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I. Einleitung 1

Einleitung

1. Mitochondrien - Energielieferanten der eukaryontischen Zelle

Die zellulare Atmung findet bei Eukaryonten in den Mitochondrien statt. In diesen
Organellen, die bis zu 20% des gesamten Zellvolumens ausfillen kénnen, wird die Energie
liefernde Oxidation von Né&hrstoffen mit der Energie verbrauchenden Synthese von ATP

gekoppelt.

Die Ahnlichkeit der Mitochondrien mit ,modernen“ aerob lebenden Bakterien bildet die Basis
fur die allgemein anerkannte Endosymbiontentheorie, nach der Mitochondrien und aerob
lebende Eubakterien gemeinsame Vorfahren aufweisen (Margulis, 1975). Diese Theorie
besagt, dal3 eukaryontische, anaerob lebende Zellen aerob lebende Eubakterien rekrutierten
und sich somit deren Fahigkeit zunutze machten, Energie in Form von ATP durch einen
aeroben Stoffwechsel zu erzeugen. Im Gegenzug profitierten die Bakterien von den
Produkten des eukaryontischen Stoffwechsels. Auf diese Weise eroffnete sich dieser
symbiontischen Einheit eine weitaus unabhangigere Lebensweise unter sowohl aeroben als

auch anaeroben Bedingungen.

Ein eigener Proteinsyntheseapparat und ein eigenes Genom zeugen am deutlichsten von
dem prokaryontischen Ursprung der Mitochondrien. In den derzeit lebenden eukaryontischen
Organismen lafdt sich eine groRRe Vielfalt mitochondrialer Genome, sowohl hinsichtlich ihrer
Grol3e als auch der Anzahl der kodierten Gene, beobachten. Mit fast 70 kb und 97 kodierten
Genen besitzt das mitochondriale Genom des tierischen Einzellers Reclinomonas americana
die umfassendste bislang bekannte genomische Information (Lang et al.,, 1997). Das
humane mitochondriale Genom mit 16 kb kodiert dagegen neben zwei ribosomalen
Untereinheiten und 22 tRNAs nur 13 Proteine, die ausschlieBlich der Atmungskette
zugehdrig sind (Schmitt und Clayton, 1993). Ebenfalls zwei ribosomale Untereinheiten, 24
tRNAs, eine RNA-Komponente der Ribonuklease P sowie acht Proteine der Atmungskette
und ein ribosomal assoziiertes Protein werden durch das 86 kb groRe Genom von

S. cerevisiae kodiert (Foury et al., 1998).

Die genetische Information der laut Endosymbiontentheorie aufgenommenen Eubakterien

wurde im Laufe der Evolution bis auf ein Minimum reduziert. Fir diese Reduktion des
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Genoms der ehemals eigenstandigen Eubakterien wird ein umfangreicher Transfer von
Genen in den Nukleus der Eukaryonten verantwortlich gemacht, der damit eine
wechselseitige Abhangigkeit von Wirt und Endosymbiont besiegelte. Als Konsequenz ist der
grofte Teil der mitochondrialen Proteine in den heute existierenden eukaryontischen Zellen
durch die nukledre DNA kodiert. Die Uberwiegende Mehrzahl der mitochondrialen Proteine
gelangt somit erst nach der Synthese im Zytosol an ihren eigentlichen Bestimmungsort - die
Mitochondrien (Schatz und Dobberstein, 1996; Neupert, 1997). Neben den kernkodierten
Komponenten der Atmungskette betrifft dies ebenso die Enzyme des Harnstoffzyklus, des
Zitratzyklus und der Fettsdureoxidation sowie Proteine, die zur DNA-Replikation,

Transkription und Translation also fir die mitochondriale Biogenese benétigt werden.

Obwohl inzwischen ein Grof3teil der an der mitochondrialen Biogenese beteiligten
Komponenten identifiziert werden konnte, sind viele mechanistische Details bis heute nur
unzureichend aufgeklart. Dabei gewinnen die offenstehenden Fragen in letzter Zeit immer
mehr an Bedeutung. So wird verstarkt die Rolle der Mitochondrien beim Alterungsprozef3
diskutiert (Rustin et al., 2000). Grundlage fur diese Diskussion war die Beobachtung, daf3
sich die Aktivitat der Cytochromoxidase ¢ mit zunehmendem Alter verringert (Hayashi et al.,
1994). Desweiteren wurde eine Akkumulation von Mutationen im mitochondrialen Genom
wahrend des Alterungsprozesses beobachtet (Wallace, 1992; Cortopassi und Wong, 1999).
Inzwischen konnte nachgewiesen werden, dal3 deren primare Ursache rezessive Mutationen
der nukledaren DNA darstellen (Isobe et al., 1998). Als Folge solcher rezessiver Mutationen
gerat das Verhaltnis zwischen nuklear und mitochondrial kodierten Proteinkomponenten, die
gemeinsam die Atmungskette konstituieren, aus dem Gleichgewicht, und es kommt zu einer
Anhaufung freier Radikale (Lee und Wei, 1997). Die mitochondriale DNA, die in der
mitochondrialen Matrix in enger Nachbarschaft zu den membranassoziierten
Atmungskettenkomponenten  lokalisiert ist, unterliegt dadurch einer erhdhten
Mutationsanfalligkeit. Dieses erhdhte Mutations-Risiko wird noch dadurch verstarkt, daf3 die
mitochondriale DNA nicht in dem Mal3e wie die nukleare DNA durch Histone geschutzt ist
und nur ein begrenztes Spektrum an DNA-Reparaturmechanismen in den Mitochondrien zur
Verfiigung steht (Croteau et al., 1999; Marcelino und Thilly, 1999; Sawyer und Van Houten,
1999).

Neben dem Alterungsprozel? werden auch verschiedene Krankheiten mit mitochondrialen
Fehlfunktionen in Verbindung gebracht, deren Auswirkungen auf3erst vielschichtig sind.
Multisystemdefekte, einschliel3lich degenerativer Verdnderungen von Muskel- und zentralem
Nervensystem bis hin zum Verlust des Seh- bzw. HOrvermogens, sind bekannt (Schapira

und Cock, 1999). In vielen Fallen wird auf zellularer Ebene eine Beeintrachtigung der
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oxidativen Phosphorylierung diagnostiziert (Schapira und Cock, 1999). Wegen der
besonderen Regulation mitochondrialer Prozesse durch zwei Genome gestaltet sich die
Suche nach den auslésenden Faktoren jedoch auf3erst komplex. Neben Mutationen von
kernkodierten mitochondrialen Enzymen, die z.B. bei dem Krankheitshild der Friedreichs-
Ataxie oder des Down-Syndroms eine Rolle spielen, kénnen auch die kernkodierten
Komponenten des mitochondrialen Imports mitochondriale Fehlfunktionen auslésen
(Druzhyna et al., 1998; Koehler et al., 1999; Lodi et al., 1999). Einige folgenschwere
Krankheiten werden aber auch durch Mutationen des mitochondrialen Genoms selbst
verursacht (Howell, 1999). Einen Uberblick uber die bisher auf dem humanen
mitochondrialen Genom identifizierten krankheitsausldsenden Mutationen bietet die
Abbildung 1.

Noch deutlicher zeigt sich die enge Verflechtung von mitochondrialen und zytosolischen
Prozessen bei der Huntington-Krankheit. Im Zusammenhang mit Huntington wurde ein
sekundarer Effekt auf die oxidative Phosphorylierung durch Mutation des vom Kern kodierten
nicht-mitochondrialen Proteins Huntingtin beschrieben (Gu et al., 1996; Martindale et al.,
1998; Sawa et al., 1999).

Komplex |

Komplex Il

Komplex IV

Komplex V

tRNA

ribosomale RNA

I

5 kb Deletion =

Abbildung 1: Humanes mitochondriales Genom. Bisher identifizierte Mutationen und Deletionen, die

mitochondriale Krankheiten verursachen, sind durch Pfeile markiert. (http://www.gen.emory.edu/mitomap.html).
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Neuere wissenschaftliche Untersuchungen fokussieren in zunehmendem MalRRe auf die Rolle
der Mitochondrien in der Signalkaskade, die zur Apoptose fuhrt (Papa und Skulachev, 1997;
Siesjo et al., 1999; Halestrap et al., 2000). Aus bisherigen Untersuchungen ist bekannt, daf3
apoptogene Faktoren wie Cytochrom c¢ und AIF (apoptosis inducing factor) aus den
Mitochondrien in einem friihen Stadium der Apoptose freigesetzt werden (Green und Reed,
1998; Skulachev, 1998; Martinou et al., 2000). Ein Wechselspiel zwischen pro- und
antiapoptotischen  Vertretern der  Bcl-2-Familie  steuert die  Ausbildung von
Translokationsporen, Uber die mitochondriale Proteine in das Zytosol gelangen (Crompton,
1999; Eskes et al., 2000; Tsujimoto und Shimizu, 2000; Adams und Cory, 2001). Einmal im
Zytosol, bewirkt Cytochrom c die Oligomerisierung von Apaf-1, das als eine Art
Adaptermolekil fungiert. Durch diese Oligomerisierung konnen an Apaf-1 gebundene
Procaspase-9-Molekile durch gegenseitige Autoprozessierung aktive Caspase-9 freisetzen,
die dann weitere Caspasen® aktivieren (Papa und Skulachev, 1997; Bossy-Wetzel und
Green, 1999; Siesjo et al., 1999). Das Voranschreiten der Apoptose |a3t sich unter anderem
an einer dramatisch veranderten Zellmorphologie und der Fragmentierung der genomischen

DNA nachweisen.

Auch die kontrovers gefiihrten Diskussionen, ob neurodegenerative Erkrankungen, wie
Alzheimer und Parkinson, mitochondrial verursachte Krankheiten sind, werden im
Zusammenhang mit apoptotischen Prozessen betrachtet (Bonilla et al., 1999; Ito et al., 1999;
Meier-Ruge und Bertoni-Freddari, 1999). So wurde bei diesen beiden Erkrankungen in einer
Vielzahl von Féallen eine verringerte respiratorische Aktivitat im betroffenen Hirngewebe
diagnostiziert (Wallace, 1992). Das vermehrte Auftreten mitochondrialer Mutationen im Alter
in Kombination mit spezifischen Defekten in Atmungskettenkomponenten, die in rezessiven
nuklearen Mutationen begrindet sind, kdnnten durch synergistische Effekte das spate
Einsetzen der Krankheitssymptome verschiedener neurodegenerativer Erkrankungen

erklaren. An dieser Stelle soll auf die Internetseite http://www.gen.emory.edu/mitomap.html

verwiesen werden, auf der die neuesten wissenschaftlichen Erkenntnisse Uiber das humane

mitochondriale Genom verdffentlicht werden.

! Caspasen sind Cystein-abhéangige Aspartat-gerichtete Serinproteasen, die als inaktive Proformen in

der Zelle existieren, bis sie durch andere Proteine aktiviert werden.
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2. Die mitochondriale DNA-Replikation

Ein Prozess, der die mitochondriale Funktionalitdit mafigeblich beeinflu3t, besteht in der
Erhaltung eines funktionellen mitochondrialen Genoms. Insbesondere die Vervielfaltigung
der Erbinformation der Mitochondrien, also die mitochondriale DNA-Replikation, ist fur die

Weitergabe funktioneller Mitochondrien an neue Zellgenerationen entscheidend.

2.1. Transkriptionsabhangige mtDNA-Replikation

Am besten ist die Replikation mitochondrialer DNA fiir das humane System beschrieben. Die
Replikation der ringférmigen doppelstrangigen DNA in humanen Mitochondrien wird von
einem Transkriptionsereignis eingeleitet (Clayton, 1991; Lee und Clayton, 1998). Die
Replikation des cytidinreichen L-Stranges (light strand) erfolgt zeitlich versetzt zur
Replikation des guanosinreichen H-Stranges (heavy strand). Ausgehend von einem vor dem
Replikationsursprung des H-Stranges lokalisierten Promoter, werden RNA-Transkripte von
der mitochondrialen RNA-Polymerase synthetisiert. Diese Transkripte dienen entweder der
Expression mitochondrialer Gene oder werden durch die RNase MRP derart prozessiert, daf3
sie als Primer fir die mitochondriale DNA-Polymerase fungieren kdnnen. Die ldentifizierung
von RNA-DNA-Hybriden unterstutzt diesen Mechanismus (Xu und Clayton, 1996). Die
Replikation des L-Stranges wird dagegen erst dann mit Hilfe einer DNA-Primase initiiert,
wenn im Verlauf der Replikation des H-Stranges der Replikationsursprung des L-Stranges in

einzelstrangiger Form vorliegt (Clayton, 1991).

Es gibt zahlreiche Hinweise daflr, dall dieser Mechanismus in hohem Malde
speziesubergreifend konserviert ist. Vergleicht man z.B. Mitochondrien von Vertebraten mit
denen aus der Béckerhefe S. cerevisiae, so findet man alle sequenzhomologen Proteine der
Replikationsmaschinerie, die flr den oben beschriebenen Replikationsmechanismus benétigt
werden (Schmitt und Clayton, 1993). Ebenso weist die mitochondriale DNA in Hefe typische
G/C-Motive in der ansonsten A/T-reichen Basensequenz auf, die den stark konservierten
Sequenzen im Replikationsursprung der Vertebraten entsprechen (de Zamaroczy et al.,
1984). Im Gegensatz zu Vertebraten, die nur einen aktiven Replikationsursprung in ihrem
mitochondrialen Genom aufweisen, beobachtet man in dem ca. finfmal gréReren
mitochondrialen Genom der Hefe acht homologe Sequenzen, von denen drei durch ihre
Nachbarschaft zu Promotoren eine transkriptionsabhangige Replikation ermdglichen (Foury
et al., 1998). Hinzu kommt, dal3 auch in Hefe stabile RNA-DNA-Hybride identifiziert werden
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konnten, deren 5'-DNA-Enden, wie in Vertebraten, innerhalb der als Replikationsstart

postulierten Sequenzbereiche kartieren (Xu und Clayton, 1995; Graves et al., 1998).

2.2. Alternative Replikationsmechanismen in Hefe

Neben einer durch Transkription eingeleiteten DNA-Replikation werden flr S. cerevisiae
auch andere Replikationsmechanismen vorgeschlagen. Ausschlaggebend hierflr war die
Beobachtung, dal3 in Hefe mitochondriale Genome, unabhangig von der Anwesenheit der als
Replikationsurspringe identifizierten Sequenzbereiche bzw. einer transkribierenden RNA-
Polymerase, repliziert werden. Zum Beispiel werden mitochondriale Genome, die
ausschlieBlich  aus  A/T-Basenpaarungen  bestanden, also keine der fir
Replikationsurspriinge typischen G/C-Motive aufweisen, Gber mehrere Generationen stabil
repliziert (Fangman und Dujon, 1984). Noch bemerkenswerter ist, dal3 spezielle als
hypersuppressiv’ bezeichnete mitochondriale Genome, die ausschlieRlich tandemartig
aneinandergereihte Replikationsurspriinge enthalten, in Abwesenheit der mitochondrialen
RNA-Polymerase repliziert werden. Erstaunlicherweise bleibt dabei sogar ihre
Hypersuppressivitdt - also die bevorzugte Weitergabe ihrer mitochondrialen DNA an
nachkommende Zellgenerationen - erhalten (Fangman et al., 1990; Lorimer et al., 1995).
Diese offensichtlich ohne Transkription replizierten Genome sind jedoch nicht-funktionelle
sogenannte [rho ]-Genome, die keine respiratorische Aktivitat vermitteln kdnnen. Dennoch
werden sie stabil Gber Generationen hinweg repliziert. Diese Tatsache impliziert, da? neben
der durch Transkription initierten DNA-Replikation in Hefe noch andere

Replikationsmechanismen existieren.

Als Alternative wird z.B. die Initiation der DNA-Synthese durch eine DNA-Primase diskutiert,
bei der die Replikation beider Strange in beide Richtungen innerhalb der als
Replikationsursprung identifizierten Region initiiert wird (Lorimer et al., 1995). So kénnte zum
Beispiel die DNA-Primase durch sequenzspezifische Komponenten, wie dem
Transkriptionsfaktor Mtflp (sc-mtTFB) und dem DNA-bindenden Protein Abf2p (sc-mtTFA),

2 Suppressivitat ist ein Merkmal von mitochondrialen [rho ]-Genomen und ist ein Ausdruck dafur, ob
nach einer Kreuzung von haploiden Zellen mit unterschiedlichen mitochondrialen Genomen Zygoten
auftreten, die vorwiegend eines der beiden parentalen mitochondrialen Genome aufweisen. Ist die
Suppressivitat eines [rho ]-Genoms so hoch, daf? fast alle Zygoten dieses spezifische [rho ]-Genom

tragen, spricht man von Hypersuppressivitat.
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zu dem Initiationskomplex am jeweiligen DNA-Strang dirigiert werden (Graves et al., 1998).
Dieser RNA-Polymerase unabhangige Transkriptionsmechanismus wirde aber noch nicht
die Replikation eines allein aus A/T-Basenpaaren bestehenden mitochondrialen Genomes

erklaren (Fangman und Dujon, 1984).

Mdglicherweise spielen auch Mechanismen eine Rolle, die analog der Replikation von ARS-
Bereichen (autosomal replicative sequences) auf der nuklearen DNA in Hefe verlaufen. ARS-
ahnliche Sequenzen, lassen sich in  enger Nachbarschaft zu den meisten

Replikationsurspriingen finden (Graves et al., 1998).

Ferner kdnnten Rekombinationsintermediate das auslosende Ereignis fir die Replikation
darstellen (MacAlpine et al., 1998). Schlie3lich werden auch Mechanismen, wie rolling circle
oder eine diskontinuierliche Replikation diskutiert, die sogar linearisierte DNA-Spezies mit in
Betracht ziehen (Nosek et al., 1998).

Angesichts dieser Vielfalt an potentiell alternativen Replikationsmechanismen neben der
durch die RNA-Polymerase vermittelten Initiation soll hier jedoch klar herausgestellt werden,
daf’ auch in Hefe stets nur dann funktionelle - also Respiration vermittelnde - mitochondriale
Genome vererbt werden, wenn sowohl die mitochondriale RNA-Polymerase als auch ein
kompletter Replikationsursprung vorhanden sind. Trotzdem sind genaue Erkenntnisse uber
alternative und moglicherweise konkurrierende Replikationsmechanismen eine wichtige
Voraussetzung fiur das Verstandnis der Funktion der Mitochondrien im Lebenszyklus der
Zelle. Sollten transkriptionsunabhdngige Replikationsmechanismen existieren, ware es
interessant, Komponenten zu identifizieren, die an solchen Prozessen beteiligt sind.
Vorstellbar wéare zum Beispiel eine Funktion von Chaperonen wie dem Hsp70-System

analog zur DNA-Replikation von Bakteriophagen (vgl. 1.3.2).

3. Hsp70-Systeme und DNA-Replikation

3.1. Das Hsp70-System - ein Chaperonsystem

Hsp70-Systeme spielen bei den unterschiedlichsten zellularen Prozessen eine wichtige
Rolle. Komponenten des Hsp70-Systems konnten bisher in allen untersuchten
prokaryontischen und eukaryontischen Zellen in verschiedenen Zellkompartimenten

identifiziert werden. Wegen der erhdhten Expression der Hsp70-Proteine unter Hitzestress
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werden diese auch als Hitzeschockproteine (Hsp) klassifiziert, obwohl inzwischen auch
konstitutiv exprimierte homologe Proteine (Hsc) bekannt sind. Als Chaperone sind Hsp70-
Systeme an einer Vielzahl von Assemblierungs- und Dissemblierungsprozessen beteiligt, die
maf3geblich den Proteinmetabolismus bestimmen. Sowohl bei der Proteinsynthese, der
Faltung und Translokation von Proteinen als auch beim Abbau von Polypeptiden sind
Mitglieder des Hsp70-Systems involviert (Bukau und Horwich, 1998). Dabei ist das
hochkonservierte Hsp70-Protein die zentrale Komponente in den ATP-verbrauchenden
Prozessen. Die Aktivitat und Substratspezifitit von Hsp70-Proteinen wird durch
Cochaperone reguliert (Nagata et al., 1998; Pierpaoli et al., 1998; Kelley, 1999; Mayer et al.,
2000). Dem Hsp70-Protein aus E. coli, DnaK, assistieren zum Beispiel die beiden
Cochaperone, DnaJ und GrpE. Dabei vermittelt DnaJ die Bindung von Substratproteinen an
DnakK, wéahrend GrpE als Nukleotidaustauschfaktor fungiert. Gemeinsam stimulieren sie die
ansonsten sehr schwache ATPase-Aktivitdit von DnaK um mindestens das Hundertfache
(Liberek et al., 1991; Langer et al., 1992; McCarty et al., 1995; Packschies et al., 1997;
Buchberger et al., 1999).

Im Gegensatz zu den beiden Cochaperonen DnaJ und GrpE ist die Aminosauresequenz der
Hsp70-Proteine speziesubergreifend mit ca. 50% Sequenzidentitat sehr stark konserviert
(Webster et al., 1994). Die Homologie der Nukleotidaustausch-Faktoren ist auf wenige kurze
Sequenzmotive beschrankt, so daf3 eine Identifizierung funktionsverwandter Proteine auf
Basis von Aminosaure Sequenzvergleichen kaum maglich ist (Bollinger et al., 1994; Laloraya
et al., 1994; Hohfeld und Jentsch, 1997; Naylor et al., 1998). Homologe des Cochaperons
DnaJ zeichnen sich in erster Linie durch das Vorhandensein der ca. 70 Aminosaurereste
umfassenden sogenannten J-Domane aus (Caplan et al., 1993; Cyr et al., 1997; Kelley,
1998).

Das Hsp70-System arbeitet in einem ATP-abhangigen Zyklus, welcher am intensivsten fur
das aus DnakK, DnaJ und GrpE bestehende Chaperon-System von E. coli untersucht wude
(Hartl, 1996; Rassow et al., 1997; Pierpaoli et al., 1998).

Im Verlauf dieses Zyklus tritt DnaK in einer ATP- und in einer ADP-gebundenen Form auf.
Das jeweils gebundene Nukleotid bestimmt die Konformationen von DnaK und dadurch die
Starke der Bindungsaffinitat zwischen DnaK und Substrat®. In der ATP-gebundenen Form

weist die Peptid-Bindungstasche von DnaK eine relativ geringe Affinitdt zum Substrat auf.

% Als Substrate werden hier Proteine bzw. Polypeptide bezeichnet, die ausgedehnte hydrophobe Bereiche an

ihrer Oberflache exponieren.
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Erst nach der durch DnaJ und das Substrat selbst stimulierten ATP-Hydrolyse vollzieht sich
eine Konformationsanderung, in deren Folge sich die Affinitdt von DnaK zum Substrat
erhdht. Der anschlieBende Austausch von ADP gegen ATP, bewirkt die Ruckkehr zu einer
Konformation mit geringer Substrataffinitdt. Das schwach gebundene Substrat hat die
Mdglichkeit, sich aus der Wechselwirkung mit DnaK zu l6sen oder erneut diesen Zyklus zu

durchlaufen (Pierpaoli et al., 1998).

Abbildung 2: Modell fir die Regulation von DnaK durch DnaJ nach Laufen (Laufen et al., 1999). ©® DnaJ
interagiert mittels seiner J-Doméne mit der ATPase- und der Peptidbindungsdomane von DnaK (a) und
prasentiert der Peptidbindungstasche von DnaK das Substratprotein S (b). Die Reihenfolge der beiden Schritte a
und b ist bislang noch unklar. @ Die stimulierte ATP-Hydrolyse verlauft parallel mit dem SchlieRen der
Peptidbindungstasche von DnaK. @ SchlieRlich dissoziiert DnaJ von dem DnaK/ADP/Substrat-Komplex ab. Der
durch GrpE stimulierte Austausch von ADP gegen ATP, die Offnung der Peptidbindungstasche und die
anschlielRende Freisetzung des Substrats regeneriert DnaK und ermdglicht so die regulierte reversible

Substratbindung und -freisetzung.

Alle Hsp70-abhangigen Assemblierungs- und Dissemblierungsprozesse basieren auf diesem
zyklischen Wechsel zwischen hoch- und niedrigaffiner Bindung der Hsp70-Proteine an das
entsprechende Substrat. Die dazu erforderliche ,Kommunikation“ zwischen der ATPase- und
der Peptidbindungsdomane wird durch die jeweiligen Vertreter der DnaJ-Proteinfamilie
vermittelt (vgl. Abbildung 2) (Géassler et al., 1998; Suh et al., 1998; Davis et al., 1999; Laufen
et al., 1999;).
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3.2. Beteiligung von Hsp70-Systemen an DNA-Replikationsprozessen

Neben der Funktion des Hsp70-Systems als Faltungshelfer fir aggregationsanfallige,
denaturierte oder neu synthetisierte Proteine, also Substrate, die sich alle durch nicht native
Strukturen auszeichnen, gibt es auch einige zellulare Prozesse, bei denen native Proteine
als Substrate fiir Hsp70 fungieren. So ist beispielsweise bekannt, daR ¢*, RepA und AP in

der nativen Konformation Substrate fiir Hsp70 darstellen.

Die Komponenten des Hsp70-Systems aus E. coli, DnaK, DnaJ und GrpE wurden anfanglich
nur als essentielle Wirtsfaktoren fir die DNA-Replikation des Bakteriophagen A aufgrund
ihrer Wechselwirkung mit AP beschrieben (Saito und Uchida, 1978; Saito et al., 1978;
Yochem et al., 1978). Dabei besteht die Funktion des Hsp70-Systems darin, das
Phagenprotein AP vom preprimosomalen Komplex abzulésen, nachdem dieses seine
Aufgabe, die Helikase DnaB zu dem Replikationsursprung oriA zu transportieren, erfullt hat.
Ohne das Hsp70-System wirde DnaB durch AP blockiert bleiben. Erst die partielle
Dissemblierung durch DnaK ermd@glicht die Initiation der Replikation (Alfano und McMacken,
1989; Zylicz et al., 1989; Zylicz et al., 1998). Ein anderer Mechanismus wurde bei Viren, wie
SV40 oder Polyomaviren, beobachtet. Hier besitzen bereits viruseigene Proteine ein
wichtiges Strukturmerkmal der DnaJ-Proteine. Die N-Termini der groRen Tumorantigene
dieser Viren wurden als J-Doménen identifiziert, die analog zur J-Domane im DnaJ von
E. coli gemeinsam mit einem wirtseigenen Hsp70-Protein bei der Replikation der viralen
DNA agieren (Kelley und Landry, 1994; Campbell et al., 1997). Ein weiteres Beispiel fur eine
Beteiligung von Hsp70-Systemen an der DNA-Replikation wurde fur Papillomavirus-11
beschrieben. Auch hier sind nur zwei viruseigenen Proteine, E1 und E2, an der Replikation
der viralen DNA beteiligt, alle anderen fir die DNA-Replikation benétigten Proteine, darunter
ein Hsp70-System, werden vom Wirt genutzt. Die Aktivitat der Helikase E1 wird durch das
humane Hsp70-System stimuliert (Liu et al., 1998). Im Unterschied dazu ist bei der
Replikation von Plasmid P1 in E. coli nicht die Replikation an sich, sondern die Bildung des
Initiationskomplexes vom Hsp70-System abhangig. RepA-Dimere missen in die monomeren
Untereinheiten dissembliert werden, welche erst dann mit hoher Affinitdt an den
Replikationsursprung oriP1 binden und die Bildung des Initiationskomplexes ermdglichen
(Wickner et al., 1990; Wickner et al., 1992; Chattoraj et al., 1996). Uber einen &hnlichen
Mechanismus konnte die Replikation der chromosomalen DNA von E. coli ausgehend von
dem Replikationsursprung oriC verlaufen. Auch hier bildet mdglicherweise eine
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chaperonvermittelte Dissemblierung von nicht-funktionellen Oligomeren des Initiationsfaktors

DnaA die Voraussetzung fur die Initiation der Replikation (Sakakibara, 1988).

Chaperone der Hsp70-Familie sind auBerdem an DNA-Reparaturmechanismen beteiligt, die

fur die Erhaltung eines Genomes ebenfalls von groRer Bedeutung sind (Zou et al., 1998).

4. DnaJ und homologe Proteine

Die Funktionalitat von Hsp70-Proteinen wird von Cochaperonen stimuliert und modelliert. Die
Vertreter der Familie der J-Proteine beeinflussen sowohl die ATP-Hydrolyse als auch die
Substratbindung von Hsp70. Dabei spielt die J-Domane als gemeinsames Strukturmerkmal
eine zentrale Rolle (Cyr, 1997; Rassow et al., 1997; Bukau und Horwich, 1998). Wahrend
alle Vertreter dieser Proteinfamilie die ca. 70 Aminosduren umfassende J-Doméne

aufweisen, werden sie anhand zuséatzlicher Strukturmerkmale in drei Klassen unterteilt.

Klasse 1 [ LT

Klasse 2 [

Klasse 3

B intrazellulares Lokalisationssignal === J-Doméne == G/F-Linker
(optional)

== C-terminale Sequenz I Cystein-Motiv

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Sequenzmerkmale der drei Klassen an DnaJ-Proteinen.

Proteine mit einer N-terminalen J-Domane, gefolgt von einem glycin-/phenylalaninreichen
Bereich (G/F-Linker), der als Linker zu einem Cystein-Motiv im C-terminalen Abschnitt
fungiert, werden haufig als "DnaJ-Proteine" schlechthin bezeichnet und gehtren der ersten
Klasse an. Der prominenteste und am besten charakterisierte Vertreter der DnaJ-Proteine ist
DnaJ aus E. coli. Fur dieses DnaJ-Protein konnte gezeigt werden, dal® das Cystein-Motiv,
welches aus repetitiven cysteinreichen Sequenzen besteht, fir die Koordination von zwei
Zn**-lonen verantwortlich ist (Banecki et al., 1996; Szabo et al., 1996). Im Unterschied zu

den ,echten® DnalJ-Proteinen fehlt den Vertretern der zweiten Klasse dieses
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zinkfingerahnliche Cystein-Motiv. In einer dritten Klasse werden Proteine zusammengefalit,
die ausschlieB3lich eine J-Domane aufweisen, die zudem nicht zwingend am N-Terminus
dieser Proteine lokalisiert sein muf3. Meistens zeichnen sich diese Proteine durch zusétzliche
Sequenzmerkmale, wie z.B. Transmembrandomanen aus, die deren spezifische Lokalisation
bestimmen (Kelley, 1998).

Wegen der Hitzeinduzierbarkeit vieler Vertreter dieser Proteinfamilie und einem
Molekulargewicht von annahernd 40 kD werden sie haufig auch als Hsp40-Proteine

klassifiziert.

Strukturelle Daten sind inzwischen flr das N-terminale Fragment bzw. das Cystein-Motiv als
isolierte Domanen nicht jedoch fur das gesamte Protein verdffentlicht (Szyperski et al., 1994;
Hill et al., 1995; Pellecchia et al., 1996; Martinez-Yamout et al., 2000).

4.1. Die J-Domane

Die allen DnaJ-Proteinen gemeinsame J-Domaéne, bildet die unabdingbare Voraussetzung
fur die Funktion dieser Proteine als Cochaperone fir Hsp70. Die N-terminalen 108
Aminosauren von Dnal, die neben der J-Doméane den G/F-Linker enthalten, sind z.B.
ausreichend fur die Stimulierung der ATPase-Aktivitat von DnaK (Wall et al., 1994). Mit bis
zu 60% Sequenzidentitat weist die J-Domé&ne mit Abstand die gréfite Homologie zu anderen
Proteinen der DnaJ-Familie auf. Absolut konserviert sind dabei die drei
aufeinanderfolgenden ~ Aminoséauren  Histidin, Prolin  und Aspartat an den
Aminosaurepositionen 32-34. Durch 'H-NMR-Studien an N-terminalen Fragmenten von DnaJ
wurde eine kompakte durch a-Helices dominierte Struktur bestimmt (Szyperski et al., 1994;
Hill et al., 1995; Pellecchia et al., 1996). Zwei der vier a-Helices, Helix Il und Helix I, sind
antiparallel angeordnet und durch den sogenannten HPD-loop verbunden, der die
konservierten Aminoséuren Histidin (H), Prolin (P) und Aspartat (D) enthalt (Abbildung 4).
Zusammen mit Helix 1 umschlieRen Helix Il und Helix Il einen hydrophoben Kern. Einige
Aminosauren an der Oberflache von Helix Il und Ill sind gemeinsam mit dem HPD-loop fir
die Interaktion mit dem jeweiligen Hsp70-Protein verantwortlich. Wéhrend der HPD-loop
dabei absolut essentiell fur die funktionelle Wechselwirkung mit Hsp70 ist, bestimmen die
Aminosauren an der Oberflache der beiden Helices Il und Il wahrscheinlich die Spezifitat zu
einem bestimmten Hsp70-Molekil (Schlenstedt et al., 1995; Greene et al., 1998).

Die fur *H-NMR Studien verwendeten N-terminalen Fragmente von DnaJ, umfal3ten neben

der J-Doméane auch Teile des G/F-Linkers. Fur die Strukturaufklarung ist die Flexibilitat
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dieses Bereiches jedoch zu hoch. Uberraschenderweise scheint aber die Lange des Linkers
sowohl die Struktur der J-Doméne als auch deren Funktion als Cochaperon wesentlich zu
beeinflussen (Huang et al., 1999; Yan und Craig, 1999).

Anders als fur die J-Doméane und den G/F-Linker, ist Uber die Funktion des C-Terminus
bisher wenig bekannt. Es wird vermutet, dal3 der C-terminale Teil der DnaJ-Proteine die
Substratspezifitdt bestimmt. Lediglich fir das Cystein-Motiv wurde eine Rolle bei der Bindung
an das Peptidrickgrad entfalteter Proteine postuliert (Banecki et al., 1996; Karzai und
McMacken, 1996; Szabo et al., 1996).

HPD-loop

-

Hil

Abbildung 4: Struktur der J-Doméne von DnaJ. N- und C-Terminus, die vier Helices und der HPD-loop sind

gekennzeichnet (Pellecchia et al., 1996).

4.2. Mdjlp - ein mitochondriales DnaJ-Protein in Saccharomyces cerevisiae

Nach der vollstandigen Sequenzierung des Genoms von S. cerevisiae, sind 18 Dnal-
homologe Proteine und 14 Hsp70-Homologe in diesem Organismus bekannt (Ziegelhoffer et
al., 1996; Cyr, 1997). Jedes Kompartiment der Hefezelle ist dabei mit einem eigenen Satz an
Hsp70-Systemen ausgestattet. Moglicherweise besetzt jedes Hsp70-System eine

spezifische funktionelle Nische (Silver und Way, 1993).
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So sind in Mitochondrien inzwischen drei Hsp70-Homologe (Ssclp, Ssqlp und Ecm10)
bekannt (Craig et al., 1989; Schilke et al., 1996; Rassow et al., 1997; Baumann et al., 2000).
Ebenfalls drei Proteine mit einer J-Domane konnten bisher in Mitochondrien identifiziert
werden (Rowley et al., 1994; Westermann und Neupert, 1997; Strain et al. 1998; Voisine et
al., 2001).

Als erstes mitochondriales DnaJ-Protein wurde Mdjlp in S. cerevisiae entdeckt (Rowley et
al., 1994). Wie DnaJ aus E. coli, zu dem Mdjlp eine Aminosaure-ldentitat von 32% aufweist,
wird MDJ1 sowohl konstitutiv als auch hitzeinduziert exprimiert. Mdjlp besitzt die gleiche
Domanenstruktur, wie E.coli DnaJ und zahlt daher zu den ,echten® DnaJ-Proteinen.
Zusammen mit Ssclp (mt-Hsp70) und Mgelp (mt-GrpE) konstituiert Mdjlp ein Hsp70-
System, dald innerhalb der mitochondrialen Matrix von S. cerevisiae eine &hnliche Rolle
Ubernimmt wie das bakterielle Hsp70-System, bestehend aus DnaK, DnaJ und GrpE, im
Zytosol von E. coli (Deloche et al., 1997a; Deloche et al., 1997b; Savel'ev et al., 1998; Kubo
et al., 1999). Ebenso wie in E. coli ist dieses Hsp70-System an der Proteinfaltung beteiligt
und verhindert die Aggregation hitzesensitiver Proteine (Rowley et al., 1994; Prip-Buus et al.,
1996; Westermann et al., 1996). Dabei sind sowohl mitochondrial synthetisierte als auch
importierte Proteine Substrate dieses Chaperonsystems (Kang et al., 1990; Herrmann et al.,
1994; Rowley et al., 1994; Westermann et al., 1996). Wéahrend jedoch das mitochondriale
Hsp70 (Ssclp) und das mitochondriale GrpE (Mgelp) zusatzlich eine essentielle Funktion
beim mitochondrialen Proteinimport erfillen, ist Mdjlp an diesem Prozel3 nicht beteiligt
(Kang et al., 1990; Rowley et al., 1994; Horst et al., 1997).

Bei der Untersuchung einer Mutante, in der MDJ1 deletiert war, wurde neben der
Temperatursensitivitiat bei  37°C ein  Wachstumsdefekt auf nicht-fermentierbaren
Kohlenstoffquellen festgestellt (Rowley et al., 1994). Als Ursache fir die Unfahigkeit dieser
Nullmutante, auf nicht-fermentierbaren Kohlenstoffquellen zu wachsen, wurde der Verlust
des mitochondrialen Genoms vermutet. Bisher konnte jedoch nicht gezeigt werden, warum

die Deletion von MDJ1 den Verlust des mitochondrialen Genoms zur Folge hat.
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5.  Zielsetzung dieser Arbeit

AnlaR fir diese Arbeit war die Beobachtung, dal? Mitochondrien in Abwesenheit von Mdj1p
kein mitochondriales Genom aufweisen. Nachdem fir die Komponenten des bakteriellen
Hsp70-Systems in E. coli eine essentielle Funktion bei der Replikation der A-Phagen-DNA
beschrieben ist, sollte in dieser Arbeit untersucht werden, ob - in Analogie zur Rolle von
DnaJ bei der Replikation der A-Phagen-DNA in E. coli - Mdjlp an der Replikation der
mitochondrialen DNA in S. cerevisiae beteiligt ist. Zwei verschiedene Szenarien sind
vorstellbar: 1. Mdjlp spielt eine direkte Rolle bei der DNA-Replikation, indem es die Aktivitat
oder Funktionalitat spezifischer an der DNA-Replikation beteiligter Faktoren reguliert oder 2.
Mdjlp spielt eine indirekte Rolle bei der Vererbung der mitochondrialen DNA, indem es z.B.
die Faltung einer oder mehrerer an der DNA-Replikation oder -Segregation beteiligten

Komponenten férdert.

Durch die Isolierung von Suppressoren konditionaler MDJ1-Mutanten sollte versucht werden,
potentielle Mdjlp-abhéngige Faktoren zu identifizieren. Zu Beginn dieser Arbeit standen
dafur vier verschiedene Hefestdmme zur Verfligung, die aufgrund von Mutationen im MDJ1-
Allel nur bei 24°C nicht jedoch bei 37°C zu respiratorischem Wachstum in der Lage waren
(Westermann et al., 1996).

Weiterhin sollte untersucht werden, ob nicht-mitochondriale DnaJ-Proteine Mdjlp funktionell
ersetzen konnen. Mit diesem Versuchsansatz kdnnten Aussagen Uber die funktionelle

Spezifitat von DnaJ-Proteinen gewonnen werden.
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. Materialien und Methoden

1. Material

1.1. Chemikalien

Acrylamid
Adenin
Agar-Agar
Agarose
Aminoséaure-Kit
APS

Ampicillin
Bacto® Peptone
Bacto® Tryptone
Bacto® Yeast Extract
Bisbenzimid
Brilliant Blue R
Casiumchlorid
Chloramphenicol
CTAB
Cycloheximid
DAPI

DEPC

DMSO

DTT

EDTA
Ethidiumbromid
Ficoll-400
Formaldehyd
Formamid
Harnstoff
HEPES

Sigma (St. Louis, USA)
Fluka (Buchs, CH)

Roth (Karlsruhe)

ICN (Costa Mesa, USA)
Sigma (St. Louis, USA)
Roth (Karlsruhe)

Sigma (St. Louis, USA)
Difco (Detroit, USA)
Difco (Detroit, USA)
Difco (Detroit, USA)
Sigma (St. Louis, USA)
Sigma (St. Louis, USA)
Sigma (St. Louis, USA)
Fluka (Buchs, CH)

ICN (Costa Mesa, USA)
ICN (Costa Mesa, USA)
Sigma (St. Louis, USA)
Sigma (St. Louis, USA)
Sigma (St. Louis, USA)
AppliChem (Darmstadt)
AppliChem (Darmstadt)
Sigma (St. Louis, USA)
Sigma (St. Louis, USA)
Fluka (Buchs, CH)
Sigma (St. Louis, USA)
Roth (Karlsruhe)
AppliChem (Darmstadt)
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L-Histidin

Imidazol

IPTG

Kanamycin
Lachs-Spermien-DNA
L-Leucin
Magermilchpulver ,Glucksklee®
L-Methionin
N,N*-Methylenbisacrylamid
MES

MOPS

Nickelsulfat

PEG

p-Phenylendiamin

PMSF

Polyvinylpyrrolidon
PonceauS

Raffinose

Rotiphorese® Gel 30

SDS

Sorbitol

Sequagel™ XR

TCA

TEMED
Triphenyl-tetrazoliumchlorid
Tris

Triton X-100
Trypsin-Inhibitor aus Sojabohnen
Tryptophan

Tween-20

Uracil

Xylencyanol

Fluka (Buchs, CH)
Fluka (Buchs, CH)
AppliChem (Darmstadt)
Fluka (Buchs, CH)
Sigma (St. Louis, USA)
Fluka (Buchs, CH)
Nestlé (Frankfurt)
Sigma (St. Louis, USA)
GibcoBRL (Eggenstein)
Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Fluka (Buchs, CH)
Fluka (Buchs, CH)
Sigma (St. Louis, USA)
Sigma (St. Louis, USA)
ICN (Costa Mesa, USA)
Fluka (Buchs, CH)
SERVA (Heidelberg)
Roth (Karlsruhe)

ICN (Costa Mesa, USA)
Sigma (St. Louis, USA)
BlOzym (Hess. Oldendorf)
Sigma (St. Louis, USA)
Roth (Karlsruhe)
Sigma (St. Louis, USA)
Sigma (St. Louis, USA)
Biometra (Gottingen)
Sigma (St. Louis, USA)
Fluka (Buchs, CH)
Fluka (Buchs, CH)
Fluka (Buchs, CH)
Roth (Karlsruhe)

Géangige Laborchemikallien sind nicht aufgefihrt. Soweit nicht anders beschrieben, wurden

alle Chemikalien mit dem Reinheitsgrad p.a. verwendet und bei den Firmen Roth (Karlsruhe)

bzw. Sigma (St. Louis, USA) bezogen. Die verwendeten Radiochemikalien wurden von der

Firma Pharmacia Amersham (Freiburg) bezogen.
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1.2. Mikroorganismen

1.2.1. Escherichia coli

Tabelle 1: In dieser Arbeit verwendete E. coli - Stamme

Stamm Genotyp Referenz

XL1-blue recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44, relAl, lac, Bullock, 1987
F'[proAB, lacl"ZAM15, Tn10, (tet")]

1.2.2. Saccharomyces cerevisiae

Tabelle 2: In dieser Arbeit verwendete S. cerevisiae - Stamme

Stamm Genotyp Referenz

D237-10B Wildtyp Deutsche Stammsammlung fur

Mikroorganismen

YBW16 MATa, ade2, trpl, leu2, canl, his3, ura3, mdj1::HIS3 mit Westermann et al., 1996
pBWM11 [MDJ1, URAS, 2]

mdjl-4 MATa, ade2, trpl, leu2, canl, his3, ura3, mdj1::HIS3 mit Westermann et al., 1996
pMDJ315-4 [mdj1-4, LEU2, CEN]

mdj1-5 MATa, ade2, trpl, leu2, canl, his3, ura3, mdj1::HIS3 mit Westermann et al., 1996
pMDJ315-5 [mdj1-5 LEU2, CEN]

mdjl1-6 MATa, ade2, trpl, leu2, canl, his3, ura3, mdj1::HIS3 mit Westermann et al., 1996
pMDJ315-6 [mdj1-6, LEU2, CEN]

mdj1-7 MATa, ade2, trpl, leu2, canl, his3, ura3, mdj1::HIS3 mit Westermann et al., 1996
pBWM13-7 [mdj1-7, TRP1, CEN]

YTLO MATa, ade2, trpl, leu2, canl, his3, ura3, mdj1::HIS3 diese Arbeit

YTL1 MATa, ade2, trpl, leu2, canl, his3, ura3, mdj1::HIS3 mit diese Arbeit
pMDJ315 [MDJ1, LEU2, CEN]

YTL3AMMMDJ1  MATa, ade2, trpl, leu2, canl, his3, ura3, mdj1::HIS3 mit diese Arbeit
pYESMMMDJ1 [MDJ1, URA3, 2]

YTL3MSMDJ1 MATa, ade2, trpl, leu2, canl, his3, ura3, mdj1::HIS3 mit diese Arbeit

PYESMSMDJ1 [MDJ1, URA3, 2]
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YTL3MSDNAJ MATa, ade2, trpl, leu2, canl, his3, ura3, mdj1::HIS3 mit diese Arbeit
PYESMSDNAJ [DNAJ, URA3, 2]

YTL3MSSCJ1 MATa, ade2, trpl, leu2, canl, his3, ura3, mdj1::HIS3 mit diese Arbeit
PYESMSSCJ1 [SCJ1, URA3, 2]

YTL3MSSIS1 MATa, ade2, trpl, leu2, canl, his3, ura3, mdj1::HIS3 mit diese Arbeit
PYESMSSIS1 [SIS1, URA3, 2]

YTL3MSXDJ1 MATa, ade2, trpl, leu2, canl, his3, ura3, mdj1::HIS3 mit diese Arbeit
PYESMSXDJ1 [XDJ1, URA3, 24]

YTL3MSYDJ1 MATa, ade2, trpl, leu2, canl, his3, ura3, mdj1::HIS3 mit diese Arbeit
PYESMSYDJ1 [YDJ1, URA3, 2]

YTL3MSYDJ1g MATa, ade2, trpl, leu2, canl, his3, ura3, mdj1::HIS3 mit diese Arbeit
PYESMSYDJ1g [YDJC406S, URA3, 24]

YTL3MSM189 MATa, ade2, trpl, leu2, canl, his3, ura3, mdj1::HIS3 mit diese Arbeit
pYESMSM189 [MDJ189, URAS, 2]

YTL3MSD108 MATa, ade2, trpl, leu2, canl, his3, ura3, mdj1::HIS3 mit diese Arbeit
pYESMSD108 [DNAJ108, URA3, 2|]

1.3. Primer und Plasmide

1.3.1. Primer

Die in dieser Arbeit verwendeten Primer (Tabelle 3) wurden von der Firma MWG-Biotech
(Ebersberg) bezogen. Alle Primer waren HPSF-gereinigt. Sequenzierprimer waren an ihrem
5'-Ende mit dem Farbstoff IRD-41 modifiziert.

Tabelle 3: In dieser Arbeit verwendete Primer

Mutageneseprimer:

bamf (5'-CTG GGC CGT TAG TGC GAT CCG CCC GCT CC-3)

bamr (5'-GGA GCG GGC GGA TCG CAC TAA CGG CCC AG-3)

189f (5'-CGG TGG CGC AAG CAG ATA GTA ATC TAT GTT CAG AC-3)

189r (5'-GTC TGA ACA TAG ATT ACT ATC TGC TTG CGC CAC CG-3)

108f (5'-GGC GGA CGT GGT CGT TAA TAG GCG GCG CGC GGT GCT G-3)
108r (5'-CAG CAC CGC GCG CCG CCT ATT AAC GAC CAC GTC CGC C-3)
ydjscf (5'-CGA AGG TGT TCA ATG CGC ATC TCA ATG ATG AGC-3Y)

ydjscr (5'-GCT CAT CAT TGA GAT GCG CAT TGA ACA CCT TCG-3))
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PCR-Primer:

dnajf (5-CGC GGA TCC ATG GCT AAG CAA GAT-3')

dnajr (5-CGA ATT CCT ATT AGC GGG TCA GGT C-3')

mdijf (5’-GAA GAT CTA ACG AAG CAT TCA AG-3)

mdjr (5-GCG AGC TCT ATT AATTTT TTT TGT CAC C-3))

scjf (5-CGC GGA TCC CTAATT TTG GCG CAG-3)

scjr (5’-GCG AGC TCT ACT ACA ACT CAT CTT TG-3)

sisf (5-CGC GGA TCC ATG GTC AAG GAG ACA-3)

sisr (5-GCG AGC TCT ATT AAA AAT TTT CAT C-3)

xdjf (5-CGC GGA TCC ATG AGT GGC AGT GAT-3))

xdjr (5-GCG AGC TCA TCA TTG GAT ACA GCA G-3))

ydjf (5-CGC GGA TCC ATG GTT AAA GAA AC-3)

ydjr (5’-GCT CAT CAT TGA GAT GCG CAT TGA ACA CCT TCG-3)
regf (5-CGA ATATTC CCG GGC TAC CTG CGT CAG ACATTG-3)
regr (5'-GCC ATA AGC TTG TTA TGT TTA GAG TAT GAT ATA GG-3)

Sequenzierprimer:

SP6-IRD
TLT7-IRD

(5-CGATTT AGG TGA CAC TAT AG-3)
(5'-CGA AAT TAA TAC GAC TCA C-39)

1.3.2. Plasmide

Neben den in dieser Arbeit konstruierten Plasmiden, die in Tabelle 4 aufgeftihrt sind, wurden

folgende kommerziell erhéltliche Vektoren verwendet: pGEM3 (Promega, Madison, USA)

und pYES2.0 (Invitrogen, Groningen, NL).

Tabelle 4: In dieser Arbeit verwendete Plasmide

Plasmid Klonierung Referenz

pBWM24 1.3 kb- EcoRI/BamHI-Fragment mit ori5-Sequenz in pPGEM4  Benedikt Westermann
pFF1003 EcoRI-Fragment mit ori2-Sequenz in pSK(+) Francois Foury
pFF404 EcoRI-Fragment mit ori3-Sequenz in pSK(+) Francois Foury
pFF590 EcoRI-Fragment mit ori5-Sequenz in pSK(+) Francois Foury
pFF868 EcoRI-Fragment mit COXI-Sequenz in pSK(+) Francois Foury

pFF932

EcoRI-Fragment mit COXII-Sequenz in pSK(+)

Francois Foury
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pGEMSuU9

pGEMSuU9MDJ1

pPGEMSU9DNAJ

pGEMSuU9SCJ1

pGEMSuU9SIS1

pGEMSuU9XDJ1

pGEMSu9YDJ1

pMDJ1

pMDJ315

pMge(FY)

PYESM

PYESMS

pYESMMMDJ1
pPYESMSMDJ1

PYESMSDNAJ

Hindlll/BamHI-Insert mit der kodierenden Sequenz fir die
Aminosauren 1-69 der Fo-ATPase von Neurospora crassa in
pGEM3

PCR-Produkt von MDJ1 amplifiziert mit den Primern
mdjf/mdjr, kloniert in den mit BamHI/Sacl geschnittenen
Vektor pGEM3Su9

PCR-Produkt von DNAJ amplifiziert mit den Primern
dnajf/dnajr, kloniert in den mit BamHI/EcoRI geschnittenen
Vektor pGEM3Su9

PCR-Produkt von SCJ1 amplifiziert mit den Primern scjf/scjr,
kloniert in den mit BamHI/Sacl geschnittenen Vektor
pGEM3Su9

PCR-Produkt von SIS1 amplifiziert mit den Primern sisf/sisr,
kloniert in den mit BamHI/Sacl geschnittenen Vektor
pGEM3Su9

PCR-Produkt von XDJ1 amplifiziert mit den Primern xdjf/xdjr,
kloniert in den mit BamHI/Sacl geschnittenen Vektor
pGEM3Su9

PCR-Produkt von YDJ1 amplifiziert mit den Primern ydjf/ydir,
kloniert in den mit BamHI/Sacl geschnittenen Vektor
pGEM3Su9

Hindlll/Sacl-Insert mit MDJ1 einschlielich der endogenen

mitochondrialen Importsequenz in pPGEM3

Hindlll/Sacl-Insert mit MDJ1 einschlieBlich der

regulatorischen Sequenzen in pRS315
Ndel/BamHlI-Insert mit MGE1 in pET11a

Hindlll/Sacl-Insert mit MDJ1 einschlieRlich der
regulatorischen Sequenzen aus pMDJ315 in pRS426

PCR-Produkt mit den regulatorischen Sequenzen von MDJ1
amplifiziert mit den Primern regf/regr, kloniert in den mit
Sspl/Hindlll geschnittenen Vektor pYES2.0

Hindlll/Sacl-Insert mit der kodierenden Sequenz fur
Aminosauren 1-69 von Fo-ATPase von Neurospora crassa
aus pGEMSu9 in pYESM

Hindlll/Sacl-Insert aus pMDJ1 in pYESMS
Hindlll/Sacl-Insert aus pPGEMSu9MDJ1 in pYESMS

BamHI/EcoRI-Insert aus pPGEMSuU9DNAJ in pYESMS

Benedikt Westermann

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

Rowley et al., 1994

Rowley et al., 1994

Tanja Lisse, unveroffentlicht

Westermann et al., 1996

diese Arbeit (vgl. Abbildung 8)

diese Arbeit (vgl. Abbildung 9)

diese Arbeit
diese Arbeit

diese Arbeit



Il. Materialien und Methoden

22

pYESMSSCJ1 Hindlll/Sacl-Insert aus pPGEMSuU9SCJ1 in pYESMS
pYESMSIS1 BamHI/EcoRlI-Insert aus pPGEMSuU9SIS1 in pYESMS
pYESMSXDJ1 BamHI/EcoRI-Insert aus pPGEMSu9XDJ1 in pYESMS
pYESMSYDJ1 BamHI/EcoRI-Insert aus pPGEMSu9YDJ1 in pYESMS
PpYESMSYDJ1ls Mutagenese von pYESMSYDJ1 mit ydjscf/ydjscr
pYESMSM189  Mutagenese von pYESMSMDJ1 mit den Primern 189f/189r

pYESMSD108 Mutagenese von pYESMSDNAJ mit den Primern 108f/108r

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

1.4. Puffer und Lésungen

Puffer und Losungen sind in der Tabelle 5 aufgefihrt und tragen einen Verweis auf das

Kapitel im Methodenteil, in dem sie erstmals erwahnt werden.

Tabelle 5: Puffer und Lésungen

Fur Elektrophoresen (vgl. 11.2.2.9. und 11.2.4.1.)

TAE-Puffer 40 mM Tris/HAc, 1 mM EDTA, pH 8.0

10 x DNA-Auftragspuffer 50% (v/v) Glycerin, 0.25% Xylencyanol, 0.25% Bromphenolblau

FA-Puffer 20 mM MOPS, 250 mM Formaldehyd, 5 mM NaAc, 1 mM EDTA, pH 7.0

5 x RNA Auftragspuffer 20% (v/v) Glycerin, 30% (v/v) Formamid, 2.6% Formaldehyd, 80 mM MOPS, 20 mM

NaAc, 10 mM EDTA, 0.25% Bromphenolblau, pH 8.0

TBE-Puffer 89 mM Tris-Base, 89 mM Borat, 2 mM EDTA, pH 7.8

4 x Trenngelpuffer 3 M Tris/HCI, pH 8.8, 4 g/l SDS

4 x Sammelgelpuffer 0.5 M Tris/HCI, pH 6.8, 4 g/l SDS

5 x SDS-Probenpuffer 250 mM Tris/HCI, pH 8.0, 12% SDS, 40% (v/v) Glycerin, 0.6% Bromphenolblau, 5%

B-Mercaptoethanol

Elektrodenpuffer 50 mM Tris-Base, 190 mM Glycin, 1 g/l SDS

Fur Western-Blot (vgl. 11.2.4.3. und 11.2.4.4.)

Transfer-Puffer 20 mM Tris-Base, 150 mM Glycin, 20% (v/v) Methanol, 0.05% SDS
Ponceau-Farbeldsung 0.2% Ponceaus in 3% TCA
PBS 50 mM Natriumphosphat, 300 mM NacCl, pH 8.0

Blockier-Lsung 3% Magermilchpulver in PBS, 0.02% Tween-20
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Fur die Molekularbiologie (vgl. 11.2.2.)

STET-Puffer 50 mM Tris/HCI, 8% Sucrose, 0.1% Triton X-100, 50 mM EDTA, pH 8.0
Lysepuffer | 2% Triton X-100, 1% SDS, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 10 mM Tris/HCI, pH 8.0
Lysepuffer Il 50 mM Tris/HCI, 50 mM EDTA, 1% SDS, pH 8.0

TE-Puffer 10 mM Tris/HCI, 1 mM EDTA, pH 8.0

AE-Puffer 50 mM NAc, 10 mM EDTA, pH 5.3

Klenow-Puffer 20 mM Tris/HCI, 7 mM MgCl,, pH 8.0

Fur Southern- und Northern-Blot (vgl. I1.2.2.13. und 11.2.2.15.)

20 x SSC 3 M NacCl, 0.3 M Natriumcitrat
50 x Denhardt-L6sung 1% Ficoll, 10% Polyvinylpyrrolidon, 1% BSA
Hybridisierungslésung 5 x SSC, 5 x Denhardt’s-Lésung, 100 pg/ml Lachs-Sperma-DNA

Fur Arbeiten mit Mitochondrien (vgl. 11.2.3.1. und 11.2.3.3.)

Tris-DTT-L&sung 100 mM Tris/H2SO4, 10 mM DTT, pH 9.4

Puffer A 1.2 M Sorbitol, 20 mM Kaliumphosphat, pH 7.4

Puffer B 0.6 M Sorbitol, 20 mM MES/KOH, pH 6.0

Puffer C 0.6 M Sorbitol, 20 mM HEPES/KOH, pH 7.4

Importpuffer 220 mM Saccharose, 3% BSA, 10 mM MOPS/KOH, 80 mM KCI, 25 mM KH,POy,

5 mM MgAcz, 5 mM DTT, 5 mM NADH, 3.3 mM ATP, 1 mM MnCl;, pH 7.4
SMKCI 250 mM Saccharose, 10 mM MOPS/KOH, 80 mM KCI, pH 7.2

SEM 250 mM Saccharose, 1 mM EDTA ,10 mM MOPS/KOH, pH 7.2

Fur Farbemethoden (vgl. 11.2.3.5. und 11.2.3.6.)

Puffer P 40 mM Kaliumphosphat, 0.5 mM MgCl,, pH 6.5
Puffer F 40 mM Kaliumphosphat, 0.5 mM MgCl,, 4% Formaldehyd, pH 6.5
Puffer PS 40 mM Kaliumphosphat, 0.5 mM MgCl,, 1.2 M Sorbitol, pH 6.5

TTC-Agar 67 mM Natriumphosphat, 1.5% Agar, 0.1% TTC, pH 7.0
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1.5. Enzyme und Proteine

Restriktionsenzyme wurden von der Firma Roche (Penzberg) oder New England Biolabs

(Frankfurt/Main) bezogen und den Angaben der Herrsteller folgend eingesetzt.

Tabelle 6: Enzyme und Proteine

Produkt Hersteller

Anti-Kaninchen-Antikdrper- Sigma (St. Luis, USA)
POD-Konjugat

BSA Fraktion V Roche (Penzberg)

(fettsé@urefrei)

DNase Roche (Penzberg)
Lysozym Roche (Penzberg)
Klenow Roche (Penzberg)
RNase Roche (Penzberg)
Trypsin Roche (Penzberg)

1.6. Nahrmedien und Platten

Tabelle 7: Nahrmedien

Fur die Kultivierung von E. coli:

LB 0.5% Bacto Yeast Extract, 1% Bacto Tryptone, 0.5% NacCl, pH 7.5

SOC 0.5% Bacto Yeast Extract, 2% Bacto Tryptone, 10 mM NacCl, 2.5 mM KCI, 10 mM
MgS04, 10 mM MgCly, pH 7.5

Fur die Kultivierung von S. cerevisiae:

YP 1% Bacto Yeast Extract , 2% Bacto Pepton

YPD YP mit 2% Glucose

YPG YP mit 3% Glycerin

YNB 0.17% Yeast Nitrogen Base ohne Aminosauren, 0.5% Ammoniumsulfat
Laktat-Medium 0.3% Bacto Yeast Extract, 0.1% KH2P04, 0.1% NH4Cl, 0.05% CaCl,2H,0, 0.05%

NacCl, 0.06% MgSO4'H-0, 3 mg/l FeCls, 2% (v/v) Milchsaure, pH 5.5
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Medien wurden 20 min bei 121°C im Autoklaven sterilisiert. Fur feste Nahrbdden wurde den
entsprechenden Medien vor dem Autoklavieren 1.5% Agar zugesetzt. Zur Kultivierung der
Mikroorganismen unter selektiven Bedingungen wurden die Medien mit den entsprechenden

Nahrstoffzusatzen und Antibiotika versetzt (Tabelle 8).

Tabelle 8: Antibiotika und Medienzusétze

Antibiotika und Stammldsung Verwendung der Stammldsung

R pro Platte (ca. 30 ml) pro 1 | Medium
Ampicillin 100 mg/mi 30 pl 1ml
Kanamycin 25 mg/ml 30 ul 1ml
Adeninsulfat 2 mg/ml 200 pl 10 ml

Uracil 2 mg/ml 200 pl 10 ml

L-Leucin 10 mg/ml 100 pl 3mi

L-Histidin HCI 10 mg/mi 100 2ml
L-Tryptophan 10 mg/mi 100 2ml

1.7. Geréate

Im Folgenden sind nur solche Geréte aufgefihrt, deren Erwdhnung im Rahmen dieser Arbeit

wichtig erschien.

Tabelle 9: Gerate

Gerat Typ Hersteller
DNA-Sequenzierer LI-COR 4000 MWG Biotech (Ebersberg)
Spektrophotometer DU 7400 Beckmann (Miinchen)
Scintillationszahler Tri-Carb-R Packard (Meriden, USA)
Ultrazentrifuge Optima XL-A Beckmann (Miinchen)
Elektroporator Gene Pulser® II BioRad (Miinchen)

Fluoreszenzmikroskop Axiovert 100S Carl Zeiss (Gottingen)
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1.8. Standards und Kits

Tabelle 10:  Verwendete Standards und Kits

Kit

Verwendungszweck

Hersteller

SequiTherm EXCEL O 1l
QIAquick® DNA Kit
QIAfilter® Plasmid Midi Kit

QuikChange" Site-Directed

Mutagenesis Kit

Nick Translation System
Megaprime”

RiboMAX"

Kaninchen Retikulozyten Lysat
System

1 kb DNA-Ladder

100 bp DNA-Ladder

10 kD Protein Ladder
Color Marker Wide Range

ECL”

DNA-Sequenzierung
Reinigung von DNA-Fragmenten
Plasmidpraparation

ortsspezifische Mutagenese

Markierung von DNA-Sonden
Markierung von DNA-Sonden
in vitro Transkription

in vitro Translation

Agarose-Gelelektrophorese
Agarose-Gelelektrophorese
SDS-PAGE
SDS-PAGE

Detektion von Antikérper-POD-

Konjugaten

Biozym (Hessisch Oldendorf)
QIAGEN (Hilden)
QIAGEN (Hilden)

Stratagene (Heidelberg)

GibcoBRL (Gaithersburg, USA)
Amersham Pharmacia (Freiburg)
Promega (Madison, USA)

Promega (Madison, USA)

GibcoBRL (Gaithersburg, USA)
GibcoBRL (Gaithersburg, USA)
GibcoBRL (Gaithersburg, USA)
Sigma (St.Louis, USA)

Amersham Pharmacia (Freiburg)
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2. Methoden

2.1. Kultivierung von Mikroorganismen

2.1.1. Kultivierung von Escherichia coli

Bakterienstamme wurden auf festen Nahrbéden bei 4°C bis zu vier Wochen gelagert. Zur
dauerhaften Konservierung wurde 1 ml einer Ubernachtkultur mit 250 pl Glycerin versetzt
und bei -70°C aufbewahrt. Einzelkolonien wurden durch VerdlUnnungsausstriche der
Bakterien auf LB-Platten mit entsprechendem Antibiotikum bei 37°C im Brutschrank kultiviert.
Zur Anzucht der Bakterien in Flissigkultur wurde das Nahr-Medium mit einer Einzelkolonie
angeimpft und unter Schutteln (170 rpm) bei 37°C inkubiert. Plasmidtragende Stamme
wurden in Medium mit dem entsprechenden Antibiotikum kultiviert. Das Bakterienwachstum

in Flussigkulturen wurde durch Messung der optischen Dichte bei 600 nm verfolgt.

2.1.2. Kultivierung von Saccharomyces cerevisiae

Die Kultivierung von Hefestammen erfolgte wie beschrieben (Rose et al., 1990; Guthrie und
Fink, 1991). Dem Standard-Medium YP wurde je nach Verwendung 2% Glucose,
3% (v/v) Glycerin oder 3% Galactose zugesetzt. Zur Selektion auf Auxotrophie-Marker wurde
Minimalmedium verwendet, daR den Selektionsbedingungen entsprechend supplementiert
war. Je nach Anwendung waren in dem Minimalmedium als Kohlenstoffquelle 3% Glucose
oder 3% Galactose enthalten. Fir die Isolierung von Mitochondrien wurden die Zellen in
Laktat-Medium (Guthrie und Fink, 1991) kultiviert. Wenn nicht anders erwéhnt, erfolgte die
Kultivierung bei 24°C, Flissigkulturen wurden bei 170 rpm geschiittelt. Das Wachstum der
Hefen in Flussigkulturen wurde durch Messung der optischen Dichte bei 600 nm verfolgt. Die
Hefestamme wurden maximal zwei Monate auf Agar-Platten bei 4°C gelagert. Zur
dauerhaften Konservierung wurde 1 ml einer Ubernachtkultur mit 250 pl Glycerin versetzt
und bei -70°C aufbewahrt.
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2.2. Molekularbiologische Techniken

2.2.1. Ethanolfallung

Zur Fallung von DNA aus wassrigen Losungen wurde die Probe mit 1/10 Volumen 3 M
Natriumacetat pH 4.8 und 2.5 Volumen Ethanol versetzt. Die Prazipitation kleiner DNA-
Fragmente (<500 bp) wurde durch eine 30-mindtige Inkubation bei -20°C erreicht.

Anschlielend wurde die DNA durch Zentrifugation (15 min, 14'000xg, RT) sedimentiert.

2.2.2. Isolierung von Plasmid-DNA aus Escherichia coli

Plasmidisolierung | (Quick-Prep)

Zur schnellen Analyse von rekombinanten Plasmiden wurden 100 pl einer Ubernachtkultur
mit 50 pl eines Phenol/Chloroform-Gemisches (1:1) und 15 pl 10 x DNA-Auftragspuffer
versetzt, 10 sec gevortext und 2 min bei 12'000xg zentrifugiert. Von der wassrigen Phase

wurden 25 pl zur Analyse auf ein Agarosegel aufgetragen.
Plasmidisolierung | (CTAB-Prep)

Bakterienzellen aus 1.5 ml Ubernachtkultur wurden in 200 pl STET-Puffer resuspendiert und
mit 1 pl RNaseA (10 mg/ml) versetzt. Durch Zugabe von 20 pl Lysozym (10 mg/ml) wurden
die Zellen 5 min bei RT lysiert. Zelltrimmer und genomische DNA wurden durch einen
Hitzeschritt (45 sec, 95°C) und anschlieBender Zentrifugation (5 min, 12'000xg, RT)
abgetrennt. Aus dem Uberstand wurden die Nukleinsduren nach Zugabe von 8 ul CTAB
(50 mg/ml) und Zentrifugation (5 min, 12'000xg, RT) prazipitiert. Das Pellet wurde unter
Hochsalzbedingungen in 300 pl 1.2 M NaCl resuspendiert bevor die Plasmid-DNA mit
Ethanol gefallt, 70% (v/v) Ethanol gewaschen, an der Luft getrocknet und in 50 pl Wasser
aufgenommen wurde. Mit dieser Methode wurden 1 bis 5 ug Plasmid-DNA gewonnen, die
sowohl zur Spaltung mit Restriktionsendonukleasen als auch zur Transformation eingesetzt

wurden.
Plasmidisolierung Il (Midi-Prep, QIAGEN)

Um grélRere Mengen Plasmid-DNA hoher Reinheit zu gewinnen, wurde die DNA unter
Verwendung des QIlAfilter® Plasmid Midi Kits nach den Angaben des Herstellers isoliert. Die
mit dieser Methode isolierte DNA wurde fur die DNA-Sequenzierung und Klonierungen

verwendet.
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2.2.3. Isolierung von DNA aus Saccharomyces cerevisiae

Isolierung von Gesamtzell-DNA

Aus 10 ml einer Ubernachtkultur wurden die Zellen durch Zentrifugation (5 min, 4'000xg, RT)
geerntet und in 0.5 ml Wasser gewaschen. Das Zellpellet wurde in 200 pl Lysepuffer | in
einem 1.5 ml Zentrifugenréhrchen resuspendiert. In Anwesenheit von 200 ul eines
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-Gemisches (24:25:1) und 300 mg Glaskugeln (0.45 mm
Durchmesser) wurden die Zellen 3 min in einer Schlagmuihle bei 70% Schittelfrequenz
aufgeschlossen. Anschlie@Rend wurde nach Zugabe von 200 pul TE-Puffer durch
Zentrifugation (5 min, 12'000xg, RT) die Phasentrennung erreicht. Aus der wassrigen Phase
wurde die DNA durch Zugabe von Ethanol prazipitiert und das Pellet in 400 pl TE-Puffer
resuspendiert. Anschlie3end wurde mit 3 pl RNaseA (10 mg/ml) 5 min bei 37°C inkubiert und
abermals mittels Ethanol gefallt. Die so erhaltene DNA wurde in TE-Puffer aufgenommen

und fur PCR- und Southern-Blot-Analysen eingesetzt.
Isolierung von mitochondrialer DNA

Aus 500 ml einer Ubernachtkultur wurden die Zellen durch Zentrifugation (5 min, 4'000xg,
RT) geerntet und in 40 ml 100 mM NaCl gewaschen. Das Zellpellet wurde in 20 ml
1M Sorbitol aufgenommen und mit 2.5 mg/g Zellfeuchtgewicht Zymolyase 20T 1 h bei 30°C
inkubiert. Die entstandenen Sphéaroplasten wurden abzentrifugiert (3 min, 3'000xg, RT) und
in 50 ml Lysepuffer I 30 min bei 65°C inkubiert. Anschlie@end wurden 25 ml
5 M Kaliumacetat zugesetzt. Diese Suspension wurde 30 min auf Eis inkubiert, bevor durch
Zentrifugation (10 min, 9'000xg, 4°C) die Zelltrimmer abgetrennt wurden. Nach Zugabe von
75 ml Isopropanol und erneuter Zentrifugation (30 min, 15'000xg, 4°C) wurde die DNA
prazipitiert und das Pellet in 5 ml TE-Puffer aufgenommen. Pro 1 ml DNA-L&sung wurden
1.16 g Céasiumchlorid und 24 pl Bisbenzimid (10 mg/ml) zugegeben. Diese Mischung wurde
in Quick-Seal®-Zentrifugenbecher (berfilhrt und 16 h bei 20°C zentrifugiert (60'000 rpm,
Ti70 Rotor, RT). Durch Anregung mit UV-Licht konnte die mit Bisbenzimid angefarbte DNA
sichtbar gemacht werden. Da die mitochondriale DNA einen hoheren A/T-Gehalt als
genomische DNA aufweist, reichert sie sich im CsCl-Gradienten in der oberen der beiden
sichtbaren Banden an. Nach Abtrennung dieser Bande wurde das Bisbenzimid durch
funfmalige Extraktion mit jeweils einem Volumen CsCl-gesattigtem Isopropanol entfernt und
die DNA durch zweimalige Ethanolfallung isoliert. Die so erhaltene DNA wurde zweimal mit

70% (v/v) Ethanol gewaschen, getrocknet und in 200 pl Wasser resuspendiert.
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2.2.4. Bestimmung der DNA-Konzentration

Die Konzentration von DNA-Proben wurde entweder anhand von mittels Ethidiumbromid
angefarbten Agarosegelen abgeschétzt oder durch Messung der Absorption bei 260 nm
spektroskopisch bestimmt. Eine OD,5 von 1.0 in einer 1 cm-Kuvette entspricht 50 pg/ml

doppelstrangiger DNA bzw. 33 pg/ml einzelstréangiger DNA.

2.2.5. Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen wurden gema&R den Angaben der Hersteller in den
entsprechenden mitgelieferten Puffern verwendet. In einem Gesamtvolumen von 20 pl
wurden pro 1 pg Plasmid-DNA 1 bis 3 U Enzym eingesetzt und der Reaktionsansatz 1 h bei
entsprechender Temperatur inkubiert. Genomische DNA und PCR-Produkte wurden 14 h

verdaut.

2.2.6. Modifikation von DNA mit Klenow-Fragment

Das Auffullen von Uberhangenden DNA-Enden wurde durch Behandlung mit Klenow-
Fragment erreicht. Je nachdem, ob die 5'-3-DNA-Polymeraseaktivitit oder die 3'-5'-
Exonukleaseaktivitdit genutzt werden sollte, wurden 1-5pug DNA mit bzw. ohne
Desoxyribonukleotide (je 25 uM dATP, dCTP, dGTP und dTTP) in 20 pl Klenow-Puffer
30 min bei 37°C inkubiert.

2.2.7. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die hier eingesetzte Pfu-DNA-Polymerase ist eine thermostabile DNA-abhangige DNA-
Polymerase, die neben der 5'-3'-DNA-Polymeraseaktivitdt eine 3‘-5'-Exonukleaseaktivitat
besitzt und somit in der Lage ist, fehlerhaft eingebaute Nukleotide zu korrigieren. Mit der Pfu-
DNA-Polymerase konnen deshalb auch sehr lange DNA-Fragmente (bis zu 20 kb) nahezu
fehlerfrei amplifiziert werden. Reaktionen wurden nach dem vom Hersteller vorgeschlagenen
Protokoll angesetzt. In einem Reaktionsvolumen von 100 ul waren je 0.2 mM dATP, dCTP,
dGTP und dTTP, je 250 ng von beiden Primern, 10 ng Plasmid-DNA aus E. coli bzw. 100 ng
genomische DNA aus S. cerevisiae, 10 yl 10 x Reaktionspuffer und 5U Pfu-DNA-
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Polymerase enthalten. Der Reaktionsansatz wurde mit einem Tropfen Mineraldl
Uberschichtet. Die Reaktionsbedingungen, unter denen die DNA-Amplifikation durchgefihrt

wurde, sind in Tabelle 11 aufgefihrt.

Tabelle 11:  Reaktionsbedingungen bei der Polymerase-Kettenreaktion

Segment Anzahl der Zyklen Reaktionsschritt Zeit Temperatur

I 1 Denaturierung 45 sec 96°C

I 30 Denaturierung 45 sec 94°C
Primer-Anlagerung 45 sec 35°C - 55°C
Synthese 2 min/kb 72°C

Il 1 Endsynthese 10 min 72°C

2.2.8. Ligation von DNA-Fragmenten

Ligationsreaktionen wurden mit 30 fmol Plasmid-DNA, 90 fmol Fragment-DNA und 1 U T4-
DNA-Ligase in dem vom Hersteller mitgelieferten Ligase-Puffer in einem Gesamtvolumen
von 20 pl angesetzt. Die Inkubationstemperatur betrug 16°C, die Dauer der Reaktion ca.
16 h. Fur die Transformation von E. coli-Zellen wurden 2 ul des Ligationsansatzes

eingesetzt.

2.2.9. Agarose-Gelelektrophorese

Elektrophoretische Auftrennung von DNA-Molekilen

Fur die elektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten mittels horizontaler
Gelelektrophorese wurden die Proben mit 1/10 Volumen 10 x DNA-Auftragspuffer versetzt
und bei konstanter Spannung von 8 mV/cm in 0.8%igen bis 2%igen Agarosegelen
aufgetrennt. Agarosegele wurden mit TAE-Puffer hergestellt, der gleichzeitig als Laufpuffer
verwendet wurde. Um die DNA unter UV-Licht sichtbar zu machen, wurden die Gele 15 min

in Ethidiumbromid-L6sung (1 ug/ml) gefarbt.
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Elektrophoretische Auftrennung von RNA-Molekilen

RNA-Molekiile wurden unter denaturierenden Bedingungen aufgetrennt. Dazu wurden Gele
mit 1.2% Agarose in Puffer FA hergestellt, die 1 pg/ml Ethidiumbromid enthielten. Die RNA
wurde mit 1/5 ihres Volumen 5 x RNA-Auftragspuffer versetzt und 5 min auf 65°C erhitzt. Die

Elektrophorese erfolgte bei 8 mV/cm in Puffer FA.

2.2.10. Isolierung von DNA aus Agarosegelen

Zur Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurden die entsprechenden Banden

aus dem Gel ausgeschnitten und unter Verwendung von QIAquick® aufgereinigt.

2.2.11. Ortsspezifische Mutagenese von Plasmid-DNA

Zur ortsspezifischen Mutagenese von Plasmid-DNA wurde entweder QuikChangel - den
Angaben des Herstellers folgend - verwendet oder nach der Methode von Picard verfahren
(Picard et al., 1994). Die Sequenzen der Mutageneseprimer wurden so entworfen, dal’ nach

Mdglichkeit die Mutationen durch Restriktionsanalyse identifiziert werden konnten.

2.2.12. Sequenzierung von Plasmid-DNA

Die Sequenzierung von Plasmid-DNA erfolgte nach der Kettenabbruchmethode (Sanger et
al., 1977). Fluoreszenzmarkierte Abbruchfragmente wurden mittels cycle sequencing unter
Verwendung des SequiTherm EXCEL O II — Kits in Anwesenheit von Didesoxynukleotiden
und 5'-fluoreszenzmarkierten Sequenzierprimern erhalten. Die Detektion der DNA-

Fragmente erfolgte mit Hilfe eines halbautomatischen DNA-Sequenzierers.

2.2.13. Southern-Blot

Fur den Verdau durch Restriktionsendonukleasen (vgl. 11.2.2.5) wurden 5 bis 10 pg
genomische Hefe-DNA oder 50 ng Plasmid-DNA eingesetzt. Die erhaltenen DNA-Fragmente

wurden durch Elektrophorese in einem Agarosegel aufgetrennt (vgl. 11.2.2.9). Das
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Agarosegel wurde 15 min in 250 mM HCI depurinisiert, 20 min in 1.5 M NaCl, 0.5 M NaOH
denaturiert und abschlieRend 30 min in 1.5 M NacCl, 1 M Tris/HCI, pH 7.5 neutralisiert. Die
DNA wurde 90 min mit einem Vakuum-Blotter auf eine Nylon-Membran Ubertragen. Als
Transferpuffer wurde 10 x SSC verwendet. Die Membran wurde getrocknet und beidseitig

jeweils 2 min mit UV-Licht bestrahlt, um die DNA kovalent an die Membran zu koppeln.

Die Synthese der Hybridisierungs-Sonden erfolgte je nach Lange der Sonde entweder mit
Megaprime” oder mit dem Nick Translation System nach Vorschrift der Hersteller. Die
Sonden wurden durch den Einbau von [a**P]dATP radioaktiv markiert. Nach Abtrennung
nicht-inkorporierter Nukleotide aus dem Reaktionsansatz mit Hilfe von QIAquick® wurde die

spezifische Aktivitat der Sonde im Szintillationszahler ermittelt.

Die Hybridisierung der radioaktiv markierten Sonden an die membrangebundene DNA
erfolgte in einem Hybridisierungsofen. Dazu wurde die Membran in einer Hybridisierflasche
mit 0.2 ml/cm? Hybridisierungslésung 1 h bei 65°C vorinkubiert. W&hrenddessen wurde die
Sonde 5min bei 95°C denaturiert und anschlieBend auf Eis abgekuhlt. Fur die
Hybridisierung wurde die Sonde zu der vorinkubierten Hybridsierungslosung gegeben, so
daR 1 ml 2.5 x 10° cpm enthielt. Nach 12 h wurde die Membran bei 65°C jeweils 15 min
einmal in 1 x SSC/0.1% SDS und zweimal in 0.5 x SSC/0.1% SDS gewaschen und dann fir

die Autoradiographie eingesetzt.

2.2.14. Isolierung von RNA aus Saccharomyces cerevisiae

Zellen aus 10 ml einer Ubernachtkultur wurden durch Zentrifugation (10 min, 4'000xg, RT)
geerntet, in 400 ul Puffer AE resuspendiert, mit 40 pl 10% SDS versetzt und 10 sec
gevortext. Nach Zugabe von 500 pul in Puffer AE &quilibriertem Phenol wurde erneut 10 sec
gevortext und 4 min bei 65°C inkubiert. Anschlielend wurde die Suspension in einer
Trockeneis/Ethanol-Mischung abgekihlt, bis Phenolkristalle sichtbar wurden. Die wassrige
Phase wurde nach Zentrifugation (2 min, 12'000xg, RT) abgetrennt und mit
Phenol/Chloroform (1:1) 5 min bei RT extrahiert. Zu der wassrigen Phase wurden 40 ul 3 M
Natriumacetat pH 5.3 gegeben und die RNA durch Zugabe von 1 ml Ethanol und
Zentrifugation (30 min, 12'000xg, RT) prazipitiert. Das RNA-Pellet wurde mit 1 ml

80% (v/v) Ethanol gewaschen, getrocknet und in 20 pl Wasser aufgenommen.
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2.2.15. Northern-Blot

Gesamtzell-RNA aus Hefe wurde in einem denaturierenden Agarosegel (vgl. 11.2.2.9)
aufgetrennt und mit einem Vakuumblotter auf eine Nylon-Membran Ubertragen. Die
Membran wurde getrocknet und beidseitig jeweils 2 min mit UV-Licht bestrahlt, um die RNA
kovalent an die Membran zu koppeln. Die Synthese der Sonde und die Hybridisierung der

Membran erfolgte wie unter 2.2.13 beschrieben.

2.2.16. Transformation von Mikroorganismen mit rekombinanter DNA

Transformation von E. coli mit Plasmid-DNA

E. coli Stamme wurden mit Hilfe eines Elektroporators transformiert. Zur Vorbereitung der
Zellen fur die Elektroporation wurden 400 ml LB-Medium mit einer Ubernachtkultur des
entsprechenden Stammes angeimpft. Die Bakterienkultur wurde bei 37°C bis zu einer ODggo
von 0.4 kultiviert. Anschlielend wurden die Zellen durch Zentrifugation (10 min, 4'000xg,
4°C) geerntet. Alle folgenden Arbeitsschritte wurden bei 4°C durchgefiihrt. Nacheinander
wurden die Zellen in 400 ml, 200 ml und 40 ml 10% (v/v) Glycerin gewaschen und letztlich in
400 ul 10% (v/v) Glycerin aufgenommen. Die Zellen wurden zu je 40 ul aliquotiert und bis zu

ihrer Verwendung bei -70°C gelagert.

Fur die Elektroporation wurden 40 ul elektrokompetente Bakterienzellen mit 1 bis 10 ng
Plasmid-DNA in einer eisgekihlten Transformationskivette (0.2 mm) bei 2.5 kV, 25 pF und
200 Q gepulst. Die Zellen wurden in 1 ml SOC-Medium aufgenommen und 30 min bei 37°C
unter Schutteln inkubiert. Anschlieend wurden die Zellen zur Selektion auf einer LB-Platte

mit den entsprechenden Antibiotika ausplattiert und bei 37°C 16 h inkubiert.

Transformation von Saccharomyces cerevisiae

Hefezellen wurden mit Hilfe eines Elektroporations-Instruments transformiert. Zur
Vorbereitung von Hefezellen fur die Elektroporation wurden 400 ml SD-Medium von einer
Vorkultur des entsprechenden Stammes angeimpft und die Zellen bei 24°C bis zu einer
ODggo von 1.4 kultiviert. Die Zellen wurden durch Zentrifugation (10 min, 4'000xg, 4°C)
geerntet. Alle folgenden Arbeitsschritte wurden bei 4°C durchgefiihrt. Die Zellen wurden
zweimal in 400 ml sterilem Wasser und einmal in 40ml 1M Sorbitol gewaschen.

AnschlieRend wurden die Zellen in 400 ul 1 M Sorbitol aufgenommen. Zu 40 pl dieser
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Zellsuspension wurden 100 bis 200 ng Plasmid-DNA gegeben, die in einer eisgekihlten
Transformationskivette (0.2 mm) bei 1.5 kV, 25 pF und 200 Q gepulst wurden. Die Zellen
wurden in 1ml 1M Sorbitol aufgenommen, sofort auf einer SD-Platte mit den

entsprechenden Nahrstoffen zur Selektion ausplattiert und bei 24°C vier Tage inkubiert.

2.3. Methoden der Zellbiologie

2.3.1. Isolierung von Mitochondrien aus Saccharomyces cerevisiae

Die Isolierung von Mitochondrien aus S. cerevisiae erfolgte im Wesentlichen wie beschrieben
(Daum et al., 1982). Die Anzucht der Zellen des Hefestammes D273-10B erfolgte in Laktat-
Medium bei 30°C. Die Anzucht von plasmidhaltigen Zellen unter Selektionsdruck erfolgte in
YNB-Medium mit 3% Glucose und 1% Casaminosduren bei 24°C. Die Zellen wurden bei
einer ODgpo von 1.0 bis 1.5 durch Zentrifugation (5 min, 2'000xg, RT) geerntet, in Wasser
gewaschen und das Zellfeuchtgewicht bestimmt. Alle folgenden Mengenangaben sind auf
1 g Zellfeuchtgewicht bezogen. Das Zellpellet wurde in 10 ml Tris-DTT-L6sung resuspendiert
und 15 min bei 30°C unter leichtem Schdtteln inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation (5 min,
2'000xg, RT) wurden die Zellen in 10 ml Puffer A gewaschen. AnschlieRend wurden die
Zellen in 2 ml Puffer A mit 1.25 mg/ml Zymolyase 20T resuspendiert und bei 30°C ca. 45 min
inkubiert. Die Zymolyase-Behandlung war ausreichend, wenn bei Zugabe von 20 pl
Zellsuspension in 1 ml Wasser eine klare Lésung beobachtet werden konnte. Alle folgenden
Schritte wurden auf Eis und mit vorgekihlten Geréten durchgefiihrt. Die Sphéaroplasten
wurden abzentrifugiert (5 min, 4'000xg, 2°C), zweimal in 10 ml Puffer A gewaschen und in
5 ml Puffer B resuspendiert. Durch 15 St6f3e in einem Dounce-Homogenisator wurden die
Spharoplasten aufgebrochen. Anschlie3end wurde die erhaltene Suspension zentrifugiert
(5 min, 1'500xg, 2°C), der Uberstand abgetrennt und auf Eis gelagert. Das Pellet wurde wie
oben beschrieben erneut resuspendiert, homogenisiert und die erhaltene Suspension
zentrifugiert. Beide Uberstande wurden vereinigt und die Mitochondrien durch Zentrifugation
(20 min, 12'000xg, 2°C) gesammelt. Das Pellet wurde in 0.5 ml Puffer C resuspendiert, die
Proteinkonzentration bestimmt (vgl 11.2.4.6) und mit 10 mg/ml fettsaurefreiem BSA versetzt.
Die Mitochondrien wurden zu je 20 ul aliquotiert, in flissigem Stickstoff schockgefroren und

bei -70°C gelagert.
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2.3.2. Synthese mitochondrialer Vorlauferproteine in vitro

In vitro Transkription

Fur die in vitro Transkription wurde RiboMAX nach Angaben des Herstellers verwendet. Es
wurden Plasmide der pGEM-Reihe verwendet, die die kodierende Sequenz fir das
entsprechende Vorstufenprotein unter der Kontrolle eines SP6-Promotors enthielten. Die
Plasmid-DNA wurde in linearisierter Form eingesetzt. In 20 ul Reaktionspuffer waren je
20 mM von ATP, CTP, GTP und UTP, 1 ug der linearisierten DNA und 2 pl SP6-Enzym-Mix
enthalten. Dieser Ansatz wurde 4 h bei 37°C inkubiert und anschliel3end mit 40 U RNasin

versetzt.

In vitro Translation

Fir die Synthese von radioaktiv markierten Vorlauferproteinen wurde Kaninchen
Retikulozyten Lysat der Firma Promega verwendet. In einem Gesamtvolumen von 25 pl
wurden 5 pl Transkriptionsansatz (vgl. in vitro Transkription), 2 pl Aminoséure-Mix (2 mg/ml
von jeder Aminosaure auRRer Methionin), 2 pl **S-Methionin (10 mCi/ml) und 10 pl Kaninchen
Retikulozyten Lysat vermischt. Der Ansatz wurde 2 h bei 30°C inkubiert, in flissigem

Stickstoff eingefroren und bei -70°C gelagert.

2.3.3. Import von in vitro synthetisierten Vorlauferproteinen in Mitochondrien

Fur ein Import-Experiment, bei dem der Import von in vitro synthetisierten Vorlauferproteinen
in Mitochondrien beobachtet werden sollte, wurden parallel zwei Reaktionen angesetzt,
wobei zu einer der beiden Reaktionen 2 uM Valinomycin gegeben wurde. In einem
Reaktionsansatz von 120 pyl wurden 60 ul 2 x Import-Puffer mit 100 ug Mitochondrien
vermischt. Nach 5 min Vorinkubation bei 25°C wurden 1 bis 10 ul **S-markiertes Protein (vgl.
11.2.3.2) zugesetzt und der gesamte Reaktionsansatz 20 min bei 25°C inkubiert. Nach
Zugabe von 400 ul eiskaltem SMKCI-Puffer wurde der Reaktionsansatz halbiert. Eine Halfte
wurde mit 5 pl Trypsin (50 mg/ml) versetzt, die andere Halfte blieb unbehandelt. Nach 20 min
Inkubation auf Eis wurden alle Proben mit 25 pl Trypsin-Inhibitor aus Soyabohnen (10 mg/ml)
versetzt, zentrifugiert (15 min, 12'000xg, 4°C), das Pellet zweimal mit 300 pul SEM-Puffer

gewaschen und in 25 pl SDS-Probenpuffer aufgenommen.
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2.3.4. Markierung von mitochondrialen Translationsprodukten in vivo

Zur Visualisierung von mitochondrial translatierten Proteine wurde nach dem Protokoll von
Douglas und Butow verfahren (Douglas und Butow et al., 1976). Eine Vorkultur in
Minimalmedium mit 2% Galactose und 1% Casaminosauren wurde in 10 ml Minimalmedium
mit 2% Galactose (ohne Casaminosauren) bis zu einer ODgy von 0.1 verdinnt und 12 h bei
24°C unter Schutteln kultiviert. Die Zellen wurden durch Zentrifugation (10 min, 4'000xg, RT)
geerntet, mit Wasser gewaschen und die ODgg auf 2.0 eingestellt. 250 ul dieser Suspension
wurden in Anwesenheit von 5 ul Cycloheximid (7.5 mg/ml) 1 min bei 24°C oder 37°C
vorinkubiert. Anschlie@end wurde der Reaktionsansatz mit 8 pl eines Aminoséure-Mix
(2 mg/ml von jeder Aminos&ure auRer Methionin) und 2 pl **S-Methionin (10 mCi/ml) versetzt
und 15 min bei 24°C oder 37°C unter Schutteln inkubiert. Nach weiteren 10 min Inkubation in
Anwesenheit von 10 pl Stop-Mix (12 mg/ml Chloramphenicol, 0.1 M L-Methionin) wurden die
Zellen durch Zugabe von 50 ul 2 M NaOH, die 1% (v/v) B-Mercaptoethanol enthielt, 10 min
auf Eis lysiert. AnschlieRend wurden 220 pl 72% TCA zugesetzt und nach 30 min Inkubation
auf Eis die Proteine durch Zentrifugation (30 min, 12'000xg, 4°C) abgetrennt. Das Pellet
wurde mit 250 pl eiskaltem 80% (v/v) Aceton und anschlieBend mit 250 ul reinem Aceton
gewaschen, getrocknet und in 25 ul SDS-Probenpuffer aufgenommen. Die Auftrennung der
Proteine erfolgte in einem 16%igen SDS-Polyacrylamidgel (vgl. 11.2.4.1) unter Verwendung

einer Acrylamidldsung mit einem Verhaltnis von Acrylamid zu Bisacrylamid von 150:1.

2.3.5. DAPI-Farbung

Die Anfarbung von DNA in Hefezellen mit DAPI erfolgte nach der Vorschrift von Azpiroz und
Butow (Azpiroz und Butow et al., 1993). Zellen aus 1 ml Kulturvolumen wurden bei einer
ODggo von 1.0 durch Zentrifugation (10 min, 4'000xg, RT) geerntet und 1 h bei 30°C in 750 pl
Puffer F fixiert. Anschlielend wurden die Zellen dreimal mit je 500 pl Puffer P und einmal in
500 pl Puffer PS gewaschen. Zur Umwandlung in Sphéaroplasten wurden die Zellen in 500 pl
Puffer PS mit 2 mg/ml Zymolyase 20T aufgenommen und 30 min bei 30°C inkubiert. Die
Spharoplasten wurden dreimal in Puffer PS gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt
wurde Uberschissiger Puffer abgegossen und das Pellet in der verbleibenden Flissigkeit
resuspendiert. 10 pl dieser Suspension wurden auf einen Objekttrager aufgetragen, nach
10 bis 15 sec wurde Uberschissige Flussigkeit abgesaugt und die anhaftenden Zellen einmal

mit PBS gewaschen. Die Anfarbung erfolgte durch 5-mindtige Inkubation mit 1 pg/ml DAPI in



Il. Materialien und Methoden 38

Puffer P. Anschlieend wurden die Zellen dreimal mit je 20 ul PBS und einmal mit 20 pl
Puffer P gewaschen, getrocknet und nach Uberschichtung mit 4 pl 0.1% p-Phenylendiamin in
90% (v/v) Glycerin mit einem Deckglaschen versiegelt. Die Praparate wurden mit einem

Fluoreszenzmikroskop untersucht.

2.3.6. Tetrazolium-Farbung

Fur die Anfarbung respiratorisch aktiver Hefezellen mit TTC wurden Zellen in YNB-Medium
mit 3% Glucose und 1% Casaminosauren 16 h vorkultiviert. Eine Kultur mit einer ODggg VON
1.0 wurde 1 : 100'000 verdiinnt. Von dieser Verdinnung wurden 100 ul auf einer YPD-Platte
ausplattiert, auf der nach drei Tagen Inkubation bei 24°C Einzelkolonien sichtbar wurden. Auf
diese Wiese wurden YPD-Platten mit ca. 200 Einzelkolonien erhalten, die mit 20 ml TTC-
Agar, der vorher auf 42°C temperiert wurde, Uberschichtet wurden. Nach 2 bis 3 h konnten
respiratorisch aktive Zellen an ihrer roten Farbung erkannt und quantifiziert werden (Ogur et
al., 1957).

2.4. Proteinchemische Methoden

2.4.1. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von Proteinen wurde die diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese nach (Laemmli, 1970) angewendet. Die Elektrophorese erfolgte in
vertikalen Elektrophoresekammern. Sammelgele enthielten immer 5% Acrylamid. For
Trenngele wurde je nach Anwendung 10% bis 18% Acrylamid eingesetzt. In Tabelle 12 sind
Vorschriften fir ein 5%iges Sammelgel und ein 15%iges Trenngel aufgefihrt. Proteinproben
wurden mit 1/5 ihres Volumens 5 x SDS-Probenpuffer versetzt und wenn nicht anders
beschrieben 5 min bei 95°C inkubiert.



Il. Materialien und Methoden 39

Tabelle 12:  Lésungen fir SDS-Polyacrylamid-Gelektrophorese

10 ml Sammelgel (5%)

Rotiphorese® Gel 30 1.7 ml
Sammelgelpuffer 25 ml
Wasser 5.8 ml
TEMED 20 ul
10% APS 50 pl

30 ml Trenngel (15%)

Rotiphorese® Gel 30 15 ml
Trenngelpuffer 7.5 ml
Wasser 7.5 ml
TEMED 20 ul
10% APS 150 pl

2.4.2. Coomassie-Farbung

SDS-Polyacrylamid-Gele wurden zur Visualisierung der Proteine mit Coomassie-
Farbelbsung (30% (v/v) Ethanol, 10% (v/v) Essigsaure, 0.1% Coomassie-Briliant-Blue R 250)
30 min unter leichtem Schwenken gefarbt. AnschlieRend wurde ungebundener Farbstoff mit

Entfarbelésung (30% (v/v) Ethanol, 10% (v/v) Essigsaure) ausgewaschen.

2.4.3. Western-Blot

Die durch SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennte Proteine wurden wie von
Towbin beschrieben auf eine Nitrocellulose-Membran Ubertragen (Towbin et al., 1979).
Nitrocellulose-Membran, Gel und Filterpapier wurden in Transfer-Puffer getrankt und als
Stapel aus drei Lagen Filterpapier, Nitrocellulose-Membran, Gel und drei weiteren Lagen
Filterpapier blasenfrei zwischen die beiden Elektroden einer Semi-Dry-Blotting Apparatur
gelegt. Der Transfer der Proteine auf die Nitrocellulose-Membran erfolgte mit 0.8 mA/cm?
innerhalb von 2 h. Die Membran wurde nach Anfarbung mit PonceauS-Farbel6sung zur

Immunodekoration oder Autoradiographie eingesetzt.
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2.4.4. Immunologischer Nachweis immobilisierter Proteine auf Nitrocellulose-

Membranen

Nitrocellulose-Membranen mit immobilisierten Proteinen (vgl 11.2.4.3) wurden 30 min mit
Blockier-Ldsung abgesattigt. Die Immundekoration einzelner Proteine erfolgte durch eine 90-
mindtige Inkubation mit spezifischen Antiseren, die 1:500 bis 1:2000 in Blockier-Losung
verdunnt waren. AnschlieBend wurde die Membran dreimal 10 min mit Blockier-Lésung
gewaschen und 60 min mit sekundarem Antikdrper (Anti-Kaninchen-Peroxidasekonjugat) in
Blockier-Losung 1:2000 verdunnt, inkubiert. Nach erneutem Waschen in Blockier-Losung

erfolgte der Nachweis der Proteine durch Chemilumineszenz mit ECL™.

2.4.5. Autoradiographie

Getrocknete Nitrocellulose-Membranen mit radioaktiv markierten Proteinen (vgl 11.2.4.3)
wurden zur Exposition direkt auf Rontgenfiimen (Kodak BioMax MR) exponiert.
Nylonmembranen aus Southern-Blot- und Northern-Blot-Experimenten wurden feucht, in

Folie eingeschlagen, auf Rontgenfilmen (Kodak BioMax MS) exponiert.

2.4.6. Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Eine schnelle Methode zur Quantifizierung der Proteinkonzentration einer Probe ist die
Methode nach Bradford (Bradford, 1976). Dazu wurden 20 pl einer Proteinlésung mit 980 pl
Farbereagenz der Firma BioRad vermischt und nach 2 min die Absorption bei 595 nm
bestimmt. Mit Hilfe einer Eichkurve, die mit BSA in einem Konzentrationsbereich von
0.1 mg/ml bis 1mg/ml aufgenommen wurde, erfolgte die Abschatzung der

Proteinkonzentration.
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lll.  Ergebnisse und Diskussion

1. Suche nach Suppressoren in konditionalen MDJ1-Mutanten

Bei der Vervielfaltigung und Vererbung von Genomen treten in allen Organismen spontan
Mutationsereignisse auf, die eine entscheidende Grundlage der Evolution darstellen.
Spontane Mutationen sind vor allem bei Mikroorganismen mit kurzen Generationszeiten, wie
z.B. Bakterien oder Hefen, gut zu beobachten. Diese Mutationen spielen eine entscheidende
Rolle bei der Adaptation von Organismen an veranderte Umweltbedingungen und kénnen in
genetischen Versuchsansétzen gezielt genutzt werden. Ein durch eine Mutationen
verursachter Phanotyp lalt haufig eine erste Hypothese Uber die Funktion des von der

Mutation betroffenen Genproduktes zu.

Da sich jedoch hinter einem bestimmten phanotypischen Erscheinungsbild einer Mutante
komplexe biochemische Prozesse verbergen, lassen sich daraus oft keine endgiltigen
Aussagen Uber die detaillierte Funktion eines betrachteten Genproduktes treffen. Einen
etwas genaueren Einblick erlaubt ein experimenteller Ansatz, bei dem bekannte Mutationen
in einem Allel A durch das Auftreten neuer Mutationen in einem zweiten Allel kompensiert
werden. Durch die Identifizierung dieser als Suppressoren bezeichneten Mutationen werden
Hinweise Uber Wechselwirkungen und Funktionsbeziehungen zwischen dem Suppressorallel

und dem betrachteten Allel A erhalten.

In der hier vorliegenden Arbeit sollte dieser Versuchsansatz genutzt werden, um die Rolle
des mitochondrialen DnaJ-Proteins, Mdj1p, bei der Vermittlung respiratorischer Aktivitat und
bei der Aufrechterhaltung eines funktionellen mitochondrialen Genoms zu analysieren.
Maogliche Suppressormutanten konnten Wechselwirkungspartner oder spezifische Substrate

sein, deren genaue Charakterisierung Einblicke in die Funktion von Mdj1p geben sollte.

Aus fruheren Arbeiten standen bereits vier konditionale MDJ1-Mutanten zur Verfigung, die
einzelne charakterisierte Punktmutationen bzw. grof3ere deletierte Bereiche innerhalb der N-
terminalen J-Doméne, dem G/F-Linker, dem Cystein-Motiv oder innerhalb des weniger
konservierten C-terminalen Bereiches von Mdjlp aufwiesen (vgl. Abbildung 5) (Westermann
et al., 1996).
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Abbildung 5: Schematische Darstellung temperatursensitiver MDJ1-Mutanten.

Die verschiedenen Mutanten zeichnen sich durch unterschiedlich stark ausgepréagte
temperatursensitive Phanotypen aus, die in Anlehnung an Westermann et al., in Tabelle 13
beschrieben sind (Westermann et al., 1996). Alle Mutanten zeigen bei 24°C wildtypahnliches
Wachstum. Dagegen geht bei 37°C, analog zur Deletionsmutante Amdjl, die Fahigkeit,

nicht-fermentierbare Kohlenstoffquellen zu verwerten, verloren.

Tabelle 13: Darstellung der Temperatursensitivitdt der MDJ1-Mutanten (+++ Wachstum vergleichbar mit
WT, ++ Wachstum etwas schlechter als WT, + Wachstum sehr gering, - kein Wachstum) in Anlehnung an

Westermann et al., 1996.

YPD YPG

24°C 37°C 24°C 37°C

MdjA* (WT) +++ +++ +++ +++
Amdj1 ++ - - -
mdj1-4 +++ + +++ -
mdj1-5 +++ ++ ++ -
mdj1-6 +++ ++ ++ -

mdj1-7 +++ ++ ++ -
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Fur die Suche nach Suppressormutanten wurden Einzelkolonien der temperatursensitiven
MDJ1-Mutanten in 20 ml glucosehaltigem Medium (YPD) zwei Tage bei 37°C kultiviert. Unter
diesen Bedingungen zeigen die temperatursensitiven Mutanten im Vergleich zum Wildtyp
zwar eine deutlich veringerte Wachstumsrate, ihre Fahigkeit zur Zellteilung und damit die

Mdglichkeit der Ausbildung einer Supressormutation bleibt aber erhalten.

Nach zwei Tagen wurden die Zellen auf glycerinhaltigem Medium (YPG) ausplattiert und vier
Tage lang bei 37°C inkubiert. Unter diesen Bedingungen sind unveranderte

temperatursensitive Mutanten nicht wachstumsfahig.

Unter den ausplattierten Zellen der Mutante mdjl-5 wurde eine grof3e Anzahl an
atmungskompetenten Zellen bei 37°C auf glycerinhaltigem Medium beobachtet. Gemessen
an der Gesamtzahl an ausplattierten Zellen wurde die Frequenz, mit der atmungskompetente
Zellen in der Kultur auftraten, zu 1/500 bestimmt. Es ist sehr unwahrscheinlich, daf3
Suppressoren mit dieser hohen Frequenz auftreten. Bei der DNA-Replikation werden nur ca.
0.0033 spontane Mutationsereignisse pro Genom beobachtet (Drake, 1991). Fur
S. cerevisiae mit einem Genom von 1.38 x 10’ bp bedeutet das, dal3 ein bestimmtes
Basenpaar pro Replikationszyklus von 2.4 x 10"° Mutationsereignissen betroffen ist.
Demnach sollte die Rate, mit der Suppressoren auftreten, die eine Reversion zum Wildtyp-
Phanotyp aufweisen, um mindestens zwei GroéRenordnungen geringer sein, als sie bei der
Mutante mdj1l-5 beobachtet wurde. Die Identifizierung eines spezifischen Suppressorallels
bei der beobachteten hohen Reversionsrate der mdjl-5-Mutante stellte sich als unmdéglich
heraus. Vermutlich war der Wachstumsdefekt der Mutante mdj1-5 unter dem hier gewéhlten
Selektionsdruck nicht restriktiv genug oder es wurde eine Stressantwort ausgeldst, die den

temperatursensitiven Phanotyp der Mutanten partiell unterdriicken konnte.

Unter den plattierten Zellen der Mutanten mdjl-4, mdjl1-6 und mdjl-7 wurden keine
atmungskompetenten Zellen bei 37°C auf glycerinhaltigem Medium beobachtet. Unter den
hier gewahlten Bedingungen konnten mit den beschriebenen temperatursensitiven Mutanten
keine Suppressoren erhalten werden. Dieser Versuchsansatz stellte sich somit als

ungeeignet heraus.

2. Komplementation von Mdjlp durch homologe DnaJ-Proteine

Als alternativer Ansatz zur funktionellen Charakterisierung von Mdjlp wurde eine
Komplementationsstudie durchgefiihrt. Ausgewahlte nicht-mitochondriale DnaJ-Proteine

wurden auf ihre Fahigkeit getestet, Mdj1p funktionell zu ersetzen (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der in der Komplementationsstudie eingesetzten DnaJ-Proteine

(angegeben als Vorlauferproteine).

Es wurde insbesondere untersucht, ob andere DnaJ-Proteine das respiratorische Wachstum
und den Erhalt der mitochondrialen DNA gewahrleisten kénnen. Auf diese Weise sollte
untersucht werden, inwieweit Mdjlp zur Erfillung seiner Funktion in den Mitochondrien

spezialisiert ist bzw. sich von anderen homologen DnaJ-Proteinen unterscheidet.

Tabelle 14:  Anteil an identischen Aminosauren in verschiedenen DnaJ-Proteine im Vergleich zu Mdj1p.

Identische Aminoséauren Identische Aminoséauren
- gesamtes Protein - - J-Domaéane -
Dnald 32% 51%
Scjlp 26% 47%
Sis1p 26% 47%
Xdj1p 26% 45%

Ydj1p 28% 54%
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Diese Fragestellung ist vor allem vor dem Hintergrund interessant, dafl3 bisher zwei weitere
mitochondriale DnaJ-Proteine in S. cerevisiae bekannt sind, von denen jedoch keines in
Abwesenheit von Mdjlp die Fahigkeit zu respiratorischem Wachstum vermitteln kann
(Westermann und Neupert, 1997; Strain et al., 1998).

Fur die Komplementationsstudie wurden zunachst funf homologe Proteine ausgewahilt.
Neben DnaJ aus E. coli, das mit 33% die gréRte Homologie aufweist, wurden vier weitere
DnaJ-Proteine aus S. cerevisiae verwendet (vgl.Tabelle 14). Dabei handelt es sich um (1)
Scjlp, einem im Lumen des endoplasmatischen Retikulum lokalisierten DnaJ-Protein
(Blumberg und Silver, 1991; Schlenstedt et al., 1995), (2) Sislp, einem zytosolischen Dnal-
Protein, dem eine Rolle bei der Proteintranslation zugeschrieben wird (Luke et al., 1991;
Zhong und Arndt, 1993), (3) Xdjlp, einem DnaJ-Protein mit bisher nicht bekannter
Lokalisation und Funktion (Schwarz et al., 1994) und (4) Ydjlp, einem weiteren
zytosolischen DnaJ-Protein, dessen Beteiligung an der Proteintranslokation und
proteolytischen Prozessen im Zytosol beschrieben wurde (Caplan et al., 1992; Becker et al.,
1996; Lee et al., 1996).

Mit Ausnahme von Sislp weisen alle hier ausgewaéhlten Proteine die fir DnaJ-Proteine
typische Domanenstruktur einschlie3lich der J-Doméne, des G/F-Linkers und des Cystein-
Motives auf. Sislp besitzt als einzige Ausnahme kein Cystein-Motiv (Abbildung 6). Fur die
Komplementationsstudie wurden Hefe-Mutanten erzeugt, in denen Mdjlp auf genetischer

Ebene durch die homologen DnaJ-Proteine ersetzt wurde.

2.1. Klonierung der DNAJ-Gene fiir den mitochondrialen Import

Die Gene der verschiedenen DnaJl-Proteine wurden mittels PCR amplifiziert. Die
verwendeten Primerpaare sind in Tabelle 3 aufgefuihrt. Als Matrize diente DNA aus dem
Bakterienstamm XL1-blue fur die Amplifikation von DNAJ, bzw. DNA aus dem Hefestamm
D273-10B fur die Amplifikation von MDJ1, SCJ1, SIS1, XDJ1 und YDJ1. Die durch PCR
erhaltenen DNA-Fragmente wurden tUber BamHI/EcoRI bzw. BamHI/Sacl zunadchst in den
Vektor pGEM3Su9 subkloniert und sequenziert. Die resultierenden Konstrukte konnten zur
in vitro Expression der DnaJ-Proteine als Fusion mit den ersten 69 Aminosauren der
mitochondrialen Importsequenz der Untereinheit 9 der F,-ATPase aus Neurospora crassa

verwendet werden (vgl. 111.2.2 und I11.2.6).
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2.2. Mitochondrialer Import von Mdj1p

Ein effizienter Import in die mitochondriale Matrix von S. cerevisiae wurde fir eine Reihe
heterologer Proteine beschrieben, die an die mitochondriale Importsequenz der Untereinheit
9 der F,-ATPase aus Neurospora crassa (Su9) fusioniert waren (Pfanner et al.,, 1987,
Schwarz et al., 1993; Prip-Buus et al., 1996). Um vergleichbare Importbedingungen zu
erreichen, wurden alle DnaJ-Proteine, die in der Komplementationsstudie getestet wurden,
mittels dieser Importsequenz in die mitochondriale Matrix transportiert. Zunachst wurde die
heterologe mitochondriale Importsequenz (Su9) am Beispiel von Mdjlp im Vergleich mit der

endogenen Importsequenz getestet.

Proteine mit einer mitochondrialen Importsequenz werden von isolierten Mitochondrien
aufgenommen. Eine entscheidende Voraussetzung fur den Import in die mitochondriale
Matrix ist jedoch die Energetisierung der inneren Membran — also das Vorhandensein des
naturlichen Membranpotentials, AW (Gasser et al., 1982; Schleyer et al., 1982; Eilers et al.,
1987).

Zunachst wurde Mdjlp mit der endogenen bzw. der heterologen Importsequenz unter
Verwendung der Konstrukte pMDJ1 bzw. pGEM3Su9MDJ1 (vgl. Tabelle 4) in vitro
synthetisiert und durch Verwendung von *°S-Methionin radioaktiv markiert. Radioaktiv
markiertes Vorlauferprotein wurde in einem Reaktionsansatz mit isolierten Mitochondrien
inkubiert. Zur Visualisierung des mitochondrialen Imports wurde die Tatsache ausgenutzt,
daR alle importierten Proteine durch die mitochondriale Membran vor proteolytischem Abbau
geschitzt sind. Je eine Halfte eines Reaktionsansatzes wurde deshalb mit Trypsin
behandelt, um nicht importierte Proteine proteolytisch zu verdauen. Die reisolierten
Mitochondrien wurden lysiert und das Ergebnis der Importreaktion nach Auftrennung der
mitochondrialen Extrakte mit Hilfe von SDS-PAGE und anschlieRender Autoradiographie
analysiert (vgl. Abbildung 7). Zur Kontrolle wurden alle Importreaktionen parallel fir

Mitochondrien mit und ohne Membranpotential (AW) analysiert.

In Anwesenheit eines Membranpotentials konnte nach Verdau mit Trypsin ein Signal
importierter Proteine nachgewiesen werden (vgl. Bahnen 2 und 4 bzw. Bahnen 6 und 8). Die
im Vergleich zum Vorlauferprotein héhere elektrophoretische Mobilitat belegt aul3erdem die
Prozessierung zu reifem Mdjlp (vgl. Bahnen 3 und 4 bzw. Bahnen 7 und 8). Der Vergleich
der Bahnen 4 und 8 zeigt, daf3 der mitochondriale Import und die Prozessierung von Mdj1p

unabhangig von der verwendeten Importsequenz erfolgt. Es ist deshalb davon auszugehen,
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daR die heterologe mitochondriale Importsequenz, Su9, ebenso fur den Import der anderen
zu testenden DnaJ-Proteine geeignet ist.

puMdjlp psMdj1lp

AY - - + + - - + +
Trypsin - + - + - + - +
i
Vorlauferprotein s
reifes Mdjlp B ' —
Abbildung 7: Import von Mdjlp in isolierte Mitochondrien. Aufgetragen sind mitochondriale Extrakte nach

dem Import. Bahnen 1-4: Mdjlp mit der endogenen Importsequenz (pwv); Bahnen 5-8: Mdjlp mit der
Importsequenz der Su9 der Fo-ATPase aus N. crassa (ps). Vorlauferprotein wurde in den Bahnen 1, 2, 4 und 5
mit Mitochondrien ohne Membranpotential (A%:-) und in den Bahnen 3, 4, 7 und 8 mit Mitochondrien mit

Membranpotential (AW:+) inkubiert. Extrakte von Mitochondrien, die nach dem Import mit Trypsin behandelt

wurden, sind in den Bahnen 2, 4, 6 und 8 gezeigt.

2.3. Konstruktion eines Vektors fur die Expression in Saccharomyces cerevisiae

Eine Voraussetzung fir die Komplementationsstudien war, dafd die in vivo Synthese der
kunstlichen DnaJ-Vorlauferproteine in gleicher Weise wie die Synthese von Mdjlp reguliert
ist. Dazu wurde die regulatorische Sequenz von MDJ1 mittels PCR mit den PCR-Primern
regf und regr unter Verwendung von pMDJ315* als Matrize synthetisiert und nach Verdau mit
Smal und Hindlll in den mit Sspl und Hindlll geschnittenen kommerziell erhaltlichen
E. coli/S. cerevisiae-Shuttle-Vektor pYES2.0 kloniert (vgl. Abbildung 8).

* In pMDJ315 wurde zuvor durch ortsspezifische Mutagenese mit den Mutageneseprimern bamf und
bamr eine BamHI-Schnittstelle innerhalb der regulatorische Sequenz entfernt. Diese Mutagenese war

notwendig, weil das Enzym BamHI fur spéatere Klonierungsschritte verwendet werden sollte.



lll. Ergebnisse und Diskussion

48

Sspl

Smal (wurde entfernt durch
ortsgerichtete Mutagenese)

Hindill | ~__Hindll
\/regf BamHI //
//
/
regr 2.8 kb-Insert
]
E 3
=
pMDJ315

8737 bp

/\ Sacl
L&y

1. Verdau mit Sspl/Hindlll

2. Ligation des PCR-Produkts
Uber blunt/HindllI

Abbildung 8: Schematische Darstellung der Arbeitsschritte zur

S. cerevisiae/E. coli Shuttle-Vektor mit endogenem MDJ1-Promoter.

Erzeugung von pYESM, einem
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Abbildung 9: Schematische Darstellung der Arbeitsschritte zur Erzeugung des Plasmids pYESMS, das als

Rezipient fur die Gene der DnaJ-Homologen verwendet wurde.
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Abbildung 10: Schematische Darstellung der Arbeitsschritte zur Erzeugung der Plasmide, die zur Expression

der DnaJ-Homologen in S. cerevisiae verwendet wurden.
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Auf diese Weise wurde in dem urspringlichen Vektor pYES2.0 der GAL1-Promotor und ein
Teil des F1-Replikationsorigins durch ein DNA-Fragment ersetzt, das die gesamte
regulatorische Sequenz von MDJ1 enthielt. Schliel3lich wurde Uber Hindlll und Sacl die
kodierende Sequenz der Su9 aus pGEM3Su9 subkloniert. Das resultierende Plasmid wurde
mit pYESMS bezeichnet (vgl. Abbildung 9).

2.4. Klonierung der DNAJ-Gene fir die Expression in Saccharomyces cerevisiae

Fur die Expression in S. cerevisiae wurden die Gene der Dnal-Proteine aus den
pGEM3Su9-Konstrukten (vgl. 111.2.1) in den Vektor pYESMS (vgl. 111.2.3) umkKloniert.
Abhangig von den Restriktionsschnittstellen innerhalb der Gensequenzen erfolgte deren
Umklonierung mit Hindlll/Sacl bzw. mit BamHI/EcoRlI, so dalR Vektoren erhalten wurden, die
eine Expressionskassette mit der Su9 und einem DnaJ-Gen unter der Kontrolle des MDJ1-
Promotors enthielten (vgl. Abbildung 10). Weiterhin trugen alle Vektoren fur die Amplifikation
in E. coli den Replikationsorigin ColE1 und eine Ampicillin-Resitenz als Selektionsmarker
sowie fur die Amplifikation in S. cerevisiae den Replikationsorigin 2 und einen Uracil-
Auxotrophiemarker. Eine Ubersicht iiber die Nomenklatur der erstellten Konstrukte ist in

Tabelle 15 dargestellt.

2.5. Konstruktion der Komplementationsmutanten

Die Komplementationsmutanten wurden durch plasmid shuffing erzeugt. Als
Ausgangsstamm diente der haploide Hefestamm YBW16, der neben einem chromosomal
deletierten MDJ1-Allel ein Wildtyp MDJ1-Gen auf dem Plasmid pBWM11 [MDJ1, URAS3, 2|]
trug (Westermann et al., 1996). Dieser Stamm ist [rho"], besitzt also ein intaktes
mitochondriales Genom. Damit fir die spatere Selektion der Komplementationsmutanten der
Auxotrophiemarker URA3 verwendet werden konnte, erfolgte die Einfihrung der Gene der
heterologen DnaJ-Proteine in zwei Stufen. Zunachst wurde in einem ersten plasmid
shuffling - Prozess der Vektor pBWM11 [MDJ1, URAS, 2u] durch pMDJ315 [MDJ1, LEU2,
CEN] ersetzt. Der dabei erhaltene Hefestamm, YTL1, diente als Rezipient in einem weiteren
plasmid shuffling - Prozess, bei dem pMDJ315 durch jeweils einen Vektor mit einem
heterologen DNAJ-Gen ersetzt wurde. So wurden schlielich Stamme erhalten, die anstelle

von MDJ1 nunmehr eines der heterologen DNAJ-Gene exprimierten (vgl. Abbildung 11).
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Transformation
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mdj1::HIS3 mit pMDJ315

Selektion auf Plasmidverlust

YTL3MSX
mdj1::HIS3 mit pYESMSXx

Abbildung 11: Schematische Darstellung der Erzeugung der Komplementaionsmutanten durch

plasmid shuffling.

Tabelle 15:  Nomenklatur der Komplementationsmutanten

Hefestamm enthaltenes Plasmid exprimiertes Protein Importsequenz von
WT-Mdjlp Su9
YTL3IMMMDJ1 PYESMMMDJ Mdjlp X
YTL3MSMDJ1 PYESMSMDJ Mdj1p X
YTL3MSDNAJ PYESMSDNAJ DnaJ X
YTL3MSSCJ1 pYESMSSCJ Scjlp X
YTL3MSSIS1 PYESMSSIS Sislp X
YTL3MSXDJ1 PYESMSXDJ Xdj1p X
YTL3MSYDJ1 PYESMSYDJ Ydjlp X
YTL3MSYDJ1g PYESMSYDJg Ydj1C406S X
YTL3MSM189 PYESMSM189 Mdj189p X
YTL3MSD108 pYESMSD108 DnaJ108p X
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Durch diese Methode war garantiert, dal bis zu dem Zeitpunkt, da die entsprechenden
DnaJ-Proteine in den Zellen synthetisiert werden konnten, ein funktionelles MDJ1-Allel
vorhanden war, welches die fehlerfreie Propagierung eines intakten mitochondrialen
Genoms vermittelte. Eine Ubersicht (ber die erhaltenen Komplemenationsmutanten und

deren Nomenklatur ist in Tabelle 15 aufgefuhrt.

Um die Stammkonstruktionen zu testen und die Funktionalitdt der ausgewahlten
Importsequenz in vivo zu bestatigen, wurden die Hefestamme YTL3MMMdjl und
YTL3MSMdj1 hinsichtlich ihres Wachstumsverhaltens im Vergleich zum Wildtyp mit
chromosomalem MDJ1 untersucht (vgl. Abbildung 12).

YPD YPG

MDJA"

Amdjl

YTLSMMM

YTL3MSM

Abbildung 12:  Ph&nomenologischer Vergleich von YTL3MMM und YTL3MSM mit MdjA* und Amdj1.

Es konnte gezeigt werden, dal3 die Zellen, die Mdjlp als Vorlauferprotein mit der endogenen
(YTL3MMMdj1) bzw. der heterologen (YTL3MSMd]j1) Importsequenz exprimierten, weder bei
der Verwertung nicht-fermentierbarer Kohlenstoffe noch in ihrer Temperatursensitivitat
Unterschiede zum Wildtyp aufwiesen. Vielmehr entsprachen beide Stamme in ihrem
phanomenologischen Erscheinungsbild dem Wildtyp mit chromosomalen MDJ1-Allel.

Auch die zur Entfernung der BamHI-Schnittstelle eingefiihrte Mutation innerhalb der
regulatorischen Sequenz hatte offensichtlich keine Auswirkungen auf die Expression von
MDJ1. Es ist deshalb davon auszugehen, daf} die erhaltenen Expressionskonstrukte auch
fur die Expression der heterologen DnaJ-Gene geeignet sind.
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2.6. Expression und mitochondrialer Import homologer DnaJ-Proteine in

Saccharomyces cerevisiae

Zum Nachweis der Expression, der mitochondrialen Lokalisierung und der korrekten
Prozessierung der DnaJ-Proteine in den entsprechenden Komplementationsmutanten,
wurden deren mitochondriale Extrakte zunachst immunologisch untersucht. Anschliel3end
wurde der mitochondriale Import der kinstlichen Vorlauferproteine in isolierte Mitochondrien

Uberpruft.

Fur die immunologische Untersuchung mitochondrialer Extrakte wurden Mitochondrien von
den Hefestammen der verschiedenen Komplementationsmutanten prapariert und mittels
SDS-PAGE und anschlieRendem Western-Blot analysiert. Alle getesteten Proteine (Mdjlp,
DnaJ, Scjlp und Ydjlp), konnten eindeutig in den praparierten Mitochondrien nachgewiesen
werden (Abbildung 13).
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a-Mdjlp ".
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Abbildung 13: Immunologischer Nachweis der heterologen DnaJ-Proteine in Mitochondrien. Mitochondriale
Extrakte aus YTL3MSMdj (Bahn 1), YTL3MSDnaJ (Bahn 2), YTL3MSScj (Bahn 3), YTL3MSYd] (Bahn 4) wurden
Uber SDS-PAGE aufgetrennt, geblottet und mit den angegebenen Antiseren dekoriert. Die Dekoration mit

Antiserum gegen das mitochondriale GrpE-Homolog, Mgelp diente als Kontrolle.

Eine genauere Bestimmung der Konzentration in den Mitochondrien wurde jedoch nicht
durchgefuhrt. Aus friheren Arbeiten war bekannt, dafl} bereits geringste Mengen an Mdj1p

ausreichend sind, wildtypahnliches Wachstum zu vermitteln (Westermann, unveroffentlicht).
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Die Molekulargewichte, die aus der elektrophoretischen Mobilitat abgeleiteten wurden,
entsprachen fir Mdjlp, DnaJ und Ydjlp den erwarteten Werten der prozessierten reifen
Proteine. Nur fur Scjlp, mit einem berechneten Molekulargewicht von ca. 39 kD, wurde eine
elektrophoretische Mobilitat ermittelt, die einem Polypeptid von ca. 43 kD entspricht. In der
Bahn 1 in Abbildung 13 st wegen einer geringen Verunreinigung der
Mitochondrienpraparation mit endoplasmatischem Retikulum das korrekte Laufverhalten von
Scjlp bei 39 kD erkennbar. Mdglicherweise erfolgte die Abspaltung der mitochondrialen
Importsequenz nach dem mitochondrialen Import nicht an der vorgesehenen Paosition, so

daR in den Mitochondrien noch unprozessierte Vorlauferproteine vorliegen.

AulRerdem konnte mit diesem Western-Blot interessanterweise fur Ydj1p eine Doppelbande
detektiert, die auf eine partielle Farnesylierung des mitochondrialen Ydj1p hindeutet ( Caplan
et al.1992).

Da fur Sislp und Xdjlp keine spezifischen Antikorper zur Verfigung standen, konnte deren
Anwesenheit in den mitochondrialen Extrakten der entsprechenden
Komplementationsmutanten nicht Gberpruft werden. Um dennoch zumindest nachzuweisen,
dafl} die kunstlich erzeugten Vorlauferproteine in Mitochondrien importiert werden kdnnen,

wurde der mitochondriale Import in isolierte Mitochondrien untersucht.

Dazu wurden radioaktiv markierte Vorlauferproteine der verschiedenen DnaJ-Proteine in
Retikulozytenlysat unter Verwendung der pGEM3Su9-Konstrukte synthetisiert. Die
Vorlauferproteine wurden mit isolierten Mitochondrien inkubiert und der mitochondriale
Import wie unter 11.2.2 beschrieben nach Verdau mit Trypsin mittels Autoradiographie
analysiert (vgl. Abbildung 14). Dabei konnte gezeigt werden, dal3 DnaJ, Scjlp, Sislp, Xdjlp
und Ydjlp genauso wie Mdjlp in isolierte Mitochondrien importiert wurden. Wie erwartet, war
der Import abhangig vom Membranpotential. Auerdem konnte die Prozessierung zum reifen
DnaJ-Protein nach erfolgtem Import anhand des gegenilber dem eingesetzten

Vorlauferprotein geringeren Molekulargewichts nachgewiesen werden.

Nur fur Scjlp wurde - wie schon im Western-Blot - eine unvollstandige Prozessierung

beobachtet.

Nachdem der Import und die korrekte Prozessierung in isolierten Mitochondrien fur die
beiden DnaJ-Proteine Sislp und Xdjlp, fur die keine Antikorper fir einen immunologischen
Nachweis in den Mitochondrien der Komplementationsmutanten zur Verfugung standen,
nachgewiesen werden konnte, wurde davon ausgegangen, daf3 auch in vivo die reifen DnaJ-

Proteine in den Mitochondrien anwesend sind.
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L - - + + AW
- + - + Trypsin
DnaJd
Scjlp
Sislp
Xdjlp
i | —— Vv
Ydjlp | —-- R

Abbildung 14: Import von DnaJ, Scj, Sislp, Xdjlp und Ydjlp als Fusion mit Su9 in isolierte Mitochondrien.
Aufgetragen sind Retikulozytenlysat (L) und die mitochondrialen Extrakte nach dem Import. Im Kopf der
Abbildung wird durch ,+/-“ die An- bzw. Abwesenheit des Membranpotentials (AW) wahrend der Importreaktion
bzw. die Behandlung mit Trypsin nach dem Import symbolisiert. Vorlauferprotein (V) und reifes Protein (R) sind
durch Pfeile markiert.
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2.7. Komplementation von Mdjlp durch homologe DnaJ-Proteine

FiUr die Analyse des Komplementationspotentials der verschiedenen DnaJ-Proteine wurde
die Temperatursensitivitat bei 37°C und das Wachstum der Mutanten auf nicht-
fermentierbaren  Kohlenstoffquellen untersucht. Dazu wurden die Mutanten in
Minimalmedium unter Bedingungen, die den Erhalt des Plasmids mit dem entsprechenden
DnaJ-Gen garantierten, 16 h kultiviert. Alle Kulturen wurden anschliel3end auf eine ODgy VON
0.1 eingestellt und Verdinnungen dieser Kulturen auf Platten mit glucose- (YPD) und
glycerinhaltigem Medium (YPG) ausgetipfelt. Die Platten wurden bei 24°C (YPD-Platten drei
Tage, YPG-Platten finf Tage) und 37°C (YPD-Platten zwei Tage, YPG-Platten vier Tage)
inkubiert. Das Wachstumsverhalten der Komplementationsmutanten ist in Abbildung 15 im

Vergleich zum Wildtyp bzw. zur Deletionsmutate, Amdj1, dargestellt.

YPD YPG

24°C 37°C

Mdjlp
Amdjl
Dnal
Scjlp
Sislp
Xdjlp

Ydjlp

Abbildung 15: Vergleich des Wachstums der verschiedenen Komplementationsmutanten bei 24°C und 37°C
auf fermentierbarer und nicht-fermentierbarer Kohlenstoffquelle. Verdiinnungen der Hefekulturen, die anstelle von
Mdjlp die links in der Abbildung angegebenen Dnal-Proteine enthielten wurden auf glucose- (YPD) oder
glycerinhaltigem Medium (YPG) ausgetupfelt und bei 24°C bzw. 37°C inkubiert.
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Amdjl war erwartungsgemal ausschlieBlich bei 24°C auf glucosehaltigem Medium
lebensfahig. Weder bei 37°C noch auf der nicht-fermentierbaren Kohlenstoffquelle Glycerin
bildete diese Mutante Kolonien. Dagegen vermittelte plasmidkodiertes Mdjlp unter allen
getesteten Bedingungen ein mit dem Wildtyp vergleichbares Wachstum. Keine der
Komplementationsmutanten, die anstelle von Mdjlp ein anderes DnaJ-Protein trug, verhielt
sich wie die Deletionsmutante. Im Vergleich zum Wildtyp wiesen sie aber dennoch

unterschiedlich stark ausgepragte Einschrankungen in ihrem Wachstum auf.

Im Folgenden soll zunachst des Wachstum auf glycerinhaltigem Medium betrachtet werden.
Nur DnaJ aus E. coli war in der Lage, auf YPG-Medium wildtypahnliches Wachstum zu
vermitteln. Diese Fahigkeit war bei den anderen DnaJ-Proteinen deutlich geringer
ausgepragt. Wahrend Zellen mit mitochondrialem Xdjlp und Ydjlp bei 24°C auf YPG
wachsen konnten, trat bei 37°C eine deutliche Beeintrachtigung des Wachstums auf. Eine
noch viel schlechtere Komplementation zeigten Zellen, die mitochondriales Scjlp oder Sislp
enthielten. Bei 24°C vermittelten Scjlp bzw. Sislp kaum Wachstum auf Glycerin. Erst nach
dem Uberimpfen von Zellen dieser beider Komplementationsmutanten auf frisches YPG-
Medium wurde ausgeschlossen, dal3 das Wachstum auf einen Restgehalts an Glucose im
ausgebrachten Medium zurlickzuftihren war. Eine Ausbildung von Mikrokolonien konnte erst
nach zehn Tagen Kultivierung bei 24°C beobachtet werden. Scjlp und Sislp kénnen also

nur mit grofRen Einschrankungen respiratorisches Wachstum vermitteln.

Bei der Betrachtung das Wachstumsverhalten der Komplementationsmutanten hinsichtlich
der Temperatursensitivitat bei 37°C auf glucosehaltigem Medium, wurde dagegen
ausschlie3lich bei der Mutante mit mitochondrialem Scjlp eine schlechte Komplementation
beobachtet. DnaJd aus E. coli vermittelte auch hier die beste Komplementation. Zellen mit
mitochondrialem Sislp, Xdj1p und Ydjlp verhielten sich wildtyp&ahnlich. Verglichen mit Zellen
mit mitochondrialem DnaJ bzw. Mdj1p bildeten sie geringfugig kleinere Kolonien bei 37°C auf

glucosehaltigem Medium aus.

Somit erwies sich DnaJ unter den getesteten DnaJ-Homologen - sowohl hinsichtlich der
Komplementation der Temperatursensitivitdt als auch hinsichtlich der Vermittlung von

respiratorischem Wachstum - am geeignetsten, Mdj1p zu ersetzen.
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2.8. Komplementation von Mdjlp durch N-terminale Fragmente von Mdjlp und DnaJ

Die hochste Homologie weisen DnaJ-Proteine innerhalb der J-Domé&ne auf. Daher stellte
sich die Frage, ob die J-Domaéne flir eine Komplementation von Mdjlp ausreichend ist. Aus
Struktur-/Funktionsbeziehungen an E. coli DnaJ ist bekannt, daf ein N-terminales Fragment,
bestehend aus der J-Domane und dem G/F-Linker (Aminosauren 2-108) partiell die Funktion
von DnaJ Ubernehmen kann. So ist z.B. dieses N-terminale Fragment fur die Stimulierung
der ATPase-Aktivitat von DnaK ausreichend (Wall et al., 1994). Obwohl durch *H-NMR-
Strukturuntersuchungen fir den G/F-Linker keine definierte Sekundarstruktur ermittelt
werden konnte, scheint dessen Lange fir die Struktur der J-Domane und ihre Fahigkeit,
DnaK zu stimulieren, von Bedeutung zu sein (Szabo et al., 1996; Huang et al., 1999).
Deshalb wurde das Komplementationsvermégen des entsprechenden N-terminalen
Fragmentes von Mdjlp, welches die J-Domé&ne und den gesamten G/F-reichen Bereich

umfaldte, untersucht.

Unter Verwendung von ALIGN (http://wwwz2.igh.cnrs.fr/bin/align-quess.cgi) wurde ein

Sequenzvergleich zwischen Mdj1p und DnaJ durchgefihrt (vgl. Abbildung 16).

DnaJd MAKQ 4
pMij 1p MAFQQGVL SRCSGVFRHHVGHSRHI NNI L YRHAI AFASI APRI PKSSFHTSAI RNNEAFK 60

DnaJd DYYEI LGVSKTAEEREI RKAYKRLAVKYHPDRNQGDKEAEAKFKEI KEAYEVLTDSQKRA 63

pMij 1p DPYDTLGLKKSATGAEI KKAYYKLAKKYHPDI NK- EPDAEKKFHDLQNAYEI LSDETKRQ 119

DnalJ AYDQYGHAAFEQGGMGEEGFGG - - - - GADFSD! - - - - - - - - - - FG - ---DVFGD FGG 102

oMij 1p  QYDQFGPAAFGGGGAAGGAGGGSGSPFGSQFHDESGRTSAGGSPFGG NFEDLFGAAFGG 179

DnaJ G RGRORAARG 112

pMij 1p  GGRGSGGASRS 190

Abbildung 16: Sequenzvergleich zwischen DnaJ aus E. coli und Mdjlp aus S. cerevisiae mit Hilfe von ALIGN.
Aminosaurereste der J-Doméane sind rot und Aminosauren des G/F-Linkers sind griin dargestellt. Ahnliche
Aminosauren sind durch einen Punkt und identische Aminoséauren durch einen Doppelpunkt gekennzeichnet.
Aminosaurereste, die fur das N-terminale Fragment von Mdj189p bzw. DnaJ108p verwendet wurden, sind fett

gedruckt.
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Das N-terminale Fragment mit der J-Doméane und dem G/F-reichen Bereich umfaft die
Aminoséauren 56 - 186 des Vorlauferproteins von Mdjlp. Zusatzlich zu dem N-terminalen
Fragment von Mdjlp sollte auch das entsprechende Fragment - die ersten 108

Aminoséauren - von DnaJ auf sein Komplementationsvermdgen untersucht werden.

Fur die beiden Fragmente wurden die Expressionskonstrukte pYESMSM189 und
pYESMSD108 hergestellt. Dazu wurden in die Plasmide pYESMSMDJ1 und pYESMSDNAJ
mit den Primerpaaren 189f/189r bzw. 108f/108r (Tabelle 3) durch ortsspezifische
Mutagenese je zwei Stopkodons nach der Aminoséaureposition 189 bzw. 108 eingeflhrt. Die
Wahl der Primer erlaubte ein schnelles Screening der nach Mutagenese erhaltenen Klone,
da korrekte Klone durch Restriktionsverdau mit BspMI fur pYESMSM189 bzw. mit Hincll far

pYESMSD108 anhand eines veranderten Schnittmusters identifiziert werden konnten.

Die Komplementationsmutanten wurden durch plasmid shuffling (vgl. 111.2.4) erhalten und die
Anwesenheit der verkirtzten Proteine in den Mitochondrien durch Analyse der

mitochondrialen Extrakte mittels Western-Blot nachgewiesen (Abbildung 17).

G-Mdjlp ——

o-DnaJ : a——

Abbildung 17: Immunologischer Nachweis der N-terminalen Fragmente von Mdjlp und DnaJ in Mitochondrien.
Mitochondriale Extrakte aus YTL3MSM189 (Bahn 1), YTL3MSD108 (Bahn 2) wurden Uber SDS-PAGE
aufgetrennt, geblottet und mit den angegebenen Antiseren dekoriert. Die Dekoration mit Antiserum gegen Mgelp

diente als Kontrolle.

Fur die Durchfiihrung des Wachstumstests wurden die Zellen der beiden Stamme 16 h bei
24°C in Minimalmedium Kkultiviert, anschlieBend auf eine ODgy von 0.1 eingestellt und
verschiedenen Verdinnungen dieser Kulturen auf glucose- (YPD) und glycerinhaltigem
Medium (YPG) ausgetupfelt (vgl.111.2.7). AnschlieRend wurden die Zellen bei 24°C bzw. 37°C
inkubiert (vgl. Abbildung 18).
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Auf glucosehaltigem Medium verhielt sich die Mutante mit dem N-terminalen Fragment von
Mdjlp sowohl bei 24°C als auch bei 37°C ahnlich wie der Wildtyp. Interessanterweise wurde
auch auf glycerinhaltigem Medium bei 24°C wildtypéhnliches Wachstum beobachtet. Sogar
bei 37°C wurden noch Kolonien ausgebildet, die aber im Vergleich zum Wildtyp deutlich
kleiner und langsamer wuchsen. Die Mutante mit dem N-terminalen Fragment von Dnal
konnte zwar ebenfalls auf glucosehaltigem Medium sowohl bei 24°C als auch bei 37°C
Wachstum vermitteln, allerdings waren die Kolonien bei 37°C deutlich kleiner als die

Kolonien vom Wildtyp.

Auf glycerinhaltigem Medium war die Komplementationsfahigkeit des N-terminalen
Fragmentes von DnaJd sowohl bei 24°C als auch bei 37°C, nur aufRerst gering ausgepragt.
Das Wachstumsverhalten dieser Mutante war vergleichbar mit dem der

Komplementationsmutanten mit mitochondrialem Scjlp und Sis1p.

YPD YPG

24°C 37°C 24°C 37°C

Vi O 5 210 & 3|
r

DnaJio8p (L «||® @ o

i1
\

Abbildung 18: Vergleich des Wachstums der Komplementationsmutanten mit den N-terminalen Fragmenten

von DnaJ bzw. Mdjlp anstelle von Mdj1p.

Das N-terminale Fragment bestehend aus der J-Doméane und dem G/F-Linker von Mdjlp ist
demnach ausreichend, respiratorisches Wachstum bei 24°C zu vermitteln. Fir eine
vollstandige Komplementation bei 37°C scheint allerdings das gesamte mitochondriale DnaJ-

Protein erforderlich zu sein.

Weiterhin bestatigt dieses Experiment, daf? die Anwesenheit des G/F-Linkers auch fur die
Funktionalitat des N-terminalen Fragmentes von Mdjlp von ausschlaggebender Bedeutung
ist. Ein N-terminales Fragment von Mdjlp, das zusatzlich zur J-Doméne nur 20
Aminoséauren, also nur etwa ein Drittel des G/F-reichen Bereiches enthielt, konnte Mdj1p
nicht funktionell ersetzen (Westermann, personliche Mitteilung). Auch fir N-terminale Sislp-
Fragmente wurde eine Abhangigkeit der Funktionalitat von der Lange des G/F-reichen

Bereiches beobachtet (Yan und Craig, 1999). Neuere 'H-NMR-Studien an N-terminalen
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Fragmenten von DnaJ ergaben, dal3 die Aminosauren des G/F-Linkers in den Fragmenten
zwar keine raumlich definierte Struktur einnehmen, aber die Anordnung der Helices
innerhalb  der J-Doméane durch die Léange des G/F-Linkers beeinflult wird.
Interessanterweise wurde eine deutliche Veranderung der raumlichen Orientierung zwischen
Helix 1V und den anderen Helices in Abhangigkeit von der Lange des G/F-reichen Bereiches
festgestellt (Huang et al., 1999; Yan und Craig, 1999). Demnach ist der G/F-reiche Bereich
nicht nur ein Linker zwischen der J-Doméane und dem Rest des Proteins, sondern er

bestimmt entscheidend die Struktur und die Funktionalitat der J-Doméne.

Als einzige funktionelle Bedeutung des N-terminalen Fragments von DnaJ wurde bisher die
Stimulierung der ATPase-Aktivitdt von DnaK diskutiert. Eine intrinsische Chaperonaktivitat
konnte dagegen immer nur fur vollstandiges DnaJ beobachtet werden. Daher wurde die
Substratbindungseigenschaft dem C-terminalen Bereich des Proteins zugeschrieben. Da das
N-terminale Fragment von Mdjlp zumindest bei 24°C das Wildtyp-Protein ersetzen kann,
wurde postuliert, daf? Mdjlp gemeinsam mit einem mitochondrialen Hsp70-Protein agiert
(Lisse und Schwarz, 2000).

Neuere Untersuchungen weisen aber darauf hin, daf} ein N-terminales Fragment von DnaJ
unabhangig von Hsp70 Chaperoneffekte bewirkt. So konnte z.B. die Ausbeute an aktivem
rekombinanten tissue type plasminogen activator (rPA) durch die periplasmatische
Koexpression des N-terminalen Fragments von DnaJ ahnlich wie durch periplasmatische
Koexpression des Gesamtproteins gesteiger werden (Schaffner, 2000). Diese Erhéhung der
Ausbeute an aktivem rPA wurde auf eine verminderte Aggregation des rPA bei Koexpression
des Chaperons zurtickgefuihrt. Da im Periplasma von E. coli kein Hsp70-Protein existiert,
wurde der beobachtete Chaperoneffekt dem N-terminalen Fragment per se zugeschrieben.
Auch in vitro konnte durch Zugabe des N-terminalen Fragments von DnalJ zu
Ruckfaltungsansatzen die Aggregation von rPA, Rhodanese bzw. Proinsulin nahezu
vollstandig unterdriickt werden (Oehlmann, 2000). Diese Aggregationsunterdriickung in vitro,
die bisher nur immer fur das Gesamtprotein beobachtet werden konnte, verdeutlicht, dal3 das
N-terminale Fragment von DnaJ uber seiner Rolle als Stimulus fir Hsp70 hinaus eine

eigenstandige funktionelle Bedeutung als Chaperon besitzt.

Es kann daher nicht mehr ausgeschlossen werden, dall auch mitochondriales DnaJ

unabhangig von einem Hsp70-Partnerprotein agieren kann.
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2.9. Temperatursensitive MDJ1-Mutanten mit N-terminalem Fragment von Mdjlp

Das N-terminale Fragment von Mdj1p und die ts-Mutante mdj1-4 (vgl. Abbildung 5) verhalten
sich auf glycerinhaltigem Medium sehr ahnlich. Beide kénnen bei permissiver Temperatur,
also bei 24°C, wildtypahnliches Wachstum auf glycerinhaltigem Medium vermitteln. Bei 37°C
wurde dagegen kein Wachstum beobachtet. Unterschiedlich ist das Verhalten der beiden
Mutanten auf glucosehaltigem Medium. Wahrend das N-terminale Fragment das Wachstum
auf glucosehaltigem Medium bei 37°C sehr effizient unterstitzt, &Rt sich bei der ts-Mutante
mdjl-4 bei dieser Temperatur ein deutlicher Wachstumsdefekt beobachten. Da die ts-
Mutante mdjl1-4 (vgl. Abbildung 5) alle Mutationen innerhalb des N-termianlen Fragments
aufweist, sollte untersucht werden, ob durch gleichzeitige Expression des N-terminalen
Fragments und der ts-Mutante ein verbessertes Wachtum bei 37°C auf glycerin- bzw.

glucosehaltigem Medium erreicht werden kann.

Elektrokompetente Zellen der ts-Mutanten wurden mit dem Plasmid pYESMSM189
transformiert, welches das N-terminale Fragment von Mdjlp kodiert. Die erhaltenen
Transformanten wurden auf ihr Wachstumsverhalten getestet. Nach 16 h Kultivierung in
Minimalmedium bei 24°C wurden die Zellen auf eine ODgg von 0.1 eingestellt, verschiedene
Verdinnungen dieser Kulturen auf glucose- (YPD) und glycerinhaltigem Medium (YPG)
ausgetupfelt und anschlieRend bei 24°C bzw. 37°C inkubiert.

Auf glucosehaltigem Medium (YPD) konnte das Wachstum der ts-Mutante bei 37°C
tatsachlich durch die zusatzlicher Expression des N-terminalen Fragments von Mdjlp

verbessert werden (Abbildung 19).

YPD

24°C 37°C

mdj1-4

mdj1-4 + Mdj189p

Abbildung 19: Vergleich des Wachstums der ts-Mutante mdj1-4 mit und ohne zuséatzliche Expression des N-

terminalen Fragmentes von Mdj1p.
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Auf glycerinhaltigem Medium wurde dagegen keine Verdnderung des Wachstumsverhaltens
der ts-Mutante mdjl-4 durch eine zusatzliche Expression des N-terminalen Fragments

festgestellt (nicht abgebildet).

Offenbar sind die beiden betrachteten Phanotypen - das Wachstum auf der nicht-
fermentierbaren Kohlenstoffquelle Glycerin und das Wachstum bei 37°C - unterschiedlich in
ihren Anforderungen an das DnaJ-Protein. Wahrend das intakte N-terminale Fragment die
Temperatursensitivitat auf fermentierbarem Medium unterdriicken kann, scheint fir das
Wachstum auf nicht-fermentierbarem Medium das vollstandige DnaJ-Protein erforderlich zu

sein.

So laRit sich auch erklaren, dal3 die zusatzliche Expression des N-terminalen Fragments von
Mdjlp in den ts-Mutanten mdjl-5, mdj1-6 und mdjl-7 keinerlei EinfluR auf das
Wachstumsverhalten dieser Mutanten austibte (nicht abgebildet). Diese drei ts-Mutanten
besitzen alle ein intaktes N-terminales Fragment, alle Mutationen betreffen ausschlie3lich

den C-terminalen Teil der Proteine (vgl. Abbildung 5).

Auf glucosehaltigem Medium bei 37°C ist das Wachstumsverhalten dieser ts-Mutanten
vergleichbar zur Komplementationsmutante mit dem N-terminalen Fragment von Mdj1p. Eine
weitere Verbesserung des Wachstums bei 37°C auf glucosehaltigem Medium konnte durch

die zusatzliche Expression des N-terminalen Fragments von Mdj1p nicht beobachtet werden.

Auf glycerinhaltigem Medium konnte keine der getesteten ts-Mutanten durch die zusatzliche

Expression des N-termianlen Fragments von Mdjlp eine Wachstumsvorteil gewinnen.

2.10. Temperatursensitive MDJ1-Mutanten mit Sis1p

Bei der Analyse der Komplementationsfahigkeit der verschiedenen DnaJ-Proteine stellte
Sislp einen Sonderfall dar. Obwohl die Komplementation der respiratorischen Aktivitat
extrem schlecht war, konnte auf glucosehaltigem Medium (YPD) bei 37°C beinahe
wildtypéhnliches Wachstum beobachtet werden. Wahrend bei allen anderen DnaJd-
Homologen ein schlechtes Wachstum auf glycerinhaltigem Medium mit einer verminderten
Tolleranz gegenuber hoherer Temperatur (37°C) zu korrellieren schien, komplementierte
Sislp die Temperatursensitivitat deutlich besser, als den Wachstumsdefekt auf der nicht-

fermentierbaren Kohlenstoffquelle Glycerin (vgl. Abbildung 15).

Daher sollte untersucht werden, ob eine zusatzliche Expression von Sislp in ts-Mutanten

deren Wachstumsféahigkeit bei 37°C verbessern kann. Dazu wurden die ts-Mutanten mdj1-4,
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mdj1-5, mdj1-6 und mdjl-7 mit dem SIS1-tragenden Plasmid, pYESMSSisl1, transformiert
und auf ihr Wachstumsverhalten bei 24°C und 37°C auf glucose- (YPD) und glycerinhaltigem
Medium (YPG) untersucht.

Erneut konnte das Wachstum der ts-Mutante mdjl-4 auf glucosehaltigem Medium (YPD)
durch das mitochondriale Sislp verbessert werden (vgl. Abbildung 20). Das
Wachstumsverhalten auf glycerinhaltigem Medium (YPG) blieb dagegen unverandert (nicht
abgebildet). Bei allen anderen ts-Mutanten konnte keinerlei Veranderung des Wachstums

durch die Anwesenheit von mitochondrialem Sislp beobachtet werden (nicht abgebildet).

YPD
24°C 37°C
mdj1-4 ) ]
mdjl-4 + Sislp J

Abbildung 20: Vergleich des Wachstums der ts-Mutante mdj1-4 mit und ohne zusétzliche Expression von
Sislp.

Das N-terminale Fragment von Mdjlp bzw. das zytosolische DnaJ-Protein Sislp kann nur
die Temperatursensitivitat der ts-Mutante mdjl-4 bei 37°C auf glucosehaltigem Medium
unterdricken. Dabei fallt auf, daf3 sowohl Sislp als auch das N-terminale Fragment von
Mdjlp eine intakte J-Doméne aufweisen, wahrend im C-terminalen Teil deutliche
Unterschiede zu Mdjlp auftreten bzw. dieser vollstandig fehlt. Das deutet erneut darauf hin,
daR fur das Wachstum bei 37°C auf glucosehaltigem Medium eine intakte J-Domane
erforderlich ist. Fur das respiratorische Wachstum ist dagegen ein vollstindiges DnaJ-
Protein notwendig, wobei der C-Terminus bestimmte strukturelle Voraussetzungen erfiillen
muf3, Uber die Sislp nicht verfigt. Moglicherweise kommt dabei dem im Sislp nicht

vorhandenen Cystein-Motiv eine funktionelle Bedeutung zu.
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2.11. Der Einfluf3 des Farnesylierungsmotivs auf die Funktionalitat von Ydjlp

Bei der Auswahl von Xdjlp und Ydjlp als Kandidaten fiir die Komplementation von Mdj1p
wurde vorrangig deren hohe Homologie zu Mdjlp berlcksichtigt. Beide Proteine besitzen
zusétzlich - im Unterschied zu Mdjlp - das Farnesylierungsmotiv CaaX °. Diese C-terminale
Aminosauresequenz wird im Zytosol posttranslational mit einem Farnesylrest modifiziert.
Derart modifizierte Proteine weisen eine erhohte Tendenz zur Membranassoziation auf. Da
nicht bekannt war, ob eine Farnesylierung der Vorlauferproteine von Xdjlp und Ydjlp
stattfinden wiurde, die mdglicherweise einen effizienten Import in die Mitochondrien
behindern konnte, wurde auch eine Ydjlp-Mutante in den Komplementationsstudien
untersucht, die kein Farnesylierungsmotiv besaf3. Fur die Mutante Ydj1C406S, die anstelle
von Cystein-406 ein Serin enthalt, ist eine vollstandige Inaktivierung der Farnesylierung von
Ydj1p im Zytosol beschrieben (Caplan et al., 1992).

Ausgehend von pYESMSYDJ1 wurde durch ortsspezifische Mutagenese der Vektor
PYESMSYDJ1s erzeugt, mit dem die Mutante Ydj1C406S in S. cerevisiae exprimiert werden
konnte. Der entsprechende Hefestamm, YTL3MSYDJ1s, wurde wie schon beschrieben

durch plasmid shuffling erhalten (vgl.lll.2.5).

Mittels Western-Blot wurde die Mutante Ydj1C406S im mitochondrialen Extrakt
nachgewiesen (Abbildung 21). Wahrend fir Wildtyp Ydjlp wie schon in Abbildung 13 ein
Doppelbande sichtbar ist, wurde fir die Mutante Ydj1C406S nur eine einzelne Bande
detektiert. Die untere Bande bei Ydjlp mit der hoheren elektrophoretischen Mobilitat

reprasentiert sehr wahrscheinlich die farnesylierte Form des Proteins (Caplan et al., 1992).

,:- g _nicht farnesyliert

farnesyliert

Abbildung 21: Immunologischer Nachweis von farnesyliertem und nicht farnesyliertem Ydj1p in Mitochondrien.
Mitochondriale Extrakte aus YTL3MSYdjl (Bahn 1), YTL3MSYdjls (Bahn 2) wurden {ber SDS-PAGE

aufgetrennt, geblottet und mit Antiserum gegen Ydjlp dekoriert.

® (C steht fur Cystein, aa steht in den meisten Fallen fir zwei aliphatische Aminosauren und X

reprasentiert ein Serin, Methionin oder ein Glutamin)
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Ein derartiger Unterschied zwischen farnesylierter und nicht-farnesylierter Form von Ydj1p
war zwar bekannt, dennoch war es Uberraschend, dal3 die farnesylierte Form von Ydjlp
auch bei dem in den Mitochondrien vorliegenden Protein beobachtet werden konnte. Dabei
ist bisher nicht geklart, ob diese auch fir andere farnesylierte Proteine beobachtete
geringere elektrophoretische Mobilitéat die Farnesylierung selbst oder die nachfolgende C-
terminale Prozessierung widerspiegelt. Auf jeden Fall hat die partielle C-terminale
Modifikation, die bereits vor dem mitochondrialen Import erfolgt sein mufl3, offenbar keinen
Einflul3 auf den mitochondrialen Import. AuRerdem l&aRt sich auf dem Immunoblott erkennen,

daR Wildtyp und Mutante in vergleichbaren Mengen vorhanden sind.

Beim Vergleich Ydjlp und Ydj1C406S hinsichtlich ihrer Komplementationsfahigkeit zeigte
sich, dal3 die Mutation im Farnesylierungssignal bei mitochondrial lokalisiertem Ydj1C406S
sowohl auf glucosehaltigem als auch auf glycerinhaltigem Medium deutlich

temperatursensitiver war als der Wildtyp Ydjlp (Abbildung 22).

YPD YPG

24°C 37°C 24°C 37°C

Ydjlp

Ydj1pC406S

Abbildung 22: Vergleich der Komplementationsféhigkeit von Wildtyp Ydjlp und Mutante Ydj1C406S anstelle
von Mdjlp.

Interessanterweise verursacht auch bei zytosolisch lokalisiertem Ydjlp die Inaktivierung des
Farnesylierungssignals ein temperatursensitives Wachstum (Caplan et al.,, 1992). Die
Farnesylierung ist offensichtlich sowohl im Zytosol als auch in den Mitochondrien fur die
Funktionalitdt des DnaJ-Proteins bei h6heren Temperaturen wichtig. Unklar bleibt dennoch,
ob der Farnesylrest bei hoheren Temperaturen in seiner Rolle als Membrananker die
Funktionalitdt des Proteins unterstitzt, oder ob die Farnesylierung eine strukturelle
Veranderung im Protein bewirkt, die dessen Temperaturstabilitat beeinflufdt. Im Western-Blot
lie@ sich fur die Mutante Ydj1C406S ein geringflgig erhéhter proteolytischer Abbau

beobachten, was einen Hinweis auf eine geringere Stabilitat darstellen kénnte.
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Nach Substitution des mitochondrialen DnaJ-Proteins, Mdjlp, durch eines der
heterologen DnaJ-Proteine DnalJ, Scjlp, Sislp, Xdjlp bzw. Ydjlp konnte bei allen
getesteten Komplementationsmutanten Wachstumsvorteile gegeniber der
Deletionsmutante Amdjl beobachtet werden. Alle Komplementationsmutanten konnten
zumindest partiell das Wachstum auf der nicht-fermentierbaren Kohlenstoffquelle Glycerin
vermitteln bzw. die Temperatursensitivitat auf glucosehaltigem Medium unterdriicken. Das
Ausmall der Komplementation des Amdjl Phéanotyps durch die heterologen Dnal-

Proteine war jedoch sehr unterschiedlich.

Die beste Komplementation wurde mit DnaJ aus E. coli erreicht. DnaJ weist die hdchste
Aminosaure-ldentitdt zu Mdjlp auf. Anscheinend sind Mdjlp aus Mitochondrien von
S. cerevisiae und DnaJ aus E. coli nicht nur hinsichtlich der Aminosauresequenz sondern
auch funktionell sehr homolog. So kann z.B. Mdjlp gemeinsam mit den E. coli Proteinen
DnaK und GrpE anstelle von DnaJ die Rickfaltung von Enzymen in vitro vermitteln
(Deloche et al., 1997a). Interessanterweise gelang jedoch die Komplementation des
AdnaJd Phanotyps in vivo in E. coli durch Mdjlp nur, wenn vorher im C-Terminus von
Mdjlp das Cystein-Motiv inaktiviert wurde; eine Uberexpression von Wildtyp Mdjlp in

E. coli war sogar toxisch (Deloche et al., 1997b).

Eine partielle Komplementation des Amdjl Phanotyps konnte ebenfalls durch ein N-
terminales Fragment von Mdjlp, bestehend aus der J-Domane und dem G/F-reichen
Linker erreicht werden. Wéhrend die Temperatursenitivitdt bei 37°C auf glucosehaltigem
Medium nahezu vollstandig durch das N-terminale Fragment unterdrickt werden konnte,
war fur das respiratorische Wachstum bei 37°C das gesamte DnaJ-Protein mit einem
intakten C-terminalen Bereich erforderlich. Offensichtlich stellt das Wachstum auf
glycerin- bzw. glucosehaltigen Medien bei erhéhter Temperatur unterschiedliche
Anforderungen an das DnaJ-Protein hinsichtlich Qualitat bzw. Quantitat. Vermutlich tragt
der C-terminale Teil des Proteins entscheidend zum respiratorischen Wachstum bei
héheren Temperaturen bei. Somit kdénnte die deutlich geringere Sequenz-Homologie im
C-terminalen Bereich der DnaJ-Proteine bei erhéhter Temperatur zunehmend bedeutsam

fur deren Komplementationsvermdgen auf nicht-fermentierbaren Kohlenstoffquellen sein.

Sislp z.B., das kein Cystein-Motiv besitzt, also im C-terminalen Teil des Proteins die
deutlichsten Unterschiede zur Aminosauresequenz von Mdjlp aufweist, vermittelte neben

Scjlp am schlechtesten das respiratorische Wachstum.
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Da das getestete N-terminale Fragment von Mdjlp fast vollstandig die Abwesenheit von
Wildtyp Mdjlp kompensierte, ist es sehr wahrscheinlich, daf? auch in Mitochondrien von
S. cerevisiae das DnaJ-Protein Mdj1lp gemeinsam mit einem Hsp70-Partnerprotein agiert
und somit ein vollstandiges Hsp70-System fiur die Aufrechterhaltung der respiratorischen
Aktivitat notwendig ist. Es ist allerdings nicht auszuschlieBen, dal Mdjlp auch
unabhéangig von einem Hsp70-System agiert, da inzwischen fur das N-terminale Fragment
von DnaJ eine intrinsische Chaperoneigenschaft beobachtet werden konnte (Schéffner,
2000; Oehlmann, 2000).

Sollte Mdjlp fur seine Rolle beim Wachstum auf glycerinhaltigem Medium bzw. beim
Wachstum bei hoherer Temperatur (37°C) gemeinsam mit einem Hsp70-Protein agieren,
so konnte das Komplementationsvermdgen der verwendeten DnaJ-Proteine auch
dadurch bestimmt sein, wie gut deren Wechselwirkung mit dem mitochondrialen Hsp70
ist. Das erscheint zumindest insofern sinnvoll, da in den Kompartimenten einer Zelle
verschiedene DnaJ-Proteine unter verschiedenen Hsp70-Molekilen das ,richtige®
Partnerprotein auswahlen missen. Es wird angenommen, dalR jedes DnaJ-Protein fir
eine bestimmte Funktion mit einem zugehorigen Hsp70-Protein in Wechselwirkung tritt
und dessen Funktionalitdt und Spezifitat modelliert (Schlenstedt et al., 1995). Unterstitzt
wird diese Theorie dadurch, daf3 sich DnaJ-Proteine gegenseitig nur begrenzt funktionell
ersetzen kénnen (Yan und Craig, 1999). So gibt es z.B. in den Mitochondrien von
S. cerevisiae neben Mdjlp zwei weitere DnaJ-Proteine (Mdj2p und Jaclp), von denen
jedoch keines in der Lage ist, den Verlust von Mdjlp zu kompensieren (Westermann und
Neupert, 1997; Strain et al., 1998).

Fur den Fall, da3 Mdj1p in Mitochondrien unabhangig von einem mitochondrialen Hsp70-
Protein agiert, konnte die beobachtete unterschiedliche Fahigkeit der heterologen DnaJ-
Proteine zur Komplementation durch deren ungenigende Fahigkeit bestimmt sein, eines

oder mehrere Substrate spezifisch zu erkennen.

Ebenfalls denkbar wére, dal’ die getesteten DnaJ-Proteine innerhalb der Mitochondrien
eine geringere Stabilitat aufweisen als in ihrer urspriinglichen molekularen Umgebung.
Entscheident fur die Funktionalitat der heterologen DnaJ-Proteine kdnnte aber auch deren
korrekte Faltung zur nativen Konformation nach dem Import in die Mitochondrien sein. Vor
allem fur Scjlp ist es - aufgrund der offensichtlich nicht korrekten Prozessierung zum
reifen Protein - fraglich, ob in den Mitochondrien die Faltung in die funktionelle
Konformation vollstdndig erfolgen konnte. Méglicherweise ist das ein Grund fiur das

schlechte Komplementationsvermégen von Scjlp.
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3. Respiratorische Aktivitat der Komplementationsmutanten

In den Komplementationsstudien konnte gezeigt werden, dal3 alle DnaJ-Proteine und auch
die N-terminalen Fragmente von DnaJd und Mdjlp, Wachstum auf glycerinhaltigem Medium
zumindest partiell vermitteln kdnnen. Alle zur Komplementation verwendeten Proteine sind
demnach in der Lage, den in der Nullmutante Amdjl beobachteten Verlust der

mitochondrialen DNA auszugleichen.

Im Folgenden sollen die Unterschiede im Wachstumsverhalten der untersuchten

Komplementationsmutanten néaher untersucht werden.

Eine bewéhrte Methode, lebende Zellen hinsichtlich ihrer respiratorischen Aktivitat zu
untersuchen, nutzt die Reduktion von Tetrazoliumsalzen und deren Derivatisierung zu
farbigem Formazanan. Die in respiratorisch aktiven Mitochondrien bei der oxidativen
Phosphorylierung auftretenden Elektronen bewirken eine Reduktion von 2,3,5-
Triphenyltetrazoliumchlorid und fihren zur Ausbildung eines tiefroten Farbstoffs. Durch
Uberschichten von Einzelkolonien mit TTC-haltigem Topagar lassen sich respiratorisch

aktive Zellen durch ihre rote Féarbung von respiratorisch inaktiven Zellen unterscheiden.

Prinzipiell kdnnen respiratorisch inaktive Zellen auch daran erkannt werden, dafl} sie
aufgrund einer langsameren Wachstumsrate kleinere Kolonien ausbilden. Dieser auch als
petite bezeichnete Phanotyp kann sowohl durch Mutationen der nukleédren als auch der
mitochondrialen DNA hervorgerufen werden und geht haufig mit einem Defekt ([rho’]) oder
Verlust ([rho®]) des mitochondrialen Genoms einher. Da die GroRe von Zellkolonien jedoch
auch von anderen Faktoren bestimmt wird, bietet die Anfarbung der Zellen mit TTC eine

eindeutigere Identifizierung respiratorisch inaktiver Zellen.

Fur die Bestimmung des Anteils atmungskompetenter Zellen in den verschiedenen
Komplementationsmutanten wurden die Zellen in glucosehaltigem Minimalmedium 16 h
kultiviert. Auf jeweils drei YPD-Platten wurden ca. 100 bis 200 Zellen ausplattiert und diese
fur zwei Tage bei 24°C inkubiert, bevor sie mit TTC-haltigem Topagar Uberschichtet wurden.
Zwei Stunden nach der Uberschichtung mit TTC-Topagar wurden die roten und weiRen

Zellkolonien ausgezahlt und der Anteil atmungsaktiver Kolonien bestimmit.

In Abbildung 23 sind die Ergebnisse aus drei unabhéngigen Experimenten zusammengefalit.
Innerhalb der Zellpopulation mit Wildtyp-Mdj1lp wurden ca. 10% weil3e, also respiratorisch
inaktive Kolonien beobachtet. Das entspricht der bei Wildtypzellen beobachteten Rate von
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5-10%. Mit einem Anteil von ca. 11% weilBer Kolonien verhielt sich die
Komplementationsmutante mit mitochondrialem DnaJ ahnliche wie Zellen mit Wildtyp-Mdj1p.
Zellen mit mitochondrialem Xdjlp und Ydjlp zeigten einen leicht erhéhten Anteil
atmungsinkompetenter Zellen, wahrend fur Scjlp- bzw. Sislp-haltige Zellen und fur Zellen
mit den N-terminalen Fragmenten dieser Anteil, im Vergleich zum Wildtyp, zwei- bis viermal
so grol3 war. Die Frequenz, mit der in den Komplementationsmutanten respiratorisch inaktive

Zellkolonien beobachtet wurden, korrelierten mit den Ergebnissen der Wachstumstests.
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Abbildung 23: petite Induktion. Graphische Darstellung der Anteile an Kolonien bildenden Einheiten der

verschiedenen Komplementationsmutanten, die bei permissiver Temperatur (24°C) respiratorisch inaktiv waren.

Auffallig war, daR die Intensitdt der Rotfarbung vor allem bei den Mutanten mit
mitochondrialem Scjlp und Sislp bzw. mit dem N-terminalen Fragment von DnaJ deutlich
geringer war als beim Wildtyp. Diese Tatsache deutet auf eine generell verringerte
respiratorische Aktivitdt in diesen Mutanten hin. AuRerdem konnte bei den
Komplementationsmutanten mit mitochondrialem Scjlp, Sislp, Xdjlp und Ydjlp sowie mit
den N-terminalen Fragmenten eine grofRe Anzahl an Kolonien beobachtet werden, die in

Sektoren mit weiler und roter Farbung unterteilt waren.
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Der Anteil an atmungskompetenten Zellen in einer Zellpopulation der
Komplementationsmutanten korreliert mit den Befunden, die bei dem Wachstumstest auf
glycerinhaltigem Medium erhalten wurden. Die homologen DnaJ-Proteine sind mit einem
unterschiedlichen Potential in der Lage, respiratorische Aktivitat in den Zellen zu
gewahrleisten. Mutanten, die schlechtes Wachstum auf glycerinhaltigem Medium
vermittelten, wurden mit TTC deutlich schwacher angefarbt. Der Anteil an respiratorisch
inaktiven Zellen war in Zellpopulationen der Komplementationsmutanten bis zu dreimal

hoéher als unter Wildtypzellen.

4. Untersuchung der mitochondrialen DNA in den Komplementationsmutanten

Komponenten der Atmungskette, die die Voraussetzung fur respiratorisches Wachstum
bilden, sind sowohl im Kern als auch in den Mitochondrien kodiert. Fir kernkodierte
Atmungskettenkomponenten kann Mdj1p frihestens nach dem mitochondrialen Import eine
Rolle spielen, da es am mitochondrialen Import selbst nicht beteiligt ist (Rowley et al., 1994).
Die Biogenese mitochondrial kodierter Atmungkettenkomponenten erfolgt dagegen in
standiger Anwesenheit von Mdjlp. Der erste Schritt ist dabei die Erhaltung der
mitochondrialen DNA. Da die Deletion von MDJ1 zum Verlust der mitochondrialen DNA fihrt,
sollte im Folgenden untersucht werden, ob in den Komplementationsmutanten Unterschiede

beziglich der mitochondrialen DNA beobachtet werden kénnen (Rowley et al., 1994).

4.1. Anfarbung der mitochondrialen DNA mit DAPI

Mit DAPI, einem DNA-bindenden Fluoreszenzfarbstoff, kann die mitochondriale DNA neben
dem Zellkern in Form kleiner Mikrosatelliten sichtbar gemacht werden. Diese Mikrosatelliten
stellen Anhaufung von Mitochondrien im Zytoskelet dar, in deren Inneren DNA-Protein-
Komplexe, die sogenannten mitochondrialen Nucleoide oder Chondriolyten, durch DAPI

angefarbt wurden.

Fur die Anfarbung der mitochondrialen DNA in Hefezellen wurden diese bei 24°C in

glucosehaltigem Minimalmedium 16 h kultiviert. Anschlieend wurden die Zellen auf einem
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Obijekttrager fixiert und mit DAPI inkubiert. Uberschussiger Farbstoff wurde ausgewaschen

und die Praparate unter einem Fluoreszenzmikroskop analysiert (Abbildung 24).

Mdj1lp Amdjl Dnal
Scjlp Sislp Xdjlp
Ydjlp Mdj189p DnaJ108p

Abbildung 24: Reprasentative Bildausschnitte von DAPI-gefarbten Préparaten von den verschiedenen

Komplementationsmutanten und der Nullmutante, Amdj1.
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Fur den Wildtyp und alle anderen Komplementationsmutanten wurde neben einem
dominanten Signal, welches vom DNA-haltigen Zellkern verursacht wird, extrachromosomale
DNA beobachtet. Uberraschend war, daR keine auffalligen Unterschiede in der Verteilung
oder in der Menge der Mikrosatelliten bei den einzelnen Komplementationsmutanten zu
beobachten waren. Vielmehr glichen alle Mutanten dem Wildtyp. Auch die in ihrer
respiratorischen Aktivitat stark eingeschrankten Mutanten, die Scjlp bzw. Sislp anstelle von
Mdjlp enthielten, enthielten Mikrosatelliten in vergleichbarer Anzahl und Verteilung wie der
Wildtyp.

Somit konnte bei keiner der Komplementationsmutanten bezlglich der mitochondrialen DNA
Unterschiede im Vergleich zum Wildtyp beobachtet werden, die eine unterschiedliche
Komplementationsfahigkeit der Mutanten erklaren kdnnten. Allerdings ist eine quantitative
Aussage uber den DNA-Gehalt mit dieser Methode nur sehr begrenzt mdglich. Auch
Veranderungen innerhalb der Sequenz der mitochondrialen DNA konnen mit diesem

Experiment nicht nachgewiesen werden.

Einen interessanten Befund lieferte dagegen die Untersuchung der Nullmutante Amdjl.
Entgegen den Aussagen aus friheren Arbeiten, die Uber einen totalen Verlust der
mitochondrialen DNA berichtet hatten, konnten, obwohl die gesamte Zellpopulation
respiratorisch inaktiv war, in einzelne Zellen Chondriolyten beobachtet werden (Abbildung
25).

Abbildung 25: DAPI-gefarbtes Praparat der Nullmutante Amdj1l (YTLO). Durch einen roten bzw. weiRen Pfeil

wurden Zellen markiert, die eindeutig keine bzw. Reste mitochondrialer DNA aufweisen.
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Diese Tatsache deutet darauf hin, daR in der Amdjl-Nullmutante nicht-funktionelle
mitochondriale DNA (ber mehrere Generationen erhalten geblieben war. Dall Amdjl-
Mutanten tatséchlich Reste mitochondrialer DNA enthielten, konnte mittels Southernblot
nachgewiesen werden. Dazu wurde Gesamtzell-DNA aus Wildtyp (YTL3MSMdjl) und
Nullmutante (4Amdjl) isoliert, mit Xbal-verdaut, elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine
Nylon-Membran Ubertragen. Bei der Hybridisierung einer mitochondrialen Sonde mit Wildtyp-
DNA wurde nur ein diskretes Signal beobachtet. Im Fall der Nullmutante hybridisierte die
Sonde dagegen an mehrere kleine Fragmente, was ein deutlicher Hinweis darauf war, daf3

Reste mitochondrialer DNA in der Nullmutante erhelten geblieben waren (vgl. Abbildung 26).

_&' —~ 8kb
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Abbildung 26: Nachweis von Resten mitochondrialer DNA in der Nullmutante Amdjl. Gesamtzell-DNA von
YTL3MSMdj1l (mdjlp) und der Nullmutante (4mdjl) wurde mit Xbal verdaut, elektrophoretisch aufgetrennt,

geblottet und anschlieRend mit einer radioaktiv markierten ori5-Sonde hybridisiert.

Inzwischen konnte sogar mitochondriale DNA von unabhangig isolierten, neu erzeugten
Amdj1-Klonen mittels CsCIl-Gradient charakterisiert werden. Dabei wurden nach Verdau mit
EcoRI verschiedene zum Wildtyp stark degenerierte Schnittmuster beobachtet (Duchniewicz
et al., 1999). Es wurde deshalb geschlul3folgert, dal3 der Prozel3, der letztlich zum Verlust
des mitochondrialen Genoms fiihrt, Gber mehrere Generationen stetig voranschreitet. Die
Veradnderung der mitochondrialen DNA und somit die Unféhigkeit zu respiratorischem
Wachstum scheint unmittelbar nach dem Verlust des mitochondrialen Mdjlp einzusetzen.
Einzelne Zellen kénnen jedoch tber mehrere Generationen hinweg Reste an mitochondrialer
DNA erhalten.
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4.2. Transformation von YTL3MSScjl und YTL3MSSis1 mit einem MDJ1-Allel

Durch DAPI-Farbung konnte die Anwesenheit mitochondrialer DNA auch fir die
Komplementationsmutanten YTL3MSScjl und YTL3MSSisl gezeigt werden, die in ihrer
Fahigkeit, respiratorisch zu wachsen, stark eingeschrankt waren. Es stellte sich daher die
Frage, ob es sich bei der beobachteten mitochondrialen DNA um ein funktionelles
mitochondriales Genom handelte. Wenn diese Mutanten tatséchlich die korrekte genetische
Information fir alle mitochondrial kodierten Proteine enthielten, so sollte es méglich sein,
nach Zugabe von Wildtyp-Mdjlp die respiratorische Aktivitat in vollem Umfang

zurlckzugewinnen.

Dazu wurden kompetente Zellen der Komplementationsmutanten YTL3MSScjl und
YTL3MSSis1 durch Elektroporation mit pMDJ315 [MDJ1, LEU2, CEN] transformiert. Die
erhaltenen Transformanten wurden wie im Abschnitt 2.7 beschrieben, auf ihre Fahigkeit hin
untersucht, fermentierbare und nicht-fermentierbare Kohlenstoffquellen bei 24°C bzw. 37°C
zu verstoffwechseln. Alle getesteten Transformanten waren in der Lage, &hnlich wie der
Wildtyp auf der nicht-fermentierbaren Kohlenstoffquelle zu wachsen. Aufl3erdem konnte
durch die zusatzliche Anwesenheit von Mdjlp die Temperatursensitivitdt der
Komplementationsmutanten unterdriickt werden (vgl. Abbildung 27).

Scjlp und Sislp sind demnach in der Lage die Propagierung eines funktionellen

mitochondrialen Genoms zu vermitteln.

YPD YPG

24°C 37°C 24°C 37°C

Scjlp

Scjlp + Mdj1p

Sisip

Sislp + Mdj1p

Abbildung 27: Vergleich des Wachstums von YTL3MSScj1 und YTL3MSSis1 vor und nach Transformation mit
pMDJ315, welches das Gen fur Wildtyp Mdj1p tragt.
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4.3. Analyse der mitochondrialen DNA im Southern-Blott

In S. cerevisiae findet man in Abhangigkeit von den Kultivierungsbedingungen eine deutlich
variierende Anzahl an Mitochondrien pro Zelle. Wahrend fermentierende Hefen teilweise nur
ein bis zwei Mitochondrien besitzen, tragen atmende Hefen bis zu 300 Mitochondrien, die bis
zu 20% des Zellvolumens einnehmen konnen. Jedes Mitochondrium enthélt dabei mehrere
Kopien des mitochondrialen Genoms. Die Besonderheiten der mitochondrialen DNA-
Replikation und der Weitergabe der Mitochondrien an Tochterzellen verursachen oft
heterogene Populationen an mitochondrialer DNA innerhalb einer Zelle. Demnach wére es
moglich, daR die Beeintrachtigung des respiratorischen Wachstums in einigen
Komplementationsmutanten darauf beruht, daf? neben funktionsfahigen Mitochondrien auch
Mitochondrien existieren, die durch Akkumulation von mitochondrialen Mutationen nicht mehr

zur Respiration beitragen konnen.

Mit den bisher verwendeten experimentellen Ansétzen liel3en sich derart veranderte Zellen
nicht erkennen. Durch Anfarbung der Zellen mit DAPI wirde nur eine drastische
Verringerung der mitochondrialen DNA detektiert werden konnen. Auch bei der
Transformation von Komplementationsmutanten mit einem MDJ1-Allel wirde das
Vorhandensein eines einzigen intakten mitochondrialen Genomes in einer Transformante
genigen, um durch einen Wachstumsvorteil die beobachtete Restaurierung des Wildtyp-
Phéanotyps zu bewirken. Deshalb sollte durch eine genauere Analyse mittels Southernblot
Uberpruft werden, ob die mitochondriale DNA der Komplementationsmutanten qualitative

bzw. quantitative Unterschiede im Vergleich zum Wildtyp aufweist.

Zunachst wurde Gesamtzell-DNA nach Kultivierung der Zellen bei 24°C in Minimalmedium
isoliert. Nach Restriktionsverdau mit Hindlll bzw. Xbal wurde die Gesamtzell-DNA
elektrophoretisch Uber ein 0.8%iges Agarosegel aufgetrennt und auf einer Nylonmembran
immobilisiert. AnschlieRend erfolgte die Hybridisierung mit nukledren bzw. mitochondrialen
Sonden. Als mitochondriale Sonde diente ein radioaktiv markiertes DNA-Fragment, welches
den Replikationsorigin ori5 enthielt. Das Plasmid mit der ori5-DNA-Sequenz wurde

freundlicherweise von Dr. Benedikt Westermann zur Verfligung gestellt.

Wahrend bei der Nullmutante mit der ori5 -Sonde kein Signal erhalten wurde, konnte bei
allen Komplementationsmutanten und dem Wildtyp mitochondriale DNA nachgewiesen
werden (vgl. Abbildung 28). Im Vergleich zum Wildtyp wiesen die detektierten DNA-
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Fragmente der Komplementationsmutanten nach Xbal-Verdau keine Unterschiede in ihrer

elektrophoretischen Mobilitat auf.

Zur Kontrolle wurde die gleiche DNA-Préparation mit Hindlll verdaut und mit einer nukleéren
Sonde, die ein radioaktiv markiertes DNA-Fragment des MGE1-Gens enthielt, hybridisiert.
Mit dieser Sonde wurde bei allen DNA-Proben ein Fragment mit der erwarteten Gréf3e von
ca. 2500 bp detektiert.
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Abbildung 28: Untersuchung der mitochondrialen DNA der Komplementationsmutanten in Gesamtzell-DNA
Praparationen mittels Southern-Blott. Aufgetragen wurde von links nach rechts jeweils ca. 10 ug Gesamtzell-DNA
von: Wildtyp MdjA", YTL3MSMdjl, YTLO, YTL3MSDnaJ, YTL3MSXdjl, YTL3MSScjl, YTL3MSSis1,
YTL3MSYdj1, YTL3MSYdjls, YTL3MSM189 und YTL3MSD108. Die fur die Hybridisierung verwendeten Sonden
sind links in der Abbildung angegeben.

Die unterschiedlichen Intensitaten der beobachteten Hybridisierungssignale wurden auch in
den Ethidiumbromid gefarbten Agarosegelen detektiert. Sie widerspiegeln daher eher eine
ungleiche Gelbeladung, als einen unterschiedlichen Gehalt an mitochondrialer DNA in den
Praparationen der Gesamtzell-DNA. Demnach sind in allen Komplementationsmutanten und
in Zellen mit Wildtyp-Mdjlp vergleichbare Mengen an mitochondrialer DNA vorhanden.

Um diese SchluR3folgerung zu bestatigen wurde aufRerdem isolierte mitochondriale DNA
untersucht. Dazu wurde mitochondriale DNA, die Uber einen CsCl-Gradienten gereinigt
worden war, mit dem Restriktionsenzym Hindlll verdaut und parallel mit drei mitochondrialen
Sonden hybridisiert (vgl. Abbildung 29). Die Sonden enthielten die drei mitochondrialen DNA-
Replikationsurpriinge ori2, ori3 und ori5. Diese drei DNA-Sequenzen, die auf dem
mitochondrialen Genom weit genug auseinander liegen, sollten es ermdglichen, groRere

Deletionen bzw. Umlagerungen innerhalb des mitochondrialen Genomes mit Hilfe von
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Hybridisierungsexperimenten zu detektieren. Die fir die Herstellung der Sonden
verwendeten Plasmide, wurden freundlicherweise von Prof. Dr. Francoise Foury von der

UCL in Lovaine la Neuf (Belgien) zur Verfiigung gestellt.

Mit keiner der getesteten mitochondrialen Sonden konnten im Southern-Blott Veranderungen
an der mitochondrialen DNA detektiert werden. Weder in der Anzahl noch in der
elektrophoretischen Mobilitdt der detektierten DNA-Fragmente konnten Unterschiede

zwischen den Komplementationsmutanten und dem Wildtyp beobachtet werden.
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Abbildung 29: Untersuchung isolierter mitochondrialer DNA der Komplementationsmutanten mittels Southern-
Blott. Aufgetragen wurden gleiche Mengen (ca. 1 pg) an isolierter mitochondrialer DNA nach Verdau mit dem
Restriktionsenzym Hindlll. Von links nach rechts: YTL3MSMdj1, YTL3MSDnaJ, YTL3MSScjl, YTL3MSSis1,
YTL3MSXdj1, YTL3MSYdj1, YTL3MSM189 und YTL3MSD108. Die Hybridisierung erfolgte mit den links in der
Abbildung angegeben Sonden.

Alle Komplementationsmutanten konnten die Vererbung eines intakten mitochondrialen
Genoms vermitteln. Weder durch Anfarbung der DNA mittels DAPI, noch durch
Southernblot-Analysen konnten Unterschiede hinsichtlich der Qualitdt bzw. der Quantitat
der mitochondrialen DNA in den Komplementationsmutanten beobachtet werden, mit der
sich deren unterschiedliche Fahigkeiten, Glycerin als einzige Kohlenstoffquelle zu
verwerten, erklaren lieBe. Demzufolge ist die unterschiedliche Befahigung der
Komplementationsmutanten zu respiratorischem Wachstum anscheinend nicht auf die
mitochondriale DNA zurtickzufihren. Eine direkte Funktion von Mdjlp bei der

Propagierung des mitochondrialen Genoms ist damit unwahrscheinlich.
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Zellen mit einem intakten mitochondrialen Genom [rho®] besaRen nach Deletion von
MDJ1 bei 24°C zunéchst Mutationen im mitochondrialen Genom [rho ], bevor sie die

mitochondriale DNA komplett verloren [rho®].

Interessant ist in diesem Zusammenhang, dafR ein artifizielles hypersupressives
mitochondriales Genom [HSrho'] in Amdj1-Nullmutanten bei 24°C stabil erhalten bleibt;
erst bei einer Temperatur von 37°C geht dieses hypersuppressive Genom [HSrho™]
verloren (Duchniewicz et al., 1999). Der Verlust des hypersuppressiven Genoms konnte
auf eine drastisch verminderte Aktivitat der mitochondrialen DNA-Polymerase
zuriickgefuhrt werden (Duchniewicz et al., 1999). Daraufhin wurde fir Mdj1p eine Rolle
als Chaperon fir die mitochondriale DNA-Polymerase bei erhthter Temperatur postuliert.
Ungeklart bleibt aber die Rolle, die Mdj1lp bei niedrigeren Temperaturen von etwa 24°C

erfullt.

5. Synthese mitochondrial kodierter Proteine in den Komplementationsmutanten

Nachdem fiur alle Komplementationsmutanten mitochondriale DNA nachgewiesen werden
konnte, sollte im folgenden die Synthese der mitochondrial kodierten Komponenten der
Atmungskette vergleichend untersucht werden. Dazu wurde sowohl die Transkription als

auch die Translation in den Komplementationsmutanten und im Wildtyp analysiert.

Insgesamt werden neben den beiden Untereinheiten des mitochondrialen Ribosoms (21S
und 15S), der 9S Komponenete der RNase P und den verschiedenen tRNAs acht Proteine
innerhalb der Mitochondrien synthetisiert (Foury et al., 1998). Sieben dieser Proteine sind
Komponenten der Atmungskette (CoxI, Coxll, Coxlll, Atp6, Atp8, Atp9 und Cytb). Das achte

Protein ist ein ribosomal assoziiertes Protein (Varl).

5.1. Mitochondriale Transkription in den Komplementationsmutanten

Ein mdoglicher Einflul3 der DnaJ-Proteine auf die Transkription sollte mittels Northern-Blot-
Experimenten untersucht werden. Dazu wurde die zellulare RNA der verschiedenen
Komplementationsmutanten, des Wildtyps sowie der Nullmutante isoliert, elektrophoretisch

aufgetrennt und auf einer Nylonmembran immobilisiert. Zur Detektion mitochondrialer
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Transkripte wurden radioaktiv markierte Sonden gegen die Untereinheiten | und Il der
Cytochrom-C-Oxidase (COXI und COXIl) fur die Hybridisierung eingesetzt. Die zur
Herstellung der Sonden verwendeten Plasmide wurden freundlicherweise von Prof. Dr.

Francoise Foury (UCL, Belgien) zur Verfligung gestellit.

Wahrend bei der Nullmutante, wie erwartet, keine Transkripte von COXI bzw. COXII
detektierbar waren, konnte beim Wildtyp und bei allen Komplementationsmutanten nach
Hybridisierung mit einer COXI-Sonde ein 2,1 kb-Fragment und mit einer COXII-Sonde ein
0.9 kb-Fragment nachgewiesen werden (vgl. Abbildung 30 und Abbildung 31).
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Abbildung 30: A) Untersuchung der mitochondrialen RNA der Komplementationsmutanten mittels Northern-
Blott. Die Gesamtzell-RNA der verschiedenen Komplementationsmutanten wurde isoliert, elektophoretisch in
einem 1.2%igen Agarosegel aufgetrennt, auf eine Nylonmembran tbertragen und mit einer radioaktiv markierten
Sonde gegen COXIl hybridisiert. Aufgetragen wurden von links nach rechts gleiche Mengen an isolierter
mitochondrialer RNA von: YTL3MSMdj1, YTLO, YTL3MSDnaJ, YTL3MSXdjl, YTL3MSScjl, YTL3MSSisl,
YTL3MSYdj1, YTL3MSM189 und YTL3MSD108. B) Densitometrische Auswertung des Autoradiogramms. Das
Signal der COXII-mRNA aus Mdjlp-haltigen Zellen wurde auf 100% gesetzt.
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Die beobachteten Fragmentgréf3en entsprachen den fur reife mRNA von COXI bzw. COXI|
bekannten Werten. Allerdings wurden deutlich unterschiedliche Mengen an mRNA in den
verschiedenen  Komplementationsmutanten  beobachtet. Die  Quantifizierung  der
Signalintensitaten der reifen mMRNAs widerspiegelte fir beide Transkripte das
Wachstumsverhalten auf nicht-fermentierbaren Kohlenstoffquellen. Diese Korrelation war bei

COXI noch deutlicher ausgepragt als bei COXII.

Die geringste Transkriptionsausbeute wurde bei Zellen mit mitochondrialem Scjlp
beobachtet.
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Abbildung 31: A) Untersuchung der mitochondrialen RNA der Komplementationsmutanten mittels Northern-
Blott. Die Gesamtzell-RNA der verschiedenen Komplementationsmutanten wurde isoliert, elektophoretisch in
einem 1.2%igen Agarosegel aufgetrennt, auf eine Nylonmembran lbertragen und mit einer radioaktiv markierten
Sonde gegen COXI hybridisiert. Aufgetragen wurden von links nach rechts gleiche Mengen an isolierter
mitochondrialer RNA von: YTL3MSMdj1, YTLO, YTL3MSDnaJ, YTL3MSXdjl, YTL3MSScjl, YTL3MSSisl,
YTL3MSYdj1, YTL3MSM189 und YTL3MSD108. B) Densitometrische Auswertung des Autoradiogramms. Das
Signal der COXI-mRNA aus Mdjlp-haltigen Zellen wurde auf 100% gesetzt.
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Bezogen auf die Menge an Transkripten, die in Anwesenheit von Mdjlp synthetisiert wurden,
lieferte Scjlp nur 12% mRNA fur COXI bzw. 58% mRNA fur COXII, eine Tatsache, die
deutlich mit dem schlechten Wachstum dieser Zellen auf glycerinhaltigem Medium

korrelierte.

Zusatzlich lieRen sich nach Hybridisierung mit der COXI-Sonde - mit Aushahme von DnaJ -
bei allen Komplementationsmutanten mRNA-Molekille mit geringerer elektrophoretischer

Mobilitat beobachten, die Zwischenprodukte der mRNA-Prozessierung darstellten.

Nur Apocytochrom-b und COXI werden in den Mitochondrien als intronhaltige
Primartranskripte synthetisiert. Das Primartranskript von COXI enthalt dabei sieben Introns,
von denen einige RNA-Maturasen kodieren, die fur die Reifung der mRNA von COXI
notwendig sind. Eine Akkumulation von unvollstandig prozessierten Transkripten deutet auf

eine Beeintrachtigung der Reifung der mRNA hin.

Demnach beeinflussen die zur Komplementation eingesetzten DnaJ-Proteine zum einen die
Gesamtausbeute an COXI- und COXII-mRNA und zum anderen die Reifung des
Priméartranskriptes von COXI.

Interessanterweise rufen Mutationen in Proteasen der mitochondrialen Matrix &hnliche
Defekte bei der Synthese und Reifung mitochondrialer mRNAs hervor. So hatte
beispielsweise die Deletion von YtalOp oder Ytal2p — beide Proteine sind Untereinheiten
der in der inneren mitochondrialen Membran verankerten ATP-abhangigen m-AAA-
Protease — eine Akkumulation der Primartranskripte von COXI und CYTb zur Folge. Es
wurde gezeigt, dal’ die zur Reifung der mRNAs notwendigen intronkodierten Maturasen die
Anwensenheit von YtalOp bzw. Ytal2p erfordern (Arlt et al., 1998). Auch die Deletion von
Pimlp, einer weiteren ATP-abhéngigen Protease in der mitochondrialen Matrix,
beeintrachtigt die Reifung der mRNA von COXI und CYTb. Fir eine Uberlappende Funktion
der beiden Proteasen spricht, daR durch Uberexpression von PIM1 der Verlust an YtalOp

und Ytal2p kompensiert werden kann (van Dyck et al., 1998).

Sowohl YtalOp und Ytal2p als auch Pimlp kontrollieren den Proteinumsatz innerhalb der
mitochondrialen Matrix. Aul3erdem sind sie an der Assemblierung der Komponenten der
Atmungskette maRgeblich beteiligt. Die pleiotrophen Phanotypen der Nullmutanten Aytalo,
Aytal2 und dpiml aulRern sich in der gleichen Weise wie die Nullmutante Amdjl. Bei jeder
dieser Nullmutanten wird der Verlust der mitochondrialen DNA und somit der Fahigkeit zu
respiratorischem Wachstum beobachtet. In allen diesen Mutanten ist eine Stdérung der
Transkription bzw. der Reifung von Primartranskripten mit dem Verlust der mitochondrialen

DNA gekoppelt. Uber den genauen Zusammenhang, der zwischen der defekten
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Transkription und dem Erhalt der mitochondrialen DNA besteht, kann derzeit nur spekuliert
werden. Dabei wird zwar nicht ausgeschlossen, dall die Proteasen einen direkten
regulatorischen Effekt auf den Metabolismus der mitochondrialen DNA ausiben, es ist aber
eher wahrscheinlich, daR diese Proteasen durch die Akkumulation von mi3gefalteten
Polypeptiden einen indirekten Einflu auf den Erhalt der mitochondrialen DNA ausiben. Von
besonderem Interesse ist in diesem Zusammenhang, daf fur Pimlp und die m-AAA-
Protease gezeigt werden konnte, daf} sie beim Abbau von mi3gefalteten Polypeptiden mit
dem mitochondrialen Hsp70-System - also auch mit Mdjlp - kooperieren (Wagner et al.,
1994; van Dyck et al., 1998; Savel'ev et al., 1998).

5.2. Mitochondriale Translation in den Komplementationsmutanten

Die mitochondriale Proteinsynthese kann getrennt von der zytosolischen Proteinsynthese
untersucht werden. Dabei wird die Tatsache ausgenutzt, dal-gemall der
Endosymbiontentheorie - der mitochondriale Syntheseapparat dem prokaryontischen
verwandt ist und sich von dem zytosolischen durch seine Resistenz gegeniber dem
Antibiotikum Cycloheximid auszeichnet. Somit kann mittels Cycloheximid die zytosolische
Translation inhibiert werden und eine separate Analyse der mitochondrialen

Translationsprodukte in vivo erfolgen.

Durch die Analyse der mitochondrialen Proteintranslation sollte Aufschlufd dartiber gewonnen
werden, ob die beobachtete reduzierte Menge an reifer mRNA fir COXI und COXIl sich

limitierend auf die Synthese dieser beiden Proteine auswirkt.

Die Zellen der verschiedenen Komplementationsmutanten wurden zunadchst in
Minimalmedium bei 24°C bis zu einer optischen Dichte von ODgq = 0.3 kultiviert, bevor die
Synthese von kernkodierten Proteinen durch Zugabe von Cycloheximid inhibiert wurde.
AnschlieRend erfolgte wéhrend einer 15-minitigen Inkubation mit **S-L-Methionin die
Markierung der mitochondrialen Translationsprodukte. Zur Bewertung der mitochondrialen
Translation in den Komplementationsmutanten wurden die Gesamtzellextrakte mit Hilfe von
SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine Nitrocellulosemembran Ubertragen. Die Signale der
radioaktiv. markierten Syntheseprodukte wurden mittels Autoradiographie detektiert.
AufBerdem wurde durch anschlielende Immunodekoration der Nitrocellulosemembran mit
einem Antikdrper gegen das mitochondriales Hsp70 (Ssclp) bestatigt, dafd vergleichbare

Mengen an mitochondrialen Extrakten auf der Membran immobilisiert waren (nicht
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abgebildet). Die mitochondriale Proteinsynthese wurde sowohl bei 24°C als auch bei 37°C

verfolgt.

Bei 24°C wurden die acht mitochondrialen Proteine bei allen Komplementationsmutanten
synthetisiert (vgl. Abbildung 32 A). Dennoch wurden deutliche quantitative Unterschiede
beobachtet. Nur Varl, ein Protein, welches mit dem mitochondrialen Ribosom assoziiert ist,
wurde bei 24°C in allen Extrakten anndhernd gleich stark detektiert. Dagegen
widerspiegelten vor allem die Signale von Coxl und Coxll das Komplementationsvermégen
der jeweiligen Mutanten. Zellen mit mitochondrialem Scjlp bzw. Sislp zeigten bei allen

Syntheseprodukten die schwéchsten Signale.

Auffallig war, dal bei allen Komplementationsmutanten - auch bei der Mutante mit
mitochondrialem DnaJ, fir die wildtypahnliches Wachstumsverhalten gezeigt werden
konnte - im Vergleich zum Wildtyp die relativen Mengen der einzelnen Syntheseprodukte
untereinander verschieden waren. Das bedeutet, da? beispielsweise Zellen mit Wildtyp
Mdj1lp neben Varl und Coxlll auch Coxll ein sehr starkes Signal zeigte. Im Unterschied dazu
wurden bei den Komplementationsmutanten vor allem fir Cytb und ATPase6 prominente
Signale beobachtet. Das Signal fur CoxIl war bei allen Komplementationsmutanten nur
aulerst schwach detektierbar. Im Vergleich zu Zellen mit Wildtyp Mdj1p wurde demnach von
den Komplementationsmutanten mehr Cytb bzw. ATPase6 und deutlich weniger Coxl bzw.

Coxll synthetisiert.

Vergleicht man nun die Mengen an synthetisiertem Coxl und Coxll mit der Menge der
entsprechenden mRNA-Transkripte, so fallt auf, daf3 wesentlich weniger Protein detektiert
wurde als entsprechend der Menge an Transkripten zu erwarten war. So wurden
beispielsweise fir die Komplementationsmutante mit mitochondrialem DnaJ im Vergleich zu
Mdjlp ca. 70% COXI- und ca. 90% COXII-Transkripte gefunden. Dagegen wurden bei der in
vivo Translation im Vergleich zu Mdjlp fir die DnaJ-haltige Komplementationsmutante fr

Coxl weniger als 10% und fur Coxll ca. 20% Signalintensitat detektiert.

Noch weitaus deutlicher konnten diese Veréanderungen bei der Analyse der bei 37°C
durchgefuhrten Proteinsynthese beobachtet werden (Abbildung 32 B). Die Zellen wurden
dazu wie oben beschrieben bis zu einer optischen Dichte von ODgyp = 0.3 bei 24 °C
vorkultiviert. Fir die anschlielende Markierungsreaktion wurden die Zellen bei 37°C

inkubiert.

Nur bei Zellen mit Wildtyp Mdjlp wurden nach wie vor alle Syntheseprodukte beobachtet.
Von allen Komplementationsmutanten zeigten DnaJ und das N-terminale Fragment von

Mdjlp die hdchste Translationsaktivitat. Das entsprach ihrem Vermdgen, Mdjlp beim
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Wachstum auf glycerinhaltigen Medien auch bei 37°C zu ersetzen. Uberraschend war
jedoch, daR3, obwohl DnaJ wildtypahnliches Wachstum bei 37°C vermitteln kann, die Menge

an Coxl dennoch zu gering war, um in diesem Experiment detektiert zu werden.

Interessanterweise wurde - wie bei 24°C - auch bei 37°C das ribosomale Protein Varl von
allen Komplementationsmutanten in vergleichbaren Mengen synthetisiert. Dagegen konnte
bei den meisten Komplementationsmutanten bei dieser Temperatur Coxl und CoxIl nicht
mehr detektiert werden. Deutlich vermindert war neben Coxl und Coxll auch die Synthese
von Coxlll und ATPase6. Dieser Unterschied zeigte sich bei der Mutante mit

mitochondrialem Ydjlp am deutlichsten.

Zuséatzlich waren - wie bereits bei 24°C beobachtet - die Mengenverhaltnisse der
synthetisierten mitochondrialen Proteine bei den Komplementationsmutanten verschieden
zum Wildtyp. Fir Cytb und ATPase6 wurden in den Komplementationsmutanten auch bei

37°C im Vergleich zum Wildtyp verhaltnismaRig starke Signale beobachtet.

Durch eine in vivo Markierung der mitochondrialen Translationsprodukte, wie in diesem
Experiment, wird ausschlie3lich ein Zeitfenster zwischen 20 und 30 min berlcksichtigt.
Dieser Zeitraum widerspiegelt hauptsachlich die Syntheserate. Ob sich eine verminderte
Syntheserate aber tatséachlich auf eine geringere Menge dieser Proteine in der Zelle

auswirkt, kann durch immunologische Detektion nachgewiesen werden.

Hierfir wurden Gesamtzellextrakte der Komplementationsmutanten, die bei 24°C kultiviert
worden waren, mittels SDS-PAGE aufgetrennt und nach Ubertragung auf eine Nitrocellulose-
Membran der Gehalt an CoxIl und Coxlll mittels spezifischer Antikorper analysiert (vgl.
Abbildung 33). Um zu zeigen, daR alle Zellextrakte gleiche Mengen an mitochondrialem
Protein enthielten, wurde parallel eine Immunodekoration mit einem Antikérper gegen Mgelp

durchgefihrt.

Die Immunodekoration mit Antikdrpern gegen Coxll zeigte deutliche Unterschiede im Gehalt
an Coxll in den untersuchten Zellextrakten. Wildtypzellen enthalten mit Abstand die groRte
Menge an Coxll. In den Stammen, die DnaJ bzw. die J-Doméane von Mdjlp an Stelle von
Mdj1p enthielten, konnten nur noch auf3erst schwache Signale fiir Coxll detektiert werden.
Fir alle anderen Mutanten lag die Menge an Coxll unterhalb der Nachweisgrenze. Der

Gehalt an Coxll reflektiert somit das Resultat der in vivo Translation.

Die Bande, die oberhalb von Coxll im Western-Blot detektiert wurde, wurde durch eine
Kreuzreaktion mit einem offensichtlich nicht-mitochondrial kodierten Protein hervorgerufen,

da diese Bande auch in der Nullmutante Amdjl vorhanden war.
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Abbildung 32: A) Mitochondriale Proteintranslation bei 24°C. B) Mitochondriale Proteintranslation bei 37°C.
Proteinextrakte der in vivo Translationsreaktionen der einzelnen Komplementationsmutanten (von links nach
rechts: YTL3MSMdj1, YTL3MSDnaJ, YTL3MSScjl, YTL3MSSis1, YTL3MSXdjl, YTL3MSYdjl, YTL3MSM189
und YTL3MSD108) wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und anschlieBend auf eine Nitrocellulose-Membran
geblottet. Signale der radioaktiv markierten Proteine wurden nach Exposition auf einem Roéntgenfiim sichtbar
gemacht. Die Zuordnung der einzelnen Banden erfolgte nach Herrmann et al., 1994.
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Mit einem gegen Coxlll gerichteten Antikérper konnte in alle Komplementationsmutanten, mit
Ausnahme der Mutante mit mitochondrialem Scjlp, Coxlll detektiert werden. Wie schon bei
der in vivo Translation der mitochondrialen Proteine, ist der Gehalt an CoxlIll weniger stark
durch die Substitution von Mdjlp durch die andern DnaJ-Protein beeintrachtigt als Coxill.
Uberraschend war jedoch, daR fiir Zellen mit mitochondrialem Scjlp kein Coxlll im
Westernblot nachweisbar war, obwohl mittels radioaktiver Markierung der mitochondrialen
Translationsprodukte Coxlll in dhnlichen Mengen wie fur Zellen mit mitochondrialem Sislp

detektiert werden konnte.
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Abbildung 33: Immunologische Analyse von Coxll und Coxlll in Gesamtzellextrakten von YTLO, YTL3MSMd]1,
YTL3MSDnaJd, YTL3MSScjl, YTL3MSSisl, YTL3MSXdjl, YTL3MSYdjl, YTLMSYdjls, YTL3MSM189 und
YTL3MSD108. Die verwendeten Antikdrper sind links in der Abbildung angegeben.

Es ist bekannt, daR die einzelnen Komponenten, die in den Enzymkomplexen der
Atmungskette assembliert vorliegen, mit einer Stéchiometrie synthetisiert werden, die ihrer
Beteiligung an den Proteinkomplexen entsprechen. Nicht assemblierte Untereinheiten
werden vom mitochondrialen Proteolyseapparat rasch abgebaut, nur die Untereinheiten in
vollstandig assemblierten Komplexen sind Uber langere Zeit stabil. Wird also eine
Untereinheit eines Komplexes nicht in ausreichender Menge synthetisiert, weil zum Beispiel
nicht ausreichend Transkripte zur Verfugung stehen, werden die anderen Untereinheiten der

Komplexe nicht vollstandig assembliert und statt dessen abgebaut.

Es wéare somit denkbar, dafl} eine Funktion von Mdjlp darin besteht, die Langzeitstabilitat

mitochondrialer Proteine zu beeinflussen, indem es in seiner Funktion als Chaperon
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einerseits nicht assemblierte Proteine vor dem Abbau schiitzt und andererseits als Chaperon
an der Assemblierung der Atmungskettenkomponenten in Proteinkomplexe beteiligt ist. Fur
diese Prozesse ist eine Rolle des mitochondrialen Hsp70-Komplexes bereits gezeigt worden
(Herrmann et al., 1994).

Wahrend bei der Betrachtung der mitochondrialen DNA keine Unterschiede zwischen den
Komplementationsmutanten und dem Wildtyp festgestellt werden konnten, die das
unterschiedliche respiratorische Wachstum dieser Mutanten erklaren kénnten, wurden bei

der Analyse der mitochondrialen Proteinsythese deutliche Abweichungen beobachtet.

Komplementationsmutanten, die die starksten Einschrankungen beim respiratorischen
Wachstum zeigten, wiesen im Westernblot nur geringe bzw. keine Signale fir die
mitochondrialen Proteine Coxll und Coxlll auf. Diese drastisch verminderte Menge an
mitochondrialen Proteinen konnte auf eine veringerte Protein-Synthese und auf eine
veringerte Anzahl an mitochondrialen mRNA-Transkripten zuriickgefuhrt werden. Die
Transkription war dabei sowohl durch eine veringerte Transkriptionsrate als auch durch

Defekte bei der Reifung von intronhaltigen Transkripten beeintrachtigt.

Die Komplementationsmutanten kdnnen somit an vier Prozessen, die alle zur Biogenese
mitochondrialer Proteine gehéren, das endogene mitochondriale DnaJ-Protein Mdjlp in
unterschiedlichem Ausmaf ersetzen. Sowohl die Transkription, die Prozessierung von
Primartranskripten, die Translation als auch die Assemblierung von Untereinheiten zu

funktionellen Proteinkomplexen scheinen von Mdjlp beeinfluft zu werden.

Es war bereits bekannt, dal3 zumindest das Rieske Fe/S-Protein fur seine funktionelle
Assemblierung in der mitochondrialen Membran von Mdjlp abhangig ist (Rowley et al.,
1994). Fur das Hsp70-System, welches Mdjlp einschlie3t, konnte weiterhin gezeigt
werden, dafl} es an der Assemblierung der Komplexe der Atmungskette in der inneren

mitochondrialen Membran beteiligt ist (Herrmann et al., 1994).

AulRerdem wurde in friiheren Untersuchungen nachgewiesen, daf? Mdjlp gemeinsam mit
seinem Hsp70-Partnerprotein, Ssclp, die Faltung von neu synthetisiertem Varl
unterstitzt und dessen Aggregation bei 37°C verhindern kann (Westermann et al., 1996).
Experimente mit temperatursensitiven Ssclp-Mutanten ergaben, daf} eine korrekte
mitochondriale Translation von funktionellem Ssclp abhangt (Herrmann et al., 1994). Es

ist daher naheliegend anzunehmen, daf? Mdjlp als Komponente des mitochondrialen
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Hsp70-Systems auch an diesem Prozel3 beteiligt ist. Daflr ist es von grofRer Bedeutung,
dalB eine funktionelle Wechselwirkung zwischen dem DnaJ-Protein und dem

mitochondrialen Hsp70-Protein stattfinden kann.

Interessant ist in diesem Zusammenhang die Beobachtung, dal3 immobilisiertes DnaK
und freies mt-Hsp70 um die Bindung an den nukledr kodierten mitochondrialen
Transkriptionsfaktor A (h-mtTFA) konkurrieren (Naylor, 1999). Sollte das homologe
Protein in Hefe auch ein Substrat des Hsp70-Systems sein und fir seine Funktion Mdjlp
bendtigen, konnte das die beobachtete Abhéngigkeit der Transkription von den Dnal-

Proteinen in den Komplementationsmutanten erklaren.

Von besonderer Bedeutung erschien, dalR Pimlp beim Abbau von mil3gefalteten bzw.
nicht assemblierten Polypeptiden eng mit dem mitochondrialen Hsp70-System kooperiert
(Savel'ev et al., 1998). So konnte fur Pim1p und die mitochondriale m-AAA-Protease eine
Rolle bei der Prozessierung intronhaltiger Primartranskripte gezeigt werden (van Dyck et
al., 1998). Sollte die enge Verknipfung von Chaperon- und Proteolyse-Maschinerie eine
allgemeingultige Strategie innerhalb der Zelle sein, ware es denkbar, daf® auch bei der

Reifung von Transkripten eine Kooperation von Chaperon und Protease stattfindet.

Ob Mdjlp all diese Prozessen direkt induziert, reguliert oder stimuliert ist derzeit unklar.
Es ware mdoglich, dalR Mdjlp als typisches Chaperon bzw. als Cochaperon von
mitochondrialem Hsp70 die Strukturbildung einer Vielzahl von Proteinen, die an der

mitochondrialen Biogenese beteiligt sind, férdert.

Wahrend eine essentielle Beteiligung von Mdjlp am Import von Vorlauferproteinen in die
Mitochondrien bereits ausgeschlossen worden ist, konnte bereits friiher gezeigt werden,
dal Mdjlp in den Mitochondrien die korrekte Faltung neu importierter bzw. neu

synthetisierter Proteine unterstitzt (Rowley et al., 1994; Westermann et al., 1996).

Die besondere Rolle, die ein mitochondriales Chaperon zu erfiilllen hat besteht somit
darin, die meisten mitochondrialen Proteine nach ihrem Import so zu unterstiitzen, daf3 sie
zu ihrer nativen Konformation gelangen kdnnen, damit sie ihre Funktion innerhalb der

Mitochondrien erfullen kdnnen.
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IV. Zusammenfassung und Ausblick

Zur Untersuchung der Bedeutung des mitochondrialen DnaJ-Proteins Mdjlp aus
S. cerevisiae wurde eine Komplementationsstudie angefertigt, in der die nicht-
mitochondrialen DnaJ-Proteine DnaJ, Scjlp, Sislp, Xdjlp und Ydjlp sowie N-terminale

Fragmente von Mdjlp und DnaJ auf ihr Potential getestet wurden, Mdj1p in vivo zu ersetzen.

Zunachst wurde ein System etabliert, mit dessen Hilfe eine vergleichende Betrachtung der
verschiedenen DnaJ-Proteine mdglich war. Hierzu wurden Hefestamme, die eines der DnaJ-
Proteine anstelle von Mdjlp enthielten, konstruiert und hinsichtlich ihres
Wachstumsverhalten untersucht. Insbesondere wurde das Wachstum bei 37°C im Vergleich
zum Wachstum bei 24°C und das Wachstum auf der nicht-fermentierbaren Kohlenstoffquelle

Glycerin analysiert.

Die Untersuchung des Wachstumsverhaltens der Komplementationsmutanten ergab, daf
nur DnaJ aus E. coli unter allen getesteten Bedingungen wildtypahnliches Wachstum
vermittelt. Die Substitution von Mdjlp durch eines der anderen nicht-mitochondrialen DnaJ-

Proteine verursachte zum Teil schwerwiegende Wachstumsdefekte.

Durch die anschlieRende Analyse einzelner Prozesse der mitochondrialen Biogenese wurde
versucht, das beeintrachtigte Wachstumsverhalten der Komplementationsmutanten zu
erklaren. Neben dem Erhalt der mitochondrialen DNA wurde die mitochondriale Transkription

und die mitochondriale Translation der Komplementationsmutanten untersucht.

Es konnte festgestellt werden, daf} alle DnaJ-Proteine in der Lage waren den Verlust der
mitochondrialen DNA, der bei der Nullmutante Amdjl beobachtet wird, zu verhindern.
Dennoch konnte keines der DnaJ-Proteine Mdjlp in vollem Umfang ersetzen. Selbst fir
DnalJ, das die hdchste Homologie zu Mdjlp aufweist und wildtypahnliches Wachstum
vermittelte, lieRen sich deutliche Unterschiede bei der mitochondrialen Translation

beobachten.

Die Untersuchungen in dieser Arbeit lieferten keine Hinweise auf eine direkte Beteiligung von
Mdjlp an der Replikation der mitochondrialen DNA. Vielmehr unterstiitzen die gewonnenen
Ergebnisse die Hypothese, dal’ die Proteintranslation eine grundlegende Voraussetzung fur
den Erhalt der mitochondrialen DNA ist (Myers et al., 1985).

Bei Substitution von Mdjlp durch nicht-mitochondriale DnaJ-Proteine wurden

Veranderungen in der Menge und Reifung mitochondrialer Transkripte festgestellt. Bei
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Substitution von Mdjlp durch homologe DnaJ-Proteine invivo, lieRen sich sowohl
Veranderungen bei der mitochondrialen Protein-Synthese als auch eine Veringerung der
Stabilitdt mitochondrialer Proteine beobachten. Somit wurde bereits vor dem Verlust der
mitochondrialen DNA eine Abhangigkeit verschiedener Prozesse der mitochondrialen

Biogenese von funktionellem Mdj1p festgestellit.

Die Rolle von DnaJ-Proteinen als molekulare Chaperone ist bekannt. Ein Einflu3 auf die
Translation und Stabilitdt mitochondrialer Proteine wurde fir mitochondriales Hsp70, zu dem
Mdjlp als Cochaperon zugehorig ist, gezeigt. Neu ist dagegen, dal3 Mdjlp auch in die

mitochondriale Transkription involviert ist.

Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hin, da? Mdjlp verschiedene Komponenten
sowohl des Transkriptions- als auch des Translationsapperates bei der Erlangung und
Aufrechterhaltung ihrer Funktionalitat innerhalb der mitochondrialen Matrix unterstitzt. Allein
oder in engem Wechselspiel mit dem mitochondrialen Hsp70-System ist Mdj1p somit an

einer Vielzahl von Prozessen der mitochondrialen Biogenese beteiligt.

Ob die optimale Wechselwirkung zwischen dem DnaJ-Protein Mdj1p und dem Hsp70-Protein
Ssclp entscheident fur die mitochondriale Biogenese ist, konnte in einem geeigneten
Versuchsansatz ~ Uberprift werden. Beispielsweise sollte bei einer parallelen
Komplementation des kompletten mitochondrialen Hsp70-Systems durch die Komponenten
eines heterologen Hsp70-Systems deutlich geringere Einschrankungen bei der
mitochondrialen Transkription bzw. Translation beobachtet werden. Bisher sind
Komplementationsstudien sowohl in E. coli als auch in S. cerevisiae nur mit einzelnen

Komponenten des Hsp70-Systems durchgefihrt worden.

In diesem Zusammenhang ware es weiterhin von Interesse, detailierter die Struktur-
/Funktionsbeziehungen der DnaJ-Proteine zu untersuchen. Wahrend bisher hauptsachlich
der N-terminale Bereich von DnaJ-Proteinen untersucht wurde, zeigen die Ergebnisse dieser
Arbeit, das vor allem fir die Funktionalitat bei erhéhten Temperaturen das vollstandige DnaJ-
Protein bendétigt wird. So ware es fur das Verstandnis der Rolle der DnaJ-Proteine von
Bedeutung zu wissen, ob dem C-terminalen Bereich von DnaJ-Proteinen stabilisierende,
strukturbildende oder substraterkennende Eigenschaften aufweist oder ob gar die Auswahl
des richtigen Hsp70-Partnerproteins tber diesen Proteinbereich erfolgt.
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