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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Struktur und Funktion von Mitochondrien

Mitochondrien tibernehmen einen Grofteil der Energiebereitstellung in Form von ATP iiber
den Zitronensdurezyklus und die oxidative Phosphorylierung (Mitchell, 1961; Saraste,
1999). Weitere Funktionen sind die Bildung von Eisen-Schwefel-Zentren (Lill und Kispal,
2000), die Biosynthese von Hdm, der Abbau von Fettsduren, die Stickstoffentgiftung durch
Harnstoffsynthese und die Kalzium-Homdostase (Scheffler, 1999). Die Evolution der
Mitochondrien geht auf einen Endosymbiose-Prozess zuriick, bei dem ein Eubakterium von
einer eukaryotischen Vorlduferzelle aufgenommen wurde (Margulis, 1971; Gray et al.,
1999). Daher verfligen Mitochondrien {iber ein eigenes Genom mit eigenstdndiger
Proteinsynthese. Im Laufe der Evolution wurde der Grof3teil der Gene von der
mitochondrialen DNA in den Zellkern transferiert. Der prinzipielle Aufbau, das Proteom,
und die Funktionsweise von Mitochondrien sind in allen Eukaryoten weitgehend
konserviert. Mitochondrien sind von einer Doppelmembran umschlossen, wobei die
mitochondriale Innenmembran die mitochondriale Matrix umschlieBt und mehrfache
Einstiilpungen, die Cristae, aufweist (Abbildung 1). Daraus ergibt sich die Einteilung der
Innenmembran in Innere Grenzmembran und Cristamembran. Die Cristamembran umfasst
die Einstiilpung der Innenmembran in die Matrix und ist von der inneren Grenzmembran
durch Crista junctions abgetrennt. Auf Grund dieser Struktur und der unterschiedlichen
Verteilung von Proteinen zwischen Grenzmembran und Cristamembran konnte der
Intracristaraum ein funktionell eigenstindiges Reaktionskompartiment darstellen (Mannella
et al.,, 1997; Vogel et al., 2006). Zwischen der Innenmembran und der Aullenmembran

befindet sich der Intermembranraum.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der mitochondrialen Ultrastruktur (adaptiert nach
Zick und Reichert, 2010). Mitochondrien besitzen eine Aulenmembran und eine vielfach gefaltete
Innenmembran. Die Innenmembran unterteilt sich in die innere Grenzmembran und die Crista-
Membran, welche die Einstiilpungen in die Matrix umschlieft. Den Ubergang von der Inneren
Grenzmembran zur Cristamembran bilden die Crista-Junctions.

Mitochondrien haben eine hohe Dichte an Proteinen (Sickmann et al., 2003; Prokisch et al.,
2004). Da diese jedoch hauptsdchlich im Zellkern kodiert sind, gibt es eine Reihe von
mitochondrialen Translokasen, welche die Sortierung von Proteinen in das entsprechende
Kompartiment vermitteln (Neupert, 1997). Mitochondriale Proteine werden im Zytosol an
freien Ribosomen synthetisiert und weisen typische Signalsequenzen auf, welche spezifisch
mit der entsprechenden Translokase interagieren. In Bickerhefe wurden bisher zwei
Translokasen in der Aulenmembran identifiziert, der TOM-Komplex (translocase of the
outer membrane of mitochondria), welcher den Transport {iber und in die AuBBenmembran
vermittelt (Neupert, 1997; Ryan et al., 2000), und der TOB-Komplex (topogenesis of
mitochondrial outer membrane beta- barrel proteins), welcher fiir die Insertion von B-
barrel Proteinen in die Auflenmembran verantwortlich ist (Waizenegger et al., 2004;
Paschen et al., 2005). Losliche Proteine des Intermembranraums, die keine eindeutige
Signalsequenz jedoch ein konserviertes Cystein-Motiv aufweisen, werden iiber ein
Disulfidbriicken-Transfersystem {iber Mia40 und Ervl importiert (Mesecke et al., 2005).
Proteine mit einer N-terminalen Signalsequenz werden nach Durchqueren des TOM-
Komplexes iiber die TIM23-Translokase (translocase of the inner membrane of
mitochondria) in die Matrix oder bei Vorhandensein eines hydrophoben Bereichs nach der
Signalsequenz in die Innenmembran sortiert (Glick et al., 1992; Rojo et al., 1998).

Alternativ werden beim konservativen Sortierungsweg Proteine zunédchst tiber die TIM23-
2
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Translokase in die Matrix transportiert und anschlieBend iiber Oxal in die Innenmembran
inseriert. Mitochondrial kodierte Proteine, welche in der Matrix an mitochondrialen
Ribosomen synthetisiert werden, werden ebenfalls iiber Oxal in die Innenmembran
inseriert (Hell et al., 1998; Hell et al., 2001). Proteine mit internen Signalsequenzen werden

iiber die TIM22-Translokase in die Innenmembran importiert (Sirrenberg et al., 1996).

1.2 Mitochondriale Dynamik

Mitochondrien sind keine isolierten Organellen wie zum Beispiel der Zellkern oder die
Vakuole, sondern liegen als schlauchformige, verzweigte Membrannetzwerke vor. Dieses
tubulire Netzwerk wird durch ein Gleichgewicht an héufigen Teilungs- und
Fusionsvorgdngen aufrechterhalten, die durch mehrere Dynamin-dhnliche Proteine
gesteuert werden (Bereiter-Hahn und Voth, 1994; Nunnari ef al., 1997). Die mitochondriale
Morphologie einer Zelle ist von dulleren Bedingungen und in hoheren Eukaryoten von der
Zelldifferenzierung abhéngig. Entsprechend unterscheiden sich Organismen und Gewebe in
der Morphologie ihrer Mitochondrien (Frey und Mannella, 2000). Separierte
Mitochondrien sind fiir den Transport in die Synapsen innerhalb von Neuronen und
wihrend der Zellteilung notwendig. Desweiteren spielt die mitochondriale Teilung eine
Rolle bei der Apoptose, da sie der Freisetzung von Cytochrom ¢ aus den Mitochondrien
vorausgeht (Frank et al., 2001). Die Fusion von Mitochondrien ist fiir die Vererbung von
mitochondrialer DNA (mtDNA) auf Tochterzellen essenziell (Guan et al., 1993; Shepard
und Yaffe, 1999). Sie bewirkt desweiteren die Durchmischung des Gen- und Proteinpools
innerhalb einer Zelle, wodurch Schiaden kompensiert werden kdnnen (Nakada et al., 2001;
Ono et al., 2001). Defekte in der Teilung von Mitochondrien resultieren in einem einzigen
verzweigten Netzwerk pro Zelle, wihrend Defekte in der Fusion zu einer fragmentierten
Morphologie fiihren (Abbildung 2). Mitochondriale Fragmente tendieren weiterhin zur
Aggregation, was wahrscheinlich auf das dem Fusionsprozess vorausgehende, noch
funktionierende Andocken der Aulenmembranen zuriickzufiihren ist (Hermann et al., 1998;

Rapaport et al., 1998).
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Wildtyp Afzol Adnml

Abbildung 2: Die mitochondriale Morphologie wird durch ein Gleichgewicht an Fusion und
Teilung aufrechterhalten. Die angegebenen Stamme der Hefe Saccharomyces cerevisae enthielten
mitochondrial  lokalisiertes GFP  (Green Fluorescent Protein) und wurden mittels
Fluoreszenzmikroskopie visualisiert. Fiir die Darstellung wurden Fluoreszenzaufnahmen mit
Phasenkontrastaufnahmen tiberlagert (Okamoto und Shaw, 2005).

1.2.1 Mechanismus der mitochondrialen Fusion

Die Fusion von Mitochondrien besteht aus der Fusion der AuBenmembran und der Fusion
der Innenmembran. Beide Prozesse sind miteinander gekoppelt, laufen jedoch zeitlich
versetzt ab. Damit sind individuelle Komponenten fiir die Fusion der jeweiligen
Membranen notwendig, welche untereinander interagieren und die Fusionen koordinieren
konnen. Weiterhin laufen die beiden Fusionsprozesse unter unterschiedlichen energetischen
Voraussetzungen ab. Wihrend fiir die Fusion der AuBlenmembran ein Protonengradient
iiber die Innenmembran notwendig ist, bendtigt die Innenmembranfusion zusétzlich ein
elektrochemisches Potential iiber die Innenmembran. In Studien in Saccharomyces
cerevisae (Bickerhefe) wurden bisher drei Faktoren fiir die mitochondriale Fusion
charakterisiert, Fzol, Ugol und Mgml. Die Deletion eines dieser Gene filihrt zu einer
fragmentierten bzw. aggregierten mitochondrialen Morphologie und zum Verlust von
mtDNA. Das Protein Fzo (fuzzy onion) wurde zunichst in Drosophila melanogaster
identifiziert. Eine Mutation im kodierenden Bereich fiir Fzo fiihrte zu einer
zwiebeldhnlichen mitochondrialen Ultrastruktur, woraus der Name ,.fuzzy onion* resultiert
(Hales und Fuller, 1997). Fzol ist ein Dynamin-dhnliches Protein mit zwei
Transmembrandoménen, welche Fzol in der mitochondrialen Auflenmembran verankern
(Abbildung 3). Demnach ist sowohl der C-Terminus als auch der N-Terminus mit der
konservierten GTPase-Domédne und den Oligomerisierungsmotiven zum Zytoplasma hin
orientiert (Fritz et al., 2001). Uber die Homooligomerisierung dient Fzol dem Andocken

von zwei mitochondrialen AuBBenmembranen beim Fusionsprozess (Hermann et al., 1998).

4
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Dazu muss Fzol mit einer funktionellen GTPase-Doméne an beiden Auflenmembranen
vorhanden sein. Fiir Fzol wurden zwei Sdugerhomologe, Mitofusin 1 und Mitofusin 2,
charakterisiert, welche zum Teil redundante Funktionen in der Fusion besitzen. Jedoch
fuhrt die Deletion von Mitofusin 1 zu einer reduzierten Fusion, was auf verschiedene
Funktionen der Proteine hindeutet (Santel und Fuller, 2001; Ishihara et al., 2004). Ein
weiteres Dynamin-dhnliches Protein, Mgml, ist fiir die Fusion der mitochondrialen
Innenmembran notwendig. Entsprechend ist Mgm1 in die mitochondriale Innenmembran
integriert bzw. mit dieser assoziiert, wobei sich der Hauptteil des Proteins im
Intermembranraum befindet. Mgm1 existiert in zwei verschiedenen Isoformen, I-Mgml
und s-Mgml, welche durch ,,Alternative Topogenese* gebildet werden (Herlan et al., 2003;
Herlan et al., 2004). Dabei erfolgt der Import von Mgml zunidchst iiber die TIM23-
Translokase, wobei die Signalsequenz durch MPP abgespalten wird. Die anschlieBende
Insertion von Mgml iiber das erste hydrophobe Segment resultiert in I-Mgm1. Wird das
Protein jedoch in Abhédngigkeit von ATP weiter in die Matrix transloziert bis sich das
zweite hydrophobe Segment in der Translokase befindet, kommt es zu einer weiteren
Proteolyse durch Pcpl, wodurch s-Mgml entsteht. Unter physiologischen Bedingungen
werden beide Formen in einem Verhéltnis von etwa 1:1 gebildet. Fiir die Fusion der
Innenmebran sind beide Isoformen in diesem Verhéltnis notwendig (Herlan et al., 2003).
Das weist daraufhin, dass die beiden Isoformen unterschiedliche Funktionen in der Fusion
besitzen. Neueste Ergebnisse zeigen, dass nur in s-Mgml die GTPase-Aktivitit essenziell
fiir die Fusion ist (DeVay et al., 2009; Zick et al., 2009). Weiterhin wurde in diesen
Untersuchungen beobachtet, dass 1-Mgml die GTPase-Aktivitit von s-Mgm1 stimuliert.
Das deutet darauthin, dass I-MgmIl eine Funktion in der Membranverankerung ausiibt. Die
Funktion von 1-Mgml sowie der genaue Mechanismus der Innenmembranfusion sind
jedoch noch weitgehend ungeklirt. Ebenso ist noch nicht ausreichend geklart, wie die
Bildung beider Isoformen im Verhiltnis 1:1 reguliert wird. Einen entscheidenden Einfluss
hat dabei jedoch die energetische Bilanz der Mitochondrien. Fiir die Bildung von s-Mgml
sind beispielsweise hohere Mengen an ATP notwendig als fiir -Mgml (Herlan et al.,
2004). Ein reduzierter ATP-Gehalt fiihrt damit zu einer Erhohung von [-Mgm1 gegeniiber
s-Mgml, wodurch die Fusion gestort wird. Das weist darauf hin, dass die
Fusionskompetenz von Mitochondrien von ihrer Funktionalitit abhidngt. Mgml hat ein
Sdugerhomolog, OPA1, welches ebenfalls in verschiedenen Isoformen vorkommt, sich
jedoch hinsichtlich der Prozessierung und des Funktionsmechanismus von Mgml

5
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unterscheidet. Von OPA1 existieren mehrere Spleilvarianten der langen Isoform, welche
fir mitochondriale Fusion essenziell sind (Duvezin-Caubet et al., 2006). Durch
proteolytische Prozessierung dieser langen OPA1-Isoformen zu kurzen Isoformen wird die
Fusion inhibiert und es kommt zur Fragmentierung. Dies wird beispielsweise durch die
Depletion des Membranpotentials ausgeldst. Entsprechend hingt auch in Sdugerzellen die
Fusionskompetenz von der energetischen Bilanz der Mitochondrien ab. Das dritte
notwendige Protein fiir mitochondriale Teilung in der Béckerhefe, Ugol, ist wie Fzol ein
Protein der AuBlenmembran mit mehreren Transmembrandoménen, dessen N-Terminus im
Zytoplasma und C-Terminus im Intermembranraum lokalisiert ist. Durch diese rdumliche
Orientierung kann es sowohl mit Fzol als auch mit Mgm1 interagieren (Sesaki und Jensen,
2001; Sesaki und Jensen, 2004; Coonrod et al., 2007). Ugol bildet einen Komplex mit
Fzol und Mgml, welcher beide Membranen durchspannt und vermutlich die Fusion der
Innen- und AuBenmembranen koordiniert (Abbildung 3). Bisher wurde kein Homolog fiir

Ugol in Sdugern identifiziert.

MOM MOM

Ugo1

MIM Fziod MM MM

=9

Mgm1

Mgm1

Abbildung 3: Modell der Assemblierung der mitochondrialen Fusionsmaschinerie. Die Fusion
von Mitochondrien erfolgt zunichst {iber die Fusion der Auflenmembranen (links) und anschlieSend
iiber die Innenmembranfusion (rechts). Die beteiligten GTPasen (G) steuern iber
Homooligomerisierung die Anndherung der Membranen. MOM — mitochondriale AuBenmembran,
MIM — mitochondriale Innenmembran (Hoppins et al., 2007).

1.2.2 Der Mechanismus der mitochondrialen Teilung
Die Teilung von Mitochondrien verlduft im Gegensatz zur Fusion in einem Schritt und

erfolgt vermutlich &hnlich dem géingigen Mechanismus der Dynamin-vermittelten
6
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Abschniirung von Vesikeln wéhrend der Endozytose. In Bickerhefe ist das fiir die
mitochondriale Teilung notwendige Dynamin-&hnliche Protein mit Dnml bezeichnet.
Dnml verteilt sich dynamisch zwischen dem Zytoplasma und der Oberfliche von
Mitochondrien (Otsuga et al., 1998). Dabei ist die Assoziation mit Mitochondrien nicht
gleichmiBig, sondern punktuell konzentriert. Die Struktur des Proteins weist neben der
konservierten GTPase-Doméne noch die Mittel-Doméne und die GTPase-Effektor-Doméne
(GED) auf, welche die fiir die Selbstassemblierung notwendigen Coiled-coil Strukturen
ausbilden kann (Sever et al., 1999; Smirnova et al., 1999; van der Bliek, 1999; Hinshaw,
2000). Die mitochondriale Teilung wird durch die Assemblierung von Dnml in einer
helikal-ringformigen  Struktur um die mitochondrialen Tubuli induziert. Diese
Assemblierung wird durch gebundenes GTP stimuliert und resultiert in der Einschniirung
der Tubuli (Abbildung 4) (Lackner und Nunnari, 2009). Durch die Selbstassemblierung von
Dnml wird aulerdem die Hydrolyse von GTP stimuliert, was vermutlich zu weiteren
Konformationsdnderungen des assemblierten Dnm1 fiihrt und schlielich die Abschniirung

der Membranen voneinander vervollstdndigt.

00 T o0
/

L /A
Ng ¥ GTP -GDP: i *® L
9 oo
Assemblierung Konstriktion Teilung

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Funktionsweise von Dnml bei der
mitochondrialen Teilung: Dnml (rot) assembliert an Mitochondrien in einer helikalen Struktur,
wodurch es zur Einschniirung der Mitochondrien kommt (Konstriktion). Die GTP-Hydrolyse
vervollstindigt die Teilung (Lackner und Nunnari, 2009).

In der Backerhefe existieren neben Dnml noch zwei weitere essenzielle Faktoren fiir die
Teilung von Mitochondrien: Fisl und Mdvl (Mozdy ef al., 2000; Tieu und Nunnari, 2000).
Beide sind fiir die Assemblierung von Dnml am Ort der Teilung von Mitochondrien
verantwortlich. Fisl ist mit einer Transmembrandomine am C-Terminus in der
mitochondrialen AuBenmembran verankert. Der N-Terminus weist eine super-helikale
Tetratricopeptid-Struktur (TPR) auf (Suzuki et al., 2003; Dohm et al., 2004; Suzuki et al.,
2005). Mdvl ist peripher mit Mitochondrien assoziiert und enthdlt mehrere

Assemblierungsmotive (Tieu und Nunnari, 2000; Cerveny und Jensen, 2003). Zwei a-
7
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Helices am N-Terminus von Mdvl interagieren mit der TPR-Doméne von Fisl, wodurch
die Assoziation mit der AufBenmembran stabilisiert wird. Die coiled-coil Struktur im
mittleren Bereich von Mdv1 dient der Selbstassemblierung und die WD40-Doméne, eine
konservierte Peptidstruktur in Form eines Propellers, vermittelt die Interaktion mit Dnml
(Abbildung 5). In Sdugern wurden bisher nur fiir Dnm1 und Fisl Homologe identifiziert:
DRP1 und hFISI. Entsprechend ist der Mechanismus der DRP1-Rekrutierung in Sdugern

noch weitreichend ungeklart.

Abbildung 5: Modell der Assemblierung der mitochondrialer Teilungsmaschinerie. Dnml
wird {iber Mdvl und Caf4 an die mitochondrialen AuBenmembran rekrutiert. Uber Fisl ist der
Komplex in der AufBlenmembran verankert. Mdm33 wird als Faktor fiir die Teilung der
Innenmembran diskutiert (Westermann, 2009).

Fluoreszenzmikroskopische Studien ergaben, dass nicht in allen Bereichen, in denen Dnm1
mit Mitochondrien assoziiert ist, unmittelbar eine Teilung stattfindet (Schauss et al., 2006).
Inwieweit der Impuls zur Teilung durch Fisl und Mdv1l gesteuert ist, konnte jedoch noch
nicht geklart werden. Ebenfalls unklar ist die Funktion der Dnm1-Cluster, die nicht an der
Teilung beteiligt sind. Eine mogliche Erkldrung wire, dass diese Dnml-Cluster die
Mitochondrien an die Zell-Peripherie anlagern (Otsuga et al., 1998; Schauss et al., 2006). In
Béckerhefe wurde des Weiteren ein Paralog zu Mdvl, Caf4, identifiziert, das eine nahezu
identische Struktur aufweist und in Abwesenheit von Mdvl ausreichend fiir die
Rekrutierung von Dnm1 an Mitochondrien ist (Griffin et al., 2005). Jedoch scheint Caf4
keine direkte Funktion in der mitochondrialen Teilung zu besitzen, da Acaf4 eine normale

mitochondriale Morphologie aufweist. Es wurde jedoch beobachtet, dass Caf4 die
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Assemblierung von Dnm1 an Mitochondrien stirker beeinflusst als Mdv1 (Schauss et al.,
2006). Das konnte auf verschiedene, teilweise redundante Rollen von Caf4 und Mdvl1 in
der mitochondrialen Teilung hindeuten. Caf4 konnte noch eine weitere Funktion besitzen,
da es die Art und Orientierung der Dnm1-Cluster beeinflusst, die nicht unmittelbar an der

Teilung beteiligt sind (Schauss et al., 2006).

1.3 Die Vakuole

In Pflanzen und Pilzen wird das lysosomale Kompartiment als Vakuole bezeichnet. Die
Vakuole ist von einer Membran umschlossen und besitzt wie das Lysosom tierischer Zellen
eine Reihe von Hydrolasen, welche nur im sauren pH-Bereich aktiv sind. Der saure pH-
Wert wird tiber eine Protonenpumpe unter Verbrauch von ATP aufrechterhalten. Die
Vakuole ermdglicht die Speicherung von Néhrstoffen, den Abbau von zelleigenem
Material, reguliert die Zellgrofe und erhélt den Turgor. Wie die Mitochondrien weist auch
die Vakuole eine dynamische Morphologie auf, die auf verschiedene intra- und
extrazelluldre Reize reagiert (Li und Kane, 2009). In exponentiell wachsenden Zellen der
Béckerhefe sind mehrere Vakuolen mittlerer Groe vorhanden. Bei Eintritt in die stationdre
Phase fusionieren die Vakuolen zu einem groBen Kompartiment. Fiir diese Art von Fusion
sind SNARE-Proteine (soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment receptor
proteins) und der HOPS-Komplex (homotypic vacuole fusion and vacuole protein sorting)
notwendig (Wickner, 2002). Unter Stressbedingungen, zum Beispiel bei osmotischem
Stress oder Stickstoffentzug, kommt es zur Fragmentierung der Vakuole in mehrere
kleinere Vesikel. Im Gegensatz zur Teilung von Mitochondrien ist der Mechanismus der
Teilung von Vakuolen jedoch noch vollkommen ungeklért. Die Dynamik der vakuoldren
Morphologie ermoglicht die Anpassung an variierende Anforderungen, welche aus
Aufnahme und Abgabe von Material aus Transport-Vesikeln verschiedenster
Stoffwechselvorgiinge resultieren. Diese Stoffwechselvorginge und die entsprechenden
Transportwege sind sowohl biosynthetischer als auch degradierender Natur (Bryant und
Stevens, 1998). Zu den biosynthetischen Transportwegen gehdoren der alkalische
Phosphatase (ALP)-Weg, der Carboxypeptidase Y (CPY)-Weg und der Cvt-Weg
(cytoplasm to vacuole-targeting). Jeder dieser Transportwege dient dazu, vakuolidre
Hydrolasen und Peptidasen in die Vakuole zu sortieren. Proteine, die iiber das ER in die

Vakuole sortiert werden, weisen eine typische Signalsequenz auf. Dabei werden diese
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Proteine als Zymogene synthetisiert und erst in der Vakuole durch Proteinase A, dem
Genprodukt von PEP4, mittels proteolytische Spaltung aktiviert. Beim ALP-Weg werden
16sliche, am rauen ER synthetisierte Proteine, wie zum Beispiel die namensgebende
alkalische Phosphatase Pho8, in Clathrin-beschichteten Vesikeln iiber den Golgi-Apparat
zur Vakuole transportiert und nach Fusion der Vesikel mit der Vakuole in deren Lumen
freigesetzt (Cowles et al., 1997; Piper et al., 1997; Stepp et al., 1997). Der CPY-Weg ist
durch den Transport der Proteine vom differenzierten Golgi-Apparat iiber MVB-Vesikel
(multivesikular bodies) charakterisiert (Piper et al., 1995). Eine Sonderform ist der Cvt-
Weg, der den gleichen Mechanismus nutzt wie der degradierende Transportweg der
Autophagie (Harding et al., 1996). Die Autophagie ist unter 1.5 ndher erldutert. Der zweite
degradierende Transportweg ist die Endozytose (Piper et al., 1995). Sie dient der Aufnahme
von an die Plasmamembran gebundenem und extrazellulirem Material und transportiert
Niéhrstoffe, aber auch Giftstoffe und Abbauprodukte zur Entgiftung in die Vakuole. Dieser

Transport erfolgt iiber Endosomen, die ebenfalls zu MVB-Vesikeln differenzieren.

1.4 Die generelle Stressantwort

Organismen werden im Laufe der Zeit diversen Stressbedingungen ausgesetzt. Um diese
Bedingungen zu iiberdauern, haben eukaryotische Zellen spezifische Mechanismen
entwickelt, um sich vor Schiden zu schiitzen. Die spezifischen Stressantworten kénnen
unter anderem tiber Signaltransduktion und Regulation der Transkription erfolgen. Neben
diesen spezifischen Mechanismen, die auf den jeweiligen Stressfaktor reagieren, gibt es
auch eine unspezifische oder generelle Stressantwort. Die generelle Stressantwort zielt
darauf ab, bereits entstandene Schidden zu reparieren und die Zelle gegen eine weitere
Schéadigung durch dieselben und andere schidliche Einfliisse zu schiitzen. Unter
Néhrstoffmangel wird so z.B. auch der Schutz gegen hohe Temperaturen und osmotischen
Stress aktiviert. In Backerhefe erfolgt diese Aktivierung hauptséchlich iiber die Regulation
der Transkription von Genen, deren Produkte am Reparaturprozess beteiligt sind, bzw. den
Metabolismus auf die Stressbedingungen einstellen, z.B. Hitzeschockproteine, Katalasen,
Enzyme des Kohlenstoffmetabolismus, Transportproteine und Proteasen. Die
Transkriptionsregulation der Stress-induzierten Gene verlduft dabei iiber einen bestimmten

Bereich im Promotor, durch den die Transkription unter Stressbedingungen aktiviert wird.
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Dieser Bereich, genannt STRE (stress responsive element), enthilt die Sequenz AGGGG
und findet sich im Promotor von 186 Genen in unterschiedlicher Kopiezahl (Estruch,
2000). Jedoch zeigen STRE-regulierte Gene kein einheitliches Expressionsprofil. Die
Expression wird demnach zusitzlich durch andere Faktoren und moglicherweise die Anzahl
an STRE-Kopien reguliert (Kobayashi und McEntee, 1993). Zum Beispiel weisen Gene,
die Hitzeschockproteine kodieren, im Promotor einen zusitzlichen HSE-Bereich (heat
shock element) auf, der additiv oder redundant mit dem STRE-Bereich die Transkription
reguliert (Treger 1998). Desweiteren wird die Transkription von einigen STRE-regulierten
Genen nur durch spezifische Einfliisse aktiviert (Marchler et al., 1993; Martinez-Pastor et
al., 1996). Die Transkriptionsfaktoren fiir STRE-regulierte Gene sind die
Zinkfingerproteine Msn2 und Msn4 (Martinez-Pastor et al., 1996). Wahrend MSN2
konstitutiv exprimiert wird, wird die MSN4-Expression unter Stressbedingungen durch
Msn2 und durch Msn4 selbst erhoht. Msn2 und Msn4 sind teilweise funktionell redundant,
wobei die Deletion von MSN2 einen stirkeren Effekt auf die Transkription einiger STRE-
regulierter Gene zeigt (Estruch und Carlson, 1993; Treger et al., 1998). Mdglicherweise
variiert die Aktivitdit von Msn2 und Msn4 abhéngig von der jeweiligen Stressbedingung
(Estruch, 2000). Msn2 und Msn4 sind konstitutiv aktiv; ihre Transkriptionsaktivitdt wird
iiber die zelluldre Lokalisation reguliert. Bei stressfreien Bedingungen sind Msn2 und Msn4
im Zytosol an Bmh2 gebunden (Beck und Hall, 1999). Bei Stressbedingungen wird die
TORI1-Kinase (target of rapamycin) inaktiviert, Msn2 und Msn4 werden von Bmh2 im
Zytosol freigesetzt und in den Zellkern transloziert. Der Export von Msn2 und Msn4 aus
dem Nukleus zuriick in das Zytoplasma erfolgt iiber Msn5. Die Lokalisation von Msn2 und
Msn4 wird desweiteren iiber Phosphorylierung reguliert. Es ist jedoch unklar, welche
Kinasen an der Phosphorylierung beteiligt sind und wie genau das Phosphorylierungsprofil

die Lokalisation von Msn2 und Msn4 beeinflusst.

1.5 Autophagie

Die Autophagie ist ein spezifischer Mechanismus der Stressantwort eukaryotischer Zellen
auf eine Erschopfung der verfligbaren Néhrstoffe. Der Begriff Autophagie, auch
Autophagozytose, stammt aus dem Griechischen und bedeutet im iibertragenen Sinn,
Verdau von korpereigenem Material. Dabei wird zelleigenes Material im Lysosom oder der

Vakuole abgebaut, sowohl um langlebige Proteine und Zellorganellen zu recyceln, als auch
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um Néhrstoffe bei ungeniigender extrazelluldrer Versorgung zu gewinnen (Levine und
Klionsky, 2004). Autophagie ist in allen Eukaryoten evolutiondr konserviert und ihre
physiologische Bedeutung wurde in den letzten Jahren mehr und mehr erkannt. Defekte der
Autophagie wurden mit Tumorentstehung und neurodegenerativen Erkrankungen, wie z.B.
Alzheimer, Parkinson und Huntington in Verbindung gebracht (Levine und Kroemer,
2008). Auch fiir die Funktion des angeborenen und adaptiven Immunsystems spielt
Autophagie eine wichtige Rolle bei der Eliminierung invasiver Pathogene (Levine und

Deretic, 2007).

Autophagie wird hauptséchlich iiber den TOR-Komplex reguliert und wird neben
Néhstoffmangel auch durch oxidativen Stress und Hitze induziert (Carrera, 2004). Es wurde
jedoch auch fiir andere Signalwege der Zellen, z.B. fiir den Proteinkinase A-
Signaltransduktionsweg, ein Einfluss auf Autophagie beschrieben (Budovskaya et al., 2004;
Schmelzle et al., 2004; Stephan et al., 2010). Mechanistisch ldsst sich Autophagie in
Makroautophagie, Mikroautophagie und Chaperon-vermittelte Autophagie einteilen (Yang
und Klionsky, 2007). Wéahrend Makro- und Mikroautophagie durch dynamische Membran-
Umstrukturierungen charakterisiert sind, um zelleigenes Material zu umschliefen und in die
Vakuole zu transportieren, erfolgt die Chaperon-vermittelte Autophagie direkt iiber
Translokation von ungefalteten l6slichen Proteinen durch die Membran der Vakuole.
Desweiteren ldsst sich Autophagie in nicht-selektive und selektive Formen unterteilen,
wobei die selektive Autophagie durch die spezifische Sequestrierung von bestimmten
Proteinen oder Organellen charakterisiert ist. In Béickerhefe wurden bisher iiber 30
Autophagie (Atg)-Gene identifiziert, deren Produkte am Prozess der Autophagie beteiligt
sind. Davon ist der Hauptteil fiir die Makroautophagie essenziell. Einige Gene sind jedoch

nur fiir selektive Arten von Autophagie notwendig.

1.5.1 Der TOR-Kinase-Komplex und Rapamycin

Der TOR-Kinase-Komplex (TORC) wurde urspriinglich durch das Fungizid Rapamycin
identifiziert. Rapamycin, auch bekannt als Sirolimus, wurde aus Streptomyces
hygroscopicus isoliert, einem Bakterium, welches erstmals im Boden der Insel Rapa Nui
(Osterinsel) gefunden wurde (Abbildung 6). Es ist ein lipophiles Makrolid, welches mit der

Prolin-Isomerase FKBP12 einen toxischen Komplex bildet und in dieser Form die TOR-
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Kinase iiber einen noch unbekannten Mechanismus inhibiert (De Virgilio und Loewith,
2006). In der Medizin findet es als Immunsuppressivum Verwendung. Neuere Erkenntnisse
erwiesen Rapamycin-sensitive und nicht sensitive Funktionen von TOR. Entsprechend
wurden in Bickerhefe und Saugern sowohl zwei Tor-Proteine, Torl und Tor2, als auch
zwei TOR-Komplexe, TORC1 und TORC2 mit verschiedenen Funktionen identifiziert
(Jacinto und Lorberg, 2008). Wihrend Torl durch Tor2 funktionell im TORCI1-Komplex
ersetzt werden kann, ist Tor2 essenziell. In Backerhefe besteht TORC2 neben Tor2 aus
Avol, Avo3 (Rictor) und Lst8 und ist fiir ein funktionelles Aktin-Zytoskelett sowie fiir die
Zellpolaritit notwendig (Loewith et al., 2002; Sarbassov et al., 2004; Inoki et al., 2005).
Autophagie wird ausschlieBlich durch den Rapamycin-sensitiven TORCI-Komplex
reguliert. Im Zellzyklus stellt er die Schaltstelle zwischen Zellproliferation und stationdrer
Phase dar. Wihrend des Wachstums reguliert TORC1 die Proteinsynthese auf
verschiedenen Ebenen, vor allem {iber die Biogenese von Ribosomen. Weiterhin reguliert
er die Lokalisation stress-regulierter Transkriptionsfaktoren, z.B. GIn3, Rtg3 und Msn2/4
im Zytoplasma. Die Inhibierung von TORCI fiihrt zur Dephosphorylierung von mehreren
Effektorproteinen, darunter Atgl3 und Tap42, wodurch Autophagie ausgeldst wird (Noda
und Ohsumi, 1998; Kamada et al., 2000; Loewith et al., 2002). Neben der direkten
Inhibierung von TORCI durch Rapamycin erfolgt die Inhibierung ebenfalls durch
Stickstoff-Entzug. Jedoch sind die Signalwege, die zur TORCI-Inhibierung durch

Stickstoffentzug fiihren, bisher kaum erforscht.

Rapamycin

Abbildung 6: Struktur von Rapamycin
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1.5.2 Makroautophagie

Der Mechanismus der Makroautophagie ist in Biackerhefe bereits gut charakterisiert und
wird oft dem Begriff Autophagie gleichgesetzt. Mechanistisch zeichnet sich Autophagie
durch die Bildung von Autophagosomen aus. Dabei handelt es sich um de novo geformte
Doppelmembranvesikel, welche zelluldres Material umschlieBen. Makroautophagie erfolgt
in mehrere Schritten (Abbildung 7): Induktion, Bildung, Expansion, Komplettierung,
Fusion und Abbau des Autophagosoms (Yang und Klionsky, 2009).

Atgi, 11, 13,
17, 20, 24, 29, 31

Induktion

. o
Selektion
Pendelbewegung Atg11, 19

Atg1, 2,9, 11,
13, 18, 23, 27

Vesikel-
bildung

Atgs, 14, @

Recycling
Atg22

vakuolarer Abbau
Atg15

Komplettierung
Atg5,7, 8,9,
10, 11,12, 16

Abbildung 7: Schematische Darstellung der Makroautophagie in Saccharomyces cerevisae:
Makroautophagie erfolgt in den Schritten Induktion, Vesikelbildung, Expansion (nicht gezeigt),
Komplettierung, Fusion und Abbau des Autophagosoms. Fiir jeden Schritt sind die beteiligten
Faktoren gekennzeichnet. Die Selektion ist nur fiir selektive Formen von Autophagie notwendig.
PAS — Phagophore-Assemblierungsstelle (Yang und Klionsky, 2009).

Die Induktion von Makroautophagie durch TORCI1-Inhibierung erfolgt in der Bickerhefe

direkt oder indirekt iiber Dephosphorylierung von Atgl3 (Kamada et al., 2000; Kabeya et
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al., 2005). Atgl3 besitzt in seiner dephosphorylierten Form eine hohere Affinitdt zu Atgl
und Atgl7, wodurch sich der Atgl-Kinasekomplex bildet (Abbildung 8). Dieser Komplex
fithrt zur Aktivierung der Atgl-Kinase und der Rekrutierung von mehreren Atg-Proteinen
zum Ort der Assemblierung des Autophagosoms (PAS — phagophore assembly site)
(Suzuki et al., 2001; Kim et al., 2002).

S (DO (') Nahrstoffentzug

@ "TORC1

TORC1

I

Nahrstoffe

~

Cvt-Transportweg Autophagie

Abbildung 8: Induktion der Autophagie iiber den Atgl-Atgl3-Atgl7-Komplex. Durch
Inhibierung von TORC1 wird Atgl3 dephosphoryliert, wodurch die Affinitit zu Atgl7 steigt. Die
Assemblierung des Komplexes fiihrt zur Aktivierung von Atgl, in Folge dessen Autophagie
induziert wird (Yang und Klionsky, 2009).

Die Herkunft der Membranen des spéteren Autophagosoms ist dabei noch weitgehend
ungeklart. Moglicherweise werden Membranen durch die Pendelbewegung von Atg9
zwischen den Mitochondrien und der PAS herantransportiert (Noda et al., 2000; He et al.,
2006). Tatsdchlich deuten neueste Erkenntnisse in Sdugerzellen darauf hin, dass die
Membranen von Mitochondrien stammen kénnten (Hailey et al., 2010). Es werden jedoch
auch das endoplasmatische Retikulum und der Golgi Apparat als mogliche Quellen, sowie
die vollige Neubildung von Membranen diskutiert. Weiterhin wichtig fiir die Initiierung der
Vesikelbildung ist der Phosphatidylinositol- (PtdIns) 3-Kinase-Komplex I, welcher die
PtdIns-3-Kinase Vps34 sowie VpslS5, Vps30 (Atg6) und Atgl4 enthélt (Stack et al., 1995;
Kihara et al., 2001). Eine mogliche Funktion dieses Komplexes kdnnte die Produktion von
Phosphatidylinositol-3-phosphat sein, welches die Rekrutierung weiterer Atg-Proteine und
deren Bindung an die PAS fordert (Yang und Klionsky, 2009). Im néchsten Schritt erfolgt
die VergroBerung und Fertigstellung des Autophagosoms, wofiir zwei Protein-

Konjugationssysteme benétigt werden: Atgl2-AtgS und Atg8 (Abbildung 9) (Kim et al.,
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2002). Atgl2 ist mit Atg5 kovalent {ber eine Isopeptidbindung verkniipft. Diese
Verkniipfung wird liber Atg7 und AtglO gebildet. Weiterhin ist Atg5 nicht-kovalent mit
Atgl6 verkniipft, dessen Homooligomerisierung zu einem multimeren Atgl2-Atg5-Atgl6
Komplex fiihrt (Kuma et al., 2002). Dieser Komplex lagert sich hauptsidchlich an der
Aullenseite der expandierenden Vesikelvorstufe an und ist fiir die Rekrutierung von Atg8
notwendig. Atg8 ist an Phosphatidylethanolamin (PE) konjugiert (Ichimura et al., 2000).
Diese Konjugation erfolgt am C-terminalen Glycin durch Atg7 und Atg3, nachdem das C-
terminale Argl17 des neu synthetisierten Atg8 durch Atg4 abgespalten wurde (Kirisako et
al., 2000). Atg8-PE ist ein integrales Membranprotein und lagert sich sowohl in die innere
als auch in die duBBere Membran des Autophagosoms ein. Sowohl das Atgl2- als auch das
Atg8-Konjugationssystem konnten als &uflere Hiille fungieren, welche die Fusion des
Autophagosoms mit der Vakuole vor Fertigstellung verhindert. Entsprechend dissoziieren
beide Konjugationssysteme mit den meisten anderen Atg-Proteinen vor der Fusion mit der

Vakuole wieder vom Autophagosom.

Peripherie

Induktion Vesikelbildung Expansion Vervollstandigung Dissoziation

O Atg9 D PtdIns-3-Kinasekomplex

0 Ag8 IR Atg12-Atg5-Atg16-Kinasekomplex

Abbildung 9: Schematische Darstellung der Bildung des Autophagosoms. Am Ort der
Assemblierung (PAS) wird zunichst Atg9 und der PtdIns-3-Kinase-Komplex rekrutiert. Die
Konjugationssysteme Atg8 und Atgl2-Atg5-Atgl6 vermitteln die Expansion des Autophagosoms.
Nachdem das Autophagosom vollstindig ausgebildet ist, erfolgt die Dissoziation der meisten
Proteine vom Vesikel (Yang und Klionsky, 2009).
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Die Fusion erfolgt iiber Proteine, die auch die homotypische Vakuolenfusion steuern
(Abbildung 10) (Wang und Klionsky, 2003). Dabei wird die AuBenmembran des

Autophagosoms in die Vakuolenmembran integriert.

mrocCcx>r<

e

Abbildung 10: Schematische Darstellung der Fusion eines Autophagosoms mit der Vakuole.
Monl und Cczl bilden einen Komplex, welcher das Ypt7-abhingige Andocken der Membranen
vermittelt. Dadurch kann der SNARE-Komplex aus den Proteinen Vam3, Vam7, Ykt6 und Vtil
assemblieren. Der HOPS-Komplex wird zusammen mit Ypt7 ebenfalls zum Andocken der
Membranen bendtigt (Yang und Klionsky, 2009).

Ein GroBteil der Proteine dieser Aulenmembran wird wieder zu einer PAS recycelt. Das
Autophagosom gelangt als Einfach-Membran-Vesikel ins Lumen der Vakuole, wo es durch
Hydrolasen abgebaut wird. Atg8-PE, welches in der Innenmembran eingelagert war, wird
somit ebenfalls in der Vakuole freigesetzt. Essenziell fiir den Abbau sind der saure pH-
Wert der Vakuole und die vakuoldren Hydrolasen, z.B. Pep4 und Prbl. Wie die so
gewonnenen Makromolekiile fiir den Aufbau essenzieller Zellbestandteile aus der Vakuole

rekrutiert werden, ist jedoch bis heute wenig bekannt (Yang und Klionsky, 2009).

1.5.3 Mikroautophagie

Der Begriff Mikroautophagie bezeichnet den direkten Einschluss von Zytoplasma und
Organellen iiber eine Einstlilpung der Vakuolenmembran. Es gibt keine Hinweise darauf,
dass die Atg-Proteine auch fiir diesen Prozess notwendig sind. Jedoch scheint die Induktion
von Makroautophagie die Grundvoraussetzung fiir Mikroautophagie von zytosolischem

Material zu sein (Sattler und Mayer, 2000). Die vakuoldre Membran, die durch die
17



Einleitung

Einstiilpung ins Lumen der Vakuole gelangt, wird abgebaut. Damit konnte
Mikroautophagie die Entstehung von exzessivem vakuoldrem Membranmaterial, welches
durch die Fusion mit Autophagosomen entsteht, kompensieren (Uttenweiler et al., 2007).
Einige Organellen kénnen ohne Induktion von Makroautophagie liber Mikroautophagie
abgebaut werden. Dazu gehort der Zellkern, welcher teilweise durch die Vakuole
eingeschniirt und abgebaut wird. Diesen Prozess bezeichnet man als ,,Piecemeal
Microautophagy of the Nucleus* (PMN) (Pan et al., 2000; Kvam und Goldfarb, 2004;
Kvam et al, 2005). Desweiteren werden Peroxisomen in Abhdngigkeit von
Néhrstoffbedingungen und Stammhintergrund iiber Mikroautophagie abgebaut (Veenhuis
et al., 1983; Tuttle et al., 1993; Gunkel et al., 1999; Hutchins und Klionsky, 2001; Sakai et
al., 2006).

1.5.4 Selektive Formen von Autophagie

Die selektive Autophagie zeichnet sich dadurch aus, dass bestimmtes Material, z.B. ein
Organell oder Protein, gezielt in Autophagosomen verpackt wird bzw. durch die Vakuole
eingeschlossen wird, um es in der Vakuole abzubauen (Yang und Klionsky, 2009). Die so
gebildeten Autophagosomen enthalten in der Regel kein zusétzliches unspezifisches
Material, wie zum Beispiel Zytoplasma. Einige Faktoren sind nur fiir selektive Formen von
Autophagie essenziell. Dazu zdhlen Atgl1, Atg20 und Atg24 (Nice et al., 2002; Yorimitsu
und Klionsky, 2005). Desweiteren wird selektive Autophagie {iber Arp2 und Atg9 durch
das Aktin-Zytoskelett beeinflusst (Reggiori et al., 2005; Monastyrska et al., 2008).
Moglicherweise verhindert die Depolarisierung des Aktin-Zytoskeletts den Transport von
selektivem Material zur PAS. Die selektive Autophagie von Organellen kann {iber
Mikroautophagie und Makroautophagie erfolgen. Im Gegensatz zu allen anderen
Organellen werden Teile des Zellkerns jedoch nur iiber Mikroautophagie abgebaut, wie
unter Punkt 1.5.3 beschrieben. Nachfolgend werden einige Beispiele fiir selektive

Autophagie néher erldutert.

1.5.4.1 Der Cvt-Weg
Der Cvt-Weg ist eine Sonderform der selektiven Autophagie, welcher bisher nur in
Béckerhefe charakterisiert wurde. Er findet unter proliferierenden Bedingungen statt und

dient der Sortierung von zwei Proteinen, Aminopeptidase 1 (Apel) und Alpha-
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Mannosidase 1 (Amsl), zu ihrem Funktionsort, der Vakuole (Klionsky 1992, Shintani
2002). Der Mechanismus ist groBtenteils mit dem der Makroautophagie identisch, wobei
das gebildete Vesikel mit Cvt-Vesikel bezeichnet ist und eine deutlich geringere Grofe
aufweist als ein Autophagosom. Damit sind viele Atg-Proteine sowohl fiir
Makroautophagie als auch fiir den Cvt-Weg essenziell. Es gibt jedoch einige spezifische
Faktoren fiir den Cvt-Weg, welche hauptsdchlich an der Erkennung und Bindung der zu
transportierenden Proteine an die PAS beteiligt sind (Abbildung 7). Fiir Apel ist dieser
Mechanismus gut untersucht. Apel wird als Vorstufe synthetisiert und assembliert zu
einem Dodecamer (Kim et al., 1997; Klionsky, 1997). Diese Dodecamere werden weiter
oligomerisiert und bilden schlieBlich den Apel-Komplex (Shintani et al., 2002). Das Apel-
Propeptid, welches eine vakuoldre Signalsequenz darstellt, interagiert mit Atgl9 und bildet
den Cvt-Komplex (Scott et al., 2001). Dieser Komplex wird von einer Doppelmembran
umschlossen und bildet das Cvt-Vesikel. Fiir diesen Schritt ist Atgll entscheidend. Es
interagiert mit Atgl9 und agiert als Rezeptor, welcher den Cvt-Komplex zum Ort der
Vesikelbildung, der PAS, leitet (Yorimitsu und Klionsky, 2005). Atgl1 ist damit fiir alle
Formen der selektiven Autophagie essenziell. Zusitzlich wurden zwei weitere Proteine
identifiziert, Atg20 und Atg24, die fiir den Cvt-Transportweg, jedoch nicht fiir
Makroautophagie notwendig sind. Beide Proteine besitzen eine PX-Doméne (phagocytic
oxidase), welche an PtdIns-3-P an der PAS bindet. Sie sind fiir die Rekrutierung von
Membranen zur PAS notwendig (Nice et al., 2002). Atg20 interagiert zusétzlich mit Atgl11.
Damit konnten Atg20 und Atg24 auch Teil des Atgl-Kinasekomplexes sein (Abbildung 8).
Bei Induktion von Autophagie wird der Cvt-Weg durch Makroautophagie ersetzt, wobei
der Cvt-Komplex in Autophagosomen eingeschlossen und in die Vakuole transportiert wird
(Baba et al., 1997). Dabei sind die Selektion und effektive Rekrutierung von Apel und
Ams]1 immer noch abhingig von Atgl9 und Atgl1.

1.5.4.2 Pexophagie

Ein Beispiel fiir selektive Autophagie eines Organells ist Pexophagie. Sie dient dazu, die
Zahl an Peroxisomen der jeweiligen Kohlenstoffquelle anzupassen (Veenhuis et al., 1983;
Tuttle et al., 1993). In Hefen werden Peroxisomen hauptsédchlich fiir die Metabolisierung
von Olsiure oder Methanol benétigt. Daher wird ihre Proliferation durch diese

Kohlenstoffquellen begiinstigt. Werden diese Kohlenstoffquellen ersetzt, benétigt der
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Organismus folglich keine Peroxisomen fiir die Metabolisierung mehr und es kommt zu
einem selektiven Abbau der Peroxisomen in der Vakuole. Der Mechanismus der
Pexophagie unterscheidet sich stark in verschiedenen Organismen und ist auBerdem von
der Kohlenstoffquelle abhingig, was wahrscheinlich auf unterschiedliche ATP-Gehalte
zuriickzufiihren ist (Ano et al., 2005). Makropexophagie wurde bisher vor allem in
Hansenula polymorpha untersucht. Sie erfolgt &hnlich der Makroautophagie, wobei
Peroxisomen selektiv in Vesikeln, den Pexophagosomen eingeschlossen werden.
Entsprechend sind Faktoren fiir die Erkennung von Peroxisomen und Bindung an das PAS
notwendig. Bisher wurden zwei peroxisomale Membranproteine identifiziert, Pex3 und
Pex14, die dabei eine Rolle spielen (Bellu et al., 2001a; Bellu et al., 2001b; Bellu et al.,
2002). Desweiteren ist Atgll als Rezeptor auch fiir Pexophagie essenziell. Fiir alle
folgenden Schritte verlduft die Makropexophagie dhnlich der Makroautophagie und dem
Cvt-Weg und bendtigt dieselben Faktoren.

1.5.4.3 Mitophagie

Im Zuge elektronenmikroskopischer Studien zu Makroautophagie in Bickerhefe waren in
vakuoldren Vesikeln nach Stickstoffentzug auch weitere Organelle wie zum Beispiel das
endoplasmatische Retikulum und Mitochondrien zu erkennen. Diese Beobachtung wurde
zundchst darauf zuriickgefiihrt, dass Organellen zufillig zusammen mit Zytoplasma durch
Autophagosomen eingeschlossen werden. Neueste Erkenntnisse lassen jedoch darauf
schlieBen, dass unter Stickstoffmangel auch ER und Mitochondrien selektiv abgebaut
werden (Camougrand et al., 2004; Hamasaki et al., 2005; Kanki und Klionsky, 2008).
Diese Prozesse werden entsprechend als ERphagie und Mitophagie bezeichnet. Da beide
Organellen {iber einen hohen Proteingehalt verfiigen, stellen sie eine ergiebige
Stickstoffquelle dar. Desweiteren ist die Proteinbiosynthese unter Néhrstoffmangel
reduziert, wodurch insgesamt weniger ER notwendig ist. Eine Einschrinkung des
Stoffwechsels durch den Abbau von Mitochondrien kann ebenfalls von Vorteil sein. Der
selektive Abbau von ER und Mitochondrien hat damit eine physiologische Bedeutung in
der Anpassung der Zellen an Néhrstoffmangel. Wahrend der Mechanismus fiir den
selektiven Abbau von ER kaum untersucht ist, wurden fiir Mitophagie erste Faktoren
identifiziert. In Béckerhefe hidngt Mitophagie induziert durch Stickstoffmangel demnach
von Atgll und teilweise von Atg20 und Atg24 ab (Kanki und Klionsky, 2008). Das
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bestitigt, dass ein selektiver Abbau dhnlich wie im Cvt-Weg stattfindet. Bisher wurden
auch die Proteine Uthl und Aupl mit Mitophagie in Verbindung gebracht; ihre genaue
Funktion ist jedoch noch unklar (Camougrand et al., 2004; Tal et al., 2007). Mitophagie
wurde ebenfalls beobachtet, nachdem die Aufrechterhaltung des mitochondrialen
Membranpotenzials in den Zellen verhindert wurde (Priault et al.,, 2005). Das
Membranpotenzial wird entweder durch die Atmungskette oder wiahrend der Fermentation
durch die reverse Funktion der ATPase aufrechterhalten. In einem Stamm, in dem bei
erhohter Temperatur die Assemblierung der ATPase gestort ist, wurden unter Bedingungen
von 37°C und Hypoxie vermehrt mitochondriale Proteine abgebaut. Jedoch wurde
gleichzeitig die Induktion von nicht selektiver Autophagie beobachtet. In einem weiteren
Beispiel wurde Mitophagie nach Herunterregulation der MDM38-Expression beobachtet
(Nowikovsky et al., 2007). Die Funktion dieses Proteins wird kontrovers diskutiert. Zum
einen wird eine Funktion fiir den Kalium/Protonen-Kanal und zum anderen fiir
mitochondriale Translation diskutiert (Frazier et al., 2006; Nowikovsky et al., 2007).
Depletion von Mdm38 fiihrte zunéchst zum osmotischen Schwellen von Mitochondrien und
nach lingerer Zeit zu einem ausgepriagten Abbau in der Vakuole. In Sdugerzellen wurde
Mitophagie wéahrend der Reifung von Erythrozyten beobachtet, welche keine
Mitochondrien besitzen (Schweers et al., 2007; Sandoval et al., 2008; Novak et al., 2010).
Dabei wurde die Depolarisierung des Membranpotenzials als Voraussetzung flr die
Mitophagie identifiziert. Zusétzlich ist das Protein NIX unter diesen Bedingungen fiir den
Einschluss der Mitochondrien in Autophagosomen notwendig. Einige Studien
identifizierten die Proteine PINK1 und PARKIN, welche mit der Entstehung von Parkinson
assoziiert werden, in Sdugerzellen als notwendig fiir die Sequestrierung dysfunktionaler
Mitochondrien in Autophagosomen (Narendra et al., 2008; Geisler et al., 2010; Narendra et
al., 2010). In diesem Fall ist die Rekrutierung von PARKIN {iiber PINK1 ebenfalls abhéingig
von der Depolarisierung des Membranpotenzials (Geisler et al., 2010; Narendra et al.,
2010). Die Entstehung von Parkinson konnte damit mit dem fehlenden Abbau
dysfunktioneller Mitochondrien verbunden sein. Desweiteren wurde in einem anderen
Sdugerzellmodell beobachtet, dass mitochondriale Teilung in Tochtermitochondrien mit
unterschiedlichem Membranpotenzial resultiert (Twig et al.,, 2008). Kann das
Membranpotenzial nicht wieder hergestellt werden, wird die Fusion mit dem
mitochondrialen Netzwerk verhindert und das mitochondriale Fragment durch Autophagie

abgebaut.
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1.6 Zielsetzung

Bisher wurden einige neurodegenerative Erkrankungen auf eine Stérung der
mitochondrialen Dynamik zuriickgefiihrt. Dazu gehort die autosomal dominante
Optikusatrophie Typl (Alexander et al., 2000; Delettre et al., 2000), Charcot-Marie-Tooth
Neuropathie Typ 2A und 4A (Zuchner et al., 2004; Niemann et al., 2005) und die
Parkinsonsche Erkrankung (Banerjee et al., 2009; Exner et al., 2007; Yang et al., 2008).
Diese Zusammenhinge lassen darauf schlieBen, dass die mitochondriale Dynamik,
insbesondere die Notwendigkeit der schnellen Folge von Teilungs- und Fusionsvorgiangen,
eine weitreichende funktionelle Bedeutung hat, iiber die bisher jedoch nur wenig bekannt
ist. Eine bisher diskutierte Hypothese besagt, dass das Gleichgewicht aus Teilung und
Fusion der Qualitdtskontrolle von Mitochondrien dient (Herlan et al., 2004; Lyamzaev et
al., 2004; Duvezin-Caubet et al., 2006; Kim et al., 2007; Twig et al., 2008). Demnach
verlieren Mitochondrien mit eingeschriankter Funktionalitdt ihre Fusionskompetenz und
werden vom Netzwerk isoliert. Die mitochondriale Morphologie konnte somit der
Differenzierung zwischen funktionellen und geschiadigten Mitochondrien innerhalb der
Zelle dienen. Diese Differenzierung konnte wiederum den gezielten Abbau der
dysfunktionellen Mitochondrien ermdglichen. Ein solcher Mechanismus konnte verhindern,
dass sich Schédden auf das gesamte mitochondriale Netzwerk der Zelle verteilen. Weiterhin
wiirde sichergestellt, dass nur funktionelle Mitochondrien auf Tochterzellen vererbt werden
konnen. Die Studien zu Mitophagie in Sdugern deuten auf einen Zusammenhang zur
mitochondrialen Dynamik und dysfunktionellen Mitochondrien hin (Narendra et al., 2008;
Twig et al.,, 2008). Demnach werden nicht-fusionskompetente Mitochondrien selektiv
durch Mitophagie abgebaut.

Zu Beginn der vorliegenden Dissertation wies erstmals die Studie von Priault et al. (2004)
in  Saccharomyces cerevisae auf einen moglichen Zusammenhang zwischen
mitochondrialer Funktion und Mitophagie hin. Der Mechanismus der Mitophagie war
jedoch einschlieBlich der beteiligten Faktoren noch weitgehend ungeklért. Insbesondere der
Einfluss der mitochondrialen Morphologie auf die Mitophagie war bisher nicht untersucht.
Um die Hypothese zu priifen, ob mitochondriale Dynamik dem gezielten Abbau
dysfunktioneller Mitochondrien iiber Mitophagie dient, war es zundchst notwendig, die
Mitophagie ndher zu charakterisieren. Als Modellorganismus dieser Studie wurde die Hefe

Saccharomyces cerevisae (Bickerhefe) gewihlt, in dem die Mechanismen der selektiven
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und nicht selektiven Autophagie zum grof3en Teil bereits bekannt waren. Zur Untersuchung
der Mitophagie bedurfte es der Etablierung einer geeigneten quantitativen Methode.
Anschlieffend sollten mit dieser Methode Bedingungen gefunden werden, Mitophagie zu
induzieren. Dabei stellte sich die Frage, inwiefern die Induktion der Mitophagie unter
diesen Bedingungen selektiv ist. Insbesondere war es von Interesse, den Einfluss der
mitochondrialen Morphologie auf die Mitophagie sowie die Autophagie zu untersuchen.

Dabei sollten speziell folgende Fragen adressiert werden:
1. Fiithrt Mitophagie zur Fragmentierung von Mitochondrien?

2. Ist eine Fragmentierung der Mitochondrien ausreichend, um Mitophagie zu induzieren?

Wenn ja, wird nur Mitophagie oder auch Autophagie induziert?

3. Ist die Fragmentierung von Mitochondrien eine Voraussetzung fiir die Induktion von

Mitophagie?

Die Beantwortung dieser Fragen erlaubt ndher zu beleuchten, ob die Dynamik der
mitochondrialen Morphologie tatsidchlich der Qualititskontrolle von Mitochondrien dient.
Zusiatzlich konnte die Identifizierung von Proteinen, die fiir Mitophagie notwendig sind,

Hinweise auf die physiologische Funktion der Mitophagie und zu ihrer Regulation liefern.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien und Gerate

2.1.1 Chemikalien

Acrylamid-/ Bisacrylamidldsung
Agar-Agar

Agarose

Alexa-Fluor-Phalloidin 568
Aminoséduren

Ammoniumsulfat
Ammoniumperoxodisulfat
Ampicillin

Amylose-Resin

Bacto-Pepton

Bacto-Trypton

BCA Reagenz A

Biomax MR Kodak TR-1 Film 13 x 18 cm
Bradford Reagenz

Bromphenolblau

BSA Grade VIII (fettsdurefrei)
Coomassie Blau G

Coomassie Brillant Blau R-250
Desoxynukleosidtriphosphat
Dulbecco’s PBS
ECL-Immunoblot-Detektionssystem
Elektroporationskiivetten
Entwickler, Fixierer fiir Rontgenfilme
Ethanol

Ethidiumbromid

Faltenfilter

Ficoll
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Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg

Invitrogen, Groningen

Sigma, Miinchen

AppliChem, Darmstadt

Sigma, Miinchen

AppliChem, Darmstadt

New England Biolabs, Schwalbach
DIFCO, Detroit, USA

DIFCO, Detroit, USA

Pierce, Rockford, USA

Kodak, Miinchen

Biorad, Miinchen

Serva, Heidelberg

Sigma, Miinchen

Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg

New England Biolabs, Schwalbach
PAA Laboratories, Paschin, AU
Amersham-Biosciences, Freiburg
Invitrogen, Groningen
Agfa-Gevaert, Miinchen

Serva, Heidelberg

Sigma, Miinchen

Schleicher & Schiill, Kassel

Sigma, Miinchen
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Freund’s inkompletus Adjuvant
Galaktose

Gel Drying Film
Gel-Extraktionskits fiir DNA
Glycerol

Harnstoff

Hefeextrakt

HEPES
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid
Kaliumacetat

Kaninchen- Retikulozytenlysat
Kaniilen, Spritzen
Lachsspermien-DNS

Leupeptin

Luminol

Lysozym

Magermilchpulver

Meerrettich-Peroxidase-gekoppeltes Anti-
Kaninchen-IgG

B-Mercaptoethanol
Molekulargewichts-Standard fiir SDS-PAGE
Nanosep Cenrtifugal Devices
Oligonukleotide

Pfu-DNA-Polymerase

Pipettenspitzen

PMSF

p-Cumarinsiure

p-Nitrophenylphosphat

Ponceau S

Proteinase K

Proteinstandard

Protran Nitrozellulosemembranen BA83
o-Phenanthroline

pYX-Vektoren
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Sigma, Miinchen
AppliChem, Darmstadt
Promega, Heidelberg

PeqLab, Biotechnologie GmbH, Erlangen

Sigma, Miinchen
Serva, Heidelberg
DIFCO, Detroit, USA
Serva, Heidelberg
Serva, Heidelberg
Riedel de Haen, Seelze

Amersham-Biosciences, Freiburg

Braun, Melsungen
Sigma, Miinchen
Sigma, Miinchen
Sigma, Miinchen
Serva, Heidelberg
AppliChem, Darmstadt

Biorad, Miinchen

Sigma, Miinchen

Fermentas, St. Leon-Roth

Pall Life Sciences, New York, USA

Metabion, Martinsried
Promega, Heidelberg
Sarstedt, Bad Homburg
Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Serva, Heidelberg

Sigma, Miinchen

Biorad, Miinchen
Schleicher & Schiill, Kassel
Sigma, Miinchen

R&D Systems, Abingdon, UK
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QIAquick Gel Extraction Kit,
Raffinose

Rapamycin

Reaktionsgefilie

Restriktionsenzyme und 10 x Puffer fiir
Restriktionsenzyme
Rnasin

Rohrchen

Saccharose (Sucrose)
SDS

Serva Blau G
3-Mercaptoethanol
Sterilfilter

Sulfolink coupling gel

Super RX Fuji Medical X-Ray Film 100 MF 13 x

18 cm
T4-DNA-Ligase
TEMED
Titermax Gold™
TRIS

Triton X-100
Wasserstoffperoxid
Whatman Filterpapiere
Yeast Extract

Yeast Nitrogen Base

Zymolyase 20T

Qiagen, Hilden

Serva, Heidelberg

LC Laboratories, USA

Sarstedt, Bad Homburg

New England Biolabs, Schwalbach

Promega, Heidelberg
Sarstedt, Bad Homburg
Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg

Sigma, Miinchen
Schleicher & Schiill, Kassel
Pierce, Rockford, USA
Fuji, Tokyo, Japan

New England Biolabs, Schwalbach
Serva, Heidelberg

Sigma, Miinchen

AppliChem, Darmstadt

Sigma, Miinchen

AppliChem, Darmstadt

Schleicher & Schiill, Kassel
Serva, Heidelberg

Invitrogen, Groningen

Seikagaku, Tokyo, Japan

Alle sonstigen Chemikalien wurden als analysenreine Substanzen von der Firma Merck

(Darmstadt) bezogen.
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2.1.2 Gerate

Agarose-Geldokumentation

Autoklav

Brutschrinke

CCD-Kamera fiir Fluoreszenzmikroskop
Elektroporationssystem
Entwicklermaschine

Feinwaagen

Gelkammern

Halbtrocken-Blotapparatur

Inkubationsger:iite

96-Well-Platteninkubator, -schiittler

Thermomixer

Kolbenhubpipetten
Magnetriihrer
Mikroskope
Fluoreszenzmikroskop
Konfokales Fluoreszenzmikroskop
Peristaltische Pumpe P-1
pH-Meter
Photometer

Photometer (600 nm)

2UV Transilluminator GDS-7900, UVP
Upland, USA

Varioclav® 400E, H + P Labortechnik,
Oberschleifheim

Inkubatoren Heraeus Christ, Osterode
Modell 1.1.0, Diagnostic Instruments, USA
Gene Pulser, BioRad, Miinchen

Gevamatic 60®, Agfa-Gevaert, Miinchen
Sartorius, Mainz

Werkstatt Institut fiir Physiologische
Chemie, Miinchen

Werkstatt Institut fiir Physiologische
Chemie, Miinchen

BT130-1, HLC
DTS-2, Neolab, Heidelberg

Thermomixer compact, Eppendorf,
Hamburg

Gilson Inc., USA

MR 3001 K, Heidorph

Axioplan, Carl Zeiss Jena GmbH
ECLIPSE TE 2000-E, Nikon
Amersham Biosciences, Freiburg

Lab850, Schott, Zwiesel

Ultrospec 10, Amersham Biosciences,
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Photometer (UV)

96-Well-Plattenlesegerit

Reinstwasseranlagen

Spannungsquellen

Sterilbank

Thermocycler

Ultraschallger:iit
Vortex-Mixer
Wirmeschrinke
Zellhomogenisator
Zentrifugen
Zentrifugen J2-21

Ultrazentrifugen

Tischzentrifugen

Kiihlzentrifuge

2.2 Kulturmedien

Freiburg

BioPhotometer Eppendorf
Multiscan RX, ThermoScientific
Software: Ascent 2.6

PureLab Plus, USF Deutschland GmbH,
Ransbach-Baumbach

Electrophoresis Power Supply EPS 600,
Amersham Biosciences, Freiburg

BDK

Primus 25/96, MWG Biotech, Ebersberg

Mastercycler gradient, Eppendorf, Hamburg

Branson Sonifier B-15, G. Heinemann
Bender und Hobein, Miinchen
Memmert, Hannover

Precellys 24®, Bertin-Technologies

Beckman Instruments

Optima TLX, Optima MX-E, L8-50M/E,
L8-M

5415D und 5810R Eppendorf, Hamburg

3K30, Sigma, Miinchen

LB-Medium: 10 g/l Bacto-Trypton; 5 g/l Hefeextrakt; 10 g/l Natriumchlorid

LB-Platten: LB-Medium; 1,5% (w/v) Agar

Fir LBAmp-Medium sowie -Platten wurde nach dem Autoklavieren 100 pg/ml

sterilfiltriertes Ampicillin zugegeben.
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YP-Medium: 1% (w/v) Hefeextrakt; 2% (w/v) Bacto-Pepton; mit HCI auf pH 5 eingestellt
und autoklaviert

2% (w/v) Glukose (YPD), 2% (w/v) Galactose (YPGal) oder 2% (w/v)
Glycerol (YPG) wurden als konzentrierte Stammldsungen nach separatem
Autoklavieren zugegeben.

S-Medium: 1,7 g/l Yeast Nitrogen Base ohne Aminosiduren und Ammoniumsulfat; 5 g/l
Ammoniumsulfat; 2% (w/v) Galaktose (SGal), 2% (w/v) Glycerin + 0,1%
Glukose (SG) oder 2% (w/v) Glukose (SD)

Auxotrophiemarker: Adenin 20 mg/l
Uracil 20 mg/1
Histidin 20 mg/1
Leucin 20 mg/1
Lysin 20 mg/l

Tryptophan 20 mg/1
Die Zusammensetzung des stickstofffreien S-N-Mediums entsprach der von S-Medium
ohne Ammoniumsulfat und Aminosduren. Fiir die Herstellung von Kulturplatten fiir die
Kultivierung von S. cerevisiae wurden vor dem Autoklavieren zusitzlich zu den

Inhaltsstoffen des entsprechenden Fliissigmediums 2% (w/v) Agar zugegeben.

2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 Isolierung von genomischer DNA aus Saccharomyces cerevisiae

Zur Isolierung genomischer DNA (Rose, 1990) wurde der entsprechende Hefestamm iiber
Nacht in YPD-Medium bei 30°C angezogen. Die Zellen wurden aus 10 ml Kultur durch
Zentrifugation fiir fiinf Minuten bei 3000 xg sedimentiert, mit 10 ml Wasser gewaschen
und in 200 pl Puffer (2% (w/v) Triton X-100; 1% SDS; 100 mM NaCl; 1 mM EDTA; 10
mM  Tris/HCI; pH  8,0) resuspendiert.  AnschlieBend wurden 200 pul
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25/24/1(v/v/v)) sowie ca. 100-300 mg Glaskugeln (mit
0,45 mm Durchmesser) zugegeben und die Zellen mittels Vortex fiir fiinf Minuten
aufgeschlossen. Nach Zugabe von 200 pl TE-Puffer (1 mM EDTA; 10 mM Tris/HCI; pH
8,0) wurden die Proben fiir fiinf Minuten bei 13000 xg in der Tischzentrifuge zentrifugiert.
Die obere wissrige Phase wurde abgenommen und in ein neues Reaktionsgefdl iiberfiihrt.

Die darin enthaltene DNA wurde mit Ethanol geféllt und in 200 pl sterilem Wasser gelost
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(siehe 2.3.10). Die in den Proben enthaltene RNA wurde durch Zugabe von 75 pg/ml
RNase A und Inkubation bei 37°C fiir fiinf Minuten abgebaut. Nach erneuter Féllung mit

Ethanol wurde die DNA in 50 pl sterilem Wasser aufgenommen.

2.3.2 Amplifizierung von DNA mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Spezifische DNA-Fragmente wurden mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) in einem
Thermocycler amplifiziert (Saiki et al., 1985; Saiki et al., 1988). Ein Reaktionszyklus
bestand dabei aus der Trennung der Matrizenstringe, Anlagerung von kurzen
einzelstringigen Oligonukleotiden (Primer) an die einzelstringige Matrizen-DNA und der
Verlangerung dieser Primer durch eine thermostabile DNA-Polymerase. Ein
Reaktionsansatz von 100 ul enthielt 3 U der thermostabilen DNA-Polymerase, 1,5 mM
MgSOy4, 100 pmol der beiden Oligonukleotide (Primer), 200 uM der vier Desoxynukloesid-
5’-triphosphate und ca. 100 ng genomische DNA bzw. 10 ng Plasmid-DNA als Matrize.
Als thermostabile DNA-Polymerasen wurden die Taq-Polymerase aus Thermus aquaticus
(GL BioTech) und die Pfu-Polymerase aus Pyrococcus furiosus (Promega) verwendet. Die
Taqg-Polymerase ist besonders prozessiv, jedoch auch fehleranfillig, da diese im Gegensatz
zur Pfu-Polymerase keine 3’-5’-Exonuklease-Aktivitidt aufweist. Diese ,,proof-reading*-
Aktivitdt verringert erheblich die Fehlerrate, jedoch bedingt diese die geringere
Prozessivitdt der Pfu-Polymerase. Deletionskassetten wurden mit der Tag-Polymerase und

Gensequenzen mit der Pfu-Polymerase amplifiziert.

Die PCR wurde mit einem S5-miniitigen Denaturierungsschritt bei 95°C, bei dem die
Matrizen-DNA vollstindig in Einzelstringe aufgetrennt wird, begonnen. Diesem Schritt
folgte ein 25-30 Zyklen umfassender Amplifizierungsschritt. Ein einzelner Zyklus bestand
aus drei Schritten: 1. Denaturierung der Matrix-Stringe bei 95°C fiir eine Minute, 2.
Anlagerung der spezifischen Primer zwischen 40°C und 60°C fiir eine Minute, 3. DNA-
Synthese bei 72°C fiir ein bis drei Minuten, entsprechend der Lédnge des zu
amplifizierenden DNA-Fragmentes bzw. der Aktivitit der verwendeten DNA-Polymerase.
Nach der Amplifizierung folgte eine 10-miniitige Inkubation bei 72°C, um unvollstindig
synthetisierte =~ DNA-Stringe  zu  vervollstindigen. = Zum  Abschitzen  der
Anlagerungstemperatur der Primer an die Matrix wurde die ,,2+4-Regel* (G/C = 4°C, T/A
= 2°C) verwendet. Zur Analyse der PCR-Produkte wurden diese in Agarosegelen
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elektrophoretisch getrennt (siehe 2.3.3) und entsprechend aus priaparativen Agarosegelen

oder iiber Mikrozentrifugationssiulchen isoliert (siche 2.3.4).

2.3.3 Agarosegelelektrophorese

DNA-Proben wurden zur GroBenbestimmung oder Trennung in 5-fach-konzentriertem
Auftragspuffer (0,05% (w/v) Bromphenolblau; 5 mM EDTA; 30% (v/v) Glycerol; pH 8,0)
aufgenommen und in horizontalen Agarosegelen (1% (w/v) Agarose in TAE-Puffer: 20
mM Natriumacetat; | mM EDTA; 40 mM Tris/Acetat; pH 7,4) elektrophoretisch getrennt.
Zur Detektion der DNA wurde die Agaroselosung vor dem Erkalten mit 0,5 pg/ml
Ethidiumbromid versetzt. Die Elektrophorese wurde mit einer Feldstirke von 10-15 V/ecm
durchgefiihrt. Die DNA-Banden wurden mittels UV-Licht sichtbar gemacht. Anhand eines
DNA-GroBenstandards wurden die Groflen der Fragmente und deren Konzentration

abgeschitzt.

2.3.4 Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die im Agarosegel getrennten DNA-Banden wurden zundchst unter UV-Licht mit einem
sterilen Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten und in ein 1,5 ml Reaktionsgefal3 tiberfiihrt.
Die Isolierung der DNA  erfolgte mit einem  Gel-Extraktionskit iiber
Mikrozentrifugationssdulchen nach Anweisung des Herstellers (E.Z.N.A. PEQLAB).

2.3.5 Restriktionsverdau von DNA

Die sequenzspezifische Spaltung von DNA erfolgte mit Restriktionsendonukleasen in den
vom Hersteller (New England Biolabs, NEB) mitgelieferten Puffer-Systemen. Es wurden
ein bis zwei Units der entsprechenden Restriktionsendonukleasen pro Mikrogramm DNA
eingesetzt. Die Restriktionsansédtze wurden zur Analyse fiir eine Stunde, bei préparativen
Ansitzen fiir zwei bis vier Stunden oder iiber Nacht bei der vom Hersteller angegebenen
Temperatur  inkubiert. Bei prdparativen Ansdtzen wurde die DNA iiber

Mikrozentrifugationssdulchen gereinigt (siche 2.3.4).
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2.3.6 Ligation von DNA

Fiir die Ligation wurde die Konzentration des Vektors und des zu inserierenden DNA-
Fragments iiber ein Agarosegel abgeschitzt. Der linearisierte Vektor wurde in ungefihr
dreifachem molarem Uberschuss zu inserierendem DNA-Fragment eingesetzt. Im
Ligationsansatz wurde der vom Hersteller der T4-DNA Ligase (New England Biolabs,
NEB) mitgelieferte 5-fach Puffer verwendet (5 mM ATP; 50 mM Dithiothreitol (DTT); 50
mM MgCly; 25 pg/ml BSA; 250 mM Tris/HCI; pH 7,6). In einem 10 pl-Ansatz wurden 0,5
U T4-DNA Ligase verwendet. Die Ansédtze wurden fiir mindestens zwei Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert; 1 ul des Ligationsansatzes wurde zur Transformation von E.

coli verwendet (siche 2.3.8).

2.3.7 Praparation transformationskompetenter Zellen von E. coli

Aus einer 50 ml Ubernachtkultur von E. coli XL1-blue wurden 2 1 LB-Medium auf eine
ODggp von ca. 0,05 angeimpft. AnschlieBend wurde diese Kultur bei 37°C inkubiert, bis
eine ODgoo von 0,5 erreicht worden war. Die Kultur wurde 30 Minuten auf Eis gekiihlt und
die Zellen durch Zentrifugation fiir 10 Minuten bei 3000 xg und 2°C sedimentiert. Das
Zellpellet wurde mit 1000 ml, 500 ml und schlieBlich mit 100 ml vorgekiihlter, 10%-iger
Glycerin-Lésung (v/v) gewaschen. Nach dem Waschen wurde der Uberstand vollstindig
entfernt und die Bakterien in 1 ml 10% (v/v) Glycerin aufgenommen. Die Zellsuspension
wurde in Aliquots von 50 pl aufgeteilt, in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C
gelagert.

2.3.8 Transformation von E. coli mit Plasmid-DNA

Transformationskompetente E. coli-Zellen wurden durch Elektroporation transformiert.
Dazu wurden 50 ul kompetenter Zellen (siehe 2.3.7) mit 1 pl eines Ligationsansatzes oder
einer 1:100 Verdiinnung einer Midi-Plasmidpriparation (siehe 2.3.9) versetzt. Die
Suspension wurde in eine vorgekiihlte Elektroporationskiivette iiberfiihrt und im
Elektroporationsgeridt mit einem Spannungspuls transformiert (2,5 kV, 400 Q, 25 uF;
Gene-Pulser, Bio-Rad) (Miller et al., 1988). AnschlieBend wurde der Ansatz sofort in 1 ml
SOC-Puffer (0,5% (w/v) Hefeextrakt; 0,2% (w/v) Trypton; 20 mM Glukose; 2,5 mM KClI;
10 mM MgCly; 10 mM MgSQOy4; 10 mM NaCl) aufgenommen und fiir 20-40 Minuten bei
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37°C unter Schiitteln inkubiert, um die notige Ampicillinresistenz fiir den Selektionsschritt
auszubilden. Zur Selektion wurden die Zellen durch Zentrifugation fiir eine Minute bei
3000 xg sedimentiert, auf LBAmp-Platten ausgestrichen und bei 37°C iiber Nacht
inkubiert. Einzelklone wurden isoliert, in LBAmp-Medium kultiviert und die

Transformation der DNA {iberpriift (siche 2.3.9).

2.3.9 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Die Isolierung von Plasmid-DNA erfolgte nach dem Prinzip von Birnboim und Doly
(Birnboim und Doly, 1979) durch alkalische Lyse im kleinen (Plasmid-Miniprédparation)
oder groflen Mafistab (Plasmid-Midiprédparation). Dazu wurden E. coli-Zellen, welche das

Plasmid enthielten, in LBAmp-Medium bei 37°C iiber Nacht kultiviert.

Plasmid-Miniprdparation: Jeweils 1 ml einer E. coli Kultur wurde fiir 30 Sekunden bei
16000 xg zentrifugiert, das Zellpellet in 250 ul Losung 1 (50 mM Glukose; 10 mM EDTA;
25 mM Tris/HCI; pH 8,0) resuspendiert und die Zellen mit 250 pl Losung 2 (0,2 M NaOH;
1% (w/v) SDS) lysiert. Nach vorsichtigem Mischen und Inkubation fiir fiinf Minuten bei
Raumtemperatur wurden 250 pl Losung 3 (3 M Natriumacetat; pH 4,8) zugesetzt, nochmals
fiinf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und fiir 10 Minuten bei 16000 xg zentrifugiert.
Die im Uberstand enthaltene DNA wurde mit 800 pl Isopropanol gefillt und durch
Zentrifugation fiir 10 Minuten bei 16000 xg pelletiert. Das Pellet wurde einmal mit 1 ml
70% Ethanol (- 20°C) gewaschen, getrocknet und in 10 pl sterilem Wasser gelost.

Die Plasmid-Midiprédparation erfolgte aus 50 ml Kultur mittels dem PureYield™

Midipreparations-Kit nach Anweisung des Herstellers (Promega).

2.3.10 Ethanolfallung

DNA wurde aus wissrigen DNA-Losungen durch Inkubation mit 300 mM Natriumacetat
und dem 2,5-fachen Volumen an Ethanol bei -20°C fiir 30 Minuten gefillt. Die gefillte
DNA wurde durch Zentrifugation bei 4°C und 20000 xg fiir 30 Minuten sedimentiert, mit
kaltem 70%-igem Ethanol gewaschen, an der Luft bei Raumtemperatur getrocknet und in

sterilem Wasser aufgenommen.
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2.3.11 Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Konzentration von DNA in wéssriger Losung wurde {iber die Extinktion bei 260 nm
(ODy60) bestimmt. Dazu wurde DNA aus Plasmid-Midipriparationen 1:50 in Wasser
verdiinnt und in eine Quarzkiivette iiberfiihrt. Die Konzentration der DNA wurde unter
Beriicksichtigung des Verdiinnungsfaktors von einem Programm des Spektrophotometers

berechnet. Dabei entsprach die OD,¢ von eins einer DNA-Konzentration von 50 ng/ml.

2.3.12 DNA-Sequenzierung

Zur Sequenzierung wurde Plasmid-DNA aus E. coli isoliert oder genomische DNA der
entsprechenden S. cerevisae-Stimme mittel PCR amplifiziert. Die Sequenzierung erfolgte
durch die Firma Medigenomix (Martinsried, Deutschland) nach der Kettenabbruchmethode
von Sanger (Sanger et al., 1977). Dazu wurden fluoreszenzmarkierte Didesoxynukleotide

verwendet.

2.3.13 Klonierungsstategien
pVT100U mtPho8, pVT100U cytPho8, pY X242 mtPho8, pY X242 cytPhoS8:

Fiir die Konstruktion der Plasmide pYX242 cytPho8 und pVT100U cytPho8 wurde ein
Fragment von PHOS8 ohne die vakuoldre Signalsequenz (181-1701 Basenpaare) mittels
PCR von genomischer DNA aus BY4742 amplifiziert. Dabei wurde ein neues Start-Codon
am 5° Primerende eingefiigt. Das Fragment wurde iiber die Schnittstellen Avrll und Mlul in
pY X242 und Pstl/ BamHI in pVT100U (Vernet et al., 1987) ligiert. Fiir die Konstruktion
des Plasmids pVT100U mtPho8 wurde das PCR-Fragment von PHOS8 (181-1701
Basenpaare) iiber die Schnittstellen Kpnl und Sacl ohne Start-Codon in den Vektor
pVT100U mtGFP ligiert, nachdem das GFP-Insert heraus geschnitten wurde (Westermann
und Neupert, 2000). Entsprechend enthielt der Vektor bereits ein Start-Codon und die
mitochondriale Signalsequenz der Untereinheit 9 der ATPase aus Neurospora crassa (SU9,
1-207 Basenpaare). Das resultierende SU9-PHOS8-Fragment wurde mittels PCR amplifiziert
und iiber die Schnittstellen MIul und Sacl in pY X242 (Invitrogen) ligiert.
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Primer Sequenzen:

pVTI100U cytALP:

Primer 1: 5’ CCCC CTG CAG ATGTCTGCATCACACAAGAAGAAGAAT GTC 3°
Primer 2: 57 CCCC GGA TCC TCAGTTGGTCAACTCATGG 3’

pY X242 cytALP:

Primer 1: 5° CCCC CCT AGG ATG TCTGCATCACACAAGAAGAAGAATGTC 3°

Primer 2: 5’ CCCC ACG CGT
TCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGGTTGGTCAACTC
ATGGTAGTATTCG 3’

pVT100U mtALP:

Primer 1: 57 CCCC GGT ACC TCT GCA TCA CAC AAG AAG AAG AATGTC ¥
Primer 2: 5’ CCCC GAG CTC TCA GTT GGT CAACTCATGG ¥

pY X242 mtALP:

Primer 1: 5’ CCCC ACG CGT ATGGCCTCCACTCGTGTCCT 3’

Primer 2: 5’ CCCC GAG CTC TCA GTT GGT CAACTCATGG ¥

pRS313 GFP-Atg8, pRS316 GFP-Atg8:

Fiir die Konstruktion der Plasmide pRS316 GFP-Atg8 und pRS313 GFP-Atg8 wurde das
GFP-Atg8-Fragment mit den Schnittstellen Xhol und EcoRI aus pRS306 GFP-Atg8
geschnitten und iiber die gleichen Schnittstellen in pRS316 und pRS313 (Sikorski und
Hieter, 1989) ligiert.

pRS416 515Fis1:

Fiir die Konstruktion von pRS416 515Fis1 wurde die Sequenz von FIS! einschlieBlich des
Promotorbereiches von 515 Basenpaaren vor dem Startcodon und des Terminatorbereiches
bis 238 Basenpaaren nach dem Stopcodon mittels PCR von genomischer DNA aus BY4742
amplifiziert. Das Fragment wurde anschlieend iiber die Schnittstellen EcoRI und BamHI

in den Vektor pRS416 (Sikorski und Hieter, 1989) ligiert.
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Primer Sequenzen:
Primer 1: 5¢ CCCTTG GAATTC CGTTTGATGC 3¢

Primer 2: 5¢ CCCC GGATCC CGCAATGTTG CTGTGACAAC CG 3¢

pMalcRI MBP-Pho8:

Fiir die Konstruktion des Plasmids pMalcRI MBP-Pho8 zur Gewinnung eines MBP-Pho§-
Fusionsproteins wurde ein DNA-Fragment von PHOS (574 — 1453 Basenpaare) mittels
PCR von genomischer DNA aus BY4742 amplifiziert und iiber die Schnittstellen BamHI
und Sall in pMalcRI ligiert. Dabei wurde ein Stopcodon am 3‘ Ende des zweiten Primers
eingefiigt.

Primer 1: 5 CCCC GGA TCC CTT ATC GCT ACG CAC CAGTTA GGC 3’

Primer 2: 57 CCCC GTC GAC CTA GTG ACC ATG CGT GGT CCA GCC ¥

Weitere verwendete Vektoren/Konstrukte:

Folgende Vektoren wurden freundlicherweise von anderen Forschungsgruppen zur

Verfligung gestellt:

Yep213 Dnm1 K41A 2u, LEU2 (Otsuga et al., 1998)
Yep213 Dnml S42N 2p, LEU2 (Otsuga et al., 1998)
pHS12 mtDsRed.T3 CEN, ADH, LEU2 (Bevis und Glick, 2002)
pRS306 GFP-ATGS URA3 H. Abeliovich

pRS323 mtDsRed. T4 2u, TPI HIS3 (Jakobs et al., 2003)
YPlac33 WHI2 CEN, URA3,5 UTR WHI2  (Cheng et al., 2008)
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2.4 Methoden der Hefegenetik

2.4.1 Verwendete Stamme von S. cerevisiae

Stimme mit einer Gendeletion im Stammhintergrund BY4742 wurden von Euroscarf'
bezogen. In diesen Stimmen war der Lokus des deletierten Gens durch die Sequenz eines
Kanamycin-Resistenzgens ausgetauscht. Die Deletion wurde in diesen Deletionsstimmen
mittels PCR {iberpriift. Alle in dieser Arbeit verwendeten Stimme sind in Tabelle 1

aufgefiihrt.

Tabelle 1: Verwendete Hefestamme

Name Stamm Genotyp Referenz
NM201 | w303 \év:,??_%%ta ade2-1; his3-11,15; leu2,112; trp1; ura23-53; (Sherman, 1991)
NM205 | w303 Apho8 m?lg)gol\élfta pho8::HIS3 [pHS12 mtDsRed.T3] [pVT100U diese Arbeit
NM206 [w303 Apho8 | w303 Mata pho8::HIS3 [pHS12 mtDsRed] [pVT 100U cytPho8] | diese Arbeit
NM207 [w303 Apho8 | w303 Mata pho8::HIS3 [pVT100U mtGFP] [pYX242 mtPho8] | diese Arbeit
NM208 [w303 Apho8 | w303 Mata pho8::HIS3 [pVT100U mtGFP] [pYX242 cytPho8] | diese Arbeit

w303 . .
NM391 Apho8Afis1 w303 Mata pho8::HIS3 fis1::kanMX4 diese Arbeit
w303 w303 Mata pho8::HIS3 fis1::kanMX4 [pVT 100U mtGFP] : :
NM409 |\ ohosafis | [pYX242 mtPhos] diese Arbeit
w303 w303 Mata pho8::HIS3 fis1::kanMX4 [pVT 100U mtGFP] : :
NMAO7 | \phosafis1 | [pYX242 cytPho8] diese Arbeit
NM211 | BY4742 BY4742 Mata, his341 ; leu2A40 ; lys240 ; Ura340 Euroscarf'
NM214 | BY4742 BY4742 Mata [pRS316 GFP-Atg8] [pRS323 mtDsRed.T4] diese Arbeit
NM215 | mgm1-5 w303 Mata mgm1-5 G408D (Wong et al., 2000)
NM216 | mgm1-5 w303 Mata mgm1-5 [pVT100U mtGFP] diese Arbeit
NM217 ’A”gh”; ;'5 w303 Mata mgm1-5 pho8::HIS3 diese Arbeit
mgm1-5 w303 Mata mgm1-5 pho8::HIS3 [pHS12_mtdSRed.T3] : :
NM218 | Aphos [PVT100U mtPho8] diese Arbeit
mgm1-5 w303 Mata mgm1-5 pho8:HIS3 [pHS12_mtdSRed] : :
NM219 | Aphos [PVT100Ucyt Phos] diese Arbeit
NM372 | Apho8 BY4742 Mata pho8::kanMX4 Euroscarf’
NM222 | Aphos8 i\t(;;gg]Mata pho8::kanMX4 [pHS12 mtDsRed.T3] [pVT100U | yiose Arbeit
NM223 | Aphos E;gmg]Mata pho8::kanMX4 [pHS12 mtDsRed. T3] [pVT100U | jiose Arbeit
NM225 | Apho8 BY4742 Mato. pho8::kanMX4 [pRS323 mtDsRed.T4] [pPRS316 | jiose Arbeit
GFP-Atg8]
NM021 | Apho8 i\t(;;gg]Mata pho8::kanMX4 [pVT100U mtGFP] [pYX242 diese Arbeit
NM022 | Apho8 E;gr?]?)é]Mata pho8::kanMX4 [pVT100U mtGFP] [pYX242 diese Arbeit
NM 6-1 | Apho8 BY4742 Mata pho8::kanMX4 [Yep213] [pVT100U mtPho8] diese Arbeit

! EUROpean Saccharomyces Cerevisae Archive for Functional Analysis: siehe http://web.uni-
frankfurt.de/fb15/mikro/euroscarf/index.html fiir weitere Informationen
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NM380 | Apho8 BY4742 Mata pho8::kanMX4 [Yep213] [pVT100U cytPho8] diese Arbeit
NM6 | Apho8 i\t(sggglMata pho8::kanMX4 [Yep213 Dnm1a] [pVT100U diese Arbeit
NM378 | Aphos8 E;gmg]Mata pho8::kanMX4 [Yep213 Dnm1a] [pVT100U diese Arbeit
NM233 | Apho8 2{;§3§]Mata pho8::kanMX4 [Yep213 Dnm1K41A] [pVT100U | jiese Arbeit
NM379 | Apho8 S}Igmg]Mata pho8::kanMX4 [Yep213 Dnm1K41A] [pVT100U | jioce Arbeit
BY4742 Mata. pho8::kanMX4 [Yep213 Dnm1 S42N] ; :
NM234 | Apho8 [pVT100U mtPho8] diese Arbeit
BY4742 Mata pho8::kanMX4 [Yep213 Dnm1 S42N] : :
NM235 | Apho8 [PVT100U cytPho8] diese Arbeit
NMO011 | Apho8 BY4742 Mata pho8::kanMX4 [pRS416] [pYX242 mtPho8] diese Arbeit
NMO012 | Apho8 BY4742 Mata pho8::kanMX4 [pRS416][pY X242cytPho8] diese Arbeit
NM236 | Apho8 E&(é;gg} Mata pho8::kanMX4 [YPLac33 Whi2] [pY X242 diese Arbeit
NM237 | Apho8 E;gmg]Mata pho8::kanMX4 [YPLac33 Whi2] [pYX242 diese Arbeit
NM242 | Adnm1 BY4742 Mato. dnm1::kanMX4 Euroscarf’
NM246 | Adnm1 BY4742 Mato. dnm1::kanMX4 [pRS316 GFP-Atg8] [PRS323 | jiase Arbeit
mtDsRed.T4]
NMR248 | Adnm1 Apho8 | BY4742 Mato dnm1::kanMX4 pho8::HIS3 diese Arbeit
BY4742 Mata dnm1::kanMX4 pho8::HIS3 [pVT100U mtGFP] : :
NMO70 | Adnm1 Apho8 [DYX242 mtPho8] diese Arbeit
BY4742 Mata dnm1::kanMX4 pho8::HIS3 [pVT100U mtGFP] : :
NMO71 | Adnm1 Apho8 [PYX242 cytPhos] diese Arbeit
NM251 | Auth1 BY4742 Mato uth1::kanMX4 Euroscarf’
NM254 | Auth1 Apho8 | BY4742 Mata uth1::kanMX4 pho8::HIS3 diese Arbeit
BY4742 Mata uth1::kanMX4 pho8::HIS3 [pVT100U mtGFP] : :
NM255 | Auth1 Apho8 [PYX242 mtPhos] diese Arbeit
BY4742 Mata uth1::kanMX4 pho8::HIS3 [pVT100U mtGFP] : :
NM256 | Auth1 Apho8 [DYX242 cytPho8] diese Arbeit
NM257 | Afis1* BY4742 Mato. fis1::kanMX4 whi2-1 Euroscarf'
. BY4742 Mata fis1::kanMX4 whi2-1 [pRS316 GFP-Atg8] iese Arbei
NM261 | Afis1 [PRS323 mtDsRed.T4] diese Arbeit
NM373 | Afis1* Apho8 | BY4742 Mata fis1::kanMX4 whi2-1 pho8::HIS3 diese Arbeit
Afis1* Apho8 | BY4742 Mata fis1::kanMX4 whi2-1 pho8::HIS3 [pVT 100U : :
NMo44 MtGFP] [pYX242 mtPho8] diese Arbeit
Afis1* Apho8 | BY4742 Mata fis1::kanMX4 whi2-1 pho8::HIS3 [pVT 100U iese Arbei
NM043 MtGFP] [pYX242 cytPho8] diese Arbeit
Afis1* Apho8 | BY4742 Mata. fis1::kanMX4 whi2-1 pho8::HIS3 [pRS416 ; :
NMo91 515Fis1] [pYX242 mtPhos] diese Arbelit
Afis1* Apho8 | BY4742 Mata fis1::kanMX4 whi2-1 pho8::HIS3 [pRS416 : :
NMo92 515Fis1] [pYX242 cytPho8] diese Arbeit
Afis1* Apho8 | BY4742 Mata. fis1::kanMX4 whi2-1 pho8::HIS3 [pRS416] : :
NM095 [0YX242 mtPho8] diese Arbeit
Afis1* Apho8 | BY4742 Mata. fis1::kanMX4 whi2-1 pho8::HIS3 [pRS416] : :
NMO096 [DYX242 cytPho8] diese Arbeit
NMO093/ | Afis1* Apho8 | BY4742 Mata fis1::kanMX4 whi2-1 pho8::HIS3 [YPLac33 diese Arbeit
072 Whi2] [pYX242 mtPho8]
NMO094/ | Afis1* Apho8 | BY4742 Mata fis1::kanMX4 whi2-1 pho8::HIS3 [YPLac33 diese Arbeit
073 Whi2] [pYX242 cytPho8]
NM391 | AfisT Apho8 | W303 Mata. fis1::kanMX4 pho8::HIS3 diese Arbeit
) W303 Mata fis1::kanMX4 pho8::HIS3 [pVT100U mtGFP] iese Arbei
NM409 | Afis1 Apho8 [DYX242 mtPho] diese Arbeit
) W303 Mata fis1::kanMX4 pho8::HIS3 [pVT100U mtGFP] : ;
NM407 | Afis1 Apho8 [PYX242 cytPho8] diese Arbeit
NM292 | Aatg8 BY4742 Mato atg8::kanMX4 Euroscarf’
NM294 | Aatg8 Apho8 | BY4742 Mato atg8::kanMX4 pho8::HIS3 diese Arbeit

38




Material und Methoden

BY4742 Mato. atg8::kanMX4 pho8::HIS3 [pVT100U mtGFP]

di Arbeit
NM297 | Aatg8 Apho8 [DYX242 mtPho] iese Arbei
BY4742 Mata atg8::kanMX4 pho8::HIS3 [pVT100U mtGFP] diese Arbeit
NM298 | Aatg8 Apho8 [DYX242 cytPhos] i i
NM303 | Aaup1 BY4742 Mato. aup1::kanMX4 Euroscarf’
NM304 | A aup? Apho8 | BY4742 Mato. aup1::kanMX4 pho8::HIS3 diese Arbeit
BY4742 Mata aup1::kanMX4 pho8::HIS3 [pVT100U mtGFP] diese Arbeit
NM306 | A aup? Apho8 [DYX242 mtPho8] i i
BY4742 Mata. aup1::kanMX4 pho8::HIS3 [pVT100U mtGFP] diese Arbeit
NM307 | A aup1 Apho8 [DYX242 cytPhos] i i
NM326 | Amdv1 BY4742 Mato. mdv1::kanMX4 Euroscarf'
NM327 | Amdv1 BY4742 Mata mdv1::kanMX4 [pRS316 GFP-Atg8] [pRS323 diese Arbeit
mtDsRed.T4]
NM329 | Amdv1 Apho8 | BY4742 Mata. mdv1::kanMX4 pho8::HIS3 diese Arbeit
BY4742 Mata mdv1::kanMX4 pho8::HIS3 [pVT100U mtGFP] di Arbeit
NMO3 | Amdv1 Apho8 [DYX242 mtPhos] iese Arbei
BY4742 Mata mdv1::kanMX4 pho8::HIS3 [pVT100U mtGFP] di Arbeit
NMO04 | Amdv1 Apho8 [PYX242 cytPhos] iese Arbei
NM330 | Acaf4 BY4742 Mato. caf4::kanMX4 Euroscarf’
NM375 | Acaf4 BY4742 Mato caf4::kanMX4 [pRS316 Atg8-GFP] [pRS323 diese Arbeit
mtDsRed.T4]
NM332 | Acaf4 Apho8 | BY4742 Mata. caf4::kanMX4 pho8::HIS3 diese Arbeit
BY4742 Mato caf4::kanMX4 pho8::HIS3 [pVT100U mtGFP] di Arbeit
NMO50 | Acaf4 Apho8 [PYX242 mtPhos] iese Arbei
BY4742 Mato caf4::kanMX4 pho8::HIS3 [pVT100U mtGFP] diese Arbeit
NM333 | Acaf4 Apho8 [pYX242 cytPho8]
NM343 | Aatg11 BY4742 Mata atg11::kanMX4 Euroscarf'
NM344 | Aatg11 BY4742 Mata atg11::kanMX4 [pRS316 GFP-Atg8] [pPRS323 diese Arbeit
mtDsRed.T4]
NM345 | Aatg11 Apho8 | BY4742 Mato. atg11::kanMX4 pho8::HIS3 diese Arbeit
BY4742 Mata atg11::kanMX4 pho8::HIS3 [pVT100U mtGFP] diese Arbeit
NM346 | Aatg11 Apho8 [DYX242 mtPhos] i i
BY4742 Mata atg11::kanMX4 pho8::HIS3 [pVT 100U mtGFP] di Arbeit
NM347 | Aatg11 Apho8 [DYX242 cytPhos] iese Arbei
NM348 | Aatg20 BY4742 Mata atg20::kanMX4 Euroscarf'
NM349 | Aatg20 Apho8 | BY4742 Mata. atg20::kanMX4 pho8::HIS3 diese Arbeit
BY4742 Mata atg20::kanMX4 pho8::HIS3 [pVT 100U mtGFP] diese Arbeit
NM350 | Aatg20 Apho8 [DYX242 mtPhos] i i
BY4742 Mata atg20::kanMX4 pho8::HIS3 [pVT 100U mtGFP] di Arbeit
NM351 | Aatg20 Apho8 [PYX242 cytPhos] iese Arbei
NM352 | Aatg24 BY4742 Mato atg24::kanMX4 Euroscarf’
NM353 | Aatg24 Apho8 | BY4742 Mata. atg24::kanMX4 pho8::HIS3 diese Arbeit
BY4742 Mata atg24::kanMX4 pho8::HIS3 [pVT 100U mtGFP] di Arbeit
NM354 | Aatg24 Apho8 [DYX242 mtPhos] iese Arbei
BY4742 Mata atg24::kanMX4 pho8::HIS3 [pVT 100U mtGFP] di Arbeit
NM355 | Aatg24 Apho8 [PYX242 cytPhos] iese Arbei
NM356 | Areg1 BY4742 Mata regl.:kanMX4 Euroscarf’
NM357 | Areg1 Apho8 |BY4742 Mata regl::kanMX4 pho8::HIS3 diese Arbeit
BY4742 Mata regl.:kanMX4 pho8::HIS3 [pVT100U mtGFP] di Arbeit
NM358 | Areg1 Apho8 [PYX242 mtPhos] iese Arbei
BY4742 Mata regl::kanMX4 pho8::HIS3 [pVT100U mtGFP] di Arbeit
NM359 | Areg1 Apho8 [pYX242cytPho8] iese Arbei
NM360 | Apep4 BY4742 Mato pep4::kanMX4 pho8::HIS3 Euroscarf’
NM361 | Apep4 Apho8 | BY4742 Mata pep4::kanMX4 pho8::HIS3 diese Arbeit
BY4742 Mato pep4::kanMX4 pho8::HIS3 [pVT100U mtGFP] di Arbeit
NMO023 | Apep4 Apho8 [PYX242 mtPhos] iese Arbei
BY4742 Mata. pep4::kanMX4 pho8::HIS3 [pVT100U mtGFP] | jiese Arbeit
NMO024 | Apep4 Apho8 [DYX242 cytPho8]
NM364 | Awhi2 BY4742 Mato, whi2::kanMX4 Euroscarf'
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NM365 | Awhi2 BY4742 Mata whi2::kanMX4 [pRS316 GFP-Atg8] [pPRS323 diese Arbeit
mtdSRed.T4]
NM366 | Awhi2 Apho8 | BY4742 Mato whi2::kanMX4 pho8::HIS3 diese Arbeit
. BY4742 Mata whi2::kanMX4 pho8::HIS3 [pVT100U mtGFP] : :
NMO041 | Awhi2 Apho8 [DYX242 mtPhos] diese Arbeit
. BY4742 Mata whi2::kanMX4 pho8::HIS3 [pVT100U mtGFP] : :
NMO042 | Awhi2 Apho8 [PYX242 cytPhos] diese Arbeit
. BY4742 Mata whi2::kanMX4 pho8::HIS3 [YPLac33 Whi2] : Arbei
NMO064 | Awhi2 Apho8 [DYX242 mtPho8] diese Arbeit
. BY4742 Mata whi2::kanMX4 pho8::HIS3 [YPLac33 Whi2] ; :
NMO065 | Awhi2 Apho8 [PYX242 cytPho8] diese Arbeit
NM101 | Awhi2 Apho8 i\t(szgglMata whi2::kanMX4 pho8::HIS3 [pPRS416] [pYX242 | jiese Arbeit
. BY4742 Mata whi2::kanMX4 pho8::HIS3 [pRS416 leer] ; :
NM102 | Awhi2 Apho8 [PYX242 cytPhos] diese Arbeit
. BY4742 Mata whi2::kanMX4 pho8::HIS3 [pRS416 Fis1] : :
NMOQ97 | Awhi2 Apho8 [DYX242 mtPhos] diese Arbeit
. BY4742 Mata whi2::kanMX4 pho8::HIS3 [pRS416 Fis1] : Arbei
NM100 | Awhi2 Apho8 [DYX242 cytPho8] diese Arbeit
NM436 | Amsn2 BY4742 Mato msn2::kanMX4 Euroscarf'
NM437 | Amsn2 Apho8 | BY4742 Mata. msn2::kanMX4 pho8::HIS3 diese Arbeit
BY4742 Mata msn2::kanMX4 pho8::HIS3 [pVT100U mtGFP] : Arbei
NM444 | Amsn2 Apho8 [DYX242 mtPhos] diese Arbeit
BY4742 Mata msn2::kanMX4 pho8::HIS3 [pVT100U mtGFP] ; :
NM445 | Amsn2 Apho8 [DYX242 cytPhos] diese Arbeit
NM438 | Amsn4 BY4742 Mato. msn4.:kanMX4 Euroscarf’
NM439 | Amsn4 Apho8 | BY4742 Mata msn4::kanMX4 pho8::HIS3 diese Arbeit
BY4742 Mata msn4.:kanMX4 pho8::HIS3 [pVT100U mtGFP] : Arbei
NM446 | Amsn4 Apho8 [DYX242 mtPho] diese Arbeit
BY4742 Mata msn4.:kanMX4 pho8::HIS3 [pVT100U mtGFP] ; :
NM447 | Amsn4 Apho8 [PYX242 cytPhos] diese Arbeit
NM440 | Apsr1 BY4742 Mato. psr1.:kanMX4 Euroscarf’
NM441 | Apsr1 Apho8 | BY4742 Mato psr1::kanMX4 pho8::HIS3 diese Arbeit
BY4742 Mato. psr1.::kanMX4 pho8::HIS3 [pVT100U mtGFP] ; :
NM448 | Apsr1 Apho8 [0YX242 mtPhos] diese Arbeit
BY4742 Mata psr1.::kanMX4 pho8::HIS3 [pVT100U mtGFP] ; :
NM449 | Apsr1 Apho8 [PYX242 cytPhos] diese Arbeit

2.4.2 Kultivierung von S. cerevisiae

Hefestimme wurden nach Standardprotokollen kultiviert (Sherman, 1991). Die Lagerung
erfolgte in 15% (v/v) Glycerol in Wasser bei -80°C (Stocklosung). Fiir die Kultivierung
bestimmter Hefestimme wurde jeweils ein Stiick der gefrorenen Stockldsung entnommen,
auf entsprechenden Kulturplatten ausgestrichen und bei 30°C inkubiert. Hefestimme ohne
Plasmid wurden auf YP-Medium kultiviert. Hefestimme, die ein bestimmtes Plasmid mit
einem Seletionsmarker-Gen enthielten, wurden auf Selektivmedium, kultiviert. Den
Selektivmedien fehlten dabei entsprechende Aminosduren oder Basen, sodass nur die
die das Plasmid enthielten wachsen konnten. Als

Hefezellen, gewlinschte

Kohlenstoffquellen wurde fiir fermentatives Wachstum Glukose oder Galaktose, fiir
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respiratorisches Wachstum Glycerin mit 0,1% Glukose verwendet. Fliissigkulturen wurden
bei 140 rpm und 30°C inkubiert. Zur Anfertigung von Stockldsungen wurden die Stimme
auf Kulturplatten kultiviert und ein Teil der Zellen mit einer sterilen Pipettenspitze in 15%

(v/v) Glycerollosung suspendiert. Die Stocklosungen wurden bei -80°C gelagert.

2.4.3 Transformation von S.cerevisiae mit DNA

Fiir die Transformation mit DNA wurde der entsprechende Hefestamm in YPD {iber Nacht
bei 30°C angezogen. Am nichsten Morgen wurden mit der Vorkultur 50 ml Medium auf
ca. 0,1 ODgg angeimpft und weiter bei 30°C unter Schiitteln inkubiert, bis diese Kultur eine
ODgoo von 0,3-0,5 erreicht hatte. Die Zellen wurden durch Zentrifugation bei 3000 xg fiir
fiinf Minuten sedimentiert, der Uberstand verworfen, mit 25 ml sterilem Wasser gewaschen
und in 1 ml 100 mM Lithiumacetat in ein 1,5 ml Reaktionsgefal3 tiberfiihrt. Nach erneutem
Zentrifugieren fiir 15 Sekunden bei 13000 xg in der Eppendorf-Tischzentrifuge wurde der
Uberstand verworfen und die Zellen in 400 ul 100 mM Lithiumacetat resuspendiert. Fiir
jede Transformation wurden 50 pl dieser Suspension in neue Reaktionsgefille iiberfiihrt.
Die Zellen wurden erneut durch Zentrifugation bei Raumtemperatur und 13000 xg fiir 15
Sekunden in der Eppendorf-Tischzentrifuge sedimentiert und der Uberstand vollstindig
entfernt. Die Hefezellen wurden mit 240 pl PEG 3350 (50% (w/v)) iiberschichtet und mit
36 ul 1 M Lithiumacetat, 5 ul denaturierter Lachsspermien-DNA (10 mg/ml) sowie 5-10 ul
der zu transformierenden DNA und einer entsprechenden Menge (70-75ul) an sterilem
Wasser versetzt. Die Ansdtze wurden anschlieBend kréftig mittels Vortex durchmischt, um
die Zellen zu resuspendieren. Nach einer Inkubation von 30 Minuten bei 30°C wurden die
Zellen bei 42°C fiir 20 Minuten einem Hitzeschock unterzogen. AnschlieBend wurden die
Zellen fiir 15 Sekunden bei 13000 xg und Raumtemperatur sedimentiert, der Uberstand
verworfen und die Zellen in 100 pl sterilem Wasser aufgenommen, um sie auf
Kulturplatten mit Selektiv-Medium auszubringen (Gietz et al., 1995). Die Selektion
erfolgte 1iiber die entsprechenden Auxotrophiemarker oder Kanamycin-Resistenz
(Geneticin, G418). Diente eine Kanamycin-Resistenz zur Selektion, wurden die Hefezellen
vor dem Ausplattieren fiir drei Stunden bei 30°C in YPD-Medium inkubiert, um die
Resistenz auszubilden. Die Gen-Expression von transformierten Plasmiden wurde mittels

Fluoreszensmikroskopie (siehe 2.5.3) oder SDS-PAGE (siehe 2.6.3) und Westernblot (siche
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2.6.4; 2.7.3) analysiert. Die Kontrolle der Deletion erfolgte ebenfalls iiber SDS-PAGE und
Westernblot und PCR (siehe 2.3.2).

2.4.4 Gendeletionen in S. cerevisae

2.4.4.1 Deletion von PHOS

Zur Deletion von PHOS wurde der entsprechende Lokus ab 498 Basenpaaren vor dem
Startcodon bis 179 Basenpaaren nach dem Stopcodon durch die kodierende Sequenz des
Selektionsmarkers  HIS3 aus  Schizosaccharomyces  Pombe  ausgetauscht. Die
Selektionsmarker-Sequenz wurde mit folgenden Primern vom Plasmid pFA6aHISMX6

mittels PCR amplifiziert:

Primer Sequenzen:

Primer 1: 5 AGA CCA CAG GGT AGT CAA CAG CAG CGG CAA CAA CGA
CAA AAT GCG CGT CGT ACG CTG CAG GTC GC 3¢

Primer 2: 5¢CGA GAT TTC ACT TCT TCA CGC TAT AGA ATG CAC CTA AAA
CTC GCC ATC GAT GAA TTC GAG CTC 3¢

Das PCR-Fragment wurde in die entsprechenden Stimme transformiert und die Deletion

mittels PCR und Westernblot iiberpriift.

2.4.4.2 Deletion von FIS1 im W303-Stammbhintergrund
Zur Deletion von FIS1 wurde der entsprechende Lokus mittels PCR von genomischer DNA
amplifiziert, welche aus dem BY4742 Afisl Deletionsstamm der Firma Euroscarf isoliert

wurde. Dazu wurden folgende Primer verwendet:

Primer 1: 5’ TTGTTCAGCATCGCTATCGC 3°
Primer 2: 5> CATCTT GTCGTTTGGTCCTCG 3°

Das erhaltene PCR-Fragment wurde in W303 PHOS::HIS3 transformiert und die Deletion
mittels PCR und Western blot tiberpriift.
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2.5 Zellbiologische Methoden

2.5.1 Aufreinigung von MBP-Fusionsproteinen aus E. coli uber Amylose-Resin

Der entsprechende E. coli-Stamm wurde bei 37°C in LBamp-Medium kultiviert. Bei einer
ODgpo von 0,5 wurde die Expression durch 1 mM IPTG induziert und fiir weitere vier
Stunden bei 24°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen der Kultur durch
Zentrifugation bei 2000 xg fiir 10 Minuten pelletiert und einmal mit Wasser gewaschen.
Das Zellpellet wurde in 20 ml Saulenpuffer (20 mM HEPES; pH 7,4; 200 mM NaCl; 10
mM 2-Mercaptoethanol; 1 mM PMSF) resuspendiert, mit 20 mg Lysozym versetzt und flir
30 Minuten im Eisbad inkubiert. Der ZellaufschluB3 erfolgte mittels Ultraschall. Die
aufgeschlossenen Zellen wurden anschlieBend bei 18000 xg zentrifugiert. Der Uberstand
wurde mit einem Sdulenfluss von 0,5 ml/min auf eine Amylose-Resin-Sdule gegeben,
welche zuvor mit dem 6-fachen Siulenvolumen an Sdulenpuffer dquilibriert wurde. Die
Sdule mit dem gebundenen MBP-Fusionsprotein wurde nochmal mit dem 6-fachen
Saulenvolumen an Saulenpuffer gewaschen und anschlieBend das gebundene Protein mit 10
ml Elutionspuffer (20 mM HEPES; pH 7,4; 200 mM NaCl; 10 mM 2-Mercaptoethanol; 1
mM PMSF; 10 mM Maltose) eluiert. Das Elutionsvolumen wurde fraktioniert und die
Konzentration des eluierten Proteins in den Fraktionen nach Bradford (sieche 2.6.2)

ermittelt.

2.5.2 Farbung des Zytoskeletts in S. cerevisae

Die Hefestimme wurden kultiviert und bei einer ODgpp von 0,5-0,6 durch Zugabe von
Formaldehyd (frisch hydrolisiert aus para-Formaldehyd) entsprechend einer
Endkonzentration von 3,7% chemisch fixiert. Dabei wurden die Kulturen im Schiittler
belassen und danach fiir weitere 30-60 Minuten inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen
bei 13000 xg in einer Tischzentrifuge fiir 30 Sekunden sedimentiert und zweimal mit 1 ml
PBS-Puffer gewaschen. Die Zellen wurden in 100 pl PBS resuspendiert, mit 10 pl Alexa-
Phalloidin 586 versetzt und fiir mindestens zwei Stunden oder iiber Nacht bei 4°C im
Uberkopfschiittler inkubiert. AnschlieBend wurde zweimal mit 1 ml PBS gewaschen, die
Zellen in 100 ul PBS-Puffer resuspendiert und mittels Fluoreszensmikroskopie analysiert

(siehe 2.5.3).
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2.5.3 Fluoreszenzmikroskopie

Fluoreszenzmikroskopische =~ Aufnahmen wurden mit einem Zeiss Axioplan 2
Fluoreszenzmikroskop in Kombination mit einer CCD-Kamera (Modell 1.1.0, Diagnostic
Instruments, USA) und der dazugehorigen Software (MetaView 3.6a; Universal Image
Corporation, USA) gemacht. Es wurde ein Olimmersionsobjektiv (Zeiss Plan Neofluar,
100x, numerische Apertur 1,3) verwendet. Fiir die Analyse von mtGFP wurde der Filtersatz
No. 09 verwendet (Anregung: 450 bis 490 nm, Emission: > 515 nm). Fiir die Analyse von
mtDsRed und Alexa-Fluor Phalloidin 568 wurde der Filtersatz No. 15 verwendet
(Anregung: 534 bis 558 nm, Emission: > 590 nm) (Matz et al., 1999).

2.5.4 Konfokale Fluoreszenzmikroskopie

Zur  Visualisierung von  Mitophagie und  Autophagie mittels konfokaler
Fluoreszenzmikroskopie wurden die entsprechenden Hefestimme mit mtDsRed (pRS313
mtDsRed.T4) und GFP-Atg8 transformiert und in SG-Medium kultiviert. AnschlieBend
wurden die Kulturen fiir 7,5 Stunden mit DMSO oder 1 uM Rapamycin behandelt und
sofort mit 2% Agarose auf Objekttragern fixiert. Die Bildaufnahme erfolgte mit einem
Laser-Scanning-Mikroskop der Firma Nikon mit dem 1.49 Ol-Immersionsobjektiv (1.49
APO TIRF 60x) unter einer im Mikroskop integrierten unmittelbaren 1,5-fachen
VergrofBerung. Die Anregung des Fluorophors GFP erfolgte mit einem Argon-Laser bei 488
nm und die Detektion von 515 nm bis 530 nm. Die Anregung des Fluorophors DsRed
erfolgte mit einem Helium-Neon-Laser bei 543 nm und Detektion von 605 nm bis 675 nm.
Die Aufnahmen einzelner Bilder erfolgten mit einer Lochblendeneinstellung von 60 um,
0,062 fps und einer zusétzlichen 4,4-fachen VergroBerung. Die Bilder wurden aus drei
gemittelten Aufnahmen mit 1024 x 1024 Pixeln erstellt. Der Hintergrund wurde mit
geeigneten Bildséttigungsparametern mittels der Software EZ-C1 v. 3.70 (Nikon) und
Image J minimiert.

Bilder-Stapel zur Quantifizierung von Mitophagie und Autophagie wurden mit folgenden
Einstellungen aufgenommen: Lochblende 60 pm, 0,169 fps, 0,4 um Stapel-Abstand, 1024 x
1024 pixel. Die Bilderstapel wurden mit der EZ-C1-Software gerendert.
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2.5.5 Gesamtproteinextraktion aus S. cerevisiae

Der Aufschluss von Hefezellen zur Extraktion von Gesamtzellprotein erfolgte durch
alkalische Lyse. Dazu wurde ein Aquivalent von ein bis vier ODgg Zellen sedimentiert,
einmal mit Wasser gewaschen und in 250 pl 50 mM Tris/HCI pH 8,0 resuspendiert. Die
Suspension wurde mit 50 pl Lysepuffer (1,85 M NaOH; 7,4% (v/v) B-Mercaptoethanol; 20
mM PMSF) versetzt, mittels Vortex gemischt und 10 Minuten auf Eis inkubiert
(modifiziert nach Yaffe und Schatz, 1984). Die Proteine wurden durch Zugabe von 60 pl
72% (w/v) TCA gefillt. Dazu wurden die Proben erneut mittels Vortex gemischt, 15
Minuten auf Eis inkubiert und anschlieBend fiir 15 Minuten bei 16000 xg bei 4°C
zentrifugiert. Das Prizipitat wurde mit 1 ml eiskaltem Aceton (-20°C) gewaschen, erneut
zentrifugiert und bei 37°C getrocknet. Das Proteinpellet wurde in SDS-Probenpuffer geldst
und tiber SDS-PAGE und Westernblot (sieche 2.6.3; 2.6.4; 2.7.3) analysiert.

2.5.6 Subfraktionierung von Hefezellen

Die Generierung von Sphaeroblasten erfolgte im Wesentlichen wie zuvor beschrieben
(Daum et al., 1982; Caplan und Douglas, 1991). Die entsprechenden Stimme wurden in
SG-Medium kultiviert und die Zellen durch Zentrifugation fiir 10 Minuten bei 3000 xg in
einem JLA-8.1000-Rotor sedimentiert, mit 300 ml Wasser gewaschen und nochmals fiir
fiinf Minuten bei 2700 xg sedimentiert. Das Nassgewicht der Zellen wurde ermittelt und im
entsprechenden Volumen an DTT-Puffer (0,5 g Nassgewicht/ml; 10 mM DTT, 100 mM
Tris/SOy4; pH 9,4) aufgenommen. Die Suspension wurde fiir 15 Minuten bei 30°C unter
Schiitteln inkubiert und die Zellen durch Zentrifugation bei 2700 xg fiir fiinf Minuten
sedimentiert. Das Zellpellet wurden in 100 ml Sorbitol-Puffer (1,2 M Sorbitol; 20 mM KPi;
pH 7,4) gewaschen und mit einer Endkonzentration von 0,15 g Nassgewicht/ml in Sorbitol-
Puffer aufgenommen. Die Zellsuspension wurde entsprechend dem Nassgewicht mit
Zymolyase (3 mg/g) versetzt und 30-60 Minuten bei 30°C unter Schiitteln inkubiert. Dabei
wird die Zellwand der Hefezellen hydrolysiert und es bilden sich Sphaeroblasten, welche
durch das Sorbitol im Puffer vor dem osmotischen Platzen geschiitzt sind. Zur Kontrolle
der Sphaeroblastenbildung wurden je 20 pl der Suspension in 1 ml Wasser oder Sorbitol-
Puffer resuspendiert und die Differenz der ODgy ermittelt. Eine ausreichende
Sphaeroblastierung ergab eine Differenz von mindestens 90%.

Nach der Sphaeroblastierung wurden alle weiteren Schritte bei 4°C durchgefiihrt. Die

Sphaeroblastensuspension wurde fiir fiinf Minuten bei 2700 xg zentrifugiert und die
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Sphaeroblasten in Lysepuffer (0,6 M Sorbitol; 1 mM EDTA; 1 mM PMSF; 0,2% (w/v)
fettsdurefreies BSA; 20 mM HEPES/KOH; pH 7,4) auf eine Endkonzentration von 0,15
g/ml Nassgewicht resuspendiert. Der Aufschluss der Sphaeroblasten erfolgte durch
Homogenisieren mit einem Dounce-Homogenisator, wobei der Kolben 20-mal auf und ab
bewegt wurde. Nach diesem Schritt wurde eine Probe (Gesamtzellprotein) genommen. Um
nicht aufgeschlossene Zellen, Zellkerne und Zellhiillen abzutrennen, wurde das Lysat bei
3000 xg fiir fiinf Minuten bei 4°C zentrifugiert.

Fiir eine grobe Abtrennung der Mitochondrien vom Zytosol wurde der Uberstand fiir 12
Minuten bei 11000 xg zentrifugiert, der Uberstand als zytosolische Fraktion gesammelt und
das Mitochondrien-Pellet in Sorbitolpuffer aufgenommen. AnschlieBend wurde nochmals
eine Zentrifugation bei 3000 xg und 11000 xg vorgenommen, um die Mitochondrien zu
reinigen. Die zytosolische Fraktion wurde durch Zentrifugation bei 90000 xg fiir 30
Minuten gereinigt.

Fiir eine vollstindige Zellfraktionierung wurde das Sediment nach Zentrifugation bei 3000
xg verworfen und der Uberstand in zwei Hilften aufgeteilt. Eine Hélfte diente der

Isolierung von Mitochondrien und Zytoplasma, die andere der Isolierung von Vakuolen.

Préparation von Zytoplasma und Mitochondrien:

Die Mitochondrien wurden zunédchst durch fraktionierte Zentrifugation aus dem
Zellhomogenisat konzentriert. Dazu wurde der Uberstand bei 11000 xg fiir 12 Minuten
zentrifugiert. Der danach erhaltene Uberstand, welcher dem Zytoplasma entsprach, wurde
durch Zentrifugation fiir 30 Minuten bei 90000 xg nochmals gereinigt. Die sedimentierten
Mitochondrien wurden zur Erhohung der Reinheit in 4 ml SET-Puffer (60% w/v
Saccharose; 10 mM Tris/HCL; pH 7,5) resuspendiert, mit 60% (w/v), 55% (w/v), 44%
(wW/v), 30% (w/v) Saccharose in SET-Puffer iiberschichtet und bei 126444 xg fiir 2,5
Stunden zentrifugiert. Die gereinigten Mitochondrien wurden von der Interphase zwischen
44% und 55% Saccharose geerntet, mit 10 mM Tris/HCI pH 7,5 auf das 4-fache Volumen
verdiinnt, bei 11000 xg fiir 10 Minuten zentrifugiert und in HS-Puffer (0,6 M Sorbitol; 20
mM HEPES/KOH; pH 7,4) resuspendiert.

Priparation von Vakuolen:
Die Isolierung der Vakuolen erfolgte iiber einen 4-stufigen Ficoll-Gradienten wie zuvor
beschrieben (Haas, 1995). Dazu wurde die zweite Hilfte des homogenisierten Uberstands
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bei 11000 xg fiir 12 Minuten zentrifugiert, um die Zellorganellen zu sedimentieren. Das
Pellet wurde in 2,5 ml PS-Puffer (10 mM Pipes/KOH; pH6,8; 0,6 M Sorbitol) mit 15%
Ficoll resuspendiert, mit 15% (w/v), 8% (w/v), 4% (w/v), 0% (w/v) Ficoll in PS-Puffer
iiberschichtet und bei 126444 xg fiir 2,5 Stunden zentrifugiert. Die Vakuolen wurden von
der Interphase zwischen 4% und 0% Ficoll geerntet, bei 11000 xg fiir 10 Minuten

zentrifugiert und in HS-Puffer resuspendiert.

Die Proteinkonzentration der Zellfraktionen wurde nach der Bradford-Methode (siche
2.6.2) ermittelt. Die Fraktionen wurden aliquotiert, in fliissigem Stickstoff gefroren und bei

-80°C gelagert.

2.5.7 Sublokalisation der alkalischen Phosphatase

Zur Uberpriifung der Lokalisation der alkalischen Phosphatase in der mitochondrialen
Matrix wurde die Mitochondriensuspension auf eine Proteinkonzentration von 0,2 pg/ul in
HS-Puffer (0,6 M Sorbitol; 20 mM HEPES/KOH; pH 7,4) oder HST-Puffer (HS-Puffer;
1% TritonX 100) verdiinnt. Dabei sollten die Mitochondrien in HS-Puffer intakt bleiben
und in HST-Puffer solubilisiert werden. AnschlieBend wurde 100 pg/ml Proteinase K zu
den Proben gegeben und fiir 25 Minuten auf Eis inkubiert. Die Protease-Behandlung wurde
durch die Zugabe von 2 mM PMSF terminiert und nochmals auf Eis fiir fiinf Minuten
inkubiert. Die Proben wurden anschlieBend fiir 10 Minuten bei 11000 xg und 4°C
sedimentiert, mit | mM PMSF in HS-Puffer gewaschen ohne zu resupsendieren und in HS-
Puffer aufgenommen. Um jeglichen weiteren proteolytischen Verdau von Proteinen zu
vermeiden, wurden die Proben einer Féllung mit TCA unterzogen (siehe 2.5.5). Das
Sediment wurde in SDS-Puffer aufgenommen und mittels SDS-PAGE und Westernblot
(siehe 2.6.3; 2.6.4; 2.7.3) analysiert.

2.5.8 Quantifizierung von Autophagie und Mitophagie mittels Aktivierung von
zytosolischer oder mitochondrial lokalisierter alkalischer Phosphatase (ALP-
Assay)

Zur Bestimmung von Autophagie wurden die entsprechenden Hefestimme mit cytPho8
transformiert, zur Bestimmung von Mitophagie mit mtPho8. Die Stimme wurden in SG-

Medium kultiviert und fiir verschiedene Zeiten mit 1 uM Rapamycin inkubiert oder nach
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zweimaligem Waschen mit sterilem Wasser in stickstofffreies Medium (SG-N, SD-N)
uberfuhrt. Nach der Inkubation wurde ein Aquivalent von vier ODgogo Zellen durch
Zentrifugation geerntet. Das Zellpellet wurde einmal in 0,2 mM PMSF-Losung gewaschen,
in fliissigem Stickstoff gefroren und bei -80°C gelagert. Fiir den Zellaufschluss wurden die
Zellpellets in 200 pl Aufschlusspuffer (10 mM MgCly; 0.1 M KAc; 50 mM KCI; 10 nM
ZnSOy; 0.5% TritonX-100; 1 mM PMSF; 20 mM Pipes; pH 7,0) resuspendiert, mit dem
genau gleichen Volumen an Glasperlen (0,25 g) versetzt und entweder fiir vier Minuten mit
dem Vortex oder fiir 10 Sekunden mit dem Precellys aufgeschlossen. Das Zelllysat wurde
mit 100 ul Aufschlusspuffer verdiinnt, bei 13000 xg zentrifugiert und der Uberstand in ein
1,5 ml Reaktionsgefdl oder in eine 96-Well-Platte iiberfithrt. AnschlieBend wurde die
Aktivitdt der alkalischen Phosphatase (siehe 2.6.1) bestimmt. Fiir die Analyse mittels SDS-
PAGE (2.6.3; 2.6.4) und Westernblot (2.7.3) wurden die Proben mit SDS-Probenpuffer
versetzt und 7,5 bis 10 pg Protein geladen.

2.6 Proteinchemische Methoden

2.6.1 Bestimmung der Enzymaktivitat der alkalischen Phosphatase

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurden Verdiinnungen der Zelllysate (siche
2.5.8) erstellt und entsprechend der Anweisungen des Herstellers (Pierce) mit einer
Mischung aus BCA-Reagenz A und 4% Kupfersulfatlosung (CuSO4* 5 H,0) im Verhéltnis
50+1 bei 37°C fiir 30 Minuten inkubiert. Die Absorption wurde bei 560 nm gemessen und
die Proteinkonzentration {iber eine Standard-Reihe ermittelt. Dazu wurde die
Proteinkonzentration aus drei Verdiinnungen gemittelt. Zur Bestimmung der mtPho8- oder
cytPho8-Aktivitit wurden die Verdiinnungen der Zelllysate mit dem 24-fachen Volumen an
Reaktionspuffer (40 mM MgCl,: 0.5% TritonX-100; 4 mM p-Nitrophenylphosphat; 0,25 M
Tris/HCL; pH 8,5) fiir 15 Minuten bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe
des gleichen Volumens an Stopp-Puffer (2 M Glycin/NaOH; pH 11) gestoppt und die
Absorption bei 405 nm bestimmt. Die spezifische Aktivitit wurde aus der gemittelten
Absorption von zwei Verdiinnungen iiber den Extinktionskoeffizienten von Nitrophenolat
und der Proteinkonzentration berechnet und wie angegeben zur Aktivitit des

Kontrollstamms normalisiert.
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2.6.2 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Wenn nicht anders angegeben wurde zur Bestimmung von Proteinkonzentrationen die
Methode von Bradford verwendet (Bradford, 1976). Die Proben wurden dazu mit jeweils 1
ml eines 1:5 verdiinnten Farbstoffkonzentrates (Bio-Rad-Proteinassay-Reagenz, Biorad)
versetzt und mindestens fiinf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde die
Absorption bei 595 nm bestimmt. Zur Quantifizierung wurde mit einer Standard-
Proteinlosung (bovines IgG, Biorad) eine Eichkurve erstellt, anhand derer die

Proteinkonzentration der Probe errechnet wurde.

2.6.3 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur  Analyse wurden Proteine durch  diskontinuierliche  vertikale  SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) nach ihrer Gréfe getrennt (Laemmli, 1970).
Entsprechend der GroBle des Zielproteins und der Auflosung wurden Gelsysteme zwischen
8% /0,14% (w/v) und 16% / 0,26% (w/v) Acrylamid/ Bisacrylamid und einer Schichtdicke
von 1 mm verwendet. Im Sammelgel wurden 5% / 0,08% (w/v) Acrylamid/ Bisacrylamid
eingesetzt. Die Proteinproben wurden zuvor in SDS-Puffer (2% (w/v) SDS; 5% (v/v) B-
Mercaptoethanol; 60 mM Tris/HCl pH 6,8; 10% (v/v) Glycerol; 0,02% (w/v)
Bromphenolblau) aufgenommen und durch Inkubation bei 95°C fiir fiinf Minuten
denaturiert. Generell wurden Probenvolumina zwischen 30-50 pl mit Proteinmengen von
7,5 bis 100 pg pro Spur geladen. Zum Abschétzen der Proteingrofen wurde bei jedem Lauf
ein Proteinstandard (Fermentas) aufgetragen. Die Elektrophorese wurde fiir 2,5 Stunden bei
25-30 mA durchgefiihrt. Im Anschluss wurden die Gele aus den Glasplatten geldst und fiir
den Transfer auf Nitrozellulose verwendet (siche 2.6.4). Im Folgenden ist die

Zusammensetzung der Gele und des Laufpuffers aufgefiihrt.

Sammelgel: 5% (w/v) Acrylamid/ 0,08% (w/v) Bisacrylamid; 0,1% (w/v) SDS;
0,05% (w/v) APS; 0,1% (v/v) TEMED; 60 mM Tris/HCI pH 6,8

Trenngellosung: 8-16% (w/v) Acrylamid/ 0,14-0,26% (w/v) Bisacrylamid; 0,1% (w/v)
SDS; 0,1% (w/v) APS; 0,03 % (v/v) TEMED; 375 mM Tris/HCI pH
8,8

Laufpufter: 380 mM Glycin; 0,1% (w/v) SDS; 50 mM Tris/HCI pH 8,3
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2.6.4 Proteintransfer aus Gelen auf Nitrozellulose-Membranen (Westernblot)

Fiir die Immundetektion von Proteinen wurden diese zunichst in einem SDS-PAGE-Gel
getrennt und anschlieend elektrophoretisch auf Nitrozellulose-Membranen transferiert
(Westernblot) (Towbin et al., 1979). Vor dem Transfer wurden das Gel und die Membran
fiir fiinf Minuten in Transferpuffer (150 mM Glycin; 20% (v/v) Ethanol; 0,02% (w/v) SDS;
20 mM Tris) vorinkubiert. Die Assemblierung des Blots erfolgte auf der Anode (untere
Graphitelektrode), wobei ein Filterpapier mit Transferpuffer getrdnkt und luftblasenfrei auf
die Elektrode aufgebracht, die Membran und das Gel dariiber gelegt und zum Abschluss ein
weiteres in Puffer getrdnktes Filterpapier aufgebracht wurde. Anschlieend wurden alle
Lagen unter leichtem Druck gegléttet, um Luftblasen zu entfernen. Der elektrophoretische
Transfer erfolgte bei 200 mA fiir 90 Minuten. Danach wurden die Proteine auf der
Membran durch Inkubation fiir fiinf Minuten mit Ponceau S (0,2% (w/v) Ponceau S in 3%
(w/v) Essigsdure) angefarbt, um die Markerproteine einzuzeichnen und die
GleichmiBigkeit des Transfers abzuschiitzen. Uberschiissiges Ponceau S wurde durch
Waschen mit entionisiertem Wasser entfernt. Die Membran wurde vor der weiteren

Verwendung in TBS-Puffer (150 mM NaCl; 10 mM Tris/HCI; pH 7,4) entfarbt.

2.7 Immunologische Methoden

2.7.1 Herstellung spezifischer polyklonaler Antikérper in Kaninchen
Um polyklonale Antikdrper gegen Pho8 zu gewinnen, wurde ein Kaninchen mit einem
MBP-Pho8 Fusionsprotein, welches zuvor aus E. coli isoliert wurde (siche 2.5.1),

Immunisiert.

Zur Erstinjektion wurden 200 pl (1 pg/ul) des gereinigten Fusionsproteins mit gleichem

Volumen TiterMax Gold™

versetzt (Sigma), drei Minuten mittels Vortex gemischt und
dem Kaninchen an mindestens drei Stellen im Nacken subkutan gespritzt. Weitere
Injektionen erfolgten im Abstand von vier Wochen, wobei Freund’s Adjuvant Incomplete
(Sigma) anstelle von TiterMax verwendet wurde. Acht bis zehn Tage nach der Injektion mit
Freund‘s Adjuvant Incomplete wurde dem Kaninchen {iber die Ohrarterie 20-25 ml Blut

entnommen. Nach dem Gerinnen des Blutes und Zentrifugation bei 3000 xg fiir fiinf

Minuten bei Raumtemperatur wurde das Serum abgenommen. Zur weiteren Reinigung
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wurde das Serum nochmals fiir 12 Minuten bei 12000 xg zentrifugiert, in ein neues 15 ml
Schraubdeckelreagenzgefd3 {iiberfiihrt und 20 Minuten auf 56°C erhitzt, um das
Komplementsystem zu inaktivieren. AnschlieBend wurde das Serum aliquotiert und bei

-20°C gelagert.

2.7.2 Affinitatsreinigung von Antikdrpern

Die Affinititsreinigung eines Antikorpers erfolgte mittels Sulfolink Coupling Gel (Pierce).
Dazu wurde das Saulenmaterial mit dem immunogenen Peptid, welches fiir die
Immunisierung von Kaninchen verwendet wurde, gekoppelt. Die Sédule wurde nacheinander
mit je 10 ml 10 mM Tris/HCI (pH 7,5), 100 mM Gycin/HCI (pH 2,5), 10 mM Tris/HCI
(pH 8,8), 100 mM Natriumphosphat (pH 11,5) und erneut mit 10 mM Tris/HCI (pH 7,5)
gewaschen. Fiir die Bindung der Antikérper wurden 4 ml Serum mit 16 ml 10 mM
Tris/HCI (pH 7,5) gemischt und mit 1 mM PMSF, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 0,5 mM o-
Phenanthrolin sowie 1 pg/ml Leupeptin versetzt, um moglicherweise enthaltene Proteasen
zu inhibieren. Die Antikorperlosung wurde dreimal mit Hilfe einer peristaltischen Pumpe
iber die Sdule gegeben. AnschlieBend wurde die Séule zundchst mit 20 ml 10 mM
Tris/HCI (pH 7,5) und dann mit 20 ml 10 mM Tris/HCI (pH 7,5) und 500 mM NacCl
gewaschen. Die Elution der Antikorper erfolgte durch Zugabe von je 10 ml 100 mM Citrat
(pH 4,0), 100 mM Glycin/HCI (pH 2,5) und 100 mM Natriumphosphat (pH 11,5), sodass
der pH-Wert stetig abgesenkt wurde. Es wurden Fraktionen von 500 ul gesammelt, welche
mit 1 M Tris/Base (bei Citrat- und Glycinelution) bzw. 1 M Glycin/HCI (pH 2.5) (bei
Natriumphosphatelution) neutralisiert wurden. Die Proteinkonzentration in den einzelnen
Fraktionen wurde nach Bradford (siehe 2.6.2) bestimmt. Die Fraktionen mit hohem
Proteingehalt wurden vereinigt und bei -20°C gelagert. Zur Aufbewahrung der Sdule wurde
diese mit dem 10-fachen Siulenvolumen Puffer (0,02% (w/v) Natriumazid; 10 mM
Tris/HCI; pH 7,5) gewaschen, mit 1 ml des gleichen Puffers iiberschichtet und bei 4°C
gelagert.
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2.7.3 Immundetektion von Proteinen

Proteine wurden fiir den immunologischen Nachweis (Westernblot, Immunoblotting)
zundchst tiber SDS-PAGE (siehe 2.6.3) aufgetrennt und anschlieBend elektrophoretisch auf
Nitrozellulosemembranen transferiert (siche 2.6.4). Unspezifische Bindungsstellen wurden
durch Inkubation der Membran in MTBS (5% (w/v) Magermilchpulver; 150 mM NacCl; 10
mM Tris/HCI; pH 7,4) fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur unter Schiitteln abgesattigt.
AnschlieBend wurden die Membranen mit in MTBS verdiinnten Antikdrper- bzw.
Antiseren-Losungen (Primérer Antikorper) fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur oder liber
Nacht bei 4°C geschiittelt. Die Verdiinnung des Primérantikorpers in der MTBS-Losung
richtete sich nach dem Titer des Serums; fiir ungereinigte Seren betrug die Verdiinnung
zwischen 1:1000 und 1:5000, fiir affinititsgereinigte Seren 1:250 bis 1:500. Um
unspezifisch gebundenen Anitkorper von der Membran zu entfernen, wurde dreimal fiir ca.
fiinf Minuten in TBS-Puffer (150 mM NaCl; 10 mM Tris/HCI; pH 7,4) gewaschen. Danach
erfolgte eine zweite Inkubation fiir eine Stunde bei Raumtemperatur mit einem
Zweitantikorper in einer Verdiinnung von 1:10000 in MTBS. Dieser enthielt gegen
Kaninchen-Immunglobulin-G gerichteten und mit Meerrettich-Peroxidase konjugierten
Antikorper (Ziege-anti-Kaninchen-HRP Konjugat, Biorad). AnschlieBend erfolgte ein
weiterer Waschschritt, um unspezifisch gebundenen Antikdrper zu entfernen. Die tiber die
beiden Antikorper an das Zielprotein gebundene Meerrettich-Peroxidase wurde {iber
Chemilumineszenz mit einem Rontgenfilm (Fuji) nachgewiesen. Fiir die Nachweisreaktion
wurde die Membran in einer Mischung aus gleichen Volumina einer Luminollésung
(0,044% (w/v) Luminol; 0,0066% (w/v) p-Cumarinsiure; 100 mM Tris/HCI; pH 8,5) und
einer H,O,-Losung (0,024% (w/v) H,O,; 100 mM Tris/HCI; pH 8,5) fiir ein bis zwei
Minuten inkubiert und anschlieend in einer Klarsichtfolie fixiert. Die Chemilumineszenz

wurde durch Auflegen des Rontgenfilms fiir 10 Sekunden bis 10 Minuten erfasst.
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3 Ergebnisse

3.1 Validierung der enzymatischen Quantifizierung von Autophagie und
Mitophagie

3.1.1 Lokalisation der alkalischen Phosphatase

Die Quantifizierung von Mitophagie und Autophagie erforderte zunichst die Etablierung
einer verldsslichen und objektiven Bestimmungsmethode. Dafiir wurde der Alkalische-
Phosphatase-Assay (ALP-Assay), eine bereits verwendete enzymatische Methode zur
Quantifizierung von Autophagie und Mitophagie etabliert (Noda et al., 1995; Campbell und
Thorsness, 1998). Die Anwendung erforderte die Deletion der endogenen alkalischen
Phosphatase PHOS. AnschlieBend wurden modifizierte Varianten von Plasmiden
exprimiert, in welchen die vakuoldre Signalsequenz entweder deletiert (cytPho8) oder
durch eine mitochondriale Signalsequenz (mtPho8) ausgetauscht wurde (Abbildung 11).
Dadurch verbleibt das Enzym als inaktive Vorstufe entweder im Zytoplasma oder in
Mitochondrien. Um eine moglichst hohe Sensitivitit zu erreichen, wurde als
Expressionssystem ein Plasmid mit 2p Replikationsursprung und ein Promotor fiir starke
Uberexpression gewihlt. Durch Induktion von Autophagie bzw. Mitophagie gelangt die
inaktive Vorstufe der Phosphatase aus dem Zytoplasma bzw. iiber die Mitochondrien in die
Vakuole, wo sie durch Proteinase A (PEP4) aktiviert wird. Die cytPho8-Aktivitit ist somit
ein Mal3 flir Autophagie, die mtPho8-Aktivitit ein Mal3 fiir Mitophagie. Die korrekte
Lokalisation von mtPho8 und cytPho8 wurde iiber Zellfraktionierung und SDS-PAGE und
Westernblot analysiert. Als Markerproteine fiir die einzelnen Fraktionen dienten Tom?20
(Mitochondrien), Bmh2 (Zytoplasma) und Vam3 (Vakuolen). Das Ergebnis zeigt, dass
mtPho8 in den Mitochondrien und cytPho8 im Zytoplasma angereichert waren. Es waren
keine Spuren von mtPho8 oder cytPho8 in der Vakuole nachweisbar (Abbildung 12A).
Weiterhin wurde die submitochondriale Lokalisation von mtPho8 ndher untersucht. Dazu
wurden isolierte Mitochondrien als intakte Organellen in isoosmotischem Puffer oder
solubilisiert in Triton-haltigem Puffer mit Proteinase K behandelt (Abbildung 12B). In
intakten Mitochondrien waren sowohl mtPho8 als auch MPP (mitochondrial processing

protease), ein Protein der Matrix, vor Abbau geschiitzt, wihrend Tom20 als Protein der
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mitochondrialen Aulenmembran abgebaut wurde. Zusammenfassend ldsst sich schlieflen,

dass mtPho8 in Mitochondrien lokalisiert ist.

80S Ribosom

pr-cytPho8

Autophagie

Spaltung
durch ProtA

Mitochondrien:; i
2

Mitophé@ji.e
aktives Pho8

Vakuole

Abbildung 11: Schematische Darstellung der Bestimmung der Autophagie und Mitophagie
mittels Aktivierung von zytosolisch oder mitochondrial lokalisierter ALP (ALP-Assay). Die
Quantifizierung von Autophagie und Mitophagie erfolgte iiber einen enzymatischen Assay (Noda et
al., 1995; Campbell und Thorsness, 1998). Die inaktive Pho8-Vorstufe wurde entweder durch eine
mitochondriale Signalsequenz in Mitochondrien (Su9-pr-mtPho8) oder durch Deletion der
urspriinglichen vakuolédren Signalsequenz (pr-cytPho8) ins Zytoplasma sortiert. Die Aktivierung der
Vorstufe erfolgt in Abhingigkeit der Autophagie in der Vakuole iiber proteolytische Spaltung durch
die vakuoldre Proteinase A (PEP4). Mitophagie bzw. Autophagie wurden iiber die mtPho8- bzw.
cytPho8-Aktivitit bestimmt. Die vakuolér lokalisierte endogene Phosphatase PHOS wurde in allen
Stammen deletiert, um die Hintergrundaktivitit zu minimieren.

A Apho8 + mtPho8 Apho8 + cytPho8 B
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Abbildung 12: Lokalisation von Pho8 in verschiedenen Hefestimmen zur Quantifizierung
von Autophagie und Mitophagie. A Die angegebenen Stimme wurden einer Zellfraktionierung
unterzogen und die gereinigten Fraktionen iiber SDS-PAGE und Westernblot analysiert.
Ladeschema: Gesamtzellextrakt entsprechend 0,4 ODgonm (T), Mitochondrien entsprechend 40 pg
Protein der mitochondrialen Fraktion (M), Zytoplasma entsprechend 0,4 ODgoonm (C), Vakuolen
entsprechend 100 ODgponm (V). B Mitochondrien wurden aus Apho8 + mtPho8 isoliert, in HS- oder
HST-Puffer mit Proteinase K inkubiert und {iber SDS-PAGE und Westernblot auf Zugénglichkeit
der Proteinase analysiert.
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3.1.2 Bestimmung der unspezifischen ALP Aktivierung

Der ALP-Assay beruht auf der spezifischen Aktivierung von Pho8 in der Vakuole. Es
wurde daher {iiberpriift, ob mtPho8 in Mitochondrien als inaktives Zymogen vorliegt.
Inaktives Pho8 kann in vitro durch Verdau mit geringen Mengen Proteinase K aktiviert
werden. Mitochondrien wurden aus dem mtPho8-exprimierenden Wildtyp isoliert und die
mtPho8-Aktivitdt vor bzw. nach Behandlung mit Proteinase K bestimmt. Die mtPho§8-
Aktivitit nach Behandlung mit Proteinase K war gegeniiber den unbehandelten
Mitochondrien ca. zehnfach erhoht (Abbildung 13). In der Wildtyp-Kontrolle konnte
sowohl vor als auch nach Behandlung mit Proteinase K keine nennenswerte Phosphatase-
Aktivitit gemessen werden. Daraus ldsst sich schlieBen, dass mtPho8 tatsichlich als

inaktives Zymogen in Mitochondrien vorliegt.
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Abbildung 13: mtPho8 liegt in Mitochondrien als inaktives Zymogen vor. Mitochondrien
wurden aus dem Wildtyp bzw. aus dem mtPho8-exprimierenden Wildtyp isoliert, in Tritonpuffer
solubilisiert und die mtPho8-Aktivitdt vor oder nach Inkubation mit Proteinase K fiir 15 min
enzymatisch bestimmt. Die Ergebnisse entsprechen einem reprisentativen Experiment relativ zu
Proteinase K-aktiviertem Lysat der Mitochondrien des mtPho8-exprimierenden Stamm:s.

Weiterhin wurde untersucht, ob wéhrend des Zellaufschlusses eine unspezifische
Aktivierung des freigesetzten inaktiven Pho8 durch Proteinase A (PEP4) in vitro erfolgt.
Dazu wurden die Stamme Apho8 und Apep4 in YPG kultiviert und die geernteten Zellen
entweder separat oder als Gemisch von Zellen beider Stimme aufgeschlossen. Wihrend des
Aufschlusses wird im Zellgemisch beider Stimme endogenes inaktives Pho8 aus Apep4

und Proteinase A aus Apho8 freigesetzt, was eine unspezifische Aktivierung von
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endogenem Pho8 ermdglicht. Nach dem Aufschluss wurde in den Lysaten ohne oder mit
Proteinase K-Behandlung fiir null oder fiinf Minuten die Phosphatase-Aktivitit bestimmt.
Vor der Behandlung mit Proteinase K wies das Lysat aus dem Zellgemisch beider Stimme
keine wesentlich hohere Phosphatase-Aktivitdit auf als die Lysate der separat
aufgeschlossenen Deletionsstimme (Abbildung 14). Nach Behandlung der Lysate aus dem
Zellgemisch und Apep4 mit Proteinase K erhdhte sich deren Aktivitit auf das Fiinf- bis
Zehnfache, was beweist, dass endogenes Pho8 vorhanden war und auch nach dem
Aufschluss als inaktives Zymogen vorliegt. Eine unspezifische Aktivierung der inaktiven
Vorstufe von Pho8 im Zelllysat wihrend des Aufschlusses kann somit ausgeschlossen

werden.
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Abbildung 14: Die Aktivierung von endogenem Pho8 erfolgt nicht nachtriglich in vitro
wihrend des Zellaufschlusses. Apho8 und Apep4 wurden in YPG-Medium kultiviert. In
exponentieller Phase wurde ein Aquivalent von je vier ODggo Zellen entweder separat oder als
Gemisch beider Stimme mechanisch mittels Vortex aufgeschlossen. Die endogene Pho8-Aktivitét
wurden vor oder nach Aktivierung mit Proteinase K fiir 0-5 min enzymatisch bestimmt. Die
Ergebnisse entsprechen einem repridsentativen Experiment relativ zu Proteinase K-aktiviertem
Apep4-Lysat.

3.1.3 Validierung des Zellaufschlusses mit dem Zellhomogenisator Precellys® 24

Um den Probendurchsatz zu erhohen, wurde der Zellaufschluss mittels Vortex durch den
Aufschluss mit dem Zellhomogenisator Precellys® 24 ersetzt. Dieser Zellhomogenisator
schiittelt bis zu 24 Probengefifle in einer dreidimensionalen Bewegung, wodurch die
mechanische Zerstorung der Zellwand mittels hochbeschleunigter Glaskugeln optimiert
wird. Es muss jedoch beachtet werden, dass die starken Scherbewegungen bzw. die dadurch

entstechende Wirmeentwicklung zur Inaktivierung der Phosphatase fiihren konnten. Die
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Aufschlusszeit wurde deshalb minimiert und die Aufschlusseffizienz —mittels
Proteinkonzentration und Phosphatase-Aktivititen der Aufschlussmethode mittels Vortex
angeglichen. Tatsdchlich war festzustellen, dass hohere Rotationsgeschwindigkeiten und
langere Aufschlusszeiten die Menge an extrahiertem Gesamtprotein stark, die mtPho§8-
Aktivitdt jedoch nur unwesentlich erhohten, was zu einem Verlust an Sensitivitidt bezogen
auf die spezifische Aktivitit fiihrte (Tabelle 2). Ein optimales Verhéltnis an funktionell
extrahierter Phosphatase zu extrahiertem Gesamtprotein entsprechend des Aufschlusses
mittels Vortex wurde mit einer Rotationszeit von 10 bis 15 Sekunden bei 5000 rpm
erreicht. Entsprechend wurde fiir 10 und 15 Sekunden der Aktivititsanstieg von mtPhoS8
nach Rapamycin-Behandlung im Vergleich zum Aufschluss mittels Vortex in einer
dreifachen Bestimmung ermittelt. Der hochste Aktivititsanstieg wurde mit einer

Aufschlusszeit von 10 Sekunden erreicht (Abbildung 15).

Tabelle 2: Optimierung der Aufschlussparameter mit Precellys® 24
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Abbildung 15: Optimierung des Zellaufschlusses mit Precellys® 24 Homogenisator. Ein
Aquivalent von vier ODgy Zellen vom Kontrollstamm (Apho8 + mtPho8) wurde wihrend der
exponentiellen Wachstumsphase (- Rapamycin) oder nach 5h Rapamycin-Behandlung in SG-
Medium geerntet und mechanisch mittels Vortex oder Precellys® 24 fiir 10 s oder 15 s
aufgeschlossen. AnschlieBend wurde die mtPho8-Aktivitdt enzymatisch mittels ALP-Assay
bestimmt und der relative Aktivititsanstieg nach Rapamycin-Behandlung fiir die verschiedenen
Aufschlussbedingungen verglichen. Die Ergebnisse entsprechen den Mittelwerten = s (n = 3),
relativ zum Aufschluss mittels Vortex.

3.1.4 Der ALP-Assay ermdoglicht die quantitative und vergleichbare Messung von
Autophagie und Mitophagie

Mitophagie kann ebenso wie Autophagie durch Inhibierung des TOR-Kinase-Komplexes
induziert werden. Die Inhibierung kann indirekt durch Stickstoffentzug oder chemisch
durch Rapamycin direkt erfolgen. Im Folgenden wurden Stimme, die mtPho8 oder cytPho8
exprimierten, in glycerinhaltigem Selektivmedium (SG) kultiviert und einem
Stickstoffentzug oder einer Behandlung mit Rapamycin unterzogen. Fiir mehrere
Zeitpunkte wurden Proben entnommen und die spezifische ALP Aktivitit bestimmt.
Sowohl die mtPho8- als auch die cytPho8-Aktivitdt stieg im Kontrollstamm mit der
Inkubationszeit an (Abbildung 16). In Apep4, dem Stamm, der keine Proteinase A fiir die
Aktivierung von Pho8 in der Vakuole enthilt, war kein Aktivititsanstieg zu beobachten.
Desweiteren blieb die Aktivitdit durch die noch enthaltene zytosolische alkalische
Phosphatase Phol3 in einem sehr niedrigen Bereich und storte die Quantifizierung des
Aktivitatsanstiegs durch Pho8 nicht. Das Losungsmittel der Rapamycin-Stammldsung,
Dimethylsulfoxid (DMSO), hatte keinen Einfluss auf die Phosphatase-Aktivitit. Insgesamt
lasst sich schlussfolgern, dass die Aktivierung von mtPho8 und cytPho8 spezifisch in der

Vakuole durch Proteinase A erfolgt und ein MaB fiir Mitophagie bzw. Autophagie ist.

Interessanterweise wurde Mitophagie durch Rapamycin stirker induziert als durch
Stickstoffentzug, wéhrend fiir die Autophagie kein Unterschied bestand. Moglicherweise
wird Mitophagie anders reguliert als Autophagie. Im Folgenden wurden die

Regulationsmechanismen fiir Mitophagie genauer untersucht.
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Abbildung 16. Der ALP-Assay ist geeignet fiir die Quantifizierung von Mitophagie und
Autophagie. A-B Angegebene Stimme wurden unter Expression von mtPho8 (A) oder cytPho8 (B)
mit DMSO, Rapamycin oder in Stickstoff-freiem Medium fiir die angegebenen Zeiten inkubiert.
Die Kontrolle entspricht Apho8. Mitophagie (A) wurde iiber die mtPho8-Aktivitit, Autophagie (B)
iiber die cytPho8-Aktivitit bestimmt. Der Aktivitdtsanstieg ist abhidngig von Proteinase A (PEP4),
was die Aktivierung in der Vakuole bestitigt. Die Messreihen mit DMSO entsprechen einem
reprasentativen Ergebnis. Alle anderen Messreihen entsprechen den Mittelwerten + s (n = 3), relativ
zur Kontrolle nach 24 h Rapamycin-Behandlung.
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3.2 Die Abhangigkeit der Mitophagie von bekannten Faktoren der
Autophagie

3.2.1 Die Rapamycin-induzierte Mitophagie ist eine selektive Form der Autophagie

Mitophagie ist im engeren Sinn die Bezeichnung fiir den selektiven Abbau von
Mitochondrien iiber Autophagie. Um zu priifen, ob es sich bei dem Anstieg der mtPho8-
Aktivitdit nach Rapamycin-Behandlung um selektive Mitophagie handelt, wurde die
Abhingigkeit von bekannten Faktoren fiir selektive Formen von Autophagie untersucht.
Dazu wurden Stimme fiir den ALP-Assay generiert, in denen jeweils ein essenzielles Gen
fiir selektive oder alle Formen von Autophagie deletiert war. Die Staimme wurden in SG-
Medium kultiviert und fiir 24 Stunden mit Rapamycin behandelt. In Aazg!/1, einem Stamm,
der nicht funktionell fiir selektive Formen von Autophagie ist, war die Mitophagie
vollstdndig inhibiert, wihrend die Autophagie nur unwesentlich betroffen war (Abbildung
17). In Mutanten, in denen entweder AT7G20 oder ATG24 deletiert war, wurde eine
Reduktion der Mitophagie um ca. 40% beobachtet, was konsistent mit bereits publizierten
Daten fiir einen partiellen Effekt von Atg20 und Atg24 auf selektive Autophagie ist. Weder
Mitophagie noch Autophagie wurde ohne den essenziellen Autophagie-Faktor Atg8

induziert.
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Abbildung 17: Rapamycin-induzierte Mitophagie hingt von bekannten Faktoren fiir selektive
Autophagie ab. A-B Angegebene Deletionsstimme wurden unter Expression von mtPho8 (A) oder
cytPho8 (B) in SG-Medium kultiviert und in exponentieller Wachstumsphase (- Rapamycin) oder
nach 24 h Rapamycin-Behandlung mittels ALP-Assay analysiert. Der Kontrollstamm entspricht
Apho8. Mitophagie (A) wurde iiber die mtPho8-Aktivitit, Autophagie (B) iiber die cytPhoS8-
Aktivitdt bestimmt. Die Ergebnisse entsprechen den Mittelwerten + s (n > 4), relativ zur Kontrolle
nach 24 h Rapamycin-Behandlung.
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Um diese Ergebnisse weiter abzusichern, wurden die Zelllysate mittels SDS-PAGE und
Westernblot analysiert. Die Prozessierung von mtPho8 und cytPho8 entsprach der
gemessenen Phosphatase-Aktivitit in den einzelnen Stdmmen (Abbildung 18). Weiterhin
wurden die Mengen verschiedener mitochondrialer Proteine tiberpriift. Die Behandlung mit
Rapamycin fiihrte zu einem Abbau von Tim23, MPP, Mgm1 und Aac2 im Kontrollstamm,
jedoch nicht in Aatgll und Aatg8, also Stammen, in denen Mitophagie inhibiert ist.
Speziell die konstante Menge an mitochondrialen Proteinen in Aatgll zeigt, dass der
Abbau spezifisch iiber selektive Mitophagie erfolgt. In Aatg20 und Aatg24 war der Abbau
vergleichbar mit dem Kontrollstamm. Dieses Ergebnis ist konform mit der partiell
stattfindenden Mitophagie in diesen Stdmmen. Der partielle Effekt auf Mitophagie ist
vermutlich zu schwach, um ihn liber den mitochondrialen Proteingehalt mittels Westernblot

detektieren zu konnen.
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Abbildung 18: Mitophagie filhrt zum selektiven Abbau mitochondrialer Proteine. A-B
Angegebene Deletionsstimme wurden unter Expression von mtPho8 (A) oder cytPho8 (B) in SG-
Medium kultiviert. Zellextrakte wurden aus exponentieller Wachstumsphase (- Rapamycin) oder
nach 24 h Rapamycin-Behandlung mittels SDS-PAGE und Westernblot auf den Gehalt
mitochondrialer Proteine sowie mtPho8-Prozessierung (A) oder cytPho8-Prozessierung (B)
analysiert. Der Kontrollstamm entspricht AphoS.
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Um abzusichern, dass die biochemisch gewonnenen Daten den biologischen Prozess des
Transports der Mitochondrien in die Vakuolen widerspiegeln, wurden zusitzlich
mikroskopische Studien durchgefiihrt. Dazu wurden Zellen, die mitochondrial lokalisiertes
DsRed und GFP-Atg8 exprimierten, nach Rapamycin-Behandlung mit einem konfokalen
Lasermikroskop untersucht. Diese Technik ermoglicht Kolokalisierungsstudien in einer
Ebene der Zelle. GFP-Atg8 befindet sich in proliferierenden Zellen gleichméBig verteilt im
Zytoplasma und wird wihrend der Autophagie in der Vakuole akkumuliert. Gleichzeitig
kommt es durch Mitophagie zu einer Anreicherung des mitochondrialen DsRed in der
Vakuole. Uber Kolokalisierung von mtDsRed und GFP-Atg8 lisst sich somit Mitophagie
nachweisen. Nach Behandlung mit Rapamycin fiir 7,5 Stunden wurde im Kontrollstamm
fiir 10% der Zellen eine Kolokalisierung festgestellt. In Aatg/ ! wurde jedoch ausschlielich
GFP-Atg8 in der Vakuole akkumuliert (Abbildung 19). Demnach ist Rapamycin-induzierte
Mitophagie auch basierend auf der mikroskopisch-visuellen Analyse abhéngig von Atgl1.
Zusammenfassend ldsst sich schlussfolgern, dass Rapamycin die Mitophagie als selektive
Form der Autophagie induziert und dass der etablierte ALP-Assay eine verldssliche und

sensitive Quantifizierung von Autophagie und Mitophagie in S. cerevisae ermdglicht.
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Abbildung 19: Die Akkumulation des mitochondrialen Fluoreszensmarkers DsRed in der
Vakuole ist in Aatgll inhibiert. Wildtyp (Kontrolle) und Aatgl/! wurden unter Expression von
mtDsRed und GFP-Atg8 in SG-Medium kultiviert und in exponentieller Wachstumsphase mit
DMSO (- Rapamycin) oder Rapamycin fiir 7,5 h behandelt und mittels konfokaler
Fluoreszenzmikroskopie visualisiert, Skalierung 2pm (DIK - Differentialinterferenzkontrast).
Zellen mit vakuoldr akkumuliertem mtDsRed wurden ausgezéhlt und der Prozentsatz zur
Gesamtzellzahl angegeben. Die Ergebnisse der Auszdhlung entsprechen Mittelwerten + s (n > 3).
Die Durchfiihrung und das Erstellen der Bilder wurden von Angelo Occhipinti ausgefiihrt.

3.2.2 Mitophagie ist nicht abhangig von Uth1 oder Aup1

Zu Beginn dieser Arbeit wurden in der Literatur zwei weitere Proteine als Faktoren fiir
Mitophagie diskutiert. Dabei handelt es sich um Uthl, ein Protein, das an der
Zellwandbiogenese und an Alterungsprozessen beteiligt ist, und Aupl, eine mitochondriale
Phosphatase. Um den Einfluss dieser Proteine auf Mitophagie zu untersuchen, wurden die

entsprechenden Deletionsstdimme in SG-Medium kultiviert und fiir verschiedene Zeitpunkte
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mit Rapamycin behandelt. Mitophagie wurde in beiden Deletionsstimmen dhnlich stark
induziert wie im Kontrollstamm (Abbildung 20). Das weist darauf hin, dass weder Uthl
noch Aupl fiir Mitophagie essenziell sind. Entsprechend wurden diese Proteine nicht weiter

auf ihre Funktion in Mitophagie untersucht.
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Abbildung 20: Die Mitophagie ist in Authl und Aaupl nicht beeintrichtigt. Authl und Aaupl
wurden unter Expression von mtPho8 in SG-Medium kultiviert, in exponentieller Wachstumsphase
fiir angegebene Zeitrdume mit Rapamycin behandelt und mittels ALP-Assay analysiert. Der
Kontrollstamm entspricht Apho8. Die Ergebnisse flir den Kontrollstamm und Authl entsprechen

den Mittelwerten + s (n = 3), relativ zur Kontrolle nach 24 h Rapamycin-Behandlung. Ergebnisse
fiir Aaup1 entsprechen einer Messreihe mit vergleichbarer mtPho8 Expression.

3.3 Der Zusammenhang zwischen Mitophagie und mitochondrialer
Morphologie

3.3.1 Mitophagie resultiert nicht in mitochondrialer Fragmentierung

Im Folgenden wurde der Zusammenhang zwischen mitochondrialer Morphologie und
Mitophagie genauer untersucht. Zunichst stellte sich die Frage, ob Mitochondrien wéahrend
der Induktion von Mitophagie durch Rapamycin fragmentieren. Dazu wurde die
mitochondriale Morphologie wéhrend der Induktion von Mitophagie mittels
Fluoreszenzmikroskopie analysiert. Zellen, welche mitochondrial lokalisiertes GFP
exprimierten, wurden in SG-Medium kultiviert, fiir 30 Minuten oder zwei Stunden mit
Rapamycin behandelt, chemisch fixiert und in einem Fluoreszenzmikroskop betrachtet. Die
Mitochondrien behielten sowohl nach 30 Minuten als auch nach 2 Stunden eine deutlich

tubuldre Struktur und wiesen keinerlei Fragmentierung auf (Abbildung 21). Auch nach
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langeren Inkubationszeiten bis 24 Stunden wurde keine Verdnderung der Morphologie
beobachtet (nicht gezeigt). Demnach geht Mitophagie nicht mit einer Fragmentierung des
mitochondrialen Netzwerkes einher. Weiterhin ldsst sich ableiten, dass nur ein Teil der
Mitochondrien durch Mitophagie abgebaut wurde, da sich die Menge an Mitochondrien vor

und nach Behandlung mit Rapamycin nicht merklich unterschied.

Exp. Phase 30 minRapamycin 2h Rapamycin

Abbildung 21: Wihrend der Mitophagie bleibt die tubulidre mitochondriale Morphologie
erhalten. Der Kontrollstamm (Apho8) wurde unter Expression von mtGFP in SG-Medium
kultiviert und jeweils vor (-Rapamycin) oder nach Inkubation mit Rapamycin fiir 30 min oder 2 h
mittels Fluoreszenzmikroskopie auf die mitochondriale Morphologie analysiert. Die Bilder sind
reprasentativ fiir 98% der Zellen (n > 500), Skalierung 1um.

3.3.2 Mitophagie wird nicht durch Fragmentierung von Mitochondrien induziert

Weiterhin wurde untersucht, ob mitochondriale Fragmentierung ausreichend fiir die
Induktion von Mitophagie ist. Diese Fragestellung wurde mit Hilfe eines
temperatursensitiven mgm -5 Stamms adressiert. Dieser Stamm enthélt eine Punktmutation
in der GTPase-Domédne von Mgml, was zu gestorter Membranfusion bei erhohten
Temperaturen fiihrt (Wong et al.,, 2000). Als Konsequenz der weiter ablaufenden
Teilungsprozesse kommt es damit zur Fragmentierung der mitochondrialen Struktur in
diesem Stamm bei 37°C. Fluoreszenzmikroskopie von mgmli-5 und dem
korrespondierenden Wildtyp zeigte in beiden Stimmen eine normale, tubulére
mitochondriale ~ Struktur bei 24°C  (Abbildung 22). Eine Erhéhung der
Inkubationstemperatur auf 37°C fiihrte in mgml-5 bereits nach zwei Stunden zu
Fragmentierung und nach ldngerer Inkubationszeit zu Aggregation, was den fiir diesen
Stamm publizierten Daten entspricht. Der Wildtyp zeigte auch bei ldngerer Inkubation bei

37°C eine typische tubuldre Morphologie.
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Abbildung 22: Erhohte Temperatur fithrt in mgml-5 zur Fragmentierung des
mitochondrialen Netzwerks. Wildtyp (Kontrolle) und mgmi-5 wurden unter Expression von
mtDsRed bei 24°C oder 37°C fiir angegebene Zeitrdume in SG-Medium inkubiert und die
mitochondriale Morphologie mittels Fluoreszenzmikroskopie analysiert. Skalierung 1um.

Im Folgenenden wurde mgmli-5 und der korrespondierende Wildtyp fiir verschiedene
Zeiten in SG-Medium bei 37°C inkubiert und Mitophagie mittels ALP-Assay bestimmt. Da
in vorherigen Versuchen mit Rapamycin frithestens nach fiinf Stunden ein signifikanter
Anstieg der mtPho8 Aktivitit in Folge von Mitophagie zu beobachten war, wurde erstmals
nach dieser Zeit auf Mitophagie untersucht. Jedoch war nach fiinf Stunden kein
signifikanter Anstieg der mtPho8-Aktivitdit messbar. Auch nach einer lédngeren
Inkubationszeit von neun Stunden bei 37°C konnte keine Induktion der Mitophagie
detektiert werden (Abbildung 23). Demzufolge wird durch Fragmentierung allein keine

Mitophagie in messbarem Ausmaf} induziert.
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Abbildung 23: Mitochondriale Fragmentierung ist kein hinreichender Ausléoser von
Mitophagie. Der Kontrollstamm (Apho8) und mgmli-5 wurden unter Expression von mtPho8 bei
24°C in SG-Medium kultiviert und anschlieBend fiir die angegebenen Zeitpunkte bei 37°C
inkubiert. Mitophagie wurde mittels ALP-Assay iiber die mtPho8-Aktivitit bestimmt. Die
Ergebnisse entsprechen den Mittelwerten + s (n = 3), relativ zur Kontrolle bei 24°C.

Es wire moglich, dass mitochondriale Fragmente erst nach einer lingeren Zeit durch
Mitophagie abgebaut werden. Zusitzlich konnte der Zustand der Fragmentierung iiber eine
langere Zeit die Anhdufung von Fehlfunktionen der Mitochondrien begiinstigen und die
Menge der zum Abbau markierten Fragmente erhéhen. Daher wurden in einem weiteren
Experiment Kulturen von mgml-5 oder Wildtyp fiir ldngere Zeitpunkte bei 37°C
hitzeschock-behandelt und anschlielend wieder bei 24°C inkubiert, um die mitochondriale
Morphologie zu regenerieren. Nach fiinf Stunden Regenerationszeit wurden die Kulturen
wiederum auf Mitophagie mittels ALP-Assay untersucht. Jedoch wurde auch in diesem Fall
kein Anstieg der mtPho8-Aktivitit gemessen (Abbildung 24). Mitochondriale
Fragmentierung allein scheint damit kein Ausldser fiir Mitophagie in Béckerhefe zu sein.
Weiterhin wurde die Induktion von Mitophagie nach Behandlung der Hefezellen mit
chemischen Substanzen untersucht, welche das Membranpotenzial depletieren oder eine
mitochondriale Dysfunktion verursachen. Zur Depletion des Membranpotenzials wurde
Carbonylcyanid-m-chlorophenylhydrazon (CCCP) und Valinomycin in Konzentration von
0,1 uM bis 10 uM eingesetzt. Der Verlust des Membranpotenzials inhibiert in Béackerhefe
die mitochondriale Fusion und die Bildung von ATP, was einer mitochondrialen
Dysfunktion entspricht. Dadurch kommt es {iber einen ldngeren Zeitraum zur
Fragmentierung der Mitochondrien. Weder durch die Behandlung mit CCCP noch mit
Valinomycin konnte eine Induktion der Mitophagie induziert werden (Daten nicht gezeigt).
Die Zugabe von Antimycin, welches den Komplex III der Atmungskette hemmt, oder
Oligomycin, welches die Produktion von ATP durch Inhibierung der ATPase hemmt,
fiihrte in Konzentrationen von 1 uM bis 10 uM zur Fragmentierung der Mitochondrien,
jedoch ebenfalls nicht zur Induktion von Mitophagie (Daten nicht gezeigt). Es 14Bt sich
nicht abschitzen, inwiefern diese Behandlungen die physiologische Entstehung
dysfunktioneller Mitochondrien simulieren konnen. Diese Ergebnisse liefern daher noch
keine Hinweise, ob Mitophagie in Béickerhefe durch mitochondriale Dysfunktion induziert

wird.
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Abbildung 24: Die Regeneration der tubuliren Morphologie fiihrt nicht zu einem Anstieg der
Mitophagie. Der Kontrollstamm (Apho8) und mgmi-5 wurden unter Expression von mtPho8 fiir
die angegebenen Zeitpunkte bei 24°C oder 37°C in SG-Medium inkubiert und anschlieBend fiir 5 h
bei 24°C inkubiert, um die mitochondriale Morphologie zu regenerieren. Danach wurde Mitophagie
mittels ALP-Assay iiber die mtPho8-Aktivitit bestimmt. Die Ergebnisse entsprechen den
Mittelwerten = s (n = 3), relativ zur Kontrolle bei 24°C.

Um sicherzustellen, dass die Mitophagie in mgm -5 durch Inhibierung der Fusion bei 37°C
nicht verhindert wird, wurde zur Kontrolle Mitophagie mit Rapamycin induziert. Dazu
wurden mgml-5 und der korrespondierende Wildtyp zundchst in SG-Medium bei 24°C
kultiviert und anschlieBend fiir fiinf Stunden mit Rapamycin sowohl bei 24°C als auch bei
37°C behandelt. Anschliefend wurden die Kulturen geerntet und Mitophagie mittels ALP-
Assay bestimmt. Sowohl bei 24°C als auch bei 37°C war fiir beide Stimme ein
signifikanter Anstieg der mtPho8-Aktivitit zu beobachten (Abbildung 25). Demnach wird
Mitophagie durch die Verhinderung der mitochondrialen Fusion prinzipiell nicht inhibiert.
Hervorzuheben ist, dass die Mitophagie bei 37°C fiir mgm -5 stark schwankte, was sich in
der hohen Standardabweichung widerspiegelt. Diese Schwankungen kénnten ein Hinweis
darauf sein, dass die mitochondriale Morphologie einen Einfluss auf das Ausmal} der
Rapamycin-induzierten Mitophagie hat. Obwohl die Daten keine Schlussfolgerung
zulassen, ob die Rapamycin-induzierte Mitophagie durch Fragmentierung des
mitochondrialen Netzwerkes positiv oder negativ beeinflusst wird, geht daraus hervor, dass

die Fusion nicht fiir die Mitophagie bendtigt wird.
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Abbildung 25: Mitophagie ist nicht abhéingig von mitochondrialer Fusion. Der Kontrollstamm
(Apho8) und mgm1-5 wurden unter Expression von mtPho8 bei 24°C in SG-Medium kultiviert. Die
Mitophagie wurde in exponentieller Wachstumsphase (- Rapamycin) oder nach 5 h Rapamycin-
Behandlung bei 24°C oder 37°C mittels ALP-Assay iiber die mtPho8-Aktivitit bestimmt. Die
Ergebnisse entsprechen den Mittelwerten = s (n = 3), relativ zur Kontrolle nach 5h Rapamycin-
Behandlung bei 24°C.

3.3.3 Mitophagie ist unabhangig von der mitochondrialen Teilungsmaschinerie

Mitophagie erfolgt iiber den Einschluf3 von Mitochondrien in Autophagosomen oder direkt
in der Vakuole. Jedoch wird immer nur ein Teil der Mitochondrien abgebaut. Daher stellt
sich die Frage, wie dieser Anteil selektiert wird und ob die mitochondriale Teilung fiir
diesen Vorgang notwendig ist. Dazu wurden Stimme, in welchen die mitochondriale
Teilung durch Expression von dominant-negativen Varianten von Dnml inhibiert ist
(Otsuga et al., 1998), fiir 24 Stunden mit Rapamycin in SG-Medium behandelt, um
Mitophagie und Autophagie zu induzieren. Interessanterweise war der Anstieg der mtPho§8-
Aktivitit im Stamm, welcher Dnm1™" enthielt etwas geringer als in den Stimmen, welche

K414 S42N
Dnml 1

, Dnm oder den leeren Vektor enthielten (Abbildung 26). Jedoch waren diese
Unterschiede nicht signifikant und kdnnten moglicherweise auf geringe Unterschiede in der
mtPho8-Expression zuriickzufiihren sein. Die cytPho8-Aktivitdt stieg nach Rapamycin-
Behandlung in allen Stimmen dhnlich stark an. Entsprechend ist weder Mitophagie noch
Autophagie durch die Expression von dominant-negativem Dnml betroffen und damit

unabhingig von der Dnm1-abhéngigen mitochondrialen Teilung.
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Abbildung 26: Inhibierung der Dnml-abhingigen mitochondrialen Teilung zeigt keinen
Einfluss auf Mitophagie. A-B Apho8 wurde unter Expression von Wildtyp- oder dominant-
negativem Dnm1 und mtPho8 (A) oder cytPho8 (B) in SG-Medium kultiviert und in exponentieller
Wachstumsphase (- Rapamycin) oder nach 24 h Rapamycin-Behandlung mittels ALP-Assay
analysiert. Mitophagie (A) wurde iiber die mtPho8-Aktivitit, Autophagie (B) iiber die cytPhoS8-
Aktivitdt bestimmt. Die Ergebnisse entsprechen den Mittelwerten + s (n = 3), relativ zur Kontrolle
nach 24h Rapamycin-Behandlung.

Die Analyse mittels SDS-PAGE und Westernblot zeigte, dass die Prozessierung von
mtPho8 und cytPho8 in allen Stimme &hnlich stark ausgeprdgt war. Der Abbau von
mitochondrialen Proteinen war in Einklang damit vergleichbar fiir alle Stimme (Abbildung
27). Dieses Ergebnis bestitigt, dass die Inhibierung der Dnm1-abhédngigen mitochondrialen

Teilung die Mitophagie nicht beeinflusst.

A B
Apho8 Apho8
& o 5 <& o %‘l};
$ N N N $ N N N
xO <O
¢ & & € & & & &
116 kDa— + - + - + - + Rapamycin -+ + - + - + Rapamycin
— e — o —— — M m1 m Dnm1
— e ——— —— — g 66 kDa—| -“

cytPho8

— — emem e ame= DM’

35 kDa—
—_ m
D e ———gs oS

- MPP

25 kDa—.-—.—-.—."' Tim23

70



Ergebnisse

Abbildung 27: Der Abbau von mitochondrialen Proteinen durch Mitophagie ist durch
Expression von dominant-negativem Dnm1 nicht inhibiert. A-B Ap/o8 wurde unter Expression
von Wildtyp- oder dominant-negativem Dnml und mtPho8 (A) oder cytPho8 (B) in SG-Medium
kultiviert. Zellextrakte wurden aus exponentieller Wachstumsphase (- Rapamycin) oder nach 24h
Rapamycin-Behandlung mittels SDS-PAGE und Westernblot auf den Gehalt mitochondrialer
Proteine sowie mtPho8-Prozessierung (A) oder cytPho8-Prozessierung (B) analysiert.

Es ist jedoch nicht auszuschlieBen, dass trotz der Expression von dominant-negativem
Dnml noch minimale Teilungsaktivitit besteht, welche ausreicht, um Mitochondrien in
Autophagosomen oder der vakuoldren Membran einzuschlieBen. Desweiteren konnten
andere Faktoren der mitochondrialen Teilung notwendig fiir Mitophagie sein, z.B. bei der
Abschniirung von mitochondrialen Fragmenten. Daher wurden zur weiteren Absicherung
des Ergebnisses Deletionsmutanten der mitochondrialen Teilungsmaschinerie untersucht.
Die korrekte Lokalisation von mtPho8 in den Deletionsstimmen wurde mittels

Zellfraktionierung und SDS-PAGE und Westernblot bestétigt (Abbildung 28).
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Abbildung 28: In Deletionsstimmen von Faktoren der mitochondrialen Teilungsmaschinerie
ist mtPho8 richtig lokalisiert. Mitochondrien (M) und Zytoplasma (C) wurden {iber
Differentialzentrifugation aus Zellextrakten der angegebenen Stimme separiert und mittels SDS-
PAGE und Westernblot auf korrekte mtPho8-Lokalisation analysiert.

Kulturen der jeweiligen Deletionsstimme wurden in SG-Medium kultiviert, fiir 24 Stunden
mit Rapamycin behandelt und sowohl das Ausmal} der Mitophagie als auch der Autophagie
quantifiziert (Abbildung 29A-B). Dabei zeigte sich, dass Mitophagie auch in Adnm 1 nicht
inhibiert ist. Das gleiche Ergebnis wurde fiir Amdvi und fiir Acaf4 erhalten. Demnach ist
die mitochondriale Teilung fiir Mitophagie nicht essenziell. Interessanterweise waren
jedoch in einem fis/*-Deletionsstamm Mitophagie um 50% und Autophagie um 30%
reduziert. Diese Ergebnisse wurden mittels SDS-PAGE und Westernblot (Abbildung 29C-

D) und Fluoreszenzmikroskopie (Abbildung 30) bestétigt.
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Abbildung 29: Mitophagie und Autophagie ist reduziert in Afis/* wird jedoch durch die
Inhibierung mitochondrialer Teilung generell nicht beeinflusst. A-D Angegebene Stimme
wurden unter Expression von mtPho8 (A) oder cytPho8 (B) in SG-Medium kultiviert und in
exponentieller Wachstumsphase (- Rapamycin) oder nach 24 h Rapamycin-Behandlung mittels
ALP-Assay analysiert. Der Kontrollstamm entspricht Apho8. Afisl* entspricht dem Stamm mit einer
Suppressor-Mutation. A-B Mitophagie (A) wurde iiber die mtPho8-Aktivitdt, Autophagie (B) liber
die cytPho8-Aktivitit bestimmt. Die Ergebnisse entsprechen den Mittelwerten = s (n > 4), relativ
zur Kontrolle nach 24 h Rapamycin-Behandlung, signifikant mit ** p < 0.001 und *p < 0.005. C-D
Zellextrakte wurden mittels SDS-PAGE und Westernblot auf den Gehalt mitochondrialer Proteine
sowie mtPho8-Prozessierung (C) oder cytPho8-Prozessierung (D) analysiert.
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Abbildung 30: Akkumulation von mitochondrialem Fluoreszenzmarker DsRed in der
Vakuole ist inhibiert in AfisI*, jedoch vergleichbar mit Wildtyp in allen anderen
Deletionsmutanten der mitochondrialen Teilung. Die angegebenen Stimme wurden unter
Expression von mtDsRed und GFP-Atg8 in SG-Medium kultiviert, in exponentieller
Wachstumsphase mit DMSO (- Rapamycin) oder Rapamycin fiir 7,5 h behandelt und mittels
konfokaler =~ Fluoreszenzmikroskopie  visualisiert, Skalierung 2 pm, (DIK -
Differentialinterferenzkontrast). Zellen mit vakuoldr akkumuliertem mtDsRed wurden ausgezéhlt
und der Prozentsatz zur Gesamtzellzahl angegeben. Die Ergebnisse der Auszdhlung entsprechen
Mittelwerten £ s (n > 3). Afis/™ entspricht dem Stamm mit einer Suppressor-Mutation. Die
Durchfiihrung und das Erstellen der Bilder wurden von Angelo Occhipinti ausgefiihrt.

Zusitzlich wurde Mitophagie in Deletionsstimmen der Teilungsmaschinerie durch
Stickstoffentzug untersucht. Dazu wurden die Stimme in SG-Medium angezogen und in
der exponentiellen Wachstumsphase in ein stickstofffreies Medium {iberfiihrt, das entweder

Glukose oder Glycerin als Kohlenstoffquelle enthielt. Nach 24 Stunden wurden die
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Kulturen geerntet und die mtPho8-Aktivititen im Vergleich zu unbehandelten Kulturen
bestimmt. Die mtPho8-Aktivitit stieg nach 24 Stunden Stickstoffentzug sowohl im
Kontrollstamm als auch in den Deletionsstimmen Adnmi, Amdvl und Acaf4 deutlich an
(Abbildung 31). Die Kohlenstoffquelle im stickstofffreien Medium hatte dabei wenig
Einfluss auf das Ausmal} der induzierten Mitophagie. Die Induktion der Mitophagie durch
Stickstoffentzug war jedoch auch in diesen Stimmen deutlich geringer als durch
Rapamycin. Im Afis/*-Stamm wurde unter diesen Bedingungen kein Anstieg der mtPhoS8
Aktivitdt beobachtet. Weiterhin war der Anstieg der mtPho8-Aktivitét in Adnm I und Acaf4
geringer als in der Kontrolle. Die Schwankungsbreite des Aktivitdtsanstiegs war jedoch in
diesem Experiment so hoch, dass die Unterschiede nicht signifikant waren. Dennoch lésst
sich nicht ausschlieBen, dass die Induktion der Mitophagie in Adnml und Acaf4 durch
Stickstoffentzug reduziert ist. Desweiteren war unter diesen Bedingungen die Mitophagie
im Afis/* Stamm inhibiert. Insgesamt deuten auch diese Ergebnisse an, dass die

Maschinerie der mitochondrialen Teilung keine Grundvoraussetzung fiir Mitophagie ist.
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Abbildung 31: Die mitochondriale Teilung ist fiir Mitophagie induziert durch Stickstoffentzug
nicht essenziell, jedoch inhibiert in AfisI*. Angegebene Stimme wurden unter Expression von
mtPho8 in SG-Medium kultiviert und in exponentieller Wachstumsphase (exp. Phase) oder nach
Inkubation in stickstofffreiem Medium supplementiert mit Glukose (SD-N) oder Glycerin (SG-N)
nach 24 h mittels ALP-Assay analysiert. Der Kontrollstamm entspricht Apho8. Afisl* entspricht
dem Stamm mit einer Suppressor-Mutation. Die Ergebnisse entsprechen den Mittelwerten + s (n =
3), relativ zur Kontrolle nach 24 h Inkubation in SG-N.
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Es ist fraglich, wie der Effekt von Fisl auf die Mitophagie im Gegensatz zu den anderen
Faktoren der Teilungsmaschinerie erklart werden konnte. Etwa zur Zeit dieser Studie wurde
in der Literatur eine Punktmutation im kodierenden Bereich fiir WHISKEY?2 (WHI2) in fis1-
Deletionsstimmen der Euroscarf-Stammsammlung beschrieben (Cheng et al., 2008). Der
Stamm ist demzufolge mit Afis/* bezeichnet. Im Folgenden wurde untersucht, ob die
Reduktion der Mitophagie und Autophagie auf die Abwesenheit von Fisl oder auf eine
Mutation in WHI?2 zuriickzufiihren ist.

3.4 Effekt der fis1-Deletion auf Mitophagie ist bedingt durch eine
sekundare Mutation in WHISKEY2

3.4.1 Afis1* weist eine Mutation in WHISKEY2 auf

Der Deletionsstamm Afis/* von Euroscarf wurde zundchst auf eine Mutation im
kodierenden Bereich von WHI2 untersucht. Dazu wurde WHI2 mit PCR amplifiziert und
das erhaltene Produkt sequenziert. Tatsichlich zeigte die Sequenz eine Punktmutation nach
206 Basenpaaren von T zu G, was zu einem Stopcodon nach nur 68 Aminosduren fiihrt
(Abbildung 32). Da Whi2 im Wildtyp aus 486 Aminosduren besteht, ist davon auszugehen,
dass kein funktionelles Whi2 in Afis/* exprimiert wird. Damit konnten reduzierte

Mitophagie und Autophagie in einem Mangel an Whi2 begriindet sein.
A

N-terminale Sequenz von Whi2
Wildtyp

MDDIITQVSPDNAESAPILQEQQQQQNSQYEGNEEDYGDSLIHLNIQENHYFITRDQL
MSLPESLLLCLFPSGVF... 486

Afis1*

MDDIITQVSPDNAESAPILQEQQQQQANSQYEGNEEDYGDSLIHLNIQENHYFITRDQL
MSLPESLLLC* 68

B
Wildtyp Afis1
230 230
G TTTATT G TTGATT
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Abbildung 32: Ergebnisse der Sequenzierung von WHI2 in AfisI*. A Die Proteinsequenz von
Whi2 wurde iiber Sequenzierung der DNA aus dem WHI2-Lokus aus Wildtyp oder AfisI* ermittelt.

B Chromatogramm der DNA-Sequenz von Wildtyp und Afis/* mit Basenaustausch an Position 206
von T zu G.

3.4.2 Mitophagie ist abhangig von WHISKEY2

Es wurde daher im nachsten Schritt {iberpriift, ob Whi2 einen Einfluss auf Mitophagie und
Autophagie zeigt. Ein Awhi2-Stamm wurde unter Expression von mtPho8 oder cytPho8 in
SG-Medium kultiviert und fiir 24 Stunden mit Rapamycin behandelt. Die korrekte
Lokalisation von mtPho8 in Awhi2 wurde mittels Zellfraktionierung bestétigt (Abbildung
33).

Apho8 + mtPho8

© Q4
\l_Oo\ D\\\\Q\
56 kDa_Me G M C
a8 ==  mtPhos

25 kDa — -— — Tim23

Abbildung 33: In Awhi2 ist mtPho8 richtig lokalisiert. Mitochondrien (M) und Zytoplasma (C)
wurden tliber Differentialzentrifugation aus Zellextrakten der angegebenen Stimme separiert und
mittels SDS-PAGE und Westernblot auf korrekte mtPho8-Lokalisation analysiert.

Im Vergleich zum Kontrollstamm war die Mitophagie in Awhi2 um 50% reduziert
(Abbildung 34). Hingegen war die Autophagie nur um etwa 10% reduziert, was noch
innerhalb der Standardabweichung der Methode liegt. Fluoreszenzmikroskopie zeigte
ebenfalls eine Reduktion der Akkumulation von mtDsRed in der Vakuole um 60%
(Abbildung 35). Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass Whi2 notwendig fiir Mitophagie

und moglicherweise zu einem geringeren Teil auch flir Autophagie ist.
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Abbildung 34: Mitophagie ist reduziert in Awhi2. A-B Der Kontrollstamm oder Awhi2 wurden
unter Expression von mtPho8 (A) oder cytPho8 (B) in SG-Medium kultiviert und in exponentieller
Wachstumsphase (- Rapamycin) oder nach 24 h Rapamycin-Behandlung mittels ALP-Assay
analysiert. Der Kontrollstamm entspricht Apho8. Mitophagie (A) wurde iiber die mtPho8-Aktivitit,
Autophagie (B) iiber die cytPho8-Aktivitdt bestimmt. Die Ergebnisse entsprechen den Mittelwerten
+ s (n > 5), relativ zur Kontrolle nach 24 h Rapamycin-Behandlung, signifikant mit ** p < 0.001.
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Abbildung 35: Akkumulation des mitochondrialen Fluoreszenzmarkers DsRed in der Vakuole
ist in Awhi2 reduziert. Awhi2 wurde unter Expression von mtDsRed und GFP-Atg8 in SG-
Medium kultiviert und in exponentieller Wachstumsphase mit DMSO (- Rapamycin) oder
Rapamycin fiir 7,5 h behandelt und mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie visualisiert,
Skalierung 2 um, (DIK — Differentialinterferenzkontrast). Zellen mit vakuoldr akkumuliertem
mtDsRed wurden ausgezéhlt und der Prozentsatz zur Gesamtzellzahl im Vergleich zum Wildtyp
(Kontrolle) angegeben. Die Ergebnisse der Auszidhlung entsprechen Mittelwerten + s (n > 3). Die
Durchfiihrung und das Erstellen der Bilder wurden von Angelo Occhipinti ausgefiihrt.

3.4.3 Der Mitophagiedefekt in Afis1* wird durch Expression von WHI2 kompensiert

Im nichsten Schritt wurde gepriift, ob der Mitophagie-Phénotyp der Deletionsstimme
Afis1* und Awhi2 durch Expression von entweder Fisl oder Whi2 kompensiert wird. Die
zur Expression verwendeten Plasmide enthielten einen Ars/Cen Replikationsursprung fiir
eine geringe Kopiezahl in den Zellen und den endogenen Promotor des jeweiligen Proteins.
Damit war die Kopiezahl von Fisl und Whi2 in etwa vergleichbar mit dem Wildtyp. Die
Stimme wurden in SG-Medium kultiviert und in der exponentiellen Wachstumsphase fiir
24 Stunden mit Rapamycin behandelt. Der Anstieg der mtPho8-Aktivitit nach Rapamycin-
Behandlung war in Afis/* auch unter zusitzlicher Expression von Fisl gegeniiber dem
Kontrollstamm reduziert (Abbildung 36A-B). Die Expression von Whi2 fiihrte jedoch zu
einem Anstieg der mtPho8-Aktivitdt dhnlich dem im Kontrollstamm. Demnach wurde der
Mitophagie-Defekt durch die Expression von Whi2 sowohl in Afis/* als auch in Awhi2
kompensiert. In diesem Experiment zeigte Whi2 auch einen Effekt auf die Autophagie, der
jedoch geringer war als der Effekt auf die Mitophagie. Die cytPho8-Aktivititen waren nach
Rapamycin-Behandlung in den Vektorkontrollen von sowohl Afis/* als auch Awhi2 um
30% reduziert. Expression von Whi2, jedoch nicht von Fis1, komplementierte diesen Effekt
vollstdndig. Die Analyse der Lysate auf den Abbau mitochondrialer Proteine mittels SDS-
PAGE und Westernblot bestitigten die Ergebnisse des ALP-Assays (Abbildung 36C-D).
Fluoreszenzmikroskopie zeigte ebenfalls eine vollstindige Kompensation der vakuolédren
mtDsRed-Akkumulation in Afis!* und Awhi2 durch Expression von Whi2 (Abbildung 37).
Interessanterweise zeigte auch die Expression von Fisl in Afis/* verglichen mit
AfisI+Vektor eine leichte Erhohung des vakuoldr akkumulierten mtDsRed. Dieser Effekt
ist jedoch auf die Schwankungen der Messwerte in diesem Stamm zuriickzufiihren und
weist daher vermutlich nicht auf einen spezifischen Einfluss von Fisl auf die Mitophagie

hin. Auch die mtPho8-Aktivitit in Awhi2+Vektor spricht fiir diese Interpretation. Insgesamt
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lasst sich schlussfolgern, dass Whi2, jedoch nicht Fisl, ein notwendiger Faktor fiir die

effiziente Induktion von Mitophagie ist.
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Abbildung 36: Expression von Whi2 kompensiert den Defekt der Mitophagie in AfisI" und
Awhi2. A-D Angegebene Stimme wurden unter Expression von mtPho8 (A) oder cytPho8 (B) in
SG-Medium kultiviert und in exponentieller Wachstumsphase (- Rapamycin) oder nach 24 h
Rapamycin-Behandlung mittels ALP-Assay analysiert. Der Kontrollstamm entspricht Apho8. A-B
Mitophagie (A) wurde iiber die mtPho8-Aktivitit, Autophagie (B) iiber die cytPho8-Aktivitit
bestimmt. Die Ergebnisse entsprechen den Mittelwerten + s (n = 3), relativ zur Kontrolle nach 24 h
Rapamycin-Behandlung. C-D Zellextrakte wurden mittels SDS-PAGE und Westernblot auf den
Gehalt mitochondrialer Proteine sowie mtPho8-Prozessierung (C) oder cytPho8-Prozessierung (D)
analysiert.
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Abbildung 37: Whi2-Expression erhoht die Zahl an Zellen mit vakuolir akkumuliertem
mtDsRed in AfisI" und Awhi2 vergleichbar mit Wildtyp. Angegebene Stimme wurden unter
Expression von mtDsRed in SG-Medium kultiviert, in exponentieller Wachstumsphase mit DMSO
(- Rapamycin) oder Rapamycin fiir 7,5 h behandelt und mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie
analysiert. Zellen mit vakuoldr akkumuliertem mtDsRed wurden ausgezihlt und der Prozentsatz zur
Gesamtzellzahl im Vergleich zum Wildtyp (Kontrolle) angegeben. Die Ergebnisse der Auszdhlung
entsprechen Mittelwerten + s (n > 3). Die Durchfiithrung wurde von Angelo Occhipinti ausgefiihrt.

3.4.4 In einem Afis1-Stamm ohne WHI/2-Mutation sind Mitophagie und Autophagie
nicht beeintrachtigt

Basierend auf den Komplementationsstudien sollten Mitophagie und Autophagie in einem
fisl-Deletionsstamm ohne WHI2-Mutation nicht beeintridchtigt sein. Dazu wurden neue
AfisI-Staimme durch Austausch von FISI gegen ein Kanamycin-Resistenzgen generiert. In
den Stammhintergriinden BY4741 bzw. BY4742 kam es nach der Deletion von FIS]
unmittelbar zur Anhidufung einer Punktmutation in WHI2. Diese Mutation unterschied sich
in der Position des Codons, fiihrte jedoch auch zu einem verfriihten Stopcodon (nicht
gezeigt). Im Stammhintergrund W303 konnte die FISI/-Deletion jedoch erfolgreich

eingefiihrt werden, ohne dass sich eine weitere Mutation in WHI2 bildete. In diesem Stamm
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wurden Mitophagie und Autophagie mittels ALP-Assay in SG-Medium nach 24 Stunden
Behandlung mit Rapamycin analysiert. In Einklang mit den vorherigen Ergebnissen war der
Anstieg der mtPho8- und cytPho8-Aktivitit nach Rapamycin-Behandlung in Afis/ nicht

verschieden vom korrespondierenden Kontrollstamm (Abbildung 38).
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Abbildung 38: Mitophagie in einem AfisI-Stamm ohne Mutation in WHI2 ist vergleichbar mit
Wildtyp. A-B Der Kontrollstamm und Afisl wurden unter Expression von mtPho8 (A) oder
cytPho8 (B) in SG-Medium kultiviert und in exponentieller Wachstumsphase (- Rapamycin) oder
nach 24 h Rapamycin-Behandlung mittels ALP-Assay analysiert. Der Kontrollstamm entspricht
Apho8. Mitophagie (A) wurde iiber die mtPho8-Aktivitit, Autophagie (B) iiber die cytPhoS8-
Aktivitdt bestimmt. Die Ergebnisse entsprechen den Mittelwerten + s (n = 3), relativ zur Kontrolle
nach 24 h Rapamycin-Behandlung.

Zusammenfassend lédsst sich schlieBen, dass kein Faktor der mitochondrialen Teilung
notwendig fiir Mitophagie ist. Es muss daher andere Faktoren geben, die bei der
Sequestration die Abtrennung der Mitochondrien vom tubuldren Netzwerk iibernehmen. Es
wurde jedoch ein Protein identifiziert, Whi2, welches die Induktion der Mitophagie und zu
einem geringeren Teil auch der Autophagie beeinflusst. Im Folgenden wurde die Rolle von

Whi2 in der Mitophagie weiter untersucht.
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3.5 Der Einfluss von Whiskey2 auf die Mitophagie

3.5.1 Der Cvt-Weg ist nicht abhangig von Whi2

Bisher ist iiber die Funktion von Whi2 wenig bekannt. Jedoch wurden aus Beobachtungen
von WHI2-Deletionsstimmen einige mogliche Funktionen abgeleitet. Demnach wurde
Whi2 hauptsédchlich in Verbindung mit der Kontrolle des Zellzyklus gebracht (Saul und
Sudbery, 1985; Mountain und Sudbery, 1990b; Mountain und Sudbery, 1990a; Radcliffe et
al., 1997). Desweiteren sind Verdnderungen des Zytoskeletts und eine verminderte
Stressantwort beobachtet worden (Kaida et al., 2002; Leadsham et al., 2009). Es gibt
derzeit keine Hinweise, dass Whi2 dhnlich den Atg-Proteinen eine mechanistische Funktion
in der Autophagie erfiillt. Da jedoch der Effekt von Whi2 auf selektive Mitophagie groBer
ist als auf nicht-selektive Autophagie, ist unklar, ob Whi2 wichtig fiir andere Formen
selektiver Mitophagie ist. Um dies zu untersuchen, wurde die Prozessierung von Apel,
einem Substrat des Cvt-Wegs, in Awhi2 analysiert. In exponentiell wachsenden Kulturen
waren sowohl im Wildtyp als auch in Awhi2 die Apel-Vorstufe (p-Apel) und prozessiertes
Apel (m-Apel) vorhanden, wéihrend in Aatg! nur die nicht prozessierte Vorstufe vorhanden
war (Abbildung 39). Nach Induktion von Autophagie durch Behandlung mit Rapamycin fiir
fiinf Stunden lag Apel im Wildtyp und in Awhi2 vollstindig prozessiert vor. In Aatgl
erfolgte auch unter diesen Bedingungen keine Prozessierung von Apel, was bestitigt, dass
in diesem Stamm alle Formen von Autophagie gestort sind. Aus diesem Ergebnis ldsst sich
schlussfolgern, dass der Cvt-Weg in Awhi2 nicht beeintrichtigt ist und dass Whi2 damit

iiber keine allgemeine Funktion in der selektiven Autophagie verfiigt.
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Abbildung 39: Der Cvt-Weg ist in Awhi2 nicht beeintriachtigt. Angegebene Stimme wurden in
YPG-Medium kultiviert und fiir Sh mit DMSO oder Rapamycin inkubiert. Die Prozessierung von
Apel wurde mittels SDS-PAGE und Westernblot analysiert.
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3.5.2 Das Zytoskelett ist in Awhi2 durch Rapamycin-Behandlung nicht
beeintrachtigt

Unter anderem wurde in Awhi2-Stammen eine Depolarisierung und Aggregation des Aktins
wihrend der Umstellung des Hefestoffwechsels von Fermentation zu Atmung (diauxic
shift) festgestellt (Leadsham et al., 2009). Es ist auBerdem bekannt, dass ein funktionelles
Zytoskelett flir selektive Formen von Autophagie notwendig ist (Reggiori et al., 2005).
Damit konnte der Mitophagiedefekt in Awhi2 durch die Aggregation von Aktin und die
damit verbundene Storung des Zytoskeletts verursacht werden. Um diese Moglichkeit zu
untersuchen, wurden Kulturen des Kontrollstamms und Awhi2 unter den iiblichen
Bedingungen angezogen, vor oder nach Zugabe von Rapamycin fixiert und das Aktin-
Zytoskelett angefarbt. AnschlieBend wurden die Zellen in einem Fluoreszenzmikroskop auf
die Struktur des Aktins untersucht. Sowohl vor als auch nach der Behandlung mit
Rapamycin konnten keine Unterschiede zwischen Awhi2 und dem Kontrollstamm
festgestellt werden (Abbildung 40). In exponentiell wachsenden Kulturen zeigten alle
Zellen ein sehr gut ausgeprégtes Zytoskelett mit polarisierten Aktin-Kabeln. Rapamycin
verursacht normalerweise eine Depolarisierung des Aktins. Danach kommt es unmittelbar
zu einer erneuten Ausbildung des Zytoskeletts iiber Formine, jedoch in einem
unpolarisierten Zustand (Torres et al.,, 2002). In Einklang damit war nach Rapamycin-
Behandlung keine Anderung der Struktur des Zytoskeletts im Wildtyp erkennbar. Jedoch
auch in Awhi2 konnten nach Zugabe von Rapamycin keine Aktin-Aggregate beobachtet
werden. Damit ldsst sich nicht bestétigen, dass der Mitophagie-Phénotyp in Awhi2 durch

ein gestortes Aktin-Zytoskelett verursacht wird.
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Abbildung 40: Das Zytoskelett in Awhi2 weist nach Behandlung mit Rapamycin keine
Auffilligkeiten auf. Der Kontrollstamm (Apho8) und Awhi2 wurden unter Expression von
mtDsRed in SG-Medium kultiviert und fiir 30 min oder 2 h mit Rapamycin behandelt. Zellen
wurden vor (exp. Phase) oder nach Rapamycin-Behandlung mit Formaldehyd fixiert, das Aktin mit
Alexa-Fluor-Phalloidin angefarbt und mittels Fluoreszenzmikroskopie auf die Morphologie des
Zytoskeletts analysiert. Skalierung 1 um.

3.5.3 Die generelle Stressantwort hat einen Einfluss auf Mitophagie und
Autophagie

Eine weitere Studie zur Funktion von Whi2 beschreibt einen Zusammenhang mit der
generellen Stressantwort (Kaida et al, 2002). Die Autoren zeigen eine physische
Interaktion von Whi2 mit der Phosphatase Psrl und dem Transkriptionsfaktor Msn2. Diese
Interaktion deutet darauf hin, dass Whi2 die Dephosphorylierung von Msn2 durch Psrl
reguliert. Der Phosphorylierungsgrad von Msn2 beeinflusst dessen Aktivierung und somit
die Expression von Genen der generellen Stressantwort unter dem Einfluss von
Stressfaktoren, wie zum Beispiel Hitzeschock oder auch Néhrstoffentzug. Zusétzlich ist
bekannt, dass die Inhibierung der TOR1-Kinase die Bindung von Msn2 und dem Paralog
Msn4 an Bmh2 im Zytoplasma auflost, was die Relokalisation der Transkriptionsfaktoren
an ihren Funktionsort, den Zellkern, und damit ihre Aktivierung verursacht. Es ist daher
moglich, dass in Awhi2 eine verminderte generelle Stressantwort die Rapamycin-induzierte
Mitophagie und Autophagie reduziert. Um diesen Zusammenhang zu iiberpriifen, wurden

Deletionsmutanten fiir Psrl, Msn2 und Msn4 untersucht. Der Apsr/-Stamm zeigte nach
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24-stiindiger Rapamycin-Behandlung in SG-Medium ebenfalls eine leichte, jedoch nicht
signifikante Reduktion der Mitophagie um 20%, jedoch keinen Einfluss auf die Autophagie
(Abbildung 41). Der Mitophagie-Phénotyp ist im Vergleich mit Awhi2 etwas
abgeschwicht, was mit hoher Wahrscheinlichkeit auf die teilweise komplementére
Funktion von Psr2 zuriickzufiihren ist. Das Ergebnis deutet jedoch darauf hin, dass Whi2
die Mitophagie iiber die Aktivitdt von Psrl beeinflusst. Im Gegensatz dazu zeigten die
Deletionsmutanten Amsn2 und Amsn4 eine Erhéhung der Mitophagie und Autophagie um
bis zu 50%. Demnach ist die generelle Stressantwort nicht direkt fiir die Induktion von
Mitophagie oder Autophagie notwendig. Es scheint jedoch, dass die generelle Stressantwort
das Mall an Mitophagie und Autophagie direkt oder indirekt beeinflusst. Diese
Beeinflussung ist jedoch gegenldufig zum Effekt von Whi2 und Psrl auf Mito- und
Autophagie und liefert damit noch keine klare Zuordnung der Funktion von Whi2.
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Abbildung 41: Mitophagie und Autophagie sind in Deletionsmutanten der generellen
Stressantwort erhoht. A-B Angegebene Stimme wurden unter Expression von mtPho8 (A) oder
cytPho8 (B) in SG-Medium kultiviert und in exponentieller Wachstumsphase (- Rapamycin) oder
nach Rapamycin-Behandlung fiir angegebene Zeitpunkte mittels ALP-Assay analysiert. Der
Kontrollstamm entspricht Apho§8. Mitophagie (A) wurde iiber die mtPho8-Aktivitdt, Autophagie (B)
iiber die cytPho8-Aktivitdt bestimmt. Die Ergebnisse entsprechen den Mittelwerten + s (n = 3),
relativ zur Kontrolle nach 24 h Rapamycin-Behandlung.

86



Ergebnisse

3.5.4 Mitophagie koénnte wie Autophagie Uber den PKA-Signaltransduktionsweg
reguliert werden

Die Deletion von WHI2 wurde desweiteren mit der Uberaktivierung des Ras-cAMP-PKA
(Proteinkinase A) -Signaltransduktionswegs in Zusammenhang gebracht (Leadsham et al.,
2009). PKA besteht aus drei funktionellen Proteinuntereinheiten, Tpkl, Tpk2, Tpk3, und
einer regulatorischen Untereinheit, Bcyl. Die Aktivierung von PKA erfolgt iiber cAMP, in
dem es an Bceyl bindet und die funktionellen Untereinheiten in aktiver Form freisetzt. Der
Botenstoff cAMP wird in Béckerhefe iiber die Adenylatzyklase Cyrl an der
Plasmamembran gebildet, was durch die GTPasen Rasl, Ras2 und Gpa2 stimuliert wird.
Der Ras-cAMP-PKA-Signaltransduktionsweg reguliert den Energiestoffwechsel in
Abhingigkeit der verfiigbaren Kohlenhydrate und ist neben TORC1 und TORC2 der zweite
Mechanismus, den Zellzyklus an die Néhrstoffbedingungen anzupassen. Es ist bekannt,
dass sich ein erhohter cAMP-Gehalt durch konstitutive Aktivierung der PKA inhibierend
auf die Autophagie auswirkt (Noda und Ohsumi, 1998; Budovskaya et al., 2004; Stephan et
al., 2010). Die Inhibierung erfolgt tiber die direkte Hyperphosphorylierung von Atgl3,
welches in dieser Form nicht an Atgl7 und Atgl binden kann, um die Autophagie
auszuldsen. Es wurde folglich untersucht, ob ein Zusammenhang zwischen Mitophagie und
der PKA-Aktivitit vorliegen konnte. Wahrend des Wachstums auf nicht-fermentierbaren
Kohlenstoffquellen sowie in der stationdren Phase ist die PKA-Aktivitdt gering. Der Zusatz
von Glukose resultiert in einem kurzzeitigen Peak der cAMP-Konzentration, was zur
Aktivierung der PKA und folglich der Phosphorylierung ihrer Substrate fiihrt. Die Aktivitat
der PKA ist wihrend des Wachstums in Glukose-haltigem Medium daher hdher. Die PKA-
Aktivitdit wird vermutlich auch iiber andere Signale reguliert, da der cAMP-Gehalt die
erhohte PKA-Aktivitit wihrend des Wachstums auf fermentierbaren Kohlenstoffquellen
nur unvollstindig erkldrt (Thevelein und de Winde, 1999). Daher wurde Mitophagie
zundchst in Abhingigkeit der Kohlenstoffquelle untersucht. Dazu wurden die Hefekulturen
in Medien mit Glukose, Galaktose oder Glycerin als Kohlenstoffquelle angezogen und mit
Rapamycin fiir fiinf oder 24 Stunden behandelt. AnschlieBend wurden Mitophagie und
Autophagie mittels ALP-Assay bestimmt (Abbildung 42). Wihrend Autophagie unter allen
Bedingungen gleich stark induziert wurde, konnte man fiir Mitophagie deutliche
Unterschiede feststellen. In respiratorischem Medium, mit Glycerin als nicht
fermentierbarer Kohlenstoffquelle, war die Aktivierung von Mitophagie am stérksten.

Enthielt das Medium Glukose, welche von Hefen ausschlieBlich fermentiert wird, konnte
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kein signifikanter Anstieg der mtPho8-Aktivitit und damit keine Mitophagie beobachtet
werden. Enthielt das Medium Galaktose, ein Zucker, der nach der Glykolyse vollstindig zu
H,O und CO, verstoffwechselt wird, konnte eine Induktion der Mitophagie nach 24
Stunden beobachten werden. Jedoch war die Mitophagie in Galaktose-haltigem Medium
gegeniiber respiratorischem Medium deutlich reduziert. Die Abhingigkeit der Mitophagie-
Intensitdt von der Kohlenstoffquelle konnte auf einen verstirkten Einfluss der PKA-
Aktivitdt auf die Mitophagie im Vergleich zur Autophagie hinweisen. Die Unterschiede

konnten jedoch auch durch die respiratorische Aktivitit bedingt sein.
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Abbildung 42: Mitophagie wird durch fermentierbare Kohlenstoffquellen reprimiert. A-B Der
Kontrollstamm (Apho8) wurde unter Expression von mtPho8 (A) oder cytPho8 (B) in den
angegebenen Medien kultiviert und in exponentieller Wachstumsphase (- Rapamycin) oder nach
Rapamycin-Behandlung fiir angegebene Zeitrdume mittels ALP-Assay analysiert. Mitophagie (A)
wurde iiber die mtPho8-Aktivitidt, Autophagie (B) iiber die cytPho8-Aktivitdt bestimmt. Die
Ergebnisse entsprechen den Mittelwerten + s (n = 3), relativ zur Kontrolle nach 24 h Rapamycin-
Behandlung.
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In Glukose-haltigem Medium ist die Expression von Genen reprimiert, die Proteine der
oxidativen Phosphorylierung kodieren. Damit wird die Respiration unterbunden, was die
Inhibierung der Mitophagie verursachen konnte. In diesem Fall miisste die Induktion von
Mitophagie in Glukose wieder moglich sein, wenn die Reprimierung der Genexpression
verhindert wird. Dazu wurde Mitophagie im Stamm Areg/ analysiert, in welchem die
Genexpression nicht reprimiert ist und Respiration auch in Glukose-haltigem Medium
ablduft (Tu und Carlson, 1995). Jedoch war auch in diesem Stamm die Mitophagie in
Glukose-haltigem Medium inhibiert (Abbildung 43). Damit ist nicht die respiratorische
Aktivitit allein der entscheidende Faktor fiir die Induktion der Mitophagie.
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Abbildung 43: Mitophagie wird in Aregl durch Glukose reprimiert. Der Kontrollstamm
(Apho8) und Aregl wurden unter Expression von mtPho8 in SG- oder SD-Medium kultiviert und
Mitophagie in exponentieller Wachstumsphase (- Rapamycin) oder nach 24h Rapamycin-
Behandlung mittels ALP-Assay analysiert. Die Ergebnisse entsprechen den Mittelwerten = s (n =
3), relativ zur Kontrolle nach 24h Rapamycin-Behandlung.
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4 Diskussion

4.1 Rapamycin induziert selektive Mitophagie

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass Mitophagie in Folge der Inhibierung von TORC1
durch Rapamycin und Stickstoffentzug induziert wird. Dies ist im Einklang mit vorherigen
Studien (Camougrand et al., 2004; Kanki und Klionsky, 2008). TORCI reguliert bei
geniigender Nahrstoffzufuhr tiber Phosphorylierung seiner Substrate die Zellproliferation.
Néhrstoffentzug und andere Stressfaktoren fiithren zur Inhibierung von TORC1 und damit
zum Proliferationsstopp, zur Aktivierung der generellen Stressantwort und der nicht-
selektiven Autophagie. Wie die extrazelluldren Signale zur Inhibierung von TORCI fiihren,
ist jedoch noch nicht ausreichend untersucht. Rapamycin ist eine chemische Substanz,
welche TORCI1 direkt inhibiert und ebenfalls nicht-selektive Autophagie induziert (Noda
und Ohsumi, 1998).

In der vorliegenden Arbeit wurde beobachtet, dass die Mitophagie im Gegensatz zur
Autophagie durch Rapamycin stérker induziert wird als durch Stickstoffentzug. Ergebnisse
einer anderen Studie weisen darauf hin, dass Stickstoffentzug TORCI {iber einen anderen
Mechanismus inhibiert als Rapamycin (Tate et al., 2009). Das konnte dafiir sprechen, dass
verschiedene Mechanismen der TORC1-Inhibierung existieren, die sich unterschiedlich auf
die Signaltransduktion und damit auf die Mitophagie auswirken. Desweiteren wurde in der
vorliegenden Arbeit beobachtet, dass durch den Wechsel von respiratorischem
Selektivmedium zum entsprechenden stickstofffreiem respiratorischen Selektivmedium die
Mitophagie &hnlich stark induziert wird wie beim Wechsel zu einem stickstofffreien
Medium mit Glukose als fermentierbarer Kohlenstoffquelle. Jedoch zeigte eine andere
Studie, dass der Wechsel von respiratorischem Vollmedium zu stickstofffreiem
Selektivmedium mit Glukose die Mitophagie stirker induziert als der Wechsel zu
stickstofffreiem, respiratorischem Selektivmedium (Kanki et al., 2009b). Daher konnten
sich sonstige Signaltransduktionswege, wie zum Beispiel der Ras-cAmp-PKA-
Signaltransduktionsweg, ebenfalls unterschiedlich auf Autophagie und Mitophagie
auswirken. Die Bedingungen zur Induktion der Mitophagie sollten daher im Vergleich zur

Autophagie in weiteren Studien adressiert werden.
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Bisher wurde in der Literatur zwischen selektiver und nicht-selektiver Mitophagie
unterschieden. Dabei handelt es sich bei der nicht-selektiven Mitophagie um den zufélligen
Einschluss von Mitochondrien durch Autophagosomen, wobei keine spezifische
Rekrutierung an die PAS {iber Atgl1 notwendig ist. In einer fritheren Studie wurde gezeigt,
dass Mitophagie, welche durch Stickstoffentzug induziert wurde, von den Faktoren fiir
selektive Mitophagie, Atgll, Atg20 und Atg24, abhingt. In der vorliegenden Arbeit war
die Rapamycin-induzierte Mitophagie ebenfalls abhéngig von diesen Faktoren und kann
daher als selektive Form der Autophagie betrachtet werden. In Aatg/l wurde keine
Induktion von Mitophagie detektiert, obwohl nicht-selektive Autophagie gleichzeitig ablief.
Das deutet darauf hin, dass der zuféllige Einschluss von Mitochondrien durch die nicht-
selektive Autophagie minimal ist. Desweiteren war Mitophagie in Glukose-haltigem
Medium vollkommen abwesend. In einer anderen Studie wurde ebenfalls beobachtet, dass
die Mitophagie in Glukose-haltigem Medium gegeniiber respiratorischem Medium nach
Stickstoffentzug deutlich reduziert war (Camougrand et al., 2004). Es ist daher davon
auszugehen, dass die Zelle iiber Mechanismen verfiigt, die sehr genau regulieren, welche
Zellbestandteile liber Autophagie abgebaut werden.

Eine weitere Frage ist, inwiefern die TORCI-Inhibierung durch Rapamycin oder
Stickstoffentzug zum Abbau von dysfunktionellen Mitochondrien fiihrt. In der
vorliegenden Arbeit konnte nicht differenziert werden, ob die abgebauten Mitochondrien
funktionell waren oder nicht. Desweiteren war die Induktion der Mitophagie abhingig von
der Kohlenstoffquelle. Es ldsst sich daher nicht ausschlieen, dass Mitophagie dhnlich der
Pexophagie unter diesen Bedingungen ausschlieBlich der Anpassung des Metabolismus an
die limitierte Néhrstoffzufuhr dient. Andererseits wurde in einer Studie, in der Mitophagie
durch mitochondriale Dysfunktion ausgelost wurde, auch eine Induktion der Autophagie
beobachtet (Priault et al., 2005). Dementsprechend koénnte TORC1 auch die durch
mitochondriale Dysfunktion induzierte Mitophagie regulieren. Erkenntnisse, die durch
TORCI-Inhibierung iiber Mitophagie gewonnen werden, konnten damit auch auf andere

Bedingungen iibertragbar sein.
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4.2 Induktion der Mitophagie resultiert nicht in Fragmentierung der
Mitochondrien

Die Induktion der Mitophagie fiihrte in dieser Studie nicht zur Fragmentierung von
Mitochondrien. Desweiteren konnten nach Rapamycin-Behandlung seltener isolierte
mitochondriale Fragmente beobachtet werden als wihrend der exponentiellen
Wachstumsphase (Daten nicht gezeigt). Interessanterweise wurde in Sdugerzellen unter
Néhrstoffmangel und anderen Stressbedingungen sogar eine stirkere Netzwerkbildung mit
verldngerten Tubuli beobachtet (Tondera et al., 2009). Diese Morphologie wurde durch
verstirkte Fusion erzeugt, welche als Hyperfusion bezeichnet wird. Das konnte darauf
hindeuten, dass Mitophagie auch unter unspezifischen Stressbedingungen, wie zum
Beispiel Néhrstoffentzug, bevorzugt mitochondriale Fragmente abbaut. Die Hyperfusion
konnte demnach dem Schutz vor einem unspezifischen Einschluss der funktionellen

Mitochondrien in Autophagosomen dienen.

4.3 Mitophagie wird nicht durch Fragmentierung der Mitochondrien
induziert

Studien in Séugerzellmodellen deuteten darauf hin, dass Mitophagie durch die Reduktion
des Membranpotenzials induziert wird. Desweiteren konnte Mitophagie in Béckerhefe
durch mitochondriale Dysfunktionen induziert werden, die ebenfalls zu einer Reduktion des
Membranpotenzials flihrten (Priault et al., 2005; Nowikovsky et al., 2007). Da
Mitochondrien bei Verlust des Membranpotenzials auch fragmentieren, stellte sich die
Frage, ob die Fragmentierung ausreicht, um Mitophagie zu induzieren. In dieser Studie
wurde die Fragmentierung durch einen Block der GTPase-Aktivitdt von Mgm1 bei 37°C in
einer Temperatur-sensitiven Mutante induziert. Jedoch fiithrte die Fragmentierung allein
nicht zur Induktion von Mitophagie. Auch eine lingere Inhibierung der Mgm1-abhingigen
Fusion, welche zu Verlust von mtDNA in Tochterzellen fithrt und somit dysfunktionelle
Mitochondrien erzeugen sollte, fithrte nach einer Erholungsphase trotz Wiederherstellung
der normalen tubuldren Morphologie nicht zu einem messbaren Anstieg der Mitophagie.
Sehr wahrscheinlich ist fiir die Induktion von Mitophagie ein zusitzliches Signal

notwendig. Bemerkenswerterweise fiihrten jedoch auch die Inhibierung der Atmungskette

92



Diskussion

durch Antimycin, die Inhibierung der oxidativen Phosphorylierung durch Oligomycin und
die Depletion des Membranpotenzials durch CCCP oder Valinomycin nicht zur Induktion
von Mitophagie (Daten nicht gezeigt). Moglicherweise wird der zelluldre Metabolismus der
Zelle durch diese Chemikalien so stark beeintrdchtigt, dass die Induktion von Autophagie
bzw. Mitophagie und andere Mechanismen der Stressantwort nicht mehr moglich sind. Ein
Absterben der Zellen wurde jedoch nicht beobachtet. Alternativ kdnnte eine unvollstindige
Dissipation des Membranpotenzials die Ursache sein. Eine weitere Moglichkeit ist, dass die
Mitophagie, welche durch Fragmentierung oder Behandlung mit Inhibitoren des
mitochondrialen Metabolismus induziert wird, so gering ist, dass sie mit dem ALP-Assay
nicht detektiert werden kann. Im Fall von CCCP muss ebenfalls in Betracht gezogen
werden, dass der pH-Gradient {iber die Vakuolenmembran zerstort und damit der pH-Wert
im vakuoldren Lumen erhoht wird, was zur Inaktivierung der Proteinase A und damit zu
einem verminderten hydrolytischen Abbau fiihrt. Dadurch konnte ebenfalls die Fusion des
Autophagosoms mit der Vakuole verhindert werden. Die Prozessierung der
mitochondrialen Protease ist somit gestdrt und Mitophagie kann nicht detektiert werden.
Um den Abbau dysfunktioneller Mitochondrien {iiber Mitophagie detaillierter zu
untersuchen, miissen weitere Modelle der mitochondrialen Dysfunktion in Saccharomyces

cerevisae und entsprechend sensitive Methoden etabliert werden.

4.4 Die mitochondriale Teilung ist keine Grundvoraussetzung fur
Rapamycin-induzierte Mitophagie

Die Hypothese, dass mitochondriale Dynamik und Mitophagie als eine Art
Qualitdtskontrolle fiir Mitochondrien dient, legt nahe, dass mitochondriale Teilung fiir den
Abbau mitochondrialer Fragmente iiber Mitophagie notwendig ist. In dieser Studie wurde
jedoch gezeigt, dass Rapamycin-induzierte Mitophagie in Bickerhefe unabhingig von der
mitochondrialen Teilungsmaschinerie ablduft. Weder die Expression von dominant-
negativem Dnml noch die Deletion der Gene, welche die Faktoren der mitochondrialen
Teilungsmaschinerie kodieren, fithrte zu Inhibierung der Mitophagie. Das steht teilweise in
Kontrast zu bereits verdffentlichten Ergebnissen. In einer Studie wurde die Expression von
Mdm38 inhibiert, woraufhin die Mitochondrien zunichst einen fragmentierten und

geschwollenen Zustand aufwiesen und anschlieBend der ausgeprigte Abbau von
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Mitochondrien in der Vakuole beobachtet wurde (Nowikovsky et al., 2007). In einem
Stamm, in dem sowohl DNM1 als auch MDM38 deletiert waren, konnte keine Anderung
der Morphologie und auch keine Mitophagie beobachtet werden. Daraus schlussfolgerten
die Autoren, dass die Inhibierung der Teilung durch Deletion von DNM1 die Mitophagie
blockiert. Es fehlte jedoch der direkte Vergleich zu dem Stamm, in dem nur MDM38
deletiert war. Fiir diesen Stamm wurde zwar die anormale mitochondriale Struktur gezeigt;
Daten, die auf Mitophagie in diesem Stamm hinweisen, fehlten jedoch. Um den
Zusammenhang zwischen Mitophagie und Dnml unter diesen Bedingungen zu zeigen,
miisste man in Adnml die Expression von MDM38 inhibieren und die Anderung der
Morphologie sowie die Induktion der Mitophagie zeitlich verfolgen. In einer anderen
Studie wurde Dnml {iber ein Screening in stationdrer Phase als potentieller Faktor fiir
Mitophagie identifiziert. Zusétzlich war die durch Stickstoffentzug induzierte Mitophagie
in Adnml gegeniiber dem Kontrollstamm reduziert (Kanki et al., 2009b). In der
vorliegenden Arbeit konnte dieses Ergebnis unter Bedingungen des Stickstoffentzugs
bestitigt werden. Hier war zusitzlich eine Reduktion der Mitophagie in Acaf4 zu
beobachten. Jedoch waren die Effekte in Adnml und Acaf4 im Gegensatz zu Afisl*,
welcher die WHI2-Mutation aufwies, nicht signifikant. Weiterhin zeigt dieses Experiment,
dass Mitophagie in Adnml prinzipiell mdglich ist. Die Rapamycin-induzierte Mitophagie
war in Adnml in der vorliegenden Arbeit nicht reduziert. Ein mdglicher Effekt auf
Mitophagie induziert durch Stickstoffentzug in Adnml wire daher wahrscheinlich eher auf
sekundédre Effekte wihrend der Induktion zuriickzufiithren. Die anderen Faktoren der
mitochondrialen Teilungsmaschinerie wurden in der Studie von Kanki et al. (2009) nicht
als Faktoren fiir Mitophagie identifiziert. In Ubereinstimmung damit wurden auch in einer
unabhdngig durchgefiihrten zweiten Untersuchung keine Faktoren der mitochondrialen
Teilung als notwendig fiir Mitophagie identifiziert (Okamoto et al., 2009). In der
vorliegenden Arbeit wurde ein Effekt auf Mitophagie und Autophagie in Afis/* beobachtet,
der sich jedoch auf eine sekundidre Mutation zuriickfithren lie. Insgesamt deuten die
Ergebnisse sowohl der vorliegenden Studie als auch anderer Studien darauf hin, dass die
Faktoren der mitochondrialen Teilungsmaschinerie nicht essenziell fiir Mitophagie sind.
Die mitochondriale Teilung ist damit keine Voraussetzung fiir den Abbau von

Mitochondrien {iber Mitophagie.
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4.5 Der Einfluss der Morphologie auf Mitophagie ist in Saccharomyces
cerevisae und Saugern verschieden

Entsprechend der Ergebnisse dieser Arbeit zeigt die mitochondriale Morphologie in Hefe
keinen direkten Einfluss auf Mitophagie. Das war unerwartet und stellt die zu Grunde
liegende Hypothese der Qualitdtskontrolle von Mitochondrien iiber ihre Dynamik in Frage.
Jedoch ist noch immer nicht geklirt, wie die mitochondriale Teilung und Mitophagie
induziert oder reguliert werden. Es ist moglich, dass unter normalen
Wachstumsbedingungen der Abbau eines geringen Anteils der Mitochondrien durch
Teilung induziert wird, &hnlich der Vorgédnge, die in Sdugerzellen beobachtet wurden (Twig
et al., 2008). Ein so geringfligiges Ausmall an Mitophagie wire moglicherweise mit den
hier gewéhlten Methoden nicht detektierbar. Weiterhin kann nicht ausgeschlossen werden,
dass unter bestimmten Bedingungen die mitochondriale Teilung den Abbau
dysfunktioneller Mitochondrien fordert. Im Gegensatz zu den Ergebnissen in Hefe wurde in
humanen Zellen eine Abhéngigkeit der Mitophagie von DRPI, dem Sidugerhomolog zu
Dnml, beobachtet (Twig et al., 2008; M. Frank personliche Kommunikation). In diesen
Studien wurde Mitophagie unter normalen Wachstumsbedingungen beobachtet (Twig et al.,
2008) oder durch Substanzen induziert, welche gezielt die Funktion der Mitochondrien
beeintrachtigen (M. Frank). Interessanterweise wurde unter letzteren Bedingungen keine
unspezifische Autophagie beobachtet. Desweiteren wurde in einem Séugerzellmodell durch
Néhrstoffentzug nur nicht-selektive Autophagie induziert (Hailey et al., 2010). Mitophagie
wurde unter diesen Bedingungen nicht beobachtet. Das konnte darauf hinweisen, dass der
Abbau von Organellen und Zytoplasma in Sdugern feiner reguliert ist. Insgesamt schlieSen
die Ergebnisse dieser Studie nicht aus, dass die mitochondriale Morphologie wichtig fiir die
Selektion dysfunktioneller Mitochondrien wihrend des Wachstums ist oder eine Rolle bei
der Signaltransduktion zur Induktion von Mitophagie spielt.

Da die mitochondriale Teilung in Hefe nicht notwendig fiir Mitophagie ist, stellt sich die
Frage, wie Teile des mitochondrialen Netzwerkes durch Autophagosomen abgeschniirt
werden konnen. Eine Studie von Kim et al. (2007) zeigte, dass die Teilung der
Mitochondrien und die Bildung des Autophagosoms koordiniert ablaufen. Dabei konnte die
mitochondriale Teilung durch Faktoren der Autophagie vermittelt werden. Kiirzlich wurden
Organell-spezifische Mitophagie-Rezeptoren in Béckerhefe und humanen Zellen
identifiziert. Dabei handelt es sich im Fall von Hefe um Atg32 (Kanki et al., 2009a;

Okamoto et al., 2009) und in humanen Zellen um Nix (Novak et al., 2010). Die Interaktion
95



Diskussion

dieser Proteine mit Atg8 bzw. den homologen Proteinen in Sdugern, LC3 und GABARAP,
welche fiir die Bildung der Autophagosomen essenziell sind, konnte auf eine Rolle bei der
Selektion dysfunktioneller Mitochondrien hinweisen. Es ist moglich, dass diese und andere
Faktoren ebenfalls in der Abspaltung mitochondrialer Fragmente wiahrend der
Sequestrierung durch Autophagosomen fungieren. In einer aktuellen Studie wurde
desweiteren beobachtet, dass Mitochondrien Lipide zur Bildung von Autophagosomen
bereitstellen (Hailey et al., 2010). Dieser Vorgang erfolgte direkt an der mitochondrialen
Auflenmembran. Obwohl sich diese Beobachtungen auf Bedingungen unter
Néhrstoffentzug wéhrend der nicht-selektiven Autophagie beschrinken, ist nicht
ausgeschlossen, dass sich diese Ergebnisse auf Mitophagie {bertragen lassen.
Moglicherweise erfolgt die Bildung des Autophagosoms wihrend der Mitophagie direkt
iiber die Abschniirung von Teilen der mitochondrialen Membran.

Anders betrachtet, konnte auch die Grofle des mitochondrialen Netzwerks der Grund sein,
weshalb die Teilung in Sdugerzellen, jedoch nicht in Biackerhefe, notwendig fiir Mitophagie
ist. In Hefe konnten die Dimensionen der Tubuli klein genug sein, um von
Autophagosomen sequestriert zu werden. Héufigere Zellteilungen kdnnten auBlerdem zur
Erzeugung kleinerer Tubuli beitragen. Im Gegensatz dazu sind die Zellen im
Saugetierorganismus deutlich groBer und die Zellteilungsrate geringer oder sogar
vollstindig abwesend. In post-mitotischem Gewebe kann es zudem von groBerer
Bedeutung sein, den selektiven Abbau von dysfunktionellen Mitochondrien stirker zu

regulieren.

4.6 Die Deletion von FIS1 resultiert in der Akkumulation einer Mutation
in WHI2

Die Untersuchungen zum Einfluss der mitochondrialen Teilungsfaktoren auf die
Mitophagie in dieser Arbeit zeigten einen Effekt fiir Afis/*. Dieser Effekt konnte auf eine
sekunddre Mutation im kodierenden Bereich fiir WHI2 zuriickgefiihrt werden. Eine
Mutation in WHI2 wurde zuvor in Afis/ und Acaf4 der Euroscarf-Stammsammlung
beschrieben (Cheng et al., 2008). In dem hier verwendeten Acaf4-Stamm wurde dagegen
keine Mutation gefunden, was konsistent mit den Ergebnissen fiir Mitophagie in diesem

Stamm ist. Da die WHI2-Mutation zu einem Stopcodon nach nur wenigen Aminoséuren
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fiihrt, ist davon auszugehen, dass in den betroffenen Stammen kein funktionelles Whi2
vorhanden ist. Es wurde gezeigt, dass sowohl die Mutation als auch die Deletion von WHI?2
zu einer verminderten Anpassung des Zellzyklus an &uBlere Bedingungen fiihrt, wie zum
Beispiel die Limitierung von Néahrstoffen (Cheng et al., 2008; Leadsham et al., 2009).
Entsprechend zeigen die Stimme verstirktes Wachstum beim Ubergang in die stationire
Phase und eine verlidngerte chronologische Lebensdauer. Die Expression von Genen der
Stressantwort durch Msn2 und Msn4 ist in Awhi2 ebenfalls vermindert (Kaida et al., 2002).
Diese Anpassungsdefizite resultieren bei langer anhaltenden Stressbedingungen in einem
verstirkten Absterben der Zellen und damit zu einer reduzierten Stresstoleranz (Fannjiang
et al., 2004; Kitagaki et al., 2007; Leadsham et al., 2009). In der vorliegenden Arbeit fiihrte
die Konstruktion neuer fis/-Deletionsstimme im BY4742-Hintergrund unmittelbar zu einer
erneuten Mutation in WHI2. Es liegt daher nahe, dass eine genetische Interaktion zwischen
FISI und WHI2 vorliegt. Damit stellt sich die Frage, worin der Vorteil einer solchen
Mutation in fis/-Deletionsstimmen liegt. In humanen Zellen wurde beobachtet, dass der
Verlust von DRP1 zu einem reduzierten Membranpotenzial, erhohter Bildung von
reaktiven Sauerstoffmolekiilen, zum Verlust der mitochondrialen DNA und zur Reduktion
der respiratorischen Aktivitit fiihrt (Parone et al., 2008). In Folge dessen wiesen die Zellen
reduzierte Mengen an zellulirem ATP auf, was die Zellproliferation reduzierte und die
Autophagie induzierte. Diese Effekte konnten entweder auf eine verminderte funktionelle
Kapazitit der Mitochondrien, bedingt durch die Morphologie, zuriickzufiihren sein oder auf
fehlenden Abbau dysfunktioneller Mitochondrien iiber Mitophagie. Es ist daher unklar,
inwiefern sich diese Beobachtungen auf Saccharomyces cerevisae iibertragen lassen. Zum
einen ist Mitophagie in Hefe nicht von mitochondrialer Teilung abhdngig und zum anderen
wurde die WHI2-Mutation in dieser Arbeit nur in Afis/ beobachtet, nicht jedoch in
Deletionsstimmen aller anderen mitochondrialen Teilungsfaktoren. Es ist dennoch
wahrscheinlich, dass die WHI2-Mutation ein Wachstumsdefizit in Afis/ in Hefe
kompensiert. In Ubereinstimmung damit wurde im Afis/-Stamm ohne Whi2-Mutation eine
hohere Frequenz des Auftretens von petit-Kolonien beobachtet (Cheng et al., 2008). Petit-
Kolonien entstehen, wenn Zellen ihre mitochondriale DNA verlieren und in Folge dessen
auf Fermentation zur ATP-Bereitstellung beschrénkt sind, was zu einem verminderten
Koloniewachstum nach Erschopfung der Glukose-Vorrite fiihrt. Sowohl Wildtyp als auch
der AfisI-Stamm mit WHI2-Mutation zeigten ein reduziertes Auftreten von petit-Kolonien

im Vergleich zu Afis] ohne Mutation. Das konnte darauf hinweisen, dass Fisl,
97



Diskussion

moglicherweise in Kombination mit Caf4, zusétzlich zur Morphologie die
Zellatmungskapazitit von Mitochondrien beeinflusst. Entsprechend der publizierten Daten
zu einem Anpassungsdefizit an Stressbedingungen wére die WHI2-Mutation von Vorteil,
um den Wachstumsdefizit und die Bildung von petit-Kolonien in Afis/ zu kompensieren.
Andererseits zeigen Ergebnisse von Leadsham et al. (2009), dass Mitochondrien in Awhi2
eine anormale Morphologie, ein reduziertes Membranpotenzial und erhdhte ROS-Bildung
aufweisen. Diese Beobachtungen beschrinkten sich jedoch auf die Phase des diauxischen
shifts und konnten damit auf das Anpassungsdefizit an wechselnde Wachstumsbedingungen
und auf die reduzierte Mitophagie in diesem Stamm zuriickzufiihren sein. Das potentielle
Wachstumsdefizit in Afis/ konnte dementsprechend nur in der exponentiellen
Wachstumsphase durch den Verlust der Whi2-Funktion kompensiert werden. Eine andere
Moglichkeit wire, dass Mitophagie und Autophagie in Abwesenheit von Fisl iiberaktiviert
sind und dieser Effekt durch die WHI2-Mutation kompensiert wird. Weitere Arbeiten sind

notwendig, um diese Hypothesen zu testen.

4.7 Whiskey2 beeinflusst die Induktion von Mitophagie und Autophagie

Im Rahmen dieser Arbeit wurde Whi2 als neuer Faktor fiir Mitophagie und nicht-selektive
Autophagie identifiziert. Da dieser Effekt nur partiell ist, wurde er moglicherweise in
vorherigen Screeningverfahren nach Faktoren der Autophagie in Awhi2 nicht detektiert. Es
gibt derzeit keine Hinweise auf eine physische Interaktion von Whi2 mit Proteinen, die
mechanistisch an der Autophagie beteiligt sind. Der Cvt-Transportweg zeigte in Awhi2
keine Beeintrachtigung. Das deutet insgesamt darauf hin, dass Whi2 nicht mechanistisch in
selektiver oder nicht-selektiver Autophagie fungiert. Fiir Whi2 wurde kein Homolog im
Sdugetierorganismus gefunden und die Funktion ist bis heute noch weitreichend ungeklért.
Hypothesen stiitzen sich hauptsdchlich auf Beobachtungen, die unter verschiedenen
Bedingungen gemacht wurden. Zum einen wurde beim Ubergang von der Fermentation zu
Zellatmung in Awhi2 die Depolarisierung und Aggregation des Aktin-Zytoskeletts
beobachtet (Leadsham et al., 2009). Ein funktionelles Zytoskelett ist auBerdem notwendig
fiir selektive Formen von Autophagie (Reggiori et al., 2005), was jedoch nur den Effekt auf
Mitophagie erkldren wiirde. Entsprechend wurde zundchst die Morphologie des
Zytoskeletts wiahrend der Induktion von Autophagie und Mitophagie durch Rapamycin-
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Behandlung analysiert. Awhi2 zeigte jedoch unter diesen Bedingungen ein normales
Zytoskelett mit sichtbaren Aktin-Kabeln vergleichbar mit dem Kontrollstamm. Es ist daher
unwahrscheinlich, dass der Mitophagie-Defekt auf ein gestortes Zytoskelett zuriickzufiihren
ist.

Desweiteren wurde die Deletion von WHI2 mit einer verminderten generellen Stressantwort
in Verbindung gebracht (Kaida et al., 2002). Diese Studie zeigte eine physische Interaktion
von Whi2 mit Psrl und dem Transkriptionsfaktor der generellen Stressantwort Msn2. Die
Deletion von WHI2 resultierte ebenso wie die Deletion von PSR/ und PSR2 in der
Hyperphosphorylierung von Msn2 und einer reduzierten Expression von Genen, die einen
regulatorischen STRE-Bereich in ihrem Promotor aufweisen. Diese Ergebnisse deuten
darauf hin, dass Whi2 die generelle Stressantwort iiber die Aktivitdit von Msn2 reguliert.
Dabei fungiert Whi2 moglicherweise als Vermittler der Interaktion zwischen Psrl und
Msn2, wahrscheinlich um Msn2 zu dephosphorylieren. Da die generelle Stressantwort
jedoch auch durch den PKA-Signaltransduktionsweg reguliert wird, kann man nicht
ausschlieBBen, dass Whi2 die Stressantwort auf diese Art beeinflusst (Gorner et al., 1998).
Um den reduzierenden Effekt von Whi2 auf Auto- und Mitophagie iiber die generelle
Stressantwort zu erkldren, miisste diese fiir die Induktion von Autophagie bzw. Mitophagie
notwendig sein. In dieser Arbeit konnte das nicht bestitigt werden. In Amsn2 und Amsn4
waren sowohl die Autophagie als auch die Mitophagie sogar um bis zu 50% erhoht. Das ist
in Einklang damit, dass die Transkription von bekannten Autophagie-Faktoren nicht iiber
Msn2 und Msn4 reguliert wird. Die Erhohung der Autophagie und Mitophagie konnte
damit erkldrt werden, dass durch die Reduktion der Stressantwort mehr Kapazititen der
Zellen fiir die Autophagie genutzt werden konnen. Beispielsweise werden auch einige
Faktoren der Autophagie, z. B. Atg8 und Atgl4, durch Transkription reguliert. Bei
Induktion von Autophagie erhoht sich die Expression von Atg8 durch einen unbekannten
Transkriptionsfaktor um das 8-fache und von Atgl4 durch GIn3 um das 20-fache. Diese
Erhohung wird durch die Reduktion der STRE-regulierten Transkription iiber freie
Kapazititen der Transkriptions- und Translationsmaschinerie begiinstigt und koénnte zu
einer erhohten Autophagie fithren. In Apsr/ konnte ein geringer, jedoch nicht signifikanter
Effekt auf Mitophagie und kein Effekt auf Autophagie beobachtet werden. Das liegt
moglicherweise an der redundanten Funktion von Psrl, welche durch Psr2 ersetzt werden
kann. In Einklang damit wurde der Phinotyp von Awhi2 nur in einem ApsrlApsr2-

Doppeldeletionsstamm beobachtet (Kaida et al., 2002). Obwohl dieses Ergebnis tendenziell
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auf einen Einfluss von Psrl hinweisen konnte, liefert es keinen eindeutigen Hinweis, ob der
Zusammenhang zwischen Whi2 und Mitophagie bzw. Autophagie auf die Funktion von
Psrl zuriickzufiihren ist. Insgesamt sind die Effekte von Whi2 und der generellen
Stressantwort auf Autophagie und Mitophagie gegensitzlich, was darauf hindeutet, dass
Whi2 die Auto- und Mitophagie nicht positiv iiber die generelle Stressantwort reguliert.

Der beobachtete Phédnotyp in Awhi2 wurde in der Studie von Leadsham et al. (2009)
desweiteren auf eine Uberaktivierung des Ras-cAMP-PKA-Signaltransduktionswegs
zuriickgefiihrt. Da sich die PKA-Aktivitit auch auf die Induktion der Autophagie auswirkt,
konnte sich so der Effekt auf die Mitophagie erkldren. Die Mechanismen zur Regulation
von Autophagie durch TORCI und PKA sind in Abbildung 44 dargestellt. PKA fiihrt im
aktiven Zustand zur Hyperphosphorylierung des Atgl-Kinasekomplexes, wodurch die
Induktion der Autophagie inhibiert wird (Yang und Klionsky, 2009). Inwiefern Mitophagie
von der PKA-Aktivitdt reguliert wird, ist jedoch nicht bekannt.
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Abbildung 44: Regulierung der Autophagie durch TORC1 und PKA. Atg13 und Atgl werden
durch TORK1- und PKA-Aktivitdt hyperphosphoryliert. Dadurch wird die Bildung des Atgl-
Kinasekomplexes inhibiert, welcher Autophagie induziert.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten, dass Mitophagie in Glukose-haltigem Medium
inhibiert ist. Diese Inhibierung war jedoch nicht durch die Repression der mitochondrialen

Biogenese bedingt, da die Inhibierung durch Deletion von REG! nicht aufgehoben wurde.
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Da wiihrend der Fermentation die PKA-Aktivitiit gegeniiber dem Ubergang zur Zellatmung
transient erhoht ist, konnte dieses Ergebnis auf einen Zusammenhang zwischen Mitophagie
und PKA-Aktivitdt hinweisen. Zwar zeigte die Zugabe von extrazellulirem cAMP zur
Kultur keinen Effekt auf die Mitophagie (Daten nicht gezeigt). Das konnte jedoch zum
einen daran liegen, dass das extrazellulire cAMP zu schnell durch die Phosphodiesterasen
Pdel und Pde2 abgebaut wird und daher keine Wirkung zeigt. Zum anderen konnten lokale
cAMP-Konzentrationen eine groere Rolle spielen, die durch externe Zugabe von cAMP
experimentell nicht beeinflusst werden konnen. Beispielsweise wurde in Awhi2 die
Misslokalisation von Ras2 in der aktiven Form an Mitochondrien beobachtet, was die
lokale cAMP-Konzentration erhohen konnte (Leadsham et al., 2009). Weiterhin wurde
gezeigt, dass die extrazellulire Glukose-Konzentration und die intrazelluldire cAMP-
Konzentration nicht immer mit der PKA-Aktivitit korrelieren (Ma et al.,, 1999;
Vanhalewyn et al., 1999; Thevelein et al., 2000). Beispielsweise resultiert Stickstoffentzug
in Glukose-haltigem Medium in einem Anstieg der cAMP-Konzentration, wéhrend die
PKA-Aktivitit reduziert wird. Die Bildung von cAMP iiber die Adenylatzyklase wird
sowohl von Ras-Proteinen als auch von Gpa2 und dessen Rezeptor Gprl reguliert
(Colombo et al., 1998; Xue et al., 1998). Die Regulation in Abhéngigkeit von Glukose ist
dabei eher auf Gpa2 und Gprl zuriickzufithren ((Nakafuku et al., 1988; Kraakman et al.,
1999). Die Rolle von Rasl/2 besteht wahrscheinlich in der Glukose-unabhingigen
Regulierung des basalen cAMP-Gehalts. Desweiteren héingt die Aktivierung der
Signalkaskade der PKA, welche durch den cAMP-Peak nach plétzlicher Glukose-Zufuhr in
stationdren Hefezellen induziert wird, von der Anwesenheit weiterer essenzieller Nahrstoffe
ab (Thevelein et al., 2000). Folglich muss es zusitzliche Faktoren geben, welche die
Signalkaskade regulieren, die der PKA nachgelagert ist. Dafiir wurde der FGM-Signalweg
(fermentable growth medium) vorgeschlagen (Thevelein, 1994). In diesem Signalweg
konnte moglicherweise die Protein-Kinase Sch9 eine Rolle spielen, welche iiber die
Verfiigbarkeit von Stickstoff reguliert wird. Diese Kinase weist homologe Bereiche zu
PKA auf und ihre Uberexpression kann die Deletion essenzieller Komponenten des Ras-
cAMP-PKA-Signaltransduktionswegs kompensieren. Die experimentelle Manipulation der
Signaltransduktion um die PKA gestaltet sich entsprechend dieser Ergebnisse sehr
schwierig. Desweiteren wirken sich Manipulationen auf mehrere Signale gleichzeitig aus.
Die Mechanismen zur Regulation der Mitophagie durch den Ras-cAMP-PKA-
Signaltransduktionsweg, der Stressantwort und die Funktion von Whi2 sollten daher in
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weiteren wissenschaftlichen Studien adressiert werden. Als Ausgangspunkt dafiir wurden
die moglichen Zusammenhidnge zwischen Whi2 und der Induktion von Mitophagie und
Autophagie im nachfolgenden Schema aufgezeigt (Abbildung 45). Whi2 konnte
entsprechend der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit die Induktion der Mitophagie und
Autophagie zum einen iiber Dephosphorylierung und zum anderen {iber die Transkription
gegensitzlich beeinflussen. Zum einen konnte es inhibierend iiber die Aktivierung der
Stressantwort durch Msn2, zum anderen aktivierend {iiber den Ras-cAMP-PKA-
Signaltransduktionsweg wirken. Die Inhibierung der PKA fordert die Dephosphorylierung
von Atgl3, wodurch sich der Atgl-Kinasekomplex zur Induktion von Autophagie bilden
kann. Die Mitophagie konnte entweder iiber denselben Mechanismus bzw. die Induktion
von Autophagie induziert werden oder durch einen weiteren noch unbekannten Faktor.
Dieser Faktor konnte entweder iiber Whi2 direkt, iiber Ras-cAMP-PKA oder auch iber
Psrl und Psr2 reguliert werden. Entsprechend des stirkeren Effekts von Whi2 auf
Mitophagie ist es ebenfalls denkbar, dass diese unabhédngig von Autophagie nicht durch den
Ras-cAMP-PKA-Signaltransduktionsweg reguliert wird. Da sich die PKA-Aktivitdt auch
inhibierend auf die generelle Stressantwort auswirkt, wiirden Mitophagie und Autophagie
dadurch gleichzeitig begiinstigt. Es ist desweiteren fraglich, ob Whi2 die Aktivitit der PKA
direkt, iiber cAMP und Rasl/2 oder iiber ein weiteres unbekanntes Protein reguliert.
Beachtenswert in diesem Zusammenhang ist, dass die Proteinsequenz von Whi2 zwei
Motive aufweist, die an der Aktivierung von Dephosphorylierungen beteiligt sind. Diese
Strukturmerkmale, die Interaktion von Whi2 mit der Phosphatase Psrl sowie der Einfluss
auf die Aktivitit der PKA weisen daraufhin, dass die Regulation mit hoher
Wabhrscheinlichkeit iiber Phosphorylierungsreaktionen erfolgt. Die Identifizierung von
weiteren interagierenden Phosphatasen und ihrer Substrate sollte entsprechend Gegenstand

nachfolgender Studien sein.
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Abbildung 45: Schematische Darstellung moglicher Mechanismen zum Einfluss von Whi2 auf
Mitophagie und Autophagie. Whi2 induziert {iber die Interaktion mit Psr1/2 und Msn2/4 die
Expression STRE-regulierter Gene. Die STRE-Gen Expression wirkt inhibierend auf die Induktion
der Mitophagie und Autophagie. Whi2 inhibiert weiterhin direkt oder indirekt die Ras-cAMP-PKA-
Signalkaskade. Aktivierte PKA phosphoryliert Atgl und Atgl3, wodurch die Bildung des Atgl-
Kinasekomplexes verhindert und damit die Autophagie inhibiert wird. Dephosphoryliertes Atgl3
induziert die Bildung des Atgl-Kinase-Komplexes wodurch Autophagie induziert wird. Die
Induktion von Mitophagie konnte dabei direkt iiber die Aktivierung von Autophagie bzw. den Atgl-
Kinasekomplex oder indirekt erfolgen. Dabei konnten weitere durch Whi2 regulierte
Phosphorylierungen nétig sein. PKA wirkt ebenfalls inhibierend auf die Aktivitdit von Msn2/4.
Durchgezogene Linien entsprechen etablierten Mechanismen. Gestrichelte Linien entsprechen
moglichen Mechanismen.
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5 Zusammenfassung

Mitochondrien bilden innerhalb der Zelle ein dynamisches Netzwerk aus, welches durch
hiufige Teilungs- und Fusionsvorginge aufrechterhalten wird. Eine Reihe von
neurodegenerativen  Erkrankungen, unter anderem die autosomal dominante
Optikusatrophie Typl, Charcot-Marie-Tooth Neuropathie Typ 2A und 4A und Parkinson,
werden mit einer Verdnderung dieser mitochondrialen Dynamik in Verbindung gebracht.
Obwohl die molekularen Mechanismen zur Teilung und Fusion von Mitochondrien zu
einem Teil bereits aufgeklért wurden, ist die Funktion der mitochondrialen Dynamik noch
immer unklar. Eine Hypothese dazu ist, dass die Dynamik einer Art mitochondrialen
Qualitdtskontrolle dient. In Hefen und Sadugern wurde beobachtet, dass die
Fusionskompetenz von dysfunktionellen Mitochondrien reduziert ist. Auf diese Weise
konnten dysfunktionelle Mitochondrien vom Netzwerk isoliert und dem Abbau durch
Mitophagie zugefiihrt werden.

Um diese Hypothese zu priifen, galt es zunichst, die Mitophagie néher zu charakterisieren.
Dazu wurde eine enzymatische Methode etabliert, welche die quantitative Unterscheidung
zwischen Autophagie und Mitophagie in Saccharomyces cerevisae ermoglicht. Die mit
dieser Methode gewonnenen Ergebnisse wurden zusitzlich mit Fluoreszenzmikroskopie
und der Analyse des Abbaus mitochondrialer Proteine mittels Westernblot verifiziert.

Die Inhibierung der TORI1-Kinase (farget of rapamycin I) durch Stickstoffentzug oder
Rapamycin resultierte wéhrend des respiratorischen Wachstums in der Induktion von
sowohl Autophagie als auch Mitophagie. Die Daten dieser Studie zeigten, dass Rapamycin-
induzierte Mitophagie von den bekannten Faktoren der selektiven Autophagie (A7G11,
ATG20, ATG24) abhdngt. Damit handelt es sich unter den gewihlten Bedingungen um
einen selektiven Abbau von Mitochondrien. Desweiteren wurde in der vorliegenden Arbeit
der Einfluss der mitochondrialen Dynamik auf Mitophagie untersucht. Dazu wurden
Hefestimme, in denen entweder die Teilung oder die Fusion der Mitochondrien inhibiert
war, analysiert. Die Fragmentierung der Mitochondrien in einem temperatursensitiven
mgmI-Stamm oder die Behandlung mit Substanzen, welche die mitochondriale Funktion
beeintriachtigen, fiihrten nicht zu einer messbaren Induktion der Mitophagie. In Einklang

damit resultierte die Rapamycin-induzierte Mitophagie nicht in einer Fragmentierung des
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mitochondrialen Netzwerks. In Mutanten der mitochondrialen Teilung (Adnml, Afisl,
Amdvl, Acaf4) wurde Induktion von Mitophagie durch Rapamycin in gleicher Weise wie
im Wildtyp beobachtet. Ein Zusammenhang zwischen mitochondrialer Dynamik und
Mitophagie scheint demnach im Gegensatz zu Sdugern in S. cerevisae nicht vorzuliegen.
Jedoch konnte die Teilung unter bestimmten Bedingungen notwendig sein, zum Beispiel
fiir den Abbau von geschidigten Mitochondrien. Dies gilt es in zukiinftigen Studien mit
neuen Modellen der mitochondrialen Dysfunktion zu untersuchen.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde in einem Afis/-Stamm zunichst eine Reduktion
der Mitophagie und Autophagie festgestellt. Dieser Stamm wies jedoch eine sekundére
Mutation im Lokus des Gens WHISKEY (WHI2) auf. Die Expression von WHI2, aber nicht
von FIS1, konnte die Induktion der Mito- und Autophagie in Afis/ rekonstituieren. Damit
ist der Phénotyp auf die sekunddre Mutation und nicht auf die Inhibierung der
mitochondrialen Teilung in diesem Stamm zuriickzufiihren. Die Analyse eines whi2-
Deletionsstammes bestétigte, dass dieses Protein notwendig fiir die Induktion der
Mitophagie, jedoch nicht fiir den Cvt-Transportweg (cytoplasm to vacuole targeting
pathway) ist. Frihere Studien mit Awhi2 lieferten Indizien fiir Funktionen in der
Regulierung des Zellzyklus und der generellen Stressantwort. In der vorliegenden Arbeit
wurde gezeigt, dass die Deletion der Transkriptionsfaktoren der generellen Stressantwort,
MSN2 und MSN4, in erhohter Mitophagie und Autophagie resultiert. Dieses Ergebnis
deutet darauthin, dass die generelle Stressantwort an der Regulation von Autophagie und
Mitophagie beteiligt ist. AuBerdem berichten frithere Studien, dass die Deletion von WHI2
zu einer Uberaktivierung der Proteinkinase A und damit zur Inhibierung von Autophagie
filhrt. Moglicherweise wird demnach die Regulation der WHI2-abhingigen Mitophagie
sowohl Ttber die allgemeine Stressantwort als auch {iiber den Proteinkinase-A-

Signaltransduktionsweg vermittelt.
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6 Summary

Over the last two decades mitochondria have been recognized as a highly dynamic network
constantly undergoing fusion and fission. Several diseases such as autosomal dominant
optic atrophy type I, Charcot-Marie-Tooth neuropathy type 2A and 4A and Parkinson’s
disease are associated with alterations in mitochondrial dynamics. Although there is
considerable knowledge on the molecular players involved in fusion and fission of
mitochondria, the functional significance of mitochondrial dynamics is still elusive. One
hypothesis is that fusion and fission dynamics act as a quality checkpoint for mitochondrial
functionality. Observations in yeast and mammalian cells showed that fusion competence is
reduced if mitochondrial function is impaired. By that dysfunctional mitochondria could be
isolated from the intact network and targeted for degradation by mitophagy.

In order to test this hypothesis and to characterize the process of mitophagy more closely,
an enzymatic method was established which enabled the quantification of autophagy and
mitophagy in Saccharomyces cerevisae. Results obtained by this method were further
validated by fluorescence microscopy and analysis of mitochondrial protein degradation by
westernblot. Inhibition of the TOR1-Kinase (target of rapamycin) by nitrogen starvation or
rapamycin treatment under respiring growth conditions resulted in the induction of
autophagy as well as mitophagy. The data further shows that rapamycin-induced mitophagy
depends on the known components of the selective autophagy machinery (A7G11, ATG20,
ATG24), confirming that a selective degradation of mitochondria occurred under the
applied conditions. The present study focused further on deciphering the role of
mitochondrial dynamics in mitophagy in yeast. Therefore, mutants deficient in either fusion
or fission of mitochondria were analyzed. Mitochondrial fragmentation in a temperature
sensitive mgml-5 mutant or treatment with drugs that compromise mitochondrial
functionality did not trigger a detectable induction of mitophagy. Accordingly, rapamycin-
induced mitophagy does not result in the fragmentation of the mitochondrial network. In
mutants inhibited for mitochondrial fission (Adnmli, Afisl, Amdvi, Acaf4) mitophagy was
induced at wild type level. Thus, in contrast to data obtained in mammalian systems there
seems to be no link between mitochondrial dynamics and mitophagy in S. cerevisae.
However, fission could play an important role for the induction of mitophagy under other
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conditions, for example to eliminate damaged mitochondria during exponential growth.
This needs to be addressed in further studies with new model systems for mitochondrial
dysfunction.

Within the present study a reduction in autophagy and mitophagy was initially observed in
a Afis1 strain. This strain, however, contained a secondary mutation in the locus of the gene
WHISKEY2 (WHI2). Expression of WHI2, but not FISI, could restore mitophagy and
autophagy to wild type level. The observed phenotype in this strain is therefore due to the
secondary mutation and not due to the impaired fission. Analysis of Awhi2 confirmed that
Whi2 is required for mitophagy but not the cvt-pathway (cytoplasm to vacuole targeting).
Results of previous studies in Awhi2 point to a function of Whi2 in cell cycle regulation and
the general stress response. In the present study it was observed that the deletion of the
general stress response transcription factors, MSN2 and MSN4, results in increased
mitophagy and autophagy. This result indicates that the general stress response plays a role
in the regulation of mitophagy and autophagy. Previous studies also reported, that deletion
of WHI2 leads to an increased proteinkinase-A activity and thus to inhibition of autophagy.
Possibly, Whi2 regulates mitophagy via the general stress response as well as

proteinkinase-A signaling.
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zirka

zyklisches Adenosin-5"-monophosphat
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Cytoplasm to vacuole targeting
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Ethylenglycoltetraacetat
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N-(2-Hydroxethyl)-piperazin-N"-ethansulfonsdure
Meerrettich-Peroxidase

High molecular weight marker
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Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid
Kilobasen
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5% Milch in Tris-gepufferter Saline
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mitochondriale Desoxyribonukleinsiure
multivesicular bodies

Anzahl der Durchfiihrungen

Optische Dichte
Polyacrylamidgelelektrophorese
Phagophore assembly site
Phosphat-gepufferte Saline
Polymerase-Kettenreaktion
Polyethylenglykol

anorganisches Phosphat
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Proteinkinase A
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Tetratricopeptid repeat
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