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Hitzeschockprotein Hsp 60 als
Katalysator fiir die Kettenfaltung
mitochondrialer Proteine

Die gesamte Information fiir die dreidimen-
sionale Faltung eines Proteins ist in der Ami-
nosauresequenz der Polypeptidkette enthal-
ten. Dieses Dogma der modernen Biochemie
basiert auf der Beobachtung, daf vor allem
kleine Proteine nach vollstindiger Entfaltung
(zum Beispiel durch Harnstoff oder Guanidi-
niumchlorid) spontan in den gefalteten Zu-
stand zuriickkehren (renaturieren) koénnen
[1]. Die Riickfaltung dieser Proteine in vitro
verliuft im allgemeinen schneller als ihre
Synthese in der Zelle. Dies fithrte zu der ver-
breiteten Ansicht, dal auch in vivo die Pro-
teinkettenfaltung ein spontaner Proze sei,
der ohne die Hilfe eines Biokatalysators ab-
laufe. Viele Proteine mit komplexer, aus meh-
reren Doménen oder Untereinheiten aufge-

bauter Struktur lassen sich jedoch in vitro
nicht oder nur sehr ineffizient korrekt falten
bzw. wieder zu oligomeren Komplexen ver-
einen [2]. Uber die Mechanismen der Faltung
neusynthetisierter Proteine in vivo war lange
Zeit kaum etwas bekannt. Erst jetzt ergeben
Befunde der molekularen Zellbiologie ein
neues Bild. Untersuchungen der intrazelluli-
ren Sortierung und des Transports von Prote-
inen durch Membranen fithrten zur Identifi-
zierung von Proteinkomponenten, die neu-
synthetisierte Polypeptidketten binden und
deren Faltung beeinflussen. Der Begriff ,,Mo-
lecular Chaperones® hat sich als Bezeichnung
fiir diese Komponenten weitgehend durchge-
setzt [3]. Zu thnen gehoren Proteine, die von
der Zelle unter Stref verstirke synthetisiert
werden, sogenannte Hitzeschockproteine,
wie das Protein Hsp60 aus Mitochondrien.
Um seine Funktion als Katalysator fiir die
Proteinfaltung geht es im folgenden Beitrag.

Bei der Untersuchung der Proteinfaltung un-
ter physiologischen Bedingungen ist die Wahl
des experimentcllen Systems besonders pro-
blematisch. Wir nutzten die Tatsache, daf
Proteine der Mitochondrien iiberwiegend
von Genen im Zellkern codiert und als Vor-
stufenprotein an den Ribosomen im Cytosol
synthetisiert werden. Danach miissen sie
durch die beiden Mitochondrienmembranen
in die Mitochondrien importiert werden [4].
Die Information dafiir ist im allgemeinen in
Aminosiduresequenzen am Aminoende der
Proteine lokalisiert, die mit Rezeptorstruktu-
ren an der Oberfliche der Mitochondrien in
Wechselwirkung treten; nach dem Eintrans-
port wird diese sogenannte Targeting-Infor-
mation proteolytisch abgespalten. Der Trans-
portprozef findet an Translokations-Kon-
taktstellen statt. Das sind Regionen, an denen
die Auflen- und Innenmembran des Mito-
chondriums sehr nahe zusammenliegen. Dort
befindet sich ein komplexer Translokations-
apparat fur Proteine. Ein wichtiger Gesichts-
punkt ist, dal die Vorstufenproteine die
Membranen in einer entfalteten Konforma-
tion durchqueren. Komponenten im Cytosol,
unter anderem die Hitzeschockproteine mit
dem Molekulargewicht 70000 (70kDa-Hit-
zeschockproteine), halten die neusynthetisier-
ten Vorstufenproteine in dieser locker gefalte-
ten Konformation [5].

Wir untersuchten zunichst eine Hefemu-
tante, in der das Gen fiir Hsp60 defekt war
[6). Hspé60 ist als hochmolekularer Komplex
aus 14 Untereinheiten (Molekulargewicht je
60000) in der Matrix der Mitochondrien lo-
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kalisiert; die Aminosiuresequenz dieses Pro-
teins hat sich im Lauf der Evolution wenig
verindert, sie ist zu etwa 60 Prozent mit der
Sequenz des Hitzschockproteins GroEL aus
Bakterien identisch. Dies ist einmal mehr ein
Hinweis auf die Entwicklung der Mitochon-
drien aus freilebenden Einzellern, die auf ei-
ner frithen Evolutionsstufe als Endosym-
bionten in Zellen aufgenommen wurden. Der
Gendefekt der Hefemutante fiihrt dazu, da
sich mitochondriale Proteine nicht mehr zu
oligomeren Komplexen zusammenlagern..
So konnen die Mitochondrien zum Beispiel
das Vorstufenprotein der F,-ATPase oder der
Ornithintranscarbamylase zwar noch aus
dem Cytosol importieren und proteolytisch
zu den reifen Proteinen verarbeiten; der ak-
tive Enzymkomplex wird jedoch nicht mehr
gebildet. Stattdessen entstehen aus den im-
portierten Proteinen unlésliche Aggregate im
Matrixraum. Dieser Effekt ist nur bei Wachs-
tum der Zelle unter restriktiven Bedingungen
(37 °C) ausgeprigt. Aufgrund einer Punkt-
mutation ist das Hsp60-Molekiil thermolabil
und denaturiert bei 37 °C. Molekulare Ein-
zelheiten der Wechselwirkung mitochondria-
ler Proteine mit Hsp60 analysierten wir mit
Hilfe eines Modellproteins, dessen Faltungs-
zustand iiber seine Resistenz gegen den An-
griff durch Proteasen hinreichend bestimmt
werden konnte [7]. Kompakt gefaltete Pro-
teine sind haufig sehr widerstandsfahig gegen
Spaltung durch Proteasen. Wir nutzten diese
Eigenschaft des cytosolischen Proteins Dihy-
drofolatreduktase (DHFR), eines léslichen
monomeren Enzyms, das normalerweise in
Mitochondrien nicht vorkommt.

Durch rekombinante Gentechnik wurde ein
Fusionsprotein zwischen DHFR und der Er-
kennungssequenz (Targeting-Sequenz) fiir
den Transport durch die Mitochondrien-
membran erzeugt. Isolierte Mitochondrien
importieren dieses Protein sehr effizient,
wenn es ihnen in einer entfalteten, gegen Pro-
teasen sehr empfindlichen Konformation an-
geboten wird. Nach dem Transport durch die
Mitochondrienmembranen und Spaltung der
Prisequenz faltet sich DHFR in die stabile
Konformation des aktiven Enzyms; zur kor-
rekten Faltung kommt es jedoch nur in Ge-
genwart von funktionsfihigem Hsp60. Unter
diesen Bedingungen erreichen 50 Prozent des
importierten Fusionsproteins innerhalb von
drei bis funf Minuten die gefaltete, protease-
resistente Konformation. Der Faltungsprozef8
ist damit wesentlich langsamer als der Trans-
port durch die Membran. Die Faltungsreak-
tion ist streng ATP-abhiingig. Unter Bedin-
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gungen, die zu einer Erniedrigung des ATP-
Spiegels im Innern der Mitochondrien fith-
ren, bildet neuimportierte DHFR mit Hsp60
einen isolierbaren Komplex. In Abwesenheit
von ATP ist die mit Hsp60 assoziierte DHFR
ungefaltet. Wiederzugabe von ATP fithrt zur
Faltung und zur Ablésung des Proteins von
Hsp60. Dabei wurde gezeigt, dal sich die
DHFR noch vor der Ablosung von Hsp60
ATP-abhingig und in enger Wechselwirkung
mit Hsp60 partiell faltet. Dadurch ergab sich
zum ersten Mal der Hinweis, daf die physio-
logische Proteinfaltung an der Oberfliche ei-
nes Faltungskatalysators stattfinden kann.

Der Wirkungsmechanismus des Hsp60 ist
noch weitgehend unklar. Wir nehmen an,
dafl Hsp60 - und wahrscheinlich auch die
verwandte bakterielle Komponente GroEL —
allgemeine  Strukturmerkmale entfalteter
Proteine erkennen, die durch eine Membran
transportiert werden oder als neusyntheti-
sierte Ketten aus dem Ribosom hervortreten.
Durch Wechselwirkung mit Hsp60 wird eine
Aggregation der entfalteten Polypeptidkette
verhindert. Die Faltung wird erst erlaubt,
wenn die sich unabhingig voneinander fal-
tenden Dominen durch Membranen trans-
portiert bzw. synthetisiert sind. Hsp60 und
GroEL sind selbst ATPasen, also Enzyme, die
ATP spalten. Es ist denkbar, daf8 die ATP-
Hydrolyse zu einer Konformationsinderung
der Komponenten fithrt. Dadurch kénnte
sich die Wechselwirkung mit dem noch un-
vollstindig gefalteten Protein lockern und die
Faltung als kontrollierte Reaktion ablaufen.
Je weiter der Faltungsprozef fortgeschritten
ist, desto schwicher wird die Bindung an
Hsp60. Die Beteiligung weiterer Faktoren bei
der endgiiltigen Ablosung des gefalteten Pro-
teins ist moglich. Es mufl aber betont werden,
dal auch bei diesem Mechanismus der phy-
siologischen Proteinfaltung die Information
fur die endgiiltige Konformation allein in der
Aminosiuresequenz des Proteins enthalten
ist. Die Rolle von Hsp60 diirfte es sein, uner-
wiinschte intra- und intermolekulare Wech-
selwirkungen der sich faltenden Ketten, die
zu Mififaltung und Aggregation fithren, zu
verhindern. Da solche Phinomene verstirkt
auch bei bereits gefalteten Proteinen unter
Hitzestref auftreten, ist verstindlich, dafl un-
ter diesen Bedingungen die Synthese von
Hsp60 und GroEL verstirkt wird.

Es bleibt abzuwarten, ob die fiir mitochon-
driale Proteine nachgewiesenen Abliufe auch
bei der de-novo-Faltung von Proteinen im
eukaryotischen Cytosol eine Rolle spielen.

Mégliche Kandidaten fiir die Ausiibung einer
Hsp60-ihnlichen Funktion sind die Hitze-
schockproteine der 70 kDa-Familie. Die Ant-
wort auf die Frage, wie sich Proteine in der
natiirlichen Umgebung der Zelle falten, ist
von grundlegender Bedeutung, nicht zuletzt
auch fiir biotechnologische Prozesse.
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