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EINLEITUNG

Alle derzeit bekannten Organismen, sogar extrem thermophile Archebakterien,
besitzen Hitzeschockproteine. Entdeckt wurde die zelluléare Antwort auf Hitzeschock bereits
vor mehr als 30 Jahren an der ,, puff“-Bildung bei Chromosomen der Fruchtfliege Drosophila
melanogaster (Ritossa et al., 1962). Auch Hitzeschockproteine wurden erstmals bel
Fruchtfliegen beschrieben, wo bestimmte Proteine in den Fliegenlarven bel Hitzeschock
Uberproduziert werden (Tissieres et a., 1974). In den folgenden Jahren wurden
Hitzeschockproteine vor allem in Prokaryonten charakterisiert. Von den ersten in der Literatur
erwdhnten bakteriellen Hitzeschockproteinen, GroEL und DnaK, war zum damaligen
Zeitpunkt alerdings nicht bekannt, dal? diese Proteine als Antwort auf Hitzestref3 induziert
werden. GroE und DnaK wurden zunéchst als essentielle Proteine des Wirts Escherichia coli
fur die Propagierung des Bakteriophagen | erkannt (Georgopoulos und Herskowitz, 1971;
siehe Ubersichtsartikel von Zylicz, 1993). Erst spater ging aus zahlreichen Experimenten zur E.
coli -Physiologie hervor, dal3 diese Proteine eine wichtige Rolle bel Hitzestref3 spielen und daf

sie, wie sehr viele Hitzeschockproteine, molekulare " Chaperone® darstellen.

Der Begriff "chaperone” (engl. fir Anstandsdame) wurde bereits von Laskey in den
spaten siebziger Jahren fur die Rolle von Nukleoplasmin bel der Reassoziation von
Nukleosomen gepragt. Das Attribut "molecular chaperone” sollte zum Ausdruck bringen, dal3
die Aufgabe dieses Proteins darin besteht, "unerwiinschte oder schéadliche Begegnungen™
eines zu schitzenden, labilen oder entfalteten Proteins mit unpassenden Partnern zu
verhindern (Laskey et a., 1978). Die algemeine und offensichtlich ubiquitdre Bedeutung
molekularer Chaperone bel der Assoziation und Dissoziation von Proteinen bzw.
Proteinuntereinheiten wurde dann durch Untersuchungen zur Assemblierung einer
bakteriellen Ribul osebisphosphat Carboxylase durch GroEL/S und bei der Hsp70-vermittelten
Auflésung von Clathrin-“coats* bestétigt (Hemmingsen et a., 1988; Pelham, 1986;
Goloubinoff et a., 1989). Als Chaperone werden Proteine dann bezeichnet, wenn sie i) die
Aggregation eines "Substratproteins™ wahrend der Faltung bzw. Entfaltung unterdriicken, ii)

die Ausbeute an nativem Protein nach der Ruckfaltung aus dem denaturierten Zustand

! Proteine, welche mit Chaperon-Proteinen assoziieren, werden im Folgenden, wiein der englischen Literatur
Ublich, ds,, Substratproteing” bezeichnet.



erhdhen, oder iii) die Faltungskinetik beeinflussen. Im Gegensatz zur enzymatischen Katalyse
muissen Chaperone in etwa stochiometrischem Verhaltnis zum Substratprotein vorliegen um
ihre Funktion auszuiiben. Per definitionem aber sind sie niemals selbst Bestandteil oder

Untereinheit des gefalteten Proteins bzw. des assemblierten Proteinkomplexes.

Die grofe algemeine Bedeutung von Hitzeschockproteinen der 70 kDa-Klasse (Hsp70)
zeigt die Tatsache, dal3 nahezu ale Organismen Mitglieder der Hsp70-Familie besitzen. Erste
biochemische Studien zur Chaperonfunktion des bakteriellen Hsp70- oder DnaK-Systems
wurden anhand des rekonstituierten DNA-Replikationssystems des Bakteriophagen |
durchgefuihrt. Bei der Phagen-DNA-Replikation dissoziiert DnaK einen die Replikation
inhibierenden Proteinkomplex (als Ubersichtsartikel, siehe Zylicz, 1993). Im folgenden wurde
in einer Vielzahl von in vitro-Unterschungen gezeigt, dal3 DnaK vorwiegend mit Proteinen,
die nicht-native Segmente exponieren, transient in Wechselwirkung tritt. Es sollte jedoch
erwahnt werden, dal3 DnaK auch einige native Proteine bindet. Nicht-native Proteine werden
durch Wechselwirkung mit DnaK in einem |6slichen, faltungskompetenten Zustand gehalten.
Die beiden sogenannten "cohort-chaperones’, DnaJ und GrpE, beschleunigen den von DnaK
durchlaufenen ATP-abhangigen Substrat-Bindungs-Zyklus (Liberek et al., 1991a). Das an
DnaK gebundene Nukleotid, ATP oder ADP, beeinflud die Affinitdt von DnaK zum
Substratprotein (Liberek et al., 1991b; McCarty et al., 1995). DnaK besitzt in der ADP-
gebundenen Konformation eine hohere Affinitét zum Substrat als in der ATP-gebundenen
Konformation (Palleros et al., 1991; Schmid et al., 1994; als Ubersichtsartikel siehe: Hartl,
1996; Bukau und Horwich, 1998).

Dnal fordert die Bindung von entfalteten Proteinen an DnaK in zwelerlel Hinsicht:
zum einen bindet Dnal selbst viele nicht-native Proteine und erleichtert kooperativ deren
Assoziation mit DnaK (Gamer et d., 1992; Szabo et a., 1994; Wawrzynéw und Zylicz, 1995;
Wawrzynow et al., 1995), zum anderen stimuliert DnaJ die ATPase-Aktivitét von DnaK und
tragt damit zur Stabilisierung des DnaK-Substratprotein-Komplexes bel (Szabo et a., 1994;
Jordan und McMacken, 1995; McCarty et al., 1995; Pierpaoli et a., 1997; Laufen et al., 1999).
GrpE vermittelt die Ablosung des an DnaK gebundenen Nukleotids (Liberek et al., 1991a;
McCarty et al., 1995; Pierpaoli et al., 1997; Packschies et a., 1997). Der durch DnaJ und GrpE
beschleunigte, ATP-getriebene Substratbindungszyklus von DnaK wird durch das in Abb. 1



dargestellte Modell beschrieben: 1. DnaK (Hsp70) bindet in der ATP-gebundenen
Konformation schnell und mit niedriger Affinitdt Substratprotein. 2. Dnal stimuliert die
ATPase-Aktivitat von DnaK (Hsp70). Die Dissoziationsgeschwindigkeit des Substratsist in

Dnal '

Hsp70,. (T) »  HSp70,00.5 (R)

Dnal '
A N % ATP \

o Gr[%E

Dnal '/ADP+Pi v

HT0,, (T) e

Hsp70,;, (T*)

Abb. 1: Modell fur den ATP getriebenen Substrat-Bindungs-Zyklus des Hsp70-, bzw. DnaK -
Systems, abgewandelt nach Gidler et al., 1998. Die ATPase-Doméne von Hsp70 ist kreisférmig
dargestellt, die Substrat-Bindedomane rechteckig, bzw. trapezférmig. Die Domanenstuktur
von Dnal ist ebenfalls durch unterschiedliche Symbole angedeutet. Der Substrat-Bindungs-
Zyklus des Chaperon-Systems wird kurz im Text zusammengefalit.

der ADP-gebundenen Konformation stark herabgesetzt, und der ternére Komplex aus DnaK,
Dnal und Substratprotein wird stabilisiert. 3. GrpE beschleunigt die Freisetzung des an DnaK
gebundenen ADP. 4. Nach Bindung eines neuen Molekiils ATP an DnaK wird DnaK in eine

transiente Konformation (T*) Uberfihrt, welche in einer Art ,Katapult-Mechanismus® die



Substratfreisetzung ermdglicht (Gider et al., 1998; Szabo et al. 1994; McCarty et al., 1995;
Pierpaoli et al., 1997; s. auch Ubersichtsartikel von Bukau und Horwich, 1998).

Obwohl der durch Dnal und GrpE modulierte Substrat-Binde-Zyklus von DnaK gut
aufgeklart ist, sind die zelluléren Funktionen des bakteriellen DnaK-Systems noch nicht im
molekularen Detail bekannt. Unumstritten ist jedoch, dal3 das bakterielle DnaK-System neben
der | -DNA-Replikation bei vielen zentralen Prozessen in prokaryontischen Zellen beteiligt ist.
Mutationen in DnaK fihren z. B. zu einem verringerten proteolytischen Abbau fehlgefalteter
Proteine in E. coli (Straus et al., 1988). E. coli Mutanten mit inaktivem DnaK sind
temperatursensitiv. und akkumulieren schnell kompensierende Mutationen (Bukau und
Walker, 1990; Hesterkamp und Bukau, 1998). Ebenso wie die Inaktivierung von DnaK bewirkt
die Inaktivierung des Gens fir Dnal temperatursensitives Wachstum (Sell et al., 1990). Es
wird vermutet, da? DnaK und Dnal bel erhohter Temperatur vor hitzeinduzierter
Proteinaggregation  schitzen. Neuere Untersuchungen zeigten, da3 DnaK in
Zusammenwirkung mit der ribosomenassoziierten Prolyl Peptidyl cis/trans Isomerase,
» 1rigger Factor® eine Rolle bei der Faltung neu synthetisierter Proteine spielt (Teter et al.,
1999; Deuerling et a., 1999). Im Gegensatz zu den vergleichsweise geringen Auswirkungen
der DnaK- und Dnal}-Inaktivierung, fuhrt die Deletion des Gens fur GrpE zum Absterben der
Zellen. Dies ist vor allem unter Berlicksichtigung der Tatsache erstaunlich, dal3 die bislang
einzig bekannte Funktion von GrpE darin besteht, die Nukleotidablosung von DnaK zu
beschleunigen. Neben der gut aufgeklarten Funktion des DnaK-Systems bei der | -Replikation
deuten Untersuchungen zur Replikation von Plasmiden der Inkompatibilitéts-Gruppe P1 und
zur Replikation der chromosomalen DNA daraufhin, dal3 das bakterielle DnaK-System auch
an der Replikations-Initiation chromosomaler und extrachromosomaler Replikons beteiligt ist
(Sakakibara, 1988; Wickner et a., 1991a,b; Skowyra und Wickner, 1993; Sozhamannan und
Chattoraj, 1993).

Eukaryonten besitzen eine Reihe von DnaK-Homologen, Hsp70-Proteinen, diein allen
Zellkompartimenten gefunden wurden: im Cytosol, im endoplasmatischen Retikulum (ER),
im Kern, in Lysosomen, Chloroplasten und Mitochondrien. Einige dieser Hsp70-Proteine sind
hitzeinduzierbar, andere werden konstitutiv exprimiert. In hoheren Eukaryonten hduft sich

beispielweise Hsp72, ein durch Hitzeschock induzierbares Hsp70-Homolog, bei Hitzestref3 im



Kern an (Brown et al., 1993). Es wird diskutiert, dal? Hsp72 durch Bindung an nukleolédre
Strukturen eine Schutzfunktion austibt. Krzlich wurde durch Untersuchungen an Zellkulturen
hoherer Eukaryonten gezeigt, da3 das Expressionsniveau von Hsp70 streng mit der
Thermotoleranz der Zellen korrelierte (Nollen et al., 1999). Neben den protektiven
Eigenschaften bel Hitzestref3 und anderen Stref3formen wie Wachstum in Gegenwart von
Schwermetallen oder Aminosaureanaloga, nehmen Hsp70-Proteine in Eukaryonten auch unter
physiologischen Bedingungen zentrale Aufgaben im Zellhaushalt wahr, diein der Literatur als
"housekeeping functions' bezeichnet werden. So wurde gezeigt, da® in der Hefe
Saccharomyces cerevisiae cytosolische Hsp70-Proteine der SSA4-Unterfamilie eine wichtige
Rolle bei der Trandokation von Vorlauferproteinen tUber intrazellulére Membranen spielen
(Chirico et al., 1988; Deshaies et al., 1989; siehe as Ubersichtsartikel: Rassow und Pfanner,
1995). Wahrscheinlich stabilisiert Hsp70 bei diesem Prozef3 Vorléuferproteine in einer
transl okationskompetenten, also weitgehend entfalteten Konformation. Cytosolische Hsp70-
Proteine der SSB-Unterfamilie kontrollieren in gewissem Umfang die Trandation, indem sie
vermutlich eine Abldsung naszierender Ketten vom Ribosom erleichtern (Nelson et al., 1992;
Pfund et al., 1998). Darlber hinaus sind konstitutiv exprimierte Hsp70-Proteine an
Assemblierungs- und Disassemblierungsreaktionen beteiligt, wie z. B. der Auflésung von
Clathrinhtllen (Pelham, 1986; Hannan et al., 1998). Mitglieder der Hsp70-Familie, dieim ER
(Kar2p oder BiP) oder in Mitochondrien (Ssclp) lokalisiert sind, Giben eine zentrale Funktion
bei der Proteintranslokation ins ER-Lumen bzw. in die mitochondriale Matrix aus (als
Ubersichtsartikel siehe: Brodsky, 1996; Schatz und Dobberstein, 1996; Pilon und Schekman,
1999).

Neben den vielen Hsp70-Homologen besitzt S. cerevisiae auch eine Reihe von Dnal
Homologen (siehe Ubersichtsartikel von Cyr et al., 1994; Cyr, 1997). Wie Hsp70-Proteine sind
Dnal-Proteine im Cytosol und in vielen Zellkompartimenten lokalisiert. Es wird vermutet, dal?
jedes Hsp70-Homolog mit einem entsprechenden DnaJ-Homolog in Wechselwirkung tritt (als
Ubersichtsartikel siehe: Silver und Way, 1993). Beispielsweise wurde ein funktionelles
Zusammenspiel des cytosolischen Hsp70-Proteins, Ssalp mit dem Dnal-Protein, Y dj1p, und
des im ER lokaliserten Kar2p mit dem membranintegralen DnalHomolog, Sec63p,
nachgewiesen (Caplan et a., 1992a; Ziegelhoffer et a., 1995; Brodsky und Schekman, 1993;
Matlack et a., 1999; as Ubersichtsartikel siehe: Pilon und Schekman, 1999). Diese



eukaryontischen Hsp70-Dnal-Systeme funktionieren ohne die entsprechenden GrpE-Proteine.
Experimente mit den gereinigten Hefeproteinen, Ssalp, Ydjlp und Substratprotein belegen,
da3 eine effiziente Freisetzung des Substratproteins in Abwesenheit eines GrpE-Proteins
erfolgen kann (Ziegelhoffer et al., 1995). Die Anayse von Hsc70 aus hoheren Eukaryonten
ergab, dal3 dieses Protein eine hohe intrinsische Nukleotidaustausch-Aktivitdt besitzt, die ein
GrpE-Protein erdbrigt (Minami et a., 1996). Offensichtlich bestehen mechanistische
Unterschiede zwischen dem ATP-getriebenen Substrat-Bindungs-Zyklus eukaryontischer
Hsp70-Dnal-Paare und dem prokaryontischen Dreikomponentensystem, Hsp70, Dnal und
GrpE (Minami et al., 1996; Gider et a., 1998). In Saugerzellen wurde neben anderen mit
Hsp70 bzw. Hsc70 und Hsp40 in Wechselwirkung tretenden Proteinen auch BAG-1 entdeckt,
eine Komponente, welche als funktionelles Homolog von GrpE diskutiert wird (Hohfeld und
Jentsch, 1997; Bimston et a., 1998).

Neben anderen Hitzeschockproteinen wurden auch Hsp70-Proteine in Mitochondrien
entdeckt. Die Existenz von Hitzeschockproteinen in den Organellen bestétigt die ubiquitare
Funktion der Stref3proteine auf zelluléarer Ebene. Mitochondrien kommen mit Ausnahme
weniger intrazelluldrer Parasiten in allen Organismen vor. Zentrale biochemische Prozesse,
wie beispielsweise die oxidative Phosphorylierung oder der Citratzyklus, sind in den
Organellen lokalisiert. Entsprechend komplex ist die Biogenese der Mitochondrien; unter dem
Begriff ,Biogenese” sind alle Prozesse, die fur den Erhat funktioneller Mitochondrien
notwendig sind, zusammengefaldt. So gehort der Import von kernkodierten und im Cytosol
synthetisierten Proteinen in die Mitochondrien genauso wie die Strukturbildung der
importierten Proteine zur Organell-Biogenese. Auch die Replikation des mitochondrialen
Genoms so wie die Synthese mitochondrial kodierter Proteine und deren Integration in die

mitochondriale Innenmembran sind Prozesse, die der Organell-Biogenese zugeordnet werden.

Welche Rolle spielen Hsp70-Proteine bel den verschiedenen Prozessen der
Organellbiogenese? In Mitochondrien wurden bislang zwei Hsp70-Proteine, Ssclp und Sshlp,
entdeckt (Kang et al., 1990; Schilke et al., 1996). Zu Beginn der Untersuchungen war alerdings
nur Ssclp as mitochondriales Hsp70-Protein bekannt. Ssclp spielt eine essentielle Rolle bel
der Membranpassage kernkodierter, im Cytosol synthetisierter Vorléuferproteine in die
mitochondriale Matrix (Kang et a., 1990; Scherer et a., 1990; Manning-Krieg et al., 1991).



Eine Beteiligung von Ssclp bei weiteren Prozessen der Organellbiogenese war zum damaligen
Zeitpunkt nicht nachgewiesen und von grofiem Interesse. Inhalt meiner Arbeit war es, zu
einem besseren Versténdnis der Rolle des mitochondrialen Hsp70-Systems bel  den

verschiedenen Prozessen der Organellbiogenese beizutragen.

Ebenso war zu Beginn der Arbeit unklar, ob Hefemitochondrien ein komplettes
Hsp70-System mit alen drei Komponenten des bakteriellen Systems besitzen. Im Vorfeld der
Untersuchungen war deshalb zunéachst zu kléren, ob in Mitochondrien DnalJ- und GrpE-
Homologe vorhanden sind, damit eine funktionelle Charakterisierung des mitochondrialen
Hsp70-Systems durch die Beschreibung aler beteiligter Komponenten des Chaperon-Systems
durchgefiihrt werden konnte. In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Bart Barrell,
Cambridge, England, wurde von unserer Arbeitsgruppe ein mitochondriales Dna}Homolog,
Mdjlp (mitochondriales Dnal) identifiziert und dessen Rolle bei der mitochondrialen

Biogenese analysiert (Rowley et a., 1994).

Im Laufe der Arbeit wurde ein mitochondriales GrpE-Homolog, Mgelp (mitochondrial
GrpE) von mehreren anderen Arbeitsgruppen nahezu zeitgleich entdeckt (Bolliger et a., 1994,
Ikeda et al., 1994; Lalorayaet al., 1994; Nakai et al., 1994). Nachdem sich herausgestellt hatte,
dal3 Mitochondrien wie Bakterien ein Dreikomponenten-Hsp70-System besitzen, interessierte
vor allem die Frage, welche Rolle das mitochondriale Hsp70-System bel den verschiedenen
Prozessen der Organellbiogenese wie z. B. Proteinimport und Faltung in der mitochondrialen
Matrix oder bel der Biogenese mitochondrial kodierter Proteine spielt. Weiter war wichtig
aufzuklaren, ob die verschiedenen Ssclp-abhéngigen Prozesse der mitochondrialen Biogenese
stets die Beteiligung aller drei Proteine des Hsp70-Systems oder vielleicht nur eine oder zwel
Komponenten erfordern wirden. Um diese Fragen zu beantworten, wurde die Rolle des
mitochondrialen Hsp70-Systems bel einer Reihe von Prozessen der Organell-Biogenese
untersucht. Durch die Verflgbarkeit konditional letaler Mutanten in den drei Proteinen des
Hitzeschocksystems konnte eine funktionelle Charakterisierung der Proteine durch molekular-
und zellbiologische Ansédtze durchgefuhrt werden. Wir konnten mit den hier
zusammengefaldten Untersuchungen zu einem besseren Verstdndnis der Rolle des
mitochondrialen Hsp70-Systems bei der mitochondriadlen Biogenese beitragen (als
Ubersichtsartikel zu dieser Thematik siehe auch Langer et al., 1997).



ZUSAMMENFASSUNG DER ERGEBNISSE

UND DISKUSSION

Die Funktion des mitochondrialen Hsp70 bel der Sortierung von Cytochrom b2

1. Mutationen im intramitochondrialen Sortierungspeptid fuhren zu einer Fehlsortierung von
Cytochrom b,-Vorlauferproteinen in die mitochondriale Matrix

Die Uberwiegende Mehrheit der mitochondrialen Proteine ist kernkodiert. Diese
Proteine werden im Cytosol synthetisiert und mittels mitochondrialen Sortierungspeptiden in
die Organellen importiert. Eine Sortierung in die vier mitochondrialen Subkompartimente, die
auflere Membran, den Intermembranraum, die innere Membran und die mitochondriale
Matrix, vermitteln intramitochondriale Sortierungssequenzen. Eine besonders interessante
Frage ist, wie kernkodierte Proteine in den Intermembranraum gelangen, en
Subkompartiment, welches phylogenetisch, gemald der Endosymbiontentheorie, dem
bakteriellen Periplasma entspricht.

Wahrend einige Proteine wie Cytochrom ¢, Cytochrom Hamlyasen oder Cytochrom ¢,
ohne Beteiligung von Komponenten der Matrix in den Intermembranraum gelangen, erfolgt
die Sortierung von beispielsweise Cytochrom Iy in den Intermembranraum nur unter ATP
verbrauchenden Reaktionen in der Matrix. Cytochrom b, oder (L+)-Laktatdehydrogenase, ist
eine |6sliche Komponente der mitochondrialen Atmungskette. Hefezellen wie Saccharomyces
cerevisiae benttigen Cytochrom b, fir die Verwertung von Laktat als Kohlenstoffquelle.
Cytochrom b, wird in S. cerevisiae von einem im Kern lokalisierten Gen kodiert und als
Vorstufenprotein mit einer zweigeteilten Signalsequenz im Cytosol synthetisiert (Abb. 2)
(Gasser et al., 1982; Guiard, 1985). Nach Import in die Mitochondrien und Abspaltung des
ersten Teils der Signalsequenz in der mitochondrialen Matrix wird Cytochrom by in das
Zielkompartiment, den Intermembranraum sortiert. Der molekulare Mechanismus der
Sortierung in den Intermembranraum ist trotz intensiver Untersuchungen (Hartl et al., 1987,
Glick et a., 1992a; Kall et al., 1992; Glick et a., 1993; Stuart et al., 1994; Gruhler et al., 1995)
im Detail unaufgeklart. Ziel unserer Untersuchungen war es deshalb, durch eine Kombination



von molekular- und zellbiologischen Ansdtzen zum Verstdndnis des intramitochondrialen
Sortierungsweges von Cytochrom b, beizutragen.

Die ersten 30 Aminosduren der Signalsequenz stellen ein Matriximportsignal dar und
werden von einem in der mitochondrialen Matrix lokalisierten Enzymkomplex MPP (fur
matrix processing peptidase) abgespalten (Abb. 2) (als Ubersichtsartikel siehe: Arretz et al.,
1991). Die Prozessierung des zweiten Teils der Sortierungssequenz erfolgt wahrend oder nach
der Translokation in den Intermembranraum durch eine in der inneren Membran lokalisierte
Signalpeptidase (Impl/Imp2) (Ohashi et al., 1982; Behrens et a., 1991; Schneider et a., 1991;
Nunnari et a., 1993). Der zweite Teil der Sortierungssequenz, bestehend aus 50
Aminosaureresten, vermittelt die Sortierung in den Intermembranraum und weist hinsichtlich
des Aufbaus Ahnlichkeit zu bakteriellen Signalpeptiden auf: An einen aminoterminalen
Bereich mit positiv geladenen Aminosauren schliefét sich ein hydrophober Abschnitt an, der
wiederum carboxyterminal von einem Segment mit polaren Resten flankiert wird. Fir
Cytochrom c;, einem Protein mit einem &hnlich aufgebauten intramitochondrialen
Sortierungspeptid konnte gezeigt werden, dal3 Mutationen in dem hydrophoben Abschnitt des
Sortierungspeptides zu einer Fehlsortierung in die mitochondriale Matrix fuhren (Jensen et a.,
1992). Durch Untersuchungen an Cytochrom b,-Mutanten mit Austauschen in verschiedenen
Bereichen des intramitochondrialen Sortierungspeptids gelang es uns zu zeigen, dal3 alle drei
Teilsegmente, also der positiv geladene, der hydrophobe und der polare Abschnitt des
intramitochondrialen Sortierungspeptides fur die Translokation von Cytochrom by in den
Intermembranraum wichtig sind (Koll et al., 1992; Beadey et a., 1993; Schwarz et al., 1993).

tochrom b
MPP Implp Cy 2

b
.
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Abb. 2: Struktur der Vorléuferproteine von Cytochrom b, und Cytochrom b, (167)-DHFR,
Sequenz des Sortierungssignals fur den Intermembranraum



Im Rahmen unserer Untersuchungen wurden Austausche im Sortierungspeptid im
Kontext des gesamten Cytochrom bo-Vorlauferproteins wie auch in einem Fusionsprotein
untersucht, welches aus den ersten 167 Resten des Cytochrom bo-Vorlaufers und DHFR
(Dihydrofolatreduktase aus Maus) as carboxyterminaler Fusion besteht (Abb. 2). Zunéchst
wurden durch gerichtete Mutagenese die positiv geladenen Aminosauren RKR in Position 47
bis 49 (in Abb. 2 fett gedruckt) ausgetauscht. Die Auswirkung dieser Austausche auf die
submitochondriale Sortierung wurde nach in vitro Trandation der Polypeptide in Gegenwart
von 35S-Methionin im Retikulozyten-Lysat und anschlieRendem Import in isolierte
Mitochondrien untersucht (Schwarz et al., 1993).

Der Austausch von Lysin in Position 48 oder von Arginin in Position 49 zu Histidin
(K48H, R49H) hatte keine Auswirkung auf die Sortierung der mutierten V orlauferproteine. Bei
in vitro Importversuchen wurden diese Vorlauferproteine zur reifen Form prozessiert, ein
Kriterium, welches fur die Translokation in den Intermembranraum herangezogen werden
kann. Auch die Austausche R49D oder R49C, welche die Nettoladung des "RKR"-Motifs von
+3 zu +1 bzw. +2 herabsetzen, fihrten zu keiner Fehlsortierung in die Matrix. Diese
Ergebnisse waren unerwartet, da eine Verminderung der positiven Nettoladung am
Aminoterminus bakterieller Signal peptide einen Trans okationsdefekt bewirkt. Allerdings hatte
der vollsténdige Ersatz der basischen Reste RKR durch hydrophobe Aminoséuren (R471,
K48, R49L) die fast vollstandige Fehlsortierung in die Matrix zur Folge. Auch
Vorlauferproteine, bel denen zwel oder drel Ladungen in den Positionen 47 bis 49 durch
hydrophobe Reste ersetzt waren, wurden ausschliefdlich zum Intermediat prozessiert und
befanden sich in der Matrix. Im Kontext des DHFR-Fusionsproteins fihrten die Austausche
zum proteolytischen Abbau der fehlsortierten Intermediate in der Matrix zu einem Fragment
von 21 kDa (Schwarz et al., 1993). Wir vermuten, dal3 dieses Proteolysefragment den DHFR-
Teil enthalt.

Die Deletion der Reste RKR und der folgenden 16 Aminosauren hatte ebenfalls eine
Fehlsortierung in die Matrix zur Folge (Koll et a., 1992). Auch die Deletion von 13
Aminosaureresten (Aminosaure 34 bis 46 im Vorléauferprotein), welche aminoterminal des
"RKR"-Bereichs liegen, fuhrte zu einem Sortierungsdefekt (Ono et al., 1995). Aus diesen
Ergebnissen geht hervor, dal} die topogene Funktion im Bereich der drei basischen
Aminosduren RKR nicht alein auf der positiven Nettoladung aminotermina des
hydrophoben Abschnitts beruht. Vermutlich spielen bei der Sortierung des Vorlauferproteins
neben den Ladungen auch andere Eigenschaften der Aminosaureseitenketten wie Groéf3e oder
Hydrophilie eine Rolle.
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Welche Aussagen lassen sich  durch unsere Ergebnisse Uber den
Sortierungsmechanismus machen? Die Tatsache, dal3 alle von uns getesteten Positionen der
Sortierungssequenz sich als relevant fir die intramitochondriale Sortierung erwiesen hatten,
spricht gegen eine Sortierung in den Intermembranraum nach einem ,einfachen* Stop-
Transfer-Mechanismus (Blobel, 1980). Dieser Sortierungsmechanismus wirde implizieren,
daid das Vorlauferprotein Uber den hydrophoben Abschnitt des Sortierungspeptides in der
Lipidschicht der inneren Membran transient verankert wird bis das Protein durch laterale
Verschiebungen der inneren und &uf3eren Membranen in den Intermembranraum gezogen
wird. Nach diesem Modell wird das intramitochondriale Sortierungspeptid erst nach
vollstandiger Translokation in den Intermembranraum proteolytisch abgespalten und reifes
Protein freigesetzt (siehe auch Modelle in dem Ubersichtsartikel von Glick et al., 1992b). Da
alerdings, wie unsere Untersuchungen gezeigt haben, neben dem hydrophoben Abschnitt des
Sortierungspeptides auch die flankierenden, amino- und carboxyterminalen Segmente fir die
korrekte Sortierung in den Intermembranraum bendtigt werden, ist ein wesentlich
komplexerer Sortierungsmechanismus als eine Arretierung durch hydrophobe Segmente in
der Lipidschicht wahrscheinlich: Wir nehmen an, dal3 das Sortierungspeptid fur die
Erkennung durch eine bislang nicht identifizierte Sortierungskomponente eine spezifische
Konformation ausbilden muf3. Diese Wechselwirkung des Sortierungspeptids mit der von uns
postulierten Sortierungskomponente ist offensichtlich essentiell fir die Translokation in den
Intermembranraum. Neuere Untersuchungen der Arbeitsgruppe von Nikolaus Pfanner zeigten,
dal? Translokations-Intermediate von Cytochrom b, mit Tim23, einer Importkortkomponente
der inneren Membran, assoziiert sind (Bomer et a., 1997). Die Autoren folgern, da3 Tim23 in
enger Nachbarschaft zu der Sortierungskomponente liegt.

Neben Punktmutationen und Deletionen im "RKR"-Bereich und dem davon
aminoterminal liegenden Abschnitt fuhrten auch Mutationen im hydrophoben Bereich der
Signalsequenz zu Sortierungsdefekten. Die Austausche L62Q, A63P oder A64D hatten nicht
nur in vitro, sondern auch in vivo® eine Fehlsortierung zur Folge. Im Gegensatz dazu erwiesen
sich die Mutationen im "RKR"-Bereich in vivo as nicht stringent, da nur Zellen mit
Austauschen im hydrophoben Bereich, nicht aber mit Austauschen im "RKR"-Bereich Laktat
als Kohlenstoffquelle zu verwerten (im Folgenden al's L ak -Phanotyp bezeichnet, s. u.).

2 Die Bezeichnungen in vivo und in vitro dienen hier zur Unterscheidung von Experimenten mit Hefezellen bzw.
isolierten Mitochondrien.
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2. Mam33p wurde durch Affinitatschromatographie mit dem Wildtyp-Sortierungspeptid von
Cytochrom b, identifiziert

Um den Sortierungsweg von Cytochrom b, in den Intermembranraum zu verstehen,
sollte eine Sortierungskomponente fir Cytochrom b, durch Affinitétschromatographie mit
dem Sortierungspeptid identifiziert und isoliert werden. Hierfir wurden Wildtyp-
Sortierungspeptid und als Negativkontrolle Sortierungspeptide mit Mutationen, die zu einer
Fehlsortierung der Cytochrom bp-Vorlauferproteine fuhrten, mit einem carboxyterminalen
Higtidinanker in Escherichia coli exprimiert. Die Sortierungspeptide wurden durch
immobilisierte Metall-Affinitétschromatographie (IMAC) gereinigt und anschlief3end mit
mitochondrialem Proteinextrakt inkubiert. Ein Protein von 33 kDa reagierte bevorzugt mit dem
Wildtyp-Sortierungspeptid und wesentlich schwécher mit den Mutanten-Peptiden. Dieses
Protein wurde durch Gelelektrophorese angereichert, so dal3 die aminoterminale und interne
Peptidsequenzen bestimmt werden konnten. Nach Ermittlung der Sequenz von drei Peptiden
wurden degenerierte Primer hergestellt, welche fur die Amplifikation von Genfragmenten in
PCR-Ansédtzen verwendet wurden. Die derart erhaltenen DNA-Fragmente wurden in einer
Koloniehybridisierung mit einer genomischen Bank von S. cerevisisae a's Sonden eingesetzt.
Auf diese Weise wurde das korrespondierende Gen aus der DNA-Bank isoliert.

Fur die Herstellung von in vitro synthetisiertem Protein wurde der offene Leserahmen
in den Transkriptionsvektor pGEM3 kloniert. Das nach Trandation im Retikulocytenlysat
erhaltene, radioaktiv markierte Polypeptid wurde in Abhangigkeit eines Membranpotentials
der inneren Membran in isolierte Mitochondrien importiert. Da der Import aler in die
mitochondriale Matrix translozierten und in die innere Membran integrierten Proteine ein
Membranpotential voraussetzt, kann ein potentialabhdngiger Import as ein (moglicher)
Nachweis fur die Lokalisierung eines Proteins in Mitochondrien dienen. Die Lokalisierung in
Mitochondrien wurde auf3erdem immunologisch nachgewiesen, nachdem Antiseren aus
Kaninchen gegen das gereinigte Protein zur Verfigung standen. Das von uns identifizierte
Protein besitzt einen isoelektrischen Punkt bei pH 4.0 und liegt in der Matrix als Homotrimer
oder Homotetramer vor. Auf Grund dieser Eigenschaften wurde das Protein Mam33p
bezeichnet (Mam33p fir mitochondrial acidic matrix protein von 33 kDa) (Seytter et a.,
1998). Eine Funktion des Proteins bei der Sortierung in den Intermembranraum konnte bislang
nicht nachgewiesen werden. Die Geninaktivierung fuhrte nur unter bestimmten
Kultivierungsbedingungen - Minimalmedium mit Laktat als Kohlenstoffquelle, 37°C
Kultivierungstemperatur - zu einer geringflgigen Verlangsamung der Wachstumsrate. Eine
Datenbanksuche ergab, da? Mam33p Homologie zum postulierten Rezeptor des
Komplementfaktors C1g bzw. des Kininogen-Bindeproteins, p33, des Menschen besitzt
(Krainer et a., 1991; Honoré et al., 1993; Ghebrehiwet et d., 1994; Herwald et a., 1996; Lim et
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al., 1996). Wir gehen davon aus, dal3d Mam33p das Hefehomolog des vermuteten Rezeptors
fir Clq darstellt. Diese Annahme wird durch jingere Arbeiten bestétigt, in denen gezeigt
wurde, dal3 der mutmaldliche C1g-Rezeptor in Saugerzellen in Mitochondrien lokalisiert ist
(Dedio und Mller-Esterl, 1996; Muta et al., 1997; Dedio et a., 1998). Da sowohl das Protein
aus Saugerzellen wie auch Mam33p einen isoel ektrischen Punkt im sauren Bereich aufweisen,
ist anzunehmen, dald die Proteine haufig unspezifisch basische Proteinen binden. Damit
konnte erklart werden, da? Mam33p vorwiegend das positiv geladene Wildtyp-
Sortierungspeptid und nicht Mutantenpeptide, die das "RKR"-Motiv nicht mehr besalien,
gebunden hat.

3. Ssclp tritt mit fehlsortierten Cytochrom b,-V orlauferproteinen in Wechselwirkung

In der Hefe S. cerevisiae ist mitochondriales Hsp70, Ssclp, eine essentielle
Komponente des Translokationsapparates der inneren Membran. Ssclp interagiert in einer
ATP-abhéngigen Reaktion mit in die Matrix eintretenden Vorlauferproteinen (Scherer et al.,
1990; Manning-Krieg et a., 1991; Cyr et al., 1993; Ungermann et al., 1994; Horst et al. 1997).
Fur die vollsténdige Translokation der Vorlauferproteine in die Matrix sind zumeist mehrere
ATP-getriebene Assoziations- und Dissoziationszyklen von Ssclp mit translozierenden
Vorlauferketten erforderlich  (Ungermann et al., 1996). Eine Absenkung der
intramitochondrialen ATP-Konzentration und damit eine weitgehende Inhibierung von Ssclp
oder konditionale Mutationen in Ssclp fuhrt zu einer Hemmung des Proteinimports in die
Matrix (Hwang et al., 1991; Rassow und Pfanner, 1991; Jascur et a., 1992; Gambill et al.,
1993; Voos et al., 1993; Voisine et a., 1999). Auch die Translokation von Cytochrom by in
den Intermembranraum erfolgt ATP-abhangig, wird also durch Ssclp vermittelt. Allerdings
kénnen chimére Proteine mit einem aminoterminaen Cytochrom bp-Segment von bis zu 180
Aminosduren und DHFR als carboxyterminaler Fusion unabhéngig von Ssclp und nach
Absenkung des Matrix-ATP-Spiegels in isolierte Mitochondrien importiert werden.
Fusionsproteine, welche mehr a's die 180 aminoterminalen Reste des Cytochrom by besitzen,
bendétigen fur den Import Ssclp. Als Erklarung fur die unterschiedliche Ssclp-Abhangigkeit
der Fusionsproteine wird die Ausbildung einer den Transport inhibierenden, gefalteten
Hambinde-Domane angegeben, welche am Aminoterminus des reifen Proteins liegt (Glick et
al., 1993; Stuart et al., 1994; Gértner et al., 1995). Man nimmt an, dal? die Importaktivitdt von
Ssclp fur die Entfaltung dieser transl okationsinkompetenten Struktur erforderlich ist. Dadurch
werden Fusionsproteine, welche die Hambinde-Doméne nicht oder nur teilweise besitzen,
unabhangig von Ssclp importiert.
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Um den Sortierungsmechanismus von Cytochrom by besser zu verstehen, wurde die
Beteiligung von Ssclp beim intramitochondridlen Transport der Cytochrom bp-
Vorlauferproteine mit Mutationen im Sortierungspeptid untersucht. Hierfir wurden die
Vorléuferproteine mit Austauschen im basischen Aminosaurebereich "RKR" als DHFR-
Fusionskonstrukte (pb2(167)DHFR) in isolierte Mitochondrien mit entweder hoher oder
niedriger mitochondrialer (Matrix-) ATP-Konzentration importiert. Wie bei anderen
matrixbestimmten Vorléuferproteinen bewirkte eine Absenkung des Matrix-ATP-Spiegels
einen unvollstandigen Import der mutierten Polypeptide, also den Transport in den
Intermembranraum. Bel physiologischer ATP-Konzentration wurden, wie erwartet, die
mutierten Vorlauferproteine in die Matrix importiert. Dagegen wurde das Fusionsprotein mit
der intakten Sortierungssequenz unabhangig von Ssclp in den Intermembranraum importiert.
Aufgrund dieser Beobachtungen wurde vermutet, dal?3 Ssclp fur den Import der fehlsortierten
Cytochrom b-Mutanten in die Matrix bendtigt wird.

Um zu bestétigen, dal3 Ssclp am Import der mutierten Cytochrom bo-Polypeptide
beteiligt ist, wurden Cytochrom by-DHFR-Fusionsproteine mit intakten und defekten
Sortierungspeptiden in Gegenwart des Folat-Antagonisten Methotrexat (MTX) in
Mitochondrien importiert. Auf diese Weise lassen sich Trang okations-Intermediate herstellen,
die beide Membranen Uberspannen: Durch die Komplexierung mit MTX wird der stabilisierte
DHFR-Tell nicht importiert (Eilers und Schatz, 1986). Allerdings ist das aminoterminale, 167
Reste umfassende Cytochrom bp-Segment lang genug, um auch Matrixkomponenten zu
binden. Wurden derartige Translokations-Intermediate des Fusionsproteins mit dem Wildtyp-
Sortierungspeptid hergestellt, so konnte der nicht importierte DHFR-Anteil proteolytisch
abgespalten werden. Es stellte sich heraus, dal3 die proteolytische Abtrennung der DHFR-
Domaéne bei Fusionsproteinen mit Mutationen im Sortierungspeptid abhangig vom Matrix-
ATP-Spiegel erfolgte (Schwarz et al., 1993). Diese ATP-Abhangigkeit der Proteolyse wurde
auf die starke Bindung der Translokations-Intermediate an Ssclp zurlickgefuhrt: Wir nehmen
an, dal3 ein hoher Matrix-ATP-Spiegdl eine effiziente Wechsalwirkung von Ssclp mit in die
Matrix eintretenden Vorlauferproteinen beginstigt. Durch diese Fixierung des Transl okations-
Intermediates in der Matrix ist wahrscheinlich eine enge Assoziation der DHFR-Doméne mit
der mitochondrialen Oberfléche gegeben. Dadurch sollten keine proteasesensitiven Abschnitte
auf der mitochondrialen Oberfl&che exponiert und eine proteolytische Abspaltung des DHFR-
Antells verhindert sein. Bei niedrigem ATP-Spiegel dagegen, einhergehend mit einer
weitgehenden Inaktivierung von Ssclp, ist diese enge Assoziation der DHFR-Doméne mit der
mitochondrialen Oberfléche nicht vorhanden und eine proteolytische Abtrennung der DHFR-
Fusion kann erfolgen. In der Tat wurde in darauffolgenden Untersuchungen gezeigt, dal3
Trandokations-Intermediate, die nicht durch Ssclp in der Matrix fixiert werden, aus dem
Trandokationskanal wieder herausgleiten (Ungermann et al., 1994). Da die Matrix-ATP-
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abhangige, proteolytische Abspaltung der DHFR-Doméane nur mit Mutantenproteinen mit
einem eindeutigen Sortierungsphanotyp erfolgte, gehen wir davon aus, da3 Ssclp mit
fehlsortierten Vorlauferproteinen sehr viel effizienter in Wechselwirkung tritt als mit dem
Wildtyp-Protein. Diese effizientere Wechsalwirkung konnte in ener Fehlfaltung des
Sortierungspeptides begrindet sein.

Die Bindung von Ssclp an arretierte Trand okations-Intermediate der Mutante "RIC"
(Austausche im "RKR"-Motiv, K48l, R49C) wurde durch Co-Immunprézipitation mit
Antikorpern gegen Ssclp bestétigt. Da keine Co-Immunprézipitation des entsprechenden
Wildtyp-Proteins erhalten wurde, gehen wir davon aus, dal3 Ssc1p spezifisch mit fehlsortierten
Cytochrom bp-Vorlauferproteinen interagiert und nicht mit dem Wildtyp-Protein.
Zusammenfassend belegen unsere Experimente, dal3 Ssclp am Import fehlsortierter
Cytochrom by-Vorlauferproteine in die mitochondriale Matrix beteiligt ist. Die Unterdriickung
der Fehlsortierung bei einem abgesenkten Matrix-ATP-Spiegel konnte durch den Import der
mutierten Vorlauferproteine in den Intermembranraum als sogenannte "ATP-Depletions-
Intermediate” erfolgen® (Hwang et al., 1991; Rassow und Pfanner, 1991; Jascur et al., 1992).
Eine komplexere, von uns favorisierte Interpretation postuliert die Anwesenheit einer
Sortierungskomponente, welche mit Ssclp um die Bindung des mutierten Sortierungssignal
konkurriert: Da die Mutation die Erkennung und/oder Bindung durch die
Sortierungskomponente schwacht, kann Ssclp mit den Mutanten-Vorléuferproteinen in
Wechselwirkung treten. Erst nach Unterdriickung der Bindung an Ssclp, beispielsweise durch
Matrix-ATP-Absenkung, kann das mutierte Sortierungssignal von der Sortierungskomponente
erkannt und/oder gebunden werden und eine Translokation des mutierten Polypeptids in den
Intermembranraum erfolgen (Schwarz et al., 1993). Untersuchungen der Arbeitsgruppe von
Nikolaus Pfanner weisen daraufhin, dald eine Erkennung des Sortierungspeptids in enger
Nachbarschaft zur Importkomponente Tim23 erfolgt (Bomer et a., 1997).

Nachtrag: Neue Arbeiten zeigten, dal3 die Hydrophobizitdt der Sortierungspeptide
ausschlaggebend fur ene Stabiliserung von membranspannenden Translokations-
Intermediaten von Cytochrom b,-Konstrukten in der inneren Membran sind (Gruhler et al.,

3 ATP-Depletions-Intermediate entstehen, wenn Vorlauferproteine in Mitochondrien importiert werden, deren
Matrix-ATP-Konzentration vorher reduziert wurde. Die Intermediate sind proteasegeschiitzt und demnach nicht
auf der mitochondrialen Oberfléche exponiert. Es wird angenommen, dal3 es sich bei ATP-Depletions-
Intermediaten um unvollsténdig in die Matrix importierte Spezies handelt, deren Aminoterminus in einer
membranspannenden Konformation in der Matrix exponiert und deren carboxyterminder Teil im
Intermembranraum lokalisiert ist. Die Trandokations-Intermediate kénnen nach Wiederherstellung des
physiologischen Matrix-ATP-Spiegelsin die Matrix importiert werden.
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1997). Die Stabilisierung durch hydrophobe Segmente im Bereich des Sortierungspeptids
bewirkte eine Ssc1p-unabhéangige Translokation Uber die dufRere Membran.

4. Die Fehlsortierung einer Cytochrom by-Mutante wird durch ein temperatursensitives SSC1-
Allel unterdriickt

S. cerevisiae benttigt Cytochrom by fir das Wachstum auf Laktat als alleinige
Kohlenstoffquelle. Cytochrom bp-Null-Mutanten und Mutanten mit Austauschen in der
intramitochondrialen Sortierungssequenz, die in vivo zu einem Sortierungsdefekt fihren,
besitzen demnach einen Lak-Phanotyp, d.h. sie kénnen mit Laktat als einziger
Kohlenstoffquelle nicht mehr wachsen. Nachdem eine phanotypische Selektion von
Cytochrom bo-Sortierungsmutanten maoglich war, wurde untersucht, ob durch enen
genetischen Ansatz Komponenten der Cytochrom bp-Sortierung identifiziert werden kénnen.

Gene dieser Komponenten sollten als spontane Suppressoren einer Fehlsortierung von
mutierten Cytochrom bo-Vorlauferproteinen isoliert werden.

Fur diese Experimente wurde das chromosomale Gen fir Cytochrom by durch
Insertion des Marker-Gens TRP! inaktiviert. Die resultierenden Null-Mutanten wurden mit
Allelen von Cytochrom by transformiert, welche Austausche im hydrophoben Abschnitt der
Sortierungssequenz besal3en (L62Q, A63P, A64D). Zellen mit diesen Cytochrom lp-Allelen
besalen wie die Null-Mutante einen Lak--Phanotyp. Transformanten mit den Austauschen
L62Q und A63P zeigten hohe Reversionsraten zum Lak*-Phanotyp und konnten deshalb
nicht fir die Selektion spontaner Suppressoren verwendet werden. Dagegen besal3en Zellen
mit dem Cytochrom by-Allel A64D, ,,A64D-Zellen*, einen stabilen Lak--Phanotyp und waren
deshalb fur die Selektion spontaner Suppressoren geeignet. Eine Suppressormutante, Sup-D,
wurde mit ,A64D-Zellen" nach Selektion auf den urspriinglichen Lak*-Phanotyp isoliert. Das
Suppressor-Allel  verursachte temperatursensitives Wachstum. Nach Kreuzung des
Suppressorstammes mit der Cytochrom bp-Null-Mutante wurden diploide Lak--Zelen
erhalten. Das Suppressor-Allel verhélt sich also rezessiv gegentiber dem Wildtyp-Gen.

Um das entsprechende Wildtyp-Gen zu erhalten, wurde der Suppressorstamm, Sup-D,
mit einer Genbank des Wildtyps transformiert. Komplementierte Klone mit dem
korrespondierenden Wildtyp-Allel sollten an ihrem temperaturresistenten Wachstum und dem
urspringlichen Lak-Phénotyp erkannt werden. Von insgesamt 30,000 untersuchten
Transformanten zeigten 145 Klone temperaturresistentes Wachstum. 17 dieser Klone besal3en
einen Lak-Phanotyp. Nach Kultivierung unter restriktiven Bedingungen (37°C) besal3en drei
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der 17 Klone genauso wie die urspringliche Sortierungsmutante ausschliefdlich zum
Intermediat prozessiertes Cytochrom bp. Aus diesen Stdmmen wurde Plasmid-DNA isoliert
und in Sup-D retransformiert. Da Sup-D nach Transformation wieder temperatursensitives
Wachstum und eine Fehlsortierung von Cytochrom b, zeigte, war bewiesen, daf3 die
Unterdriickung des Suppressorphanotyps durch die entsprechenden Plasmide hervorgerufen
wurde. Eine molekularbiologische Anayse der Plasmide zeigte, dal3 identische DNA-
Insertionen von etwa 13 kb L &nge vorhanden waren.

Die Sequenzanalyse und ein Datenbankabgleich ergab, dal3 es sich um ein 13.8 kb
Fragment des Chromosoms X handelte, auf welchem neben anderen offenen Leserahmen die
kodierende Sequenz fir mitochondriales Hsp70, aso das Gen SSC/ lag. Damit war
naheliegend, dal3 SSC/ das Wildtypgen des Suppressor-Allels war. Um dies zu beweisen,
wurde das Gen SSCI aus dem 13.8 kb Insert subkloniert und in den Suppressor-Stamm
zurlcktransformiert. Die resultierenden Transformanten zeigten den erwarteten Lak-
Phanotyp. Damit war bewiesen, dal3 Ssclp die phanotypische Reversion der Suppressor-
Mutante verursachte. Das entsprechende, den Suppressor-Phanotyp verursachende, mutierte
Allel wurde sequenziert, damit die Suppressor-Mutation kartiert werden konnte. Eine
Punktmutation an Stelle 1345 des offenen Leserahmens fihrt in der Peptidbindedomane von
Ssclp zum Austausch von Phenylalanin zu Leucin (F426L, dieses Allel wurde in Fortsetzung
der Nomenklatur von E. Craig as ssc/-4 bezeichnet). In alen bekannten Hsp70-Homologen
ist dieses Phenylalanin konserviert. F426 liegt in enger Nachbarschaft zu Prolin 419, dessen
Austausch zu Serin den temperatursensitiven Phanotyp der ssc/-2 Mutante hervorruft
(Gambill et a., 1993).

Interessanterweise unterdriickte das Allel ssc/-4 nicht nur die Fehlsortierung der
Mutante A64D, sondern auch den der Mutanten L62Q und A63P. Die Suppressor-Mutante
wirkte also nicht allelspezifisch. Als néchstes interessierte uns die Frage, ob die Mutation
F426L Import und Sortierung von Cytochrom by und anderen Vorstufenproteinen in
isolierten Mitochondrien beeintréachtigen wirde. Nach Kultivierung des Suppressor-Stamms
unter permissiven Bedingungen wurden Mitochondrien prépariert. Die Mitochondrien wurden
vor den Importexperimenten bei permissiver (24°C) oder restriktiver (37°C) Temperatur
vorinkubiert, um den Phanotyp des defekten Ssclp-Proteins zu induzieren. Allerdings
unterschieden sich diese Mitochondrien weder bel permissiver Temperatur noch nach
Induktion des Phanotyps beziiglich des Imports und der Sortierung von Cytochrom by von
Wildtyp-Mitochondrien. Auch eine Reihe anderer in die Matrix sortierte Vorstufenproteine
wurden mit einer dem Wildtyp vergleichbaren Effizienz in die Mitochondrien der Suppressor-
Mutante importiert. Offensichtlich bewirkt der Austausch F426L einen sich nur geringfiigig
vom Wildtyp unterscheidenden Phanotyp, der in vitro nicht beobachtet werden kann. Durch
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weitere Untersuchungen muf3 geklért werden, wie und warum sich das aus dem Suppressor-
Stamm isolierte ssc/-4-Allel auf die Sortierung der Cytochrom b,-Mutanten auswirkt und ob
Ssclp eine spezifische Funktion bei der Sortierung von Cytochrom b, erfuillt.

Auf den ersten Blick wirkt der Phanotyp der Suppressormutante paradox: Einerseits
wird eine Fehlsortierung von Cytochrom by in die Matrix unterdriickt, andererseits werden
matrixbestimmte Vorlauferproteine effizient Uber die innere Membran transportiert. Dennoch
ist der Phanotyp dieser sscl-4-Mutante mit der Interpretation einer Kompetition zwischen
Ssclp und einer Cytochrom b,-Sortierungskomponente in Einklang. Wie oben diskutiert,
kénnte die Unterdriickung der Fehlsortierung von Cytochrom bp-Mutanten durch Absenken
des Matrix-ATP-Spiegels die Bindung an die postulierte Sortierungskomponente begiinstigen.
In gleicher Weise kdnnte die Mutation F426L die Bindung von Ssclp an die Cytochrom by-
Mutanten derart schwéchen, dal3 das Gleichgewicht in die Richtung einer Bindung an die -
postulierte - Sortierungskomponente verschoben wird. So konnte erklart werden, dal3 eine
Trandokation in den Intermembranraum stattfinden kann. Die Tatsache, dal3 das Allel ssci-4
nicht allelspezifisch wirkt, ist mit dieser Interpretation in guter Ubereinstimmung.

Wir nehmen an, dald die Mutation F426L bei permissiver Temperatur die
Wechselwirkung des mutierten Ssclp mit in die Matrix eintretenden Vorl&uferproteinen nicht
wesentlich beeintrachtigt, da die Zellen unter diesen Bedingungen lebensféhig sind. Eine
vollstandige Inaktivierung von Ssclp wirde die Translokation von Vorl&uferproteinen Uber die
innere Membran génzlich verhindern. Wahrscheinlich wirden in diesem Fall in vivo die
"ATP-Depletions-Intermediate” entstehen, die nach Matrix-ATP-Absenkung in  vitro
beobachtet werden (s. 0.). Moglicherweise entstehen diese "ATP-Depletions-Intermediate”
sogar bei Kultivierung der Zellen bei restriktiver Temperatur. Die Tatsache, dal3 restriktive
Kultivierungsbedingungen lediglich zu einer Wachstumsinhibierung und nicht zum Absterben
der Zelen fuhren, konnte ebenfalls mit der Bildung von unvollstdndig Uber die innere
Membran translozierten "ATP-Depletions-Intermediaten” erklért werden. Vermutlich werden
diese in vivo entstandenen Transl okations-Intermediate nach Wiederherstellung von aktivem
Ssclp durch permissive Temperatur in die Matrix importiert, genauso wie in isolierten
Mitochondrien die "ATP-Depletions-Intermediate” nach ATP-Zugabe in die Matrix
transloziert werden (Jascur et a., 1992).
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Die Rolle des mitochondrialen Dnal-Proteins, Mdj1p, bel der Organell-

Biogenese

1. Der offene Leserahmen von XD.J! kodiert fUr ein DnalJ-Protein unbekannter Funktion

Wiein der Einleitung erwahnt, war zu Beginn der Arbeit unbekannt, ob Mitochondrien
Dnal-Proteine besitzen. Um Gene fur weitere Dnal-Proteine zu identifizieren und damit auch
ein Gen fur ein mitochondriales Dnal Protein zu erhalten, wurden degenerierte Primer
entworfen, die gegen die konservierte J-Doméne und die ebenfalls konservierte cysteinreiche
Domane gerichtet waren. Mittels DNA-Amplifikation durch die PCR-Technik wurde ein 400
bp DNA-Fragment aus genomischer DNA von S. cerevisiae vervidfétigt. Das auf diese
Weise erhaltene Fragment wurde kloniert und sequenziert. Nach Sequenzierung und
Ableitung der entsprechenden Aminosduresequenz war klar, dal3 das Genfragment eines
bislang unbekannten Dnal-Proteins isoliert worden war. Das gereinigte DNA-Fragment wurde
als Sonde in Kolonie-Hybridisierungen mit einer DNA-Bank eingesetzt. Es wurden zwei
Klone identifiziert, deren DNA mit dem Fragment hybridisierte. Aus den Klonen wurde
Plasmid-DNA isoliert, die DNA-Inserts kartiert und subkloniert. Die Sequenzierung der Insert-
DNA ergab, dal? das hybridisierende Fragment in einem offenen Leserahmen von 1380 bp
lokalisiert war (Schwarz et a., 1994). Der offene Leserahmen kodiert fir ein Protein von 459
Aminosduren, welches alle charakteristischen Merkmale eines Dnal-Proteins aufweist: Auf die
etwa 70 Reste umfassende, aminoterminde JDoméne folgt en glycin- und
phenylalaninreiches Segment. Carboxyterminal davon liegen die fir die meisten Dnal
Proteine typischen "Cystein-Motive" (als Ubersichtsartikel siehe: Silver und Way, 1993; Cyr,
1997). Wie in anderen DnaJ-Proteinen weist die J-Doméne mit 59, 53 und 49% Aminosiure-
Identitdt zu den entsprechenden J-Doménen von Ydjlp, Sislp und Scjlp die héchste
Konservierung auf (Sadler et al., 1989; Caplan und Douglas, 1991; Luke et a., 1991; Schwarz
et a., 1994). Die vier carboxyterminalen Aminosiurereste mit der Sequenz CCIQ konnten ein
Farnesylierungssigna darstellen. Auch fir das cytosolische Ydjlp wurde eine
carboxyterminale Farnesylierung nachgewiesen. Die Farnesylgruppe ist offensichtlich fir die
Funktion des Proteins bei erhdhter Temperatur von Bedeutung (Caplan et al., 19923, b).

Von zentralem Interesse war fur uns zu kléaren, ob das Genprodukt in Mitochondrien
lokalisiert ist. Hierfur wurde der offene Leserahmen in den Vektor pGEM3 kloniert. Das Gen
wurde transkribiert, und Translationsprodukt durch Translation im Retikulocytenextrakt in
Gegenwart von 35S-Methionin in radioaktiv markierter Form hergestellt. Wéahrend der
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Importstudien stellte sich heraus, dal3 das Protein nicht in isolierte Mitochondrien importiert
werden kann. Dartiber hinaus wurde in der abgeleiteten Aminosauresequenz kein Segment
identifiziert, welches ein mitochondriales Importsignal darstellen konnte. Wir gehen deshalb
davon aus, dal3 das von uns identifizierte Gen nicht fir ein in Mitochondrien lokalisiertes
Protein kodiert. Fir eine weitere funktionelle Untersuchung des Genproduktes wurde das Gen
durch Insertion des URA3-Markers in einem haploiden Hefestamm inaktiviert. Die
resultierenden Nullmutanten zeigten unter den getesteten Bedingungen wie z. B. Wachstum
auf unterschiedlichen Kohlenstoffquellen keinen Wachstumsdefekt. Auch beziglich der
Thermotoleranz unterschied sich die Nullmutante nicht von Wildtypzellen. Eine
Doppel nullmutante, in welcher neben dem von uns identifizierten Gen auch das Gen fur das
cytosolische Ydjlp inaktiviert war, besald lediglich den Phanotyp der YDJI-Nullmutante
(Caplan und Douglas, 1991; Atencio und Y affe, 1992). Mit diesem Experiment konnten wir
ausschlief3en, dal3 Y dj1p und das von uns identifizierte potentielle Genprodukt bel bestimmten
biologischen Prozessen Uberlappende Funktionen erfillen. Obwohl unter den von uns
getesteten, verschiedenen Wachstumsbedingungen weder eine Expression des Gens auf
RNA-Ebene noch das Protein immunol ogisch nachgewiesen werden konnte, geht aus neueren
Analysen des S. cerevisiae , Transcriptoms® hervor, dal3 XDJI in RNA transkribiert wird
(Velculescu et a., 1999). Um zum Ausdruck zu bringen, dal3 es sich bei dem von uns
identifizierten offenen Leserahmen um ein Gen fur ein DnalJ-Protein kodiert, dessen Funktion
bislang nicht geklart ist, wurde das Gen mit XDJI bezeichnet (Schwarz et a., 1994).

Da zeitgleich mit der Charakteriserung des XDJI-Gens das Gen fur Mdjlp, ein
mitochondriales DnalJ-Protein entdeckt wurde, wurde auf eine weitere Suche nach Genen fur
Dnal-Proteine mittels PCR-Ansétzen verzichtet.

2. Mdj1p ist ein mitochondriales DnaJ-Homolog

Das Gen fur Mdjlp wurde von Neill Rowley im Labor von Bart Barrell wéhrend
Sequenzierung des Chromosoms VI entdeckt. Das Gen kodiert fir ein Protein von 511
Aminosaureresten. Insgesamt weist die Sequenz 33 % Identitét zu DnaJ aus E. coli auf. Aus
der abgeleiteten Primarsequenz war ersichtlich, dal3 das Protein eine aminoterminale
Extension von 55 Aminosdureresten besitzt, welche als mitochondriale Importsignal
fungieren konnte. Abgesehen von dieser aminoterminalen Extension zeigte die
Primérsequenz, dal3 es sich um ein Gen fir ein typisches DnalJ-Protein handelte: Gleich
anschlieend an die aminoterminale Extension liegt eine konservierte, etwa 70
Aminosdurereste umfassende JDomane. Darauf folgt ein glycin- und phenylalaninreiches
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Segment. Die vier "Cystein-Motive' (CxxCxGxG, wobei x fir polare oder geladene
Aminosauren steht) liegen im mittleren Bereich des Polypeptids. Wie bei anderen Dnal
Proteinen ist das C-terminale Drittel am wenigsten stark konserviert (Rowley et al., 1994).

Das Gen fiir Mdj1p ist ein typisches Hitzeschockgen, da ein Uberfiihren der Zellen von
24°C auf 37°C Wachstumstemperatur die Genexpression von MDJI transient um einen
Faktor von etwa drei erhohte. Um die Funktion von Mdjlp zu untersuchen, wurde das
kodierende Gen durch Insertion des URA3-Markers in einem diploiden Stamm inaktiviert.
Nach Gendisruption wurden die Zellen sporuliert und der Effekt der Geninaktivierung durch
eine Tetradenanalyse analysiert. Alle 39 analysierten Tetraden spalteten in einem 2:2 Muster
mit zwei kleinen und zwei grof3en Kolonien auf. Der URA3-Marker co-segregierte mit den
kleinen Kolonien, die temperatursensitives Wachstum zeigten. Diese "petite"-Zellen der
Nullmutante waren nicht in der Lage, nicht fermentierbare Kohlenstoffquellen zu verwerten,
besal3en also keine respiratorische Aktivitdt (Rowley et al., 1994). In spéteren Experimenten
konnte gezeigt werden, dal3 Mitochondrien der MD.J1-Nullmutante umfangreiche Deletionen
im mitochondrialen Genom besal3en (s. u.). Da ein intaktes mitochondriales Genom die
Voraussetzung fr respiratorisches Wachstum ist, ist der Verlust der respiratorischen Aktivitét
auf die Deletionen im Genom zurtickzufihren.

Das Auftreten von petite-Zellen nach Gendisruption war neben dem Vorhandensein
der aminoterminalen Extension ein weiterer Hinweis, dal3 Mdj1p in Mitochondrien lokalisiert
sein konnte. Um die mitochondriale Lokalisierung von Mdjlp zu Uberprifen, wurde eine
subzelluldre Fraktionierung der Hefezellen durchgefuhrt. Die durch differentielle
Zentrifugation erhatenen, subzelluldren Proteinfraktionen wurden im Western-Blot mit
Antikorpern gegen Markerproteine der entsprechenden Zellkompartimente analysiert.
Antikorper gegen Mdjlp reagierten ausschliefdlich mit der mitochondrialen Fraktion und
weder mit dem |6slichen, cytosolischen Proteinanteil noch mit der Fraktion, die sich aus dem
nicht mitochondrialen Vesikel protein zusammensetzte (Rowley et a., 1994). In einem zweiten
Ansatz zum Nachweis von Mdjlp in Mitochondrien sollte getestet werden, ob in vitro
trandatiertes Protein in isolierte Mitochondrien importiert werden kann. Hierfir wurde der
offene Leserahmen von MDJ1 zunéchst in den Vektor pGEM3 kloniert. Nach Transkription
des Gens wurde das Protein durch Translation im Retikul ocytenextrakt in Gegenwart von 35S
Methionin in radioaktiv markierter Form hergestellt. In Importstudien stellte sich heraus, dal3
Mdj1p in Abhangigkeit eines mitochondrialen Membranpotentials in die Organellen importiert
wurde. Nach Trandokation Uber die mitochondrialen Membranen wurde die Vorlauferform
mit einem apparenten Molekulargewicht von 55 kDa zu einer 6 kDa kleineren Form
prozessiert. Die abgeleitete Aminosiuresequenz des Gens weist zwischen den Resten 54 bis
57 mit der Primérsequenz IRN / N ein typisches Prozessierungssignal fur die matrixlokalisierte
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Prozessierungs-Peptidase MPP auf (als Ubersichtsartikel siehe: Arretz et al., 1991). Eine
proteolytische Abspaltung der Prasequenz nach N55 ist mit der Entstehung der beobachteten
6 kDakleineren, reifen Form nach Import in die Mitochondrien in guter Ubereinstimmung.

Die submitochondriale Lokalisierung von Mdjlp wurde nach Uberfiihrung der
Mitochondrien in Mitoplasten® analysiert. Mdj1p ist in Mitoplasten proteasegeschiitzt und
wird erst nach Solubilisierung der inneren Membran von Proteasen gespalten. Durch diese
Experimente war die Lokalisierung von Mdj1p in der mitochondrialen Matrix nachgewiesen.
Um zu untersuchen, ob Mdj1p a's l6sliches oder membrangebundenes Protein in der Matrix
vorliegt, wurden die Mitoplasten einer Ultraschallbehandlung unterzogen. Nach Zentrifugation
ist Mdj1p im Niederschlag zu finden, eine Beobachtung, die auf eine Membranassoziation von
Mdj1p hindeutet. Allerdings kann Mdj1p durch eine alkalische Carbonat-Extraktion von den
Membranen abgel 6st werden. Mit diesen Experimenten konnten wir zeigen, dal3 Mdj1p in der
mitochondrialen Matrix lokalisiert und offensichtlich peripher mit der Innenmembran
assoziiert ist. Wahrscheinlich ist die Membranassoziation von Mdj1p unspezifisch, da auch
DnaJ aus E. coli mit der Membranfraktion co-sedimentiert und sowohl gereinigtes DnaJ wie
Ydjlp stark mit hydrophoben Oberfldchen interagieren (personl. Mitteilung, Johannes
Buchner und Douglas Cyr).

Nachtrag: Inzwischen wurden zwel weitere mitochondriale DnaJ-Homologe, Mdj2p und
Jaclp entdeckt und charakterisiert (Westermann und Neupert, 1997; Strain et al., 1998). Durch
genetische Versuche wurde gezeigt, dal3 Mdj2p teilweise mit Mdj1p tberlappende Funktionen
effullt (Westermann und Neupert, 1997). Ein Deletionsalledd von JAC! wurde als
Suppressorallel eines Hefestammes mit defekter Superoxid-Dismutase entdeckt. Die Autoren
vermuten, dal3 Jaclp an der Reifung bzw. Assemblierung mitochondrialer Eisen-Schwefel-
Proteine betelligt ist (Strain et a., 1998).

3. Mdj1pist keine essentielle Komponente des mitochondrialen Protei nimportapparates

Mitochondriales Hsp70, Ssclp, spielt eine essentielle Rolle beim Proteinimport Uber
die mitochondriale Innenmembran (siehe folgende aktuelle Ubersichtartikel: Langer et al.,
1997; Neupert, 1997; Rassow et a., 1999). Wir vermuteten deshalb, dal3 Ssclp mit Mdj1p die

* Mitoplasten sind Mitochondrien, deren &uRere Membran weitgehend entfernt wurde. Sie bestehen aus der
mitochondrialen Matrix, die von der inneren Membran umschlossen ist, und Resten der auf¥eren Membran, die
durch Protein-Proteinwechselwirkung mit der inneren Membran assoziiert sind.
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Proteintrand okation in die mitochondriale Matrix vermittelt, &hnlich wie das Hsp70-Homol og
im ER, Kar2p, zusammen mit dem teilweise in diesem Kompartiment lokalisierten Sec63p,
einem DnaJ-Homolog, den Proteinimport ins ER katalysiert (Vogel et al., 1990; Sanders et al.,
1992; Lyman und Schekman, 1995; Matlack et a., 1999; as aktuellen Ubersichtsartikel siehe:
Pilon und Schekman, 1999). Um dies zu untersuchen, wurde der Proteinimport in isolierte
Mitochondrien der MDJI-Deletionsmutante anaysiert. Wie oben erwdhnt, bewirkt die
Gendisruption von MDJI den weitgehenden Verlust des mitochondrialen Genoms (rho--
Genotyp). Mitochondrien aus rho -Zellen besitzen ein Energiedefizit, da kein ATP Uber die
Atmungskette entsteht. Dadurch ist generell der Proteinimport in isolierte rho--Mitochondrien
beeintréachtigt und ohne entsprechende Kontrollen kann die Importeffizienz von rho-
Mitochondrien nicht mit Mitochondrien, welche ein intaktes (Wildtyp-) Genom (rho*-
Mitochondrien) besitzen, verglichen werden. Aus diesem Grund wurden Mitochondrien der
MDJI-Nullmutante (rho-, DMDJ1) stets nicht nur mit Mitochondrien des isogenen Wildtyp-
Stammes (rhot, MDJ1%), sondern auch mit Kontroll-Mitochondrien des isogenen Stammes,
der zwar MDJ1 enthdlt, aber keine intakte mitochondriale DNA (rho-, MDJ1 ") verglichen.

Die Beteiligung von Mdj1p beim mitochondrialen Proteinimport wurde mit einer Reihe
radioaktiv markierter Vorl&uferproteine untersucht. In keinem der Experimente unterschieden
sich Dndj1-Mitochondrien von den Kontroll-Mitochondrien und zwar waren weder Kinetik
noch Effizienz des Imports durch die Abwesenheit von Mdj1p beeintréchtigt (Rowley et al.,
1994). Allerdings konnten wir beobachten, dal3 das Prozessierungsmuster des Rieske-Eisen-
Schwefel-Proteins (Fe-S-Protein) in Dmdj-Mitochondrien von dem der Kontrollen abwich.
Dieses Protein wurde zwar effizient in Mitochondrien des Dmdj 1-Stammes importiert, jedoch
war der zweite Prozessierungs-Schritt, vermittelt durch die mitochondriale Intermediat-
Prozessierungs-Peptidase, im Vergleich zu den Kontrollen stark reduziert (Rowley et d.,
1994). Das Fehlen der reifen Form des endogenen Proteins wurde auch nach Dekoration
mitochondrialer Proteine der Dmdj1-Mutante mit Antiserum gegen Fe-S-Protein beobachtet.
Wir nehmen an, dal3 Mdj1p fur die Prozessierung zur reifen Form und/oder vielleicht auch fur
die Assemblierung des Fe-S-Proteins in den bci-Komplex der Atmungskette benétigt wird.
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4. Mdj1p wird fur die Faltung von in die mitochondriale Matrix importierten Proteinen
benttigt

Nachdem wir zeigen konnten, dal3 Mdjlp keine maldgebliche Rolle bei der
Proteintranslokation in die mitochondriale Matrix spielt, wurde untersucht, ob Mdj1p
Chaperonaktivitét besitzt und an der Faltung von Proteinen betelligt ist, die in die
mitochondriale Matrix importiert wurden. Fur diese Untersuchungen wurden zwel
Testproteine verwendet: das Fusionsprotein Su9(1-69)DHFR, das aus der Prasequenz der
Untereinheit 9 der Fo-ATPase von Neurospora crassa und der Dihydrofolatreduktase
(DHFR) der Maus besteht (Pfanner et al., 1987) und Luciferase aus Gluhwtrmchen (Photinus
pyralis), ein Protein, welches ebenfalls als Fusion mit der Prasequenz der Untereinheit 9 der
Fo-ATPase in Mitochondrien importiert werden kann (Rowley et al., 1994). Mit Hilfe des sehr
sensitiven  Luciferase-Enzym-Tests kann das native Enzym gut in Mitochondrien
nachgewiesen werden. Mitochondrien der Dmdji-Mutante besalen nur etwa 30% der
Luciferase-Aktivitdt, die mit den Kontroll-Mitochondrien erhalten wurde, ein Befund, der
darauf hindeutete, dal3 Mdj1p eine Rolle bei der Faltung neu importierter Proteine spielt. Diese
Interpretation wurde nach Import des Fusionsproteins Su9(1-69)DHFR und Untersuchung der
Faltung des prozessierten Proteins bestétigt. Nach Solubilisierung der Mitochondrien kann die
native Struktur der DHFR anhand der Loslichkeit und der intrinsischen Proteaseresistenz des
Enzyms Uberprift werden (Ostermann et al., 1989). Mitochondrien des DmdjI-Stammes
besal’en wesentlich mehr proteasesensitive DHFR-Aggregate as die Vergleichs
Mitochondrien. Mdjlp scheint also fur die Faltung neu importierter Vorstufenproteine
bendtigt zu werden (Rowley et al., 1994).

Die Beobachtung, dal3 Mdj1p die Proteinfaltung von neu in die mitochondriale Matrix
importierten Vorlauferproteinen stimuliert, war unerwartet. Zum damaligen Zeitpunkt wurde
von einer klaren Aufgabenteilung der mitochondrialen Haupt-Chaperons, Hsp70 (Ssclp) und
Hsp60, ausgegangen. So war bekannt, dald3 Ssclp eine essentielle Rolle beim Import von
Vorlauferproteinen in die mitochondriale Matrix spielt, ATP-abhéngig in die Matrix
eintretende Vorlauferproteine bindet und transloziert (Kang et a., 1990; Voos et a., 1993;
Gambill et al., 1993; Ungermann et al., 1994). Des weiteren war gezeigt, dal’ fir die Faltung
bestimmiter, in die Matrix importierter Proteine das mitochondriale Chaperonin Hsp60 und das
Co-Chaperon Hsp10, ein GroES-Homolog, wichtig sind (Cheng et al., 1989; Ostermann et al.,
1989; Reading et a., 1989; Hohfeld und Hartl, 1994). Die sequentielle Bindung von
Vorlauferproteinen an Ssclp und Hsp60 war durch Experimente der Arbeitsgruppe von
Gottfried Schatz bekannt (Manning-Krieg et a., 1991). Dennoch gab es bereits durch die
Analyse von Mitochondrien der temperatursensitiven ssc/-2 Mutante einen ersten Hinwels,
dai3 vielleicht doch keine strikte Aufgabentrennung zwischen beiden Chaperon-Proteinen
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bestehen wirde: DHFR-Fusionsproteine, die vor der Importreaktion mit Harnstoff entfaltet
wurden, konnten zwar in Mitochondrien dieser Mutante importiert werden, anschlief3end
alerdings nicht zur nativen Struktur falten (Kang et a., 1990). Diese Beobachtung war ein
erster Anhaltspunkt, da3 Ssclp auch bei der Faltung von in die mitochondriale Matrix
importierten Proteinen beteiligt sein kdnnte.

An welcher Stelle kommt bel dem Faltungsprozed Mdjlp ins Spiel? Wir wufden
einerseits, dal3 der Proteinimport, ein Ssclp-abhangiger Prozel3, auch ohne Mdj1p erfolgen
kann, andererseits ging aus unseren Ergebnissen hervor, da3 Mdjlp fir die Faltung neu
importierter Proteine bendtigt wird. Laufen diese Prozesse getrennt voneinander ab? Werden
Vorstufenproteine zuerst vollstéandig importiert und falten dann erst zur nativen Struktur oder
kann die Faltung einzelner Doméanen eines translozierenden Proteins bereits vor vollstandiger
Trandokation Uber die Innenmembran erfolgen? Es stellte sich auch die Frage, ob Mdj1p
allein oder in Wechselwirkung mit Ssclp die Faltung neu importierter Proteine beeinflufdt. Es
war deshalb naheliegend zu untersuchen, ob Mdjlp schon wéhrend des Imports an
Vorstufenproteine bindet oder ob diese Proteine zuerst vollstdndig transloziert werden
mussen, damit eine Wechselwirkung mit Mdjlp stattfinden kann. Um dies zu analysieren,
wurde pSu9(1-79)DHFR in Gegenwart von MTX in Mitochondrien importiert. pSu9(1-
79)DHFR besteht aus der 66 Aminosdurereste umfassenden mitochondrialen Importsequenz
und den anschlief3enden 13 Resten der reifen ATPase-Untereinheit 9, fusioniert an DHFR.
Nach Arretierung der Translokation durch Zugabe von MTX sind unter der Annahme, dal? ein
Segment von ca. 50 Aminosaureresten die Membranen tiberspannt (Rassow et al., 1990), etwa
30 Aminosauren in der Matrix exponiert. Wie erwartet, wurde nach Co-Ilmmunprézipitation
dieses "kurze" Tranglokations-Intermediat nicht in Assoziation mit Mdj1p gefunden. Dagegen
wurde ein vollstdndig importiertes Vorlauferprotein, Su9(1-69)-DHFRmyt, welches durch
Mutationen im DHFR-Teil nicht in der Lage ist, zur nativen Struktur zu falten, im Komplex
mit Mdj1lp nachgewiesen (Westermann et a., 1996). Wie bei Co-Immunprazipitationen mit
Antiseren gegen Ssclp wurde eine effiziente Co-lmmunprazipitation von Su9(1-69)-DHFRmyt
mit Mdj1lp-AntikOrpern nur bei einem niedrigen Matrix-ATP-Spiegel erreicht. Wie in der
Einleitung ausfuhrlich dargestellt, belegen viele in vitro-Versuche, dal3 Substratprotein durch
Bindung von ATP an Hsp70 freigesetzt wird. Terndre Komplexe bestehend aus Hsp70, Dnal
und Substratprotein sind nur in Abwesenheit von ATP stabil. Wir nehmen an, dal3 bei einer
Absenkung des intramitochondrialen ATP-Spiegels ein terndrer Komplex von Ssclp mit
Mdj1p und Substratprotein vorliegt.

Um nun zu testen, ob Mdj1lp mit Translokations-Intermediaten in Wechselwirkung
tritt, die langere Segmente in der Matrix exponieren, wurden neben dem "kurzen"
Vorlauferprotein, pSu9(1-79)DHFR auch die "langen” Vorlauferproteine, pba(167)RIC-DHFR
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und pFeS(1-125)-DHFR in Gegenwart von MTX in Mitochondrien importiert. Tats&chlich
konnten die Trans okations-Intermediate pb2(167)RIC-DHFR und pFeS(1-125)-DHFR durch
Co-Immunprazipitation im Komplex mit Mdj1p nachgewiesen werden (Westermann et a.,
1996). Wir schlief3en aus diesen Experimenten, dal3 Mdj1p durch Bindung an translozierende
Ketten, die bereits langere Segmente in der Matrix exponieren, deren Faltung kontrolliert. Da
nach Absenkung des Matrix-ATP-Spiegels auch Ssclp mit den Trans okations-Intermediaten
assoziiert ist, nehmen wir an, da3 Mdjlp in Zusammenspiel mit Ssclp die Faltung der
getesteten Vorlauferproteine stimuliert. In einer jingeren Arbeit wurde bestétigt, dai3
tatsachlich zwei unterschiedliche Ssclp-Komplexe in der mitochondrialen Matrix vorhanden
sind: ein sogenannter ”Importkomplex”, bestehend aus Ssclp, der Importkomponente,
Tim44p und Mgelp, und ein " Faltungskomplex” mit Ssclp, Mdj1p und Mgelp (Horst et al.,
1997). Weiterhin wurde von Rospert et a. (1996) gezeigt, dal3 nach Absenkung des Matrix-
ATP-Spiegels importiertes, aber noch nicht gefaltetes DHFR-Protein transient an Ssclp
gebunden ist.

5. Mdj1p spielt eine protektive Rolle bel Hitzestref3

In E. coli bewirkt die Inaktivierung von Dnal temperatursensitives Wachstum. Der
molekulare Zusammenhang dieses Phanotyps und der Chaperonaktivitdt von Dnal konnte
von Bernd Bukau und Mitarbeitern aufgeklart werden: Die Arbeitsgruppe zeigte, dal3 E. coli
DnaJ die thermolabile Luciferase aus Photinus pyralis in vitro vor thermischer Denaturierung
schitzt (Schroder et al., 1993). Da auch die Gendisruption von MDJI temperatursensitives
Wachstum zur Folge hat, ist anzunehmen, dal3 die Funktion von Mdj1p gerade bei erhéhter
Temperatur essentiell wird. Um diese Hypothese zu testen, wurde die Rolle von Mdj1p bel
Hitzestreld mit DHFR as Testprotein analysiert. Als Kriterium fr den gefalteten Zustand der
DHFR wurde die intrinsische Proteaseresistenz des Proteins herangezogen. Nach Import von
Su9(1-69)-DHFR in isolierte Mitochondrien und Entfernung nicht importierter Proteine durch
Proteolyse wurde die Proteaseresistenz der DHFR in Mitochondrien der Dmdj/-Mutante und
in Vergleichs-Mitochondrien untersucht. Tatséchlich besal3en Mitochondrien der Dmdji-
Mutante nach Inkubation bei 37°C oder 40°C mehr proteasesensitive, aso entfaltete DHFR-
Molekile as die Kontroll-Mitochondrien (Rowley et al., 1994). Dies bedeutet, dal3 Mdj1p bei
Hitzestreld entweder die native Struktur dieses thermolabilen Proteins stabilisiert oder Mdj1p
eine Ruckfaltung hitzedenaturierter DHFR fordert. Dieses Ergebnis wurde durch Versuche mit
Luciferase als zweitem, thermolabilen Testprotein bestatigt. Wird dieses Protein als Fusion mit
der mitochondrialen Prasequenz der ATPase-Untereinheit 9 (s. 0.) in Mitochondrien der
DmndjI-Mutante und der Kontrollen importiert, so ist nach Inkubation der Mitochondrien bei
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40°C die Aggregationskinetik des Proteins in Dmdjl-Mitochondrien gegentiber den
Vergleichs-Mitochondrien erhoht (Prip-Buus et al., 1996).

In diesem Zusammenhang wurde auch die Rolle von Ssclp und Mgelp bei der
Vermittlung des lésichen Zustandes der Luciferase bei erhdhter Temperatur untersucht:
Su9(1-69)-Luciferase wurde in Mitochondrien mit temperatursensitiven Sscl- und Mgel-
Proteinen importiert und die Aggregation der Luciferase durch anschlief3ende Inkubation bei
40°C induziert. Uberraschenderweise war die Kinetik der Aggregatbildung in Mitochondrien
dieser temperatursensitiven Mutanten unveréndert gegentber Wildtyp-Mitochondrien (Prip-
Buus et a., 1996). Offensichtlich hat also allein Mdj1p eine zentrale Funktion bel Hitzestref3,
indem die Aggregation thermolabiler Proteine zumindest verzogert wird. Dennoch vermittelt
sowohl Mdj1p wie auch Mgelp bel Hitzestrel3 die transiente Assoziation der Luciferase mit
Ssclp. So war nur in Wildtyp-Mitochondrien ein transienter Komplex der Luciferase mit
Ssclp durch Co-Immunprazipitation nachweisbar. In Mitochondrien der Dindj /-Mutante oder
Mitochondrien mit temperatursensitivem Mgelp war diese transiente Assoziation nicht zu
beobachten. Die Stimulierung der Substratbindung an Ssclp durch Mdjlp wurde in
unabhangigen Experimenten zum mitochondrialen Proteinabbau von Wagner et a. (1994)
bestatigt. Wir schlief3en aus diesen Ergebnissen, dal3 unter Hitzestref3 sowohl Mdj1p wie auch
Mgelp die Bindung entfalteter Proteine an Ssclp stimulieren. Damit Ubernehmen alle drei
Komponenten des mitochondrialen Hsp70-Systems eine protektive Rolle bei Hitzestrell.
Dennoch scheint allein Mdj1p eine zentrale Rolle bel Hitzeeinwirkung zuzukommen, danur in
Abwesenheit von Mdj1p eine beschleunigte Aggregation der Luciferase zu beobachten war.

Inzwischen gelang Kubo et a. (1999) die Rekonstitution des gesamten
mitochondrialen Hsp70-Chaperon-Systems. Die Arbeitsgruppe bestétigte unsere Befunde, dal3
Mdj1p entfaltete Luciferase vor Aggregation schiitzt. Die Autoren zeigten alerdings, dal in
vitro Ssclp fur eine Aggregationsunterdriickung dieses Modellproteins ausreichend ist. Diese
Diskrepanz zeigt die Problematik der Ubertragung von Ergebnissen aus in vitro-Systemen auf
Testsysteme, isolierte Mitochondrien, die eher physiologische Bedingungen reflektieren, und
umgekehrt.

6. Mutationen in allen Domanen von Mdj1p fiihren zu Wachstumsdefekten
Wie erwahnt, fuhrt die Gendisruption von MDJI zum weitgehenden Verlust der

mitochondrialen DNA. Eine Beteiligung von Mdj1p bei der Biogenese mitochondrial kodierter
Proteine kann aus diesem Grund nicht mit Mitochondrien der Dmdj1-Mutante untersucht
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werden. Deshalb wurde durch gerichtete und ungerichtete Mutagenese eine Reihe von Punkt-
und Deletionsmutanten des MDJI-Allels erzeugt. Mit diesen Mutanten sollten neben der
funktionellen Charakterisierung von Mdj1p auch Struktur-Funktions-Beziehungen untersucht
werden.

Durch gerichtete Mutagenese wurden zwei Punktmutationen in der konservierten J-
Domaéne erzeugt: Entsprechend der gut charakterisierten Mutation dnaJ259 in E. coli Dnal
wurde ein in alen Dnal-Proteinen konserviertes Histidin in Position 89 (in Mdj1p) gegen
Glutamin (H89Q) ausgetauscht. Diese Mutation im E. coli Protein bewirkt die vollsténdige
Blockade der Bakteriophagen | DNA-Replikation. Weiterhin kann dieses mutierte Protein
nicht mehr die ATPase-Aktivitdt von DnaK stimulieren (Wall et al., 1994). Einen dhnlich stark
ausgepragten Phanotyp bewirkt die entsprechende Mutation in Mdj1p. Hefe-Zellen mit diesem
Austausch in Mdj1p besal3en den Phanotyp der Dmdj/-Mutante; mitochondriale DNA war
nicht mehr nachweisbar und die Zellen zeigten temperatursensitives Wachstum (Westermann
et a., 1996).

Ein weiterer Austausch, A108T, in der JDomane, entspricht einer gut charakterisierten
Mutation (A179T) eines tellweise im endoplasmatischen Retikulum lokalisierten Dnal
Proteins von S. cerevisiae, Sec63p. Diese Mutation in Sec63p verursacht temperatursensitives
Wachstum (Rothblatt et al., 1989; Nelson et al., 1993). Allerdings bewirkt die entsprechende
Mutation in Mdj1p nur eine geringfiigige Wachstumsverzogerung. Die Mutanten zeigten nur
auf  nicht fermentierbaren  Kohlenstoffquellen  temperatursensitives ~ Wachstum.
Interessanterweise ist die Mutation A108T auch in der durch ungerichtete Mutagenese
erhaltenen Dreifachmutante, mdji-4, vorhanden. Diese Tripelmutante besitzt zwei weitere
Punktmutationen, davon eine in der JDomane und ene weitere im glycin-
phenylalaninreichen Segment. Die Arbeitsgruppen von Costa Georgopoulos und Macie)
Zylicz konnten zeigen, dal3 das glycin-phenylaaninreiche Segment fur die Aktivierung der
Substratprotei n-Bindeeigenschaften von DnaK wichtig ist (Wall et al., 1995).

Der Effekt der Punktmutationen in der J-Domane ist vor allem vor dem Hintergrund
der durch NMR ermittelten Struktur der J-Doméane und des anschlief3enden glycin- und
phenlyalaninreichen Segments interessant (Szyperski et a., 1994; Hill et a., 1995; Pellecchia et
al., 1996): Die J-Domane besteht aus vier a-helikalen Abschnitten. Dabel sind die antiparallel
zueinander liegenden Helices |1 und 111 durch ein kurzes, flexibles Segment verbunden. Dieses
Verbindungs-Segment enthélt das in allen Dnal-Proteinen konservierte Aminosaure-Motiv
"HPD". Dieser ,loop* vermittelt zusammen mit der Helix 1l die Wechselwirkung mit dem
entsprechenden Hsp70 (Szyperski et al., 1994; Wall et al., 1994; Pellecchiaet al., 1996; Greene
et a., 1998). Offensichtlich fihren Mutationen in diesem konservierten Segment zu einer
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weitgehenden Inaktivierung der Dnal-Proteine: Wie der Austausch des konservierten
Hidtidinrestes an Stelle 34 gegen Glutamin (H34Q; die Mutation dnaJ259) im E. coli Protein
bewirkte die entsprechende Mutation in Mdj1p (H89Q) den gleichen Phanotyp wie die
vollsténdige Deletion des Gens. Diese Mutation beeintrachtigt vermutlich nicht die Faltung
oder Stabilitét des Proteins, da die konservierten Reste jain der exponierten Schlaufe liegen (s.
0.). Es wird angenommen, dal3 Austausche im ,HPD“-Motiv die Wechselwirkung mit dem
Hsp70-Partner-Protein eliminieren oder zumindest reduzieren (Pellecchia et d., 1996). Einen
wesentlich weniger drastischen Effekt hatte dagegen der Austausch A108T in Mdj1p, der zu
temperatursensitivem Wachstum fihrte. Der entsprechende Rest (A53) liegt im E. coli Protein
nach den NMR-Daten in der Helix [11 und trégt vermutlich zur Stabilisierung des Helixbiindels
Uber hydrophobe Wechselwirkungen bei.

Neben den Punktmutationen in der JDomane wurden durch gerichtete Mutagenese
Deletionen in alle Segmenten des Proteins eingefihrt, die fur Dnal-Proteine charakteristisch
sind: in das glycin- und phenylalaninreiche Segment, das Cystein-Motiv und in den wenig
konservierten carboxyterminalen Teil. Mit Ausnahme der zw6lf Aminosiuren umfassenden
Deletion im glycin- und phenylalaninreichen Segment und einer vier Reste umfassenden
Deletion im Carboxyterminus des Molekils, die beide keinen Phéanotyp hervorriefen,
bewirkten alle anderen Deletionen einen temperatursensitiven Phanotyp (Westermann et al.,
1996; unpublizierte Ergebnisse). Alle temperatursensitiven Mutanten waren bei Kultivierung
unter permissiven Bedingungen respiratorisch aktiv.

Der durch die MDJI-Allele verursachte Mutanten-Phanotyp konnte in isolierten
Mitochondrien induziert werden: So waren Mitochondrien der konditionalen Mutanten, die
nach Kultivierung der Zellen unter permissiven Bedingungen prépariert worden waren,
vergleichbar mit den entsprechenden Wildtyp-Mitochondrien. Erst nach Inkubation der
Mutanten bel restriktiver Temperatur besal3en die Mitochondrien hinsichtlich einer
beschleunigten Aggregation des thermolabilen Testproteins, Luciferase, Ahnlichkeit mit
Mitochondrien der Null-Mutante (Westermann et al., 1996). Dabel wies die Mutante mdji-7
mit der 41 Reste umfassenden Deletion im Carboxyterminus den stérksten Phénotyp auf.
Unerwartet war, dal3 in mdj1-3 und mdj1-4 Mitochondrien mit Austauschen in der J-Domane
und dem glycin- und phenylaaninreichen Segment die Aggregation der Luciferase
beschleunigt war, da Ulrich Hartl und Mitarbeiter zeigen konnten, dald in vitro der
carboxyterminale Bereich des E. coli Dnal-Proteins allein die Aggregation thermolabiler
Substrate zu unterdriicken vermag (Szabo et al., 1996). Mdglicherweise ist der entsprechende
Bereich im mitochondrialen Protein fir die Unterdriickung der Aggregation nicht ausreichend.
Eine andere Interpretation wére, dal3 Mutationen in der J-Doméne bei erhthter Temperatur die
Funktion der carboxyterminalen Doméane beeintréchtigen.
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Alle Mutanten-Allele wurden vergleichbar gut wie das Wildtyp-Allel exprimiert. Wir
folgern dies daraus, dal3 die Proteinkonzentrationen der mutierten Proteine etwa dem Wildtyp-
Niveau entsprach. Durch Abtrennung intramitochondrialer Aggregate wurde gezeigt, dal3 alle
mutierten Proteine auch unter restriktiven Bedingungen das Lodlichkeitsverhaten des
Wildtyp-Proteins besal3en. Wir gehen also davon aus, dal3 die mutierten Mdj1-Proteine
weitgehend in der nativen Konformation vorliegen und die Austausche und Deletionen kaum
eine Auswirkung auf die Proteinfaltung haben. Eine exakte Analyse der Faltung und Stabilitét
der Mdjlp-Mutanten kann allerdings erst nach Reinigung und anschlief3ender in vitro-
Charakterisierung der Proteine erfolgen.

7. Mdj1p ist an der Biogenese des vom mitochondrialen Genom kodierten Varl-Proteins
beteiligt

Dadie Gendisruption von MDJ1 zum weitgehenden Verlust der mitochondrialen DNA
fahrt, sollte durch die Charakterisierung der konditionalen Mdj1p-Mutanten analysiert werden,
ob dieses DnaJ-Protein auch Funktionen erfiillt, die das Vorhandensein der mitochondrialen
DNA voraussetzen. So wurde Uberprift, ob Mdj1p eine Rolle bei der Biogenese mitochondrial
kodierter Proteine spielt. Fur diese Untersuchungen wurde das Protein Varl gewahlt. Wahrend
ale anderen vom mitochondridlen Genom Kkodierten Proteine membranintegrale
Atmungskettenkomponenten sind, ist Varl das einzige |6sliche mitochondrial kodierte
Protein, dessen native Konformation leicht anhand seiner |6slichen Eigenschaften getestet
werden kann. Tatséchlich konnte gezeigt werden, dal3 nach einer in organello-Proteinsynthese
bei restriktiver Temperatur Varl in Mitochondrien mit mutiertem Mdj1p aggregiert vorlag
(Westermann et al., 1996).

Als nachstes wurde untersucht, bei welchem Schritt der Varl-Biogenese Mdjlp
beteiligt ist. Nachdem bekannt war, dal3 Ssclp an naszierende Ketten bindet und dadurch die
Aggregation bestimmter, von der mitochondrialen DNA kodierter Proteine unterdriickt
(Herrmann et al., 1994), wurde getestet, ob auch Mdj1lp wdahrend der Trandation mit
unvollstandig synthetisierten Polypeptiden assoziiert ist. Fur diese Untersuchungen wurde
wahrend einer in organello-Trandation Crosslinker zugegeben und dann unvollstandig
trangdlatierte, naszierende Polypeptidketten mit Puromycin von den Ribosomen abgeldst. Die
durch Quervernetzung erhaltenen Produkte wurden mit Antikoérpern gegen Mdj1p und Ssclp
prézipitiert und durch Gelelektrophorese und anschlief?ende Fluorographie analysiert.
Naszierende Ketten wurden sowohl mit Mdj1p als auch Ssclp quervernetzt. Die Bindung von
Mdj1lp und Ssclp an die entstehenden Polypeptide verhindert wahrscheinlich die Bildung
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unproduktiver Konformationen, die zur Aggregation fihren konnen. Unklar ist, ob Mdj1p
direkt oder Uber Ssclp an die naszierenden Ketten bindet. Damit verbunden ist auch die Frage,
ob Mdjlp bei der Biogenese mitochondrial kodierter Proteine als Co-Chaperon von Ssclp
oder als unabhangiges Chaperon beteiligt ist.

Durch unsere Ergebnisse wurden Untersuchungen von Herrmann et al. bestétigt, in
denen gezeigt wurde, dal3 Ssclp an der Biogenese von Varl beteiligt ist (Herrmann et al.,
1994). Weitere Untersuchungen sind allerdings notwendig um zu kléren, ob alle - und wenn
nicht, welche - mitochondrial kodierten Proteine fir ihre Faltung und/oder Assemblierung
Mdj1p benétigen. Es sollte in diesem Zusammenhang erwdhnt sein, dal3 Herrmann et al.
(1994) zeigen konnten, dal3 neben Varl auch die Assemblierung der ATPase Untereinheit 6
unter Beteiligung von Ssclp erfolgt. Wir nehmen an, dal3 bei diesem Prozeld auch Mdj1p eine
Rolle spielt.

8. Mitochondrien der mdjl-5 Mutante besitzen bei restriktiver Temperatur eine verminderte
DNA-Polymerase-Aktivitét

Das bakterielle DnaK-System spielt eine zentrale Rolle bei der DNA-Replikation des
Bakteriophagen | . Bel diesem Prozeld werden DnaK und die Co-Chaperone, DnaJ und GrpE
bendtigt, um einen die Replikation inhibierenden Proteinkomplex zu dissoziieren (Zylicz et al.,
1989; as Ubersichtartikel siehe: Zylicz, 1993). Neben der | - DNA-Replikation vermittelt das
DnaK-System auch die Replikation von Plasmiden der P1-Gruppe (Wickner et a., 1991ab;
Skowyra und Wickner, 1993; Sozhamannan und Chattoraj, 1993). Weiterhin gibt es Hinweise,
dald DnaK an der Replikation der chromosomalen DNA in E. coli beteiligt ist (Hwang et al.,
1990; Hwang und Kaguni, 1991). Derzeit besteht eine Kontroverse, ob das DnaK-System fir
die Faltung bendtigt wird oder fir die Bereitstellung von Replikationskomponenten durch
Dissoziation inaktiver Komplexe (Wickner et a., 1991ab; Skowyra und Wickner, 1992;
Skowyraund Wickner, 1993; Chattorg et al., 1996).

Dadie Gendisruption von MDJI umfangreiche Deletionen im mitochondrialen Genom
zur Folge hat, war fur uns wichtig zu untersuchen, in welcher Weise das mitochondriale
Hsp70-System bei der Replikation der mitochondrialen DNA beteiligt ist. Eine Analyse der
Funktion des mitochondrialen Hsp70-Systems bel der DNA-Replikation wird durch die
Tatsache erschwert, dal3 Ssclp eine essentielle Importkomponente darstellt. Wir gingen
deshalb davon aus, da eine in vivo-Anayse des Nukleinsauremetabolismus in
Mitochondrien mit konditionalen Ssc1-Proteinen durch den Importdefekt keine zuverlassigen
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Aussagen erlaubt. Aus diesem Grund konzentrierten wir uns auf die Charakterisierung der
Rolle von Mdj1p bei der mitochondrialen DNA-Replikation.

Fur die Untersuchungen wurden Zellen und Mitochondrien der konditionalen mdj1-5
Mutante mit einer Deletion in einem der cysteinreichen Motive verwendet. Die Zellen wurden
entweder bei permissiver oder bel restriktiver Temperatur auf glucosehatigem Medium (Y PD)
kultiviert. Nach verschiedenen Kultivierungszeiten wurden die Zellen auf ihre respiratorische
Aktivitét durch Ausplattieren auf Y PG und die Anwesenheit der mitochondrialen DNA durch
Anférbung der Nukleinsdure mit DAPI (4,6-Diamidino-2-phenylindol) und anschlief3ender
Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Wéahrend die Zellen nach Kultivierung bei permissiver
Temperatur respiratorisch aktiv waren und mitochondriale DNA besal3en, war mitochondriale
DNA in der Mehrzahl der bei 37°C kultivierten Mutanten nicht detektierbar. Diese Zellen
waren nicht mehr in der Lage, auf YPG zu wachsen. Im Fluoreszenzmikroskop war deutlich,
dald zu frihen Zeitpunkten bel restriktiver Temperatur die sich von den Mutterzellen
abschnirenden Knospen DNA enthaltende Mitochondrien besal3en. Durch diese
Beobachtungen konnten wir ausschlief3en, dald ein Defekt bel der DNA-Segregation vorlag
(Duchniewicz et d., 1999).

Um zu analysieren, bei welchem Schritt der mitochondrialen DNA-Replikation Mdj1p
beteiligt sein kénnte, wurden mdjl-5- und Wildtyp-Zellen bei permissiver oder restriktiver
Temperatur kultiviert und Mitochondrien prépariert. mdjl-5-Mitochondrien, die nach
Kultivierung der Zellen be restriktiver Temperatur (37°C) erhaten worden waren, zeigten
einen geringeren Einbau radioaktiver Desoxy-Nukleotide in die mitochondriale DNA als die
Organellen, die aus Zellen, welche unter permissiven Kulturbedingungen (24°C) geziichtet
wurden, prapariert worden waren. Letztere unterschieden sich beziglich des Einbaus von
Desoxy-Nukleotiden nicht von Wildtyp-Mitochondrien. Als nachstes wurde untersucht, ob
durch die Mutation in Mdjlp die Aktivitdt der mitochondrialen DNA-Polymerase
beeintréchtigt ist. Tatsachlich besal3en Mitochondrien desmdj1-5-Stammes, der bel restriktiver
Temperatur kultiviert worden war, nur etwa 30% der DNA-Polymerase-Aktivitét, die mit
Mitochondrien des Wildtyp-Stamms aus identischen Kulturbedingungen erreicht wurde.
Mitochondrien der mdj1-5-Mutante, die bei permissiver Temperaturen gezogen war, enthielten
eine DNA-Polymerase-Aktivitét, die Wildtyp-Zellen entsprach. Aus diesen Ergebnissen geht
hervor, dal3 funktionelles Mdj1p bei erhohter Temperatur (37°C) fir eine aktive DNA-
Polymerase benttigt wird. In welcher Weise beeinflu® Mdjlp die Aktivitdt der DNA-
Polymerase? Da Mdj1p nicht fir den Import kernkodierter Proteine in die mitochondriale
Matrix benttigt wird, kann ein durch die Abwesenheit von Mdjlp bedingter reduzierter
Import der DNA-Polymerase ausgeschlossen werden. Mdj1p ist jedoch, wie oben dargestellt,
an der Faltung von in die Matrix importierten Proteinen beteiligt. Somit kbnnte Mdj1p fur die
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Strukturbildung der DNA-Polymerase und damit biologische Aktivitét des Enzyms bei
erhdhter Temperatur wichtig sein. Eine andere Moglichkeit wére, dald3 die mitochondriale
DNA-Polymerase bei erhthter Temperatur in ihrer aktiven Konformation durch Mdjlp
stabilisiert wird.

Obwohl intensiv untersucht, ist der Mechanismus der mitochondrialen DNA-
Replikation bislang weitgehend unverstanden. Unklar ist beispielsweise derzeit, ob die
Voraussetzung flr eine stabile Propagierung eines intakten rho” Genoms die Transkription
und Trandation mitochondrialer Gene ist. So beobachtete die Arbeitsgruppe von Alexander
Tzagoloff, dald die Deletion mitochondrialer Gene zu einer Instabilitét der mitochondrialen
DNA fuhrt (Myers et d., 1985). Dagegen konnte in einer jiingeren Arbeit gezeigt werden, dal3
bestimmte Deletionsvarianten des mitochondrialen Genoms, sogenannte hypersuppressive
Genome, auch nach Deletion der mitochondrialen RNA-Polymerase stabil propagiert werden
(Lorimer et a., 1995). Dies bedeutet, dal3 die Replikation der hypersuppressiven Genome
unabhangig von mitochondrialen Transkriptions- und Tranglationsaktivitéten erfolgt. Um die
Rolle von Mdj1p bei der mitochondrialen DNA-Replikation losgel 6st von Transkriptions- und
Trandlationereignissen zu untersuchen, wurde das mdji-5-Allel durch Cytoduktion in einen
Stamm mit einem hypersupppressiven Genom gebracht. Wie erwartet, wurde das
hypersuppressive Genom nur bei permissiver Temperatur repliziert. Dieses Experiment
bestétigte unsere Ergebnisse zur Rolle von Mdjlp bel der Aufrechterhaltung der DNA-
Polymerase-Aktivitdt bel permissiver Temperatur.

Wichtig war a's ndchstes zu untersuchen, ob Mdj1p auch bei niedriger Temperatur fur
die Aktivitédt einer funktionellen DNA-Polymerase bendtigt wird. Dazu wurden mdj1-5-Z€elen
mit hypersuppressiver mitochondrialer DNA auf Verlust des Plasmids mit dem mdj1-5 -Alld
selektioniert und auf das Vorhandensein mitochondrialer DNA getestet. Interessanterweise
besallen alle der von uns untersuchten Zellen das hypersuppressive mitochondriale Genom.
Mdj1p wird also offensichtlich nicht fir den Erhalt der mitochondrialen DNA bei niedriger
Temperatur benétig. Dies bedeutet, dal3 die mitochondriale DNA-Polymerase bel niedriger
Temperatur unabhangig von Mdjlp arbeitet. Dieser Befund wurde durch ein weiteres
Experiment bestdtigt. Aus Dmdjl- (rho oder rho®) ° Wildtyp- (MDJI, rho") und
chromosomalen Wildtyp-Zellen (MD.J1, rho®) wurden Mitochondrien isoliert und die Aktivitét
der mitochondrialen DNA-Polymerase in mitochondrialen Extrakten gemessen. In alen

® Rho kennzeichnet Deletionen oder Punktmutationen im mitochondrialen Genom. Rho®, dagegen bedeutet die
vollsténdige Abwesenheit mitochondrialer DNA. Neuere Untersuchungen von uns und Jaroslaw Marszalek
weisen darauf hin, dal3 die Inaktivierung von Mdj1p nicht, wie urspringlich angenommen, zum vollstandigen
Verlust der mitochondrialen DNA fuhrt, sondern dal3 Reste des mitochondridlen Genoms erhalten bleiben.
Weitere Analysen sind allerdings notwendig, um diese Beobachtung zu bestétigen und prézisieren.
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Extrakten war die Aktivitdt der mitochondrialen DNA-Polymerase vergleichbar (Duchniewicz
etal., 1999).

Wie oben erwahnt, fuhrt die Deletion des MD.J1-Gens zum weitgehenden Verlust der
mitochondrialen DNA. Dies geschieht allerdings nur bei erhohter Temperatur. Welches
Schicksal haben Dmdji-Zellen, die permanent bel niedriger Temperatur (25°C) gehalten
werden? Um diese Frage zu beantworten, wurden Zellen mit disruptiertem, chromosomalen
MDJ1-Allel und einem komplementierenden, plasmidkodierten MDJI-Allel auf Verlust des
Plasmids selektioniert, und die mitochondridle DNA der Zellen untersucht.
Restriktionsanalysen der mitochondrialen DNA ergaben, dai3 alle Zellen ein vom Wildtyp
abweichendes Restriktionsmuster der mitochondrialen DNA besal3en. Mdj1p wird also auch
bei niedriger Temperatur fir den Erhalt eines intakten, mitochondrialen Genoms bendtigt. Die
Rolle von Mdj1p bei diesem Prozef3ist bislang ungeklart. Gewil3ist allerdings, dal’ es sich hier
nicht um eine Beeintrachtigung der Aktivitdt der mitochondrialen DNA-Polymerase handeln
kann.

9. Dnal aus E. coli und ene Reihe von nicht mitochondrialen Dnal}-Proteinen aus S.
cerevisiae komplementieren Mdj1p

Um Aufschlu Uber die funktionelle Spezifitdét von Mdjlp zu erhalten, wurden
verschiedene Dnal-Proteine beziglich einer Komplementation untersucht. Fir diese
Experimente wurden E. coli Dnal und folgende Hefe-Dnal-Proteine getestet: 1. Ydj1p, ein
cytosolisches Dnal-Protein, welches die Proteintranslokation Uber intrazellulare Membranen
und den Proteinabbau reguliert (Caplan et al., 1992a; Becker et al., 1996; Lee et al., 1996). 2.
Sislp, ein ebenfalls cytosolisches DnalHomolog, welches eine essentielle Funkion bei der
Trandation spielt (Luke et a., 1991; Zhong und Arndt, 1993). 3. Scj1p, ein Dnal}-Protein, das
im Lumen des ER lokalisiert wurde und zusammen mit Kar2p, einem im ER lokalisierten
Hsp70-Homolog, die Proteintranslokation in das ER vermittelt (Blumberg und Silver, 1991;
Schlenstedt et al., 1995). 4. Xdjlp, ein Dnal}Protein von hislang unbekannter Funktion
(Schwarz et al., 1994; s. 0.). Fir die Sortierung in die Mitochondrien wurden Fusionsproteine
der DnalJ-Proteine mit der Pradsequenz der ATPase-Untereinheit 9 hergestellt. Zur Kontrolle
wurde Mdjlp mit der mitochondrialen Importsequenz der Untereinheit 9 der Fo-ATPase
fusioniert. Die Konstrukte wurden in einen Hefe-E. coli Shuttle-Vektor ligiert, so dal? die Gene
unter der Kontrolle des MD.J1-Promotors lagen.



Die Plasmide wurden in einen Hefestamm transformiert, der das chromosomale
MDJI1-Gen inaktiviert und ein plasmidkodiertes, komplementierendes MDJI-Allel besal.
Nach Transformation wurde auf Verlust des plasmidkodierten MDJI-Allels selektiert. Fir E.
coli DnaJ, Scjlp, Mdj1lp und Ydj1p standen Antiseren zur Verfligung, so dal3 die Expression
und mitochondriale Lokalisierung dieser Proteine im Western-Blot bestétigt werden konnte.
Fur die anderen Dna}Homologe standen keine Antiseren zur Verfligung. Wir gehen
alerdings davon aus, dal3 diess Homologe vergleichbar gut wie die getesteten Homologe
exprimiert und in die Mitochondrien importiert wurden. Fir die Komplementations-
Untersuchungen wurden die Zellen mit den Dnal}Konstrukten unter fur das Plasmid
selektiven Bedingungen angezogen. Verdinnungen der Kulturen wurden dann auf
Agarplatten mit glucosehaltigem (Y PD) und glycerinhatigem Medium (Y PG) pipettiert. Nach
2-4 Tagen Inkubation der Platten bel 24°C oder 37°C wurde die Komplementation der
Temperatursensitivitat (Wachstum bel 37°C auf YPD) und die Komplementation der
respiratorischen Aktivitét (Wachstum auf glycerinhaltigem Medium) untersucht.

Zellen mit Dnal aus E. coli in den Mitochondrien wuchsen unter alen getesteten
Bedingungen, also auf YPD und auf YPG bei 24°C und 37°C. Die Hefe-DnaJ-Proteine Xdj1p
und Ydjlp komplementierten Wachstum bei 24°C auf YPG-Medium. Diese Dnal-Proteine
vermittelten jedoch kaum Wachstum unter respiratorischen Bedingugnen bei 37°C, wahrend
das Wachstum auf YPD-Medium bel 37°C nicht beeintréachtigt war. Zellen mit
mitochondrialem Scj1p und Sislp zeigten auf YPG bel 24°C extrem schlechtes Wachstum.
Hier waren Mikrokolonien erst nach Uber acht Tagen Bebritung erkennbar. Offensichtlich ist
die respiratorische Aktivitét in diesen Zellen stark reduziert. Bei 37°C war kein Wachstum auf
Y PG feststellbar. Sislp war das einzige Dnal}Homolog, welches die Temperatursensitivitét
komplementierte, nicht aber die respiratorische Aktivitét. Wir nehmen aus diesem Grund an,
dad sich diese beiden Dnalabhangigen Prozesse entweder qualitativ oder quantitativ
unterscheiden. In diesem Zusammenhang ist interessant, dal3 Sislp das einzige von uns
getestete Dnal-Protein ist, welches nicht das cysteinreiche Motiv besitzt. Mdglicherweise
spielt diese Doméne eine Rolle bel der Aufrechterhaltung der respiratorischen Aktivitét (Lisse
Schwarz, 2000).

Warum komplementieren Dnal-Proteine Mdj1p so unterschiedlich? Eine mogliche
Antwort auf diese Frage ist eine niedrige Konzentration an nativem Protein, bedingt durch
einen ineffektiven Import in die mitochondriale Matrix oder durch eine schlechte Faltung bzw.
verdnderte Stabilitée in den Organellen. Da wir jedoch wissen, dal3 sehr geringe
Konzentrationen nach einer weitgehenden Depletion von Mdjlp noch fur die
Aufrechterhaltung der mitochondrialen Funktionen ausreichend sind (Benedikt Westermann,
unveroffentl. Daten), nehmen wir an, dal3 diese Erklarung nicht zutrifft. Dennoch kénnen wir
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im Fall von Scj1p eine Beeintréchtigung der Struktur nicht ausschlief3en. Scj1p wurde nach
Import in die Mitochondrien nicht zur reifen Form prozessiert. Die Anwesenheit des
mitochondrialen Importsignals konnte die Faltung zur nativen Konformation beeintrachtigen
oder ganzlich verhindern. Des weiteren kann auch eine Inaktivierung von Scjlp durch die
Prasequenz nicht ausgeschlossen werden. Eine andere Erkldrung fir die schlechte
Komplementation durch Scj1p kdnnte auch darin bestehen, dal3 Scj1p normalerweise im ER,
einem oxidierenden Kompartiment, lokalisiert ist und in der nativen Struktur Disulfidbriicken
besitzt, die in Mitochondrien nicht ausgebildet werden. Das unterschiedliche
Komplementationsvermbgen der Dnal-Proteine konnte auch auf ener reduzierten
Wechselwirkung der Proteine mit den endogenen Hsp70-Proteinen beruhen oder dadurch
zustande kommen, dald ganz spezifische Ziel-Proteine von Mdjlp oder den
komplementierenden Dnal-Proteinen erkannt werden. Ob die letzte Hypothese zutrifft, wurde
im Folgenden néher untersucht. Dazu wurden Komplementations-Experimente mit der J-
Doméne durchgefihrt.

Das aminoterminale Segment von E. coli Dnal (Aminosdure 1-108, J-Doméne und
anschlief3endes glycin- und phenylaaninreiches Segment) ist ausreichend in vitro und
eingeschrankt auch in vivo fir die Replikation des Bakteriophagen | (Wall et a., 1994). Wir
untersuchten deshalb, ob die entsprechenden Segmente von Mdj1p und von E. coli Dnal den
Erhalt der mitochondrialen Funktionen und Wachstum bei 37°C vermitteln konnen.
Tatsachlich wurde mit dem Deletionskonstrukt von Mdjlp (Aminosaure 1-189 des
Vorlauferproteins, Mdj189p) eine vollstdndige Komplementation beider Mdj1p-vermittelten
Phanotypen beobachtet: Die Zellen zeigten temperaturresistentes Wachstum und waren
sowohl bei 24°C als auch bel 37°C respiratorisch aktiv. Das aminoterminale Segment von E.
coli DnaJ (DnalJ108p) komplementierte Wachstum bel 37°C. Zellen mit DnaJ108p in den
Mitochondrien wuchsen alerdings langsamer as Wildtyp-Zellen auf YPG. Da die bislang
einzig bekannte Funktion der JDomane die Stimulierung der ATPase-Aktivitét des
entsprechenden Hsp70-Partner-Proteins ist und keine Chaperon-Aktivitét fur diese Doméne
beschrieben wurde (Szabo et a., 1996), nehmen wir dieses Ergebnis as Hinweis, dal3 beiden
Mdj1p-vermittelten Phanotypen, also Wachstum bei 37°C und respiratorische Aktivitét, eine
Wechselwirkung mit Ssclp zugrunde liegt.

Zellen mit mitochondrialem Scj1p und Sislp wuchsen auf Y PG extrem langsam. Um
nun zu testen, ob diese beeintrachtigte, respiratorische Aktivitdt auf einer Instabilitét oder
Reduktion des mitochondrialen Genoms beruht, wurde die mitochondriale DNA der Zellen
durch Southern Blots analysiert. Fur diese Experimente wurde Gesamt-DNA isoliert und nach
Verdau mit Restriktionsendonukleasen auf Nylonmembranen Ubertragen. Mitochondriale
DNA wurde mit einem DNA-Fragment as Sonde, welches den mitochondrialen
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Replikationsursprung ori5 enthdlt, untersucht. Als Kontrolle wurde auch eine Sonde (MGE1-
DNA) fir die nukledre DNA verwendet. Die Hybridisierung der membrangebundenen DNA
mit den Sonden zeigte, dal3 die mitochondriale DNA in Zellen mit Scj1p und Sislp nicht
vermindert war. Warum wachsen Zellen mit diesen rekombinanten DnaJ-Proteinen unter rein
respiratorischen Bedingungen trotzdem so schlecht? Um dieser Frage weiter nachzugehen,
wurden die Zellen mit Plasmiden, welche das Gen fur Mdj1p enthielten, transformiert und auf
respiratorische Aktivitét untersucht. In beiden Féllen wurde die volle respiratorische Aktivitét
durch die Anwesenheit von plasmidkodiertem Mdjlp wiederhergestellt. Dieses Ergebnis
bedeutet, da? sowohl Scjlp als auch Sislp die Propagierung eines funktionellen,
mitochondrialen Genoms vermitteln.

Voraussetzungen fr respiratorische Aktivitét ist zum einen das Vorhandensein eines
intakten, mitochondrialen Genoms und zum anderen mitochondriale Transkriptions- und
Trandationsaktivitét. Wir untersuchten deshalb als néchstes, ob Zellen mit mitochondrialem
Sislp und Scj1p mitochondriale Translationsprodukte synthetisieren konnen. Die Fahigkeit
der Zellen, mitochondriale Translationsprodukte herzustellen, wurde mittels einer in vivo-
Markierung der mitochondrialen Syntheseprodukte mit **S-Methionin analysiert. Die
cytosolische Trandation wurde durch Zugabe von Cycloheximid inhibiert. Die Analyse der
mitochondrialen Translationsprodukte ergab, dal3 Zellen mit mitochondrialem Scjlp oder
Sislp eine aufféllige Reduktion aller mitochondrialen Trandationsprodukte aufwiesen. Ein
weiteres Ergebnis war, dal3 die Atmungskettenkomponenten Coxl und CoxIl in Anwesenheit
von heterologen Dnal-Proteinen nur in sehr geringem Umfang hergestellt wurden. Es ergibt
sich nun die Frage, bel welchem Schritt der Biogenese der mitochondrialen Genprodukte, der
Transkription oder Trandation, Mdj1p benétigt wird. Diese Frage soll durch Untersuchung der
mitochondrialen Transkriptionsprodukte beantwortet werden.
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Die Funktion des GrpE-Homologs, Mgelp, in Mitochondrien

1. Austausche konservierter Aminosauren im Mgel-Protein fihren zu einem konditional
letalen Phénotyp

Wie in der Einleitung erwahnt, war zu Beginn der Arbeit unklar, ob in Mitochondrien
ein Homolog zum bakteriellen GrpE vorhanden ist. Im Lauf unserer Untersuchungen wurde
das Gen fur mitochondriales GrpE, MGE1, 1994 von mehreren Gruppen fast gleichzeitig und
unabhéngig identifiziert (Bolliger et d., 1994; Ikeda et a., 1994; Laloraya et al., 1994; Nakai et
al., 1994). Die Arbeitsgruppen von Elizabeth Craig und Toshiya Endo zeigten, dal3 Zellen, in
denen die Expression des MGEI-Gens unterdrickt wurde, unprozessierte Vorstufen
mitochondrialer Vorlauferproteine anhauften (Laloraya et al., 1994; Nakai et a., 1994). Dies
wurde as erster Hinweis gedeutet, dal3 Mgelp am mitochondrialen Proteinimport beteiligt ist.
Diese Vermutung wurde durch biochemische Experimente bestdtigt: Durch Co-
Immunprézipitation wurde Mgelp im Komplex mit Ssclp und translozierenden
Vorstufenproteinen erhalten (Voos et al., 1994). Mgelp bindet in Abwesenheit von ATP
hochaffin an Ssclp. Diese Tatsache wird fur die Reinigung von Mgelp aus Mitochondrien
gentitzt (Bolliger et al., 1994).

Ziel unserer Arbeiten war es, zu einem besseren Verstandnis der Rolle von Mgelp bei
der mitochondrialen Biogenese beizutragen. Dazu sollten Mitochondrien untersucht werden,
die mutierte Mgel-Proteine enthielten. Aus der Literatur war bekannt, dal3 MGE-Null-
Mutanten nicht lebensfahig sind. Eine funktionelle Charakterisierung des mitochondrialen
GrpE-Proteins wurde deshalb mit konditionalen Mutanten des Proteins durchgefihrt
(Westermann et a., 1995). Fir die Isolierung konditionaler MGE1-Allele wurde das Gen fir
Mgelp mit Hydroxylamin in vitro mutagenisiert. Das Hefe-E. coli-Shuttle-Plasmid wurde
nach Mutagenese in einen Hefestamm transformiert, der das chromosomale MGEI-Alld
disruptiert und ein komplementierendes, plasmidkodiertes MGE-Allel besal’. Es wurde dann
auf den Verlust des Plasmids mit dem komplementierenden Wildtyp-MGE1-Gen selektioniert.
Die nach dieser Gegenselektion erhaltenen Zellen wurden auf temperatursensitives Wachstum
getestet. Insgesamt wurden 3000 Transformanten getestet, von denen finf Klone, mgel-2 bis
mgel-6, temperatursensitives Wachstum zeigten. Um nachzuweisen, dal3 das
temperatursensitive Wachstum tatsachlich durch die mutierten MGEI-Allele verursacht
wurde, wurden die Plasmide aus den temperatursensitiven Klonen isoliert und in den
urspringlichen Rezipientenstamm transfomiert. Alle Transformanten zeigten nach einer
Gegenselektion des Plasmids mit dem Wildtyp-MGE-Gen temperatursensitives Wachstum.
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Durch diese Experimente konnten wir bestétigen, dal3 der konditional temperatursensitive
Phanotyp tatséchlich durch die entsprechenden MGE1-Allele verursacht wurde.

Die funf Mutanten-MGE-Allele wurden sequenziert. In alen Allelen war jewells eine
Aminosaure verandert: A81D in Mgel-2p, A134V in Mgel-3p, E123K in Mgel-4p, T102I in
Mgel-5p und E189K in Mgel-6p. Einige der Aminosdureaustausche in den Mutanten-Allelen
liegen benachbart zu konservierten Resten oder in den konservierten Domanen, wie sie fir
bakterielle GrpE-Proteine definiert wurden (Wu et a., 1994; 1996). Alle Mutanten besal3en
zusétzlich den Austausch T199A, bedingt durch die Amplifikation des Hefegens mittels PCR.
Da jedoch das MGEI-Alld mit dem Austausch T199A die Nullmutante vollsténdig
komplementierte, ist davon auszugehen, dal3 diese Mutation die Funktion des Proteins in
keiner Weise beeintrachtigt.

Die Expression der mutierten Allele wurde immunologisch Gberprift. Mit Ausnahme
der Mutante mgel-2, in der die Menge des Mgel-Proteins auf etwa 20% der im Wildtyp
beobachteten Menge reduziert war, besalen alle anderen Mutanten eine unverénderte Mgelp-
Konzentration. Wahrscheinlich ist die reduzierte Konzentration an Mgel-2p auf die
verringerte Stabilitét dieses Proteins zurtickzufthren (s. u.).

2. Mitochondrien, welche Mgel-Proteine mit Mutationen enthalten, zeigen bei restriktiver
Temperatur einen Import-Defekt, da die Bindung von Ssclp an translozierende
Polypeptidketten beeintrachtigt ist

Um zu Uberprifen, ob die Mutationen in den Mgel-Proteinen den Import von
Vorléuferproteinen beeintrachtigen, wurde untersucht, ob die Mutanten unter restriktiven
Bedingungen Vorlauferproteine akkumulieren. Fur diese Experimente wurden die Mutanten
nach Vorkultivierung beli permissiver Temperatur kurze Zeit restriktiven Kulturbedingungen
ausgesetzt und die Zellen dann geerntet. Die Proteinextrakte wurden nach SDS-PAGE und
Ubertragung auf Nitrozellulose mit Antikérpern gegen mitochondriales Hsp60 dekoriert.
Wahrend in den Zellextrakten der Wildtyp-Zellen, die bel 37°C inkubiert worden waren,
nahezu ausschliefdlich die prozessierte Form des Hsp60-Proteins detektiert wurde, war in
Proteinextrakten der Mutanten, die unter restriktiven Bedingungen kultiviert worden waren,
auch die unprozessierte Vorléauferform zu beobachten. Daraus 183t sich schlief3en, dafd der
mitochondrial e Proteinimport durch die Mutationen betroffen war.
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Der Mutanten-Phanotyp konnnte auch in isolierten Organellen induziert werden:
Wurden Mitochondrien mit den defekten Mgel-Proteinen bel restriktiver Temperatur (37°C)
vorinkubiert und der in vitro-Proteinimport bei 37°C durchgefihrt, so war in diesen
Organellen sowohl die Kinetik als auch die Effizienz des Proteinimportes gegentber Wildtyp-
Mitochondrien stark reduziert (Westermann et al., 1995).

Als néchstes interessierte uns die Frage, in welcher Weise Mgelp den mitochondrialen
Proteinimport stimuliert. Da GrpE-Proteine nicht selbst mit Substratproteinen in
Wechselwirkung treten, war naheliegend zu untersuchen, ob Mgelp die Bindung von Ssclp
an transozierende Vorlauferproteine beeinflu®. Fir diese Experimente wurden
Mitochondrien mit den mutierten Mgel-Proteinen Mgel-2p und Mgel-3p mit Mitochondrien
des Wildtyps verglichen. Das Fusionsprotein Su9(1-79)DHFR wurde in Gegenwart von
Methotrexat importiert und die Assoziation dieser Translokations-Intermediate mit Ssclp
durch Co-Immunprézipitation Uberprift. Nur aus Wildtyp-Mitochondrien konnten bei
restriktiver Temperatur und hohem Matrix-ATP-Spiegel  signifikante Mengen an
Translokations-Intermediaten mit Ssclp-Antiserum geféllt werden. Dagegen wurden in
Mitochondrien mit defektem Mgelp keine Translokations-Intermediate im Komplex mit
Ssclp erhalten. Diese Ergebnisse zeigen, dal3 Mgelp die Wechselwirkung von Ssclp mitin die
Matrix eintretenden Vorl&uferproteinen stimuliert. Wie in Kapitel 3.5 erwahnt, vermittelt
Mgelp auch die Assoziation von Ssclp mit einem entfaltetem Test-Protein, der Luciferase
(Prip-Buus et a., 1996). Zusammengefaldt zeigen unsere Experimente, dald Mgelp die
Aktivitét von Ssclp moduliert, indem die Substratbinde-Aktivitét von Ssclp erhdht wird.

Unsere Ergebnisse, welche mit den temperatursensitiven Mgel-Proteinen erhaten
wurden, sind teilweise in Einklang mit Resultaten der Arbeitsgruppen von Betty Craig und
Nikolaus Pfanner, die mit einer temperatursensitiven Mgel-Mutante, mgel-100, erhaten
wurden (Laloraya et al., 1995). In dieser Arbeit wurde ebenfalls gezeigt, dal3 Mgelp die
Wechselwirkung von Ssclp mit Substratproteinen beeinfluldt. mgel-100-Mitochondrien
zeigten nach Inkubation bei restriktiver Temperatur eine leicht verminderte Assoziation von
Ssclp mit in die Matrix eintretenden Translokations-Intermediaten. Eine Diskrepanz zu
unseren Ergebnissen besteht allerdings darin, dald in mge-100-Mitochondrien die Assoziation
von vollstandig importierten Vorlauferproteinen mit Ssclp erhoht war. Wir vermuten, dafid
dieses unseren Ergebnissen widersprechende Resultat auf die unterschiedliche Vorbehandlung
der Mitochondrien zur Induktion des temperatursensitiven Phénotyps zuriickzufihren ist:
Wahrend Laloraya et al. den temperatursensitiven Phanotyp durch Vorinkubation der
Mitochondrien bei 37°C induzierten und dann alle weiteren Versuche bel der permissiven
Temperatur von 25°C durchfihrten, wurde in unseren Experimenten durchwegs die restriktive
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Temperatur von 37°C beibehaten um eine eventuelle Reversibilitét der Inaktivierung von
Mgelp wahrend der Experimente auszuschlief3en.

3. Mgelp moduliert die nukleotidabhdngige Assoziation von Ssclp mit  der
Importkomponente Tim44p

Der gerichtete Transport von Vorl&uferproteinen in die mitochondriale Matrix erfordert
die Bindung der translozierenden Polypeptidketten an einen Importkomplex der inneren
Membran (als Ubersichtsartikel siehe: Neupert, 1997, Rassow et a., 1999). Zwe
Komponenten dieses Komplexes sind Ssclp und die membranassoziierte |mportkomponente
Tim44p, die direkt und reversibel miteinander assoziiert sind (Kang et al., 1990; Bolliger et al.,
1994; Kronidou et a., 1994; Rassow et al., 1994; Schneider et a., 1994). Die Wechselwirkung
von Ssclp und Tim44p wird via Ssclp durch ATP-Bindung und Hydrolyse kontrolliert
(Kronidou et al., 1994; Schneider et al., 1994). In Gegenwart von ATP dissoziiert der Komplex
Ssclp und Tim44p. Durch diese ATP-getriebene, reversible Assoziation von Ssclp und
Tim44p°® werden die transl ozierenden Polypeptide in die Matrix transportiert (von Ahsen et al.,
1995; Ungermann et a., 1996; Voos et al., 1996; Bomer et a., 1998; Gaume et al., 1998).

Wie oben dargestellt, besitzen Mitochondrien mit defektem Mgelp einen
Importdefekt. Wir konnten zeigen, dal? dies auf eine geschwéchte Assoziation von Ssclp mit
in die Matrix eintretenden Polypeptiketten zurtickgefuhrt werden kann. Als néchstes stellte
sich die Frage, ob die Mutationen in Mgelp auch die Assoziation von Ssclp mit der
Importkomponente Tim44p beeinflussen. Um dies zu untersuchen, wurde der Komplex von
Ssclp und Timd4p durch Co-lmmunpréazipitation mit Antiserum gegen Ssclp analysiert. Die
Co-Immunpréazipitationen wurden in Gegenwart unterschiedlicher Konzentrationen ATP
durchgefiihrt. Es zeigte sich, dal3 in mgel-2 und mgel-3 Mitochondrien eine wesentlich
hohere ATP-Konzentration als in Wildtyp-Mitochondrien eingesetzt werden muf3, damit der
Komplex Ssclp-Tim44p dissoziiert werden kann. Weiterhin konnten wir durch Co-
I mmunprazipitation nachweisen, dal3 in Mitochondrien mit den Mgel-Proteinen Mgel-2p und
Mgel-3p mehr Tim4dp im Komplex mit Ssclp vorlag as in Wildtyp-Mitochondrien.

® An der Transokation in die mitochondriale Matrix sind weitere Proteine des Translokationskomplexes der
inneren Membran (TIM-Komplex) beteiligt, diein diesem Zusammenhang keine Rolle spielen und deren Funktion
deshalb hier nicht ndher dargestellt wird. Es sollte auch erwéhnt werden, dal3 derzeit nicht klar ist, ob Ssclp als
eine Art ,, Import-Motor* vergleichbar der Lokomotionskraft von Myosin fungiert oder ob der mitochondriale
Proteinimport nach einem , molecular ratchet*-Mechanismus durch die Bindung von Vorlauferproteinen an Ssclp
erfolgt (als Ubersichtsartikel, die sich mit dieser Kontroverse befassen, siehe: Pfanner und Meijer, 1995; Schatz
und Dobberstein, 1996; Pilon und Schekman, 1999).
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Zusammengefaldt bedeuten diese Befunde, dal? die ATP-getriebene Dissoziation des Ssclp-
Tim44p-Komplexes durch die Mutationen in den Mgel-2- und Mgel-3-Proteinen
beeintrachtigt ist.

In welcher Weise konnen Mutationen in Mgelp die nukleotidabhangige
Wechselwirkung von Ssclp mit Tim44p beeinflussen? Wir wissen, dal? bakterielles GrpE in
vitro die Nukleotidablésung von DnaK um einen Faktor von bis zu 5000 beschleunigt
(Packschies et al., 1997). Aufgrund der Ahnlichkeit des mitochondrialen Hsp70-Systems mit
dem bakteriellen DnaK-System und der hohen Homologie von Mgelp zu GrpE nehmen wir
an, dal3 Mgelp wie GrpE die Nukleotidabldsung von Ssclp beschleunigt. Mutationen in
Mgelp sollten also zu einer Gleichgewichtsverschiebung von Ssclp in der ATP-gebundenen
Konformation zur ADP-gebundenen Konformation fuhren. Wir wissen weiterhin, dal3 Ssclp
in dieser Konformation Tim44p binden kann oder an Tim44 gebunden ist (Kronidou et al.,
1994). In Abwesenheit von Mgelp sollte die Dissoziation des Komplexes Ssclp-Tim44
verlangsamt sein, da ein durch Mgelp vermittelter Nukleotidaustausch nicht erfolgt. Damit
kommt es zu einer Arretierung des Chaperon-Substratbindungs-Zyklus. Es ist anzunehmen,
dal3 Ssclp in der ADP-gebundenen Konformation genauso wie andere Hsp70-Proteine eine
hohe Affinitét zu Substratproteinen mit langsamen Assoziations- und Dissoziationskinetiken
besitzt (s. Einleitung). Die Vermutung, dal3 Ssclp in Mitochondrien mit defektem Mgelp
vorwiegend in der ADP-gebundenen Konformation vorliegt, wurde durch die Beobachtung
bestétigt, dal3 hohere ATP-Mengen zu den mitochondrialen Extrakten gegeben werden
muidten, um den Komplex Ssclp-Tim44p zu dissoziieren. Des weiteren konnten wir zeigen,
dal’ Ssclp in Mitochondrien mit defekten Mgel-Proteinen bel restriktiver Temperatur nicht
mit Trans okations-Intermediaten assoziiert ist. Offensichtlich ist der Komplex Ssclp-Tim44p
in Mitochondrien mit mutiertem Mgelp inaktiv und kann nicht produktiv mit in die Matrix
eintretenden Polypeptidketten in Wechselwirkung treten. Die hier dargestellten Ergebnisse zur
Kontrolle der nukleotidabhéngigen Assoziation von Ssclp mit Tim44 durch Mgelp wurde in
einer weiteren Arbeit detailliert und bestétigt (Schneider et a., 1996).

Unsere Hypothese, da? Mgelp die reversible Assoziation von Ssclp mit
Substratproteinen vermittelt, wurde unlangst durch Untersuchungen mit gereinigtem Mgelp
und Ssclp bzw. DnaK unterstiitzt. In diesen Arbeiten konnte gezeigt werden, dal3 Mgelp
tatsdchlich die Nukleotidfreisetzung von Ssclp und DnaK beschleunigt (Deloche und
Georgopoulos, 1996; Dekker und Pfanner, 1997; Miao et a., 1997; Horst et al., 1997). In
anderen Arbeiten wurde die nukleotidabhéngige Asssoziation von Ssclp und Mgelp
nachgewiesen (Bolliger et a., 1994; Azem et d., 1997).
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4. Mgelp wird fur die Faltung eines in die Matrix importierten Testproteins (DHFR) benétigt

Um zu untersuchen, ob Mgelp neben dem mitochondrialen Proteinimport auch an
anderen Prozessen der mitochondrialen Biogenese wie z. B. der Faltung beteiligt ist, wurde
das Fusionsprotein pSu9(1-79)DHFR in Mitochondrien des Wildtyps und der Mgelp-
Mutanten importiert. Als Kriterium fur die native Struktur der DHFR-Enzyms kann die
Lodlichkeit und die intrinsische Trypsinresistenz des gefalteten Proteins herangezogen werden.
Nach Import bei permissiver Temperatur (24°C) lagen in Wildtyp- und Mutanten-
Mitochondrien 100% des importierten Materials proteaseresistent und |6slich vor. Dagegen
unterschied sich bel restriktiver Temperatur der Anteil der gefalteten DHFR in Wildtyp- und
Mutanten-Mitochondrien (Westermann et a., 1995): In Wildtyp-Mitochondrien waren etwa
70% des importierten Materials gefatet. Dagegen waren in mgel-2 und mgel-3
Mitochondrien nur etwa 20% der importierten DHFR-Molekile 16slich und proteaseresistent.
In den Mitochondrien mit defektem Mgelp war dartiber hinaus mehr al's 50% der importierten
DHFR in Aggregaten abgelagert. In Wildtyp-Mitochondrien hingegen wurde ein wesentlich
geringerer Anteil an aggregierter DHFR beobachtet. Mit diesen Experimenten konnten wir
zeigen, dal3 Mgelp also nicht nur am mitochondrialen Proteinimport beteiligt ist, sondern auch
bei den anschliefRenden Prozessen der mitochondrialen Biogenese wie der Faltung der
importierten Proteine in der Matrix.

Es ist anzunehmen, dal3 auch beim Prozeld der mitochondrialen Proteinfaltung die
molekulare Rolle von Mgelp darin besteht, die Nukleotidfreisestzung von Ssclp zu
stimulieren. Wie oben diskutiert, kann wahrscheinlich nur durch die Mgelp-katalysierte
Nukleotidfreisetzung Ssclp reversibel und schnell den Substrat-Binde-Zyklus durchlaufen.
Damit implizieren unsere Ergebnisse auch, dal3 eine reversible Assoziation der DHFR mit
Ssclp wesentlich fur die Strukturbildung des Enzymsin der mitochondrialen Matrix ist.

5. Alle Mutationen in den Mgel-Proteinen bewirken eine reduzierte Stabilitét

Die Struktur des bakteriellen GrpE-Proteins wurde im Komplex mit der ATPase-
Domane von DnaK mit einer Auflésung von 2.8 A aufgeklért (Harrison et al., 1997). Im
Kristall ist GrpE as Homodimer mit DnaK assoziiert. Dabei bindet das Dimer asymmetrisch
an die ATPase-Doméane, so dal3 nur die DnaK-proximale Untereinheit mit der ATPase-
Domaéne in Wechselwirkung tritt. Beide GrpE-Untereinheiten zeigen eine gestreckte Struktur,
bedingt durch zwei lange a-Helices. Im Bereich der Kontaktflache zu DnaK bilden die zwei
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Untereinheiten ein Vierhelixblndel aus. Der Carboxyterminus besitzt eine b-Faltblattstruktur,
die ebenfalls einen Kontakt zu DnaK vermittelt.

Basierend auf den vorliegenden Strukturdaten des bakteriellen GrpE-Proteins kdnnen
Struktur-Funktions-Zusammenhange der Mgel-Mutanten nun leichter erkannt werden. Zur
Struktur-Funktions-Aufklarung  von  GrpE-Proteinen  wurde bereits durch die
Charakterisierung von konditional defekten Proteinvarianten des E. coli GrpE beigetragen
(Wu et al., 1994, 1996). Allerdings stehen bislang Untersuchungen zur Stabilitét und Faltung
von GrpE-Proteinen aus. In diesem Zusammenhang ist die in vitro-Anayse der konditionalen
Mgelp-Proteinvarianten von Interesse. Um zu untersuchen, welche Auswirkung die
erwahnten Aminosaure-Austausche in den Mgelp-Mutanten auf die Faltung, Stabilitét und
Aktivitét des Proteins besitzen, wurden die Gene der reifen Formen des Wildtyp-Proteins und
der Mutanten in E. coli Uberexprimiert und mittels eines carboxyterminalen Histidin-Tags
durch Metall-Affinitéts-Chromatographie gereinigt.

Die Anayse von Wildtyp- und Mutanten-Protein erfolgte zundchst spektroskopisch.
CD-Messungen im Fern-UV-Bereich ergaben, dal3 die Mgel-Proteine Mgel-3p bis Mgel-6p
wie das Wildtyp-Protein einen a-helikalen Charakter besitzen (Lisse et a., Manuskript in
Vorbereitung). Bei keinem der genannten Varianten war eine drastische, durch CD
detektierbare Strukturénderung zu beobachten. Um zu untersuchen, ob die Austausche in den
Mgel-Proteinen zu einer veranderten Stabilitét fuhren, wurden die Proteine durch steigende
Konzentrationen Harnstoff entfaltet und die Strukturénderung wiederum durch CD-Messung
verfolgt. Fur das Wildtyp-Protein wurde eine Stabilisierungsenergie von DG=-17.0 kJ/mol und
fr die Mutanten folgende DG-Werte ermittelt: Mgel-3p: -12,4 kJmol; Mgel-4p: -15.9 k¥mol;
Mgel-5p: -12.7 kIJmol; Mgel-6p: 11.4 kJmol. Im Falle der Mgel-2-Mutante konnte die
thermodynamische Stabilitét nicht ermittelt werden, da ein grof3er Teil des Proteins bereits vor
Zugabe von Harnstoff denaturiert vorlag. Die im a-helikalen Abschnitt lokalisierte Mutation
der Mgel-2p (A81D) bewirkt offensichtlich eine drastische Reduktion der Stabilitdt. Diese
Beobachtung erkléart auch den Befund, dal? Mitochondrien der Mgel-2-Mutante nur etwa 20%
der Mgelp-Konzentration des Wildtyps aufwiesen. Wir nehmen an, dal3 das Protein auch in
Mitochondrien teilweise denaturiert vorliegt und deshalb einem hohen proteolytischen Umsatz
unterliegt.

Die DG-Werte waren in den Mutanten Mgel-3p bis Mgel-6p im Vergleich zum
Wildtyp-Protein bis zu maximal 6 kJmol reduziert. Unklar ist alerdings, ob der in vivo
beobachtete, konditional letale Phanotyp allein auf die verringerte Stabilitét der
entsprechenden Proteine bei restriktiver Temperatur und einen dadurch bedingten erhohten



proteolytischen Abbau zurlickzufihren ist. Zur Beantwortung dieser Frage sind weitere in
vitro-Untersuchungen zur Analyse von Struktur-Funktions-Beziehungen geplant.

Wo kartieren die Mutationen im Mgel-Protein? Basierend auf den Strukturdaten von
GrpE kann die Struktur des mitochondrialen Proteins abgel eitet werden. Nach "M odellierung”
der Mgelp-Struktur liegt die Mutationen in Mgel-2p und Mgel-5p in den a-hdikaen
Bereichen (Abb. 3). Da es wahrscheinlich ist, dal3 die a-helikalen Segmente wesentlich zur
Stabilisierung des Homo-Dimers beitragen, bewirken diese Austausche vermutlich durch eine
Destabiliserung des dimeren Proteins den Funktionsverlust bel restriktiver Temperatur. Mit
Ausnahme des Austausches in Mgel-2p liegen alle anderen Mutationen entweder eng
benachbart zu K ontaktbereichen mit der ATPase-Doméane von Ssclp oder betreffen Reste, die
eine Wechselwirkung mit der ATPase-Doméne herstellen. Wir vermuten, daf3 die Austausche
neben der Stabilitét auch die Wechselwirkung mit Ssclp und damit verbunden die katalytische
Aktivitét des Proteins beeintréchtigen. So konnten wir z. B. durch eine Co-Immunprézipitation
von Mgelp mit Antiserum gegen Ssclp nachweisen, dald die Mutation in Mgel-3p die
Assoziation des Proteins mit Ssclp stark vermindert (Westermann et a., 1995). Es ist zu
erwarten, dal auch einige oder ale der anderen, bislang in isolierten Mitochondrien nicht
untersuchten Mgelp-Varianten die Wechselwirkung mit der ATPase-Doméne von Ssclp und
damit die Nukleotidfreisetzung beeinflussen. Derzeit wird die Wechselwirkung der Mutanten-
Proteine mit gereinigtem DnaK-Protein mittels Biacore untersucht (Lisse et a., in
Vorbereitung).
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Mgel-5p

Mgel-2p 2

Abb. 3: Modell fir Mgelp im Komplex mit der ATPase-Doméne von Hsp70 (blau). Die
Austausche in den Mutanten-Mgel-Proteinen sind gekennzeichnet (gefillte schwarze Kreise).

Die Modellierung von Mgelp erfolgte nach den Kristall-Strukturdaten des bakteriellen GrpE
(Harrison et a., 1997).
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RESUMEE

Anhand von Mutationen im intramitochondrialen Sortierungspeptid wurde der
topogene Abschnitt von Cytochrom b, charakterisisiert. Fur die korrekte Sortierung in den
Intermembranraum  wird der gesamte zweite Tell des intramitochondriaen
Sortierungspeptides  benttigt. Cytochrom  b,-Vorléuferproteine  mit Mutationen im
Sortierungspeptid werden in die mitochondriale Matrix importiert. Eine Wechselwirkung der
fehlimportierten Proteine mit Ssclp wurde nachgewiesen. Unsere Ergebnisse implizieren, dal3
die Sortierung von Cytochrom b, ene komplexe Wechselwirkung —mit

Sortierungskomponenten, die offensichtlich teilweise matrixexponiert sind, voraussetzt.

Bel einer Suche nach einer Suppressormutante, welche eine Fehlsortierung eines
mutierten Cytochrome b,-Vorléuferproteins unterdriickt, wurde ein neues, konditional
defektes SSCI-Alld identifiziert. Dieses Alld (ssc/-4) unterdriickt spezifisch die
Fehlsortierung von Cytochrom b,-Varianten mit Austauschen im Sortierungspeptid. Der
Import von anderen Vorlauferproteinen in die Matrix wurde durch die Mutation in Sscl1-4p

nicht beeintréchtigt.

Im Rahmen der Untersuchungen zur intramitochondrialen Sortierung von Cytochrom
b, wurde ein bislang unbekanntes mitochondriales Protein, Mam33p, identifiziert und
charakterisiert. Mam33p besitzt Homologie zu einem Sadugerprotein, welches anfanglich
irrttmlich als Rezeptor des Komplementfaktors C1q interpretiert wurde. Die Funktion von

Mam33p in Hefe bzw. des Homologs in Sdugern ist bislang unbekannt.

Das Gen XD.JI1 wurde durch PCR-Versuche wahrend der Suche nach einem Gen fur
ein mitochondriales Dnal-Protein identifiziert. Die Rolle von Xdj1p ist derzeit nicht bekannt.
Xdj1p ist kein mitochondriales Protein.

Nach der ldentifizierung des Gens MDJI fir ein mitochondriales Dnal-Protein,
Mdj1p, durch die Arbeitsgruppe von Bart Barrell, Cambridge, UK, charakterisierten wir die

Funktion von Mdjlp bei verschiedenen Prozessen der mitochondrialen Biogenese. Im
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Gegensatz zu Ssclp ist Mdjlp keine essentielle Komponente des mitochondrialen
Importapparates. Mdj1p stimulierte die Faltung von Test-Proteinen, die in einer entfalteten
Konformation in die Matrix importiert worden waren. Mdjlp konnte in Assoziation mit
Translokations-1ntermediaten, die bereits wahrend der Translokation tber die mitochondrialen
Membranen falten, nachgewiesen werden. Unsere Ergebnisse zeigen, dal3 Mdjlp an der

Faltung von in die Matrix importierten Proteinen beteiligt ist.

Mdj1p spielt eine protektive Rolle bel erhohter Temperatur. Dmdj/-Mutanten sind
temperatursensitiv. Wir konnten anhand von zwei Modellproteinen zeigen, dal3 Mdj1p die
Aggregation thermolabiler Proteine in den Organellen unterdrickt. Da Mdjlp die transiente
Bindung eines entfalteten Proteins an Ssclp stimulierte, nehmen wir an, dal3 die protektive
Rolle von Mdjlp bel erhohter Temperatur zumindest teilweise auf die Modulation der
Substratbinde-Eigenschaften von Ssclp zuriickzufihren ist.

Anhand von temperatursensitiven Mutanten gelang uns der Nachweis einer Funktion
von Mdj1lp bei der Biogenese eines mitochondrial kodierten Proteins. In Abwesenheit von
intaktem Mdj 1p aggregierte das ansonsten |sliche Protein Varl. Eine Rolle von Mdj1p bei der

Faltung und/oder Assemblierung anderer mitochondrial kodierter Proteine ist zu vermuten.

Mdjlp wird bel erhdhter Temperatur fur die Aktivitdt der mitochondrialen DNA-
Polymerase bendtigt. Damit konnte die Beobachtung erklért werden, dal3 Dmdjl-Zellen bei
Kultivierung bei 30°C, einer , intermediaren” Temperatur fur S. cerevsiae, die mitochondriale
DNA verlieren. Bei niedriger Temperatur (24°C) fuhrt die Abwesenheit von Mdjlp zur
Entstehung von defekten mitochondrialen Genomen, die nicht mehr in der Lage sind, den
Zéellen respiratorische Aktivitéat zu vermitteln. Bel niedriger Temperatur bleibt die Aktivitét der
mitochondrialen DNA-Polymerase auch in Abwesenheit von Mdj1p erhalten. Die molekulare
Funktion von Mdj1p bei der Propagierung eines funktionellen, mitochondrialen Genoms bei

niedriger Temperatur ist bislang ungeklart.
Eine Reihe nicht-mitochondrialer Dnal-Proteine komplementierten in vivo die

Funktion von Mdjlp hinsichtlich der Propagierung des mitochondrialen Genoms. So

vermittelten beispielsweise Dnal aus E. coli und alle von uns getesteten DnaJ-Homol oge aus
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S. cerevisiae die Propagierung des mitochondrialen Genoms. Sogar Deletionskonstrukte,
bestehend aus der J-Doméane und der anschlief3enden glycin-reichen Region von E. coli Dnal
und Mdj1p, waren ausreichend fir die Erhaltung des mitochondrialen Genoms. Durch die
Komplementationsversuche konnten Hinweise erhalten werden, dal3 Mdjlp auch fir die

Synthese mitochondrialer Proteine benttigt wird.

Anhand konditionaler Mutanten des mitochondrialen GrpE-Homologs, Mgelp,
konnten wir zeigen, dald Mgelp die Wechselwirkung von Ssclp und translozierenden
Polypeptidketten kontrolliert. Dabei moduliert Mgelp die nukleotidabhangige Assoziation von
Ssclp mit der Importkomponente Tim44p. Wir konnten weiterhin nachweisen, dal3 Mgelp
auch fir die Faltung eines importierten Testproteins in der mitochondrialen Matrix benétigt
wird. Bei erhohter Temperatur vermittelt Mgelp wie Mdjlp die transiente Bindung eines
entfalteten Proteins an Ssclp. Mit diesen Untersuchungen konnte bewiesen werden, dal3

Mgelp a's Co-Chaperon von Ssclp dessen Substratbindungs-Eigenschaften moduliert.

Fur Struktur-Funktions-Untersuchungen wurden das Wildtyp-Mgel-Protein und die
mutierten Proteine gereinigt und spektroskopisch analysiert. Nach Entfaltung der Proteine mit
Harnstoff wurden die Stabilisierungsenergien der Mgel-Proteine berechnet. Die Ergebnisse
dieser Untersuchungen wurden nach Modellierung des Mgel-Proteins nach den Strukturdaten
fur GrpE aus E. coli diskutiert.
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