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Membranproteinspuren

Mobilitat einzelner Membranproteine

in Mitochondrien
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Mitochondria are enveloped by an outer membrane (OM) and possess
a highly complex inner membrane (IM) with multiple cristae invagina-
tions. We asked how the dynamics of the receptor Tom20 in the OM
and ATP synthase in the IM would be affected by the membrane archi-
tecture. Single molecule tracking of fluorescence-labeled single parti-
cles revealed striking differences in the mobility patterns and diffusion
coefficients: ATP synthase is trapped in cristae, while Tom20 is highly
diffusive.
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B Mitochondrien haben eine komplexe
Architektur, die durch die Existenz zweier

Membran (OM, outer mitochondrial mem-
brane) umgibt die Organellen wie eine Hiille,

Membranen zustande kommt. Die duBere wéahrend die innere Membran (IM, inner mito-

A Abb. 1: Verfolgung von mitochondrialen Membranproteinen. A, Tom20 in der AuBenmembran
(OM) und F,F,-ATP-Synthase in den Cristae (CM). Die beiden Proteine wurden mit einem Protein
fusioniert, das sich posttranslational durch Zugabe eines fluoreszierenden Substrats markieren

lasst. B, Signale von einzelnen ATP-Synthase-Partikeln. C, Zeitreihe, welche die Bewegungsspur
eines Partikels Uber 1 s zeigt.

chondrial membrane) sich regelmaBig in die
Matrix hinein faltet und somit die Oberflache
stark vergroBert (Abb. 1A). Diese Einstiilpun-
gen, Cristae genannt, liegen haufig in Form
von Scheiben vor, die zwar hintereinander
gestapelt aber noch verbunden sind. Die Ver-
bindung wird tiber Teile der Innenmembran,
die parallel zur &uBeren Membran verlaufen,
gewabhrleistet. Dieser Teil der Membran wird
auch innere Grenzmembran genannt. Die
Bereiche, wo sich die Cristae von der inneren
Grenzmembran abschniiren, sind die Cristae-
Knotenpunkte. Trotz dieser Unterteilung ist
die innere Membran, genau wie die duBere,
eine durchgehende Membran. Wir haben uns
gefragt, wie diese spezielle Architektur die
Diffusion von einzelnen Membranproteinen
bestimmt und ob sich das Diffusionsverhal-
ten von Proteinen in der Innen- und AuBen-
membran unterscheiden wiirde. Als Beispie-
le haben wir zwei Proteine gewahlt, die Teil
groBerer Proteinkomplexe sind: Tom20,
einen Rezeptor der Import-Maschinerie TOM
in der AuBenmembran und ATP-Synthase in
der Innenmembran (Abb. 1A). TOM, die
Translokase der duBeren Membran, impor-
tiert mehr als 99 Prozent der mitochondria-
len Proteine, die kerncodiert sind [1]. Tom20
ist einer der Rezeptoren fiir die zu importie-
renden Peptidsubstrate. Der zentrale TOM-
Komplex wird auch als allgemeine Import-
pore (GIP, general import pore) bezeichnet,
und besteht aus der die Pore formenden
Untereinheit Tom40, dem Rezeptor Tom22
und den Untereinheiten Tom5, 6, und 7. Inte-
ressanterweise wurde Tom20 bisher nicht
stabil in der GIP-Struktur gefunden. Fiir uns
ergab sich daraus die Frage, ob Tom20 vor-
zugsweise (nur) dann an die GIP bindet,
wenn es mit einem Substrat beladen ist.

Die ATP-Synthase in der inneren Mito-
chondrienmembran liegt dagegen prominent
in Reihen von Dimeren entlang der Cristae-
Réander vor [2]. Das suggeriert eine eher sta-
tische Struktur aus Multimeren. Allerdings
wurden auch verschiedene Wechselwirkun-
gen der ATP-Synthase mit anderen Proteinen
beschrieben, so ein Komplex ADP/ATP-
Translokase [3], Interaktionen mit dem
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MICOS-Protein Mic10 [4] sowie dem IM-
Fusionsprotein Opal [5]. Zudem konnte die
Beteiligung der ATP-Synthase an der Formie-
rung der transienten mitochondrialen Per-
meabilitdtspore (mPTP) gezeigt werden [6].
Dies erfordert im Prinzip eine partielle Los-
losung der ATP-Synthase aus dem multime-
ren ATP-Synthase-Array und somit eine
gewisse Mobilitdt in der Membran, da die
oben genannten Wechselwirkungen z. T. an
den Cristae-Knotenpunkten oder der inneren
Grenzmembran erwartet werden.

Verfolgungs- und Lokalisations-
mikroskopie von Einzelmolekiilen in
Mitochondrienmembranen

Um die raumzeitliche Organisation und
Mobilitat von Membranproteinen in Mito-
chondrien zu bestimmen, haben wir die
Bewegungsmuster einzelner Molekiile aufge-
zeichnet. Dafiir haben wir die Mdoglichkeit
genutzt, dass bestimmte Proteine (HaloTag,
SnapTag) zur posttranslationalen Fluores-
zenzmarkierung verwendet werden konnen
[7]. Dabei wird fluoreszenzmarkiertes Sub-

strat zu den Zellen gegeben, aufgenommen
und eingebaut. Eine substéchiometri-
sche Gabe (meist im Konzentrationsbereich
nM-pM) des fluoreszierenden Substrats
resultiert in einem so geringen Markierungs-
grad, dass Einzelmolekiile sichtbar werden
(Abb. 1). Da das Ziel war, die Mobilitdt von
Membranproteinen in lebenden Zellen zu
studieren, mussten die Substrate membran-
gingig sein. Die Vorgehensweise war folgen-
dermaBen: Herstellung eines Tag-Fusions-
proteins iiber Plasmid-Codierung, Transfek-
tion von humanen Saugerzellen und Selek-
tion mit einem Antibiotikum, um stabile
Zelllinien zu erhalten. Die Resistenz war
ebenfalls auf dem Plasmid codiert. Stabile
Zelllinien erlauben eine bessere Charakteri-
sierung, ob das markierte Peptid auch in den
Proteinkomplex eingebaut wird und ob es
eine Beeintrachtigung der Funktion durch
die Markierung gibt. Fiir die posttranslatio-
nale Anfirbung wurden fluoreszierende
HaloTag-Ligand-Substrate benutzt, die mit
organischen Fluorophoren konjugiert waren.
Die Aufnahme wurden mit einem speziellen
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Mikroskop durchgefiihrt, das mittels eines
TIRF-Objektivs (TIRF steht fiir total internal
reflection fluorescence) die Erzeugung eines
Art Lichtblatts zur Anregung ermoglicht und
so das Signal-zu-Hintergrund-Fluoreszenz-
verhéltnis verbessert. Des Weiteren war das
Mikroskop mit einer hochsensitiven Kamera
ausgestattet, welche die Detektion von Ein-
zelmolekiilen erlaubte. Um die Mobilitat der
Einzelmolekiile in der Membran zu bestim-
men, wurden Videos von bis zu 4.000 Bildern
mit einer Geschwindigkeit von 33 Hz aufge-
nommen. Die erhaltenen Bilder mit den Ein-
zelmolekiilsignalen (Abb. 1B, C) wurden
weiter prozessiert, um die genaue Position
des Fluorophors zu finden. Dazu wurde das
Signal jeweils mit einer 2D-GauB-Kurve gefit-
tet, um das Zentrum des Signals zu bestim-
men, hier dargestellt als roter Punkt im Bild
(Abb. 1B).

Partikel, die sich tiber mehrere Bilder hin-
weg in einem bestimmten Radius aufhielten,
wurden als derselbe Partikel behandelt. Die
Positionen in aufeinanderfolgenden Bildern
wurden dann verbunden und ergaben die

Hier steht

eine Anzeige.
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A Abb. 2: Bewegungsmuster von Tom20 in der duBeren Mitochondrienmembran. A, links: alle
Trajektorien von Tom20, Mitte: schnelle Tom20-Molekiile, rechts: langsame Tom20-Molekiile.
B, Modell der dynamischen Assoziation und Dissoziation von Tom20 an den TOM/TIM-Komplex.
C, Effekt von hohem Substratangebot auf die Diffusionskoeffizienten von Tom20-Molekiilen.

Bewegungsspur des Proteins in der Mem-
bran [8, 9].

Tom20 ist dynamisch mit dem TOM-
Komplex assoziiert

Zuerst interessierten wir uns fir die Mobili-
tat von Tom20 in der AuBenmembran. Dafiir
wurde Tom20 tiber das HaloTag und Zugabe
des HTL-Farbstoffs am C-terminalen Ende,
der in das Cytosol ragt, markiert. Wir konn-
ten eine quasi uneingeschrankte Bewegung
von Tom20 auf der Mitochondrienoberflache
beobachten, wobei ein Teil der Molekiile aber

langsamer waren. Dies konnte sehr gut
anhand der Verteilung der Diffusionskoeffi-
zienten eruiert werden. Abbildung 2 zeigt
die Bewegungsspuren von Tom20 auf einem
Mitochondrium und das Histogramm mit
allen berechneten Diffusionskoeffizienten.
Im oberen Teil ist eine Karte mit allen Bewe-
gungsspuren von Tom20 und dann jeweils
nur die Karte der schnellen bzw. langsamen
Molekiile dargestellt (von links nach rechts).
Die langsamen Molekiile hatten vergleich-
bare Diffusionskoeffizienten wie Tom40, die
zentrale Importpore des TOM-Komplexes.

membran
*mbran

Wir interpretieren dies als den Anteil von
Tom20, der mit der Translokase assoziiert
ist. AuBerdem konnten wir zeigen, dass der
Anteil der langsamen Tom20-Molekiile
zunahm, wenn den Mitochondrien Import-
substrat angeboten wurde [10]. Das bedeutet
eine vermehrte Assoziation mit der Trans-
lokase. Die Analyse der Tom20-Bewegung
in der OM ermdglichte uns somit einen Ein-
blick in die Dynamik des Rezeptor-Trans-
lokase-Komplexes und bestatigte vorherige
Vermutungen, dass Tom20 nur bei Bedarf
mit der Translokase interagiert (Abb. 2).

Die F F -ATP-Synthase zeigt partiell
ein mobiles Verhalten in Cristae

Als nachstes fragten wir uns, wie im Ver-
gleich dazu das Bewegungsmuster der ATP-
Synthase aussehen wiirde. Dafiir markierten
wir den Enzymkomplex an zwei verschiede-
nen Untereinheiten, an der Untereinheit y
am F,-Teil und an der Untereinheit e am F -
Teil. Die Untereinheit e (SU e) ist an der
Dimerisierung der ATP-Synthase beteiligt.
Wie sich in nativen Gelen zeigte, war die
Untereinheit e in Monomeren, Dimeren und
Oligomeren von ATP-Synthase vorhanden,
wiahrend die markierte Untereinheit y (SU v)
eher in F1-Subkomplexen gefunden wurde.
Damit waren also verschiedene Subpopulati-
onen der ATP-Synthase markiert [11]. In der
Tat zeigten diese Subpopulationen unter-
schiedliche Bewegungsmuster in der Innen-
membran: Die tiber die Untereinheit e mar-
kierten ATP-Synthase-Partikel (also die
Dimere und Oligomere) waren praktisch
immobil, wahrend die liber die Unterein-
heit ymarkierten ATP-Synthase-Partikel Dif-
fusion entlang der Cristae und teilweise der
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A Abb. 3: Bewegungsmuster von ATP-Synthase-Partikeln in Mitochondrien. A, Laufspuren dimerer und oligomerer ATP-Synthase-Partikel im mitochon-
drialen Netzwerk einer Zelle. B, Vergleich der Bewegungsmuster von Dimeren/Oligomeren (SU e) und Monomeren/Subkomplexen (SU v) in einzelnen
Mitochondrien. C, Histogramm der berechneten Diffusionskoeffizienten D [um?/s] fiir an SU v und SU e markierter ATP-Synthase.
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inneren Grenzmembran zeigten (Abb. 3A, B).
Dies schlug sich in unterschiedlichen Diffu-
sionskoeffizienten nieder (Abb. 3C).

Ausblick

Mittels Einzelpartikelverfolgung von Mem-
branproteinen in Mitochondrien lassen sich
die submitochondriale Lokalisation von
Proteinen sowie ihre Beweglichkeit feststel-
len. Damit enthiillen sich u. a. die Strukturen
der Membrannanokompartimente, in denen
sich Proteine aufhalten und in denen sie
diffundieren konn(t)en. Die Methode der
Lebendzell-Einzelmolekiilverfolgung ergianzt
damit biochemische Analysen, welche eine
Zuordnung der Proteine zu Kompartimenten
mittels Fraktionierung ermoglicht. AuBer-
dem geben uns die Spuren der Proteine Auf-
schluss iiber Diffusionsraume und Diffu-
sionshindernisse. Um Aufschluss tiber die
Mechanismen zu bekommen, die zu einer
lokalen Anhdufung von Proteinen in der
gleichen Membran, aber in verschiedenen
Mikrokompartimenten (wie der inneren
Grenzmembran oder den Cristae), fiihren,
wird Einzelmolekiilverfolgung eine wert-
volle Analysemethode sein. Spannend wird
es auch sein, live zu verfolgen wie sich ver-
schiedene Stresssituationen, Signale
oder pathologische Zustdande auf die Vertei-
lung bzw. Umverteilung von Proteinen aus-
wirken.
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