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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Die Mitochondrien

Mitochondrien sind zellulare Kompartimente von eukaryontischen Zellen. Gemafl der
allgemein anerkannten Endosymbiontentheorie werden die Mitochondrien von a-Proteo-
bakterien abgeleitet, die wahrscheinlich von einem Archaebakterium durch Endozytose
aufgenommen wurden [1, 2].

Als Resultat des Endozytoseprozesses wurde der Endosymbiont mit einer Phospholipid-
Doppelschicht der Wirtszelle umschlossen, so dass die Mitochondrien in vier Komparti-
mente unterteilt werden kénnen: die duflere Membran (OM), der mitochondriale (mt)
Zwischenmembranraum (IMS), die innere Membran (IM) und die mt Matrix. Die IM
weist zudem starke Einstilpungen auf, so dass die in die Matrix ragenden Abschnitte
der IM als cristae membrane (CM) und die in der Néhe der OM befindlichen Segmente
als inner boundary membrane (IBM) bezeichnet werden. Beide Teile der IM werden

durch sogenannte tubulére cristae junctions miteinander verbunden bzw. getrennt [3, 4].

Bei den Mitochondrien handelt es sich nicht um starre Gebilde, sondern vielmehr um ein
sehr dynamisches tubulares Netzwerk, das standig seine Form verédndert und innerhalb

der Zelle entlang des Zytoskeletts wandert [5].

Die Mitochondrien verfiigen iiber ein separates Genom (zirkuldre, dsDNA), welches aller-
dings im Laufe der Evolution durch horizontalen Gentransfer ins nukledre Genom sowie
durch Genverluste stark reduziert wurde [6]. Innerhalb der mt Matrix erfolgt die Synthese
von 13 (bei Sdugetieren) bzw. 8 (bei der Hefe Saccharomyces cerevisiae) mt Proteinen
mit Hilfe ebenfalls mt kodierter tRNAs und rRNAs [7]. Die meisten mt Proteine sind al-
lerdings kernkodiert und miissen nach der Translation im Zytoplasma ins Mitochondrium

transportiert werden. Dies erfolgt iber ein komplexes Proteinimportsystem.
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Die wohl bekannteste Funktion von Mitochondrien ist die Generierung von ATP mittels
oxidativer Phosphorylierung. Durch die Stoffwechselprozesse Glykolyse, Zitronensaure-
zyklus und [-Fettsdureoxidation entstehen die energiereichen Molekille NADH und
FADH,, aus denen die Enzymkomplexe der mt Atmungskette Elektronen beziehen.
Die Atmungskettenkomplexe, die sich v.a. in der CM befinden [4], ibertragen diese
Elektronen in einer Reihe von Redoxvorgéngen final auf molekularen Sauerstoff, der
zu Wasser reduziert wird. Wahrend des Elektronentransports werden zudem Protonen
aus der Matrix in den mt IMS gepumpt, wodurch ein Protonengradient erzeugt wird.
Der elektrochemische Protonengradient wird anschliefend von der ebenfalls in der IM
verankerten ATP-Synthase zur Produktion von ATP aus ADP und P; genutzt.

Neben der Bereitstellung des Energiemolekiils ATP dienen die Mitochondrien aber auch
als Kalziumspeicher und regulieren dadurch die Kalziumhomdéostase der Zelle und spielen
eine wichtige Rolle bei der zelluliren Signalweiterleitung. Zudem sind die Mitochondrien
bei zahlreichen Stoffwechselvorgéngen involviert: bei der Biosynthese von Aminosduren,
Eisen-Schwefel Cluster, Flavinmononukleotiden, Ham, Phospholipiden, Pyrimidinen
sowie Ubiquinon und bei den Abbauprozessen Zitronensaurezyklus, S-Oxidation von
Fettsdauren und dem Harnstoffzyklus [7-10]. Fiir den Transfer der Metabolite in die mt
Matrix bzw. aus den Mitochondrien heraus war die Entwicklung von Transportsystemen

in der OM und der IM fiir die eukaryontische Zelle ebenso bedeutsam.

Im IMS sind u. a. pro-apoptotische Faktoren wie Cytochrom ¢ und der Apoptose induzie-
rende Faktor (AIF) lokalisiert [11], so dass die Mitochondrien eine wichtige Schnittstelle
fir Signalkaskaden darstellen, die zum Zelltod (sowohl durch Apoptose und Nekrose)
fithren konnen.

Ein weiterer wichtiger Aspekt von Mitochondrien liegt in der Aufrechterhaltung der
Redoxbalance, denn Mitochondrien generieren auf der einen Seite Antioxidantien und

sind auf der anderen Seite Hauptquelle und Hauptangriffspunkt von freien Radikalen [12].

Humane mt Funktionsstorungen kénnen zum Alterungsprozess beitragen und zu zahl-
reichen Krankheiten wie z. B. Diabetes, neurodegenerative Krankheiten wie die Alzheimer
Krankheit oder Parkinson aber auch zu Krebs fiithren [7, 9, 13]. Die Gewinnung moleku-
larer Erkenntnisse, die die Mitochondrien betreffen, ist deswegen fiir die Entwicklung
von Medikamenten und diagnostischen Angriffspunkten fiir mt assoziierte Krankheiten

von grofler Bedeutung.

Fiir molekular-biologische Untersuchungen der Mitochondrien ist die Béckerhefe Saccha-
romyces cerevisiae (S. cerevisiae) ein besonders geeigneter Modellorganismus. Sie ist in
der Lage, ihren Energiebedarf wahlweise durch einen fermentativen oder respiratorischen
Metabolismus zu decken [14]. Die Energiegewinnung mittels Fermentation eignet sich

v.a. fur die Erforschung der mt Atmungskette, da dadurch auch atmungsdefiziente
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Stdmme untersucht werden kénnen. Weitere Vorteile der Hefe sind, dass ihr Genom
vollstandig sequenziert ist und zahlreiche Informationen iiber ihre Gene und Proteine
iiber verschiedene Datenbanken abgerufen werden konnen. S. cerevisiae lasst sich einfach
kultivieren und leicht genetisch manipulieren, wodurch die molekular-genetische Arbeit
mit diesem Organismus sehr effektiv gestaltet werden kann. Zudem sind zahlreiche
Deletionsstdmme bereits von dem EUROpean Saccharomyces Cerevisiae ARchive for
Functional Analysis (EUROSCARF) generiert worden.

Trotz der groflen evolutionédren Distanz zwischen der Hefe und dem Menschen konnten
fir 46 % der Hefeproteine homologe Proteine beim Menschen identifiziert werden [15].
AuBerdem gibt es zahlreiche Belege, dass die an S. cerevisiae festgestellten molekularen
Erkenntnisse auf hohere Organismen einschlieSlich dem Menschen iibertragen werden
konnen [10, 16].

1.2 Die aulere Membran der Mitochondrien

Im Fokus dieser Arbeit steht die OM von Mitochondrien, welche fiir eine Abgrenzung vom
Zytoplasma sorgt. Sie stellt aber nicht nur eine physiologische Barriere dar, sondern ist
auch eine wichtige Regulationsstelle der mt Funktionen. In der mt OM sind beispielsweise
zahlreiche Proteine verankert, die die Dynamik des Organells kontrollieren oder als
Kontaktstelle fiir andere Organellen fungieren. Zudem sind in der OM Regulatoren des
programmierten Zelltodes, Enzyme und Poren-formende Proteine lokalisiert [17]. Diese

Prozesse und die beteiligten Proteine der mt OM werden im Folgenden naher dargestellt.

1.2.1 Dynamik und zellulire Verteilung der Mitochondrien

Die Mitochondrien sind stiandig ablaufenden Fusions- und Teilungsprozessen unterworfen.
Diese Mechanismen stellen eine mt Qualitatskontrolle und eine effektive Anpassung
des mt Kompartiments an die metabolischen Bediirfnisse der Zelle dar. Durch die Tei-
lung von Mitochondrien wird die Anzahl der Organellen wahrend der Zellteilung und
Zelldifferenzierung reguliert. Ebenso kann die Zelle dadurch auf Veranderungen der
Umwelt, beispielsweise auf wechselnde Energiebediirfnisse, reagieren. Auflerdem wird
durch Teilungsprozesse der Abbau von Mitochondrien durch die Lysosomen (Mitophagie)
vorbereitet. Die Fusion von einzelnen Mitochondrien ermdéglicht die Komplementation von
Proteinkomplexen, die Reparatur der mt DNA sowie die Verteilung von metabolischen

Intermediaten (Ubersichtsartikel von Braun und Westermann [18] sowie Zungu et al. [19]).

In S. cerevisiae spielen bei der Fusion von Mitochondrien drei Proteine eine wesentliche

Rolle: Fzolp, Mgmlp und Ugolp. Fzolp ist eine konservierte GTPase, die sich im
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Zytoplasma befindet und in der mt OM verankert ist. Sie ist fiir das Ankoppeln der OMs
zweier Mitochondrien zustédndig, indem Fzolp zweier Organellen miteinander dimerisieren.
Nach der Fusion der OM wird die Verschmelzung der IM durch die in der IM verankerte
GTPase Mgm1p initiiert. Interessanterweise scheint ein Kontakt der Fusionsmaschinerien
beider mt Membranen fiir eine koordinierte Doppelmembranverschmelzung nétig zu sein.
Das integrale OM-Protein Ugolp ist wahrscheinlich fiir diese Verbindung verantwortlich
5, 20].

Die mt Teilungsmaschinerie von S. cerevisiae besteht aus vier Hauptkomponenten: Fislp,
Mdvlp, Cafdp und Dnmlp. Das konservierte Rezeptorprotein Fislp ist gleichméfig auf
der mt Oberfliche verteilt und in der OM verankert. An Fislp docken die funktionell
redundanten zytosolischen Proteine Mdv1p bzw. Cafdp an. Sie fungieren als Adaptor-
proteine zwischen Fislp und dem Schliisselspieler der mt Teilung, Dnm1p. Dnm1p ist
ein Dynamin-verwandtes konserviertes Protein und homomerisiert an der mt Oberfléche
iiber die Interaktion mit Mdvlp bzw. Cafdp spiralférmig und umspannt somit das ge-
samte Organell. Es schntirt die OM ein und fiithrt schliefllich zur Spaltung der Membran.
Uber die Teilung der mt IM ist bisher sehr wenig bekannt. Das in der IM verankerte
Matrixprotein Mdm33p scheint fiir die IM-Spaltung wichtig zu sein [5, 20].

Zur Aufrechterhaltung der mt Morphologie in einem stabilen Zustand ist eine Balance

der mt Vereinigung und Teilung von extremer Bedeutung.

Proteine der mt OM sind neben der Teilung und Fusion der Mitochondrien auch an
der Verteilung der Organellen innerhalb der Zelle bzw. in die Tochterzelle beteiligt. Die
Mitochondrien befinden sich gehduft in Regionen mit hohem Energiebedarf wie z. B.
den Synapsen von Neuronen [7]. Der Transport der Mitochondrien erfolgt priméar iiber
molekulare Motorproteine entlang des Zytoskeletts. Dabei interagieren Rezeptorproteine
der mt OM mit Adaptorproteinen, die wiederum den Kontakt zu den Motorproteinen
herstellen [21].

Bei der Zellteilung muss neben den Mitochondrien auch die mt DNA an die Tochterzelle
weitergegeben werden. Eine Kopplung beider Prozesse wird durch Mmm1p vermutet.
Das OM-Protein Mmm1p interagiert mit dem Zytoskelett der Zelle und gleichermafien
wurde eine Co-Lokalisation mit mt DNA nachgewiesen [22]. Bisher ist allerdings nicht

klar, wer die Interaktion von Mmmlp zur mt DNA tber die mt IM vermittelt.

1.2.2 Kommunikation mit anderen zellularen Organellen

Die starke Kompartimentierung einer eukaryontischen Zelle macht es erforderlich, dass
die einzelnen Organellen miteinander kommunizieren, damit die zellularen Funktionen

koordiniert ablaufen kénnen. Eine Moglichkeit der Kommunikation besteht tiber das Aus-
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senden von Signalmolekiilen. Eine weitere Form der Kommunikation kann iiber direkte
Kontaktstellen zweier Membranen erfolgen, bei der Molekiile zwischen zwei zellularen
Kompartimenten iibertragen werden [23-25]. Solche Kontaktstellen zweier Membranen
sind redundant, d.h. verschiedene Proteinkomplexe, mit meist niedrigen Affinitédten,
verbinden die Organellen [24]. Interessanterweise haben die Verbindungsproteine zweier

Organellen oftmals zusatzliche Funktionen.

Eine Verbindung von Mitochondrien mit anderen zellularen Kompartimenten ist beispiels-
weise die zum Endoplasmatischen Retikulum (ER). Die Mitochondrien und das ER sind
beide sehr dynamische zellulare Kompartimente und weisen daher auch dynamische bzw.
transiente Verbindungen miteinander auf, die zunédchst durch elektronenmikroskopische
Untersuchungen entdeckt wurden [26]. Die Verbindung zwischen der mt OM und dem
ER wird als mitochondria-associated membrane (MAM) Fraktion bezeichnet. In einer
Hefezelle werden zwischen 80 und 110 solcher Kontaktstellen prognostiziert [27].

In HeLa- und Rattenleberzellen wurde nachgewiesen, dass der voltage-dependent anion
channel (VDAC) der mt OM mit dem Kalziumkanal IP3R des ERs tiber das mt Chaperon
GRP75 interagiert [28]. Eine weitere Verankerungsform in Saugerzellen erfolgt iiber eine
Dimerisierung von Mitofusin 2 (MFN2), welches dual, in der mt OM und der Membran
des ERs, lokalisiert ist [29].

In S. cerevisiae konnte ebenfalls gezeigt werden, dass Porlp (homolog zu VDAC) mit
dem sogenannten grofien ER Membrankomplex in Wechselwirkung tritt [30]. Eine be-
kanntere Verbindung ist jedoch die ER-mitochondria encounter structure (ERMES),
bestehend aus dem zytosolischen Mdm12p, den Proteinen der mt OM Mdm10p und
Mdm34p sowie dem ER-Membranprotein Mmm1p [31]. Es wird vermutet, dass ERMES
v. a. eine strukturelle Rolle ausiibt, homologe Proteine in Saugerzellen wurden bisher
nicht gefunden.

Abb. 1.1 stellt die Kontaktstellen zwischen ER und Mitochondrien schematisch dar.

Yeast ER Animal cells
: MFN2

MFN1/2

Abbildung 1.1: MAM - Fraktion: Mitochondrien- ER - Verbindungen

Die Darstellung wurde aus Elbaz und Schuldiner (2011) [23, Abb. 1] entnommen und
stellt die bekannten Verbindungsproteine zwischen den Mitochondrien und dem ER in
Saugerzellen und Hefen dar. OMM: mt OM
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Die MAM-Fraktion ist v. a. fiir die Phospholipidbiosynthese von Bedeutung, da fiir diese
aufgrund der Enzymlokalisationen beide Kompartimente bendtigt werden. Verschiedene
Vorstufen von z. B. Phosphatidylcholin werden daher zwischen den Mitochondrien und
dem ER in der MAM-Fraktion hin und her transportiert [23].

Eine weitere wichtige Funktion der MAM-Fraktion besteht in der Aufrechterhaltung der
zellulédren Kalziumhomoostase [32]. Durch die Verbindung des ERs mit der mt OM, tiber
IP3R und VDAC, erlangt der mt Kalziumimport durch den niedrig affinen Kalzium-
uniporter (MCU) in der mt IM seine Effektivitat. Die mt Ca?*-Konzentration reguliert
die ATP-Syntheserate, da verschiedene metabolische Schliisselenzyme des Zitratzyklus
durch Ca?* aktiviert werden. Ein mt Ca?*-Uberschuss allerdings fiihrt zur Induktion
des Zelltodes (Apoptose und Nekrose), indem die mt permeability transition pore (PTP)
durch Ca*" gedffnet wird [33].

1.2.3 Induktion des programmierten Zelltodes

Der programmierte Zelltod (Apoptose) wird durch verschiedene Stimuli in Form von
Signalkaskaden ausgelost, wobei die Mitochondrien entscheidende Regulatoren der Apop-
tose darstellen. Durch die Permeabilisierung der mt OM kommt es zu einem Ausstof3
von im IMS lagernden pro-apoptotischen Faktoren (Cytochrom ¢, Apoptose induzieren-
der Faktor und Endonuklease G) ins Zytoplasma der Zelle. Diese Faktoren fiihren zu
verschiedenen Proteolyseprozessen innerhalb der Zelle sowie Chromatin-Kondensation
und DNA-Fragmentierung im Zellkern [11, 34, 35].

Apoptose ist ein Phdnomen von mehrzelligen Organismen, die der gezielten Entfernung
geschadigter Zellen ohne Beeinflussung des Nachbargewebes dient. In der einzelligen
Backerhefe S. cerevisiae wurden dennoch zum Saugersystem homologe Proteine und
analoge Apoptoseprozesse nachgewiesen [11, 36].

In der Hefe scheinen bei dem entscheidenden Prozess der mt OM Permeabilisierung
die ADP / ATP-Translokatoren der IM eine Rolle zu spielen [36]. Eine Beteiligung der
Porinpore der OM am Apoptoseprozess wird kontrovers diskutiert. So wurde z. B. gezeigt,
dass eine Deletion von PORI den Zelltod beschleunigt [36]. Porlp kénnte demzufolge
auch einen inhibitorischen Effekt auf den Zelltod ausiiben.

Wie die ADP / ATP-Translokatoren in Kombination mit den Porinporen oder ohne diese
zur Permeabilisierung der mt OM fithren kénnen wird ebenfalls kontrovers diskutiert.
Es konnte z. B. eine bisher unbekannte, ADP / ATP-Translokator-abhéngige, spezifische
Pore fiir pro-apoptotische Faktoren in der mt OM gebildet werden. Die Offnung der
ADP / ATP-Translokatoren kénnte aber auch zu einem mt Anschwellen fithren, wodurch
die mt OM aufbricht. Da aber nicht alle Proteine des IMS ins Zytoplasma gelangen,

scheint die letztere Variante nicht der Realitat zu entsprechen [35].

Neben der Permeabilisierung der mt OM scheint auch die mt Fragmentierungs- sowie
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Fusionsmaschinerie (sieche Abschnitt 1.2.1) die Apoptose positiv und negativ regulieren
zu konnen. In Sdugerzellen und Hefen wurde bei Apoptose z. B. eine extensive mt Frag-
mentierung beobachtet. Fur Fislp (Bestandteil des Teilungsapparates) wurde allerdings
eine anti-apoptotische Funktion gezeigt. Fislp teilt einige biophysikalische Eigenschaften
mit dem anti-apoptotischen BCL2 der mt OM, so dass Fislp BCL2-ahnlich agieren
kénnte [34, 37, 38|.

1.2.4 Transportprozesse der mt OM

Fiir die Biogenese von Mitochondrien ist der Import von nuklear kodierten Proteinen
essentiell. Aber auch der standige Austausch von Ionen und Metaboliten zwischen den
Mitochondrien und dem Zytoplasma ist fiir die Gewahrleistung aller mt Funktionen
unabdingbar. Aufgrund der beiden mt Membranen sind fir diese Prozesse evolutionér
komplexe Transportsysteme entstanden. Durch diese wird sichergestellt, dass das innere
Membranpotential aufrechterhalten bleibt. Sie sind spezifisch, proteinvermittelt und
verbrauchen meist ATP [39].

Proteinimport

Die zentrale Eintrittspforte fiir mt Vorlduferproteine ist der ubiquitéir verbreitete TOM-
(translocase of the outer membrane of mitochondria) Komplex in der mt OM (Vgl.
Ubersichtsabbildung 1.2). In der Hefe verfiigt der TOM-Komplex iiber drei Rezeptoren:
Tom70p, Tom22p und Tom20p, die zu importierende Proteine anhand ihrer mt Zielse-
quenzen erkennen. Die typische mt Signalsequenz befindet sich am N-Terminus eines
Vorlauferproteins, ist positiv geladen und bildet aufgrund ihrer amphipathischen Sequenz
eine a-Helix aus. Sie dient zusétzlich als Erkennungssequenz fiir die Prozessierung im
IMS oder in der Matrix durch die entsprechenden Peptidasen [39]. Sdmtliche l6sliche mt
Matrixproteine sowie einige Proteine der IM verfiigen tiber diese typische N-terminale
Sequenz, weshalb sie auch matrix targeting sequence (MTS) genannt wird [40]. Proteine
der OM weisen interne mt Zielsequenzen, die nicht prozessiert werden, auf [17]. Zusatzlich

wurde auch schon von C-terminalen Signalsequenzen berichtet [41].

Die an den TOM-Rezeptoren gebundenen Vorlauferproteine werden anschlieffend an den
eigentlichen Translokationskanal, der aus dem [-barrel Protein Tom40p gebildet wird,

iibergeben.

Nach dem Passieren des TOM-Komplexes, trennen sich die Wege der zu importierenden
Vorlduferproteine entsprechend ihrer mt Subkompartimente. Proteine mit charakteris-
tischen Cysteinmotiven werden mit Hilfe der MIA- (mt IMS assembly) Maschinerie in
den IMS befoérdert. Durch die Ausbildung von Disulfidbriicken durch das Erv1p-Mia40p
disulfide relay System werden die Proteine im IMS zuriickgehalten [42].
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Mt Matrixproteine werden mit Hilfe des TIM23- (inner membrane presequence trans-
locase) Komplexes durch die IM transportiert. Fiir den Transfer wird zusatzlich das
Membranpotential der IM und der ATP-betriebene PAM- (presequence-associated pro-
tein import motor) bzw. Motorkomplex inklusive dem mt Hsp70p benétigt [43]. Der
Import einiger weniger Proteine der mt IM wird in der Hefe ebenfalls durch den TIM23-
Komplex mit dem sogenannten Stopp-Transfer-Mechanismus oder tiber den konservativen
Weg iiber die mt Matrix bewerkstelligt [40, 43-45].

precursor with carrier
presesequence 8. precursor
g
intermembrane U f-barrel
space precursor precursor

Cytosol

Outer membrane. /.

Intermembrane space

[niner membrane (<

Matrix

[ TIM22
W

T
B‘i’ presequence

mature
protein

Abbildung 1.2: Mitochondrialer Proteinimport
Die Darstellung der mt Proteinimportmaschinerie von S. cerevisiae wurde aus Becker et
al. (2008) [46, Abb. 1] entnommen.

Im IMS befinden sich kleine TIM-Komplexe. Sie fungieren als Chaperone und transpor-
tieren Membranproteine im IMS zu den Importmaschinerien in der OM bzw. in der IM
[47, 48].

Proteine, die fiir die IM bestimmt sind und interne Signalsequenzen besitzen, werden
nach der Translokation durch den TOM-Komplex von den kleinen TIM-Komplexen
erkannt und an den TIM22- (inner membrane carrier translocase) Komplex befordert.
Dieser baut die Proteine anschliefiend in die mt IM ein [49, 50].

Vorlaufer von g-barrel Proteinen der mt OM, wie z. B. Tom40p und Porlp, werden
von kleinen TIM-Komplexen an den SAM- (sorting and assembly machinery) Komplex

in der OM geliefert. Der SAM-Komplex fiihrt zur Integration dieser Proteine in die
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OM. Mdm10p kann mit SAM-Komponenten assoziieren und wird wahrscheinlich fiir
spate Reifungsschritte einiger Proteine, wie z. B. Tom40p, benotigt [51]. Der MDM- (mt
distribution and morphology) Komplex der mt OM scheint ebenfalls beim generellen
Importweg der [-barrel Proteine beteiligt zu sein [52]. Die molekulare Funktion ist
allerdings noch unklar. Abb. 1.3 stellt die Integration der g-barrel Proteine in die mt
OM schematisch dar.

B-barrel
precursor

assembled
p-barrel

Small
TIMs

Abbildung 1.3: Import von p-barrel Proteinen der mt OM
Die Darstellung stammt aus Becker et al. (2008) [46, Abb. 2].

Neben den (-barrel Proteinen beherbergt die mt OM auch Proteine mit a-Helices, die
als Transmembrandoménen (TMDs) fungieren.

Proteine mit einer a-Helix konnen Signal-verankert (N-Terminus in der OM) oder
C-Schwanz-verankert (C-Terminus in der OM) sein [17]. Deren mt Signalsequenzen
bilden keinen Konsens innerhalb der Aminosduresequenz. Die Information fir die OM-
Lokalisation wird vielmehr tiber die Struktur der TMD und deren flankierenden, positiven
Aminoséurereste erkannt [17, 46]. Wie diese Proteine in die mt OM importiert werden,
ist noch nicht klar. Die bisherigen Importdaten von TOM-Untereinheiten (UE) lassen
vermuten, dass es zwei Formen des SAM-Komplexes gibt. Eine Form interagiert mit
Mdm10p, die andere mit einem weiteren OM-Protein namens Mim1p.
Signal-verankerte Proteine, wie z. B. Tom20p und Tom70p, die wahrscheinlich iiber den
SAM-Komplex mit Mimlp in die OM inseriert werden, scheinen den TOM-Komplex
nicht zu bendtigen [53].

Bei der C-terminalen Verankerung von Tom22p in die OM hingegen arbeiten die TOM-
und SAM-Maschinerien inklusive Mdm10p zusammen [46].

In der mt OM sind zuséatzlich auch Proteine mit mehreren TMDs aus a-Helices, wie z. B.
der periphire Benzodiazepin Rezeptor (PBR) oder Fzolp, verankert. Diese Proteine
scheinen Tom70p-abhéngig importiert zu werden. Allerdings werden alle anderen TOM-
Komponenten wie der Tom40p-Kanal und auch der SAM-Komplex nicht benotigt [54].
Periphere Proteine der OM, wie Sam37p, werden wahrscheinlich komplett TOM-unabhéangig
mit der OM assoziiert [55].
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Metabolit- und Ionentransport

Die mt IM ist fiir lonen und Metabolite inpermeabel. Nur kleine ungeladene Molekiile
wie Oz, CO9 und HoO konnen frei durch die IM diffundieren [56]. Die Passage von hydro-
philen Komponenten wie anorganische Ionen, Co-Faktoren, Nukleotide und Metabolite
durch die mt IM wird von zahlreichen dort lokalisierten Transportproteinen katalysiert.
Sie gehoren fast alle der Familie der mt Carrier (MC) an. Diese Transporter sind kleine
Proteine mit 30- 34 kDa. Sie sind jeweils mit sechs TMDs in der IM verankert und weisen
unterschiedliche Substratspezifititen auf (Ubersichtsartikel siehe [57-59]). Obwohl lange
Zeit angenommen wurde, dass die MCs in dimeren Formen arbeiten, konnte in neueren
Arbeiten gezeigt werden, dass die funktionellen Formen der Transportproteine Monomere
darstellen [60-63]. Das Genom von S. cerevisiae kodiert fiir 34 MCs [59], das von Homo
sapiens fiir mindestens 49 [58]. Tabelle 1.1 stellt die zur Zeit 22 identifizierten MCs von
S. cerevisiae mit ihren zu transportierenden Substanzen dar. Fiir acht weitere Transporter
gibt es erste Hinweise fiir deren Transportprozesse und fiir vier Hefe-Carrier steht die

Funktionsaufklarung noch ganz aus.

Der bisher am besten untersuchte Carrier ist der ADP / ATP-Translokator Aacp. Er
tauscht in Abhangigkeit des Membranpotentials der IM zytosolisches ADP gegen ATP,
welches in den Mitochondrien synthetisiert wurde, in einem Verhéltnis von 1:1 aus
[100, 101].

Aacp liegt in zwei verschiedenen Konformationen vor, die in Gegenwart der Substrate
ADP oder ATP reversibel ineinander tibergehen konnen. Die beiden Konformationen
werden spezifisch von zwei verschiedenen Inhibitorklassen erkannt. Durch die Inhibi-
torbindung werden stabile Komplexe gebildet und der Transporter blockiert. Die erste
Klasse der spezifischen und natiirlich vorkommenden Inhibitoren beinhaltet Atractylosid
(ATR) und das biologische Vorlaufermolekiil Carboxyatractylosid (CATR). Beide kénnen
die IM nicht passieren und binden an Aacp im IMS. Die zweite Gruppe der Inhibitoren
wird durch die Bongkreksiaure (BKA) représentiert. Das lipophile BKA penetriert in der
protonierten Form die IM, interagiert mit Aacp von der Matrixseite und inhibiert den
Transporter in einer nicht-kompetitiven Art und Weise [102, 103].

S. cerevisiae verfiigt iiber drei isomere Formen von Aacp, die verschiedene physiologische
Charakteristika aufweisen. Aaclp wird nur schwach, bei aeroben Bedingungen aber
konstitutiv exprimiert [104], Aac3p hingegen wird durch Sauerstoff reprimiert [65, 105].
In Gegenwart von nicht-fermentierbaren C-Quellen und aeroben Bedingungen wird die
dritte Isoform Aac2p sehr stark exprimiert [106]. Aac2p, auch bekannt unter dem Namen
Pet9p, ist fiir das Wachstum auf nicht-fermentierbaren C-Quellen essentiell und homolog
zur humanen Form ANT1 [107, 108].
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Im Gegensatz zur mt IM, wird die mt OM im Allgemeinen fir die meisten Molekiile
mit einem Molekulargewicht (MW) von bis zu 6 kDa als permeabel angesehen [109, 110].
Diese Permeabilitat wird durch die zahlreichen Porinporen der OM verursacht. Das mt
Porin ist das abundanteste Protein der mt OM und hat je nach Organismus ein MW von
30-32kDa [111]. Der Name Porin lésst eine Verwandtschaft mit den Porinkanélen in der
auBeren Membran von Gram-negativen Bakterien vermuten, ist jedoch aufgrund einer
anderen Struktur sowie anderer Eigenschaften irrefiihrend [112]. Ein den Eigenschaften
angepasster Name ist daher der v.a. fiir Sduger verwendete Begriff voltage-dependent
anion channel (VDAC).

Porin ist ein, auf die Sekundarstruktur und Grundfunktionen bezogen, stark konserviertes
Protein. Es bildet einen Membrankanal aus einer a-Helix und zwolf bis dreizehn (-
Strangen aus, wobei die polare Umgebung im Inneren des Kanals die nicht-polare
Membran abgrenzt [112, 113]. Abb. 1.4 stellt die Porinpore schematisch dar.

cytosol

protein binding site?

positive loop

N-terminal
extension

protein binding site?

intermembrane space

Abbildung 1.4: Porinpore
Die Darstellung stammt aus dem Ubersichtsartikel von Colombini (2004) [112, Abb. 1].

Obwohl mittels atomic force microscopy (AFM) hexamere Strukturen der Porinporen
identifiziert wurden [114, 115], konnte in planaren Lipid-Doppelmembranen nachgewiesen
werden, dass ein VDAC Monomer eine Pore bildet [116]. Durch Interaktionen mit
zahlreichen Proteinen wird die Pore reguliert und / oder modifiziert. Eine Spezialisierung
der Pore erfolgt aber auch durch verschiedene Isoformen von Porin, die durch distinkte
Gene und alternative Splice-Vorgénge entstehen [117]. Die Hefe z. B. besitzt zwei; Weizen,
Maus und der Mensch hingegen drei Isoformen [112].

In S. cerevisiae stellt Porlp die Hauptform des mt Porins dar. Der Abb. A.1 im Anhang
A kann die Proteinsequenz von Porlp der Hefe entnommen werden. Die Isoform Por2p
wird in geringerem Umfang exprimiert. Eine Uberexpression von Por2p kann zelluldre
Defekte von Aporl komplementieren, obwohl in planaren Lipid-Doppelmembranen nicht

gezeigt werden konnte, dass Por2p Poren bildet [118-120].
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Die Porinpore stellt keinen Kanal dar, durch den ein passiver Transfer sdémtlicher Molektile
bis 6 kDa erfolgt, vielmehr ist sie ein selektiver Kanal. Eine Porinpore verdandert ihre
Selektivitat, indem sie zwischen einem komplett offenen und einem fast geschlossenen
Zustand wechseln kann (Vgl. Abb. 1.5) [111].

Der offene Zustand, mit einem Porendurchmesser von 2,5-3,0 nm, ist durch eine hohe
Leitfédhigkeit gekennzeichnet [116]. Da bevorzugt Anionen transportiert werden, wird ein
effizienter Fluss von Metaboliten (organische Anionen) gewéhrleistet [118].

Durch positive sowie negative Spannungsinderungen (ca. 25mV) der mt OM wird die
Pore geschlossen [111]. Diverse Theorien, die ein Membranpotential der mt OM erkléren,
koénnen dem Ubersichtsartikel von Colombini (2004) [112] entnommen werden. Ein positiv
geladener Spannungssensor von Porin wird wahrscheinlich auf die Auflenseite des Kanals
verlagert [113, 121] und verringert dadurch den Porendurchmesser auf ca. 1,9nm [118].
Die Leitfahigkeit der Pore betrigt im sogenannten geschlossenen Zustand immer noch
50-60 %, allerdings verandert sich die Selektivitdt. Es kommt zu einem reduzierten
Anionenfluss. Grofle Anionen wie ATP, Succinat oder Hydrogenphosphat kénnen den
Kanal wegen der kleineren Offnung und der gréferen Energiebarriere der Membran
nicht mehr passieren [112]. Es kommt zu einem verstérkten Strom von kleinen Kationen
wie Ca?", KT und Na™, aber auch kleine Anionen wie C1~ kénnen noch ungehindert
passieren [109, 122, 123].

offener Zustand geschlossener Zustand
Ca”, K', Na' ATP/ADP, Ca”, K', Na’, CI

Succinat,
HPO,, CI

38 i
SRR QLB
corcnd [N

—
—

X0
OO0

5
8

ca”, K', Na' HPO, CI ATP/ADP, Succinat, HPO,’
Anionen-Selektivitat Kationen-Selektivitat
Metabolittransfer pro-apoptotische Signalbeférderung

Abbildung 1.5: Porin - Porenzustédnde
Es handelt sich hierbei um eine modifizierte Darstellung der Abb. 1 aus Rostovtseva und
Bezrukov (2008) [111]. SS: Spannungssensor

Das Schlieen von VDAC unterstiitzt bzw. initiert eventuell den Apoptosevorgang einer

Zelle auf eine noch nicht geklarte Art und Weise [111, 124]. Das Apoptose auslosende
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Cytochrom c¢ kann allerdings aufgrund seines MWs von ca. 12kDa und einer Breite von
etwa 3,4nm die Porinpore offensichtlich nicht passieren. Die Beteiligung von Porin bei

der Induktion von Apoptoseprozessen bleibt daher ungekléart (siche Abschnitt 1.2.3).

1.3 Die Proteine Oml14p & Om45p

Neben Porlp gibt es zwei weitere abundante Proteine der mt OM in S. cerevisiae: Om14p

und Om45p [125-127].

Bei Om14p handelt es sich um ein kleines (14 kDa), Cystein-reiches Protein mit drei
a-helikalen TMDs, wobei der N-Terminus ins Zytoplasma und der C-Terminus in den
mt IMS ragt [125]. Es wird durch das Gen YBR230c kodiert, welches iiber ein 97 bp
langes Intron verfiigt [128]. Laut Burri und Mitarbeitern ist es das erste bekannte mt
Protein in S. cerevisiae, das von einem Intron-haltigen Gen kodiert wird [125].

In der zweiten TMD ist die Aminosduredoméne CxxC lokalisiert. CxxC ist zum einen
ein konserviertes Motiv von Thioredoxinen [129], zum anderen stellt es ein putatives
Metallbindemotiv dar [130, 131]. Zusétzlich wurde das Cug-Konsensusbindemotiv von
Cox1p, einer UE des Atmungskettenkomplexes IV (COX), in der Aminosduresequenz
von Om14p identifiziert. Allerdings liegt dieses Motiv in der inversen Orientierung vor
[132]. Die Bindung der Kupferionen erfolgt hierbei iiber die Histidinreste (Datenbank
PROSITE, [133]). Lithgow und seine Arbeitsgruppe betrachten die Aminosauresequenz
Hx,Cx,C, die den C-terminalen Histidinrest des Cupg-Konsensusmotivs sowie das Motiv
CxxC enthélt, als eine potentielle Ligandenbindungsstelle (Lithgow, personliche Mittei-
lung). Abb. A.2 im Anhang A verdeutlicht die Aminoséduremotive und die TMDs in der
Aminosduresequenz von Om14p.

Eigene Vorarbeiten fiihrten zu der Hypothese, dass Om14p indirekt am mt Metall-
transport, insbesondere von Kupferionen, beteiligt sein kénnte [132]. In darauffolgenden

Untersuchungen konnte diese Vermutung allerdings nicht bestatigt werden [134].

Om45p wird durch das Gen YIL136w kodiert und weist ein MW von 45 kDa auf. Yaffe
und seine Mitarbeiter vermuteten bereits 1989 durch eine Analyse der Hydropathie, dass
Om45p mit einer a-Helix am N-Terminus (Aminosduren 5-22) in der mt OM verankert
ist [127]. 2003 konnte die Arbeitsgruppe von Rapaport dies auch experimentell bestatigen.
Sie zeigten, dass die N-terminal fusionierten Aminoséuren 1-23 von Om45p das 16sliche
und griin fluoreszierende Protein (GFP) in der mt OM verankern kénnen [135]. Uber
die Topologie des Proteins in der OM wird kontrovers berichtet [17, 126, 127, 136-138].
Im Anhang A Abb. A.3 ist die Proteinsequenz von Om45p mit der N-terminalen TMD
dargestellt.
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Interessanterweise wird die Expression von Om14p und Om45p in S. cerevisiae stark
reguliert, d. h. sowohl die Transkription beider Gene (OM14: +9,2-fach; OM45: + 14,9-
fach) als auch die Translation wird durch einen diauxic shift' verstirkt induziert [141].
Dies wurde fiir 16 weitere mt Proteine gezeigt, die alle in respirationsassoziierten Stoff-
wechselwegen involviert sind. Der Umfang und die Regulation der Proteinexpression
impliziert, dass Om14p und Om45p eine funktionelle Rolle beim Ubergang zum respi-
ratorischen Wachstum spielen. Vor diesem Hintergrund ist es erstaunlich, dass bisher
keine Informationen beziiglich der Proteinfunktionen bekannt sind. Dass bisher kein
Phéanotyp bei der Deletion der jeweiligen Gene gefunden wurde, kann daran liegen,
dass die Effekte der Nullmutationen bei den bisher getesteten Laborbedingungen nicht
auffallen. Auflerdem wiére es moglich, dass beide Proteine eine redundante Funktion
austiben und die Effekte nur bei einer Doppeldeletion sichtbar werden. Dieses Phanomen

ist beispielsweise fiir die mt Zitratsynthase bekannt [142].

18, cerevisiae katabolisiert bevorzugt Glukose durch alkoholische Fermentation, wobei die Respiration
supprimiert wird (Crabtree Effekt). Ist die Glukose aufgebraucht, kommt es zu einer Wachstumsarretie-
rung. Wahrend dieses Arrests, dem diauxic shift, wird der Metabolismus auf Respiration umgestellt
und an alternative C-Quellen wie z. B. Ethanol oder Glycerin angepasst [139, 140].
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1.4 Zielstellung

Proteine der mt OM spielen beispielsweise beim Transport von mt Vorlauferproteinen,
Metaboliten und Ionen, bei der Kontaktherstellung mit anderen zelluldren Komparti-
menten, bei der Induktion des programmierten Zelltodes sowie der Aufrechterhaltung
der Dynamik der Mitochondrien eine wesentliche Rolle. Ebenso sind mt OM-Proteine
notwendig, um die OM mit der IM zu verbinden und dadurch koordinierte Abldufe von

beiden mt Membranen zu ermoglichen.

Ziel dieser Arbeit ist es, die bisher funktionell unbekannten, nach einem diauxic shift

abundanten Proteine Om14p und Om45p der mt OM von S. cerevisiae zu charakterisieren.

Als initialer Schritt sollen beide Proteine molekular-biologisch analysiert werden. Fiir
immunologische Proteinnachweise ist es notwendig, die Proteine Om14p und Om45p
mit einem Epitop-tag zu versehen. Die kontrovers beschriebene Membrantopologie von
Om45p soll durch Untersuchungen von Protease-Sensitivitaten geklart werden. Des
Weiteren soll gepriift werden, ob es Hinweise fiir Glykosylierungen und/oder Phos-
phorylierungen beider Proteine gibt. Aussagen iiber die molekulare Organisation der
beiden OM-Proteine innerhalb der Mitochondrien sollen mittels nativer Blue Native

Gelelektrophorese gewonnen werden.

Die Identifizierung von Interaktionspartnern spielt eine grofie Rolle bei der funktionel-
len Beschreibung von Proteinen. Daher sollen im Rahmen dieser Arbeit Studien zu
Protein-Protein-Wechselwirkungen mit zwei unterschiedlichen molekularen Verfahren
(Tandem Affinity Purification und Co-Immunoprézipitation) angefertigt werden. Sollten
interagierende Proteine identifiziert werden, wird eine weitere Charakterisierung des/der
gefundenen Proteinkomplexe(s) angestrebt. Diese Arbeiten umfassen Analysen von Dele-
tionsmutanten, denen einzelne Komplex-UEs fehlen, in Bezug auf Proteinstabilitaten,

der molekularen Organisation der Interaktionspartner sowie der Proteinkomplexbildung.

Phéanotypische Beschreibungen von Deletionsmutanten zur Identifizierung von Protein-
funktionen sollen die gewonnen Daten erginzen. Fir diesen Zweck sollen die Auswir-
kungen von Gendeletionen auf die mt Morphologie mittels Fluoreszenzmikroskopie bzw.
proteomweite Effekte mit 2D IEF - SDS-PAGEs analysiert werden. Die putativen Protein-
funktionen, die durch die Interaktionsstudien gewonnen wurden, sollen mit funktionalen

Analysen untermauert werden.

Unter Umstanden tiben die Proteine Om14p und Om45p redundante Proteinfunktionen
aus, so dass die Analysen durch Untersuchungen der Doppelmutante Aom14 Aom45

erweitert werden sollen.



Kapitel 2

Material und Methoden

2.1 Labormaterialien

2.1.1 Plasmide

Tabelle 2.1: Verwendete Plasmide.

Plasmid relevante Charakteristika Quelle
pBS1539 kodierende Sequenz fiir TAP-tag, 2u, Amp”, Euroscarf
Deletionskassette KIURA3,
pGA2254 kodierende Sequenz fiir 9-fachen c-Myc-tag, W. Zachariae,
Sphis5* (komplementiert his3) MPI fiir Biochemie,
Miinchen
pUC19-3HA-URA kodierende Sequenz fiir 3-fachen HA-tag, URA3 W. Zachariae,
MPI fir Biochemie,
Miinchen
pUZV108 kodierende Sequenz fiir 3-fachen HA-tag, W. Zachariae,
Sphis5* (komplementiert his3) MPI fiir Biochemie,
Miinchen

pYX142-mtGFP kodierende Sequenz fiir GFP mit mt Matrix-
Zielsequenz, LEU2, Einzelkopieplasmid, ARS/CEN,
starker konstitutiver TPI-Promotor

[143]

2.1.2 DNA-Oligonukleotide

Die DNA-Oligonukleotide wurden von den Firmen biomers.net oder Eurofins MWG
Operon bezogen und in 5mM Tris/HCI pH 7,2 bei 60°C und 700 U/min fiir 1h gelost
(finale Konzentration: 100 pmol/ul). Die Tabelle 2.2 stellt die in dieser Arbeit verwendeten

Primer sowie deren Verwendungszweck dar.

17
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Tabelle 2.2: Verwendete Primer.
Die unterstrichenen Bereiche der Primer sind komplementér zu Bereichen der Plasmide
pUZV108 (#1a, #1b), pUC19-3HA-URA (#1a, #1b), pGA2254 (#2a, #2b) bzw. pBS1539
(#3a, #3b, #4a, #4b, #5a, #5b)
Nr. Bezeichnung Sequenz in 5° — 3’ Anwendung
GGT ATA ATT TCA AAG AAA TAC
la YBR230emycfor ) o poc AGA TAC GAC AAG AAA Mot don Kaseott
TCC GGT TCT GCT GCT AG HHPHHEAtion det Rassehien
3HA-Sphis5* bzw.
TAA TAG TTA TAA AAA TAT ATC 3y A KIURAS fiir OMI14
#1b YBR230cmyerev piam Apa AAG TGT GTG AGT GTG
TCT CGA GGC CAG AAG AC
#1c  YBR230chkfor CCT AAC TCT ACA GTC TTA GC
Integrationsnachweis
#1d  YBR230chkrev TCA CTT GAC CGA TGA AGA GG
AAT GAT AAG GGT GAT GGT AAA
#2a OMdstagfor TTC TGG AGC TCG AAA AAG GAC
TCC GGT TCT GCT GCT AG Amplifikation der Kassette
ATA AAA AAT GAG AAA CAT QTG 9cMyc-Sphis5™ fiir OM45
#2b OMdbtagrev \ A\ ATG TAT ATA TGT TAT GCG
CCT CGA GGC CAG AAG AC
#2c  OM45chkfor GAG GCC CAA AAG AAG TAC GA
Integrationsnachweis
#2d  OM45chkrev CCG TTT TCC AAT CCA TAA TC
AAT GAT AAG GGT GAT GGT AAA
#da OMASTAPIor  1p GG AGC TCG AAA AAG GAC
ATG GAA AAG AGA AGA TGG Amplifikation der Kassette
GCC ACT AAT TTA CTC CcGT TAP-KIURAS fir OM45
#3b OMASTAPrev i oA ATC CAT AAT CAG CAA
AAT GTC CAC AAA ATC ATA TAC C
#3c  OM45TAPchkfor CAG ATA AGG ATG TCA TCA AG
Integrationsnachweis
#3d TAPchkrev TCC ACG GCT TCA TCG TGT TG
ATT GGC CCA AGG TGA AAA
#da TOM2ZTAPIor ) A TqC TGO AGC AAC AGC CAA
TAT GGA AAA GAG AAG ATG G Amplifikation der Kassette
TAT TGA TAT AGC GGT TTA TAP-KIURAS fir TOM22
#4b TOM22TAPrev  \ \ \ 0GA AGA TTT TTT TTC TTC
AAT GTC CAC AAA ATC ATA TAC C
#4c  TOM22TAPchkfor GCA TCA TTC AAA TGG TCG AA  Integrationsnachweis mit #3d

[Fortsetzung auf der néchsten Seite]
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Tabelle 2.2: [Fortsetzung]

Nr. Bezeichnung

Sequenz in 5’ — 3’

Anwendung

#ba  deltaYIL136wfor

#5b  deltaYIL136wrev

#5c¢  chkYIL136for
#5d  chkYIL136wrev

GCC AGT AAC GTT AAT CAT TTA
ATA AAA CAA GCA GAT AAG
GAG CTT GAT ATC GAA TC

ATG TTA TGC GGG AAC CAA
CCC TTT ACA ATT AGC TAT CTA
ATA CGA CTC ACT ATA GGG

CCT TTC TTG AAA TAA AGG
GAC CAT ATG TGA TTT CAA

Amplifikation der
Deletionskassette KIURA3
fur OM45

Nachweis der OM45-Deletion

#6a  Sphisbfor03
#6b  Sphisbrev03

TTT GGA CAA AGC TCC CTT ACC
ACA ACA CTC CCT TCG TGC TTG

Nachweis des Sphis5T-Markers

#7a  URA3KISondefor
#7b  URA3KISonderev

GCA GGT GGC TAT TAG
ATG GTC TGA TAT CAC

Nachweis des KIURA3-Markers

#8a  KANfor
#8b  KANrev

CTC ACA TCA CAT CCG AAC
GAG AAA ACT CAC CGA GGC A

Nachweis des kanMX4-Markers

2.1.3 Enzyme

Tabelle 2.3: Verwendete Enzyme.

Enzym Hersteller
AcTEV™ Protease Invitrogen

A Protein Phosphatase NEB

Phusion® -High-Fidelity DNA-Polymerase Finnzymes
Proteinase K Invitrogen / Roth
Ribonuklease A AppliChem

Taq DNA-Polymerase
Trypsin

Zymolyase-20T (aus Arthrobacter luteus)

TU Dresden, IfG
Promega / Sigma
MP Biomedicals

2.1.4 Groflenstandards fiir DNA und Proteine

Zum GroéBenvergleich von DNA-Fragmenten und Proteinen verschiedenster Gelelektro-

phoreseverfahren wurden die in Tabelle 2.4 dargestellten Marker mitgefithrt. Wenn im

Text nicht anders vermerkt, wurden die mit * markierten Standardmarker genutzt.
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Tabelle 2.4: Verwendete DNA- und Proteinmarker.

Marker Hersteller

fiir Agarose-Gelelektrophorese

* A-DNA Marker / EcoRI + HindIII Fermentas

fiir SDS-PAGE

CandyCane™ Glycoprotein Molecular Weight Standard Invitrogen

* Page-Ruler™ Plus Prestained Protein Ladder Fermentas

Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder Fermentas

fiir BN-PAGE
* High molecular weight gel filtration calibration kit

GE Healthcare

2.1.5 Antikorper

Die Verdiinnung der Antikorper erfolgte in TBS/T mit 5% (w/v) Magermilchpulver

(siche Kapitel 2.5.13).

Tabelle 2.5: Verwendete Antikorper fiir Immundetektion.

Antikérper Verdiinnung Hersteller

Primére Antikorper

mouse-anti-c-Myc 1:1.000 Roche
mouse-anti-Cox1p 1:1.000 MitoSciences
mouse-anti-Cox2p 1:1.000 MitoSciences
mouse-anti-HA 1:1.000 Roche
mouse-anti-Pgklp 1:10.000 Molecular Probes
mouse-anti-Porlp 1:1.000 MitoSciences
rabbit-anti-Acolp 1:2.000 R. Lill, Marburg
rabbit-anti-Ccplp 1:1.000 W. Neupert, Miinchen
rabbit-anti-Cit1p 1:1.000 T. Fox, Ithaca
rabbit-anti-TAP 1:2.000 Open Biosystems
(gegen das Calmodulin Bindepeptid (CBP) gerichtet)

rabbit-anti-Tom22p 1:1.000 D. Mokranjac, Miinchen
rabbit-anti-Tom40p 1:1.000 J. Brix, Freiburg
Sekundéare Antikérper

ECL™ Mouse IgG, HRP-konjugiert (aus Schaf) 1:5.000 GE Healthcare
ECL™ Rabbit IgG, HRP-konjugiert (aus Esel) 1:5.000 GE Healthcare
ECL™ Plex goat-anti-mouse IgG, Cy5™ 1:2.500 GE Healthcare
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2.1.6 Feinchemikalien

Tabelle 2.6: Verwendete Feinchemikalien.

Chemikalie

Hersteller

3-[(3-cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propansulfonat

(CHAPS)

6-Aminocapronsiure

30 % Acryl-/Bisacrylamid

40 % Acryl-/Bisacrylamid, (hoher Reinheitsgrad)
[B-Mercaptoethanol

B-NADH (Dinatriumsalz)

Acetyl-CoA

ADP (Natriumsalz aus bakterieller Quelle)

Aminoethyl-benzolsulfonylfluorid (AEBSF) - Hydrochlorid

Ammoniumperoxodisulfat (APS)

Ampicillin

Bongkreksdure (BKA)

Carbonyl-cyanid m-chlorophenyl hydrazon (CCCP)
Coomassie® Brilliant Blau G250

Deoxynucleotide Solution Mix (ANTPs)

Digitonin

Dithionitrobenzolsédure (DTNB, Ellmans Reagenz)
Dithiothreitol (DTT)

Dodecyl-8-D-maltosid (Laurylmaltosid)
einzelstringige Heringssperma-DNA (ss-DNA)
Ethidiumbromid

Hs0 (Reinheitsgrad fiir HPLC geeignet)

Imidazol

Lithiumacetat (LiAc)

N,N,N’ ,N’-Tetramethyl-Ethylendiamin (TEMED)
Oligomycin (aus Streptomycin diastatochromogenes)
Oxalacetat

Paraquat (Methyl viologen)

Phosphatase Inhibitor Cocktails T und II
Polyethylenglykol (PEG) 3350

GE Healthcare

Sigma
AppliChem
Sigma
Roth
AppliChem
AppliChem
Sigma
AppliChem
Merck
AppliChem
Enzo Life Sciences
Sigma
Serva

NEB
AppliChem
ICN Biomedicals
AppliChem
Sigma
Invitrogen
Serva
AppliChem
AppliChem
Roth
AppliChem
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma

Sigma

[Fortsetzung auf der néchsten Seite]
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Tabelle 2.6: [Fortsetzung]

Chemikalie

Hersteller

Protease Inhibitor Cocktail Tablets (PI-Mix, EDTA-frei)
RedSafe™ (4000x)

tert-Butylhydroperoxid (TBHP, T-HYDRO® Losung)
Tris(2-carboxyethyl) phosphin-hydrochlorid (TCEP)
Triton X-100

Roche
iNtRON Biotechnology
Sigma
Sigma

Sigma

2.1.7 Kit-Systeme

Tabelle 2.7: Verwendete Kit-Systeme.

Name

Hersteller

Amersham™ ECL Plus Western Blotting Detection System
ATP Glow Juice (ohne Detergenz)
Calmodulin-Sepharose™ 4B

DC™ Protein Assay

IgG-Sepaharose™ 6 Fast Flow

NHS HP SpinTrap

Plasmid Miniprep™ - Classic

Pro-Q® Emerald 488 Glycoprotein Gel and Blot Stain Kit
Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit

GE Healthcare
PJK

GE Healthcare
Bio-Rad

GE Healthcare
GE Healthcare
Zymo Research
Invitrogen

Zymo Research

2.2 Mikroorganismen

2.2.1 Bakterienstamme

Zum Amplifizieren von Plasmiden wurde das Bakterium Escherichia coli (E. coli) ver-

wendet.
Tabelle 2.8: Verwendete E. coli Stamme.
Stammbezeichnung Genotyp Quelle
E. coli Top 10 F- merA A(mrr-hsdRMS-merBC) ¢80lacZAM15  Invitrogen

AlacX74 nupG recAl araD139 A(ara-leu)7697 galU

galK rpsL(Strf) endA1l
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2.2.2 Hefestamme

Sémtliche Analysen dieser Arbeit erfolgten mit den in Tabelle 2.9 aufgelisteten S. cerevisiae

Stammen.
Tabelle 2.9: Verwendete S. cerevisiae Staimme.
Stammbezeichnung Genotyp Quelle
Wildtypstamm
BY4741 /WT MATa, his3A1, leu2A0, met15A0, ura3A0 Euroscarf

Acc. No. Y00000

getaggte Stamme
MATa, his3A1, leu2A0, metl5A0, ura3A0,

OM14-HA YBR230c::( YBR230c-3HA-Sphis5) diese Arbeit
MATa, his3A1, leu2A0, metl5A0, ura3AQ0,

OMd5-cMye YIL136w::(YIL136w-9cMyc-Sphis5+) [144]
MATa, his3A1, leu2A0, metl5A0, ura3AQ0,

OM14-HA OM45-cMye [144]

YBR230c::(YBR230c-3HA-KIURA3)
YIL136w::( YIL136w-9cMyc-Sphis5™)

MATa, his3A1, leu2A0, metl5A0, ura3AQ0,

OMI4-TAP YBR230c::(YBR230c-TAP-KIURA3) [134]

MATa, his3A1, leu2A0, met15A0, ura3A0,

OM45-TAP YIL136w::(YIL136w-TAP-KIURA3) diese Arbeit

MATa, his3A1, leu2A0, met15A0, ura3A0,

TOM2Z2-TAP YNL131w::(YNL131w-TAP-KIURA3) diese Arbeit

Deletionsstamme
MATa, his3A1, leu2 A0, met15A0, ura3A0, Euroscarf
Afis] YILO65c::kanM X4 Acc. No. Y01458
MATa, his3A1, leu2A0, metl5A0, ura3AQ0, Euroscarf
Afzol YBR179c::kanMX4 Acc. No. Y03319
A MATa, his3A1, leu2A0, met15A0, ura3A0, Euroscarf
omld YBR230c:: kanMX4 Acc. No. Y03370

MATa, his3A1, leu2 A0, met15A0, ura3A0, ) )
Aoml14 OM45-cMyc YBR230c:: kanMX4, diese Arbeit

YIL136w::(YIL136w-9cMyc-Sphis5™)

MATa, his3A1, leu2 A0, met15A0, ura3A0, Euroscarf

Aomd5 YIL136w::kanMX4 Acc. No. Y02295

MATa, his3A1, leu2A0, metl5A0, ura3A0,

Aom45 OM14-HA YIL136w: kanMX4, diese Arbeit

YBR230c::(YBR230c-3HA-Sphis5™)

[Fortsetzung auf der néchsten Seite]
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Tabelle 2.9: [Fortsetzung]

Stammbezeichnung Genotyp Quelle

MATa, his3A1, leu2A0, met15A0, ura3A0, ] )
Aoml4 Aom45 YBR230c::kanMX4, diese Arbeit

YIL136w::KIURA3

MATa, his3A1, leu2A0, met15A0, ura3A0, Euroscarf

Aporl YNLO55¢:: kanMX4 Acc. No. Y07374

A A MATa, his3A1, leu2A0, met15A0, ura3A0, e Arhe

porl OM14-H YNLO55¢::kanMX4, diese Arbeit
YBR230c::(YBR230c-3HA-Sphis5™)

A MATa, his3A1, leu2A0, met15A0, ura3A0, e Arhe

porl OM45-cMyc YNLO55¢::kanMX4, diese Arbeit

YIL136w::( YIL136w-9cMyc-Sphis5T)

MATa, his3A1, leu2A0, met15A0, ura3A0,
Aporl .
por YNLO55¢::kanM X4, diese Arbeit
OMI14-HA OM45-cMyc  yBRo3gc::(YBR230c-3HA-KIURAS),
YIL136w::( YIL136w-9cMyc-Sphiss™)

2.3 Zellbiologische Methoden

2.3.1 Kultivierung und Lagerung von Mikrooganismen

Die Bestandteile der jeweiligen Nahrmedien wurden, wenn nicht anders vermerkt, von

den Firmen Formedium, Roth und AppliChem bezogen.

Kultivierung von E. coli

Die Anzucht von E. coli erfolgte mit LB-Medium bei 37°C . N. im Brutschrank (Festme-
dium) oder im Inkubationsschiittler mit 180 U/min (Flissigkultur). Trugen die Bakterien

ein Plasmid, wurde in Gegenwart der benotigten Antibiotika kultiviert.

lysogeny broth (LB-Medium)
0,5% (w/v) Hefeextrakt
1,0% (w/v) Pepton
1,0% (w/v) Natriumchlorid
2,0% (w/v) Agar (fiir Festmedium)
pH-Wert: 7,4
Antibiotika
100 pg/ml Ampicillin
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Kultivierung von S. cerevisiae

S. cerevisiae wurde, wenn nicht anders vermerkt, bei 30 °C mit Vollmedium auf Agar-
platten oder in Flissigkultur (180 U/min) i. N. angezogen. Als C-Quelle diente Glukose
(YPD). Zur Isolation der Mitochondrienfraktion, wurde die Hefe in YPE (Ethanol als
C-Quelle) kultiviert, wobei dazu Schikanekolben verwendet wurden. Fiir verschiedene
Wachstumsuntersuchungen wurden zusétzlich die Medien YPGal, YPG und YPGCE
verwendet.

Zur Selektion von transformierten Hefen oder bei Plasmidanwesenheit wurden die Hefen

in Minimalmedium (MM) mit den entsprechenden Supplementen angezogen.

Vollmedium (YP)

1,0% (w/v) Hefeextrakt

2,0% (w/v) Pepton

1,5% (w/v) Agar (fiir Festmedium)

C-Quellen:  Fermentation:

2,0% (w/v) Glukose — YPD

2,0% (w/v) Galaktose — YPGal

Respiration:

3,0% (v/v)  Ethanol ~ YPE

2,0% (v/v) Glycerin - YPG
YPGCE

1,0% (w/v) Hefeextrakt

2,0% (w/v) Pepton

3.0% (w/v) Glycerin

50 mM Natriumzitrat

2,0% (v/v) Ethanol

2,5% (w/v) Agar (fiir Festmedium, extra autoklaviert)

pH-Wert: 4,0

Minimalmedium (MM)

0,5% (w/v) Ammoniumsulfat

0,17% (v/v) YNB

2,0% (w/v) Glukose

25% (w/v) Agar (fiir Festmedium)
Supplemente

120 mg/ml L-Histidin

160 mg/ml L-Leucin

40 mg/ml L-Methionin

60 mg/ml Uracil
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Lagerung von Mikroorganismen

Zur langerfristigen Aufbewahrung der gentechnisch verdnderten Mikroorganismen wurden
Glycerin-Dauerkulturen angelegt. Dazu wurden 1 ml einer ii. N. Kultur mit 1 ml 50 %-
igem Glycerin vermischt, 30 min bei RT inkubiert und in einem Kryorohrchen bei -80°C

gelagert.

2.3.2 Wachstumsuntersuchungen

Wachstumsanalysen auf Festmedium

Die zu untersuchenden Hefestimme wurden in 10 ml YPD angeimpft und 1. N. bei
30 °C vorkultiviert. Die Vorkultur wurde mit dem spéter zu testenden Grundmedium
1:100 verdiinnt und erneut . N. bei 30°C inkubiert. Durch Messung der optischen
Dichte bei 600nm (ODgy) wurde die jeweilige Zellzahl ermittelt (ODggo = 1 = 1 x
10”7 Hefezellen) und eine Verdiinnungsreihe von 1,25 x 10° bis 1,25 x 103 Zellen/ml
angefertigt. Jeweils 8 ul der Verdiinnungsstufen (= 10* bis 10! Zellen) wurden auf den
zu untersuchenden Agarplatten aufgetropft. Die Inkubation erfolgte bei 30 °C fiir ein bis

neun Tage. Aussagen zum Wachstumsverhalten wurden visuell ermittelt.

Wachstumsanalysen in Fliissigkultur

Die Hefestdmme wurden analog zu den Wachstumsuntersuchungen auf Festmedium vor-
kultiviert und auf eine Zellzahl von 1,25 x 10° Zellen/ml eingestellt. In eine transparente
96-well Platte wurden pro well 200 ul Medium und 8 ul Hefekultur (= 1 x 10* Hefezellen)
pipettiert und mit einer Breathe-Easy-Membran (Diversified Biotech) verschlossen. Die
Kultivierung erfolgte im Nephelometer NEPHELOstar Galaxy (BMG Labtechnologies)
bei 30°C mit den folgenden Parametern: orbitales Schiitteln, 240 U/min und 2 mm
Auslenkung; gain 80; Laserstrahl 2,0 mm. Wéhrend der dreitdgigen Inkubation wurde
in Intervallen von 20 min die Lichtstreuung (MaB fir die Zelldichte) bestimmt. Die
Dokumentation der gemessenen Daten erfolgte mit Hilfe der Software NEPHELOstar
Control (BMG Labtechnologies). Mit dem Programm Microsoft® Office Excel 2003

wurden die Daten ausgewertet.

2.3.3 Mikroskopische Analyse der Mitochondrienmorphologie

Zur Visualisierung der Mitochondrienmorphologie wurden die zu untersuchenden He-
festimme mit dem Plasmid pYX142-mtGFP transformiert (sieche Tabelle 2.1) und auf
MM-Platten ohne Leucin selektiert. Fiir die fluoreszenzmikroskopischen Untersuchun-
gen wurden die Transformanden bei 30°C . N. in MM kultiviert. Fir die Analysen

von atmenden Hefen wurden die Kulturen fir weitere 6h in YPE inkubiert. Jeweils
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10 ] Hefesuspension wurden auf einen Objekttriger pipettiert und sofort in eine 10 ul
Agaroselosung eingebettet. Die Analyse der Préiparate erfolgte mit dem Fluoreszenz-
Mikroskop BZ-8100 (Keyence) mit einem 100-fachen Objektiv, einer 10-fachen okularen
VergroBerung und dem GFP-BP-Filter bzw. im Phasenkontrast. Die Bearbeitung der
Einzelaufnahmen und die Erstellung der overlays erfolgten mit dem Programm Biozero

Analyzer 2.5, wobei das tool: haze reduction verwendet wurde.

Agarosel6sung
0,5% (w/v) Agarose (Biozym, mit niedriger Schmelztemperatur)
5mM Glukose
5mM Tris/HC1 pH 7,4

2.4 Molekularbiologische Methoden

2.4.1 DNA-Isolation

Isolation von Plasmid-DINA aus FE. coli

Alkalische Lyse nach Birnboim und Doly (1979) [145]

3ml einer . N.-Kultur (LB,,,,) wurden bei 13.000 xg zentrifugiert. Das Zellpellet wurde
in 100 pl Tris-Glukose-Puffer resuspendiert und 2 min bei RT inkubiert. Nach Zugabe
von 200 pl frisch hergstellter NaOH-SDS-Losung erfolgte die Lyse der Zellen fiir 5 min
auf Eis. Um das Lysat zu neutralisieren, wurden 150 ul Natriumacetat (3 M, pH 4,8)
hinzugegeben und 10 min auf Eis inkubiert. Anschliefend wurden Zelltrimmer und
Proteine bei 13.000 xg fiir 15min bei 4°C abzentrifugiert. 300 ul des Uberstandes wurden
zum Abbau von RNA mit 1l Ribonuklease A (10 mg/ml) versetzt und fiir 15 min bei
37°C inkubiert. Zur Fallung der Plasmid-DNA wurden 210 pul Isopropanol zugesetzt
und 2min bei RT inkubiert. Nach Zentrifugation (18.000xg, 20 min, RT) wurde das
Nukleinsaure-Pellet mit 70-%igem (v/v), eiskalten Ethanol gewaschen, anschlieffend in
einer Vakuumzentrifuge (Concentrator 5301, Eppendorf) bei 30 °C getrocknet und final
in 40 pl Tris/HC1 ( 5mM; pH7,4; 60°C) gelost und gegebenenfalls bei -20°C gelagert.

Tris-Glukose-Puffer

25 mM Tris/HCI pH 8,0
50 mM Glukose
10 mM EDTA pHS8,0

NaOH-SDS-Losung

200 mM Natriumhydroxid
1% (w/v) SDS
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Plasmid-Praparation mit dem Kit Plasmid Miniprep™ - Classic

Die Praparation von Plasmid-DNA aus einer F. coli ii. N.-Kultur fiir die Langzeitlagerung
oder Sequenzierung wurde mit dem Kit Plasmid Miniprep™ - Classic (Zymo Research)

nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

Praparation genomischer DNA aus S. cerevisiae

Die Zellen einer 10 ml . N.-Kultur wurden bei 3.500 xg fiir 5min geerntet und mit 1 ml
dH50 gewaschen. Das gewonnene Zellpellet wurde in 500 ]l Lysepuffer aufgenommen
und in ein 1,5 ml-Reaktionsgefafl mit Glasperlen (0,25-0,5 mm Durchmesser, bis kurz
unterhalb der 500 pul Markierung gefiillt) iiberfithrt. Nach 2-miniitigem kréftigen Vortexen
wurden die Zellen auf Eis gestellt bis die Glasperlen sedimentierten. Der Uberstand mit
dem aufgebrochenen Zellmaterial wurde in ein neues Reaktionsgefafl iberfithrt und mit
275 pul Ammoniumacetat (7 M, pH 7,0) versehen, bei 65 °C fiir 5 min und anschlieflend auf
Eis fiir weitere 5 min inkubiert. Danach wurden 500 1 Chloroform hinzugegeben und die
entstehenden Phasen gemischt. Nach 2-minititiger Zentrifugation bei 13.000 xg wurde der
Uberstand in ein neues Reaktionsgefi$ iiberfithrt. Zum Abbau von vorhandener RNA
wurde der Uberstand mit 1zl Ribonuklease A (10 mg/ml) fiir 15 min bei 37 °C inkubiert.
Die anschliefende DNA-Féllung erfolgte durch Zugabe von 1 ml Isopropanol fiir 5 min bei
RT. Die geféllte DNA wurde pelletiert (5min, 13.000xg), mit 70 %-igem (v/v) Ethanol
gewaschen und in der Vakuumzentrifuge (Concentrator 5301, Eppendorf) getrocknet.
Abschlielend wurde die DNA in 50 ul Tris/HCI1 (5 mM; pH 7,4; 60 °C) aufgenommen.

Lysepuffer

100 mM Tris/HC1 pH 8,0
50 mM EDTA pHS,0
10% (w/v) SDS

2.4.2 DNA-Konzentrationsbestimmung

Die Bestimmung der DNA-Konzentration erfolgte mit dem Spektrophotometer NanoDrop®
ND-1000 (Peqlab) bei einer Wellenldnge von 260 nm. Jeweils 1 ul Probe wurde zur Mes-

sung verwendet und mit der Software NanoDrop V3.1.2 - Nucleic Acids analysiert.

2.4.3 DNA-Amplifikation

Short Flanking Homology Polymerasekettenreaktion (SFH-PCR)
Mit Hilfe der SFH-PCR nach Wach et al. (1997) [146], wurden DNA-Fragmente fiir die

Integration ins Hefegenom amplifiziert. Fur die Amplifikation verschiedener Integrations-

kassetten dienten die folgenden Vektoren als Template:
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Verwendung Kassette Vektor

HA-tag: 3HA-Sphis5+ pUZV108
3HA-KIURA3 pUC19-3HA-URA

cMyc-tag: 9cMyc-Sphis5™ pGA2254

TAP-tag: TAP-KIURA3 pBS1539

Deletionskassette: KIURA3 pBS1539

Um die gewiinschte Integration ins Hefegenom zu gewéahrleisten, wurden fiir die SFH-PCR
Primer verwendet, die 5’-seitig komplementér zur spezifischen Integrationsstelle und 3’-
seitig komplementar zum Template waren (siehe Abschnitt 2.2). Folgende Komponenten

wurden fur eine PCR-Reaktion verwendet:

Komponente eingesetzte Menge

5x Phusion® HF-Puffer (inkl. 7,5 mM MgCly) 10 ul

Plasmid-DNA ca. 50ng
ANTP-Mix (10mM je ANTP) 14l
forward Primer (100 pmol/ul) 0,5 ul
reverse Primer (100 pmol/ul) 0,5 ul
Phusion® DNA-Polymerase (2U/pul) 0,5 ul
dH,0O ad. 50 pl

Die PCR-Reaktion wurde unter folgenden Bedingungen im Thermocycler (Primus 25
advanced, Peqlab) durchgefiihrt:

initiale Denaturierung: 98°C 5 min

Denaturierung: 98°C 1 min

Annealing: Primer-abhingig (*) 1 min 10 Zyklen
Elongation: 72°C Amplifikat- u.

Polymerase-abhiingig (**)

Denaturierung: 98°C 1 min
Annealing: Primer-abhéingig (*) 1 min 30 Zyklen
Elongation: 72°C Amplifikat- u.

Polymerase-abhiingig (**)

terminale Elongation: 72°C 5 min
Abkiihlung & Lagerung;: 10°C

(*) Die Annealing-Temperatur eines Primers hangt vom prozentualen Anteil der Basen Guanin und
Cytosin (GC) in der Primersequenz sowie dessen Lange (PL) ab. Sie lasst sich ndherungsweise nach
folgender Formel berechnen (siche www.eurofinsdna.com - FAQs Products & Services / Oligonukleotide):

T, [°C] = 59,3°C + 0,41 x GC% - 650/PL
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Fiir die ersten 10 Zyklen wurden nur die zum Template komplementéren Bereiche der Primer und fiir
die folgenden 30 Zyklen die kompletten Primer-Sequenzen in die Berechnung einbezogen.

(**) Die Elongationszeit berechnet sich aus der Amplifikatlinge und der Syntheserate der verwendeten
DNA-Polymerase. In dieser Arbeit wurde die Taq bzw. Phusion DNA-Polymerase mit einer Syntheserate

von etwa 1.000 bzw. 2.000 Nukleotiden pro min verwendet.

Diagnostische PCR

Zum Nachweis der korrekten Integration eines spezifischen DNA-Fragmentes in das
Hefegenom wurde die diagnostische PCR eingesetzt. Als Template wurde genomische
DNA des entsprechenden Transformanden genutzt, welche nach der unter 2.4.1 beschrie-

benen Methode isoliert wurde. Folgende Komponenten wurden fiir eine PCR-Reaktion

verwendet:
Komponente eingesetzte Menge
10x Taq-Puffer (ohne MgCly) 5pl
MgCly (50 mM) 2,5 ul
genomische Hefe-DNA ca. b0 ng
ANTP-Mix (10mM je dNTP) 1ul
forward Primer (100 pmol/ul) 0,5l
reverse Primer (100 pmol/ul) 0,5l
Tag DNA-Polymerase (2U/pul) 0,5 ul
dH>O ad. 50 ul

Die PCR-Reaktionen erfolgten analog zur SFH-PCR, wobei es sich bei der diagnostischen
PCR um eine einstufige PCR mit 45 Zyklen handelte. Fiir die Tag DNA-Polymerase

wurde eine Denaturierungstemp. von 95°C gewéhlt.

2.4.4 Agarose-Gelelektrophorese

Fir die Analyse von PCR-Produkten wurde die Agarose-Gelelektrophorese angewandt.
Die Auftrennung der DNA-Amplifikate nach ihrer Molekiilgroe erfolgte in 0,8 %-igen
(w/v) Agarose-Gelen mit 1x TBE bzw. 1x TAE (falls die Proben anschlieBend aus
dem Gel isoliert und weiter verwendet werden sollten) als Elektrophorese-Puffer. Die
Agarose wurde in der Mikrowelle in 1x Elektrophorese-Puffer geschmolzen und auf
ca. 60 °C abgekiihlt. Vor dem Gieflen wurden 40 ml Gel mit 10 ul RedSafe™ (4000x)
versetzt. Die DNA-Proben wurden mit 6x DNA-Ladepuffer versehen und zusammen
mit einem Groéfenstandard (EcoRI und HindlIII gespaltene A-DNA, Fermentas) auf-
getragen. Die Elektrophorese erfolgte bei 80-120V Gleichspannung in horizontalen
Gelelektrophorese-Systemen (PerfectBlue™ Mini S bzw. L, Peqlab). Die DNA wurde
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mit einem UV-Transilluminator (Alphalmager HP, Biozym) bei einer Wellenldnge von

365 nm visualisiert.

10x TBE-Puffer

0,9M Tris-Borat
20 mM EDTA pHS,0

50x TAE-Puffer

2M Tris
1M Eisessig
50 mM EDTA pHS8,0

6x DNA-Ladepuffer

10 mg Bromphenolblau
1ml EDTA 0,5M, pHS8,0
1,7ml Glycerin 87 %

ad. 5ml dH,O

2.4.5 DNA-Reinigung mittels Agarose-Gelelektrophorese

Um im Anschluss einer SFH-PCR die gewiinschte DNA-Integrationskassette von eventuell
auftretenden unspezifischen Amplifikaten sowie von den PCR-Komponenten zu trennen
bzw. zu reinigen, wurde eine Agarose-Gelelektrophorese (Abschnitt 2.4.4) durchgefiihrt.
Das Fragment der gewiinschten Lange wurde unter langwelligem UV-Licht (365 nm) mit
einem Skalpell ausgeschnitten. Die Elution der DNA aus dem Gelblock wurde mit dem
Zymoclean® Gel DNA Recovery Kit (ZymoResearch) nach den Angaben des Herstellers
durchgefiihrt.

2.4.6 Transformation

Transformation von FE. colz

Herstellung elektrokompetenter E. coli Zellen

500 ml LB-Medium wurden mit 5ml einer E. coli . N.-Kultur inokuliert. Die Zellen
wurden bei 37 °C bis zu einer ODggg von 0,6 - 0,8 kultiviert. Zum Ernten der Zellen wurde
die Kultur auf Eis fiir 30 min gekiihlt und mit 3.500 xg bei 4 °C fiir 15 min abzentrifugiert.
Danach folgten zwei Waschschritte mit eiskaltem dH,O und anschlieBend einer mit 10 %-
igem Glycerin (je 200 ml). Danach wurden die Zellen in 1 ml (Endvolumen) 10 %-igem
Glycerin aufgenommen, wobei die Zelldichte mindestens 3 x 10'° Zellen/ml betragen
sollte. Die Zellsuspension wurde in 50 ul -Aliquots in fliissigem Stickstoff eingefroren und
bei -80°C gelagert.
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Transformation von E. coli durch Elektroporation

Die Elektroporation wurde fir die Transformation von Plasmid-DNA angewandt. Dazu
wurden die elektrokompetenten E. coli Zellen auf Eis aufgetaut. Zu einer 50 ul Zell-
suspension wurden ca. 1pug Plasmid-DNA gegeben, gut gemischt, fiir ca. 1 min auf
Eis belassen und in eine eisgekiihlte Elektroporationskiivette (Plattenabstand 0,2 cm;
Bio-Rad) tberfiihrt. Mit Hilfe des Gene Pulser II (Bio-Rad) wurde ein Impuls mit
den Einstellungen: Spannung: 2,5kV, Kapazitit: 25 uF, Widerstand: 200 2 ausgelost.
Anschliefend wurden die Zellen sofort in 1 ml SOC-Medium resuspendiert, in ein steriles
Eppendorf-Reaktionsgefafl tiberfithrt und fiir eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Anschlie-
fiend wurden die Zellen zentrifugiert (13.000xg, 30s, RT). 800 ul des Uberstandes wurden
verworfen. Die Zellen im Pellet wurden in den restlichen 200 ul resuspendiert und dann
auf LB,,-Platten ausplattiert und bei 37°C . N. kultiviert.

SOC-Medium
10 mM Natriumchlorid
2,5 mM Kaliumchlorid
10 mM Magnesiumchlorid
10 mM Magnesiumsulfat
20mM Glukose

2,0% (w/v) Pepton
0,5% (w/v) Hefeextrakt

Transformation von S. cerevisiae

Transformation von Integrationskassetten

Die Transformation von S. cerevisiae mit PCR-Fragmenten, die ins Hefegenom integriert
werden sollten, erfolgte nach dem Protokoll der High efficiency LiAc transformation von
Gietz et al. (2002) [147]. Dabei wurden 50 ml YPD mit einer . N.-Vorkultur des zu
transformierenden Hefestammes angeimpft, so dass sich eine ODggo von ca. 0,5 einstellt.
Nachdem eine Zellzahl von etwa 2 x 107 Zellen/ml (entspricht einer ODggg von ca.
2) erreicht wurde, erfolgte die Zellernte bei 3.500xg fir 5min. Anschlieend wurde
das Zellpellet zuerst mit ddH,O, danach mit 1 ml LiAc (100mM) gewaschen, in ein
1,5 ml-Reaktionsgeféfl tiberfithrt und pelletiert (15s, 13.000xg). Das Pellet wurde in
400 pl LiAc (100 mM) aufgenommen und zu je 50 ul aliquotiert. Pro Transformation
wurde ein Aliquot verwendet. Die Aliquots wurden fiir 15s bei max. Geschwindigkeit
zentrifugiert und der dabei entstandene Uberstand verworfen. Die Heringsspermien-DNA
wurde fiir 5min bei 100 °C zu Einzelstrang-DNA (ss-DNA) denaturiert und unverziiglich
auf Eis gestellt. Zu den Zellpellets wurden in der angegebenen Reihenfolge folgende

Komponenten hinzugegeben:
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240 pl PEG 3350 (50 % (w/v))

36 pul Lithiumacetat (LiAc) (1 M)

10l ss-DNA (10 mg/ml; denaturiert)

x pul zu transformierende DNA (bis zu 74 pl)
ad. 360 ul ddH,0O

Nachdem der Reaktionsansatz gemischt wurde, erfolgte ein Hitzeschock bei 42°C fiir
40 min im Thermomixer (Eppendorf). Nach Sedimentation des Transformationsansatzes
(15s, 13.000 xg) wurden die Zellen in 100 ul ddH2O resuspendiert, auf Selektionsplatten
(MM siehe Abschnitt 2.3.1) ausgespatelt und bei 30°C fiir zwei bis drei Tage inkubiert.

Transformation von Plasmid-DNA

Fir die Transformation von Hefezellen mit Plasmid-DNA wurde die verktirzte LiAc-
Methode nach Schiestl und Gietz (1989) [148] angewandt. Die dafiir verwendeten He-
fezellen wurden in Vollmedium angeimpft und . N. bei 30°C inkubiert. Die Zellen
von 2ml dieser Kultur wurden bei 3.500xg fiir 5min geerntet. Das Zellpellet wurde
anschlieend mit 500 ul dH;O gewaschen. In der angegebenen Reihenfolge wurden 10 pul
ss-DNA (diese wurde zuvor bei 100°C fiir 5 min denaturiert), 1 ug Plasmid-DNA und
500 1 PEG-LiAc-Gemisch auf das Zellpellet gegeben und gemischt. Der Reaktionsansatz
wurde zunéchst fiir 15 min bei 30 °C und nachfolgend fiir 15 min bei 42°C im Thermo-
mixer (Eppendorf) inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen bei 3.500xg fir 5min
vom Uberstand getrennt. Das Zellpellet wurde in 100 ul dH,O aufgenommen und auf
MM-Platten mit den entsprechenden Supplementen ausgespatelt.

ss-DNA
10 mg/ml Heringssperma-DNA

PEG-LiAc-Gemisch

0,1M Lithiumacetat (LiAc)
10 mM Tris/HCI pH 5,5
1mM EDTA pHS,0

40% (w/v) PEG 3350

2.5 Biochemische Methoden

2.5.1 Isolation von Gesamtprotein aus S. cerevisiae

Zur Proteinisolation aus Hefezellen wurden die Hefen aus 5 ml einer . N.-Kultur geerntet
(5min, 3.500xg, RT). Das Zellpellet wurde mit 1 ml dH»O gewaschen und in 500 ul MTE-
Puffer resuspendiert. Ein 1,5 ml Reaktionsgefafl wurde bis knapp unterhalb der 500 pl
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Markierung mit Glasperlen (0,25-0,5mm Durchmesser) gefiillt. Die resuspendierten Zel-
len wurden zu den Glasperlen gegeben, intensiv 5 min gevortext bzw. in der Kugelmiihle
(MM 200, Retsch) bei 30.000 Hz mechanisch aufgeschlossen. Danach sedimentierten die
Glasperlen auf Eis. Der Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefaf iiberfithrt und die
Glasperlen mit 400 pl frischem MTE-Puffer gespiilt. Die Uberstéinde wurden miteinan-
der vereinigt und das Zellmaterial bei 3.500 xg fiir 5 min bei 4 °C abzentrifugiert. Der

Uberstand enthielt die zu analysierenden Proteine der Hefezelle.

MTE-Puffer
650 mM Mannitol
20 mM Tris/HCI pH 7,6
1mM EDTA pHS8,0
1mM AEBSF (frisch zugesetzt)
1x PI-Mix (frisch zugesetzt)

2.5.2 Praparation der Mitochondrienfraktion aus S. cerevisiae

Um die Mitochondrien aus S. cerevisiae zu isolieren, wurden zwei verschiedene Methoden
angewandt. Sie unterscheiden sich im Wesentlichen durch die eingesetzten Kulturvo-
lumina, die Art des Zellaufschlusses, die Lange des Isolationsprozesses sowie in der
Reinheit der praparierten Mitochondrien. Mechanisch isolierte Mitochondrien wurden
fiir die eindimensionalen posttranslationalen Modifikationsuntersuchungen sowie fiir die
Tandem Affinity Purification (TAP) genutzt. Fiir alle anderen Untersuchungen wurden
enzymatisch isolierte Mitochondrien verwendet, die deutlich weniger zytoplasmatische
Verunreinigungen aufweisen. Durch die enzymatische Isolation kénnen v. a. funktionell
intakte Mitochondrien gewonnen werden, was flir die Funktionalitdtsuntersuchungen

von besonderer Bedeutung war.

Mechanische Methode - Analytischer Mafistab

Bei der mechanischen Isolation der Mitochondrien wurde analog dem Vorgehen zur
Isolation der Gesamtproteine verfahren (siche Abschnitt 2.5.1). Im Unterschied dazu
wurde der finale Uberstand zur Abtrennung der Mitochondrien erneut zentrifugiert
(12.000xg, 15min, 4°C). Das Mitochondrienpellet wurde anschlieBend nochmals mit
500 ul MTE-Puffer gewaschen und schlieflich in 50 ul MTE-Puffer aufgenommen.

Mechanische Methode - Praparativer Maflstab

Um den Ertrag mechanisch isolierter Mitochondrien zu steigern, wurde das Kulturvolu-

men entsprechend erhoht. Dazu wurden 10 ml YPD mit einem Hefestamm inokuliert
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und 1. N. bei 30°C kultiviert. Diese Fliissigkultur wurde in 100 ml YPE tberfiithrt und
weitere 24 h inkubiert. Anschlieend wurde die Vorkultur zu 21 YPE im Schikanekolben
gegeben und erneut ii. N. kultiviert.

Die Hefezellen wurden durch 5min Zentrifugation (3.500xg) geerntet und mit dH,O
gewaschen. Das Zellpellet wurde in 10 ml MTE-Puffer (siehe Abschnitt 2.5.1) resuspen-
diert und in ein 30 ml Zentrifugenrohrchen, welches ca. zu einem Drittel mit Glasperlen
gefiillt war, iberfithrt. Anschlieend wurden die Hefezellen durch 5-miniitiges Vortexen
aufgeschlossen. Nach dem Sedimentieren der Glasperlen wurde der Uberstand in ein
Falkon tiberfiihrt, die Glasperlen mit 15 ml MTE-Puffer gespiilt und die Uberstinde
vereint. Die nachfolgenden Schritte waren identisch zur mechanischen Isolation von
Mitochondrien aus kleineren Kulturvolumina. Das finale Mitochondrienpellet wurde in
1ml MTE-Puffer aufgenommen und nach der Bestimmung der Proteinkonzentration

(siehe 2.5.5) in flussigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert.

Enzymatische Methode

Die enzymatische Mitochondrienisolation wurde nach der Beschreibung von Daum et al.
(1982) [149] mit Kulturvolumina von 1-21 durchgefithrt. Zunéchst wurde ein Hefestamm
in 10 ml YPD angeimpft, fiir ca. acht Stunden bei 30 °C im Schikanekolben inkubiert und
anschliefend fiir eine . N.-Kultivierung mit YPE auf 50 ml aufgefiillt. Danach wurden
erneut 50 ml YPE hinzugegeben und fiir weitere acht Stunden inkubiert. Mit dieser
Vorkultur wurden anschlieend 1 oder 21 YPE im 51 Schikanekolben inokuliert und final
. N. inkubiert.

Nach der Kultivierung der Hefestdmme erfolgte die Zellernte und anschliefendes Wa-
schen des Zellpellets mit dH,O bei 3.500 xg fiir jeweils 3 min. Nach der Bestimmung
des Zellnafigewichtes (ZNG) wurde das Zellpellet zur Reduktion mit Puffer A (Puffer
A ml] = 2xZNG [g]) und DTT (DTT [mg] = 1,54x Puffer A [ml]) versetzt und 10 min
bei 30 °C inkubiert.

Die Zellen wurden anschliefend bei 3.500 xg fiir 5 min abzentrifugiert und zweimal mit ca.
150 ml Puffer C gewaschen. Die darauffolgende Sphéroblastierung erfolgte durch Zugabe
von Puffer B (Puffer B [ml] = ZNG [g] /0,15) und Zymolyase-20T (Zymolyase [mg] = 2x
ZNG [g]) und einer Inkubation fiir 45 min bei 30 °C.

Alle weiteren Schritte erfolgten bei 4 °C bzw. auf Eis. Nach Pelletierung der Sphéroblasten
bei 3.500 xg fiir 5 min und zweimaligem Waschen mit Puffer C erfolgte ein Zellaufschluss
im Dounce-Homogenisator (15ml, Wheaton), wobei die Sphéroblasten in ca. 7,5ml
Puffer D aufgenommen wurden. Nach 25x pottern wurde das Homogenat bei 3.500 xg fiir
5min abzentrifugiert und der Uberstand gesammelt. Dieser Schritt wurde zwei weitere
Male wiederholt.

Aus den gesammelten Uberstéinden wurden die Mitochondrien bei 12.000 xg fiir 10 min

pelletiert. Von dem Uberstand (Zytoplasmafraktion) wurde fiir Lokalisationsstudien
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1 ml abgenommen. Das Mitochondrienpellet wurde in 7,5 ml Puffer D resuspendiert und
durch Zentrifugation bei 3.500xg fiir 5min von restlichen Zellbestandteilen befreit. Der
Mitochondrien enthaltende Uberstand wurde in ein neues Zentrifugenréhrchen iiberfiihrt
und bei 12.000 xg fiir 10 min zentrifugiert. Abschlieend wurde das Mitochondrienpellet
in 200 pul Puffer D aufgenommen.

Fiir die Proteinkonzentrationsbestimmung (siehe 2.5.5) wurden jeweils 5 ul der Mitochon-
driensuspension sowie der Zytoplasmafraktion verwendet. Die gewonnen Proben wurden

aliquotiert, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

Puffer A
100 mM Tris/SO3~ pH9,4
Puffer B
1,2M Sorbitol
20 mM KHQPO4 / KQHPO4 pH 7,4
Puffer C
1.2M Sorbitol Lagerung bei 4°C
Puffer D
650 mM Sorbitol
10 mM Tris/HC1 pH 7,4
1 mM AEBSF (frisch zugeben)
1x PI-Mix (frisch zugeben) Lagerung bei 4°C

2.5.3 Stufengradienten-Zentrifugation von Mitochondrien

Zur Entfernung von Kontaminationen (Zytoplasma und Mikrosomen) der enzymatisch
isolierten Mitochondrienfraktion erfolgte eine Saccharose-Gradientenzentrifugation nach
Meisinger et al. (2000) [150]. Dafiir wurden die unter Kapitel 2.5.2 beschriebenen,
isolierten Mitochondrien in 100 1 SEM-Puffer resuspendiert und auf einen Saccharose-
Stufengradienten gegeben. Die Zentrifugation erfolgte in der Ultrazentrifuge (Optima
Max, Rotor MLS-50, Beckmann) bei 35.000 U/min (entspricht 134.000xg ) fir 60 min
bei 4°C.

Der Gradient wurde zuvor auf Eis in einem 5 ml Ultrazentrifugenrohrchen nach folgenden
Angaben geschichtet, wobei mit der grofiten Saccharosekonzentration am Boden des

Rohrchens begonnen wurde:

e 0,86ml 15% (w/v) Saccharose in EM-Puffer

(

e 0,86ml 23% (w/v) Saccharose in EM-Puffer

e 230ml 32% (w/v) Saccharose in EM-Puffer
(

)
)
)
)

o 0,86ml 60 % (w/v) Saccharose in EM-Puffer
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Nach der Zentrifugation befand sich (durch die rétlich-gelbe Farbe gut sichtbar) die
Mitochondrienfraktion in der Zwischenschicht der 60 und 32 %-igen Saccharose. Diese
Fraktion wurde abpipettiert und mit dem dreifachen Volumen SEM-Puffer verdiinnt.
Durch eine Zentrifugation bei 12.000 xg fiir 10 min bei 4 °C wurden die Organellen pelle-
tiert und anschlielend erneut in 100 ul SEM-Puffer resuspendiert. Die Stufengradienten-
Zentrifugation wurde wiederholt, um den Reinigungseffekt zu verstérken. AbschlieSend
wurden die Mitochondrien in 200 ul Puffer D resuspendiert, aliquotiert, in fliissigen

Stickstoft schockgefroren und bei -80 °C gelagert bzw. sofort fiir Analysen verwendet.

SEM-Puffer
250 mM Saccharose
1mM EDTA pHS,0
10 mM MOPS pH 7,2
EM-Puffer
1mM EDTA pHZS,0
10 mM MOPS pH 7,2

2.5.4 NaCl-Behandlung von Mitochondrien

Periphere Membranproteine konnen tiber elektrostatische oder ionische Wechselwir-
kungen (WW) mit Membranen bzw. Membranproteinen assoziiert sein. Mit Hilfe von
hohen Salzkonzentrationen kénnen diese WW aufgehoben und die peripheren Proteine
in Losung gebracht werden. Somit kénnen z. B. zytoplasmatische Proteine, die mit der
mt OM assoziiert vorliegen, entfernt werden.

Fir die Lokalisationsnachweise der OM-Proteine wurde eine Salz-Behandlung durch-
gefithrt. Fiir alle anderen Untersuchungen wurde darauf verzichtet, um diese WW der
OM-Proteine mit nicht-mitochondrialen Proteinen zu erhalten.

Fiir die NaCl-Behandlung wurden jeweils 20 g der Gradienten-gereinigten Mitochon-
drien in 1ml NaCl (1M in Puffer D, sieche Abschnitt 2.5.2) aufgenommen und fiir 20 min
auf Fis inkubiert. Nach einer Zentrifugation bei 12.000 xg fiir 10 min bei 4°C wurde
der Uberstand mit TCA (siehe Kapitel 2.5.6) gefillt und das Pellet in SEM-Puffer
(2.5.3) gewaschen. Abschlieend wurden beide Proben in 1x Lammli-Ladepuffer (2.5.9)

aufgenommen und bei 95 °C fiir 5 min gekocht.

2.5.5 Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mit dem DC™ Protein Assay (Bio-
Rad) nach den Angaben des Herstellers. Fur das Erstellen der Eichkurve wurde BSA

verwendet.
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2.5.6 Proteinfallung

Um losliche Proteine aus Losungen zu féllen, wurde zum einen die Trichloressigsédure-

(TCA) und zum anderen die Methanol-Chloroform-Fallung angewandt.

TCA-Fallung

Bei der TCA-Fallung von Proteinen [151] wurde TCA (100 % (w/v)) mit einer Endkon-
zentration von 10 % zur Losung gegeben, gut gemischt und . N. bei -20 °C inkubiert.
Anschlieend wurden die gefillten Proteine bei 18.000 xg (30 min, 4 °C) pelletiert, mit
800 pl -20°C kaltem, 80 Y%-igem (v/v) Aceton gewaschen und erneut bei 18.000 xg fir
15 min zentrifugiert. Nach Wiederholung des Waschschrittes wurde das Proteinpellet in

der Vakuumzentrifuge (Concentrator 5301, Eppendorf) getrocknet und in 1x Lammli-
Ladepuffer (siche 2.5.9) aufgenommen. Durch verbleibende TCA-Reste konnte es zu
einem Farbumschlag des pH-Indikators Bromphenolblau von blau zu gelb kommen. In
diesem Fall wurde, bis zu einem Umschlag nach blau, mit Tris-Base (1M, pH 12,5)
titriert. Die Proben wurden fiir eine anschlieBende Proteinauftrennung fiir 5 min bei

95°C denaturiert und reduziert.

Methanol-Chloroform-Fillung

Die Methanol-Chloroform-Fallung erfolgte nach dem Protokoll von Wessel und Fliigge
(1984) [152] bei RT. Die proteinhaltige Losung wurde mit dem vierfachen Volumen an
Methanol und dem einfachen Volumen an Chloroform versetzt und gut gemischt. Nach
Zugabe des dreifachen Volumens dH,O wurde 1 min gevortext und zur Phasentrennung
1 min bei RT zentrifugiert (30s, 13.000xg). Die obere organische Phase wurde vorsichtig
entfernt. Der restliche Ansatz wurde mit dem 3,5-fachen Volumen an Methanol versetzt
und erneut kriftig gevortext und 2min bei 13.000 xg zentrifugiert. Der Uberstand wurde
vorsichtig abgenommen und verworfen. Das Proteinpellet wurde in der Vakuumzentrifuge
(Concentrator 5301, Eppendorf) getrocknet und fiir anschlielende Untersuchungen in 1x

Lammli-Ladepuffer (siehe 2.5.9) aufgenommen.

2.5.7 Proteinbehandlungen mit spezifischen Enzymen

Protease Behandlung von isolierten Mitochondrienfraktionen

Zur Klarung der Membrantopologie von Om45p-cMyc wurde die Sensitivitat des Proteins
gegentiber den Serinproteasen Trypsin (Sigma) und Proteinase K (Invitrogen oder Roth)
analysiert.

Fiir diese Untersuchungen wurden frisch enzymatisch isolierte mt Proteine in Puffer D

der enzymatischen Mitochondrienisolation (siehe Kapitel 2.5.2) a 25 ug aliquotiert. Die



2.5 Biochemische Methoden 39

Proteasebehandlung erfolgte mit zunehmenden Konzentrationen der beiden Enzyme
(von 0 bis 200 ug/ml im Fall von Trypsin und von 0 bis 20 ug/ml im Fall von Proteinase
K) fur jeweils 15 min auf Eis. In einem parallelen Ansatz wurden die gleichen Proben
fur Kontrollzwecke vor der Proteaseinkubation mit 1% (w/v) Triton X-100 lysiert. Die
Aktivitat der Proteasen wurde durch Zugabe der Protease-Inhibitoren AEBSF (1 mM)
und PI-Mix (1x) gestoppt. Anschliefend wurden die Proteinlésungen sofort mit Lammli-
Ladepuffer (2.5.9) versetzt und fiir 5min bei 95°C denaturiert.

A Protein Phosphatase Behandlung

Mit dem Einsatz der A Protein Phosphatase (A-PP) von NEB wurde untersucht, ob es fir
die zu charakterisierenden Proteine Hinweise fiir posttranslationale Phosphorylierungen
gibt.

A-PP Behandlung mit anschlielender eindimensionaler Proteinauftrennung
Mechanisch isolierte mt Proteine wurden a 20 ug aliquotiert, in 1x Phosphatasepuffer
(mit 1x MnCly versehen, NEB) aufgenommen, mit den Protease-Inhibitoren AEBSF
(1mM) und PI-Mix (1x) versetzt und mit 1 ul (400 U) A-PP fir 30 min bei 30 °C inkubiert.
Als Kontrollansatz wurde jeweils eine Probe vor der Phosphatasebehandlung mit den
Phosphatase Inhibitor Cocktails I und II (100x verdiinnt, Sigma) versehen. Nach der
Dephosphorylierung wurden die Proben mit Lammli-Ladepuffer (2.5.9) versetzt und
durch eine 5-miniitige Inkubation bei 95°C fiir die SDS-PAGE vorbereitet.

A-PP Behandlung vor einer zweidimensionalen Proteinauftrennung

Fir diese Analysen wurden enzymatisch isolierte und Saccharose-Gradienten-gereinigte
Mitochondrien mit 4% Digitonin (Verhaltnis Detergenz-/Proteinmenge von 4:1) in
Lyseputffer fiir 10 min aus Eis inkubiert. Aus der Membran herausgeloste Proteine wurden
nach Zentrifugation (18.000xg, 15min, 4°C) aus dem Uberstand entnommen, & 150 ug
Ausgangsmaterial aliquotiert und mit der Methanol-Chloroform-Féallung (siehe Kapitel
2.5.6) prézipitiert. Die Dephosphorylierung erfolgte analog zu den oben beschriebenen
Bedingungen mit 2 ul (800 U) A-PP. Die Proteine wurden danach erneut mit Methanol-
Chloroform geféllt und einer IEF - SDS-PAGE unterzogen (siche Kapitel 2.5.10).

Lysepuffer
100 mM Natriumchlorid
5mM 6-Aminocapronsiure
50 mM Imidazol
1mM AEBSF

1x PI-Mix
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2.5.8 Protein-Interaktionsnachweise

Fiir die Analyse von Protein-Protein-Interaktionen wurde die einstufige Co-Immunopra-

zipitation (Co-IP) sowie die zweistufige Tandem Affinity Purification (TAP) angewandst.

Co-IP
Fiir die Co-IP wurde das NHS HP SpinTrap Kit (GE Healthcare) verwendet. Jeweils

100 ul Sepharoselésung wurde auf eine Sdule gegeben und die Lagerungslosung durch
Zentrifugation (1min, 200xg) entfernt. AnschlieBend wurde die Sepharose dreimal mit
je 400 pl eiskaltem Aquilibrierungspuffer gewaschen. Zur Immobilisierung wurden jeweils
16 pug des cMyc-, HA- oder Porlp-Antikorpers in je 200 ul Kopplungspuffer zu den
Sepharose-beads gegeben und fiir 60 min bei RT mit einem Drehrad (Rotator SB3,
Stuart) inkubiert. Nicht gebundene Antikérper wurden durch Zentrifugation (1 min,
200xg) von den beads entfernt. Verbleibende aktive Gruppen der Sepharose wurden
durch folgendes Waschschema mit einem standigen Wechsel von hohem zu niedrigem
pH geblockt:

e 3x Zugabe von 400 ul Puffer A, 1 min 200 xg
e 3x Zugabe von 400 ul Puffer B, 1 min 200 xg
e 2x Zugabe von 400 ul Puffer A, 1 min 200 xg
e 1x Zugabe von 400 ul Puffer A, 15 min bei RT im Drehrad inkubieren, 1 min 200 xg
e 3x Zugabe von 400 ul Puffer B, 1 min 200 xg
e 3x Zugabe von 400 ul Puffer A, 1 min 200 xg

e 3x Zugabe von 400 ul Puffer B, 1 min 200 xg

Waiéhrend der Blockierung der Sepharose wurden jeweils 500 pg enzymatisch isolierte
Mitochondrien mit 0,625 % (w/v) Laurylmaltosid (Verhaltnis Detergenz-/Proteinmenge
von 2,5:1) in 200 ul Lysepuffer fir 10 min auf Eis lysiert. Membranfragmente wurden
durch Zentrifugation (18.000xg, 15min, 4°C) pelletiert. Jeweils 5 ul des Lysats wurden
fir die spiatere SDS-PAGE entnommen und mit Lammli-Ladepuffer (2.5.9) reduziert,
denaturiert und bei -20°C gelagert.

Die immobilisierten Antikérper wurden 3x mit 400 ul Lysepuffer ohne Detergenz zur
Aquilibrierung gewaschen. Zur Bindung des Target-Proteins und dessen Interaktions-
partner, wurde das Mitochondrienlysat den Antikérpern hinzugefiigt und fiir 60 min
bei RT im Drehrad inkubiert. Nicht gebundene Proteine wurden durch anschliefende
Zentrifugation (1min, 200xg) entfernt. Zur Erhohung der Spezifitdt wurden die Proben
5x mit je 400 pl Lysepuffer (mit 0,1 % (w/v) Laurylmaltosid) gewaschen.

Die Elution der Proteine erfolgte durch zweimalige Zugabe von je 300 ul Elutionspuffer,

10 miniitiger Inkubation im Drehrad und anschlieSender Zentrifugation fiir 1 min bei
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1.000 xg. Die Féallung des Eluats wurde mit der Methanol-Chloroform-Methode (siehe
Kapitel 2.5.6) durchgefiihrt. Final wurden die Proteine in Lammli-Ladepuffer ohne
reduzierendes Agenz aufgenommen und bei nur 50 °C fiir 5 min erhitzt. Dieses Vorgehen
sollte einem Ablosen der schweren Antikorperkette vorbeugen, da diese aufgrund ihres

Molekulargewichts bei einer spéateren Western-Blot Analyse storen wiirde.

Aquilibrierungspuffer
1mM Salzséure
Kopplungspuffer
200 mM Natriumhydrogencarbonat
500 mM Natriumchlorid
pHS,3
Puffer A
50 mM Tris/HCI pH 8,0
1M Natriumchlorid
pHS,0
Puffer B
100 mM Essigsaure
500 mM Natriumchlorid
pH4,0
Lysepuffer
100 mM Natriumchlorid
5mM 6-Aminocapronsédure
50 mM Imidazol pH 7,0
1mM AEBSF
1x PI-Mix
Elutionspuffer
2% (w/v) SDS

Analytische TAP

Die TAP-Methode wurde in Anlehnung an Puig et al. (2001) [153] und Rigaut et al.
(1999)[154] durchgefiihrt. Katrin Mébert etablierte in ihrer Diplomarbeit unter meiner
Anleitung diese Methode fiur Om14p-TAP [134]. An dieser Stelle sei das Vorgehen, der

Vollstédndigkeit wegen, noch einmal dargestellt:

Da der TAP-tag durch die Zymolyasebehandlung der enzymatischen Mitochondrien-
isolation wahrscheinlich abgespalten wird [134, 153] mussten die Mitochondrien durch
eine mechanische Praparation im praparativen Mafistab (siche Kapitel 2.5.2) gewonnen

werden. Um eine Degradation der Proteine zu unterbinden, wurden alle Schritte bei 4°C
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bzw. auf Eis durchgefiihrt.

500 pug mt Proteine wurden in 200 pl TAP-Puffer mit 1% (w/v) Digitonin (Verhéltnis
Detergenz-/ Proteinmenge von 4:1) fiir 20 min auf Eis lysiert. Durch Zentrifugation
(20 min, 18.000 xg) wurden die unléslichen Bestandteile abgetrennt. Der Uberstand wurde
zu 50 pl IgG-Sepharose™ (GE Healthcare), die zuvor 3x mit TAP-Puffer gewaschen
wurde, gegeben. Zur Bindung der TAP-getaggten Proteine an die IgG-beads wurde der
Ansatz 2h mit einem Drehrad (Rotator SB3, Stuart) inkubiert.

Anschlieflend wurde die Sepharose durch Zentrifugation (500 xg, 2 min) sedimentiert und
der Uberstand verworfen. Es folgten drei Waschschritte der beads mit 1 ml TAP-Puffer
inklusive 0,1 % (w/v) Digitonin. Danach wurden die beads in 200 nl TAP-Puffer mit
0,1% (w/v) Digitonin aufgenommen und mit 2 ul (20 U) AcTEV™ Protease (Invitrogen)
versetzt. Der Tobacco Etch Virus (TEV) Protease-Verdau erfolgte fiir 2h bei 16°C im
Thermoblock (Eppendorf).

Die IgG-Sepharose™ wurde im Anschluss abzentrifugiert (500xg, 2min). Der Uberstand
mit dem verkiirzten Fusionsprotein Om14p-CBP und dessen interaggierende Proteine
wurde zu 50pl, in Calmodulin-Puffer (mit 2mM CaCly) aquilibrierter, Calmodulin-
Sepharose™ gegeben. Die IgG-beads wurden ein zweites Mal mit 200 pl TAP-Puffer
(inkl. 0,1 % (w/v) Digitonin) gewaschen und erneut sedimentiert. Der Uberstand wurde
ebenfalls zu den Calmodulin-beads gegeben. Danach wurde zu diesem Ansatz 600 pul
Calmodulin-Puffer mit 7mM CaCl, pipettiert. Die Bindung des Calmodulin-Binde-
peptides (CBP) an die Calmodulin-Sepharose™ erfolgte wéahrend einer zweistiindigen
Inkubation im Drehrad.

AnschlieBend wurden die beads mittels Zentrifugation (500xg, 2min) sedimentiert. Die
AcTEV™ Protease wurde durch drei Waschschritte mit jeweils 1 ml Calmodulin-Puffer
(mit 2mM CaCly) entfernt. Die Elution der Proteine erfolgte durch Zugabe von 30 pl 2x
Lammli-Ladepuffer (siche Kapitel 2.5.9) und einer Inkubation bei 95°C fiir 5 min. Durch
einen weiteren Zentrifugationsschritt bei RT wurde die Sepharose erneut sedimentiert.

Der Uberstand konnte fiir anschlieBende Proteinnachweise verwendet werden.

TAP-Puffer
100 mM Natriumchlorid
20mM Tris/HCl pH 7,4
1mM AEBSF
1x PI-Mix

Calmodulin-Puffer

TAP-Puffer und: 1 mM Imidazol

1 mM Magnesiumacetat
10 mM B-Mercaptoethanol (frisch hinzugegeben)

0,1% (w/v) Digitonin
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Praparative TAP

Fiir die massenspektrometrische Analyse des Om14p-TAP-Eluates wurde analog der
analytischen TAP (siehe oben) verfahren. Alle Losungen wurden jedoch mit dH,O
(Reinigungsgrad fir HPLC geeignet, AppliChem) hergestellt und steril filtriert. Fiir
den praparativen Mafistab wurden 4 mg mechanisch isolierte Mitochondrien lysiert. Zur
Erhohung der Effizienz wurden die Mitochondrien auf vier Ansétze a 1 mg verteilt und
mit jeweils 100 pl IgG-Sepharose™ inkubiert.

Nach der zweistiindigen Inkubation des Proteingemisches mit den Calmodulin-beads
wurde dieses einmal mit 1 ml Calmodulin-Puffer mit 2mM CaCl, und zweimal mit 1ml
Calmodulin-Puffer mit 0,1 mM CaCl, gewaschen. Anschliefend wurde zu den beads
100 pl Elutionspuffer gegeben. Nach 2-mintitigem Rotieren im Drehrad folgte ein weiterer
Zentrifugationsschritt bei 500 xg. Der Uberstand wurde in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefif
transferiert. Die Elution der Proteine von den beads wurde mit 200 pl Elutionspuffer
wiederholt und die Rotationszeit auf 10 min verlangert. Die Proteine in den gesammelten
Uberstinden wurden anschlieBend mit der Methanol-Chloroform-Methode (siehe Kapitel
2.5.6) gefallt.

Elutionspuffer
200 mM Kaliumacetat pH 7,4
20 mM Tris/HC1 pH 7,4
20 mM EGTA pHT7,9
1mM Imidazol
1mM Magnesiumacetat
10 mM B-Mercaptoethanol (frisch hinzugegeben)
0,1% (w/v) Digitonin
1mM AEBSF
1x PI-Mix

2.5.9 Eindimensionale (1D) Proteinauftrennungen

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Fir die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen unter denaturierenden Bedingun-
gen wurde die Methode der diskontinuierlichen Gelelektrophorese nach Lammli (1970)
[155] angewandst.

30 %-ige Acrylamidlésung

29% (w/v) Acrylamid

1% (w/v) Bisacrylamid
Trenngelpuffer

1,56M Tris/HCI pH 8,8
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Sammelgelpuffer

0,5M Tris/HCI pH 6,8
Elektrodenpuffer

25 mM Tris

192 mM Glycin

0,1% (w/v) SDS

6x Lammli-Ladepuffer

300 mM Tris/HC1 pH 6,8

10% (w/v) SDS

30% (v/v) Glycerin (87 %)

0,1 % (w/v) Bromphenolblau

100 mM DTT (frisch zugesetzt)

Die Proteinproben wurden mit Lammli-Ladepuffer versetzt und fiir 5min bei 95°C
denaturiert. Als Proteinmarker wurde, wenn nicht anders angegeben, PageRuler™ Plus
Prestained Protein Ladder (Fermentas) verwendet. Die Gelldufe erfolgten im Sammelgel
bei 80 V und im Trenngel bei 120 V.

Herstellung von Standardgelen

Die Gelelektrophorese mit definierten Trenngelkonzentrationen erfolgte in vertikalen
Doppelgelsystemen (PerfectBlue™ Twin S und Twin ExW S, Peqlab). Dabei wurden 12
oder 15 %-ige Trenngele in Kombination mit einem 4 %-igen Sammelgel verwendet. Das
8 %-ige Trenngel (Spacer-Gel) wurde fiir die 2D BN - SDS-PAGE (siche Kapitel 2.5.10)
bendtigt.

Trenngele Sammelgel
Komponente 8% 12 % 15 % 4%
30 %-ige Acrylamidlésung 2,6 ml 4ml 5ml 0,65 ml
dH->O 4,8 ml 3,35 ml 2,35 ml 3,05 ml
Trenngelpuffer 2,5ml 2,5ml 2,5ml —
Sammelgelpuffer — — — 1,25 ml
10% (w/v) SDS 100 gl 100 gl 100 gl 50 pl
10% (w/v) APS 50 pl 50 pl 50 pl 25 ul
TEMED 5 ul 5 ul 5 ul 5 ul
Gesamtvolumen 10ml 10ml 10 ml 5ml

Herstellung von Gradientengelen

Fiir eine scharfe Bandentrennung im Groflenbereich von ca. 10 bis 200 kDa wurden lineare
Gradientengele mit einem 8- 20 %-igen Trenngel und einem 4 %-igen Sammelgel in einer
SE Ruby 600 Kammer (Amersham Biosciences) angefertigt. Die beiden Polyacrylamidlo-

sungen des Trenngels wurden hierfiir auf Eis vorbereitet. Anschlielend wurden 13 ml der
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8 %-igen Losung in die Reservoirkammer des Gradientenmischers (SG15, Hoefer) und
13ml der 20 %-igen Losung in die Mischkammer gegeben. Das Gradientengel wurde mit
einer Schlauchpumpe (Reglo Digital, Ismatec® ) mit maximaler Pumpgeschwindigkeit

von oben gegossen und zur Glattung der Gelkante vorsichtig mit ddH5O iiberschichtet.

Komponente Trenngel 8 % Trenngel 20 % Sammelgel 4 %
30 %-ige Acrylamidlosung 4ml 10ml 1,95 ml

dH->O 7 ml 1ml 9,15 ml
Trenngelpuffer 3,75 ml 3,75 ml —
Sammelgelpuffer — — 3,75 ml

10% (w/v) SDS 150 pl 150 pul 150 pl

10% (w/v) APS 75 pl 75 pl 75 pl

TEMED 7.5 ul 7.5 ul 15 ul
Gesamtvolumen 15ml 15ml 15 ml

2.5.10 Zweidimensionale (2D) Proteinauftrennungen

Mit 2D Proteinauftrennungen koénnen effiziente Auftrennungen ganzer Proteome erzielt

werden. In dieser Arbeit wurden drei verschiedene Verfahren genutzt.

Isoelektrische Fokussierung (IEF) - SDS-PAGE
Bei der 2D IEF - SDS-PAGE erfolgt zunéchst eine Proteinauftrennung nach dem isoelek-

trischen Punkt, gefolgt von einer Separierung nach dem Molekulargewicht der Proteine.
Diese Methode wurde nach Gorg et al. (2000) [156] mit Chemikalien und Geraten von
GE Healthcare durchgefiihrt.

Probenvorbereitung fiir die 1. Dimension

Die zu analysierenden mt Proteine (je Probe 150- 200 ug) wurden in je 50 ul IEF-Puffer
mit 10mM DTT fiir 10 min auf Eis aus den Membranen gelost. Das Lysat wurde durch
Zentrifugation (13.000 xg, 10 min, 4 °C) vom nicht gelosten Material getrennt und mit je
200 pl IPG-Puffer versetzt.

IEF-Puffer
™ Harnstoft
2M Thioharnstoff
4% (w/v) CHAPS
2% (v/v) Pharmalyte pH3-10
IPG-Puffer
IEF-Puffer und: 0,002% (w/v)  Bromphenolblau in 50 mM Tris

1,25% (v/v) De-streak Reagenz
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1. Dimension - IEF

Die Proben wurden gleichméafig in einen Stripholder pipettiert. Die Immobiline DryStrip
Gele (13 cm, pH 3- 10, nicht linear) wurden mit der Acrylamidseite nach unten vorsichtig
in den Stripholder gelegt, so dass die Probenlésung luftblasenfrei und gleichméfig tiber
die gesamte Gellange verteilt wurde. Anschlieend wurde das Gel mit ca. 3ml Cover
fluid iiberschichtet. U.N. (mind. 12h) quollen die Proben passiv ins Acrylamidgel bei
RT ein.

Die IEF erfolgte im Ettan IPGphor II System mit 50 pA pro Streifen und finalen 18 kVh

in folgenden vier Schritten:

Schritt Spannung Zeit
1 (konstant) 500V 1h

2 (graduell) 1.000V 1h

3 (graduell) 8.000V 2,5h
4 (konstant) 8.000V 0,75h

Probenvorbereitung fiir die 2. Dimension
Nach der IEF wurde der Acrylamidstreifen fiir 15 min in 5ml Aquilibrierungspuffer mit
50mg DTT auf einem Schiittler inkubiert. Anschliefend erfolgt eine zweite Inkubation

fiir 15 min mit 5ml Aquilibrierungspuffer inklusive 125 mg Iodacetamid.

Aquilibrierungspuffer
75 mM Tris/HCI pH 8,8
6 M Harnstoff
29,3% (v/v) Glycerin
2% (w/v) SDS

0,002% (w/v)  Bromphenolblau in 50 mM Tris

2. Dimension - SDS-PAGE

Der équilibrierte Streifen wurde in einer PerfectBlue™ Twin ExW S Kammer (Peqlab)
luftblasenfrei auf ein 15 %-iges Trenngel (siehe Kapitel 2.5.9) gelegt und in 0,5 %-iger
(w/v) Agarose (in Elektrodenpuffer mit 0,002 % (w/v) Bromphenolblau) eingebettet.
Dabei wurde auch eine Tasche fiir den Proteinmarker PageRuler™ Plus Prestained
Protein Ladder (Fermentas) berticksichtigt. Die SDS-PAGE von zwei Gelen erfolgte . N.
bei 10V und 3mA und anschlieend fiir weitere 1,5h bei 150 V und 60 mA.
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2D Blue-Native (BN) - SDS-PAGE
Mit der 2D BN - SDS-PAGE werden Proteine im ersten Schritt unter nativen Be-

dingungen aufgetrennt, so dass funktionelle Proteinkomplexe erhalten bleiben. In der

zweiten Dimension werden die Komplexuntereinheiten nach ihrem Molekulargewicht
separiert. Die BN-PAGE erfolgte unter Standardbedingungen nach Schagger (2001) [157].

Gradientengel-Herstellung

Das Gielen des Gradientengels erfolgte mit Hilfe eines Gradientenmischers (SG15,
Hoefer), einem Riihrer und einer Schlauchpumpe (Reglo Digital, Ismatec® ). Es wurden
vertikale Elektrophoresekammern der Firma Amersham Pharmacia Biotech (mini VE
complete) verwendet. In dieser Arbeit wurden Trenngele mit einem Gradienten von
3-13% Polyacrylamid in Kombination mit einem 3 %-igem Sammelgel angewandt, die

auf Kis nach folgendem Schema hergestellt wurden:

Komponente Trenngel 3 % Trenngel 13 % Sammelgel 3 %
40 %-ige Acrylamidlosung 0,375 ml 1,625 ml 0,375 ml

3x Gelpuffer 1,67 ml 1,67 ml 1,67ml

Glycerin (87 %) — 0,8ml —

HPLC-H,0 2,933 ml 0,894 ml 2,925 ml
TEMED 2.l 1 5 ul

10% (w/v) APS 20 pl 10 pl 25 pl
Gesamtvolumen 5ml 5ml 5ml

40 %-ige Acrylamidlésung

38,95% (w/v)  Acrylamid

1,06% (w/v) N,N-Methylen-bis-acrylamid
3x Gelpuffer

75 mM Imidazol pH 7,0

1,5M 6-Aminocapronsiure

Fir das GieBlen des Gels wurden 3,25 ml der 3 %-igen Trenngellosung in die Reservoir-
kammer und 3,25 ml der 13 %-igen Trenngellosung in die Mischkammer des Gradienten-
mischers vorgelegt. Bei der Pumpe wurden folgende Parameter eingestellt: 1x Pump-
leistung und Geschwindigkeitsstufe 10 (Pumpgeschwindigkeit ca. 750 ul/min). Das Gel
wurde von oben gegossen und mit HPLC-H,O iiberschichtet. Nach dem Auspolymeri-
sieren des Gradientengels wurde das 3 %-ige Sammelgel hergestellt, auf das Trenngel
gegossen und ein Kamm eingesetzt. Die Auspolymerisierung erfolgte in feuchtem Milieu
. N. bei RT.
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Probenvorbereitung

Jeweils 200 pg enzymatisch isolierte und Gradienten-gereinigte Mitochondrien wurden
in 20 pl Lysepuffer mit 4 % Digitonin (Detergenz- / Proteinmenge von 4: 1) fiir 10 min
auf Eis lysiert. Das Lysat wurde durch Zentrifugation (18.000xg, 15min, 4°C) von
nicht solubilisiertem Material abgetrennt, mit 4 ul 6x Ladepuffer versehen und auf das

Gradientengel aufgetragen.

Lysepuffer
100 mM Natriumchlorid
5mM 6-Aminocapronséiure
50 mM Imidazol pH 7,0
1mM AEBSF
1x PI-Mix

6x Ladepuffer

0,01 % (v/v) Ponceau S
5% (v/v) Glycerin (87 %)

1. Dimension - BN-PAGE

Die Elektrophoresekammer wurde zur Kiithlung in eine mit Eis gefiillte Styroporbox
gestellt und mit Anodenpuffer und Kathodenpuffer A gefiillt. Als Proteingroffenstandard
wurde das High molecular weight gel filtration calibration kit (GE Healthcare) oder
der native NativeMark™ unstained Proteinmarker (Invitrogen) verwendet. Nach dem
Probenauftrag wurde der Gellauf bei 90 V gestartet. Als die Lauffront des Ladepuffers die
Halfte des Gels erreicht hatte, wurde der Kathodenpuffer A durch den Kathodenpuffer
B ersetzt und der Gellauf bei 10V ii. N. fortgesetzt.

Anodenpuffer
25 mM Imidazol pH 7,0 Lagerung bei 4°C

Kathodenpuffer A

50 mM Tricin
7,5mM Imidazol pH 7,0
0,02% (w/v) Coomassie® Blue G-250

pH 7,0 mit HCI einstellen Lagerung bei 4°C

Kathodenpuffer B

50 mM Tricin
7,5 mM Imidazol pH 7,0
0,002% (w/v)  Coomassie® Blue G-250

pH 7,0 mit HCI einstellen Lagerung bei 4°C



2.5 Biochemische Methoden 49

2. Dimension - SDS-PAGE

Die zweite Dimension erfolgte in Form einer modifizierten SDS-PAGE (Vgl. Kapitel 2.5.9).
Dafiir wurden die einzelnen Spuren der BN-PAGE mit einem Skalpell ausgeschnitten, fir
30 min in frisch hergestelltem SDS-Puffer inkubiert und anschlieSend kurz mit HPLC-H,O
iiberspiilt. Die Gelstreifen wurden waagerecht zwischen die Glasplatten fiir die SDS-PAGE
gelegt und die Gielapparatur nach Anleitung des Herstellers aufgebaut. Bis zu einer Hohe
von ca. 1 cm unterhalb des Gelstreifens wurde ein 12 %-iges Trenngel eingefiillt und mit
ddH5O tiberschichtet. Nachdem das Trenngel auspolymerisiert war, wurde bis zur Kante
des Gelstreifens der ersten Dimension ein 8 %-iges Spacer-Gel gegossen und ebenfalls mit
ddH5O tiberschichtet. Der Gelstreifen wurde nach Festwerden des Spacer-Gels vorsichtig
und moglichst luftblasenfrei auf das Spacer-Gel geschoben. Nach dem Entfernen des
Wassers, wurde der Gelstreifen in 0,5% (w/v) Agarose (in 2x Elektrophoresepuffer)
eingebettet und eine Tasche zum Auftragen des Molekulargewichtsmarkers eingebracht.
Die Elektrophorese wurde unter den bereits beschriebenen Bedingungen (siehe Kapitel
2.5.9) durchgefiihrt.

SDS-Puffer
1% (w/v) SDS
1mM AEBSF
5mM TCEP

2D Difference In Gel Elektrophoresis (2D DIGE)

Mit der 2D DIGE werden die Proteine ebenfalls in der ersten Dimension nach ihrem
isoelektrischen Punkt und in der zweiten Dimension nach ihrem Molekulargewicht aufge-
trennt. Der Vorteil dieser Methode ist, dass die Proteine vor der Auftrennung mit einem
Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt werden und dadurch bis zu drei Proben in einem Gel
gleichzeitig analysiert und miteinander verglichen werden kénnen. Dies reduziert nicht
nur den Arbeitsaufwand sondern auch die Variation durch die Nutzung mehrerer Gele.
In dieser Arbeit wurden sdmtliche Arbeitsmaterialien fiir diese Methode sowie die Ar-

beitsanweisung 2D Electrophoresis von GE Healthcare genutzt.

Probenvorbereitung

Pro zu analysierendem Hefestamm wurden 50 pug enzymatisch isolierte und zweifach
Gradienten-gereinigte mt Proteine in 10 ul Lysepuffer mit 30 mM Tris (pH 8,5) fir 30 min
auf Eis lysiert. Parallel erfolgte das Koppeln der Proteine mit den Fluoreszenzfarbstoffen.
Dazu wurde jeder Probe 1ul Cy™ -Farbstoff (Cy2™ | Cy3™ bzw. Cy5™ | 200 uM,
gelost in wasserfreiem DMF) zugegeben. Das Markieren mit den Cy™ -Farbstoffen
wurde durch Zugabe von 1 pl L-Lysin (10mM) und Inkubation auf Eis fiir weitere 5 min

gestoppt. Anschlieffend wurden pro Gel drei unterschiedlich markierte Proben miteinander



50 Kapitel 2 Material und Methoden

vermischt. Jeweils 100 ug mt Proteine wurden zuséatzlich mit Lysepuffer solubilisiert
und als nicht markierte Proteine zum markierten Probengemisch zur Erhchung der

Proteinmenge auf 450 ug hinzugegeben. Der Ansatz wurde final in 250 pl 2x IPG-Puffer

aufgenommen.

Lysepuffer
™™ Harnstoff
2M Thioharnstoff
4% (w/v) CHAPS

2x IPG-Puffer

Lysepuffer und: 2mM DTT

4% (v/v) Pharmalyte pH3-10

0,004 % (w/v)  Bromphenolblau

1. Dimension - IEF

Die IEF fiir die 2D DIGE erfolgte analog zur 1. Dimension der IEF - SDS-PAGE (siehe
Seite 46). Die hier verwendeten Immobiline DryStrip Gele hatten allerdings eine Lange
von 24 cm und einen nicht linearen pH-Auftrennungsbereich von 3-11. Der Lauf sollte

final mindestens 35kVh in folgenden drei Schritten erreicht haben:

Schritt Spannung Zeit
1 (konstant) 200V 1h
2 (graduell) 1.000 V 2h
3 (konstant) 8.000V 6h

Herstellung der SDS-Gele fiir die 2. Dimension

Fiir die 2. Dimension wurden bis zu sechs 12 %-ige SDS-Polyacrylamidgele in einem Ettan
DALTsix Large Vertical System nach Herstellerangaben von oben gegossen. Die Gele
wurden mit 1 %-igem SDS tiberschichtet und fiir mindestens 4 h zum Auspolymerisieren

stehen gelassen.

Komponente Trenngel 12 %
40 % Acrylamid 135ml
Trenngelpuffer 112,5ml

10% (w/v) SDS 4,5ml
HPLC-dH,O 195,6 ml

10% APS 2,25ml

TEMED 157,5 ul
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40 %-ige Acrylamidlosung

38,95% (w/v)  Acrylamid

1,05% (w/v) N,N-Methylen-bis-acrylamid
Trenngelpuffer

1,5M Tris/HCI pH 8,8

2. Dimension - SDS-PAGE

Vor dem Start der zweiten Dimension wurden die Gelstreifen direkt nach der IEF in
Elektrodenpuffer (siehe SDS-PAGE, Seite 43) gespiilt, anschliefend zunéchst in je 10 ml
Aquilibrierungspuffer (siehe 2D IEF - SDS-PAGE, Seite 46) mit 100 mg DTT und final
in je 10ml Aquilibrierungspuffer mit 250 mg Iodacetamid auf einem Schiittler fiir jeweils
15 min inkubiert.

Die IEF-Gelstreifen wurden auf die Trenngele der 2. Dimension luftblasenfrei aufgelegt
und in 0,5 %-iger (w/v) Agarose (in Elektrodenpuffer mit 0,002 % (w/v) Bromphenolblau)
eingebettet. Die Elektrophorese erfolgte bei 30°C mit den angegebenen Puffern fiir
zundchst 45 min mit 50 mA bzw. 2W pro Gel und anschlieBend . N. mit 1 W pro Gel
fiir ca. 16 h.

2x Kathodenpuffer
25 mM Tris
192 mM Glycin
0,1% (w/v) SDS
1x Anodenpuffer
25 mM Tris pH 8,3

Analyse der 2D DIGE-Gele

Fir die Auswertung der 2D DIGE-Gele wurden alle drei Fluorophore eines Gels mit dem
Fluoreszenzscanner (Typhoon Trio, GE Healthcare) visualisiert (100 ym Pixelgrofe).
Mit der Software (ImageQuant 5.2, Molecular Dynamics) wurde kontrolliert, dass bei
allen drei Laserscans ungefédhr gleich grofle Signalintensitaten im Bereich von 70.000 bis
90.000 a. u. erreicht wurden. Die Analysen der 2D DIGE-Gele hinsichtlich Proteinmengen
erfolgte mit der Software Delta2D 4.1 (Decodon).

Zur Demaskierung interessanter Proteine wurden die Gele nach dem Scannen mit
colloidalem Coomassie® gefirbt (siehe Kapitel 2.5.11), die entsprechenden Protein-Spots
mit einem Skalpell ausgeschnitten und mittels Massenspektrometrie (siehe Kapitel 2.5.12)

identifiziert.
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2.5.11 Proteinfirbungen im Polyacrylamid (PAA) -Gel

Colloidale Coomassie® - Fiarbung

Zur Visualisierung samtlicher Proteine in einem SDS-PAA-Gel wurde eine modifizierte
Proteinfirbung mit colloidalem Coomassie® nach Neuhoff et al. (1988) [158] durchgefiihrt.
Die Proteine in einem zu farbenden Gel wurden zunéchst fiir mindestens 30 min fixiert
und anschlieBend zwei bis drei Tage in der Farbelosung bei 4°C inkubiert. Das Gel
wurde mittels Scannen dokumentiert und gegebenenfalls getrocknet. Dafiir wurde es
zunéchst mit dH,O gewaschen, etwa 30 min in Trockenlosung inkubiert und anschlieBend

im Geltrockner entwéssert.

Fixierlosung
10% (v/v) Essigsdure
40% (v/v) Ethanol

5% (w/v) Coomassie® Stammlssung

lg Coomassie® Blue G-250 in 20ml ddH5O 16sen

Farbe-StammlGsung

100g Ammoniumsulfat

12ml Phosphorsiure (85 %)

20 ml Coomassie® Stammlosung (5 %)
ad. 11 ddH,0

colloidale Coomassie® Firbelosung

11 Farbe-Stammlésung
250 ml Methanol

gut mischen und anschliefend filtern

TrockenlGsung

5% (v/v) Glycerin
20% (v/v) Ethanol

Farbung von glykosylierten Proteinen

Die Farbung glykosylierter Proteine in einem SDS-PAA-Gel erfolgte mit dem Pro-Q®
Emerald 488 Glycoprotein Gel and Blot Stain Kit (Invitrogen) nach Angaben des
Herstellers. Als Positivkontrolle diente der mitgefithrte CandyCane™ Glycoprotein
Molecular Weight Standard (Invitrogen).

2.5.12 Massenspektrometrie (MS)

Die Identifikation von unbekannten Proteinen aus PAA-Gelen erfolgte mittels MS durch
die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Hoflack (Biotechnology Center der Technischen Univer-

sitdt Dresden). Zu untersuchende Proteinbanden oder —spots wurden (wie in Czupalla
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et al. (2003) [159] beschrieben) aus dem entsprechenden PAA-Gel herausgeschnitten,

gewaschen, in-gel reduziert, S-alkyliert und mit Trypsin (Promega) verdaut.

Matrixunterstiitzte Laserdesorption/ionisation mit Flugzeitanalysator

(MALDI-TOF/TOF)
MALDI-TOF/TOF Messungen erfolgten mit dem Ultraflex Massenspektrometer (Bruker

Daltonics). Die Aufnahme der Spektren und die Generierung der Peaklisten wurden
analog zu Czupalla et al. (2006) [160] ausgefiihrt.

NanoL.C-MS/MS

NanoLC-MS/MS Experimente wurden mit dem UltiMate3000 nanoHPLC System (Dio-
nex), welches mit einer PepMap C18 analytischen Séule (3 um, 100 A, 15cm x 75 um

i.d.) ausgestattet und direkt mit der Nanoelektrosprayquelle (Proxeon) eines LT(Q Orbi-
trap XL Massenspektrometers (Thermo Fisher Scientific) gekoppelt war, durchgefiihrt.
Peptide wurden mit einem 80 min linearen Gradienten von 5—45% Acetonitril in 0,1 %
Ameisensédure bei 200 nl/min eluiert. Massenspektren wurden in einem Daten-abhéngigen
Modus mit einem MS Aufnahme-Scan (Auflésung von 60.000) in der Orbitrap erlangt.
MS/MS-Spektren der acht stiarksten Vorlauferionen wurden mit der LT gemessen.

MS-Datenauswertung

MS-Rohdaten wurden mit der Proteome Discoverer 1.2.0.208 Software verarbeitet. Daten-
bankrecherchen wurden fir MALDI-TOF /TOF mit der in-house Mascot Serverversion
2.1 (Matrix Sciences Ltd.) durchgefithrt. Fur die LTQ Orbitrap XL Daten wurde die
Proteome Discoverer Anwendung mit Sequest-Algorithmus verwendet. Folgende Such-
kriterien wurden festgelegt: (i) Taxonomie: S. cerevisiae; (ii) Enzymspezifitat: Trypsin;
(iii) Massengenauigkeit: 10 ppm fiir Vorlduferionenmassentoleranz (Orbitrap), 50 ppm
fir Peptidmassenfingerabdruck und 0,8 Da fiir Fragmentionenanalyse; (iv) fixe und
variable Modifikationen: Cystein-Carbamidomethylierung, Methionin-Oxidierung und

Asparagin- sowie Glutamin-Deamidierung; (v) maximal eine fehlende Schnittstelle; (vi)
Datenbanken: NCBI und SwissProt.

2.5.13 Western-Blot

Transfer von Proteinen aus einem PAA-Gel auf eine PVDF-Membran

Nachdem die Proteine mit Hilfe einer SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennt wurden,
erfolgte ein Transfer der Proteine mittels semi-dry Western-Blot auf eine PVDF-Membran
(Immobilon® -P, Porengrofe: 0,45 ym, Millipore).

Das Gel wurde vor dem Zusammenbau des Blots fiir ca. 10 min in Transferpuffer aquili-
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briert. Die Membran wurde mit Methanol in einen hydrophoben Zustand versetzt und
anschliefend zusammen mit dem Filterpapier (Dicke: 1,5 mm, Roth) mit Transferpuffer
getrdnkt. Auf die Anode der Blotapparatur (PerfectBlue™ Sedec™ M, Peqlab) wurden
luftblasenfrei zuerst vier Lagen Filterpapier, dann die Membran, anschlieend das SDS-
Gel und abschlieflend wieder vier Lagen Filterpapier gelegt. Der Transfer erfolgte fiir 1h
bei maximal 25 V. Die angelegte Stromstérke berechnete sich nach folgender Formel:
Stromstirke [mA] = Fliche des SDS-Gels [cm?] x 1,5mA

Transferpuffer
192 mM Glycin
25 mM Tris
20% (v/v) Methanol

0,01 % (w/v)  SDS

Immunologischer Proteinnachweis mit Meerrettich-Peroxidase (HRP) ge-

koppelten Antikorpern

Zur Absattigung unspezifischer Bindungsstellen wurde die Membran nach dem Transfer
der Proteine fiir mindestens 1h bei RT oder ii. N. bei 4 °C in Blockierungslésung inkubiert.
Anschliefend wurde die Membran mit schwenkenden Bewegungen fiir eine Stunde mit
dem priméren Antikorper (sieche Tabelle 2.5) bei RT inkubiert und danach dreimal 5 min
lang mit TBS/T gewaschen. Danach erfolgte die Inkubation mit dem HRP-gekoppelten
sekundéren Antikorper (siche Tabelle 2.5) fur 30 min bei RT. Abschliefend wurde die
Membran erneut dreimal 15 min lang in TBS/T gewaschen. Die Detektion wurde
mit Hilfe des Amersham™ ECL Plus Western Blotting Detection System sowie dem
Amersham™ Hyperfilm™ ECL (GE Healthcare) nach Angaben des Herstellers in der
Dunkelkammer durchgefiihrt.

TBS/T
20 mM Tris/HC1 pH 7,6
137mM Natriumchlorid
0,1% (v/v) Tween 20
Blockierungslosung

5% (w/v) Magermilchpulver in TBS/T

Immunologischer Proteinnachweis mit Fluorophor-gekoppelten Antikorpern

Die Inkubation mit Fluorophor-gekoppelten Antikérpern erfolgte analog der mit HRP-
gekoppelten Antikorpern, zunéchst mit einem Protein- bzw. tag- spezifischen priméren
Antikorper, gefolgt von einem Cy5™ -gekoppelten sekundaren Antikorper (siehe Tabelle

2.5). Die Detektion sowie die Quantifizierung der Fluoreszenzsignale wurde mit dem
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Fluoreszenzscanner (Typhoon Trio, GE Healthcare) und der Software (ImageQuant 5.2,
Molecular Dynamics) durchgefithrt. Zur Klarung, ob Signalunterschiede einer statisti-
schen Signifikanz unterliegen, wurde ein zweiseitiger t-Test gegen eine Konstante [161]

mit folgender Formel durchgefiihrt:

T —
t= Ko /n und lt| > t(FG, ) — Ablehnung von Hy
S
Z ... arithmetisches Mittel der Stichprobe FG ... Freiheitsgrad = n-1
1o ... Mittelwert der Kontrolle = 100 % « ... gewiinschtes Signifikanzniveau
s ... Standardabweichung Hp ... Nullhypothese (u7est = po)

n ... Stichprobenumfang

Stripping von Membranen

Bevor eine Detektion mit einem weiteren Antikorper erfolgen konnte, wurden die bereits
gebundenen Antikorper von der Membran entfernt. Dafiir wurde die Membran fiir
30min bei 55°C in Stripping-Puffer unter leichtem Schwenken im Hybridisierungsofen
(Hybridizer HB-1.000, UVP Laboratory Products) inkubiert und anschlieBend dreimal
fir 15 min mit TBS/T gewaschen. Danach konnte, wie oben beschrieben, die Membran

erneut blockiert und mit einem weiteren primaren Antikorper inkubiert werden.

Stripping-Puffer

62,5 mM Tris/HC1 pH 6,7
2% (w/v) SDS
100 mM B-Mercaptoethanol (frisch hinzugeben)

2.5.14 Bestimmung der Zitratsynthase-Aktivitit

Die Aktivitdtsmessung der Zitratsynthase erfolgte im Spektrophotometer Infinite® 200
mit der Software i-Control™ 1.1 (Tecan) bei 25°C durch Messung der Konzentration
von CoA-SH bei 412nm in Anlehnung an Graybill et al. (2007) [162].

Je well einer transparenten 96-well Platte wurden 200 ul TE-Puffer mit 10 ul Oxalacetat
(10mM in TE-Puffer, pHS8), 30 ul Acetyl-CoA (5mM in TE-Puffer, pH8) und 10 ul
DTNB (10mM in 1 M Tris/HCI pH 8) versetzt. Durch die Zugabe von 10 ul enzymatisch
isolierten Mitochondrien (1 ug/ul) wurde die Reaktion gestartet. Die Absorption bei
412nm wurde in Intervallen von 20s 5 min lang gemessen. Die linearen Kurvenanstiege
gaben Auskunft tiber die Reaktivitdt der Zitratsynthase der jeweiligen Proben und
dienten zur Normierung der ATP-Messung (sieche Kapitel 2.5.15).
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Assay-Reaktion: Acetyl-CoA + Oxalacetat + HyO <« Zitrat + CoA-SH + H*

Nebenreaktion: CoA-SH + DTNB — Mercaptid-Ion (absorbiert bei 412 nm)
TE-Puffer
50 mM Tris/HCl pH 8
2mM EDTA pHS

2.5.15 Nachweis von mt ATP

Die Messung von mt ATP erfolgte im Plattenlesegerit Infinite® 200 mit der Software i-
Control™ 1.1 (Tecan) bei 25 °C durch Messung der Lumineszenz. Das Lumineszenzsignal
wurde hierbei durch das Kit ATP Glow Juice (kundenspezifische Anfertigung ohne
Detergenz) der Firma PJK erzeugt.

In jedes zu messende well einer weilen 96-well Platte wurden 20 ul Mitochondrienpuffer
sowie 5 ul enzymatisch isolierte Mitochondrien (1 pg/ul) vorgelegt. Der ATP Glow Juice
(inkl. dem Substrat D-Luciferin) wurde 10 min vor der Messung mit der firefly Luciferase
versetzt. Nachdem jedem well 100 ul dieses Gemisches hinzugefiigt wurden, erfolgte eine
Lumineszenzmessung (10 Zyklen a 15s). Zur Aktivierung der Atmungskette wurden
innerhalb von 25s je 0,6 ul S-NADH (100 mM) zu den Proben gegeben und weitere
10 Zyklen a 15s gemessen. Danach erfolgte die Zugabe des ATP-Synthase-Substrates
in Form von jeweils 0,6 ul ADP (1 mM) innerhalb von 25s. Die fiir die Auswertung
entscheidende Lumineszenzmessung wurde fiir 30 Zylen a 10s aufgenommen.

Die linearen Kurvenanstiege aus den ersten 2 min nach der ADP-Zugabe wurden mit Hilfe
von Microsoft® Office Excel 2003 ermittelt und prozentual vom Wildtyp (entspricht 100 %)
angegeben. Die zuvor gemessene Reaktivitat der Zitratsynthase (siehe Kapitel 2.5.14) der
einzelnen mt Proben wurde als Normierungsgrundlage gewéhlt. Signifikanzberechnungen
wurden analog zu Kapitel 2.5.13 durchgefiihrt.

Um die kurzen Messunterbrechungen von nur 25s zu gewéhrleisten, wurden maximal fiinf
Proben gleichzeitig vermessen. Samtliche Puffer und Reagenzien wurden mit ATP-freiem
Wasser (PJK) hergestellt.

Assay-Reaktion:

ATP + Luciferin + Oy + Luciferase — Oxygluciferin + AMP + PP; + CO4y + Licht
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Zur Evaluation des ATP-Assays wurden folgende Inhibitoren eingesetzt:

 Oligomycin (Endkonzentration 20 ul/ml)
« CCCP (Endkonzentration 0,4 mM)

« BKA (Endkonzentration 10 uM; Mitochondrienpuffer pH 4)

Mitochondrienpuffer
650 mM Sorbitol
10 mM Tris/HCI pH 7,4

1mM Kaliumdihydrogenphosphat
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Kapitel 3
Ergebnisse

Die mt OM von §. cerevisiae verfiigt iiber vier abundante Proteine: Porlp, Tom70p,
Om14p und Om4bp [125-127]. Wahrend die Porinpore (Porlp) und das Rezeptorprotein
des TOM-Komplexes (Tom70p) bereits detailliert untersucht wurden, fehlen samtliche
Hinweise und experimentelle Belege zur Funktion von Om14p und Om4bp. Ziel dieser
Arbeit war es, Informationen tiber die beiden bisher funktionell unbekannten mt Proteine

Om14p und Om45p der Hefe S. cerevisiae zu erlangen.

3.1 Molekulare Charakterisierung von Om1l4p &
Om45p

Da fiir die Proteine Om14p und Om45p keine authentischen Antikérper zur Verfii-
gung standen, mussten fiir anschlieBende molekulare Charakterisierungen beide Proteine
mit einem Epitop-tag versehen werden. Ein solcher tag kann N- oder C-terminal an
ein Protein fusioniert werden. N-terminale Epitop-tags beeinflussen mit recht hoher
Wahrscheinlichkeit den Proteinimport von mt Proteinen, da am N-Terminus haufig die
mt Signalsequenzen, wie z. B. die MTS [163], lokalisiert sind. Zudem kann durch den
Selektionsmarker einer N-terminal eingefiigten Integrationskassette die Promotorregion
beeintrachtigt werden. Obwohl bei einem Einsatz von C-terminalen tags nicht ausge-
schlossen werden kann, dass die Funktion, Membrantopologie sowie der Import von mt
Proteinen beeinflusst wird [164-166], fiel die Wahl dennoch auf C-terminale Epitop-tags.
In Vorarbeiten zu dieser Arbeit [132] wurde der offene Leserahmen (ORF) von OM14
bereits mit der kodierenden Sequenz fir den dreifachen HA-tag C-terminal fusioniert.
Der anschlieend getestete Klon war allerdings in seiner Respirationsfahigkeit beein-
trachtigt [132, Abb.4.4]. Ein ebenfalls OM14-cMyc erzeugter Klon zeigte zwar keine
Wachstumsbeeintrachtigungen [132, Abb. 4.4] dafiir allerdings ein diskussionsanregen-

des SDS-PAGE-Separationsprofil sowie eine duale Lokalisierung des Fusionsproteins

29
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[132, Abb.4.5]. Dieses Phanomen koénnte durch den groflen (ca. 12kDa) cMyc-tag in
neunfacher Wiederholung im Gegensatz zum vergleichsweise kleinen Protein (14 kDa)
hervorgerufen worden sein.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte Om14p erneut C-terminal mit dem dreifachen HA-tag
(MW von ca. 3kDa) fusioniert und ein in seinem Wachstum unbeeintrachtigter Klon
identifiziert werden. Damit parallele Untersuchungen (wie z. B. Co-IPs) beider OM-
Fusionsproteine erfolgen konnen, sollte Om45p (welches ein groBeres MW von 45 kDa

aufweist) mit dem cMyc-tag in neunfacher Wiederholung versehen werden.

3.1.1 Generierung von Fusionsproteinen

Der ORF von OM14 wurde 3’-seitig mit der kodierenden Sequenz des HA-tags in
dreifacher Wiederholung in frame fusioniert. Dazu wurde eine Integrationskassette,
bestehend aus der Sequenz des Epitop-tags gefolgt von einer Terminatorsequenz sowie
dem Selektionsmarker Sphis5", aus dem Vektor pUZV108 (siehe Tabelle 2.1) mittels
SFH-PCR amplifiziert. Die dafiir genutzten Primer wiesen 5’ -seitig 42 zur Integrations-
stelle homologe Nukleotide auf, wobei das Stopcodon ausgelassen wurde. 17 Nukleotide
am 3’-Ende der Primer waren komplementér zu den flankierenden Bereichen der Inte-
grationskassette auf dem Plasmid (vgl. Tabelle 2.2). Das PCR-Produkt wurde mittels
Agarose-Gelelektrophorese iiberpriift, gereinigt und in den haploiden Wildtypstamm
BY4741 transformiert. Die Selektion der Transformanden erfolgte auf MM-Platten ohne
Histidin. Der korrekte Einbau der Integrationskassette durch homologe Rekombination
wurde mittels diagnostischer PCR iiberpriift (Daten nicht gezeigt).

Im Rahmen einer Bachelorarbeit [144] generierte Linda Hickmann unter meiner Anlei-
tung zudem den Stamm OM45-cMyc und den Hefestamm OMI14-HA OM45-cMyec, der

beide Fusionsproteine bildet.

Die Expression der jeweiligen Fusionsproteine wurde mittels Western-Blot Analyse in
Gesamtproteinproben nachgewiesen (Abb. 3.1). Der schon vorhandene Stamm OM14-
cMyc [132] wurde dabei als Vergleich mitgefiihrt.

Alle drei Fusionsproteine konnten im erwarteten Molekulargewichtsbereich (Om14p-
cMyec: 27kDa, Om14p-HA: 18 kDa und Om45p-cMyc: 57 kDa) durch eine Proteinbande
in den entsprechenden Hefestimmen nachgewiesen werden. Da die Detektionssignale
der Epitop-tags nicht im Wildtypstamm und jeweils auch nur in den entsprechenden
Stammen in der korrekten Hohe nachweisbar waren, handelt es sich um einen spezifischen

Nachweis der Fusionsproteine.

Bevor die generierten Fusionsproteine molekular analysiert werden konnten, musste
sichergestellt werden, dass die jeweiligen tags die mt Lokalisierung der Proteine sowie

deren Funktion nicht beeintréchtigen.
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Abbildung 3.1: Expressionsnachweis der Fusionsproteine

Die Hefestamme OM14-cMyc, OM14-HA, OM45-cMyc und OM14-HA OM45-cMyc sowie
der Wildtypstamm (WT) wurden in YPE-Medium kultiviert. Jeweils 20 ug Gesamtpro-
tein wurden mittels SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennt. Durch Western-Blot und
HRP-gekoppelte Antikorper wurde die Expression der Fusionsproteine immunologisch

nachgewiesen.

Zur Analyse der intrazelluldren Lokalisation der Fusionsproteine wurden die Hefestdmme
in nicht-fermentierbarem YPE-Medium kultiviert, die Zellen enzymatisch aufgeschlossen
und die hochreine mt Fraktion durch zweimalige Saccharose-Gradientenzentrifugation
isoliert. An der OM iiber elektrostatische oder ionische Wechselwirkungen assoziierte
periphere Proteine wurden durch eine anschlieBende Behandlung mit 1 M NaCl unter
osmotisch stabilisierenden Bedingungen entfernt. Die wahrend der Préparation aus
den Fraktionen entnommenen Aliquots wurden mittels Western-Blot und spezifischen
Antikorpern gegen die Epitop-tags sowie gegen die zytoplasmatische Phosphoglycerat-
kinase (Pgklp), die Porinpore der OM (Porlp) und gegen die in der Matrix lokalisierten
Zitratsynthase (Citlp) immundekoriert (Abb. 3.2).

Die Identitat der mt Fraktionen konnte durch den jeweiligen Nachweis der mt Kontrollpro-
teine Porlp sowie Cit1lp eindeutig belegt werden. Da Pgklp nur in den zytoplasmatischen
Fraktionen detektiert werden konnte, zeigt dies, dass die mt Fraktionen frei von zytoplas-
matischen Kontaminationen sind. Die in der Matrix lokalisierte Zitratsynthase (Cit1p)
wurde bei dem Hefestamm OM45-cMyc (Abb. 3.2 B) zusatzlich in sehr geringen Konzen-
trationen im Zytoplasma nachgewiesen. Dies deutet daraufhin, dass einige Mitochondrien
bei der Praparation aufgebrochen wurden. Die haufig aufgetretenen niedermolekularen
Banden von Citlp lassen einen Proteinabbau vermuten.

Die beiden Fusionsproteine Om14p-HA und Om45p-cMyc weisen eine mit dem Kontroll-
protein Porlp identische Verteilung auf und sind daher eindeutig mt lokalisiert (Abb. 3.2
A und B). Bei Om45p-cMyc fallen die zahlreichen niedermolekularen Banden auf, die

auf eine Proteindegradation bzw. eine Proteininstabilitiat hinweisen.
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Abbildung 3.2: Lokalisationsnachweis der Fusionsproteine

Die Hefestdmme OMI14-HA (A), OM45-cMyc (B) und OM14-HA OM45-cMyc (C) wurden in YPE kultiviert und deren Mitochondrienfraktion
enzymatisch isoliert. Jeweils 20 ug zweifach Gradienten-gereinigter Mitochondrien wurden anschliefend in 1 M NaCl inkubiert. Auf ein 12 %-iges
SDS-PAA-Gel wurden je 20 pg der Zytoplasmafraktion (Z), Mitochondrienfraktion vor (M r) und nach (M Gr) der Gradientenzentrifugation,
Mitochondrienfraktion nach der NaCl-Behandlung (NaCl P) sowie des TCA-gefillten Uberstandes nach der NaCl-Behandlung (NaCl US) aufgetragen.
Der Nachweis der Fusions- sowie der Kontrollproteine erfolgte iber HRP-gekoppelte Immundetektion mit spezifischen Antikoérpern.
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Die Fusionsproteine Om14p-HA und Om45p-cMyc im doppelt getaggten Stamm (Abb. 3.2
C) weisen jeweils das gleiche Detektionsmuster wie in ihren einzeln getaggten Stédmmen

auf und sind demzufolge auch in diesem Hefestamm mt lokalisiert.

Da die Funktion beider OM-Proteine bisher nicht bekannt ist, steht kein Funktionali-
tatsnachweis, der eine Beeintrichtigung durch den jeweiligen Epitop-tag ausschlieflen
konnte, zur Verfligung.

Wachstumsanalysen der generierten Stamme unter fermentativen und nicht-fermentativen
Bedingungen auf Festmedium sowie in Flissigmedium (Abb.B.1 und B.2 im Anhang B)
weisen keine Unterschiede im Vergleich zum Wildtypstamm auf. Es kénnen daher keine
dominant negativen Effekte aufgrund der Epitop-tags nachgewiesen werden.

Um eine Auswirkung des Epitop-tags auf die Proteinfunktion allerdings ausschliefen zu
konnen, miisste ein entsprechender Deletionsstamm, im Gegensatz zum Stamm mit dem
Fusionsprotein, eine Wachstumsbeeintriachtigung aufweisen. Fiir diese Untersuchungen
wurden die beiden Deletionsstdmme Aom14 und Aom45 (vgl. Tabelle 2.9) von Euroscarf
bezogen. Der Doppeldeletionsstamm Aom14 Aom45 wurde ausgehend von Aom14 durch
Integration der KIURA3-Kassette in den ORF von OM45 erzeugt. Der Nachweis des
korrekten Einbaus der Deletionskassette erfolgte mittels diagnostischer PCR (Daten
nicht gezeigt). Das Wachstum der Deletionsstdmme ist in den Abbildungen B.3 und B.4
dargestellt. Alle drei Deletionsmutanten zeigten bei den hier getesteten Bedingungen

keinen vom Wildtypstamm abweichenden Phénotyp.

Ein Einfluss der Epitop-tags HA und cMyc auf die Funktion der Proteine Oml14p
und Om45p kann zum jetzigen Zeitpunkt nicht ausgeschlossen werden. Da jedoch der
korrekte Einbau der Integrationskassetten, die Expression und die mt Lokalisierung der
Fusionsproteine gezeigt werden konnten, wurden die erzeugten Hefestamme OMI14-HA,
OM45-cMyc und OM14-HA OM45-cMyec fir weitere Untersuchungen verwendet.

3.1.2 Membrantopologie von Om45p

Om4bp ist mit einer einzigen, am N-Terminus befindlichen, TMD in der mt OM verankert
[127, 135]. In welches Kompartiment das Protein ragt, ist jedoch nicht sicher belegt
(siehe Einleitung Abschnitt 1.3). Um die Topologie von Om45p zu iiberpriifen, wurde
die Sensitivitat von C-terminal getaggten Om45p-cMyc gegeniiber den Serinproteasen
Trypsin und Proteinase K in Gegenwart und Abwesenheit von Triton X-100 in intakten
Mitochondrien untersucht (Abb. 3.3 und 3.4).

Om45p-cMyc ist nach einer Trypsinbehandlung von frisch enzymatisch isolierten Mito-
chondrien mit der hohen Enzymkonzentration von 200 pg/ml noch nachweisbar, bei
Zugabe des Membran lysierenden Agenz Triton X-100 jedoch nicht (Abb. 3.3). Dies
belegt, dass Om45p-cMyc nicht per se trypsinresistent ist und es kann geschlussfolgert
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Abbildung 3.3: Sensitivitdt von Om45p-cMyc gegeniiber Trypsin

Jeweils 20 ug frisch enzymatisch isolierte mt Proteine des Hefestammes OM14-HA OM45-
c¢Myc wurden mit der angegebenen Trypsinkonzentration in Gegenwart (4) oder Abwesen-
heit (-) von Triton X-100 fiir 15 min auf Eis inkubiert. Die Aktivitat von Trypsin wurde
durch Zugabe der Protease Inhibitoren AEBSF und PI-Mix gestoppt. Das Proteinge-
misch wurde mittels SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennt und durch HRP-gekoppelte
Immundetektion mit spezifischen Antikérpern analysiert. Die Lokalisation (Lokal.) der
Vergleichsproteine ist angegeben: mt dulere Membran (OM), mt Intermembranraum
(IMS), mt Matrix (Ma)

werden, dass die mt OM den C-terminalen Epitop-tag vor einem proteolytischen Abbau
schiitzt. Om45p-cMyc miisste demzufolge in den mt IMS ragen.

Das Fusionsprotein Om14p-HA weist gegeniiber Trypsin ein mit Om45p-cMyc identisches
Verhalten auf, was darauf hinweist, dass der C-Terminus von Om14p-HA ebenfalls im
IMS lokalisiert ist.

Eine Aussage iiber die Membrantopologie eines Proteins durch Analyse der Trypsinsen-
sitivitét ist durch die Uberlagerung mit dem teilweise sehr ineffizienten Trypsinabbau
einiger Proteine erschwert. Die Endopeptidase Trypsin schneidet aminosaurespezifisch
C-terminal nach Arginin und Lysin [167]. Diese Aminosduren sind zwar ubiquitér in
jedem Protein vorhanden, kénnen aber durch Proteinfaltung, Glykosylierungen oder
Disulfidbriicken sehr haufig fiir Trypsin nicht angreifbar sein [168]. Dies ist auch bei den
in Abb. 3.3 gewédhlten Kontrollproteinen Tom22p, Ccplp und Citlp der Fall. Alle drei
Proteine sind nach Lyse der mt Membranen auch bei hohen Trypsinkonzentrationen mit
unveranderten MWs nachweisbar. Eine sichere Aussage hinsichtlich der Membrantopolo-
gie von Om45p kann durch dieses Experiment daher nicht getroffen werden.

Der Einsatz der Sequenz-unspezifisch schneidenden Proteinase K [168] sollte eindeutigere
Ergebnisse liefern (Abb. 3.4).

Zur Definition der geeigneten Proteasekonzentration zur Analyse der Sensitivitdt mt Pro-
teine gegentiber Proteinase K wurde das Verhalten von mt Kontrollproteinen untersucht.

Das Matrixprotein Citlp sowie das IM-Protein Cox2p sind bis zu einer Proteinase K
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Konzentration von 2 ug/ml detektierbar, nach Membransolubilisierung mit Triton X-100
hingegen nicht mehr. Nur mt Proteine, die durch die OM vor einem proteolytischen
Abbau geschiitzt werden, konnen bei dieser Enzymkonzentration nachgewiesen werden.
Eine Ausnahme bildet das losliche Protein des IMS (Ceplp), welches nach Aufbrechen
der OM mit Triton X-100 bei dieser Konzentration noch immer deutlich detektiert

werden konnte. Ccplp ist daher kein geeignetes Kontrollprotein fiir dieses Experiment.
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Abbildung 3.4: Sensitivitat von Om45p-cMyc gegeniiber Proteinase K

Jeweils 25 ug frisch enzymatisch isolierte mt Proteine des Hefestammes OM14-HA OM45-
c¢Myc wurden mit der entsprechenden Konzentration von Proteinase K (Prot. K pg/ml)
in An- (+) oder Abwesenheit (-) von Triton X-100 fir 15min auf Eis inkubiert. Die
Aktivitat der Proteinase K wurde durch Zugabe der Protease Inhibitoren AEBSF und
PI-Mix gestoppt. Das Proteingemisch wurde mittels Western-Blot und HRP-gekoppelter
Immundetektion mit spezifischen Antikérpern analysiert. Die entscheidende Protease-
konzentration von 2 pug/ml ist hervorgehoben und die jeweilige Lokalisation (Lokal.)
der Vergleichsproteine ist angegeben: Zytoplasma (Z), mt duflere Membran (OM), mt
Intermembranraum (IMS), mt innere Membran (IM), mt Matrix (Ma)

Das zytoplasmatische Protein Pgklp zeigt wie erwartet eine sehr hohe Sensitivitat
gegentiber der Proteinase K. Auch ohne die Zugabe von Triton X-100 ist Pgklp bei einer
Enzymkonzentration von 0,5 ug/ml kaum noch detektierbar. Das Rezeptorprotein des
mt TOM-Komplexes (Tom22p), mit einem ins Zytoplasma exponierten N-terminalen
Bereich [169], ist wie erwartet ebenfalls sensitiv gegeniiber Proteinase K (hier ab einer

Proteasekonzentration von 1 pg/ml nicht mehr nachweisbar).

Das OM-Kontrollprotein Porlp ist bei der entscheidenden Proteinase K Konzentration
von 2 ug/ml in Abwesenheit von Triton X-100 nachweisbar, bei Detergenzanwesenheit
jedoch nicht. Die daraus abgeleitete Resistenz von Porlp entspricht der eines (-barrel
Proteins in der mt OM.
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Die Fusionsproteine Om45p-cMyc und Om14p-HA sind ebenfalls gegeniiber Proteinase K

resistent, so dass ihre Epitop-tags im IMS exponiert sein miissen.

Die Ergebnisse der Proteinase K-Behandlung von intakten Mitochondrien bestatigen die
Daten von Riezman et al. (1983) [126], wonach Om45p in den IMS zu ragen scheint
(schematische Darstellung in Abb. 3.5). Zusitzlich bestatigt die Proteinase K-Resistenz
von Om14p-HA die Untersuchungen von Burri et al. (2006) [125], dass der C-terminale
Teil von Om14p im IMS lokalisiert ist.

Zytoplasma

mt OM

IMS

Abbildung 3.5: Schema der Membrantopologie von Om14p und Om45p
Die Fusionsproteine Om14p-HA und Om45p-cMyec sind schematisch (nicht mafistabsgetreu)
mit ihrer Verankerung in der mt OM dargestellt.

3.1.3 Posttranslationale Modifikationen

Das Separationsprofil der Proteine Oml4p und Om45p nach einer SDS-PAGE wies
oftmals hoher molekulare Proteinbanden auf. Bei Om14p-HA ist ein leiterahnliches
Muster mit einer zweiten majoren Proteinbande bei etwa 40kDa besonders aufféllig
(siehe Abb.3.6, Abb.3.8 und Diplomarbeit von Méabert (2011) [134, Abb.4-14 bzw.
4-16]). Diese Beobachtung scheint nicht spezifisch fiir die Anwesenheit des HA-tags zu
sein, denn auch bei den anderen Epitop-tags wie cMyc [132] und TAP [134] trat dieses
Bandenmuster auf. Die Detektion von Om45p-cMyc zeigte haufig neben dem erwarteten
Signal bei ca. 57 kDa eine weitere abundante Bande bei ca. 60 kDa (vgl. Abb. 3.6 und
Abb. 3.8).

Hoéher molekulare Proteinbanden konnen u. a. auf eine unzureichende Reduktion von
intra- und / oder intermolekularen Disulfidbriicken zuriickzufiihren sein. So weisen z. B.
Multimere eines Proteins oder gefaltete Proteine eine andere Laufform im SDS-PAA-Gel
auf, als vollstdndig reduzierte und denaturierte Proteine. Dies konnte als Ursache in
vorherigen Arbeiten durch die Anwendung verschiedener Reduktionsmittel fiir Om14p-

cMyec allerdings schon weitestgehend ausgeschlossen werden [132].
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Diverse posttranslationale Modifikationen, wie z. B. Glykosylierung und Phosphorylie-
rung von Proteinen, fithren ebenfalls zu verdnderten Laufformen in einer SDS-PAGE

und sollten daher in Bezug auf die beiden OM-Proteine untersucht werden.

Phosphorylierungen

Ob die verschiedenen Laufformen von Om14p und Om45p durch Phosphorylierungen
zu erklaren sind, sollte durch den Einsatz der A Protein Phosphatase (A-PP; Kapitel
2.5.7) analysiert werden. Die Entfernung von Phosphatresten eines Proteins durch eine
Phosphatase sollte theoretisch zu einer Verschiebung des MW der Proteinbande im SDS-
PAA-Gel fithren. Um eine bessere Auflésung der Proteinbanden zu erreichen, wurden
fir die Separation langere Trenngele verwendet. Dies wurde durch den Einsatz der
SDS-PAA-Gelkammer SE 600 Ruby (Amersham Biosciences) realisiert.

OM14-HA Stamm OM45-cMyc

- + + A-PP - + +
+ - + | Inhibitoren| + - +
kDa

<« 55 _,m Om45p-cMyc
.a o
. . €« 35 > - S -

-_— e o
« 25 >

Om14p-HA

Porlp | Da» . o5 ., GEDEDE® Porip

Abbildung 3.6: Eindimensionale Phosphorylierungsstudien

Die mt Fraktion der Hefestimme OMI14-HA und OM45-cMyc wurde mechanisch isoliert.
Jeweils 20 ug der mt Proteine wurden mit (4) oder ohne (-) A Protein Phosphatase (A-PP)
und den Phosphataseinhibitoren fiir 30 min bei 30 °C inkubiert und anschlieend sofort
mit Lammlipuffer bei 95 °C reduziert und denaturiert. Nach einer 15 %-igen SDS-PAGE
wurden die Proteine Om14p-HA, Om45p-cMyc und Porlp mittels Western-Blot analysiert.

In Abb. 3.6 sind bei beiden OM-Proteinen keine Unterschiede der Proteinbanden mit oder
ohne A\-PP Behandlung zu erkennen. Auch bei Porlp, von dem eine Phosphorylierung
bekannt ist [170], ist keine Verschiebung der Proteinbande durch einen A-PP Verdau
nachweisbar. Die Aktivitdt der eingesetzten Phosphatase ist bei dieser Untersuchung
daher nicht gesichert feststellbar.

Das MW von Phosphatresten ist sehr gering, so dass eine Abtrennung dieser nur dann
zu einer sichtbaren Verinderung des MW des Proteins fithrt, wenn die Proteinphos-
phorylierung eine Struktur- bzw. Konformationsanderung des Proteins zur Folge hat.

Fiir solch einen Einfluss der putativen Proteinphosphorylierung von Om14p, Om45p
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und Porlp liefert dieses Experiment keinen Hinweis. Eindeutigere Anhaltspunkte, die
fiir eine Proteinphosphorylierung sprechen, ergeben sich eher aus 2D Analysen, da die
Phosphorylierung bzw. Dephosphorylierung von Proteinen zu einer meist sichtbaren

Anderung des isoelektrischen Punktes (pl) fiihrt.

Fir 2D Untersuchungen wurden Mitochondrien des Hefestammes OM14-HA OM45-
cMyc enzymatisch isoliert und mit zweifacher Gradientenzentrifugation gereinigt. Jeweils
150 pg mit Digitonin solubilisierte Mitochondrienfraktionen wurden fiir 30 min mit A\-PP
inkubiert, anschlieBend mit einer IEF - SDS-PAGE (Kapitel 2.5.10) aufgetrennt und mit
HRP-gekoppelten Antikérpern analysiert (Abb. 3.7).
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Abbildung 3.7: Zweidimensionale Phosphorylierungsstudien

Die mt Fraktion des Hefestammes OMI14-HA OM45-cMyc wurde enzymatisch isoliert
und durch zweifache Saccharose-Gradientenzentrifugation gereinigt. 600 ug mt Proteine
wurden mit 4% (w/v) Digitonin (Verhéltnis Detergenz-/Proteinmenge 4:1) versetzt und
mit der Methanol-Chloroform-Methode gefallt. Anschliefend wurden drei Ansétze mit
jeweils 150 pug mt Proteinen mit (4) oder ohne (-) A Protein Phosphatase (A-PP) bzw.
Phosphataseinhibitoren fiir 30 min bei 30 °C inkubiert. Nach einer weiteren Methanol-
Chloroform-Féllung der Proteine erfolgte eine isoelektrische Fokussierung (IEF) mit
13 em langen Immobiline Dry Strip Gelen (pH 3-10, nicht linear). Eine anschlieende
Auftrennung nach dem Molekulargewicht der Proteine erfolgte mittels 15 %-iger SDS-
PAGE. Durch HRP-gekoppelte Immundetektion wurden die Proteine Porlp, Om14p-HA
und Om45p-cMyc mit spezifischen Antikérpern nachgewiesen.
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Porlp hat ein theoretisches MW von 30,4 kDa und einen pl von 7,7 '. Nach der 2D
IEF - SDS-PAGE erschien Porlp in mehreren Proteinformen mit gleichem MW aber
unterschiedlichem pl (6-8,5; Abb. 3.7 *). Die \-PP war bei diesem Experiment aktiv,
denn es konnte ein verdndertes Proteinmuster der Positivkontrolle Porlp bei Einsatz
des Enzyms im Vergleich zu den Ansétzen ohne Enzym bzw. bei Enzyminhibierung
nachgewiesen werden. Nach der Inkubation mit \-PP (in Abwesenheit der Phosphatase-
inhibitoren) wurde die basische Form (*1) von Porlp nicht mehr nachgewiesen und
die Signalintensitit der mittleren Formen (*2) nahm zu. Daraus kann geschlussfolgert
werden, dass es sich bei dem Protein-Spot *1 um das phosphorylierte Porlp und bei *2
um dephosphorylierte Porine handeln konnte. Theoretisch fithrt die Dephosphorylierung
eines Proteins zu einer pI-Verschiebung in den basischen Bereich, was in diesem Fall
genau invers ware. Wahrend der IEF bzw. deren Probenvorbereitung werden die Proteine
jedoch nicht vollstédndig denaturiert, so dass eine Dephosphorylierung auch zu einer
Konformationsédnderung fithren kann. Dadurch wére es moglich, dass andere Aminoséuren,
die dem Protein einen niedrigeren pl verleihen, nach auflen exponiert werden. Die Spots
mit einem pl von ca. 6-6,3 (*3) wurden in Gegenwart der A-PP detektiert, allerdings mit
und ohne Anwesenheit von Phosphataseinhibitoren, so dass tiber diese Porlp-Formen

keine Aussagen getroffen werden konnen.

Oml14p-HA (MW: 17,9kDa, pI: 6,57 ') wurde in drei verschiedenen Formen mit gleichem
MW aber unterschiedlichen pI-Werten von etwa 5,9; 6,4 und 6,8 detektiert (Abb. 3.7 *¥).
Unter Einwirkung der A-PP im Vergleich zu den anderen beiden Ansétzen, ohne \-PP
bzw. in Gegenwart der Phosphataseinhibitoren, nimmt die Intensitét des Protein-Spots
**1 ab und die von **2 zu. Da Form **1 einen saureren pl als Form **2 hat, sind dies
zwei Hinweise dafiir, dass Spot **1 eine phosphorylierte und **2 eine dephosphorylierte
Form von Om1l4p-HA darstellen konnte. Spot **3 erscheint bei Einsatz der A\-PP etwas
verstarkt und ist demzufolge moglicherweise ebenso eine nicht phosphorylierte Form von
Oml4p-HA.

Das Fusionsprotein Om45p-cMyc (MW: 55,25kDa, pl: 4,92 ') konnte bei diesen Unter-
suchungen nur durch einen Spot mit einem pl von ca. 5,2 nachgewiesen werden (***1).
Die Intensitéit dieses Proteinsignals wird durch Inkubation mit A-PP schwécher, so dass
diese Proteinform phosphoryliert sein konnte. Es fehlt allerdings ein Spot, der die de-
phosphorylierte Proteinform darstellen wiirde. Dies konnte durch eine Proteininstabilitét
erklart werden. Niedermolekulare Banden von Om45p-cMyec, die diese Vermutung unter-
stiitzen wiirden, wurden jedoch nicht nachgewiesen. Eine dephosphorylierte Form von
Om45p-cMyc konnte aber auch einen pl <4 aufweisen, so dass sie durch die angewandte

Methode nicht mehr nachweisbar wére.

! Die Berechnungen wurden mit dem tool Compute pl/Mw von ExPASy durchgefiihrt [171].
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Glykosylierungen

Glykosylierte Proteine erscheinen in einer SDS-PAGE, je nach Anzahl der Zuckerreste,
oftmals in mehreren Proteinbanden [172]. Das Leitermuster von Oml4p-HA konnte
daher durch glykosylierte Proteinformen hervorgerufen werden.

Fir die Glykosylierungsstudien von Om14p und Om45p wurden mechanisch isolierte mt
Proteine mittels SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennt. Der Nachweis von glykosylier-
ten Proteinen erfolgte im SDS-PAA-Gel mit dem Pro-Q® Emerald 488 Glycoprotein Gel
and Blot Stain Kit von Invitrogen (Abb. 3.8). Zur besseren Identifizierung der Proteine
wurden ebenfalls in diesem Gel aufgetrennte Proben parallel mit colloidalem Coomassie®
gefarbt bzw. die Proteine Om14p-HA, Om45p-cMyc und Porlp mit HRP-gekoppelter

Immundetektion nachgewiesen.
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Abbildung 3.8: Eindimensionale Glykosylierungsstudien

Jeweils 20 pug mechanisch isolierte mt Proteine der Hefestdémme OMI14-HA und OM45-
cMyc wurden mit einer 15 %-igen SDS-PAGE (fiir eine grofiere Auftrennung in einer SE
600 Ruby Kammer) elektrophoretisch aufgetrennt. Ein Teil des Gels wurde mit colloida-
lem Coomassie® gefirbt, mit dem zweiten Teil des Gels wurde eine Glykoproteinfirbung
durchgefiihrt und der dritte Teil wurde mittels Western-Blot und spezifischen Antikor-
pern gegen den HA-) bzw. cMyc-tag und Porlp analysiert. Als Groflenstandard wurden
PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder (M1, kursiv dargestellte Groflenangaben)
und CandyCane™ Glycoprotein Molecular Weight Standard (M2, normales Schriftbild
mit fett dargestellten Groenangaben fiir Glykoproteine) verwendet.

Der verwendete CandyCane™ Glycoprotein Molecular Weight Standard (M2) enthélt
sowohl glykosylierte (18, 42, 82 und 180kDa) als auch nicht-glykosylierte (14, 29, 66
und 97kDa) Proteine. Die Farbung der glykosylierten im Gegensatz zu den nicht-
glykosylierten Proteinen macht deutlich, dass die Glykoproteinfarbung im Gel per se
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funktioniert hat (Abb. 3.8 Glykoproteinfarbung M2).

Porin wurde mit einem authentischen Antikérper in beiden Hefestdmmen mit ca. 30 kDa
nachgewiesen (Abb. 3.8 ***). Die Farbung von glykosylierten Proteinen zeigt in diesem
Gelbereich, wenn auch recht schwach, zwei deutliche Proteinbanden, die wahrscheinlich

auf Porin zuruckzufiithren sind.

Oml14p-HA wurde im Stamm OMI14-HA mit einem apparenten MW von ca. 18 kDa
detektiert (Abb. 3.8 *). Bei dem Blot féllt erneut die zweite majore Bande mit ca. 40 kDa
sowie das schon erwéhnte Leitermuster auf. Im Hefestamm OM45-cMyc liegt Om14p
in seiner authentischen Form mit 14 kDa vor und kann nicht detektiert werden. Im
Coomassie® gefirbten Gel sind die eigentlich abundanten Oml4p-Banden [125-127],
wahrscheinlich aufgrund der schwachen Farbung im niedermolekularen Bereich, nicht von
den anderen Proteinen zu unterscheiden. Die Glykoproteinfarbung zeigt im Bereich von
14 - 18 kDa keine deutlichen Signale, was auch auf die geringen Proteinkonzentrationen

zuruckzufithren sein kann.

Om45p (45kDa) hat in seiner getaggten Form ein MW von ca. 57 kDa. Dieser Unterschied
ist im Coomassie® gefirbten Gel aufgrund der Proteinabundanz sichtbar (Abb. 3.8 **).
Die Immundetektion von Om45p-cMyc zeigt das schon bekannte Separationsprofil.

Das Glykoprotein gefirbte Gel zeigt mehrere Signale in einem Molekularbereich, die
sowohl den Om45p-cMyc-Laufformen (**) als auch denen von Om14p-HA (*) entsprechen
konnten. Allerdings sind keine Unterschiede zwischen beiden Hefestammen zu erkennen,
so dass die Signale keinem Protein eindeutig zugeordnet werden kénnen. Diese Signale
konnen auch von ganz anderen Proteinen stammen, da bei der Untersuchung mechanisch
isolierte Mitochondrien eingesetzt wurden. Diese erhohen den Gehalt von glykosylierten
Proteinen extrem, da die Proben sehr wahrscheinlich stark mit zytoplasmatischen und

ER-Proteinen kontaminiert sind.

Konkrete Aussagen iiber die Glykosylierung von Om14p und / oder Om45p lassen sich
mit dieser Methode nicht treffen. Fiir eine genauere Proteinzuordnung sollte die Analyse
mit hoch reinen Mitochondrien und anschliefender 2D IEF - SDS-PAGE wiederholt

werden.

Fiir die zweidimensionale Auftrennung wurden Mitochondrien aus dem Hefestamm
OM14-HA OM45-cMyc enzymatisch isoliert und mit zweifacher Gradientenzentrifuga-
tion von zytoplasmatischen und ER-Kontaminationen gereinigt. 200 ug der mt Fraktion
wurden mit Digitonin solubilisiert und einer 2D IEF - SDS-PAGE (Kapitel 2.5.10)
unterzogen (Abb. 3.9).
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Abbildung 3.9: Zweidimensionale Glykosylierungsstudien

Die Mitochondrien des Hefestammes OM14-HA OM45-cMyc wurden enzymatisch isoliert
und mit zweifacher Saccharose-Gradientenzentrifugation gereinigt. 200 pug der mt Fraktion
wurden mit 4% (w/v) Digitonin (Verhiltnis Detergenz- /Proteinmenge 4 : 1) solubilisiert.
Losliche Proteine wurden anschlieBend mit der Methanol-Chloroform-Methode gefillt.
Nach einer isoelektrischen Fokussierung (IEF) in einem 13 ¢cm langem Immobiline DryStrip
Gel (pH 3-10, nicht linear) erfolgte eine zweite Auftrennung der Proteine nach dem
Molekulargewicht mittels 15 %-iger SDS-PAGE. Als Groflenstandards wurden PageRuler™
Plus Prestained Protein Ladder (M1) und CandyCane™ Glycoprotein Molecular Weight
Standard (M2, Groflenangaben der Glykoproteine fett dargestellt) verwendet. Das Gel
wurde mit einer Glykoproteinfarbung (A) analysiert und anschliefend mit colloidalem
Coomassie® (B) gefirbt.

Die Farbung glykosylierter Proteine hat anhand des Glykosylierungsmarkers (M2) nicht
ganz erwartungsgemaf funktioniert (Abb.3.9 A). Zwei der drei glykosylierten Marker-
proteine wurden nur schwach angefiarbt und die 18 kDa-Bande (Avidin) ist gar nicht zu
erkennen. Ein Blick auf das anschlieBend Coomassie® gefirbte Gel (Abb. 3.9 B) zeigt
jedoch, dass Avidin auch nur sehr schwach im Marker M2 vorhanden war. Bei der
Markerfarbung (M2) wird auch deutlich, dass eine relativ hohe Hintergrundfarbung von
nicht glykosylierten Proteinen erfolgt ist.

Trotz der eingeschrankten Aussagefahigkeit dieser Glykoproteinfarbung fielen dennoch

zwei deutlich gefédrbte Protein-Spots beim Betrachten der 2D aufgetrennten mt Pro-
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teine auf (Abb.3.9 A, 1 u. 2). Da es sich bei beiden Spots um Proteine mit hohen
Konzentrationen handelt (Vgl. mit Coomassie® gefirbtem Gel, Abb. 3.9 B), ist die Glyko-
proteinfarbung scheinbar irrefithrend. Ebenfalls abundante Proteine wie z. B. die mit **
gekennzeichneten Spots oder die im Bereich von pl: 6-7 und MW: 42-82kDa liegenden
Proteine zeigen allerdings wesentlich schwéchere Signale nach der Glykoproteinfarbung.
Die Glykosylierungssignale der Spots 1 und 2 kénnen demzufolge nicht mit hohen Pro-
teinkonzentrationen erklart werden, sondern scheinen tatsédchlich durch eine Farbung
von Zuckerresten bedingt zu sein.

Eine massenspektrometrische Identifizierung der Proteine 1 und 2 (durchgefithrt von
der Arbeitsgruppe von Prof. Hoflack; Biotechnology Center der Technischen Universitéit
Dresden) zeigte, dass es sich bei Spot 1 um Porlp und bei Spot 2 um das ER-Protein
Pdilp handelt (MALDI-TOF/TOF Daten siche Tabelle C.1 im Anhang C). Der Hinweis
einer Poringlykosylierung in der Béckerhefe aus den 1D Untersuchungen (Abb. 3.8) wird
durch diese 2D Studie demzufolge bestétigt.

Aufgrund der, durch die vorangegangenen 2D Phosphorylierungsstudien, bekannten
theoretischen MWs, den pls sowie der Separationsprofile der zu charakterisierenden
Proteine (vgl. Abb. 3.7) kann geschlussfolgert werden, wo die Fusionsproteine Om14p-HA
und Om45p-cMyc nach der 2D Auftrennung ungefihr zu detektieren sind.

Om14p-3HA hat ein theoretisches MW von 17,9kDa und einen pl von 6,57 !. Das MW
von Om45p-9cMyc betriagt 55,25kDa und der theoretische pl liegt bei 4,92 . Da es sich
bei beiden Proteinen um abundante OM-Proteine handelt, sollten sie im Coomassie®
gefarbten Gel sichtbar sein (Abb. 3.9 B). Om14p-HA konnte dem mit * und Om45p-cMyc
den mit ** markierten Spots entsprechen. Die Abundanz der potentiellen Om45p-cMyc
Spots im Coomassie® gefirbten Gel entspricht der von Porlp (Spot 1). Jedoch weisen
diese Spots im Glykoprotein gefidrbten Gel deutlich schwéchere Signalstirken im Ver-
gleich zu Porlp auf, so dass angenommen werden kann, dass es sich im Gelbereich von
Om45p-cMyc um eine Hintergrundfiarbung handelt. Im Auftrennungsbereich von Om14p-
HA ist kein Signal von glykosylierten Proteinen zu erkennen, so dass eine Glykosylierung

von Oml14p eher ausgeschlossen werden kann.

Mit der 2D IEF - SDS-PAGE konnten erste Hinweise fiir eine Phosphorylierung von
beiden OM-Proteinen erlangt werden, eine Glykosylierung unter den gegebenen Versuchs-

bedingungen wird aufgrund der durchgefithrten Glykoproteinfarbung eher ausgeschlossen.

! Die Berechnungen wurden mit dem tool Compute pl/Mw von ExPASy durchgefiihrt [171].
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3.1.4 Molekulare Organisation von Oml14p & Om45p

Durch eine native Proteinauftrennung kénnen Aussagen iiber die molekulare Organisation
von Protein-Protein-Interaktionen getroffen werden. Fiir diesen Zweck wurden zweifach
Gradienten-gereinigte mt Proteine eines Hefestammes, der die getaggten Versionen der
Proteine Om14p und Om45p co-exprimiert, mit einer 2D BN - SDS-PAGE aufgetrennt
(Abb. 3.10).
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Abbildung 3.10: Molekulare Organisation von Om14p und Om45p

200 pg enzymatisch isolierte, Gradienten-gereinigte und mit 4 % (w/v) Digitonin (Verhéalt-
nis Detergenz- /Proteinmenge 4 : 1) behandelte mt Proteine des Stammes OM14-HA OM45-
c¢Myc wurden mittels BN-PAGE in einem 3- 13 %-igen Gradientengel und anschlieend
durch eine 12 %-ige SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennt. Nach dem Proteintransfer
auf eine PVDF-Membran erfolgte eine Immundetektion mit spezifischen Antikérpern gegen
die Epitop-tags HA und cMyc sowie gegen die Proteine Porlp und Cox2p. IVy: Dimer
des mt Atmungsketten-KomplexesIV; III5IVy /2: Suprakomplexe der mt Atmungskette

Die detektierten Signale von Cox2p, einer UE von COX, liegen im erwarteten Bereich
der mt Atmungsketten-Suprakomplexe 1111V, /o (750 und 1000 kDa) und des Dimers von
COX (440kDa) [173]. Dies bestatigt zum einen die erfolgreiche Lyse und zum anderen

die effiziente native 2D Auftrennung der Membranproteine.

Der Nachweis von Porin mit einem spezifischen Antikorper lie8 fiinf deutliche Porlp-
Signale erscheinen. Sie weisen MWs von ungefdhr 145 [1], 300 [2], 420 [3], 550 [4]
und 700 kDa [5] auf (Zuordnung siche Abb. 3.10). Diese Signale deuten auf heterogene
Assemblierungsformen von Porin in unterschiedlichen Komplexen hin. Ahnliche Nachweise

der Porinformen eins bis drei wurden auch von Claypool (2009) [174] und Krimmer et

al. (2001) [175] mit 6-12/16 %-igen BN-PAGESs erbracht.
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Die Detektion von Om14p-HA und Om45p-cMyc erfolgte mit spezifischen Antikérpern
gegen den jeweiligen Epitop-tag. Das Separationsprofil von Om14p-HA weist punktu-
elle Akkumulationen im Bereich von 40 bis 700 kDa auf und dhnelt dem von Porlp
interessanterweise sehr stark (vgl. gestrichelte Linien zur Zuordnung in Abb. 3.10). Fiir
Om45p-cMyc wurden starke Signale im Bereich von 70 bis 500 kDa und schwéachere im
Bereich von 700 kDa nachgewiesen. Dies deckt ebenfalls den Signalbereich von Porlp
und Om14p ab. Om14p und Om45p scheinen beide Bestandteile von hohermolekularen

Proteinkomplexen zu sein.

Aufgrund der iiberlappenden Proteinsignale von Porlp, Om14p und Om45p kann vermu-
tet werden, dass zumindest ein Teil der drei mt OM-Proteine in gemeinsamen Komplexen
organisiert vorliegt. Aus diesem Grund stehen Analysen hinsichtlich Proteininteraktionen

zwischen Porlp, Om14p und / oder Om45p im zweiten Teil dieser Arbeit im Vordergrund.
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3.2 Interaktionsstudien von Oml4p & Om45p

Die mt OM-Proteine Om14p, Om45p und Porlp weisen dhnlich hohe steady state level auf
[125-127]. Die Analyse der molekularen Organisation der OM-Proteine (vgl. Abschnitt
3.1.4) zeigte zudem, dass zumindest eine Subpopulation der Proteine vermutlich in
gemeinsamen Proteinkomplexen assoziiert vorliegt. Der Vermutung, dass Om14p und
Om45p mit der Porinpore der mt OM interagieren, sollte in weiteren Untersuchungen

nachgegangen werden.

3.2.1 Protein-Interaktionsstudien mittels TAP & Co-IP

Eine ex vivo Methode zum Nachweis von Proteininteraktionen ist z. B. die Tandem-
Affinitats-Reinigung (TAP). Durch ihre zwei aufeinander folgenden Reinigungsschritte
ist diese Methode sehr spezifisch. Katrin Mabert etablierte in ihrer Diplomarbeit unter
meiner Anleitung die TAP fiir das OM-Protein Om14p [134].

Bei der TAP verwendete Frau Mébert mechanisch isolierte Mitochondrien des Hefestam-
mes OM14-TAP, der Om14p mit einem TAP-Epitop-tag exprimiert. Als Negativkontrolle
wurden mt Proteine des Wildtypstammes in einem parallelen Ansatz mitgefiihrt. Beide
mt Lysate wurden den zwei spezifischen, aufeinander folgenden Schritten der TAP-
Methode unterzogen (Kapitel 2.5.8). Proben der initialen mt Lysate und der finalen
Eluate wurden mittels Western-Blot analysiert (Abb.3.11 A).

Die HRP-gekoppelte immunologische Detektion mit Antikérpern gegen die Calmodulin-
Bindedoméne (CBD) des TAP-Epitop-tags fithrte bei der Lysatprobe des TAP-markierten
Stammes, im Gegensatz zur Probe des Wildtypstammes, zu einem Signal mit dem er-
warteten MW von ca. 34 kDa, welches dem Fusionsprotein Om14p-TAP entspricht. Die
Verlagerung des Signals zu einem niedrigeren MW (ca. 19kDa) im finalen Eluat ist
durch die erfolgreiche Spaltung des TAP-Epitop-tags durch die AcTEV™ -Protease zu
erklaren und deutet damit zugleich auf die Effizienz der angewandten Methode hin.
Die mit diesem Antikorper zusétzlich nachweisbaren Signale bei etwa 50 kDa sind in
den Fraktionen beider Eluate sichtbar. Dieses Signal kommt durch den verwendeten
sekundéaren Antikorper zustande, der an die co-eluierten schweren Ketten der IgGs der
ersten Affinitdtsmatrix binden kann.

Porlp wurde mit Om14p-TAP co-prézipitiert und im finalen Eluat des TAP-markierten
Hefestammes nachgewiesen. Dies weist deutlich auf eine physikalische Interaktion zwi-
schen den Proteinen Porlp und Om14p hin.

Die Spezifitiat des durchgefithrten Experiments wird durch die nicht nachweisbaren
hydrophoben Membranproteine der OM (Tom22p) und IM (Cox2p) in beiden Eluaten
sichergestellt.
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Abbildung 3.11: Protein-Interaktionsstudien

Interaktionen von Om14p, Om45p und Porlp wurden mittels TAP (A) und Co-IP (B)
analysiert. Fiir die TAP wurden jeweils 500 ug Proteine aus mechanisch isolierten Mito-
chondrien des OMI14-TAP Stammes bzw. des Wildtyps (WT) mit 1% (w/v) Digitonin
(4:1) lysiert und den zwei aufeinander folgenden TAP-Affinitdtsschritten unterzogen. Fiir
die Co-IP Experimente wurden 500 pg enzymatisch isolierte und Gradienten-gereinigte
Mitochondrien des Stammes OM14-HA OM45-cMyc mit 0,625 % (w/v) Laurylmaltosid
(2,5:1) lysiert. Die mt Proteine wurden mit den immobilisierten Antikérpern gegen Porlp,
HA- oder cMyc-tag inkubiert. Proteine der Eluate (E) und ein Aliquot der entsprechenden
Lysate (L) wurden mit einer 12 %-igen SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennt und
auf eine PVDF-Membran transferiert. Die anschlieBende Immundetektion wurde mit den
entsprechenden Antikérpern durchgefithrt. Abbildungsteil A stammt aus der Diplomarbeit
von Frau Mébert (2011) [134, Abb. 4-10] und wurde modifiziert.

Ein weiterer unabhangiger Beweis fiir eine Interaktion zwischen Om14p und Porlp
stammt von Co-Immunoprézipitations- (Co-IP) Experimenten. Diese sind ebenso ex
vivo Experimente zum Nachweis von Proteininteraktionen. Die Co-IP ist allerdings
aufgrund ihres einmaligen Reinigungsschrittes etwas unspezifischer als die TAP-Methode.
Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurden die Versuchsbedingungen fiir mt OM-Proteine
optimiert (siche Kapitel 2.5.8).

Fir die Co-IP wurden enzymatisch isolierte und Gradienten-gereinigte Mitochondrien
des Hefestammes, der OM14-HA und OM45-cMyc co-exprimiert, mit 0,625 % (w/v)
Laurylmaltosid solubilisiert. Die mt Proteine wurden mit immobilisierten Antikérpern,

die entweder gegen Porlp, HA- oder den cMyc-Epitop-tag gerichtet waren, inkubiert
(Abb.3.11 B).

Die jeweilige Bindung der drei Proteine an ihre spezifischen Antikérper konnte durch die

entsprechende immunologische Detektion bestatigt werden.

Neben Porlp enthielt das Eluat der Porlp-Antikérper-Matrix auch die Proteine Om14p-
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HA und Om45p-cMyec. In den entsprechenden Experimenten mit immobilisierten Anti-
korpern gegen den HA- oder cMyc-Epitop-tag, die Om14p bzw. Om4bp prazipitieren,
wurden ebenfalls alle drei Proteine co-eluiert. Dies bestétigt die Existenz von einem oder

mehreren heteromeren Proteinkomplexen.

Die hydrophoben Proteine der IM (Cox1lp und Cox2p) und der OM (Tom22p und
Tom40p) sowie das losliche Matrixprotein Acolp konnten in den einzelnen Eluaten
mit den entsprechenden spezifischen Antikérpern nicht nachgewiesen werden, wobei die
Detektion von Tom22p und Tom40p nur bei dem Ansatz mit immobilisierten Porlp-
Antikorpern durchgefiihrt wurde. Dies bezeugt die Spezifitat der durchgefithrten Co-IPs,
denn Proteinkontaminationen durch unzureichende Solubilisierungen der mt Membranen

konnen weitestgehend ausgeschlossen werden.

Durch drei unabhéngige Experimente (2D BN - SDS-PAGE, TAP und Co-IP) kann
geschlussfolgert werden, dass die Proteine Om14p, Om45p und Porlp miteinander in-
teragieren und einen OM-Komplex bilden. Dieser erstmals identifizierte OM-Komplex

sollte durch weitere Untersuchungen néher charakterisiert werden.

Fir die folgenden Analysen des OM-Komplexes wurden die Deletionsstdmme Aom14
OM45-cMyc, Aom45 OM14-HA, Aporl OM14-HA sowie Aporl OM45-cMyc (siehe
Tabelle 2.9) generiert. Dazu wurden die ORFs von OM14 bzw. OM45 der von Euro-
scarf bezogenen Einzelmutanten mit den kodierenden Sequenzen der HA- bzw. cMyc-
Epitop-tags in frame analog zu OM14-HA (siehe Kapitel 3.1.1) fusioniert. Die korrekte
Integration der tag-Kassetten ins jeweilige Hefegenom sowie die Proteinexpression wurde

mit diagnostischer PCR bzw. Western-Blot dokumentiert (Daten nicht gezeigt).

Ein Vergleich des Hefewachstums mit dem Wildtypstamm bei fermentativen und nicht-
fermentativen Bedingungen ist in den Abb. B.5 und B.6 im Anhang B dargestellt. Aus
diesen kann entnommen werden, dass die Stamme Aom14 OM45-cMyc und Aom45
OM14-HA sich stets wie der Wildtypstamm bzw. die Einzelmutanten Aom14 und Aom45
verhalten.

Die beiden Stamme, in denen PORI deletiert wurde (Aporl OM14-HA sowie Aporl
OM45-cMyc), wachsen in fermentierbaren Medien im Vergleich zum Wildtypstamm
langsamer, erreichen jedoch spéter die gleiche Biomasse. In nicht-fermentierbaren Medien
wachsen diese Stdmme ebenfalls langsamer, erlangen aber im analysierten Zeitraum
die Biomasse des Wildtypstammes nicht. Diese Beobachtungen treten ebenfalls bei der
Einzelmutante Aporl auf (Vgl. B.3 und B.4) und wurden fir die nicht-fermentierbaren
C-Quellen Glycerin und Laktat auch mehrfach beschrieben [120, 176-178]. Das verzogerte
Wachstum der Stamme Aporl OMI14-HA und Aporl OM45-cMyec liegt daher hochst
wahrscheinlich nicht am Epitop-tag.



3.2 Interaktionsstudien 79

3.2.2 Abhangigkeit der Proteinstabilitat von Komplexpartnern

Die erfolgreiche Komplexassemblierung von Proteinuntereinheiten ist oft eine Vorausset-
zung fiir deren Stabilitat. Nicht assemblierte UEs werden hingegen oftmals abgebaut.
Untersuchungen des mt Prohibitinkomplexes [179] und des mt Atmungskettenkom-
plex IIT [180] dokumentieren z.B. die Abhéngigkeit von einzelnen Komplexpartnern
untereinander. Der Verlust einer strukturellen Komplex-UE kann die gesamte Kom-
plexassemblierung storen und zu reduzierten steady state Konzentrationen von nicht
assemblierten UEs fihren. Aussagen uber die steady state Konzentration der drei mt
OM-Proteine in Abwesenheit von Komplex-UEs sollten Hinweise auf die Assemblierungs-

form des OM-Komplexes liefern.

Fir die Analyse der steady state Konzentrationen wurden jeweils 10 ug mechanisch iso-
lierte mt Proteine der entsprechenden Deletionsstamme mittels SDS-PAGE aufgetrennt,
auf eine PVDF-Membran transferiert und einer semiquantitativen Analyse (Kapitel
2.5.13) mittels Immundetektion mit Cy5™ -gekoppelten sekundéiren Antikérpern un-
terzogen. Die Fluoreszenzsignale wurden mit der Signalintensitit des entsprechenden
Signals von Cox2p, welches als unabhéangige Kontrolle fungierte, normiert und die Werte
mit dem Wildtypsignal (100 %) in Relation gesetzt (Abb.3.12).
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Abbildung 3.12: Steady state Proteinkonzentrationen der OM-Proteine in
Deletionsstammen

Jeweils 10 pg mechanisch isolierte mt Proteine der Deletionsstdimme Aom14 OM45-
cMyc, Aom45 OM14-HA, Aporl OM14-HA (Aporl-1), Aporl OM45-cMyc (Aporl-2),
Aoml14 Aom45 und des Stammes OM14-HA OM45-cMyc (Kontrolle) wurden in einem
15 %-igen SDS-PAA-Gel elektrophoretisch aufgetrennt. Die Analyse des Western-Blots
erfolgte mit spezifischen priméren und Cy5™ -konjugierten sekundédren Antikérpern. Die
Fluoreszenzsignale wurden mit der Software Image Quant 5.2 quantifiziert. Die Werte
wurden mit der Intensitdt des entsprechenden Cox2p Signals normiert und mit dem
Kontrollwert (100 %) korreliert. * Fluoreszenzsignal mit signifikantem Unterschied zur
Kontrolle (p < 0,01; n > 3)
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Die steady state Konzentration von Om14p ist bei Abwesenheit von Porlp signifikant,
auf etwa 60 %, reduziert. Im Gegensatz dazu, hat das Fehlen von Om45p keinen Effekt
auf die Abundanz von Om14p. Im inversen Szenario jedoch, d.h. wenn Om14p nicht
vorhanden ist, verringert sich die steady state Konzentration von Om45p signifikant um
ca. 40 %. Eine Deletion von PORI1 hat hingegen keinen Einfluss auf Om45p. Zudem
fallt auf, dass die Konzentration von Porlp weder durch eine Einzel- noch durch eine
Doppeldeletion von OM14 und OM45 beeinflusst wird.

Om45p scheint demzufolge nur eine akzessorische Rolle zuzukommen, da dessen Ab-
wesenheit keinen Einfluss auf die anderen Komplex-UEs hat. Demgegentiber wird ein
Ausfall von Porlp und Om14p weniger toleriert, wobei offenbar Om45p von Om14p
und Om14p von Porlp abhéngig sind. Porlp ist unabhéngig von beiden OM-Proteinen
stabil nachweisbar und scheint deswegen die Rolle der zentralen Komplexkomponente

einzunehmen.

Die vermuteten Abhéngigkeiten der einzelnen Komplex-UEs miissten sich auch auf die
molekulare Organisation der Protein-Protein-Interaktionen auswirken. Mittels 2D BN -

SDS-PAGE von Deletionsmutanten sollten diese im néchsten Schritt analysiert werden.

3.2.3 Molekulare Organisation der OM-Proteine bei fehlenden

Komplexuntereinheiten

Durch die vorangegangenen Analysen wird davon ausgegangen, dass zumindest ein
Teil der drei OM-Proteine Om14p, Om45p und Porlp in einem gemeinsamen Kom-
plex organisiert vorliegt. Ein weiterer Beleg dafiir ware der Nachweis einer Storung
der Komplexassemblierung, wenn eine UE fehlt. Zur Untersuchung der molekularen
Organisation der OM-Proteine bei Abwesenheit einzelner Interaktionspartner wurden 2D
BN - SDS-PAGEs mit enzymatisch isolierten und Gradienten-gereinigten Mitochondrien
von Deletionsstédmmen durchgefithrt (Abb. 3.13).

In den oberen Spuren der drei Teilabbildungen sind jeweils die Separationsprofile der drei
OM-Proteine im Kontrollstamm mit den beiden getaggten Om14p und Om45p-Varianten
(OM14-HA OM45-cMyc) dargestellt (vgl. auch Abb.3.10). Diese Separationsprofile
dndern sich bei Abwesenheit von Om45p wie erwartet kaum (Abb.3.13 A und C), was
vielmehr auf eine Nebenfunktion als auf eine zentrale Rolle innerhalb des Komplexes

von Om45p hinweist.

Im Gegensatz dazu fiihrt eine Deletion von POR1 zu einer deutlichen Verschiebung der
Signale von Om14p und Om45p zu MWs unterhalb von 150 kDa (Abb.3.13 A und B,

untere Spur). Dies weist darauf hin, dass die hoch molekularen Komplexe (markiert mit
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Abbildung 3.13: Molekulare Organisation der OM-Proteine in Deletionsstdm-
men

200 pg enzymatisch isolierte und Gradienten-gereinigte Mitochondrien der Dele-
tionsstimme Aom45 OM14-HA, Aporl OM14-HA (Aporl-1), Aoml4 OM45-cMyc,
Aporl OM45-cMyc (Aporl-2), Aom14 Aom45 und des Kontrollstammes OM14-HA OM45-
cMyc wurden mit 4% (w/v) Digitonin (4:1) lysiert. Proteinkomplexe mit hohem Mo-
lekulargewicht wurden mittels BN-PAGE in einem 3- 13 %-igem Gradientengel elektro-
phoretisch separiert. Die Untereinheiten der Proteinkomplexe (Om14p in (A), Om45p
in (B) und Porlp in (C)) wurden durch eine zweite Dimension mit denaturierenden
Bedingungen (12 %-ige SDS-PAGE) und anschliefendem Western-Blot visualisiert.



82 Kapitel 3 Ergebnisse

[2 - 5] in Abb. 3.10) entweder nicht mehr gebildet oder abgebaut wurden.

Om14p wird bei Fehlen von Porin mit vier Signalen nachgewiesen, die MWs kleiner als
75 kDa aufweisen (Abb. 3.13 A). Diese konnten durch Bildung von Homomultimeren von
Om14p und / oder durch Interaktionen mit Om45p erklart werden.

Om4b5p wurde in Abwesenheit von Porlp in zwei deutlichen Proteinformen mit ca. 60
und 120 kDa detektiert (Abb. 3.13 B). Diese Signale konnten als die mono- und dimere
Form von Om45p gedeutet werden. Heteromere aus Om14p und Om45p in Abwesenheit
von Porlp konnen vermutlich ausgeschlossen werden, weil Om14p im Bereich des héher

molekularen Protein-Spots mit etwa 120 kDa von Om45p nicht mehr nachweisbar ist.

Eine Deletion von OM14 zeigt interessanterweise auch einen Einfluss auf die Komplex-
integritit, da die hoch molekularen (>200kDa) Komplexe von Om45p in Abwesenheit
von Om14p nur sehr schwach detektiert werden konnten (Abb. 3.13 B, mittlere Spur).
Die Bildung der Porinkomplexe wird durch eine Deletion von OM14 allerdings nicht
beeintréachtigt (Abb. 3.13 C). Ebenso zeigt eine Doppeldeletion von OM14 und OM45
keinen Effekt auf das Separationsprofil von Porlp.

Diese Ergebnisse verdeutlichen erneut, dass Porlp als zentrales Gertst fir den OM-

Komplex fungiert. Om14p scheint die Bindung von Om45p an Porlp zu vermitteln.

3.2.4 Protein-Interaktionsstudien von Deletionsmutanten

Wie in den Abschnitten 3.2.2 und 3.2.3 gezeigt, hat die Deletion von POR1 und OM14
signifikante Auswirkungen auf die steady state Konzentration und die molekulare Organi-
sation von Om14p und Om45p. Um die physikalische Interaktion der OM-Proteine naher
zu untersuchen, wurden Co-IP Experimente mit mt Lysaten in Abwesenheit einzelner
Komplex-UE durchgefiihrt.

Fiir diese Analysen wurde ein weiterer Stamm generiert, bei dem PORI deletiert und die
ORFs OM14 und OM45 C-terminal mit der Sequenz eines Epitop-tags versehen wurden
(Aporl OM14-HA OM45-cMyc, vgl. Tabelle 2.9). Der hierfiir genutzte Ausgangsstamm
Aporl OM45-cMyc wurde mit der Integrationskassette 3HA-KIURA3, die mittels SFH-
PCR mit komplementéren Enden zum ORF OMI14 versehen wurde, transformiert.
Die korrekt erfolgte homologe Rekombination wurde mit diagnostischer PCR und die
Proteinexpressionen mittels HRP-gekoppelter Immundetektion verifiziert (Daten nicht
gezeigt). Das Wachstum des Hefestammes im Vgl. zum Wildtypstamm kann den Abb. B.5
und B.6 im Anhang B entnommen werden. Dabei wurde festgestellt, dass sich der erzeugte
Stamm Aporl OMI14-HA OM45-cMyc von den in Kapitel 3.2.2 schon beschriebenen

Porindeletionsstammen nicht unterscheidet.
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Bei den Co-IP Untersuchungen (Kapitel 2.5.8) wurden die entsprechenden Antikérper
immobilisiert und mit mt Lysaten der Deletionsmutanten inkubiert. Die erfolgreiche
Immobilisierung der Antikérper gegen den HA- (fir Om1l4p) und cMyc-Epitop-tag
(fiir Om45p) sowie gegen Porlp und die nachfolgende Bindung der entsprechenden
Koderproteine konnte mittels Western-Blot bestéitigt werden (Abb. 3.14).
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Abbildung 3.14: Interaktionsstudien mit Deletionsmutanten

Mit mt Lysaten der Deletionsstdmme Aom45 OM14-HA (linke Darstellung), Aom14 OM45-
cMyc (mittlere Darstellung) und Aporl OM14-HA OM45-cMyc (rechte Darstellung) wur-
den Co-IPs in Kombination mit den angegebenen immobilisierten Antikérpern gegen
Porlp, HA- oder cMyc-tag durchgefiihrt. Final eluierte Proteine und ein Aliquot des
entsprechenden Uberstandes der lysierten Mitochondrien (L) wurden mittels 12 %-iger
SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert. Die
HRP-gekoppelte Immundetektion erfolgte mit spezifischen Antikérpern gegen Porlp,
Oml14p-HA und Om45p-cMyc. Als Kontrolle wurden die Membranproteine Tom22p,
Tom40p und Cox2p detektiert.

= Cox2p

Trotz einer Deletion von OM45 kénnen, wie durch das Ergebnis der 2D BN - SDS-
PAGE von Deletionsmutanten (siehe Abschnitt 3.2.3) erwartet, Om14p und Porlp mit
immobilisierten Antikérpern gegen Porlp bzw. gegen den HA-tag co-prézipitiert werden
(Abb. 3.14, linker Teil). Dies verstarkt die Vermutung, dass beide Proteine unabhéngig

der Gegenwart von Om45p miteinander interagieren.

Dass Om45p fiir die Komplexassemblierung Om14p zu benoétigen scheint, wird dadurch
experimentell untermauert, dass Om45p in Abwesenheit von Om14p nicht mit Porlp-
Antikorpern aus dem Lysat isoliert werden konnte (Abb.3.14, mittlerer Teil). Mit

anti-cMyc-Antikérpern gelang ebenfalls keine Co-Prazipitation.
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Im Gegensatz zur Co-IP mit mt Lysaten des Wildtypstammes (vgl. Abb.3.11 B) gelingt
keine Co-Préazipitation von Om45p und Om14p, wenn PORI deletiert wurde (Abb. 3.14,
rechter Teil). Dadurch konnte mit einer von der 2D BN - SDS-PAGE (Abb.3.13)
unabhéingigen Methode bestéatigt werden, dass Om14p und Om45p ohne Porlp keinen

heteromeren Subkomplex ausbilden.

Die Sperzifitat der Co-IP-Ergebnisse wird durch die nicht vorhandenen Detektionssignale
der hydrophoben Proteine der OM (Tom22p und Tom40p) und der IM (Cox2p) mit den
entsprechenden Antikérpern in den Co-IP Eluaten deutlich.

3.2.5 Identifizierung des Oml4p-assoziierten Proteoms

Zur Identifizierung weiterer Interaktionspartner des mt OM-Komplexes (bestehend aus
Porlp, Om14p und Om45p) sollte eine praparative TAP mit anschlieender massenspek-

trometrischer Analyse durchgefithrt werden.

Initiale Studien zeigten, dass Om14p-TAP wihrend einer enzymatischen Mitochon-
drienisolation nicht stabil ist [134]. Wahrscheinlich ist das der Gegenwart von kon-
taminierenden Enzymen des Zymolyase-Mix zuzuschreiben, die den TAP-Epitop-tag
des Fusionsproteins proteolytisch abtrennen. Ein solches Phdnomen wurde schon von
Puig et al. (2001) [153] publiziert. Aus diesem Grund wurde die praparative TAP mit
mechanisch isolierten Mitochondrien des Hefestammes OM14-TAP durchgefithrt [134].
Um Kontaminationen identifizieren zu kénnen, wurde in einem parallelen Ansatz eine
Probe des Wildtypstammes mitgefithrt. Proteine der finalen Eluate wurden in einem
8-20 %-igen Gradienten-SDS-PAA-Gel separiert und mit colloidalem Coomassie® gefirbt.
Die sichtbaren Proteinbanden der Spur von OMI14-TAP wurden ausgeschnitten und
den MALDI-TOF/TOF Analysen der Arbeitsgruppe von Prof. Hoflack (Biotechnology
Center der Technischen Universitat Dresden) unterzogen (Abb.3.15 A). Ergdnzend zu
den Arbeiten von Frau Méabert erfolgten zusétzlich nano-LC-MS/MS Untersuchungen
zur Identifizierung schwécherer Proteinbanden und MALDI-TOF/TOF Analysen der
Wildtypprobe von Gelbereichen, die denen der sichtbaren Proteinbanden von OM14-TAP

entsprachen.

Im Kontrollansatz (Wildtypprobe) konnten keine Proteine des OM-Komplexes bzw. auch
keine anderen mt Proteine nachgewiesen werden. Die drei abundanten Banden (Abb. 3.15
A: 4/1, 12/1T und 16/I1T; MS-Daten im Anhang C der Tabelle C.2), die in beiden Spuren
auftraten, resultierten aus Kontaminationen durch die im ersten TAP-Affinitdtsschritt
verwendete IgG-Matrix (schwere und leichte Kette von IgG1l) und durch Aprotinin,
ein Trypsininhibitor, welcher eine Komponente des genutzten PI-Mix darstellt. Der

PI-Mix wurde zusammen mit AEBSF wéhrend der gesamten TAP-Prozedur eingesetzt,
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da Vorstudien zeigten, dass diese Proteaseinhibitoren die TEV-Spaltung nicht inhibieren
[134].

A B
kDa OM14-TAP WT Protein Funktion
@) 5
260 > ﬁ:p;p<1o>%A,/:[\$27F) @ | oxidative
P p(e)' » AP 810,,,' Phosphorylierung
135 >| Cor1p™, Cyt1p™”,
ol Nde1p®*, Qcr2p®
95 >
72 > Aac2p""”, Mir1p""”* ; ;
Sto1 P i 2p wy | Carrier-Proteine der IM
c1p™, Yhm2p
52» 3_  —2 .
g 3 5 _g —- Por1p"™” Porinpore der OM
425 7 —=———
34 ] b Phb2p“* Prohibitinkomplex der IM
9 —_
. —10 i Spfp™ lonentransporter im ER
el Rpl13ap""”,
2 Rpl20ap""**, ribosomale
17 > P Rpl21ap"¥, Untereinheiten
b D Rps14ap"*
—_ il .
10 > — i1 Om14p;QBP‘13)”, Funktionen unbekannt
Oma45p"

Abbildung 3.15: Mitochondriales Interaktom von Om14p

(A) Die TAP-Methode wurde in einem priaparativen Mafistab mit jeweils 4 mg mechanisch
isolierten Mitochondrien des Stammes OMI14-TAP und des Wildtyps (WT) durchge-
fithrt [134, Abb.4-11, modifiziert]. Die eluierten Proteine wurden in einem 8- 20 %-igen
Gradienten-SDS-PA A-Gel elektrophoretisch separiert, wobei Spectra™ als Marker genutzt
wurde. Die Proteine wurden mit colloidalem Coomassie® gefirbt und die nummerierten
Banden (arabische Zahlen fir OM14-TAP Spur und romische Zahlen fiir Wildtypproben)
wurden mittels MS identifiziert (Daten siche Tabelle C.2 im Anhang C). (B) Mit Om14p-
TAP co-eluierte Proteine. Zahlen in Klammern beziehen sich auf die Proteinbanden im
Gel (A). Informationen {iber die Proteine stammen aus der Datenbank SGD. * Daten
stammen von MALDI-TOF/TOF Analysen und sind signifikant (p <0,05) mit einem
PMF-Wert > 59 (entnommen aus Méabert (2011) [134, Tabelle 4-2]; # ergénzte Daten,
durch nano-LC-MS/MS Analysen erhalten, mit einer 1 %-igen FDR und mindestens zwei
nachgewiesenen unikaten Peptiden

In Abb. 3.15 B ist eine Liste der 20 identifizierten Proteine dargestellt, die mit Om14p-
TAP co-prézipitiert und identifiziert werden konnten (MS-Daten in Tabelle C.2 im
Anhang C).

Wie durch die vorangegangenen Co-IP Ergebnisse (Abschnitt 3.2.1) erwartet, wurde mit
dem Koderprotein Om14p-CBP ebenfalls Om45p und Porlp co-eluiert. Dies dokumentiert
die Funktionalitat der praparativen TAP-Prozedur.

Unter den zusétzlich eluierten Proteinen befinden sich vier Mitglieder der Familie der
MCs, die verschiedene Metabolite durch die mt IM transportieren (siehe Einleitungska-
pitel 1.2.4 Metabolit- und Ionentransport; sowie [59, 80]). Ein weiteres identifiziertes
Protein der mt IM, Phb2p, ist eine UE des stark konservierten 1,0-1,4 MDa grofien
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Prohibitinkomplexes [181]. Weitere acht Proteine der IM kénnen funktionell der mt

oxidativen Phosphorylierung zugeordnet werden.

Neben den Proteinen der mt IM wurde ein weiterer Ionentransporter mit Om14p-TAP
co-préazipitiert. Dieser Transporter wird Spflp bzw. Codlp genannt und befindet sich
in der Membran des ERs [182]. Des Weiteren wurden vier ribosomale Proteine des
Zytoplasmas im Eluat von Om14p-TAP identifiziert. In der Proteinbande 14 konnte kein

bekanntes Hefeprotein nachgewiesen werden.

Zur Bestatigung der identifizierten Interaktionspartner des OM-Komplexes bzw. als
Spezifitdtsnachweis der Methode sollten praparative TAPs mit den Koderprotein Om45p
bzw. mit einem potentiell unabhéngigen Protein der mt OM durchgefiihrt werden. Dazu
wurden die Hefestamme OM45-TAP und TOM?22-TAP (siche Tab. 2.9) analog zum
Stamm OM14-TAP (siche Mébert (2011) [134]) generiert. Eine préparative TAP-Analyse
war mit beiden Stdmmen allerdings nicht durchfithrbar, da der TAP-tag in beiden Féllen
offenbar mit der Proteinfunktion interferierte. So zeigte OM45-TAP ein reduziertes
respiratorisches Wachstum und das Fusionsprotein war sowohl zytoplasmatisch als
auch mt lokalisiert. Die Transformanden von TOMZ22-TAP wuchsen im Vergleich zum
Wildtypstamm extrem langsam und ein Expressionsnachweis von Tom22p-TAP war

nicht erfolgreich (Daten nicht gezeigt).
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3.3 Phanotypische Charakterisierung von Deletions-

mutanten

Bisherige Wachstumsanalysen der Deletionsmutanten Aom14, Aom45 und Aom14
Aom45 mit unterschiedlichen C-Quellen und Temperaturen lieBen keinen zum Wildtyp-
stamm abweichenden Phénotyp erkennen (Vgl. Abb. B.3 und B.4 sowie [125, 127, 132]).
Da der Funktionsausfall eines bzw. mehrerer Proteine nicht notwendigerweise in einem
sichtbaren Einfluss auf das Wachstum resultieren muss, wurden detaillierte subzelluléare
bzw. molekulare Untersuchungen der mt Morphologie, der mt Proteome und zweier
mt Transportprozesse in Abwesenheit jeweils eines oder beider zu charakterisierenden
OM-Proteine durchgefiihrt.

3.3.1 Mitochondriale Morphologie

Basierend auf der Kenntnis, dass eine wesentliche Funktion von Proteinen der mt OM
die Beteiligung an mt Teilungs- und Fusionsprozessen ist (siehe Einleitungskapitel 1.2.1),
wurde iiberpriift, ob sich die Deletion von OM14 und / oder OM45 auf die mt Morpholo-
gie auswirkt.

Zur Visualisierung der Mitochondrien wurden die zu untersuchenden Deletionsstamme,
der Wildtypstamm sowie mt Teilungs- und Fusionsmutanten mit dem Plasmid pYX142-
mtGFP (siche Tab. 2.1) transformiert. Das Plasmid enthélt u. a. die kodierende Sequenz
fir das grin fluoreszierende Protein (GFP), welche N-terminal mit einer mt Matrix-
Zielsequenz versehen wurde. Die Mitochondrien der Transformanden sind dadurch im
Fluoreszenzmikroskop sichtbar. Die Abb. 3.16 zeigt die mikroskopischen Aufnahmen der
untersuchten Hefestdmme im Vergleich zum Wildtypstamm (WT).

In der Wildtyphefe ist eindeutig das charakteristische mt Netzwerk zu erkennen. Als
Beleg der Nachweisbarkeit von Stérungen der mt Morphologie konnten in der mt Fusions-
mutante Afzol nur kleine punktuelle Mitochondrien nachgewiesen werden. Zellen der
Teilungsmutante Afis] wiesen hingegen ein kaum verzweigtes mt Kompartiment auf.
Die Beobachtungen dieser Kontrollstdmme entsprechen den Angaben in der Literatur
[5, 183-185].

Die Mitochondrien der Deletionsstamme Aom14, Aom45 (Daten nicht gezeigt) sowie
Aoml4 Aom45 weisen keine Auffilligkeiten im Vergleich zum Wildtyp auf, sondern

verfiigen iber das normale mt Netzwerk.

Interessanterweise konnte in der Mutante Aporl eine mt Form nachgewiesen werden,
die vergleichbar mit der mt Morphologie der Teilungsmutante Afisl ist. Die Arbeits-

gruppe von Westermann berichtete ebenfalls von einer abnormalen mt Morphologie des
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Deletionsstammes Aporl in S. cerevisiae [186]. Es wird daher die Vermutung aufgestellt,

dass Porin bei mt Teilungsprozessen von S. cerevisiae beteiligt ist.

Durchlicht Fluoreszenz overlay
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Abbildung 3.16: Analyse der mt Morphologie unter fermentativen Bedingun-
gen

Die Deletionsmutanten Aom14 Aom45, Aporl, Afisl und Afzol sowie der Wildtypstamm
(WT) wurden mit dem Plasmid pYX142-mtGFP transformiert. Transformanden wurden
auf Minimalmedium mit Glukose selektiert, . N. kultiviert und anschlieend fluoreszenz-
mikroskopisch analysiert. Die Abbildung zeigt jeweils eine repriasentative Aufnahme, wobei
n>"7.

Da die Gene OM14 sowie OM45 bei den hier gewahlten fermentativen Bedingungen
(MM mit Glukose zur Plasmidselektion) im Wildtyp kaum exprimiert werden [141]
konnte die Bedeutsamkeit der OM-Proteine erst auf nicht-fermentierbarem Medium
sichtbar werden. Aus diesem Grund sollte die Expression der OM-Gene durch Einsatz
der C-Quelle Ethanol im Wildtypstamm induziert und dessen mt Morphologie mit der

der Deletionsmutanten verglichen werden.
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Aufgrund des generell eingeschrénkten Wachstums der Hefen in MM mit Ethanol wurde
fiir die mt Morphologieuntersuchungen mit respiratorischen Bedingungen das Vollmedium
mit Ethanol (YPE) verwendet. Dazu wurden die Zellen zunachst in MM mit Glukose zur
Aufrechterhaltung der Plasmidselektion vorkultiviert und anschliefend in YPE Medium
transferiert. Nach sechs Stunden Inkubation erfolgte die mikroskopische Analyse (Abb.
3.17).

Der Wildtypstamm (WT) sowie die Kontrollstémme Afzol und Afisl weisen die erwar-
teten mt Morphologien analog der vorangegangenen Untersuchung in MM mit Glukose

auf (Vgl. Abb. 3.16).

Bei Aporl ist auch bei nicht-fermentativen Bedingungen ein abnormales mt Muster

nachweisbar, welches sich in einigen wenigen mt Akkumulationen aufert.

Die Mutante Aoml14 zeigt ein dem Wildtyp vergleichbares, normales mt Netzwerk,
wodurch die vorangegangenen Untersuchungen von Méabert (2011) [134] bestétigt werden.

Eine Deletion von OM45 fithrt jedoch zu einer deutlichen Veranderung der mt Mor-
phologie, die durch wenige punktuelle mt Formen gekennzeichnet ist. Diese punktuelle
Verteilung erinnert dabei an die Fusionsmutante Afzol, wobei die vergleichsweise gerin-

gere Anzahl an fluoreszierenden Spots auffillt.

Das mikroskopische Bild der Doppeldeletion Aom14 Aom45 dhnelt dem der Einzelmu-
tante Aom45, wobei das mt Netzwerk auf einige wenige Bereiche reduziert ist. Auffallend
ist jedoch, insbesondere im Unterschied zur Fusionsmutante Afzol, dass die Ausdehnung
der punktuellen Signale wesentlich stéirker ist und diese daher —im Einzelnen betrachtet-
eher an die mt Cluster einer Teilungsmutante erinnern. Moglicherweise ist dies ein Anzei-
chen einer lokalen Imbalance an mt Teilungs- und Fusionsvorgédngen, wobei zwar einige
separate mt Bereiche generiert werden kénnen, diese jedoch infolge einer ineffizienten
Teilung zu mt Clustern akkumulieren.

Obgleich der beschriebene mt Phénotyp in Abwesenheit von Om45p (und Om14p) nicht
in allen Zellen einheitlich beobachtet werden konnte (in ca. 50 % der Zellen entspra-
chen die Aufnahmen eher der mt Wildtyp-Morphologie), so spricht das Ergebnis fir
eine Funktion von Om45p unter nicht-fermentativen Bedingungen. Die inhomogene
Auspragung der mt Morphologie innerhalb der Zellpopulation kénnte durch unterschied-
liche Wachstumsphasen begriindet werden. Insbesondere scheint die Anpassung an den
Kohlenstoffwechsel von Glukose auf Ethanol (diauxic shift) nur von dem noch adapta-
tionsfidhigen Anteil der Population in der zur Verfiigung stehenden Zeitspanne von ca. 6 h
zu bewerkstelligen zu sein. Eine Funktion der Proteine im Zeitfenster der metabolischen

Adaptation an die nicht-fermentative Lebensweise konnte daher diskutiert werden.
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Durchlicht Fluoreszenz overlay
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Abbildung 3.17: Analyse der mt Morphologie mit respiratorischen Bedingun-
gen

Die Deletionsmutanten Aom14, Aom45, Aom14 Aom45, Aporl, Afisl und Afzol so-
wie der Wildtypstamm (WT) wurden mit dem Plasmid pYX142-mtGFP transformiert.
Transformanden wurden auf Minimalmedium selektiert und i.N. kultiviert. Vor der
Fluoreszenzmikroskopie erfolgte eine weitere Kultivierung fiir 6 h in YPE. Die Abbildung
zeigt jeweils eine reprasentative Aufnahme, wobei n > 7.
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3.3.2 Auswirkungen von OM14 / OM45-Gendeletionen auf das

mt Proteom

Zur Beantwortung der Frage, ob die Abwesenheit von Om14p und / oder Om45p einen
Einfluss auf andere mt Proteine hat, wurden 2D IEF - SDS-PAGE Separationsprofile

der Einzeldeletionsmutanten AomI4 und Aom45 sowie des Doppeldeletionsstammes

Aoml4 Aom45 mit dem des Wildtyphefestammes verglichen. Fiir eine zuverlassige
Quantifizierung wurde der 2D DIGE Ansatz (Kapitel 2.5.10) gewdhlt.
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Abbildung 3.18: Analyse des mitochondrialen Proteoms

50 pug enzymatisch isolierte und zweifach Gradienten-gereinigte mt Proteine wurden fluores-
zenzmarkiert und entsprechend ihrer isoelektrischen Punkte (IEF, pH 3-11, nicht linear)
separiert. Anschliefend wurden die Proteine in einer zweiten Dimension entsprechend
ihrer Molekulargewichte in einem 12 %-igen SDS-PAA-Gel elektrophoretisch aufgetrennt.
Die Fluoreszenzsignale der markierten Proteine wurden mit einem Typhoon Trio Scanner
detektiert und mittels der Delta2D 4.0 Software analysiert und quantifiziert. Mit dem
2D DIGE Verfahren wurden die mt Proteome der Deletionsstdmme Aom14, Aom45
bzw. Aom14 Aom45 mit dem des Wildtypstammes verglichen. Eine Aufnahme des mt
Wildtypproteoms ist exemplarisch dargestellt. Die nummerierten Proteinsignale wiesen bei
den Deletionsstdmmen im Vergleich zum Wildtyp mindestens eine zweifache Verdnderung
der Signalintensitdt auf und wurden mittels MALDI-TOF/TOF MS identifiziert.

Eine mit der 2D DIGE-Methode aufgetrennte, enzymatisch isolierte und zweifach

Gradienten-gereinigte Mitochondrienfraktion wies im Durchschnitt etwa 500 Protein-

signale auf (Vgl. Abb. 3.18, exemplarische Darstellung einer Wildtypprobe). Bei einem

Vergleich der Fluoreszenzsignale der Deletionsstimme mit denen des Wildtypstammes
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fielen 20 Protein-Spots auf, die einen Fluoreszenzintensitatsunterschied von mindestens
zweifach aufwiesen (nummerierte Proteinsignale in Abb. 3.18). Diese Proteine wurden
mittels MALDI-TOF/TOF MS identifiziert (MS-Daten in Tab. C.3 im Anhang C).

Zunéchst wurde der Fokus der Analysen auf die Abhéngigkeit der OM-Proteine un-
tereinander gelegt: Om45p wurde interessanterweise in vier verschiedenen, horizontal
angeordneten, Proteinsignalen (5, 4, 8 und 6 in Abb.3.18) mit pl-Werten von ca.
9,0/8,8/8,6 und 7,8 nachgewiesen. Diese verschiedenen Formen von Om45p kénnten
durch posttranslationale Modifikationen des Proteins, wie z. B. Proteinphosphorylierung
(Vgl. Kapitel 3.1.3), hervorgerufen werden. Die Fluoreszenzintensitaten der Om45p-Spots
waren erwartungsgemaf in der Einzel- (Aom45) sowie in der Doppelmutante (Aom14
Aom45) stark reduziert (- 5,8 bis - 24,6 bzw. -4,5 bis - 16,0). Im Deletionsstamm Aom14
wiesen die Signale von Om45p eine um etwa 50 % reduzierte Fluoreszenzintensitat im
Vergleich zum Wildtypstamm auf (Vgl. Tab. C.3). Dies stimmt mit den 1D Analysen
der steady state Konzentration von Om45p im Deletionsstamm Aom14 iiberein (Vgl.

Abb. 3.12).
Mittels MS-Untersuchungen des Protein-Spots 13 (Vgl. Abb. 3.18, sowie Tab. C.3) wur-

den zwei Proteine (Om14p und Pam17p) nachgewiesen. Die Co-Migration von Pam17p
interferiert mit der Quantifizierung von Om14p, so dass zwar im Vergleich zum Wild-
typstamm eine Reduktion des Fluoreszenzsignals in den Mutanten Aom14 und Aom14
Aom45 mit einem Faktor von -2,7 bzw. - 3,0 ersichtlich ist, diese aber im Ausmaf} nicht
der einer Deletion entspricht (Vgl. Fluoreszenzsignalunterschiede von Om45p in dessen
Deletionsmutanten im Vergleich zum Wildtypstamm in Tab. C.3). Zuséatzlich war der
Nachweis von Om14p in dem 12 %-igen SDS-PAA-Gel der 2D DIGE durch das niedrige
MW von Oml14p erschwert.

Unter den 20 mit MS analysierten Protein-Spots, die in den mt Proben der Deletions-
stdmme einen mindestens zweifachen Fluoreszenzintensitatsunterschied zur Wildtypprobe
aufwiesen, konnte Porin nicht nachgewiesen werden. Offensichtlich wird Porin durch die
Abwesenheit von Om14p und / oder Om45p in seiner Abundanz nicht beeinflusst. Dies
entspricht auch den vorangegangenen 1D Analysen der steady state Konzentrationen
von Deletionsmutanten (Vgl. Abb. 3.12).

Eine weitere Fragestellung bei der Auswertung der 2D DIGE Untersuchung war, wel-
che weiteren Anderungen das mt Proteom aufgrund des Fehlens der Proteine Om14p
und / oder Om45p aufweist. In der Tabelle 3.1 sind die mittels MS identifizierten und
in ihrer Konzentration verdnderten (Grenzwert: zweifach) Proteine mit zusétzlichen
Proteininformationen aufgelistet. Die Daten der Proteine Om14p und Om45p wurden

dabei ausgelassen.
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Insgesamt konnten 13 Proteine identifiziert werden, die durch die Gendeletionen OM14
und / oder OM45 beeinflusst werden. Darunter befanden sich sieben mt Proteine (Cbp4p,
Cceplp, Hem14p, Lsclp, Prxlp, Pst2p und Qer2p), wobei Ceplp durch seine Lokalisation
im IMS einem direkten Einfluss des OM-Komplexes unterliegen konnte.

Obwohl die Reinheit der enzymatisch isolierten und zweifach Gradienten-gereinigten mt
Fraktion mit Antikorpern gegen das zytoplasmatische Protein Pgklp bestatigt wurde
(Vgl. Abb. 3.2), befinden sich unter den 13 untersuchten Proteinen auch 6, die laut Daten-
banken nicht im Mitochondrium lokalisiert sind. Vier Proteine (Lsplp, Pillp, Tdhlp und
Tef2p) befinden sich im Zytoplasma der Zelle, eins (Pdilp) im ER und Htblp im Zellkern.
Diese Proteine konnten aufgrund einer starken Proteinkonzentration Kontaminationen
der isolierten mt Fraktion darstellen. Die vier zytosolischen Proteine sind aber mogli-
cherweise auch mit der mt OM assoziiert. Ein Nachweis der Proteine Lsplp und Pillp in
isolierten und Gradienten-gereinigten mt Fraktionen erfolgte beispielsweise bereits durch
Sickmann et al. (2003) [166] und Zahedi et al. (2006) [202]. Zudem kénnten Proteine
anderer Organellen funktionell mit dem Mitochondrium assoziiert sein. Dies spricht v. a.
fir Pdilp, welches schon ofter in mt Proben identifiziert wurde (siehe Abb. 3.9 und
2D aufgetrennte mt Hefeproteomanalysen von Fountoulakis et al. (2002) [203] sowie
Ohlmeier et al. (2004) [141]) und die Interaktion zwischen ER und Mitochondrium [27]
bestétigen wiirde. Aulerdem kann nicht ausgeschlossen werden, dass die identifizierten
nicht-mitochondrialen Proteine eine duale oder andere als beschriebene Lokalisation

aufweisen.

Zur besseren Ubersicht, insbesondere zur Verdeutlichung von co-regulierten Proteinen,
wurde zusédtzlich eine Mengen-abhangige Darstellung, in Form eines Venn-Diagramms,
der durch das Fehlen von Om14p und / oder Om45p beeinflussten Proteine gewahlt
(Abb. 3.19).

Auffallend ist, dass eine Deletion von OM14 bzw. OM45 zu keiner Uberlappung von
beeinflussten Proteinen fithrt. Om14p und Om45p kénnen demzufolge keine redundanten
Funktionen einnehmen. Aufgrund deren Interaktion sowie der Om45p-Abhéngigkeit von
Om14p scheinen beide Proteine vielmehr synergistische Rollen einzunehmen.

In Ubereinstimmung mit den Resultaten der Einzeldeletionen sind alle Proteine mit

verdnderter Signalintensitit auch im Doppeldeletionsstamm Aom14 Aom45 betroffen.

Fehlen beide OM-Proteine, so wurden sieben zuséatzliche Proteine identifiziert, die in
ihrer Abundanz mindestens um den Faktor zwei vom Wildtypstamm abweichen.
Gemeinsamkeiten der beeinflussten Proteine sowie Schlussfolgerungen zu den Protein-

funktionen von Om14p und Om45p werden im Diskussionsteil dieser Arbeit erortert.
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Abbildung 3.19: Mengen-abhingige Darstellung der durch OM14 und / oder
OM45-Deletion beeinflussten Proteine

Die 13 mit MALDI-TOF/TOF MS identifizierten Proteine, die in den Deletionsstimmen
Aomi4, Aom45 bzw. Aomi14 Aom45 im Vergleich zum Wildtypstamm Fluoreszenzsignal-
unterschiede grofler zweifach aufwiesen sind in einem Venn-Diagramm Mengen-abhingig
dargestellt. Fett gedruckte Proteinnamen verdeutlichen Signalunterschiede mit einem
Schwellenwert grofier dreifach.

3.3.3 Mitochondrialer Transport von TBHP

Als funktionaler Test sollte der mt Import einer toxischen Substanz, deren Wirkort
innerhalb der Mitochondrien liegt, analysiert werden. D. h. bei einer Importinterferenz,
ausgelost durch das Fehlen von mt Proteinen, sollte eine geringere Toxizitat der Substanz

ermittelt werden konnen.

Das starke Oxidationsmittel tert-Butylhydroperoxid (TBHP) fiihrt zu einer verédnderten
Ca?**-Homoostase, Verarmung des Glutathion-Speichers und oxidiert funktionell wich-
tige SH-Gruppen sowie Fe-S-Cluster von verschiedenen mt Enzymkomplexen [204-207].
Zudem werden durch TBHP mt Membranlipide peroxidiert, was eine veranderte mt
Membranintegritat und ein vermindertes Membranpotential zur Folge hat [208, 209].

Durch die zahlreichen v.a. mt Angriffspunkte von TBHP kann geschlussfolgert werden,
dass TBHP gezielt in die Mitochondrien eindringt. Da die Porinpore fiir die verschie-
densten Molekiile der Eintrittspunkt durch die mt OM ist, konnte der identifizierte
OM-Komplex einen Einfluss auf den TBHP-Einlass haben. Die oxidativen Schiadigungen
durch TBHP fiihren ab einer bestimmten Konzentration zum Zelltod. Durch Wachs-
tumsanalysen in Gegenwart von TBHP sollte gepriift werden, ob es Unterschiede der
TBHP-Toleranz zwischen Deletionsmutanten und dem Wildtypstamm gibt (Abb. 3.20).
Mit diesen Untersuchungen konnen indirekt Riickschliisse auf den mt Import von TBHP

gezogen werden.
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Abbildung 3.20: Hefewachstum in Gegenwart von TBHP

Der Wachstumsverlauf der Deletionsstdimme Aom14, Aom45, Aom14 Aom45 und Aporl
sowie des Wildtyps (WT) wird durch die Lichtstreuung iiber der Zeit wiedergegeben.
Die Kultivierung wurde mit jeweils 10* Zellen pro well einer 96-well-Platte mit je 200 ul
nicht-fermentierbarem YPE in Ab- (A) und Anwesenheit (B) von 0,5mM TBHP ge-
startet. Die Lichtstreuung wurde mit dem NEPHELOstar Galaxy aufgenommen. Es
wurden drei unabhéngige Nephelometerldufe mit jeweils drei Replikaten durchgefiihrt.
Die Mittelwertabweichungen der einzelnen Messwerte sind dargestellt.

In YPE (ohne die Anwesenheit von TBHP, Abb.3.20 A) wachsen die Deletionsstamme
Aomli4, Aom45 und Aomi14 Aom45 in vergleichbarer Weise wie der Wildtypstamm.
Die Mutante Aporl wéchst langsamer und erreicht innerhalb der untersuchten 50 Kulti-
vierungsstunden die Biomasse des Wildtyps nicht. Diese Beobachtungen entsprechen
den Wachstumsanalysen in Abb. B.4 im Anhang B.

Befindet sich im YPE-Medium zusétzlich 0,5mM TBHP (Abb. 3.20 B), so fithrt dies
beim Wildtyp und bei den Einzeldeletionsstimmen Aomi14 und Aom45 gleichermafien

zu einer Wachstumsretardation.

Im Gegensatz dazu toleriert die Deletionsmutante Aporl und in einem etwas geringerem
Mafe auch die Doppelmutante Aom14 Aom45 die Présenz toxischer Konzentrationen

von TBHP. Eine Erklarung kénnte sein, dass der Import von TBHP in Abwesenheit
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der Porinpore im Stamm Aporl weniger effizient stattfindet und nur eine tolerierbare
TBHP-Konzentration den mt Wirkort erreicht.

Das gleiche Szenario konnte auch fir die Doppelmutante Aom14 Aom45 gelten, wobei
nur die Abwesenheit beider Proteine (Om14p und Om45p) zur Beeintriachtigung des
Imports von TBHP fiithrt. Da die Einzeldeletionen keine Auswirkungen zeigen, belegt
dies das funktionelle Zusammenspiel der beiden OM-Proteine. Die Ergebnisse liefern
erste Hinweise auf eine kooperative Funktion der Proteine Om14p und Om45p beim mt
Metabolit-Import. Zudem wird eine funktionelle Verbindung zum Interaktionspartner

Porlp angedeutet.

3.3.4 Mitochondrialer ADP / ATP-Transport

Die vorhergehenden Ergebnisse der Om14p / Om45p-Beteiligung am mt Metabolit-Import
(Vgl. Kapitel 3.3.3) und die Daten zur Interaktion mit mt Transportproteinen (Aac2p,
Mirlp, Sfclp und Yhm2p; siehe Abb.3.15) lassen vermuten, dass die OM-Proteine
moglicherweise auch beim Austausch von mt bzw. zytoplasmatischen ATP und ADP
beteiligt ist.

Um dieser Annahme nachzugehen, sollte das Wachstum der Deletionsmutanten bei An-
wesenheit eines spezifischen Inhibitors des ADP / ATP-Transporters Aac2p im Vergleich
zum Wildtypstamm untersucht werden.

Dartiber hinaus war das Ziel dieser Arbeit, eine Nachweismethode zu etablieren, die
es erlaubt, den Export von mt gebildetem ATP anhand isolierter Mitochondrien zu

bestimmen.

Blockierung des ADP / ATP - Transporters Aac2p durch BKA

Ein spezifischer, nicht kompetitiver Inhibitor des ADP / ATP-Transporters (Aac2p) ist
die lipophile Bongkreksaure (BKA). Sie ist in der Lage, in ihrer protonierten Form bei
einem sauren pH-Wert, durch biologische Zellmembranen zu diffundieren und von der
mt Matrixseite aus einen Komplex mit Aac2p einzugehen [101-103].
Wachstumsanalysen in Gegenwart von BKA unter nicht-fermentativen Bedingungen
wurden analog zu Zeman et al. [103] auf YPGCE-Platten mit einem pH-Wert von vier
durchgefiihrt (Abb. 3.21).

Bei dem Wachstum der untersuchten Deletionsstamme ohne Inhibitor ist kein Unterschied
zum Wildtyp zu erkennen (Abb.3.21). Lediglich Aporl wéichst auf YPGCE-Platten
analog zu den bereits beschriebenen nicht-fermentierbaren Medien YPE und YPG etwas

langsamer (Vgl. Abb.B.4).
In Gegenwart von 0,125 uM BKA sind nach drei Tagen im Unterschied zur Platte ohne

BKA deutlich weniger Hefen auf den Platten nachweisbar. Alle Hefestimme wachsen
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Abbildung 3.21: Hefewachstum in Gegenwart von BKA

Das Wachstum der Deletionsmutanten Aom14, Aom45, Aom14 Aom45 und Aporl sowie
des Wildtypstamms (WT) wurde auf YPGCE-Platten (pH4,0) mit der angegebenen
BKA-Konzentration iiber einen Zeitraum von neun Tagen beobachtet. In jeder Zeile
wurden initial jeweils 104, 103, 10?2 und 10' (von links nach rechts) Zellen aufgebracht.
Die Inkubation der Platten erfolgte bei 30° C.

demzufolge wie erwartet bei BKA-Anwesenheit deutlich langsamer.

Bereits nach einer Inkubation von drei Tagen ist bei der hochst eingesetzten Zell-
Konzentration bei der Doppeldeletion Aom14 Aom45 jedoch ein Wachstum nachweisbar.
Nach einer Inkubationszeit von sieben bzw. neun Tagen wird der Unterschied zwischen
den getesteten Stdmmen deutlicher sichtbar. Bei den Mutanten Aom14 und besonders
ausgepragt bei der Doppelmutante Aom14 Aom45 sind bei einer initialen Zellzahl
von 10% im Gegensatz zum Wildtypstamm deutliche bzw. gréere Hefekolonien zu
erkennen. Diese beiden Stdmme wachsen demzufolge deutlich schneller als der Wildtyp

und tolerieren hohere BKA-Konzentrationen.

Bei der Aufnahme der YPGCE-Platte mit 0,125 uM BKA nach sieben Tagen Kultivierung
ist bei Aom14 zu erkennen, dass nicht alle Hefekolonien gleich schnell wachsen. Ca. 1%
der Hefen wéachst deutlich schneller, was an den grofleren weiflen Hefekolonien zu erkennen
ist. Dieses Phanomen konnte durch genetische Unterschiede des Ausgangsmaterials, die

zu einer verstiarkten BKA-Toleranz fithren, erklirt werden.

Dass Aom14 schneller als der Wildtypstamm, aber dennoch langsamer als die Doppelmu-
tante wachst, liegt hochst wahrscheinlich daran, dass die Deletion von OM14 auch zu einer
ca. zweifachen Reduktion von Om45p fithrt (Vgl. Abb. 3.12 sowie Tab. C.3 im Anhang C).

Der hiermit beobachtete Phénotyp der Doppelmutante Aom14 Aom45 weist erneut
auf eine funktionelle Kooperation der Proteine Om14p und Om45p hin. Anders als bei
der TBHP-Toleranz (Abb. 3.20) korreliert die hier nachgewiesene BKA-Toleranz der
Doppelmutante jedoch nicht mit der von Aporl. Somit scheint in diesem Fall nicht die
Porinimportpore per se betroffen zu sein. Vielmehr deutet sich eine spezifische Rolle
von Oml14p und Om45p in Bezug auf den ADP / ATP-Transporter Aac2p bzw. eine
Verbindung mit dem Inhibitor BKA an.
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Mitochondrialer ATP-Export

Die Messung von ATP erfolgt im Allgemeinen durch Verwendung einer Luciferase, die
unter ATP-Verbrauch Luciferin zu Oxygluciferin umsetzt. Die dabei frei werdende Ener-
gie wird in Licht umgewandelt. Das messbare Lumineszenzsignal ist hierbei proportional
zur ATP-Menge, wodurch Aussagen zum ATP-Gehalt einer Probe getroffen werden
konnen [210, 211].

Die Fragestellung in dieser Arbeit war, ob mit dem Luciferase-System der ATP-Export

von isolierten Mitochondrien ins umgebende Medium bestimmbar ist.

Etablierung einer Nachweismethode

Da die kommerziell verfiigharen ATP-Assays iiblicherweise membranlysierende Deter-
genzien in den Puffern beinhalten, wurde zunéchst in Zusammenarbeit mit der Firma
PJK ein detergenzfreies System entwickelt. Dadurch sollte sichergestellt werden, dass

die isolierten Mitochondrien wahrend der Messung intakt bleiben.

Die zu untersuchenden Mitochondrien wurden fiir die Messung in eine Vertiefung einer
96-well-Platte in einen osmotisch stabilisierenden Reaktionspuffer in Anwesenheit von
Phosphationen vorgelegt und mit der Luciferase versetzt. Die dabei entstehende Lumi-
neszenz ist auf noch vorhandenes ATP in den Proben zurtickzufithren. Nachdem die
Lumineszenzsignale stagnierten wurde durch Zugabe von S-NADH die mt Atmungskette
aktiviert. Anschlieffend wurde exogenes ADP zugesetzt. In Abhéangigkeit von ADP / ATP-
Import- und Export- sowie ATP-Syntheseleistungen kann der extramitochondriale Anteil
an ATP durch Messung der Lumineszenzsignale ermittelt werden. Dem Kapitel 2.5.15

kann der etablierte Versuchsverlauf entnommen werden.

Messungen von Wildtypproben in Kombination mit spezifischen Inhibitoren der mt
Atmungskette oder des ADP / ATP-Transporters, Detergenzien sowie der Vergleich
von Signalverldufen in Ab- und Anwesenheit von isolierten Mitochondrien sollten die
Spezifitat des Nachweisverfahrens dokumentieren (Abb. 3.22).

Um zu zeigen, dass die Lumineszenzsignale durch die eingesetzten Mitochondrien erzeugt
werden, wurden ATP-Messungen mit bzw. ohne Mitochondrien durchgefiihrt (Abb. 3.22
A). Es ist deutlich zu erkennen, dass es in Gegenwart von Mitochondrien (rote und gelbe
Kurve) nach ADP-Zugabe zu einem starken Lumineszenzanstieg kommt, wobei allerdings
die Anstiege der gleichen Probe etwas schwanken. Die schwache Erhéhung des Signals
in den Proben ohne Mitochondrien (blaue Kurven) ist wahrscheinlich durch teilweise
mit ATP kontaminiertes ADP zu erkliaren, da mit erhohten ADP-Konzentrationen auch

hohere Lumineszenzwerte erzeugt wurden (Daten nicht gezeigt).

Die Lumineszenzmessungen vor der ADP-Zugabe weisen keine deutlichen Signalanstiege

auf. Aus diesen Daten kann daher geschlussfolgert werden, dass mit dem durchgefithrten
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Abbildung 3.22: Evaluation des ATP-Nachweises

In den Vertiefungen einer 96-well Platte wurden jeweils 20 pul Mitochondrienpuffer mit 5 ul
enzymatisch isolierten Mitochondrien (1 ug/pl) des Wildtypstammes sowie 100 ul des mit
Luciferase aktivierten ATP Glow Juice vorgelegt. Die ATP-Messungen erfolgten durch
Aufnahme der Lumineszenz gegeniiber der Zeit mit dem Gerit Infinite® 200 (Tecan). Die
Zeitpunkte sowie die Endkonzentrationen der hinzugegebenen Substrate (NADH und
ADP) sowie Inhibitoren sind dargestellt.
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Testverfahren ATP gemessen wird, das aus den Mitochondrien stammt.

Die Zugabe von ATP nach 15 mintitiger Messung (Abb. 3.22 A, gelbe und hellblaue Kurve)
fithrt erneut zu einem Lumineszenzanstieg. Dies macht deutlich, dass die Luciferase nach

15 min noch immer aktiv ist.

Die Zugabe des Detergenz TritonX-100 (Abb. 3.22 A, rote und dunkelblaue Kurve) fiihrt
zu einem Absinken des Lumineszenzsignals. Daraus konnte gedeutet werden, dass die mt
ATP-Synthese direkt mit dem ATP-Export gekoppelt ist. Offenbar wird kein ATP in der

mt Matrix gelagert, das durch das Aufbrechen der Mitochondrien gemessen werden wiirde.

Um zu belegen, dass die Lumineszenzsignale von einer de novo ATP-Synthese durch die
oxidative Phosphorylierung stammen, wurden die Inhibitoren Oligomycin und CCCP
eingesetzt. Das Tonophor CCCP zerstort das Membranpotential und fithrt dadurch zu
einer Entkopplung der Protonenpumpmaschinerie von der ATP-Synthese [212]. Oligomy-
cin inhibiert die ATP-Synthase indem es den Protonenfluss durch die Fy-Untereinheit
blockiert [213].

Werden diese Inhibitoren wahrend des linearen Signalanstiegs zu den Proben hinzugefiigt,
so kommt es bei beiden Substanzen sofort zu einem Absinken des Lumineszenzsignals
(Abb. 3.22 B). Dies beweist, dass das gemessene ATP de novo synthetisiert wurde und auf
die Aktivitdt der ATPase zuriickgefiithrt werden kann. Der sofort messbare ATP-Mangel
untermauert die Vermutung, dass der ATP-Export mit der ATP-Synthese eng gekoppelt

ist.

Ein Beweis der Sperzifitdt des Testverfahrens, bezogen auf den ATP-Export, sollte mit
Messungen in Gegenwart eines Inhibitors des Transporters Aac2p erbracht werden. Eine
Blockierung des ATP-Transports kann, wie oben schon erwahnt, durch die Substanz
BKA erfolgen. Da BKA nur im protonierten Zustand die mt Membran passieren kann,
wurde der Mitochondrienpuffer auf einen pH-Wert von 4,0 eingestellt (Abb. 3.22 C).

Ein Vergleich der ATP-Messung von Wildtypmitochondrien ohne BKA im normalen
Puffer (pH ca. 7; rote Kurve) mit dem sauren Puffer (durch Zugabe des ATP Glow Juice
finaler pH ca. 5,5; gelbe Kurve) zeigt, dass der Anstieg der Lumineszenz im sauren pH-
Bereich etwas langsamer verlauft. Dies kann durch die pH-Abhéngigkeit der Luciferase
erklart werden [210].

Wird BKA wéhrend des linearen Lumineszenzanstiegs hinzugegeben (dunkelblaue Kurve),
so kommt es sofort zu einem Stillstand des Signalanstiegs, wohingegen ohne BKA
das Signal weiter zunimmt (gelbe Kurve). Wird BKA zu Beginn der Messung den
Mitochondrien hinzugefiigt, so wird der ATP-Transporter iiber den gesamten Messverlauf
blockiert und es kann kein Lumineszenzsignal detektiert werden (hellblaue Kurve). Diese

Daten belegen, dass das detektierte Lumineszenzsignal tatséchlich auf exportiertes ATP
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zuriickzufiihren ist.

Da Aac2p auch fiir den mt ADP-Import zusténdig ist, kann mit dem hier entwickelten
Testverfahren allerdings nicht zwischen ATP-Synthese (die den ADP-Import benotigt)
und ATP-Export differenziert werden.

Die Absolutwerte der Lumineszenzsignale in den Teilabbildungen A, B und C weichen
stark voneinander ab. Die verschiedenen Messungen wurden nicht parallel durchgefiihrt,
sondern nacheinander im Zeitrahmen von ca. zwei Monaten. Da die Luciferase- Aktivitét
vermutlich aufgrund von einsetzender Instabilitdt mit der Zeit abnimmt, konnen die

Werte nicht miteinander verglichen werden.

Mit dem so etablierten und validierten System sollten im Folgenden ATP-Messungen von
Deletionsmutanten im Vergleich zum Wildtypstamm durchgefiihrt werden, um Aussagen

zum mt ATP-Fluss beziiglich der OM-Proteine treffen zu kénnen.

in vitro Analyse des mt ATP-Flusses von Deletionsmutanten

Fiir die Messung des mt ATP-Flusses wurden Mitochondrienfraktionen enzymatisch
isoliert und gleiche Proteinkonzentrationen eingesetzt. Dennoch kénnen die Proben
unterschiedlich stark mit z. B. zytoplasmatischen Proteinen kontaminiert sein, zumal
fiir diesen Versuch keine Saccharose-Gradientenreinigung der Mitochondrien erfolgte.
Die Aktivitdtsbestimmung der in der Matrix lokalisierten Zitratsynthase (siche Kapitel
2.5.14) sowie der immunologische Nachweis und die Quantifizierung von Citlp (eine UE
der Zitratsynthase) in den mt Proben war daher wichtig, um den spéater ermittelten

Lumineszenzanstieg pro Minute auf gleiche mt Enzymaktivitdten normieren zu kénnen.

Der Gehalt von Citlp sowie die Aktivitat der Zitratsynthase in den isolierten Mitochon-
drienfraktionen der Deletionsmutanten Aom14, Aom45, Aom14 Aom45 und Aporl
entsprach mit + 17 % dem der Wildtyphefe (Daten nicht gezeigt), so dass eine Vergleich-

barkeit der einzelnen Proben gegeben war.

Als Ma$ fir den ATP-Export aus isolierten Mitochondrienfraktionen wurden die linearen
Anstiege der Lumineszenzintensitit nach der ADP-Zugabe mit der Software Microsoft®
Office Excel 2003 ermittelt. Die Anstiege konnen als Angaben des ATP-Exports pro
Minute in den extramitochondrialen Puffer angesehen werden. Damit die Werte der
verschiedenen Proben miteinander verglichen werden konnten, wurde eine Normierung

mit den Werten der Zitratsynthaseaktivitdt durchgefiihrt.

Der ermittelte extramitochondriale ATP-Export entspricht in den Stdmmen Aporl
sowie Aom45 mit Abweichungen von +5% dem des Wildtypstammes (Abb. 3.23).
Interessanterweise konnte bei AomI4 pro Minute nur etwa 64 % ATP im Vergleich zum

Wildtyp im umgebenden Medium detektiert werden. Bei der Doppelmutante Aom14
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Aom45 waren es sogar nur noch ca. 55 %. Beide Werte sind im Vergleich zur Wildtyphefe
signifikant reduziert (mit p <0,01; n=3).
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Abbildung 3.23: Mitochondrialer ATP-Fluss (normiert auf Aktivitit der Zi-
tratsynthase)

Die Mitochondrienfraktion der Deletionsstamme Aoml4, Aom45, Aoml4 Aom45 so-
wie Aporl und des Wildtypstammes (WT) wurde enzymatisch isoliert und jeweils auf
eine Konzentration von 1 ug/ul eingestellt. Exportiertes ATP pro Minute der isolierten
Mitochondrienfraktionen wurde im extramitochondrialen Puffer bestimmt. Die linearen
Lumineszenzanstiege nach ADP-Zugabe wurden mit den ermittelten Werten der Zitrat-
synthaseaktivitdt normiert und die durchschnittlichen (n=3) Werte ins Verhéltnis zu dem
des Wildtyps gesetzt. * Signifikanter Unterschied zum Wildtypstamm (p <0,01; n=3);
Die Mittelwertabweichungen sind graphisch dargestellt.

Da eine Deletion von OM14 zu einer ca. zweifachen Reduktion von Om45p fithrt (Vgl.
Abb. 3.12 sowie Tab. C.3 im Anhang C), scheint das Vorhandensein beider OM-Proteine
fir einen schnellen und effizienten ATP-Export (bzw. dessen Synthese) essentiell zu sein.
Ein Fehlen von Porlp scheint jedoch keinen Einfluss zu haben. Dies korreliert mit den
bereits beschriebenen Effekten durch die artifizielle Blockierung des ATP-Transporters
mit BKA (Vgl. Abb. 3.21).
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Kapitel 4
Diskussion

Die mt Auflenmembran stellt die physikalische Abgrenzung des mt Kompartiments
zum Zytoplasma einer Zelle dar, ist aber gleichzeitig auch der Ort des Austausches von
Metaboliten, Proteinen und Signalmolekiilen zur intrazellularen Kommunikation.

Der Austausch von metabolischen Intermediaten zwischen dem Zytoplasma und den
Mitochondrien wird durch die zahlreichen Porinporen der OM gewiéhrleistet. Das Porin-
molekiil, Porlp von S. cerevisiae, steht seit Jahrzehnten im Fokus zahlreicher Forschungs-
arbeiten. Im Gegensatz dazu ist die Funktion von Om14p und Om45p, zwei weitere
OM-Proteine mit vergleichbarer Abundanz bei nicht-fermentativen Bedingungen, bisher
kaum untersucht.

Vor diesem Hintergrund lag der Fokus dieser Arbeit in der molekular-biologischen Cha-
rakterisierung dieser beiden mt OM-Proteine in der Hefe S. cerevisiae. Dabei sollten
Analysen beziiglich Phosphorylierung und Glykosylierung, Topologie, molekularer Organi-
sation und Protein-Protein-Wechselwirkungen sowie Proteomstudien und phénotypische

Untersuchungen die Rolle von Om45p und Om14p in der mt OM klaren helfen.

4.1 Der mitochondriale OM-Komplex

Existiert eine Protein-Protein-Wechselwirkung zwischen Om14p & Om45p?

Die Proteine Om14p und Om45p sind beide in der mt OM lokalisiert [125-127]. Die
mt Lokalisation der in dieser Arbeit verwendeten Fusionsproteine Oml14p-HA und
Om45p-cMyc konnte ebenfalls experimentell verifiziert werden (Abb. 3.2). Eine weitere
Gemeinsamkeit der beiden Proteine ist ihr sehr dhnliches Expressionsmuster. Beide
Gene werden in S. cerevisiae nach einem diauxic shift transkriptional induziert und
auch auf Proteinebene wurde eine verstarkte Expression nachgewiesen [141]. Zusétzlich
weisen beide Nullmutanten keinen vom Wildtypstamm abweichenden Phénotyp auf
[125, 127]. Es ist daher moglich, dass Om14p und Om45p bei den gleichen mt Prozessen
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involviert sind. Eine funktionale Redundanz kann aufgrund der sehr verschiedenen
Proteinstrukturen (Vgl. Abb. A.2 und Abb. A.3) und des Ausbleibens eines Phanotyps
der Doppeldeletionsmutante Aom14 Aom45 (Abb.B.3 und Abb.B.4) jedoch vermutlich
ausgeschlossen werden. Diese Hypothese wird zudem dadurch gestiitzt, dass ein Fehlen
der Proteine Om14p bzw. Om45p Auswirkungen auf unterschiedliche Proteine hat (Vgl.
Abb. 3.19).

Die Vermutung einer Protein-Protein Interaktion konnte durch drei voneinander un-
abhdngigen Methoden experimentell belegt werden. Dabei konnten beide Proteine als
Bestandteile von Proteinkomplexen gleicher Gréfie in der 2D BN - SDS-Separation nach-
gewiesen werden (Abb. 3.10). Zudem gelang die Co-Immunopréazipitation von Om45p
durch immobilisiertes Om14p sowie der gegensétzliche Ansatz (Abb.3.11 B). Auch unter
den stringenteren Bedingungen der TAP-Methode konnte die physikalische Interaktion
zweifelsfrei dokumentiert werden (Abb. 3.15).

Bereits bei der nativen Separation fiel auf, dass das Separationsprofil beider Proteine
dem von Porin weitestgehend dhnelt. Auch in den jeweiligen Eluaten der Affinitats-
préazipitationen konnte neben Om45p und Oml14p auch Porlp nachgewiesen werden.
Aufgrund dessen wurde vermutet, dass die drei abundanten Proteine der mt OM einen

gemeinsamen Komplex ausbilden konnen.

Die molekulare Organisation des OM-Komplexes

Rein formal lassen sich die in Abb.4.1 A gezeigten Szenarien einer Interaktion von Porlp,
Om14p und Om45p in einem gemeinsamen Komplex postulieren. Bei der dargestellten
Moglichkeit 1 interagieren beide, Om14p und Om45p, unabhingig voneinander mit der
Porinpore. Es ist ebenso moglich, dass alle drei Proteine direkt miteinander verbunden
sind (Darstellung 2). Zwei weitere Szenarien wéren, dass entweder Om45p oder Om14p
indirekt tiber Om14p bzw. Om45p an Porlp gebunden wird (Modell 3 und 4).

Um zu tberpriifen inwieweit die Bindung einer UE an den Komplex von der Prasenz
der iibrigen Komplexpartner abhéngig ist, wurde die molekulare Organisation des Kom-
plexes in entsprechenden Deletionsmutanten untersucht. Dabei wurde festgestellt, dass
sich das Organisationsmuster von Porin nicht signifikant in Abwesenheit von Om14p,
Om45p oder beider OM-Proteine verdndert (Abb. 3.13 C). Daraus kann geschlussfolgert
werden, dass die Assemblierung von Porin in die charakteristischen Komplexe mit MWs
von ca. 145, 300, 420, 550 und 700 kDa ein von Om14p und Om45p unabhéngiger
Prozess ist. Porin fungiert daher wahrscheinlich als Scaffold-Protein fiir zuséatzliche
Bindungspartner. Die Unabhéngigkeit von Porin wird ebenfalls dadurch dokumentiert,
dass die steady state Konzentration von Porlp durch Deletionen von OM14 und /oder
OM45 nicht beeinflusst wird (Abb. 3.12 sowie Daten der 2D DIGE-Analysen in Tab. C.3).
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A

Abbildung 4.1: Modell der Proteininteraktionen des OM-Komplexes

A: Schematische, nicht maflstabsgerechte Darstellung moglicher Formen einer Interaktion
von Oml4p, Om45p und Porlp. B: Nicht maflstabsgerechtes Interaktionsmodell von
Om14p und Om45p mit Porlp.

Im Gegensatz dazu koénnen die hochmolekularen Proteinorganisationsformen von Om14p
und Om45p mit einem MW von iiber 200 kDa nicht mehr nachgewiesen werden, wenn
Porlp fehlt (Abb.3.13 A und B). Dies bestétigt erneut die zentrale Funktion von Porlp
als Geriistprotein in dem postulierten OM-Komplex und weist auf eine eher akzessorische
Rolle von Om14p und Om45p hin. In Ubereinstimmung mit dieser Sichtweise sind die
ermittelten Daten der steady state Konzentrationen dieser beiden Proteine: wahrend die
Porinkonzentration durch das Fehlen von Om14p und / oder Om45p nicht beeinflusst
wird, weisen Zellen ohne Porlp eine signifikant verminderte Om14p-Konzentration auf
(Abb. 3.12). Dieser Befund spricht dafiir, dass Om14p in Abwesenheit von Porin nicht
assembliert werden kann und wahrscheinlich dem proteolytischen Abbau zugefithrt wird,
wie es beispielsweise auch bei UEs des Prohibitinkomplexes und der Atmungskettenkom-
plexe beobachtet wird [179, 180].

Wenn Om14p fehlt, kann Om45p mit immobilisierten Antikérpern gegen Porlp nicht
co-prézipitiert werden (Abb. 3.14). Zusatzlich reduziert eine Deletion von OM14 die
steady state Konzentration von Omd5p signifikant, aber nicht vice versa (Abb. 3.12
sowie Daten der 2D DIGE-Analysen in Tab. C.3). Daher kann geschlussfolgert werden,
dass nur eine Interaktionsform der drei OM-Proteine moglich ist: Om45p ist von Om14p
abhingig und benotigt dieses als eine Art Linker fiir eine Interaktion mit der Porinpore
(Modell 3 in Abb.4.1 A).

In Hefestimmen ohne Porlp konnten interessanterweise Om45p und Om14p nicht co-
prézipitiert werden (Abb. 3.14). Demzufolge bilden Om14p und Om45p nur in Gegenwart

von Porlp eine stabile oligomere Struktur aus. Eine Interaktion zwischen Om14p und
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Porlp ohne Om4b5p ist jedoch moglich, da eine Deletion von OM45 keinen Einfluss
auf die Préazipitierbarkeit von Om14p-HA durch immobilisiertes Porlp bzw. vice versa
hat (Abb. 3.14). Da zudem die steady state Konzentration (Abb. 3.12) sowie die Sepa-
rationsprofile der 2D BN - SDS-PAGE (Abb.3.13 A und C) von Om14p und Porlp
durch die Abwesenheit von Om45p nicht beeinflusst werden, wird die Idee unterstrichen,
dass zuerst Oml14p an die Porinpore bindet und Om45p spéater hinzukommt (siehe
Interaktionsmodell in Abb. 4.1 B).

Om14p verfiigt iiber fiinf und Porlp iiber zwei Cysteinreste (Vgl. Proteinsequenz in
Abb. A.1und A.2). Es wire demzufolge moglich, dass die Protein-Protein-Wechselwirkung
zwischen Porlp und Oml4p iiber intermolekulare Disulfidbriickenbindungen erfolgt.
Dass die Cysteinreste der Aminosiduredoméne CxxC von Om14p fiir eine Interaktion
mit Porlp von Bedeutung sind, konnte dadurch gezeigt werden, dass eine Cystein-
Substitutionsmutante von Om14p-HA (Hefestamm NxxN, [134]) nicht mit Porinanti-
korpern co-prézipitiert werden konnte. Eine reziproke Reinigung von Porin mit HA-
Antikérpern war ebenfalls nicht moglich (Daten nicht gezeigt). Allerdings muss an dieser
Stelle erwahnt werden, dass die erzeugte Hefemutante NxxN eine hohe Instabilitit des
Cystein-modifizierten Om14p-HA aufweist [134], wodurch die Ergebnisse der Co-IPs mit
der Proteininstabilitat iiberlagert sein konnten. Die Co-IP-Daten der Hefemutante NxxN

belegen jedoch die Spezifitat der erhaltenen Co-IP-Ergebnisse dieser Arbeit.

Abgeleitet von 2D BN - SDS-PAGE Experimenten mit den Deletionsmutanten Aporl
OM14-HA und Aporl OM45-cMyc (Abb.3.13 A und B) scheinen Om14p und Om45p
unabhangig von Porlp homooligomere Strukturen mit MWs kleiner 150 kDa auszubilden.
In Anbetracht dessen, dass die drei OM-Proteine in dhnlicher Starke exprimiert werden
[125-127], wird die Idee favorisiert, dass nur eine Subpopulation von Om14p und Om45p
zu einer bestimmten Zeit bzw. wihrend eines speziellen physiologischen Zustands an
die Porinpore bindet. Die restlichen OM-Proteinmolekiile konnten als freie homomere
Strukturen existieren, um ein Reservoir bereitzustellen, das bei entsprechenden An-
forderungen mit Porin in Wechselwirkung treten koénnte. Ein solches Szenario wird
beispielsweise bei der Bildung der Superkomplexe der Atmungskette diskutiert [214, 215].
Auch hierbei werden die hocheffizienten Superkomplexe bei bestimmten physiologischen

Anforderungen aus bereits in der Membran vorhandenen Komplexen assembliert.



4.2 Funktion der Proteine Om14p & Om45p 109

4.2 Funktion der Proteine Oml4p & Om45p

In welches zellulare Kompartiment ragt Om45p?

Die Proteine Om14p und Om45p sind in der mt OM lokalisiert und interagieren wie
bereits diskutiert mit der Porinpore Porlp. Wéhrend das -barrel Protein Porlp sowie
Om14p mit drei a-helikalen TMDs in der mt OM verankert sind [112, 125], besitzt
Om45p hingegen nur eine N-terminale TMD [127, 135]. Der Hauptteil von Om45p
ragt somit entweder in den IMS oder ins Zytoplasma. Om45p konnte aufgrund seiner
Topologie die Funktion des OM-Komplexes im Zusammenhang mit zytoplasmatischen

oder internen mt Prozessen vermitteln.

Die Topologie von Om45p ist in der Literatur kontrovers dargestellt: 1983 zeigten
Riezman und Kollegen [126] mittels Trypsinbehandlung von isolierten mt OM-Vesikeln,
dass ein 45 kDa grofies Protein in der OM existiert, welches in den IMS ragt. Fiir diese
Untersuchungen benutzten sie zwei verschiedene Antikorper (mono- und polyklonal), um
das Hauptprotein der OM mit 45kDa zu detektieren. Yaffe et al. [127] benutzten den
identischen polyklonalen Antikorper fiir ein Screening Om45p exprimierender Phagen
und konnten somit die Spezifitit des Antikérpers belegen. Dennoch zitierten Yaffe et al.
[127] ohne eigene experimentelle Daten die Topologieuntersuchung von Riezman et al.
[126], jedoch entgegen der Aussage des Originaltextes mit der Angabe, dass der Grofiteil
von Om4b5p im Zytoplasma exponiert sei.

Ein weiterer tiberzeugender Beleg fiir die mt Exposition des C-Terminus ergibt sich aus
der vergleichenden Analyse eines Coomassie-gefarbten Geles mit separierten Proteinen
aus OM-Vesikeln, die mit oder ohne Trypsin behandelt wurden (Abb.7 in [126]). Da
Om45p eines der vier Hauptproteine der OM ist (vgl. Coomassie-gefiarbtes Gel der
Deletionsmutante Aom45 in [127]), kann die von Om45p abgeleitete Bande in den
Gelen klar zugeordnet werden. Wie erwartet, fithrte eine Trypsinbehandlung der OM-
Vesikel zur kompletten Entfernung der 70kDa groflen Bande des zytoplasmatischen
Rezeptorproteins Tom70p. Im Gegensatz dazu wurde die Intensitit der 45 kDa grofien
Bande, die hochstwahrscheinlich Om45p reprasentiert, nicht verandert. Dies weist deutlich
darauf hin, dass Om45p fir Trypsin unter diesen Bedingungen nicht zugénglich ist und
daher in den IMS ragt. In Ubereinstimmung mit dieser Membrantopologie stehen auch
die Vorhersagen der Topologie-Prognoseprogramme Philius Transmembrane Prediction
[216], TMpred [217] und TOPCONS, welches funf verschiedene Algorithmen nutzt [218].
Philius Transmembrane Prediction verweist mit 99 % auf eine nicht-zytoplasmatische
Orientierung. TMpred bevorzugt stark das ,N-Terminus outside” Modell und TOPCONS

weist ausschlieflich auf dieses Modell hin.

Demgegentiber schlussfolgern Sesaki et al. [136] aus der Sensitivitat von Om45p gegentiber

Trypsin unter Verwendung isolierter Mitochondrien eine zytoplasmatische Lokalisation.
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Die Verwendung der Protease Trypsin zur Ermittlung von proteolytischen Sensitivitédten
verschiedener Proteine muss allerdings sehr kritisch betrachtet werden. Zum einen spaltet
Trypsin Proteine sequenzabhéngig [167] und zum anderen wird die Proteolyse oftmals
durch die natiirliche Proteinfaltung, Glykosylierungen oder Disulfidbriicken beeintréach-
tigt (siehe auch Abb.3.3 und [168]).

Ein weiterer Beleg, der die zytoplasmatische Orientierung von Om45p unterstiitzt,
stammt von Komplementationsuntersuchungen der Hefemutante Atom20 [135]. Die
N-terminale Signalankerdoméne von Om45p konnte die des zytosolischen Rezeptorpro-
teins Tom20p funktional ersetzen, da die Wachstumsdefizienz auf YPG-Medium der
Nullmutante Atom20 durch das Hybridprotein aufgehoben wurde. In zahlreichen Uber-
sichtsartikeln iiber OM-Proteine wird Om45p als Signal-verankertes Protein aufgelistet.

Laut der Literatur ragen alle Signal-verankerten Proteine ins Zytoplasma [17, 137, 138].

Die Daten dieser Arbeit (Abb.3.4) deuten darauf hin, dass der C-Terminus von Om45p
in den IMS ragt. Bei dieser Untersuchung wurde die Proteinsensitivitat von Om45p ge-
geniiber der Aminoséuresequenz unspezifisch schneidenden Proteinase K [168] bestimmt.
Dabei wurde die geeignete Protease-Konzentration durch Titration bestimmt, wobei
Konzentrationen unter 2 pg/ml im gewahlten Zeitfenster kaum nachweisbare proteolyti-
sche Aktivitat gegeniiber den gewéhlten Referenzproteinen besal und Werte ab 5 ug/ml
zum kompletten Abbau fithrten. Insofern kann die Behauptung von Rapaport [219], dass
die in dieser Arbeit gewédhlte Proteinase K Konzentration von 2 pug/ml zu niedrig wére,
widerlegt werden.

Da die Aktivitdt der Proteinase K entscheidend von der jeweiligen kommerziellen
Praparation (Reinheit, stabilisierende Zusétze, Lagerfahigkeit) und den verwendeten
Umgebungsbedingungen bei Durchfiihrung des Assays abhingig ist, ist eine verglei-
chende Wertung aufgrund der Konzentration des Enzyms eine nicht haltbare Basis.
Unabdingbar ist deswegen die initiale Kalibrierung der proteolytischen Aktivitdt auch
in Hinblick auf die unterschiedliche Sensitivitiat der Proteine. Insbesondere der Beleg,
dass ein Protein nicht Proteinase K resistent per se ist, muss durch den Nachweis in
Anwesenheit eines membranlysierenden Agenz, wie z. B. Triton X100, erbracht werden.
In diesem Zusammenhang kénnen auch die Daten von Sesaki et al. [136], die fiir eine
zytoplasmatische Exposition sprechen, aufgrund des Fehlens dieser Kontrolle nicht ohne

Kritik ibernommen werden.

Die Daten von Riezman et al. [126], die Vorhersagen der Prognoseprogramme sowie
die Daten dieser Arbeit (Abb. 3.3 und 3.4) stimmen mit der Lage von Om45p im IMS
tiberein. Om45p kénnte daher mit mt Proteinen des IMS oder der IM (insbesondere der
IBM) interagieren.
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Einschrinkend muss jedoch erwdhnt werden, dass in dieser Arbeit eine Epitop-tag-
tragende Proteinvariante zum Einsatz kam, deren Topologie u.U. nicht oder nicht
vollstandig der des nativen Proteins entspricht.

Die Anwendung von Epitop-tags zur Detektion von Proteinen ist v.a. dann kritisch zu
betrachten, wenn wie in diesem Fall kein funktionaler Test fiir die Fusionsproteine zur
Verfiigung steht, der eine Beeinflussung durch den tag ausschlie§t. Der korrekte Einbau
der Integrationskassette ins jeweilige Hefegenom, die Expression der Fusionsproteine
und deren Lokalisation in den Mitochondrien wurde fiir die Fusionsproteine Om14p-HA
und Om45p-cMyc bestétigt (Vgl. Kapitel 3.1.1) und es konnten keine Wachstumsbeein-
trachtigungen nachgewiesen werden (Abb. B.1 und B.2).

Dennoch fallt v. a. bei Om45p-9cMyc eine extreme Verschiebung des theoretischen pl-
Werts von 8,55 zu 4,92 ! durch den tag auf, die zudem experimentell nachgewiesen wurde.
So wurde Om45p-9cMyc mit einem pl von etwa 5,2 (Abb.3.7) und vier authentische
Proteinformen in einem pl-Bereich von ca. 7,8 bis 9,0 (Abb. 3.18) detektiert. Aufler-
dem waren starke niedermolekulare Banden des Fusionsproteins Om45p-cMyc, die auf
einen Proteinabbau oder eine Proteininstabilitdt hinweisen sehr héufig, v. a. nach einer
enzymatischen Mitochondrienisolation, nachweisbar (Abb. 3.2). Dies konnte auf einen
Einfluss des Epitop-tags hinweisen. Es wére aber auch moéglich, dass Om45p nach einer
Adaptation der Hefezelle an die Stoffwechselverdnderungen eines diauxic shift nicht mehr

gebraucht wird und tag-unabhéngig abgebaut wird.

Eine interessante theoretische Alternative konnte die beiden diskutierten Topologien
vereinen: Es ist zumindest vorstellbar, dass Om45p tiber eine Art flip-flop-Mechanismus
verfiigt und seine Topologie in Bezug auf externe Stimuli verdndern kann. Solch eine

transverse Diffusion wurde beispielsweise fiir den LDL-Rezeptor gezeigt [220].

Um die Sicherheit der Aussage zur Membrantopologie weiter zu erhohen, kénnten
Protease-Resistenzversuche oder elektronenmikroskopische Aufnahmen in Kombination
mit authentischen Antikorpern durchgefiihrt werden. Eine weitere Moglichkeit wére,
OM45-cMyc mit einer zusétzlichen Sequenz, die auch fiir einen weiteren Epitop-tag
kodieren konnte, am N-Terminus zu fusionieren. Eine proteolytische Spaltung mit einer
Protease sollte dann, statt zu einem Verschwinden, zu einer vertikalen Verschiebung der
Proteinbande im Western Blot fithren. Dies wiirde die Aktivitdt der Protease bestétigen
und zusétzlich konnten konkrete Aussagen tiber die Topologie des Proteins getroffen
werden. Ein N-terminaler Epitop-tag sollte die Membraninserierung eines OM-Proteins

nicht stéren, da diese nicht iiber die typische MTS verfiigen [53].

! Die Berechnungen wurden mit dem tool Compute pl/Mw von ExPASy durchgefiihrt [171].



112 Kapitel 4 Diskussion

Welche Funktionen konnen fiir Oml4p & Om45p prognostiziert werden?
Om14p und Om4b5p verfiigen beide iiber a-helikale TMDs, mit der sie in der mt OM

verankert sind. Dies spricht fiir eine evolutionare Entstehung der Proteine nach dem
Endosymbioseprozess und fiir Proteinfunktionen, die insbesondere bei der Metabolit-
Translokation, mt Teilung und Fusion oder Regulation des zellularen Redoxmetabolismus
eine Rolle spielen [125].

Zur Identifizierung der Proteinfunktionen wurde in dieser Arbeit das Oml4p-assoziierte
Proteom mittels der TAP-Methode in einem praparativen Mafistab mit anschlieBender
massenspektrometrischer Analyse des Eluats bestimmt.

Mit dem dafiir immobilisierten Kéderprotein Om14p-TAP wurden, wie erwartet, die
bereits bekannten Interaktionspartner Om45p und Porlp eluiert (Vgl. Abb. 3.15). Zu-
sdtzlich assoziierte Proteine von Om14p-TAP sind interessanterweise hauptsachlich in
der mt IM lokalisiert.

Om14p / Om45p-Beteiligung am mt ADP / ATP-Austausch

Folgende acht identifizierte Interaktionspartner deuten einen funktionalen Zusammen-
hang des OM-Komplexes mit der oxidativen Phosphorylierung an: eine der drei mt
NADH-Dehydrogenasen (Ndelp), drei UEs des Atmungskettenkomplexes III (Corlp,
Cytlp und Qcr2p) und vier UEs der ATP-Synthase (Atplp, Atp2p, Atp3p und Atp7p).
Die zwei zusétzlich co-prézipitierten Proteine der mt IM Aac2p und Mirlp (Vgl. Tab. 1.1)
stellen eine funktionale Verbindung zwischen den Enzymen der oxidativen Phosphory-
lierung und den dafiir benotigten mt Transportprozessen her. Denn Mirlp und Aac2p
bewerkstelligen den mt Import von P; bzw. ADP, welche beide fiir die oxidative Phos-
phorylierung benétigt werden [59, 67, 75].

Ob die Interaktion des OM-Komplexes jeweils direkt oder durch Bindung eines Mirlp-
Aac2p-Heteromers erfolgt, kann nicht unterschieden werden. Fiir letzteres sprechen
die bekannten Interaktionsdaten von Mirlp und Aac2p. Claypool et al. [221] zeigten
eine synthetische Lethalitdt der Hefemutante Aaac2 Amirl, die eine Interaktion beider
Proteine vermuten lasst und bestéatigten dies durch eine Co-Elution mit Antikérpern
gegen Aac2p. Die Arbeitsgruppe von Brandina [222] verifizierte die Proteininteraktion,

indem sie Mirlp und Aac2p als gemeinsame Interaktionspartner der Enolase nachwiesen.

Eine Wechselwirkung zwischen dem ADP / ATP-Transporter in der mt IM und der
Porinpore in der OM von S. cerevisiae wird zum einen dadurch belegt, dass mt Fraktionen
aus Hefen sehr ahnliche 2D BN - SDS-PAGE Separationsprofile der Proteine Aac2p
und Porlp aufweisen [221]. Zum anderen wurde Porlp bei den bereits beschriebenen
Interaktionsnachweisen von Aac2p und Mirlp ebenfalls in den Eluaten identifiziert
[221, 222]. Ein zusétzlicher Nachweis stammt von einem CNAP- (consecutive non-

denaturating affinity purification) Experiment mit Antikorpern gegen Tazlp, bei dem
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u.a. Aac2p und Porlp co-eluiert wurden [223].

Die Spezifitat der identifizierten Interaktionspartner wird zudem dadurch belegt, dass
neben den Kernkomponenten des Porlp-Aac2p-Mirlp Interaktoms die UEs der mt
Atmungskette (Ndelp, Corlp, Cytlp und Qcr2p sowie Atplp, Atp2p und Atp7p) als
zusétzliche Bindungspartner bereits beschrieben sind [221-223].

Proteine des Zitratzyklus, glykolytische Enzyme, zusétzliche Transportproteine der IM
und weitere UEs der Atmungskettenproteinkomplexe wurden ebenfalls in den Arbeiten
von Brandina bzw. Claypool und deren Mitarbeiter [221-223] nachgewiesen. Dies erginzt
auf der einen Seite das Interaktom und spiegelt auf der anderen Seite den komplexen

Zusammenhang des zellularen nicht-fermentativen Stoffwechsels wieder.

Erst kiirzlich vermutete Clémencon [108] ein Zusammenwirken der Porinpore mit dem
sogenannten ATP-Synthasom, bestehend aus den Atmungskettenenzymen, der ATP-
Synthase, des Phosphat-Transporters sowie dem ADP / ATP-Carrier und stellte dies in
einem mt Interaktosom-Modell der Hefe dar. Durch diese Interaktion kann in S. cerevisiae
ein synergistischer ADP / ATP-Austausch zwischen dem Zytoplasma und der mt Matrix
erfolgen. Die vorliegende Arbeit ergidnzt dieses Modell um die Proteine Om14p und
Om45p. Vorstellbar ist, dass die beiden OM-Proteine eine Verbindung zwischen den
Proteinkomplexen beider Membranen herstellen. Eine schematische Darstellung der
Proteininteraktionen sowie des Flusses der metabolischen Intermediate kann der Abb. 4.2

entnommen werden.

Zytoplasma

IMS

Matrix

Abbildung 4.2: ADP / ATP-Austausch

Diese Abb. stellt die Wechselwirkung der OM-Proteine Om14p und Om45p mit dem
ATP-Synthasom in Anlehnung an Clémengon (2012) [108, Abb. 4] schematisch und nicht
mafstabsgerecht dar. RC III/IV: Atmungskettenenzym-Suprakomplex III5IVy; FoFy:
ATP-Synthase; Aac2p: ADP / ATP-Transporter; Mirlp: Phosphat-Transporter
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Bei den in dieser Arbeit insgesamt 20 identifizierten Proteinen handelt es sich keinesfalls
um das vollstdndige Om14p-Interaktom, da nur Proteinbanden mittels MS analysiert
wurden, die durch die Proteinfarbung mit colloidalem Coomassie sichtbar wurden. Das
beschriebene Oml4p-Interaktom reprasentiert deswegen hauptséichlich Proteine mit
hoher Abundanz. Ein weiterer Aspekt ist, dass viele biologisch relevante Interaktionen
mit nur einer geringen Affinitdt oder nur transient erfolgen und generell von spezifischen
zelluldren Bedingungen abhéngig sind. Die zwei aufeinander folgenden Reinigungsschritte
der TAP-Methode erhohen zwar die Spezifitit der eluierten Proteine, fithren aber auch
zu einer starken Verdinnung der Proben, wodurch viele transiente oder schwache
Interaktionen verloren gehen [224]. Mit dem angewandten Verfahren kann daher nur ein
Bruchteil der tatsédchlich stattfindenden Proteinwechselwirkungen erfasst werden. Dies
erklart auch, dass z. B. nur einige UEs der mt Atmungskettenkomplexe nachgewiesen

wurden.

Seltsamerweise wurden Om14p und Om45p in keiner der zitierten Interaktionsunter-
suchungen nachgewiesen, obwohl die Kultivierung der Hefen stets unter nicht-fermenta-
tiven Bedingungen erfolgte. Die mit dem niedrigen MW von Om14p verkniipften methodi-
schen Schwierigkeiten bei Standarduntersuchungen mit Polyacrylamid-Gelelektrophoresen
konnten eine Erklarung sein. Ein weiterer Punkt ist, dass ein Nachweis der OM-Proteine
in einem Proteinkomplex Detergenz-abhangig zu sein scheint. Wie in Vorarbeiten schon
herausgefunden wurde, ist die Assemblierung der OM-Proteine an den Porinkomplex
vermutlich durch sehr schwache Wechselwirkungen charakterisiert, so dass sie nur bei

bestimmten milden Detergenzkonzentrationen nachgewiesen werden kann [134].

Eine Bestatigung der Interaktionspartner des OM-Komplexes durch den Einsatz des
Koderproteins Om45p-TAP war aufgrund der funktionellen Interferenz des TAP-tags
nicht durchfithrbar (Daten nicht gezeigt). Dies steht im Einklang mit der S. cerevisiae
Bibliothek EUROSCARF (European Saccharomyces Cerevisiae Archive For Functional

Analysis), die ebenfalls sehr niedrige Expressionswerte von Om45p-TAP erwéhnt.

Damit ausgeschlossen werden kann, dass der TAP-tag selbst zu Wechselwirkungen mit mt
Proteinen fiihrt, sollte ein vom OM-Komplex unabhéngiges TAP-getaggtes Protein der mt
OM als Koderprotein eingesetzt werden. In dieser Arbeit wurde dafiir das Fusionsprotein
Tom22p-TAP generiert. Aber auch bei diesem Protein scheint der C-terminal angebrachte
Epitop-tag mit der Funktion von Tom22p zu interferieren (Beobachtungen siehe Seite
86). Laut EUROSCARF gelingt auch die Expression anderer geeigneter TAP-getaggter
Proteine, wie z. B. Tom40p-TAP, Tazlp-TAP oder Gut2p-TAP, nicht.

Dennoch koénnen die mittels der TAP-Methode co-prézipitierten Proteine als spezifische
Interaktionspartner von Om14p angesehen werden. Zum einen wurden in der parallel

mitgefithrten Wildtypkontrolle keine Hefeproteine nachgewiesen. Zum anderen ist die
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TAP-Prozedur mit ihren zwei sukzessiven Reinigungsschritten generell mit einem hohen

Grad an Spezifitdt und einem sehr niedrigen Hintergrund anzusehen [154, 225].

Auffallig ist, dass die spezifischen Transportproteine Aac2p und Mirlp in der inneren
Grenzmembran der IM lokalisiert sind, die Enzyme der oxidativen Phosphorylierung
allerdings in der Cristae-Membran, die deutlich abgelost von der OM ist [8]. Vogel
und Kollegen [4] kamen bei ihren Untersuchungen von 20 verschiedenen IM-Proteinen
jedoch zu dem Schluss, dass die Lokalisation der Proteine innerhalb der IM keinesfalls
ausschlielich auf die IBM bzw. die CM begrenzt ist. Vielmehr scheinen die Proteine
sich funktionsabhangig innerhalb der IM lateral zu bewegen. Z. B. wandert der TIM23-
Komplex bei Nichtgebrauch in die CM, welche dann als Lagerort bis zum erneuten
Gebrauch fungiert. Die Autoren vermuten, dass die cristae junctions zwischen IBM und

CM keine strikten Barrieren fiir die laterale Diffusion von Membrankomplexen darstellen.

Um weitere Aussagen zur Funktion der OM-Proteine treffen zu kénnen, wurden die
Auswirkungen der Gendeletionen von OMI14 und /oder OM45 auf das mt Proteom
mittels 2D DIGE-Analysen bestimmt.

In der Literatur wird das mt Proteom der Hefe mit 400 bis 800 Proteinen beziffert
[141, 226-228]. In dieser Arbeit konnten mit dem 2D DIGE-Verfahren im Durchschnitt
ca. 500 Proteinsignale von enzymatisch isolierten und zweifach Gradienten-gereinigten
Mitochondrienfraktionen voneinander separiert und detektiert werden (Abb. 3.18). Dies
entspricht nicht ganz der Effizienz von vergleichbaren publizierten 2D mt Proteomauf-
trennungen von Ohlmeier et al. [141] und Sickmann et al. [166], die von 750 bis 800
Spots berichten. Die Differenz von ca. 300 Proteinsignalen kann durch die ungeniigende
Auftrennung in den Randbereichen des SDS-PAA-Gels der zweiten Dimension entstanden
sein.

Viele Proteine treten aufgrund posttranslationaler Modifikationen in mehreren Spots auf,
was die eigentliche aufgetrennte Proteinanzahl wieder sinken lésst. Generell kann das
mit diesem Verfahren aufgetrennte mt Proteom aufgrund der folgenden Parameter nicht
vollstdndig sein: Sdmtliche Proteine kleiner 15 kDa sind nach der zweiten Dimension mit
dem hier verwendeten 12 %-igen SDS-PAA-Gel nicht mehr nachweisbar. Zudem fallen
alle Proteine mit pI-Werten kleiner drei und grofler elf nicht in den Auftrennungsbereich
der ersten Dimension. Auffallend ist, dass auch in anderen 2D mt Proteomauftrennungen
von z. B. Ohlmeier et al. [141] kaum hydrophobe Membranproteine, wie beispielsweise
die UEs des mt Atmungskettenkomplexes IV, identifiziert wurden. Dies liegt daran, dass
solche Proteine (mit einem positiven durchschnittlichen Hydrophatizitétsindex) schwer
zu solubilisieren und normalerweise fiir eine 2D gelelektrophoretische Auftrennung nicht

geeignet sind [229].
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Von den insgesamt 13 durch eine Deletion von Om14 und / oder OM45 beeinflussten
Proteinen sind 7 (Cbp4p, Ccplp, Hem14p, Lsclp, Prxlp, Pst2p und Qcr2p) im mt
Kompartiment lokalisiert. Die Gemeinsamkeit der sieben mt Proteine liegt darin, dass sie
fiir ihre Funktionalitéit Co-Faktoren oder Substrate binden miissen. Diese Molekiile selbst
oder ihre Vorlaufermolekiile miissen durch die mt Membranen transportiert werden.
Es liegt daher die Vermutung nahe, dass Om14p und Om45p eine Rolle bei diesen

Transportvorgangen spielen kénnten.

Wiéhrend der Transfer durch die OM fiir die meisten Molekiile durch die Porinpore
verlduft, erfolgen in der IM spezifische Transportprozesse mit Hilfe der MCs (siehe
Einleitungskapitel 1.2.4 Metabolit- und Ionentransport). Durch die OM14 /OM45-
Gendeletionen sind die ins Mitochondrium zu importierenden Molekitile ADP, die Flavine
FMN und FAD, Glutathion, Him, P; sowie moglicherweise Zinkionen betroffen (Vgl.
Tab.4.1). Da jedoch das Fehlen der Proteine Om14p und Om45p unter den getesteten
Bedingungen keinen vom Wildtypstamm abweichenden Phanotyp hervorruft, kann davon
ausgegangen werden, dass sie fiir den Transfer der Molekiile nicht essentiell sind, vielleicht

aber unter bestimmten Bedingungen eine Effizienzsteigerung vermitteln.

Tabelle 4.1: Co-Faktoren bzw. Substrate und deren Transporter von
Om1l4p / Om45p-abhingigen mitochondrialen Proteinen.

Beeinflusste mt Proteine durch die Deletionen von OMI14 und /oder OM45 im Vergleich
zum Wildtypstamm mit Signalintensititsunterschieden grofier zweifach (Vgl. Tab. 3.1),
deren Co-Faktoren bzw. Substrate und die dazugehorigen Transportproteine der mt
IM. Subzelluldre Lokalisation: M, Mitochondrien (IMS, Intermembranraum; IM, innere
Membran; MA, Matrix); ¢, Annahme

Spot Protein Lokal. Co-Faktor/Substrat Transporter Referenzen

Aomil4 & Aoml4 Aom45
2 Cbpdp IM unbekannt - 189, 190
3 Lsclp MA ADP + P; Aacl/2/3p + Mirlp 59, 188

Aom45 & Aoml4 Aom45
14 Prxlp M Glutathion in Sdugerzellen: 191, 230, 231
Dicarboxylat- und
2-Oxoglutarat-Transp.

15 Cceplp IMS Ham Aacl/2/3p 66, 192

nur in Aom14 Aom45

10 Pst2p M FMN¢ unbekannt 99, 194, 195, 232
11 Qcr2p IM Zn2te unbekannt 196, 233, 234

20 Hem14p IM FAD unbekannt 99, 200, 201, 232

Der schon durch die identifizierten Interaktionspartner vermutete funktionale Zusam-
menhang der Proteine Om14p und Om45p mit dem ADP / ATP-Synthasom wird durch
folgende Auswirkungen der OM14 / OM45-Gendeletionen auf das mt Proteom unterstiitzt:
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Zum einen deuten die zu importierenden Molekiille ADP, das Ham-Vorlaufermolekiil
Protoporphyrin IX und P; wiederholt eine Interaktion des OM-Komplexes mit den
Carriern Aac2p und Mirlp an [59, 66]. Zum anderen spielen die drei bei Abwesenheit
von Om14p und Om45p herunterregulierten Proteine Qcr2p, Cbp4p und Hem14p eine
Rolle bei den Atmungskettenkomplexen. Qcr2p ist eine UE des Atmungskettenkomplexes
IIT und Cbp4p stellt einen Assemblierungsfaktor des selben Enzymkomplexes dar (Vgl.
Tab. 3.1). Hem14p spielt eine Rolle bei der Hambiosynthese und ist demzufolge ebenso
fiir die mt Atmungskettenkomplexe III und IV von Bedeutung, da diese die Cytochrome
b und ¢; bzw. a und a3 als redoxaktive Zentren tragen bzw. eine Bindung mit Cytochrom
¢ eingehen [235, 236]. Ein weiterer interessanter Aspekt ist, dass sdémtliche durch eine
Deletion der Gene OM14 und /oder OM45 beeinflussten mt und nicht-mt Proteine
(Vgl. Tabelle 3.1), aufier Cbp4p und Hem14p, geméB der UniProt Datenbank [237] bzw.
der Saccharomyces Genom Datenbank [238], Phosphoproteine sind. Fiir eine Protein-
phosphorylierung wird ATP benétigt. Die mt Synthese von ATP erfordert wiederum
den mt Import von P; und ADP durch die IM-Transporter Mirlp und Aac2p. Die
Phosphorylierung von nicht-mt Proteinen bedingt wiederum den mt Export von ATP,
der ebenfalls tiber Aac2p verlauft [59].

Mit der in dieser Arbeit durchgefiihrten TAP-Methode konnte gezeigt werden, dass
Om14p und Om45p mit dem mt ATP-Synthasom interagieren. Vergleichende mt Proteom-
analysen fiihren zu der Vermutung, dass Om14p und Om45p an mt Transportprozessen,

insbesondere denen von ADP, ATP und P; involviert sind.

Om14p / Om45p-Beteiligung am Ethanol-Metabolismus

Die mittels TAP identifizierten Interaktionspartner Sfclp und Mirlp von Om14p-TAP
(Vgl. Abb.3.15) stellen einen Zusammenhang des OM-Komplexes mit dem Ethanol-
Metabolismus her (Vgl. Abb.4.3). Steht der Hefe, analog zu den Versuchsbedingungen
mt Analysen dieser Arbeit, Ethanol als alleinige C-Quelle zur Verfiigung, so wird
dieses im Zytoplasma zu Acetyl-CoA metabolisiert und durch den Glyoxylatzyklus zu
Succinat umgewandelt [239]. Succinat gelangt anschlieBend hochstwahrscheinlich durch
die Porinpore in den IMS, von wo aus es durch Sfclp, auch bekannt als Acrlp, in die mt

Matrix transportiert wird [78].

Einen weiteren Carrier fiir Succinat stellt der Dicarboxylat-Transporter Diclp dar,
der aufgrund der mt Proteomvergleiche der Deletionsmutante Aom45 mit dem Wild-
typstamm schon ins Visier von OM-Komplex abhéngigen Proteinen gertickt ist. Denn
Diclp koénnte ein funktionell homologes Protein zum Dicarboxylat- bzw- 2-Oxoglutarat-
Transporter der Saugerzellen [59], und dadurch u. a. fur den Glutathiontransport verant-
wortlich sein (Vgl. Tab.4.1). Im Falle des Succinat-Transports handelt es sich bei Diclp
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um einen Antiporter, der durch den zusétzlichen Export von P; elektronneutral arbeitet
[240]. Ein erneuter Ausgleich des mt Phosphatgehalts erfolgt durch den schon erwahnten
Phosphat-Transporter Mirlp. Sowohl Sfclp als auch Diclp sind fiir das Hefewachstum
in Gegenwart von Ethanol als alleinige C-Quelle essentiell [241, 242].

Succinat wird in der mt Matrix entweder direkt vom Atmungskettenkomplex II als
Substrat angenommen oder gelangt in den Zitratzyklus, der ebenfalls Substrate in Form
von NADH an die Atmungskette (NADH-Dehydrogenasen) liefert. Entstehendes Fumarat
kann ebenfalls in den Kreislauf des Zitratzyklus gelangen oder durch Sfclp exportiert

werden [78], wodurch die Hefezelle Glukoneogenese betreiben kann.

'/\ Ethanol
/\ Acetat

Acetyl-CoA Glukose-6-P
m Glukoneo-
genese
Succinat

Fumarat

P,  Succinat Fumarat Succinat

% NADH

Abbildung 4.3: Ethanol-Metabolismus
Diese Abb. stellt die Wechselwirkung der OM-Proteine Om14p und Om45p mit spezifi-
schen Transportern des nicht-fermentativen Kohlenstoffwechsels schematisch und nicht

mafstabsgerecht dar. Es handelt sich hierbei um eine modifizierte Darstellung aus Palmieri
(2006) [59, Abb.2]. RC II: Atmungskettenkomplex II

Die Verkniipfung der Porinpore mit den spezifischen und essentiellen Transportern Sfclp,
Diclp und Mirlp deutet eine mogliche Rolle der OM-Proteine Om14p und Om45p fiir

den nicht-fermentativen Ethanol-Metabolismus an.

Die durch eine Deletion von OM14 herunterregulierten Proteine Lsclp, eine UE eines
Enzyms des Zitratzyklus [188], und Tdhlp, ein Enzym der Glukoneogenese [187], stehen

im Einklang mit diesem funktionalen Zusammenhang. Des Weiteren spricht dafiir, dass
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Om14p mit Proteinen des mt Zitratzyklus und der Atmungskette co-reguliert wird [243]
und dass Om45p in einem mt supramolekularen Proteinkomplex, der u.a. Proteine der

Atmungskette und des Zitratzyklus beinhaltet, nachgewiesen wurde [244].

Om14p / Om45p-Beteiligung an der Bekidmpfung reaktiver Sauerstoffspezies

Unter nicht-fermentativen Stoffwechselbedingungen (Ethanol-Metabolismus sowie dem
ADP / ATP-Austausch) entstehen reaktive Sauerstoffspezies in den Mitochondrien, die
zu zelluldren Schiaden fiihren kénnen. Durch das Fehlen der beiden Proteine Om14p und
Om45p werden die Proteine Ceplp, Pst2p, Lsplp und Pillp vermindert exprimiert (Vgl.
Tab. 3.1). Sie alle sind bei der oxidativen Stressbekdmpfung involviert und unterstiitzen
demzufolge die Zelle bei verstarkten respiratorischen Prozessen.

Im Einklang damit steht die identifizierte Interaktion von Om14p-TAP mit dem Oxoglu-
tarat-Transporter Yhm2p (Coclp) (Vgl. Abb. 3.15), der eine Rolle im Zitrat-Oxoglutarat /
NADPH-Redox-Kreislauf spielt [80]. Yhm2p exportiert Zitrat ins Zytoplasma und im-
portiert Oxoglutarat ins Mitochondrium. Aufgrund von metabolischen Reaktionen im
Zytoplasma und in der mt Matrix fithrt dies final zu einem Anstieg von zytoplasmatischem
NADPH. Dieses reduzierende Aquivalent wird fiir biosynthetische und antioxidative
Reaktionen benotigt. Die inverse Richtung der Transportprozesse, die zu einem An-
stieg von intramitochondrialem NADPH fiihren wiirden, wird von Castegna und seinen
Mitarbeitern [80] nicht ausgeschlossen. Dies wiirde u.a. dem Abfangen von reaktiven

Sauerstoffspezies innerhalb der Mitochondrien dienen [245, 246].

Beteiligung am mt Proteinimport bzw. mt Teilungs-/Verteilungsprozessen

Neben den oben beschriebenen Metabolit-Transportprozessen gibt es auch Hinweise fiir
eine Beteiligung der Proteine Om14p und Om45p am mt Proteinimport:

Bei einem weiteren identifizierten Oml14p-assoziierten Protein Phb2p, handelt es sich um
eine UE des stark konservierten 1,0-1,4 MDa groflen Prohibitinkomplexes in der mt IM
[181]. Es wird u. a. diskutiert, dass dieser Komplex eine Funktion als Chaperon haben
konnte, da Prohibitin nachweislich mit nicht-assemblierten UEs der mt Atmungskette
interagiert [181, 247]. Die Assoziation von Om14p-TAP mit dem Prohibitinkomplex
auf der einen Seite und mit ribosomalen Proteinen (Rpll3ap, Rpl20ap, Rpl21lap und
Rpsl4ap) auf der anderen Seite (Vgl. Abb.3.15) impliziert eine Funktion des OM-
Komplexes, die mit co-translationalen Proteinimportprozessen, Proteinassemblierung
und -faltung einhergeht. Im Einklang mit dieser Hypothese steht der Befund, dass der
Elongationsfaktor Tef2p bei einer Deletion von OM45 in geringeren Konzentrationen als
im Wildtypstamm vorliegt. Zusétzlich zeigten Ohba und Schatz [248], dass ein Antiserum
gegen 45kDa groie Proteine der mt OM (erkennt hochstwahrscheinlich Om45p) den mt

Proteinimport blockiert. Hierbei sei allerdings erwahnt, dass ein Einfluss von Om45p auf
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den Proteinimport der Zitratsynthase, der ATP-Synthase-UE Atp2p und der COX-UE
Cox4p durch Untersuchungen der Deletionsmutante Aom45 nicht bestéitigt werden
konnte [127].

Fiir den Prohibitinkomplex wurde in alternden Hefezellen von Piper et al. [249] auflerdem
gezeigt, dass dieser an mt Teilungsprozessen, v.a. in Bezug auf die mt Verteilung in die
Tochterzellen, beteiligt ist. Die Wechselwirkung des OM-Komplexes mit dem Prohibi-
tinkomplex untermauert demzufolge die Beobachtung der atypischen mt Morphologie
der Deletionsmutante Aom45 (Abb. 3.17) und stellt die Membrantopologie von Om45p
durch eine Wechselwirkung mit der mt Teilungs- bzw. Fusionsmaschinerie nicht mehr in
Frage.

Interessanterweise fithrte der Funktionsausfall von Porin in Drosophila zu langlichen ge-
streckten Mitochondrien [250]. Auch in der Hefemutante Aporl wurde eine mt Struktur
nachgewiesen, die der einer mt Teilungsmutante dhnelt (Abb.3.16 und 3.17). Daraus
kann geschlussfolgert werden, dass Porin ebenfalls bei mt Teilungsprozessen involviert
ist. Es ist zudem bekannt, dass Porin in Saugerzellen mit Tubulin, eine UE der Mi-
krotubuli, in Abhéngigkeit der Phospholipidzusammensetzung der mt OM sowie der
eigenen Phosphorylierung interagiert [251, 252]. Dies konnte neben der Blockierung der
Porinpore auch fiir die mt Verteilung innerhalb der Zellen von Bedeutung sein und sich
im mikroskopischen Bild durch mt Akkumulationen duflern.

Bei der Anpassung einer Hefezelle an den Wechsel des zellularen Kohlenstoffmetabolismus
von Fermentation zu Respiration konnten mt Teilungs- sowie Verteilungsprozesse eine
wichtige Rolle spielen. Es ware denkbar, dass das durch einen diauxic shift induzierte
Om45p die Interaktion zwischen Porlp und dem Prohibitinkomplex vermittelt und

dadurch eine Moéglichkeit zur koordinierten Teilung beider mt Membranen erzeugt.

Wechselwirkung mit dem ER

Neben den Proteinen der mt IM wurde ein weiterer lonentransporter Spflp (bzw. Codlp)
im Eluat von Om14p-TAP identifiziert. Die P-Typ ATPase Spflp ist in der Membran
des ERs lokalisiert und pumpt Kalziumionen [182]. Der Nachweis von Spflp im Eluat
von Om14p-TAP lasst auf eine Verbindung des Mitochondriums mit dem ER schlieflen.
Dafir spricht ebenfalls die von Om14p und Om45p abhédngige Proteinkonzentration
der Protein-Disulfid-Isomerase Pdilp des ERs. Pdilp dimerisiert in Abhéngigkeit von
Zinkionen [253]. Ein Austausch von Zn*" zwischen dem ER und Mitochondrien iiber den
Porinkomplex wére denkbar. Die mit dem OM-Komplex interagierende Kalziumpumpe

Spflp des ERs scheint allerdings keine Zinkionen zu transportieren [182].

Der schon beschriebene mt ADP / ATP-Austausch kénnte allerdings der Belieferung der
ATPase Spflp mit ATP dienen, wobei durch die Interaktion von Spflp mit dem OM-

Komplex eine direkte Ubergabe erfolgen kann. Eine weitere Interpretationsméglichkeit
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dieser Protein-Protein-Wechselwirkung liegt im mt Kalziumionenaustausch mit dem ER.
Dieser ist, wie in der Einleitung bereits beschrieben (Kapitel 1.2.2) fir mt Funktionen
von grofler Bedeutung. Der OM-Komplex kénnte innerhalb der Mitochondrien mit einem
bisher unbekannten Ca?*-Transporter interagieren und die durch Porin geschleusten Kal-

ziumionen direkt an Spflp bzw. an den unbekannten Transporter der mt IM tibergeben.

Om14p / Om45p-Beteiligung an weiteren mt Transportprozessen

Bei der Analyse der Auswirkungen auf das mt Hefeproteom durch die Abwesenheit der
OM-Proteine, wurde festgestellt, dass moglicherweise auch ein mt Import von Flavinen
und Metallionen wie Zn?" in Zusammenhang mit den Proteinen Om14p und Om45p
steht (Vgl. Tab. 4.1).

Als Transportprotein fir Flavine wurde lange Zeit Flx1p angesehen [59, 98]. 2004 konnte
aber gezeigt werden, dass dieses Protein nur FAD aus den Mitochondrien exportiert [99].
Die Synthese von FMN und FAD findet allerdings innerhalb der Mitochondrien statt, so
dass der Import von Riboflavin, das Vorldufermolekiil von FMN, zwingend erforderlich
ist. Bisher konnte jedoch kein Carrier fiir Riboflavin identifiziert werden [99, 232].

Es wird ebenso angenommen, dass der mt Import von Metallionen, wie z. B. Zn?*, Carrier-
unterstiitzt erfolgt. Von einem Transporter der IM fiir Zink wurde bisher allerdings nicht
berichtet (Ubersicht in [233]).

Fast alle MCs der Hefe wurden bereits charakterisiert (Vgl. Tab. 1.1), dennoch gibt es
zahlreiche Molekiile innerhalb der Mitochondrien, fiir die bisher kein Transporter durch
die IM identifiziert werden konnte. Eine Erklarung dafiir wére, dass MCs neben den
bereits identifizierten Substraten weitere, noch nicht getestete, Molekiile transportieren
konnen. Auflerdem muss eine Substanz, fiir die der Transport in artifiziell geschaffenen
Liposomen nachgewiesen wurde, nicht das tatsédchliche Substrat unter physiologischen
Bedingungen eines Transporters sein. Zudem ist auch vorstellbar, dass von der Familie
der MCs unabhéangige Transportmolekiile in der mt IM vorhanden sind. So wird z. B.
diskutiert, dass der Transfer von Metallionen durch sogenannte mt ABC-Transporter

wahrgenommen werden konnte [57, 254, 255].

Unter den sechs nicht-mitochondrialen Proteinen (Htb1lp, Lsplp, Pdilp, Pillp, Tdhlp
und Tef2p), die ausgelost durch eine OM14 / OM45-Gendeletion eine schwéchere Konzen-
tration im Vergleich zum Wildtypstamm aufweisen, sind zwei, die ebenfalls Co-Faktoren
benotigen: Tdhlp bindet NADT und Tef2p benotigt GTP zur Aktivierung [187, 193].
Spezifische Transportproteine fiir diese Molekiile wurden ebenfalls in der mt IM identi-
fiziert: NAD™ wird durch die zwei Isoformen Ndtlp bzw. Ndt2p und GTP durch den
Transporter Ggelp erkannt [59]. Die beiden Co-Faktoren NADT und GTP liegen jedoch
im Zytoplasma der Zelle vor, so dass hier nicht von einer Bedeutung mt Transportpro-

zesse ausgegangen werden kann.
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Gemeinsamkeit der putativen Funktions-Szenarien

Die Gemeinsamkeit der dargestellten Funktions-Szenarien der OM-Proteine ist, dass
Om14p und Om45p mit der Porinpore der OM und mit spezifischen Proteinen der IM
interagieren und mt Transportprozesse beeinflussen. Es wére vorstellbar, dass dabei
die Porinpore selektiv an bestimmte, den physiologischen Bediirfnissen entsprechend,
Transporter der IM positioniert wird. Dadurch kénnten fiir respiratorische Bedingungen
bedeutsame mt Membrantransportprozesse effizienter erfolgen.

Fiir die biochemischen Prozesse Glykolyse [256, 257], Zitronensaurezyklus [258] sowie
oxidative Phosphorylierung [259] ist beispielsweise bekannt, dass die Ausbildung von
supramolekularen Proteinkomplexen zur Effizienzsteigerung fithrt. D.h. durch eine
Kopplung der Transportmaschinerien beider Membranen kann ein effizienter Austausch
von metabolischen Intermediaten ermoglicht werden. Dies konnte fiir die Hefezelle bei
der Adaptation an nicht-fermentative Stoffwechselbedingungen besonders von Vorteil

sein.

4.3 Experimentelle Funktionsverifizierung

Haben die OM14 / OM45-Gendeletionen Auswirkungen auf den Transport

von mt wirkenden toxischen Substanzen?

Zur experimentellen Bestatigung der prognostizierten Beteiligung der OM-Proteine an
mt Transportprozessen wurde das Wachstum von Deletionsmutanten in Gegenwart des
mt toxisch wirkenden Stoffes TBHP bzw. des Aac2p-Inhibitors BKA im Vergleich zum
Wildtypstamm analysiert.

Die Deletionsmutante Aporl toleriert im Gegensatz zum Wildtypstamm toxische TBHP-
Konzentrationen (Vgl. Abb. 3.20 B), woraus geschlussfolgert werden konnte, dass TBHP
bei einem Fehlen der Hauptporinpore nicht effektiv ins Mitochondrium eindringen kann.
Das Wachstum der Doppelmutante Aom14 Aom45 dhnelt dem der Deletionsmutante
Aporl. Fehlen demzufolge die beiden OM-Proteine Om14p und Om45p, so fithrt dies zu
einem geringeren TBHP-Durchlass durch die mt Membranen. Dies konnte einerseits durch
eine Beteiligung der OM-Proteine beim Offnen und / oder Schlieen der Porinpore erklért
werden. Andererseits konnte die fehlende Kopplung von Porlp mit einem unbekannten
Transporter X fiir TBHP zu einem ineffizienten TBHP-Import fiihren. Ein Einfluss
auf die Konformation des Transporters X durch die OM-Proteine ist ebenfalls zum
jetzigen Zeitpunkt nicht ausschlieBbar. Ein Modell in Abb. 4.4 A veranschaulicht diese

Vermutungen.

Das Wachstum von Aporl in Gegenwart von TBHP deutet bemerkenswerterweise zu-
séitzlich an, dass fiir den Transport metabolischer Intermediate durch die OM zusétzliche,

Porlp-unabhingige Transportwege existieren. In Ubereinstimmung mit dieser Hypothese
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Abbildung 4.4: Modelle mt Transportprozesse von TBHP und ADP / ATP

Die Transportprozesse der mt toxisch wirkenden Substanz TBHP (A) sowie von ADP und
ATP in Gegenwart des Aac2p-Inhibitors BKA (B) bzw. in Abwesenheit von BKA (C)
sind in Abhéngigkeit der Gegenwart der Proteine Om14p und Om45p schematisch und
nicht mafistabsgerecht dargestellt. Gestrichelte Linien verdeutlichen einen ineffizienten
Transport. Grau dargestellte Intermediate deuten eine niedrige Konzentration an. Die
Strichgesichter veranschaulichen die Wachstumsfahigkeit der Hefe und der Totenkopf stellt

die Toxizitéat dar.
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konnen Hefezellen ohne PORI1 auf sdmtlichen nicht-fermentierbaren C-Quellen wachsen
[119, 120, 178, sowie Abb.B.4 in dieser Arbeit]. Die Permeabilitit der OM gegeniiber
NADH ist bei der Mutante Aporl allerdings stark reduziert [120], woraus geschlussfolgert
werden kann, dass ein aus Porlp gebildeter Kanal den Haupttransportweg darstellt.
Das zu Porlp isoforme Protein Por2p enthélt das konservierte g-Faltblattmuster der
Porinkanéle [177] und sollte demzufolge auch Poren ausbilden kénnen. Eine Uberexpres-
sion von POR2 kann die Effekte einer POR1-Deletion supprimieren [119], auch wenn in
planaren Lipid-Doppelmembranen bisher nicht gezeigt werden konnte, dass Por2p tat-
séchlich Poren ausbilden kann [118]. Das Wachstum einer Aporl Apor2 Doppelmutante
auf nicht-fermentierbaren C-Quellen ist kontrovers beschrieben: Laut Blachly-Dyson und
Forte [118] wachst die Doppelmutante gar nicht, laut Lee et al. [120] stark verzogert und
laut Forte und seinen Mitarbeitern [177] wéchst sie analog der Einzelmutante Aporl. Es
ware demzufolge moglich, dass ein weiterer Porin-unabhangiger Kanal fiir Metabolite in
der mt OM existiert. Die Daten von Lee et al. [120] unterstiitzen diese Theorie, indem sie
zeigten, dass die OM der Doppelmutante Aporl Apor2 noch eine gewisse Permeabilitat
gegeniitber NADH aufweist. Im Jahr 2000 konnten Kmita und Budzinska [260] zudem
zeigen, dass eine Blockierung des TOM-Komplexes in der Einzelmutante Aporl den
Zugang von externem NADH in den IMS limitiert.

Lee und seine Kollegen [120] duBerten die Vermutung, dass Por2p kleinere Kanéle mit
geringerer Bevorzugung von Anionen als Porlp ausbildet. ADP / ATP und kleinere
Metabolite konnten diese passieren, NADH hingegen nicht. NADH scheint dafiir in

einem geringen Mafl mit Hilfe des TOM-Komplexes die OM passieren zu kénnen.

Der Transport von ADP / ATP durch die mt IM kann neben Aac2p auch durch das
teilweise funktionell redundante Protein Sallp iibernommen werden. Im Hefestamm
BY4741 liegt das Gen SALI allerdings verkiirzt vor [71]. Somit kénnen in diesem Stamm

Uberlagerungen beider Proteinfunktionen ausgeschlossen werden.

Wachstumsuntersuchungen in Gegenwart des Aac2p-Inhibitors BKA wiesen ebenfalls
einen vom Wildtypstamm abweichenden Phéanotyp der Doppelmutante Aom14 Aom45
auf (Abb.3.21). D.h. die Doppelmutante toleriert im Gegensatz zum Wildtyp und
den Einzelmutanten schidigende BKA-Konzentrationen, die zu einer geringeren ATP-
Synthese und -Export ins Zytoplasma fithren.

Ein Fehlen der OM-Proteine wiirde nach den vorausgegangenen Vermutungen die Ver-
bindung zwischen Porlp und Aac2p verhindern oder zum Schlieflen der Pore fiihren.
Bei geringen BKA-Konzentrationen kénnte in solch einem Fall Por2p oder ein Porin-
unabhéngiger Transporter Y der mt OM den Transfer von ADP / ATP tibernehmen
und so zu einem Wachstum der Doppeldeletionsmutante fithren. Eine weitere Erklédrung
analog zum TBHP-Wachstum wiére, dass Om14p und Om45p einen Einfluss auf den
ADP / ATP-Carrier Aac2p ausiiben. Ohne die OM-Proteine kénnte sich die Konforma-
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tion von Aac2p so verdndern, dass der Inhibitor BKA nicht mehr oder schlechter binden
kann (Vgl. schematische Darstellung in Abb. 4.4 B).

Interessanterweise korreliert das Wachstum der Deletionsmutante Aporl in Gegenwart
von BKA (im Gegensatz zum Wachstum in Anwesenheit von TBHP) nicht mit dem
der Doppelmutante Aom14 Aom45. Durch die Untersuchungen der Protein-Protein-
Wechselwirkungen des OM-Komplexes ist bekannt, dass die beiden OM-Proteine ohne
Porlp keine hochmolekularen Proteinkomplexe sowie keinen heteromeren Subkomplex
ausbilden. Die Situation wiirde also dem der Doppelmutante &hneln, was zu Konforma-
tionsdnderungen von Aac2p sowie zu einem freien Zugang fir ADP / ATP durch Por2p
oder Transporter Y fiihren konnte. Da allerdings zusétzlich Porlp fehlt, konnte der
alleinige Transport von ADP und ATP durch Por2p oder Transporter Y so ineffizient sein,
dass bei den angewandten Versuchsbedingungen kein Wachstum von Aporl beobachtet
werden konnte. Dies wére aber auch ein Indiz dafir, dass Om14p und Om45p keinen

Einfluss auf das Offnen und SchlieBen der Porinpore haben.

Wird durch das Fehlen der Proteine Oml4p und /oder Om45p der mt
ATP-Fluss veridndert?

Die prognostizierte Beteiligung der OM-Proteine am ADP / ATP-Austausch sollte neben
den Wachstumsanalysen in Gegenwart von BKA, einem Inhibitor des ADP / ATP-
Transporters, zusétzlich durch Analysen des mt ATP-Flusses verifiziert werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde dazu ein Nachweisverfahren etabliert, bei dem die
extramitochondriale ATP-Konzentration in Suspensionen isolierter Mitochondrien in
Abhéngigkeit der Zeit als MaB fir den ATP-Fluss gewertet wurde (Kapitel 2.5.15). Die
ATP-Konzentration wurde dabei durch den ATP-abhédngigen Lumineszenzanstieg einer
Luciferase-Reaktion gemessen. Als Beleg der Funktionalitiat des Assays konnte mittels
diverser Testmessungen und der Zugabe von spezifischen Inhibitoren bzw. Substraten
der mt Atmungskette und des ADP / ATP-Transporters bestétigt werden, dass die
gemessenen Lumineszenzsignale auf den Export von de novo synthetisiertem ATP im
extramitochondrialen Medium zurtckgefithrt werden konnen (Abb. 3.22).

Dennoch miissen die mit diesem Verfahren erzielten initialen Ergebnisse allerdings sehr
kritisch betrachtet werden, da mit einer Probe stark schwankende Lumineszenzintensita-
ten gemessen wurden und die Reproduzierbarkeit von Absolutwerten nur innerhalb eines
Messtages gegeben war (Abb. 3.22). Der ADP / ATP-Austausch zwischen Zytoplasma
und der mt Matrix scheint sehr schnell abzulaufen und nicht unabhéngig vom Prozess
der ATP-Synthese messbar zu sein. Moglicherweise gibt der Anstieg der extramitochon-
drialen Lumineszenzsignale (Geschwindigkeit) nicht die ATP-Export-Kinetik wieder.
Ein Vergleich der Absolutwerte war aufgrund extremer Schwankungen von Proben eines

Hefestammes allerdings nicht mdoglich.
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Ein Vergleich der Lumineszenzanstiege von Mitochondrien der Deletionsmutanten mit
denen des Wildtyphefestammes zeigte, dass v.a. bei der Doppelmutante Aom14 Aom45
ein signifikant (um ca. 45 %) verringerter ATP-Gehalt in der gleichen Zeit messbar
war (Abb.3.23). Die Einzelmutante Aom14 wies ebenfalls verringerte ATP-Mengen
(nur noch etwa 65 % auf den Wildtyp bezogen) auf, welche wahrscheinlich durch die
Oml4p-bedingte zusatzliche Konzentrationsabnahme von Om45p zu erkléren ist.

Auch wenn das Nachweisverfahren noch nicht ausgereift ist, so stehen die gemessenen
Daten zumindest im Einklang mit der Vorstellung, dass die Proteine Om14p und Om45p
zusammen einen Einfluss auf den ADP / ATP-Transport haben. Fehlen die beiden OM-
Proteine, so konnte eine Verbindung zwischen Porlp und Aac2p gestort sein und zu einem
ineffizienten Transport durch beide mt Membranen fiihren. Eine weitere Moglichkeit wére,
dass das Fehlen der OM-Proteine zu einer Konformationsanderung des Transporters
Aac2p fiihrt.

Zusatzlich konnte aber auch ein weiterer Transporter (Por2p oder Protein Y) in der
OM Zugang zu ADP und ATP bekommen und den Austausch unterstiitzen. Diese
Hypothese wiirde erklaren, warum bei der Doppeldeletionsmutante Aom14 Aom45 im
Vergleich zum Wildtypstamm keine Wachstumsunterschiede bei den getesteten nicht-
fermentativen Bedingungen (Abb. B.4) sichtbar werden (schematische Darstellung der
Proteinverbindungen in Abb. 4.4 C).

4.4 Funktionale Regulation mittels posttranslatio-

naler Modifikationen

Die in Kapitel 3.1.3 beschriebenen auffilligen Bandenmuster der Proteine Om14p-HA
und Om45p-cMyc im Western Blot sowie die vier nach einer 2D IEF - SDS-PAGE iden-
tifizierten Spots von Om4bp, die das gleiche MW, aber unterschiedliche pls aufweisen
(Abb. 3.18), kénnten durch posttranslationale Modifikationen, wie z. B. Glykosylierung

oder Phosphorylierung, hervorgerufen werden.

Sind Om14p und Om45p glykosylierte Proteine?

Die Glykosylierung von Proteinen ist eine haufige posttranslationale Modifikation, die zu
Verédnderungen der Proteinaktivitét, -stabilitét, -lokalisation und -interaktionen fithren
kann [261]. Uber glykosylierte mt Proteine sind bisher nur sehr wenige Daten verfiigbar.
In Mitochondrien von Schweineherzen wurden beispielsweise finf glykosylierte Pro-
teine nachgewiesen, unter denen sich auch die ADP / ATP-Translokase (ANT1) und
die UE 0 der ATP-Synthase befanden [262]. Bisher ist nicht klar, in welchem zelluldren
Kompartiment die Glykosylierungen stattfinden, wo sich die glykosylierten Proteine

aufhalten und ob die Modifizierung eine biologische Rolle innerhalb oder auflerhalb
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der Mitochondrien spielt. Mt Proteinglykosylierungen kénnten ein bisher unentdeckter
Regulationsmechanismus sein. Es ware aber auch moglich, dass die glykosylierten Isofor-
men eine extramitochondriale Lokalisation aufweisen und mit einer bisher unbekannten
Proteinfunktion einhergehen [262]. In Ubereinstimmung mit dieser Hypothese steht die
Behauptung, dass ein Drittel aller mt Proteine eine duale Lokalisation aufweist [263].
Beispielsweise kann die Fumarase in der mt Matrix als Bestandteil des Zitratzyklus
und im Zellkern als Enzym zur DNA-Schadensbehebung nachgewiesen werden [264].
Die a-UE der ATP-Synthase wurde ebenfalls innerhalb der Mitochondrien und an der
Zelloberflache detektiert [265].

Die klassischen Proteinglykosylierungen, in Form einer N-Glykosylierung, treten im ER
bzw. im Golgi-Apparat auf [261]. Es existiert jedoch eine weitere Art dieser Protein-
modifikation, die O-GlcNAcetylierung. Fir eine O-GlcNAc Glykosylierung wird nur
eine einzige Glykosyltransferase (O-GlcNAc Glykosyltransferase, OGT) benétigt, fur die
interessanterweise zwei Splice-varianten existieren: eine Kern-Zytoplasmatische Isoform
und eine mt Isoform (mOGT) [266]. Eine O-GlcNAc Modifikation von mt Proteinen
wurde bereits in Mauseherzen von VDAC [267] und in Herzmyoziten von COX1 (UE 1
des Atmungskettenkomplexes IV) [268] nachgewiesen. Da es sich im Falle von COX1 um
ein mt kodiertes Protein handelt und eine mt Form der OGT nachgewiesen wurde, sug-

gerieren diese Daten, dass diese Proteinmodifikation innerhalb der Mitochondrien erfolgt.

Die Farbung von glykosylierten Proteinen und die anschlieffende Proteinidentifizierung
mittels MS (Abb. 3.8 und 3.9) in dieser Arbeit deuten erstmalig eine Glykosylierung
von Porlp in S. cerevisiae an. Die Vorhersagen von den zwei verschiedenen Programmen
YinOYang v1.2 [269] und OGIcNAcScan [270] stimmen tiberein und verweisen auf
zwei wahrscheinliche O-GleNAc-Ankniipfstellen innherhalb der Aminosauresequenz von
Porlp: Threoninrest 34 und Serinrest 238. Jones et al. [267] vermuten im Rahmen von
Apoptoseprozessen eine Regulierung der mt PTP durch Glykosylierungen von VDAC.
Welche Auswirkungen diese Modifikation in der Hefe hat, bleibt zum jetzigen Zeitpunkt

ungeklart.

Om14p, fir welches aufgrund des Leitermusters im Western Blot eine Glykosylierung
vermutet wurde, scheint nicht glykosyliert zu sein. Weder die Programme YinOYang und
OGIcNAcScan, noch die Daten dieser Arbeit weisen auf solch eine Proteinmodifikation
hin. Die hoher molekularen Proteinbanden kénnen aufgrund der fiinf Cysteinreste (Vgl.
Abb. A.2) auch auf inter- und / oder intramolekulare Disulfidbriicken zuriickzufiihren
sein. Der Einsatz verschiedener Reduktionsmittel in Kombination mit reduzierenden

Acrylamidgelen konnte dartiiber Aufschluss geben.

Im Gegensatz zu Om14p geben beide Programme fiir Om45p eine sehr wahrscheinliche

Glykosylierungsstelle (Serinrest 112) an. Bei den in dieser Arbeit durchgefithrten Ver-
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suchsbedingungen konnte eine Glykosylierung von Om45p allerdings nicht nachgewiesen

werden.

Interessanterweise gibt es eine starke Wechselwirkung zwischen der O-GlecNAc Glykosy-
lierung und Phosphorylierung von Proteinen, da sie dieselben Andockstellen (Serin- und
Threoninreste) am Protein belegen [271]. Der Wettstreit zwischen beiden Modifizierun-
gen dient besonders der Regulation von Transkription, Translation und von zellularen
Signalkaskaden.

Der Wettbewerb beider posttranslationaler Proteinmodifikationen liefert eine mogliche
Erklarung, weshalb bisher so wenige mt glykosylierte Proteine identifiziert wurden. In
Ubereinstimmung dazu stellt das wahrscheinlich glykosylierte Serin an der Aminoséure-
position 112 von Om45p, laut dem Prognoseprogramm NetPhos [272], ebenfalls eine sehr
wahrscheinliche Phosphorylierungsstelle dar. Eine Glykosylierung von Om45p miisste

demzufolge unter fermentativen Bedingungen untersucht werden.

Werden die Funktionen des OM-Komplexes mittels Phosphorylierungen

reguliert?

Phosphorylierung und Dephosphorylierung von Proteinen ist eine der wichtigsten Regu-
lationsformen von intrazelluldren biologischen Prozessen. Da eine iibertragene Phosphat-
grupppe eine polare Ladung besitzt, fiihrt eine Phosphorylierung oft zu Konformations-
anderungen eines Proteins. Dadurch kann meist zwischen einer aktivierten und einer
deaktivierten Proteinform unterschieden werden.

Uber phosphorylierte Proteine in den Mitochondrien der Hefe ist bisher ebenfalls recht
wenig bekannt. Dennoch konnten beispielsweise phosphorylierte Formen bei den bei-
den UEs der ATP-Synthase, Atplp und Atp2p [273] und von Porlp [170] in der Hefe
S. cerevisiae nachgewiesen werden. Auffallenderweise sind genau zu diesen Proteinen

Homologe in Sdugetieren als glykosyliert identifiziert worden [262, 267].

Der Transport von metabolischen Intermediaten durch die mt Membranen kénnte tiber
Phosphorylierungs-/Dephosphorylierungsprozesse reguliert sein.

In diesem Sinne wére es moglich, dass die OM-Proteine Om14p und Om45p bei nicht-
fermentativen Bedingungen Phosphatreste auf Porin oder die IM-Transporter iibertragen
und dadurch deren Selektivitdt bzw. Konformation beeinflussen. So wurde z. B. gezeigt,
dass sich die Porinpore der Hefe durch die Gegenwart von Glukose schliefft und eine
Phosphorylierung des humanen ADP / ATP-Transporters hANT bedeutend fiir den
Austausch von ADP und ATP ist [274, 275].

Der Serinrest an Position 238 von Porlp stellt moglicherweise neben der putativen
Glykosylierungsstelle ebenfalls eine sehr wahrscheinliche Phosphorylierungsstelle dar

(NetPhos, [272]). Die Untersuchungen von Reinders et al. [276] verweisen auf eine
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(S109) und die von Albuquerque et al. [277] auf drei weitere (S2, T103 und T117)
phosphorylierte Aminoséauren von Porlp. Ohlmeier et al. [170] zeigten allerdings auch,
dass die Phosphorylierung von Porlp durch einen diauxic shift nicht beeinflusst wird und
schlussfolgerten, dass diese Modifikation wahrscheinlich nicht beim Offnen und Schliefien

der Pore involviert ist.

Eine weitere denkbare Regulationsstelle der Porinpore durch Phosphorylierungen besteht
durch die vorgeschlagene Funktion von Om14p und Om45p, die Porinpore fiir selektive
Transportprozesse mit spezifischen mt Proteinen der IM zu verbinden. Die Protein-
Protein-Wechselwirkungen koénnten durch die Phosphorylierungsstadien der beiden

OM-Proteine reguliert sein.

Om14p verfigt tiber zwei Serinreste (S12 und S15), die nach einem diauxic shift phos-
phoryliert werden [170, 278|. Die Untersuchungen dieser Arbeit bestétigen eine Phos-
phorylierung von Om14p (Vgl. Abb. 3.7).

Omd5p, fiir welches ebenfalls eine Proteinphosphorylierung vermutet werden kann, weist
geméf der NetPhos [272] Vorhersage zwei sehr wahrscheinliche Phosphorylierungsstellen
auf (5112 und S243). In Ubereinstimmung mit den 2D mt Proteomauftrennungen in dieser
Arbeit (Abb. 3.18) wurde Om45p ebenfalls in zwei verschiedenen Spots mit gleichem MW
und einer zusétzlichen, wahrscheinlich fragmentierten, Form von Ohlmeier und Kollegen
[141] nachgewiesen. Die Charakterisierung des mt Phosphoproteoms der Hefe offenbarte
einen bisher nicht identifizierten phosphorylierten Spot in der Gelregion von Om45p
[170]. Eine passende Ubereinstimmung mit Om45p wurde allerdings mit MS Analysen
nicht erzielt (persénliche Kommunikation mit Steffen Ohlmeier). Die in dieser Arbeit
durchgefiihrten Analysen von Om45p-cMyc mit dem Einsatz der A-PP fiithrten zu keinem
eindeutigen Ergebnis in Bezug auf phosphorylierte Stadien von Om45p (Vgl. Abb. 3.7).
Mit Hilfe einer neu entwickelten multidimensionalen Chromatographie-Technologie zur
Reinigung und Fraktionierung von Phosphopeptiden konnten Albuquerque et al. [277]
allerdings fiir Om45p zwei Phosphorylierungsstellen (S170 und T207) identifizieren.

Die vermutete Steuerung der Proteinwechselwirkungen tiber phosphorylierte Stadien
von Om14p und Om45p ist daher moglich. AuBlerdem konnten die OM-Proteine in Form
einer Signalkaskade Phosphatreste auf die mt Transportproteine tibertragen und dadurch

deren Selektivitat regulieren.

4.5 Evolutionare Konservierung der OM-Proteine

Die Daten dieser Arbeit weisen auf wichtige Funktionen der OM-Proteine Om14p und
Om45p in Bezug auf den respiratorischen Stoffwechsel hin. Héhere Eukaryonten sind
durch eine obligat aerobe Atmung charakterisiert. Dies impliziert, dass zu Om14p und

Om45p homologe Proteine in hoheren Eukaryonten vorhanden sein miissten, wie das
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auch fir Porin und die gingigsten Carrier-Proteine der IM der Fall ist. Auf die Amino-
sduresequenz bezogen, scheint es allerdings keine homologen Proteine von Om14p und
Om45p in hoheren Eukaryonten zu geben. Vielmehr ist die Homologie auf knospende
Hefen (Familie Saccharomycetaceae) beschrankt [125, 132].

Eine effiziente Organisation der mt Importprozesse bringt jedoch entscheidende Vorteile
fiir die mt Funktionen, so dass wahrscheinlich orthologe Proteine die Funktion von
Om14p und Om45p in hoheren Organismen substituieren. Ein solcher Sachverhalt wird

beispielsweise auch fiir den mt Carrier Yhm2p vermutet [80].

Ein den OM-Proteinen Om14p und Om45p funktionell recht dhnlich agierendes Protein
in héheren Eukaryonten stellt das humane Translokatorprotein der mt OM (TSPO) dar.
TSPO, frither auch als periphéarer Benzodiazephinrezeptor (PBR) bezeichnet, ist wie
Om14p, ein kleines Protein mit 18 kDa [279] und durch finf TMDs in der OM veran-
kert [280, 281]. Erwéhnenswert ist insbesondere, dass es sich bei TSPO um ein von
den Archaeen bis zu den Metazoen stark konserviertes Protein handelt, es jedoch kein
Bestandteil des Proteoms von S. cerevisiae ist [282]. TSPO wurde insbesondere an den
Kontaktstellen der beiden mt Membranen nachgewiesen [280, 283, 284]. Es interagiert,
analog zu dem identifizierten Interaktom der OM-Proteine von S. cerevisiae, mit der
Porinpore (VDAC) und dem Adenin Nukleotid Translokator (ANT) [282, 285] und ver-
mittelt dadurch die Kontakte von beiden mt Membranen. Die Hauptfunktion von TSPO
liegt im Transport von Molekiilen wie Anionen, Cholesterin, Porphyrin und Proteinen
aus dem Zytoplasma ins Mitochondrium [279, 286-288], was ebenfalls eine Ahnlichkeit
zu den Hefeproteinen Oml14p und Om45p demonstriert.

Ein weiteres moglicherweise zu Om45p orthologes Protein von héheren eukaryontischen
Organismen stellt die mt Kreatinkinase (mtCK) dar. Sie hat ein MW Pvon ca. 47 kDa und
ist im IMS lokalisiert (UniProt Datenbank, [237]). Die mtCK ist analog zu TSPO v. a. in
mt Kontaktstellen der OM und IM nachgewiesen worden [289]. Sie interagiert direkt mit
VDAC und wahrscheinlich indirekt iiber Cardiolipin mit ANT wodurch ein funktionales
Mikrokompartiment gebildet wird [290-293]. Interessanterweise existiert in S. cerevisiae
ebenfalls kein zur mtCK homologes Protein [108]. Die bekannteste Funktion der mtCK
ist die Phosphorylierung von Kreatin. In diesem Zusammenhang tibernimmt die mtCK
das durch ANT transportierte ATP und erzeugt damit aus Kreatin Phosphokreatin,
welches anschlieBend tiber den Porinkanal ins Zytoplasma transportiert wird [294]. Eine
weitere Funktion der mtCK, die mit den Hefeproteinen Om14p und Om45p im Einklang
steht, wird in der Regulierung der oxidativen Phosphorylierung gesehen, zudem scheint
die Assoziation der mtCK mit ANT Substrat-abhéngig zu sein [290, 292, 293, 295, 296].
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Ein direktes Zusammenwirken der beiden Proteine TSPO und mtCK, aufler der gemeinsa-
men Lokalisation in einem funktionellen Proteinkomplex, wurde bisher nicht untersucht.
Ein Sequenzabgleich mit der Software BLASTp [297] zwischen Om14p mit TSPO bzw.
Om45p und der mtCK lieferte keine signifikante Ahnlichkeit. Dennoch stellen TSPO
und die mtCK aufgrund der dargestellten Ahnlichkeiten zwei putativ orthologe Proteine
zu Om14p und Om45p dar.

4.6 Weiterfiihrende Untersuchungen

Die vorliegende Arbeit hat einige Vermutungen hinsichtlich der Funktion der OM-Proteine
Om14p und Om45p erbracht, die mit initialen Untersuchungen auch experimentell besté-
tigt werden konnten. Zur Verifizierung dieser Thesen sollten in der Zukunft beispielsweise

folgende Analysen durchgefithrt werden:

Visusalisierung eines vom Wildtypstamm abweichenden Phanotyps

Die Untersuchungen dieser Arbeit weisen auf eine Rolle der OM-Proteine Om14p und
Om45p in Bezug auf den Ethanol-Metabolismus hin. Insbesondere bei einem diauxic
shift vom Glukose- zum Ethanolmetabolismus fallen in der Zelle sehr hohe Ethanol-
Konzentrationen an, da zuvor Glukose zu Ethanol metabolisiert wurde. Die OM-Proteine
dienen in diesem Fall wahrscheinlich der schnellen Verwertung des Ethanols. Die Adaption
an den respiratorischen Stoffwechsel ist durch zahlreiche mt Importvorgange von Cofak-
toren mt Enzyme, Metaboliten sowie kernkodierten Vorlduferproteinen gekennzeichnet.
Wiirden die Hefen nach einer Vorkultivierung in Glukose-haltigem Medium in Medium
mit sehr hohen Ethanol-Konzentrationen (z.B. 15 %) versetzt werden, miisste laut der
aufgestellten Theorie im Zeitfenster der metabolischen Umstellung ein schnelleres Wachs-
tum der Wildtyphefe im Gegensatz zur Doppelmutante Aom14 Aom45 sichtbar werden.
Bereits durchgefiihrte Untersuchungen des Hefewachstums (Messungen der ODggo und
Untersuchungen des forward scatters im Durchflusszytometer) mit unterschiedlichen
Ethanol- und Sauerstoff-Konzentrationen deuten einen Unterschied beider Stamme an

(Daten nicht gezeigt).

Visualisierung der Porinporenoffnung

Auf der Basis des Funktionsmodells von Oml14p und Om45p im Sinne einer Effi-
zienzsteigerung mt Transportprozesse, stellt die Koordination der Porinporenoffnung
eine Moglichkeit der Einflussnahme dar. Zur Visualisierung der Porinporen eigenen
sich beispielsweise Methoden wie die Rasterkraftmikroskopie (AFM) und die Kryo-
Transmissionselektronenmikroskopie (TEM). Initiale Studien wurden bereits mit beiden
Methoden am Leibniz-Institut fir Polymerforschung (IPF) durchgefiihrt.
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Damit bei einer Kryo-TEM die zu untersuchende Probe durchstrahlt werden kann, ist
es extrem wichtig, dass die Probe sehr dinn (< 100nm) ist (persénliche Mitteilung von
Petr Formanek). Dies erschwert die Betrachtung von intakten Mitochondrien.

Eine weitere Herausforderung liegt in der Pufferung der isolierten Mitochondrien bzw.
der OM, da der osmotisch stabilisierende Puffer D (Vgl. Kapitel 2.5.2 in Material und
Methoden) durch den hohen Zuckergehalt eine TEM negativ zu beeinflussen scheint.
TEM-Aufnahmen von mt OMs [115] zeigen, dass die Identifikation von Unterschieden
zwischen der Wildtyp-OM und der von Deletionsmutanten hinsichtlich der Porinporen-

offnung aufgrund des Auflésungsvermogens sehr schwierig sein wird.

Mit einer AFM werden Oberflachen im nm-Bereich mechanisch abgetastet. Eine Vi-
sualisierung der Porinporen mittels AFM wurde bereits von Gongalves et al. [114] und
Hoogenboom et al. [115] durchgefiihrt. Auch mit dieser Methode ist es aufgrund der Grofie
kaum moglich, die Oberfliche von intakten Mitochondrien zu untersuchen. Die Isola-

tion der mt OM sollte daher insbesondere im Fokus von weiterfithrenden Arbeiten stehen.

Bestimmung des ATP-Flusses durch mt Membranen

In dieser Arbeit wurde ein Nachweisverfahren etabliert, um exportiertes ATP zeitabhingig
nachzuweisen (Kapitel 2.5.15). Diese Methode ist zum derzeitigen Entwicklungsstand

allerdings nicht optimal und lésst zudem keine Trennung von der mt ATP-Synthese zu.

Neben dem Einsatz radioaktiv-markierter Molekiile zur Aktivitdtsbestimmung des Po-
rinkanals [298], stellt die Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS) eine weitere
Moglichkeit dar, den Fluss von ATP-Molekiilen durch mt Membranen zu analysieren.
Mit einer FCS werden die Fluktuationen von Fluoreszenzintensititen bestimmt, so dass
die Beweglichkeit von einzelnen fluoreszenzmarkierten Molekiilen in ganzen Zellen oder
in einer Losung mit subzelluléren Strukturen veranschaulicht werden kann [299]. Mit
einer modifizierten FCS-Methode, der peak intensity analysis (PIA), wurde bereits die
ATP-Transportaktivitat von VDAC bestimmt [300, 301].

Mit fluoreszenzmarkiertem ATP (ATP-Cy5) wurde am Biotechnology Center der TU
Dresden initial versucht, den Transfer des ATPs zu bestimmen. Die Untersuchung von
ganzen Hefezellen erwies sich durch die Dynamik des mt Netzwerkes dabei als nicht
geeignet. Eine FCS mit enzymatisch isolierten und Gradienten-gereinigten Mitochon-
drien und fluoreszenzmarkiertem ATP scheint dagegen erfolgversprechend zu sein, da
eine Zunahme der Fluoreszenzsignale in den Mitochondrien mit der Zeit mikroskopisch
festgestellt werden konnte. Ein Vergleich der FCS-Messungen von ATP-Cy5 allein mit
ATP-Cyb in Gegenwart von Mitochondrien zeigte jedoch keinen Unterschied, so dass
das Verfahren fiir dieses Anliegen zunéchst etabliert werden miisste.

Der Einsatz von fluoreszenzmarkiertem ADP in Kombination mit einer Aktivierung

der mt Atmungskette, die zu einem Import von ADP fithren wiirde, wére in diesem
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Zusammenhang sinnvoll. Die Messung innerhalb intakter Hefezellen konnte durch eine
defekte mt Teilungsmaschinerie (z. B. Afisl) im Hintergrund ermdéglicht werden, da sich
die mt Akkumulation der Mutante nicht mehr bewegen sollte. Inwieweit dies jedoch
Einfluss auf den ADP / ATP-Transport hétte, miisste in diesem Zusammenhang geklart
werden. Messungen in Gegenwart von Inhibitoren des ADP / ATP-Transporters (z. B.
BKA) oder der Porinpore (z. B. Phosphorothioat-Oligonukleotide [302]) kénnten der

Evaluation eines FCS-Tests dienen.
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Zusammenfassung

Aufgrund der vielfdltigen metabolischen Prozesse und Funktionen von Mitochondrien
finden durch beide mitochondriale Membranen zahlreiche Transportprozesse statt. Es
wird weitgehend angenommen, dass der Transfer von metabolischen Intermediaten durch
die duflere Membran von den zahlreichen Porinporen gewéhrleistet wird. Im Gegensatz
dazu sind in der inneren Membran spezifische Transportproteine fiir die Translokations-
prozesse verantwortlich.

Neben dem gut untersuchten Porinmolekiil (Porlp) gibt es in der Hefe S. cerevisiae
unter respiratorischen Bedingungen zwei weitere abundante, aber funktionell unbekannte
Proteine in der dufleren Membran von Mitochondrien - Om14p und Om45p -, deren

molekular-biologische Charakterisierung Gegenstand dieser Arbeit war.

Mit drei unabhéngigen Methoden (2D BN - SDS-PAGE, Co-IP und TAP) konnte
gezeigt werden, dass die beiden Proteine Oml4p und Om45p zusammen mit Porlp
einen Proteinkomplex in der &uleren Membran ausbilden, wobei Porlp eine von Om14p
und Om45p unabhéngige Porenstruktur ausbildet. Bei Bedarf, moglicherweise iiber
Phosphorylierungen signalisiert, binden Om14p und Om45p an diese Struktur, wobei
Om4b5p dabei der direkten Interaktion von Om14p mit Porlp bedarf.

Die Identifikation von Interaktionspartnern des Fusionsproteins Om14p-TAP durch
Einsatz einer priaparativen TAP mit anschlieBender massenspektrometrischer Analyse
sowie die Untersuchungen der Effekte von OM14- und / oder OM45- Gendeletionen auf
das mitochondriale Proteom mit einem 2D DIGE-Verfahren fithrten zur Aufstellung von
funktionalen Zusammenhéngen des Proteinpaares Om14p / Om45p. Mit Wachstumsun-
tersuchungen von Deletionsmutanten in Gegenwart von in den Mitochondrien toxisch
wirkenden Substanzen sowie durch ein in dieser Arbeit entwickeltes Testverfahren zur
Bestimmung des mitochondrialen ATP-Flusses, konnten die funktionalen Hypothesen

fiir die Proteine Om14p und Om45p initial verifiziert werden.

Zusammengefasst unterstiitzen die Daten dieser Arbeit die Idee von einem hochgradig
flexiblen System der Mitochondrien, zur Gewéhrleistung von effizienten Transportvorgan-
gen durch beide Membranen. Eine koordinierte Bindung der Porinpore an die spezifischen

Transporter der inneren Membran wird wahrscheinlich durch die Aktivitiat des Protein-
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paares Om14p / Om45p vermittelt (schematische Darstellung in Abb.4.5). In diesem
Zusammenhang konnten beide Proteine als eine Art Lizenzierungsfaktor fungieren und
die Positionierung der Porinpore an die entsprechenden Proteine der inneren Membran
erzeugen. Dadurch wiirde ein effektives System fiir den Austausch von metabolischen

Intermediaten und Substraten der mitochondrialen Atmungskette entstehen.

Ebenfalls durch diese Arbeit nicht auszuschliefen ist die Vorstellung, dass die Pro-
teine Oml4p und Om45p einen Einfluss auf die spezifischen Transportproteine der
inneren Membran oder die Porinpore der dufleren Membran ausiiben. Phosphatrest-
Ubertragungen, die zu Konformationséinderungen oder Porendffnungen fiithren kénnten,

sind beispielsweise vorstellbar.

Fermentation Respiration
metabolische Intermediate metabolische Intermediate
und Co-Faktoren und Co-Faktoren

.

v Zytoplasma

Matrix

Abbildung 4.5: Funktionsmodell des Proteinpaares Om14p / Om45p

Die Anwesenheit der Proteine Om14p und Om45p unter nicht-fermentativen Bedingungen
und deren putative Funktion in Bezug auf die Herstellung einer Verbindung der Porinpore
in der dufleren Membran (OM) mit einem spezifischen Transportprotein in der inneren
Membran (IM) ist schematisch, aber nicht mafistabsgerecht dargestellt. Weitere Moglich-
keiten wie die Einflussnahme auf die Konformation des IM-Translokators bzw. in der
Porinporenoffnung sind ebenfalls angedeutet. Gestrichelte Linien verdeutlichen ineffiziente
Transportvorginge.

Die Stoffwechseladaption einer Zelle bei einem diauxic shift ist durch einen verstiarkten
mitochondrialen Import von Metaboliten, Co-Faktoren und Proteinen sowie haufigerer
mitochondrialer Teilungsprozesse charakterisiert. Om14p und Om45p sind bei einem
Wechsel zu nicht-fermentativen Bedingungen verstéarkt prasent. Diese beiden Proteine
konnten der Hefe einen entscheidenden Vorteil bei der Synchronisierung der genannten
Prozesse liefern, indem sie eine verbesserte Erreichbarkeit bzw. eine Veranderung der
Selektivitat von bereitgestellten Kandlen bzw. Transportproteinen in beiden mitochon-

drialen Membranen bewirken.
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Datenbanken und

Prognoseprogramme

Im Zeitraum von Juni 2006 bis November 2012 wurden folgende Datenbanken bzw.

Prognoseprogramme fiir verwendet:

CBS (Center For Biological Sequence Analysis)

NetPhos [272]
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/

YinOYang [269]
http://www.cbs.dtu.dk/services/YinOYang/

CBSB (Cancer Bioinformatics and Systems Biology)

OGIlcNAcScan [270]
http://cbsb.lombardi.georgetown.edu/OGAP.html

EUROSCARF (EUROpean Saccharomyces Cerevisiae ARchive

for Functional analysis)

http://web.uni-frankfurt.de/fb15/mikro/euroscarf/

ExPASy (SIB Bioinformatics Resource Portal)

Compute pI/MW [171]
http://web.expasy.org/compute_pi/



164 Datenbanken

PROSITE Database of protein domains, families and functional sites. [133]
http://prosite.expasy.org/

Swiss-Prot / UniProt [237]
http://www.uniprot.org/

TMpred Prediction of Transmembrane Regions and Orientation. [217]
http://embnet.vital-it.ch /software/ TMPRED _form.html

NCBI (National Center for Biotechnology Information)

BLAST Basic Local Alignment Search Tool. [297]
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

MEDLINE (PubMed) US National Library of Medicine National Institutes of Health.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/

SGD (Saccharomyces Genome Database)

[238]
http://www.yeastgenome.org/

TOPCONS (Consensus prediction of membrane protein topo-
logy)

[218]
http://topcons.cbr.su.se/

YRC (Yeast Resource Center Informatics Platform)

Philius Transmembrane Prediction [216]

http://www.yeastrc.org/philius/
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Proteinsequenzen

1| MSPPVYSDIS RNINDLLNKD FYHFTP4AFD VQTTTAqGIK FSLKAKQBVK

51 DGPLSTNVEA KLNDKQTGLG LTQGWSNTNN LQTKLEFANL THGLKNELIT

101 | SLTPGVAKSA VLNTTFTQPF |[FTARGAFDLC| LKSPTFVGDL TM{EEGIVGG

151 | AEFGYDISAG SISRYAMALS YFAKDYSLGA TLNNdQITTV DFFQNVNAFL

201 QVGAKATMNC KLPNSNVNIE FATRYLHDAS SQVKAKV|SDS |GIVTLAYKQL

251 LRBGVTLGVG SS%FALKLSE PVH4EGWSLS FDA¥

Abbildung A.1: Proteinsequenz von Porlp

Die Aminosduresequenz von Porlp ist im Einbuchstabencode angegeben. Die blaue
Box stellt die a-Helix (Aminosduren 1-23), griine Boxen die 12 g-Faltblatter dar. Die
orangefarbenen Ps deuten die nachgewiesenen Phosphorylierungsstellen an den Positionen
S2, T103, S109 und T117 sowie die putative an S238 an. Griine Gs weisen auf die
putativen Glykosylierungsstellen T34 und S238 hin. Magentafarben hervorgehoben sind
die Cysteinreste.
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1 MSATAKHDSN ASPNSDSEDG HHHNNKKECA IEYLKARFNS ASAVACGYLQ

P —mm——
AFV%KTQDFA KVCFLELQNP VVLVNLLL@ SWCY@\!GY

101 KPNFTVLATT AGALGLLTID GIISKKYYSR YDKK*

51 ANHNARFLKG

Abbildung A.2: Proteinsequenz von Oml4p

Die Aminosduresequenz von Oml4p ist im Einbuchstabencode angegeben. Die blauen
Boxen veranschaulichen die drei TMDs (Aminoséuren 38-54, 71-90 und 104-119). Die
orangefarbenen Ps deuten die nachgewiesenen Phosphorylierungsstellen an den Positionen
S12 und S15 an. Rot hervorgehoben sind die Cysteinreste der Aminosduredoméne CxxC
sowie die weiteren drei vorhandenen Cysteinreste. Magentafarben sind die konservierten
Aminosdurereste des Cup-Konsensusbindemotiv von Cox1p, welches in inverser Orientie-
rung in Om14p vorkommt, dargestellt. Eine Kupferbindung erfolgt bei diesem Motiv iiber
die hervorgehobenen Histidinreste. Die Ellipse markiert die putative Ligandenbindestelle
Hx4Cx5C. Die Darstellung wurde in Anlehnung an Abb. 1-3 B von Mébert (2011) [134]
generiert.

1 MSSRIIVGSA ALAAAITASI MdREQKAKGQ RREGNVSAYY NGQEYGSSAP
51 PQLGKLHNIK QGIKEDALSL KDALLGVSQK AREEAPKVTK RVISPEEDAQ
101 TRKQLGQKAK DSSSQSIFNW GFSEAERRKA IAIGEFDTAK KRFEEAVDRN
151 EKELLSTVMR EKKAALDRAS, IEYERYGRAR DFNELSDKLD QQERNSNPLK
201 RLLKNNTGDA NTEEAAARSV QGWGDTAQEF GREELEEAKR NASSEPSEAQ
251 KRLDELKKIK EKGWFGYNKG EQSEQQTIAER VARGLEGWGE TAAQLSKDEM
301 DDLRWNYENS KKQLDKNVSD AMDSLSKAKE DLKQYGSHWW SGWTSKVDND
351 KQALKDEAQK KYDEALKKYD EAKNKFKEWN DKGDGKFWSS KKD¥*

Abbildung A.3: Proteinsequenz von Om45p

Die Aminosauresequenz von Om45p ist im Einbuchstabencode angegeben. Die blaue Box
verweist auf die TMD (Aminosduren 5-22). Die orangefarbenen Ps deuten die putativen
Phosphorylierungsstellen an den Positionen S112 und S243 sowie die nachgewiesenen
Positionen von Phosphorylierungen an S170 und T207 an. S112 kdénnte ebenfalls eine
Glykosylierungsstelle (G) sein.
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Abbildung B.1: Wachstumsverhalten der getaggten Stimme mit fermentier-
baren Medien

Das Wachstum der generierten Hefestimme OM14-HA, OM45-cMyc, OM14-HA OM45-
cMyc, OM14-TAP, OM45-TAP und TOM22-TAP sowie des Wildtypstamms (WT) auf
Festmedium (10* - 10* Zellen, nach 2 Tagen Inkubation) sowie in Fliissigkultur (Verlauf
iiber 30 Stunden) mit den fermentierbaren C-Quellen Glukose (A) und Galaktose (B)
bei 30°C ist dargestellt.
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Abbildung B.2: Wachstumsverhalten der getaggten Stimme mit nicht-
fermentierbaren Medien

Die Darstellung zeigt das Wachstum der generierten Hefestdmme OM14-HA, OM45-cMyc,
OM14-HA OM45-cMyc, OM14-TAP, OM45-TAP und TOM22-TAP sowie des Wildtyp-
stamms (WT) auf Festmedium (10* - 10! Zellen, nach 3 Tagen Inkubation) sowie in
Fliissigkultur (Verlauf {iber 50 Stunden) mit den nicht-fermentierbaren C-Quellen Ethanol
(A) und Glycerin (B) bei 30°C.



170 Anhang B
Deletionsstamme in / auf YPD
6000
5000 -
S
©. 4000 - Aom14 Aom45
o W .
[ AN d -
> 3000 & T — m = |
g e
@
£ 2000 =
Q
|
1000
0 T T T T T
0 5 10 15 20 25 tfh) 30
——WT ——Aom14 —&— Aom45 —&— Aom14 Aom45 —=— Apor1
Deletionsstamme in / auf YPGal
6000
Wt
5000 - LRl Aom14
Aom45
? Aom14 Aom45 g —
g 4000 1
—_ Apor1
(@)}
c
3 3000
9 -
:@ L
S 2000 L
5 =
1000
0 : . . ; y
0 5 10 15 20 25 30
t[h]
-——WT —i— Aom14 —&— Aom45 —&— Aom14 Aom45 —5— Apor1

Abbildung B.3: Wachstumsverhalten der Deletionsstdmme mit fermentierba-
ren Medien

Das Wachstum der Deletionsstdmme Aom14, Aom45, Aom14 Aom45 und Aporl sowie
des Wildtypstamms (WT) auf Festmedium (10* - 10* Zellen, nach 2 Tagen Inkubation)
sowie in Flissigkultur (Verlauf iiber 30 Stunden) bei 30°C mit den fermentierbaren
C-Quellen Glukose (A) und Galaktose (B) ist dargestellt.
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Abbildung B.4: Wachstumsverhalten der Deletionsstamme mit nicht-
fermentierbaren Medien
Die Abbildung zeigt das Wachstum der Deletionsstamme Aomi4, Aom45, Aom14 Aom45
und Aporl sowie des Wildtypstamms (WT) auf Festmedium (10* - 10! Zellen, nach
3 Tagen Inkubation) sowie in Fliissigkultur (Verlauf iber 50 Stunden) mit den nicht-

fermentierbaren C-Quellen Ethanol (A) und Glycerin (B) bei 30°C.
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Abbildung B.5: Wachstumsverhalten der gemischten Stamme mit fermentier-
baren Medien

Der Abbildung kann das Wachstum der Stamme Aom14 OM45-cMyc, Aom45 OM14-
HA, Aporl OM14-HA, Aporl OM45-cMyc und Aporl OMI14-HA OM45-cMyc sowie
des Wildtypstamms (WT) auf Festmedium (10* - 10 Zellen, nach 2 Tagen Inkubation)
sowie in Flissigkultur (Verlauf tiber 30 - 40 Stunden) mit den fermentierbaren C-Quellen
Glukose (A) und Galaktose (B) bei 30 °C entnommen werden.
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Abbildung B.6: Wachstumsverhalten der gemischten Stimme mit nicht-
fermentierbaren Medien

Das Wachstum der Stdmme Aom14 OM45-cMyc, Aom45 OM14-HA, Aporl OM14-HA,
Aporl OM45-cMyc und Aporl OM14-HA OM45-cMyc sowie des Wildtypstamms (WT)
auf Festmedium (10* - 10! Zellen, nach 3 Tagen Inkubation) sowie in Fliissigkultur (Verlauf
iiber 40 Stunden) bei 30 °C mit den nicht-fermentierbaren C-Quellen Ethanol (A) und
Glycerin (B) ist dargestellt.
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Daten Massenspektrometrie

Tabelle C.1: Massenspektrometriedaten

Glykosylierungsstudie (siehe Abb. 3.9)
MALDI-TOF Analysen: signifikanter (p < 0,05) PMF-Wert: > 51; Proteine wurden mit
der SwissProt- (Version 2012-07; 7.796 S. cerevisiae Sequenzen) und NCBI- (Version
20120811; 45.023 S. cerevisiae Sequenzen) Datenbank identifiziert

der

zweidimensionalen

Spot Protein- Protein- Protein- PMF passende Sequenz- MW  pl
ID name funktion Peptide abdeck. [kDa]
(%]

1 gi:68846657 Porl Porinpore 157 20/53 87 30,5 7,70
der OM

2 gi:129732 Pdilp Protein 108 17/48 39 58,5 4,38
Disulfid-
isomerase
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Tabelle C.2: Massenspektrometriedaten der TAP-Analyse von OM14-TAP
Proteinbanden des preparativen TAP-Gels (siehe Abb.3.15) wurden mit MS analysiert. MALDI-TOF/TOF Analysen: signifikanter (p < 0,05)
PMF-Wert: > 59, Proteine wurden mit der NCBI- (Version 20101126; 26.335 S. cerevisiae Sequenzen) und SwissProt- (Version 2010-11; 7.179
S. cerevisiae Sequenzen) Datenbank identifiziert; nano-LC-MS/MS Analysen: 1% FDR und mindestens zwei einzigartige Peptide nachweisbar; Proteine
wurden mit der NCBI- (Version 20110312; 39.935 S. cerevisiae Sequenzen) und SwissProt- (Version 2011-02; 6.583 S. cerevisiae Sequenzen) Datenbank
identifiziert; CBP: Calmodulinbindepeptid, RC: Atmungskettenkomplex

MALDI-TOF/TOF

Protein- Protein- Proteinname Proteinfunktion bzw. PMF passende Sequenzab- Mw
bande ID Untereinheit von Peptide deckung [%] [kDa]
3 £i:119389904  Atplp RCV 93 12/25 26 55
4/1 g1:9857753 rekombinantes IgG1, schwere Kette Bindung von Protein A des TAP-tags 74 13/68 37 37
5 gi:6322581 Atp2p RCV 82 13/29 22 55
6 gi:6319426 Corlp RC III 71 10/27 24 50
7 £1:6322055 Om45p unbekannt 138 22/32 37 45
8 £i:6325449 Qcr2p RC III 89 10/22 23 41
10 £i:6319441 Aac2p ATP/ADP-Transporter 69 7/14 16 35
11 £i:6324273 Porlp Porinpore der OM 68 5/37 27 31
12/11 2i:130381779  IgG1 Fab, leichte Kette, variable Region Bindung von Protein A des TAP-tags 115 13/61 57 24
13 i:38049153 CBP Teil des TAP-tags 106 5/25 39 22
16 /111 gi:360745 Aprotinin Analog Trypsininhibitor 217 9/32 87 7

[Fortsetzung auf der folgenden Seite]
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Tabelle C.3: Massenspektrometriedaten der 2D DIGE-Analysen

Proteinpunkte der 2D DIGE-Gele mit mindestens zweifacher Verdnderung der Fluoreszenzintensitit im Vergleich zum Wildtyp (Vgl. Abb. 3.18 und
Tab. 3.1) wurden mit MALDI-TOF/TOF MS analysiert. Signifikanter (p < 0,05) PMF-Wert: > 59; */****. 1 bzw. 4 Peptidsequenzen durch MS/MS
Analysen (p < 0,05) verifiziert; Proteine mit der NCBI- (Version 20101126; 26.335 S. cerevisiae Sequenzen) und SwissProt- (Version 2010-11; 7.179
S. cerevisiae Sequenzen) Datenbank identifiziert; A, Anderung der durchschnittlichen Fluoreszenzintensitit im Vergleich zum Wildtyp (n > 2)
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Protein- Protein- Proteinname PMF passende Sequenzab- MW pl A

spot 1D Peptide deckung [%] [kDa]

Aom1l4
1 £1:6322409 Tdhlp 154 17/42 42 36 5,52  —4,3
2 gi:6321613 Cbp4p 69 13/64 65 20 9,43 —-3,2
3 £1:6324716 Lsclp 153 15/35 50 35 8,59 —3,1

13 £i:6319707 Oml4p T2, HAAK 8/60 41 15 8,97 —2,7

13 £i:6322918 Pam17p * 4/60 27 22 9,70 —2,7
4 gi:6322055 Om45p-1 267 39/73 72 45 8,55  —2,2
8 £1:6322055 Om45p-2 307 46/88 71 45 855 —2,2

12 £1:6325253 Lsplp 150 18/43 39 38 7,67  —2,2
6 £1:6322055 Om45p-3 272 42/73 69 45 8,55 —2/1
5 gi:6322055 Om45p-4 177 31/76 54 45 8,55 —2,0

Aom45

14 £1:6319407 Prxlp 106 13/35 34 30 8,97  +2,3
4 £1:6322055 Om45p-1 267 39/73 72 45 8,50 —24,6
5 gi:6322055 Om45p-4 177 31/76 54 45 8,55 —10,1
8 £1:6322055 Om45p-2 307 46/88 71 45 8,55 —6,6
6 £1:6322055 Om45p-3 272 42/73 69 45 8,55 —6,4

15 £i:6322919 Ccplp-2 144 14/28 33 40 5,95 —5,8
7 gi:6319594 Tef2p 165 24/57 52 50 9,14 —4,8
9 gi:6322919 Ccplp-1 116 15/30 35 40 5,95 —4,1
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