. 3.3.1, Spur 6).

Gm,6S¢5
YEp TM1GFP Gm,,.Sc,;GFP
+ + + SDS
g + o+ o+ + + IPGphor
g U N U N U N
Z 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Spur
45 kDa =—
CHE - — _—/ |
— S
30 kD2 = PE—— my

Abb. 3.3.1: Solubilisierung der GFP Proteine durch den IPGphor Probenpuffer

Mitochondrien der mit Gm,6Sc;sTM1GFP, und Gm,,4Sc;sGFP oder den YEp352 Vektor (YEp) transformierten
Hefe Wildtyp Zellen wurden in SDS Probenpuffer und in IPGphor Probenpuffer geldst, in einer SDS PAGE
aufgetrennt und die Proteine in einem Western Blot Experiment mit dem Anti GFP Antikdrper spezifisch
nachgewiesen. Die Ansétze zur Solubilisierung in dem IPGphor Probenpuffer wurden zentrifugiert und der
Uberstand direkt in der SDS PAGE eingestzt (U). Der verbliebene Niederschlag wurde in SDS Probenpuffer
gelost (N).

I}, I: erste und zweite intermedidre Form, my: degradiertes Protein

Fir die Auftrennung der GmsSc;sGFP Intermediate in der 2D PAGE wurden die
Mitochondrien aus Gmj,6Sc;sGFP transformierten Zellen in dem IPGphor Puffer solubilisiert.
Die mitochondrialen Proteine wurden zunéchst ihrem isoelektrischen Punkt (pI) entsprechend
in einem pH Gradienten fokussiert und anschliefend gemif ihrer molaren Masse aufgetrennt.
Die Proteine mit gleicher molarer Masse und unterschiedlichem isoelektrischen Punkt
konnten so voneinander separiert werden.

Die Auftrennung der Proteine in der 2D PAGE erfolgte parallel in zwei Gelen. Eines der Gele

wurde mit einer kolloidalen Coomassie-Losung gefarbt (Abb. 3.3.2 A), die Proteine aus dem
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zweiten Gel wurden auf eine Nitrozellulose Membran {ibertragen und die GFP Intermediate
mit dem Anti GFP Antikérper nachgewiesen (Abb. 3.3.2B).

Mit diesem Antikdrper konnten insgesamt vier Signale detektiert werden. Zwei Signale mit
einer molaren Masse von 35 kDa stellten die erste intermedidre Form (I;) des Konstruktes
Gm26Sc;sGFP dar (a und b). Das Vorkommen des I; Intermediates mit unterschiedlichen
isolelektrischen Punkten von pH 5,6 und pH 5,9 konnte auf eine posttranslationale
Modifikation der Proteine zuriickzufiihren sein.

Das Intermediat I, konnte in zwei Prozessierungsformen I,/ (c) und I,/ (d) mit einer molaren
Masse von etwa 31,5 kDa und 31 kDa aufgelost werden. Durch die weitere Prozessierung von
I zu I, kam es zu einer Verschiebung des isoelektrischen Punktes von pH 5,5 zu pH 5,6.
Die Prozessierung von I, zu I, kann auf eine ungenaue Prozessierung derselben Protease

oder auf eine weitere Prozessierung durch eine weitere Protease zuriickgefiihrt werden.

Eine Ubertragung der Signale aus der Immunodetektion auf das gefirbte Gel zeigte, dass die

Intermediate fiir eine N-terminale Sequenzierung nicht in ausreichender Menge vorlagen.
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Abb. 3.3.2: 2D PAGE der Gm;,;,Sc¢;5sGFP Proteine

Mitochondriale Proteine aus Gm;,5Sc;sGFP transformierten Wildtyp Zellen wurden in zwei parallelen Ansétzen
isoelektrisch in einem pH Gradienten fokussiert und anschlieend in einer SDS PAGE ihrer molaren Masse
gemil aufgetrennt.

A: Coomassie Farbung des SDS Gels

B: Ausschnitt aus der Immunodetektion des geblotteten Gels mit dem Anti GFP Antikorper
aund b: erste intermedidre Form I;, ¢: zweite intermedidre Form I/, d: zweite intermedidre Form I,
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3.3.2 Theoretische Analyse der I} und I, Intermediate von Gm,¢Sc;sGFP

Wie die Untersuchungen zur Prozessierung der GmCox2 Leitsequenzen in Abschn. 3.2 und
die 2D PAGE (Abb. 3.3.2) zeigten, besitzt das Intermediat I; des Konstruktes Gmj,6Sc;sGFP
eine molare Masse von 35 kDa, die Prozessierung zu I; wird von der MPP katalysiert. In der
Aminosduresequenz des Konstruktes Gmj6Sc;sGFP findet sich bei Aminosédurerest 93 die
mdogliche MPP Schnittstelle R N 4 S, aus der ein Protein mit einer molaren Masse von 35 kDa
resultiert. Der isoelektrische Punkt dieses Fragmentes, der in der 2D PAGE ermittelt wurde,
kann die Schnittstelle nicht ndher charakterisieren, da das Protein durch eine

posttranslationale Modifikation in zwei Isoformen vorkommt.

Im Gegensatz dazu sollte die Verschiebung des isolelektrischen Punktes von I/, zu I, helfen,
das I, Intermediat ndher zu charakterisieren und die Schnittstelle in der Sequenz zu
identifizieren.

Von der Aminosduresequenz des Gm,6ScisGFP Konstruktes wurden dazu theoretisch die N-
terminalen Aminosdurereste deletiert fiir jedes und mit dem Programm ,,Compute pI/MW*

der ExPASy Proteomics tools-Homepage (http://us.expasy.org/tools) resultierende Fragment

das Molekulargewicht und der isoelektrische Punkt bestimmt. Beide Werte wurden graphisch
gegeneinander aufgetragen (Abb. 3.3.3).

Die Grafik zeigt im Bereich der molaren Massen der I, Fragmente von 31,5 kDa und 31 kDa
eine Verschiebung des isoelektrischen Punktes der Fragmente von 5,47 auf 5,6. Dieses ist
konform mit der in der 2D PAGE nachgewiesenen Verschiebung des isolelektrischen Punktes
bei Prozessierung des Fragmentes I/, zu .

FEine Ubertragung der Werte in die Aminosduresequenz des GmsSc;sGFP Proteins zeigt,
dass die Schnittstelle zu den I, Intermediaten zwischen den Aminosédureresten 125 und 128
lokalisiert sind. Die Proteinsequenz in dieser Umgebung, R W M L D L, beinhaltet eine
mogliche MPP Schnittstelle, R W M ¥ L, und eine mogliche Imp1 Schnittstelle L ¥ D.
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Abb. 3.3.3: Berechnung von molarer Masse und isoelektrischem Punkt N-terminal deletierter
Gmy,6Sc1sGFP Fragmente

Von der Leitsequenz des Konstruktes Gm;,,Sc;sGFP wurden theoretisch die N-terminalen Aminosiurereste
deletiert und mit dem Programm ,,Compute pI/MW* der ExXPASy Proteomics Homepage die molaren Massen
(MW) und die isoelektrischen Punkte (pl) der Fragmente ermittelt. Die Wertepaare wurden gegeneinander
aufgetragen.

1;: erste intermedidre Form, I,,, I,»: zweite intermedidre Form
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4. Diskussion

Der Transfer eines mitochondrialen Gens in den Zellkern kann bei der Untereinheit 2 der
Cytochromoxidase (COX2) nachvollzogen werden. Wiahrend dieses Gen in den meisten
Organismen mitochondrial kodiert ist, besitzen einige Vertreter der Fabaceae, wie die
Sojabohne Glycine max L., eine weitere Kopie im Zellkern, die aktiv transkribiert wird
(ADAMS et al. 1999, COVALLO UND GRAY 1992, NUGENT UND PALMER 1991). COX2 Gene im
Zellkern finden sich auch bei den Apikomplexa Plasmodium falciparum und Toxoplasma
gondii und bei den Chlamydomonaceae Chlamydomonas rheinhardtii und Polytomella spec.
(PEREZ-MARTINEZ et al. 2001, FUNES et al. 2002, GARDNER et al. 2002). Das COX2 Gen von
Chlamydomonas ist in zwei Teile, COX24 und COX2B, unterteilt (PEREZ-MARTINEZ et al.
2001).

Das Cox2 Protein ist Teil der mitochondrialen Atmungskette und in der inneren
mitochondrialen Membran lokalisiert. Das kernkodierte Cox2 Protein der Sojabohne wird
nach seiner Synthese im Zytoplasma der Zelle post-translational in die Mitochondrien
importiert. Es besitzt zwei transmembrane Doménen, die dem Protein eine hohe
Hydrophobizitit verleihen. Ein Vergleich des kernkodierten Cox2 Proteins der Sojabohne mit
dem von der mitochondrialen DNA abgeleiteten Protein zeigt, dass die Hydrophobizitét der
ersten Transmembrandoméne des kernkodierten Proteins durch den Austausch von zwei
Aminosdureresten reduziert ist (DALEY et al. 2002b). Ein synthetisches Protein, das aus der
Leitsequenz des kernkodierten Cox2 Proteins und dem reifen mitochondrial kodierten Cox2
Protein besteht, kann in vitro nicht in isolierte Mitochondrien der Sojabohne importiert
werden. Auch die Hydrophobizitit des Proteins Cox2a von Chlamydomonas, das die beiden
Transmembrandoménen enthilt, ist im Vergleich zu bekannten mitochondrial kodierten Cox2
Proteinen vermindert.

Zum Import und zur innermitochondrialen Sortierung bendtigt ein kernkodiertes
mitochondriales Protein eine Leitsequenz, die das Protein in die Mitochondrien dirigiert. Fiir
den Import eines hydrophoben Proteins muss diese Leitsequenz besondere Charakteristika
aufweisen: Der Import des Proteins Cox2a von Chlamydomonas, das die beiden
Transmembrandominen enthélt, wird von einer 130 Aminosédurereste langen abspaltbaren
Leitsequenz vermittelt. In der C-terminalen Region des Proteins, die vom Gen COX2B kodiert
ist, fehlt hingegen eine solche abspaltbare Leitsequenz (PEREZ-MARTINEZ et al. 2001).

Das kernkodierte Cox2 Protein der Sojabohne wird mit einer 136 Aminosdurereste

umfassenden N-terminalen Leitsequenz synthetisiert, die wihrend des Importes in drei
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Schritten proteolytisch abgespalten wird (DALEY et al. 2002a). Eine solche Drei-Stufen

Prozessierung konnte bisher fiir kein weiteres Protein nachgewiesen werden.

4.1 Hefe als Modellsystem zur Untersuchung der Prozessierung eines kernkodierten

pflanzlichen Proteins

Die Untersuchungen zur Prozessierung der GmCox2 Leitsequenz sollten in der Backerhefe
Saccharomyces cerevisiae durchgefiihrt werden. Die Hefe eignet sich gut zur Identifizierung
der an der Prozessierung und am Transport beteiligten Faktoren, da der mitochondriale Import
bei der Hefe selbst bereits gut charakterisiert ist. Es konnten zahlreiche Gene identifiziert
werden, deren Produkte direkt oder indirekt am Import und an der Prozessierung
kernkodierter mitochondrialer Proteine beteiligt sind. Somit existieren viele Stimme, in denen
die Gene der an dem Transport und der Prozessierung beteiligten Proteine mutiert oder
deletiert sind. Zu den meisten dieser Proteine konnten homologe pflanzliche Proteine

nachgewiesen werden (LISTER et al. 2003).

Ein Vergleich der Prozessierung der GmCox2 Leitsequenz in der Sojabohne und der Hefe
musste zundchst zeigen, ob Hefe als Modellsystem fiir diese Untersuchungen geeignet ist.
Beim Import von GmCox2 in isolierte Mitochondrien aus der Hefe Saccharomyces cerevisiae
finden die ersten beiden Schritte der Prozessierung analog zur Prozessierung in den
Sojabohnen Mitochondrien statt (s. 3.1.1). Dabei entsteht in den Hefe Mitochondrien jedoch
nur sehr wenig reifes Protein. Hefe ist folglich zur Identifizierung der an der Prozessierung
beteiligten Proteasen geeignet.

Der letzte Schritt der Prozessierung von GmCox2 fallt beim Import in isolierte Mitochondrien
aus Kartoffel oder Reis vollstindig aus (ADAMS et al. 1999, DALEY et al. 2002a), bei Import
in Mitochondrien von Fabaceaen mit mitochondrialem COX2 Gen, wie der Erbse Pisum
sativum, wird GmCox2 hingegen zum reifen Protein prozessiert. Daraus lésst sich schlielen,
dass in den Mitochondrien der Fabaceen mindestens ein weiterer Faktor vorhanden sein muss,

der die Prozessierung von GmCox2 zum reifen Protein erleichtert.

Zur in vivo Uberexpression des GmCox2 Proteins in den Hefezellen wurde das GmCOX2 Gen
in einen Hefevektor stromabwirts des Promotors der Alkoholdehydrogenase I der Hefe

(pADH1) kloniert.
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In einer Northern Blot Detektion mit einer Sonde gegen die GmCOX2 Leitsequenz konnte die
GmCOX2 mRNA spezifisch nachgewiesen werden (s. 3.1.2), das GmCOX2 Gen wurde
demnach in den Hefezellen exprimiert. Dennoch konnte iiberexprimiertes GmCox2 Protein
den Atmungsdefekt Cox2 defizienter Hefe Zellen nicht komplementieren (s. 3.1.3) und das
Protein war in vivo mit einem spezifischen Antikorper gegen das Sojabohnen Cox2 Protein
oder gegen das Hefe Cox2 Protein nicht nachweisbar (s. 3.1.4).

Da zunidchst vermutet wurde, dass der letzte Teil der Sojabohnen Cox2 Leitsequenz
moglicherweise einen Einfluss auf den Transport oder die Prozessierung des Proteins in den
Hefe Mitochondrien haben konnte, wurde dieser Teil der Leitsequenz gegen die analoge Hefe
Prisequenz im Gm,6Sc;sCox2 Konstrukt ausgetauscht. Diese Vermutung stiitzt sich darauf,
dass die reifen Cox2 Proteine der Hefe und der Sojabohne zwar eine Aminosédureidentitit von
50,6% aufweisen, die Hefe Prasequenz und der letzte Teil der Sojabohnen Leitsequenz, denen
eine Funktion bei Transport oder Prozessierung in den Mitochondrien zugeschrieben wird,
weichen jedoch strukturell stark voneinander ab (s. 3.1.5). Das Gm26Sc;sCox2 Protein konnte
den Atmungsdefekt Cox2 defizienter Hefezellen nicht komplementieren (s. 3.1.6). Ebenso
war das Protein in vivo in den aus den Hefe Transformanten isolierten Mitochondrien mit dem
Antikorper gegen das Sojabohnen und das Hefe Cox2 Protein nicht nachweisbar (s. 3.1.7).
Daraus kann gefolgert werden, dass das Fehlen des GmCox2 Proteins in den Hefe
Mitochondrien nicht darauf zuriickzufiihren ist, dass das Protein nicht korrekt importiert oder
prozessiert wird. Vielmehr scheint das GmCox2 Protein nicht in den Cytochromoxidase
Komplex der Hefe eingebaut zu werden oder kann die Funktion des Hefe Cox2 Protein in

dem Komplex nicht {ibernehmen.

Die Identifizierung der Proteasen, die die Prozessierung der GmCox2 Leitsequenz
katalysieren, und der am GmCox2 Transport beteiligten Proteine sollte in verschiedenen Hefe
Mutanten in vivo erfolgen. Ein solcher in vivo Ansatz war notwendig, weil bei einigen dieser
Hefe Mutanten die mitochondriale Atmungskette nicht funktionell ist und deshalb die
Energetisierung der inneren Membran, die insbesondere fiir einen in vitro Import des
GmCox2 Proteins erforderlich ist, nicht ausreicht (STUART 2002, TOKATLIDIS UND SCHATZ
1999).
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4.2 Die GmCox2 Transmembrandoméne 1 ist notwendig fiir die Prozessierung zum reifen
Protein

Die Verwendung verschiedener Leitsequenz-GFP Konstrukte ermoglichte es, die
Prozessierung der GmCox2 Leitsequenz in vivo in den Hefe Mitochondrien zu untersuchen. In
den mit den Konstrukten Gm3sGFP und Gm,6Sc;sGFP transformierten Zellen konnte mit
einem monoklonalen Antikorper gegen das GFP Protein die Prozessierung zu den
Intermediaten I; und I, nachgewiesen werden. Die Konstrukte Gm;3TMIGFP und
Gm6ScisTM1GFP, die zusitzlich die erste Transmembrandoméine des GmCox2 Proteins
enthielten, wurden zu I, und dem reifen Protein prozessiert (s. 3.2.2). Diese Ergebnisse
sprechen dafiir, dass die GmCox2 Transmembrandoméine fiir die vollstindige Reifung der
Konstrukte notwendig ist. Es wird vermutet, dass die Transmembrandoméne notwendig ist fiir
den Transport der Proteine in das mitochondriale Kompartiment, in dem die Prozessierung
zum reifen Protein stattfindet. Auch fiir das Hefe Cox2 Protein konnte gezeigt werden, dass
die erste Transmembrandomine fiir den Oxal vermittelten Transport des Proteins durch die
innere mitochondriale Membran notwendig ist (HE UND FOX 1997). Die Notwendigkeit der
ersten Transmembrandoméne fiir die Cox2 Reifung ist somit ein Hinweis dafiir, dass der

Transport des Sojabohnen Cox2 Proteins dem des Hefe Cox2 Proteins dhnelt.

4.3 Identifizierung der an der Drei-Stufen Prozessierung beteiligten Proteasen

Untersuchungen zur Prozessierung der Leitsequenz-GFP  Konstrukte in  einer
temperatursensitiven Mutante mit defekter mitochondrialer Prozessierungspeptidase (MPP)
konnten zeigen, dass die MPP die Prozessierung zum Intermediat I; katalysiert (s. 3.2.4). Ein
Ausfall der MPP Aktivitit in den Mitochondrien flihrte zu einer Anreicherung der
Vorstufenformen der GFP Konstrukte.

Die MPP ist in der mitochondrialen Matrix lokalisiert und hiufig an der Prozessierung N-
terminaler Leitsequenzen beteiligt. Sie ist in der Hefe und in pflanzlichen Mitochondrien
nachweisbar, ist insgesamt hoch konserviert (~30-52% Aminosdureidentitdt) und besitzt in
allen bisher untersuchten Organismen die gleiche Substratspezifitit (GAKH et al. 2002). So
konnte beispielsweise gezeigt werden, dass die pflanzliche Mangan Superoxid Dismutase in
Hefe Mitochondrien importiert und an gleicher Stelle wie in den pflanzlichen Mitochondrien

prozessiert wird (BOWLER et al. 1989).

79



DISKUSSION

Typische MPP Schnittstellen weisen die Konsensussequenz R X (X) d (S/A) auf (GAVEL UND
VON HEDNE 1990, NIIDOME et al. 1994, SCHNEIDER et al. 1998). Diese Sequenz ist in der
Leitsequenz des GmCox2 Proteins an Position +93 zu finden (R N { S), eine Spaltung der
Konstrukte an dieser Stelle fiihrt zu Proteinen mit molaren Massen, die experimentell fiir die
I, Intermediate ermittelt werden konnten.

Die Fraktionierung von Mitochondrien aus den mit Gmj,6Sc;sGFP und Gmj,6Sc;sTM1GFP
transformierten Wildtyp Zellen konnten zeigen, dass das I; Intermediat durch einen Proteinase
K Verdau der Mitoplasten abbaubar ist (s. 3.2.3). Dieses spricht dafiir, dass die MPP die
Leitsequenz der GFP Konstrukte in der Matrix prozessiert, die Proteine zu diesem Zeitpunkt
jedoch noch nicht vollstindig in der Matrix lokalisiert sind und deshalb fiir die Proteinase
zugénglich sind.

Die Fraktionierungen von Mitochondrien aus den mit Gm,¢Sc;sTM1GFP transformierten
maslts Zellen stlitzen eine Beteiligung der MPP an der Prozessierung der GmCox2
Leitsequenz (s. 3.2.4). In diesen Mitochondrien ist die Vorstufenform vollstindig in der
Matrix lokalisiert und die Prozessierung des Proteins zu den Intermediaten sowie der
Reexport durch die innere Membran unterbleibt. Zwar sind in den mas/ts Mitochondrien die
Intermediate und die reife Form der GFP Konstrukte ebenfalls nachweisbar, dieses ist jedoch
darauf zuriickzufithren, dass die transformierten Zellen zunéichst bei der permissiven
Temperatur von 28°C angezogen werden, wo die Prozessierung wie im Wildtyp abléuft,
bevor die MPP durch Inkubation bei 37°C inaktiviert wird. Eine sofortige Inkubation der
Zellen bei 37°C oder die vollstindige Deletion des MAS! Gens wire letal fiir die Zellen.

Die Peptidase, die den zweiten Prozessierungsschritt katalysiert, konnte nicht identifiziert
werden. Es besteht die Moglichkeit, dass entweder die mitochondriale Prozessierungs-
peptidase MPP, die Innermembranpeptidase IMP oder eine weitere, noch nicht identifizierte,
Peptidase den zweiten Teil der GmCox2 Leitsequenz abspaltet.

Die IMP der Hefe besteht aus den Untereinheiten Imp1l, Imp2 und Som1 (JAN et al. 2000). In
pflanzlichen Mitochondrien wurde die IMP bisher experimentell noch nicht nachgewiesen, in
dem Proteom von Arabidopsis konnen jedoch Proteine mit Homologie zu Impl und Imp2
gefunden werden (LISTER et al. 2003). Die Imp1 Untereinheit der Hefe prozessiert unter
anderem das Hefe Cox2 Protein, die Spaltung des Peptids erfolgt im Sequenzmotiv N 4 D
(PRATIE et al. 1983), an Position —1 der Impl Schnittstelle sind jedoch auBerdem die

Aminosaurereste Serin, Cystein, Methionin und Leucin zulédssig (CHEN et al. 1999).
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Ein I, Intermediat konnte in vivo in den Mitochondrien der Gm3sGFP und Gmi,6Sc;sGFP,
nicht jedoch in den Mitochondrien der Gm;3sTMIGFP und GmjSc;sTM1GFP
Transformanten nachgewiesen werden (s. 3.2.2). Die Fraktionierung der Mitochondrien, die
aus den mit Gm;3sGFP und Gm;isScisGFP transformierten Zellen isoliert worden waren,
zeigte, dass dieses I, Intermediat in der Matrix lokalisiert ist, durch einen Proteinase K
Verdau der Mitoplasten wird es jedoch geringfligig verkleinert (s. 3.2.3). Dieses spricht dafiir,
dass der N-Terminus zwar in den Intermembranraum ragt, das Protein jedoch nicht durch die
Membran transportiert werden kann, wenn die Transmembrandomine nicht vorhanden ist.
Dass das I, Intermediat der Konstrukte mit Transmembrandoméne in vivo nicht nachweisbar
ist, konnte damit erkldrt werden, dass bereits das I; Intermediat durch die innere Membran
transportiert wird. Wenn es sich bei dem Transport des I; Intermediates durch die Membran
um den Geschwindigkeits-bestimmenden Schritt handelt, wiirde das im Intermembranraum
gebildete I, Intermediat sofort weiter zum stabileren reifen Protein prozessiert werden.

In einer 2D PAGE konnte das I, Intermediat des Konstruktes GmisScisGFP néher
charakterisiert werden (s. 3.3.1). Dabei zeigte sich, dass in diesem Konstrukt zwei nahe
beieinander gelegene Prozessierungen zu den Intermediaten Ip; und I, fiihrten, die eine
charakteristische Verschiebung des isoelektrischen Punktes aufwiesen. Anhand dieser
Verschiebung und der molaren Massen der I,;; und I, Fragmente konnte die Prozessierung
auf die Aminosdurereste 126 und 128 der GmCox2 Leitsequenz eingegrenzt werden. Die
Sequenzabfolge R W M L D L in der Gm6Sc|sGFP Leitsequenz beinhaltet eine mogliche
MPP Schnittstelle, R W M { L, und eine mogliche Imp1 Schnittstelle, L ID (Abb. 4.1). Fiir
die Sequenz R W M D Q in der Gm36GFP Leitsequenz wire die MPP Schnittstelle R W M \’
D eher unwahrscheinlich, die Impl Schnittstelle M ¥ D jedoch moglich. Dieses ist ein
Hinweis darauf, dass die Prozessierung zu I, bei den Konstrukten ohne
Transmembrandoméne alternativ in der Matrix erfolgt, da das I; Intermediat nicht durch die
innere Membran transportiert werden kann. Die Prozessierung der Konstrukte mit
Transmembrandoméne ist nach Transport von I; durch die innere Membran durch die IMP

wahrscheinlicher.

Untersuchungen zur Prozessierung der Leitsequenz-GFP Konstrukte in einer imp/ Mutante
sollten kliren, ob die IMP am letzten Schritt der Prozessierung der GmCox2 Leitsequenz
beteiligt ist (s. 3.2.5).

Die IMP zeigt keinen Einfluss auf die Prozessierung der Konstrukte ohne

Transmembrandomine, in den Mitochondrien der mit Gm;3sTM1IGFP und
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Gm26Sc;sTM1GFP transformierten Aimpl Zellen war im Gegensatz zum Wildtyp das reife
Protein jedoch nicht nachweisbar. Dieses deutet darauf hin, dass Impl die Prozessierung
beider Konstrukte zum reifen Protein katalysieren konnte.

Das Konstrukt Gmj6Sc;sTM1GFP beinhaltet die Hefe Prisequenz, die durch die Impl
Untereinheit abgespalten wird. Die Prozessierung erfolgt in dieser Sequenz zwischen den
Aminoséureresten N ¥ D. Auch in dem letzten Teil der Sojabohnen Cox2 Leitsequenz ist eine
mogliche Imp1 Schnittstelle C ¥ D enthalten (Abb. 4.1).

Die Fraktionierung der aus den Wildtyp Transformanten isolierten Mitochondrien konnte
zeigen, dass das reife Protein groBtenteils im Intermembranraum, dem Wirkort der IMP,
lokalisiert ist (s. 3.2.3). Dieses ist ein weiterer Hinweis darauf, dass die IMP den letzten
Prozessierungsschritt katalysiert.

Die Untereinheit Som1 der IMP ist zur Prozessierung der Imp1 Substrate Cox2 und Mcrl,
nicht jedoch zur Prozessierung von Cyt b, notwendig (JAN et al. 2000). In einer Mutante mit
fehlender Soml Untereinheit sollte untersucht werden, ob Soml eine Rolle bei der
Prozessierung der GmCox2 Leitsequenz besitzt (s. 3.2.5). Ein Einfluss von Soml auf die
Prozessierung des Gm;3sTM1GFP Proteins konnte nicht festgestellt werden, jedoch scheint
Soml die Reifung des Konstruktes Gm,Sc;sTM1GFP zu beeinflussen, denn in den Asom/
Mitochondrien ist das I, Intermediat im Vergleich zum reifen Protein leicht angereichert.
Dieses konnte ein Hinweis dafiir sein, dass die Som1 Spezifitét direkt von der Prisequenz des
zu prozessierenden Proteins abhidngt und Soml eventuell am Transport des Substrates zur
IMP beteiligt ist. Dieses stimmt mit der Feststellung liberein, dass das SOMI Gen in Pflanzen
nicht nachweisbar ist. Die Fabaceaen scheinen jedoch ebenfalls einen Faktor zu besitzen, der
die Prozessierung zur reifen Form oder den Transport des GmCox2 Proteins zur IMP

erleichtert. Dieser ist jedoch im Hinblick auf seine Sequenz von SOM1 verschieden.

Die Cytochrom ¢ Peroxidase (Ccpl) ist ein kernkodiertes mitochondriales Protein, das mit
einer zweiteiligen N-terminalen Leitsequenz synthetisiert wird. Der erste Teil der Ccpl
Leitsequenz wird von der mAAA Protease, bestehend aus den Untereinheiten YtalO und
Ytal2, abgespalten, die Prozessierung erfolgt in einem hydrophoben Bereich der Ccpl
Leitsequenz.

Die mAAA Protease ist in Mitochondrien der Pflanzen und der Hefe fiir den Abbau nicht
assemblierter Atmungskettenkomplexe und die Akkumulation der mitochondrial kodierten
Atp9 Untereinheit notwendig (KOLODZIEICZAK et al. 2002). Die Signalpeptidase-Aktivitit

konnte fiir die mAAA Protease bisher nur in der Hefe nachgewiesen werden, als Substrat
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wurde Ccpl identifiziert (ESSER et al. 2002). Fiir die Prozessierung der Ccpl Leitsequenz sind
beide Untereinheiten der mAAA Protease notwendig. Piml, ein Protein, das bei
Uberexpression die Funktion der mAAA Protease komplementieren kann (REP et al. 1996),
kann die Prozessierung der Ccpl Leitsequenz nicht iibernehmen (ESSER et al. 2002). Dieses
deutet darauf hin, dass die mAAA Protease eine hohe Spezifitit in ihrer Signalpeptidase-
Aktivitit aufzuweisen scheint.

Der zweite Teil der Ccpl Leitsequenz wird von dem Protein Pcpl prozessiert. Auch diese
Prozessierung erfolgt in einem hydrophoben Bereich der Ccpl Leitsequenz. Pcpl zeigt eine
Homologie zu Proteinen der Rhomboid Familie moglicher Intermembranpeptidasen, als
Substrat flir die Signalpeptidase-Aktivitdt des Pcpl konnte bisher ebenfalls nur das Ccpl
identifiziert werden (ESSER et al. 2002).

Um zu untersuchen, ob das Sojabohnen Cox2 Protein ein mogliches Substrat flir die mAAA
Protease und Pcpl sein konnte, wurde die Prozessierung der Leitsequenz-GFP Konstrukte in
Deletionsmutanten der mAAA Protease Untereinheiten YtalO und Ytal2, sowie des Proteins
Pcpl analysiert (s. 3.2.7). Eine Beteiligung dieser Proteasen an der Drei-Stufen Prozessierung
des GmCox2 Proteins kann ausgeschlossen werden.

Dieses Ergebnis stimmt mit der Feststellung {iberein, dass die Schnittstellen in der GmCox2
Leitsequenz nicht in hydrophoben Bereichen lokalisiert sind. Der Schnitt innerhalb solcher
Bereiche scheint fiir eine Prozessierung von mAAA und Pcpl charakteristisch zu sein.
Dennoch zeigen die Untersuchungen zur Prozessierung der GFP Konstrukte in den Mutanten
mit deletiertem yzal0 und ytal?2, dass kleinere GFP Fragmente angereichert werden, die
folglich im Wildtyp von den YtalO und Ytal2 Untereinheiten der mAAA Protease spezifisch
abgebaut werden. Dass die intermedidren und reifen GFP Konstrukte in den Wildtyp
Mitochondrien dennoch nachweisbar sind, konnte ein Hinweis darauf sein, dass diese Proteine

zumindest teilweise assembliert vorliegen und fiir die mAAA Protease nicht zugénglich sind.
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Abb. 4.1: Vergleich der Gm 3, TM1GFP (pGm) und Gm,,S¢;sTM1GFP (pSc) Sequenz

hellblau: erster Teil der GmCox2 Leitsequenz, dunkelblau: zweiter Teil der GmCox2 Leitsequenz, orange: dritter
Teil der GmCox2 Leitsequenz, gelb: Prisequenz des Hefe Cox2, rot: Sequenz aus dem reifen GmCox2, braun:
erste Transmembrandomine von GmCox2, schwarz: Bereich aus der ,,Multiple Cloning Site* des Vektors, griin:
,,areen fluorescence protein“ GFP

Pfeile kennzeichnen mégliche Schnittstellen in der Sequenz, Kreuze zeigen Ubereinsstimmungen in den
Sequenzen

MPP: mitochondriale Prozessierungepeptidase, IMP: Innermembran Peptidase

4.4 Innermitochondrialer Transport der Leitsequenz-GFP Konstrukte

Kernkodierte  mitochondriale  Proteine mit N-terminalen Leitsequenzen, deren
Bestimmungsort die innere Membran ist, konnen unterschiedliche Importwege besitzen. Die
D-Lactat Dehydrogenase (D-LDH) der Hefe arretiert gemdl dem ,,Stop-Transfer*
Mechanismus, der zunéchst fiir 16sliche Proteine des Intermembranraumes nachgewiesen
wurde (NGUYEN et al. 1988, GLICK et al. 1992), in der inneren Membran und wird lateral in
die innere Membran integriert (R0OJO et al. 1998, STUART 2002). D-LDH besitzt nach ihrer
Integration in die Membran eine Nj,-C,,; Topologie.

Andere Proteine der inneren Membran werden zundchst vollstindig in die mitochondriale

Matrix importiert (,,Conservativ sorting*“~-Modell, HARTL et al. 1987, HARTL U. NEUPERT
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1990) und anschlieBend in einem separaten Schritt durch die innere Membran transportiert
(HERRMANN et al. 1997, STUART 2002, TOKATLIDIS UND SCHATZ 1999). Diese Proteine
besitzen nach ihrer Integration in die Membran eine Nq-Cou Topologie.

Der Export aus der Matrix durch die innere mitochondriale Membran, den die Proteine mit
Nout-Cout Topologie erfahren, entspricht dem Export mitochondrial kodierter Proteine, wie
Cox2 und die Untereinheit 9 der F;Fo-ATP Synthase (Su9) (BAUER et al. 1994, HE UND FOx
1997, HERRMANN et al 1995, MEYER et al. 1997a, RoJO et al. 1999). Der N-terminale Export
wird durch den OXA1l Proteinkomplex vermittelt und ist zudem abhingig von der
Energetisierung der Membran (HERRMANN et al. 1997).

Das Cox2 Protein besitzt eine Ngu-Coy Topologie in der Membran. Demnach kann
angenommen werden, dass der Reexport des N-Terminus durch Oxal vermittelt wird.

Um diese These zu iiberpriifen, wurde die Prozessierung der Leitsequenz-GFP Konstrukte in
Hefezellen mit temperatursensitiver oxal Mutation analysiert (s. 3.2.6). Da gezeigt werden
konnte, dass der letzte Schritt der Prozessierung der Konstrukte Gm;3;sTM1GFP und
Gm26S¢c;sTM1GFP von der IMP katalysiert wird (s. 3.2.5) und dieser Prozessierung demnach
der Export der Proteine in den Intermembranraum vorausgehen muss, fillt die Prozessierung
zum reifen Protein in den oxalts Mutanten aus, wenn der Export Oxal-vermittelt ist.

Oxal hat keinen EinfluB3 auf den Export der Konstrukte ohne Transmembrandoméne. In den
Mitochondrien der Gm3sTM1GFP und Gmj2ScisTM1GFP transformierten oxalts Zellen
war das reife Protein im Gegensatz zu den Wildtyp Transformanten jedoch nicht nachweisbar.
Auch die Form my, die eine verkleinerte Form des reifen GFP Proteins darstellt und wie das
reife Protein im Intermembranraum entsteht (s. 3.2.3), war in den oxalts Transformanten
nicht nachweisbar. Dieses ist ein deutlicher Hinweis darauf, dass Oxal am Export des
GmCox2 Proteins durch die innere Membran beteiligt ist.

AuBlerdem konnte beobachtet werden, dass in den oxalts Transformanten das I; Intermediat
stark angereichert ist. Dieses ist ein Hinweis darauf, dass schon das I; Intermediat und nicht
erst das I, Intermediat durch die innere Membran exportiert wird und die Prozessierung zum
I, Intermediat im Intermembranraum durch die IMP erfolgt.

Im weiteren Verlauf konnte untersucht werden, ob das Oxal Protein der Pflanze den
Transport des GmCox2 Proteins durch die IM zusétzlich erleichtert. Dazu miissten zunichst
Hefe oxal Deletionsmutanten mit dem pflanzlichen OXA1l Gen transformiert und die
Transformanten durch Komplementation selektioniert werden. Anschliessend konnte der

Transport des GmCox2 Proteins in diesen Stdmmen charakterisiert werden.
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4.5 Modell zum Import und zur Prozessierung von GmCox2

Die Untersuchungen zur Prozessierung der Leitsequenz-GFP Konstrukte in den verschiedenen
Hefe Mutanten lassen sich in einem Modell zusammentfassen, das den Importweg und die
Prozessierung des GmCox2 Proteins wiederspiegelt (Abb. 4.2).

Wie fiir andere Proteine mit abspaltbarer N-terminaler Leitsequenz gezeigt wurde, wird das
GmCox2 Protein wahrscheinlich durch den TIM23 Komplex in die Matrix importiert
(PFANNER UND GEISSLER 2001). Der erste Teil der Leitsequenz wird in der Matrix von der
MPP abgespalten, wihrend der C-Terminus des Proteins noch nicht durch die dufere
Membran transportiert wurde. Dieses konnte mit in vitro Import Experimenten des GmCox2
Proteins in Mitochondrien aus der Hefe und der Sojabohne gezeigt werden, bei denen das [
Intermediat durch einen Proteinase K Verdau der Mitochondrien abbaubar ist (DALEY et al.
2002a, s. 3.1.8). Im weiteren Verlauf des GmCox2 Importes ist unklar, ob das Protein gemaf
dem ,,Conservativ sorting” Mechanismus zunéchst vollstdndig in die mitochondriale Matrix
importiert wird oder mit der zweiten Transmembrandoméine gemil3 dem ,,Stop-Transfer*
Mechanismus in der inneren Membran arretiert.

Bei Cox2 handelt es sich zwar um ein Protein mit N,,-Coye Topologie und bisher konnte noch
fiir kein Protein mit dieser Toplogie ein Import gemdfl dem ,,Stop-Transfer Mechanismus
nachgewiesen werden (STUART 2002, TOKATLIDIS UND SCHATZ 1999), was fiir das
,Conservativ sorting Modell sprechen wiirde. Auch das Oxal Protein der Hefe, das fiinf
Transmembrandoménen besitzt, wird zundchst vollstindig in die Matrix importiert und
anschlieBend in die Membran integriert (STUART 2002).

Die Cox2 Transmembrandoméinen weisen jedoch eine aullergewohnlich hohe
Hydrophobizitdt auf und das Protein kann in vitro nur mit geringer Effizienz durch die
mitochondrialen Membranen transportiert werden (DALEY et al. 2002b, s. auch 3.1.8.), was
fiir das ,,Stop-Transfer Modell sprechen wiirde. Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass
nach Deletion der ersten Transmembrandoméne das Cox2 Protein beim Import in isolierte
Mitochondrien der Sojabohne mit der zweiten Tranmembrandomaéne in der inneren Membran
arretiert und durch einen Proteinase K Verdau der Mitoplasten abbaubar ist (DALEY et al.
2002b). Ein Import von GmCox2 gemill dem ,,Stop-Transfer Mechanismus ist demnach
wahrscheinlicher. Um das Import Modell ndher zu charakterisieren, konnte der Einfluss von
Proteinen, die bei Hefe am Export des C-Terminus von IM Proteinen beteiligt sind, analysiert

werden. Zu diesen Proteinen gehoren Mss2 (BROADLEY et al. 2001) und Pntl (HE UND FoXx
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1999), sowie die Assemblierungsfaktoren Cox18 und Cox20 (HELL et al. 2000, LOPEZ SouzA
et al. 2000).

Die Protease, die die Abspaltung des zweiten Teils der Leitsequenz katalysiert, sowie das
Kompartiment, in dem die Prozessierung zum I, Intermediat stattfindet, konnten nicht
identifiziert werden. Es besteht die Mdoglichkeit, dass es sich bei dieser Protease um die IMP
(Abb. 4.2 — 1) oder um die MPP handelt (Abb. 4.2 — 2) handelt.

Der Export des I; oder I, Intermediates durch die innere Membran wird von Oxal vermittelt.
Wird I; durch die innere Membran exportiert, so findet die Prozessierung zu I, und zum reifen
Protein durch die IMP im Intermembranraum statt. Bei Export von I, durch die innere

Membran erfolgt nur die Prozessierung zum reifen Protein im Intermembranraum durch IMP.

—
IMS IMS
M € M

MPP <

Abb. 4.2: Modell zum Import und zur Prozessierung von GmCox2 in Mitochondrien

MPP: mitochondriale Prozessierungspeptidase, IMP: Innermembranpeptidase

blau: Leitsequenz 1 und 2 von GmCox2, gelb: Leitsequenz 3 von GmCox2, rotbraun: Transmembrandoméinen
von GmCox2, schwarz: GmCox2 Protein

M: Matrix, IM: innere Membran, IMS: Intermembranraum
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Diese Arbeit hat gezeigt, dass Hefe ein geeigneter Modellorganismus ist, um die
Prozessierung der Leitsequenz des kernkodierten Cox2 Proteins der Sojabohne zu analysieren.
Es gelang in diesen Untersuchungen, einige Proteasen zu identifizieren, die an der Drei-
Stufen Prozessierung beteiligt sind und den Importweg von GmCox2 weitgehend zu

charakterisieren.
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5. Zusammenfassung

Im Verlauf der Evolution eukaryotischer Zellen wurde das mitochondriale Genom zunehmend
reduziert und mitochondriale Gene wurden in das Kerngenom transferiert. Ein solcher
Transfer kann bei der Untereinheit 2 der Cytochrom ¢ Oxidase (COX2) nachvollzogen
werden. COX2 1ist bet den meisten Organismen ein mitochondriales Gen, die
Chlamydomonacea, die Apicomplexa und einige Fabaceae wie die Sojabohne Glycine max L.
besitzen jedoch Kopien des COX2 Gens im Zellkern.

Das COX2 Kerngen (GmCOX?2) wird bei der Sojabohne aktiv transkribiert und das Protein
nach seiner Synthese im Zytoplasma der Zelle post-translational in die Mitochondrien
importiert. Fiir den Import besitzt das GmCox2 Protein eine 136 Aminosédurereste lange N-
terminale Leitsequenz, die wihrend des Importes in drei Schritten proteolytisch abgespalten
wird. Eine solche Drei-Stufen-Prozessierung konnte bisher fiir kein weiteres Protein
nachgewiesen werden. Der Importweg des GmCox2 Proteins und die Proteasen, die die
Abspaltung der Leitsequenz katalysieren, sollten in dieser Arbeit identifiziert werden.

Die meisten Proteine, die am mitochondrialen Proteintransport und der proteolytischen
Prozessierung beteiligt sind, besitzen in Pflanzen und Pilzen homologe Sequenzen. Daher
wurde gepriift, ob der gut charakterisierte Modellorganismus Saccharomyces cerevisiae
eingesetzt werden kann, um den Importweg von GmCox2 ndher zu charakterisieren.

Wie in der Sojabohne wird auch in Hefe die Leitsequenz des GmCox2 Proteins in drei
Schritten  abgespalten und es entstethen in beiden Organismen identische
Prozessierungsintermediate.

Mit Hilfe von verschiedenen Leitsequenz-GFP Konstrukten konnte der erste Prozessierungs-
schritt in der mitochondrialen Matrix und der zum reifen Protein im Intermembranraum
lokalisiert werden. Die mitochondriale Prozessierungspeptidase (MPP) bzw. die
Innermembran Peptidase (IMP) wurden als die Enzyme identifiziert, die diese
Prozessierungen katalysieren. In der GmCox2 Leitsequenz konnten mogliche Schnittstellen
fiir beide Peptidasen nachgewiesen werden.

Ohne das Transportprotein Oxalp wurde kein reifes Protein gebildet. Dies verdeutlicht, dass
Oxalp fiir die Insertion des GmCox2 Proteins in die innere Membran notwendig ist.

Auch die erste Transmembrandoméne des GmCox2 Proteins erwies sich als essentiell fiir die

Prozessierung zum reifen Protein.
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Insgesamt konnte durch Verwendung der Hefe als Untersuchungsorganismus ein detaillierter
Ablauf fiir den Import des kernkodierten Cox2 Proteins der Sojabohne nachgezeichnet werden

und eine Reihe von Faktoren identifiziert werden, die diesen Ablauf beeinflussen.
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