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Into the dimeric structure of the mitochondrial phosphate carrier from
Saccharomyeces cerevisae

The mitochondrial phosphate carrier (PIC) belongs to the mitochondrial carrier
family. Members of this family comprise six transmembrane segments and have been
shown to exist as dimers in the solubilized state. PIC, a 32 kD-protein with around
300 amino acids, is responsible for the import of anorganic phosphate (H,PO4") into
the mitochondrial matrix. The phosphate is used for the synthesis of ATP, thus giving
PIC an essential role in the energy household of the respirating cell.

The carrier from Saccharomyces cerevisiae can be expressed in Escherichia coli in
inclusion bodies in large amounts and then reconstituted into proteoliposomes in
functionally active form. The experimental systems for reconstitution and
measurement of the transport activity were revised and modified to yield higher
activity and reproducibility. As a tool for further investigation of functional and
structural aspects of the protein a tandem fusion dimer of PIC was created
genetically (oder besser ,on gene-level"?). The expression of the dimer in
S. cerevisiae and E. coli was studied and characterized in detail. Furthermore the
dimeric carrier was investigated after functional reconstitution into proteoliposomes.

Untersuchungen zur dimeren Struktur des mitochondrialen Phosphat-
carriers aus Saccharomyces cerevisiae

Der mitochondriale Phosphatcarrier (PIC) kann der mitochondrialen Carrierfamilie
zugeordnet werden. Die Mitglieder dieser Proteinfamilie bilden sechs transmembrane
Bereiche aus und liegen in solubilisiertem Zustand in dimerer Form vor. PIC, ein
32 kD-Protein mit etwa 300 Aminosauren, ist fir die Aufnahme von Phosphat
(H2PO4) in die mitochondriale Matrix verantwortlich. In der weiteren Funktion des
Phosphats als Substrat flir die ATP-Synthese ist die essentielle Rolle von PIC flir den
Energiehaushalt der atmenden Zelle begriindet.

Der Carrier aus Saccharomyces cerevisiae kann in groBeren Mengen in Escherichia
coli exprimiert werden und aggregiert dabei in inclusion bodies. In solubilisierter
Form kann PIC funktionell aktiv in Proteoliposomen rekonstituiert werden. Der
experimentelle Ansatz flir die Rekonstitution und die Messung der Transportaktivitat
wurde Uberarbeitet und mit dem Ergebnis verbessert, hdhere Transportaktivitat und
bessere Reproduzierbarkeit zu erzielen. Als Werkzeug fir weitere Untersuchungen
von funktionellen und strukturellen Aspekten des Proteins wurde ein Dimer von PIC
auf genetischer Ebene konstruiert. Die Expression des genetischen Dimers in
S. cerevisiae und E. coli wurde charakterisiert. Dariber hinaus wurde das Dimer
funktionell aktiv in Proteoliposomen rekonstituiert und in diesem System untersucht.
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Abkirzungen:

ADP Adenosindiphosphat

ADH Alkohol-Dehydrogenase

ATP Adenosintriphosphat

BCIP 5-Bromo-4-chloro-3-indolylphosphat
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Funktion von  Mitochondrien —  Stofftransport  durch
mitochondriale Carrier

Mitochondrien sind energiewandelnde Organellen eukaryotischer Zellen. Die wichtigste
Funktion dieser Organellen ist die Bereitstellung von ATP, welches als Energietrager fiir
zahlreiche Prozesse in der ganzen Zelle dient. Die Bildung von ATP aus ADP und
Phosphat ist der letzte Schritt der oxidativen Phosphorylierung, bei der Elektronen von
Reduktionsaquivalenten schrittweise Uber die Komplexe der Atmungskette auf
elementaren Sauerstoff Uibertragen werden. Der FluB der Elektronen zum Sauerstoff ist
an den vektoriellen Transport von Protonen aus der mitochondrialen Matrix durch die
innere mitochondriale Membran nach auBen gekoppelt. Dadurch wird ein
elektrochemisches Potential aufgebaut. Der Rickstrom der Protonen durch den Fo-Tell
der ATP-Synthase ist mit der ATP-Synthese am F;-Teil des Enzyms gekoppelt (siehe
Abbildung 1). Diese Zusammenhdange wurden erstmals von Peter Mitchell als
chemiosmotische Hypothese publiziert (Mitchell, 1966 und 1976). Neben der ATP-
Synthese finden in der mitochondrialen Matrix verschiedene katabole Reaktionen statt,
wie z.B. der Tricarbonsaurezyklus, Teile des Harnstoffzyklus, die B-Oxidation von
Fettsauren und zum Teil auch anabole Reaktionen wie Teilschritte der Glukoneogenese.
Der Aufbau des elektrochemischen Potentials setzt das Vorhandensein einer
Permeabilitatsbarriere voraus. Mitochondrien besitzen zwei Membranen. Die duBere
mitochondriale Membran ist aufgrund der vorhandenen Porine permeabel fiir die
meisten Metabolite bis zu einer Masse von zehn Kilodalton (Benz, 1985; Manella et al.,
1992 und 1996; Sorgato und Moran, 1993). Die innere mitochondriale Membran
hingegen dient als die erforderliche Permeabilitdtsbarriere. Der Stofftransport Uber
diese Membran wird von einer Reihe spezifischer Carrierproteine katalysiert (La Noue
und Schoolwert, 1979 und 1984; Kramer und Palmieri, 1989 und 1992). Hierdurch wird
die Versorgung der mitochondrialen Matrix mit Metaboliten wie z.B. Pyruvat, Malat und
Fettsduren gewahrleistet. Die Carrierproteine katalysieren zumeist den Austausch
verschiedener Substrate gegeneinander oder koppeln den Transport von Substraten an
das Uber die Membran anliegenden elektrochemische Protonenpotential.
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Abbildung 1: schematische Darstellung eines Mitochondriums mit den Bestandteilen, die fiir die
oxidative Phosphorylierung relevant sind: Das elektrochemische Protonenpotential
(orange) uber die innere Mitochondrienmembran (grau) wird durch die Atmungskette
(gelb) aufrecht erhalten. Er dient als Triebkraft fiir die Bildung von ATP an der FoF;-
ATPase (rot). Die Substrate fiir diese Reaktion, ATP und ADP bzw. Phosphat werden
vom Nukleotidcarrier (griin) bzw. dem Phosphatcarrier (blau) Uber die Membran
transportiert.

1.2 Die Mitglieder der mitochondrialen Carrierfamilie

Mitochondriale Carrier aus einer Vielzahl von Organismen wurden untersucht und
charakterisiert. Entscheidende neue Perspektiven wurden durch die Sequenzierung des
Hefegenoms erdffnet. Mit Hilfe von Sequenzvergleichen konnten in Hefe 35 offene
Leserahmen identifiziert werden, die eventuell flir mitochondriale Carrier kodieren.
Aufgrund ihrer Sequenzahnlichkeit und ihrer zum Teil bekannten Funktion wurden sie —
neben weiteren homologen Genen aus anderen Organismen — der mitochondrialen
Carrierfamilie (MCF) zugeordnet (Paulsen et al, 1998). Vor AbschluB der
Sequenzierung des Hefegenoms waren Funktion und Primdrsequenz von nur neun der
35 Proteine, die durch diese Gene kodiert werden, bekannt. Vier weitere mitochondriale
Carrier waren funktionell charakterisiert worden, ohne daB ihre Primarstrukturen
bekannt waren. Mittlerweile wurden drei weitere Gene als flir mitochondriale Carrier
kodierend identifiziert und zudem die Primarstruktur des zuvor nur funktionell
bekannten Ornithincarriers bestimmt (vgl. Tabelle 1).
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Mit einem Anteil von bis zu zwoIf Prozent am gesamten in der Membran vorhandenen
Protein (Klingenberg, 1981) ist der Nukleotidcarrier der am haufigsten vorkommende
mitochondriale Carrier. Er katalysiert den Austausch von ADP gegen ATP und ist
dadurch direkt an der oxidativen Phosphorylierung beteiligt. Der Phosphatcarrier
importiert das fiir die Phosphorylierungsreaktion bendétigte Phosphat. Der
Aspartat/Glutamat-Carrier ist zusammen mit dem Ketoglutarat-Carrier Bestandteil des
Aspartat/Malat-Shuttles, durch den der Import von Reduktionsaquivalenten in die
Mitochondrien realisiert wird.
Neben diesen vier fir die elementaren Funktionen der Mitochondrien absolut
essentiellen Carriern, die ubiquitdr synthetisiert werden, gibt es einige Carrier, die in
héheren Eukaryoten primar in bestimmten Geweben synthetisiert werden. Dazu gehort
z.B. der Ornithincarrier, der hauptsachlich in Leber und Niere synthetisiert wird (Kramer
und Palmieri, 1992). Darliber hinaus existiert teilweise eine gewebespezifische
Synthese bestimmter Isoformen von mitochondrialen Carriern als Anpassung an
spezielle energetische Bedlirfnisse, z.B. im Falle des Phosphatcarriers (Dolce et al.,
1996).
Es wurden bisher 15 mitochondriale Carrier in intakten Mitochondrien und zum Teil in
rekonstituierten Systemen untersucht. Aufgrund theoretischer Betrachtungen mufB es
auBerdem noch eine Reihe von Carriern flir den Import von Cofaktoren und Substraten
des mitochondrialen Stoffwechsels geben, die nicht in den Mitochondrien synthetisiert
werden. Diese Forderung nach weiteren Carriern wird durch die oben erwahnte hohe
Zahl an putativen Carrier im Hefegenom unterstiitzt. Erste Untersuchungen an
Transportsystemen fir Thiaminpyrophosphat und Coenzym A (Tahiliani et al., 1992)
wurden schon vor der vollstandigen Sequenzierung des Hefegenoms durchgefihrt.
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Tabelle 1: Ubersicht (ber die bekannten Carrier der mitochondrialen Carrierfamilie. Die
angegebenen Literaturzitate stellen jeweils nur eine ungewertete Auswahl der

verfiigbaren Literatur dar.

Carrier Import Export Primar- |Heterologe Literatur
struktur | Uberexpression
Nukleotid-> | ADP ATP + + Aquila et al., 1982
Phosphat- Phosphat 1) + + Aquila et al., 1987
Runswick et al.,1987
Aspartat- Glutamat Aspartat - - Dierks und Kramer,
Glutamat- 1990
Oxoglutarat- | Ketoglutarat | Malat + + Runswick et al., 1990
Malat- Fiermonte et al., 1993
Pyruvat- Pyruvat 1 - - Bolli et al., 1989
Dicarboxylat- | Malat Phosphat + + Kaplan und Pedersen,
1985
Citrat- Citrat Malat + + Kaplan et al., 1993
Carnitin- Acylcarnitin | Carnitin + - Indiveri et al., 1992a
Indiveri et al., 1997a
Ornithin- Ornithin Citrullin + - Indiveri et al., 1992b
Indiveri et al., 1997b
Succinat- Succinat Fumarat + - Palmieri et al., 1997
Fumarat-
Oxodicarboxy |u.a. 2-Oxo- 2-Oxoadipat + - Palmieri et al., 2000
lat- glutarat
Oxalacetat- |Oxalacetat |1) + + Palmieri et al., 1999
Uncoupling- | Protonen + + Lin et al., 1980
Protein Klingenberg, 1990
Glutamin-? | Glutamin Glutamin - - Indiveri et al., 1998

Y der Transport findet im Antiport mit einem Hydroxylion oder im Symport mit einem Proton statt

2 es ist unklar, ob dieser Carrier tatsachlich zur MCF gehért

1.3 Die Struktureigenschaften der mitochondrialen Carrierfamilie

Alle mitochondrialen Carrier bestehen aus etwa 300 Aminosauren und haben ein
apparentes Molekulargewicht von 30 bis 32 Kilodalton. Die strukturellen Informationen
uber die Mitglieder der mitochondrialen Carrierfamilie beschranken sich aufgrund
fehlender 3D-Strukturdaten weitgehend auf aus Hydropathieplots abgeleitete putative
Sekundarstrukturen. So weisen alle mitochondrialen Carrier ein gemeinsames Motiv von
sechs transmembranen Helices auf, welche alternierend hydrophobe und
amphiphatische Eigenschaften besitzen (Aquila et al., 1987; Walker, 1992; Palmieri et
al., 1993a) und durch hydrophile loops miteinander verbunden sind (siehem
P). Die sechs Helices bilden jeweils paarweise eine tripartite Struktur von drei
Abschnitten mit je ca. 100 Aminosauren. Mit Hilfe von diagon-plots konnte gezeigt
werden, daB die Abschnitte untereinander eine relativ hohe Ahnlichkeit aufweisen
(Saraste und Walker, 1982). Eine evolutiondare Erkldrung flr die Struktur der
mitochondrialen Carrier geht von der Existenz eines gemeinsamen Urgens aus, welches
fur zwei transmembrane Bereiche kodiert (Klingenberg, 1989 und 1990) und dessen

4
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Trimerisierung zeitgleich mit dem Auftreten der ersten Eukaryoten vor 1,5 Millionen
Jahren vermutet wird (Kuan und Saier, 1993).
Im Gegensatz zu den transmembranen Bereichen sind die Aminosauresequenzen in
den loops nicht konserviert. Man vermutet hier die fir die Substraterkennung und das
gating wichtigen Bereiche (Walker, 1992; Kuan und Saier, 1993).

N

Intermem-
branraum

Matrix

Abbildung 2: Schematische Darstellung der aus Hydropathieplots abgeleiteten Anordnung des
Phosphatcarriers mit sechs transmembranen Helices. Deutlich wird die tripartite
Struktur und der alternierende Charakter der Helices (blau: hydrophob, grin:
amphiphatisch)

1.4 Die funktionelle Einheit der mitochondrialen Carrier

Es gibt verschiedene Hinweise darauf, daB mitochondriale Carrier nicht in ihrer
monomeren Form, sondern als Dimer aktiv sind. Einer der ersten (berzeugenden
Hinweise auf eine Dimerisierung wurde beim Nukleotidcarrier gefunden: die
beobachtete Bindungsstéchiometrie von einem Molekiil Carboxyatractylosid — einem
hochspezifischen Inhibitor — zu zwei Untereinheiten des Nukleotidcarriers (Riccio et al.,
1975). Desweiteren konnte durch crosslinking und analytische Ultrazentrifugation
(Hackenberg und Klingenberg, 1980; Lin et al., 1980) gezeigt werden, daB die Carrier
nach Solubilisierung mit Hilfe von nichtionischen Detergentien in einer dimeren Form
vorliegen. Ebenfalls konnte beim Nukleotidcarrier die Mdglichkeit der Bildung einer
intermolekularen Disulfidbriicke nachgewiesen werden (Majima et al., 1995).

Studien an intakten Mitochondrien aus Rinderherzen ergaben, daB weniger als ein
Molekil des irreversiblen Inhibitors N-Ethyl-maleimid pro Monomer Phosphatcarrier
notig ist, um den Phosphattransport zu inhibieren (Guerin et al., 1993). Analysen des
Phosphatcarriers aus Saccharomyces cerevisiae im rekonstituierten System zeigten,
daB vermutlich die Bildung einer Disulfidbriicke zwischen den Cysteinresten an Position
28 zweier Monomere den Phosphattransport inhibieren kann (Phelps et al., 1991).
Neben diesen experimentellen Befunden gibt es einen generellen Konsens bezliglich
der Minimalausstattung eines sekundaren Carrierproteins (Henderson, 1990; Maloney,
1990; Marger und Saier, 1993). Dieser besagt, daB etwa zwdlf transmembrane Helices
notig sind, um Transport bzw. Kopplung zu bewerkstelligen. Dieser Konsens wird durch

5
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theoretische Uberlegungen unterstiitzt, die speziell fiir mitochondriale Carrier ein
Homodimer als funktionelle Einheit fordern (Klingenberg, 1981). Fir bakterielle
sekundare Transportsysteme, die in der Regel etwa zwolf (10 bis 14) transmembrane
Helices aufweisen, konnte hingegen gezeigt werden, daB diese in der monomeren
Form aktiv sind (Sahin-Toth et al., 1994). Andere Transporter aus hoheren Eukaryoten,
z.B. die Zucker-Uniporter (GLUT-Familie) und die Na*-gekoppelten Symporter (SGLT-
Familie) sind sowohl als Mono-, als auch als Oligomere aktiv. Die Interaktionen der
Monomere wurden hier als regulatorische Phanomen gedeutet (Hebert und Carruthers,
1991; Bell et al., 1993, Zolotta et al., 1995).

1.5 Der Phosphatcarrier

Der Phosphatcarrier ist ein typisches Mitglied der mitochondrialen Carrierfamilie. Die
Primarstruktur des Phosphatcarriers aus Rinderherzmitochondrien wurde sowohl durch
Proteinsequenzierung (Aquila et al, 1982) als auch durch DNA-Sequenzierung
aufgeklart (Runswick et al., 1987). Sie zeigt die typische tripartite Struktur mit sechs
transmembranen Helices (siehe [Abbildung 2). Sowohl N- als auch C-Terminus des
Phosphatcarriers liegen auf der AuBenseite der inneren Mitochondrienmembran
(Capobianco et al., 1991). Der Phosphatcarrier besitzt einen relativ hohen Anteil polarer
Aminoséduren (39 %) und unter physiologischen Bedingungen einen hohen Uberschu3
(etwa zehn) von positiven Ladungen.

Bei einem Vergleich der transmembranen Bereiche des Phosphatcarriers untereinander
sind einige konservierte Bereiche zu erkennen, so z.B. je ein Glycin am Anfang der
geradzahligen Helices, je ein Prolin am Ende der ungeraden Helices und jeweils zwei
Reste nach den Prolinen eine negativ geladene Aminosaure.

Im Phosphatcarrier wurde auBerdem ein sich wiederholendes Strukturmotiv in der
ersten und dritten Helix gefunden (Phelps et al., 1991): X-Pro-X-(Asp/Glu)-X-X-
(Lys/Arg)-X-(Arg/Lys)-X. In der flinften Helix fehlt dieses Strukturmotiv. Die interne
Ahnlichkeit des dritten Teils ist insgesamt geringer als die der ersten beiden Teile.

1.6 Die Funktionsweise des Phosphatcarriers

Der Phosphatcarrier ist fiir die Aufnahme des fiir die ATP-Bildung (siehe [.1)
bendtigten Phosphats in die Mitochondrien verantwortlich. Die Triebkraft des
Transportes besteht aus dem elektrochemischen Protonenpotential tber die innere
mitochondriale Membran (siehe [Abbildung 1). Der gekoppelte Transport von einem
Proton und einem Phosphatanion (in der Form H,PO4"), der als Phosphat-Protonen-
Symport oder Phosphat-Hydroxyl-Antiport beschrieben wird, ist elektroneutral. Er ist
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somit nur von den beiden Substratgradienten, nicht jedoch vom Membranpotential
abhangig.

Dartber hinaus katalysiert der Phosphatcarrier einen homologen Austausch von
Phosphat. Die Eigenschaft, das eigene Substrat homolog austauschen zu kénnen,
haben nahezu alle sekundaren Carrier.

Als dritte Transportart ist der Efflux-Modus bekannt. Er wird durch Reaktion des
Phosphatcarriers mit Quecksilber(II)chlorid induziert (Stappen, 1993). Im Efflux-Modus
ist der Phosphatcarrier in der Lage, ein breites Spektrum von Substraten aus den
Mitochondrien zu schleusen. Ob dieser Transportmodus eine Bedeutung in vivo hat, ist
nicht geklart.

P
A

Intermembranraum
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OH ! Substrate

Abbildung 3:  schematische Darstellung der drei Transportmodi des mitochondrialen Phosphatcarriers:
Das elektrochemische Protonenpotential (orange) dient als Triebkraft fiir den Uniport-
Modus, die Phosphataufnahme (dunkelblau). Der Antiport-Modus, der homologe
Austausch von Phosphat (hellblau), ist hingegen energieneutral. Im Gegensatz zu
diesen beiden physiologischen Transportmodi ist der Quecksilberchlorid-induzierte
Efflux-Modus (griin) in dieser Form unphysiologisch.
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1.7 Heterodimere des Phosphatcarriers

Fir die Generierung von Heterodimeren des Phosphatcarriers wurde von Andreas
Schroers im Rahmen seiner Dissertationsarbeit ein experimenteller Ansatz entwickelt
(Schroers, 1998). Unter Heterodimer wird ein Dimer des Phosphatcarriers verstanden,
in dem die beiden Monomere nicht identisch sind. Das Spektrum der Veranderung kann
den Austausch einzelner Aminosaurereste bis hin zur Deletion von ganzen Bereichen
des Proteins umfassen.

Das Verfahren zur Generierung der Heterodimere basiert auf zwei Monomerarten, die
C-terminal unterschiedlich markiert sind. Dazu wurden ein HIS6-tag und ein FLAG-tag
verwendet. Diese gestatten die spezifische Bindung an spezielles Saulenmaterial und
somit die Reinigung mittels Affinitatschromatographie: Die beiden unterschiedlich
markierten Monomere werden durch Dialyse in dimere Form Uberfihrt und die
gewlinschten Heterodimere durch zwei aufeinanderfolgende Chromatographieschritte
von den ebenfalls entstehenden Homodimeren abgetrennt.

erste zweite

Affinitatssaule Affinitatssaule
PIC * * *
‘ PIC PIC PIC
PIC PIC PIC

com | on .

Hetero
dimer

o 0

PIC PIC
PIC PIC

e 0

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Reinigungsprozedur fiir Heterodimere des
Phosphatcarriers nach Schroers (1998)
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1.8 Zielsetzung dieser Arbeit

Der mitochondriale Phosphatcarrier ist ein Transportprotein der mitochondrialen
Carrierfamilie und ist in der inneren Mitochondrienmembran lokalisiert. Das 32 kD-
Protein ist als Dimer aktiv und flr die Phosphataufnahme in Mitochondrien
verantwortlich. Bisherige Untersuchungen am Phosphatcarrier wurden mit
Mitochondrien, mit isoliertem Protein und mit heterolog exprimiertem Protein im
rekonstituierten System durchgefihrt.

Die heterologe Expression des Phosphatcarriers aus S. cerevisiae in E. coli in gréBeren
Mengen wurde vor Beginn dieser Arbeit in unserem Labor erfolgreich etabliert.
Ebenfalls wurde das Protein in Proteoliposomen aktiv rekonstituiert (Schroers, 1998).
Da die zu Beginn der Arbeit beobachtete Transportaktivitat etwa drei GréBenordnungen
unter der Aktivitat des Phosphatcarriers aus Rinderherzen (Stappen und Kramer, 1993)
und des andernorts heterolog exprimierten Phosphatcarriers aus S. cerevisiae (Wohlrab
und Briggs, 1994) lag, muBte das Rekonstitutionssystem so optimiert werden, daB
diese hohere Aktivitat gemessen werden konnte. Fir diese umfangreiche Optimierung
wurde ein in puncto Probendurchsatz, Reproduzierbarkeit und MeBfehler deutlich
verbessertes MeBsystem entwickelt.

Die zuvor beschriebene Methode zur Generierung von Heterodimeren laBt aufgrund
ihrer Eigenschaften einige Experimente nicht oder nur eingeschrankt zu. Dazu gehort
die Unterscheidbarkeit zwischen einer AB- und einer BA-Konstruktion, die im Falle einer
asymmetrischen Anordnung der beiden Monomere relevant ware. Ebenso ware die
Mdglichkeit der Expression des Heterodimers in S. cerevisiae ein wichtiges Instrument.
Die Etablierung eines weiteren Ansatzes zur Generierung der Heterodimere war aus
diesem Grund interessant. Darliber hinaus war es sinnvoll, den neuen Ansatz so zu
gestalten, daB das Verfahren zur Gewinnung von Heterodimeren bezliglich Zeitaufwand
und Ausbeute deutlich verbessert wurde. Die Funktionalitét des neuen Konstrukts sollte
anschlieBend im rekonstituierten System und in vivo kontrolliert und untersucht
werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Verwendete Materialien

2.1.1 Gerate

Geldokumentation

Extruder

Lyophille

PCR-Gerate

Sequenziergerat

Ultraschallgerat

Szintillationszahler

Western-Blot

French Press

2.1.2 Kits

Gelextraktion

Klonierung

Ligierung

Midi-Prep

Mini-Prep

Mutagenese

Image Master® VDS
AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH INC., FREIBURG

LiposoFast™ - Basic
AVESTIN INc., OTTAWA, KANADA

LYOVAC GT 2
LEYBOLD VACUUM, KOLN

GeneAmp®PCR System 9700
PE APPLIED BIOSYSTEMS, WEITERSTADT

Mastercycler Gradient
EPPENDORF, HAMBURG

ABI PRISM 310
PE APPLIED BIOSYSTEMS, WEITERSTADT

Branson™ Sonifier 250
BRANSON POWER Co, DANBURY, USA

Multi Purpose-Scintillations Counter LS 6500
BECKMAN COULTER, MUNCHEN

Hoefer Semi-Phor
AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH INC., FREIBURG

French® Pressure Cell Press
SLM AMINCO, ROCHESTER, USA

QIAquick Gel Extraction Kit
QIAGEN GMBH, HILDEN

SureClone™ Ligation
AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH INC., FREIBURG

Ready-To-Go™ T4 DNA Ligase
AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH INC., FREIBURG

QIAfilter™ Plasmid Midi Kit
QIAGEN GMBH, HILDEN

GFX™ Micro Plasmid Prep Kit
AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH INC., FREIBURG

SureClone™ Ligation Kit
AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH INC., FREIBURG
10
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Punktmutationen QuikChange™ Site-Directed Mutagenesis Kit
STRATAGENE, LA JOLLA, USA

Sequenzierreaktion ABI PRISM™ Big dye Reaction Terminator Cycle Sequencing Kit
APPLIED BIOSYSTEMS, WEITERSTADT

2.1.3 Medien

2.1.3.1 Medien zur Anzucht von E. coli

LB-Medium 10 g/l Trypton; 5 g/I Hefeextrakt; 10 g/l NaCl

2YT-Medium 16 g/l Trypton; 10 g/l Hefeextrakt; 5 g/l NaCl

SOB-Medium 20 g/l Trypton; 5 g/I Hefeextrakt; 0,6 g/I NaCl; 0,2
g/l KCl; 2,5 g/l MgS04-7H,0; 10 mM MgCl,

Die LB- und 2YT-Medien wurden in den zur Anzucht der Zellen zu verwendenden
GefaBen autoklaviert. Eventuell verwendetes Antibiotikum wurde direkt vor Anzucht
der Zellen dem Medium zugesetzt. Fir Festmedien wurde zum Medium vor dem
Autoklavieren Agar (16 g/l) zugegeben. Unmittelbar vor dem GieBen der Platten
wurde das Medium mit dem gewlinschten Antibiotikum versetzt.

SOB-Medium wurde zur Anzucht von kompetenten Zellen (siehe verwendet.
Magnesiumchlorid wurde nach dem Autoklavieren steril aus einer Stammldsung (1 M)
zugesetzt.

2.1.3.2 Medien zur Anzucht von S. cerevisiae

YPD-Medium 10 g/I Hefeextrakt; 20 g/l Trypton; 20 g/l Glucose
YPG-Medium 10 g/l Hefeextrakt; 20 g/l Trypton; 3 % (v/v)
Glycerin

YNB+AA-Medium 6,7 g/l Hefestickstoff (Basis) ohne Aminosduren;
20 g/l Glucose; 20 mg/ml Adeninsulfat; 20 mg/I
Histidin; 30 mg/Il Leucin; 20 mg/ml Tryptophan

Die Medien wurden in Flaschen autoklaviert und die flir die Anzucht verwendeten
GefaBe separat durch Erhitzen (3 h, 180 °C) sterilisiert. Bei Bedarf wurde Geneticyn
zugegeben. Die Glucose des YPD-Mediums wurde separat als Stammlésung (200 g/I)
autoklaviert und vor Verwendung zugesetzt. Flir Festmedien wurde zum Medium vor
dem Autoklavieren Agar (16 g/l) zugegeben.
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2.1.4

E. coli —Stamm

Verwendete Stamme

Genotyp

Referenz

DH5amcr

BL21(DE3)

S. cerevisiae —Stamm

supE44 AlacU169 (¢80/acZAM15) hsdR17

recAl endAl A" gyrA96 thi-1 relAl

hsdS gal (Acts857 indl Sam7 nin5 lac

UV5-T7 gene 1)

Genotyp

Grant et al., 1990

Studier und Moffatt,
1986

Referenz

W303-1n a, ade2; his3-11,15; leu2-3,112; trp1-1; Lawson und Douglas,
ura3-1; can1-100 1988

2.1.5 Verwendete Plasmide

Plasmid Beschreibung Quelle oder Referenz

pUC18 Klonierungsvektor, AmpR, lacZa, Arop, Yanisch-Perron et al., 1985
ColEl; 2,7 kb

pET-3a Expressionsvektor, Amp®, pT7, ColE1; Rosenberg et al. 1987
4,64 kb

pNYHM131 MIR1-Gen und ca. 100 weitere Basen Murakami et al., 1993
zwischen den Ndel und BamHI-
Schnittstellen in pET-3a

pUC-PIC(-VVV) Fragment aus pNYHM131 zwischen den | Meinhardt, personliche
Ndel- und BamHI-Schnittstellen in pUC18 | Mitteilungen
(auch als VVV-Mutante vorhanden)

pNYHM131-VVV wie pNYHM131, abweichend VVV- Meinhardt, personliche

pUC-PIC-SaclI(-VWV)

pUC-PIC-Munl-FakX-HIS6
(VW)

Mutante des MIR1-Gens

wie pUC-PIC, zusatzlich SaclI-
Schnittstelle im Bereich der Basen 11-16
des MIR1-Gens, (auch als VVV-Mutante
vorhanden)

wie pUC-PIC-Sacll, zusatzlich Munl-
Schnittstelle statt des Start-Codons,
Basen flr Faktor Xa-Schnittstelle hinter
MunI-Schnittstelle und sechs Histidine
vor dem Stop-Codon, das zur BamHI-
Schnittstelle erweitert wurde, enthalt die
etwa 100 zusatzlichen Basen aus
pNYHM131 nicht mehr (auch als VVV-

Mitteilungen
diese Arbeit

diese Arbeit
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pUC-PIC-Stop(-VVV)

pUC-PIC-Dimer(-VVV)

PET-PIC-Dimer(-VWV)

pUC-PIC-Xbal

pUC-PIC-Dimer-Xbal

YEp-352-ADH

YEp-352-ADH-PIC

YEp-352-ADH-PIC-Dimer

Mutante vorhanden)

wie pUC-PIC-Sacll, zusatzlich Munl-
Schnittstelle statt des Stop-Codons,
(auch als VVV-Mutante vorhanden)

wie pUC-PIC-Stop, Fragment zwischen
MunI- und BamHI-Schnittstelle durch
entsprechendes Fragment aus pUC-PIC-
Munl-FakX-HIS6 ersetzt, (auch als
doppelte VVV-Mutante vorhanden)
Fragment aus pUC-PIC-Dimer zwischen
den Ndel- und BamHI-Schnittstellen in
pET-3a, (auch als doppelte VVV-Mutante
vorhanden)

wie pUC-PIC, zusatzlich Xbal-Schnittstelle
3 Basen vor dem Start-Codon, zusatzlich
sechs Histidine vor dem Stop-Codon, das
zur BamHI-Schnittstelle erweitert wurde,
enthalt die etwa 100 zusatzlichen Basen
aus pNYHM131 nicht mehr.

wie pUC-PIC-Dimer, zusatzlich Xbal-
Schnittstelle 3 Basen vor dem Start-
Codon (auch als doppelte VVV-Mutante
vorhanden)

Expressionsvektor fiir S. cerevisiae,
AmpR, ColE1, lacZ', URA3, 2u, pADH,;
5,5 kb

Fragment aus pUC-PIC-Xbal zwischen
den Xbal- und BamHI-Schnittstellen in
YEp-352-ADH (auch als VVV-Mutante
vorhanden)

Fragment aus pUC-PIC-Dimer-Xbal
zwischen den Xbal- und BamHI-
Schnittstellen in YEp-352-ADH (auch als
doppelte VVV-Mutante vorhanden)

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

Lisowsky, personliche
Mitteilungen

diese Arbeit

diese Arbeit
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2.1.6  Verwendete Oligonukleotide

Oligonukleotid |Sequenz (5' - 3') damit generiertes Plasmid

Sacll-s GTC TGT GTC CGC GGC TCC TGC pUC-PIC-SacI(-VVV)

Sacll-as GCA GGA GCC GCG GAC ACA GAC pUC-PIC-SacI(-VVV)

Mun-FakX-s GCA TCA ATT GAT CGA AGG TCG TTC TGT | pUC-PIC-Munl-FakX-HIS6(-VVV)
GTC CGC GGC

HIS6-BamHI-as GAG GGA TCC CTA ATG ATG ATG ATG pUC-PIC-Munl-FakX-HIS6(-VVV)

ATG ATG ACC ACC ACC ACC pUC-PIC-Xbal
Mun-Stop-s GTG GTG GTC AAT TGA AAT GGT CTT G | pUC-PIC-Stop(-VVV)
Mun-Stop-as CAA GACCAT TTCAATTGACCACCAC pUC-PIC-Stop(-VVV)
Xbal-s CCC TCT AGA CAT ATG TCT GTG TCT GC | pUC-PIC-Dimer-Xbal

2.2 Mikrobiologische Methoden

2.2.1  Kultivierung von Mikroorganismen

E. coli- und S. cerevisiae-Kulturen wurden auf Schittlern (110-120 UPM) bei 37 °C
bzw. 30 °C inkubiert. Bei Bedarf wurde dem Medium zur Selektion Antibiotikum (50
mg/ml Carbenicillin) oder Geneticin zugesetzt. Die Zelldichte von Zellkulturen wurde
photometrisch durch Messung der optischen Dichte bei 600 nm bestimmt. Die
Kultivierung auf Festmedien erfolgte bei E. coli flir 16 h bei 37 °C, bei S. cerevisiae
fir 48 — 72 h bei RT.

2.2.2  Herstellung von kompetenten E. coli-Zellen

Kompetente DH5a-Zellen wurden in groBeren Mengen prapariert und bei -80 °C
gelagert.

TB-Puffer 10 mM PIPES (pH 6,7); 15 mM CaCly; 250 mM KCl;
55 mM MnCl,

SOB-Medium (250 ml) wurde mit einer DH5a-Kolonie angeimpft und unter starkem
Schiitteln (220 UPM) bis zu einer ODgoo von 0,6 angezogen (24 bis 30 h, RT). Die
Zellsuspension wurde auf 4°C abgekihlt und zentrifugiert (2.500-g, 10 min, 4°C).
Das Sediment wurde in TB-Puffer (20 ml) resuspendiert und unter Schwenken mit
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DMSO (7 % Endkonzentration) versetzt. Nach Inkubation (10 min, 4°C) wurden die
kompetenten Zellen aliquotiert, eingefroren (fl. Stickstoff) und gelagert (-80 °C).

BL21(DE3)-Zellen wurden unmittelbar vor der Transformation kompetent gemacht,
da sie in kompetentem Zustand nicht lange lagerbar sind.

TSS-Puffer 10 % PEG (M=8000); 10 % DMSO; 20 mM MgSOQ; in
LB-Medium

BL21(DE3)-Zellen (1 ml pro Transformationsansatz) wurden bis zu einer ODggo VON
0,4 angezogen und dann sedimentiert (1.000-g, 10 min, 4°C). Die Zellen wurden in
TSS-Puffer (100 pl pro Transformationsansatz) resuspendiert und zur Transformation

(siehe m) eingesetzt.
2.2.3  Transformation von E. coli mit Plasmid-DNA

Ligierte oder isolierte Plasmid-DNA (5 bis 10 ng) wurde mit kompetenten Zellen
(100 pl, vgl. R.2.2) inkubiert (30 min, 4°C). AnschlieBend wurde der
Transformationsansatz kurzzeitig erhitzt (45 s, 42°C), wieder abgekihlt, mit LB-
Medium versetzt (900 pl) und unter Schiitteln inkubiert (1 h, 37°C). Der
Transformationsansatz wurde auf entsprechenden Agarplatten ausplattiert (100 pl
und 900 pl) und inkubiert (16 h, 37 °C).

2.2.4 Dauerkulturen von Bakterien und Hefen

Die verschiedenen E. coli-Stamme werden kurzfristig auf Festmedien bei 4 °C und
langfristig in Dauerkulturen in 50 % Glycerin bei -80 °C gelagert.

Die S. cerevisiae-Stamme werden alle sechs bis acht Wochen auf Festmedien mit
entsprechender Selektion neu kultiviert und bei 4 °C und ebenfalls langfristig in
Dauerkulturen in 15 % Glycerin bei -80 °C gelagert.
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2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 Isolation von Plasmid-DNA aus E. coli

Plasmid-DNA wurde aus Flissigkulturen unter Verwendung eines Mini- oder Midi-
Prep-Kits nach Herstellerangabe isoliert.

2.3.2  Konzentrationsbestimmung von DNA-LOsungen

Die Konzentration von DNA-L6sung wurde je nach Bedarf mittels UV-Spektroskopie
oder Gelelektrophorese bestimmt.

Flir die Konzentrationsbestimmung mittels UV-Spektroskopie wurde die Extinktion
einer geeigneten wassrigen Verdinnung der DNA-L&sung bei 260 nm gemessen.
Daraus 1aBt sich die DNA-Konzentration berechnen. Eine Extinktion von 0,1 entspricht
5 pg/ml doppelstréangige DNA. Zur Kontrolle wurde ebenfalls die Extinktion bei 280
nm gemessen. Ein Verhaltnis von Eyeo zu Ezgp auBerhalb des Bereiches von 1,5 bis 2
deutet auf Verunreinigung durch Protein bzw. RNA hin. In solchen Fallen muBte die
DNA-Konzentration anderweitig bestimmt werden.

Die DNA-Konzentration einer Ldsung konnte ebenfalls mittels Gelelektrophorese
bestimmt werden. Dazu wurde eine Agarosegelelektrophorese (siehe m mit
einem DNA-GroBenmarker, dessen Konzentration bekannt ist, durchgeflihrt und die
DNA-Menge durch Vergleich der Bandenintensititen im UV-Transilluminator
abgeschatzt.

2.3.3  Agarosegelelektrophorese

TAEE-Puffer 40 mM Tris-HAc (pH 8,0); 1 mM EDTA; 0,5 pg/ml
Ethidiumbromid
Probenpuffer 25 % Glycerin, 0,125 % Bromphenolblau

Die Agarosegelelektrophorese zur Auftrennung von Plasmid-DNA-Fragmenten wurde
je nach FragmentgréBe in 0,5 bis 2 %-igen Agarosegelen (30 ml TAEE-Puffer, 0,15
bis 0,6 g Agarose) in TAEE-Puffer durchgeflihrt. Es wurden mindestens 50 ng DNA
mit ¥4 VA Probenpuffer versetzt und auf das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese
wurde flir ca. 90 Minuten bei 80 bis 100 V durchgefiihrt, die einzelnen DNA-
Fragmente auf einem UV-Transilluminator (312 nm) sichtbar gemacht und
dokumentiert.
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2.3.4  Spaltung von Plasmid-DNA

Die Spaltung von Plasmid-DNA wurde in den vom Hersteller gelieferten und
empfohlenen Spaltungspuffern durchgefiihrt. Der Ansatz wurde mit einer
Enzymmenge inkubiert (1 h, 37°C), die einem fiinffachen overdigest entspricht.
Vollstdndige Spaltung wurde mittels Agarosegelelektrophorese (siehem
kontrolliert, die Restriktionsfragmente auf gleiche Weise aufgetrennt und aus dem
Agarosegel isoliert (siehe m

2.3.5  Extraktion von DNA aus Agarosegelen

| Elutionspuffer 10 mM Tris-HCl (pH 8,5) |

Die Extraktion von DNA aus einem Agarosegel erfolgte mit einem QIAquick Gel
Extraction Kit nach Herstellerangabe. Die gereinigte DNA wurde mit Elutionspuffer
eluiert.

2.3.6  Ligierung von Plasmid-DNA

Ligierung von Plasmid-DNA wurde mit einem Ready-To-Go Kit unter Verwendung von
T4 DNA Ligase nach Herstellerangabe durchgefiihrt. Es wurden 100 ng Vektor und
ein dreifacher MengenlberschuB an insert eingesetzt. Der Vektor wird vor der
Ligierung mit CIP oder SAP nach Herstellerangabe dephosphoryliert.

2.3.7  Generierung von gezielten Punktmutationen

Gezielte Punktmutagenese wurde mit dem QuikChange™ Site-Directed Mutagenesis
Kit durchgefiihrt. Sie erfolgte nach Herstellerangabe. Abweichend wurden zur
Transformation nicht Epicurian Coli XL2-Blue Ultrakompetenten Zellen, sondern
kompetente DH5amcr-Zellen (siehe m eingesetzt.

2.3.8  PCR zur Einflihrung von zusatzlichen Basenpaarabschnitten

Zusatzliche Basenpaarabschnitte flankierend an bestehende wurden mittels PCR
amplifiziert und mit dem SureClone™ Ligation Kit aufgearbeitet. Fir den zusatzlichen
Basenpaarabschnitt wurde ein entsprechender Primer hergestellt. Durch die
Verwendung zweier entsprechender Primer konnten bei Bedarf sowohl am 5'- als
auch am 3'-Ende zusatzliche Basenpaarabschnitte eingefiihrt werden.

Die Amplifizierung der DNA erfolgte durch PCR. Pro Ansatz (50 ul) wurden die beiden
Primer (je 15 pmol), die template DNA (~ 50 ng), die vier Nukleotide (je 0,2 mM)
und Pfu-Polymerase (2 U) in Puffer nach Herstellerangabe zusammengegeben. Die
DNA im PCR-Ansatz wurde denaturiert (1 min, 95°C) und in 25 Zyklen -
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Denaturierung (30 sek, 95 °C), Religierung (1 min, Temperatur je nach Primer) und
Kettenverldangerung (2 min pro kb, 68 °C) — amplifiziert.
Die Aufarbeitung des PCR-Ansatzes und Klonierung in einen pUC18-Vektor wurde mit
dem SureClone™ Ligation Kit nach Herstellerangabe durchgeftihrt.

2.3.9 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierreaktion erfolgte mit dem ABI PRISM™ Big Dye Reaction Terminator
Cycle Sequencing Kit nach Herstellerangabe. Die Produkte der Sequenzierreaktion
wurden im Sequenziergerat kapillarelektrophoretisch getrennt, detektiert und
analysiert.

2.4 Klonierung des genetischen Dimers

Die Klonierungen fiir das genetische Dimer wurden in pUC-18 Vektoren durchgeflihrt.
Ausgegangen wurde von pNYHM131, der zwischen den Ndel- und BamHI-
Schnittstellen ein Exemplar des MIR1-Gens und stromabwarts des Stop-Codons
weitere ca. 100 Basenpaare enthdlt. Dieses Fragment wurde zwischen die
entsprechenden Schnittstellen eines pUC18-Vektors kloniert (pUC-PIC). Die hier
verwendete Basennummerierung bezieht sich auf das MIR1-Gen. Im ersten Schritt
wurde im Bereich der Basen 11-16 durch zwei stille Mutationen eine Sacll-
Schnittstelle eingefiihrt (pUC-PIC-Sacll). Ausgehend vom Vektor pUC-PIC-Sadll
wurden nun zwei weitere Vektoren generiert: pUC-PIC-Stop und pUC-PIC-Munl-
FakX-HIS6. Im ersten Fall wurde wiederum durch zwei gezielte Mutationen das Stop-
Codon des MIR1-Gens durch eine MunI-Schnittstelle ersetzt. Im zweiten Fall wurde
durch die Einflihrung von zusatzlichen Basenabschnitten das Start-Codon durch eine
MunlI-Schnittstelle, gefolgt von den Basen flir die Erkennungssequenz von Faktor Xa
(ATC GAA GGT CGT) ersetzt. Zusatzlich wurden unmittelbar vor dem Stop-Codon die
Sequenz CAT CAT CAT CAT CAT eingefligt, die zusammen mit dem schon
vorhandenen CAT zusammen flir einen HIS6-tag kodieren, sowie das Stop-Codon zu
einer BamHI-Schnittstelle erganzt. Die zuvor generierte neue SaclI-Schnittstelle
erlaubt es in Kombination mit der KpnI-Schnittstelle an Position 841 einen Grofteil
des Gens auszuschneiden und umzuklonieren. Mit diesem Kassettensystem ist es
moglich, in einem der beiden Vektoren pUC-PIC-Stop und pUC-PIC-MunI-FakX-HIS6
generierte Mutationen im Bereich zwischen den Basen 16 und 838 durch Klonierung
in den jeweils anderen Vektoren zu lbertragen. Aus den beiden Vektoren pUC-PIC-
Stop und pUC-PIC-MunI-FakX-HIS6 wurde der Vektor pUC-PIC-Dimer generiert. Dazu
wurde das Munl-BamHI-Fragment aus pUC-PIC-MunI-FakX-HIS6 zwischen die
entsprechenden Schnittstellen in pUC-PIC-Stop kloniert. Samtliche Mutations- und
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Klonierungsschritte wurden parallel mit Wildtyp und VVV-Mutante durchgefihrt. Zur
Expression in E. coli wurde das genetische Dimer in einen pET-3a-Vektor kloniert.

2.5 Homologe Expression in Saccharomyces cerevisiae

Die Deletion des MIRI-Gens in S. cerevisiae wurde ebenso wie die
Komplementierung — d.h. die Transformation mit dem Komplementierungsvektor und
die Tetradenanalyse — von Dr. T. Lisowsky, Universitat Disseldorf, durchgefihrt.

Der Vektor, der zur Komplementierung des deletierten MIR1-Gens eingesetzt wurde,
basiert auf einem YEp352-ADH-Vektor. Zwischen die Xbal- und BamHI-Schnittstellen
im YEp-Vektor wurde das Gen fiir das Monomer und das genetische Dimer des
Phosphatcarriers kloniert. Dazu wurde in die Vektoren pUC-PIC und pUC-PIC-Dimer
3 Basenpaare vor dem Start-Codon eine Xbal-Schnittstelle eingefiihrt, unmittelbar
vor dem Stop-Codon die Sequenz CAT CAT CAT CAT CAT eingefigt, die zusammen
mit dem schon vorhandenen CAT flir einen HIS6-tag kodieren, sowie das Stop-Codon
zu einer BamHI-Schnittstelle erganzt.

2.6 Biochemische Methoden

2.6.1 SDS-PAGE und Western-Blot

Bakterielle Proteine und Zellextrakte wurden mit % VA RotiLoad (Roth) versetzt und
nach Erhitzen (95°C, 5 min) in 10 oder 12%-igen SDS-Polyacrylamidgelen (Lammli,
1970) elektrophoretisch aufgetrennt und mit Coomassie Brilliant Blau oder Silber
gefarbt (Sambrook et al., 1989).

Flir einen immunologischen Nachweis des Phosphatcarriers wurden die Proteine nach
der Gelelektrophorese durch einen semi-dry blots (Kyhse-Andersen, 1984) auf eine
PVDF-Membran (Ubertragen. Der spezifische Nachweis erfolgte durch eine
Farbreaktion, die durch die Bindung zweier Antikdrper an das Protein vermittelt wird.
Der erste Antikorper ist ein polyklonales Antiserum (Verdinnung 1:1.000) aus
Kaninchen gegen den Phosphatcarrier (Schroers, 1998). Der zweite Antikdrper
(Verdiinnung 1:10.000) besteht aus einem Konjugat aus Anti-Kaninchen mit
alkalischer Phosphatase. Die kolorimetrische Reaktion erfolgte durch eine Reaktion
der alkalischen Phosphatase mit den Substraten BCIP und NBT.
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2.6.2  Proteinbestimmung

Die Bestimmung des Proteingehalts einer Losung wurde je nach weiteren
Bestandteilen der Proteinlésung, die andere Nachweise stéren, unterschiedlich
durchgefihrt.

Die Proteinbestimmung in Mitochondrien erfolgt nach Bradford (1976), der
Proteingehalt von solubilisierten inclusion bodies des Phosphatcarriers wurde nach
Lowry et al. (1951) bestimmt. Die Quantifizierung von Protein in Proteoliposomen zur
Bestimmung der Einbaurate erfolgte entweder nach Kaplan und Pedersen (1985)
oder Uiber eine Analyse mittels SDS-PAGE:

| Verdiinnungspuffer 30 mM KP; (pH 6,8); 50 mM HEPES (pH 6,8) |

Eine entsprechende Menge Liposomen (maximal 5 pg eingesetztes Protein, i.A.
100 pl) wurden mit Verdiinnungspuffer (1 ml) versetzt und sedimentiert (350.000-g,
20 min, 15°C). Die sedimentierten Liposomen wurden in RotiLoad (10 pl)
aufgenommen, erhitzt (5 min, 95 °C) und neben einer Standardreihe aus
solubilisiertem Phosphatcarrier aufgetragen. Visualisierung der Proteine nach
Auftrennung durch SDS-PAGE erfolgte mittels Silberfarbung.

2.6.3  Spaltung von Protein mit Faktor Xa-Protease

| Proteasepuffer A 20 mM Tris-HCI (pH 8), 100 mM NaCl, 2 mM CaCl, |
Die Protease (2 pg pro 50 pg Protein) wurde zu dem zu spaltenden Protein

zugegeben. Die Spaltung erfolgte — soweit moglich — in Proteasepuffer (1 pl pro
Mg Protein). Der Spaltungsansatz wurde inkubiert (mindestens 2 h, RT).
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2.7 Untersuchung des Phosphatcarriers

2.7.1  Expression und Reinigung des Phosphatcarriers aus E. coli

Suspensionspuffer 10 mM Tris-HCI (pH 8,0); 0,1 mM EDTA; 1 Tablette
pro 50 ml COMPLETE Proteaseinhibitor

Fir die Expression des Phosphatcarriers wurde 2YT-Medium mit einer Vorkultur
(20 ml pro Liter Medium) des Expressionsstamms angeimpft und bis zu einer ODggo
von etwa 0,6 inkubiert. Die Expression des Proteins wurde durch Zugabe von IPTG
(0,5 mM Endkonzentration) induziert und nach drei Stunden durch Zentrifugation
(4.000-g, 15 Minuten, 4°C) abgebrochen. Die sedimentierten Zellen wurden in
Suspensionspuffer (1 ml pro 12,5 ml Kultur) resuspendiert und in der FrenchPress

vollstandig lysiert (2 Passagen, 16.000 psi).

Zur Analyse der Expression wurde das Zelllysat durch differentielle Zentrifugation in
vier Fraktionen aufgeteilt: Zelltriimmer, inclusion bodies, Membranen und Cytosol. Es

wurde folgendes Zentrifugationsschema verwendet:

Zelllysat
(1 ml pro 12,5 ml Kultur)
Z1
Zelltrimmer Membranen
inclusion bodies Cytosol
Z2 Z3
Zelltrimmer inclusion bodies Membranen Cytosol
Zentrifugationsschritte:
(die Sedimente wurden jeweils in Suspensionspuffer (1 ml pro 12,5 ml Kultur)
resuspendiert
Z1: 10 min bei 10.000-g  Z2: 5 min bei 1.100-g  Z3: 20 min bei 100.000-g

Die einzelnen Zellfraktionen wurden mittels SDS-PAGE (vgl. m untersucht.

Fir die Expression des Phosphatcarriers in groBeren Mengen wurde ausschlieBlich die

Fraktion der inclusion bodies bendtigt und gezielt gereinigt:
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Das Zelllysat wurde zentrifugiert (12.000-g, 10 min, 4°C), das Sediment erneut in
Suspensionspuffer (1 ml pro 12,5 ml Kultur) resuspendiert und erneut zentrifugiert
(1.100-g, 5 min, 4°C). Der Uberstand mit den inclusion bodies wurde aliquotiert
(nach Bedarf 200 pl bis 500 pl) und die inclusion bodies sedimentiert (12.000-g,
3 min, 4°C). Diese Aliquots enthielten 100 bis 250 pg Protein mit einem
Phosphatcarrieranteil von etwa 90 %. Die Ausbeute an Phosphatcarrier lag bei ca.
40 mg/| Kultur. Das Protein wurde bei -20 °C gelagert.

2.7.2  Rekonstitution des Phosphatcarriers in Liposomen

Lipidpuffer 30 mM KP; (pH 6,8), 1,5 % Octylglucopyranosid

Dialysepuffer 30 mM KP; (pH 6,8), 1 mM Mercaptoethanol

Solubilisierungspuffer10 mM Tris-HCI (pH 8,0); 0,1 mM EDTA; 1,67 % SLS

Bio-Beads-Saulen 600 mg Bio-Beads (Feuchtgewicht) aquilibriert in 30
mM KP; und 50 mM HEPES (pH 6,8) in abgedichteten
Pasteurpipetten

Der Ansatz fir die Rekonstitution des Phosphatcarriers bestand aus vier
Komponenten: vorgeformten Liposomen, solubilisierten inclusion  bodies,
nichtionischem Detergenz und Pufferlésung.

Die Lipidlésung (E. coli total lipid extract) wurde getrocknet (Rotationsverdampfer,
30 bis 35°C, sowie Lyophilisationsgerat, 10 min), in Lipidpuffer (100 mg/ml)
resuspendiert und gegen Dialysepuffer dialysiert (3 mal 12 h in 100 VA Puffer). Die
Lipide wurden in Aliquots bei -20°C gelagert. Um vorgeformte Liposomen zu
erhalten, wurden die Lipide mit Hilfe eines Ultraschallgerats beschallt (10 min, 30 -
40 % duty cycle, Output-Stufe 4).

Der Phosphatcarrier wurde in mdglichst geringer Menge Solubilisierungspuffer
(ungefahr 0,2 pl/ug Protein) aus inclusion bodies solubilisiert. Die Lésung wurde mit
2 VA Wasser versetzt und der unldsliche Rest abzentrifugiert (15.000-g, 1 min, RT).
Fir einen Rekonstitutionsansatz (700 pl) wurden der Reihe nach Proteinlésung (je
nach gewiinschtem Lipid-zu-Protein-Verhaltnis etwa 20 bis 40 pg Phosphatcarrier),
beschallte Lipide (Endkonzentration 16 mg/ml) und nichtionisches Detergenz (i.A.
Triton X-114, Endkonzentration 1 %) gemischt, gevortext, mit Puffer versetzt (i.A.
30 mM KP; (pH 6,8) und 50 mM HEPES (pH 6,8) Endkonzentrationen), mit Wasser
auf das Zielvolumen (700 pl) aufgefillt und erneut gevortext. Der
Rekonstitutionsansatz sollte triib und leicht opaleszierend sein.

Nach Inkubation (1 bis 2 h, RT) wurde der Reaktionsansatz 15 mal Uber eine Bio-
Beads-Saule gegeben. Dabei adsorbierten sowohl das SLS als auch das nichtionische
Detergenz an die Bio-Beads und die Proteoliposomen formten sich.
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2.7.3  Transportmessungen mit **P-Phosphat

Die Optimierung der Methode zur Messung der Transportaktivitdit war Teil dieser
Arbeit. Das MeBsystem wurde hierzu umgestellt. Sowohl das neue (siehem als
auch das alte MeBsystem (sieh |2JZ.—3_LZ|) basierten auf der gleichen MeBtechnik:
Zugabe von radioaktivem >3P-Phosphat zu den Liposomen zum Startzeitpunkt,
Inhibition des Transports zum Stopzeitpunkt mittels Pyridoxalphosphat und
Abtrennung des nicht aufgenommenen radioaktiven Phosphats Uber entsprechend
praparierte Anionenaustauschsaulen (siehem. Die Menge des aufgenommenen
radioaktiven Phosphats wurde im Szintillationszahler bestimmt.

2.7.3.1 Praparation der Anionenaustauschsaulen

Austauschsaulen 1 ml Dowex 2x10 oder 2x8 in abgedichteten
Pasteurpipetten

Konditionierlésung 2 g/l BSA; 2 g/l Phosphatidylcholin in 100 mM
Natriumacetat (pH > 8,0)

Das Anionenaustauschmaterial in den Austauschsdaulen muBte vor der Verwendung
zur Abtrennung von Phosphat von der Chloridform in die Acetatform gebracht
werden. Dazu wurden die Saulen nacheinander mit Natronlauge (4,8 ml, 1 M),
Wasser (1,6 ml), Essigsaure (4,8 ml, 1 M), konzentrierter Natriumacetatlésung (3,2
ml, 3 M), verdiinnter Natriumacetatlésung (4,8 ml, 100 mM) und Konditionierlésung
(400 pl) gesplilt.

2.7.3.2 Altes MeBsystem zur Bestimmung der Transportaktivitat

Startlésung 30 mM KP; (pH 6,8), 50 mM HEPES (pH 6,8),

radioaktives Hs**PO4 (ca. 50.000 cpm pro pl)
Stoplésung 20 mM Pyridoxalphosphat, 1 M Imidazol
Elutionslésung 150 mM Sucrose

Zwei Gabeln zur Messung von Transportkinetiken (Dawson et al., 1987) wurden mit
Startlésung (10 pl) bzw. Stoplésung (10 ul) beladen. Liposomen (100 pl, siehe m)
wurden in ReaktionsgefaBen (1,5 ml) vorgelegt. Durch Eintauchen und Auf- und
Abbewegung der Startgabeln in die Liposomenlésung wurden Startldsung und
Liposomen gemischt und die Transportreaktion in bis zu zwdlf Ansdtzen parallel
gestartet. Nach Ablauf der MeBzeit wurde die Reaktion auf gleiche Weise mit
Stoplésung gestoppt. Fur die Nullzeitpunktmessung wurde erst die Stop-, dann die
Startlésung zugegeben. Ein definierter Teil des Reaktionsansatzes (100 pl) wurde auf
vorbereitete Anionenaustauschsaulen (siehe m) gegeben und die Liposomen mit
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Elutionslésung (1,2 ml) in SzintillationsgeféaBe eluiert. Die in die Liposomen
aufgenommene Menge an radioaktivem Phosphat wurde im Szintillationszédhler
gemessen (MeBzeit > 5 Minuten).
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3,8 ml Srintillationscocktail SRS SN A

"
B e
* e e o

L )

| ; — i ;
10 pl Stoplasung ; 10 pl Startlosung

e ]

Abbildung 5: Foto der alten MeBapparatur.

2.7.3.3 Neues MeBsystem zur Bestimmung der Transportaktivitat

Fir die Transportmessung mit dem neuen MeBsystem werden drei Mikrotiterplatten
verwendet: je eine fiir Startldsung, Liposomen und Stopldsung (siehe
B.1.1). Fiihrt man eine Doppelbestimmung mit je sechs MeBzeitpunkten — in zweimal
sechs Spalten der Platten, also insgesamt zwoIf MeBzeitpunkte — durch, kdénnen
insgesamt acht MeBansdtze — in jeder Reihe der Platte einer — untersucht werden.
Die Reaktion wird fur jeden MeBzeitpunkt (d.h. spaltenweise) durch Zugabe von
Startlésung zu den Liposomen gestartet, zum entsprechenden Zeitpunkt durch
Uberfiihren des Transportansatzes in die Stoplésung gestoppt und dann auf die
Anionenaustauschsaulen gegeben. Alle Flissigkeitstransfers werden mit einer
Achtkanal-Pipette durchgefiihrt.
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Liposomen siehe 2.7.2]

Startlésung 30 mM KP; (pH 6,8), 50 mM HEPES (pH 6,8),
radioaktives Hs**PO4 (ca. 50.000 cpm pro pl)

Stoplésung 20 mM Pyridoxalphosphat, 1 M Imidazol

Elutionslésung 150 mM Sucrose

Stoplésung (10 pl pro Vertiefung) und Liposomen (100 pl pro Vertiefung, 110 pl pro
Vertiefung die Nullzeitpunkte) wurden auf je einer Mikrotiterplatte mit V-Boden
vorgelegt. Die zwoIf Spalten der Platten wurden flr zweimal sechs MefBzeitpunkte
(Doppelbestimmung) und jede Reihe flir einen Ansatz verwendet. Auf einer dritten
Mikrotiterplatte wurde in einer Spalte fur jeden Ansatz Startlosung vorgelegt (125 pl
pro Vertiefung). Die Transportreaktion wurde bis zu acht Ansatzen zeitgleich durch
Zugabe von Startlésung (10 pl pro Ansatz) zur Liposomenldsung mit einer 8-Kanal-
Pipette gestartet. Nach Ablauf der MeBzeit wurde die Reaktion durch Uberfiihren der
Transportansatze (100 der 110 pl) in die Stoplésung gestoppt. Fir die
Nullzeitpunktmessung wurden erst Liposomen (100 pl) und anschlieBend Startlésung
(10 ul) zur Stoplésung gegeben. Ein definierter Teil des Reaktionsansatzes (100 pl)
wurde auf vorbereitete Anionenaustauschsaulen (siehe m gegeben und die
Liposomen mit Elutionslésung (1 ml) in SzintillationsgefaBe eluiert. Die in die
Liposomen aufgenommene Menge an radioaktivem Phosphat wurde im
Szintillationszdhler gemessen (MeBzeit > 5 Minuten).

2.7.3.4 Berechnung der Transportaktivitat

Die Aufnahme y von radioaktivem Phosphat im Austauschmodus kann durch eine
exponentielle Funktion der Form

y: aufgenommene Menge in cpm
X X: Zeit in min
Y = Yo + AM - e ty, Yo: Menge zum Startzeitpunkt in cpm

t,,: Halbwertszeit der Aufnahmerate in min
AM:Amplitude der Aufnahme  incpm

beschrieben werden. Die Anfangsaufnahmerate AR, (erste Ableitung der Funktion
y(x) zum Zeitpunkt x = 0) ergibt sich aus dem Quotienten von AM und tv,.
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Die spezifische Radioaktivitat rspe;. des Phosphates ergibt sich zu:

A _ A Aspez:  spezifische Radioaktivitat in
spez. = -5 : Radioaktivitdt im MeBansatz cpm/mol
n n: Phosphatmenge im MeBansatz  in cpm
in mol
mit A=Ag - Vs As.: Radioaktivitat der Startlésung in cpm/pl
Vg.: Volumen der Startlésung in pl
und n=cp- V. cpi:  Phosphatkonzentration in mol/I
V: Volumen des MeBansatzes inl

Die GroBen A, n, ¢y und V beziehen sich auf den MeBansatz bestehend aus
Liposomen und Startlésung. Ag. betragt in der Regel etwa 50.000 cpm/pl, Vs 10 pl,
cpi 30 mM und V 110 pl.

Die spezifische Transportaktivitat des Phosphatcarriers in den Liposomen A wird aus
der Anfangsaufnahmerate m,, der spezifischen Radioaktivitdt des Phosphates im
MeBansatz rspe;. Und der Proteinmenge mprot, berechnet:

EA: spezifische in mU/mg
EA - ARg - X Transportaktivitat in
= Asper—Merot. ARy:  Anfangsaufnahmerate cpm/mol
X: Korrekturfaktor
aspez.t  Spezifische Radioaktivitat in mol
Mprot.:  Proteinmenge ing

Der Korrekturfaktor x muB eingeflihrt werden, da die Anfangsaufnahmerate AR, sich
nur auf den Teil des MeBansatzes bezieht, der tatsachlich im Szintillationszahler
vermessen wird, wahrend sich die Proteinmenge mpr. auf den ganzen MeBansatz
bezieht. Er betragt im alten MeBsystem 1,2 und im neuen MeBsystem 1,21.

2.8 Isolierung von Lipiden aus Truthahneiern

Die Puteneier wurden von der Putenbriterei Hilkmann, Wachtendonk, geliefert. Die
Eier stammen aus England und sind einige Tage alt. Wahrend der Praparation
wurden PlastikgefaBe grundsatzlich vermieden. Die Praparation wurde grundsatzlich
zugig an einem Tag durchgefihrt. Sdmtliche Losungsmittel wurden in z.A.-Qualitat
eingesetzt.
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2.8.1  Isolierung der Lipide

Zehn Eier wurden aufgeschlagen und das Eigelb vom EiweiB abgetrennt. Das Eigelb
wurde erst ohne Zusatz und dann mit Methanol (550 ml) gertihrt (30 min, 4°C) bis
der Niederschlag fein verteilt war. Die Mischung wurde mit Chloroform (1,1 1)
versetzt und weitergeriihrt (4 °C, 30 min, No-Atmosphare). Die Suspension wurde mit
einer Nutsche mit Glasfritte getrennt und die flissige Phase auf etwa 50 - 80 ml
eingeengt (Rotationsverdampfer, 30 bis 35 °C).

Die eingeengte Lipidldsung wurde in ein groBes Becherglas Uberflihrt und Aceton
zugetropft (650 ml, 4 °C). Entscheidend war hier eine langsame Zugabe des Acetons
liber etwa 10 min. Der Uberstand wurde abdekantiert und der Niederschlag zweimal
mit Aceton (30 ml, 4°C) gewaschen und getrocknet (Rotationsverdampfer, 30 -
35°C). Die Ausbeute betrugt etwa 15 - 20 Gramm Lipid.

Die Lipide wurden in Methanol (40 ml, 4°C) suspendiert und die unldslichen
Bestandteile abzentrifugiert (5 min, 2.000-g, 4°C). Das Pellet wurde erneut mit
Methanol (15 ml) gewaschen und abzentrifugiert. Die klaren Methanoliberstdande
wurden getrocknet (Rotationsverdampfer, 30 - 35°C). Die Ausbeute schwankte und
sollte etwa 8 - 10 g betragen. Die Lipide wurden in Methanol (100 mg Lipid/ml)
geldst bei -20 °C aufbewahrt.

2.8.2  Analyse der Lipide

Die Lipide wurden mittels DC analysiert. Als Laufmittel wurde eine Mischung aus
Chloroform (30 Teile), Aceton (10 Teile), Methanol (5 Teile), Essigsaure (5 Teile) und
Wasser (2 Teile) verwendet. Als Trennmaterial diente eine Kieselgelplatte (0,25 mm,
POLYGRAM SIL G, Macherey-Nagel). Die Lipide wurden entsprechend ihrer Polaritat
aufgetrennt und in einer Joddampfkammer sichtbar gemacht. Als Standard dienten
reine Phospholipide (Phophatidylcholin und Phosphatidylethanolamin).

2.8.3  Vorbereitung der Lipide zur Rekonstitution

Vor der Verwendung der Lipide zur Rekonstitution wurden sie getrocknet
(Rotationsverdampfer, 30-35°C sowie Lyophilisationsgerat, 10 min) und in
gewunschter Konzentration (100 mg/ml) in Puffer (HEPES, 50 mM, pH 7,5)
suspendiert und beschallt (6 min, output 40 % bei Stufe 3-4). Zur Aufbewahrung der
Lipide wurden sie waBriger Lésung eingefroren (-20 °C).
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2.9 Weitere Optimierungsansatze

2.9.1 Variation des zur Rekonstitution verwendeten Detergenz

StandardmaBig wurde zur Rekonstitution des Phosphatcarriers als nichtionisches
Detergenz Triton X-114 in einer Endkonzentration von 1 % eingesetzt (siehe m
Um den EinfluB des Detergenzes auf die Transportaktivitat zu untersuchen, wurden
weitere Detergentien in unterschiedlichen Konzentrationen zur Rekonstitution
verwendet. Triton X-100, GCsEs, CiEg und CisEip wurden jeweils in
Endkonzentrationen zwischen 0,5 und 1,5 % zugesetzt.

2.9.2  Verwendung unterschiedlicher Verhaltnisse von Lipid zu Protein

Neben der normalerweise eingesetzten Lipidendkonzentration von 16 mg/ml im
Rekonstitutionsansatz wurden Rekonstitutionsansatze mit nur 3,2 mg/ml Lipid
eingesetzt. Die Proteinmenge — standardmaBig 45 - 50 ug — wurde zwischen 5 und
100 pg ebenfalls variiert. Damit wurde ein Spektrum des Verhaltnisses von Lipid zu
Protein von 32 zu 1 bis 3200 zu 1 abgedeckt.

2.9.3 Lipidzusammensetzung nach Wohlrab

Es wurden reine Lipide von Avanti Polar Lipids Inc., Alabaster, USA, eingesetzt.

Phosphatidat 10 % Natriumphosphatidat aus Ei in Chloroform

PC 10 % Phosphatidylcholin aus Ei in Chloroform

PE 10 % Phosphatidylethanolamin aus Ei in Chloroform
Lipidpuffer 50 mM HEPES (pH 6,8)

In einem Spitzkolben wurden Phosphatidat (17,8 ul), PC (435 pl) und PE (547 pl)
gemischt und das Chloroform durch Begasen mit Stickstoff oder Argon entfernt. Der
zurtickgebliebene Lipidfilm wurde in Lipidpuffer (1 ml) aufgenommen und durch
Vortexen und Ultraschallbehandlung suspendiert.

2.9.4 Alternative Abreicherung von Detergentien nach Jezek

Die Abreicherung der beiden Detergentien im Rekonstitutionsansatz konnte neben
der normalen Saulenmethode (siehe Iﬂ) auch Uber portionsweise Zugabe der Bio-
Beads (siehe m oder in Kombination der beiden Verfahren durchgefiihrt werden.
Dieser Ansatz wurde von Jezek et al. (1990) verfolgt. Der Rekonstitutionsansatz
wurde mit Bio-Beads (40 mg/mg Detergenz) inkubiert (2 h rihren, RT) und Uber
zwei Bio-Beads-Saulen (40 mg/mg Detergenz) zentrifugiert (2 min, 500-g, RT).
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2.9.5 Abreicherung der Detergentien durch portionsweise Zugabe der
Bio-Beads

Die portionsweise Zugabe von Bio-Beads zum Rekonstitutionsansatz erfolgte in drei
Schritten. Jeweils nach der Zugabe der Bio-Beads wurde der gesamte Ansatz langere
Zeit langsam gerlihrt. Nach der dritten Inkubation wurden die Proteoliposomen mit
einer Pipette abgenommen. Nach Angaben des Herstellers (Bio-Rad, Hercules, USA)
haben Bio-Beads eine Adsorptionskapazitdt von 1 mg nichtionisches Detergenz pro
14 mg Bio-Beads. Ein Rekonstitutionsansatz (700 ul) enthielt in der Regel (siehe
m) 7 mg Triton X-114 und weniger als 0,5 mg Lauroylsarcosinat. Bei jeder Zugabe
wurden 50 bis 150 mg Bio-Beads pro Rekonstitutionsansatz zugegeben. Die
anschlieBende Inkubationszeit betrug jeweils zwischen 60 und 120 Minuten, die
Inkubation erfolgt bei 4 °C oder RT.

2.9.6  Extrudieren von Proteoliposomen

Um Liposomen einheitlicher GréBe zu erhalten, wurden die vorgeformten Liposomen
vor oder die Proteoliposomen nach der Rekonstitution extrudiert. Hierzu wurde die
Lipidsuspension dreimal in flissigem Stickstoff eingefroren und bei 4 °C wieder
aufgetaut. AnschlieBend wurden sie mit dem LiposoFast-System 15 mal durch einen
Polycarbonatfilter mit einer PorengréBe von 100, 200 oder 400 nm extrudiert.

2.10 Praparation von Mitochondrien aus S. cerevisiae

Die hier verwendete Vorschrift stammt aus der Arbeitsgruppe Pfanner, Freiburg. Die
Hefezellen wurden protoplastiert und aufgebrochen und anschlieBend die
Mitochondrien durch differentielle Zentrifugation isoliert.

Tris-Puffer 100 mM Tris-H,SO4 (pH 9,4), 15 mM DTT (frisch aus
Stammldsung)
Sorbitlésung 1,2 M Sorbit

Zymolyasepuffer 1,2 M Sorbit, 20 mM KP; (pH 7,4)

Homogenisierungspuffer 0,6 M Sorbit, 10 mM Tris-HCI (pH 7,4), 0,5 %
BSA (fettsdurefrei), 1 mM EDTA, 1 mM PMSF (aus
frischer Stammldsung in Ethanol)

SEM 250 mM Sucrose, 1 mM EDTA, 10 mM MOPS:-KOH
(pH 7,2)

Die Hefezellen wurden in YPG-Medium (1,5 |, siehe |LL—3_.2|) angezogen (bis ODgno
von 1,5 £ 0,2) und geerntet (3.100:-g, 4 min, RT). AnschlieBend wurden die Zellen in
Wasser (20 ml) resuspendiert, erneut sedimentiert (3.100-g, 6 min, RT) und das
Feuchtgewicht FG bestimmt. In drei Schritten wurden die Hefezellen mit Tris-Puffer
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(2 VA) inkubiert (10 min, 30 °C, schwenken bei 70 UPM), mit Sorbitldsung (> 10 VA)
gewaschen und in Zymolyasepuffer (6,5 VA) mit Zymolyase (2 mg pro g FG, frisch
suspendiert in Zymolyasepuffer) protoplastiert (45 bis 60 min, 30 °C, Schwenken bei
100 UPM). Zwischen diese Schritten wurden die Zellen jeweils sedimentiert (2.000-g,
4 min, RT). Die Protoplastierung wurde mittels Verdinnung (1:40) in Wasser bzw.
Zymolyasepuffer kontrolliert.
Die weitere Isolation der Mitochondrien wurde bei 0 bis 4 °C durchgeflihrt, samtliche
eingesetzten Lésungen und Puffer waren vorgekihlt. Die Protoplasten wurden
sedimentiert (1.100-g, 4 min, 2 °C), mit Sorbitlésung gewaschen (> 10 ml pro g FG),
erneut sedimentiert (1.100-g, 4 min, 2 °C) und in Homogenisierungspuffer (6,5 ml
pro g FG) homogenisiert (13 Passagen im Teflon-in-Glas-Homogenisator). Die
aufgebrochenen Protoplasten wurden mit Homogenisierungspuffer (1 VA) verdiinnt
und gréBere Zellbruchstlicke sedimentiert (2.000-g, 4 min, 2 °C). Die Mitochondrien
im Uberstand wurden sedimentiert (25.000-g, 10 min, 2 °C), in SEM (20 ml)
resuspendiert, von gréBeren Bestandteilen getrennt (1.600-g, 4 min, 2 °C) und
erneut sedimentiert (25.000-g, 10 min, 2 °C). Der Proteingehalt der Mitochondrien
wurde bestimmt und die Mitochondrien in SEM (200 ul) resuspendiert gelagert
(-20 °C).
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3 Ergebnisse

3.1 Transportmessungen mit dem Phosphatcarrier

Flir aus Rinderherzen isolierten Phosphatcarrier wurden fiir den Phosphataustausch
Vmax-Werte im Bereich von 120 U/mg Protein gemessen (Stappen und Kramer, 1994).
Ahnliche Werte ergaben sich fiir den Carrier aus S. cerevisiae — sowoh! fiir aus Hefe
isoliertes (Guerin et al., 1990) als auch flir heterolog exprimiertes Protein (Wohlrab
und Briggs, 1994).

Rekonstitutionsversuche und anschlieBende Transportmessungen von heterolog
exprimiertem Protein aus S. cerevisiae im MeBsystem, das zuvor zur Untersuchung
des aus Rinderherzen isolierten Proteins verwendet wurde (Schroers, 1998), zeigten
— wenn Uberhaupt — nur geringe Austauschaktivitdt mit vmax kleiner als 0,1 U/mg
Protein, also mindestens drei GréBenordnungen weniger als die Literaturwerte. Eine
glaubwiirdige Interpretation der Ergebnisse in diesem MeBsystem war nicht moglich,
da sich die Kinetiken nicht deutlich von Hintergrundschwankungen abhoben.

aufgenommenes Phosphat in nmol

S ]
-iii

0 T T T T T T T T T
0 2 4 6 8

Transportzeit in Minuten

Abbildung 6: Exemplarische Transportmessungen vor der Optimierung des MeBsystems.
Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei unabhdngigen Doppelbestimmungen fiir
Liposomen mit (®) und ohne (®) Phosphatcarrier. Die Ansatze (100 pl) enthalten 16
mg/ml Lipide, 45 bzw. 0 pg/ml Phosphatcarrier, 30 mM KP; und 50 mM HEPES
(pH 6,8).
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Das heterolog exprimierte Protein wurde ebenfalls mit einer Lipidmischung nach
Wohlrab (Wohlrab und Briggs, 1994) rekonstituiert und vermessen. Abweichend
wurde kein Calcium-Phosphatidat eingesetzt. Auch hier konnte keine signifikante
Transportaktivitat im Austauschmodus bestimmt werdenﬂSchauen und Meinhardt,
personliche Mitteilungen).

Ausgehend von diesen beiden Vorschriften wurde das Rekonstitutionssystem
optimiert (siehe |3_T2|) Da dieser OptimierungsprozeB mit einer Vielzahl von
Transportmessungen verbunden war, wurde zuvor das MeBsystem der
Gabelmethode (Dawson et al., 1987) durch ein zuverlassigeres, fehlerreduziertes und
durchsatzstarkeres MeBsystem ersetzt (siehem). Im AnschluB an die Optimierung
wurde der Phosphatcarrier in dem neuen Rekonstitutions- und MeBsystem
charakterisiert (siehe @)

3.1.1  EinfUhrung eines neuen MeBsystem

Das zu Beginn dieser Arbeit verwendete MeBsystem hat einige Nachteile in Bezug auf
Handhabung, Fehleranfalligkeit und Reproduzierbarkeit:

- Etwa jeder vierte bis fiinfte MeBpunkt wich deutlich (z.T. um einen Faktor von
drei bis flinf) nach oben ab.

- Bei einer Doppelbestimmung mit zwei identischen Proteoliposomenproben wichen
die einzelnen MeBpunkte um bis zu 25 % voneinander ab. Auch aus den Kinetiken
berechnete Aktivitdten unterschieden sich deutlich.

- Die MeBapparatur erlaubte die Messung von sechzig Einzelproben. Dies entspricht
funf Doppelbestimmungen zu je 6 MeBzeitpunkten. Da meist ein bis zwei
Kontrollmessungen gemacht werden muBten, reduziert sich die effektive Zahl auf
3 Doppelbestimmungen.

- Unter Verwendung der Gabeln befanden sich radioaktive Lésungen offen auf den
Gabelspitzen. Diese Handhabung entspricht nicht modernen
Sicherheitsvorstellungen im Umgang mit radioaktiven Substanzen.

Um diese Probleme zu l6sen, wurde das alte MeBsystem durch ein neues ersetzt. Die
Gabeln, die zur Zugabe von Start- und Stoplésung verwendet wurden, wurden durch
zwei 8-Kanal-Pipetten ersetzt. Der MeBansatz wurde nicht mehr in ReaktionsgefaBen
in Metallblocken angesetzt, statt dessen wurden Mikrotiterplatten mit V-Boden

! Eine Vielzahl der hier beschriebenen Experimente wurden in Zusammenarbeit mit
Andrea Meinhardt durchgeflihrt. Ein weiterer Teil wurde von Andrea Meinhardt

alleine durchgeflihrt. Diese Experimente sind entsprechend gekennzeichnet.
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verwendet. Die Anionenaustauschsaulen wurden ebenfalls im Mikrotiterplattenformat
in einem neuen Stander angeordnet. So konnte jeglicher Fliissigkeitstransfer sicher
unter Verwendung einer prazisen Mehrkanalpipette durchgefiihrt werden.

w
\h,,

3,8 ml Szintillationscocktail

Abbildung 6: Foto der neuen MeBapparatur. Fiir experimentelle Details siehe [2.7.3.3)

3.1.2  Optimierung des Rekonstitutionssystems

Der heterolog in E. coli exprimierte Phosphatcarrier aus S. cerevisiae zeigte weder im
Rekonstitutionssystem, das fir den homolog exprimierten Carrier aus S. cerevisiae
und Rinderherzen verwendet wurde, noch in dem System nach Wohlrab signifikante
Aktivitat in der erwarteten GréBenordnung zwischen 50 und 120 U/mg Protein.

Unter Verwendung des neu entwickelten MeBsystems (siehe Eb wurde das
Rekonstitutionssystem optimiert. Denkbare Ansatzpunkte waren unter anderem
Variationen im Bereich Detergenz, Lipid-zu-Protein-Verhaltnis, Lipidgemisch,
Rekonstitutionsverfahren, Vorbehandlung der Lipide und Nachbereitung der
Proteoliposomen.

Neben dem ansonsten zur Rekonstitution verwendeten Triton X-114 wurden weitere
Detergentien in unterschiedlichen Konzentrationen (siehe m erfolglos eingesetzt
(Daten nicht gezeigt). Das Lipid-zu-Protein-Verhadltnis wurde in einem Bereich
zwischen etwa 30 zu 1 und 3.000 zu 1 variiert (siehe @) Die Variation flihrte
nicht zu einer merklichen Steigerung der Transportaktivitdt des Phosphatcarriers
(Daten nicht gezeigt).

Die Lipidzusammensetzung der Liposomen ist kritisch fiir den Erfolg der
Rekonstitution. Im zuvor verwendeten Rekonstitutionssystem wurden Lipide aus
Truthahneigelb eingesetzt. Diese sind kommerziell von der Firma Sigma erhaltlich.
Die Arbeitsgruppe Wohlrab verwendet eine Mischung aus synthetischen Lipiden
(siehe |2T3|) Mit beiden Lipidansatzen konnte — wie erwahnt — der heterolog
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exprimierte Phosphatcarrier nicht in aktiver Form rekonstituiert werden. Eine
erfolgreiche Rekonstitution gelang jedoch mit selbst isolierten Lipiden aus frischem
Truthahneigelb, die mit Cardiolipin komplementiert wurden (siehe@) und mit
%]/)i total lipid extract, der von der Firma Avanti Lipids bezogen wurde (siehe
Das bei der Solubilisierung aus inclusion bodies verwendete Lauroylsarcosinat und
das zur Rekonstitution eingesetzte nichtionische Detergenz missen aus dem
Rekonstitutionsansatz entfernt werden. Dies geschieht durch Zugabe von Bio-Beads,
die in der Lage sind, die Detergentien zu adsobieren. Die Abreicherung durch Bio-
Beads kann unterschiedlich erfolgen. Im alten System wurde ein Saulenverfahren
verwendet: der Rekonstitutionsansatz wird 15 mal Uber eine Sdule aus Bio-Beads
gegeben. Andere mdgliche Ansatze sind die einmalige langere Inkubation in Bio-
Beads und anschlieBende Passage liber zwei groBe Bio-Beads-Saulen (Jezek et al.,
1990) wund die portionsweise mehrfache Zugabe von Bio-Beads zum
Rekonstitutionsansatz mit anschlieBender Inkubation (Rigaud et al.,, 1995). Beide
Ansatze wurden mit unterschiedlichen Bio-Beads-Mengen durchgefiihrt; sie fihrten
nicht zu einer Erhéhung der Transportaktivitdt des Phosphatcarriers (Daten nicht
gezeigt).

Die Lipide, die zur Rekonstitution des Phosphatcarriers eingesetzt werden, werden
zuvor zu Liposomen vorgeformt. Dazu werden sie finf bis zehn Minuten mit
Ultraschall beschallt. Eine andere Mdglichkeit, Liposomen zu erzeugen, besteht darin,
eine Lipidsuspension mehrfach einem Einfrier-Auftau-Zyklus zu unterwerfen und
anschlieBend durch Polycarbonatfilter mit PorengréBen zwischen 100 nm und 400 nm
zu extrudieren. Diese Methode fiihrt zu Liposomen mit recht einheitlicher GréBe
(MacDonald et al., 1991). Dennoch flihrte der Einsatz von solchen Liposomen nicht
zu einer Steigerung der Transportaktivitat der erzeugten Proteoliposomen. Dieselbe
Prozedur kann mit Proteoliposomen nach der Rekonstitution durchgefiihrt werden.
Auch hier zeigt dieser Ansatz nicht den gewlinschten Erfolg (Daten nicht gezeigt).

Die Reihenfolge, in der bei der Rekonstitution die Bestandteile des Ansatzes
zugegeben werden miussen, ist ebenfalls wichtig (Kréamer und Heberger 1986):
Protein, Lipide, Detergenz und anschlieBend Puffersubstanzen und Wasser. Bei dieser
Reihenfolge und den im Standardansatz verwendeten Mengen betragt die
Detergenzkonzentration nach dessen Zugabe etwa flinf Prozent (abhangig von der
genauen Proteinmenge). Diese Menge reicht aus, um theoretisch die vorgeformten
Liposomen vollstandig aufzulésen. In der Praxis macht sich dies durch ein deutliches
Aufklaren des Gemisches bemerkbar. Rigaud et al. (1995) verfolgten hier bei der
Rekonstitution einen anderen Ansatz. Dort wird das Detergenz als letztes zugegeben,
es wird zudem nicht mehr Detergenz zugesetzt, als zur 25 %-igen Solubilisierung der
Liposomen nétig ist. Fir CioEg betragt diese Konzentration — bei der hier
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verwendeten Lipidkonzentration von 16 mg/ml — etwa 0,5 %, flir Triton X-100 1 %.
Da die zur Solubilisierung nétige Detergenzkonzentration mittels Extinktion bei 600
nm (d.h. Aufheben der Triibung der Liposomenldsung) bestimmt wird und Triton X-
114 in Konzentrationen um 1 % selbst triib ist, kann die zur partiellen
Liposomensolubilisierung bendtigte Konzentration an Triton X-114 nicht experimentell
bestimmt werden. Sie wird entsprechend der flr Triton X-100 bendtigten
Konzentration auf 1 % geschatzt. Mit dieser Detergenzkonzentration wurde der
Ansatz nach Rigaud auch fiir den Phosphatcarrier durchgeflihrt. Er hatte keinen
steigernden EinfluB auf die Transportaktivitdit des Phosphatcarriers (Meinhardt,
1999).

3.1.2.1 Rekonstitution mit Lipiden aus Truthahneigelb

Zur Rekonstitution des Phosphatcarriers wurden selbst isolierte Lipide aus frischem
Truthahneigelb eingesetzt. Dieses Vorgehen flihrte in der Arbeitsgruppe Klingenberg
zu hoéheren und reproduzierbareren Transportaktivitdten beim mitochondrialen
Nukleotidcarrier (Klingenberg, 1999). Die Truthahneier wurden drei bis fiinf Tage
nach dem Legedatum zur Isolation der Lipide verwendet. Die Ausbeute betrug 0,8
bis 1 g Lipid pro Ei. Hauptbestandteile der Lipide sind nach einer DC-Analyse
Phosphatidylcholin und Phosphatidylethanolamin.

Die selbst isolierten Lipide aus Truthahneigelb flihren — alleine eingesetzt — nicht zu
einer Erhohung der Aktivitdt des Phosphatcarriers, erst Zugabe von 2 mg/ml
Cardiolipin ergab Transportaktivitdten um 9 U/mg Protein (Meinhardt, 1999):
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Abbildung 8: Phosphataufnahme in Proteoliposomen (100 pl); verwendete Lipide (16 mg/ml):
kaufliches Phosphatidylcholin aus Truthahneigelb (®) bzw. selbst isolierte Lipide aus
Truthahneigelb ohne (@) und mit (A) 2 mg/ml Cardiolipin; Phosphatcarrier (45
pg/ml) und Puffer (30 mM KP; und 50 mM HEPES)

3.1.3 Charakterisierung des Phosphatcarriers im neuen Rekonstitutions-
und MeBsystem

Neben selbst extrahierten Lipiden aus Truthahneigelb fiihrte auch die Verwendung
von E. coli total lipid extract zu einer Transportaktivitat von 10 U/mg Protein (siehe
EehJE_MLe.nALe.lsque.Ue_kaanle_mchl_geiunden_\ue.tde_n_b E. coli total lipid
extract wurde fur die weiteren Experimente als Lipidkomponente eingesetzt. Zur
Validierung des neuen Systems wurde der Phosphatcarrier u.a. in Bezug auf seine
kinetischen Daten und seine Inhibierbarkeit charakterisiert.

3.1.3.1 Kinetische Daten des Phosphatcarriers

Der Phosphatcarrier weist in E. coli total lipid extract rekonstituiert eine maximale
Transportaktivitat von vmax = 10 U/mg Protein auf. Der Ky-Wert flr Phosphat betragt
5 mM (Meinhardt, 2000).
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Abbildung 9: Phosphataufnahme in Proteoliposomen; dargestellt sind Messungen mit Wildtyp-PIC
(-®-), mit inhibiertem Wildtyp-PIC (-B-) und ohne Protein (-A-). Die Werte sind
Mittelwerte aus vier unabhdngigen Doppelbestimmungen und deren
Standardabweichung. Die Ansatze (100 pl) enthielten 16 mg/ml E. coli total lipid
extract; Phosphatcarrier (0 bzw. 50 pg/ml) und Puffer (30 mM KP; und 50 mM
HEPES); inhibiert wurde mit Mersalylsaure (3 mM)

3.1.3.2 Transportaktivitdt einer cysteinfreien Mutante

Als cysteinfreie Mutante wurde eine Mutante gewahlt, in der alle drei Cysteine des
Wildtyps (C28, C134, C300) durch Valin ersetzt wurden (Meinhardt, 2000). Eine
solche Mutante zeigte im alten MeBsystem eine Aktivitdt von 40 bis 75 % der
Wildtyp-Aktivitat (Schroers 1998). Im neuen MeBsystem zeigt sie eine Aktivitat von
0,4 U/mg. Dies entspricht 3 % der Wildtyp-Aktivitat, liegt also deutlich unter der im
alten System. Mittels SDS-PAGE wurde die Einbaurate des Proteins in die
Proteoliposomen  analysiert  (siehe m Zur  Quantifizierung  dienten
unterschiedliche, definierte Mengen an solubilisiertem Monomer und Dimer.
Visualisierung der Proteine erfolgte Uber Silberfarbung der Gele. Die Einbaurate der
Mutante entspricht der des Wildtyp-Proteins von 15-20 %. Anzumerken ist, daB im
Vergleich zu den Aktivitditswerten im alten System (WT ~ 0,2U/mg, VWV
~ 0,16 U/mg) die Aktivitat des Wildtyps deutlich, die der Mutante nur unwesentlich
gesteigert werden konnte.
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3.1.3.3 Inhibitionsmessungen

Es wurden Rekonstitutionsexperimente und Aktivitdtsmessungen mit E. coli-Lipiden
(total lipid, Avanti) mit und ohne Mersalylsaure durchgefiihrt. Der Phosphatcarrier
zeigt nach Inhibition mit Mersalylsaure eine Restaktivitat von unter 5% (vgl. Eehtert |
kLe_mLe_quue_llP_lmnnn:_nmhI_ge_tunden_wetde_n_b Versuche von Andrea
Meinhardt (Meinhardt 2000) zeigen, daB ein a@hnliches Inhibitionsverhalten auch bei
deutlich geringeren Mersalylkonzentrationen (0,3 mM) auftritt. Die Inhibition kann
mit einem deutlichen UberschuB an DTT (>50 mM) wieder weitestgehend
aufgehoben werden.
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3.2 Konstruktion und Untersuchung eines genetischen Dimers

3.2.1 Idee des genetischen Dimers

Der mitochondriale Phosphatcarrier ist — wie vermutlich alle Mitglieder der MCF — in
einer homodimeren Einheit aktiv (vgl. |J__A]) Man nimmt an, daB die Dimerisierung in
der inneren Membran stattfindet, da der Proteintransport lber die duBere Membran
in entfalteter — und somit monomerer — Form stattfindet (Voos et al.,, 1999). Im
rekonstituierten System wird der Phosphatcarrier ebenfalls in monomerer Form aus
inclusion bodies solubilisiert eingesetzt und dimerisiert im ProzeB der Rekonstitution
(Schroers, 1998).

Die Dimerisierung wahrend der Rekonstitution verlduft unspezifisch ab, d.h. wenn
zwei unterschiedliche Monomere (z.B. Wildtyp W und eine beliebige Mutante M)
eingesetzt werden, erhdlt man ein Gemisch aus den vier denkbaren Kombinationen
WT-WT, M-M, WT-M und M-WT, wobei unklar ist, ob und inwiefern sich WT-M und
M-WT voneinander unterscheiden (d.h. das Dimer keine zweizadhlige Rotationsachse
aufweist).

Abbildung 7: Bildung der denkbaren unterschiedlichen Kombinationen von zwei unterschiedlichen
Monomeren bei der Rekonstitution eines Gemisches aus den beiden.

Es ist ungewiB, inwiefern die Separierung der Heterodimere WT-M bzw. M-WT von
den beiden Homodimeren WT-WT und M-M und anschlieBende aktive Rekonstitution
(vgl. Eb in dem neuen Rekonstitutionssystem (vgl. m erfolgreich durchgefiihrt
werden kdnnen.

Unabhéangig davon hat dieser Ansatz trotz seiner Eleganz praktische Nachteile:

- Das Protein wird in monomerer Form exprimiert. Flir eine Transportmessung muB
das Heterodimer jeweils aus den beiden Monomeren durch mehrfache Dialyse
dimerisiert und in zwei Schritten chromatographisch gereinigt werden. Diese
Schritte sind zeitaufwendig und mit Verlusten bezlglich Ausbeute und Aktivitat
verbunden.
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- Das Heterodimer ist in dieser Form nicht lagerbar, es muB flir jede
Transportmessung neu prapariert werden.

- Sollte sich erweisen, daB die beiden Formen WT-M und M-WT nicht identisch
sind, ist der Ansatz dennoch nicht geeignet, nur eine der beiden Formen zu
erhalten.

- Eine homologe Expression eines Heterodimers in S. cerevisiae ist nicht moglich.

Ein genetisches Dimer wiirde die Handhabung erleichtern und Probleme des
Ansatzes nach Schroers lésen. Unter einem genetischen Dimer wird ein Protein
verstanden, das von einer Verdopplung des Gens des Monomers kodiert wird. Die
beiden Gene der Monomere sind im Gen des Dimers nicht durch ein Stop-Codon
getrennt und werden in einem abgelesen. Das Genprodukt — das genetische Dimer —
hat somit die doppelte GréBe des Monomers.

ATG TAG
(Start) (Stop)

\VA N/

3 5

Abbildung 8: Schematische Darstellung des genetischen Dimers: Gen und Protein

Die Problematik, daB das nicht-kovalente Dimer nur sehr eingeschrankt lagerbar ist,
sollte bei einem genetischen Dimer, daB in vergleichbarer Form wie das Monomer
exprimiert wird, nicht auftreten, da der Phosphatcarrier in inclusion bodies bei =20 °C
eine lange Haltbarkeit aufweist. Das genetische Dimer kann dann nach Bedarf
solubilisiert und rekonstituiert werden. In den entsprechenden Vektor kloniert, kann
das genetische Dimer auch homolog in S. cerevisiae exprimiert werden.

3.2.2  Konstruktion des Expressionsvektors

Zur Expression wurde ein pET-3a-Vektor verwendet, in den zwischen die Ndel- und
BamHI-Schnittstelle folgendes Konstrukt kloniert wurde:

Das MIR1-Gendes PIC aus Hefe ohne abschlieBendes Stop-Codon

eine Munl/Mfel-Schnittstelle

ein weiteres MIR1-Gen des PIC aus Hefe mit abschlieBendem Stop-Codon
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Abbildung 9: Vektor zur Expression des genetischen Dimers basierend auf einem pET-3a-Vektor

Das genetische Dimer wurde sowohl als Dimer zweier Wildtyp-Monomere als auch als
Dimer zweier cysteinfreien Mutanten (C28V C134V C300V) generiert. Darliber hinaus
wurden drei weitere Veranderungen vorgenommen, die den Umgang mit dem
genetischen Dimer erleichtern, das Spektrum der denkbaren Experimente mit dem
genetischen Dimer erweitern und die Generierung von unterschiedlichen Mutanten
und Kombination von Mutationen erleichtern: Erstens wurde das Konstrukt
C-terminal mit einem HIS6-Tag versehen, so daB eine gezielte Reinigung des
Proteins moglich ist. Der HIS6-Tag bietet zusatzlich die Moglichkeit der gezielten
Identifizierung des Proteins mit einem spezifischen Antikérper. Zweitens wurde
zwischen die beiden Monomere eine Faktor Xa-Protease-Schnittstelle eingefligt, die
eine gezielte Spaltung des genetischen Dimers zwischen den beiden Monomeren
gestattet. Die Schnittstelle besteht aus der Aminosaureabfolge Ile-Glu-Gly-Arg, die
eingefiigte Basensequenz (vgl. ﬂ) wurde unter Berlicksichtigung der von E. coli
bevorzugten codon-usage (Hénaut und Danchin, 1996) ausgewahit. Drittens wurden
die beiden Monomere in einem Kassettensystem angeordnet, das gestattet,
Mutationen zwischen den Basen 12 und 256 des Monomers nur einmal generieren zu
mussen und anschlieBend gezielt in die erste oder zweite Dimerhalfte zu klonieren.
Der dabei als Kassette verwendete Bereich wird durch eine SacII-Schnittstelle, die
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durch zwei stille Mutationen generiert wurde, und eine natlirlich auftretende Kpnl-
Schnittstelle flankiert:

Sacll Kpnl

l l

7N

Sacll Kpnl Sacll Kpnl

l l l l

— .
I | I I
Ndel Munl Munl BamHI

N\ /

Sacll Kpnl Sacll Kpnl
l U l

| I |
Ndel Munl BamHI

m Faktor Xa-Schnittstelle HIS6-Tag

Abbildung 10: Kassettensystem zur vereinfachten gezielten Einfiihrung von Mutationen in eine der
beiden Halften des genetischen Dimers

3.2.3  Expression des Dimers

Die Expressionsvektoren der beiden Dimere (ng.@) wurden in E. coli BL21(DE3)-
Zellen transformiert. Die Expression erfolgte nach bekannter Vorschrift mittels
Induktion durch IPTG. Die Zellen wurden nach drei Stunden geerntet und das Protein
in den inclusion bodies der Vorschrift entsprechend aufgearbeitet. Die Expression des
Proteins wurde mittels SDS-PAGE kontrolliert (siehe j

Die Expression des genetischen Dimers liefert etwas weniger Protein (~ 15-20 mg/I
Kultur) als die des Monomers (20-40 mg/ml Kultur). Die Reinheit des Proteins ist
ahnlich der des Monomers. Das Wildtyp-Dimer und das cysteinfreie Dimer zeigen
identische Expressionsverhalten und -muster.

Zur Uberpriifung und Spezifizierung der Ergebnisse der SDS-PAGE wurde ein
Western-Blot mit dem polyklonalen Antikérper gegen das PIC-Monomer
durchgefiihrt. Neben den erwarteten Banden zeigten sich eine Reihe von
unspezifischen Banden.
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Abbildung 11: SDS-PAGE und Western-Blot zur Analyse der Expression des Dimers in inclusion
bodies (aufgetragen wurden Proben, die aus 150 pl Zellkultur stammen).

Gel: 12 %-ig, Coomassie-Blau-Farbung, 1: Gesamtprotein vor Induktion; 2: Gesamtprotein nach
Induktion; 3: Dimer-1B; 4: WT-IB; M: Proteinmarker, apparente Molekulargewichte
links

Western-Blot: polyklonaler Antikérper gegen mitochondrialen Phosphatcarrier, gleiche Auftragung
wie im Gel

3.2.4 Lokalisation des Dimers

Das Dimer fallt, wie erwartet, in inclusion bodies an. Zur vollstandigen Untersuchung
der Expression wurde der Zellextrakt fraktioniert. Dabei wurde in mehreren
Zentrifugationsschritten nach dem ZellaufschluB erst Membranfraktion und Cytosol
von Zelltrimmern und inclusion bodies und anschlieBend Cytosol von
Membranfraktion sowie inclusion bodies von Zelltrimmern getrennt. Die einzelnen
Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE analysiert.
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75 kD >

60 kD > g - @ < Dimer

Abbildung 12:

SDS-PAGE-Analyse der Lokalisation
des genetischen Dimers. 12 %-iges
Gel, Coomassie-Blau-Farbung. M:
Proteinmarker, apparente Molekular-
gewichte links; 1: Zelltrimmer; 2:
Membranfraktion; 3: Cytosol; 4:
inclusion bodies (jeweils aus 150 pl

32 kD > Zellkultur)

45kD > (b

Augenscheinlich befindet sich das Dimer nicht nur in inclusion bodies, sondern auch
in ahnlichen Mengen in der Membranfraktion. Diese Membranfraktion verhalt sich
allerdings nicht so, wie Membranfraktionen aus anderen E. coli-Zellen. Das Pellet
nach Zentrifugation (20 min, 350.000 g, 4 °C) ist wie erwartet braunlich-orange
gefarbt, allerdings ist es nicht vollstéandig klar, sondern leicht getriibt. Wird das Pellet
resuspendiert (10 mM Tris, 1 mM EDTA) und homogenisiert, so ist diese Suspension
ebenfalls triiber als erwartet. Aus dieser Suspension |aBt sich durch einfache
Zentrifugation (1 min, 21.000 g, 4 °C) ein weiBlicher Niederschlag sedimentieren. Die
Kontrolle mittels SDS-PAGE zeigt, daB samtliches Dimer, was sich zuvor in der
vermeintlichen Membranfraktion befand, sich in diesem Niederschlag wiederfindet.
Der Uberstand ist frei von Dimer. Aus dem braunlich-orangen Uberstand lassen sich
bei starkerer Zentrifugation (20 min, 350.000 g, 4 °C) Membranen sedimentieren, die
sich in allen Uberpriiften Belangen wie Membranfraktionen aus anderen E. coli-Zellen
verhalten. Dies deutet darauf hin, daB die Fraktion, die normalerweise nur
Membranen enthalt, hier deutlich mit weiteren Bestandteilen — zumindest Dimer des
Phosphatcarrier — verunreinigt ist.

Zur weiteren Charakterisierung wurde (Uberprift, ob sich das Dimer aus der
verunreinigten Membranfraktion losen laBt. Dazu wurde eine Suspension der
verunreinigten Membranfraktion (300 mM NaCl, 30 mM KP;) mit unterschiedlichen

Mengen nichtionischem Detergenz versetzt. Als Detergentien wurden Ci3Eig, Ci2Es,
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CsEn, Triton X-100 und Triton X-114 verwendet. In allen Fédllen waren je nach
Detergenzkonzentration und -art zwischen 15 % und maximal 28 % des Proteins in
der verunreinigten Membranfraktion I6slich.

3.2.5 Rekonstitution des genetischen Dimers

Das genetische Dimer wurde entsprechend der Vorschrift fir das Monomer im neuen
MeBsystem rekonstituiert und die Transportaktivitat fir Phosphat im
Austauschmodus bestimmt. Das Dimer zeigt sowohl in der Wildtyp als auch in der
cysteinfreien Form eine Aktivitat von 0,6 bis 1 U/mg eingesetztem Protein. Dies
entspricht 6 bis 10 % der Aktivitdt des Monomers. Diese verminderte Aktivitat 1aBt
sich beim Wildtyp-Dimer durch Inhibition mit Mersalylsaure oder NEM auf etwa einen
Viertel (0,2 U/mqg) reduzieren. Die cysteinfreie Form kann erwartungsgemaB nicht
inhibiert werden.

Tabelle 2: Transportaktivitditen im Austauschmodus von Monomer, Wildtyp-Dimer und
cysteinfreiem Dimer. Die Ansdtze enthielten 16 mg/ml Lipid, ~ 45 mg Protein, 30 mM
KP; und 50 mM HEPES. Inhibition erfolgte mit 3 mM Mersalylsdure im

Transportansatz.
Protein Transportaktivitat Transportaktivitat (inhibiert)
(U/mg eingesetztem Protein) (U/mg eingesetztem Protein)
Monomer 10+ 2 0,3+0,1
Wildtyp-Dimer 0,8+0,2 0,2 £ 0,05
Cysteinfreies Dimer 0,7+0,2 0,7+0,2
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Abbildung 13: Ubersicht {iber die Transportaktivitit (angegeben in prozentualer Phosphataufnahme
im Vergleich zum Monomer) im Austauschmodus von Monomer, Dimer in beiden
Formen und proteinfreien Liposomen. Die MeBansdtze enthielten 16 mg/ml E. coli
total lipid extract, ~ 45 bzw. 0 mg Protein, 30 mM KP; (pH 6,8) und 50 mM HEPES
(pH 6,8). Inhibition erfolgt mit 3 mM Mersalylsaure.

In seiner monomeren Form konnte der Phosphatcarrier mit Einbauraten zwischen 15
und 20 % rekonstituiert werden. Das Dimer lieB sich mit Einbauraten von gréBer
80 % rekonstituieren.

3.2.6  Spaltung des genetischen Dimers mit Faktor Xa Protease

Das genetische Dimer enthdlt zwischen den beiden Monomeren die
Erkennungssequenz flr die Faktor Xa-Protease Ile-Glu-Gly-Arg. Das Dimer laBt sich
sowohl in solubilisierter Form als auch in rekonstituierter Form zu etwa 40 bis 60 %
schneiden. An einem Maltosebindeprotein-Fusionsprotein konnte gezeigt werden, daB
Faktor Xa SLS-Konzentrationen bis 1 % toleriert.

Wird das Dimer in solubilisierter Form geschnitten, der gesamte Schneideansatz
anschlieBend rekonstituiert und die Transportaktivitat im Austauschmodus bestimmt,
zeigt sich keine signifikante Veranderung der Transportaktivitdt im Vergleich zu
ungeschnittenem Dimer. Werden Monomer, ungeschnittenes Dimer und
Schneideansatz vor und nach Rekonstitution mittels SDS-PAGE untersucht, zeigt sich,
daB das Dimer zwar partiell zu Monomer geschnitten wird, die Proteoliposomen nach
Rekonstitution aber nur Dimer enthalten.
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Ebenfalls partiell geschnitten werden kann das Dimer in rekonstituierter Form in den
Proteoliposomen. Auch hier flihrt das Schneiden zu keiner Veranderung der
Transportaktivitat.
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3.3 Homologe Expression in Saccharomyces cerevisiae

Die hier beschriebenen Experimente wurden in Zusammenarbeit mit Dr. T. Lisowsky,
Universitat Dusseldorf, durchgefihrt.

3.3.1  Herstellung einer Phosphatcarrier-Deletionsmutante

Im diploiden Hefestamm W303-2n wurde eine Kopie des MIR1-Gens, das flr den
Phosphatcarrier codiert, nach der KanMX-Methode deletiert (Wach et al., 1994).
Hierbei wird das zu deletierende Gen durch eine Kanamycinresistenzkasette ersetzt.
Diese verleiht der Deletionsmutante eine Resistenz gegen Geneticin. Im gleichen
Schritt verlieren die Hefen ihre Wachstumsfahigkeit auf Nahrmedien, die als
Kohlenstoffquelle ausschlieBlich nichtfermentierbare enthalten (z.B. Glycerin in YPG-
Medium). Die diploide Hefe, die die Deletion tragt, wurde sporuliert und die vier
Sporen einer Tetrade mechanisch getrennt. Die Sporen mit deletiertem MIR1-Gen
konnten anhand ihrer Geneticin-Resistenz und Wachstumsunfahigkeit auf
nichtfermentierbaren Medien identifiziert werden:

Abbildung 14: Identifizierung der MIR1-Deletionsmutanten einer Tetrade des W303-1n-Stamms von
S. cerevisiae. Linke Platte: positive Selektion auf YPD-Medium und Geneticin, rechte
Platte: negative Selektion auf YPG-Medium. Deletionsmutanten sind der linke und der
rechte Klon (Genticinresistenz und Wachstumsunfahigkeit auf YPG-Medium). Der
obere und der untere Klon enthalten die Deletion nicht.

3.3.2 Komplementation der Deletion mit Phosphatcarrier

Das deletierte MIR1-Gen wurde mit monomerem und dimerem Phosphatcarrier
komplementiert. Die Gene hierfir befand sich auf einem auf den YEp352-ADH-
Pasmid basierenden Plasmid und standen unter Kontrolle eines konstitutiv aktiven

48




Ergebnisse

ADH-Promoters. Das zur Komplementation eingesetzte Plasmid enthielt ein URA3-
Gen, so daB die komplementierten Hefen im Gegensatz zum Wildtyp und der
Deletionsmutante nicht mehr uracil-auxotroph waren. Die Komplementation flhrte
jeweils zu einer vollstandigen Regenerierung des Wildtyp-Phanotypen, so daB die
beiden komplementierten Hefen die Fahigkeit wiedererlangten, auf Nahrmedien zu
wachsen, die als Kohlenstoffquelle ausschlieBlich nicht-fermentierbare enthielten.

Abbildung 15: Wachstum von Wildtyp, Deletionsmutante und komplementierten Deletionsmutanten.
Linke Platte: positive Selektion auf YPG-Medium, rechte Platte: positive Selektion auf
Minimalmedium ohne Uracil. Der Wildtyp (links) wéchst nur auf YPG-Medium, die
Deletionsmutante (oben) weder auf YPG- noch auf Minimalmedium ohne Uracil und
die Komplementationen mit Monomer (rechts) und Dimer (unten) auf beiden Medien.

|Ahhildung_1.6). In beiden Fallen zeigte sich, daB auch in den mit dem Gen des Dimers
komplementierten Zellen ausschlieBlich monomerer Phosphatcarrier zu finden ist.

Zur weiteren Kontrolle wurde eine
Western-Blot-Analyse des Zellextraktes
und der Mitochondrien durchgefiihrt
(siehe .

Dimer e

Monomer [— ..—I ———

1 2 3 4 5 6

Abbildung 16: Western-Blot-Analyse der

Expression von Phosphatcarrier in
komplementierten Hefezellen. Nachweis durch
polyklonalen Antikdrper gegen

mitochondrialen Phosphatcarrier.

1: inclusion bodies des Monomers, 2:
inclusion bodies des Dimers, 3 und 4:
unterschiedliche Mengen Mitochondrien aus
mit Monomer komplementierten Hefen, 5 und
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6: unterschiedliche Mengen Mitochondrien aus
mit Dimer komplementierten Hefen

Mittels Amplifizierung des Gens mit PCR konnte aber
nachgewiesen werden, daB das
Expressionsplasmid im Falle des genetischen
Dimers auch stabil das Gen fiir das Dimer

enthielt (siehe |

2323
1929

1371
1264

702

Abbildung 17: PCR-Amplifikation zur Kontrolle
des  plasmidkodierten  Gens fiir  den
Phosphatcarrier in den komplementierten Hefen

1: Kontrolle, Ndel-BamHI-Fragment aus pUC-
PIC, 2: Kontrolle, Ndel-BamHI-Fragment aus
pUC-PIC-Dimer, 3: PCR-Amplifikation in mit
Monomer komplementierten Hefen, 4: PCR-
Amplifikation in mit Dimer komplementierten
Hefen

50



Diskussion

4 Diskussion

4.1 Transportmessungen mit heterolog exprimiertem Phosphat-
carrier

Geringe, schlecht reproduzierbare Transportaktivititen des heterolog in E. coli
exprimierten mitochondrialen Phosphatcarriers aus S. cerevisiae im Rekonstitutions-
und MeBsystem, das zuvor zur Untersuchung des Phosphatcarriers aus Rinderherzen
verwendet wurde, machten eine Uberarbeitung des Rekonstitutions- und
MeBsystems notwendig.

4.1.1  EinfUhrung eines neuen MeBsystems

Primdres Ziel der Einfihrung des neuen MeBsystems war die Schaffung eines
Systems, daB bei hohem Durchsatz eine geringe Fehleranfalligkeit und hohe
Reproduzierbarkeit aufweist. Darliber hinaus war eine vereinfachte Handhabung und
ein geringeres Gefahrdungspotential im Umgang mit dem radioaktiven Phosphat
erwiinscht.

Die Umstellung auf das Mikrotiterplattenformat von 96 Proben (zuvor 60 Proben)
gestattet nun bei sechs MeBzeitpunkten sowie Doppelbestimmungen und zwei
Kontrollmessungen sechs statt zuvor drei MeBreihen pro Ansatz. Diese Erhdéhung war
Voraussetzung fir die umfangreiche Optimierung der Rekonstitutionsmethode. Die
Verwendung von prazisen Mehrkanalpipetten in Kombination mit den
Mikrotiterplatten fiihrten zu der gewiinschten geringen Fehleranfalligkeit und hohen
Reproduzierbarkeit. Im alten MeBsystem wichen bis zu einem Viertel der MeBpunkte
deutlich ab, im neuen sind es in der Regel nur zwei bis drei Prozent. Wahrend die
beiden Messungen einer Doppelbestimmung im alten System mitunter nur geringe
Ahnlichkeit miteinander aufwiesen, sind sie im neuen MeBsystem im Rahmen der
Erwartung (£ 5 %) deckungsgleich. Diese Tatsachen machen die mit dem neuen
MeBsystem bestimmten experimentellen Daten wesentlich glaubhafter. Unter dem
Gesichtspunkt, daB an die MeBreihen eine exponentielle Funktion mit drei variablen
Koeffizienten angepaBt wird und somit flir eine relevante Aussagekraft auf jeden Fall
sechs MeBpunkte zu Verfligung stehen sollten, wird die Bedeutung der geringeren
Fehleranfalligkeit deutlich.

Ein willkommener Nebeneffekt der Umstellung des MeBsystems ist ganz im Sinne der
Strahlenschutzverordnung. Durch die vereinfachte Handhabung mit den
Mehrkanalpipetten und die neue Anordnung der Anionenaustauschsaulen ist die
Aufenthaltszeit bei erhdhter Probenzahl im Radioaktivlabor fast halbiert worden. Die
direkte Exposition mit radioaktiver Strahlung, wie dies bei der Gabelmethode der Fall
war, wird ebenfalls reduziert.
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4.1.2  Optimierung der Rekonstitutionsmethode und Charakterisierung
des Phosphattransports

Der heterolog exprimierte  Phosphatcarrier zeigt weder mit dem
Rekonstitutionssystem, daB zuvor flir den homolog exprimierten Carrier aus Hefe und
Rinderherzen verwendet wurde, noch mit der Lipidmischung nach Wohlrab
signifikante Transportaktivitat im erwarteten Bereich von 50 bis 120 U/mg Protein.
Die Tatsache, daB sich die geringe Restaktivitat nicht mit Mersalylsdure inhibieren
laBt und die Phosphataufnahme in den Proteoliposomen sich nur unwesentlich von
der Aufnahme in proteinfreien Liposomen unterscheidet, deutet daraufhin, daB die
beobachtete Restaktivitat unspezifisch und nicht carriervermittelt ist. Diese Annahme
wird dadurch unterstitzt, daB — mit Ausnahme der Verwendung anderer Lipide —
keiner der durchgeflihrten Optimierungsschritte zu irgendeiner Erhdéhung der
Restaktivitat flhrte.

Um verwertbare Ergebnisse zu erzielen, muB die Rekonstitutionsmethode derart
modifiziert werden, daB die beobachtet Transportaktivitdt um den Faktor 100 bis
1.000 auf Gber 10 U/mg Protein erhdht wird. Sowohl die Verwendung von selbst
extrahierten Lipiden aus Truthahneigelb in Kombination mit Cardiolipin als auch der
Einsatz von gekauftem E. coli total lipid extract ergaben Aktivitdten in der
GroBenordnung von 10 U/mg Protein. Die Notwendigkeit der Komplementierung der
Lipide aus Truthahneigelb mit Cardiolipin — E. coli-Lipide enthalten von sich aus
schon Cardiolipin — unterstreicht die Wichtigkeit von Cardiolipin flir die
Transportaktivitdt von mitochondrialen Carriern, die auch schon in anderen Fallen
beobachtete wurde (Ubersicht in Krdmer und Palmieri, 1989). Da in beiden
Lipidsorten gleiche Aktivitat erreicht wird, kann angenommen werden, daB die
Diskrepanz eines Faktors von acht bis zwdlf zu publizierten Aktivitaten von homolog
exprimiertem Carrier auf systematische Unterschiede der Experimente (Einbaurate
des Proteins, Auswertmethode) zurickzufiihren ist. Da E. coli total lipid extract
kauflich zu erwerben ist, bietet es sich an, diese Lipide denen aus Truthahneigelb
vorzuziehen.

Die Charakterisierung des Phosphatcarriers unter Verwendung der neuen Lipide und
dem neuen MeBsystem zeigte, daB der heterolog exprimierte Phosphatcarrier sich in
Bezug auf seine kinetischen Daten (Km-Wert, Transportaktivitdt) und sein
Inhibitionsverhalten so verhalt, wie dies zuvor aus Hefe oder Rinderherzen isolierter
Phosphatcarrier im alten Rekonstitutions- und MeBsystem getan hat. Es wurde aber
ebenfalls deutlich, daB Daten, die mit dem heterolog exprimierten Phosphatcarrier in
diesem alten System erzielt wurden, nur zum Teil im neuen System reproduziert
werden kénnen und kritisch betrachtet werden missen.
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Mit dem neuen MeBsystem steht eine experimentelle Anordnung zu Verfligung, die
einen hohen Durchsatz an fehlerarmen und reproduzierbaren Transportmessungen
mit dem mitochondrialen Phosphatcarrier unter vereinfachten Arbeitsbedingungen
gestattet. In E. coli total lipid extract kann der heterolog exprimierte Carrier mit guter
Aktivitat rekonstituiert werden. Die neuen Systeme bieten eine gute Grundlage fur
eine weitergehende Charakterisierung des Phosphatcarriers, seiner Struktur und
Funktion und der Korrelation der beiden.

4.2 Konstruktion und Untersuchung eines genetischen Dimers

4.2.1  Das genetische Dimer als Untersuchungsobjekt

Uber den genauen Aufbau und die mikroskopische Funktionsweise von sekundéren
Transportern ist bisher relativ wenig bekannt, weil es bis heute nicht gelungen ist,
die dreidimensionale Struktur eines sekundaren Transportproteins aufzuklaren. Die
mit Hilfe einer Vielzahl experimenteller Methoden an der Lactose Permease aus
E. coli weit fortgeschrittene indirekte Strukturaufklarung und die daraus abgeleiteten
Modelle (Kaback, 1997) erreichen nicht die durch Rdntgenstrukturanalyse oder
Kernspinresonanzuntersuchungen mdgliche Auflésungen. Die Untersuchungen an der
Lactose Permease hatten jedoch nicht nur einen strukturellen Hintergrund. Es waren
ebenso mechanistische Aspekte, die durch die gewahlten experimentellen Ansdtze
aufgeklart werden sollten und konnten. Primar strukturelle Ziele dagegen hatten
Elektronenmikroskopieuntersuchungen von Transportern, die insbesondere bei NhaA,
einem Natrium-Protonen-Antiporter aus E. coli (Williams et al., 1999) erfolgreich
waren. Inwiefern diese Resultate auf die in dieser Arbeit untersuchten
mitochondrialen Carrier Ubertragbar sind, ist unklar.

Ein Problem bei Untersuchungen am Phosphatcarrier ist die Tatsache, daB jede
Modifikation des Proteins — sei es biologisch schon auf der Ebene des Gens oder
durch eine chemische Reaktion des Proteins — automatisch durch die dimere Struktur
doppelt auftritt. Die Mdglichkeit, gezielt Dimere herzustellen, in denen dies nicht der
Fall ist, ist ein interessantes Instrument, um Struktur und Funktion des
Phosphatcarriers weiter zu charakterisieren. Der Ansatz, das Dimer schon auf
genetischer Ebene zu generieren, verspricht, ein in der Praxis gut handhabbares
System.

Wahrend der Anfertigung dieser Doktorarbeit ist es zwei Forschergruppen gelungen,
den Ansatz eines genetischen Dimers des mit dem Phosphatcarrier verwandten
Nukleotidcarrier im Experiment umzusetzen (siehe m
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4.2.2  Das genetische Dimer des Phosphatcarriers

Die Konstruktion und anschlieBende Expression des genetischen Dimers lieferte ein
stabiles Protein mit der doppelten Masse des Monomers. Es fiel — analog dem
Monomer — ausschlieBlich in inclusion bodies an. Der Anteil des Dimers, der bei der
durchgefliihrten Fraktionierung in der Membranfraktion zu finden war, war nicht in
die Membran integriert; er lieB sich durch weitere Zentrifugationsschritte von den
Membranen trennen. Inwiefern dieser Anteil anders aggregiert war als das Dimer,
daB in inclusion bodies anfiel, kann nicht beurteilt werden, wiirde aber das
unterschiedliche Segregationsverhalten erklaren. Das Dimer 1aBt sich nahezu
vollstandig mit Lauroylsarcosinat aus den inclusion bodies l6sen. AnschlieBende
Rekonstitution und Bestimmung von Einbau- und Transportraten ergaben zwei
interessante Ergebnisse: das Dimer zeigt nur sechs bis acht Prozent der
Transportaktivitdt des Monomers, und die Einbaurate, die beim Monomer bei 15 bis
20 Prozent liegt, erreicht beim Dimer zwischen 80 und 100 Prozent.

Ein fast vollstandiger Einbau des Dimers in richtiger Konformation laBt sich nicht
erklaren. Es ware Uberraschend, wenn das Dimer — trotz der doppelten GréBe — sich
wesentlich besser falten wiirde, als das Monomer. Daher ist anzunehmen, daf3 ein
GroBteil des eingebauten Dimers nicht in der richtigen Konformation und vollsténdig
in die Proteoliposomen integriert ist. Somit ist ebenfalls schwer abzuschatzen,
welcher Anteil des Dimers Uberhaupt richtig eingebaut ist. Die Tatsache, da3 Dimer
richtig rekonstituiert wurde, wurde durch die — wenn auch geringere -
Transportaktivitdt und deren spezifische Inhibierbarkeit gezeigt. Es gibt keine
Methode, quantitativ abzuschatzen, welcher Anteil des Proteins in den Liposomen in
richtiger Konformation vorliegt. Insofern ware eine deutlich geringere tatsachliche
Einbaurate von korrekt gefaltetem Protein (im Bereich um zwei Prozent) eine
Erklarung flr die reduzierte Transportaktivitdt des rekonstituierten Dimers. Nicht
einordnen laBt sich damit aber die Beobachtung, daB die cysteinfreie Form und der
Wildtyp des Dimers die gleiche Transportaktivitat aufweisen, wahrend bei den
Monomeren die cysteinfreie Mutante nur einen Zehntel der Aktivitat des Wildtyps
aufweist.

Eine weitere Erklarung fir die geringe Transportaktivitit des Dimers ware die
Annahme, daB durch die Verbindung der beiden Monomere zwar nicht der Einbau,
dafir aber die Transportfahigkeit des Proteins eingeschrankt ist. Dem widersprechen
die Ergebnisse der Protease-Schnittversuche mit Faktor Xa. Hier hatte sich gezeigt,
daB das Schneiden des rekonstituierten Dimers zu zwei Monomeren nicht zu einer
Erhbhung der Transportaktivitat fiihrt. Die Verbindung zwischen den beiden
Monomeren besteht laut Vorhersage der Lage der Helices 1 und 6 aus
Hydropathieplots aus insgesamt etwa 40 bis 60 Aminosauren (je nach Interpretation
der Hydropathieplots). Dies sollte auf jeden Fall ausreichen, um die Beweglichkeit
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des Proteins nicht wesentlich einzuschranken. In diesem Zusammenhang nicht zu
deuten ist die Beobachtung, daB sich in solubilisiertem Zustand vor der
Rekonstitution das Dimer zwar partiell zu Monomer schneiden [aBt, bei der
Rekonstitution des geschnittenen Ansatzes aber ausschlieBlich Dimer in die
Proteoliposomen inkorporiert wird.
Das genetische Dimer des mitochondrialen Phosphatcarriers kann erfolgreich in
E. coli heterolog exprimiert und aus inclusion bodies solubilisiert werden. Das
solubilisierte Dimer |aBt sich rekonstituieren und zeigt eine inhibierbare
Transportaktivitat von 0,8 £ 0,2 U/mg eingesetztem Protein. Eine schliissige
Erklarung fir die gegenliber dem Monomer auf acht Prozent reduzierte Aktivitat in
Einklang mit den durchgeflihrten Untersuchungen kann nicht gefunden werden. Das
genetische Dimer ist somit als experimentelles Instrument zur weiteren
Untersuchung des Phosphatcarriers nur sehr eingeschrankt geeignet.
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4.2.3  Vergleich mit dem Dimer des Nukleotidcarriers

Die Konstruktion und Expression eines genetischen Dimers des Nukleotidcarriers
gelang in der Zwischenzeit zwei Forschergruppen (Hatanaka et al., 1999 und
Trézéguet et al., 2000). Beide Gruppen verwenden ebenfalls zwei unmittelbar

hintereinander klonierte Gene des Carriers zur Expression.

Tabelle 3: Vergleich des genetischen Dimers des Phosphatcarriers mit den beiden genetischen
Dimeren des Nukleotidcarriers
Quelle diese Arbeit Hatanaka et al., 1999 | Trézéguet et al., 2000
Protein Phosphatcarrier Nukleotidcarrier Nukleotidcarrier
Gen MIR1 AAC2 AAC2
linker 4 Aminosauren, die Austausch des ersten | zwei zusatzliche Ami-

eine Faktor Xa-
Schnittstelle bilden

Start-Methionins des
zweiten Monomers
gegen Alanin

nosauren: Glycin und
Serin

heterologe Expression

in E. coli

homologe Expression

plasmidcodiert

plasmidcodiert

genomisch codiert

Regenerierung der ja ja ja
Wachstumsfahigkeit
auf nicht-fermentier-
baren Nahrmedien
Masse des 32 kD 62 kD 62 kD
Genprodukts
Transportmessungen | heterolog exprimier- | in isolierten -
tes Protein in Mitochondrien
Liposomen
Inhibierbarkeit ja, in Liposomen mit | ja, mit Bindung von
Mersalylsaure Carboxyatractylosid | Carboxyatractylosid
nachgewiesen

In allen drei Féllen werden zwei Exemplare des monomeren Gens ohne zusatzlichen
linker hintereinander kloniert. Im Gegensatz zu den Experimenten in dieser Arbeit
wurde der Nukleotidcarrier jeweils ausschlieBlich homolog in S. cerevisiae exprimiert
und in ganzen Zellen oder isolierten Mitochondrien untersucht. Beiden Gruppen
gelang durch die Komplementierung die Wiederherstellung des Wildtyp-Phanotyps.
Um das Dimer des Phosphatcarriers dartiber hinaus mit dem des Nukleotidcarriers
vergleichen zu kénnen, wurde es homolog in S. cerevisiae exprimiert.
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4.3 Homologe Expression in Saccharomyces cerevisiae

Ein interessanter Teilaspekt eines genetischen Dimers des mitochondrialen
Phosphatcarriers ist eine homologe Expression in S. cerevisiae. Im Falle der
genetischen Dimere des Nukleotidcarriers fihrte die Expression in einer S. cerevisiae-
Mutante, in der zwei bzw. alle drei fur Nukleotidcarrier kodierenden anc-Gene
deletiert waren, zu einer Wiedererlangung der durch die Deletion verlorenen
Fahigkeit, auf nicht-fermentierbaren Nahrmedien zu wachsen (Hatanaka et al., 1999
und Trézéguet et al., 2000).

Einen vergleichbaren Phanotyp zeigt S. cerevisiae, wenn das flir den Phosphatcarrier
kodierende Gen MIR1 deletiert wird (Murakami et al., 1990): solche Zellen sind nicht
in der Lage, auf einer nicht-fermentierbaren Kohlenstoffquelle zu wachsen, die
Defizienz kann aber durch Komplementierung mit plasmidcodiertem Phosphatcarrier
aufgehoben werden. Diese verdéffentlichten Beobachtungen konnten hier bestatigt
werden. Die Komplementation des deletierten MIR1I-Gens mit einem
plasmidkodierten genetischen Dimers gelang nicht. Das genetische Dimer konnte
zwar plasmidcodiert in eine Deletionsmutante transformiert werden und war dort
auch stabil, auf Proteinebene konnte aber nur Monomer immunologisch
nachgewiesen werden. Dieses Phanomen wurde auch beim Nukleotidcarrier
gefunden (Klingenberg, 1999). Ob der Verlust der zweiten Halfte des Dimers bei der
Transkription, bei der Translation oder posttranslational stattfindet, kann nicht
beurteilt werden. Hatanaka et al. flilhren die Stabilitat ihres Proteins auf einen
Austausch des intrinsischen Methionins zu Beginn des zweiten Monomers gegen ein
Alanin zurtick (Hatanaka et al., 1999). Die vorhandene Faktor Xa-Schnittstelle kann
nicht fur die Instabilitat des Proteins verantwortlich sein, da in anderen Arbeiten in
S. cerevisiae Proteine Faktor Xa-Schnittstelle nicht instabil waren (Wilkinson et al.,
1996 und Bandell et al., 1996).
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5 Zusammenfassung

Der mitochondriale Phosphatcarrier ist fur die Phosphataufnahme in Mitochondrien
verantwortlich und somit essentiell flir die dortige ATP-Synthese. Er wird aufgrund
seiner funktioneller und struktureller Eigenschaften der mitochondrialen Carrierfamilie
zugeordnet, die in Hefe 35 Vertreter besitzt. Das Protein besteht aus etwa 300
Aminosauren, hat ein Molekulargewicht von ca. 32 kD und bildet sechs
transmembrane Helices in der inneren mitochondrialen Membran. Das Enzym
katalysiert zwei verschiedene physiologische Transportreaktion: die Aufnahme von
Phosphat im Antiport mit Hydroxylionen und den homologen Austausch von
Phosphat. Es wird angenommen, daB der Phosphatcarrier in homodimerer Form aktiv
ist.

Zur genauen Charakterisierung von Transportproteinen ist die funktionelle
Rekonstitution in Liposomen ein wichtiger Ansatz. In dieser Arbeit wurde flir den
Phosphatcarrier aus Saccharomyces cerevisiae, der in groBeren Mengen in
Escherichia coli exprimiert wurde, das bis dahin verwendete Rekonstitutions- und
MeBsystem Uberpriift und modifiziert. Hier fihrte zum einen die Umstellung der
Apparatur  fir die  Transportmessungen auf ein  Sdulensystem im
Mikrotiterplattenformat in Kombination mit der Verwendung von Mikrotiterplatten
und Mehrkanalpipetten zu einem MeBsystem mit héherem Durchsatz, geringerer
Fehleranfalligkeit und besserer Reproduzierbarkeit. Zum anderen konnte durch
Verwendung von Gesamtlipidextrakt aus E. coli oder selbst isolierten Lipiden aus
Truthahneigelb komplementiert mit Cardiolipin die Transportaktivitdit des
Phosphatcarriers um zwei bis drei GroBenordnungen im Vergleich zum alten MeB-
und Rekonstitutionssystem erhéht werden.

Die gezielte Erzeugung von Dimeren des Phosphatcarriers ist Voraussetzung fir die
Untersuchung von single-site-mutants und ein wertvolles Instrument zur
Charakterisierung der Kopplung der Ionentransporte auf molekularer Ebene. Hierzu
wurde ein Dimer des Carriers durch kovalente Fusion der beiden Monomeren auf
genetischer Ebene konstruiert. Mit dem verwendeten Kassettensystem lassen sich
leicht gezielte Mutationen in beide Halften unabhangig einfiihren, ein C-terminaler
HIS6-tag und eine Schnittstelle der Faktor Xa-Protease gestatten weitere
Untersuchungen. Homologe Expression in S. cerevisiae zeigte, daB der durch
Deletion des flir den Phosphatcarrier kodierenden MIR1-Gens erzeugte
atmungsdefiziente Phanotyp durch Expression sowohl von Monomer als auch
genetischem Dimer komplementiert wurde. Im Gegensatz zu einem genetischen
Dimer des mitochondrialen Nukleotidcarriers, das von zwei anderen Forschergruppen
wahrend dieser Arbeit stabil und funktionell exprimiert wurde, wurde das Dimer des
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Phosphatcarriers nicht als solches synthetisiert. Eine Western-Blot-Analyse von
isolierten Mitochondrien ergab, daB3 das Dimer ausschlieBlich in monomerer und nicht
in dimerer Form in die Mitochondrienmembran inkorporiert wurde.
Im Gegensatz dazu lieB sich das genetische Dimer in E. coli erfolgreich heterolog
exprimieren. Es hat ein apparentes Molekulargewicht von 60 kD und zeigt ein dem
Monomer vergleichbares Expressionsverhalten. Die Rekonstitution von solubilisiertem
Dimer lieferte Proteoliposomen, die in der Lage waren, Phosphat aufzunehmen.
Dieser Transport konnte spezifisch mit Mersalylsdure inhibiert werden. Die
Transportaktivitat lag bei etwa zehn Prozent der Aktivitat von rekonstituiertem
monomeren Phosphatcarrier. Die Ursachen fir dieses Verhalten werden diskutiert.
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