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Investigation on structure and function of the mi-
tochondrial phosphate carrier from Saccharomyces

cerevisiae

The mitochondrial phosphate carrier (PiC) belongs to the mitochondrial carrier
family. Members of this protein family comprise six transmembrane segments and
have been shown to exist as dimers in the solubilized state. PiC, a 32 kDa protein
with 311 amino acids, is responsible for the import of inorganic phosphate into
the mitochondrial matrix. The phosphate carrier from Saccharomyces cerevisiae
was expressed in FEscherichia coli as inclusion bodies in large amounts. It was
reconstituted into liposomes in a functionally active form. The experimentation
system for reconstitution was revised and modified to yield higher activity and
reproducibility. Using this setup a methodology for studying the accessibility of
different amino acids using methanethiosulfonate- (MTS)-reagents was established.
With this methodology the existing model of the putative translocation pathway

was characterized.

Untersuchungen zur Struktur und Funktion des
mitochondrialen Phosphatcarriers aus Saccharomy-

ces cerevisiae

Der mitochondriale Phosphatcarrier (PiC) wird der mitochondrialen Carrierfa-
milie zugeordnet. Die Mitglieder dieser Proteinfamilie bilden sechs transmembrane
Bereiche aus und liegen im solubilisierten Zustand in dimerer Form vor. PiC, ein 32
kDa Protein mit 311 Aminosduren, ist fiir die Aufnahme von anorganischem Phos-
phat in die Matrix verantwortlich. Der Carrier aus Saccharomyces cerevisiae kann
in grokeren Mengen in Escherichia coli exprimiert werden und aggregiert dabei
in inclusion bodies. PiC kann funktionell aktiv in Liposomen rekonstituiert wer-
den. Die Rekonstitutionsmethode wurde {iberarbeitet und im Hinblick auf héhere
Transportaktivitidten und Reproduzierbarkeit verbessert. Unter Verwendung dieses
Systems wurde eine Methode zur Messung der Zugénglichkeit von verschiedenen
Aminosduren mit Hilfe von Methanthiosulfonat-(MTS)-Reagentien etabliert. Mit

diesem System wurde der putative Translokationsweg nédher charakterisiert.
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Abkiirzungsverzeichnis
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CCS PiCgse mit C300S Mutation

CFTR cystic fibrosis transmembrane conductance regulator
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MTS Methanthiosulfonat

MTSEA  2-Aminoethyl-Methanthiosulfonat
MTSET  2-Trimethylethyl-Methanthiosulfonat
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1 Einleitung

1.1 Funktion von Mitochondrien - Stofftransport durch mi-

tochondriale Carrier

Mitochondrien sind energiewandelnde Organellen eukaryontischer Zellen. Die wich-
tigste Funktion dieser Organellen ist die Bereitstellung von Adenosintriphosphat
(ATP), welches in der mitochondrialen Matrix synthetisiert wird. Die Synthese von
ATP aus Adenosindiphosphat (ADP) und anorganischem Phosphat ist der letzte
Schritt der oxidativen Phosphorylierung, bei der Elektronen von Reduktionsdquiva-
lenten schrittweise tiber die Komplexe der Atmungskette auf Sauerstoff iibertragen
werden. Der Flul der Elektronen zum Sauerstoff ist an den vektoriellen Trans-
port von Protonen iiber die innere mitochondriale Membran gekoppelt, wodurch
ein elektrochemisches Protonenpotential aufgebaut wird. Der Riickstrom der Pro-
tonen durch den F,-Teil der ATP-Synthase ist mit der ATP-Synthese am F;-Teil des
Enzyms gekoppelt. Diese Zusammenhange wurden erstmals von Peter Mitchell als
“chemiosmotische Hypothese” publiziert (Mitchell, 1966, 1976). Desweiteren laufen
in der mitochondrialen Matrix verschiedene katabole Reaktionen, wie z. B. der Tri-
carbonsaurezyklus, Teile des Harnstoffzyklus und die $-Oxidation der Fettsauren,
zum Teil aber auch anabole Reaktionen wie Teilschritte der Glukoneogenese ab.
Mitochondrien besitzen zwei Membranen. Der Aufbau des elektrochemischen
Protonenpotentials setzt eine Permeabilitatsbarriere voraus. Die d&ulere mitochon-
driale Membran ist aufgrund der vorhandenen Porine permeabel fiir die meisten
Metabolite bis zu einer Masse von 10 kDa (Benz, 1985; Manella et al., 1992; Manel-
la 1996; Sorgato und Moran, 1993). Die innere Mitochondrienmembran hingegen
dient als erforderliche Permeabilitdtsbarriere. Der Stofftransport tiber diese Mem-
bran wird von einer Reihe spezifischer Carrier katalysiert (La Noue und Schoolwerth,
1979, 1984; Kramer und Palmieri, 1989, 1992). Hierdurch wird die Versorgung der
mitochondrialen Matrix mit Metaboliten wie z. B. Pyruvat, Malat und Fettsauren

gewdhrleistet. Die Carrier katalysieren zumeist den Austausch verschiedener Sub-
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strate gegeneinander oder koppeln den Transport von Substraten an das tiber die
Membran anliegende elektrochemische Protonenpotential.

Mit einem maximalen Anteil von 13 % am gesamten in der inneren Mitochon-
drienmembran vorhandenen Protein (Klingenberg, 1981) ist der ADP/ATP-Carrier
(AAC) der am héaufigsten vorkommende Carrier. Er katalysiert den Austausch
von ADP und ATP und ist dadurch direkt an der Energieversorgung der Zelle
beteiligt. Der Phosphatcarrier (PiC) katalysiert den Import des fiir die Phospho-
rylierungsreaktion bendtigten Phosphats. Der Aspartat/Glutamat-Carrier (AGC)
ist zusammen mit dem Ketoglutarat-Carrier (OGC) Bestandteil des sogenannten
Aspartat/Malat-Shuttles (Harold, 1986), durch den der Import von Reduktionsé-
quivalenten realisiert wird. Neben diesen vier fiir die Funktion der Mitochondrien
absolut essentiellen Carriern, die in allen Gewebetypen exprimiert werden, gibt es
einige Carrier, die nur in bestimmten Geweben exprimiert werden, wie z. B. den Or-
nithincarrier (ORC), der hauptsichlich in Leber und Niere exprimiert wird (Kramer
und Palmieri, 1992). Dariiberhinaus gibt es teilweise eine gewebespezifische Expres-
sion bestimmter Isoformen von mitochondrialen Carriern als Anpassung an spezielle
energetische Bediirfnisse, wie z. B. beim Phosphatcarrier (Dolce et al., 1996).

Man kennt mittlerweile die Sequenzen von iiber 140 putativen mitochondrialen
Carriern aus verschiedenen Organismen, von denen aber nur 15 in intakten Mito-
chondrien und z. T. in rekonstituierten Systemen untersucht worden sind. Allein
durch die Sequenzierung des Hefegenoms konnten 35 Gene als putative mitochon-
driale Carrier identifiziert werden, sieben davon mit bereits bekannter Funktion,
welche alle der mitochondrialen Carrierfamilie (MCF) zugeordnet werden koénnen
(Kaplan et al., 1996; El Moualij et al., 1997). Diese sind u. a. in Tabelle 1.1
aufgelistet. Aufgrund theoretischer Betrachtungen muf es auferdem noch weitere
Carrier fiir den Import von Cofaktoren und Substraten des mitochondrialen Stoff-
wechsels geben, die nicht in den Mitochondrien synthetisiert werden. Diese Forde-
rung wird durch die oben erwahnte hohe Zahl an putativen Carriern im Hefegenom
unterstiitzt. Frste Untersuchungen an Transportsystemen fiir Thiaminpyrophos-
phat und Coenzym A (Tahiliani et al., 1992; Prohl et al., 2001) wurden schon vor

der Sequenzierung des Hefegenoms durchgefiihrt.

1.2 Die Strukturfamilie der mitochondrialen Carrier

Eine Zuordnung zur mitochondrialen Carrierfamilie erfolgt sowohl unter struktu-

rellen als auch funktionellen Gesichtspunkten. Die strukturellen Informationen
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Tabelle 1.1: Ubersicht iiber die bekannten Carrier der mitochondrialen Carrierfamilie. Die
angegebenen Literaturzitate stellen jeweils nur eine Auswahl der verfiigharen Literatur

dar.
heterologe
Carrier Substrate Efflux- Priméir- Uberex- Literatur
induktion | struktur pression
ADP/ATP Aquila et al., 1982
(AAC) ADP, ATP + + + Klingenberg, 1990; 1992
Aquila et al., 1987
Phosphat (PiC) Phosphat?) + + + Runswick et al., 1987
Stappen und Kramer, 1993
Aspartat- Dierks et al., 1990a/b
Glutamat- Glutamat, + - + Stappen et al., 1992
(AGC) Aspartat Herick und Kréamer, 1995
Oxoglutarat- Ketoglutarat, Runswick et al., 1990
Malat- (OGC) Malat + + + Fiermonte et al., 1993
Pyruvat- Pyruvatl) - - + Bolli et al., 1989
(PYC)
Dicarboxylat- Malat, Kaplan und Pedersen, 1985
(DIC) Phosphat - + + Palmieri et al., 1997
Citrat, Kaplan et al., 1993
Citrat- (CT1C) Malat + + + Xu et al., 1995
Carnitin- Acylcarnitin, Indiveri et al., 1992a/b
(CAQ) Carnitin + + - Indiveri et al., 1997a
Ornithin- Ornithin, Indiveri et al., 1992a
(ORQC) Citrullin - - - Indiveri et al., 1997b
Succinat- Succinat,
Fumarat- Fumarat - + - Palmieri et al., 1997
Oxodicar- 2-Oxoglutarat, — — Palmieri et al., 2001
boxylat- (ODC) 2-Oxoadipat -
Oxalacetat- Oxalacetat — — Palmieri et al., 1999
(OXC) Sulfat -
Glutamin-2)
(GLC) Glutamin?) - - - Indiveri et al., 1998
Uncoupling Lin et al., 1980
Protein?) (UCP) Protonen + + + Klingenberg, 1990
Fix1p (FAD) FAD + + - Tzagoloff et al., 1996

) der Transport findet im Antiport mit einem Hydroxylion oder im Symport mit einem

Proton statt.

2) es ist unklar, ob dieser Carrier tatsichlich zur MCF gehért.
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beschranken sich aufgrund fehlender 3D-Strukturdaten auf aus Hydropathieplots
abgeleitete putative Sekundarstrukturen. So weisen mitochondriale Carrier ein ge-
meinsames Motiv von 6 transmembranen Helices auf, welche alternierend hydropho-
be und amphiphatische Eigenschaften besitzen (Aquila et al., 1987; Walker, 1992;
Palmieri et al., 1993) und durch hydrophile Loops miteinander verbunden sind (Abb.
1.1). Die sechs Helices bilden jeweils paarweise eine tripartite Stuktur von drei Ab-
schnitten mit je ca. 100 Aminosduren. Mit Hilfe von diagon-plots konnte gezeigt
werden, daR die drei Abschnitte untereinander eine relativ hohe Ahnlichkeit auf-
weisen (Saraste und Walker, 1982). Eine evolutionidre Erklarung fiir die Struktur
der mitochondrialen Carrier geht von der Existenz eines gemeinsamen Urgens aus,
welches fiir 2 transmembrane Bereiche kodierte (Klingenberg, 1989; 1990). Es wird
eine zeitgleiche Trimerisierung des Gens mit dem Auftreten der ersten Eukaryonten

vor 1,5 Milliarden Jahren vermutet (Kuan und Saier, 1993).

Trans-
membran- 1 11
domane

111 1v

Inter- NH3
membran-
raum

Ccoo™

|
|
|
|
Matrix :
|

Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der aus Hydropathieplots abgeleiteten Sekun-
darstruktur des mitochondrialen Phosphatcarriers aus Saccharomyces cerevisiae (PiCgc).

Neben diesen strukturellen Betrachtungen kénnen die mitochondrialen Carrier
auch aufgrund ihrer funktionellen Eigenschaften in die MCF eingeordnet werden.
Dazu gehdren Gemeinsamkeiten beziiglich der Transportmechanismen, aber auch
Ahnlichkeiten im Verhalten gegeniiber Inhibitoren, Detergentien und den zur Auf-
reinigung verwendeten Adsorbentien (Krdamer und Palmieri, 1992).

Es gibt verschiedene Hinweise darauf, dal mitochondriale Carrier nicht in ihrer
monomeren Form, sondern als Dimer aktiv sind. Einer der ersten iiberzeugen-
den Hinweise auf eine Dimerisierung wurde beim ADP/ATP-Carrier gefunden: die
beobachtete Bindungsstéchiometrie von einem Molekiil Carboxyatractylat, einem
hochspezifischen Inhibitor, zu zwei Untereinheiten des Nukleotidcarriers (Riccio et
al., 1975). Desweiteren konnte durch Crosslinking und analytische Ultrazentrifu-

gation (Hackenberg und Klingenberg, 1980; Lin et al., 1980) gezeigt werden, dal

4
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die Carrier nach Solubilisierung mit Hilfe von nichtionischen Detergentien in einer
dimeren Form vorliegen. Ebenfalls konnte beim Nukleotidcarrier die Moglichkeit
der Bildung einer intermolekularen Disulfidbriicke nachgewiesen werden (Majima
et al., 1995).

Durch Untersuchungen an intakten Rinderherzmitochondrien zeigte sich, daf we-
niger als ein Molekiil des irreversiblen Inhibitors N-Ethyl-Maleimid (NEM) pro Mo-
nomer PiC nétig ist, um den Phosphattransport zu hemmen (Wohlrab, 1986). Ana-
lysen des mitochondrialen Phosphatcarriers aus Saccharomyces cerevisiae (PiCgc)
im rekonstituierten System haben gezeigt, dalk vermutlich die Bildung einer Disul-
fidbriicke zwischen den Cysteinen an Position 28 zweier Monomere den Phosphat-
transport inhibieren kann (Wohlrab et al., 1984).

Neben diesen experimentellen Befunden gibt es einen generellen Konsens beziig-
lich der Minimalausstattung eines sekundéren Carrierproteins (Henderson, 1990;
Maloney, 1990; Marger und Saier, 1993). Dieser besagt, daf etwa 12 (£2) trans-
membrane Helices nétig sind, um Transport bzw. Kopplung zu bewerkstelligen.
Dieser Konsens wird durch theoretische Uberlegungen unterstiitzt, die speziell fiir
mitochondriale Carrier ein Homodimer als funktionelle Einheit fordern (Klingen-
berg, 1981). Fiir bakterielle sekundire Transportsysteme, die in der Regel etwa 12
(10 bis 14) transmembrane Helices aufweisen, konnte hingegen gezeigt werden, daf
diese in der monomeren Form aktiv sind (Sahin-Toth et al., 1994). Andere Trans-
porter aus hoheren Eukaryonten, z. B. die Zucker-Uniporter (GLUT-Familie) und
die Nat-gekoppelten Symporter (SGLT-Familie), sind sowohl als Mono- als auch als
Oligomere aktiv. Die Interaktionen der Monomere wurden hier als regulatorisches
Phénomen gedeutet (Herbert und Carruthers, 1991; Bell et al., 1993; Zotolla et al.,
1995).

1.3 Der mitochondriale Phosphatcarrier

Die Priméarstruktur des Phosphatcarriers aus Rinderherzmitochondrien wurde so-
wohl durch Proteinsequenzierung (Aquila et al., 1982) als auch durch DNA-Sequen-
zierung (Runswick et al., 1987) aufgeklart. Sie zeigt die typische tripartite Struktur
mit sechs Transmembranhelices (s. Abb. 1.1) der mitochondrialen Carrierfami-
lie (Aquila et al., 1985; Kuan und Saier, 1993). Sowohl N- als auch C-Terminus
liegen auf der Aufenseite der inneren Mitochondrienmembran (Capobianco et al.,

1991). Ein Vergleich der Priméarstruktur vom mitochondrialen Phosphatcarrier mit

5



KAPITEL 1. EINLEITUNG

7 weiteren Priméarstrukturen von Mitgliedern der mitochondrialen Carrierfamilie
zeigte, daf in allen Sequenzen 11 Aminosdurereste vollig konserviert sind (Walker,
1992). Herauszustellen sind dabei vor allem die drei Proline am Ende der Helices
1, 3 und 5, die drei Glycine am Anfang der Helices 2, 4 und 6 sowie der saure
Aminoséurerest, der sich jeweils zwei Aminosdurereste hinter den angesprochenen
Prolinen befindet. Im Gegensatz zu den transmembranen Bereichen sind die Ami-
nosauresequenzen der Loops relativ variabel. Man vermutet hier wichtige Bereiche
fiir das gating und die Substraterkennung (Walker 1992; Kuan und Saier 1993). Im
Phosphatcarrier wurde auferdem ein sich wiederholendes Strukturmotiv innerhalb
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 fiinften Helix fehlt dieses Strukturmotiv. Die
interne Ahnlichkeit des dritten Teils der tripartiten Struktur ist insgesamt gerin-
ger als die der ersten beiden Bereiche. Dariiber hinaus besitzt der mitochondriale
Phosphatcarrier einen hohen Anteil polarer Aminoséuren (39 %) und unter physio-

logischen Bedingungen eine hohe Anzahl (ca. 10) positiver Ladungen.

1.4 Kinetische Eigenschaften des mitochondrialen Phosphat-

carriers

Modelle fiir die Transportkatalyse von mitochondrialen Carriern sind ausschlieklich
aufgrund energetischer und kinetischer Untersuchungen erstellt worden, da bis heute
keine dreidimensionale Struktur fiir sekundére Transportproteine bekannt ist. Fiir
die Carrier wird ein sogenannter single binding center gated pore mechanism disku-
tiert (Klingenberg, 1992), bei dem ein Kanal mit einem Bindungszentrum existiert,
dessen Zugéanglichkeit durch gates geregelt wird. Die typischen Eigenschaften eines
Carriers werden dadurch vermittelt, dal das Bindungszentrum des Translokators
zu einem bestimmten Zeitpunkt immer nur von einer Membranseite her zugénglich
ist.

Fiir eine Reihe mitochondrialer Carrier konnte der Reaktionsmechanismus mit
Hilfe von kinetischen Bisubstratanalysen bestimmt werden. Interessanterweise er-
folgt bei nahezu allen bisher untersuchten mitochondrialen Carrierproteinen die
Translokation der Substrate entsprechend eines simultanen (sequentiellen) Trans-
portmechanismus. Dabei binden 2 Substratmolekiile in zufalliger Reihenfolge an den
Carrier (Bildung des terniren Komplexes) und leiten so den eigentlichen Transloka-

tionsvorgang ein (Stappen und Kramer, 1993). Charakteristisch fiir diesen Trans-
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portmechanismus ist die Existenz von 2 katalytischen Bindungsstellen im Carrier-
protein (vgl. Abb. 1.2). Gesichert ist dieser Mechanismus fiir die nachfolgenden
Carrier: den Aspartat/Glutamat-Carrier (Dierks et al., 1988; Sluse et al., 1991),
den Oxoglutarat/Malat-Carrier (Indiveri et al., 1991b; Sluse et al., 1972), den Di-
carboxylatcarrier (Indiveri et al., 1993), den Citratcarrier (Bisaccia et al., 1993)
und den Phosphatcarrier (Stappen und Kramer, 1994). Eine Ausnahme bildet der
Carnitincarrier, fiir den ein ping-pong-Mechanismus angenommen wird (Indiveri et
al., 1991a; Indiveri et al., 1991c). Neuere Analysen am Nukleotidcarrier, die mit
Hilfe der black lipid membrane -Technik mit einer sehr hohen Zeitauflosung durch-
gefithrt wurden, deuten darauf hin, daf dieser Carrier sein Substrat ebenfalls nach

dem ping-pong-Mechanismus iiber die Membran transportiert (Gropp et al., 1999).

\ &
- 191 V8
> &
ALl

Abbildung 1.2: A: Darstellung des simultanen Mechanismus. Die Substrate A und B bin-
den an den Carrier und bilden den ternidren Komplex als katalytisch-aktive Komponente
aus. Erst nach Bindung beider Substrate kommt es zur Translokation (unterer Pfeil) und
die Substrate werden auf der jeweilig gegeniiberliegenden Seite wieder freigesetzt. Die
Substrate kénnen nun wieder binden und der Zyklus kann wieder von vorne beginnen
(oberer Pfeil). Charakteristisch fiir diesen Transportmechanismus ist die Existenz von 2
getrennten Bindungsstellen. Eine mégliche Anordnung der beiden Monomere im aktiven
Dimer ist in dem rechten Teil der Abbildung dargestellt. Die beiden Translokationswege
sind farblich hervorgehoben. B: Darstellung des ping-pong-Mechanismus: Substrat A bin-
det an den Carrier und wird auf die gegeniiberliegende Seite transportiert (Pfeil 1 unten).
Dort wird das Substrat freigesetzt und Substrat B kann an den Carrier binden (Pfeil 2 un-
ten). Nach der Translokation (Pfeil 3 unten) wird das Substrat auf der gegeniiberliegenden
Seite wieder freigesetzt, und Substrat A kann wieder binden (Pfeil oben). Eine mégliche
Anordnung der Monomere mit nur einem Translokationsweg (rot) im aktiven Dimer ist in
dem rechten Teil der Abbildung dargestellt.
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Der Phosphatcarrier ist fiir die Aufnahme von Phosphat fiir die ATP-Bildung
in Mitochondrien verantwortlich. Die Triebkraft dieses Transports besteht aus dem
elektrochemischen Protonenpotential iiber die innere Mitochondrienmembran. Der
gekoppelte Transport eines Protons und eines Phosphatanions, der meist als P /H*-
Symport beschrieben wird, ist elektroneutral. Er ist somit nur von den beiden
Substratgradienten, aber nicht vom Membranpotential abhdngig. Dariiber hinaus
katalysiert der mitochondriale Phosphatcarrier auch den homologen Austausch von
Phosphat. Diese Eigenschaft, das eigene Substrat homolog auszutauschen, ist na-

hezu allen sekundéren Carriern gemein.

Phosphat/ Phosphat HgCl,
Phosphat Netto- induzierter
Antiport Transport Efflux
Inter- - .
membran- i R A
raum by
Matrix

P OH S
Abbildung 1.3: Transportmodi des mitochondrialen Phosphatcarriers. Dargestellt
sind die beiden physiologischen Transportmodi, der P /P~-Antiport, der P7/OH~™-
Nettotransport sowie der durch HgCl, induzierte Effluxmodus.

X

Als dritter Transportmodus ist der Efflux bekannt. Dieser wird durch Reaktion
des Phosphatcarriers mit Quecksilber(IT)chlorid induziert (Stappen und Kramer,
1993; Stappen, 1994). Im Effluxmodus ist der Phosphatcarrier in der Lage, ein
breites Spektrum von unphysiologischen Substraten, wie z. B. Sulfat, Chlorid, Ke-
toglutarat o. &., zu transportieren. Es gibt Hinweise darauf, daf auch nach der
Induktion des Efflux weiterhin einige, fiir carriervermittelten Transport typische
Eigenschaften erhalten bleiben. Zu diesen gehort die spezifische Inhibition des Uni-
ports durch extern zugesetztes Substrat (Transinhibition). Hieraus kann geschlossen
werden, dals die Spezifitat der externen Bindungsstelle trotz Uniportinduktion er-
halten bleibt. Auferdem wurde durch Experimente am AGC festgestellt, dal die
Aktivierungsenergie des Antiports und des Uniports identisch ist (Herick und Kréa-
mer, 1995). Diese ambivalenten Eigenschaften geben Anlaf zu Spekulationen iiber

einen bei Carrierproteinen vorhandenen intrinsischen Kanal, dessen Zugéanglichkeit
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durch gates reguliert wird. Durch die Modifikation von bestimmten Cysteinresten
wird die Funktionsweise der gates dahingehend verandert, daf die strikte Kopplung
zwischen Bindung der Substrate und dem Offnen der gates nicht mehr gegeben ist.

Die Bedeutung dieses Transportmodus in vive ist noch ungeklart.

1.5 Strukturelle Untersuchungen mit Hilfe von Methanthio-
sulfonat-(MTS)- Reagentien

Da bis heute noch keine dreidimensionalen Strukturen von sekundéren Transportern
bekannt sind, miissen die Untersuchungen zur Struktur solcher Proteine auf indirek-
tem Weg erfolgen. Seit den 60er Jahren wird die Untersuchung der Topologie von
Membranproteinen mit Hilfe von chemischen Modifizierungen der Proteine durchge-
fiihrt. Am besten lassen sich die Sulthydrylgruppen von Cysteinresten modifizieren,
da sie die hochste Reaktivitdt der Aminosdureseitenketten unter physiologischen Be-
dingungen aufweisen. Sie kénnen leicht alkyliert, acryliert, aryliert und oxidiert wer-
den und bilden mit vielen Schwermetallionen stabile Komplexe (Kenyon und Bruice,
1977; Bruice und Kenyon, 1982; Holmgren et al., 1996). Diese traditionellen Rea-
gentien umfassen Maleimide, lodoacetate und organische Quecksilberverbindungen.
Diese sind in der Regel sehr reaktionstrige, benotigen daher lange Inkubationszei-
ten und miissen in einem groken Uberschuf eingesetzt werden (Kenyon und Brui-
ce, 1977). Reagentien, die zur Zeit vor allem fiir Zuganglichkeitsstudien benutzt
werden, sind die Methanthiosulfonat-(MTS)-Reagentien. Diese sind selbst unter
milden Bedingungen reaktiv und miissen daher nicht in einem groRen Uberschuf
eingesetzt werden. Weiterhin zeigen sie eine hohe Spezifitiat beziiglich Sulthydryl-
gruppen. Karlin und seine Kollegen benutzten fiir Struktur-/Funktionskorrelationen
an Kanalproteinen 3 MTS-Reagentien (MTSEA: 2-Aminoethyl-Methanthiosulfonat;
MTSES: Natrium (2-Sulfonatethyl)-Methanthiosulfonat; MTSET: [2-(Trimethyl-
ammonium)-Ethyl]-Methanthiosulfonat) (Akabas et al., 1992; Stauffer und Karlin,
1994). Diese Reagentien sind in Abb. 1.4 dargestellt. Die drei MTS-Reagentien
unterscheiden sich in der Grofe und der Ladung der zusdtzlichen Kopfgruppe. Die
Membranpermeabilitdt dieser MTS-Reagentien hangt von ihrer Ladung und ihrem
Verteilungskoeffizienten in Wasser und unpolaren Losungsmitteln ab. Fiir MTSEA
konnte gezeigt werden, dak es membranpermeabel ist (Holmgren et al., 1996). Die
Protonierung von MTSEA wird sowohl durch den pH-Wert des Mediums als auch

den pK,-Wert des Amins bestimmt. Dieser scheint grofer oder gleich 8,5 zu sein
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(Karlin, unveréffentlicht). Somit liegt MTSEA unter physiologischen Bedingungen
in der deprotonierten Form vor, die fiir die rasche Diffusion durch die Lipiddop-
pelschicht verantwortlich ist. Die protonierte, positiv geladene Form von MTSEA
ist wie das permanent positiv geladene, hydrophile MTSET membranimpermeabel.
MTSES ist bei neutralem pH vollstindig deprotoniert, damit negativ geladen und
stark hydrophil (Karlin und Akabas, 1998). MTSET und MTSES kénnen daher nur
Aminosdurereste erreichen, die von der Zugabeseite aus zuginglich sind und an der
wasserzuganglichen Oberflache des Proteins liegen. Mit Hilfe der MTS-Reagentien
kénnen so aufgrund ihrer unterschiedlichen Membrangédngigkeit Reste identifiziert
werden, die den Translokationsweg auskleiden.

Durch den FEinsatz molekularbiologischer Methoden, wie die Klonierung und
ortsgerichtete Mutagenese, ergeben sich weitere Méglichkeiten zur chemischen Mo-
difizierung. Zur Untersuchung der Topologie von Membranproteinen mit Hilfe von
chemischen Modifizierungen wird von einem cysteinfreien Protein ausgegangen. An
verschiedenen Positionen im Protein werden dann Cysteine durch ortsgerichtete
Mutagenese eingebracht und die Aktivitdt des Proteins unter Zugabe verschiede-
ner Reagentien untersucht. Bisher wurden mit den MTS-Reagentien viele Kanéle
strukturell ndher charakterisiert. Dazu gehoéren u. a. der muskuldre und neu-
ronale Acetylcholinrezeptor (Akabas et al., 1992, 1994a, 1995; Ramirez-Latorre et
al.; 1996), der GABA-Rezeptor (Xu und Akabas, 1993, 1996) und der NMDA-
Glutamat-Rezeptor (Kuner et al., 1996). Diese Technik wurde ebenfalls bei dem
CFTR (Akabas et al, 1994b) und bei spannungsabhingigen Kalium- (Pascual et
al., 1995; Kiirz et al., 1995) und Natriumkanélen (Yang et al., 1996) angewandt.

Neben den Untersuchungen an Kandlen wurden jetzt auch erste Zugéanglichkeits-
studien am mitochondrialen Citratcarrier, einem Mitglied der mitochondrialen Car-
rierfamilie, durchgefiihrt. Die Gruppe um R. S. Kaplan fithrte ortsgerichtete Muta-
genesen auf der Basis des cysteinfreien Proteins durch und mutierte jede Aminoséure
in der vierten Transmembrandoméne zu Cystein (Kaplan et al., 2000). Bei anschlie-
fenden Zugéanglichkeitsstudien wurde angenommen, daf die MTS-Reagentien nur
mit den Aminosaureresten schnell reagieren, die an der wasserzuganglichen Oberfla-
che des Proteins lokalisiert sind. Es konnte eine Beeintrachtigung der Transportakti-
vitdt durch die kovalente Bindung der Reagentien an einen exponierten Cysteinrest
nachgewiesen werden. Uber die Berechnung der Geschwindigkeitskonstanten der
Inhibition der Proteine durch die Bindung eines MTS-Derivates an den Cysteinrest
wurde bestimmt, ob dieser Rest zum Translokationsweg oder zur Lipiddoppelschicht

weist. Ungefahr die Halfte der untersuchten Reste war zur wasserzugédnglichen Seite
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=0

|
A Protein-SH + R—S—8—CH, ——> Procih—S—S—R + H—3—CH,
0

o

B MTSEA: i
2-Aminoethyl-Methanthiosulfonat CH;—S—S—CH,—CH,—NH,
membranpermeabel, neutral

(@)

H.

MTSET: ﬁ h
[2-(Trimethylammonium)-Ethy]l-Methanthiosulfonat CH,—S—S—CH,—CH —N+—CH
membranimpermeabel, positiv geladen 3 2 2 3

o) CH,

MTSES:
(2-Sulfonatethyl)-Methanthiosulfonat CH3 —S—S—CH,—CH, —SO;
membranimpermeabel, negativ geladen

0]

Abbildung 1.4: A: Allgemeines Reaktionsschema der MTS-Reagentien mit der Thiolgrup-
pe eines Cysteinrestes; R=Kopfgruppe. B: Eigenschaften und Strukturformel der drei
MTS-Reagentien MTSEA, MTSET und MTSES.

des Proteins orientiert, wihrend der iibrige Teil der Reste zur wasserunzuginglichen
Seite orientiert war. Dieses Ergebnis legte nahe, dal die wasserzugénglichen Reste
zu dem Substrattranslokationsweg hin orientiert sind, wiahrend die iibrigen Reste
zur Lipidschicht zeigen. Gestiitzt wird diese Vermutung dadurch, daf das Substrat
Citrat und die MTS-Reagentien ungefahr die gleiche Grofke aufweisen.

1.6 Zielsetzung

Der mitochondriale Phosphatcarrier ist ein typisches Mitglied der mitochondria-
len Carrierfamilie (MCF) und ist in der inneren Mitochondrienmembran lokalisiert.
Das 32 kDa Protein ist als Dimer aktiv und fiir die Phosphataufnahme in Mit-
ochondrien verantwortlich. Daten iiber seine dreidimensionale Struktur existieren
bislang nicht. Zur ndheren Untersuchung der Struktur muf daher auf molekularbio-
logische, biochemische und biophysikalische Methoden zuriickgegriffen werden. Mit
Hilfe von Mutagenesestudien, bei denen samtliche geladenen Aminosduren unter-
sucht wurden, konnte gezeigt werden, dak nur 5 essentiell fiir den Phosphattransport
sind (Phelps et al., 1996). Diese 5 Aminosdurereste ligen in der ersten und drit-
ten Transmembranhelix. Weiterhin konnte gezeigt werden, dak die beiden Cysteine

an den Positionen 28 im aktiven Dimer iiber eine Crosslink-Reaktion miteinander
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verbunden werden kénnen (Phelps und Wohlrab, 1993). Diese Experimente lieken
den Schluf zu, daf ein putativer Translokationsweg von den Helices 1 und 3 bei-
der Monomere im aktiven Dimer ausgebildet wird. Zur naheren Charakterisierung
dieses Transportweges soll die Zuganglichkeit von verschiedenen Aminosédureresten
mit MTS-Reagentien untersucht werden. Dazu sollen auf Basis eines rekombinanten
cysteinfreien Proteins, bei dem alle Cysteine gegen Serin ausgetauscht sind, einzel-
ne Cysteinreste an bestimmten Positionen im Protein (A25C, S28C, H23C, S34C,
M35C, D39C, T43C, E126C, D130C, S134C und S300C) wieder eingefiihrt werden.
Ein Teil dieser Positionen zeigt zum putativen Translokationsweg, wihrend der
Rest vom Translokationsweg weg zeigen. Zur Charakterisierung der Transportak-
tivitat sollten die konstruierten rekombinanten Proteine in Liposomen funktionell
rekonstituiert und anschliefend vermessen werden. Dazu mufite jedoch zunachst
das Rekonstitutionssystem optimiert werden, da zu Beginn der Arbeit die beob-
achtete Transportaktivitit um etwa drei Grokenordnungen unter der Aktivitat des
Phosphatcarriers aus Rinderherzen (Stappen und Kramer, 1993) als auch unter
der beobachteten Aktivitidt des Proteins aus S. cerevisiae (Wohlrab und Briggs,
1994) lag. Desweiteren mufite ein System etabliert werden, mit dem die Zuging-
lichkeit dieser Cysteinreste nachgewiesen werden kann. Der Nachweis der Bindung
der MTS-Reagentien an die Cysteine sollte mit Hilfe des ebenfalls thiolspezifischen

Fluoreszenzfarbstoffes Fluorescein-5-Maleimid erfolgen.
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2 Material und Methoden

2.1

Material

. Radioaktive Substanzen: [**P] Phosphat (Amersham Pharmacia, Freiburg

oder Hartmann Analytic, Braunschweig)

Modifizierungsreagentien und Inhibitoren: N-Ethyl-Maleimid (Sigma,
Deisenhofen); Mersalylsdure (Roth, Karlsruhe); Pyridoxal-5-phosphat (Flu-
ka, Neu-Ulm); MTSEA (TRC, Toronto, Canada); MTSES (TRC, Toronto,
Canada); MTSET (TRC, Toronto, Canada); Fluorescein-5-Maleimid (Mole-

cular Probes, Niederlande)

Detergentien: N-Lauroylsarcosinat, Na-Salz (Sigma, Deisenhofen); Triton
X-114 (Sigma, Deisenhofen); SDS (Roth, Karlsruhe), EDTA (Merck, Darm-

stadt); Octylglucopyranosid (Fluka, Neu-Ulm)

Lipide: Phosphatidylcholin aus Truthahneigelb XII-E (Sigma, Deisenhofen);
Cardiolipin, Na-Salz (Sigma, Deisenhofen); Na-Phosphatidat (Sigma, Deisen-
hofen); Phosphatidylethanolamin aus der Sojabohne (AVANTI Polar Lipids,
USA); Phosphatdiylcholin aus der Sojabohne (Sigma, Deisenhofen); E. coli
Lipide Gesamtextrakt (AVANTI Polar Lipids, USA)

. Ionenaustauscher und Chromatographiematerialien: DOWEX 2x8

(Sigma, Deisenhofen); Sephadex G75 (Amersham Pharmacia, Freiburg), Bio-
Beads SM-2 (BioRad, Miinchen)

. Verwendete Medien: 2xYT-Medium: 16 g/1 Trypton; 10 g/l Hefeextrakt;

5 ¢/l NaCl; LB-Medium: 10 g/l Trypton; 5 g/l Hefeextrakt; 10 g/1 NaCl;
TB-Puffer: 10 mM PIPES (pH 6,7); 15 mM CaCly; 250 mM KCI; 55 mM
MnCly; TSS-Puffer: 10 % PEG (M=8000), 10 % DMSO; 20 mM MgSO, in 2-
fach LB-Medium; SOB-Medium: 2,5 mM KCI; 10 mM NaCl; 10 mM MgSOu;
10 mM MgCly; 2 % Bacto Trypton; 0,5 % Hefeextrakt.
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7. Puffer: HEPES (Roth, Karlsruhe); Imidazol (Merck, Darmstadt); Tris (Ap-

pliChem, Darmstadt);

8. Sonstige Chemikalien: Acrylamid/Bisacrylamid-Losung (Roth, Karlsruhe);
DTT (Biomol, Hamburg); S-Mercaptoethanol (Sigma, Deisenhofen); Rinder-
serumalbumin Fraktion V (Roche, Mannheim); Carbenicillin (Hybaid-AGS,
USA); Proteinstandard (low range; BioRad, Miinchen). Nicht aufgefiihrte

Chemikalien waren von p. a. Qualitit und wurden von den Firmen Fluka

(Neu-Ulm), Roth (Karlsruhe) oder Sigma (Deisenhofen) bezogen.

2.2 Verwendete Stamme und Plasmide

Die in dieser Arbeit verwendeten Escherichia coli-Stdmme sowie deren Eigen-

schaften sind in Tabelle 2.1 aufgefiihrt. Die verwendeten Plasmide sind in Tabelle

2.2 zusammengefalt.

Tabelle 2.1: Verwendete F. coli-Stdmme und ihre Eigenschaften

E. coli-Stamm Genotyp

Verwendung, Referenz

DH5«(mer) supE44 AlacU169 ($80lacZAM15)
hsdR17 recAl endA1l gyrA96 thi-1 relAl mecr~

Klonierungen,

Grant et al., 1990

BL21(DE3) hsdS gal (Aclts857 indl Sam7 nin5 lac UV5-TT gene 1)

2.3 Molekularbiologische Arbeiten

Expression,

Studier und Moffatt, 1986

2.3.1 Nihrmedien und Kultivierungsbedingungen fiir E. col:

Fiir die Kultivierung und Plasmidisolierung wurde LB-Vollmedium (Sambrook et
al., 1989) verwendet, fiir die Expression von PiC wurden die Zellen in 2xYT-Medium
(Sambrook et al., 1989) kultiviert. Fiir die Herstellung von Agarplatten wurde LB-
Medium mit 16 g/ Agar autoklaviert. Die Bestimmung des Zellwachstums erfolgte
photometrisch bei einer Wellenldnge von 600 nm (ODggg). Dabei enthilt eine Bak-
terienkultur mit einer ODggp von 1 etwa 10” Zellen pro ml (Miller, 1992). Fiir alle
Klonierungsschritte wurde ausschlieflich der Stamm DHb5a(mer) eingesetzt. Fiir
die Mutagenese wurde das fiir den Phosphatcarrier kodierende Gen in pUCI18 klo-
niert. Die Expression der Konstrukte (pNYHM131-Derivate) erfolgte ausschlieflich

in dem Stamm BL21(DE3).
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Tabelle 2.2: Verwendete Plasmide mit ihren Markern und Eigenschaften

Plasmide Eigenschaften Verwendung, Referenz
pUC18 bla Klonierung, Norrander et al., 1983
pUC18-SSS pUC 18 mit 933 bp Ndel/BamHI PiC Insert diese Arbeit

pUC18-55S-A25C
pUC18-555-528C
pUC18-55S-S30C
pUC18-SSS-H32C
pUC18-55S5-534C
pUC18-SSS-M35C
pUC18-855-D39C
pUC18-55S-T43C
pUC18-SSS-E126C
pUC18-SSS-D130C
pUC18-855-5134C
pUC18-8SS-S300C

durch ortsgerichtete Mutagenese in
pUC18-SSS hergestellte Vektoren mit
einer Aminosauresubstitution an

angegebener Position

diese Arbeit

pET-3a

Amp®, pT7, ColE1, 4,64kb

FExpression, Rosenberg et al., 1987

pNHYM131

pET-3a- mit mirl

Murakami et al., 1993

pNHYM131-S55-A25C
pNHYM131-S55-528C
pNHYM131-SSS-S30C
pNHYM131-S55-H32C
pNHYM131-885-S34C
pNHYM131-SSS-M35C
pNHYM131-SS5-D39C
pNHYM131-S55-T43C
pNHYM131-SSS-E126C
pNHYM131-SSS5-D130C
pNHYM131-555-5134C
pNHYM131-S8S8-S300C

durch Umklonierung eines
Ndel-BamHI-Fragmentes aus
dem entsprechenden pUC18-SSS-Vektor
in den ebenfalls Ndel-BamHI
geschnittenen Vektor pET-3a

diese Arbeit
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Bakterienstamme bzw. die mit den entsprechenden Plasmiden transformierten
Stdémme wurden als Glycerindauerkulturen gelagert. Dazu wurden frische Kultu-
ren, die sich in der stationidren Wachstumsphase befanden, mit Glycerin (50 %
Endkonzentration) versetzt und in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Die Lage-
rung erfolgte dann bei -80 °C oder kurzzeitig bei -20 °C.

Die Anzucht zur Herstellung kompetenter F. coli Zellen erfolgte in SOB-Medium

(Hanahan, 1985). Nach der Transformation wurden die Zellen in das Regenerati-

onsmedium SOC (SOB + 20 mM Glucose) (Hanahan, 1985) tiberfiihrt.

2.3.2 Isolierung von DNA

Plasmid-DNA wurde aus Fliissigkulturen unter Verwendung des GFX™ Micro
Plasmid Prep Kits (Amersham Pharmacia, Freiburg) nach Herstellerangaben iso-
liert. Um grofere Mengen an Plasmid-DNA zu erhalten, wurde das QIAfilter Plas-
mid Midi Kit (QIAGEN, Hilden) verwendet.

2.3.3 Modifikation von DNA

Die verschiedenen Techniken zur in vitro DNA-Rekombination wie Spaltung mit
Restriktionsenzymen oder die Behandlung mit alkalischer Phosphatase wurden nach

Sambrook et al. (1989) durchgefiihrt.

2.3.4 Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese wurde zur Auftrennung von Plasmid-DNA-Fragmen-
ten in 1 %igen Agarosegelen in TAE-Puffer (40 mM Tris-HAc, pH 8,0; 1 mM EDTA)
durchgefiihrt. Die Elektrophorese wurde fiir ca. 90 Minuten bei 95 V durchgefiihrt.
Die einzelnen DNA-Fragmente wurden dann auf einem UV-Transilluminator sicht-
bar gemacht, ausgeschnitten und zur Ligation weiter gereinigt oder dokumentiert

(Video-Geldokumentationsanlage ImageMaster, Amersham Pharmacia, Freiburg).

2.3.5 Extraktion von DNA aus Agarosegelen

Die Extraktion von DNA aus einem Agarosegel erfolgte mit Hilfe des Supelco Kits,

Sigma, nach Herstellerangabe.
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2.3.6 Ligierung von Plasmid-DNA

Die Ligierung von Plasmid-DNA wurde mit einem Ready-To-Go Kits unter Ver-
wendung von T4 DNA Ligase nach Herstellerangaben durchgefiithrt. Es wurden 100

ng Vektor und ein dreifacher Stoffmengentiberschufl an Insert eingesetzt.

2.83.7 Transformation von E. coli

Zur Transformation von DNA wurden in der Regel kompetente DH5a(mcr) Zellen,
die nach einer Vorschrift von Inoue et al. (1990) hergestellt worden waren, verwen-
det. Dabei wurden die Zellen langsam auf Eis aufgetaut. 5-10 ng DNA wurden mit
100 pl kompetenter Zellen auf Eis fiir 30 Minuten inkubiert. Anschliefend wurde
der Transformationsansatz fiir 45 Sekunden auf 42 °C erhitzt, wieder auf Eis abge-
kiihlt und nach Zugabe von 900 pl LB-Medium 1 Stunde bei 37 °C unter Schiitteln
(120 rpm) inkubiert. Der Transformationsansatz wurde auf entsprechenden Agar-
platten ausplattiert und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

Zur Transformation des Expressionsstammes BL21(DE3) wurde die Methode
von Chung et al. (1989) angewendet. Die Zellen wurden hierbei bei einer ODggqg
von 0,4 geerntet und in 1/10 des Ausgangsvolumens TSS-Puffer (I.B-Medium, mit
10 % PEG 8000; 5 % DMSO, 50 mM MgSO,) resuspendiert. Nach Zugabe der
Plasmid-DNA wurden die Zellen 30 Minuten auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von
900 p! LB-Medium wurden die Zellen 1 Stunde bei 37 °C bei 120 rpm geschiittelt

und anschlieflend auf entsprechende Agarplatten ausplattiert.

2.3.8 Ortsgerichtete Mutagenese

Fiir alle Klonierungsschritte wurde das Plasmid pUC18 verwendet. Hierzu wurde
das fiir den Phosphatcarrier kodierende Gen aus dem Expressionsvektor pNYHM 131
in pUC18 umkloniert.

Durch ortsgerichtete Mutagenese wurden rekombinante Phosphatcarrier mit je
einem Aminosdureaustausch konstruiert. Dies erfolgte in Anlehnung an das Quick-
Change™ Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene, Heidelberg). Dazu wurde in
einer PCR-ahnlichen Reaktion mit zwei komplementaren Oligodesoxynukleotiden,
die den gewiinschten Basenaustausch trugen, die Mutation in die neusynthetisier-
ten Strange eingebaut. Bei der Reaktion wurde das gesamte Plasmid amplifiziert.

Anschlielend wurde die ,template”™DNA durch einen Verdau des Ansatzes mit dem
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Restriktionsenzym Dpnl, das nur methylierte und hemimethylierte DNA als Sub-
strat akzeptiert (Nelson und McClelland, 1992), abgebaut. Transformationskompe-
tente K. coli DH5a(mer)-Zellen wurden nach dem Verdau mit der verbleibenden,
mutierten DNA transformiert. In den Zellen wurden die unterbrochenen Strange
durch Ligase verkniipft.

Die in Tabelle 2.3 aufgefithrten Oligodesoxynukleotide wurden zur ortsgerichte-

ten Mutagenese eingesetzt.

Tabelle 2.3: Primer fiir die ortsgerichtete Mutagenese. Die Codons, die ausgetauscht
wurden, sind fett dargestellt. (s: sense; as: antisense).

Mutation | sense Sequenz (5°—3°) Verwendung
C28S s GGC GCC ATA GGG TCT GGG TCG ACT C Konstruktion
as GAG TCG ACC CAG ACC CTA TGG CGC C von SSS
C1348 s GAC ATT GCC TTG TCT CCC CTA GAA GCC Konstruktion
as GGC TTC TAG GGG AGA CAA GGC AAT GTC von SSS
C3008 s GCA CTT TGG GTT CTC CAC CAA CC Konstruktion
as GGT TGG TGG AGA ACC CAA AGT GC von SSS
A25C s CCT AGC CGG CTG TAT AGG GTC TGG G Einfithrung der
as CCC AGA CCC TAT ACA GCC GGC TAG G Mutation A25C
S30C s GGG TCT GGG TGT ACT CAC TCC Einfithrung der
as GGA GTG AGT ACA CCC AGA CCC Mutation S30C
H32C s GGG TCG ACT TGT TCC AGT ATG G Einfithrung der
as CCA TAC TGG AAC AAG TCG ACC C Mutation H32C
534C s CGA CTC ACT CCT GTA TGG TCC CG Einfiihrung der
as CGG GAC CAT ACA GGA GTG AGT CG Mutation S34C
M35C s CAC TCC AGT TGT GTC CCG ATC Einfiihrung der
as CGA TCG GGA CAC AAC TGG AGT G Mutation M35C
D39C s GGT CCC GAT CGT TGT CGT TAA GAC G Einfithrung der
as CGT CTT AAC GAC ACA GAT CGG GAC C Mutation D39C
T43C s GAT GTC GTT AAG TGT AGA ATC CAA C Einfithrung der
as GTT GGA TTC TAC ACT TAA CGA CAT Mutation T43C
F126C s GCC ATG GCC TGT TTC TTG GC Finfiihrung der
as GCC AAG AAA CAG GCC ATG GC Mutation E126C
D130C s CCG AAT TCT TGG CAT GTA TTG CCT TGG Finfiihrung der
as CCA AGG CAA TAC ATG CCA AGA ATT CGG | Mutation D130C

2.3.9 DNA-Sequenzierung

Zur Uberpriifung von Klonierungen und Mutationen wurden die jeweils konstru-
ierten Plasmide sequenziert. Die Sequenzreaktion basiert auf der Kettenabbruch-
methode von Sanger et al. (1977) und wurde nach Zimmermann et al. (1990)

modifiziert. Bei dieser Methode wird der Kettenabbruch von Didesoxynukleotiden
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ausgelost, die mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen markiert sind. Die Reak-
tion entspricht einer abgewandelten PCR, in der eine modifizierte AmpliTaqg DNA
Polymerase eingesetzt wird. Die Sequenzierreaktion wurde nach Herstelleranga-
ben durchgefiihrt (ABT PRISM”M Big Dye Reaction Terminator Cycle Sequencing
Kit, PE Applied Biosystems, Weiterstadt). Die Sequenzierprodukte wurden mit ei-
ner automatischen Sequenzierapparatur ABI PRISM 310 (PE Applied Biosystems,
Weiterstadt) kapillarelektrophoretisch getrennt und detektiert.

Tabelle 2.4: Primer fiir die Sequenzierung (s: sense; as: antisense).

Oligonukleotid | sense Sequenz (5’-3") Verwendung
T7-Primer 3 ATT AAT ACG ACT CAC TAT AGG Sequenzierung in pET-3a
T7-Terminator as GCT AGT TAT TGC TCA GCG G Sequenzierung in pET-3a
PIC T 3 GGT GTC GGG GCT GGC Sequenzierung in pUC18-SSS
PIC II 3 GCC TTC AAG TTC GGT GG Sequenzierung in pUC18-SSS
PIC TIT s CGG ATT CGC CGG TCC Sequenzierung in pUC18-SSS
-48rev as AGC GGA TAA CAA TTT CAC ACA GGA | Sequenzierung in pUC18-SSS

2.4 Biochemische Methoden

2.4.1 Praparation des Phosphatcarriers aus inclusion bodies

Die Anzucht der E. coli-Zellen erfolgte nach einer Vorschrift von Wohlrab und Briggs
(1994). Fiir die Expression von PiC' wurde 2xYT-Medium (50 mg/l Carbenicillin)
mit einer Vorkultur des Expressionsstamms angeimpft und unter starkem Schiitteln
bei 37 °C bis zu einer ODgyo von etwa 0,6 herangezogen. Durch Zugabe von 1 mM
IPTG und weiteren 25 mg/l Carbenicillin wurde die Expression induziert. Nach
weiteren 3 h wurden die Zellen abzentrifugiert (15 Minuten, 4.000 x g, 4 °C), ein-
mal mit TE-Puffer (10 mM Tris; 0,1 mM EDTA; pH 7) gewaschen und dann bei
-20 °C gelagert. Die folgenden Schritte der Aufarbeitung wurden auf Eis durchge-
fithrt. Die Zellen aus 250 ml Medium wurden in 10 ml TE-Puffer (10 mM Tris;
0,1 mM EDTA; pH 7) suspendiert, mit Hilfe einer French press (SLM Aminco, Ro-
chester, USA; grofe Zelle, 16.000 psi) aufgeschlossen und 10 Minuten zentrifugiert
(12.000 x g; 4 °C). Das Prazipitat wurde in 10 ml TE-Puffer homogenisiert und
2 Minuten zentrifugiert (1.100 x g; 4 °C). Der Uberstand mit den inclusion bodies
wurde aliquotiert und die inclusion bodies sedimentiert (12.000 x g; 5 Minuten; 4
°C). Das Protein wurde bei -20 °C gelagert.
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2.4.2 Rekonstitution
2.4.2.1 Vorbereitung der Truthahnlipide

Die kduflich erworbenen Truthahnlipide von Sigma, Deisenhofen, wurden langsam
auf Raumtemperatur aufgewdrmt. Die Lipide wurden dann in Puffer (50 mM HE-
PES) resuspendiert und auf eine Konzentration von 100 mg/ml eingestellt. Nach-
dem die Lipide fast vollstandig resuspendiert waren, wurden die Lipide fiir 10 Mi-
nuten in einem Rosettengefal bei einem duty cycle von 30 % und einer Beschallin-
tensitat von 3 beschallt. Anschliefend wurden die Lipide aliquotiert und bei -20 °C
gelagert.

2.4.2.2 Vorbereitung der E. coli Lipide

Der E. coli total lipid extract (Avanti Polar Lipids Inc. USA) wurde bei -20 °C in
Chloroform gelagert. Vor der Verwendung der Lipide wurde an einem Rotationsver-
dampfer das Chloroform entfernt. Anschliekend wurden die Lipide fiir mindestens
10 Minuten an einem Lyophyllisator vollstandig getrocknet. Die trockenen Lipi-
de wurden dann in Puffer (50 mM HEPES, pH 6,8; 1,5 % Octylglucopyranosid)
resuspendiert und auf eine Konzentration von 100 mg/ml eingestellt. Die Lipid-
suspension wurde in Dialyseschlauche gefiillt und gegen 50 mM HEPES mit 1 mM
B-Mercaptoethanol dialysiert. Der Dialysepuffer wurde viermal nach ca. 4-5 h ge-
wechselt. Die erhaltenen, resuspendierten Lipide wurden dann aliquotiert und bei

-20 °C gelagert.

2.4.2.3 Rekonstitution nach Rigaud (Rigaud et al., 1995)
2.4.2.3.1 Triibungsmessungen

Bei der Rekonstitution nach Rigaud wird das Protein in bereits zu 25 % solubilisier-
te Liposomen eingebaut. Zur Bestimmung der Detergenzmenge, die zur 25 %igen
Solubilisierung der Liposomen benotigt wird, wurde eine Triibungsmessung durch-
gefiihrt. Hierzu wurden unterschiedliche Mengen einer zuvor fiir 4 Minuten be-
schallten Truthahnlipidsuspension in fliissigem Stickstoff schockgefroren und lang-
sam wieder aufgetaut. Um Liposomen einheitlicher Groke zu erhalten, wurde die
Losung 15 mal durch einen 400 nm Polycarbonatfilter (Milsch Equipment, Lauden-
bach) extrudiert. Bei dem hierzu verwendeten Extruder handelte es sich um einen
LiposoFast™ -Basic der Firma Avestin Inc., Ottawa, Kanada. Die optische Dichte

dieser Liposomensuspension wurde im Photometer bei 600 nm bestimmt. Durch
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sukzessiven Zusatz der Detergentien konnte die zunehmende Solubilisierung der Li-
posomen bis hin zur vollstandigen mized micelles-Bildung {iber die Abnahme der

optischen Dichte bestimmt werden.

2.4.2.3.2 Rekonstitution

Eine 10 %ige Phosphatidylcholinsuspension aus Truthahneigelb (SIGMA, Deisen-
hofen) wurde fiir 5 Minuten in einem Eisbad bei einem duty cycle von 30 % und
einer Beschallintensitidt von 3 beschallt (Branson Sonifier W-250, Branson Sonic
Power Co., Danbury, USA). Zur Rekonstitution wurden bei einem Gesamtvolumen
von 700 pl 112 ul beschallte Liposomen mit Puffer (30 mM KP;, pH 6,8; 50 mM
HEPES, pH 6.8; Endkonzentrationen) verdiinnt, in fliissigem Stickstoff eingefroren
und langsam aufgetaut. Nach 15 maligem Extrudieren durch einen 400 nm Polycar-
bonatfilter wurde eine homogene Liposomensuspension hergestellt. Dieser Losung
wurden 70 pl 10 % Triton X-114 (v/v) zugesetzt und der Ansatz fiir 30 Minuten
bei Raumtemperatur unter leichtem Schiitteln inkubiert. Das solubilisierte Protein
wurde 10 Minuten spéter zugegeben. Um das Detergenz wieder aus der Lésung
zu entfernen, wurden BioBeads zugegeben. An diese Kiigelchen adsorbieren die
Detergentien und Proteoliposomen bilden sich aus. Durch zweimalige Zugabe der
Hfachen Menge (w/w) an BioBeads (bezogen auf die eingesetzte Detergenzmenge)
und jeweilige Inkubation fiir 1Th bei Raumtemperatur und eine weitere Zugabe der
10fachen Menge an BioBeads und anschliekender Inkubation #i.N. bei 4 °C konnte

das Detergenz entfernt werden.

2.4.2.4 Rekonstitution nach Kramer und Heberger (1986)

Das hier beschriebene Verfahren beruht auf der Inkorporation der Carrierproteine
in Liposomen durch kontinuierliche Abreicherung des Detergenz mittels Chroma-
tographie auf kleinen Polystyrolkugeln. Dazu wurde zunéchst der Phosphatcarrier
aus den inclusion bodies in Solubilisierungspuffer (10 mM Tris; 0,1 mM EDTA; pH
7,0; 1,5 % SLS) gelost. Die Lipide wurden aufgetaut und mit Hilfe eines Ultra-
schallgeriites 10 Minuten auf Eis beschallt (Branson™ Sonifier 250, Branson Power
Co., Danbury, USA; 30-40 % duty cycle, oulput-Stufe 4). Fiir einen Rekonstituti-
onsansatz wurden zunachst nacheinander die Proteinlésung, die beschallten Lipide
(Endkonzentration 16 mg/ml) und das nichtionische Detergenz Triton X-114 (End-
konzentration 1 %) gemischt und griindlich gevortext. Anschliefend wurden Puffer

(30 mM KP;, pH 6,8; 50 mM HEPES, pH 6,8; Endkonzentrationen) hinzugefiigt,
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mit Wasser auf das Endvolumen (700 pl) aufgefiillt und erneut gevortext. Der
Rekonstitutionsansatz sollte triitb und opaleszierend sein.

Nach ca. 30 miniitiger Inkubation bei RT wurde der Reaktionsansatz fiinfzehn-
mal iiber eine BioBeads-Sdule (600 mg BioBeads pro Saule) gegeben. Dabei formen

sich die Proteoliposomen.

2.4.3 Transportmessungen

Die Optimierung der Methode zur Messung der Transportaktivitdt war Teil dieser
Arbeit.

Szintillationszahlung

Abbildung 2.1: Schema der aktuellen Mektechnik. Durch Zugabe der Startlésung
(A) wird die Messung gestartet. Zu einem gewiinschten Zeitpunkt wird die Re-
aktion durch Transfer mit Hilfe einer Achtkanal-Pipette in die Stoplosung (B)
gestoppt und im direkten Anschluf auf die schon vorbereiteten DOWEX 2x8-
Anionenaustauschsiulen gegeben (C). Nach Waschen mit 150 mM Saccharose kon-
nen die Auffanggefifie in die Szintillationsgefdfe {iberfithrt und die Radioaktivitét
gezihlt werden (D).

2.4.3.1 Transportmessung mit der Mehrfachfiltrationsanlage

Diese Mefmethodik wurde sowohl wéhrend der Optimierung der Mefmethode als
auch bei der Messung der Proteoliposomen, die nach Rigaud rekonstituiert wurden,
verwendet. Dabei wurden die Transportmessungen durch Gabe von radioaktiv mar-
kiertem Phosphat (ca. 500000 cpm) zu 350 pl Proteoliposomensuspension gestartet.

Nach verschiedenen Zeitpunkten wurden 50 pl der Losung entnommen, tiber einen
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0,2 pm Cellulosemischesterfilter (Millipore, Eschborn) mit einer Mehrfachfiltrati-
onsanlage (Hoefer, Pharmacia Biotech) abfiltriert und dreimal mit 2,5 ml HEPES
(150 mM) gewaschen. Die Filter wurden entnommen, mit 3,8 ml Szintillationscock-
tail (Rotiszint ecoplus, Roth, Karlsruhe) versetzt und die auf dem Filter verbliebene

Radioaktivitat in einem Szintillationszéhler (Multi Purpose-Scintillations Counter

LS 6500, Beckman Coulter, Miinchen) bestimmt.

2.4.3.2 Transportmessung mit Hilfe von Anionenaustauschern

Bei der Transportmessung mit Hilfe von Anionenaustauschern wurde die Reaktion
durch Zugabe von radioaktiv markiertem **P-Phosphat gestartet. Durch Pyridoxal-
5’-Phosphat wurde nach Ablaufen der Mefzeit das Protein inhibiert. Das nicht
aufgenommene Substrat wurde iiber Anionenaustauschsdulen abgetrennt und die in
die Liposomen aufgenommene Menge an radioaktiv markiertem Phosphat mit Hilfe
eines Szintillationszihlers (Multi Purpose-Scintillations Counter LS 6500, Beckman
Coulter, Miinchen) bestimmt. Im folgenden soll hier auf nur die Messungen mit dem

optimierten System unter Verwendung von Mehrkanalpipetten eingegangen werden

(Deuber, 2000). In Abbildung 2.1 ist der Ablauf der Messung dargestellt.

2.4.3.3 Préiparation der Anionenaustauschsiulen

Vor den eigentlichen radioaktiven Messungen mufiten die Anionenaustauschsdulen
vorbereitet werden. Diese bestehen aus ca. 1 ml DOWEX 2x8 in mit Glaswolle ab-
gedichteten Pasteurpipetten. Vor Benutzung der Anionenaustauschsdulen werden
diese von der Chloridform in die Acetatform {iberfithrt. Dazu wurden die Séulen
nacheinander mit 3 Volumenédquivalenten 1 M Natronlauge, 1 Volumenéquivalent
Wasser, 3 Volumenédquivalenten 1 M Essigsdure, 2 Volumendquivalenten 3 M Natri-
umactetatlosung und 3 Volumenaquivalenten 100 mM Natriumacetatlosung gespiilt.
Um Wechselwirkungen der Proteoliposomen mit dem Anionenaustauscher zu ver-
hindern, wurde jede Sdule anschliefend einmal mit 400 pl Konditionierlosung (2 g/1
BSA, 2 g/l Phosphatidylcholin in 100 mM Natriumacetat; pH zwischen 8 und 9)
gespiilt.

2.4.3.4 Innenvolumenbestimmung

Das Innenvolumen wurde iiber eine **P-Phosphatverteilung bestimmt. Dazu wur-
den die Liposomen in Gegenwart von **P-Phosphat hergestellt und das dukere Me-

dium {iber eine Gelfiltrations-Chromatographie (Sephadex G75 Séule, 6 ml Saulen-
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volumen, Pharmacia Biotech, Freiburg) abgetrennt. Die Liposomen wurden aufge-
fangen und das Gesamtvolumen bestimmt. Verglichen wurden die cpm der Probe
(bezogen auf das Gesamtvolumen) vor der Gelfiltration und die Gesamtcounts nach
der Gelfiltration. Dies ergab das prozentuale Innenvolumen, welches in yl/mg Phos-

pholipid umgerechnet wurde.

2.4.3.5 Vortausch

Die iiber Rekonstitution hergestellten Proteoliposomen und die Stoplésung (20 mM
Pyridoxal-5-Phosphat in 1M Imidazol) wurden nun in je einer Mikrotiterplatte
aliquotiert. Die Startlosung (50 mM HEPES, pH 6,8; 30 mM KP,;, pH 6,8; ra-
dioaktiv markiertes H3**POy (ca. 50.000 cpm/ul)) wurde in einer Spalte einer
dritten Mikrotiterplatte vorgelegt. Jeglicher Fliissigkeitstransfer erfolgte mit Hilfe
von Achtkanal-Pipetten.

Die Reaktion wird fiir jeden Mefzeitpunkt (d. h. spaltenweise) durch Zugabe
von Startlosung (10 pl) zu den Liposomen (100 pl) gestartet. Die Reaktion wurde
durch Uberfithren des Transportansatzes (95 pl) zu einem bestimmten Zeitpunkt in
die Stoplosung (10 pl) gestoppt. Fiir die Nullpunktsmessung wurden erst Liposomen
(95 pl) und anschliefend Startlosung (10 pl) zur Stoplosung (10 ul) gegeben. Ein
definierter Teil dieses Reaktionsansatzes (95 pl) wurde auf die zuvor praparierten
Anionenaustauschersdulen gegeben und die Liposomen mit 1 ml 150 mM Sucrose
in kleine Gefife isoliert. Nach Uberfiihren dieser Gefife in die Szintillationsgefife
konnte die aufgenommene Menge an radioaktivem Phosphat in die Liposomen im
Szintillationszdhler gemessen werden.

Die Transportaktivitit wurde mit Hilfe eines Computerprogrammes
(Microcal™  Origin™  Version 4.1, Microcal Software, Inc., Northhampton,
MA, USA) berechnet, das den zeitlichen Verlauf der Isotopendquilibrierung (Ex-
ponentialfunktion) einem Prozef erster Ordnung angleicht. Die Aufnahme y von
radioaktivemn Phosphat (in cpm) im Austauschmodus kann durch eine exponentielle

Funktion der Form

y=yo+A-e 2 (2.1)

beschrieben werden. Dabei ist yo die radioaktive Menge zum Startzeitpunkt, A
die Amplitude der Aufnahme, x die Zeit und t% die Halbwertszeit der Aufnahmera-
te. Die Anfangsaufnahmerate ARg [cpm/min| wurde durch Division von A und b1
bestimmt. Die spezifische Radioaktivitdt r,p,., [cpm/mol| des Phosphats ergibt sich

zZu:
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T'spez = (ﬂi‘/ (2.2)

wobei G die Gesamtcounts pro Mebpunkt darstellt, cp; die Phosphatkonzentra-

tion im Mekansatz und V das Volumen des MeRansatzes (110 pl) ist. Die spe-

zifische Transportaktivitit des Phosphatcarriers TA [pmol/min-mg| wird aus der

Anfangsaufnahmerate ARg, der spezifischen Radioaktivitédt rs,., und der Protein-
menge M pyorein €] berechnet:

TA= Ao (2.3)

T'spez * M Protein * T

Da die Aktivitdat der tatsachlich vermessenen Probe bestimmt wird, muf noch
ein Korrekturfaktor x einbezogen werden, der die Verdiinnungen der urspriinglichen

Proteinmenge beriicksichtigt, die wahrend der Messung durchgefithrt wurden.

2.4.3.6 Riicktausch

Mit der Riicktauschtechnik wurde der Export von radioaktiv markiertem Substrat
aus den Proteoliposomen gemessen. Dazu war es erforderlich, die Proteoliposomen
zunachst mit markiertem Substrat zu beladen. Hierzu wurden die Proteoliposomen
(1400 wl) mit **P-Phosphat (ca. 1.000.000 cpm) fiir 30 Minuten bei RT inkubiert.
In dieser Zeit wurde das radioaktiv markierte Phosphat {iber den Antiportmodus
des Proteins in die Proteoliposomen aufgenommen, bis ein Gleichgewichtszustand
erreicht war. Anschliefend wurde das Protein durch Zugabe von Mersalylsdure
(0,3 mM Endkonzentration) reversibel inhibiert, um einen Export des internen Sub-
strats zu verhindern. Das externe Substrat konnte dann durch Grofenausschlufi-
chromatographie entfernt werden. Dazu wurden die verwendeten Sephadex GT75
Saulen mit 130 mM HEPES (pH 6.,8) dquilibriert. Die so erhaltenen, vorbelade-
nen Proteoliposomen konnten einer Riicktauschmessung unterzogen werden. Dazu
wurden sie in Mikrotiterplatten aliquotiert (je 100 pl). Der Start der Kinetik er-
folgte durch Gabe von 50 mM DTT. Die Reaktion wurde durch Uberfiihren des
Transportansatzes (95 pl) zu einem bestimmten Zeitpunkt in die Stoplosung (10 pl;
40 mM Pyridoxal-5-Phosphat) gestoppt. Ein definierter Teil des Reaktionsansatzes
(95 pl) wurde auf die zuvor praparierten Anionenaustauschsidulen gegeben und die
Liposomen mit 1 ml 150 mM Saccharose in kleine Gefife isoliert. Nach Uberfiih-
ren dieser Gefiafe in die Szintillationsgefafie konnte die aufgenommene Menge an

radioaktivem Phosphat in die Liposomen im Szintillationszidhler gemessen werden.
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Die Transportaktivitdt der Riicktausch-Experimente wurde ebenfalls mit Hilfe
von Microcal™ Origin™ Version 4.1, Microcal Software, Inc., Northhampton, MA,
USA, berechnet. Die Mefipunkte werden dabei den folgenden Gleichungen angepaft
(Dierks et al., 1988). Zur Berechnung von Riicktauschkinetiken muf der Startwert
(cpmg) und der Endwert (cpmy,) der Isotopendquilibrierung bekannt sein. Der

prozentuale Aquilibrierungsgrad a einer Kinetik zum Zeitpunkt t ergibt sich aus:

(cpmo — cpmy)

a =100 -
(epmo — epmeo)

(2.4)

Wenn die Menge des externen Substrats die des internen um ein Vielfaches
iibersteigt, kann die Zeitabhéngigkeit der prozentualen Isotopenaquilibrierung wie

folgt beschrieben werden:

a=100- (1 —e™™) (2.5)

Aus den so erhaltenen Werten fiir die apparente Geschwindigkeitskonstante er-
ster Ordnung k [min™"] ergibt sich der zeitliche Verlauf der Isotopeniquilibrierung,
da innerhalb eines einzelnen Experiments mit identischen Proteoliposomen die ap-
parenten Geschwindigkeitskonstanten direkt miteinander vergleichbar sind (Dierks
et al., 1988). Durch Multiplikation der apparenten Geschwindigkeitskonstanten k
mit dem aktiven Innenvolumen V;, und der internen Substratkonzentration S;, wird
die Austauschaktivitat v’ [uM/min] berechnet:

o' =k Vin Sin (2.6)

2.4.3.7 Efflux

Zur Messung des Effluxmodus wurden die Liposomen zunédchst wie fiir den Riick-
tausch vorbehandelt: Beladung im Antiportmodus, reversible Inhibition des Phos-
phatcarriers mit 0,3 mM Mersalylsdure, Abtrennung des externen radioaktiv mar-
kierten Mediums iiber Gelfiltration. Zum Starten des Efflux wurde jetzt HgCl,
in verschiedenen Konzentrationen zu den vorbeladenen Proteoliposomen gegeben.
Als Stopreagenz wurde 40 mM PLP mit 10 mM DTT eingesetzt. Externe an-
ionische Substrate wurden mit dem Anionenaustauscher Dowex 2x8 (Acetatform)

abgetrennt.
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2.4.4 Proteinbestimmungen

Je nach Bedarf wurden verschiedene Proteinbestimmungen angewendet. Der Pro-
teingehalt von solubilisierten inclusion bodies des Phosphatcarriers wurde durch
eine modifizierte Methode nach Lowry et al. (1951) bestimmt. Die Quantifizierung
von Protein in Proteoliposomen zur Bestimmung der Einbaurate erfolgte entwe-
der nach Kaplan und Pedersen (1985) oder iiber eine Analyse mittels SDS-PAGE.
Hierzu wurden Proteoliposomen, die theoretisch 2 ug Protein enthielten, mit Puffer
(30 mM KP,, pH 6,8; 50 mM HEPES, pH 6,8) verdiinnt und sedimentiert (350.000
x g; 20 Minuten; 15°C). Die sedimentierten Liposomen wurden in 15 pl Solubilisie-
rungspuffer (10 mM Tris; 0,1 mM EDTA; pH 7.0; 1,5 % SLS) bei RT fiir 30 Minuten
solubilisiert, mit 4x Probenpuffer versetzt und neben einer Standardreihe aus so-
lubilisiertem Phosphatcarrier aufgetragen. Die Visualisierung der Proteine nach
Auftrennung durch SDS-PAGE (vgl. 3.4.6) erfolgte mittels Silberfarbung (Blum et
al., 1987).

2.4.5 Polyacrylamidgelelektrophorese

SDS-Polyacrylamidgele wurden nach einer Vorschrift von Lammli (1970) hergestellt.
Zur Bestimmung der Einbauraten in Proteoliposomen und zum Nachweis der Bin-
dung der MTS-Reagentien wurden 10 %ige Trenngele verwendet. Die Elektropho-
rese wurde zur Bestimmung der Einbauraten und zum Nachweis der Bindung der
MTS-Reagentien iiber Nacht mit 65 V fiir 21 h durchgefithrt. Zur Visualisierung
der exprimierten Proteine wurden 12 %ige Trenngele verwendet. Nach der Gel-
elektrophorese wurden die Gele je nach Verwendung mit Coomassie Brilliant Blau
(Sambrook et al., 1989) gefarbt oder eine Silberfirbung nach Blum (Blum et al.,
1987) durchgefiihrt.

2.4.6 Zuganglichkeitsstudien

Zur Untersuchung von Zugéanglichkeiten von einzelnen Cysteinresten des mitochon-
drialen Phosphatcarriers wurden diese Proteine wie unter 2.4.2.4 beschrieben re-
konstituiert.

Zur Etablierung des Mefsystems wurden die Proteoliposomen mit verschiede-
nen Konzentrationen von MTSEA, MTSET und MTSES fiir 15 Minuten bei RT

inkubiert. Wahrend dieser Inkubationszeit wurden die Proben, die anschlieffend ra-
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dioaktiv vermessen werden, aliquotiert. Die kinetische Transportmessung erfolgte
dann wie unter 2.4.3.5 beschrieben.

Um die Reaktion der MTS-Reagentien mit dem im Protein vorhandenen Cy-
stein nachzuweisen, wurde die Reaktion eines weiteren Proteoliposomen-Aliquots
gestoppt. Dies geschah durch Verdiinnung der Proteoliposomen in Rekonstituti-
onspuffer (30 mM KP;, 50 mM HEPES, pH 6,8) und anschlieBender Zentrifugation
(90.000 rpm, 15°C, 20 Minuten). Die Verdiinnungsrate ist abhingig von dem einge-
setzten Protein-zu-Lipid Verhéltnis, das je nach Experiment zwischen 1.5 ug Pro-
tein/mg Lipid und 15 pg Protein/mg Lipid schwankte. Das erhaltene Pellet wurde
in 15 pl Solubilisierungspuffer (10 mM Tris; 0,1 mM EDTA; pH 7,0; 1,5 % SLS)
gelost und fiir 30 Minuten bei RT inkubiert. Der Nachweis der Bindung der MTS-
Reagentien erfolgte iiber Fluoreszenzlabeling nach Meuller und Rydstrom (1999).
Zu den solubilisierten Proteoliposomen wurde 15 mM NaP;, pH 8 und anschlielend
160 M Fluorescein-5-Maleimid gegeben. Es wurde fiir mindestens eine Stunde bei
Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Dabei reagieren alle Cysteine mit dem
Fluoreszenzfarbstoff, die bisher noch nicht mit MTS-Reagentien reagiert haben.
Parallel hierzu wurde eine Eichreihe mit der jeweilig entsprechenden Menge an so-
lubilisiertem Protein vorbereitet. Anschliefend wurde die Reaktion durch Gabe von
5 mM L-Cystein gestoppt. Die Proben wurden jetzt wie unter 2.4.5 beschrieben fiir
die Gelelektrophorese vorbereitet und iiber Nacht der Elektrophorese unterzogen.
Nach dem Ende der Elektrophorese wurde das Gel zunéchst kurz gewdssert. Es
erfolgte erst die Auswertung zur Fluoreszenzmarkierung am Fluoreszenzimager; an-
schliefend wurde das Gel einer Silberfarbung unterzogen (Blum et al., 1987), um
die Einbauraten nachzuweisen.

Fiir die zeitlich aufgelésten Zugéanglichkeitsstudien wurden die Proteine wie un-
ter 2.4.2.4 beschrieben rekonstituiert. Das Protein-zu-Lipid Verhéltnis schwankte
dabei je nach Einbaueffizienz der verschiedenen rekombinanten Proteine zwischen
5 ug Protein/mg Lipid und 25 ug Protein/mg Lipid. Zur Untersuchung der Zu-
ganglichkeit wurde in Mikrotiterplatten die zweifache Menge Cystein verglichen
mit dem verwendeten MTS-Reagenz als Stoppreagenz der Labelreaktion vorgelegt.
Die MTS-Reaktion wurde durch Gabe von 2,5 mM MTSEA, 1 mM MTSET bzw.
10 mM MTSES gestartet und nach 30 Sekunden, 1 Minute, 2 Minuten und 5 Mi-
nuten durch Pipettieren eines Aliquots (100 pl) in die Stopplosung gestoppt. 50 ul
wurden anschliefend in Puffer (50 mM HEPES, pH 6,8; 30 mM KP;, pH 6,8) 1:60
verdiinnt und zentrifugiert (90.000 rpm, 15 °C, 20 Minuten). Der Uberstand wurde

verworfen, das Pellet fiir ca. 1-2 Stunden bei Raumtemperatur getrocknet und an-
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schliekend in 15 pl Solubilisierungspuffer gelést. Die weitere Aufarbeitung und das
Markieren mit Fluorescein-5-Maleimid erfolgte wie oben beschrieben.

Zur Aktivitdtsmessung wurde die Zugénglichkeitsreaktion an Proteoliposomen
nach 5 Minuten mit 10 mM DTT gestoppt. Die Proben wurden aliquotiert und wie

unter 2.4.3.2 beschrieben vermessen.
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3 Ergebnisse

3.1 Optimierung des Mefisystems

Viele mitochondriale Carrier wurden bislang sowohl im nativen System, den Mito-
chondrien, als auch im artifiziellen System (Proteoliposomen) charakterisiert. Beim
mitochondrialen Phosphatcarrier konnte fiir den homologen Phosphataustausch in
Rinderherzmitochondrien eine Aktivitat von 70 U/mg Protein gemessen werden
(Krdmer und Palmieri, 1992). Fiir aus Rinderherzen isolierten Phosphatcarrier
wurde fiir den Phosphataustausch im rekonstituierten System eine Aktivitat von
120 U/mg Protein gemessen (Stappen und Kramer, 1994). Ahnliche Werte ergaben
sich fiir PiC aus S. cerevisiae - sowohl fiir aus Hefe isoliertes (Guerin et al., 1990)
als auch fiir heterolog exprimiertes Protein (Wohlrab und Briggs, 1994). Rekon-
stitutionsversuche und anschliefende Transportmessungen von heterolog exprimier-
tem Protein mit Hilfe des bisher in unserer Arbeitsgruppe verwendeten Mefsystems
zeigten jedoch nur eine maximale Aufnahmerate von 0,1 U/mg Protein. Eine glaub-
wiirdige Interpretation der Ergebnisse war in diesemn Mefsystem so nicht méglich.
Daher mufliten sowohl das Meksystem als auch die Methode zur Rekonstitution
optimiert werden. Dabei wurde das Mefisystem durch ein zuverldssigeres, fehlerre-
duzierteres und durchsatzstarkeres Mefsystem mit Mehrkanalpipetten ersetzt (vgl.
Abb. 2.1; Deuber, 2000). Zur Optimierung der Rekonstitution wurde die Wir-
kung verschiedener Lipidmischungen, Rekonstitutionsmethoden und Detergentien

untersucht.

3.1.1 Vorbehandlung des Proteins

Zur Optimierung der Rekonstitution kénnen beispielsweise die verwendeten Deter-
gentien variiert werden. Im SLS-solubilisierten Zustand liegt PiC in monomerer
und denaturierter Form vor. Aktiv ist das Protein jedoch nur als Dimer. Es konnte
gezeigt werden, daf der mitochondriale Phosphatcarrier nach einer Dialyse gegen
das nichtionische Detergenz Ci2Es von seiner monomeren Form in die dimere Form

tibergeht (Schroers, 1998). Das Protein wird durch den Detergenzaustausch rena-
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turiert. In dieser Arbeit wurde der Einfluf von renaturiertemn PiC bei der Rekonsti-
tution in Liposomen aus Truthahneigelblipiden untersucht. Zum einen wurde der
Zusatz von 0.5 % Ci3Es zum solubilisierten Protein, aber auch der Einfluk des De-
tergenzaustauschs von SLS gegen C;2Eg untersucht. In beiden Féllen konnte jedoch
keine Verbesserung der Transportaktivitiat nachgewiesen werden. Auch ein Ersatz
von dem zur Rekonstitution verwendeten Detergenz Triton X-114 durch Ci3Eg zur

vollstandigen Solubilisierung der Liposomen war nicht erfolgreich.

3.1.2 Rekonstitution nach Rigaud (Rigaud et al., 1995)

Zur funktionellen Rekonstitution von Membranproteinen werden verschiedene Me-
thoden verwendet. Der mitochondriale Phosphatcarrier wurde bisher nach der Me-
thode von Kramer und Heberger (1986) in Liposomen aus Truthahneigelblipiden
rekonstituiert. Dabei wurden vorgeformte Liposomen durch Detergenzzugabe voll-
standig solubilisiert. In der vorliegenden Arbeit wurde auch die Rekonstitution
des mitochondrialen Phosphatcarriers nach der Methode von Rigaud durchgefiihrt.
Dabei wird das solubilisierte Protein in vorgeformte und zu 25 % solubilisierte Li-
posomen eingelagert. Die zur Solubilisierung notwendige Detergenzkonzentration
wurde mittels Extinktion bei 600 nm bestimmt. Fiir Ci3Eg betrigt diese Konzen-
tration 0,5 % und fiir Triton X-100 1 %. Da wassrige Losungen von Triton X-114
bei Konzentrationen um 1 % triib sind, wurde die bendtigte Detergenzkonzentration
auf 1 % geschitzt. Mit diesen Konzentrationen wurde der Ansatz nach Rigaud auch
fiir den Phosphatcarrier durchgefithrt. Fiir diese Untersuchungen wurden kauflich
erworbene Lipide aus Truthahneigelb verwendet. Die zur Solubilisierung verwende-
ten Detergentien wurden durch portionsweise Zugabe von BioBeads aus dem Re-
aktionsansatz entfernt und die Proteine dabei in die Lipiddoppelschicht integriert.
Die erhaltenen Proteoliposomen besalien bei einem Protein-zu-Lipid Verhéltnis von
0,2 ug Protein/mg Lipid ein Innenvolumen von 5,4 ul/mg Phospholipid. Liposomen
ohne Protein wiesen ein Innenvolumen von 5,1 pl/mg Phospholipid auf.

Das Abtrennen des externen radioaktiven Phosphats von den Proteoliposomen
nach einer Messung erfolgte sowohl mit Hilfe der Filtermethode als auch mit Hilfe
der Tonenaustauschchromatographie (Dowex-Saulen). Bei der Filtration wird das
aufiere Medium abgetrennt, und die Proteoliposomen adsorbieren an Nitrocellulose-
Mischesterfilter. Uber die Messung der auf dem Filter verbliebenen Radioaktivitit
konnte die Aufnahmerate bestimmt werden. Bei der Verwendung der Dowex-Saulen
wurde wie unter 2.4.3.5 beschrieben vorgegangen. Es konnte weder bei der Filtrati-

on noch bei der Verwendung der Dowex-Séulen eine signifikante Transportaktivitat
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festgestellt werden. Auch nach Extrudieren der Proteoliposomen konnte keine si-

gnifikante Aktivitdt nachgewiesen werden.

3.1.3 Variation der zur Rekonstitution verwendeten Lipide

Nachdem die Rekonstitution nach Rigaud nicht erfolgreich war, wurde jetzt der Ein-
fluf unterschiedlicher Lipidmischungen zur Rekonstitution nach der herkémmlichen
Methode von Kramer und Heberger (1986) untersucht.

Die Gruppe um Wohlrab verwendet zur funktionellen Rekonstitution des mi-
tochondrialen Phosphatcarriers Ca-Phosphatidat, Phosphatidylcholin (Sojaboh-
ne) und Phosphatidylethanolamin (Sojabohne) in einem Verhiltnis von 1:25:31,5
(Wohlrab und Briggs, 1994). Diese Lipidmischung wurde ebenfalls getestet, jedoch
wurde Na-Phosphatidat anstelle von Ca-Phosphatidat eingesetzt. Das zur Rekon-
stitution verwendete Protein-zu-Lipid Verhéltnis betrug 1,5 pug Protein/mg Lipid.
Unter den getesteten Bedingungen konnte mit dieser Lipidmischung nur eine Trans-
portaktivitat von 0,8 U/mg Protein erzielt werden (Ergebnisse nicht gezeigt), so dalt

auf eine weitere Optimierung dieses Systems verzichtet wurde.

15 A

Phosphataufnahme [nmol]

Zeit [min]

Proteoliposomen aus Truthahnlipiden (SIGMA)

Liposomen aus Truthahnlipiden (SIGMA)

Proteoliposomen aus isolierten Truthahnlipiden mit 20 mg Cardiolipin/g Lipid
Liposomen aus isolierten Truthahnlipiden mit 20 mg Cardiolipin/g Lipid

4 > e m

Abbildung 3.1: Phosphataufnahme in Proteoliposomen (100 pl). Verwendete Lipide
(16 mg/ml): kdufliches Phosphatidylcholin aus Truthahneigelb (SIGMA) bzw. selbst iso-
lierte Lipide aus Truthahneigelb ohne und mit 20 mg Cardiolipin/g Lipid; Phosphatcarrier
(1,5 pg Protein/mg Lipid) und Puffer (30 mM KP; und 50 mM HEPES). Als jeweilige
Kontrollen sind Liposomen ohne Protein gezeigt.
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In dem in unserer Arbeitsgruppe bisher verwendeten Rekonstitutionssystem wur-
den kduflich erworbene Lipide aus Truthahneigelb eingesetzt. Durch Ersatz dieser
kduflich erworbenen Truthahnlipide gegen selbst isolierte Truthahnlipide konnte
in der Arbeitsgruppe um Klingenberg die Transportaktivitdt des Nukleotidcarri-
ers reproduzierbar erhoht werden (Klingenberg, 1999). Daher wurde nun unter
Verwendung von selbst isolierten Truthahnlipiden rekonstituiert. Die Isolation der
Truthahnlipide wurde von Francois Deuber durchgefiihrt (Deuber, 2000). Die Re-
konstitution erfolgte mit einem Protein-zu-Lipid Verhiltnis von 1.5 pg Protein/mg
Lipid. Jedoch fithrte auch die Verwendung der selbstisolierten Truthahnlipide beim
mitochondrialen Phosphatcarrier nicht zu einer signifikanten Erhéhung der Trans-

portaktivitat (vgl. Abb. 3.1).

25

20 7

Phosphataufnahme [nmol]

Zeit [min]

Proteoliposomen aus E. coli Lipid
Liposomen aus E. coli Lipid
Mit NEM inhibierte Proteoliposomen

< > O nm

Mit Mersalylséure inhibierte Proteoliposomen

Abbildung 3.2: Phosphataufnahme in Proteoliposomen (100 ul); verwendete Lipide
(16 mg/ml): F. coli total lipid extract, (AVANTI, USA); Phosphatcarrier (1,5 pg Prote-
in/mg Lipid) und Puffer (30 mM KP; und 50 mM HEPES). Als Kontrollen sind Liposomen
ohne Protein sowie mit NEM bzw. Mersalylsdure inhibierte Proteoliposomen gezeigt.

Seit langem wird diskutiert, ob Cardiolipin fiir die Funktion der mitochondrialen
Carrier essentiell ist. Daher wurde der Zusatz von Cardiolipin zu den selbst iso-
lierten Truthahnlipiden untersucht. Die frisch angesetzten Cardiolipin/Truthahn-
eigelb-Lipidmischungen hatten eine Konzentration von 20 mg Cardiolipin/g Lipid.
Das zur Rekonstitution verwendete Protein-zu-Lipid Verhaltnis betrug 1,5 ug Prote-
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in/mg Lipid. Durch den Zusatz von Cardiolipin konnte eine signifikante Erhohung
der Aktivitat des mitochondrialen Phosphatcarriers von ca. 1 U/mg Protein auf
ca. 10 U/mg Protein erreicht werden. Das Ergebnis ist in Abb. 3.1 dargestellt.
Liposomen ohne Protein nehmen nur sehr wenig radioaktiv markiertes Phosphat
wihrend der Mefzeit auf, so daf die gemessene Aufnahme in die Proteoliposomen
proteinvermittelt ist. Versuche mit spezifischen Inhibitoren fiir PiC wie NEM und
Mersalylsdure konnten dies unterstiitzen (Ergebnisse nicht gezeigt).

Weiterhin wurde die Verwendung von E. coli Lipiden (total lipid extract, AVAN-
TI, Alabaster USA) zur Rekonstitution untersucht. Die FE. coli Lipide besitzen
folgende Zusammensetzung: 57,5 % Phosphatidylethanolamin, 15,1 % Phosphati-
dylglycerol, 9,8 % Cardiolipin und 17,6 % andere Lipide. Unter Verwendung dieser
Lipide zur Rekonstitution konnte eine signifikante Erhéhung der Aktivitdt auf ca.
10 U/mg Protein gemessen werden. Die erhaltenen Ergebnisse sind in Abb. 3.2
dargestellt. Die Schwankungen der einzelnen Mefwerte untereinander sind gering.
Auch Liposomen ohne Protein nehmen nahezu kein radioaktiv markiertes Phosphat

auf.

3.2 Charakterisierung des optimierten Mefisystems

Fiir alle weiteren Messungen wurden im folgenden Liposomen aus K. coli Lipiden
verwendet. Zur naheren Charakterisierung des optimierten Mefsystems wurde das
Innenvolumen der Liposomen bei unterschiedlichen Protein-zu-Lipid Verhéltnissen,
das Optimum fiir die Aktivitdt in Abhéngigkeit vom Protein-zu-Lipid Verhéltnis,
die Einbaueffizienz fiir WT-PiC und die K- und V,,,,-Werte fiir das System be-
stimmt. Weiterhin wurden Inhibitionsstudien mit NEM und Mersalylsdaure durch-
gefiihrt und die drei Transportmodi Antiport, Uniport und Efflux gemessen. Zur
Bestimmung der Innenvolumina wurden Proteoliposomen unterschiedlicher Protein-
zu-Lipid Verhéltnisse mit **P beladen und die Verteilung der radioaktiv markierten
Substanz bestimmt. In Tab. 3.1 sind die Ergebnisse der Innenvolumenbestimmung
der Proteoliposomen zusammengefaft. Das Innenvolumen nimmt mit zunehmender
Proteinkonzentration ab.

Weiterhin wurde der Einfluf der Variation des Protein-zu-Lipid Verhéltnisses auf
die Transportaktivitat untersucht. Die Abb. 3.3 belegt, daf die gemessenen spezi-
fischen Transportraten lediglich in einem relativ kleinen Bereich zwischen 0,25-1 ug
Protein/mg Phospholipid optimale Werte erreichen. Fiir den mitochondrialen Phos-

phatcarrier aus Rinderherzmitochondrien konnte ein Optimum fiir die Transportak-

34



KAPITEL 3. ERGEBNISSE

Tabelle 3.1: Innenvolumina von F. coli Proteoliposomen mit rekonstituiertem PiC in Ab-
hangigkeit von dem Protein-zu-Lipid Verhiltnis.

Protein-zu-Lipid | Innenvolumen
Verhiltnis [ug/mg| [l /mg]
0 4,2940,78
0,5 3,240,5
2 2,740,14
3 2,140,11
15 1,2540,03

tivitdt im Bereich von 0.5 bis 1,5 pug Protein/mg Lipid ermittelt werden (Stappen,
1994).

40
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Abbildung 3.3: Aktivitdt des PiCgc in Abhdngigkeit von dem zur Rekonstitution einge-
setzten Protein-zu-Lipid Verhdltnis. Heterolog exprimierter PiCgc aus inclusion bodies
wurde in £. coli Liposomen rekonstituiert. PiCggas wurde aus intakten Mitochondrien
in PC-Liposomen rekonstituiert (Daten aus Stappen 1994).

Die tatsdchlich in die Liposomen eingebaute Menge an Protein wurde auf einem
silbergefarbten Polyacrylamidgel anhand einer Eichreihe mit bekannten Protein-
mengen optisch bestimmt. Bei mehrmaliger Durchfithrung der Experimente erga-
ben sich starke Schwankungen beziiglich der Finbaueffizienz. Fiir den W'T konnte
mit dieser Methode eine Einbaueffizienz von 20-30 % in die Liposomen ermittelt
werden (vgl. Abb. 3.9).

Weiterhin wurden Versuche zur Inhibition des mitochondrialen Phosphatcarriers
mit Mersalylsdure und NEM durchgefithrt. Nach Inkubation des rekonstituierten

Phosphatcarriers mit Mersalylsdure konnte eine Restaktivitat von unter 5 % gemes-
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sen werden (vgl. Abb. 3.2). Weiterhin wurden Inhibitionsexperimente mit NEM
durchgefiihrt. Dazu wurde das solubilisierte Protein mit 5 mM NEM fiir 30 Minuten
behandelt und anschliefend, wie unter 2.4.2.4 beschrieben, rekonstituiert (Protein-
zu-Lipid Verhiltnis: 1,5 pg Protein/mg Lipid). Bei der Aktivitatsmessung konnte
auch hier festgestellt werden, daf die Restaktivitit unter 5 % lag (vgl. Abb. 3.2).

Es wurden sowohl der K- wie auch der V,,,, Wert im neuen Mefsystem be-
stimmt. Dazu wurde PiC wie unter 2.4.2.4 rekonstituiert (Protein-zu-Lipid Verhalt-
nis: 3 pg/mg) und die Phosphatkonzentration des duferen Mediums nach Inhibition
der Proteoliposomen mit 0,3 mM Mersalylsdure iiber Gelfiltration variiert. Die Re-
aktion wurde durch Gabe von radioaktivem Phosphat mit 50 mM DTT gestartet
und nach verschiedenen Zeitpunkten gestoppt. Mit Hilfe eines Lineweaver-Burk-
Plots konnte der externe Kp/-Wert zu 6 mM und der V,,,-Wert zu 1,5 U/mg
Protein ermittelt werden (Engstova et al., 2000).
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©  Proteoliposomen
®  Mit Mersalylséure inhibierte Proteoliposomen

Abbildung 3.4: Riicktauschmessung in K. coli Proteoliposomen. Die Exportreaktion der
mit **P-Phosphat beladenen Proteoliposomen wurde mit 50 mM DTT gestartet und nach
Ablauf der Mefzeit mit PLP und DTT gestoppt. Als Kontrolle sind mit Mersalylsdure
inhibierte, mit **P-Phosphat beladene Proteoliposomen iiber den gesamten MeRzeitraum

abgebildet.

Neben Antiportmessungen wurden auch Messungen des Uniports im Riick-
tauschmodus durchgefithrt. Dazu miissen die Proteoliposomen zundchst mit ra-
dioaktivem Substrat vorbeladen und anschlieRend der Carrier mit einem reversi-
blen Inhibitor (Mersalylsdure) gehemmt werden. Das dufere radioaktive Substrat
wird iiber eine Gelfiltration abgetrennt und die Transportreaktion durch Zugabe von

DTT gestartet. Zu verschiedenen Zeitpunkten wird der Transport durch PLP wieder
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gestoppt, das &ufere Substrat iber Dowex-Saulen abgetrennt und die in den Liposo-
men verbliebene Radioaktivitiat gezahlt. Zur Durchfithrung dieser Messungen mufste
die optimale Konzentration von Mersalylsaure zur Inhibition des Phosphatcarriers
in den Proteoliposomen als auch die notwendige Menge an DTT bestimmt wer-
den, um die Inhibition wieder aufzuheben. Es konnte gezeigt werden, daf 0,3 mM
Mersalylsaure, 50 mM DTT und 130 mM HEPES als Puffer fiir die Gelfiltration
optimale Bedingungen fiir die Messung des Uniports im Riicktauschmodus sind.
Wichtig fiir die Messungen war, dal die Liposomen vor ihrer Verwendung extru-
diert wurden. Diese Behandlung fiihrte fiir den WT zu einer Aktivitat von 0,9 U/mg
Protein. Diese Aktivitiat entspricht jedoch nur 1/10 der gemessenen Aktivitdt im
Antiportmodus. Es konnte gezeigt werden, daf die Aktivitdt des Proteins auch
im Antiportmodus nach einer Gelfiltration auf 1,5 U/mg Protein sinkt, so dal der
Verlust der Aktivitdt auf die Gelfiltration zuriickgefiihrt werden kann. Die Ursache

fur den Aktivitatsverlust ist unklar.
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Abbildung 3.5: Effluxmessung in E. coli Proteoliposomen. Der Efflux der mit **P-
Phosphat beladenen Proteoliposomen wurde mit verschiedenen Konzentrationen an HgCly
gestartet und nach Ablauf der Mefzeit mit PLLP und DT'T gestoppt. Als Kontrolle sind
mit Mersalylsiure inhibierte, mit 3*P-Phosphat beladene Proteoliposomen iiber den ge-
samten Mefzeitraum abgebildet. A: KExemplarische Messungen des HgCl, induzierten
Effluxmodus. B: Korrelation der Quecksilberchlorid-Konzentration mit dem gemessenen

Efflux.
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Zur Messung des Quecksilber-induzierten Efluxmodus wurden mit Mersalylséu-
re inhibierte und radioaktiv beladene Proteoliposomen, deren duferes Medium iiber
eine Gelfiltration ausgetauscht worden war, mit unterschiedlichen Konzentrationen
an HgCl, behandelt. Dabei reagiert das HgCly mit der Thiolgruppe des Cystein
28 der ersten Transmembranhelix zu einem positiv geladenen Mercaptid. Die po-
sitive Ladung an dieser Position ist verantwortlich fiir die Induktion des Effluxmo-
dus. Die Reaktion wird nach verschiedenen Zeitpunkten durch Gabe von Stoplo-
sung gestoppt, das dukere, radioaktiv markierte Medium der Proteoliposomen iiber
Dowex-Séaulen ausgetauscht und die in den Proteoliposomen verbliebene Radioak-
tivitat gezdahlt. Dabei konnte gezeigt werden, dak mit steigender Konzentration an
HgCl; der Ausstrom an radioaktiv markiertem Substrat proportional zunimmt (vgl.
Abb. 3.5). Auch Liposomen ohne Protein wiesen die gleichen Eigenschaften wie
die Proteoliposomen auf. Die erzeugten Liposomen sind stark quecksilbersensitiv,
weshalb in diesem System kein mit Quecksilber induzierter Efflux gemessen werden

kann.

3.3 Die funktionale Bedeutung der nativen Cysteine im PiC

Der PiCge besitzt 3 native Cysteinreste (Abb. 3.6), welche einzeln bzw. in ver-
schiedenen Kombinationen gegen Serin ausgetauscht wurden. Es wurden folgen-
de Mutanten generiert: Cys28Ser (SCC); Cysl34Ser (CSC); Cys300Ser (CCS);
Cys134/300Ser (CSS), Cys28/300Ser (SCS), Cys28/134/300Ser (SSS). Alle isolier-
ten rekombinanten Proteine konnten in Form von inclusion bodies im Milligramm-
Mafstab isoliert werden (Abb. 3.7). Die gewonnene Proteinmenge schwankte von
10 mg/1 Bakterienkultur bei SCS bis zu 20 mg/1 Bakterienkultur bei SSC; das Wild-
typprotein wurde im Vergleich hierzu in einer Menge von 17 mg/1 Bakterienkultur
gewonnen. Wie auch beim WT-Protein konnten samtliche rekombinanten Proteine
mit einer Reinheit von ca. 80 % erhalten werden.

Diese rekombinanten Proteine wurden im rekonstituierten System auf ihre Trans-
portaktivitat im Antiportmodus untersucht (vgl. Abb. 3.8). Die Aktivitit von SCC
war mit der des WT-Proteins vergleichbar. Bis auf CCS und CSS zeigten alle iibri-
gen Proteine signifikante Aktivitaten, die jedoch, verglichen mit der WT-Aktivitét,
wesentlich geringer waren. So wies CSC eine Aktivitdt von ca. 30 %, SCS und
SSC von ca. 30-40 % und SSS von 10-15 % auf. Nur CCS und CSS zeigten eine
kaum mefbare Aktivitat im Verleich zum Wildtyp auf. Thre Transportaktivitiaten

schwankten um 0,1 U/mg Protein.
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Abbildung 3.6: Putative ransmembrantopologie des PiCgo abgeleitet aus Hydropathie-
plots. Die drei nativen Cysteinreste sind gelb unterlegt und fett umrahmt. Negativ gelade-
ne Aminosiuren sind rot unterlegt, positiv geladene Aminosiuren sind blau unterlegt. Der
Bereich der Phospholipidmembran ist hellgelb unterlegt. Die in dieser Arbeit untersuchten
Aminosdurepositionen sind durch fette Umrandung gekennzeichnet.
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Abbildung 3.7: Auftragung der solubilisierten inclusion bodies auf ein 12 %iges SDS-
Polyacrylamidgel. Das Gel wurde mit Coomassie-Blau gefirbt. Aufgetragen wurde:
1: WT, 2: SCC, 3: CSC, 4: CCS, 5: SSC, 6: SCS, 7: SSC und 8: SSS.
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Abbildung 3.8: Relative Transportaktivitdten der erzeugten rekombinanten Proteine des
PiCgc zur funktionalen Untersuchung der nativen Cysteine. Die Aktivitit wurde in An-
tiportmessungen mit 30 mM KP;, pH 6,8 und 50 mM HEPES, pH 6,8 intern und extern
ermittelt. Das verwendete Protein-zu-Lipid Verhiltnis betrug 3 ug Protein/mg Lipid. Die
Aktivitat des W'T wurde auf 100 % gesetzt.
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Die drastisch verminderte Transportaktivitiat fiir CCS und CSS konnte auf eine
verminderte Insertion der Proteine in die Proteoliposomen zuriickzufiihren sein. Es
wird schon seit langem vermutet, dals das Cystein an der Position 300 fiir den Einbau
des Proteins wichtig sei. Jedoch konnte fiir CCS gezeigt werden, dak dieses Protein
eine Einbaueffizienz von ca. 25 % aufweist, was der Einbaueffizienz des Wildtyp-
Proteins entspricht. Nur bei CSS korrelierte die schlechte Transportaktivitat mit
einer schlechten Einbaueffizienz von unter 5 %. Die Einbaueffizienz von SSC war
mit ca. 40 % sehr hoch. CSC, SCS, SSC, SSS wurden alle mit einer Effizienz von
ca. 10 % in die Proteoliposomen eingebaut (vgl. Abb. 3.9).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Abbildung 3.9: Bestimmung der Einbaueffizienz von verschiedenen rekombinanten Protei-
nen und dem W'T mit Hilfe von SDS-PAGE und anschliefender Silberfirbung nach Blum
et al. (1987). Aufgetragen wurden solubilisierte Proteoliposomen, die theoretisch 2 pg
Protein enthalten und eine Eichreihe aus solubilisiertem Protein. 1-5: Eichreihe (2 pg;
1 ug; 0,5 pg; 0,3 ug; 0,1 ug); 6: CSS; 7: SCS; 8: SSC; 9: SCC; 10: CSC; 11: CCS; 12:
SSS und 13: WT.

3.4 Zuginglichkeitsstudien an ausgewihlten Positionen im

mitochondrialen Phosphatcarrier

Da bis heute keine hochaufgelésten 3D-Strukturen von sekundaren Transportern
existieren, miissen strukturelle und funktionelle Informationen dieser Carrier noch
immer mit Hilfe molekularbiologischer, biochemischer und biophysikalischer Me-
thoden gewonnen werden. Beim mitochondrialen Phosphatcarrier konnten erste
Hinweise auf essentielle Aminosduren fiir den Phosphattransport durch Erzeugung
von Proteinen, bei denen gezielt die geladenen Aminoséduren durch Einzelaminoséu-
reaustausch verdndert wurden, erhalten werden. Die Gruppe um Wohlrab konnte so
zeigen, daf nur die Positionen H32, D39, E126, D130 und E137 fiir den Transport
essentiell sind (Wohlrab und Briggs, 1994). Weiterhin konnten sie mit Hilfe von
Crosslink-Experimenten zeigen, dall im aktiven Dimer die beiden Cysteine an den
Positionen 28 direkt miteinander verbunden werden kénnen. Diese Aminosiduren
miissen sich daher im aktiven Protein gegentiberliegen. Aus diesen Daten wurde ein
Modell fiir den putativen Translokationsweg postuliert (Abb. 3.10). Danach wird
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der Translokationsweg von den Transmembrandoméanen 1 und 3 der beiden Unter-
einheiten eines Homodimers gebildet. Dieser postulierte Translokationsweg wurde
bisher jedoch nicht ndher charakterisiert. Mit Hilfe der MTS-Reagentien bestand
jetzt die Moglichkeit, dieses Modell zu iiberpriifen.

3.4.1 Charakterisierung der erzeugten rekombinanten Proteine

Zur Untersuchung des putativen Translokationsweges mit Hilfe von MTS-
Reagentien wurden, ausgehend von dem Plasmid pUC18-SSS, durch ortsgerichte-
te Mutagenese gezielte Aminosduresubstitutionen zu Cystein durchgefiithrt. Dabei
wurden anhand des aufgestellten Modells verschiedene Aminosaurepositionen aus-
gewahlt, die diesen Translokationsweg auskleiden bzw. nicht auskleiden (vgl. Abb.
3.10).

Alle isolierten Proteine konnten in Form von inclusion bodies im Milligramm-
Mafstab erhalten werden (Abb. 3.11). Die isolierte Proteinmenge schwankte von
7 mg/l Bakterienkultur bei T43C bis zu 28 mg/l Bakterienkultur bei A25C; das
Wildtypprotein wurde im Vergleich hierzu in einer Menge von 17 mg/l Bakterien-
kultur isoliert. Wie auch beim WT konnten sdamtliche rekombinanten Proteine mit
einer Reinheit von 80 % isoliert werden.

Die isolierten rekombinanten Proteine wurden in Liposomen rekonstituiert und
ihre Transportaktivitat im Antiportmodus untersucht (Abb. 3.12). Die verschie-
denen Proteine wiesen stark unterschiedliche Transportaktivitaten auf. So zeigten
S34C, SCS und SSC (vgl. auch 3.8) eine gegeniiber dem cysteinfreien Protein um
den Faktor 4-8 verbesserte Transportaktivitat. Die Aktivitat von S30C war ver-
gleichbar mit der von SSS. Die iibrigen Proteine zeigten im Vergleich zu SSS deut-
lich reduzierte Transportaktivititen. Aufféllig ist, dall die Aminoséurereste dieser
Proteine alle zum putativen Translokationsweg zeigen. Diese geringen Transpor-
taktivitdten konnten auf einem schlechten Einbau der Proteine in die Proteoliposo-
menmembran basieren. Daher wurde die Insertion der Proteine in die Proteolipo-
somenmembran untersucht. Es konnte festgestellt werden, dak viele dieser Proteine
schlecht in die Membran eingebaut wurden. Dies gilt fiir S28C, H32C, M35C, D39C,
T43C, E126C und D130C. Bei einem Protein-zu-Lipid Verhiltnis von 3 pg Prote-
in/mg Lipid konnte bei diesen kein signifikanter Einbau nachgewiesen werden. Erst
bei einer Erhchung des Protein-zu-Lipid Verhéltnisses auf bis zu 25 ug Protein/mg
Lipid konnte ein signifikanter Einbau dieser Proteine gezeigt werden. Eine Verbes-
serung der Transportaktivitit wurde dennoch nicht gemessen. Nur S30C, S34C,
SSC, SCS und A25C wurden schon bei geringeren Protein-zu-Lipid Verhdltnissen
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Abbildung 3.10: Helical wheel Modell nach Phelps et al. (1996). Gezeigt sind die beiden
ersten (A und A’) und dritten Helices (C und C’) aus dem aktiven Dimer des PiCsc,

die den putativen Iranslokationsweg bilden. Die in dieser Arbeit untersuchten Positionen
wurden fett gedruckt.

1 23 4 5 6 78 910 112 13 14

Abbildung 3.11: Auftragung der solubilisierten inclusion bodies auf ein 12 %iges SDS-
Polyacrylamidgel. Das Gel wurde mit Coomassie-Blau gefirbt. Aufgetragen wurde:
1: W5 2: SSS; 3: A25C; 4: S28C; 5: S30C; 6: H32C; 7: S34C; 8: M35C; 9: D39C;
10: T43C; 11: E126C; 12: D130C; 13: S134C; 14: S300C.
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Abbildung 3.12: Relative Transportaktivititen der erzeugten Proteine mit nur einem Cy-
steinrest im Vergleich zum WT und zu SSS. Die Aktivitdten wurden in Antiportmessungen
mit 30 mM KP;, pH 6,8 und 50 mM HEPES, pH 6,8 intern und extern ermittelt. Die
Aktivitdt des cysteinfreien Proteins SSS wurde gleich 100 % gesetzt. Das verwendete
Protein-zu-Lipid Verhiltnis betrug 3 ug Protein/mg Lipid.
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(3-10 pg Protein/mg Lipid) signifikant eingebaut (vgl auch Abb. 3.9). Insgesamt

unterlag die Bestimmung der Einbaueffizienz jedoch starken Schwankungen.

3.4.2 Etablierung des MTS-Zuginglichkeitssystems

Die Etablierung des MTS-Zugéanglichkeitssystems wurde mit Hilfe der transportak-
tiven Proteine SCS und SSC durchgefithrt. Basierend auf dem Topologiemodell
(Abb. 1.1 und 3.6) befinden sich die Cysteinreste der beiden Proteine in unter-
schiedlichen Umgebungen im gefalteten Protein. Das Cystein 300 SSC befindet sich
nach diesemm Modell auferhalb der Membran und sollte dadurch fiir alle verwen-
deten Reagentien gut zuganglich sein. Ein Einfluf auf die Aktivitat aufgrund der
Bindung der MTS-Reagentien ist nicht zu erwarten, da dieses Cystein weit vom
putativen Translokationsweg entfernt ist. Das Cystein 134 von SCS befindet sich
im Gegensatz zum Cystein 300 in der Membran. Nach Abb. 3.10 scheint es aber
nicht am Translokationsweg beteiligt zu sein. Nach diesem Modell befindet es sich
an der Berithrungsfliche zweier Helices, so dal die Zugéinglichkeit fiir die mem-
branimpermeablen MTS-Reagentien signifikant eingeschréankt sein sollte. Da dieses
Cystein 1m rekonstituierten System mit Mersalylsdure reagieren und dadurch der
Phosphattransport inhibiert werden kann, sollte eine Bindung der MTS-Reagentien
an diesen Cysteinrest ebenfalls eine Hemmung des Transports zur Folge haben.
Der Nachweis der Bindung der MTS-Reagentien erfolgte nach der Reaktion mit
dem fluoreszierenden Farbstoff Fluorescein-5-Maleimid, der ebenfalls spezifisch mit
Thiolgruppen reagiert. Im Fall einer vollstandigen Absattigung aller Thiolgruppen
im Protein mit dem eingesetzten M'TS-Reagenz, wenn also alle Thiolgruppen gut
zuganglich sind, sollte keine Bindung des anschliellend zugegebenen Fluorescein-5-
Maleimids an das Protein erfolgen. Daher sollte sich bei diesen Proteinen keine
Fluoreszenz nachweisen lassen. Fiir den Fall, dals der untersuchte Aminosaurerest
fiir das MTS-Reagenz nicht zugénglich ist, sollte durch eine deutliche Fluoreszenz
des Fluorescein-5-Maleimids im Gel die freie Thiolgruppe angezeigt werden.
Zuniachst wurden die optimalen Konzentrationen fiir die Reaktion der einzelnen
MTS-Reagentien ermittelt. Dazu wurden SSC und SCS in E. coli Liposomen re-
konstituiert und mit unterschiedlichen Konzentrationen der drei MTS-Reagentien
zwischen 0,5 mM bis 25 mM fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
Ablauf der Inkubationszeit wurden ihre Transportaktivititen untersucht. Die Er-
gebnisse sind in den Abbildungen 3.13A und 3.14A dargestellt. Wie erwartet zeigte
SSC nach Reaktion mit den MTS-Reagentien keine verdanderte Transportaktivitét
(Abb. 3.13A). In einem solchen Fall ist es sehr wichtig, die Bindung der MTS-
Reagentien an die Thiolgruppe des Cysteins nachzuweisen. In Abb. 3.13B ist
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Abbildung 3.13: A: Relative Transportaktivititen des Proteins SSC mit verschiedenen
Konzentrationen von MTSEA, MTSET und MTSES. Die Werte wurden in drei unabhén-
gigen Experimenten jeweils in Doppelbestimmungen ermittelt. Die Aktivitit des unbehan-
delten SSC wurde gleich 100 % gesetzt. B: Fluoreszenz des mit Fluorescein-5-Maleimid
markierten SSC nach SDS-PAGE. In Spur 1 ist SSC ohne MTS-Reagentien aufgetragen.
In Spur 2 ist SSC nach 15 miniitiger Inkubation mit 2,5 mM MTSEA, in Spur 3 mit 1
mM MTSET und in Spur 4 mit 10 mM MTSES aufgetragen. C: Silberfirbung des in B
dargestellten Gels.
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das Gel des mit Fluorescein-5-Maleimid markierten SSC-Proteins dargestellt. Die
Fluoreszenz ist nur in Spur 1, der unbehandelten Kontrolle, erkennbar. Auf dem
entsprechend gezeigten, mit Silber gefdarbten Gel sind fiir alle Spuren ungefahr glei-
che Mengen an Protein zu erkennen. Dies zeigt, dal das Cystein 300 fiir alle drei
MTS-Reagentien gut zugédnglich ist.

Bei SCS konnte bei einer Inkubation mit MTSEA ab einer Konzentration von
2,5 mM eine nahezu vollstandige Inhibition der Transportaktivitit (8 % Restak-
tivitdt) beobachtet werden (Abb. 3.14A). Die Reagentien MTSET und MTSES
reduzierten nach einer Inkubationzeit von 15 Minuten die Transportaktivitat um
30-40 %. Der Nachweis der Bindung der MTS-Reagentien erfolgte auch hier mit
Hilfe von Fluorescein-5-Maleimid. Die Abb. 3.14B zeigt die Fluoreszenz des mit
Fluorescein-5-Maleimid markierten SCS-Proteins ohne MTS, mit 2,5 mM MTSEA,
1 mM MTSET und 10 mM MTSET. Das Cystein 134 reagierte vollstindig mit
MTSEA. In den Spuren 3 und 4 sind die Fluoreszenzsignale gegeniiber der ersten
Spur (Kontrolle) um ca. 50 % abgeschwicht. Dies zeigte, dak die Thiolgruppe des
Cystein 134 fiir die membranimpermeablen Reagentien MTSET und MTSES inner-
halb von 15 Minuten schwerer zugianglich war. Mit Hilfe des mit Silber geféarbten
Gels (Abb. 3.14C) konnte gezeigt werden, daf in allen Proben gleiche Mengen an
Protein auf das Gel aufgetragen wurden, so daf die unterschiedlich starke Fluores-
zenz auf die Reaktion der Cysteine mit den MTS-Reagentien zuriickgefiihrt werden
kann.

Zur Kontrolle wurden die Proteine bereits im solubilisierten Zustand mit den
MTS-Reagentien behandelt und anschliellend rekonstituiert. Hierbei sollten alle
Cysteine komplett abreagieren, und somit war bei allen Proben eine fast vollstandige
Hemmung der Transportaktivitat zu erwarten. Nach Rekonstitution in Liposomen
und Messung der Transportaktivitat konnte wie erwartet festgestellt werden, dafs
bei vollstandiger Bindung mit MTSET und MTSES ebenfalls eine nahezu 100 %ige
Inhibition der Transportaktivitdt auftritt (vgl. Tab. 3.2).

Die unterschiedlichen Effekte der Bindung des membrangangigen MTSEA bzw.
der membranimpermeablen Reagentien auf die Transportaktivitat von SCS kénnte
darauf zuriickzufithren sein, daf aufgrund unterschiedlicher Faltungen des Prote-
ins in den Proteoliposomen einzelne Cysteinreste an der Position 134 nicht erreicht
werden kénnen. Um dies zu untersuchen, wurden Proteoliposomen mit MTSET
bzw. MTSES fiir 15 Minuten vorinkubiert, und nach Ablauf dieser Inkubationszeit
wurde MTSEA zugesetzt. Hier konnte eine signifikante Abnahme der Aktivitat auf
7-10 % nachgewiesen werden, was mit dem Ergebnis der alleinigen Inkubation von

SCS mit MTSEA vergleichbar war (vgl. Tab. 3.2). Fiir das membranpermeable
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Abbildung 3.14: A: Relative Transportaktivititen des Proteins SCS mit verschiedenen
Konzentrationen von MTSEA, MTSET und MTSES. Die Werte wurden in drei unabhén-
gigen Experimenten jeweils in Doppelbestimmung ermittelt. Die Aktivitdt des unbehan-
delten SCS wurde gleich 100 % gesetzt. B: Fluoreszenz des mit Fluorescein-5-Maleimid
markierten SCS nach SDS-PAGE. In Spur 1 ist SCS ohne Vorbehandlung mit MTS-
Reagentien aufgetragen. In Spur 2 ist SCS nach 15 miniitiger Inkubation mit 2,5 mM
MTSEA, in Spur 3 mit 1 mM MTSET und in Spur 4 mit 10 mM MTSES aufgetragen.
C: Silberfirbung des in B dargestellten Gels.
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Reagenz MTSEA waren also alle Cysteinreste gut zugénglich. Ein entsprechendes
Experiment, bei dem nach Vorinkubation mit MTSET bzw. MTSES die membran-
impermeablen Reagentien MTSES bzw. MTSET zugesetzt wurden, ergab keine
Anderung der Transportaktivitdt im Vergleich zu den einfach behandelten Proben.
Dies bedeutet, daf nur ein Teil des vorhandenen Cystein 134 mit den membranim-
permeablen Reagentien reagiert hat. Somit ist diese Position fiir die membranim-
permeablen Reagentien schwer zugénglich. In Tab. 3.2 sind die Ergebnisse dieser

Aktivitatsmessungen zusammengefafst.

Tabelle 3.2: Abhingigkeit der Phosphattransportaktivitit von SCS von den zugesetzten
MTS-Reagentien; gemessen im Austauschmodus. Die eingesetzten Konzentrationen der
MTS-Reagentien betrugen fiir MTSEA 2,5 mM, MTSET 1 mM und MTSES 10 mM. Die
MTS-Reagentien wurden im Fall von SCS (solub.) zum solubilisierten Protein, sonst zum
rekonstituierten Protein gegeben.

Reagenz Restaktivitat [%]

SCS 100

SCS + MTSEA 8

SCS + MTSET 37

SCS + MTSES 32

SCS + MTSET+ MTSET 35
SCS + MTSES+ MTSET 35
SCS + MTSET+ MTSEA 10
SCS + MTSES+ MTSEA 7
SCS (solub.)+ MTSEA 5
SCS (solub.) + MTSET 8
SCS (solub.) + MTSES 3

Die Variation der Konzentration der einzelnen MTS-Reagentien zeigte bei SSC
und SCS keinen signifikanten Effekt auf die Transportaktivitaten (Abb. 3.13 und
3.14). Deshalb wurden fiir die weiteren Experimente Konzentrationen ausgewahlt,
die im mittleren Bereich der getesteten Konzentrationen lagen. Fiir MTSEA wurde
eine Konzentration von 2,5 mM, fiir MTSET eine Konzentration von 1 mM und fiir
MTSES eine Konzentration von 10 mM gewahlt. Diese Konzentrationen der MTS-
Reagentien entsprechen den in der Literatur angegebenen Konzentrationen (Akabas
et al., 1992; Xu und Akabas, 1993; Stauffer und Karlin, 1994; Javitch et al., 1996;
Xu et al., 2000). Die drei MTS-Derivate besitzen unterschiedliche Reaktivitdten
mit freien Thiolen (Roberts et al., 1986; Stauffer und Karlin, 1994), welche durch

die Wahl der unterschiedlichen Konzentrationen ausgeglichen werden sollten.
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3.4.3 Untersuchung der Zuginglichkeiten der erzeugten rekombinanten

Proteine

Mit diesem etablierten System sollte nun die Zuganglichkeit aller erzeugten rekom-
binanten Proteine, die nur einen Cysteinrest im Protein besitzen, fiir die MTS-
Reagentien analysiert werden. Zundchst wurde zur Kontrolle die Transportakti-
vitat des cysteinfreien Proteins SSS nach Behandlung mit den MTS-Reagentien
untersucht. Dazu wurde das Protein in Liposomen rekonstituiert. Es konnte wie
erwartet bei einer 15-miniitigen Inkubation mit den Reagentien keine Anderung der
Transportaktivitdt nachgewiesen werden. Auch eine Inkubation dieses Proteins im
solubilisierten Zustand mit den M'TS-Reagentien mit anschliefender Rekonstitution
und Transportmessung zeigte keine Verringerung der Aktivitét.

Zur Untersuchung der Zuganglichkeit des Cystein 28 der ersten Transmembran-
helix wurde CSS erzeugt. Das isolierte Protein zeigte eine geringe Transportakti-
vitdt im Antiportmodus (vgl. Abb. 3.12), so dak Effekte aufgrund der Bindung
der MTS-Reagentien auf die Transportaktivitat nicht nachgewiesen werden konn-
ten. Da, wie bereits gezeigt, das Cystein 300 mit den MTS-Reagentien vollstéandig
reagiert hatte und sich durch die Reaktion keinerlei Effekte bei den Aktivitatsmes-
sungen ergaben, konnte zur Untersuchung der Zuganglichkeit des Cystein 28 das
transportaktive Protein CSC herangezogen werden (vgl. Abb. 3.8). Daher sind
dann alle moglichen Verdnderungen der Aktivitdt, die nach Inkubation mit den
MTS-Reagentien beobachtet werden kénnen, auf eine Reaktion mit dem Cystein
28 zuriickzufithren. Dieses Protein wurde mit einem Protein-zu-Lipid Verhiltnis
von 7 pg Protein/mg Lipid rekonstituiert und die Zugénglichkeit mit den MTS-
Reagentien untersucht. Es konnte nachgewiesen werden, daf das Cystein 28 in-
nerhalb einer Inkubationszeit von 15 Minuten fiir alle MTS-Reagentien vollstandig
zuganglich war (Ergebnisse nicht gezeigt). Die Bindung von MTSEA bzw. MTSES
bewirkte eine vollstindige Inhibition der Transportaktivitdt, wahrend bet MTSES
nur eine Reduktion der Aktivitat um 80 % beobachtet werden konnte. Wurde CSC
im solubilisierten Zustand mit den verschiedenen MTS-Reagentien behandelt, an-
schliefend rekonstituiert und die Transportaktivitat bestimmt, so wurden bei allen
MTS-Reagentien nur noch 10 % Restaktivitdt beobachtet (Ergebnisse nicht gezeigt).

Eine Bestimmung der Zugénglichkeiten der {ibrigen rekombinanten Proteine er-
gab, dak alle Cysteinreste innerhalb von 15 Minuten Inkubationszeit fiir die MTS-
Reagentien vollstandig zuganglich waren (Ergebnisse nicht gezeigt). Daher wurde
das Zeitfenster der MTS-Reaktion deutlich verringert. Die Zuganglichkeit der Cy-
steinreste wurde jetzt nach 30 Sekunden, 1 Minute, 2 Minuten und 5 Minuten

untersucht. Mit dem Fluoreszenzlarbstofl Fluorescein-H5-Maleimid wurde die Bin-
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dung der MTS-Reagentien an die untersuchten Positionen verifiziert. Die Messung
der Transportaktivitdt der behandelten Proben erfolgte nach 5 Minuten Inkubation
mit den MTS-Reagentien. Insgesamt gestaltete sich die Messung der Aktivitaten
dieser Proteine schwierig, da sie nur geringe Transportaktivitdten aufwiesen (vgl.
Abb. 3.12). Es traten grofe Schwankungen in den Aktivitdten auf, weshalb hier
nur exemplarisch auf einige Aktivitdten naher eingegangen werden soll. Auf Akti-
vitdtsebene zeigten nur wenige der rekombinanten Proteine veranderte Transport-
aktivitaten nach Inkubation mit den MTS-Reagentien. SSC zeigte, wie schon unter
3.4.2 beschrieben, bei einer Inkubation von 5 Minuten keine Anderung auf Aktivi-
titsebene (vgl. Abb. 3.15). Die Transportaktivitit schwankte um 100 %. Ahnliche
Ergebnisse konnten auch fiir D130C und A25C erhalten werden. Interessant ist
das Ergebnis bei SCS, da hier eine deutliche Inhibition der Transportaktivitat nach
Inkubation mit MTS-Reagentien fiir 15 Minuten sichtbar war. Der Cysteinrest die-
ses Proteins war fiir MTSEA vollstandig zuganglich, wéhrend er fiir MTSET und
MTSES schwer zuginglich war (vgl. Abb. 3.14). Bei einer Inkubationszeit mit
den MTS-Reagentien von insgesamt 5 Minuten konnte jetzt gezeigt werden, dafs
die Transportaktivitdt konstant um 100 % schwankte (Abb. 3.15). Dies korreliert
mit den unter 3.16 dargestellten Zugédnglichkeitsmessungen, da hier gezeigt wer-
den konnte, daf der Cysteinrest dieses Proteins innerhalb von 5 Minuten nicht mit
den MTS-Reagentien reagiert. Deutliche Effekte auf die Transportaktivitit waren
nur bei D39C zu erkennen. Es konnte nach einer Inkubationszeit von 5 Minuten
und anschliefender Messung der Transportaktivitiat eine signifikante Steigerung der
Transportaktivitat um 50 % bei der mit 2,5 mM MTSEA inkubierten Probe und
um 100 % bei der mit 10 mM MTSES behandelten Probe beobachtet werden. Die
mit 1 mM MTSET behandelte Probe zeigte die gleiche Aktivitidt wie die unbehan-
delte Probe (vgl. Abb. 3.15). Bei H32C waren nur geringe Effekte zu beobachten,
die aber auch nach einer Inkubationszeit von 15 Minuten mit den MTS-Reagentien
nachgewiesen werden konnten. Die Aktivitat der mit MTSEA und MTSET behan-
delten Proben stieg bis um ca. 50 % an, wahrend die Aktivitat der mit MTSES
behandelten Probe so wie die der Kontrolle um 100 % Transportaktivitiat schwankte.

Die Ergebnisse der Zugéanglichkeitsstudien mit Hilfe der Fluoreszenz- bzw. mit
Silber geféarbten Gele sind in Abb. 3.16 zusammengestellt. Fiir SSC konnte gezeigt
werden, dall der Cysteinrest innerhalb von 30 Sekunden fiir alle MTS-Reagentien
vollstandig zugdnglich war, was mit den bereits vorgestellten FErgebnissen unter
3.4.2 korreliert. Weitere Proteine, deren Cysteinreste nach dieser Untersuchung
ebenfalls gut zuganglich waren, sind H32C und M35C. H32C war innerhalb von 30
Sekunden fiir das positiv geladene Reagenz MTSET und das membranpermeable
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Abbildung 3.15: Vergleich der relativen Transportaktivititen ausgewdhlter rekombinanter
Proteine vor und nach Behandlung mit den MTS-Reagentien nach 5 Minuten Reaktions-
zeit. Die MTS-Reaktion wurde durch Gabe von DTT gestoppt. Anschliekend wurde, wie
unter 2.4.3.5 beschrieben, die Transportaktivitdt im Antiportmodus ermittelt. Die nicht
mit MTS-Reagentien behandelten Proben (Kontrollen) wurden gleich 100 % gesetzt. Es
wurden zwei Doppelbestimmungen durchgefiihrt.

52



KAPITEL 3. ERGEBNISSE

Reagenz MTSEA zuginglich. Das negativ geladene Reagenz MTSES konnte auch
nach 5 Minuten Reaktionszeit nicht mit dem Thiolrest des Cysteins reagieren, was
durch das deutliche Fluoreszenzsignal gezeigt werden konnte. Dals das Ausbleiben
eines Signals bei den mit MTSEA und MTSET behandelten Proben nicht auf feh-
lendes Protein zuriickzufithren ist, konnte mit Hilfe des mit Silber gefarbten Gels
nachgewiesen werden. Auch bei der Position M35C war in allen Spuren gleich viel
Protein aufgetragen worden. Auf dem Fluoreszenzgel hingegen waren nur Signale
fiir die Kontrolle und fiir die mit MTSET behandelte Probe zu erkennen. Diese Po-
sition war daher fiir das positiv geladene MTSET schwer zuganglich, wihrend die
Reagentien MTSEA und MTSES innerhalb von 30 Sekunden mit diesem Cystein
reagierten.

Proteine, deren Cysteinrest ebenfalls zuganglich war, waren D130C, E126C, CSS,
D39C und T43C. 528C zeigte innerhalb von 5 Minuten Inkubationszeit Zugéng-
lichkeit fiir MTSEA und MTSES, wéahrend diese Position auch nach 5 Minuten
Inkubationszeit fiir MTSET kaum zugénglich war. Das schwache Fluoreszenzsig-
nal der Kontrolle (nicht mit MTS-Reagentien behandelte Probe) war auf geringere
Proteinkonzentrationen zuriickzufithren, wie man iiber das mit Silber gefarbte Gel
nachweisen konnte. Es war hier deutlich weniger Protein vorhanden. Auch D130C
und E126C waren innerhalb von 5 Minuten Inkubationszeit fiir das membranper-
meable Reagenz MTSEA sowie das negativ geladene Reagenz MTSES zugénglich.
Diese Positionen waren allerdings innerhalb von 5 Minuten Inkubationzeit nicht
fiir das positiv geladene MTSET zugénglich. Ein &hnliches Bild wurde fiir T43C
erhalten. Nach dem Topologiemodell (Abb. 1.1) befindet sich T43C nicht mehr
in der transmembranen Region der ersten Helix. Somit wére es nicht am Translo-
kationsweg beteiligt und sollte fiir die hydrophilen MTS-Reagentien nur dann zu-
ganglich sein, wenn diese durch den Translokationsweg hindurch gelangen kénnen.
Das membranpermeable Reagenz MTSEA kann jedoch auch von der Transseite mit
freien Thiolgruppen reagieren. Auf dem gezeigten Fluoreszenzgel ist fiir die mit
MTSEA behandelten Proben kein Signal mehr zu erkennen. T43C ist somit fiir das
membranpermeable Reagenz zuganglich. Fiir die mit 10 mM MTSES behandelten
Proben ist eine mit der Zeit abnehmende Intensitiat der Fluoreszenzbande zu beob-
achten. Nach 5 Minuten Reaktionszeit kann MTSES mit der Thiolguppe des T43C
vollsténdig reagieren. Nur fiir das positiv geladene Reagenz ist diese Position nicht
zuganglich. Das sehr schwache Fluoreszenzsignal der Kontrolle korreliert mit dem
sehr schwachen Signal der Silberfarbung.

Fiir D39C konnte gezeigt werden, dak diese fiir alle drei MTS-Reagentien schwer

zuganglich ist. Dies ist verwunderlich, da diese Aminosdure nach dem aufgestellten
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Modell von Wohlrab (Abb. 3.10) direkt zum putativen Translokationsweg zeigt.
Selbst nach 5 Minuten Reaktionszeit sind bei allen Reagentien noch immer deutliche,
aber etwas schwéchere Fluoreszenzsignale als zu Beginn der Reaktion zu erkennen.
Lediglich bei den mit MTSEA behandelten Proben ist eine deutlichere Abnahme
des Fluoreszenzsignals zu erkennen. Ein dhnliches Bild konnte fiir A25C erhalten
werden.

Proteine, die nach dem Modell von Wohlrab (Abb. 3.10) schwer zugénglich
sein sollten, sind 5S34C und S30C. Beide zeigen vom putativen Translokationsweg
weg und ragen somit ins Proteininnere oder wechselwirken mit der Membran. Mit
den jetzt durchgefithrten Zuginglichkeitsmessungen konnte die Vermutung tiber die
erschwerte Zuganglichkeit bestétigt werden. Auf den Fluoreszenzgelen konnte bei
diesen Proteinen keine bzw. eine nur sehr geringe Abnahme der Fluoreszenz mit der
Zeit beobachtet werden. Selbst nach 5 Minuten Reaktionszeit sind diese Positionen
fiir die drei MTS-Reagentien nicht zugdnglich. Ein Vergleich der Fluoreszenzgele
dieser Proteine mit den entsprechenden mit Silber gefarbten Gelen zeigt, daf die

aufgetragenen Proteinmengen mit den Fluoreszenzsignalen korrelieren.
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Mutation Fluoreszenzfarbung Silberfarbung
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Abbildung 3.16: Untersuchung der Zugénglichkeit von verschiedenen Positionen der ersten

und dritten Helix des PiC aus S. cerevisiae. Die unterschiedlichen Positionen sind in der
ersten Spalte unter Mutation zusammengefakt. Die entsprechenden Fluoreszenz- bzw. mit
Silber gefiarbten Gele sind rechts daneben abgebildet. In Spur 1 ist immer die Kontrolle
(nicht mit MTS-Reagenz behandelt) aufgetragen. In den Spuren 2, 3, 4 und 5 ist das
mit MTSEA behandelte, rekonstituierte Protein nach 30 Sekunden, 1 Minute, 2 Minuten
und 5 Minuten Reaktionszeit aufgetragen. In den Spuren 6, 7, 8 und 9 befinden sich die
mit MTSET behandelten Proben nach 30 Sekunden, 1 Minute, 2 Minuten und 5 Minuten
Reaktionszeit. Kine entsprechende Anordnung fiir MTSES findet sich in den Spuren 10,
11, 12 und 13.
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4 Diskussion

4.1 Optimierung der Rekonstitution und Charakterisierung

des Melfisystems

Da mit dem Rekonstitutions- und Mefisystem, das bisher zur Untersuchung des mi-
tochondrialen Phosphatcarriers aus Rinderherzen und aus Hefe diente, nur geringe
und schlecht reproduzierbare Transportaktivititen gemessen werden konnten, war
eine Optimierung dieses Systems notwendig. Dabei wurde das Mefisystem von Fran-
cois Deuber (Deuber, 2000) durch die Umstellung von der Gabelmethode (Dawson et
al., 1987) auf die Verwendung von Mehrkanalpipetten und dem Einsatz von Mikroti-
terplatten derart optimiert, dal sowohl die Handhabung als auch der Probendurch-
satz deutlich verbessert wurden. Das Rekonstitutionssytem mufte so modifiziert
werden, dafs die gemessene Transportaktivitdt um zwei bis drei Grofenordnungen
auf iiber 10 U/mg erhoht wird. Dies konnte sowohl durch die Verwendung von
E. coli Lipiden, die ca. 10 % Cardiolipin enthalten, als auch von selbst isolierten
Truthahnlipiden, die mit 20 mg Cardiolipin/g Lipid supplementiert waren, erreicht
werden. Der Einfluf dieses Phospholipids auf die mitochondrialen Carrier wurde
schon seit langem intensiv in der Literatur diskutiert. So konnte fiir den Citratcar-
rier als erstes gezeigt werden, dak Cardiolipin einen stimulierenden Effekt wiahrend
der Rekonstitution ausiibt (Stipani et al., 1980; Kramer und Palmieri, 1989). Auch
fiir den Dicarboxylat-, den Carnitin- und den Phosphatcarrier konnte ein positiver
Effekt dieses Phospholipids auf die Transportaktivitit beobachtet werden (Barner-
jee und Racker, 1979; Mende et al., 1983). Diese Untersuchungen wurden jedoch
beim Phosphatcarrier durch die Gruppe um Wohlrab in Frage gestellt, da sie durch
Zugabe von Cardiolipin zu PC-haltigen Liposomen nur einen geringen stimulieren-
den Effekt nachwiesen (Wohlrab et al., 1984; Kramer und Palmieri, 1989). Die
Beobachtungen der Transportstimulation durch Cardiolipin wurden hingegen durch
Experimente gestiitzt, die mit den Cardiolipin-spezifischen Inhibitoren Doxorubi-
cin und Daunomycin durchgefithrt wurden. Diese Untersuchungen bestétigten die

Stimulation des Phosphatcarriers durch Zugabe von Cardiolipin zu Proteoliposo-
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men und deren Umkehrung durch Zugabe dieser Inhibitoren (Cheneval et al., 1983;
Miiller et al., 1984). Fiir den Nukleotidcarrier konnte sogar gezeigt werden, daf
dieser sechs fest gebundene Molekiile Cardiolipin im solubilisierten Zustand besitzt
(Beyer und Klingenberg, 1985). Zusammengenommen konnte die Wichtigkeit die-
ses Phospholipids fiir viele mitochondriale Carrier gezeigt werden. Da sowohl mit
E. coli Lipiden als auch mit den selbst isolierten Truthahnlipiden, die mit Cardio-
lipin supplementiert wurden, die gleiche Aktivitat gemessen werden konnte, kann
angenommen werden, dafl die Diskrepanz eines Faktors von acht bis zwolf zu den
publizierten Aktivitdten von homolog exprimierten Protein auf systematische Un-
terschiede der Experimente zuriickzufithren ist. Da bei Verwendung von F. coli
Lipiden geringere Schwankungen bei den Aktivitdtsmessungen auftraten, wurden
diese fiir die Rekonstitution und Transportmessung verwendet.

Weiterhin wurde in dieser Arbeit das Verfahren zur reversiblen Inaktivierung des
Phosphatcarriers optimiert. Diese Methode ermoglichte die Anwendung chromato-
graphischer Verfahren zur freien Variation der externen Phosphatkonzentration bei
konstanter interner Phosphatkonzentration. Es konnte gezeigt werden, daf der WT-
PiC im P;/OH~-Antiport eine um 70 % verringerte Transportaktivitat im Vergleich
zur Transportaktivitdt im P;/P;-Antiport aufweist (Stappen, 1994). Die maximale
Transportaktivitidt des P;/P;- Antiports konnte in den verwendeten F. coli Lipo-
somen zu ca. 10 U/mg Protein ermittelt werden, wahrend im P;/OH™-Antiport
nur eine Aktivitat von 0,9 U/mg Protein gemessen wurde. Dieses Verhiltnis von
10 % der Geschwindigkeit im P;/OH™-Antiport im Vergleich zum P;/P;-Antiport
entspricht nicht den bekannten Daten. Jedoch konnte gezeigt werden, dak die ma-
ximale Transportaktivitdt im P;/P;-Antiport nach Inhibition mit Mersalylsaure,
Gelfiltration und Start der Transportreaktion durch Gabe von DTT, also gleicher
Vorbehandlung wie bei den Riicktauschexperimenten, drastisch auf 1,5 U/mg Pro-
tein sinkt. Der Aktivitatsverlust, der bei dieser Behandlung auftrat, konnte auf die
Gelfiltration zuriickgefiihrt werden. Die genaue Ursache ist jedoch nicht klar. Ein
Vergleich dieser Transportaktivitit mit der erzielten Aktivitdt im P;/OH~-Antiport
zeigt ein Verhéltnis von 60 %, was vergleichbar mit den bereits verdffentlichten Da-
ten ist.

Das optimierte Mefsystem wurde in Bezug auf Innenvolumina, Ka; und V.-
Werte und die Abhéngigkeit der Aktivitdat vom Protein-zu-Lipid Verhéltnis cha-
rakterisiert. Der Kp-Wert weist keine aulergewShnlichen Abweichungen von den
bisher verdffentlichten Daten auf. Der ermittelte Ky,-Wert in diesem System ist
etwa viermal so hoch wie die ermittelten externen Kp-Werte fiir den heterolog

exprimierten Carrier aus Hefe in dem Rekonstitutionssystem nach Wohlrab, den
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rekonstituierten Carrier aus Rinderherzmitochondrien und in intakten Mitochon-
drien (Stappen, 1994; Coty und Petersen, 1974; Ligeti et al, 1985). Demnach
kann man noch nicht von einem drastisch verdnderten Kys-Wert sprechen, wie er
sich z. B. durch strukturelle Veranderungen einer Substratbindungsstelle ergeben
wiirde. Jedoch kann eine Verdnderung des Kjy-Wertes aufgrund der verdnderten
Lipidumgebung in F. coli Liposomen im Vergleich zur Zusammensetzung der inne-
ren Hefemitochondrienmembran oder zu Liposomen aus Phosphatidylcholin nicht
ausgeschlossen werden. Die ermittelten Innenvolumina zeigten das erwartete Ver-
halten, daf mit zunehmender Proteininkorporation in Liposomen das Innenvolumen
sinkt. Auch bei der Bestimmung der Abhéngigkeit der Aktivitat von dem eingestell-
ten Protein-zu-Lipid Verhialtnis konnte ein dhnliches Ergebnis erhalten werden, wie
es schon fiir den mitochondrialen Phosphatcarrier aus Rinderherzen publiziert wur-
de (Stappen und Kramer, 1993). Bei einem Vergleich mit anderen mitochondrialen
Carriern fallt auf, dak das festgestellte optimale Protein-zu-Lipid Verhéltnis von ca.
1 pg Protein/mg Phospholipid auch fiir den Carnitincarrier publiziert wurde (Invi-
deri et al., 1991a). Fiir den ADP/ATP-Carrier liegt dieses Verhaltnis dagegen um
einen Faktor 10, bei dem Asp/Glu-Carrier um den Faktor 100 {iber dem ermittelten
Wert fiir den Phosphatcarrier (Kramer und Heberger, 1986).

Mit dem neuen Rekonstitutions- und Mefsystem steht eine experimentelle An-
ordnung zur Verfiigung, die einen hohen Durchsatz an fehlerarmen und reproduzier-
baren Transportmessungen mit dem mitochondrialen Phosphatcarrier unter verein-
fachten Arbeitsbedingungen gestattet. Das neue System bietet eine gute Grundlage

fiir eine weitergehende Charakterisierung des mitochondrialen Phosphatcarriers.

4.2 Zuganglichkeitsstudien am mitochondrialen Phosphat-

carrier

Wie fiir die meisten sekundédren Transporter liegen auch fiir den mitochondrialen
Phosphatcarrier keine dreidimensionalen Strukturdaten vor. Die bisherigen Infor-
mationen iiber strukturelle und funktionelle Eigenschaften beruhen auf biochemi-
schen, biophysikalischen und molekularbiologischen Untersuchungen. Uber Muta-
tionsstudien konnten sowohl in lonenkanilen (Akabas et al., 1992, 1994a, 1994b;
Javitch et al., 1995; Xu und Akabas, 1993, 1996) als auch in sekundiren Trans-
portern (Frillingos et al., 1998; Jung et al., 1993; Kaplan et al., 2000, Sahin-Toth
et al., 1993, Briggs et al., 1996) Aminosiurereste identifiziert werden, die fiir den
Transport essentiell sind. Bei der Lactose Permease aus F. coli ergab eine solche Un-

tersuchung, dafl von 402 Aminosduren nur sechs Reste fiir den Transport essentiell
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sind (Frillingos et al., 1998). Erste Studien am mitochondrialen Phosphatcarrier er-
gaben, daf Mutationen an fiinf der geladenen Aminoséuren (H32, D39, E126, D130
und E137) den Transport inhibieren (Phelps et al., 1996). Aufbauend auf diesen
Studien und auf Crosslink-Experimenten, die belegten, dall die beiden Cysteine an
den Positionen 28 im aktiven Dimer direkt miteinander verbunden werden kénnen
(Phelps und Wohlrab, 1993), wurde das in Abb. 3.10 dargestellte Helixmodell ent-
wickelt. Basierend auf diesem Modell sollte ein System etabliert werden, mit dem
die Zugénglichkeiten bestimmter Aminosaurereste im PiCge fiir MTS-Reagentien

und deren Einflul auf die Transportaktivitat untersucht werden konnte.

4.2.1 Charakterisierung der erzeugten rekombinanten Proteine

Zur Bestimmung von Zuganglichkeiten mit Hilfe von MTS-Reagentien war die Kon-
struktion von Proteinen, die nur ein Cystein enthalten, notwendig. Ausgangspunkt
zu deren Erzeugung war die Konstruktion eines cysteinfreien Proteins. Dabei wur-
den alle Cysteine gegen Serin ausgetauscht. Serin ist im Vergleich zu Cystein iso-
sterisch; es besitzt dhnliche helixbildende Eigenschaften wie Cystein, und es kann
ebenfalls Wasserstoffbriickenbindungen ausbilden (Xu et al., 2000). An vielen ande-
ren Transportern konnte gezeigt werden, daf ein Austausch von Cystein zu Serin in
der Regel nicht zu einer Stérung der physiologischen Funktion fithrt. Jedoch wird
diese Substitution nicht an allen Positionen gleich gut toleriert, wie Experimente
mit der Lactose Permease aus F. coli, dem heterolog in E. coli exprimierten Citrat-
carrier aus S. cerevisiae, dem Zuckerphosphatcarrier UhpT aus F. coli u. a. zeigten
(van Iwaarden et al., 1991; Yan und Maloney, 1993; Due et al., 1995; Arechaga et al.,
1993, Xu et al., 2000). So konnte fiir das cysteinfreie Protein des Citratcarriers, bei
der alle nativen Cysteine durch Serin ersetzt wurden, nur eine Transportaktivitit
von 6 % im Vergleich zum Wildtypprotein gemessen werden. Nach Substitution des
Cys73 zu Val konnte eine Transportaktivitiat von 63 % verglichen mit der Wildtyp-
aktivitdt gemessen werden (Xu et al., 2000). Fiir das cysteinfreie Protein SSS des
mitochondrialen Phosphatcarriers konnte eine geringe, aber mit 10 % Restaktivitét,
verglichen mit der Wildtypaktivitét, signifikante Aktivitat gemessen werden. Dies
steht im Widerspruch zu den von Wohlrab veréffentlichten Daten, der in seinem
MefRsystem fiir dieses Protein eine der Wildtyp-Aktivitat vergleichbare Aktivitat
messen konnte (Phelps und Wohlrab, 1993; Schroers et al., 1997). Diese gemes-
sene Transportaktivitdt belegt jedoch, dak keines der Cysteine essentiell fiir den
Phosphattransport ist.

Zur Durchfithrung der Zugéanglichkeitsstudien wurden auf Basis des cysteinfrei-

en Proteins SSS ,Einzelcystein-Proteine” konstruiert. Eine Substitution zu Cystein
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wird in Transportproteinen in der Regel gut toleriert (Frillingos et al., 1998). Bei den
erzeugten rekombinanten Proteinen konnte nur fiir T43C eine vollstandige Inhibition
des Phosphattransportes festgestellt werden, was im Einklang mit den bereits ver-
offentlichten Daten steht (Wohlrab und Briggs, 1994). Weiterhin zeigten viele Pro-
teine sehr geringe Transportaktivitdten, wiahrend nur wenige der isolierten Proteine
deutlich mefibare Transportaktivitdten besafen. Die drastisch verringerte Transpor-
taktivitat von einem Teil der rekombinanten Proteine gibt einen Hinweis darauf, daf
die substituierten Aminosduren fiir den Transport oder die Struktur essentiell sein
konnten. Auffallig ist, dal nach dem aufgestellten Modell (vgl. Abb. 3.10) die Ami-
nosaurereste derjenigen Proteine, die nur geringe Transportaktivitidten zeigen, alle
zum putativen Translokationsweg zeigen. Diese Tatsache zeigt die Wichtigkeit der
beiden Transmembrandomaéanen fiir den PiCgs -Translokationsmechanismus. Daher
miissen hier fiir den Substratweg essentielle Elemente enthalten sein. Die stark ver-
ringerte Aktivitdt der Proteine kann so interpretiert werden, dal die Substitution
an der wasserzuganglichen Oberfliche eine direkte Modifikation des Substratweges

bewirkt und dadurch nur wenig toleriert wird.

4.2.2 Etablierung eines Systems zur Messung von Zuganglichkeiten mit
MTS-Reagentien

Die Etablierung der Zugénglichkeitsstudien erfolgte mit den Proteinen SCS und
SSC. Anhand dieser beiden Proteine konnte gezeigt werden, daf die Bindung der
MTS-Reagentien unterschiedliche Effekte beziiglich der Transportaktivitat ausiiben
kann. Wihrend die Transportaktivitat von SCS durch die Zugabe der Reagentien
reduziert wurde, kam es bei SSC durch die Bindung der Reagentien nicht zu ei-
ner Beeinflussung der Transportaktivitdt. Daher war es notwendig, ein System zu
etablieren, welches die Bindung der MTS-Reagentien auch ohne Aktivitatsdnde-
rung nachweisbar macht. Dies erfolgte mit Hilfe des fluoreszierenden Farbstoffes
Fluorescein-5-Maleimid, der ebenfalls spezifisch mit Sulfhydrylgruppen reagiert.
Da nach Gabe der MTS-Reagentien keine Anderung der Transportaktivitit bei
SSC auftrat, scheint das Cys300 nicht an dem Transportmechanismus beteiligt zu
sein. Die beobachtete Inhibition des Phosphattransports mit MTSEA (und auch
mit Mersalylsdure) bei SCS kénnte somit auf eine sterische Blockade des Transport-
weges zuriickzufiihren sein. Diese Beobachtungen setzen eine direkte Beteiligung des
Cys134 am Transport nicht voraus. Aus diesen Ergebnissen wurde abgeleitet, daf
in der gewahlten Inkubationszeit die Zugéanglichkeiten bzw. die Reaktivitat dieser
Cysteinreste mit den MTS-Reagentien ausreichend differenzierbar ist, so dal un-

ter diesen Bedingungen auch die iibrigen rekombinanten Proteine untersucht wur-
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den. Nach Durchfithrung der Zuganglichkeitsstudien mit 15 Minuten Inkubation
bei Raumtemperatur konnte fiir alle weiteren Proteine aufer SCS eine vollstandige
Zugéanglichkeit fiir alle Reagentien ermittelt werden. Dieses Ergebnis wiirde den
Schluf zulassen, dals der Phosphatcarrier sehr viele hydrophile Bereiche besitzt, die
somit fiir alle drei MTS-Reagentien gut zugénglich sind. Ein solcher hydrophiler
Bereich wére dann nicht nur beim putativen Translokationsweg zu finden, sondern
auch auf der gegeniiberliegenden Seite der ersten Helix, da die Proteine S30C und
S34C, bei denen eigentlich eine Anordnung zur Lipidschicht oder ins Proteinin-
nere angenommen wurde, ebenfalls gut zuganglich waren. Unter anderem miifite
gefordert werden, daf der Translokationsweg grofs genug ist, so dak diese grofien
Reagentien problemlos hindurch diffundieren kénnen, um auch Positionen, die auf
der Matrixseite oder nahezu auf der Matrixseite liegen (T43C, D39C), gut zu errei-
chen. Denkbar wiren auch groke hydrophile Bereiche, die nicht notwendigerweise
den Translokationsweg bilden. Solche Bereiche wurden allerdings in der 3D Struk-
tur von integralen Membranproteinen bislang nicht beobachtet (Cowan et al., 1992;
Deisenhofer et al., 1984; Doyle et al., 1998; Koepke et al., 1996; Kiihlbrandt, 1995;
Schirmer et al., 1995, Tsukihara et al., 1996; Weiss et al., 1991). Da die Existenz sol-
cher hydrophiler Bereiche unwahrscheinlich ist, wurden die Inkubationszeiten mit
den MTS-Reagentien gekiirzt und die Experimente nochmals durchgefithrt. Mit
diesem neuen Ansatz konnten jetzt deutliche Unterschiede in der Zugénglichkeit fiir
die MTS-Reagentien von den zu untersuchenden Aminosdurepositionen festgestellt

werden.

4.2.3 Die Orientierung des mitochondrialen Phosphatcarriers in E. col:
Proteoliposomen

Mit Hilfe der Zuganglichkeitsstudien konnte ein Hinweis auf die Orientierung des
mitochondrialen Phosphatcarriers in den Proteoliposomen gewonnen werden. So
konnte fiir SSC, bei dem das native Cys300 wieder in das Protein eingefiihrt wur-
de, gezeigt werden, dal diese Position schon nach 30 Sekunden fast vollsténdig
mit allen eingesetzten MTS-Reagentien reagiert hat (vgl. Abb. 3.16). In dieser
kurzen Zeit kénnen die membranimpermeablen Reagentien MTSET und MTSES
jedoch nicht durch den Translokationsweg auf die Transseite des Proteins diffun-
dieren. Daher ist eine Orientierung dieses Cysteins nach aufen, und somit eine
right side out Orientierung des Proteins, wahrscheinlich. In dem bisher in unserer
Arbeitsgruppe verwendeten Rekonstitutionssystem konnte fiir den PiCggas iiber

Bisubstratkinetiken gezeigt werden (Stappen und Kramer, 1994), dak die Orien-
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tierung dieses Proteins in den PC-Liposomen right side out ist, was der nativen

Orientierung in Mitochondrien entspricht.

4.2.4 Wo befindet sich der Translokationsweg?

Die hier untersuchten Proteine zeigten ein unterschiedliches Verhalten beziiglich ih-
rer Reaktivitat mit den MTS-Reagentien. Es existieren Proteine, deren Cysteinrest
fiir die MTS-Reagentien schwer zuganglich ist, wihrend der Cysteinrest von an-
deren Proteinen fiir die MTS-Reagentien leichter erreicht werden kann (vgl. Abb.
4.1). So zeigten S34C und S30C keine Reaktion mit den Reagentien unter den ver-
wendeten Bedingungen. Sie sind also fiir die eingesetzten Reagentien nur schwer
zuganglich. Dies laft vermuten, dak diese beiden Positionen ins Proteininnere oder
zur Lipidschicht zeigen und somit nicht am Translokationsweg beteiligt sind. Da bei
einer Orientierung zur Lipidschicht eine Reaktion mit dem membrangingigen Rea-
genz MTSEA wahrscheinlich gewesen wire, kann eine Anordnung dieser Position in
der dreidimensionalen Struktur des Proteins zum Proteininneren vermutet werden.
Eine weitere Position, die fiir die MTS-Reagentien ebenfalls schwer zugéanglich war,
ist S134C (vgl. Abb. 4.1). Uber einen Zeitraum von 5 Minuten war keine Anderung
in der Signalintensitat der Fluoreszenz zu sehen. Selbst nach einer Inkubationszeit
von 15 Minuten konnten die Reagentien MTSET und MTSES nicht vollstandig mit
diesem Cysteinrest abreagieren. Auch A25C war fiir die MTS-Reagentien schwer
zuganglich (Abb. 4.1). Es konnte nur eine geringe Abnahme der Fluoreszenzinten-
sitdten bei den mit MTSEA behandelten Proben beobachtet werden. Dies spricht
dafiir, dal sowohl S134C als auch A25C im Inneren des Proteins verborgen und
daher nur sehr schlecht fiir die eingesetzten Reagentien erreichbar sind. Positio-
nen, die hingegen fiir die MTS-Reagentien gut zuginglich waren, sind H32C und
M35C (vgl. Abb. 4.1). Es konnte hier schon nach 30 Sekunden Inkubation eine
fast vollstandig abgeschlossene Reaktion mit den M'TS-Reagentien beobachtet wer-
den. Dabei sind beide Positionen gleichermafen gut fiir MTSEA zuganglich. Ein
wichtiger Unterschied besteht jedoch in ihrer Selektivitat. H32C ist als einzige hier
untersuchte Position fiir das positiv geladene Reagenz MTSET zuganglich. Eine Re-
aktion mit dem negativ geladenen Reagenz konnte innerhalb von 5 Minuten nicht
nachgewiesen werden. Im Gegensatz hierzu zeigte M35C eine hohe Selektivitat fiir
das negativ geladene Reagenz MTSES, wéhrend keine Reaktion mit MTSET inner-
halb von 5 Minuten nachweisbar war. Ahnliche Ergebnisse wie fiir M35C konnten
fiir CSS, D39C, D130C, E126C und T43C erzielt werden (Abb. 4.1). Diese sind
ebenfalls fir MTSEA und MTSES zugénglich, reagieren aber langsamer mit den

zugesetzten Reagentien. Interessant ist dieses Ergebnis vor allem fiir T43C, da sich
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Thr 31

sy G
Lo Lewl36 Ala129 -
Ala 125 ! ! 1 J;’/@ - Phe 127 Ala 138
Ala 132 ; ; é ; ; Leu 133 \A\S@ @y@ Tle 141 Ala123 ‘

Thr 139 p
(Glu 126 fsp 130

Leu 128 C Glu 137 Glu 137
Pro 135 (Asp 130
~2 Glu 126
Met 124 Ala 123

Leu 133

; AN
Tle 131 - @@KEP 3?/ ’ Ala 122 ‘

Ala 138 phe 127 Arg 140

Ala 129 1oy 136

Abbildung 4.1: Helical Wheel Modell des putativen Translokationsweges nach Phelps et al.
(1996). In fett markiert sind die in dieser Arbeit untersuchten Positionen. Die graue Un-
terlegung bedeutet keine Zuginglichkeit fiir die MT'S-Reagentien. Die blaue Unterlegung
entspricht der Zuginglichkeit fiir MTSEA, die rote Unterlegung der Zuginglichkeit fiir das
positiv geladene MTSET und die gelbe Unterlegung der Zugdnglichkeit fiir das negativ
geladene MTSES. Bei einer zweifarbigen Markierung ist die Position fiir zwei Reagentien
zuganglich.
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diese Position bei einer right side out Orientierung des Proteins auf dessen Matrix-
Seite befindet. T43C ist fiir MTSEA zuganglich. Da MTSEA durch Membranen
diffundieren kann, war dieses Frgebnis zu erwarten. Aber auch fiir MTSES ist ei-
ne Abnahme des Fluoreszenzsignals mit der Zeit zu erkennen. Somit ist T43C fiir
MTSES zugénglich. Eine Reaktion mit MTSES ist bei dieser Position nur dann
moglich, wenn das Reagenz durch das Protein auf die gegeniiberliegende Seite ge-
langen kann. Dann miifte der putative Translokationsweg aufgrund der Groke der
MTS-Reagentien einen Durchmesser von mehr als 0,6 nm besitzen. Es ist eben-
falls zu beobachten, daf die Reaktion mit MTSES bei T43C sehr viel langsamer
ablauft als mit MTSEA. Das spricht dafiir, daf MTSES nur langsam durch den
Phosphat-Translokationsweg diffundieren kann.

Wie an Abbildung 4.1 eindeutig zu sehen ist, korrelieren die erhaltenen Er-
gebnisse mit dem aufgestellten Modell von der Gruppe um Wohlrab. Positionen,
die zum putativen Translokationsweg zeigen, sind fiir die MTS-Reagentien zugéng-
lich, wiahrend Positionen, die eventuell an Salzbriickenbildung oder Protein-Protein-
Wechselwirkungen beteiligt sein kénnten bzw. nicht zum Translokationsweg zeigen,
schwerer oder nicht zugénglich sind. Das aufgestellte Modell konnte daher mit Hilfe
der durchgefithrten Zuganglichkeitsstudien bestatigt werden.

4.2.5 Mechanistische Betrachtungen

Der Transport von Phosphat wird als Symport mit einem Proton bzw. als Antiport
mit einem Hydroxylion beschrieben (Wohlrab, 1986; Stappen und Kramer, 1994).
Interessant ist in diesem Zusammenhang das Ergebnis der Zugéanglichkeitsstudien
an der Position H32C. Wie unter 4.2.4 erwédhnt wurde, konnte gezeigt werden, dals
diese Position als einzige hier untersuchte Position fiir das positiv geladene MTSET
zuganglich war. Auch auf Aktivitatsebene zeigte die Reaktion von H32C mit dem
positiv geladenen Reagenz eine leichte Aktivititsverbesserung um 50 %. Daraus
kann geschlossen werden, daf eine positive Ladung an dieser Position - wie sie z. B.
durch Protonierung des Histidins erzeugt werden kann - fiir die Transportfunktion
vorteilhaft ist. Es kann angenommen werden, daf die Mikroumgebung des Hi-
stidins im aktiven Homodimer einen Uberschuf an negativen Ladungen aufweist,
wodurch die gute Zugénglichkeit fiir das positiv geladene Reagenz, aber auch die
schlechte Zugéanglichkeit fiir das negativ geladene Reagenz erklart werden kénnte.
Mogliche negativ geladene Aminoséduren kénnten E137 oder D130 sein. Eine solche
Anordnung wurde auch schon bei der Lactose Permease aus F. coli beobachtet.

Die Permease muls zundchst protoniert werden, bevor die Translokation von Lacto-
se stattfinden kann. Dabei liegt das Proton zwischen H322 und E269 delokalisiert
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vor. In dieser Konformation kann das Substrat Lactose dann vom Protein gebunden
werden. Diese Bindung induziert eine Konformationsénderung, die zum Transfer
des Protons von H322 und E269 auf E325 und zur Reorientierung der Bindungs-
tasche zur inneren Seite mit einer erniedrigten Affinitét zum Substrat fithrt. E325
wird dann deprotoniert, und das Protein reorientiert sich. Nach Bindung eines
weiteren Protons an H322 und E269 kann der Zyklus wieder von vorne beginnen
(Sahin-Toth et al., 2000). Eine dhnliche Anordnung wére fiir den mitochondrialen
Phosphatcarrier denkbar. Im Grundzustand lage das Histidin deprotoniert vor. Die
Protonierung kénnte ein Teilschritt bei der Bildung des transportaktiven Komplexes
sein. Ein weiterer Schritt bei der Bildung dieses Komplexes wire die anschliefende
Anlagerung von externem Phosphat. Anschliefend wiirde das Phosphat transloziert
werden, wobei weiterhin unklar ist, ob bei der Translokation ein Proton mit oder

ein Hydroxylion gegen das Phosphat transportiert wird.

4.2.6 Maodgliche Salzbriicken im mitochondrialen Phosphatcarrier

Geladene Aminosédurereste in transmembranen Helices sind im Gegensatz zu vielen
anderen hydrophoben Aminosduren meist von grofer struktureller oder funktionel-
ler Bedeutung. Dies konnte die Arbeitsgruppe um Kaback durch Experimente an
der Lactose Permease aus F. coli eindriicklich zeigen (Frillingos et al., 1998). Der
Austausch des nativen D39 durch Cystein beim mitochondrialen Phosphatcarrier
fiihrte zu einem nahezu vollstdndigen Verlust der Transportaktivitat. Dies ist ein
erster Hinweis darauf, daf diese Position fiir die Funktion oder die Struktur wichtig
ist. Mit Hilfe der Zugénglichkeitsstudien konnte gezeigt werden, daf diese Position
fiir die Reagentien MTSEA und MTSES zuginglich ist. Auf Aktivitatsebene dufiert
sich diese Zugénglichkeit in einer drastischen Erhéhung der Transportaktivitdat. Dies
ist ein weiterer Hinweis dafiir, daf an dieser Position die negative Ladung essentiell
ist. Moglicherweise bildet D39 mit dem R140 der dritten Helix eine Salzbriicke aus
und ist somit fiir die Struktur des Proteins ein essentieller Baustein. Die Gruppe
um Wohlrab konnte neuerdings iiber die Bestimmung von Einbaueffizienzen von
PiCsc in Liposomen zeigen, daf D39 keine essentielle Funktion fiir den Transport-
vorgang {ibernimmt, aber fiir die Struktur des Proteins notwendig ist (Phelps et al.,
2001). Die Ausbildung einer Salzbriicke ist mit diesem Ergebnis konform. Ob die
vermutete Salzbriicke aus den beiden Helices eines Monomers oder aus den Helices
der unterschiedlichen Monomere gebildet wird, kann nicht gesagt werden. Auch in
anderen Proteinen konnte das Vorhandensein von Salzbriicken gezeigt werden. In

dem Zuckerphosphatcarrier UhpT aus E. coli konnte eine intrahelicale Salzbriicke
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zwischen Asp388 und K391 in der Helix XTI nachgewiesen werden, die fiir die Funk-
tion des Proteins essentiell ist (Hall et al., 1999). In der Lactose Permease aus F.
coli befinden sich Salzbriicken zwischen den Resten R302 und E325, K319 und D240
und R144 und E126 (Sahin-Toth et al., 2000).

Auch E126 zeigt ein dhnliches Verhalten gegeniiber den MTS-Reagentien wie
D39. Da die Position E126C trotz ihrer Lage im oberen Drittel der dritten Trans-
membranhelix fiir die MTS-Reagentien schwer zugénglich ist, kénnte das mit Helix-
Helix-Wechselwirkungen erklart werden, wie sie bei einer Salzbriicke auftreten. Pu-
tative Aminosduren, mit denen das Glutamat wechselwirken kénnte, waren die bei-
den Lysine 187 oder 179 der vierten Transmembranhelix. Fiir beide Positionen
konnte bereits gezeigt werden, daf die positive Ladung an dieser Position essentiell
ist (Briggs et al., 1999). Ein &hnliches Ergebnis wurde fiir den heterolog in E. coli
exprimierten Citratcarrier aus S. cerevisiae erhalten (Xu et al., 2000).

Eine ganze Reihe Fragen iiber strukturelle und funktionelle Zusammenhinge
bleibt jedoch weiterhin offen oder ergibt sich aus den vorliegenden experimentellen
Befunden. Hierzu gehért auch die Frage nach dem Aufbau des Translokationswe-
ges. Eine Beteiligung der Helices 1 und 3 ist aufgrund der erhaltenen Ergebnisse mit
den MTS-Reagentien wahrscheinlich. Eine Wechselwirkung der vierten Transmem-
branhelix mit den Helices 1 und 3, wie sie von der Gruppe um Wohlrab postuliert
wurde (Phelps et al., 2001), kann nicht ausgeschlossen werden. Proteine, die nur
einen Cysteinrest in der vierten Helix besitzen, wiren daher noch von Interesse um
zu zeigen, ob Positionen dieser Helix fiir die MTS-Reagentien zuginglich und auch
am putativen Translokationsweg beteiligt sind. Zur weiteren Charakterisierung des
putativen Translokationsweges kénnten mit Hilfe von Spinlabelexperimenten Ab-
stdnde der einzelnen Cysteine im Protein voneinander bestimmt werden. Durch
diese Untersuchung wére eine Bestimmung der rdumlichen Anordnung der Helices

und somit des putativen Translokationsweges moglich.
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5 Zusammenfassung

Der mitochondriale Phosphatcarrier ist fiir die Phosphataufnahme in Mitochondrien
verantwortlich und daher fiir die ATP-Synthese essentiell. Mit seinen 6 transmem-
branen Helices, einer molekularen Masse von 32 kDa und 311 Aminosauren ist er
ein typischer Vertreter der mitochondrialen Carrierfamilie, die allein in Saccharo-
myces cerevisiae 35 Mitglieder umfafit. Das Protein katalysiert zwei verschiedene
physiologische Transportreaktionen: die Aufnahme von Phosphat im Antiport mit
Hydroxylionen und den homologen Austausch von Phosphat. Es wird angenommen,
daf der Phosphatcarrier in homodimerer Form aktiv ist.

Zur genauen kinetischen Charakterisierung von Transportproteinen ist die funk-
tionelle Rekonstitution in Liposomen ein wichtiger Ansatz. In dieser Arbeit wurde
fiir den heterolog in Escherichia coli exprimierten mitochondrialen Phosphatcarrier
aus S. cerevisiae das bis dahin in unserer Gruppe verwendete Rekonstitutionssystem
optimiert. Durch die Verwendung von Gesamtlipidextrakt aus E. coli oder selbst
isolierten Lipiden aus Truthahneigelb supplementiert mit Cardiolipin konnte die
Transportaktivitdt des mitochondrialen Phosphatcarriers um zwei bis drei Grofen-
ordnungen im Vergleich zum bisherigen Rekonstitutionssystem verbessert werden.
Daten zur ndheren Charakterisierung des Phosphatcarriers wie z. B. Ky~ und V45~
Bestimmungen stimmten mit ver6ffentlichten Werten iiberein. Dies belegt, dak das
optimierte System zur weiteren Untersuchung des Phosphatcarriers geeinet ist.

Die Aufklérung der dreidimensionalen Struktur des mitochondrialen Phosphat-
carriers aus S. cerevisiae durch Proteinkristallographie ist bis heute noch nicht ge-
lungen. Aussagen iiber die Struktur sind daher bislang nur durch indirekte Nach-
weismethoden, wie z. B. chemische Modifikationen, moglich. In dieser Arbeit wurde
eine Methode entwickelt, mit der die Zugénglichkeit verschiedener Aminosaurepo-
sitionen im rekonstituierten System mit Hilfe von MTS-Reagentien untersucht wer-
den kann. Dazu wurden ausgehend von dem Plasmid pUCI18-SSS, auf dem das
cysteinfreie Protein kodiert ist, durch ortsgerichtete Mutagenese gezielte Amino-
sauresubstitutionen zu Cystein durchgefithrt. Nach Expression der Proteine wurden

die Transportaktivitdten bestimmt. Einige der erzeugten Proteine zeigten nur ge-
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ringe Transportaktivitdten, was nahelegte, dalk diese Aminoséduren wichtig fiir den
Phosphattransport sind. Die restlichen Proteine besaken deutlich mefbare Trans-
portaktivitdaten. Mit Hilfe der MTS-Reagentien wurden alle rekombinanten Prote-
ine auf ihre Zugénglichkeit untersucht. Die Bindung der M'TS-Reagentien an den
Phosphatcarrier wurde mit Fluorescein-5-Maleimid nachgewiesen, einem ebenfalls
sulfhydrylspezifischen und zudem fluoreszierenden Molekiil. Mit diesem System
konnten sowohl Aminosduren identifiziert werden, die fiir diese Reagentien nicht
zuganglich waren als auch Reste, die gut von den zugesetzten Reagentien erreicht
wurden. Der Translokationsweg im mitochondrialen Phosphatcarrier konnte néher
charakterisiert und dadurch das von der Gruppe um Wohlrab aufgestellte Modell
bestatigt werden (Phelps et al., 1996).
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