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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Mitochondrien

Mitochondrien sindessenzielle Organelleder eukaryotischen Zelldie Anzahlan
Mitochondrienin einer Zelle variiert je nach metabolischem Zustand bzw. in Abhangigkeit
vom jeweiligen Zelltyp (Alberts et al., 2008 Richard Altmannbeschrieb1894 als este
sogenannte Bioblaste als Organelle einer Zelle (Ernster and Schatz, 1981Die
Bezeichnung Mitochondrium (gmitos = Faden;chondrion= Kérnchen)wurde 1898 von
Carl BendavorgeschlagenNeben Plastiden sind Mitochondrien dimzigenZellorganellen
welcheeigenes genetisches Materiedgen und drch eine doppelte Membran vonytGsol
getrennt sindNass and Nass, 1963dass and Nass, 1963Ibie Genese von Mitochondrien
und deren Abgrenzung durch eine Doppelmembran wird durclEmti@symbiontentheorie
erklart (Sagan, 1967 Nach dieser Theorie wird die Herkunft von Mitochondrien durch eine
Endozyt ose ei neRroteabaktedums, imeSpeien Riekettsidtles Stamms
Pelagibacteraceadurch eine anaerobe Archaegelle postuliert(Thrash et al., 2011Gray,
1992 Lane and Martin, 2070
Mitochondrien  beherbergen Bestandteile unterschiedlichster  Stoffwechseld
TransduktionswegeDer Prozess, welcher Mitochondrien essentiell fir das Uberleben einer
Zelle macht, ist die Synthese von Eisen/Schweltaktern(Lill and Kispal, 2000. Selbige
sind Strukturkomponenten von Eis8chwefelProteinen, welche wiederum zentrale
Funktionen beim Elektronentransport, der Katalyse biochemischer Reaktiondmeiuddr
Bildung von Ribosomen einnehméKispal et al., 200b Eine weitere Hauptaufgabe von
Mitochondrien ist die sauerstoffabhangige Synthese von ATP durch oxidative
Phosphorylierund1.1.]). Dartber hinaugnthaltensie die Enzyme des Citratzyklus, dbf
Oxidation, der Ketonkorpersynthese, der Hamjmtisese und einige Enzyme des

Aminosauremetabolismus sowie der Steroiadd Phospholipidbiosynthegkliller, 2011).

In Mitochondrien sind viele Redorpzesse lokalisiertwas diese Organellezu einem
wichtigen Produktionsortreaktiver SauerstoffspezieR@S, reactiveoxygen speces) macht
(Krishnan et al., 2007 Ein vermehrtes Auftreten dieser Oxidatighguivalente, welche
sowohl zu Lipidperoxidationals auch zu DNAund Proteidysfunktionfihren kdnnenyird
mit vorzeitigem Altern Apoptoseund metabolischebysfunktion in Verbindung gebracht
(Lenaz, 2012Lee and Wei, 2012 Vor allem Mutation der mitochondrialeBNA (mtDNA)
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stellen den Beginn einesir€ulus vitiosus mitdysfunktionalenAtmungskettenezymen und

so vermehrter RO®roduktion darDer erhohte Gehalt an ROS wieder beglnstigt das
Auftreten von mDNA-Mutationen undder dadurch entstehendereislauf fihrt haufig zu
einer terminalen respiratorischen Insuienz der Zelle (Davis et al., 1997Carew et al.,
2003. Umdie Generierung $@dlicher ROSu minimieren besitzen Mitochondrierin fein
abgestimmtes RegulationssystestasRedoxprozesse iden Organelen kontrolliert und ein
vermehrtes Auftreten von Radikalen verhind&iebdd and Chandel, 20)6

Neben den genannten metabolischen FunktidkoamteMitochondrien eine Schlisselrolle in
der Regulatiorder Apoptosaund der damit verbundenen Regulation der Calciumhomdoostase
zugeschrieben werddBernardi et al., 20Q1Bernardi and Rasola, 200Mishra and Kumar,
2005. Die Regulation der Calciumhorogtase spielt dabei nicht nur unter apoptotischen
Bedingungen eine zentrale Rolle im Zellstoffwechsehdern ist auch unter physiologisch
Bedingungen als Transduktionsendstreckeefiiige Sighalwege von Bedeutung.

Das menschliche, mitochondriale Genom codiert fur weniger als 1% der Gesamtheit
mitochondrialer Proteine. Das restliche mitochondriale ProtestmKerncodiert, wird
cytosolisch translatiert und muss anschlieBend in das Mitochondrium und dessen
Subkompartimente importiert werdéNeupert and Herrmann, 200%chmidt et al., 2000
Durch horizontalen Gentransfer vom Endosymbiontem zun Nelirsich das mitochondriale
Genomim Laufe derEvolutionzunehmend verkleine(Burger et al., 2003 Fur den Verbleib

von mDNA wund den Erhalt einer damit einhergehendenenergieverbrauchenden
Transkriptions und Translationsmaschinerie den Organellen gibt es unterschiedliche
Theorien in welchen Importunfahigkeiivon Heijne, 198h metabolische KopplunAllen,

2003 und genetischinkompatibilitatdiskutiert werder{Barbrook et al., 2006

1.1.1 Oxidative Phosphorylierung

Die oxidative Phosphorylierung beschreibt die Synthese von ATP mittels ehemi
osmotisber Kopplung eines RedoxprozesgMitchell, 196). An dem Prozessind die
Atmungskette, bestehend augr Proteinkomplexenund die FoFi-ATPasebeteiligt. In der
Atmungskette wird die stark exergoneedRiktion von molekularemSauerstoffzu Wasser
durch die Reduktionsdaquivalente NADH und FADIdus dem katabolen Stoffwechsel
katalysiert. Beim Elektronentransfer Uber die Komplexe der Atmungskette werden Protonen
aktiv in den Intermembranraum transloziearaus resultierteine energiereichaund

ungleiche Verteilung von Protonedie auch als protonenmotorische Kraft bezeichnet.wird
2
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Diesesetzt sich zusammesus dem cherachen Gradientegppp H  ws dem alektrischen
Gr adi e n(bagante, {999 Die vier Komplexe der Atmungskette sind in der inneren
Mitochondrienmembran lokalisiert und bestehen aus Komplex | (NADkhinon
Oxidoreduktase), Komplex Il  (SuccinBehydrogenas&biquinonOxidoreduktase),
Komplex Il (UbichinonCytochrom eOxidoreduktaselund Komplex IV (Cytochrom €
Oxidase)(Lardy and Ferguson, 19%9Protonenpumpende Eigenschaften wurde dabei den
Komplexen |, 1l und IV zugeschrieben. Komplex Il idie SuccinaDehydrogenase des
Citratzyklus und vermittelt den Quereinstieg von FAOJ¢bundenen ElektroneNeben den
Enzymkomplexen sindlas in der Innenmembran diffundierenddichinon unddas im
Intermembranraum |6sliche, abenembranassoziierteCytochrom ¢ am Elektronenfluss
beteiligt. Die protonenmotorische Kraft kann durch Ruckfluss von Protonen in den
Matrixraum von derF,F-ATPase zur rotatorischen Katalyseson ATP aus ADP und
anorgnischem Rosphat genutzt werdeDer ca. 600 kDa grofRe Proteinkomplex besteht aus
zwei funktionellen Bestandteile®dem in die Matrix ragendemkatalytischenF;-Komplex
undeinem Fo-Komplex, welcherls Protonenkanal der Innenmembfangiert(Rubinstein et
al., 2003 Chen et al., 2004 Der R-Komplex bestehtaus den strukturellen Einiten der
katalytischeK o p f g r usp yne degzéhfralen Stab( o ,, Wder Eb)Komplex wird aus
einem Membrananteil (910,6,8,f) und einem peripheren Stab (4,d,hyusammengesetzt
Weiterhin konntervier andere Unternheiten, welche nicht im;Fo-Kernkomplex vorhanden
sind, identifiziert werden $ue, Sug, SY und Sik). Diese Untereinhiten sind essenzidiiir die
Oligomerisierung undhaben dementsprechienreinen Einfluss auf diemitochondriale

CristanembrarGeometrie(s.u. undl.1.4).

Die auseiner Reihe vonUntereinheiten bestehenden Atmungskettenenzyme werden in
mehreen Schritten und unter ife einer Vielzahl von Assemblierungsfakéor zu einer
funktionellen Einheitvereint Die Mechanismender Regulation umfassen sowohl die
Transkriptions und Translationsebenaber auclverschiedene Schritte der Membraninsertion
(Herrmann and Funes, 2Q0Rak et al., 2009Straffon et al., 1998Ghezzi and Zeviani,
2012. Der Assemblierungzon Kofaktoren £.B. Ham-Gruppen, Kipfer oderEiser) konnten
ebenfalls regulatorische Funktionerzugeschriebenwerden Um die Kumulation nicht
assemblierter Untereinheiten zu vermeiderunterliegt die Expression vieler
Atmungskettenenzyme daher einer Regulation in Abh&ngigkeit von freien und nicht

vollstandig assemblierten Untereinhei{@®erezMartinez et al., 2003
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In der Vergangenheit rickte neben der Einzelkompdssemblierung auch eine
hohemolekulare Organisation der Atmungskettenkomplexe zu sogenannten Superkomplexen
(Schagger and Pfeiffer, 20p0der Respirasomen zw . ARespi r gwitbgreyal,st r i ng
20060 in den FokusIn Backerhefdreten unteWachstum auhichtfermentierbaren Medien
besonders Supeskplexe der Atmungskettenenzyme Il und Iv den Konformatioren
11,V und IV, auf (Boumans et al.,, 1998 Als Strukurkomponente scheint auch das
MitochondrienspezifischePhospholipidCardiolipin fir eine korrekte Assemblierung von
besonderer Bedeutun(Zhang et al., 2005 Fur Schweineherzmitochondrien wuren
Superkomplex aus einem Komplex I, einem Komplex Il und einem Komplex IV beschrieben
(111112V1) (Dudkina et al., 2011 Die Nomenklatur Il ist hierbei als strukturelles und
funktionales Dimer der UbichimeCytochrom eOxidoreduktase zu verstehen. Die
Zusammensetzung und Anteile der Komplexe variieren je nhach Wachstumsbegdimgunu
metabolischem Zustandidgliche Vorteileeiner engen Asoziation der Komplexe kénnen
sowohl ineiner Steigerung der Katalyse durch reduai Diffusion der Intermediats auch

in einer gesteigerten Substratkanalisierung besteAeoh die F,F-ATPase liegt unter
physiologischen Bedingungen nichpriméar als monomere Struktur in der inneren
Mitochondrienmembran vor. Vielmehsind die F,Fi-ATPas@& entweder alsin Reihen
organisierter Dimex an den stark gebogeneé@ristamembranerokalisiert (Davies et al.,
2012 Rabl et al., 200Roderbilden nochhdherorganisierte Oligomerkomplexglabersetzer

et al.,, 2012 Die Dimere sind typischerweiseV-formig mit einemWinkel von ca. 86°
zueinanderangeordnet. Fir ihre Bildung sind die Untereinheitere3y und 4erforderlich
Durch die Dimerisierung wird die umgebene Lipidmembran konvex verfoisst. wird
vermutet, dasssich Dimeredurch Minimierung der Verformungsarbe¥ornehmlich in

Reihen entlang vo@ristaRanderranordner(Davies et al., 2012

1.1.2 Mitochondriale Fusions-FissionsMaschinerie

Mitochondrienkdénnen nicht de novo entstehen und unterliegen in ihrer Biogenese
einem Gleichgewicht von Fusiomfgilungund WachstuniDiaz and Moraes, 2008So bilden
Mitochondrien indenZellen Strukturen in Form von tubularen Netzwerken Bas Ausmal}
der Verzweigungenst abhangigrom metabolischen Zustar{@&gner et al., 2002und wird
durch dasGleichgewitit zwischen Fuson und Teilung der Organellen bestimmtEin

Ubergewicht in derTeilung fiihrt zur Fragmentierung(Rapaport et al., 1998 ein
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Ubergewicht von Fusion zu extrengerzweigten mitochondrialen Netzwerkstrukturen
(Bleazard et al., 1999 Nicht nur fir wachsende und sich teilende Zellen ist die
mitochondrialeDynamik notwendigum die Anzahl von Mitochondrien pro Zelle aufrecht zu
erhalten. Auch fur nicht proliferierende Zellen scheif@iungs und Fusionsprozessfir

ein Uberleben essenzieti sein(Chen and Chan, 2010Deren Fehlregulation konnte in
einen direkten Zusammenhang rhitmanenErkrankungen gebracht werdéAmiott et al.,
2008. Ein mogliches Erklarungsmodell ist diusionsabhangige Heteroplasmie von
Mitochondrien,welche Mutationsungleichgewichtausgleicht So kann beispielsweiseeine
FusionzwischenMitochondrien mit unterschiedlichen Genmutationen in einer gegenseitigen
Komplemenierung des Defekts muinden. Auch gibt es Evidenz fir eine Abspaltung
lokalisierter defekter Mochondriengealeinklusive deren mutierteDNA durchTeilungund
anschlieBendeAutophagie (Youle and van der Bliek, 20).2Weiterhin konnte gezeigt
werden, dass eine korrekte Fusion nur unter bestehendem Membranpotenzial der
Innenmembran vonstatten geht Dies konnte bewirken, dasswur funktionsfahige
Mitochondrien in den Fusionspool eingehendudysgunktionale Mitochondrien utergehen
(Meeusen et al., 2004Ebenso scheintlie funktionsfahigedynamilsteuernde Maschinerie
essenziell fur ein Fortbestehen und korrekte VerteitlergntDNA (Chen et al., 201Parone
etal., 2008 undfur eine funktionierende oxidative Phosphorylieramgsein In Tiermodellen
fuhren Mutatioen in Genen der #ions und Fissionsmaschinerie zum Absterben von
Embryonen, welcheauf eine bedeutende Roliier Prozessa der Embryogenese hindeutet
(Chen et al., 20Q3shihara et al., 2009 Sowohl kssions als auch Fusionsprozesse werden
durch einer Reihevon Proteinen aus einetark konservierten Dynam#framilie (GTPasen)
gesteuert(Hoppins et al., 2007 Der Teilungspparat bei Saugern ist bislang durch die
Proteine Drpl, Fisl und Mffl charakterisiert. In Hefden konnten die teilweise als
Homologezu betrachteden Proteine Dnm1, Fisl, Mdvl und Caf4 identifiziert werden
Abbildung 1) Das von cytosolischieSeite an der Aul3enmembran assoziierte Drpl/Dnml ist
dabei durch Homooligomerisierumads Hauptstrikturkomponente an den Einschiniigen der
Mitochondrienteilungbeteiligt (Fukushima et al., 20Q0Bleazard et al., 199%Benard and
Karbowski, 2009 Es wird durch das Protein Fisler AuRenmembran rekrutiert uadrch
Bindung von GTP kommt es zur Ausbildung von spiralférmigen Strukturéne
anschlieRende Abschniirung scheint eng mit der Nukleotidhydrolyse in Verbindung zu stehen.
In der Inrenmembrankonnte ein bmodigomerer Komplex des Proteinsldm33 eine
wichtige Funktion in der Mitochondrienteilung zugeschrieben we(tasserschmitt et al.,
2003. Stamme, wkehe dieses Protein nicht exprimiererzeigen einen &hnlign
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morpholagischen Phéanotyp wie andere DeletionsstammeTalungsproteiner{z.B. adisl)
(Messerschmitt et al., 2003

In Saugerrsind die Mitofusine (Mfnl und Zowie Opa alsdie an der Mitehondrienfusion
beteligten Proteine identifiziert walen.In S. cervisiae konntedie homologernProteine Fzol
(Mitofusine) und Mgm1 (OPA1) nachgewiesen werdefs. Abbildung 1) Weiterhin istin
Hefezellen das Protein Ugol, fir welshaslang kein Sdugetierhomolog gefunden werden
konnte, an der mitochondrialdfusionsmaschineribeteiligt. Fzol ist ein Protein aus der
Dynaminahnlichen Proteinfamiliewelches GTRabhéangig die Fusion der Auf3enmembran
reguliert(Koshiba et al., 2004eeusen et al., 2004Das ebenfalls fur die Fusion essenzielle
Ugol interagiert mit Fzol, ist aber mit dessen Oligosieniing nicht direkt verknip{Sesaki
and Jensen, 200Besaki and Jensen, 200Mgm1list eine GTPase, welche die Fusiber
Innenmembrarnvermittelt Die unterschiedlichen, itHefe nachgwiesenen Isoformen der
Dynaminahnlichen GTPase missen in einem Verhéltnis von 1:1 vorliegereine Fusion
der Innenmembran zu erreicherdls treibende Kraft der energetisch aufwendigen
Membranfusion wird nach heutigem Kenntnisstand das Innenmembranpotenzial angesehen
Wahrend der Fusionkonnen durch Interaktion des Fzbhol-Komplexes mit Mgml
dynamische Kontaktstellen von AuRamd hnenmerbran nachgewiesen werd@deeusen

et al., 2004Wong et al., 2000Sesaki et al., 2003



Einleitung

Mitochondriale Teilung

w1~. "Dmnl

Fis1

* Mdm33
GTPHydrolyse
@

'ol o
{

Mitochondriale Fusion

Abbildung 1 - Schematische Darstellumigr mitochondrialen Fuen und Teilung in Hefe

wie derdaran beteiligten Proteine

Links: Teilungsvorgang mit Rekrutierung von Dindurch Mdv1 und Fis1. Durch Hastigomerisierung von
Dnm1 entstehen spiralartige Abschnirringe. Die Schnirringe legen sich um die OrgémeiiErMembranen

sich teilen.

Rechts Fusionsvorgang mit Interaktion von Ugol und Fzol, welche die Fusion der &uReren Membran ini
Anschliel3end erfolgt die Fusion der Innenmembran durch eine Interahitidmgm1.
MIM , mitochondriale InnenmembrailS, IntermembranrauniyilOM , mitochondrale AuRenmembran

NachDiaz and Moraes, 2008
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1.1.3 Ultrastruktur von Mitochondrien und deren Dynamik

Mitochondrien bestehen aus zwei verschiedenen Membranen, der auf3eren Membran
(engl. outer membrane;OM) und der inneren Membragengl. inner membrar;, IM). Die
AulRenmembran zeichnet siahisdurch eine hohe Dichte von Porinegpannungsabhangigen
Anionenselektiven Kanalen, welche die Auienmembran zu einer semipermeablen Membran
fur hydrophile kleine Molekile machen. Durch den hohen Lipidgehalt weist die
AuBemembranein ProteinLipid-Gewichtsverhaltnis vomngefahrl:1 ad (De Pinto and
Palmieri,1992. Im Gegensatzur AuBenmembrarst die Innenmembran eirimpermeable
Barrierefur Metabolitenund lonenwelche den Intermembranraum bzw. das Cytosol von der
Mitochondrienmatrix trenn{BereiterHahn, 199). Dem hohen Proteingehalt dé@rneren
Mitochondrienmembramgeschuldet ist das Proteimpid-Verhéaltnis selbigerdeutlich héher
(ca. 3:1) Die Innenmembran lasst sich mvei weitereSubkompartimente unterteiledum
einen,an der AuBenmembran anliegertle innere Grenzmembraf@ngl. inner boundary
membrane; IBM), zum anderen,die Cristamembranen welche Einstilpungen der
Innenmembrain die Mitochondrienmatrix darstelleBen Einstlilpungen entsprechend bietet
die Innenmembran eine weitaus grol3ere Oberflache als die mitochondriale Aul3enmembran.
Ubergange zwischen der IBM und Cristae wurden das erste M&6 mittels
Transmissiondektronenmikroskopie dargestellt ungerdenals Pediculi Qistae odeheute
vornehmlich alsCrista junctions bezeichnet(Daems and Wisse, 1966Auf Grund der
komplexen Membranandnung lassen sichdemnach Mitochondriennatrix (engl.
mitochondrial matrix; MM), Intermembranraum(engl. intetmembrare space; IMS und
Intercristalraum (engl. intercristal space; ICS) als wassrige Sublompartimente der
Mitochondrienunterscheiden.
Die ersteBeschreibung undreidimensionale Interpretation delektronenmikroskpischen
MitochondrienBilder wurde von Paladeund Sjostrand vorgenomme(Palade, 1952
Sjostrand, 1953 Das BaffleModel nach Palag geht von einer Einstllpung der
Innenmembran in die Matrimit einem konvexen geblossenen Ende aus. Das Seyitadd|
nach Sjostrandnterpretiertdie Innenmembraneinstilpung als Septen, welche die Matrix
vollstdndig in unterschiedliche Bkompartimenteunterteilt Die Septen habendieser
Vorstellungnach,Verbindungen zu beah Seiten des Intermembranraums; das Modell stellte
sich jedoch als falsch heraitan Venetie und Verkleij beschrieben die Mdglichkeit, dass es
sich an den Stellen von Crisfanctiors um eine Semifusion von innerer und aul3erer
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Mitochondrienmembrarhandeln Knnte (Van Venetie and Verkleij, 1982Nach heutiger
Annahmesind Crista junctionsin den meisten S&ugetiergeweben konstriktortstiulare,
kleine Offnungen, welche ein Netzwerk von verbundemebularen Cristae mit dem
Intermembranraum verbindéMannella et al., 1994 ea et al., 1994 Cristaekdnnenneben
tubuldaen Konformationemauch einelamellae Struktur annehmerPrince, 2002 Nelere
Untersuchungen zeigen allerdings, ddiese lamellar angeordneten Cristiaener multiple,
tubulére Auslaufer, die Uber gleich weite Crista junctions mit dem Intermembranraum
verbunden sind, aufweisen. Als Genesemechanismus flr lamellare Anordnungen wurde ein
Verschmelzen von tubuldaren Crista@t lamellaren Cristasrorgeschlage (Perkins et al.,
1997. Die Dichte von beobacbaren Cristae in Mitochondrierkorreliert mit der
metabolischerAktivitat einer Zelle Palade vermutete bereits, dass die Einstulpung in Form
von Cristae als Ob#achenvergroRerung und Effizienzsteigerung fir die oxidativen
Phosphorylierung eine Rolle spielen konriRalade, 1953 Auch Crista junctions selbst
unterscheiden sich irhrer Struktur bei Vergleich von verschiedenen Gewebetypek et

al., 2009bh Perkins et al.1997 Frey et al., 2002 So wurden Cristqunctiors in neuronalen
Mitochondrien als izkular mit einem Durchmesser von 28n (Perkins et al., 1997
beschrieberwohingegerCristajunctiors in Rattenléern als dlptisch mit Durchmessern um

die 2050 nm charakterisiert worden sif®lannella et al., 20QIMMannella et al., 1997

Eine weitere morphologische é@onderheitvon Mitochondriensind Konaktstellen der
inneren undauReren Membran. Sie sindurch eine im Elektronenmikroskop nicht mehr
auflosbare Separierung beider MemlaacharakterisiertDie Kontaktstellensind uniform

und im Durchschnitt -4 nm breit (Pfanner et al., 1990Hackenbrock, 1966 Zuerst
beschrieben wurden die Kontaktstellen durch Hackenbrock, welcher metabolische Zustéande
mit mitochondrialer Ultrastruktur korreliertéHackenbrock, 1966 Hackenbrock, 1968a
Hackenbrock, 1969b Nach Hackenbrockverden ein kondensierte und ein orthodoxe
Zustand alsharakteristisch#litochondrienkonformation beschriebéhbbildung 2. Hierbei
zeichnet sich der kondensierte Zustand durch Verringerung des Matrixvalumién
konsekutiver Ablésung denneren Grenzmembraron der AuRenmembran aus. Auffallig ist

ein selektives Fortbestehen von einigen wenigen Kontaktstellen der inneren und &aul3eren
Membran.Diese Kontaktstden konnten auch nach hypoton8ohwellen beobachteverden

und zeichnen sich durch eine hobBetergenzieresistenz augvan der Klei et al., 1994
Werner and Neupert, 19¥.2Jber ein@ topologischerund funktionellerzusammenhang von
Cristajunctiors und Kontaktstellen bestehdmslangkontroverse Ergebnisg®erkins et al.,

9
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1997. Beide Membraen scheinen sich an Crisfanctions anzunéhern, entsprechen aber
noch de doppelten Breite einer MembrgAbbildung 3 und unterscheiden sich demnach

morphologischvon typischen KontaktstellerBeiden Strukturen wird jedoch eine wichtige

Funktionim Aufrechterhalten von unterschiedlichBrotein und Lipidzusammensetzung

der mitochondrialen Innenmembran zugeschridian der Klei et al., 1994

s

&

Abbildung 2 - Mitochondrien im kondnsierten (links) und orthodoxérechts) Zustand

Elektronenmikroskopische Aufnahmen zeigen die unvollstédndige Ablésung der mitochondrialen Innenr
von der AulRenmembran. Die adharenten Membranabschnitte werden als Kontalkieteligmet (*). In Aa-
lehnung an Hackenbrock, 1968

Cristae Diameter c:zae+16.,..c.i,. Abbildung 3 - Crista junctions und Kontaktstellen

8+ 6 nm

Elektronenmikroskopie eines neuronalen Mitochondriums
Ratte (B). VergroRRerte Abschnitte im Bereich von Cristaci
tions (A) mit scirringartig abnehmendem Durchmesser
Ubergang zum Intermembranrau(t) VergroRerte Abschnit
von mitochondrialem Intermembranraum mit klarer Sepam
der Innen und AuRenmembrarAn einigen Membranabsch
ten zeigt sich eine zusammenhangende haed Auf3enmern-
ran (Kontaktstellen). Ein Intermembranraum lasst sich

mehr abgrenzendie Separierung beideMembranen ist nicl
moglich AusPerkins et al., 199{mit geanderter Beschriftung

Outer-Inner  Contact Diameter Contact Width
14+7 nm

Membrane
22+4 nm

14+2nm
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Ein Beispiel fir den engen Zusammenhang von Funktion und Morphologie konnte bei
Mitochondriendesbraunen Fettgewebdeobachtetverden. In diesem Gewebe wurde nach
Einschleusenvon Reduktionsaquivalenten kein signifikanter Anstieg der Adenosin
Triphosphatkonzentration nachgewiesd®mith et al., 1966 Wenig spter konnte hierflr

ein unter adrenerger Kontrolle exklusiv im braunen Fettgewekgimiertes Protein
(Thermogenin,Uncoupling Protein 1, UCP1) verantwortlich gemacht wer@esan and
James, 1983 DiesesProtein ist ein Fettsawabhangiger FlonenKanal der Innenmembran
(Fedorenko et al., 20)2welcherdie elektrochemische Kopplung zwisen Atmungskette
und ATRSynthese aufhebt und so die durckll@mung gewonnen Energie dgsirt
(Bouillaud et al., 1988 Dies ist die einzige Moglhkeit einer Muskelkontraktions
unabhangigen Warmanmicklung im Korper. Auch die Ultrastruktur von Mitochondrien im
braunen Fettgewebe unterscheidet sich deutlich von anderen Gewebetypen. Perkins et al
konnten zeigen, dass Mitochondrien des braunen Fettgewelsehiadich aus lamellaren
Cristae bestehen und deutlich prominentere Crista junctions aufwdisgiiber hinaus
reichen die lamellaren Cristae nahezu Uber das gedditdehondrienwlumen, also von
einer Seite des Mitochondriums zur gegenuberliegenden(Beiteins et al., 1998

Unter pathologischen Bedingungen wurden noch viele weitere morpholodyiscedern-
genvon Mitochandrien beschrieberApbildung 4 und 5)So sind beispielsweise atypische
Mitochondrienin M. Alzheimer, M.Wilson, M. Parkinson Kardiomyopathien undach Me-
dikamenteneinnahmébeispielsweisebei Fluoxetin, Statine sowie antiretrovirale Medil-
menten)beschrieberworden (Baloyannis, 2006Roberts et al., 2008Chu, 2010 Bueler,
2010 Myung et al., 2008 Neben Kontaktstellen von mitochondrialer AuRemd Innen-
membran konnten kirzlich auch Orgaasllibergreifende Kontaktstellen, soglitochord-
rien-assozierte ERMembranen(MAM), beobachtetwerden (Lebiedzinska et al., 2009
Wieckowski et al., 2009 Die Membranen werden phikalisch durch Proteinkomplexei-z
sammengehalten. Die Kontaktstellen scheinen eine bedeutende physiologische Romktion
Calciumhaushaltim Lipidtransfer bei derApoptoseund Vererbungvon mtDNA zu besitzen
(Rizzuto et al., 2009Hayashi et al., 200; Decuypere et al., 201Hobbs et al., 2001 Der
molekulareAufbau des verbindenden Proteinkomplexes wurde kirzlich im Modell@rgani
mus Saccharomyces ewisiae identifiziert undwird fortan als ER-mitochondriaenconuter
strcuture (ERMES bezeichnet Es ist ein heterotetramerer Komplex aus den Proteinen
Mmm21, Mdm12 Mdm34 und Mdml1Kornmann et al., 2009 Kontrolliert werden die Vie
bindungndurch die GTPase Gem1, welche Anizand Gré3e der ERMERomplexerequ-

liert (Kornmann et al., 20)1
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Abbildung 47 Riesenmitochondrien

1. Interfibrillar lokalisierte Riesenmitochondrien bei Kardiomyopathie (zum Vergleich normale hditdder
umgebend)2: Riesenmitochondrien mit Igkogeneinschlissen und irregukonfigurierten und dicht gepks
ten Cristae ). Aus Tandler et al., 2002,

Abbildung 57 Morphologische Vielfalt von Mitochondrign pathologischen Zustédnden

A, Mitochondrien aus Muskelfasern mit qgeschnittenen Myofibrillen (*); massive parakristalliBaschlis-
sen (typisch bei MitochondriopathienB,vol | st &2 ndi g, k 0 n z e nabgranzbardviarix,
daneben nor mal e RiLéberlmiopsiemach antratrovifaiér Therapie valistandigen Verlusi
der Cristae mit Emrommeg aus PaRetka dt al.n200q3 Ymit geanderter Beschriftuii
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1.1.4 Molekularer Aufbau und mdgliche Funktion vonCirista junctions

Der molekulare Aufbau von Crista junctions ishicht gamzlich geklart. Fur die
Entstehung und Aufrechterhaltumgrdenunterschiedliche Modelle angefiihrt. So postulieren
Renken und Kollegen eirgefinierteMembranzusammensetzung und passive Druckvorgange
von Cytosol und Matrixseite al$Hauptgenesemechanismus der Crjatections (Renken et
al., 2003. Alternative Erklarungsversuche fokussieren sich auf die besondere Rolle von
Proteinen undderen mdgliche teukturgebende Funkti@m Bisher konnten bereits einige
Proteine beschrieben werdedgrenMutation oderDeletion zu einer Alteration deCrista
bzw. Crista junctiorMorphologiefihrt. Daher liegtbei diesen Proteineeine entscheidende
Rolle in der Stnktur und Integritat fur Cristpunctions naheZu den Vertetern z&hlen eine
grofRe Anzahber die Dynamikvon Mitochondrien regulierendd?roteine wie UgolSesaki
and Jensen, 2001Mgm1 (Wong et al., 2008 Opdl (Frezza et al., 2006und Mdm31/32,

sowieKomponenterdes ERMESKomplexes.

Ebenso wurde ddtonservierta Proteinfamilieder Prohbitine eine Rolle in der Genesen
Crista junctionzugeschriebeerkwirth and Langer2009. Fir den Mechanismus wurden
zwei unterschiedliche Arteder Regulation von Cristmnctiors angdihrt: zum eineneine
indirekte RegulatiomurchOpadl und derbeschleunigte Abbawon Opd. zur kurzen Isoform
in Abwesenheit der Prohibitin@Merkwirth et al.,, 2008 zum anderen didRing-dhnliche
Konfiguration der ProhibitirOligomerKomplexe, welche fiirdie Ausbildungvon Crista

junctions pradestinier{Tatsuta et al., 2005

Daruiber hinaus scheint auch aikgomere Struktur derF,-ATPaseund dera postulierter
Antagonismus zWiitofilin, bzw. Fcjl1 (Formation ofCrista Junction proteinl) in Hefe, eine
wichtige Rolle in der Regulation der Crisgechitektur zu spieleiiRabl et al., 2000 John und
Kollegen beschriebe stapelartige Crtavesikel in  HelLaZelllinien, in denen das
Saugetierbmdog zu Mitofilin herunterreguliert wagJohn et al., 2005 Umgekehrt erzeugt
die Uberexpression von Fcjkine hohere Anzahl von Crista junction und internen
Verzweigungen(Rabl et al., 2009 Sowohl Mitofilin als auch Fcjl orgasieren sich

vermutlich in hohanolekularen Komplexen

Uber die Beziehung zwischen Struktur und Funktion der Crista junctions wurden
unterschiedliche Vermutungen angestelli ihnen gehdren eine selektive Proteinlokalisation,
Schaffung abgeschlossener aielischer Raura sowie einer Regulatiomon apoptotischen

Vorgangen (Cipolat et al.,, 2006 So konnte gezeigt werden, dass die Verteilung
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mitochondrialer Proteine Uber die mitochondrialen Membranen nicht zuf&ltigdern
speifisch ist. Fur Proteine der Importmaschinesieheinteine Anreicherung in der IBM
besonders nach induzierter Importaktivitgad Arrest fir Komplexe der Atmungskette eine
Anreicherung in Cristamembranen wahrscheinijglogel et al., 2006 Wurm and Jakobs,
2006. BeideBeobachtungen ¢&n die Vermutungahe, dass eine sgigsche Verteilungder
Proteine in den Membranen drFunktionentspricht Soist einefir den Importmechanismus
wichtige Annéherung von &ullerer und inmerdembran in Bereichen demneren
Grenzmembrazu realisieren. Gleichzeitig ist unter der Bedingung einer nicht freien und mit
ausreichend  Geschwindigkeit  stattfindenden  Diffusion  zwischen Cristae und
Intermembranraum eine spezifischere das Prinzip der chemiosmotischen Kopplung
begilinstigende Umgeburmy schaffen, als es im weitlaufigenicht weiter abgegrenzten
Intermembranraurder Fall wareManella und Kdiegen schlugeam Beispiel der Verteilung
von ADP zwischenIntermembranraumund Intercristalraum auf der Grundlage von
Computersimulatiowor, das Cristaynctions ein Diffusionshindernis darstell@annella et

al., 200). Demnachbestiindeein ADP-Konzentrationsunterscheid zwischen den beiden
Subkompartimeten derdie Annahmenahelegt dessdie Bildung undRegulation von Crista
junctions dieses Metaboliergleichgewicht beeinflussenkdnnte und damitindirekt die
Aktivitat und Effizienz derATP-SyntheseEbenso wurdesine ungleicte Verteilung fir das
Elektronentransferierende Protein Cytochrom c beschriglBamnardi and Azzone, 1981n
diesem ZusammenharsghlugenScorram und Kollegenvor, dass dieunter apoptotischen
BedingungenstattfindendeFreisezung von Cytochront mit einer Erweiterung der Crista
junctions einhergeht(Scorrano et al., 2002 Eine besondere Rolle wird in diesem
Zusammenhang dem bereits genanrfeeotein Opal/Mgm1 und dessen unterschiedlichen

Isoformen zugeschriebdfipolat et al., 2006

1.1.5 Molekularer Aufbau und mdgliche Funktion mitochondrialer Kontaktstellen

Der molekulare Aufbau mitochondrialer Kontaktstellen deénnenr und
AulRenmembran ist bislangnklar. Als molekulares Korrelat von transienten Kontaktstellen
wird der TIM23TOM-Superkomplex angeseh€fchleyer and Neupert, 1985chwaiger et
al., 1987 Waegemann et al., 20Ll5Der Komplex setzt sich aus defOM-Komplex der
AuRenmembranTfanslocase of th®uter Mitochondrial membraneund dem TIM23/22
Komplex der Innenmebran zusamménafislocase otie InnerMitochondrial membrar)eEr
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ist nebemmehrerenChaperonemund Copchap®nenfir den Import gtosolisch translatierter
Innenmembranund Matrixproteine zustandiNeupert and Herrmann, 200Diese durch
Proteininteraktion hervorgerufeme Kontakistellen kénnen durch Importarrest mittels
Fusionsproteinen oder Antikérperbindung im Elektronenmikroskop nachgewiesen werden
(Pon et al., 1989 Transiente Kontaktstellen beschreiben also einen bestimmten
Funktionszustandvon Proteirkomplexen und sind im Gegensatz zu permanenten
Kontaltstellen nicht ohndnduktion durch Importarretierungn Elektronenmikroskop zu

erkennen.

Untersuchungn von permanente Kontaktstellen wurden bisher vornehmlich durch
Auftrennung von osmotiseh und ultraschallbehandelten Mitochondrien durch einen
Saccharosegradienten durchgefuRdn und Kollegen konnten zeigensslaich der TIM23
TOM-Superkomplexmittels Arretierung dwh ein Vorstufenproteinén der intermediéren
Dichte, also inden kontakthaltenden Vesikeln der Inreand AuRenmembran, anreichert
(Pon et al., 1989 Bisher wurde nur HexokinasgOhlendieck et al., 1986als mdgliche
Proteinkomponenteon Kontaktstellen charakterisieinderein der intermediéren Dichte
angereicherte Proteine wurden von Perkins und Kollegen CSP1 (100kDa) und CSP2 (64kDa)
genannt, konnten aber nicht genauer zugeordnet und analysiert leedkins et al., 1997

Als weiteres mdglichesmolekulares Korrelat konnten Beutner und Kollegen einen
Proteinkomplex ausADP/ATP-Translokase mitochondrialer Kreatkinase (mtCK) und
mitochondrialemPorin beschreibefBeutner et al., 1998eutner et al., 1996 So wiesen
Mitochondrien von transgeneMausen (mit Expressioneiner hepatischemtCK) eine
deutlich erhéhte Resistenz gegenuber Detergenzien im Vergleich zum Wildtyiauf.
Beobachtungvurde auf eie erhéhteAnzahl mitochondrialer Kontaktstellen zurtickgefuhrt.
Speer und Kollegen konnten aber auch feststellen, dass der Komplex nicht einziges Korrelat
mitochondrialer Kontaktstellen sein kann, da auch in hepatischen Wildtypmitochondrien,
welche naturgemall keine mitocitiale Isoform der Kreatinkinase exprimieren,

Kontaktstellen zu detektieren wargpeer et al., 2005

1.2 Mitochondriale Erkrankungen

Mitochondriale Erkrankungen sind mit einer Pravalenz 9@1100.000elativ seltene
und eine klinisch heterogee Gruppe von Pathologierwelche durch eine Stérunder

mitochondrialenFunktion hervorgerufen werde(Schaefer et al., 2008Daraus resultierend
15
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sind Organe mitinerhoher Abhangigkeit von einem aeroben Metabolismus besonders von
mitochondrialen Erkrankungen betrofféWallace, 1999 Unter primarenmitochondrialen
Erkrankungen im engeren Sinne verstehen sich Krankhedohe durch Mutationen in fur
mitochondriale Proteine codierenden Genen verursacht werden. Bisher wurden Mutationen in
228 Proteircodierenden KerDNA Genen und 13/itochondrierDNA Genenmit humanen
Krankheiten in Verbindung gebrachtinzu kommen 22RNA und 2rRNA codierende Gene
dermtDNA (Koopman et al., 20)2Mutationender mtDNA kénnen swohl sporadisclals
awch maternal vererbt auftreten. Im ZusammenhaniigMutationender mtDNA sind die
Begriffe Homoplasmie und Heteroplasmie von besonderer Bedeutung. Dabei bedeutet
Homoplasmie ein Ubereinstimmen von allen Kopien des mitochaladri Genoms,
Heteroplasmie ein dhandenseinvon zwei oder mehr mitochondrialen Genotyp&u
konnen Zellen sowohl Anteile mutierter als auch intakter mtDNA enthditediesem Falle

ist fur viele Mutationsformen ein Schwellenwert postulieah dem eine Abnahme der
respiratorischen Eifienz signifkant ist und Krankheiten manifest werden. Der exakte
Schwellenwert unterscheidet siegwischenden verschiedenen Gewéygeen ist aber auch
stark von defjeweiligenMutation abhangigDiMauro, 2004. Als allgemeine Richtwertwird

ein Anteil mutiertermtDNA von 60-80% angenommeriBoulet et al., 1992Sciacco et al.,
19949.

Primare nitochondriale Erkrankungen konnetum einenals Folge vonDefekten inder
Biogenese von Mitochondriegelbstund ihrer DNA, zum anderen durclMutationen in
Atmungskettekomplexenund derenAssemblierungsfaktoren durch nukledare Genmutation
entstehen. Dementsprechendkdnnen sie auchMendelschen Vererburgsregeln folgen
(Craigen, 201p Zu densekundare mitochondrial@ Erkrankungen zahlt masolche die
durch auB3eren Einflusntstehen, wie.B. Pharmaka. Prominente Beispiele sindiédaron,
Statine, Halothan, Doxabicin und einige AntibiotikgCohen, 201Q) Weiterhin sind einige
Viren in ihrer Pathogenese durch einen Eingriff in die mitochondriale Funktion
gekennzeichnetWilliamson et al.,, 2012 Als Mitochondrierassoziierte Erkrankungen
werden alle nichtmonogenetishen Symptomenkomplexeverstanden bei denen eine
relevante Mitochondriedysunktion im Rahmender Pathogenese beobachtet wird. Hierzu
zahlen beispielhaft Morbus AlzheimdParker et al., 1994Swerdlow, 200)y, Morbus
Parkinson(Correia et al., 2002 Amyotrophe Lateralskleros@artin, 2013, das Glaukom
(Chrysostomou et al., 201, 2ZChorea HuntingtofCosta and Scorrano, 2Q12hirendeb et al.,
2012, Methylmalonazidurie die Wilson-Krankheit und Diletes mellitugSchapira, 2012
Milone, 2013.
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Warburg brachte 1956 das erstéMal auch neoplastisch¥orgdnge und mitochondriale
Pathologidn einenfunktionellenZusammenhang. SgenerierermTumorzellen verglichen mit
normalen Zellen, erheblich mehr ATP durch die Glykolyse als durch oxidative
Phosphoryl i eddhi @Wearuhyalodh Diespr Effekt kann moglicherweise
die Produktion von Lipiden, Aminosauren und Nukleotiden beglnstigen, das Zelliiberleben
durch erhohte NAPH-Konzentrationen und erhdhte hypoxische Resisteerbessernund

ein Tumorzellewachstumsbegunstigendeazidotisches Milieu schaffe(Vander Heiden et

al., 2009 Kroemer and Pouyssegur, 20081 diesem zisammenhang lasst sich auch die
Beobachtung v o n Afif w1 < Mitationén in Enzymen des Citratzyklus bei
Malignomenerklaren(Bayley and Devilee, 201®aysal et al., 20QAstuti et al., 200}

Die Komplexitat der Klassifikation von mitochondrialen Erkrankungen kommt durch die
schwache Korrelation von Genand Phanotyp zustande. So kdnnen gleiche Phanotypen
durch unterschiedlichste Mutationen hervorgerufen werden, gl&icitiationen aber auch zu
unterschiedlibsten Phanotypen fuhren. Ein€lassifizierungsmglichkeit ist die streng
genetische Tabellel zeigt eine Einteilung und Ubersicht der zugehoérigen Phanotypen und

Gene (zusammengestellt nagtvw.mitomap.org.

1.2.1 Klinische Symptomatik und Syndromologie vorMitochondriopathien

Die Manifestation einer mitochondrialen Erkrankung kann in jedem Alter auftreten
(Leonard and Schapira, 200@Relativ haufig ist eire pranatale Manifestatiofvon Kleist
Retzow et al., 2003 Mutationen von nukledren Genen, welche tiimtereinheiten der
Atmungskettekomplexe codieren demaskierersich gehauft in der Kindheit und verlaufen
normalerweise protrahiertSchapira, 2012 Typisch klinische Erscheinungsformen einer
mitochondralen Erkrankung sind: Ptosis, Ophtalmoplegi@ayne et al., 2004
Kardiomyopathie(Griffiths, 2012, sensoneurale Blindheit, Atrophie dééervus opticus,
Diabetes mellitus, Demenz, Ataxie, Spastikd Chorea. Eine Vielzahl von Symptomen tritt

gehauft in komplexen Syndromen abiine Zusammenstellung findet sich in Tabelle

1.2.2 Diagnoseund Therapie mitochondrialer Erkrankungen in der Klinik

Eine frihe und korrekte Diagnose mitochondrialer Erkran&ongt in vielefei
Hinsicht entscheidend. Auch wenn die Handhabung der meisten Mitochondriopathien sich auf
17
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eine symptomatischunterstiitende Therapie beschrankipnnen potenzielle Risiken und
unnotige weitere Diagnostik vermieden werden. Beispielsweise konnen Agkosigh
Unvertraglichkeiten bei bestimmten Mutationsformen erkannt, der haufig pravalente Diabetes
in mitochondrialen Erkranihgen behandeltund Kardiomyopahien frihzeitig in hrer
Progressionabgemildertwerden. Die Mdoglichkeit einer mitochondrialé&rkrankung sollte
prinzipiell bei allenbereits genannterl 2.1), langer oder periodisch auftretendigpischen
Symptomenin Betracht gezogen werdelVichtige S&ulen in der Diagnosefindung sind:
Stammbaumanalys8estimmung von Lactam Blut, Urin und Liquor(Trijbels et al., 1988
sowie 3-Methyl-Glukonat im Serum(Wortmann et al.,, 2006 Belastungstest wie
Fahrradergometrie oder Fasten, ophtalmologische Statuserhebung, Uberpriifen einer
Innenohrschwerhorigkeitspektrometrische Erfassung der OXPH@&&zym-Aktivitdt aus
Muskelbiopsiensowie Strukturanalyse mittels BladNativ-Gelen von Gewebeproben und
MtDNA-Sequenzierung(van Eijsden et al., 2006 In der Differenzialdiagnose einer
mitochondrialen Erkrankung kann auch eine modemeoradiologisch®iagnostikdienlich
sein(BarragarCampos et al., 2005Einige strukturelk ZNS-Veranderungen deuten auf das
Vorhandensein einer mitochondrialen Funktionsstérung hin. Zu den Veranderungen zahlen
beispielhaficerebellare AtrophiéScaglia et al., 20Q5fokal bilateral, symmetrische Lasionen

in der grauen Substarizee et al., 2009 sog.SchlaganfalahnlicheL&sionen(Barkovich et

al., 1993, regional erhohte LactaWerte in der kranialetH-MRT-MessungLin et al., 2003

und verminderte Werte fir dié€'P-MRT-Messung mit hochenergetischen Phosphaten
(Toscano et al.,, 1995In der Vergangenheit wurden viefgéaventive undsymptomatische
Behandlungsstrategien einer Mitochondriopmatkiorgeschlagen. Hierzu z&hlemoderates
Ausdauertraining, engmaschige Kontrolle bei Narkosen, kardiale Kontrollen, Vermeidung
von mitochondriotoxischen Medikamenten wie Chlorampheniadiazkline unddie bereits
erwahnten Aminoglykoside. Neben der symptomatischen Behandlumigr genetischen
Beratung und Aufklarung des Patienten wur@derch Medikamentebzw. Supplementsvie
Ubichinon (Rotig et al., 20000gasahara et al., 198@debenone(Mashima et al., 2000
Mashima et al.,, 1992 Thiamin, Riboflavin, Ascorbat, Succinat, Creatin, Carnitin,
Dichloracetat und Glukokortikoid&ir eine spezifischere Therapie getesttarke Evidenz

fur eine signifikante Verbesserung klinischer Symptome besteht nur fir die Ubichinon
Supplementierung bei primarer, isoliertdbichinonDefizienz. Da aber sowohl Ubichinon

als auch Riboflavin ehr wenig Nebenwirkungen zeigeand von einzelngn den
KrankheitsverlaufbegtinstigenderkErgebnissen berichtet wurdeaten viele Autaen bei
jedweder mitochondrialenErkrankung eine Supplementierung der beiden Substanzen
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vorzunehmen. Zurzeit wird intensiv an spezifischen Pharmakageforscht die eine
mitochondriale Fehlfunktion vedgen und die Genese von reaktiv&auerstoffspeziesnd
pathologischen Aggregaten verhinaler

Tabelle 1- Ubersicht Uiber verschiedene nukleare und mitochondriale Mutationen und de

damit assoziierten Syndrome

nDNA-Mutationen

mtDNA -Mutationen

Mutation in Atmungskettenuntereinheiten
1  Leigh-Syndrom Komplex | Defizienz (GenedNDUFS1,
NDUFS4, NDUFS7, NDUFS8 NDUFV1
1  Leigh-Syndrom mit Komplex Il DefiziengGen:SDHA)
1  Leukodystrophie mit Komplex Defizienz (GerSDHAF1)
1  Optikus Atrophie und Ataxie mKomplex II-Defizienz Gen:
SDHA)

Mutationen in AtmungsketteAssemblierungsfaktoren
1  Leigh-Syndrom (GeneSURF1, LRPPRC)
1  Hepatopathie und Ketoazidose (GeB€01)
1  Leukodystrophie und renale Tubulopathigef:COX10)
1 Hypertrophe Cardiomyopathie (GEDOX15)
1  Encephalopathie (GeATPAF2)

Mutationen inAtmungsketterilranslationsfaktoren
1 Leigh-Syndrom (GenGFM1)
1  LactatAzidose und Dysmorphismus (GeMRPS16)
1  Leigh-Syndrom mit Atrophie des N. opticus (GArACO1)

Mutationen mit Assoziation zontDNA-Deletionen

1 Autosomal progressive externe Ophtalmoplegie (GE@L:G,

POLG2)
1  AlpersHuttenlocherSyndrom (GenPOLG)
1  Spinale Muskelatrophie (GemK2)
1  Encephalopathie und Leberversagen (@AUOK)

Nicht zugeordnet
1 Coenzym QlDefizienz (GeneCOQ2, COQ9)
1  BarthSyndrom (GenTAZ)

Depletionen/Duplikationen
1  Chronisch progressive externe Ophtalnespl

gie
1  KearnsSayreSyndrom
1  Taubheit

Punktmutationen
bl LHON
1 Leigh-Syndrom

tRNA-Gene
T MELAS
bl MERF
1  Cadiomyopathie
T Encephalopathie
rRNA-Gene

1  Aminoglykosidinduzierte Taubheit

nDNA, nukleare DNA; mtDNA, mitochondriale DNAJIELAS, engl Mitochondrial encephalomyopathy, lac
acidosis, and strokike episodes; MERF, endllyoclonic epilepsywith ragged redibers; LHON,engl. Leber
hereditary optic neuropathipie Gennamen bzw. deren Abklrzungen entsammen der {€Btlatenbank

(www.ncbi.nlm.nih.gov/geney/).
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Tabelle 2- UbersichtiiberSymptomologie und Pravalenz verschiedener mitochaledSyn-

drome
Syndrom  Symptome Fakultative Beobachtun- Pra- Quellen
gen valenz
Alpers- 1 Hypotonie | Spastische Quadriplegie 1/100.0  (Davidzon et al., 2005
Hutten- 9§ Leberversagen 1 Mikrozephalie 00 Sgglthll\le;\\//ilz!ﬁ)isa?]tdall,
lé))fggrrom 1 Epilepsie f Mentale Retardierung Nguyen, 2005Sofou et
al., 2013
CPEO 1 Ptosis 1 Ventilationsinsuffizienz (Smits et al., 2011
1 Externe Ophtalmoplegie Saneto et al., 2033
Kearns- 1 PEO <20 Jahre 1 Myopathie 1,17/ (Marie et al., 1999
Sayre | Atypische Retinitis pigmentosa { Dysphagie 100.000 Kearns and Sayre, 1958
Syndrom  q Eins der Blgenden: CS#Protein  { Bilaterale Taubheit Iigzgelggfnzgifglnsm’
>1g/L, cerebellare Ataxierr- 1 Diabtes mellitus 2009 ’
gungsleitungsstérung 1 Hypoparathyroidismus
1 Demenz
1 Fokak Fuf3 und Haml-
dystonie
1 Minderwuchs
Pearson T Knochenmarksinsuffizienz mit 1 Diabetes <100 (Demeocq et al.,
Syndrom rezidivierender sideroblastischer  Gedeihstérung Falle 1983 Pearson et al.,
Anédmie, Thrombeund Neutrog- 1979 Stoddad et al.,
topenie sowigypischen cyb- 1981
plasmatischen Vakuolen
1 Exokrine Pankreamsuffizienz
mit Pankreasfibrose
Leigh 1 Verlust der Kopfmuskulatur 1 Lactatazidose, Fanconi 1/ (Leigh, 1951 Morris
Syndrom Kontrolle, progredient diffuse Syndrom 40.000  and Harbord, 1993
Hypotonie 1 HypertropheKardiony- Rahman et al., 1996
1 Fieber, Epilepsie opathie Ruhoy and Saneto,
f Dystonie, Dysarthrie 1 Diabetes, Immn- 20149
1 Diffuse Hypotonie schwéche
NARP 1 Hypotonie 1 Epillepsie un- (Sciacco et al., 2003
Syndrom  § Ataxie 1 Sensoneurale Taubheit bekannt Fryer etal., 1994
 Retinitis pigmentosa 1 Diabetes mellitus Rawle and Larner,
' Klinisches Kontinuum zu Leigh { Lactatazidose 2013
Syndrom mdglich
MELAS 1 Schlaganfalahnliche Episoden { Kortikale Blindheit 16/ (El-Hattab et al.,
f Epilepsie 1 Demenz 100.000 2019
i Lactatazidose 1 Muskelschwache
T 6ragged red f i | Periphere Neuropathie
MERRF  { Myoklonus 1 Lipomatose 0-1/ (Fukuhara et al.,
1 Epilepsie 1 Ptosis 100.000 1980 Remes et al.,
 Cerebellare Ataxie 1 Mirgrane 2003 Mancuso et al.,
| Zottige Rote Fasern in der Mu  { Diabetes 2013
kelbiopsie 1 Taubheit
LHON Schmerzloserschnell progressiver 1/ (Piotrowska et al.,
uni- oder bilateraler Verlust der zen 10.000 2015

ralen Sehscharfe

CPEO, chronisch progressive externe Opthalmoplegd&MSyndrom, Neuropathiétaxie-Retinopathia
PigmentoseSyndrom; MELAS, englMitochondrial encephalomyopathy, lactic acidosis, and stlkeep-
sodes; MERF, engMyoclonic eilepsy withragged redibers; LHON,engl. Leber hereditary optic neurap

thy
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1.3 Zielsetzung der Arbeit

In der vorliegenden Arbegolltenpermanenten Kaaktstellen der inneren und auf3eren
Mitochondrienmembran am Modellorganismus der Backer(®&scharomyces aafisiae)
naher charakterisiert werderDie molekulare Natur dieser Kontaktstellen ist bisher nicht

geklart.

DurcheineKombinationder dchteabhé&ngigemitochondrialen Vesikeltrennungnd neueren
semiquantitativerVerfahren der Proteomikollten Proteine, welchen Membranfraktionen
der intermediaren Dichtalso mitBestandteilervon sowohl Aul3enals auch Innenmembran,
anreichernidentifiziert werden.Zunachstsollte ein MarkerProtein flrdieseDichteFraktion
etebliert werden, mit Hilfe dessesich weitere Proteine mit gleich¥erteilung ausmachen
lassen. Neben der Analyse neuer und bereits beschriebener KontakBtetkne soten mit
der proteomischen Analyse weitere Fragen beantwortet weikigen unterschiedliche
ProteinkomplexespezifischeVerteilungsmusterSind Innenmembranproteine zufallig oder
spezifsch zwischen Cristamembran undérer Grenzmembran verteiK®nnenProteineaus
anderen Organelleauf Grund anderer Verteilungsmuster identifizigerdenWie verhalten
sich Proteine in Mochondrierassoziierten Membran@iZeigenz.B. Proteine des ERMES
Komplexes ein spezifisches Dichteverhalt&iBt es weitere Proteindie einen Organellen

Ubergreifenden Membralkontakt herstellen?

Neben der Identifikation von Proteinen, welche an der Ausbildung von Kontaktstellen
zwischen mitochondrialen Membranen und dem endoplasmatischem Retikulum beteiligt sein
konnten, sollte auch eine mdgliche Funktiomieser Kontaktstellenkomplexe diskutiert

werden

Im zweiten Teil der Arbeit sd dasProteinAim31 und dessen Funktion im Rahmen der
Atmungskett analysiert werden. Besonderer Westllte dabei neben grundlegender
Charakterisierung und Bedeutung fir das Zellwachstum auf moéglichen topologischen und
funktionellen Interaktionen mitler Cytochrom eOxidaseund deren Assemblierung bzw.

Heterooligomerisierung zu Superkomplexen liegen.

Dabeisollten aucheventuellesystembiologisch@usammenhéange zwisch@mista pnctions,
Atmungskettenassemblierung und Aufrechterhaltung eines unterschiedlichen
Proteingradienten inden mitochondrialen Subkompartimenten dieser Arbeiterortert

werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Proteinchemische Methoden

2.1.1 Proteinprazipitation mittels Trichloressigsaure

Zur Konzentrierung von Proteinender fur Pufferwechsel wurden Proteinprobeurch
Zugabe von 72% (w/v) Trichloressigsaure (TCA) bis zu einer Endkonzentration von 12%
(w/v) und einer anschlieBenden Inkubation von mindes&hsnin auf Eis prazipitiert.
Danach wurden die ausgefallten Proteine furniib bei 2@00 xg und 4°C pelleért und
mittels Zugabe voriskaltem Aceton lipidfrei gewascheRiir eine sich anschlielende SDS
Gelelektrophorese2(1.3 wurden die Proben nach Lufttrocknung SDSProbenpuffer
(2.1.3) gelost und fur mindestens bin bei Raumtemperatugeschuttelt. Anschlielend

erfolgte eine Inkubation fur &in bei 95°C.

2.1.2 Bestimmung der Proteinkonzentration in Lésungen
Die quantitative Bestimmung von Proteinkonzentrationen ddolgnittels der

photometrischen Methode nach Bradf¢Bidadford, 1978 Hierbeiwurde diephotometrische
Extinktion der Probébei 595nm (Biophotometer pluEppendorf, Mincherestimmt. Zuvor
wurde die Probe durchZzugabe von 1ml einer 1:5 verdinnterAssayreagenz (Biorad
Minchen) und eine sich anschlieRehaeubation von 10min vorbereitet Analog wurde zur
Erstellung einer Eichkurve eine Proteinkonzentrationsreihe mit unterschiedlichen
standardisiertechweineserumalbumiBroben(3, 6, 12 und 241g/ml) gemessen. Daraufhin
erfolgte die Bestimmung der Probenproteinkonzentration mittels Berechnung aus selbiger

Eichkurve.

2.1.3 Natriumdodecylsulfat-Polyaaylamidgelelektrophorese (SDSPage
Die Auftrennung denaturierter Proteine nach ihrer Molekilmasse gexfalurch eine

diskontinuierliche SD¥age nach Laemli (Laemmli, 1970. Hierzu wurde das Trenngel in

eine Form zwischenzwei duch ein Bodengel abgedichtei® x 18 cm grol3e Glasplatten
gegossen. Die Dicke der Abstandshalter variierte je nach Versuch und verwendeten
Probenkdmmenawischen0,8 - 1,4 mm. Sowohl die Acrlamidkoreentration (10 18%), als

auch die Bisacrylamidkonzentration (0,08 0,13%) variierten je nach gewilnschter
Auflésung. Die in die Pioentaschen eingefiten Proben wurden vater Elektrophorese in
einen SDSProbenpuffer geldst und furrdin bei 95°Cerhitzt. Als GrolRenstandards diemte
kommerzielle Proteirstandards (Biorad, Minchen). Je nach verwendeter Geldichte erfolgte
die Gelelektrophorese bei 3@A fur 1,5- 3 h bai Raumtemperatutm Anschluss wurden die
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aufgetrennten Proteine je nach Experireeansatz mit @nassieBlau gefarbt(2.1.5 oder

zur weiteren Analyse auf eine Nitrozellulosemembran transféadri6).

Bodengel 1-2% Agarose gelosn SDSLaufpuffer

Trenngel 8-16% (w/v) Acrylamid; 0,13,23% (w/y Bis-acrylamid; 0,1% (w/v) SDS375mM Tris/HCI pH
8,8; Polymerisationsbeginrd,05% (w/v)APS; 0,1% (v/v) TEMED

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

SDSLaufpuffer 0,1% (w/v) SDS; 380mM Gfcin; 50mM Tris/HCI pH 8,3

SDSProbenlésung | 2% (w/v) SDS5 % ( +Mexwcdptofihenol; 60mM Tris/HCI pH 6,8; 10% (v/v) Glycerol;
Bromphenolblau pH 6,8

2.1.4 Blau-Nativ-Polyacyrlamid-Gelelektrophorese (BNPage
Um eine Auftrennungvon Proteinkomplexen unter nativen Bedingungerethalten erfolgte

eine BlauNativ-Gelelektrophorese nach Wittig und Schagy®ittig etal., 20063 Zunachst
wurden die GradienteBeparation€sele mit Hilfe eines Gradienmixers zwischen zwei
Glasplatten bei 4°C gegossen (44 x ~0,16cm). Die Polymerisation erfolgtelurch eine
30-minutige Inkubation bei Raumtemperatur. Nach Polymerisation des Trenngels wurde bei
Raumtemperatur das Sammelgel aufgegossen urehtiprechender Probenkamm eingefigt.
Anschlieend wurde der Kamm entfernt und das Gel in Gelpuffer geld&gertGelspur
wurden pelléierte (2MO00 xg, 10 min, 4°C) Mitochondrien (~400ug Protein)in 40ul des
Solubilisierungspuffer 1 geldst. AnschlieRend erfolgte die Zugabe voml620% (w/v)
Digitonin (3.0g/g). Nach der Probenauftragung erfolgte die Gelelektrophoereseh#tird?

-4 h (15mA, Spannungslimit: 50¥). Hierbei wurde bizum Auslaufen der Front im oberen
Drittel der konzentrierte Kathodenpuffer benutzt und anschlie3end durch den Anodenpuffer
B/10 ersetztum die Effizienz des spateren Proteintransfers auf eine AM&mbran zu

erhohenAls GroRenstandards dientkommerzielleProteirstandards (Biorad, Miinchen).

Gelpuffer 75mM Imidazol; 1,5M 6Aminocapronsaure; pH,0 angepasst mit HCI

Anodenpuffer 25mM Imidazol, pH 7,0angepasst mit €l

Kathodenpuffer 50mM Tricin; 002% (w/v) Coomassie Blau @50, 7,5mM Imidazot pH ~7,0; gelagert bei 4°C
KathodenpuffelC/10 50mM Tricin; 0,0026(w/v) Coomassie Blau-@50, 7,5mM Imidazol

Solubilisierungspuffer 1 50mM NaCl, 50mM Imidazol/HCI, 2mM @Aminocapronsaure; 1mM EDTA,; pH 7,0 (bei 4°C)

Solubilisierungspuffer 2 50mM Imidazol/HCI; 500mM 6Aminocapronsdure, 1mM EDTA; pH 7,0 (bei 4°C)
AB-3 Mix 48% (w/v) Acrylamid; 1,5% (w/v) Bi-acrylamid

Sammelgel 0,44ml AB-3 Mix; 2ml 3x Gelpuffer; 3,4ml HO; 50ul 10% (w/v) APS; 5ul TEMED

GradienterTrenngel (4%) | 1,5ml AB-3 Mix; 6ml 3x Gelpuffer;10,4ml HO; 100ul 10% (w/v) APS; 10uml TEMED

GradienternTrenngel (13%)| 3,9ml AB-3 Mix; 5ml 3x Gelpuffer; 3g Glycerol; 3ml }©; 75umli10% (w/v) APS; 10ul TEMED
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2.1.5 CoomassieFarbung
Um elektrophoretisch separierte Proteine nach -8B& sichtbar zu machewurden die

Gele mit CoomassiBlau gefarbt. Hierzu wurden die Gele fir ca.-11,5 h bei
Raumtemperatuin der Farbelésung geschwenktngehlielend wurde durch Zugabe einer
Entfarbelosung der Kontrast zwischen Proteinbanded Hintergrund so lange erhglhis

die gewtinschte visuelle Differenzierbarkeit der Banden erreicht wurde.

Farbldsung 0,1% (w/v) Coomassie Blau-@50; 30% (v/v) Methanol; 10% (v/\Bssigsaure

Entfarbelosung 40% (v/v) Methanol; 10% (v/v) Essigsaure

2.1.6 Proteintransfer auf Nitrozellulose- oder PVYDF-Membranen
Durch SDS oder Blau-Nativ-PAGE aufgetrennte Proteine wurden dur€lektrophoresen

einem Halbtrocken oder Nassverfahren auf eingitrozellulose bzw. PDVFEMembran
Ubertragen. Beim Halbtrockenverfahren wurden hierfir zunachst Nitrozellulosemembran, Gel
und Whatman Filterpapier in einem Buffer aquilibriert. AnschliBend wurde auf die
Graphtanode nacheinander eine Lage Filterpapier, die aquilibrierte Membran, daG&DS
und ein weiteres Fétpapier aufgebracht. Unter Druck wurde die Bt@mmer mit der
zweiten GraphiElektrode geschlossen. Der Proteintransfdolgt bei RT fur 1,51 mit 1,5
mA/cmz2. Arschlielendfolgten eine Sichtbarmachung der Proteine mittels Pontésung
sowie ihre nachfolgende Entfarbunmgittels TBS (je unter leichtem Schwenkenlrir das
Nassverfahren wurde ein Tafot (Hoefer Inc., Hdliston, USA) benutzt und die
Membranakivierung erfolgte Uber eine 31@indtige Inkubation in  Methanol und
anschlieRender Aquilibrierung in BRIot-Puffer. Analog zum llbtrockenen Verfahren
wurden die Whatman Filterpapiere und das Gel ebenfalls imPiser aquilibriert. Der
Proteintransfer erfolgt fiir B bei 4°C mit 20/ und Stromstarkenlimitierunguf 0,5 mA cm?.
Anschliel3end wurden eine Hintergrundentfarbung nd ProteirFixation mittels 25%
Methanol und 10% Essigsaudairchgefihrt Vor Immundekoration wurde die Membran

daraufhin vollstandig mit reinem Methanol entfarbt.

Blot-Puffer 20% (v/v) Methanol; 0,02% (w/v) SDS; 20mM Tri50mM Glycin

TBS 10mM Tris/HCI; 150mM N&CI; pH 7,5

PonceatLdsung 0,2% (wWv) Ponceau S in 3% (w/v) TCA

BN-Blot-Puffer 50mM Tricin; 7,5mM Imidazol pH~7,0
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2.1.7 Affinitatschromatographie von Proteinen mit Histidyl-Markierung
Zur Analyse vonProteinProteirinteraktionen invivo wurden isolierteMitochondrien von

Histidyl-getagten Hefesimmen verwendgR2.2.19. Hierzu wurde mittels Koprazipitation an
Ni-NTA-AgaroseKugelnund anschliel3ender SEFage 2.1.3, WesterrBlotting (2.1.6 und
Immundekoration Z.3.3 Bindungspartner identifiziertNach Solubilisierung Ing isolierter
Hefe-Mitochondrien in Iml Digitonin- bzw. TritonLysepuffer erfolgte die Pelletierung nicht
solubilisierterMitochondrien Als Referenzdienten10% des Uberstandes, welchet TCA-
Fallung und anschliel3ender SolubilisierungSBS Probenlésung2.1.3 behandelt wurden
(T/totales Lysat) Die Ni-NTA-KugelSuspension wurde dreimal mit entsalztemHund
zweimal mit 500 upl Aquilibrierungspuffer gereinigt beziehungsweise aquilibriert.
Anschligiend erfolgte die Auftgung von 99 des oben beschriebenen Uberstandes auf die
Ni-NTA-Kugeln. Danach folgteeine einstindige Inkubation im Rotationgsitler bei 4°C

zur Bindung der ldxahistidytmarkierten Proteinaind der Interaktionspartnean die Ni
NTA-Oberflache. Im Anschluss wurden 10% des Uberstandes zur Kontrolle abgenommen
und gleich der obigen ersten Refergmy behandelt (U/Uberstand). Zur Spezifitatserhéhung
wurde die NiNTA-Agarose dreimal mit je 400ul des Aquilibrierungspufferi BEC
gewaschen. Die darauffolgende Elution erfolgtitels 20ul einerElutionslosung, welctse

das um die Bindungsstelletkonkurrierendesimidazol enthielt (E/Eluat). Die Fraktionen
totales Lysat(T), Uberstand(U) und Eluat(E) wurden im Anschluss mittel SDSPage
(2.1.3, Westernblaing (2.1.6 und Immundekoration 2(3.3 oder Coomassid-arbung

(2.1.5 und anschlieendéfassenspektretrie(2.1.11) weiter analgiert

Digitonin-Lysepuffer | 50mM KaliumphosphaPuffer, 50mM NaCl, 10mM ImidazolimM PMSF; 1% (w/v) Digitonin;
pH 8,0

Triton-Lysepuffer 50mM KaliumphosphaPuffer, 50mM NaG; 10mM Imidazol;21mM PMSF; 246 (v/v) Triton X-100;
pH 8,0

Aquilibrierungspuffer| 50mM KaliumplosphatPuffer;50mM NaC| 10mM Imidazol; 1mMPMSF; 0,05% (w/v) Digitonin
/0,05% (v/v) Tritonx100; pH 8,0

Elutionslésung 2% (w/v) SDS; 5% (v/vp-Mercaptophenol; 60mM Tris/HCI pH 6,8; 10% (v/v) Glycerol;
Bromphenolblau pH 6;800mM Imidazol

2.1.8 Affinitatschromatographie von Proteinen mit MBP-Markierung
Zur Aufreinigung von Proteinen fur die Immunisierungn Kaninchenwurde mit Maltose

bindendks Protein (MBP) fusionierteaim31 (MBP-gp 189Aim31) tber eine Amylos&aule

aufgereinigt. Hierzu wurdeunachst eirMBP-gp 189Aim31-exprimierender Ecoli-Stamm

(PMAL-Vektor, New England Biolahs iiber Nacht bei 37°C ireinem LB™-Medium

kultiviert. Am nachsten Tag wurde die Kultur auf eine 200Kultur mit einer StartODggg

von 0,2 verdunnt. Nach einer Stunde wurde die Kultur mitnd,®,1M IPTG(Isopropytb-D-
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thiogalactopyranosidyur Expression deSusionsproteinangeregt. Nach weiterer Inkubation
der Kultur fur 2h bei 37C wurde die Kultur be6000 xg geerntet und das Pellet in r20
Saulenpuffer resuspendiefflach einem weiteren Zerfugationsschritt (6000 xg20 min,
4°C) wurde das Pellet in 10nl LysePuffer aufgenommen Nach einer einstiindigen
Inkubation bei 4°C im Uberkopfschiittler wurden die Zeldurch Ultraschallbehandlung
aufgeschlosse(l2 x 10s, mit jeweils 10-sektindiger Unterbrechung; Output Control: 4; Duty
Cycle: 60%; Branson  Sonifier  250). Nicht-aufgeschlossene Zellen und
Zellmembrafragmentewurden in einem weiteren Zentrifugationsschritt pelletiert (2000
4°C, 30 min). Wahrend dieses Zentrifugationsschrittes wurd@® pl AmyloseBeals
(Amylose-Resin, New England Biolab&) insgesam®& Waschschritten vorbereitet (8t 1

ml ionenfreiesH,O, 3x mit 1 ml Lyse-Puffer). Ein Waschschritt bestand jeweils ausih
Durchmischung im Uberkopfschiittler bei 4°C und einer anschlie®eetimentatioriiir 20
sbei 16000 xgund 4°C Die lysierteZellldsungwurde zusammen mit den Amyle8eads in
ein 15ml FalconGefaR berfiihrt. Die Bindgnerfolgte bei 4°C im Uberkopdgiittler fir 1,5

h. Die Beads wurden im Anschluss in einer FalZamtrifuge sedimentiert und der Uberstand
wurde verworfen. Nackinem 3maligenWaschschritt mit je Inl des Lysepuffers folgte die
Elution mit 0,5ml Elutionspuffer und Sninutiger Inkubation im Uberkopfschiittler bei 4°C.
Im Anschluss an diZentrifugation(16000 xg, 2G5, 4°C) wurde der Uberstand (aufgereinigte
Antigenlosung)nach Konzentrationsbestimmung und etwaiger Verdinnung Regéfagert

und zur Immunisierung verwendé&t3.1).

SaulenPuffer 20mM Tris;200mM NaCl;1mM EDTA; pH 7,4

AufschlussPuffer SaulenPuffer; 1mM PMSFRoche Complete Protease Inhibjtbmg/ml LysozymDNAse-Losung
ElutionsPuffer SaulenPuffer; 10mM Maltose

LysozymLOsung 200mg Lysozynmund 1mg DNAse in 5ml O

Proteaseinhibitoer 1 Tablette (cOmplete, EDTAee Protease Inhibitor Cocktail®) in 1mp@
Lésung (Roche®)

2.1.9 Bestimmung der Cytochromc-OxidaseAktivitat
Die Bestimmung der Cytochront-OxidaseAktivitat erfolgte durch spektrometrische

Bestimmung derDifferenz von Ferre und FerriCytochrom c bei 550 nm (eEredoxi =
211nM* cm®). Hierzu wurde in Wasser und Kaliumphosphatpuffer geléSigsctrom ¢
(0,8mM) zunéchsturch die Hinzugabe von kleindviengen Natriumdithionit reduziert bis
die Extinktion von 100pl Cytochromc Lésung in Iml Wasser zwischen 1,8 und 1,9 |&@s
noch vorhandeneeduzierendeDithionit wurde daraufhin durch &texen oxidiert. Zur

Herstellung einer solubilisierten mitochondrialen Proteinlésung wurde 1 mg
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Mitochondrienprotein bei 20 xg fir 10 min bei 4°Cpelletiert und anschlieBend in 0,5%
Triton-X100, 10mM Kaliumphosphat bis zu einer Endkonzentration vonugiul
resuspendiert. Im Anschluss folgte eine Inkubatid0 min) bei 4°C zur
Membransolubilisierung.Daraufhin wurde eine Probenkivette mBO pl reduziertem
Cytochrom ¢ und 900 pul 10mM KaliumphosphaPuffer vorbereitet Die Cytochrom c-
OxidaseReaktion in der Probenkuvetteurde durch Hnzugabe vor20 pl mitochondrialer
Proteinldsung (ug/ul) gestartet. Die Absorption wurde furrin bei 550nm im linearen
Bereich gemessen. Um Hintengnddtivitaten anderer enzymatischer Reaktionen zu
berticksichtigenwurdedie Spezifitit der Cytochrom-©xidationdurchdie Cytochochront-
Oxidase durch Hinugabevon 40mM KCN verifiziert, bzw.ein etwaig fortbestehende
Hintergrundsignalvurde nicht mit in die Kalkulatiorder Cytochront-OxidaseAktivitat mit
einbezogenDie Messung wurde dreimal mit je einer neuen Probe von mitochondrialem

Protein degeweilig untersuchteflefesammes durchgefihrt.

2.1.10 Bestimmung derUbichinol-Cytochrom c-Oxidoreduktase-Aktivitat
Die Bestimmung dedbichinolCytochromc-Oxidoreduktasé\ktivitat erfolgteebensalurch

spektrometrische Bestimmung der Differenz vonré-eund FerriCytochromc bei 550nm

( a&kox = 21.1nM* cm®). Zunachst wurde nach dengaber des Protokolls von Maget
al. eine reduzierte Ubichinebhdsung hergestell(Magri et al., 201D Die Mitochondien-
Solubilisierung erfolgte wie bereitseschrieben2.1.9. Daraufhin wurde eine Kivette mit
20pl mitoclondrialer Proteinlésung (1pg/pl), 2@ 10 mM Kaliumphospha®Puffer, 40ul 50
mM NaN; und 50l 1 mM oxidiertem Cytochront vorbereitet. Das Gesamtvolumenrde
durch Zugabe von ionenfreiem Wasser auf 990ul vergroBert. Nach Notieren der
Hintergrundaktivitdt wurde die Reaktion durchugabe von 10 pl einer reduzierten
UbichinonL6ésung gestartet. Didextinktionsdnderungiiber die Zeit wurde fir 2min
registriert und im linearen Bereich ausgewertetym Hintergrundativitdten anderer
enzymatischer Reaktionen zu bericksichtjganurde die Spezifitatder Aktivitat der
UbichinolCytochromc-Oxidoreduktasedurch Hinzugabevon Antimycin A verifiziert. Die
Messung wurde dreimal mit je einer neuen Probe von mitochondrialem Protein des

korrespondierenden Stammes durchgefihrt.

2.1.11 Proteinidentifikation mittels Massenspektrometrie
Die Analyse und Auswertung d&robenerfolgte durchMarc Borathund Dr. Ignasi Forne

(Biomedizinsches  Zentrum  Muinchen, Zentrales Ingt fir Proteinanalytik
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Auftragsnummer: SID811 080910 Datum: 29.09.2010; Analyse: L®S). Die
ausgeschnittenen Gelbanden wurden zundohsinlehnungan vorbestehenden Protokolle
verdaut(Wilm et al., 1996 Shevchenko et al., 20R(Hierzu wurden die Gelstlicke vorerst
zweimal mit 100 pl destiliertem Wasser und dreimal mit00 pul 25mM NH4HCO;
gewaschen. Im Anschluss wurden die Proben dehydriert, in siemreimal mit 100 pl
Acetonitril gewaschen wurden. Die Gelstucke wurden daraufhim150ul 10mM DTT, das
zuvor in 25mM NH4HCO; geldst wurde inkubiert. Danach erfolgte die Reduktion von
Cysteinresten durch eine Inkubation mitj #®5 mM lodoacetamid in 25mNNH4HCO; und
eine weitere Dehydrierung mit 10@ Acetonitril. Nach Zugabe von 1Qul einer
Trypsinlosung Promega, TrypsinKonzentration: 25ng/pl gelést in 25mM NH4HCO3)
wurden die Gelsticke fur 45 min bei 4°C inkubiert. Nicht in die Gelstucke diffundierte
Protease wurde abgenommend die Gelfragmente wurden mit 26M NH4HCO; bedeckt
und far weitere 16 bei 30°C verdaut-ir die Extraktion der verdauten Peptide wurden die
Gelsticke zweimal mit 5@ Lésung 1 und zweimal mit 5@l Acetonitril inkubiert Die
PeptidLosung wurde getrocknet und die Peptide wurden im Anschluss wieder i 15
0,1%iger Ameisensaure geldést und b&0°C gelagert. Fur die sich anschliel3ende
Massenspektrometrie wurden 13 der 15in ein Ultimate HPLC system (LC Packing)
injiziert urd mit Hilfe einer C18 Mikrosaule entsalzt (300pm Innendurchmesser x 5mm,
geladen mit C18 Pepmap®, 5um, 180 LC Packings). Die entsalzten Proben wurden mit
Hilfe einer analytischerC18Mikroséaule (75um Innendurchmesser, RepreBir C18AQ
2.4um, Dr. Maish GmbH)und einem 4éninitigem Gradienten von 5% bis 60% Aceonitril
in 0.1%iger Ameisensaure separiert. Das jeweilige Eluat wurde direkt mittels Eleagiogp

in das LTQOrbitrapMassenspektrometer gespeist.

Die registriertenPeptide wurdemlurch Datenbankabgleich mittels Maskdi3 (Koenig et al.,
2008 Perkins et al., 199 mit dem HefeProteom abgeglicheriBedingungen:NCBInr
200911/ taxonomy Fungi; M$ol, 10ppm; MS/MS tol, 0.5 Dayariable Modifikationen
Oxidation (M); Fixe Modifikationen: Carbamidomethyl (Q) PeptidFragmente, die
ausschlieBlich  in  den Hidyl-getayten  GelFragmenten (His1-13; BatchNr:
SID811_080910 Hj)s nicht aber in der WildtySpur (wttl3, BatchNr:
SID811 080911 v zu detektieren waremyurdenals moéglichdnteraktionspartner gewertet.
Die Online-Links zuden RohdatefTabellen der iderfizierten Peptiddefindetsich in einer
Tabelle im Anhang der Arbe(8).

Lésung 1 50% Acetonitril; 0,25% Trifluoressigsaur¢TFA)
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2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Isolierung genomischer DNA ausSaccharomyces cerevisiae

Zur Vorbereitungeiner Gewinnung genomischer DNA aus dem Organismusegevisiae
wurde der Wildtypstamm W303 oder YPH499 Uber Nacht in einem glukosehaltigen
Vollmedium (YPD siehe2.5 bei 30°C inkubiert. Die am Folgetag durchgefiuihrte DNA
Isolierung erfolgte nach Anleitung und mit Hilfe der Reagenziges kommerziellen Kits

zur Extraktion genomischer DNA aus eukaryontischem Gewebeproben/Zellen (Wizard

Genomic DNA Purification Kit, Promega).

2.2.2 Plasmid-DNA-Isolierung ausEscheria coli
Das angewandte Verfahren zurtiégktion von PlasmieDNA basiert auf derundsatzemer

alkalischen Lyse nadBirnboim und Doly(Birnboim and Doly, 1979 Hierzu wurden Ecoli-
Bakterienin 5ml LB ™-Medium @.5.2 uber Nacht bei 37°C kultiviert. Die Halftder
Flussigkulturwurde am Folgetag bei 16008¢ fur eine Minute pelletiertNach Verwerfen
des Uberstands wurden die Bakterien in ji0@er Losung 1 resuspendiert. Die alkalische
Lyse wurde nach Zugabe von 200 der Losung 2 induziert. Es erfolgte ein vorsichtiger
Mischvorgang durch manuelles Invertieren. Die Ausfallung der Proteine und genomischer
DNA erfolgte durch Zugabe von 15@ der Lésung3. Das entstandene Proté&hom
Prazipitat wurde im Anschluss durch einen Zentrifugationsschritt (20000 xnirl,04°C)
pelletiert. Nach Uberfiihredes Uberstandsé ein neues GefaR, wurddie PlasmieDNA
durch Zugabe von 60l Isopropanol ausgefalltNach einer weiteren Zentrifugation (20000
xg, 10 min, 4°C) und eines zweimaligen Waschvorgangs mit je @0@0%-igem, -20°C
kaltem Ethanolvurde das PlasmiBellet getrocknet. Daraufhin erfolgte eiResupensioin

30 pl sterilem Wasser und einer Verdiunmg der Probe auf eine DNKRonzentration von 1
pg/ul. Die Lagerung erfolgte be20°C.

Lésung 1 10mM EDTA; 50mM TrisBase; 0,1mg/ml RNAse A; gelagert bei 4°C
Lésung 2 0,2M NaOH; 1% (w/v) SDS gelagert bei RT
Lésung 3 60ml 3M Kaliumacetat; 11,5 nitisessig; 28,5ml yD; gelagert bei 4°C

2.2.3 PolymeraseKettenreaktion zur DNA-Amplifikation
Die Polymeras&ettenre&tion vervielfaltigt in vitro kurze, definierte Abschnitte eines DNA

Strangs (Amficon). In einer sich wiederholenden Abfolge {20 Zyklen) von Reaktionen

bei unterschiedlichen Temperaturen entstehen Kopien (Amplifikate)Adgdicons Der
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Prazess wurdemit einer initialen 7-mindtigen Denaturierung begonnen. Es folgten-3b
Zyklen bestehend aus den Einzelschritten Denaturierung (1 min bei 95°C,
Primerhybridisierung (1Imin bei 4560°C) und Elongation (+ 6 min bei 72°C). Die
Temperatureinstellung wahrend des Schrittes der Primerhybridisierung wurde nach der
&austformell 2°C pro AT + 4° pro G/C ermittelt. Die Ladnge des Elongationsschrittes
richtete sich sowd nach der Lange des Amplicorals auchnach der verwendeten
Polymerase: PHPolymerase aus Pyrococcus furiosus (Promega): ca. 0,5 kimiprorag
Polymeraseaus Tkermus quaticus (Promega): ca. 1 kb prim. Nach Abschluss des letzten
Zyklus erfolgte eine finale Elongationsphase bei 72°C fumif? Die Amplifikate wurden
zur Langenkontrolle und Isolation aAfjarosegele aufgetrag€B.2.5 oder direktin Losung
Uber Mikrozentritigationsséulchen isoliert (2.2.4. Ein Reaktionsansatz bestand
typischerweise aus einem Volumen von BOEr enthielt 2U der jeweiligen Polymerase, je
50 pmol der PrimeOligonukleotide, 5ul des vom Hersteller mitgelieferten zehnfach
konzentrieren Puffers, 58g der genomische®NA/PlasmidDNA und je 100uM der
Desoxyribaukleosidtriphosphate.

2.2.4 Reinigung von PCRProdukten
Die Reinigung von DNAFragmenten erfolgte durch ein kommerziell erwerbliches

ReingungsKit (Promega, Wizard SV Gel and PCR Clddp System).Hierzu wurde in

einem rmehrschrittigen Verfahren die in Losung befindliche DNA zunédchst an die
Mikrozentrifugationssaulchen gebunden, anschlielRend mehrfachth@an& gewaschen und

mit sterilem Wasser eluiert (s. auch Angaben und Anweisungen des Hersteiars).
Reinigung von DNAFragmenten wurden zuvor die Banden mit einem sterilen Skalpell unter
UV-Durchleuchtung ausgeschnitten. AnschlieRend wurde das Agarosestick mit einem seiner
Masse angepassten Volumen von BindungspysteHerstellerangabengrsetztund bei 55
60°Cgelost

2.2.5 Konzentrationsbestimmung von DNA
Die Konzentration von in Losung befindlicher DNA wurde durch Messung der Extinktion bei

260 nm in einem Spektralphotometer bestimmt (P Dabei entsprackine OD,g von 1

einer Konzentration vo&0 pg/ml doppelstngiger DNA. Zur Bestimmung der Extinktion im
linearen Bereich wurden die Losungen nach Bedarf mit Wasser verdinnt (typischerweise
1:100). Eine mdglicherweise bestehende Proteinkontamination wurde mit der

Quotientenbildung ORJOD,go evaluiert(optimaler Weise zwischen 1;2,0).
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2.2.6 AgaroseGelelektrophorese
Die Agarosegelelektrophorese diente der grol3enabhangigen Auftrennung und Isolation von

DNA-Fragmenten. Abh&angig von der Grol3e der zu trenmeRdggmente wurde-2% (w/v)
Agarose dtch Aufkochen in TAEPuffer gelost. Vor Ausguss des Gels wurde
Ethidiumlkromid den Gelen in einer Endkonzentration von j0g&nl zugegebenDie DNA-
enthaltende Proben wurden mit flnffackonzentrietem Auftragspuffer geldst unah
geeigneterPorengrél3en aufgetragen. Die Gelelektrophorese wurde bei konstanter Spannung
von 15V/cm durchgefihrt. Nach Beendigung der Elektrophorese wurdebNAe-Banden

durch das interkalierendEthidiumbromid in einem UVTrarsilluminator visualisiert.Zur
GroRRenlestimmung dergetrenntenDNA-Fragmente dienterStandards derFirma New
England BioLabsNEB, 1kb DNA ladderund100bp DNA ladder).

5x Auftragspuffer 0,25% (w/v) Xylencyanol; 0,25%w/v) Orange40% (w/v) Glycerin

TAE-Puffer 20mM Natriumacetat; 1mM EDTAOmMM Tris/Acetat; pH 7,4

2.2.7 Restriktionsenzymverdau und Ligation
Um Plasmide oder PGCGRragmente sequerspezifisch zu spalten wurden

Restriktionsendnukleasen der Firma New EnglanBiolabs (NEB) verwendet. Ein
Verdauansatz bestand aupd der jeweiligerzu spaltende®NA, 2 U desNukleaseEnzyms
sowie ds vom HerstellerempfohlenenlOx-Puffers. Die Anséatze wurden fur mindestea

bei 37°C inkubiert. Zur anschlieRenden Ligation wardime T4DNA-Ligase (NEB) und der
vom Hersteller mitgelieferte 10Ruffer verwendet. Ein Ligationsansatz wurde stets mit ca.
100 ng des lineasiertem Vektors und einem ca. fémthen molaren Uberschuss des zu
inserierenden DNA-ragments angefertigt. Die Ligation erfolgte bei 16°C furl h.

2.2.8 Herstellung von elektrokompeenten Escheria coli
Fir die Herstellungelektrokompetenter Zellen wurdéne Vorkultur tiber Nacht mit LB

Medium (2.5.2 bei 37°C kultiviert. Am Folgetag wurdmit dieser Vorkultur 2 ILB™
beimpft (Zelldichte: Olgy von 0,050,1). Die Kultur wurde bei 37°C bis zu einer ED&thte

von 0,5 geschiittelt. Alle viteren Schritte folgten auf Eis bzw. bei 4°C. Durch Zentrifugation
fur 10 min bei 3000 xg wurden die Zellen pelletiert. Es folgte ein dreimaliger Waschschritt
mit sterilem10% (v/v) Glycerolbei 4°C Nach Aufnahme des gewaschenen Zellpellets

ml 10% (v/v) Glycerol wurden die Zelllosung aliquotiert (jelBpund in flissigem Stickstoff

schockgefroren. Die Lagerung erfolgte k0°C.
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2.2.9 Transformation von Escheria coli
Die Einbringung rekombinanter PlasiiNA in das Zellnnere von Ecoli-Zellen efolgte

durch das Verfahren der ElektroporatiofFiedler and Wirth, 1988 Fir einen
Transformatiosansatz wurden 3@l in Glycerolaufgenommenerelektrokomgtenta E. coli

(2.2.8 aufEis aufgetat. Anschlieend folgte der Zusatan 0,5 ul des gereinigte Plasmids.

Nach einer kurzen Inkubationszeit vomthnauf Ei s er f ol gte ein Stro
25 uF; GenePulser, BieRad). Danach erfolgte die sofortige Ubergabe der
Bakteriersuspensionin 1 ml LB-Medium. Nach Verstreichen einer siiindigen
Inkubationszeit bei 37°C wurden die Zellen sedimentierd auf LB-Platten mit dem

Selektionsmarkeiibertrager(2.5.9.

2.2.10 Transformation von Saccharomyces cerevisiae
Die Transformation erfolgte nach dem Uberarbeitetatthium-Acetat/Polyethylen Glykel

Protokoll, welches von Gietz und Kollegen etabliert wy@etz et al., 1996 Hierzuwurde
eine Vorkultur des jeweiligen Stamms @énem YPD-Medium angelegt. Diesevurde Uber
Nacht inkubiert. Am Folgetag wurde mit selbiger KulturrBDYPD-Medium auf eine Oy
von 0,2 angeimpft. Es folgte eine weitere Inkubation bei 30°C bis zu eine©Bgd von
1,0. Anschlielend erfolgte die Hefezellsedimentation in  einesterilen
ZentrifugationsrohrchenNach zweiWaschschritteneinmal mit 1 ml sterilem Wasser und
einmalmit 1 ml des Puffers A, wurde das Zellpellet anschlieBend inl0fes Puffers A
solubilisiert. Zur sich anschlieRenden Transformation wurdempls@ieser Suspensioi0 ug
denaturiertd_achsspermieidNA, 2 ug PlasmidDNA bzw. des PCRAmplifikats und 300ul
Puffer B hinzugegeben. Die HézchockTransformation (15min bei 42°C) erfolgte,
nachdem die Probe vorher fir 3@in bei 30° auf dem Schuttdlixer durchmischt wurde.
Nach dem Hitzeschock wurden die Zellen flrs3@it 9000 xg pelletiert und in inl YPD-
Medium solubilisiert. Im Anschluss an einginstindige Inkubation bei 30°@urden die
Zellen erneut pelletiert und mit dnl sterilem Wasser gewaschen. Naghfnehmen des
gewaschenen Pellets in 1QDsterilem Wasser erfolgte die Ausplattierung und Inkubation auf

dem entsprechendefruxotrophiemediun{2.5.1).

Puffer A 1mM EDTA; 100mM Lithiumacetat; 10mM THBEICI pH 7,5

Puffer B 100mM Lithiumacetat40% (w/v) Polyethyleglycol 6000 10mM TrisHCI pH 7,5

2.2.11 Expression vonPlasmid-codierten Proteinen in Saccharomyces cerevisiae
Zunachst wurde der offene Leserahmen von YMLO30W/AIM31 mit Hilfe von Primern (s.u.)

mittels PCR kopiertd.2.3. Hierbei wurde eia fir einen N oder GterminalenHexahistidy-
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Tag codierende Nukleinsauréibfolge implementiert.Daraufhin wurde das Amplifikat
gereinigt .2.49 und zusammen mit dem Plasmid pYE®#& den EnzymerBacl und Notl
verdaut, anschlieBendigiert (2.2.7 und in E. coli Stamme transformiert2(2.9. Nach
Plasmidlsolierung aus Ecoli (2.2.2 wurde dieses in Saccharomyces cesie@( W3 0 3 U,
2.213) transformiert 2.2.10. PYES2enhalterde Hefesidmme 2.2.13 wurden mittels
Inkubationin einemUracil -freien Medium @.5.1) selektioniertFireinen praparativen Ansatz
wurden die Kulturen grundsatzlichauf SLaecUra angeziichtetund die Expression des
gewlnschten Proteins durch Zugabe von 2% Galaktose ges(&tdi-Promotor)

Anschliel3end wurden Mitochondrien isolie2t4.4).

In der Arbeit verwendete Primer zur Herstellung PlascodierterProteinTags:
Aim31_Sacl_s 5 €CCGAGCTCATGTCACGCATGCCATCTAG 6

6xNhisAim31_Sacl_s |56
CCCGAGCTCATGCACCACCACCACCACCACTCACGCATGCCATCTAC
TTTCG3 6

Aim31_Not_as 5 €CCGCGGCCGCTTACTTCTTTCCAAGCTTATTTTG 6

Aim31-6xChis_Notl as | 50
CCCGCGGCCGCTTAGTGGTGGTGGTGGTGGTGCTTCTTTCCAAGCT
ATTTTCCAG 3 &

Verwendete Plasmidkonstrukte:

Plasmid Verwendung

PYES2Aim31 Histidyl-Affinitatschromatographie
(Kontrolle)
PYES2Aim31-6xCHis | Histidyl-Affinitatschromatographie

PYES2Aim31-6xNHis | Histidyl-Affinitatschromatographie

2.2.12 Deletion von Genen und Insertion chromosomaler ProtekTags in
Saccharomyces erevisiae
Die Erzeugung von Deletionsstdammenurde durch homologe Rekombination einer

Deletionskastte in den jeweiligen Gehokus durchgefuhrt(Longtine et al., 1998 Die
Deletionskasette wurde mittels PCR erzeugt. Primer wurden in Anlehnung an die 45
Nukleinsduren vor dem t8rtkodonbeziehungsweisaach dem Stoppkodon des jeweiligen
offenen Leserahmens sowie eines Plasspiezifischen AbschnittgusammengesetziAls
Matrizediente das Plasmid pFA84is3MX6 (Wach ¢ al., 199%. Das Amplifikat wurdenach
Reinigung Uuber ein Agarosegl (2.2.6 in den Hefestamm transformier{2.2.10.
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AnschlieRend erfolgte eine selektive Inkubation durch ein synthetisches, Histidia
Spezialmediung2.5.7).

In der Arbeitwurden folgend®rimer zur Deletion von Genearerwendet:

Aim31 KOs |56 AATTCCTGGTACTAGAAGCGATAACATCACAGTT
- - GTTCAAGCGGATCCCCGGGTTAATTAA 30

Aim31 KO as |50 CTTCTTTCCAGCTTATTTTCCAGGT CGATCEATAATC
T TCGAGCTCG 36

Der Mechanismus der homologen Rekombinatismirde auch fir das Einbringen- C
terminaler ProteifTags in chromosomale HefeDNA genutzt. Hierzu wurdeunter
Zuhilfenahmeder PYM9Kassette der Proteintag zusammen mit einer Selektionskses
durch einePCR vervielfacht(2.2.3. Fir den PCRAnsatz wurden sens@rimer mit 45
Nukleinsaurervor dem Stoppkodon von Aim31 und der pYMpezifischen Sequenz erstellt.
Als AntisensePrimer diente der Primer AIM31_KO_A2.2.19. Das Amplifika wurde im
Anschluss wie beschrieben transformie2t2(1Q. Die erfolgreiche Rekombination wurde
mittels YPD’*“Medium selektioniertd.5.1).

In der Arbeit wurden folgende Primeur Insertion von chromosomalent€@minalen Tag

verwendet

Aim31-6xHis s |56
TTAGAAAAGGAACTAAGCGACCTGGAAAATAAGCTTGGAAAGAAGCATCACC
ATCACCATCACTAGG 358
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2.2.13 Verwendete SaccharomycescerevisiaeStamme

Stamm Genotyp Referenz
w3 03U MATU, ade21, his311, 15 leu2, 112 trp1, | (Rothstein and Shermar
198

ura23-53, can1100 9

YPH499 MATa ade2101 his3q200leu2- trp1-q63 (Sikorski and Hieter,
ura3-52 lys2801 1989

gqaim31/yml030w | YPH499 aim31:HIS3, Diese Arbeit

pai m3 1/ y|YPH499 aim31:HIS3, PYES2AIim31 Diese Arbeit

+ pYES2-Aim31

gaim31/yml030w | YPH499 aim31::HIS3, PYESAim31 Diese Arbeit

+ pYES2Aim31- | 6xNHis

6XNHis

gaim31/yml030w | YPH499 aim31::HIS3, PYESAIm31 Diese Arbeit

+ pYES2Aim31- | 6xCHis

6XCHis

Aim31-6xCHis YPH499 aim31::AIM316xHis-KAN Diese Arbeit

2.2.14 VerwendetePlasmide

Plasmid Referenz Organismus Verwendung
PYES2 Invitrogen,(Oldenburg| S. cerevisiae | Histidyl-getaytes Aim31 zur
et al., 199y Affinitatschromatographie

pFA6aHiIs3MX6 | (Wach ¢ al., 1997% S. cerevisiae | Genetische Manipulatiol
zwecks  Herstellung vol
Deletionsstammen

pYM9 (Knop et al., 199) S. cerevisiae | Genetische Manipulatiol
zwecks Einbringen eine
chromosomalen Histidyl
Tags
pMAL-cRI New England Biolabs | E. coli Fusionsprotein Zu
(Sun et al., 1995 AntikorperHerstellung
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2.3 Immunologische Methoden

2.3.1 Herstellung polyklonaler Antikorper

Fur das ProteinymlO30wWAIm31 wurde in der vorliegenden Arbeitin polyklonale
Antikdrper generiert. Hierzu wurden zunéctasin E. coli exprimierteAntigen aufgereinigt
(2.1.8. AnschlieRend wurderKaninchenmit der entsprechenden Protesuiig (1pg/pl)
immunisiert. Die Primarimmunisierung wurde mit 200Antigenlésung und 2001 TiterMax

Gold (Sigma)urchgefiuhrt Weitere Immunisierungen folgten typischerweise im Abstand von
vier Wochen durch weitere Gabe von 20D Antigenlésung und 2000 | des Freuni
Adjuvant Incomplete (Sigma)lm Anschluss wurde den Kaninchen ab der zweiten
Immunisierung alle 10 Tage 2™l Blut abgenommen. Durch Abzentrifugation der
korpuskularen Anteile (3000 xg, fhin, Raumtemperatur) konnte Serum gewonnen werden.
Nach einem weiteren Zerftgationsschritt bei 12000 xg fur 1Rin bei 4°C, wurdeder
Uberstand des Serums fiir 30in auf 56°C ehitzt, um die Aktivitat von hitzelabilen
storenderKofaktoren zu reduzieren (z.B. Komplementfaktoren, Fibrin). Nach diesem Schritt
wurden die Proben beR0°C gelagertDie Immunisierung der Tiere wurde im Tierstall

durchgefuhrt.

2.3.2 Aufreinigung von Antikdrperseren
Die Aufreinigung von Antikdrpern erfolgte mittels aduen gebundemeAntigeren Hierzu

wurden zundchstdie aufgereinigten Antigene an eiBéule (Sulfoink Copling Gel, Thermo
FisherScientifio gelunden. Fir diesen Schritt wurdeml desSaulenmaterials mit fnl des
Kopplungspuffers gewaschen. AnschlieRend folgte die Antigenbindung durch eine 45
minutige Inkubation des S&ulenmaterials mitmf Antigen, welchezuvor in 1 ml des
Kopplungspuffes aufgenommerworden war Nach Verwerfen deBurchfluses folgte ein
Waschschritt mit 3ml des KopplungspuffersAnschlieBend wurde die Saule #%in bei
Raumtemperatur mit einem Blockpuffer inkubiert. Im Anschluss wurde die Saule mit 16
1M NaCl gewaschen. Das Saulenmaterial wurde anschlieBendném eflintufigem
Verfahren gewaschen:eJ10 ml Waschpuffer 1, Elutionspuffer 2, Waschpuffer 2,
Elutionspuffer 3, Waschpuffer 1. Zur anschlielend folgenden Antikérperbindung wurden
zunachst 6nl des Antiserums mit 2l Waschpuffer 1 und Zusatz von 1mM PM8nddes
RocheEDTA-free Complete Protease Inhibi®worbereitet. Das Gemisch wurde mit Hilfe
einer peristaltischen Pumpe auf die Saule aufgetragen. Der Vorgang wavedmal
wiederholt, wobei beim zweiten Mal der Durchfluss des vorangegangenen Sclestt
verwendet wurde AnschlieBend wurde die Saule zweimal gewaschenmie 10 ml
Waschpufferl und Waschpuffer 3Die gebundenen Antikdrper wurden durch aufeinander
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folgende Zugabe von je 1@l Elutionspuffer 33 eluiert und in Iml-Fraktionen gesammelt.
Eine pHNeutralisierung erfolgte mittels Neutralisierungspuffer 1 (fur die Fraktiomén
Elutionspuffer 1 und 2pzw. Neutralisierungspuffer 2 (fir die Fraktionen mit Elutionspuffer
3). Im Anschluss erfolgte eine Proteinkonzentrationsbestimni@iddg). Eluatfraktionen mit
hohem Antikdrpergehalt wurden iBlock-Milch verdinnt (1:500) und mittels Western
Blotting (2.1.6 und Immundekoratiori2.3.3 dessen Bidung und Spezifitat tberprufur
etwaigenWiederverwendung wurde die Saule mit h0 Waschpuffer 1 gewaschen und zur
Lagerung mit 0,05% (w/v) Natriumazisvelches in2 ml des Waschpuffer$ geldst wurde,

inkubiert und bei 4°C gelagert.

Kopplungspuffer 50mM Tris; 5mM EDTA; pH 8,5
Blockpuffer 50mM Cystein, 50mM Tris; 5mM EDTApH 8,5
Waschpuffer 1 10mM TrigHCI; pH 7,5

Waschpuffer 2 10mM Tris/Base; pH 8,8

Waschpuffer 3 500mM NACI; 10mM Tris/HCI; pH7,5
Elutionspuffer 1 100mM Netriumcitrat; pH 4,0
Elutionspuffer 2 100mM Glycin/HCI; pH 2,5
Elutionspuffer 3 100mM NaPQy; pH 11,5
Neutralisierungspuffer 1 | 1M Tris/Base; pH 8,8
Neutralisierungspuffer 2 | 1M Glycin/HCI; pH 2,5

Block-Milch 5% (w/v) Magermilchpulver in TB®uffer

2.3.3 Immundekoration von Proteinen
Die aufgereinigten Antikérpecésungen wurden zur Immundekoration von Proteinen auf

Nitrozellulose oder PVDMembranen verwendet. Hierauwurde der aufgereinigte Aim31
Antikorper in einer Verdinnung von 1:500 Block-Milch verdinnt. Die PVDF oder
Nitrozelulosemembranen wurden zundchsh in Block-Milch bei Raumtemperatur (RT)
inkubiert. Anschliel3end erfolgte die Dekooatimit dem affinitatsgereinigtefntikorper fur

3 h bei RT. Alle nicht fest an die Membraheziehungsweiseeren Proteine gebundene
Antikorper wurdendaraufhindurch drei Waschschritte (@in in TBS, 10min in TBS/T, 5

min in TBS) entfernt. Hiernach erfolgte die Dekoration der gebundenen Antikdrper durch
einen gegen den Feil der Immunglobuline Gron Kaninchengerichteten Antikorpeftir 1 h

bei RT (Goat Anti RabbiigG Horseradish Peroxidase, BiRad. Nach einem weiteren
Waschschritt (wieder 2x TBS, 1x TBS/T) wurden die gebund&vegitantikbrperiiber eine
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Peroxidasereaktion aufChemilumineszenFilmen nachgewiesen. Hierzu wurden die
Membranen in der Dunkelkammer mit einer ECECL2-Mischung (Verhdaltnis 1:1)
inkubiert und die Reaktion gestartet.

TBS/T TBS-Puffer mit 0,05% Triton X100

Block-Milch 5% (w/v) Magermilchpulver in TB®uffer

ECL1 100mM Tris/HCI; 0044% (w/v) Luminol; 00066% (w/y p-Coumarinsaure, pH 8,5
ECL2 100mM Tris/HCI; 0,024% (w/v) bD,; pH 8,5

2.4 Methoden derHefebiologie

2.4.1 Kultivierung von Saccharomyces cerevisiae

Bei der Kultivierung von S. cerevisiae wurden Vater Selektivmedien verwende?.6.1).
Sofernnicht anders angegeben, erfolgte die Anzucht beC30% nach Experimestsatz
diente Glukose oder Lactat als Kohlenstoffquelle. Die Selektioroteapher Mutanten
erfolgte mittelsSelektivmedien(YPD®®", SD/Lac-His oder SD/LaeUra). Zur Evaluation von
Wachstumsverhalten und flr praparative Ansatze wurden Flissigkeitskuftach einer
MindestInkubationszeit voneinem Tagnach Animpfenvon einer Platteverwendet.
Flussigkeitskultuen wurden stets verdinnt um die Zellen in der logarithmischen

Wachstumsphase zu belassen

2.4.2 Analyse des Wachstumsphanotyp
Die Analyse des Wachstumsphanatypuf verschiedenenMedien wurde mit dem

sogenannteral UpfelTest oder einer Wachstumskurndurchgefuhrt Fir den Tulpfeltest
wurden Zellenvon einer exponentiell wachsemdelefekultur entnommen und igenau so
viel sterilem Wasser aufgenommen, sodass@Ii®oo 0,7 betrug. Von dieser Suspension
wurdenvier ZehnfachVerdinnungen(1:10, 1:100, 1:100, 1:10000)erstellt. Diese wurden
mit je 3ul auf YPD oder LactaMedien aufgetrageribas Wachstum der Stamme wurde nach
zwei Tagen Inkubation ausgewertet untter Weil3lichtabfotografiert. Alternativ wurde das
Zellwachstum in einer Flussigkultur analysiert. Hierzu wurden Stamme in Y&& Lactat
Medium kultiviert. Nach einer Startzeit von ca. einem Tag und stetigem Verdinnen der
Kultur, um ein Verbleiben in der mittleredogarithmischen Wachstumsphase zu
gewabhrleisten, wurden die Kulturen adieselbeoptische Dichte verdiinnt (Sta@Dgoo).
Anschliel3end wurde der Verlader optischen Dichte Uber die Zeit notiert und ausgewertet.

Die Verdopplungszeit wurde nmfiblgenderFomel ermittelt:
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Zur Analyse des Wachstums hgiauxie-Shift (Galdieri et al., 2010wurden Zellen zunachst

in einemYPD-Mediumangezuchtet. Nach mehrmaligem Verdiunnen wurden die Kulturen auf
dieselbe Dichte verdinmind von nun an di®Dggoregistriert Nacheinem ca. drsttindiga
Wachstumund nach dreimaligeriiVaschen mitl0 ml sterilem Wassewurde ein Teil der
Kultur anschlieBend irein LactatMedium aufgenommenund auf eine gleiche optische
Dichte verdunntim Anschluss erfolgte erneut die Registrierdgieg optischemichte tber die

Zeit, sowohl in der Lactatls auchm Rest deiy PD-Kultur.

2.4.3 ASchnelldi Mitochondrien -Préaparation
Die Schnellpraparation von Mitochondrien wurde zum Uberpriifen der Proteinlokalisation

nach genetischeManipulationverwendet. Hierzu wurden Hefezellen Uber Nacht bei 30°C
kultiviert. Am nachsten Morgen wurden Zellen (Volumen entsprechend ejptschen
Dichte von 10) durch Zentrifugation bei 5000 xg fimb bei Raumtemperatur geerntet. Auf
Eis erfolgte die Aufnahmeder Pelletsn 800l SMK-Puffer mit Zusatz von 2mM PMSEum
Proteaseschutz Die Zellwandlyse erfolgte mittels gekihlteGlasperlen (mittlerer
Durchmesser0,5mm)und wiederholtem Schittelje 30 Sekunden) auf dem Vort&erat
Zwischen den Vortexntervallen wurden die Proben jewedsif Eis gelagertNicht-lysierte
Zellen,Membranfragmentend die Glasperlewurden in eiem kurzen Zentrifugationsschritt
(1000 xg, 3min, 4°C)sedimentiertAus dem Uberstand wurde nach erneuter Zentrifugation

(20000 xg, 10 min, 4°C) eine Mitochondriangereicherte Fraktion gewonnen.

SMK-Puffer | 80mM KCI; 20mM MOPS; 0,6M Sorbitol; pH 7,4

2.4.4 Isolierung von Mitochondrien aus Saccharomyces cerevisiae
Die Isolierung von Hefditochondrien erfolgte nach den Grundzigdgr vonZinser und

Daumvorgeschlagenen Method{inser and Daum, 1995Die Hefezellenwurden hierftr

auf einemLaktatmedium bis zu einer QB von ~1in einer Grof3kultur (4 12 |) wachsen
gelassen Die Zellen wurdendann durch Zentrifugationmit 4000 xg fur 5 min bei
Raumtempeatur geentet Nach einem Waschvorgangit 100 ml ionenfreiem Wasser
wurden die Zellen gewogen und anschlieRend mml Zell-Puffer pro 1g Zellmass€Feucht

Gewicht) resuspendiert. Es folgte eine zafinitige Inkubation bei Anzuct@mperatur
(typischerweise 30°C) und ein Waschschritt mit 10l01,2 M Sorbitol. Die Hefezellwande
wurden durch Hgabe von Zymolase (6,6ml Lysepuffer pro g Zellmasse
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Zymolasekonzentration5 mg/g Zellmasse und anschlieBendelnkubation (1 h, 30°Q
enzymatisch gespalte®urch eine kurze Zentrifugation (700 xgndn, 4°C) wurden dieso
entstandene®pharofastengeerntet. Zur Lyse der Zellmembran wurden die Zellen im8,6
Homogenisierungspufferpro g Zellmass resuspendiert und mitinem Dounce
Teflonhomogenisator bearbeitet (ca. 15 StoR3e). Im Anschluss wurden Mitochondrien durch
zweimalige Zentrifugation (3000 xg, 5 miA°C) von Zellresten getrenriie im Uberstand
enthaltenen Mitochondrien wurden in ein neues Gefal3 tUberfuhrimittels Zentrifugation
isoliert (12 000 xg, 12min, 4°C). Das Pellet wurde in-Biffer aufgenommerund die
letzten beiden Zentrifugationsschritte wiederholt. Nach dem letzten Zentrifugationsschritt
wurden die Mitehondrien in0,57 1 ml SM-Puffersuspendiertind die Proteinkonzentration
bestimmt. Nach Verdinnung und Einstellen auf eine EndkonzentratrodGimg/ml wurde

die Mitochondriesuspensiorin 50-100 ul Aliquots mit fliissigem Sticksto8choclgefroren

und bei-80°C gelagert.

Zellpuffer 0,6M Sorbitol; 20mM MOPS; pH 7,4
Lyse-Puffer 20mM MOPS; pH 7,4
Homogenisierungs 0,6M Sorbitol; 1mM EDTAIMM PMSF; 10mM Tris HCI,0,2% (w/v) Fettsaurefreies BSA;pH

Puffer 7.4
SM-Puffer 0,6 M Sortitol; 20mM MOPS pH 7,4

2.4.5 Topologieanalyse von mitochondrialen Proteinen mittels Bestimmung der
Sensitivitat gegen Proteasen
Zur Evaluation der mitochondrialefopologie von Proteinenwurden einer zugegebenen

Protease unterschiedliche mitochondriale Subkompartimengginglich gemacht. Hierzu
wurden 50ug isolierte Mitochondrien in 5001 SM-Puffer oderMitoblasterPuffer bei 4°C
resuspendiert und fir 20 min auf Eis inkubiem. $M-Puffer bleibenMitochondrienintakt,
daher sindnur AufRenmembranproteini@r Protease zuganglich. Durch die Zugabe des
hypotonen Mitoblastefuffers vergrof3ert sich der Matrixraum und futhrickbedigt zum
Aufbruch der aufRRerenMitochondrienmembran Dadurch werden Innenmembranprogin
zuganglich.Der Verdau wurde nacBugabevon 100ug/ul ProteinaseK gestartet. Nach 30
min Inkubation auf Eis wurddie Proteinasé\ktivitat mit 1ImM PMSF gestoppt. Nach einer
Zentrifugation bei 20000 xg fur 2@in bei 4°C wurde das mitochondriale Material in 500
SM-Puffer resuspendiert und TCdefallt (2.1.1). Die anschlieRende Analyse des selektiven
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Verdaus erfolgte mittels SBDBage(2.1.3, Western Blding (2.1.6 und Immunodekoration
(2.3.3.

SM-Puffer 0,6M Sorbitol; 20mM MOPS; pH 7,4
MitoblasterPuffer 20mM MOPS; pH 7,4

Lyse-Puffer 20mM MOPS; 0,1% (v/v) TritonXLOO; pH 7,4

2.4.6 Analyse der Membranassoziation durchCarbonatextraktion
Um zwischen integralen Membranproteinen und l6slichen kawgschlieRlichmembran

assoziierten Proteinen zu unterscheiden, wurden Mitochondrien mit Natriumcarbonat versetzt.
Integrale Membranproteine werden unter alkalischen Bedingumgbltvon ihrer Membran
abgel6siFujiki et al., 1982. Hierzu wurden 5Qg isolierte Mitochondrien durchugabevon
SM-Puffer auf eine Konzentration vonmig/ml verdinnt. Die alkalische Extraktion erfolgte
durch Zugabe einer 2M Natriumkarbonatlésung. Nach manuellem Invertieren erfolgte
eine Inkubation fur 30 m auf Eis. Ungeldste, 8mbrangebundene Proteine wurden durch
eine Zentrifugation (91000 xg, 30 mirf,@) sedimentiertDie sich im Uberstand befindlichen
I6slichen Proteine wurden TCA gefd|R.1.1). Die weitere Analyse erfolgte mittels SEP&ge

(2.1.3, Western Blding (2.1.9 und Immundekoratio(2.3.3.

SM-Puffer | 0,6M Sorbitol; 20mM MOPS; pH 7,4

2.4.7 SteadyState Expressionslevel von Proteinen
Um Proteinkonzentrati@n zu bestimmen wurden 400ug isolierte Mitochondrien2.4.4)

zunachst bei 20000 xg fur 15mbei 4°C pelletiert. Anschlieend wurde das Pellet in 460
SDSProbenpuffer aufgenommen. Von dieser Losung wurdeml @@genommen und mit 60
pl SDSProbenpuffer 1:4verdiinnt. Dieser Schritt wurde mit 40 der bereits 1:1 verdinnten
Probe und mit 40u5DSProbenpuffer wiederholt. Anschlie3end wurde nebeneinander vom
Wildtyp-Stamm und der zu untersuchendBeletionsmutante 2%l der jeweiligen drei
Losungen (50ug, 25ug, 12,5ug9) auf ein Gel aufgetrager?2.(.3 und anschlielRend mit
WesternBlotting (2.1.6 und Immundekoration 2(3.3 weiter analysiert. Die
Signalintensitaten der jeweilig dekorierten Proteine wurden zwischen Wildtyp und
Deletionsmutante mit dem Imagh®8ystem The Imag&M (Appligene, Heidelberg)
gemesserBanden wurden stets dreimal gemessBre Signalintensitat der Deletionsmutante
ist als Prozentsatz der Wildhfignalintensitdit angegeben (Mittelwert  +~
Standardabweichung)
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2.4.8 Subfraktionierung von Mitochondrien
Die Auftrennung und Generierung mitochondrialer Membranvesikel erfolgte nach einer

Modifikation des Protokollswelches wn Pon und Kollegewerwendetwurde (Pon et al.,
1989. Hierzu wurde aus grol3en Hefekulturen, welche bei 248@ einemLactatMedium
kultiviert worden waren Mitochondrien isoliert (2.4.4. Nach Isolierung wurde den
Mitochondrien tropfchenweise20 ml SchweltPuffer zugegeben. Das Gemisch wurde im
Anschluss fur 30 min unter vorsichtigem Rihren auf Eis inkudiataufhin wurde 2,M
Saccharose bis zu einer Endkonzentration vonM,Zugegeben und die Mitochondrien
wurden bei 4€ unter stdndigem Rihren geschrumpft. Die Vesikelgenerierung fand durch
Ultraschallbehandlung statt (3 x 30 je mit 30 s UnterbrechungQutput Control: O; Duty
Cycle: 60%; Branson Sonifier 250). Noch intakte Mitochondrien wurden durch einen
Zentrifugationsschritt (20000 xg, 20in, 4°C) vonentstandeneMembranvesikel getrennt.

Um die Mitochondrienvesikel weiteufzukonzentrierenwurde der Uberstand vorsichtig auf
200 ul 2,5 M Saccharose aufgetragen und fir 100 min bei 118000 xg bei 4°C zentrifugiert
(SW 41 Ti Rotor, Beckman CoulterDer GroRteil des SacchareSerstandswurde
abgenommen und die sedimentierten Vesikel wurdesremverbliebenen 2,0 Saccharose
resuspendiert. Die Vesikelgpension wurde mit einem Teflddomogenisator durchmischt
und die Saccharosekonzentration bestimmt. Durch ionenfreieseawv. 2,9 Saccharose
wurde die Konzentrationder Vesikelsuspensionuf 1,3 M eingestellt. Diese wurde im
Anschluss unter einen linearen Saccha®@s&dienten geschichtet (0,81 - 1,25 M
Saccharose in MOPS pH 7,4 mit 0,5 mM EDTMBurch eine Zentrifugation wurden die
Vesikel nach ihrer Dichte aufgetren(®4 h bei 200.000 qund 4°C,SW 41 Ti Rotor,
Beckman Coulter)Der Gradient wurde in 21 Fraktionen mit 6QDgeerntet. Diein den
Fraktionen enthaltenden Proteine wurden fir die weitere massenspektrometrische Analyse in

Protein LoBind Reaktionsgefalie tbertragen.

SchweltPuffer 0,5mM EDTA; 1,0mM PMSFRoche Complete Protease Inhibitor

2.4.9 Semiquantitative Mengen-Analysein aufgetrenntenmitochondrialen
Membranvesikeln mittels Stable isotope labelingpy amino acids in cell culture
(SILAC)

SILAC ist ein massenspektrometches Verfahren, welches mittelsiichtradioaktiver

Isotopenmarkierungur Mengenbestimmung von Peptiden verwendet werden (Kamg and
Mann, 2006. Hierzu werden zun&chst gleic&elllinien (im vorliegendem Falbler Lysin-
auxotrofme Hefe-Wildtypstamm YPH499, 2.2.13 mit unterschiedlichen N&hrmedien

kultiviert. Eine der Zellkulturerwéachst ineinem Medium, welchesmit stabilen (nicht
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radio&tiver) Isotopen (°H, *°C, oder ®N) markierten Aminosauren versézt ist Die
Vergleichskultur hingegen wachst in Medien mmtchtmarkierten AminosaurenZur
Markierung werden am haufigsten markiertes Arginin oder Lysin verweDaemarkierten
Aminosaurenwerden genau wie nicimarkierte Aminosauren in die Zellemufgenommen
und indashierdurchmarkierteProteomeingebautMischt man nun das Pteom der beiden
unterschiedlich kultivierten Ansatze so konnen nach geeignetem Proteaseverdau
(typischerweise Trypsin oder Lys{D) und massenspektrometrischer Messungné&ppare
durch denspezifischenlstotopbedingtenMassenunterschied gebildet werden. Unterschiede
in den gemesseneki&inzelintensitdten der jeweiligen Signalpaare spiegeln so relative

Haufigkeitenwider.

Die Prozessierung und massenspektrometrische Analyse der Proben wurde von Dr. Dirk
Walther durchgefiihrt (aktuell: BiogeArbeitsgruppeMass Spectrometrigased Proteomjc
durchgefuhrt anMax-Plancklinstitut fir Biochemie, Arbeitsgrupp@ Pr ot e o mgnals and
Tr ans duleit das nnéder vorliegenden Arbeit durchgefiihrte Experiment wurden
Wildtyp-Hefezellen (YPH499) entweder ineinem markierten oder unmarkierte SLac
Medium bei 24°Ckultiviert. Zur Markierung wurdedem Minimalmediumschweres Lysin
zugefigt (**C und*®N, Cambridge Isotope Laboratorie§)as unmarkierte Medium enthielt
anol enstgsin (°C, N, SIGMA). Nach Mitochondriersioierung (2.4.4 und
Subfraktionierung2.4.7) wurde jede zweite Fraktion des unmarkierten Ansatzes mitl 10

des markierter( a s ¢ h wHLA@-Btandards gemischt. Als SILAEStandarddiente eine
Mischung der Fraktionen-83 aus dem mar&rten AnsatzDieser Standard wurde gewahilt,

da Proteine der intermediaren Dichte naher analysiert werden sollten. Somit wurde
gewahrleistet, dass die Wahrscheinlichkeit der Detektion dieser Proteine im -Stiaf&@ard
maoglichst grof3 istDie Proben wurdemach Zugabe von 6Ql DenaturierungPuffer und

einer sich aschlieReden Inkubation fir 30min durch den darin enthaltenen Harnstoff
denaturiert. Im Anschluss wurden Cyst&este durch Hinzugabe von 5&M 2-
lodoacetamid alkyliert und so die Bildginvon Dsulfid-Bricken verhindert. Die Proben
wurden 1:1 mit Wasser verdinnt umldirch die C-terminal spaltendelysin-spezifische
EndoproteinaseLysC aus dem Bakterium Lysobacternzymogenesverdaut (Wako
Bioproducts, Enzym/ProteirVerhaltnis 20:1).Im Anschlussan den Verdauwurden die
Proben mit 1% (v/v) Trifluoressigsaure angesauert und mit C18-spg€hermo Fisher
Scientific) entsalzt. Nach einer Umkehrchromotagraphie mittels Easy nLC Nanoflow HPLC
Systems (Thermo Fisher Scientific) wurde Bieptidenthaltende Losunguf eine RepoSil

Pur C18AQ Saule(Dr. Maisch Gml) geladen(Thakur et al., 200)1und fir 5 h mit Hilfe
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eines nicht-linearen Gradienten von 5 60% Acetamitril eluiert Zur Massenanalyse der
Peptide wurde ein LTQ Orbitrap XL Massenspektrometer (Thermo Fisher Scientific)
verwendet. Die Auswertung des Massenspektrums erfolgte mit der Software Max Quant
and Mann, 2008und eines PeptidDatenbankabgleichmittels Maskot(Koenig et al., 2008
Perkins et al., 1999

Denaturierungs 3M Thioharnstoff;9M Harnstoff;1,5mM DTT;100nMTris/Hcl; pH 8,0
Puffer

2.5 Medien

2.5.1 Medien fur die Kultivierung von Saccharomyces cerevisiae

YP 1% (m/v) Hefeextrakt; 2 (w/v) BactaPepton; pH 5 (eingestellt mit HCI)

YPD YP + 2% (w/v) Glukose

YPDCe" YPD; 500ug/ml Geneticin

YPG YP +3% (w/v) Glycerin

Lactat 3 g/l Hefeextrakt; 1 g/l K2ZHPO4; 1g/l NH4CI; 0,5 g/l CaCl2; 0,5 g/l NaCl; 0,6 g/l MgS04; 0,3 n
1% (w/v) FeCl3; 2% (v/v) LaktapH 5,5 (eingestellt mit KOH)

SG-Medium 0,17% (w/v) Yeast Nrogen Base (ohne Aminoséure)5% (w/v) NH4)2S04; Adenin (20gnh
ml), Urecil (20 mg/ ml); Histidin (20 mg/ ml); Lysin (30 mg/ ml); Leucin (30 mg/ nljyptophan
(20 mg/ ml); 2% (w/v) Glukose% Laktat (v/v)

2.5.2 Medien fir die Kultivie rung von Escheria oli

LB-Medium 1% (w/v) Trypton; 0,5% (w/v) Hefeextrakt;
1% (w/v) NaCl;

LB ™"_Medium LB-Medium; 10@g/ml Ampicillin

LB ™-Medium LB-Medium; 10pg/ml Tetragklin
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2.6 Gerate und Chemikalien

2.6.1 Gerate
Autoklav
Varioclav® 40@; H + P Labortechnik, Oberschleil3heim

Brutschranke, Inkubatoren

Heraeus Christ, Osterode

Blot-Systeme
Werkstatt Institut fir Physiologische Chemie, Miinchen
Wet-TankBlot, Hoefer

Elektroporationssystem

Gene Pulser; BioRad, Miinchen

Entwicklermaschine

Curix 60®; AgfaGevaert, Minchen
Feinwaagen
Sartorius, Mainz

Fraktionensammler

Pharmacia LKB * Frad 00, Pharmacia, Erlangen
Gelkammern
Werkstatt Institut fir Physiologische Chemie, Minchen
Ultrospec 10 Amersham Biosciences, Freiburg
HPLC System
Easy nLC Nanoflow HPLC System, Thermo Fisher Scientific, Bremen
Ultimate HPLC systermDionex / LC PackingThermo Fisher Scientific, Bremen
Kolbenhubpipetten
Abimed, Dusseldorf
Magnetrihrer
MR 3001 K; Heidorph Multipette Eppendorf, Hamburg

Massenspektrometer

LTQ Orbitrap XL Massenspektrometer, Thermo Fisher Scientific, Bremen
LTQ-OrbitrapMassenspektrometeFhermo Fisher Scientific, Bremen

Peristaltische Pumpe

P-1; Amersham Biosciences, Freiburg
Photometer

EnzymEssays: Ultrospec 10 Amersham Biosciences, Freiburg
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Kulturen: BioPhotometer plus; Eppendorf, Hamburg

Quarzkivetten

Hellma

Quartitative Signalintensitat®\uswertung

ImagingSystem The ImagerTM, Appligene, Heidelberg
Reinstwasseranlagen

PureLab Plus; ELGA Berkefeld GmbH, Celle
Rotoren

JA-10, JA25.50, JLA8.1000, SW 41Ti, TLAS55-Rotor
Semdry Blotapparatur

Werkstatt Institut fir Physiologische Chemie, Miinchen

Spannungsquellen

Electrophoresis Power Supply EPS 600; Amersham Biosciences, Freiburg
Sterilbank

BDK, SonnenbuhiGenkingen
Thermocycler

Mastercycler gradient; Eppendorf, Hamburg

Thermomixer

Thermomixer compact; Eppendorf, Hamburg
Tieftemperaturschneidesystem

EM FCS; Leica Microsystems GmbH, Wetzlar
Transiluminator

GDS-7900 System, Modell LM26E; UVP, Upland (USA)
Uberkopfschuttler

Werkstatt Institut flr Physiologische Chemie, Minchen
Ultramikrotom
Ultracut E; Fa. Reicheidung

UCT Ultramikrotoms, Leica

Ultraschallgeréat

Branson Sonifier 250; G. Heinemann, Schwébisch Gmiind
VortexMixer
Bender und Hobein, Minchen

Wwarmeschranke

Memmert, Hannover
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Zentrifugen
Allegra X-22 R, Avanti 320 XP, Avanti 325, Beckman Coulter, Krefeld
Zentrifugen (Ultrazentrifugen)
Optima L8M, Optima L-90K, Optima LEBOK, Optima MAX-XP, Beckman Coulter, Ka-
feld
Zentrifugen (Tischzentrifuggn
5415D,5810R, Eppendorf, Hamburg
Zentrifugen (Kihlzentrifuge)
3K30, Sigma, Minchen
Microfuge® 22R Centrifuge, Beckman Coulter, Krefeld

2.6.2 Verbrauchsmaterialien
AgfaGevaert, Minchen

Entwickler, Fixierer fur Rontgenfilme
Agilient Technologies, Boblingen

E. coli XL-1 Blue
AppliChem, Darmstadt

Tris, Ampicillin, Magermilchpulver, APS, $D,

Beckton Dickenson, Heidelberg

Bacto Trypton
Biorad, Miinchen

Proteinstandard und Reagenzien zur ProteinbestimmupigteingrofRenstandards,
MeerrettichPeroxidasegekoppelte AntiKaninchen und AnttMausAntikorper

Biozym, Hessisch Oldendorf

Sp6Polymerase

Braun, Melsungen

Kanulen, Spritzen

Cambridge Isotope LaboratorieAndover (USA)

3¢, °N-markiertes Lysin
Calbiochem
Adenin, Digitonin Histidin, Uragl
Dr. Maisch GmbH
C18-Column

47



Material und Methoden

Eppendorf, Hamburg

Protein LoBind Reagenzgefalle
Fuji, Dusseldorf
Medical X-ray Film Super RX 13 x 18 cm

GE Healthcare, Miinchen

BactoPepton
Gerbu, Gaiberg
DTT, HEPES, MOPS

Greiner, Kremsmiinster

15 und 50 ml Reaktionsgefalie
Fermentas, St. LeeRot
MolekulargewichtsStandards fur SDEAGE

Invitrogen, Groningen (NL)

anti-PorinAntikorper, Yeast Nitrogen Basé&JativePAGE Novex Bislris Gel System
Metabion, Martinsried

Oligonukleotide

New EnglandBiolLabs, Schwalbach
AmyloseResin DNA Ladder 1 kb, DNA Ladder 100 bp, pMAERI, Restriktionsenat
nukleasen und 10 x Puffer flr Restriktionsendonukleasen, Desoxynukigpkmsphate,
T4-DNA-Ligase und dazugehorig® x Puffer

peglab Biotechnologie GmblHrlangen

Elektroporationskivetten
Promega, Heidelberg

GoTagPolymerasePfu-DNA-Polymerase, pGEM4, Pure Yield Plasmid Midi Pres-Sy
tem, Wizard Genomic DNA Purifcation Kit, Promega Wizard SV Gel and PCR &lgan
System Trypsin

Qiagen, Hilden
Ni-NTA-Agarose

Carl Roth, Karlsruhe
Roti®-PVDFMembran, Saccharose

Sarstedt, Bad Homburg

Reaktionsgefal3e, Petrischalen, Pipettenspitzen
Schleicher & Schill, Kassel
Whatman Filterpapiere, Sterilfilter
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Seikagaku, Tokyo (Japan)
Zymolyase 20T
ServaHeidelberg

Acrylamid, AgarAgar, AgaroseAPS, Araldit-Kit CY-212, Bisacrylamid, BisTris, BSA,
Coomassie Brillant Blau 50, Ethanol, Geneticin/G418, Hefeextraksopropyib-
Dthiogalaktopyransid(IPTG), Lysozym, PMSF, Polyvinylpyrrolidon K15/MW 10000,
Ponceau S, SDS, Serva Blau G, TEMED

SIGMA
ADP, BetaMercaptoethanol, DMSO, Geneticin, Galaktose, Glyzeriti,elcin, Lith-
umacetat, Luminol, Sorbitol, Yeast nitrogen habéerMax Gold,Fr eund 6 s nAdj uv a
complete

Thermo Fisher Scientific, Bremen

Sulfolink Coupling Gel
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3 Ergebnisse

3.1 Hintergrund der SILAC-Analyse

Der in dieser Arbeitgewahlte Ansatz besteht aus Ultraschallbehandlung mit nachfolgender
isopyknischer Dichtegradientenzentrifugation Mitochondrien im kondensierten Zustand
Nach hypotorr Schwellung von Mitochondridiegt dieInnenmembran nur noém Bereich
permanente oder dynamischee Kontaktstellen der AuRRenmembraan. Durch die
unterschiedliche ProteinLipid-Verhaltnisse undresultierendenDichteunterschiede von
Innen und AuRenmembran kann eine Trennung der entstehenden Vesiieht werden.
Harner et al. konnten zeigen, dass einsowohl AufRerr als auch mnenmembna
durchspannendeGFRTim23-Fusiongrotein ein Makerprotein fir Kontaktstellenkomplexe
darstellt (Harner et al., 2001 GFRTim23 ist durch seine permanent beide Membranen
durchspannende Topologmach Ultraschallbehandlung und lateraler Diffusion praferenziell
in den Bereichen von Kontaktstellen lokalisiert. Als bereits bekanntes, die Cristamorphologie
beeinflussendes Protein konntdie Autorenim selben Experiment ein korrespondierendes
Gradientaverteilungsmuster fur das Protein F¢fbrmation of cristae junction ) zeigen
(Harner et al., 2001 Mit dem vorliegenden Datensatz und aifnalyse von Ejl-ahnlichen
SILAC-Prdilen konnte eine Reihe von Untereinheiten eines mitochondriale Architektur
beeinflussenden Kompleg identifiziert werden. Somit konnteum einengezeigt werden
dass dieses Protein in der folgenden SILA®alyse als Markerprotein fir weitere
Kontaktstellenproteinedienen kann zum anderen konnte gezeigt werden, dass gleiche
SILAC-Profile auf einen topologis@n und funktionelen Zusanmenhang hindeuten. Unter
diesem Gesichtspunkt wurde der gesamte Datensatfé KomplexStabilitaten und
spezifscher Membranassoziation von Proteinen saleienAnreicherung in Bereichen von

intramitochondrialen oder Organeligibergreifenden Kontaktstell@malysiert.

3.2 Uberblick tber die SILAC -Analyse
Mit Hilfe von mitochondrialer Subfraktionierun@.4.8 und anschlieRender SILABnalyse

(2.4.9 konnte ein Datensatz minformationen zu demelativen Haufigkeitervon Proteinen

in den unterschiedlichen Dichtefraktionen gewonnen werdesterweiteren Analyse wurden

590 identifizierte Proteinemit hinreichend vollstdndigem Datensagingeschlossen.
Ausgeschlossen wurden cytosolische (n=73) und nukleére (n=26) Proteine. Die meisten der
identifizierten Proteine lassen sich dem mitochondrialerteBno zuordnen. Die relativen

Anteile der Proteinevon anderen Kompartimentesind in Abbildung 6 dargestellt. Des
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Weiteren sind n Abbildung 7 sofern vorhanden, die Daten zur mitochondrialen
Sublokalisation der identifizierten Proteine implementiert. Gio3teil der in die Analyse
eingehenden  mitochondrialen  Proteine  konnte unter Zuhilfenahme  bisheriger

Studienergebnisse als Innenmembranproteine charakterisiert werden.

= unbekannte / Abbildung 6 - Organellenverteilur

mehrfache _ 9~ _ e
Lokalisation der identifizierten Proteine mit hirir
® Golgi Apparat / chendvollstandigem Datensatz un
Endoplasmatisches  Aysspaung des cytosolischen Pee
Retikulum P 9 yt
oms
= Vakuole
Angaben in % bezogen auf die Gesami
] der in die Analyse eingegangenen Prot
m Peroxisom

Proteine mit in Studien gezeigter doppe
= Mitochondrium Lokalisation wurden mit Proteinen mit bis
unbekannter zallarer Lokalisation zusa-
men klassifiziert.

Abbildung 7 - Submitochondriale
Lokalisation der mitochondrialer

® Innenmembran

= Intermembranraum Proteine

Angaben in % bezogen auf 263 als
Mitochondrien lokalisierter Proteine ¢
SILAC-Analyse

® AuRenmembran

=m Mitochondriale
Matrix

m Mittlere Dichte

= unbekannte
Sublokalisation

Fur eénen Uberblick zeigt Abbildung 8die typischen, haufig vertretene®lLAC-Profile
einiger Proteine unterschiedliché&ompartimentebzw. unterschiedlicher mitochondrialer
Sublokalisation.Ein Vergleich der Verteilung von Proteinen in zwei unterschiedlichen
Experimentenansatag h i etoglldaratdehydrogenase) zeigt exemplaridieh Prazision
der Methodik Abbildung 8A). Innenmembranproteingesitzen ein Maximum in Fraktion 11

undbder Fraktion 13 (Abbildung 8A-D). Das Beispiel des Prohibitiiomplexes und der
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SuccinatDehydrogenase zeigixemplarisch dass KomplexUntereinheiten gleich&ILAC-
Profile aufweisenkdnnen(Abbildung &8 und C). Das Verteilungsmuster vorcfl, welches
von Harner und Kollege(Harner et al., 20D 1bereits als ein Kandidat fur eine Anreicherung
in der intermedidren Dichte, her PeakFraktion 9-13, identifiziert werden konnte,
unterscheidet sich deutlich von den anderen Innenmembranprotdibbidd(ing &). Das
SILAC-Profil von Fcjl lasstsich durch seine Beteiligung an der Ausbildungon
Kontaktstellen von innerer Grenzmembranund AufRenmembranm Bereich von Crista
junctions erklaren Somit ist das Dichtdaximum dieser aus gemischten Vesikémit
Innen und AuRenmembrananteilebgstehenden Fraktioleicht zuginsten einer geringeren
Dichte verschobermAulRenmembranproteine peindurch ihre Assoziation mivenig dichten
AulRenmembranvesikeliipid-ProteinVerhaltnis:~ 1:1) eine nahezu selektive Anreicherung
in der Fraktion mit dem nieysten Sacchaseanteil(Abbildung &). Loésliche Proteine
sowvohl der mitochondrialen Matrixals auch des Intermembranraunssnd nahezu
ausschliel3lich in Fraktion 2 demdichtestenSaccharos&ompartiment,argereichert weil
die I6slichen Proteine wegen ihrer spezifischen Dichte nicht aufsteigen k@bt@dung 8F
und G). Abbildung Bl zeigt ggenubergestellt die unterschiedlich&iLAC-Profile von
Proteinen mit unterschiedlicher mitochondrialer Sublalaion, eingeschlossercjl. Bei
unbekannter Lokalisatiokonnten sichProteine also der Auf3emzw. Innenmembran und
einan der wassrigen Kompémente des Mitochondriums zuordnenassen Neben
mitochondrialen Proteinen sind in den Prob@moteine anderer Kompartimente zu
detektierenProteine des endoplasmatischen Retikulums zeigen ein spezifgitA¢3-Profil
mit relativen Maxima in den Fraktionen 1 oder Abkildung 8). Vakuolare Proteine
hingegenzeigen einen relativ spitzen Peak in FraktiorABl(ldung &). Im Folgende wird
genauer auf die einzelnen Kompartimente eingegangen. In jedem Kongrdarsollendie
SILAC-Profile von Komplexen analysiert werdesowie eine Einteilung irGruppen von
unterschiedlichen SILA®rofilen erfolgen.Ausnahmen von haufigedlLAC-Profilensollen
weiter erortert und Proteinenit bisher unbekannter Lokalisation einem Kompagtimn
zugeordnet werdenm Besonderen soll auden Verlauf vonSILAC-Profilen jener Proteine
eingegangen werden, welche eine beschriebene Funktion im Bereich von mitochondrialen

oder Organellefiibergreifenden Membralkontaktstellen besitzen.
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Abbildung 8 T SILAC-Profile von Proteinen in unterschiedlichemitochondriale
Kompartimenterund Organellen

A-D, Proteine der Innenmembram, Vergleich von zwei unterschiedlichen Experimentenanséat®g
Prohibitine; C, Succinatdehydrogenas®, Vergleich von drei unterschiedlichen Innenmembranprot
Profilen; E, AuRBenmembranproteiner, Enzyme der mitochondrialen Matrix; G, Proteine de
IntermembranraumsH, Vergleich von Proteinen unterschiedlicher mitochondrialer Sublokalisatis
ProteinrO-Mannosyltansferasé&Komplex des endoplasatischerRetikulums;J, VTC Komplex der Vakuole
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3.3 Innenmembranproteine und Proteine dera dtermediéren Dichted
Eine genauere Analysdes identifizierten Innenmembranproteoargibt, dass sich teils ein

nahezu identischeSILAC-Profil der Untereinheiten einzelnékomplexe und teils @
heterogeneres Bild des zugehérigen VerlaufssdieAC-Profile einiger Untereinheiten ergibt.

So zeigen die Untereinheiten der SucciDahydrogenase (Abbildun®A) und des
Cytochromb-Synthes-Komplexes(Abbildung B) ein zueinandekoharented.aufverhalten

im Gradienten. Bei Bet r aKetoglularetpehylmgenade rféllte r e i n
eine Diskrepanz inSILAC-Profil auf. Die Kgd1 und Kgd4Untereinheién zeigenrelativ zu
Fraktion 21 der l6slichen ProteinrFraktion, ein geringeres SILA¥erhaltnis in den
Fraktionen 915 (Abbildung9C). Schlief3t man Fraktion 21 aus der Analyse aus und wahlt das
nachst hohere relative SILAZerhaltnis als Maximum, so ergeben sich kongruente Verlaufe
der Untereinheiten Abbildung D). Eine &hnliche Beobachtung lasst sich auch bei
Untereinheiten der Ubichinglytochiom c-Oxidoredukase, Cyochromc-Oxidase sowie der
FiFo-ATPase nachweisen (AbbildungEe-J). Einige Untereinheitersind praferenziell in
Fraktion 21 agereichert wodurch die relativen Werte in den Frakien 915 abnehmen.
Neben diesenmdglicheweise dissoziationsbedingten Abweichunggillt ein weiterer
Unterschied einzelner Untereinheiten bei Betrachtung SieAC-Profile der Ubichinot
Cytochrom c-Oxidase und Cytochrons-Oxidase auf: Einige Untereinheiten zeigen einen
spitzen Peak in Fraktion 13 (beispielsweise Ripl oder Cox2), wohingegeme ande
Untereinheiten ei i einea dhslichehdhemMagmus érhktion iile r i
zeigen (beispielsweise Qcr7 oder Cox13). Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass neben
UbereinstimmendeBILAC-Profilen zwei diskrepante SILAEProfile fir Untereinheiten von
Proteinkomplexerder Innenmembramuftreten. Erstens, eine dureine Anreicherung in
Fraktion 21 zustande kommende Minderung des SH\A&haltnisses in den Fraktionern 9

15. Zweitens, Abweichungen der Untereinheiten bezlgliches ihres Maximums in den Fraktion
11 oder 13. Zuerst genannte Diskrepanz lasst sich durch evéitexlyse (Subtraktion von
Fraktion 21) in ein zu anderen Untereinheiten passedldesC-Profil Gberfihren. Von dieser

Art der Abweichung sind insbesondere Proteine ohne Transmembrandoméne (Cox4, Cox6
und Cox12) undlie etwas peripher lokalisierte Fdnterinheitder ATPase (Atpl, Atp 13,
Atp 16, Atp 5, At p 2, Atp 15) sowie nicht f
Ketoglutaratdehydrogenase) betroffen. Mdglicherweise vom Membrankomplex abgeltste
Untereinheitensind so stark in der Fraktion mit der héchsten Saccharosekonzentration
argereichert
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Abbildung 9 - SILAC-Profile von ProteirRKomplex-Untereinheiten der Innenmembran

A, SuccinatDehydrogenaseB, Cytochrom bSynthaseC, UKetoglutaratDehydrogenaseD, Vergleich de
Kgd-Untereinheit 2 mit der Untereinheit 1 nach Subtraktion von Fraktion 21 (vgl. jetzt kong
Laufverhalten); E, Untereinheiten der Ubichine@ytochrom eOxidoreduktase;F, Untereinheiten d
UbichinonCytochrom eOxidoreduktase mit abweichendem Laufverhalten (vgl. kongruentes Laufverhal
Corl durch Subtraktion von Fraktion 21)5, Untereinheiten der Cytochrom-@xidoreduktase;H,
Untereinheiten der Cytochrom@xidoreduktase mit abweichendem Lauhadten; |, Untereinheiten der F
Untereinheit der FFo-ATPase;J, Untereinheiten derd-Untereinheit der fFo-ATPase
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Bei weiterer Analyse konnen insgesamvier unterschiedlicheSILAC-Profile, welche im
Folgende IM-1-4 genannt werden, unterschieden werden.

Das Profil IM-1 (Abbildung 10A und B) ist durch einen charakteristisch spitzen Peak in
Fraktion 13 gekennzeichnelierbei kann weiterhin zwischensolche mit sehr starkem
Abfall in Fraktion 11 (>25%, IMLB, Abbildung 1®) und solcha mit moderatem Afall in
Fraktion 11 (<25%, IMLA, Abbildung 1®\) differenziertwerden. Die GruppéM -1 besteht
vornehmlich aus Untereinheiten von AAA-Proteasen (Ymel, Yme2, Ytal2Mgr3),
Assemblierungsfaktoren von Atmungskettengnen (Cog4, Scol, Sco2, PEt100, Rcfl,
Rcf2, Cbp3, Cbp4, Cbp6) soweus einer Gruppe vomit mtDNA assoziierten Proteinen
(Rim1, Phbl, Phb2, Mdm38, Omsl, Kgd2). Weiterathéter diesesSILAC-Profils sind
Untereinheiten des TINKomplexes (Tim21, Tim22, Tim50) sowie die Untereinheit 1 der
Lactatdehydrogeanse (DId1).

Im Gegensatz dazsind Proteine aus der Gruppe -BAdurch ein Maximum in Fraktion 11
und einen relativ tarken Abfall des relativen SILA®erhéltnissesin Fraktion 13
gekennzahnet.Auch hier kbnnen solche mit starkem Abfall in Fraktion 13 (>20%,-IM2
Abbildung 10C) und solche mit moderatem relativen Verlust (<20%,-BJZ2\bbildung10D)
unterschieden werden. Zur ersteren Gruppe zahlen die Untereinheiten ddaraen et al.
mittels des vorliegendeatensatzegdentifiziertenMICOS (mitochondrialcontact site and
cristae organizingystem}Komplexes(Harner et al., 20)1

In der zweiten Untergruppe finden sich Untereinheiten gddrifereinheitder RFo-ATPase.
Proteine der IM3-Gruppesind durchein ahnlichhohes relatives SILA&erhaltnis in den
Fraktionen 11 und 13 gekennzeichnbis(90% des Maximalwertes). Ungefahr 50%r auf
diesesSILAC-Profil entfallendenPraeine sind CarrieProteine Abbildung 10E undF). So
gehoren zu dieser Gruppe die ADP/ATR2w. GDP/GTPTranslokasen (Aacl, Aac2, Aac3
Ggcl) und die Translokasen fur Phosphat (Mirl, Pic2), Glycin (Ymcl), Pyruvat (Fmp37 und
Fmp43), Succinat und Fumarat (Sfcl), Oxoglutarat und Cfiram?2), Carnitin (Crcl),
Oxodicarboxylat (Odcl und Odc2), Oxala¢aiad Sulfat (Oacl), Ornithin (Orcl und Orc2)
und EiserSchwefelCluster (Atm1). Zu den NichCarrierProteinen Abbildung 1G5 undH)
dieses typischeB®ILAC-Profils gehdren vorahmlich Unteeinheiten des Tim28omplexes
(Paml17 Tim23, Tim14 Tim11), der SuccineaDehydrogenaséSdht4) und Untereinheiten
der Atmungskettenkomplexe bzw. defF5-ATPase sowie zwei Ribosomen assoziierte
Proteine (Mbal, Ydr282cProteine, welche wibereits an KmplexBeispielenerlautert(s.

oben)stark in den Fraktionen ohnedvhbranassoziation anreichewurden als
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Abbildung 10 - SILAC-Profile von Proteineder Innenmembran

A, IM-1B: spitzer Peak in Fraktion 13 und moderater Abfall des Verhaltnisdesltion 11;B, IM1-A:
spitzer Peak in Fraktion 13 und starker Abfall des Verhdltnisses in FraktiorC,11jM-2A: mit
Anreicherung in der intermediaren Dichte (Fraktion 11), Untereinheiten des MKo@®lexesD, IM-2B-
Muster mit relativer Anreicherung iher intermediaren Dichte (Fraktion 11), Untereinheiten deATFRas:
(zusammen dargestellt mit FcjB;und F, IM-3-Muster der CarrieProteine der Innenmembra@ und H,
IM-3-Muster von NichiCarrierProteinen;H, IM4-Muster mit hohen Verhéltnissen in rdéeichteste
Saccharosé&raktion;J, IM-4-Muster nach Subtraktion der I6slichen Fraktionen 19 und 21. Die meis!
Proteine zeigen einen H&ahnlichen Verlauf.
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IM-4 Kklassifiziert (Abbildung 101). Hier finden sich vornehnmdh Untereinheiten der
Cytochrom c-Oxidase, deiUbichinonCytochromc-Oxidoreduktase und der;,fo-ATPase.
Keines der Proteinedieses Verlaufsmusterbesitzt eine Transmembrandomane. Durch
Subtraktion von Fraktion 21 konnen die meisten dieser Proteine elives3-Profil
zugeordnet werderpbildung 10J).

Auffallige Ausnahmen von den beschriebenen Innenmembranprofilen bilden die Proteine
Afgl und Mgml, welche in beiden Experimentenansétzen ein nahezu ides)tiablee
deutlich von anderen Innenmembranproteinebweichendes SILA®rofil aufweisen
(Abbildung 1JA und B). Mgm1l ist in mehreren Studien als Protein der Innenmembran
identifiziert worden. Es ist ein Protein mit Beteiligung an Fusionsprozessen der
Innenmenbran (.1.2 und liegt in Hefezellen in zwei unterschiedlichen Isoformen(Wwng

et al., 2000Zick et al., 2009aHerlan et al., 2004 Die lange Isoforml{Mgm1) verfugt Gber
eine Transmembrandomane in Form einer Transmembranhelix und ist in der Innenmembran
inseriert. Die kurzesoform 6-Mgm1) entsteht durch Proteaseaktivitdt der Rhomboidprotease
1 und ist trotz fehlender Tramembrandomane durch Protlroteininteraktion weiterhin
membranassoziierauch an der AuRenmembratShepard and Yaffe, 199%esaki et al.,
2003. Im vorliegenden Datensatz konnten keine Peptide, welche fitadge Isoform
spezifisch wéren nachgewiesen werderDies ist bedingt durch die he Sensitivitat
gegenuber endogenen Proteasen, die wahissiterung und Fraktionierung dieMgm1
Isoform zu sMgml Isoform abbauen.Somit sind die detektierten Pegdi von Mgml
vermutlichin einem héheren Prozentsatz von der kunanantestammendDas Protein ist
somt vornehmlich peripher w3enmembranassaeit (vgl. Peak in 1 Abbildung 1B) und
gleichzeitig l6slich (vgl. Peak in 19/21Abbildung 1B), welchesdas A Wa n nagtigef
SILAC-Profil erklaren kénnteDer kleine relative Anstieg im Bereich derittleren Dichte
kénnte durch die Innenmembrasaziation der vermutlich niedrig frequenter detektierten

langen Isoform zu Stande kommen.

Afgl konnte in Hefe undhenschlicherzelllinien als Innenmembra@haperon fir Komplex
IV -Untera@nheiten charakterisiert werdend soll zur MatrixSeite hin mit detnnenmembran
assoziiert seitjKhalimonchuk et al., 2007 Zahedi et alkonnten da$’rotein in einer grol3en
proteomischen Studie allerdings auch dem AufRenmembranproteom zu(@dhedi et al.,
2009. In wie weitAfgl zwei mitochondriale Endlokalisatien besitzbder dessen Detektion
vornehmlich eine Akkumulation vomicht pozessierten Prépteinen darstellt, bleibt
zunachst offen. Die vorliegenden Daten wirden zumindest mit ggkr zusatzlichen

Lokalisation m IMS mit Aullenmembranassoziation vereinbar stasgesamt konnerfunf
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weitere (YdrO89w YprO1lOca, Ypll09c, und Aim46), bisher nicht nahenarakterisierte
Proteineder SILAGProfil-GruppelM-2 zugeordnet werde(Abbildung 13). Weiterhin ist

das SILAC-Profil des an der mitochondrialelnpid-Homdoostasebeteiligten YIr253w mit
dieser Gruppevereinbar (Tan et al., 2018 Diese Proteinegleichen demnachin ihrer
Verteilung der SILAGVerhaltnissedem in derintermedidrerDichte angereicherteRrotein
Fcj1. Damit wiederum sind diegaotenzielle Kandidaten fiir Proteine, welche im Bereich der
Kontaktstellen von Innenund Au3enmemian lokalisiert sind. Weiterhindanen die bisher
nicht sicher lokbsierten Proteine Mm101 und Yor20wa der Innenmembran
(Verlaufsmuster IMAA, Abbildung 11D) zugeordnet werdenDies gilt ebenso fur die
Proteine Ydr381lca, Nat2, Ymrl57c, Abf2 und Coglivelche ein der GruppéVl-B
ahnehdesSILAC-Profil zeigen (Abbildung 1H). Ein CarrierdhnlichesSILAC-Profil (IM-3)
zeigen die Proteine Ybl095w, Fmpl0 und G€pbbildung 1E). Einige dieser Proteine
konnten bereits dem mitochondrialem Proteom zugeordnet wertkeriir manhe ist eine
Funktion postuliert. Eine Synopsis der bekannten Daten zu Funktion und Lokalisation sowie
ein durchdasSILAC-Profil vorhergesagter Lokaationsveschlagfindensich in Tabelle3.
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Proteine mit typischem IN2-Profil; D, Proteine mit typischem IM1Arofil; E, Proteine mit typischertivi -3-
Profil; F, Proteine mit typischem IM-B-Profil
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Tabelle 3- Uncharakterisierte oder in unterschiedlichen Organellen lokalisierte Proteine mit
Innenmembraypischen SILAC-Profilen

Proteine  MTP  Andere Referenz T Funktion Lokalisationsvorschlag
Lokali- M
sation D
YdrO89w - Vakuole (Tkach et al., 2012 4  Phosphat Innenmembranprotein im
Homdostase Bereich von Kontaktstellen
YIr253w + - (Reinders et al., 2006 2 Lipid- Integrales Innenmembran
Huh et al., 2008 Homdostase, protein im Bereich von Ko
interagiert mi taktstellen
mitochondrialen
Ribosomen
Ypr010c - 1 unbekannt Integrales Innenmembran
-a protein im Bereich von Ko
taktstellen
Ypl109c + - (Sickmann et al., 2003 2  unbekannt Integrales Innemembran
Reinders et al., 2006 protein im Bereich von Ko
taktstellen
Aim46 + - (Reinders et al., 2006 1 unbekannt Integrales Innenmembran
protein im Bereich von Ko
taktstellen
Mgm101 + (Reinders et al., 2006 3 Mitochondriale Integrales Innenmembran
Meeusen et al., 1999 DNA-Reparatur, protein mit ahnlichem Verie
Nukleoid lungsmuster wie mitochen
assoziiertes PBr driale DNA-bindende Proie
tein ne
Yor020w + (Reinders et al., 2006 1  unbekannt Integrales Innenmembran
-a Brachat et al., 2003 protein mit &hnlichem Verte
lungsmuster wie mitochah
riale DNA-bindende Proteine
Ybl095w + (Reinders et al., 2006 1 Interagiertmit Integrales Innenmembran
(Mrx3) mitochondrialen  protein mit einem Carrier
Ribosomen ahnlichenVerteilungsmuster
Fmp10 + (Reinders etal.,, 2006 1  unbekannt Integrales Innenmembran
protein mit einem Carrier
ahnlichenVerteilungsmuster
Gep7 + (Reinders etal., 2006 1  Unbekanntjnter-  Integrales Innenmembrargpr
Huh et al., 2008 agiert mit Phbl tein mit einem Carrier
und Geml ahnlichenVerteilungsmuster
Ydr381c + (Zahedi et al., 2006 1  Unbekannt Integrales Innenmembran
-a (OM) protein
Nat2 + 2 N-terminakAcyl- Integrales Innenmembran
Transferase protein
Ymrl57c + (Reinders etal.,, 2006 2  unbekannt Integrales Innenmembran
protein
Abf2 + (Cho et al., 2001 0 Bindet an mio- Peripheres Innenmemiora
chondriale DNA  protein
Coql1 + (Huh et al., 2008 0 Untereinheit von Peripheres Innenmemira
(Mrx2) Coenzym Q@ protein
Synthase
Komplex, assaz
iert mit mito-

chondrialen Rib-
somen

MTP, bekanntes mitochondriales Protein; TMD, TransmemB@amma n -#leliX-Ryadiktion) OM, AuRen-

membran
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3.4 Matrix - und IMS-Proteine
In Abbildung12A und 12B sind zwei Komplexe der mitochondrialen Matrix dargestélis.

Strukturkomponente des MdRsctMgel-FaltungsKkomplexes (Hsp7GKomplex) scheint
Mdjl die einzige Komponente zu seinwelche wahrend des Experiments
Membranassoziatiowerbleibt @Abbildung 12A). Mdj1 wurde bereits als Innenmembran
assoziiert beschriebefRowley et al., 1994 Die anderen Untereinheiten des Komplexes
zeigen unter deigegebenerexperimentellerBedingungerkeine nennenswertdssoziation

mit der Innenmembran. In Abbildungl2B sind die Untereinheiten der Pyruvat
Dehydrogenase dargestellt. Diese zeigen in unterschiedlichem Ausmald ein relatives
Maximum in Fraktion 13 undsind somit ebenso teilweise Innenmembran assoziiert.
Abbildung 12C und D ist das am haufigsten identifizierte Profil von Matrixproteinen mit
minimalen SILAGVerhaltnissenn den Fraktionen-17 und einem Maximum in Fraktion 21
dargestellt (MM1). Ca. 60% aler identifizierter Matrixproteine zeigtin solchesSILAC-
Profil (nicht alle detektierteiMatrix-Proteinegezeigt) In Abbildung12E und F bzw. Gsind

die beiden andere®ILAC-Profil-GruppenMM-2 und MM3 dargestellt. Beide sind durch ein
relatives (MM2) oder absolutes (MMB) zusatzliches Maximum im Bereich der Dichte der
Innenmembran (Fraktion 13) gekennzeichnet. BeRtefile lassen also eine teilweise
wahrend der experimentellen Prozedur fortbesteha@vidmbranassoziation vermuteie
Gruppe der MM2-Proteinesetzt sichzu einem Grof3teil aus Untereinheiten der kleinen
(MRPSS5, 8, 9, 1, 35, YMR31, RSM23) und groRen (MRPL1, 16, 27, 35, 7, 8, 40, 49, 19)
mitochondrialen ribosomalen UntereinheitsammenAndere Proteine dieser Prefruppe
haben vornehiith essenzielle Funktionen im Rahmen daeitochondrialenTranskription,
oder Translationund DNA-Stabilitdt. Beispiele sind der Elongationsfaktor Mss116, das fir
die DNA-Stabilitdt verantwortliche und einzelstrangbindende Protein Rindgy
Translationsaktator fur Cox1l, Mss51 und die Cysteindesulfatase fir mitochondriale
tRNAs Nfsl (Seraphin et al., 1989%van Dyck et al.,, 1992PerezMartinez et al., 2009
Muhlenhoff et al., 2004 Weitere hier identifizierte Proteine sind die-ERatl), E3 (Lpdl)

und PDXZ%Untereinheit des Pyruvatdehydrogen&senplexes sowie die vermutlich fir den
Transport vorAcyl-Gruppen Utber die Innenmembran verantwortlichgl éarnitintransferase
(Cat2). Mit Ausnahme des an der Ubichir®ynthese beteiligten Cod®o et al., 200}, des
Co-Chaperon aus der H40Familie Mdjl (Rowley et al., 1994 sowie des an der
CardiolipinSynthese beteiligten Gepdsman et al., 20)0sind alle Proteine aus dem
Gradientenmuster MM8 Strukturkomponenten der grof3en Untereinheit des mitochondrialen
Ribosoms.
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Abbildung 12 7 SILAC-Profile von Proteinemler mitochondalen Matrix (MM) und de

Intermembranraums (IMS)

A, Hsp7GKomplex der mitochondrialen MatriX8, PyruvatDehydrogenas&omplex; C und D, MM -1-Profil
ohne Membranassoziatiok und F, MM-2-Profil mit partieller Membranassoziatip, MM -3-Profil mit
starker Membranassoziation und absolutem Maximum in FraktiprH13MS-1-Profil von Proteinen dt
Intermembranraums ohne MembranassoziatipdMS-2-Profil von Proteinen des Intermembranraums
patieller Membranassoziatiod, Proteine mit bisher unbekannter Lokalisation
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Die meisten mitochondrialeRibosom@& sind membrangebunden und der Membrankontakt
wird Uber die 21rRNA und das Innenmembranprotein Mbal hergestellt, welches mit der 54S
Untereinheit des Ribosoms interagi€éRfeffer et al., 2016 Die kleine Untereinheit ist
hingegen nicht direkt mit demitochondrialen InnenmembrarerbundenZusammenfassend

lasst sich festhalten, dagsrwiegendProteine der Transkriptiomer Translatiorund DNA-
ErhaltungsMaschinerie sowie die Untereinheiten d®sguvatDehydrogenas&omplexesein
SILAC-Profil aufweisen, welches eine Assoziation mit der Innenmemiahalegt

Nur wenige der identifizierten mitochondrialen Proteine konnten dem Intermembranraum
zugeordnet werden. Diese Proteine zeigten entweder einlMNhhliches SILAGProfil
(IMS-1, Abbildung 12H oderweisen wieMM -2-Proteineein SILAC-Profil auf, welchegine
partielle Membranassoziationvermuten lasst(IMS-2, Abbildung 12). Zu den partiell
Innenmembrarassoziierten Porteinen gehérdas am Import beteiligte Mia40, Cytochrom
b2, das an der Komplex MAssemblierung beteiligte Coagowie die Holocytochromc-

Synthase Cyc3.

Insgesamt lasst sich mittels des Datensatzes nicht sicher zwischen Intermembranraum und
mitochondrialerMatrix unterscheiden. Jedodtonnen mit Hilfe dedDatensates Aussagen
bezlglich desGracesder Membranassoziatioron I6slichen Proteien gemacht werden, die
gut mit bisherigen Erkenntnissen vereinbar sjgdoben und Diskussio#.1). Vier bisher
nicht sicher einem Kompartiment zugeordn@oteine zeigen einen MHWIMS-1- oder
MM -2/IM-2-artigen Verlauf (Abbildung12]). Der HydroperoxigRezeptor Hyrl ist als
Protein desintermembranraumsharakterisiert,ist aberauch in Peroxisomenlokalisiert
worden. Aus den vorliegenden Daten ist eindwkise Assoziation mit Innenund
AuBenmembranabschnitten wahrscheinlich. Das Protein Inol istlmaséol3-phosphat
Synthase welche imSILAC-Profil eine eindeutiggnnenmembranassoziation aufweist (vgl.
Peak in Fraktion 11)Aim1 und Aim9 sind vermutlich mitochondriale Proteirtke keine
Membranassoziation aufweisen und einemvd&ssrigerKompartimente zugeordnet werden

kénnen.Eine Synopsis der Daten zu den vier Proteinen findet sich in Tdbelle
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Tabelle 4 - Uncharakterisierte oder in unterschiedlichen Organellen lokalisierte Proteine mit
SILAC-Profilen dietypisch fur ein wassriges mitochondriales Subkompartinsént

Prote- MTP Andere Referenz TMD MTS Funktion Lokalisations-
ine Lokalisa- vorschlag
tion

Hyrl i Peroxisom 0/1 - Thiol- Losliches IMS
Peroxidase Protein mit @-
ringer Innern und
AufRenmembran
assoziation
Aim9 + - (Reinders et 0 + unbekannt Losliches IMS
al., 2006 oder MM-Protein
ohne Inna-
membranassoai
tion
Aim1 - - 0 + unbekannt Losliches IMS
oder MM-Protein
ohne Inne-
membranassoat
tion
Inol - Cytosol (Dean 0 - Inositol3- Losliches IMS
Johnson Phosphat oder MM-Protein
and Henry, Synthase mit Innenmem
1989 branassoziation

MTP, bekanntes mitochondriales Protein; TMD, TransmembBranma n-ldelix¢Ptidiktion) MTS, Matrix
targeting signaldas Vorhandensein einer MT&irde getestet mit TargetP 1.1
(http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/
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3.5 AufRenmembranproteine
Abbildung 13 gibt einen Uberblick tber die detektierten Proteine der mitochondrialen

AulRenmembran. IAbbildung 13A sind die Untereinheiten des TOKbmplexes drgestellt.
Alle Untereinheiten zeigen ein kongruent&LAC-Profil mit einem steil abfallenden
Maximum in Fraktion 1. DiesesSILAC-Profil ist das haufigste Profil von
AuBenmembranproteine(s. Abbildung BB) und wird im FolgenderOM-1 bezeichet.
Abbildungen 13C und D zeigen das VerlaufsmusterOM-2, wekhes durch eirkleines
weiteres relatives Maximum im Bereich der temmediaren Dichte (Fraktion 11)
gekennzeichnet isNach Subtraktionles Profilseines typischen OM-Proteins £.B. Om14)
entsprcht das SILAC-Profil dem des Proteins Fcjl der Innenmembran, welcimes
mitochondrialen Kontaktstellerlokalisiert wurde (3.3). Diese Auf3enmembranproteine
reichern also zu einem kleinen Teih Bereich der intermedidren Dichte an. diesen
Proteinen gehoéren die an der AuRenmembranfusion beteiligten Priezeibeid Ugolsowie
Untereinheien des TOBKomplexes, welcher die Insertion vdmnBarrelProteinen in die
AuRenmembran steuefiir dasSILAC-Profil OM-3 ist einAVanneiii-artigesSILAC-Profil
typisch. Es zeichnet sich duradine hohe Konzentrationder jeweiligen Proteinein den
Fraktionen 1 und 21 aus. Zu den Proteinen dieser Gruppe gehéren die an der mitochondrialen
Teilungsmaschinerie beteiligteProteine Fisl und Caf4 sowie das an AulRenmembran
anliegenden Mdvlund das bishe weitgehend uncharakterisiertdipl. Insgesamt konnten
vier uncharakterisierte Proteine rd®M-1-Profil-Gruppe (Abbildung 13F) und drei nicht
sicher lokalisierte Proteine d®M-3-Profil-Gruppe(Abbildung 13G) zugeordnet werden. In
Abbildung 13H und | sind einige Ausnahmen von typischeBILAC-Profilen von
AuBenmembranproteinen dargestefitle diese Proteine haben eiMaximum in Fraktion 1
gemeinsam. Zu diesen Proteinen gehotrt das bisher uncharakeerié@f381ca, das
abgesehen vom Maximum HFraktion 1im weiteren Gradientenverlauf dagpische Muster
eines Innenmembranproteins widerspiegelt (vgl. spitzes Maximum in émrak8, IM-1-
ahnlich, Abbildung 1Bl). Ein ahnliches Profil bietet das Protein Fmp52, welches nach
Subtraktionder l6slichen Fraktion 21 eine Mischung aus Aul3enmembranprdiistér
OM-1) und Carriedlike Protein der InnenmembraMsterIM-3) darstellt Ydr38lca ist ein
vermutlich mit einerd-Helix membraninseriertes Proteidiassowohl in derinnen als auch
AulRenmembran zu finden ist. Fmp52 hingegeheint,der Struktur nach zu urteileein
I6sliches Proteinzu sein welches eine starke Assoziation mit beiden mitochondrialen
Membranen aufweist. Dagisher als Protein der Innenmembran beschriebenelNaeigt

keinen Innenmembranproteiypischen Verlauf. Esveist nebereinem Maximum in Fraktion
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1 einen Kkl einen aBad¥ du NachnSubtaktion dErr Faaktibn 1o n e n
demaskiert sich eiam ehesteau vakuolaren Proteinen passen@&sAC-Profil (Abbildung

13l, s. auch Abschnitt zu Kolokalisation von mitochondrialen und vakuolaren Prgteinen
Auch da am Vesikeltransport und Autophagie beteiligte Protein Sec4 zeigt eined Nu
ahnlichen Gradientewerlauf. Beide Proteine zeigen nicht das Muster, welches fir eine

KolokalisationzwischenMitochondrienund ERtypisch wargs. 3.7).

In Abbildung 13J ist schlie3lich nochlder Verlauf des mitochondrialen PoringXAC1)
zusammen mit dem Protein ADP/ATRansmrter Aac2, der Hexokinase des
IntermembranraumgHxk1) und Fcjl gezeigt. Diese vergleichende Darstellung wurde
gewahlt, daDAC1 und die Hexokinase als mdgliche Kandatgiroteine fur die Ausbildung
von mitochondrialenKontaktstellen der Innenund AuRenmeioran diskutiert worden sind
(1.1.95. Bei Betrachtung der Verlaufe wird deigth, dass das mitochondriale Porin das
typische Profil eines AulRenmembranproteins besitzt. Es zeigt im Gegensatz zu Untereinheiten
des TOB-Komplexes kein weiteres relatives Maximum im Bereich der intermediaren Dichte.
Die Hexokinasaveistals l6slches Preein die gro3ten SILAGVerhaltnisse in der Fraktion 21
auf. Daneben zeigen sidmbhere SILAGVerhaltnisseim Bereich der intermedidren Dichte
und der AuRenmembranwelche eine geringe Membranassoziation vermilassen Das
Profil der intermediaren Dichtegleicht dabei allerdings nichtdem der typischen
Kontaktstellenproteing3.3). Insgesamt unterstitalias SILACGProfil der beiden Proteine

VDAC und Hexokinaselie Annahme einer Kontaktstell&nreicherung nicht.

Eine Synopsis deBILAC-Profile von bisheuncharakterisierten Proteimewelche sich durch
ihr SILAC-Profil der AuRenmembran zuordnen lasdamlet sich in Tabelle 5Zudemsind

dort auchvorschlage zur Lokalisation notiert
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Abbildung 137 SILAC-Profile von Proteineder mitochondrialen AuRenmembran (O

A, Untereinheiten des TOMomplexes;B, OM-1-Profil mit Maximum in Fraktion 1 und ansonsten ¢
niedrigen SILAGVerhéltnissenC und D, OM-2-Profil mit zweitem relativen Maximum im Bereich «
intermediaren Dichte (Fraktion 11, Profil der OM-2-Proteine nach Subtraktion der SILAZrhaltniss
eines OM1l-Proteins (Om14); E, OM-3-Profil mi t a Wartigeme nCGoadientenverlauf; F,
uncharakterisierterBteine mit OM1-ahnlichemSILAC-Profil; G, uncharakterisierte Proteine oder Prot
mit diskrepanten Lokalisationangaben, welche ein -®&hnlichesProfil aufweisen;H, Proteine m
AuBenmembraitypischem Profil und zuséatzlien Maxima im Bereich von Inenmembranproteinert;,
atypisches Profil der Protiene Nucl und Sefarstellung des mitochondrialen Porins und Hexokinas
Vergleich zu Fcjl und einem CarriBrotein Aac2 der Innemembran
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Tabelle 5 - Uncharakterisierte oder werschiedene@rganellen lokalisierte Proteine mit
AuBenmembantypischenSILAC-Profilen

Proteine  MTP  Andere Referenz TMD Funktion Lokalisationsvor-
Lokali- schlag
sation
Yhr003c + - (Reinders et al., 2 tRNA Thre- Integrales Protein
2006 Sickmann et onylcarbamoylad-  der mitochondrialen
al., 2003 Zahedi et nosinDehydratas  AulBenmembran
al., 2006
YhrOl7w + - (Reinders et al., 2/3 Unbekannt Integrales Protein
2006 Sickmann et der mitochondrialen
al., 2003 Zahedi et AuRenmembran
al., 2006
YkIO27w  + - (Reinders et al., 3 tRNA Thre- Integrales Protein
2006 Sickmann et onylcarbamoylad-  der mitochondrialen
al., 2003 Zahedi et nosinDehydratase AuRenmembran
al., 2006
Ypr098c + - (Zahedi et al., 2006 3 Unbekannt Integrales Protein
der mitochondrialen
AulRenmembran
Potl i PM  (Vogtleetal., 2012 O 3-ketoacylCoA Lésliches IMS
(IMS) Glover et al., 1994 thiolase Protein mit starker
AuRenmembran
assoziation
Gttl + ER/LP (Reinders et al., 0 GlutathionS- Losliches, z.T.
20086 Sickmann et Transferase AuRenmembran
al., 2003 Zahedi et assoziiertes Protein
al., 2006 Choi et al.,
1998
Pet10 - LPM  (Athenstaedtetal., 2 Unbekanntggf. AuRenmembran
1999 Lipidmetabolismus protein
und Funktion bei
respiratorischem
Wachstum
Ydr38lc + - (Reinders et al., 1 Unbekannt Integrales Protein
-a 2006 Zahedi et al., der Innen oder
2009 AufRenmembran
und ggf. zweite
prozessierte Iso
form mit Lokalisa-
tion in der jeweils
anderen M-
chondrienmembran
Fmp52 4 ERM (Reinders et al., 0 Unbekannt Losliches IMS

2006 Sickmann et

al., 2003 Zahedi et

al., 2006 Huh et al.,
2003

Protein mit starker
Aulen und Inne-
membranassoza
tion
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Nucl + (Reinders et al., 1 Mitochondriale Integrales Aulde-
(IM) 2006 Sickmann et Nuklease membranprotein
al., 2003 Zahedi et mit einer SIbpopu-
al., 2006 lation, welche in
engem Kontakt zur
Innenmembran
steht
Sec4 + ERM/ (Reinders et al., 0 GTPase der Rab
PM 2006 Sickmann et Familie; Ves
al., 2003 Zahedi et keltransport, Aub-
al., 2006 phagie

MTP, bekanntes mitochondriales Protein; TMD, TransmembBranm? n-ldelix¢Ptidiktion) IM, Innenment-
ran; IMS, Intermembranraun®M, peroxisomale Matrix; ER, endoplasmatisches Retikulum; LP, Lipid particle;
ERM, ERMembran; LPMLP-Membran; PM, Plasmamembran

3.6 Proteine des endoplastmatischen Retikulum@&ER)

Abbildung 14 zeigt die SILAGProfile von verschiedenen ERoteinen.In Abbildung 14A

und B sind die homogenerSILAC-Profile der Untereinheiten derProtein O
Mannosyltransferassowie des 8i%1-Komplexes dargestellAbbildung 14C (SILAC-Profil
ER-1) und D SILAC-Profil ER-2) zeigt die beidebei Weitemam haufigsteretektiebaren
SILAC-Profile von ERProteinen. Beide zeigen relative bzw. absolute Maxima in den
Fraktionen 1 und 7 und einsichanschlieRenden Verlauf in Form esr@nkav verlaufenden
aAbfallsd mit einem kleinen Maximum in Fraktion 21. Wbbildung 14 ist ein veiteres,
haufig vertretene SILAC-Profil des ERProteoms zu finden. Esnterscheidet sich von den
beiden beschriebenen vornehmlich durch ein sdgezahnahnlich konfiguriertes Muster in den
Fraktionen 121. Alle dieser dritten SILAGProfil-Gruppezugeordneten Proteinend als
I6sliche Proteine des ERumens charakterisiert wordeBine Ausnahme von den typischen
ER-Profilen zeigt das im ERRumen lokalisierte und an der Protdtaltung beteiligte Protein
Scjl. Neben demelativenMinimum in Fraktion 2ist das Maximum inFraktion 7 deutlicher
ausgepragtes ist das einzigegerals im ERLumen lokalisierta Proteine, welches kein ER
Profil aufweist. Es lasst sich eine starke Membranassoziation vernmgeiNerlauf kdnnte
durch ein Fehlen der Fraktion 21 urdhmit durch eine Verschiebung der relativen

Verhaltnsse in den ersten 5 Fraktionarstande gekommen sein.

Einendem ER1-Profil &hnlichen Verlauf zeigen die bisher weitgehend uncharialdrten
Proteine Ygl288w, YkIO77w und Ybl086c. Weiterhin konnten die Proteiitediskrepanten
Lokalisatiorsvorschlage wie die ZinkMetalloprotease Ste24 und die doppelt lokalisierte
FumaratReduktase Osmlliesem Gradientenmuster zugeordnet werden. Dartber hinaus
wurden die uncharakterisierten Proteine Ygl14@®ho88und Ydr467cals ER-2-typische
Proteine identifiziert. Indiese SILACGProfil-Gruppefallt auch die Untereinheit der Serin

Palmitoyltransferase Lcb2. In d&LAC-Profil der l16slichen ERProteine fallen die Proteine
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Yhrl38c und das als Innenmembiassoziiert beschrieberdthl (Abbildung 14l). Auch
einige bisher unchiakterisierte Proteine mit einemnwollstandigenSILAC-Datensatz zeigen

ein den ER-Proteinen ahnliches SILA@rofil (Ydl121c, YbrO96w,Gnpl, Abbildung 14J).

Eine Synopsis der bisher beschriebenen Funktion und Lokalisation der durch den SILAC

Verlauf neudem ERProteom zugeordneten Proteine findet sich in Taléelle

Tabelle 6 - Uncharakterisierte oder in unterschiedlichen Organellen lokalisierte Proteine mit
ER-typischenSILAC-Profilen

Proteine ERP Andere Referenz TMD Funktion Lokalisationsvor-
Lokalisa- schlag
tion
YKIO777 - Vakuole (Huh etal., 2008 2 Unbekannt Integrales ER
w Membranprotein
Ybl086¢c - Zell- (Huh et al., 2008 1 Unbekannt Integrales ER
peripherie Membranprotein
Ste24 + Nukleare  (Zahedi et al., 5 Zink- IntegralesER-
Innen- 2006 Tam et al., Metalloprotease, Membranprotein
membran , 2007 Protein
Mito- Prozessierung
chondriale
AulRen-
membran
Osml + (Williams et al., 1 FumaratReduktase Integrales ER
2014 Muratsubaki / oxidative Proted- Membranprotein
and Enomoto, faltung
1998
Pho88 - Mito- (Reinders etal., 2 Anorganisches Integrales ER
chondi- 2006 Sickmann et Phosphat Membranprotein
um al., 2003 Transporter
Ydr467c - - - 2 Unbekannt Integrales ER
Membranprotein
Lcb2 - - - 3 SerinPalmitoyk Integrales ER
Transferase (Sphi  Membranprotein
golipid-Synthese)
Ygl140c - - - >10 Unbekannt Integrales ER
Membranprotein
Uthl - Mito- (Velours et al., 1/N-  Mitophage/ Zell- Prazessiertes, 168l
chondi- 2002 ter- wandbiosynthese  chesER-Protein
um (IM), minal
Zellwand
Yhrl38c - - - 1/N-  Vakuolen Prazessiertes, 105l
Ter- Fusionierung ches ERProtein
minal
Ydl12lc + - (Huh etal., 2008 1 Unbekannt Integrales ER
Membranprotein
Ybr096  + - (Huh etal., 2008 1 Unbekannt Integrales ER
w Membranprotein
Gnpl i Mito- (Reinders etal., >10 Aminosauretras- Integrales ER
chondi- 2006 Sickmann et porter Membranprotein
um al., 2003

ERP, bekannte®rotein des endoplasmatischen RetikulufidD, Transmembrai o m2 n-ldelix¢ U
Pradiktion) ER, endoplasmatisches Retikulum; IM, mitochondriale Innenmamb
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Abbildung 141 SILAC-Profile von Proteinen des endoplasmatischen Retikulums (ER)

A, Untereinheiten deBroteirO-Mannosyltransferas&omplexes B, Untereinheiten des Sec&omplexes C,
ER-1-Profil mit Maximum in Fraktion 7D, ER-2-Profil mit Maximum in Fraktion 1 E, ER-3-Profil mit
A S2 g e-araganm Rerlauf in den Fraktionen PI; F, atypischer Verlauf des ERroteins Scjl G,
uncharakterisierte Proteine oder Proteine mit diskrepanten Lokalisationangaben, wel&t le@hnliche:
SILAC-Profil aufweisen;H, uncharakterisierte Proteine oder Proteine mit diskrepanten Lokalisationai
welche ein ER-2-&hnliches SILAC-Profil aufweisen;|, ER-3-&hnliche uncharakterisierte Proteing; ER-
ahnliche unvollstandige SILA®rofile von nichicharkterisierten Proteinen

72



Ergebnisse

3.7 Proteineder mit Mitochondrien assoziiertaen ER-Membranen
Der ERMESKomplex (L.1.3 besteht aus den Untereinheiten Mdm10, Mmm21, Mdm12 und

Mdm34 sowie der assoziierten GTPase Geml. SNAC-Profile von Mdm10 und Geml
sind in Abbildung 1B undB dargestellt. Sie entsprechdamtypischen SILACGProfil eines
mitochondrialen ARenemembranproteins. AbbilduntbC und D zeigen die teilweise
unvollstandigenSILAC-Profile von denProtein@@ Mmm1 und Mdm12.Mdm12 weist ein
ER-typisches Mmm1 dagegerein etwas abgewandelt&LAC-Profil auf. Das zwete breite
Maximum in den Fraktionen 7 urtdist deutlich geringer ausgepraafses bei typischen ER
Membranproteien anzunehmen warAltbildung 15C). Der Verlauf entsprichéinem Mittel
der Verhaltnisse von einem typischen-ERmbranproteirund einem integrateProtein der
mitochondrialen AufRenmembran (AbbilduntsE, zum Vergleich Mittelung aus den
Proteinen Sec61l un®ml4). Selbige SILAC-Profil kdnnte also einer Kolokalisatiom
beiden Organellemder einer Lokalisation an Kontaktstellen der mitochonemiaind ER
Membran entsprecheMdm34 konnte im vorliegenden Datensatz nicht detektiert werden. In
den Daten lassen sich einige weitere Proteine mit einem Mamlichen Verlauf
ausmacherViele dieser Proteine sind an der zellularen Lipidmdostase beteiligt. So haben
einige Proteine der Bosterolsynthesgergl, Erg, Erg6, Erg27)die Phospholipase (Pgcl)
undder Lipid-Carrier Laméneben einem absolutdfaximum in Fraktion Xin relatives, aber
abgeschwéchtes Maximum in den Fraktionen 7 und 9 gemei(hbidung 15). Auch
vier, nicht direkt am Lipidmetabolismus beteiligteProteine zeigen ein ahnliches
Verlaufsmuster: Die Cytochronb-Reduktase Cbrl, et Assemblierungsfaktoffir das
nukleare Porin Snll, der-XTPase Assemblierungsfaktor Vpkawie das Zellzyklusarrest
Protein Farl(QAbbildung 15G). Neben dieseSILAC-Profil-Gruppelasst sich ein weiteres
Mmma1-ahnlichesVerlaufsbild ausmachen. ProteirdiesenMusters haben eiMiaximum in
Fraktion 21, zeigen aber ansonsten @éimm2l-ahnlichenSILAC-Profil (Abbildung 15H,
RdI1-21). Zu dieser Gruppe von Proteinen gehort Bao GDRDissoziationlnhibitor Rdil,
die ThiolTransferase Grx2 und das an der Lipidmdostase beteiligte Sc€ine Synopsis
der Proteine mit Mhml-ahnlichem Verlauf und deren bisherige Charakterisierung und

Lokalisationsvorschlagindensich in Tabeller.
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Abbildung 157 SILAC-Profile von Proteinen ddSRMESKomplexes sowia/on Proteine!
mit einem Mmm2ahnlichenSILAC-Profil

A, Untereinheiten Mdm10 und Geml des ERME&mplexes mit Verankerung in der mitochondri
AuRenmembranB, SILAC-Profile der Untereinheiten Mdm10 dnGeml1 aus dem zweiten Experime@
SILAC-Profile der ERMESUntereinheiten Mmm1 und Mdm1B, SILAC-Profile der Untereinheiten Mmr
und Mdm12 aus dem zweiten Experimef;Vergleich des Proteins Mmm1 mit einer Mittelung der Sll-
Profile eines typisclre ERMembranproteins (Sec61) und eines integralen AuRenmembranproteins (&
Proteine mit Mmm3aahnlichem Gradientenmuster und Funktionen im Bereich der Lipidhomdo&taBeptein:
mit MmmZ1-ahnlichem Verlauf ohne beschriebene Funktionen in der zellularen LipidhomodddtaBepteini
mit Maximum in Fraktion 21, aber ansonsten Mmétihlichen Verlaufsmustern
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Tabelle 7 - Uncharakterisierte oder in unterschiedlichen Ordandbkalisierte Proteine mit
Mmma2l-&hnlichenSILAC-Profilen

Proteine M Andere Referenz TMD Funktion Lokalisationsvor-
T  Lokalisa- schlag
P tion
Ergl - ER- (Leber et al., 1998 5 SqualerREpoxidase Integrales ERProtein
Membran, mit préaferenzieller
Lipid- Anreicherung im
Particles Bereich von ER
Mitochondrien
Kontaktstellen
Erg2 - ER (Grebenok et al., 1 C8-Sterolisomerase Integrales ERProtein
Membran 1998 mit préferenzieller
Anreicherung im
Bereich von ER
Mitochondrien
Kontaktstellen
Erg6 + ER- (Zahedi et al.,, 2006 0 Delta-24-C-Sterot  Losliches, primar
Membran, Reinders et al., 2006 Methyltransferase = ER-assoziiertes PBr
Lipid par-  Sickmann et al., tein mit praferenzie
ticle 2003 ler Anreicherung im
Bereich von ER
Mitochondrien
Kontaktstellen
Erg27 + ER (Zahedietal., 2006 1 3-Ketosterol Integrales ERProtein
Membran, Reduktase mit praferenzieller
Lipid par- Anreicherung im
ticle Bereich von ER
Mitochondrien
Kontaktstellen
Pgcl +  Lipid pa- (Reinders et al., 2 Phosphatidylglye- Integrales ERProtein
ticles 2006 Sickmann et rol-Phospolipase C mit préferenzieller
al., 2003 Huh et al., Anreicherung im
2003 Bereich vorER-
Mitochondrien
Kontaktstellen
Lam6 + ER (Huh et al., 2003 1 SterolTranspoter, Integrales ERProtein
Membra-  ElbazAlon et al., bekannte Lokalia-  mit praferenzieller
ne, ER 2015 Murley et al., tion zu Kontaktste  Anreicherung im
Mito- 2019 len zwischen Mib-  Bereich von ER
chondrien chondrien und ER  Mitochondrien
Kontak- Kontaktstellen
stellen
Farl0 - ER- (Pracheil and Liu, 2 Zellzyklusarest Integrales ERProtein
Membra 2013 Wiederherstellung  mit praferenzieller
Anreicherung im
Bereich von ER
Mitochordrien
Kontaktstellen
Cbrl + (Sickmann et al., 1 Cytochromb- IntegralesEER-Protein
2003 Zahedi et al., Reduktase mit praferenzieller
2006 Reinders et al., Anreicherung im
20009 Bereich von ER
Mitochondrien
Kontaktstellen
Snll + ER- (Reinders et al., 1 Nuclearpore Integrales ERProtein
Membran 2006 Sickmann et complex Biogenese mit praferenzieller

al., 2003

Anreicherung im
Bereich von ER
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Vph2 - ER-
Membran

RdI1 + ER-
Membran

Scs2 ER/Nw
kleus
Membran/
Plasma-
membran
T Kontak-
stellen

Grx2 +

(Jackson and Steven 2
1997

(Sickmann et al., 0
2003 Zahedi et al.,
2006 Reinders et al.,
2006 Huh et al.,

2003

(Sickmann et al., 1
2003 Reinders et al.,
2009

Assemblierungsta
tor der V-ATPase

Thiosulfat
Schwefe}
Transferase

Lipid-Homoostase,
Beteiligung an
Kontaktstellen von
ER, Nukleusund
Plasmamembran

Thioltransferase

Mitochondrien
Kontaktstellen
Integrales ERProtein
mit préferenzieller
Anreicherung im
Bereich von ER
Mitochondrien
Kontaktstellen
Lésliches, primér
ER-assoziiertes Br
tein mit praferenzie
ler Anreicherung im
Bereich von ER
Mitochondrienr
Kontaktstellen
Integrales ERProtein
mit praferenzieller
Anreicherung im
Bereich von ER
Mitochondrien
Kontaktstellen

Integrales ERProtein
mit praferenzieller
Anreicherung im
Bereich von ER
Mitochondrien
Kontaktstellen

MTP, bekanntesnitochondriales ProtejrTMD, Transmembrai o m2 n-ldelix¢Ptidiktion) ER, endoplasa-

tisches Retikulum
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3.8 Vakuolen-Proteine
In Abbildung 16A und B sind die beiden anh&ufigsten identifiziertencharakteristischen

Verlaufeder SILAGProfile von vakuolaren Proteinen dargestellt. Sie zeichnen sich durch ein
breites Maximum in Fraktion-23 (V-1) oder ein spitzes Maximum in Fraktion('¥-2) aus.
Das in Abbildung 16C dargestelltev-3-Profil zeigt neben einem M-ahnlichen, relativen
Maximum hohe SILAGVerhaltnisse inder Fraktion21. Dies istvermutlich wie bereits fur
andere Organelfebeschiieben auf eine nur teilweise bestehenbleibende Membranassoziation
zuruckzufihren Fir das Protein Ypt7 zeigt sich ein etwas abgewarsl8lteAC-Profil,
welchessich durch einzusatzlichhohes SILAGVerhaltnis in der Fraktion 1 auszeichnet
(Abbildung 1@). Dieses Muster ishhnlich einer Mischung aus zwei SILARerhaltnissen

von einem Protein der Auf3enmembran (Om14) entem vakwlaren Protein (Mehl4
Abbildung 1€). Somit lasst sich fir dieses Protein eine Kolokalisation oder Lokalisation im
Bereich vonOrganellertibergreifenden Kontaktstellen mutmal&wmlgenden bisher nicht
sicher dem vakuolare Proteom zugeordneten Proteine konnte eiakublentypisches
SILAC-Profil zugeordnet werden: YbrO74w, Vtc4, Ygri25c und Neol-Pv@fil, Abbildung

16F); Adpl, Rmd8, Hsv2 (V1Profil, Abbildung 165); Ykl151c (V3-Profil, Abbildung 16).

Einige Proteine zeigen ein Ypt7/ahnliches SILAGProfil, welches gemafll der oben
ausgefuhrten Analyse eine Kolokalisation in Auflenmembran und Vakuol@ahdegt
(Abbildung 16l). So zeigen die Proteine Ady2, Vma2 und désher uncharakterisierte
Yjl171c V2-typische SILAGProfile mit zusatzlichrelativ hohen SILAGVerhaltnissen in
Fraktion 1(~0,5) Der AuRenmembrananteil ist jedodeutlich geringer als bei Yptdie
Protene shd Vakuolendominant. Ein Ypt7ahnliches SILAC-Profil zeigt der GDP
Dissoziationsfaktor Gdil. Dartber hinausistdas uncharakterisierte Aim18 und die GTPase
Ypt32 neben einem Maximum in Fraktion 1 relative Vakudignsche Anhebungen des
SILAC-Verhaltnsses in Fraktion 9 auf Diese Proteinewerden daher ebenso als
KontaktstelleAKandidaten eingestuft, sind ab&ulRenmembramlominant. Eine Synopsis
dieser und oben beschrielgen dem vakuolare Proteom zugeordneten Proteine und ihre

bisherigen Funktioraund Lokalisationsdatefindensich in Tabelles.
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Abbildung 16 7 SILAC-Profile von Proteinen der Vakuole

A, V-1-SILAC-Profil mit breitem Maximum in den Fraktionenl13; B, V-2-SILAC-Profil mit spitzem Pee
in Fraktion 9;C, V-3-SILAC-Profil mit hohem Proteinanteil in den dichtesten SacchaFoaktionen;D,
atypisches SILAEProfil des vakuolaren Protein YptE, das SILAGProfil von Ypt7 gleicht einer Mittelur
aus einem typischen AuRenmembrand VakuolerSILAC-Profil (Om14/Mehl);F-H, Proteinemit bishe
ungeklarter Lokalisation mit \AY/3-typischen SILAGProfilen; I, Proteine mit Ypt7ahnlichen SILAG
Profilen
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Tabelle 8- Uncharakterisierte oder in unterschiedlichen Organellen lokalisierte Proteine mit
VakuolentypischenSILAC-Profilen

Proteine V Andere Referenz TMD Funktion Lokalisationsvor-
P Lokalisa- schlag
tion
YbrO74w + - (Hechtetal.,, 2013 8 Metalloprotease Integrales Mem
branprotein der
Vakuole
Vit4 + ER- (Uttenweiler et al., 4 VakuolerFusion Integrales Mem
Membran 2007 Muller et al., branprotein der
2003 Vakuole
Ygrl2sw + - (Huh et al., 2008 >10 Unbekannt Integrales Mem
branproteine der
Vakuole
Neol - Endosom, (Wicky etal., 2004  >10 Vakuolen Integrales Mem
Golgi Hua et al., 2002 Organisation, Gle  branproteinaler
gi-ER-Transport Vakuole
Adpl + ER,Cyb- (Wiederhold et al., 8 ATP-abhangige Integrales Mem
plasma 2009 Permease branproteine der
Vakuole
Rmd8 - Cytoplas- (Kumar et al., 200 2 Protein welches fir Integrales Mem
ma die Sporulation branproteine der
bendtigt wird Vakuole
Hsv2 +  Endosom, (Krick et al., 2008 1 Phosphatidylinds  Integrales Mem
Cytoplas- tol 3,5 branproteine der
ma bisphosphate Vakuole
binding protein
Autophagie
Ykil51lc - Cytoplas-  (Huh et al., 2008 1 NADHX - Gdf. teilweise po-
ma Dehydratase zessiertes und hie
durch zumTeil
I6sliches zumTeil
membrangebured
nes Protein der
Vakuole
Ady2 - Mito- (Reinders et al., 6 AcetatTransporter, Integrales Mem
chondi- 2007 Paiva et al., bendtigt fur Spar-  branprotein im
um, 2009 lation Bereich von Ko-
Plasna- taktstellen der 1in
membran tochondrialen und
vakuolaren Merh-
ranen
Yjli7lc - Zellwand, (Reinders et al., 2 Unbekannt Integrales Mem
Mito- 2006 Sickmann et branprotein im
chondi- al., 2003 Hamada et Bereich von Ko--
um, al., 19989 taktstellen der 1in
Plasna- tochondrialen und
membran vakuolaren Merh-
ranen
Vma2 +  Mito- (ElbazAlon et al., 0 Periphere Unterai  Lésliches, vo-
chondi- 20149 heit der H-ATPase nehmlich Vakwo-
um, Mito- len-assoziiertes
chondrien Protein im Bereich
Vakuoler von Kontaktstellen
Kontak- der mitochondrialen
stellen und vakuolaren
Membranen
Gdil - - 2 Vesikeltransport Integrales Mem

(GDP-

branprotein im
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Aim18

Ypt32

Dissoziationsinh

bitor)
Mito- (Reinders eal., 0 Unbekannt
chondrium 2006
Golgi, (Zahedi et al., 2006 3 GTPase (Rab
Mito- Benli et al., 199% Familie)
chondrium

Bereich von Ko-
taktstellen der m
tochondrialen und
vakuolaren Merh-
ranen

Losliches, vo-
nehmlich AuRRa-
membran
assoziiertes Protein
mit praferenzieller
Lokalisation an
Kontaktstellen
zwischen Mib-
chondrium und
Vakuole

Ggf. doppelt lokat
siertes integrales
Membranprotein
mit Endlokalisation
im Golgi-Apparat
und der aul3eren
Mitochondrien-
membran (hier mit
Assoziatiorzu
Vakuolen)

VP, bekannte®rotein der VakuoleTMD, TransmembrafD o m? n-ldelix¢Ptidiktion) ER, endoplasmat

sches Retikulum
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3.9 Charakterisierung von YMLO30W

3.9.1 Zusammenfassung und Analyse bisheriger Daten

3.9.1.1 Daten zur Proteinstruktur

Laut Saccharomyces Genome Database (SGD) kodieren 480 Nukleinsauren fur das Protein
Aim31. Dies entspricht einer Proteinlange von 159 Aminosa(sen Aminosauresequenz

Zur Vorhersage der Transmembrandomane wurde das Programn{@3af&o et al., 1997
verwendet. Die Profile Score fur die Hydrophobizitat der Proteinberesoiet eine hohe
Wahrscheinlichkeit fur zwei Transmembrandomansfittels des PaircoiR-Algorithmus
(McDonnell et al., 2006wurde eine hoh&Vahrscheinlichkeit fir das Vorhandensein einer
Coiled-CoiledDoméneam GTerminusgefundenIm Folgenden ist die Aminosauresequenz
des ProteinsAim31 dargestellt. Geladene Aminoséuren sind rot markiert, wohingegen
aufeinanderfolgende hydrophobe Aminosaufett markiert sind Diese Proteinabschnitte
kénnen somit debeiden pradizierten TransmembrandomametsprecherDer Abschnitt der

vorhergesagten Coile@oiledDoméne ist graunterlegt

Aim31;

MSRMPSSFDVTERDLDDMTFGERIIYHCKK QPLVPIGCLLTTGAVILAAQNY RLGNK
WKAQYYFRWRVGLOAATLVALVAGSFIYG TSGKELKAKEEQLKEKAKMREKLWIQ
ELERREEETEARRKRAELARMKTLENEEEIKNLEKELSDLENKLGKK

3.9.1.2 Daten zur Proteinkonsenierung und Homologenanalyse
Das ProteinAim31 gehort zur Familie der Hypoxiaducible Gene 1(HIG1)-related

Proteinfamilie. Die Domane wurde in Proteinen gefunden, die an der Stoffwechseldmgiwort
hypoxischenBedingungerbeteiligt sind. Wie auch beAim31 ist die Doméane stets am-N
Terminus de Proteinszu finden In Saccharomyces cerevisiae lasst gthweiteres Protein
der HIGXGene related Proteinfamilie zuordnen. Hierbei handelt es sich um das Protein
YnrO18wWAim38, welches benfalls e mitochondriales Protein mit zwemdglichen
Transmembrandomanest. Auffallig fur die moglichen Homologen in héren Organismen
ist die Konsenssequenz in der Nerminalen Transmembrandoméne
PLVP[I/L]G[..]T[A/G]A. Der C-Terminus hingegen scheintir in Pilzenkonserviertzu sein
und verklrzt sich inVergleich zuhdherenOrganismen zunehmen@bbildung 17). Die
Coiled-CoiledDomane scheint somit wenig konservieln. Drosophila melongasteund
Homo sapiens scheint HIGB2(HIG1 hypoxia inducible domain family memb2A) das
Homolog zum Hefeprotein Aim31 darzustellemgl. mulkiples Alignment in Abbildung )7
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Die Berucksichtigungvon membranstandigen teraktionspartner (3.9.5 und die starke

Konservierung der ersten Transmembrandomane lasst vermuten, dass dieser Bedech fur

Funktion und Interaktiodes Proteins von besonderer Bedeutsgig konnte

H.s.

M.m.
D.m.

N.c.
S.c.

H.s.

M.m.
D.m.

N.c.
S.c.

H.s.

M.m.
D.m.

N.c.
S.c.

H.s.

M.m.
D.m.

N.c.
S.c.

MAA
MSN
MWQAHRHRYRPSPSPLPLFHHREPSSTCLDSRHEAPNCAPICLISASQSPIARHSIDMPN

MSTDTGVSEPSYEEDQSKLIR KAKEAPFVPVEIAGFAAI VA
PGR VSPEAPFDPSKPREGFSPTV- YSNPEGFEKFIR KTRENPM\PI GCLGTAAALT
KIEVSLPEEELDW} QLRQDLG P- VAEVETTHKLQRKI KENPLVPLGCLATTAALT
STDN QGSAPPGLSSRIPSSFDDNADFYNENGEKVSRRLREEPLI Pl GCIAT VAAFT
—————————————— MSRPSSFDVTERDLDDMTERI 1Y HCKKQPLVPI GCLLTTCGAVI

e keakek

YGLYKLKSRENTKMSIHUH MRVAAQCGFVVGAMTVEMGY SMY--- REFWAKPKR-

YALYCFH RESHRSQLMRRI AAQGFTVVAI LL GLAASAMKSQA------------

AGLYNFR- TGNRKMSQLMRSRI AAQGFTVMALVVEGVVMTY TDKK-------------

GAYRAVR- REDHEQVQRMRARVAAQAFTVWAMACGSWYYAADRQKQKELWKLKEQD

LAAQN/R- LGNKWKAQYRRVWRVGL QAATLVALVAGSFIYGTSGKEL-- KAKEEQLKEK
ke ek ke ke K

AEEKRQKWIRELEVRDAEDKALQERLEKRRKKKAERDSAAGAPDGVAAQAQEBKRYADAK
AKMREKLWIQELERREEETEARRKRAELARMKTLENEEEKKNEE  KELSDLENK

H.s.
M.m.
D.m.
N.c. VSSPAGDVAPEDPNKSNITGVRERLPTWLGGSKGADGSSRDKN
S.c. LGKKk

Abbildung 17 7 Multiples Alignment von Aim31

Dargestelltsind die Aminosauresequenzeon HIG1 domain farmy member 2 (Homo sapiensH. s.),HIG1

domain family member 2 (Mus musculusM. m.), CG9921, isoform B(Drosophila melongaster; D.ij.
mitochondrial hypoxia responsive domaiontaining protein(Neurospora crassa; N. .und von Aim31
(Saccharomyces cerevisig®. c.).Die Sequenzanalyse wurddt Hilfe desProgramms Clustal Omeg8ievers
et al., 201} durchgefuhrt. Identische Aminosduren (*) wurden guiimerlegt Konservative (:) und semi
konservative (.) Substitutionen sind je turkis bzw. gaiterlegt
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3.9.1.3 Daten zu mdglichen Interaktionspartnern
Helbig et al.untersuchterdie unterschiedliche Zusammensetzung und Assemblierung von

Atmungskettenkomplexen unter anaeroben und aeroben Bedingumgefs BlauNativ-
Gelelektrophoresand anschéRender massenspektrometriscResteinidentifikation(Helbig
et al., 2009 Weiterhin konnten die Autoren durch ihre Komplexanalysen bisher unbekannte
Proteine dentifizieren, die eia ahnliche Anreicherung in BlatNativ-Gelabschnittenwie
Atmungskettenenzyme zeigdtierzu zahltunter andererdas Protein Aim31Aim31 zeigtin
der Studie eine ahnlich¥erteilung wie Untereinheitender Cytochromc-Oxidase Diese
Datenkdnnen alsin Hinweis auf eine mdgliche Interaktioles Proteingnit Unterinheiten
der Cytochromc-Oxidase bzw. dessen Formationen in Superkompleremwendet werden
Aim38, das bereits erwdhnte zweite Protein der HI@lated Proteinfamiliezeigt in den
Daten von Helbig et aleinen kongruenten Verlauf zAim31 und Untereinheiten der
Cytochrom eOxidase

3.9.2 Phéanotypisierung vonaaim31

Das Protein Aim31 war bislang weitgehend uncharakterisiegitir Wachstums
Phanotypisierung degpa i rMRuthnte wurda drei unterschiedlichexperimentelle Ansatze
verwendet: Tupfelfest, Wachstum auéinem nichtfermentierbarenLactatMedium und
Wachstumnach Diauxie-Shift (2.4.2. In Abwesenh# von Glukoseist fir Hefezellen eine
funktionsfahigemitochondriale Energiegewinnung durch aadive Phosphorylierung obligat.
Dementsprechenkann das Wachstum audinem LactahaltigenMedium als Anhaltspunkt

fur die Effizienz dieser Form der Emgegewinnung gewest werdenIn Abbildung 18 wird
ersichtlich, dassunabhéngig von der Wachstumstemperatur, Ridetiorsmutantegpa i m3 1
ein deutlich ermindertes Wachstum aeinemLactatMedium aufweist. In Anwesenheit von

Glukose (YPD)st dieser Unterschied nicht vorhardoder nur minimal ausgepragt.
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Lac 37°C YPD 37°C
wr X wr RN
Lac 30°C YPD 30°C
vECEEE v
Aaim31 Aaim31 PR e

YPD 24°C
Wl ® @ & .

Abbildung 18- Eingeschranktes Wachstum dpa i rMRithnte auf nichfermentierbarem
Medium

aT¢ pré et dersbheedeneachstumstemperaturdir den Wildtyp YPH499 im Vergleich zur
Deletionsmutantep &n31; je auf LactatMedium und YPBMedium. Die Platten wurdemnter WeiRllicht nach 3
Tagen abfotografiert

Aim31 scheint also fur eine funktionierendgidative Phosphorylierung voBedeutungzu
sein Erganzendz u m a IT g sWumle eine Wachstumskurvdes Wildtyps und der
Deletionsmutanteaufgenommen In Abbildung 19 ist der Verlauf deroptische& Dichte
(ODggg) derin einemLactatMedium kultiviertengpa i rK8Itur im Vergleich zum Wildtyp
gezeigt. Beide Kulturen wurden ab einerStartODggo von entweder0,2 (A) oder 0,4(B)
beobachtet.
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WT ——WT

——Aaim3! —a—Aaim3]

1] 2 4 & 8 10 0 2 4 6 8 10
Zeit [h] Zeit [h]

Abbildung 19 - Verlangsamte8Vachstum desaim31-Mutante in der FllssigiactatKultur

Wachstumskurve auf LactdMedium mit StarOD 0,2 (A) und StarOD 0,4 (B)

In beiden Graphen wird deutlicdassdie Mutante ein deutlickrerlangsamte$Vachstumin
Lactatmedium aufweist.Bei einer StarOD von 0,2 konnte fur den Wildtyp eine
Verdopplungszeit von 24Bnin ermittelt werden, wohingegatie Deletionsmutantepa i m3 1
322min fur eine Verdopplung der Zellzahl benotigiéanliche Ergebnisse lieferte der Ansatz
mit einer StarOD von 0,4 (Verdopplungszeit wt262 minvs. gpa i m333 min. Die
Wadstumskurve bestatigt damit die Beobachtungen dégfelTess. Nach zunéchst
gualtativen Beobachtungen, dass der Stammm31 besonders nachorherigemwWachstum
auf einemglukosehaltigerMedium ein schlechtes bzw. deutlich verzogertes Anwac{isen
zu mehreren Tageruf einem nichifermentierbareMedium zeigt, wurde zur quantitativen
Analyse eine Wachstumskurve naChauxie-Shift durch Mediumwechsel von YPD auf
Lactatangefertigt Abbildung 20 zeigt den Verlauf der optischen DichtezunachsGlukose
und anschlieRend._actathaltigem Medium. Nachnitialem Wachstum auf zuckerhaltigem

Medium wurde ein Teil der Kulturen ein LactatMedium gewechsel2.4.1).

6 -
5 -
4 -
% —— WT, Lactat-Medium
3
8 —s— qaim31, LactatMedium
5 WT, YPD-Medium
1 ——qaim31, YPBMedium
O T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70
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Abbildung 20- Verzdgertes Zellwachstuder Deletionsmutantgpa i ma&ch DiauxieShift

Wachstumskurve in YPD und nach Wechsele&nf_actatMedium. Die Zellen wurden zum Wechsgeaéhrfach
gewaschen. Der WildtyStamm wéachst nach eimekurzen Wachstumsarrest wieder an, bei der
Deletionsmutantepa i nsBdleses Intervall deutlich prolongieBiargestellt sind zwainabhéangige
Experimente.

Beide Stamme zeigermei Wachstum ineinem YPD-Medium ein zunachst gleiches
Wachstumsverhalten W(ildtyp-Verdopplungszeit wt 122 minppa i AvV@rdopplungszeit
pai m31: Dig2 lagRhasa hestand im Wildtyp aesem Intervall von ca. 6. Im
Deletionsstamm hingegen war éinsteigender Zelldichte erst 38 nach Mediumwechsel zu
registrieren.Im Anschluss an die LaBhase war das Wachstum von beiden Kulturen
langsamer als in den vorherigen Wachstumstésehe oben)aber weiterhin deutlich
verschiederfWildtyp-Verdopplungszeit496min; gpa i RV8rdopplungszeits83min).

Aim31 scheint alsoauch bei der Umstellung auf oxidative Energiegewinnung eine
entscheidend&olle zu spielen. Moglicherweiskeesitzt das Protein eine Funktion figlie
Expressionsveranderungen, Assemblierung oder Aktivitat von Komponenten der
Atmungskette, die auf respiratorischem Medium bendtigt wer@dm.der Effekt nach
Induktion desDiauxie-Shift nur eineVerstarkung desVachstumsphanotgmarstelltoder auf

eine besondere funktionelle Komponente in der zellularen Antwort auf die metabolische

Veranderung darstelliasst sich durch dies&xperimentalleinenicht klaren.
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3.9.3 Veranderungen der Enzymaktivitat von Atmungskettenkomplexen ineim31
Der Wachstumsphanotyp legt eine Einschrankung der mitochondrialen Energiegewinnung

durch die oxidative Phosphorylierung nahe. Udies weiter zu aalysieren wurden die
Aktivitaten der UbichinorCytochrom eOxidoreduktase(Komplex 1lI; 2.1.1Q und der
Cytochromc-Oxidase(Komplex IV; 2.1.9 gemessen. Es konnte eine selektieslfktion der
Cyotchromc-OxidaseAktivitat fedgestellt werden. Diese ist inpp&an31-Stamm im
Vergleich zum Wildtypum fast 50% reduzier{Abbildung 21). Im Gegensatz dazu
unterscheidet sich die Aktivitat der Ubichin@ytochromc-Oxidase nichizwischen Wildtyp

undgpan3l
o 0507 c 1207
H 2
a o 1,00
E 040 1= £
< £ 0507
< 030 5 *
2 2
E £ 0,60 —
2 2
= 020+ =
o Q
@ 2 040+
2 2
a a
0,10
2 2 0,20
0,00 | 0,00 T
Aaim31 WT Aaim31 WT

UbichinonCytochrom eOxidoreuktase Cytochrom eOxidase

Abbildung 21 - Selekive Verringerung der CytochromOxidaseAktivitat

Die Aktivitat der Cyotchrom-®xidase ist in der Deletionsitantesaim31 auf fastlie Halfte (62%) der Wid-
typ-Aktivitat reduziert. Die Messung der Aktivitat der Ubichin@ytochrome-Oxidoreduktase zeigt keinegsi
nifikanten UnterschiedéAngegeben ist der Mittelwert und die Standardabweichung von drei unabhéngin
Messungen. *p<0.05

Die Verminderung der enzymatischen Aktivitat kann sowohl durch eine geringere Enzym
Konzentration, als auch durch eine eingeschrankte Funktion (beispielsweise durch
unvolistandige Assemblierung) sleorliegenden Enzys zudsande kommenTrotz einer
ortlichen Nahe und Komigration zu Komplex Il im Superkomplex scheint das Fehlen von
Aim31 dennoch funktionelbusschlief3lichdie Cytochrom eOxidase inihrer Aktivitat zu

mindern.
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3.9.4 Topologieanalysevon Aim31
Zur Topologieanalyse wurden isolierte Mitochondrig2.4.49 unter verschiedenen

Bedingungen miteiner Proteasédehandelt(2.4.5) und eine CarbondExtraktion @.4.9
durchgefuhrt In unbehandelten Mitochondrien bleiben die Signale sowohh vo
AuRenmembranproteinen (TOM70) unldnenmembranproteinen (Aacl) als auch von
Matrixproteinen  (Hepl) erhalten. Bei Proted&esatz werden  ungeschigzt
AuBenmembranproteine abgebautenientsprechend kann Tom70 nach Prot&&sdau
nicht langer dekoriert werden. Bei vorherigem hypotonen Schwellen und folgender Rrotease
Behandlung werdennhenmembranproteine verdaufagcl). Matrixproteine werden bei
keinem der Ansatze abgebagitiepl) Das Verhalten von Aim31 entspricht einem
InnenmembraiProtein(s. Abbildung 22 Integrale Membranproteine (Tom70, Aacl) werden
durch Natriumcarbonat nicht von Membranen getrennt. Lésliche Matrixproteine (Hepl)
hingegen zeigen nach Behandlung eibdergangn die ksliche Phase. Aim31 zeiglie die
integralen Membranproteine Tom70 duacl nadh NatriumCarbonat ein ¥rbleiben in

Membranabschnitten und sbmitals integrales Innenmembranprotamzusehen.

Na,CO,
Proteinase K - + +
Osmotischer Schock - - <+ U P
C— —— O TOMIT
———— - - a Aacl
o Hepl

S —  — o

Abbildung 22- Aim31 ist ein integrales Membranprotein der Innenmembran

Links: Protease Behahohg von Mitochondrieund Mitodasten; rechts: Natriur@arbonat Extraktion; P, Re
let; U, UberstandNach osmotischem Schock wird Aim31 der Protease zuganglich und verbleibt bei der
um-CarbonatExtraktion im Pellet.

Dieses Ergebnifisst sichauch mit demGradienterVerlauf des Proteis Aim31 aus der
SILAC-Analyse vereinbaren Dieser zeigt mit einemsteilen Maximum in Fraktion 13den
typischen Verlauf eines Innenmembranprotgiabbildung 23, zum Vergleich Tim5Q)In

Zusammenschau von SILADaten des vorliegenden Experimentesid den Vorhersage
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Ergebnissendurch SimulationsAlgorithmen (3.1.1) ist die in Abbildung23 gezeigte
Proteintopologievahrscheinlich.

1 -
0 .
c Aim31
= 0,8 - .
< —o— Aim38
a" .
3 06 1 —mTim50
< 0,4
n
80,2
=
IS
E 0 T T

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21
Fraktion

Abbildung 237 Mitochondriale Topologie des Proteins Aim31

Links: Vergleich derSILAC-Profile von Aim31, Aim38 und Tim21. Sowohl An31 als auch das Homolog Aim:
verhalten sich wie das Innenmembranprotein Tim21.

Rechts:Lokalisation und Orientierung des Proteins Aim31 in der mitochondrialen Innenmembran; 6=
membranraum (engintermembrane spagdM, Innere Mitochondrienmembran; Matrimitochondriaé Matrix;
N, N-Terminus des Protein€, GTerminus des Protein§C, Coiled-Coiled-Doméne

3.9.5 Analyse von mdglichen Interaktionspartnern
Es konnte gezeigt werden, dass das Fehlen von Aim31 die Aktivit&ytlmrhrom eOxidase

beeintrachtig(3.9.3. Dies legt nahe, dass das Protaidglicherweisamit Untereinheiten der
Cytochrom eOxidase interagierbder sogar eine Untereinheit d@ytochrom eOxidase
darstellt Um diese Hypothese zu testewurde eine Affinitatschromtagraphie mittels
Histidyl-getagtem, Plasmietodiertem Aim3ldurchgefuhrt 2.1.7 2.2.1). Sowohl N als
auch Gterminal Histidytgetagtes Aim31 bindet guean die NiNTA-Beads. Bei der N
terminalen Markierung ist eine prominente Abliande erkennbar (vgAbbildung 24. Mit
Aim31 konnen CoR, Cox3 Cox4 undCytl koprazipitiert werden. Als Negekontrollen
diente das Protein Tim1®it derN-terminalenHis-Markierungscheint die Aufreinigung des
Proteins Aim31 ahnlich effizientjedoch werden deutlich weniger Interaktionspartner
koprazipitiert Eine mdglkche Erklarung ist, dass dertdrminale HisTag die Interaktion mit
anderen Proteinen verandert und so mdgliche Komplexe zerfafterHinblick auf die
Konservierung konnte esplausibel erscheinen, dass der konservierte-teiminde
Proteinabschnitttir die Interaktion und Funktion des Proteins am wichtigsten ist und so eine
C-terminale Proteinmodifikation zur Aufreinigundes Komplexeslie besserenErgebnisse

liefert.
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Abbildung 24 - Aim31 koprazip-

Aalm3l tiert mit Untereinheiten der
+pYES2- +pYES2- +pYES2- tochromc-Oxidase
Aim31 AIm3INHIS  Aim31CHIS

i .. » Affinitatschromatographie durch &t

T UETUETUE tidyl-getagtes Aim31. Es kénnen sele

*~’A‘* Ny .  — g sowohl Untereinheiten der Cytochror

- ﬁ ! ¥ 0Aim31 Oxidase als auch Ubichingdytochron

c-Oxidoreduktase koeluiert werden. |

aCox2 Innenmembranprotein TinTl interagiet
nicht mit Aim31.

aCytl Y proteolytisches:

aCox4 HistidyI—Tags;"T, 10% der Iys.i.erten NA
tochondrien; U, 10% des Uberstan

aCox3 nach Inkubation mit der MNWTA-
AgaroseE, 50% des Eluats

aCox5

o oa =°© aTim17

Aufgrundfehlenderzur Verfigung stehendéntikbrperwurde eine massenspektrometrische
Analyse der Elutionsfraktion eineveiterenKoreinigungmit Histidyl-getagem Aim31 und
einer WildtypKultur zur Kontrolle durchgefihrt. Um eine mdglichst physiologische
Konzentration von Air8l in den Hefezelle zu erhalten wurde hierfirein C-terminaler,
chromosomaler Hi§ag benutzt(2.212), welcher der Kontrolle des endogenen Promotors
unterliegt Dies konntedurchgefinrt werden, weil die @erminale Aufreinigung bezogen auf
die Interaktionspartner deutlich effizienter war ¢(ben). Die beiden Elutionsfraktionen
(Aim31-His und WT)wurden CoomassiBlau gefarbt 2.1.5 und anschliel3end di&im31-
His-spezifischerProteinrBandenund die lorrespondierenden Galbschnitte in der Wildtyp
Fraktionausgeschnitten und massenspektrometrisch analy®igrt1 Abbildung 2. Neben
Aim31 konnten viele Piteine selektiv inHistidyl-getagten Mitochondrien identifiziert
werden. Neben vieleytochrom eOxidaseUntereinheiten(Cox 2, 6, 12,13,14, 23) und
Ubichinon-Cytochrom eOxidoreduktasdJntereinheiten (Qcr8, Ripl, Cytl) legt das
Experiment auch weitere miiche Interaktionspartner fur das Protein Aim31 nahe. So
konnten einige AssemblierungBaktoren (Pet100, Cox23), ribosomale Proteine (Mnpl,
Mrp58), die MICOSUntereinheit Micl0 und die beiden bisher nicht charakterisierten
Proteire YDR286C und YHR199C zusammen mit Aim31 aufgereinigt werdbre

massenspektrometrische Auswertung begtatie Ergebnisse aus der erst beschriebenen
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AffinitatschromatographieAim31 scheint mit Proteinen d€ytochrom eOxidase und deren

Ko- und Assembgrungsfaktorezu interagieren.

Aim31-
CHis

[
|

!

Gelfragment-Nr.

Abbildung 25- Gelfragmente der

Elutionsfraktionen

Links: Elutionsfraktion mit

Gelfragment
1
2
3
4
—15
kDa

Histidyd

getagtem Aim31rechts: Elutionsfraktior
des Wildtyps. Die roten Striche entsprec
den ausgeschnittenen Gelfragmenter

angegebener Nummerierung

9/10/11

12

Cox12

Acpl

Ydr 286¢
Cox14

Cox13

Cox6
QCr8

Cox13

Pet100

YmIl030w
Yclo57ca

Cox23

Mnpl

Ripl
Cox2
Sco2

Yhr199c

Mrp51
Cytl
Keine Aim31-his
spezifischen
Proteine
YmIO30w

Masse
[kDa]

~9,8 kDa

~14kDa

~13kDa
~8kDa

~15kDa

~17kDa
~11kDa

~15kDa

~13kDa

~18kDa
~10kDa

~17kDa

~21kDa

~23kDa
~29kDa
~35kDa

~34kDa

~35kDa

~18kDa

Charakterisierung

UE derCytochrom eOxidase,
bendtigt fur Assemblierung
aber nicht fur Aktivitat nach
Assemblierung

Acyl-Carrier Protein;
Biosynthese voi®ctanoate

Bisher nicht charakterisiertes
Protein

Komplex IV/Superkomplex
Assemblierung

Cytochrom eOxidase
Aktivitatsmodulator

Untereinheit deCytochrom €
Oxidase

Untereinheit der Ubichinen
Cytochrom eOxidoreduktase
Cytochrom eOxidase
Aktivitatsmodulator

Beschleunigt Assemblierung
derCytochrom eOxidase

= Aim31

=Mic10

IMS-Protein welches essenzie
fur die Cytochrom eOxidase
Assemblierung ist
Mitochondriale ribosomales
Protein, benétigt fur
respiratorisches Wachstums

RieskeProtein der Ubichinon
Cytochrom eOxidoreduktase
Katalytische Untereinheit der
Cytochrom eOxidoreduktase
Kupfer-Einbau in die
Cytochrom eOxidoreduktase
=Aim46, bisher nicht
charakterisiertes Protein

=Aim31

Tabelle 97 selektive Proteinidentifikation in der Elutien
fraktion von Histidytlgetagem Aim31
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3.9.6 Veranderungen im Expressionsmustem der smim31Deletionsmutante
Um zu unersuchenin welcher Weise siclidie Expressionslevelon Proteinen zwischen

a i m@ntl dem WT unterscheidenwurde die Proteinkonzentration in isolierten
Mitochondrien untersuchtils Kontrollen dienten die Proteine Tom70 und Aconitase, die
nach Quantifizierung der Bandenkeine signifikanten Unterschiede in ihrer
Proteinkonzentratiozeigten Wie zu erwarten, kann das Protein Aim31 im Deletionsstamm
nicht detektiert werdenDie meisten Untereinheiten dé€3ytochrom eOxidaseKomplexes
sowie Cytl zdgten keine nennenswerten Konzentrationsunterschiede in beidenr Hefe
Stammen.Einzig eine Verringerung der Aaddonzentration in der Deletionsmutanist
nennenswergs. Abbildung B). Nach Bandenquantifizierung konnte eine Signalreduktion auf
55,9+/- 5,3% des Wildtypsbeobachtet werdefp<0.05). Die Bandenintensitat von Cox4 und
Acol in aaim31 unterschiedn sich nicht signifikant von den Wildtypsignaen (Cox4:
102,4++ 5,9% des W1TSignals; Aco 104,6+4,9% des WTSignals).

WT Aaim31 WT Aaim31

NG L]

aCytl

oCox4 b o — _ aCox 3
QAIM31 | — - aCox 12

aCox2 |[FE— ——— TOTN 70

Abbildung 26- DasFehlen von Aim31 verandert die Expressionsleegldntereinheiten
der Cytochront-Oxidase nicht

Die Konzentration von Aacl ist im Deletionsstamm deutlich reduziert. Ieldtereinheiten d
Cytochromc-Oxidase und Ubichine@ytochromc-Oxidoreduktasekénnen keine Konzentratios
unterschiede festgestellt werden.

Die Verringerung derCytochrom eOxidaseAktivitat lasst sich somit nicht mit einer
geringeren Konzentration &ytochrom eOxidaseUntereinheiten erklaren. Vielmehr scheint
die katalytischd=ffizienz reduziert.
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3.9.7 Veranderungen der Atmungskettenkomplexassemblierung inder saim31
Deletionsmutante
Die Assoziation von Aim31 mit Superkomplexen macht eine funktionelle Rolle des Proteins

in der Komplexbildungwahrscheinlich. Mit BlatNativ-Gelen (2.1.4 sollte untersucht
werden, inwiaveit die Deletionsmutante sich in ihrer Auspragung und Konzentration von
Superkomplexefm Vergleich zum Wildtypunterscheidetln amim31-Mitochondrienist die
Konzentration an Superkomplexen im Vergleich zum Widltyp deutlich redu¥iertallem

der Komplex \Mlll, scheint im Vergleich zum Wildtyp in deutlich geringerer Konzentration
vorhande zu sein. Dies lasst sich sowoh der Immumekoration mit CoxZals auch Cytl
nachvollziehen. Darlber hinaus lassen sitheinem gegerinenaufgereinigterCytochrom
c-OxidaseKomplex hergestellten AntikOrpeginige zusatzliche Banden der intermediaren
Grol3e in der Deletionsmutante nachweisen, welche nicht im Wildaghzuweisen sind
(Abbildung 27 Pfeile).

WT A WT A WT A WT A WT A
VI, —
IV, I, —
I, —
%
&

aCox2

aCOX aCytl

Abbildung 27 - Das Fehlen von Aim31 mindert die Konzentration an Superkomplexen ¢
CytochromC-Oxidase undJbichinonCytochromc-Oxidase

[l ,, Dimer der UbichinorCytochromc-Oxidase; IMIII, und V41l 3, Superkomplexe der CytochroerOxidast
und UbichinoaCytochrom c-Oxidase; U C O X , gegen auf gecOxidasei agst Sacatnyyte
cerevisiae gerichtetp ol yval ent er Ant vokARssemdigrungsifitermediatdnt r et e n
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Aim31 ist fur die Bildung von Superkomplexen déloichinonCytochrom eOxidoreduktase
und Cytochrom eOxidase von Bedeutungin Fehlen von Aim31 scheint dartber hinaus die
Konzentration einiger Assemblierungsintermediate zu erhdhen, welches auf eine essentielle

Funktion des Proteins fir eine hohermolekular®ligomerisierung hindeutet.

4 Diskussion

4.1 Evidenz fir spezifischeProteinlokalisationen innerhalb der Innenmembran

Die Innenmembranvon Mitochondrienist als die proteinreichste Phospholipid
Doppelmembran in lebenden Organismeharakterisiert (Simbeni et al., 1991 Die
abundantesteRroteinen sind die Enzymkomplexe, welche an der aeroben Energiegewinnung
durch oxidativePhosphorylierung beteiligt sinSchwerzmann et al., 1986Trotz ihrer
Kontinuitatscheintdie innere Mitochondenmembran in unterschiedliche Subkompartimente
organisiert innere Genzmembran, Cristamembran und Ubergangsbereiche (Crista junctions
s. auch 1.1.3. Erste Analysen durchElektronenmikroskopie undrraktionierung von
mitochondrialen Membranvesikelnkonnten Erkenntnisse Gber die unterschiedliche
Differenzierung der inneren Mitochondrienmaran erbringerfSantiago et al., 196&8Verner
and Neupert, 1972/azquez et al., 1968Burstein et al., 1971 Mit den damaligen Methoden
der Proteinidentifikation konnten die entstande¥esikelallerdingsnur schweich mit dem
jeweiligen Ursprungsfragment aus intakten Mitochondrien korreliert we@driendieck et
al.,, 1986 Werner and Neuwgrt, 1972. Schon frih wurdeangenommen das die
Sublokalisation von Proteineihrer Funktion erdpricht. Dies wirde die préaferenzielle
Anreicherungin entwede der Cristamembran oder demneren Grenzmembragrklaren.So
sind fur die wéahrend des Imports in engen Konteéenden TIM und TOM-Komplexeeine
praferenzielle Lokalisation in der inneren Grenzmeanbnahegelegt wordefSchwaiger et
al., 1987 Rassow et al.,, 1989 Eine ahnlichedominante Lokalisation in dernneren
Grenzmembran wurde flfransportProteine (Dolder et al., 2001 und fir Proteine mit
Beteiligung an Fusionsund TeilungsprozesserorgeschlagerfOkamoto and Shaw, 2005
Gilkerson und Kollegen konntezeigen, dass Atmungskettenkomplexe und die SJRthase
hingegenmit einem relatien Konzentrationsverhaltnis vagtwa 2,5 vornehmlich in den
Cristamembranen lokalisiert sir{@Gilkerson et al., 2003 Diese Verteilung konnteach den

Interpretationen von Freyund Song et al die chemiosmotische Kopplung durch
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KompartimentierungDiffusionsbarriererund OberflachenvergroRerubggtinstiger{Frey et
al., 2002 Song etl., 2013.

Weitere techische Fortschri# in den Gebietender KonfokatMikroskopie (Wurm and
Jakobs, 2006Stoldt et al., 201Pund Immunc-Gold-Elektronemikroskopie(Suppanz et al.,
2009 Vogel et al, 2006 sowie eine Waterentwicklung der mitochondrial@
Subfraktionierung-Methode (Satoh et al., 2003Hovius et al.,1990 lieferten in den
vergangenen Jahren neue Erkenntnisse Uber die spezifischéerteilungen des
InnenmembranproteomsSelbige Ergebnissesollen im Folgendemmit den Resultatender
prasentierten SILA@nalyseverglichen und ein Modell Uber die spezifische Verteilung von

Proteinen Uber die Abschnitte der innekditochondrienmembrarrarbeitetverden.

Zunachstwerdeneinige theoretische Ubegdungerbeziiglichder Interpretationvon SILAC-
Profilenaus demitochondrialerSubfraktionierung vorangestellt. Die beschriebeS8HAC-
Profile von Innenmembranproteinen sind zum einen relativ homogen, zum anderen hoch
spezifisch fur die Innenmembran Aushahmen von als Innenmembpaoteine
charakterisierte Proteine@ mit einem InnenmembranntypischerProfil sind selten (vgl3.3,
Mgm1, Afgl, Nuc), aber kbnnen mit deren strukturellen und funktionellen Eigenschaften
erklart werdenUmgekehrtwiesenkeine Proteine mit einer sicher anderen Lokalisation ein
Innenmembrastypisches Profil auf. Trotz der Homogenitdt lassen siamtereinander
abweichend®&uancemit unterschiedliche Maximain den Fraktionen 11 und X8ststellen
Diese unterschiedlichen Maxima konnen durch unterschiedliche Lokalisation in der
Innenmembran erklart werden. Ein Proteinelches vornehmlich in Cristeambranen
lokalisiert ist findet sich ausschlieRlich i#@einerd Innenmembra+sVesikeln (Abbildung 28C,

blaue Rechtecke und SanduhjenProteineg welche vornehmlich in der inneren
Grenzmembran lokalisiert sindinden sichsowohl in &einerd Innenmembranvesikelals
auch in Vesikeln bei denen AulRenmembramnd Innenmembran Kontakt haltesog.
intermediére DichteAbbildung BA, griine Séaulg). Proteine die eine sehr hohe relative
Dichte in Bereichen von Kontaktstellen zwischen innerer und &ul3erer
Mitochondrienmembran haben, zeigen einen hohen Grad an AssoziatioWesikeln
bestehendaus Innen und Aufl3enmembrano h n e ei ne hohe Abundan
Innenmembranvesikeln aufzuweis@kbbildung 28, tirkise Saulg Die relative Haufigkeit

in den unterschiedlichen Vesikksstsich soden SILAC-Profilen von Proteinen zuordnen

Die schematische Dagdlung ist Gberzeichnet und in d&MLAC-Profilen sind keine Daten

zum relativen Oberflachenanteil vonCristamembran zu innerer Grenzmembran
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implementiert Diese betragt im Schnitt 1,5:1, kajgdoch erheblich variiere(Vogel et al.,
2009. Dennoch konnen unterschiedlich®ILAC-Profile praferenziellen Lokalisationen
entsprechen und das Beispiel des MICK®nplexes (s.4.2) bestatigt, dass gleiche
Anreicherungen in Innenmembransubkompartimenten sagar Identifikationen von

KomplexenundeinerFunktionsvorhersage in diesBtembranabschnittegentgerkénnen

T T T T T T T T 1 T L I e S S S—
13 5 7 9 11 13 15 17 19 21 13 65 7 9 11 13 15 17 19 21

Fraktion Fraktion

1 3 5 7T 9 11 13 15 17 19 21 0

i 13 5 7 9 11 13 15 17 19 21
Fraktion Fakhion

Abbildung 2871 Schematische Darstellung deénbkompartimentierung der mitochondriale
Innenmembain: Zusammenhang zwisch¥asikelgenerierungnd SILAC-Profil

In griin ist ein Innenmembranprotein mit praferenzieller Anreicherung in der Grenzmembran dargestellt
sind Cristamembradominante Proteine abgebildet undiinkis Proteine mit starker Anreicherung im Berei
von mitochondrialen Kontaktstellen (schematisch beide Membranen durchspanneodjstibeispielhaft ein
mit Cristamembraslominanten Proteinen assoziierendes Protein gezeigt, welches zum Teil durch die e
mentellen Bedingungen dissoziiert und so neben einer teilweise erhaltenden Membranassoziation sich
in den l8slichen Gradientenfraktionen (19 und 21) anreichert

A, Vesikel entstanden aus daneren Grenzmembran besteld aus reinen AulRenond Innemmembranvsikeln,
sowie KontakthaltenderVesikelnaus Innenund AuRBenmembrardtermediare Dichtd; B, Typische Ves

kelgenerierung im Bereich von Kontaktstellen der inneren und &uf3eren Membran vornehmlich bestehe
Vesikelnsowohl voninnent als auchAuRermembranC, entstehende Membranvesikel in Abschnitten vois<
tamembranen aus areinené I nnenmembrananteil en.
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Viele Studien konnten zeigen, dass Protelae oxidativen Phosphorylierurpyaferenzell in
Cristamrembranen lokalisiert sin(Gilkerson et al., 20030hlendieck et al., 1986 erotti et

al., 1983 Vogel et al., 2006Wilkens et al., 201,3Wurm and Jakobs, 20pam Besonderen
konnte eine homogene Verteilung der Komplexe |, uihd IV Uber die gesamte
Cristamembrangezeigt werdenwohingegen diese nur in geringen Konzentrationen in den
inneren Grenzmembran vorlagen(Wilkens et al., 20138 Der Komplex Il ist das e#ige
Atmungskettenenzy, welches einéAnreicherungm Bereid von Crista junctions, also dem
Ubergangsbeich zwischerCristamembramindinnerer Grenzmembraaufweist(Wilkens et

al., 2013. Dies stehtin Einklang mit zwei weiteren Studiem denenein grol3erAnteil der
Enzymaktivitatder SuccinaDehydrogenasm derinneren Grenzmembratetektiertwerden

konnte (Kalina etal., 1969 BertoniFreddari et al., 2001 In der vorliegenden SILAC
Analyse zeigen dié&ntereinheiten der SuccinBtehydrogenase ein homogenes dizaten

Profil. Der Komplex scheint stabil uncemald der oben dargelegten Interpretatiometativ

gl ei chen Anteil en I n den a mreeiem &mrerZmernbman e n me m
Vesikeln (mit Aul@nmembrananteilenyorhanden zu seinGemald der unterschiedlichen
Oberflache ist dieelative Dichte der Proteine im Bereich der inneren Grenzmembran grof3er,
di e Dichte i n ar ei neamdamitin Crastammembramenzingegens i k el r
kleiner. Die Ergebnisse sind also mit den bisherigen Lokalisationsstudien des Enzyms
vereinbar. Die SuccinaDehydrogenase ist ein sowoldm Citratzyklus als auch der
oxidativen PhosphorylierunpeteiligtesProtein. Es wurde vorgeschlagen, dassng@l3 der
fehlenden Protonepumpenden Eigenschafbn Komplex Il die fehlendeAnreicherungin

den Cristamembranen keinen energetischen Nachteil nach sich zieht, das Enzym als
Bestandteil des Citratzyklus aber gleichermal3en in rengentakt zu den Metabokn
transportierenden Proteinen deneren Grenzmembrasteht(Wilkens et al., 2018 Gegen

diese Hypothese wiederum spricht, dass andere Meralssoziierte Enzyme des
Citratzyklus eine relative Anreicherung in Cristamembranen aufweisenUpKgtoglutarat
Dehydrogenase3.3). Die Untereinheiten der Ubichine@ytochrom eOxidoreduktase und
Cytochrom eOxidase zeigensehr unterschiedliche SILA@rofile mit zusatzlicher
Dissoziation von nicht fest membragebundener Untereinheiten. Es findet sich keine
homogene Anreicherung in reinen InnenmembranvesikEdtasst sich mutmal3en, dass bei
Zerfallen der monomeren Proteinstruktur auch keine hélgomere Organisation dieser
beidenEnzymemehr vorliegt. Genaudiese hdhepligomere Struktur wurde als treibemde
Motor und Mechanismus fur die Aufrechterhaltung von unterschiedliche
Proteinkonzentrationen in den Subkompartimenten vorgesch{agen g . a TWilkepspi ng 6)

97



Diskussion

et al, 2013 Vogel et al, 2006 Des Weiteren wurde gezeigt, dass
Assemblierungsintermed@t im Gegensatz zu vollstandigssemblierten Komplexen,
vornehmlich in der inneren Grenzmembran zu finden §Wamhel et al., 2006 Insgesamt
lassen sichur die UbichinorCytochrom eOxidoreduktase un@€ytochrom eOxidase keine
Aussagen bezuglich einer Anreicherung in spezifischen Innenmembranabscimitigo
machen, da die Komplexe unter den experimkmd3edingungen offensichtlidnstabil sind
und sowohl ihre monomere als auchhb&Boligomere Organisation verloren habemn.
Anbetracht bisher publizierter Daten konnte der Verlauf der SHeAGfile von
Atmungskettenkomplex HI und [V-Untereinheiten am ehestendie unterschiedlichen
Dissoziatiosgrade von Untereinheiten derspiegeln Vollstdndige Enzyme verbleiben in der
Cristamembran  wohingegen dissoziierte Enzymkomplexe a&hnlich den
Assemblierungsintermediate retrograd durch laterale Diffusion zurtick in die innere
Grenzmembran translozieren. Das AusmalR der durch dierirvgpeel herbeigefuhrte
Dissoziation einzelner Untereinheiten ist unterschiedlich und hingt andererwom Grad
der Membranassoziation dlagl. Anzahl der Transmembrandoman@ér das Muster 14,
3.3). Damit kann das insgesamt heterogene Bild der SHEAGfile dieser Proteinerklart

werden

Ahnlich eingeschrankte Aussagen sind tber die LokalisatioR,figfFATPasemdglich. Auch
diese scheint unter derugrundeliegendeexperimentellen Bedingungeau zerfalen. So ist

die R-Untereinheit vornehmlich in I6slichen Fraktionen des Sacchdsoadienten zu
finden, wohingegen died~Untereinheit zunachst tberraschend eine relative Anreicherung im
Bereichvon Kontaktstellen der inneren und &uf3eren Membran bzw. Crista junctions aufweist
(s. 3.3). Mehrfach wurde eine bevorzugte Lokalisation dgfdFATPaseDimere enthng der
positiv gekrimmten Crist&nden beobachtet und die Dimerisation scheint wiederum eine
wichtige Determinante fur die Cristrchitektur zu besitze(Strauss et al., 20Q0&abl et al.,
2009 Davies et al.2012. Im Gegensatz dazu konnten Wilkens eteale relativ homogene
Verteilung der Fo-ATPase lber die gesamte Criseanbranzeigen(Wilkens et al., 2013
Hierbei wurdevon cen Autorenallerdings nicht zwischen Monomeund DimerVerteilung
unterschieden. Die Dimerisierung ist bei Zerfall der einzelnen Unter&nheinter den
SILAC-Experimentledingungen offensichtliclweitgehendaufgehoben. Die fFo-ATPase
liegt also im Expement vornehmlich als (teilweise dissoziiertes) Monomer vor. Fir die
weniger rigiden Monomere der ;Fo-ATPase wurde eine Anreicherung in negativ
gekrummten Crim junctions angenommen, welchwiederun den Fcjidhnlichen
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Gradientenerlauf der kb-Untereinheit erklaren konnt@Vilkens et al., 201.3Rabl et al.,
2009.

CarrierProteinesind selektive Transportproteine flr Metabotiteler sonstimpermeablen
Innenmembrar{Monne et al., 201;3Palmieri, 1994. Viele detektierte CarrielProteine der
Innenmembran zeigen einen typischen Verlauf itnASI-Gradienten (ghelM-4, 3.3). Das
SILAC-Profil lasst eine starke Assoziation mit Vesikeln daneren Grenzmembran
vermuten. CarrieProteine sindanscheinendgemal ihrer Funktiomles Substrattransports
praferenziell in den Innenmembranabschnitten lokalisidié in engem Kontakt zur
AuBenmembrastehen Man kénnteschlussfolgerndass der hohe Anteil an Carrleroteinen
in dieser Fraktioneine ihrer FunktionentsprechendeVerteilung in unterschiedlichen
Innenmembranabschnitten widerspiegaf.P wird Gber den ADP/ATRCarrier (Aac) sowie
dem AuRRenmembran Por{’'DAC1) in die Matrix exportiert. Viele Studien konnten zeigen,
dassdie beiden Proteinen Saugerniber Oktamere der mitochondrialéreatinkinasein
engem Kontakt zueinander steh@wojo et al., 1991%aRojo et al., 1991bSchlegel et al.,
1990. Uber diesen Kontakt miisste der ADP/ATRrrier und vermutlich auch andere
MetabolitenCarrier praferenziell in demneren Grenzmembralokalisiert sein Das das
mitochondriale Porin speziell in Vesiketit sowohlinnen als auch AuRenmembrananteilen
lokalisiert ist wurde in der vorliegenden Analyse nichgestatigt (3.5 vgl. VDACL1 vs.
beispielsweiselob55/Fz01) Zum anderen konnta anderen Studien gezeigterden, dass
der ADP/ATP-Carrier als wichtige Struktur von Atmungskett8aperkomplexen fungiert
und dese wiederunprimar in den Cristmembraneriokalisiert sind (Dienhart and Stuart,
2008. Die genaue Sublokalisation von Carsieroteinenund im Besonderen d&DP/ATP-
Translokasenbedarf weitere Studien. édoch ist den vorliegenden Experimenteach zu

urteileneineAnreicherungn derinneren Grenzmembramahrscheinlich.

Mitochondriale DNAflottiert nicht frei in der mitochondrialen Matrjxsondern ist in DNA
ProteirKomplexen $og. Nukleoide) organisier{Gilkerson et al., 2013 Mitochondriale
Nukleoide sind zum grof3en Taih die Innenmembragebunder{Hall et al., 1975Albring et
al., 1977 Echeverria et al., 1991bestehen u.a. aus den teilweise direkt DiNAdenden
ProteinenAbf2, Mgm101, Rim1, llv5, Ald4, Kgd2, Hsp60Lpdl, AcolKaufman et al.,
2000, Yme2 (Park et al., 2006und sind mit denProhibitinenassoziiert(He et al., 201p
Viele dieser Proteine biézen clarakteristischeSILAC-Profile, welche eine dominante
Lokalisation inCristamembranemermutenlassen Umgekehrt legehnlicheSILAC-Profile
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von bisher nicht naher charakterisiertelProtein@ nahe, dass diese in Ortlicher Nahe zu
Nucleoiden lokalisiert sind. Auffallig ist, dass die meisten dieser Proteine Membran
Chaperone der Innenmembran darstellen und so die enge Assoziation neid\arklbzw.
Ribosomernin einen funktionalen Zusammiegngstellen(s. 3.3). Weiterhin ist fir das diesem
Muster zugeorndete Protein Oms1l eine Nukleeadsoziiete Lokalisation wahrscheinlichad
dieses Protein eine RNKMethyltransferase darstell6zczepinska et al., 20LAuch fir das
bisher als mitochondriales Protein charakterisier@020w (Reinders et al., 2008egt die
SILAC-Analyse eine Nukleoidssoziation nahe. Zukinftige Studien sollteerausstellen

inwieweit auch dieses Protein eine Funktion im BereiehNukleoidBildungeinnimmt

Uber welche Komponenten genau die Innenmembranassoziation der Nukieoigstellt
wird, ist bidang nicht ganzlich geklart. lkerdings konnte kurzlichfir menschliche
Mitochondrien nachgewiesen werden, dass das Membranlipid Cholestanel wichtige
Funktion in der Verbindung einnimmihd Nukleoide an sog. Cholestereichen LipidfloRen

an die innere Mitochondrienmembran bind&erhold et al., 2005

Neben NukleoiegProteinenwurde berichtet, dassitochondriale Ribosomeim Kontakt zu
mitochondrialerDNA lokalisiert sind (Bohne, 2011 Ribosomale Proteine sind dariber
hinaus starkMembranassoziiert(Pfeffer et al., 2016 Die mitochondriadn Ribosomen
zeigen einNukleoidtypischesSILAC-Profil. Allerdings unterscheidet sich der Grader
Membranassoziatioewischen der kleinen und grofR3en ribosomalen Untereirheikegen die
SILAC-Profile der ribosomalen Untereinheiterahe dass die grof3e ribosomalmtereinheit
deutlich starkerdinenmembrasssoziiert istals dies fur die kleine ribosomale Untereinheit
der Fall ist.Der Membrankontakt von Ribosomen wird zum einen diiP1SrRNA 96-ES1
und das am Ribosowusgangstunndbkalisierte Protein Mbal hergestellt. Beide k@ndan
die grof3e Untereinheit denitochondrialerRibosomen(Pfeffer et al., 20150tt et al., 200%

und kdnnen so die starkere Membranassoziation d&egrUntereinheit erklaren.

Insgesamt legen die Beobachtungerhe, dass mitochondrial translatierte Proteinéigigh

aber nicht ausschlief3licim Bereich von Cristamembranen in die Innenmembran inseriert
werden und die mitochondrialeNA gehauf in enge Assoziation zu Cristamembran und
wenigerim Bereich delinneren Grenzmembrarorliegt. Diese Erkenntnisse sind in Einklang
mit den Ergebnissen voWogel et a] welche ebenso eine relative Anreicherung von
Ribosomen in Cristamembraneachwieser(Vogel et al., 2006Watson, 197@ Die starke
Dissoziationeinzelner ribosomaler Untereinheiten kénnte auch durch die Zugabe von EDTA

wahrend desExperimentesverstarkt werden, da Ribosomen in Anwesenheit von EDTA
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zerfallen(Nolan and Arnstein, 969 Rostom et al., 20Q0Evidenz fur éne Lokalisation von
Nukleoiden an Kontaktstellen zwischen Mitochondrien und B®ishra and Chan, 20}4
konnte im vorliegenden SILA®atensatz nicht gefunden werdeAllerdings ist diese
Lokalisation vornehmlich wahrend der stattfindenden Mitochondiientg gezeigt worden
(Murley et al., 2013

Das an deMitochondrienfusionbeteiligte ProteinMgm1 zeigte in der SILA€Analyseein
besonderesSILAC-Profil. Gemal3 der dargelegten Detektion von Isoformen konnte eine
vornehmliche Lokalisation inlntermembranraum mit einer Assoziation zur Auf3enmembran
gezeigt werden3(3). Diese Ergebnisse decken sich mit den Ergebnissen von Vogel et al,
welche ebenso einestarke Anreicherung des Mgml im Kompartiment innere
Grenzmembran/Au3Renmembran nachweisen konfegel et al., 2006 Mgm1 interagiert

mit den AuRenmembranproteinen Fzol und Ugol ulttso transiente Kontaktstellen der
aufReren unéhnerenMitochondrienmembrariSesaki et al., 2003Vong et al., 2003Fritz et

al., 200). Dies bringt die vornehmliche Lokalisation im Bereich des Intermembranraums in
einen funktionellen dsammenhang und deckt sich mit der partiellen Anreicherung der
Proteine Fzol und Ugol imeBeich deintermediarerDichte.

Neben den beobachtetenpraferenziellen Sublokalisatien von Proteinen in der
mitochondrialen Innenmembran gab \esrschiedenestudien, welche zudem die Dynamik
dieser Lokalisationen ndher beleuchtet haben. SdeisGrad derMembranassoziation von
ribosamalen Proteinen nicht statisch.Im Falle eines Translationsarrests ist fur eine
Subpopulation von Ribosomen eine Dissoziation von der Innenmembran beschrieben worden
(Vogel et al., 2006 Eine ablaufende Trafation scheint also fur den Giber Mbladrgestellten
Membrankontakt wichtig. Dies steht in Einklang zu den Ergebnissen von Pfeffer et al, welche
vermutetedassen dass Mbal vornehmlich in Kontakt mit den gerade translatierten und jetzt
in die Membran inggerten Proteinen steliPfeffer et al., 2016 Ebenso konnten Stoldt und
Kollegen zeigen, dass die Vieilung derProteirinsertase der Innenmembré@haperon)

Oxal abhangig vom metabolischeAustand ist(Stoldt et al.,, 2012 Werden unter
respiratorischen Bedingungen vermehrt mitochondriale Proteine translatiert, Sxat
praferenziell in den Cristamembranen lokalisiBei Wachstum in fermentierbarem Medium
hingegen ist das Protein primar in der inneren Grenzmembran zu findeprozessiert dort

die vom Cytosol importierten ProteineDie Hefezellen des vorliegenden SILAC

Experimentes wurden awdinem LactatMedium angezicheét Somit ist die praferenzielle
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Lokalisation der an der Translation bbggen Proteine in den Cristaambranengut mit

diesen Ergebnissen vereinbar.

Insgesamt deutet vieles darauf hin, dass @&abkompaimentierung der inneren
Mitochondrienmenbran ein sehr dynamiscles Geschehen ist. Unterschiedliche
Proteinkonzentrationen kénngarmutlichdurch Ausbildung von oligomeren Komplexend
Diffusionsbarrieren (s.Crista junctions undMICOS-Komplex) aufecherhalten werden.
Gemal ihrer Funktion unchetabolischen Zustdnde kdnnen Proteine aber ebenso zwischen

den Kompartinenten wechsein.

Die SILAC-Analyse legt nahe, dass Carfferoteineeine bevorzugte Lokalisation in der
inneren Grenzmembralpesitzenund die Nukleoide und Rilkbsomen in engem Kontakur
Cristamembran organisiert sindAllerdings lassen sich auf Grund dexperimenteH
bedingten artifiziellen Dissoziationvon Proteinkomplexen teilweise nur bedingte Aussagen
Uber die genaue Sublokalisation in vitreffen Dies gilt insbesondere fir eiProteine der

oxidativen Phosphorylierung.

Jungstd~ortschritte im Bereich der csCLEryogenicSuperresulotionCorrelativeLight and
Electron}Mikroskopie (Liu et al., 2019 und der STAMP $pefically Targeted Membrane
nandlarticle)}Technik (Gold et al., 2014 kdénnen helfendie fortbestehenderragennach

einerSubkompartimentierung demeren Mitochondrienmembran weitar beantworten.

4.2 Der MICOS-Komplex und weitere Proteinemit ahnlichen SILAC -Profilen

Das primare Ziel der mitochondrialen Subfraktionierung und anschliel3enden SILAC
Analyse bestand in dédentifikation von Proteinen mit spezifischer Anreicherung im Bereich
von Kontaktstellen der inneren und au3eren Mitochondrienmen(ibi@ninsgesamt konnten
zehn bisher weitgehend uncharakterisierte Proteine mit einem Fafinlichem
Gradientenmuster identifiziert werden. Fir einen Teil dieser Prdtemaenwir zeigen, dass
sie, zusammen mit Fcjl, Bestandteil eihédermolekularen Proteinkomplessind desgn
Verlust zu einer Veranderunder mitochondalen Membranarchitektur fuhrt und die
respiratorischeKapazitatder Zelle einschrankfHarner et al., 2001 Als Bestandteile des
Komplexeskonnten wir die Proteinécjl (Mic60), Ycl057¢c (Micl10), Ygr235C (Mic29),
YNI100w (Mic27), YfrO11lc (Micl9) und Ybr262c (Micl12) identifizieren. Alle Proteine sind,

mit Ausnahme von Mic9, integrale Proteine der Innenmembi@iarner et al., 2001 Die
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Interaktion zur AuBenmembmawird Gber die Proteine des T&mplexes(Translokase fur
b-BarretProteine der Auenmembranind die an der Mitochondrienfusion beteiligten
ProteineUgol und Fzol hergeste(lHarner et al., 20)1Interessanterweise konnte fir diese
AufRenmembranproteine auch eine partidll@eicherung in deintermediarenDichte von
Kontakthaltenden Vesikeln der Innennd Aul3enmembran nachgewiesen werder.5).
Dass die Proteind=zol und Ugol mit der Innenmembriteragierenkonnte schon friher
gezeigt werdenJedoch blieb der Interaktionspartner weitgehend un(gtatz et al., 200}
Besonders bdtehlender Untereinheiten Mic10 und Mic60 zerfallt der MIC&8mplex und
das Fehlen des Komplexes flihrtfastvollstandigem Verlust von Crista junctiofidarner et
al., 201). Diese Ergebnisse wurdeuch in héheren Organismen in zweiteren Studien
bestétigt Fortan ist dieeinheitlicheBezeichnunglesMICOS (mitochondrialcontactsite and

cristae organizingystem}Komplexesetabliert(Pfanner et al., 2034

Die Identifikation eineProteinkomplexes durch gleiche SILAZofile zeigt, dasdei einer
ahnlichen Anreicherung in unterschiedlich diglm Membranvesikeln eine physikalische
Interaktion der Protein@ahéiegt Die proteomische Analyse eignet sich insbesondere zur
Identifikation von Proteinkomplexerdie eine spezifische Vesikelanreicherung zeigen. Dies
ist insbesondere fur Proteine determedidrenDichte sowiefir weitere Mittelung von
SILAC-Profilen aus beispielsweise Auenmembran undN&nbran (s. unten) der Fall.
Umgekehrt gentigen aber gleich&ILAC-Profile wiederum nicht, um eine Komplex
Assoziation zu beweisen. Dies gilt umso mehr, je haufigerjelasilige SILAC-Profil zu
beobachten ist.

Untersuchungen devergangenenlahre deuten darauf himlassder MICOSKomplex in
unteschiedlichen Zusammensetzungenit einem unterschiedlichen Anteil der jeweiligen
Untereinheiten vdiegt (Bohnert et al., 2005 So konntenSubkomplexe mitvarierenden
GrolRen voreinigen hundert kB bis mehreren Ma ausgemacht werdgfiRabl et al., 2009
Guarani et al.,, 2015Huynen et al., 20L6Harner et al., 20)1 Nach gegenwartiger
Vorstellung liegt der MICOSKomplex in zwei unterschiedlichen Isoformen voum einem
als Mics0-Subkompex, welcher die Untereinheitelic60, Mic25 und Mic19 enthaltund
zumanderen ein MiclBubkomplex, welcher aus den Untereinheiten Mic10, Mic12, Mic26
und Mic27 bestehtivan der Laan et al., 20L6Der Mic60Komplex wird dabei als
Hauptkomplex fur die Interaktion von Inneand Auf3enmembran angesehé&m dem Mi6G0
an Untereinheiten desOB-Komplexes Ugol oder Fzobindet(Harner et al., 2011Xie et
al., 2007 von der Malsburg et al., 201Hoppins et al., 2001 Der Kontakt wird Gber die C
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Terminale CoileeCoiled-Doméne des Proteins hergeste(Korner et al., 2012 Bei
fehlendem Mic60werden dielnteraktionspartner Mic19 und Mic25 nicht stabil aexpert
(Harner et al., 203 van der Laan et al., 206

Der Micl0-Komplex hingegen scheint eine besondemdle in derMembrankrimmung im
Bereichvon Crista junctioneinzunehmenDas Protein Mic10 formtnit Hilfe der beiden
Glycin-reichenTransmenbrandomanerligomere, welche dibaarnade&lhnliche Topologie
von Cristgjunctions verursaan (Bohnert et al., 2015Milenkovic and Larsson, 201Barbot

et al.,, 201% Sowohl derVerlust von Micl0 als auch Mic60 fuhrt zu einem nahezu
vollstandigen Verlustder Crista junctions. Dgelasst darauf schlieRedass beide Komplexe
fur die CristaBildung essenziell sindHarner et al.,2011).Wichtig fur eine organisierte
Membranarchitektuund die Interaktion en Crista junctions mit Kontaktstellen der inneren
und &ufReren Membran scheiriso auch einenteraktion beider MICOSubkomplexe
miteinanderzu sein. Hiergeht man davon aus, dassbesondere das Protein Micl9 eine
besondere Rolleinnimmt (Friedman et al., 2035 Mic19 scheintin Abhanggkeit vom
Oxidationsstatus derrgteineigenen Disulfidbriicke die Interaktion zwischen den beiden
Subkomplexerzu férdernoderzu hemmer{Sakowska et al., 2015

Als Organisationzentrum der Innenmembran uwithtige Determinante der Crista
Architektur ist der MICOSKomplex in unterschiedliche Prozesse involvigdan der Laan et
al., 2019. Fur einen Uberblick uber die Interaktionen und Funktionen des MICOS
Komplexesund eine [@rstellung dedadurchorganisierten Innenmembranarchitekgtiehe
Abbildung 29 Die Respirationsrate in MICGBlutantenist deutlich reduzier{Yang et al.,
2015 Harner et al., 20L4Harner etal., 201} und Untereinheiten des MIC&Somplexe
interagieren direkt mit Untereinheiten vétimungskettenenzymme(Friedman et al., 2015
Chojnacka etl., 2015. Diese Ergebnisse stehen in Einklang mit Beobachtungen, dass eine
regelrechte CristArchitektur fur eine funktionsfahigexidative Phosphorylierungonndten

ist (Cogliati et al., 2018 Das Fehlen des MICOG&omplexes fuhrt zweiner aufgehobenen
Organisationder Atmungsketenenzymean der InnenmembratFriedman et al., 2035Dies

ist wiederum mit den Uberlegungeium Vorhandensein einer Diffusionsbarridraw. eines
ProteinSortierungskomplexegereinbar(Vogel et al., 200§ Der MICOS-Komplex scheint

in der Tat fur Adaptionsvorgangker oxidativen Phosphorylierung wahrend unterschiedlicher
metabolischer Zustdnde relevai@o wurde eine durch SauerstBiépletierunginduziere
Herunterregulatiorvon Mic60 mit einer Umformung von Crista hin zu plumpen weiten

Cristaraumen beschriebéRlecitaHlavata et al., 2016 Dies fuhrt unteranderem zu einer
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Verschiebung des Verhaltsiss von ATPase Dimeramd Monomeren und beeinflusst so
Rate und Effektivitat der oxidativen Phosphorylierun@gPlecitaHlavata et al., 2016
Insgesamideutet vieledarauf hin dassder MICOSKomplex die Aktivitat deroxidativen
Phosphorylierung sowohl durch indirekte Effekte UberAtiehitektur der Cristamembranen

als auch durch direkten Kontakt mit Atmungsketgrzymenmoduliert
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Abbildung 29 - Interaktionen des MICO8omplexes und mitochondriale Innenmembna
ganisation

Uberblick tiber Interaktionen des MIC@®mplexes und die Subkompartimentierung der Innenmembra
den Crisarandern sind in hohé&tonzentration H-o-ATPaserDimere lokalisiertDie Atmungskettensuperkeo
plexe sind vornehmlich in Cristamembranen zu finden. Das mitochondriale Porin und-Eeotene sind ¢
mal ilver Funktion in der inneren Grenzmembran lokalisiert. Ribosomen und Nukleoide sind untetamg:
schen Bedingungein Cristamembran lokalisiert, zeigen aber teilweise eine Assoziation zum MIK@plex
Der MICOS-Komplex bildet die Cristgunctions und interagiert mit unterschiedlichen AuRenmembrani®
xen.

Dartber Imaus scheint der MICO&omplex eine wichtige Rolle im mitochondrialen
Lipidmetabolisnus zu besitzenDer MICOS-Komplex teilt Bindungspartnemit dem TOB-

und ERMESKomplexen, welchenebenfallseine wichtige Funktion im Lipidmetabolismus
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zugeschrieben wurde (<1.3). Beide Membrankomplexe weisen einen hohen Grad an
genetischer Interaktion a@ifoppins et al., 2001 Zerbes et algingenso von einem grof3en
Membrankontaktstellenrganisierenden Komplex aus, welclttie dreiMembranen, inner

und auRere Mitochondrienmembran sowie -EBmbran physikalisch und funktionell
miteinander verbindet (sog. ERMIONE, enBR-mitochondriaorganizingnetwork) (Zerbes

et al.,, 2012 Weitere Hinweise auf einen engen Zusammenhang zum Lipidstoffwechsel
lieferten die Analyse des Proteins Mic10 und eines MIC&®mplex assoziierten Proteins
Aim24. Harner et al konnten nachweisen, dass das MIC&Sozierte Aim24 an der
CardiolipinrHomoostase in Mitochondrien beteiligt i@tlarner et al., 2004 Darliber hinaus
scheint Micl0 direkt an das Lipid Cardiolipin zu bindéfriedman et al., 20}5 Die
AuBenmembraiinteraktionspartnedes MICOSKomplexes Fzol und Ugol wurden bereits
als wichtige Strukturkomponenten von dynamischen Fusionen der lmnéiulienmembran
charakterisiert(Fritz et al., 2001 Diesen Kontaktstellen wiederumurde eine essenzikd
Rolle im Lipidaustausch undransfer in Mitochondrien zugeschriebg&imbeni et al.1993,

Fritz et al., 2001

In S&ugetiereninteragiert dasMgml-Homolog Opal mit Untereinheiten des MICOS
Komplexes undnimmt so eine zentrale Rolle im Bereich dbtembranverschmelzung
wahrend der Mitochontenfusionein (Darshi et al., 201)1 DieseHypothesewird auch durch

eine Interakton des MICOSKomplexes mit den Fusionsgeinen Fzol und Ugolegatigt
(Harner et al., 2001 Dartber hinaus fuhrt eine gestérte MIGCASsemblierungdurch eine
Stérung derFusions/TeilungdMechanismen zu sogenannten Riesenmitochondtieat al.,

2016. Eine Uberexpression von Mic60 hingegen fiihrt zu einer Unterdriickung von
Teilungsprozessen und dementsprechend zu langen verzweigten Mitochondriennetzwerken
(Van Laar et al., 2026

Vielen der in Hefe charakterisierten MIC@3htereinheiten konntezuvor eineFunktion in
der Vererbungvon mDNA zugeschrieben werden (Mic27=Aim37, Micl9=Aim13,
Mic5=Micl12, Mic60=Aim28)(Hess et al., 2009 Wang et allieferten erste Evidenz dafur,
dass diese Funktion des MIC&®mplexes nicht nur indekt Uber seine Interaktion mit
Fusions und Teilungsproteinerzustandekommt, sondern daseine Subpopulation von
Mic60-Proteinen in enger Nachbarschaft zukioiden lokalisiert zu sein scheifwang and
Bogenhage, 200§. Die Anordnung der mDNA in MICOSIlosen Mitochondrienist

desorganisiertund viele Nikleoid-assoziierte Proteineind in ihrer Abundanz deutlich
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reduziert. Besonders das Protein Ymel scheint fir Rigulation MICOS-Nukleoid
Interaktionvon BedeutundLi et al., 2016.

Der Mic60-Subkomplex scheint dartber hinaus eine wichtige Funktion im Proteinimport
einzunehmen. Mehrere Studienesen nachdass Mic606sowohl den TOB als auchTOM-
Komplex bindet(Ott et al., 2012 Xie et al., 2007 Harner et al., 2011Korner et al., 201
Mic60 ist fur die Insertion vorProteinen deAullienmembran wichtig und scheint durch seine
Interaktion mit Mia40 auch fudie Assemblierung einiger IntermembranmProteinevon

Bedeutungeu sein(von der Malsburg et al., 2011

Gemal} seiner amnigfaltigen Funktionen in Mitochondrien wurden Alterationen im MIEOS
Komplex mit ener Reihe vorkErkrankungerassoziiert(Zerbes et al., 2012/an der Laan et
al., 2016.

Beispielsweisevurden Veranderungen im Expressionsmuster ol@erAminosauresequenz
des Proteins Mic60 (Mitdfn) mit verschiedeneirkrankungen in Verbindung gebracht. In
ParkinsoaModellenwurdeeine vermehrte Oxidation und verminderte Mitofilxpressionen
nachgewieser{Van Laar et al., 2008 Daruber hinaudeschrieben Van Laar et abass
sowohl eine Uberals aich Unterexpression von Mic60 zu einer herabgesetzten Resistenz
Neuron@ gegenuber Parkinsespezifischen Stressdolekilen fuhrt (Van Laar et al.,
2016. Verédnderte Aminosauresequenzen und sekundar veranderte Mitbdlekile
wurden aud in zwei Tiermodellenflr Epilepsie nachgewiese(©Omori et al., 200p
(Furukava et al., 20111

In einem Mausmodell fir die Simulation emelyp FDiabeteswurden zudemstarke
proteomische Veranderungen in intersarkolemmalen Mitoatihemderichtet Hierbei wurde
Mic60 als einesler am starksten herunterreguten Proteine identifiziert Dies wurde mit
Veranderungen demitochondrialen Architektur in Verbindung gebracllie bei dieser
Pathologie vorkommeiiBaseler et aJ 201). Erst kirzlich konnteder Nachweis erbracht
werden dass eine artifiziell herbeigefiihrte Uberexpression des eigentlich denattiohiert
exprimierten  Mic60 in diabetischen Herzmuskelzellen die regelrechte
Mitochondrienarchitektur wiederherstellt und so das Ausmal® der mitochondriale
Dysfunktionund Herzschwéache deutlich attenui@ithapa et al., 2095

Das weitere Verstan@nder Funktionen und Struktudes MICOSKomplexes kann helfen
die Rolle dieses Proteinkomplexes in dawahntenKrankheitsbilderrweiter zu verstehen

Insbesonderdleibt zu klaren inwieweit die pathologischerBefundesekundéare Merkmale
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einer Mitochondriendsfunktion darstellen oder ob diese Proteine Teil der priméren
Pathogenese der jeweiligen Erkrankung siNdben einer weiteren Analyse des MIGOS
Komplexes kann die vorliegende Analyse helfemitere Interaktionspartner bzw. weitere

MembrankontaktstelleKomplexe zu identifizieren.

So wurden neben den MICOEKomplexUntereinheiten funf weitere, bisher nicht
charakterisierte Proteingefunden, dieein Fcjtahnliches SILAC-Profil aufwiesen Drei
(YIr253w, Ypl109c, Aim46) der funf Proteine wurden in grof3en proteomischen Studien
bereits als mitochondriale Proteine identifizigeinders et al., 200&ickmann et al., 2003

DemProteinAim46 wurde wie vielen Untereinheiten des MIC&&mplexes, eine Funktion

in der Vererbungon mDNA zugeschriebefHess et al., 2009Die Aminosauresequenz und
der SILAGVerlauf legen nahe, dass Aim46 ein integrales Protein der Innenmembran ist. Es
teilt funktionelle Eigenschaften mit MICO&omplexUntereinheiten und seine modie

physikalische Assoziation miemMICOS-Komplex bedarf weiterer Analysen.

Das Proteinypl109cist ein UbiB-FamilienProtein, welches sich durch eine Kind3emane
auszeichnet(Stefely et al., 2016 Daruber hinaus besitzt das ®ia eine ATP/ADP
BindungsKassette VerwandteProteinewurdenin einen Zusammenhang mit der Synthese
des enzym Q gebracht, welches fir die IsopBrosyntheseerforderlich ist Die Funktion
des Proteins bleibt unklar, jedoch waren beispielsweise Mi@0O&ulierende Funktionen

durdh unterschiedliche Proteidhosphorylierungen maéglich.

YIr253w wurde vor kurzem als Protein charakterisiert, welches eine wichtige Funktion im
Berdach der mitochondrialen LipigHomdostase besitzt und genetisch mit Komponenten des
ERMESKomplexes interagi¢r(Tan et al., 2018 Es konnte gezeigt werden, dass dieses
Protein insbesudere die durch ein Fehleton Mdm10 hervorgerufenen Lipidveranderungen

in Mitochondrien ausgleichen kanfTan et al., 20183 Insgesamtlegt die beschriebene
Interaktion und diebeobachtbarénreicherung in deintermediarenDichte nahe, dass das
Protein eine essenzielle Rolle imLipidtransfers zwischen ER, mitochondrialer
AulRenmembran und mitochondrialer Innenmembegammmt Es kdnnte damit wichtiger
Bestandteil des von Zerbes et\argeschlageem ERMIONE (s.0.) sein. Zukunftige Studien
werdenzeigen ob YIr235w direkt mit MICOS oder ERMESUntereinheiten interagiert oder

ob es Bestandteil eines weitereftochondrialen Kontalstellenkomplexes ist.

YdrO89w istProtein mit eineisogenanten SPX-Domane. SPXDomanen sind bei Proteinen

anzutreffen welche in die Regulation deeellulare Phosphathomdostase eingebunden sind
108



Diskussion

(Secco et al., 20)2Ergebnisse von Tkach et. #&gen nahegass das Protein primar in der
Vakuole lokalisiert ist und nach Induktion vddNA-Schaden in das Cytosol transloziert
(Tkach et al., 2012 Dies spricht zusammen mitzwei C-Terminal lokalisierten
Transmembrandomanerfir eine Prozessierung des Proteins in Isoformétine
mitochondriale Lokalisation konnte bisher nicht nachgewiesen werden. Delstodas
SILAC-Profil des Proteia hoch spezifisch fir eine mitochondriale Lokalieatiin der

Innenmembraninsbesondere figine Anreicherung in mitochondrialen Kontaktstellen.

YPRO10GCA ist einsehr kleineProtein(72 Aminosaurenjmit bisher unbekannter Funktion.
Der Aminosauresequenz nach zu urteilen, besitzt das Protein eine Transmembrandomane.
Bisher wurde es in groR3en Studien als dem cytosolischem Proteom zugehérig beschrieben
(Yofe et al.,, 201% Die Transmembrandoméne waich der SILAGVerlauf legen jedoch

eine integrale Verankerung in einer mitochondrialen Membran nahe.
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4.3 Kontaktstellen von Mitochondrien- und ER-Membranen

Schon lange ist bekannt, dass Zellorgamelieiteinander in Kontakt treten und
Membrankontatstellen ausbilder{Renken et al., 2002Mannella et al., 1998Robertson,
1960. Diese Kontaktstellen sind Zonen, in denen kleine Molekille und Lipide zwischen den
Organellen ausgetauscht werden kongteelle et al., 2013Toulmay and Prinz, 201 Prinz,
2014. In Hefe konnte der ERMEBroteinkomplex als ein atekulares Korrelat dieser
Kontaktstellen identifiziert werderL(1.9. Eine schematische Darstellung des Komplexes ist
in Abbildung30 gezeigt.

ER-Lumen

Intermembranraum

Matrix

Abbildung 3017 Schematische Darstellung des ERME&omplexes

Der Komplex besteht aus den mitochondrialen Proteinen Mdm10 und Mdm8i® aus dem ERroteir
Mmm1 und dem cytosolischem Protein Mdm12. Geml ist eine die Korgtébilitaét modulierenel GTPas:
Oben, ER;unten, Mitochondrium

Insbesondere das Protein Mmmies im SILAGGradienten eine Mittelungua einem
typischen SILACProfil eines Proteins der mitochondrialen AuRenmembran und eines ER
Proteins auf3.7). Bei der Identifikation weiterer Proteine mit einem ahnlicB&nAC-Profil
ist auffallig, dass vielen dieser Proteine eine wichtige Rolle im Hypédabolismus
zugeschriebemverden konnteDass die Kontaktstellen zwischen Mitochondrien und ER als
wichtige Regulation des Transfes von Lipiden dienen wurde mehrfach gezeigtDa

Mitochondrien nichtdirekt in das zellulare, vesikuldre Transportsystem eingebunden sind,
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missen sie ihre Lipide Uler direkte Membraninteraktionen vom ER, dem
Hauptproduktionsort von Phospholipiden, erhal(Baum and Vance, 199sman et al.,
201D).

Das dem MmmZ1-Verlauf &hnlichePgcl besitzt eine wichtige regulatorische Funktion im
CardiolipinrMetabolismus, in dem es in Mitochondrien Phosphatidylglycerol zur
Diacylglycerin und GlycereB-Phospht spaltet (Simoclova et al., 2008 Erst kurzlich
konnten Pokorna et .akeigen, dass dieAkkumulation von Phosphatidylglycerol in der
inneen Mitochondrienmembran durchetlendes Pgcl zuFehlbildungen der Crista
Architektur fihrt und die Aktivitat de€ytochrom eOxidase verande(Pokorna et al., 2036
Dass das Protein an der Membrankontaktstelle zwisklitachondrien und ER lokalisiert zu
sein scheintist bei seiner essenziatldRolle in der mitochondrialen Lipi#iomd&ostasegut

nachzuvollziehen.

Lam6 konnte ebensals ein Protein mit Mmm&hnlichem SILAC-Profil charakterisiert
werdenund besitzt eine Schlisselrolle in der Regulation interorganell€oataktstellen
(ElbazAlon et al.,, 2015 Gatta et al., 2015 Es konnte als Bindungspartner des ERMES
Komplexes identifiziert werdenst aber nichtessenzieller Teil des Komplexesondern hat
vornehmlich regulatorische Funktien (ElbazAlon et al., 201% Eine erhéhte Abundanz
geht sowohl mit vermehrten ER-Membrankontaktstellen als auckeiner erhdhten
Konzentration va Kontaktstellen von Vakuolen mit Mitochondrieeinher. Dies lasst
wiederum mutmaflen, dass Lam6 der limitierende Faktor fir das Maf3 der Ausbildung der
Kontaktstellen ist(ElbazAlon et al., 201k Eine Formation von Lam6 in ERMES
Komplexen kénnte so gleichzeitig mit einer geringeren Abundanz in Kontaktstellen
Vakuolen mitMitochondrienassoziiertsein Dass im vorliegenden SILADatensatz Lam6

ein ERMESdominante8 Profil aufweist und keine Assoziation mit vakuolaren Membranen
zeigt konnte an den Wachstumsbedingungen des Experimentes liegen. Kontaktstellen
zwischen Vakuolen und Mitochondrien lasseichsnur seltenunter respiratorischem
Wachstum beobachten(Honscher et al., 20}4 Die Zellen wurden im vorliegenden
Experiment in einem LactatMedium angezlchtet welches die ERMitochondrien
Kontaktstellen im Vergleich zu VakuoléviitochondriernKontaktstellen deutlich begtinstigt

und so das ERME8ominanteSILAC-Profil von Lam6erklaren kann.

Hefemitochonden kénnen Sterole nicht selbgmnthetisieren. Dementsprechend sind sie auf
den Import und eine intramitochondriale Translokation in die Innenmembran angewiesen

(Tuller and Daum, 1995 Interessanterweise islie mitochondriale Ergosterbloméostase
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bei unvollstandiger Assemblierung des ERME&mplexes gestor{Tan et al., 2013
Daruiber hinaus konnte gezeigt werden, dass e@rolSTransporter mit dem ERMES
Komplex interagiert(Murley et al., 201p Die Identifikation von StereSynthasen als
Proteine mit Mmmiahnlichem SILAC-Profil untermauert dieBedeutungdes ERMES
Komplexes imSteroltransfer Anscheinend sindnh mit den Mitochondrien assoziierteR-
Membranen nicht nur digrukturgebenden Proteine fidie Kontaktstellenkomplexe und die
fur den Lipidtransfer nétigen Proteingondern auch die Pehe fir die LipidModifikation

und-Synthese lokalisiert.

Auch die NADH:Cytochrome bJRedukase Cbrl(Csukai et al., 1994scheint, wenn auch
nicht direkt ersichtlichmit dem Lipidmetabolismus verknipft. So konnte in Pflanzen gezeigt
werden, dass die Aktivitat von Cbrl fir die Desaturierung von Fettsauren rele\(sviayste

et al., 2013 Das Protein ist in Pflanzenzellen als Protein eledoplasmatischeRetikulums
charakterisiert, wurde in Hefezellen aber auch in Mitochondrien gefui@iekmann et al.,
2003. Veranderte LipidSattigungen scheinen wiederum die Funktion von Mitochondrien
direkt zu beeintrachtigefiPeckand Schulze, 2016

Auch das Protein Scs2 konnte in einen Zusammenhang mit dem Phosphigtpliblismus

der Zelle gebracht werden(Loewen et al., 2004 Das Protein enthalt eine
Phosplatidylinostol bindende Doméne(Loewen et al., 2003 und scheint fur die
Polarisierungdes ERs und dessen Membranarchitektur wichtig. Dartber hinaus wurde es als
ein Protein beschrieben, welches in unterschiedlichen interorganellaren Kontaktstellen zu
finden ist (WeberBoyvat et al.,, 2016 Die vorliegende Analyse lasst vermuten, dass das
Protein auch in hohen Konzentrationen an Kontaktstellen zwischen Mitochondrien und ER

Membranerokalisiertist.

Die vorliegende proteomische Analyse deckt sich@miarakterisierungemon Proteinen mit
Beteiligungen am Lipidmetabolismus und steht im Einklang mit postulierten Funktionen der
Organelleniibergreifenden Kontaktstellelnsgesamt ist die Sensitivitat der SILAKhalyse
bezlglichder Interaktion vonMitochondrium und ER technisch gesehen limitieta der
SILAC-Standard als ein Mittel der mittleren Dichtefraktionen gewahlt wu2deg. Somit
ist die Rate an der Identifizierung von vornehmlich in den leichteren Fraktionen

vorkommenderiProteinen geringer (s. au8ip).

Neben seiner zentraleFunktion im Lipidmetabolismuscheint der ERME&omplex eine

zentrale Rolle im Mechanismus der Mitochondrienteilung einzunetiMeriey et al., 20138
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Durch eine Umwicklung der Mitochondrien wird die Konstriktion durch dpeosolischen
Teilungsfaktoren begunstigt und der ERMESmMplex scheint fur eine korrekte Verteilung
der mDNA in den Tochterzellen obliggtang et al., 2015aNeben dem ERME&omplex
konnten dartiber hinausnoch weitere Proteinkomplexe identifiziert werden, welche
Mitochondrien und ERMembran zusammenhalten und fur den Transfer von Phospholipiden
notwendig sindLahiri et al., 2013 Die genauerEinzelheiten der Funktiam des ERMES
Komplexesund andererKontaktstellerRKomplexe sind weiterhin unklar; kaum bestreitet
werdenkannjedoch die zentrale Rolle im Lipibfletabolismus (fir einen Uberblick @.ang

et al., 2015pa Diese Funktion hainsofernmedizinische Relevanzla Erkrankungen durch
eine primare Alteration der Phospholigithmodostase als neue Untergruppe RO
Mitochondriopathien klassifiziert wurdg(Lu and Claypool, 2015 Bisher sind nur wenige
eindeutige Phanoty@enotypKorrelationen bei mitochondrialen Phospholg@tbrungen
bekannt. So fiuhren Mutationen in der an der Cardiolpinthese beteiligten MLGCL
Transacylase (Tagen) zum BarttSyndrom(Barth etal., 1983, Mutationen indem an der
Cardiolipin-Modifikation beteiligtem SeracEnzym zum MEGDELSyndrom(Wortmann et
al., 2006 Sarig et al., 203und Mutationen in der Phospholipase Al zur spastischen
hereditarerParaplegigLiguori et al., 2014Magariello et al., 2014 Dartiber hinaus konnten
Veranderungen im PhosphatidylatiolaminStafwechsel, welches ein Zusammenspiel
mehrerer Organellemoraussetztmit nichtalkoholischerLeberzirrhose, M. Parkinson, und
M. Alzheimer in Verbindung gebracht werdé@alzada et al., 20)6Eine weitere Analyse
der Funktionen unéProteine mit Beteiligung an Kontakédlen zwischen Mitoleondrien und
ER kann in Zukunft helfendie Pathophysiologie von Phospholifitkrankungernweiter zu

verstehen

4.4 Kontaktstellen zwischen Vakuol@& und Mitochondrien
Neben den Kontaktstellen zwisen Mitochondrien und ER ricktm jungster Vergangenheit

auch eine Assoziatiotger Vakuolenmembramit der&uf3era Mitochondrienmembran in den
Fokus(Honscher et al., 2014&lbazAlon etal., 2014 Klecker and Westermann, 201Diese
Membranassoziation ist im Besonderen interessant, da durch diesekiktiien eine
Verbindung der NMtochondrien zum endosomalen System hergestellt (illohzAlon et al.,
2014. Daruber hinaus gibt es Evidenz dafur, dass der iApistauschin den einzelnen
Organelentbergreifende Kontaktstellmedundant ist und sowohl Ubenterschiedliche ER
MitochondrienKontaktstellenals auchiber einenKomplex in Kontktstellen zwischen

Mitochondrium und Vakuole ablaufen kann(Lang et al., 2015b Der Vakuolen
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MitochondrienKomplex ist damit genau wie die Kontaktstellen zwischen ER und
Mitochondrienein wichtigerdJmschlagplatavon Lipiden undSignalmolekuler{Klecker and
Westermann, 2034

In der SILAGAnalyse bot das Protein Yptaxima in AulRenmembranfraktionen sowre
Fraktionen, welche typisch fur die Vakuole sifdles legteine Lokalisation im Bereich von
Kontaktstellen bieler Membranerbzw. eine Doppellokalisationahe Dabeiist hier, ahnlich
wie bei Untereinheiterdes ERMESKomplexes,eine Mittelung von SILAGProfilen von
Proteinender jeweils zugehdrigen Membranen zu beobachd&s spricht insgesamt daftir,
dass die Kontaktstellepartiell zerfallen, alr Proteine zu unterschiedlichefusmal® an
entweder aufRerer Mitochondrienmembran oder Vakuolenmembran anhgfténist eine
RabFamilienGTPase, welche schon frih in den Zusammenhang von Membranfusion und
EndosomerOrganisation gebcht werden konnte(Liu et al., 2012 Schimmoller and
Riezman,1993. Die Ergebnisse von Honscher et @tcken sich gut mit dei8ILAC-Profil
des Proteia Die Autorenkonntenzeigen dass das Protepraferenziell arder Bildung von
Kontaktstellen dr &ufRerenMitochondrienmembranund Vakuolenmembran beteiligt ist
(Honscher et al., 20}4In der hier diskutiertenSILAC-Analyse konnten neben Ypt7 noch
eine Reihe von anderen Protairidentifiziert werden, welche ei@éhnliches Profil auseiner

Mischung von SILACGProfilen der AuRenmembran und Vakuolenmemlagigten.

Ypt32 ist, wie Ypt7, als GTPase charakterisiert wor@ferosshan®t al., 200%. Es hat eine
essentielleFunktion im PostGolgi Vesikeltranspori{Benli et al., 19985 wurde aber von
Zahedi und Kollegen auch als zum mitochondrialen Auf3enmembranproteom zugehdrig
beschrieberiZzahedi et al., 2006 Die Unstimmigkeiten der Lokalisationsstudien wirden sich
gut mit einer Doppellokalisation oder praferenziellen Lokalisation an Organellen

Ubergreifenden Kontaktstellen vereinbaren lassen.

Als weiteres Beispiel ist das Protein VAHawvelches von Elbaz und Kollegen ebenso als
moglicher Kandidat fur eine Anreicherung im KontaktstelleKomplex zwischen
Mitochondrienund Vakuolenvorgeschlagen wurdéElbazAlon et al., 201% zu nennen
Dartber hinauskonnten derMonocarboxylatProtonerSymporter Ady2 und der GDP-
Dissoziationsinhibitor Gdi diesemSILAC-Profil zugeordnet werden. Gdil reguliert den
Vesikeltransport und die Membranongzation durch Regulatioder GDRDissoziationvon
kleinen RabFamilienGTPasen, wie z.Bdemoben geannta Ypt7 oder Ypt32(Garrettet
al.,, 1994. Somit kommt es als potenziglleRegulator d@r Kontaktstellen zwischen

Mitochondrien und Vakuole in Becht. Ady2 wurde bisher in keinen Zusammenhang zu
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MitochondrienVakuolenKontaktstellen gebracht. Es wurde aber in grofere
Lokalisationsstudiesowoh in Mitochondrien, der Vakuolals auch in dePlasmamembran
detektiert. In wisveit die spezifische Anreicherung an Kontaktstellen einer
Transporterfunktion zwischen Vakuole und Mitochondrium entspriésist sich mit der

vorliegenden Analyse nicht klaren.

Auch das bisher almitochondrial charakterisierteProtein Aiml8 (Reinders et al., 2006
welchem eine Beteiligung in der Vererbudgr mDNA zugeschriebenvurde (Hess et al.,
2009, konnte alsProtein mit Ypt7-ahnlichemSILAC-Profil identifiziert werden. Es ist ein
Protein dasvermutlichmit zwei Trangnembrandoméanein der Aulenmembran inseriert ist.
Es zeigt aber in geringen Anteilen auch ein Vorkommen in den Vakigpgschen

Fraktionen

Die Analyse ded’roteoms von Kontaktstellen zwischen Vakuole und Mitochondbietet
einige neue Kontaktstellenprotei-Kandidaten, st unter den gegebenen
Wachstumsbedingungerber sicherlicheingeschranktin ihrer Aussage Zur genaueren
Analyse koénnte das Experiment warholt werden, die Zellen sollten jedoch nach Eintritt in
die stationare Phase analysiert werden. Hierbei sind MitochordakmolenKontakistellen
deutlich haufiger zu beobachtédonscher etla 2014. Einige Ergebnisse decken sich mit
den Erkenntnissen déreiden ersten Kontaktstell&harakterisierunge(ElbazAlon et al.,
2014. Andere vorgeschlagene Proteine wurdeereits als Proteine mit essenziellen
Funktionen in der Meuolen und Endosome@rganisationbeschriebenlhre spezifische

Anreicherung in Kontaktsllen-Komplexenist jedoch eine neue Erkenntnis

4.5 Aim31 ist ein Aktivitat -modulierendes Protein derAtmungskette

Aim31 wurde in den Ergebnissen & mitochondriales Innenmembranprotein aitsl
eine Komponente delVilll,- bzw. V.l ,-Superkomplexeidentifiziert Ein Fehlen von
Aim31 destabilisiert die Superkomplexasbesondere scheint Aim31 einehtige Funktion
fur die enzymatische Aktivitat defytochrom eOxidase, nicht abéifiir die derUbichinon
Cytochrom eOxidoreduktasezu besitzen Aim31-defiziente Zellen zeigen ein waidich
verlangsamtes Wachstum Medien in welchen eine oxidative Phosphorylierurigenétigt
wird. Dieser Phanotyp idbesondersausgepragt, wenn die Zell&tress ausgesetaterden
und die Synthesesowie Neuassemblierungron Atmungskettenenzymen gesteigert ist
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(Diauxie-Shift). Der hohe Grad der Konservieig deswahrscheinlichfir die Interaktionen
verantwortlichen Nlerminalen Proteinabschnitts lasstmeiten, dass die Assoziation rder
Cytochrom eOxidase und Ubichine@ytochrom eOxidoreduktase bzw. deren
Assemblierungn AtmungsketterSuperkomplexen eine konservierte Funktion ldgpoxia

InducibleGene 1 Higl)-Proteinfamilie darstellt.

Der NameAim31 (Alteredinheritance ofmitochondria 31entstammeinergroRenStudiemit
dem Ziel der Identifikationvon Proteinen, welche ein&unktion in der Vererbungvon
MtDNA besitzen(Hess et al., 20Q9Der Verlustder mtDNA oderMutatioren inder mDNA
fuhrenlangfristig zu einerstark verminderteZellatmungsAktivitat (McLendon et al., 2015
Larsson, 2010 Umgekehrt kann die Aufnahme von intakietDNA eine Wiederherstellung
derzuvor defekterZellatmungzur Folge habefTan et al., 2016 Diese Beobachtungen und
die Identifikation von Aim31lals einan der Vererbungvon mtDNA beteiligtesProtein legen
nahe, dassin vermindertes Wachstuder Deletionsmutantauf einemnicht-fermenterbaren
Medium durch Defekte oder Verlustieer mtDNA zurlickzufiihren sein konnigless et al.,
2009. In Hefezellen ldiert die mtDNA unter anderenfir die Cytochrom eOxidase
Untereinheiten Cox1, Cox2 und Cox3 sowie fur die Ubichi@gtochrom eOxidoreduktase
Untereinheit Cytochrom b (Bibb et al, 198L Somit kdnnten verminderte
Proteinkonzentrationeder mitochondrial &dierten Untereinheiten zu eingerminderten
Aktivitat der Atmungskettenenzyméihren. In der vorliegenden Arbeit wurde beobachtet
dass trotz gleicheProteinkonzentratieen von Cytochrom eOxidase und Ubichinon
Cytochrom eOxidoreduktaséJntereinheitenin Aim31-defizienten und WildtygHefezellen
das Fehlen von Aim3selektivdie Funktion delCytochrom eOxidase beeintrachtigSomit
ist zum einendie Translation mitochondrial oklierter Untereinheiten nicht wesentlich
beeirtrachtig und zum anderendie Assemblierungder Untereinheitenzu einem voll
funktionsfahigenEnzym gestort Alternativ kann Aim31 direkt die Aktivitat des Enzyms
modulieren Daruberhinauswére bei einenallgemeinenVerlust der mtDNA zu erwarten,
dass dieEnzymaktivitdtder UbichinonCytochrom eOxidoreduktaseebensovermindertist
(Chabi et al., 2005 Anders als erwartetst der Verlust vormtDNA nicht primar durch das
Fehlen des Proteins herbeigefiihrt, sondern die AktivitatsreduktioBydechrom eOxidase
erfolgt allein durch das Fehlen des Proteins Aim31. Das Fehlen von Aim31 kdnnte allerdings
sekundar Uber eine eingeschréankte Effizienz des Elektronentransport&eréidung der
MtDNA beeintrachtigen, da diese Fornr dmergiegewinnung fir Fusiongzesse bendtig

wird (Westermann, 2034 Diese wiederum nehmen eine bedeutende Rolle inmdBNA -
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Vererbung ein.Fur einedefinitive Klarung desSachverhaltes kdnnen weitereoiiganello

TranslatiorExperimenteg(WT vs. g &n3]) fur z.B. Cox1 oder Cox3 dienen.

Aim31 konnte mit einer Vielzahl votntereinheitersowohl der Cytochrom eOxidaseals

auch der UbichinonCytochrom eOxidase aufgereinigt werden. Aim31 scheint dartiber
hinausauchin ortlicher Nahezu bzw. in groReren Proteinkomplexen mit an deanslation
beteiligen Protein@ lokalisiert zu sein(3.9.1.3. Weiterhin konnten einige Proteine der
Assemblierungsmaschinergem Aim31-Interaktomzugeordnet werderSo wurdendie fur

den Kupfeeinbau notigea Assemblierungsfakten Sco2 (Glerum et al., 1996und Cox23
(Barros et al., 2004sowie dasCytochrom eOxidasespezifische Membranchaper®et100
(Church et al., 2005zusammenin der aufgereinigten Praparation detektiddies legt
insgesamt nahe, dass Aim31 schon zum ZeitpunktAdsemblierung vorCytochrom €
OxidaseMonomer mit den Untereinheiten derCytochrom eOxidase interagiert und
maoglicherweise selbst eine ChaeronFunktion einnimmt. Die hier beschriebenen
Interaktioren des Aim31mit der Cytochrom eOxidase und der Ubichine@ytochrom €
Oxidoreduktasevurde in drei andererunabhéngigerstudien bestatig(Chen et al., 2012
Strogolova et al., 2012/ukotic et al., 2012 Zudem schlagen die Ergebnisse der Studan

das Aim31 unabhangig vom jeweils anderen Enzym @igochrom eOxidasebzw. die
UbichinonCytochrom eOxidoreduktase eigensténdig bindet. Die Studien legen zeileen
Lokalisation vonAim31 an den Kontakten zwischen beiden Komplexen nahe. Aim31 scheint
spezifisch fur den Einbau von Cox12 und Cox 13 in die Cytochr@widase verantwortlich

zu sein. Diese Proteine konnten auch in den hier beschriebenen Experimenten als

Interaktionsparter nachgewiesen werden (3.9.5).

Neben den beschriebenen Interaktionspartnern konnten zwei bislang uncharakterisierte, nicht
essentielle Proteine mit Aim31 kopraitiert werden. Zum einendas bereits dem
mitochondrialen Proteom zugeordnete Aim#&inders et al., 20Q&ickmann et al., 2003

Huh et al., 2008 zum anders, die bisher uncharakterisierte Thi@lxidoreduktase Ydr286c.
Aim46 wurde, wie Aim31l,als Protein mit einer Funktion in der Vererbudgr mDNA
beschriebenHess et al., 2009 Des Weiteren teilt das Protein folgende Phanotypen mit
Aim31: ein vermincertes Wachstum unter hypoxischerdaroben Bdingunger(Samanfar et

al., 2013 und eine vermindertResistenz gegentbexidativen Stress(Brown et al., 2006

und Toxinen (Willingham et al., 2008 Zukiinftige Abeiten solltenanalysiereninwieweit

diese Proteinendglicherweiseebenso an der Stabilitdt von Superkomplexen beteiligtusidd
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mit Untereinheiten de€Cytochrom eOxidase bzw. Ubichine€ytochrom eOxidoreduktase

interagieren

Interessanterweise konntauch das ProteinMicl0 unter den mdglichen mit Aim31
interagierenden Proteinen gefunden werdaiese Beobachtungtérktdie Hypothese, dass
der MICOSKomplex mit Atmungskettenenzymenteragiert(Friedmanet al., 201% und
maoglicherweise Uber einRegulation der Superkomplexe das Verteilungsungleichgewicht
von Atmungskettenenzymen zwischénstamembramnd innere Grenzmembran beeinflusst

(s. auch Diskussionsabschrit®).

Bislang konnten neben Aim31 ndie Proteire Aac2 (s. unten), Cox2§Strecker et al., 2036
und Omal (ausschliel3lich hohere Organismen) sdas€hospholipidCardiolipin (Wenz et
al., 2009 Mileykovskaya and Dowhan, 20l4als Stabilisatoren der Superkomplexe
ausgemachiverden.Nebendiesenscheint auch einspezifische~orm der CristaArchitektur
die Assemblierung von Superkomplexen zu fordern bzw. zu verhindern. So fuhren
Mutatioren in CristaArchitekturmodulierenden Proteinen (z.B. OPA1l) zu einer
Destabilisierung von Superkomplexé@ogliati et al., 2018 Diese Erkenntnisse verbinden
den ersteMeil der vorliegenden Arbelhiinsichtlich der mitochondrialeMembranarchitektur
mit der Effizienz der Zellatmung und sind ein weiteres Beispiel fir den ehgeanmmenhang
von Strukturund Funktionin Mitochondrien Uber die Funktion der Superkomplexairde
lange spekuliert. So postuliertedie Kollegen Boekema und Braun, dass durch
Superkomplexe die Effizienz dédektronentransportgesteigertwird, die ROSProduktion
vermindertund die jeweiligen Einzelkomplex stabilisiert werden (Boekema and Braun,
2007 Dudkina et al.,, 2008 Indes konnte gezeigt werden, dass eine Air#dihangige
Bildung von Superkomplexen die Lebensspaxae Pilzendeutlich verlangertFischer etl.,
2015. Eine Destabilisierung der Superkomplexieirch £hlendes Aim31(bzw. dessen
Homologe) mit der Folgeeiner morphologischen Aberratiomurde im Zebrafischmodel
beschriebenZudemwurde ein méglicher Einfluss auf dEembryogeneseberichtet. Dieser
wiederum flhrizu einerinsgesamt deutlich reduziertbroenergetischeKapazitat der Zellen
(Bohovych et al 2015.

Der in den gezeigten Experimenten beobachtete Aktivitatsverlustytechrom eOxidase
lasst sich allerdings nicht durchie beschriebenBissoziation der Superkomplexe erklaren,
dadiese unter den experimentell eingesetztetei@enzierKonzentrationemuch in Wildtyp
Zellen zerfallen. Somit $eint Aim31 nicht nur dieEffizienz in den Superkomplexen zu

storen sonden reduziert auch die Aktivitdt der monomeré&ytochrom eOxidase.Eine
118



Diskussion

spater veroffentlichte genauere Struktunalyse inhdheren Organismeergal)y dassdas
Aim31-verwandte Protein HigdlAdie Effizienz der Cytochrom eOxidase durch
Veranderungen deProteinstrukturum das Ham A, dem d&faktor der ProtonesPumpe
hervorruft (Hayashi et al., 20)5Zudem wurde in Hefezelleals auch in Cardiomyozyten
nachgewiesen, dasie Effektivitatssteigerung durch Aim3dzw. Higd1Afiur das Uberlebe
der Zellen unter hypoxischen &lingungen essenziell iddie Zellen werden dadurch vor dem
ansonstenfolgenden energetischerKollaps und Z#tod bewahrt (Hayashi et al., 2015
Strogolova et al., 2032

In einem glukoseeichen Medium verstoffwechselnHefezellen Zucker vornehmlicHurch
Fermentierung. Sobald der Glukosegehalt sinkt, werdienarchischstrukturiert andere
Kohlenstoffquellenin den ATRgenerierenden Stoffwechsel einbezodéactat, Ethanol,
Glycerol, etc.). Es findet also eine Urntedlung van anaerober Energiegewinnung aerober
ATP-Synthese mittels oxidativePhosphorylierung statt(DeRisi et al., 1997 Das
Transkriptom von Hefezellerverandert sichbei Wechsel in ein nicHermenierbares
Medium deutlich(Boy-Marcotte et al., 1998Soontorngun, 208, Peng et al., 2015Galdieri
et al., 201D Erstaunlicherweisesind neben eineminsgesamt verstarkt exprimierten,
mitochondrialen Proteom die relativéProteirKonzentrationen wht wesentlich veréandert.
Diese Diskrepanz lasst sich allein durch unterschiedliche Regulationsmechanismen auf
ProteomEbene erklaren. So wurden beispielsweise deutlich erhilint@overRaten unter
nicht fermentierbaren Wastumsbedingungen postulig$toldt et al., 2012 Wahrend des
Diauxie-Shifts werden nicht nur neue Proteine ddbt, assembliert oder abgebasbndern
Proteine andern ihre mitochondriale $ikalisation.Beispielsweisavird das Innenmembran
Chaperon Oal wahrend desDiauxie Shifts von der inneren Grenzmembrian die
Cristamembranetransloziert(Stoldt et al., 2012 um dort die mitochondrial translatierten
Proteinein die Membranen zu inseriereYiele derdort nun verstarktranslatierten Proteine
sind Untereinheiten deCytochrom eOxidase oder Ubichine@ytochrom eOxidoreduktase.
Diese Untereinheiten missen nwortiert werden und in vielen Einzelschrittem Enzymen
und Superkomplexen assembliert werd8enau dieser Prozess scheint bei fehlendem Aim31
deutlich gestort. In der pA i nri®lgtionsmutante ist der Prorsatz der Superkomplexe
deutlich herabgeetzt und im Wildtyp nicht zu detektierendé&ssemblierungsintermediate
reichernan. Dies kann neben eineoben beschriebenekffizienzverlustder oxidativen
Phosphorylierung weitere negative Folgen fir die Zelle leab Die Préasenz von
Assemblierungsintermediateder Cytochrom eOxidoreduktaseist mit dem Risiko einer

erhohtenROSProduktion verbundenund diese verursachenviederum Mutationen inder
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mtDNA (Uberblick in (Bourens et al., 2013 Weiterhin kann die Assemblierung von
funktionsfahigen Superkomplexen dieROSProduktion minimieen und geht mit einer
erhohterResistenz gegenébexogenenoxidativem Stress einhergglhen et al., 2012

Die prolongierte Lag?hase im DiauxieShift von Aim31-defizientenZellen kannalsodurch
mehrere direkte und indirekte Effekerklartwerden. Zum einen werdatie in dieser Phase
vermehrt translatierten Cytochrom eOxidaseUntereinheiten deutlich geringerin
funktionsfahigeSuperkomplexe assembliert. So ist die Effizienz der Enszgegstellungauf
einem nicht fermentierbare Medium reduziert. Zum anderm, wird durch das Fehlen des
ProteinsAim31 nicht nur dasiquilibrium zwischen Einzelkomplexen und Superkomplexen
verscholen, sondern dasFehlen des Proteins konnte auch das Erreichendieses
Gleichgewichts verlangsamen(ChaperoraFunktion) Ein weitere Grund konnte in der
beschriebenemgesteigerten RO8roduktion liegen. EirDiauxie-Shift wird begleitet vom
vermehrten Anfallen von ROS (Puig and Pere®rtin, 200Q. Diese kdnnenwegen
unzureichendeSuperkomplexbildungnd vermehrt anfallendéntermediate aber nur bedingt

abgebaut werdesodas®in Wachstumsarrest weitbegunstigt wird

In Aim31-defizienten Zellen istlie Abundanz des Proteins Aac2 deutlich verringert. Aac2 ist
der am starksten exprimierte ADP/AdPPansporter, welcher durch den Austausch von ADP
und ATP Uber die mitochondriale Innenmembran eine zentrale Rolle im mitochondrialen
Metabolismus einnimm{Klingenberg, 1989 Duszynski et al. 198). Indirekt sind Aac-
Proteine somit essenzielle Komponenten der oxidativen Phosphorylierun§rdtame sind
nicht zuféallig tber die mitochondriale Innenmembran verteilhdson ein grof3er Teil der
Aac2-Populationbildet h6herorganisierte Komplexe mden Atmungskettensuperkomplexen
(Dienhart and Stuart, 20p&ie Kolokalisation kann den Austausch von AD&nd ATF,

der nicht ladungsneutral erfolgtnergetisctbegtinstigen(Duszynski et al., 1981Kuster et

al., 198} und scheinselbstdie Sabilitdt der Atmungskettensuperkomplekesbesonderdie
deslVlll ,-Superkomplexeszu fordern(Dienhart andStuart, 2008 Damit istAac2 eines der
wenigen Proteinewelches die Stabilitdt der Superkomplexe beeinfl(s@she oben)Aac2
interagiertweiterhinmit Untereinheiten de€ytochrom eOxidase und Uighinon-Cytochrom
c-Oxidoreduktase und teilt damit wichtige Eigenschaften mit dem Protein A{Di&hhart
and Stuart, 2008 Strogolova et alwiesen nach,das Aim31 zusatzlich direkt an Aae2
Proteine bindet(Strogolova et al., 2032 Somit kdnnte Aim31 als Verbindungsstelle
zwischen den Atmungskettensuperkomplexen und Aacfein@ fungieren Ein Fehlen von

Aim31 wirde diese Verbindunglestabilisiererund so moéglicherweise die Expression von
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Aac2-Proteinen negatibeeinflussennegatives Feedbackfuch derProteinabbau der nun
Komplexungebundeneac-Monomere bzw-Dimere kdnnte gesteigert seifDyall et al.,
2003. Zwei Studien, die nach Anfertigurdgr vorliegenden Experimengaibliziertwurden,
berichteten dass Aim31 einen synttischen Phanotyp mitlen ProteinerAac2 und Cdl
(CardiolipinSynthase)teilt. Der Wachstumsphéanotyp ist in Dopfi2tletionsstammen mit
fehlendem Aim31 und Aac2 fulminanter als die jeweiligen einzelnen Deletionsse
(Mileykovskaya and Dowhan, 2014 Die einzelnen Mechanismen der Stabilisierung

erscheinersomitkooperativ

Einige Ergebnisse deuten auch auf eimaiterenregulatorischerZzusammenhang zatchen
der Interaktion von Aim31 miSuperkomplexe und dem AacZProtein hin: Sowurde die
Interaktion zwischen Aim31 und Aacils abhéangig von der jeweiligen Aad¢nformation
beschrieben(Strogolova et al., 2032 Es wurdespekulierf dass dieAac2Translokase
enweder zur Matri xseite hin age°ffneto
averschlossed sind oder umgekehrt (PebayPeyroula and Brandolin, 20P4 Diese
unidirektionalenKonformatioren wiirdenabhéngig vonjeweiligen Energienivaader Zelle
auftreten Aim31 konnte sodie Bildung von AtmungsketteBuperkomplexenund die
Aktivitat der Cytochrom eOxidasein Abhangigkeit vomEnergielevel der Zelle, welcher

durch unterschiedliche Aad2onformationen egistriert wird, beeinflussen.

Insgesamt lassesich vierunterschiedlichéerklarungsmodelldir den Wachstumsphéarym

von Aim31 anfilhrenErstens, eine direkte Beeintrachtigung der Aktivitat der Cyockrrom
Oxidase (in monomerer Fornmgls Aktivitatsmodulatar Zweitens eine Veranderung der
Assemblierung zu Superkomplexen, lggr durch geringere Konzentrationean 1Valll, /
IV1lll , die Effizienzder oxidativen Phosphorylierung herabsetitd. Drittens, eine durch
geringere Proteinkonzentrationen von Aac2 hervorgeruf@kgvitatsverlust der oxidativen
PhosphorylierungDieser kann direkt durch herabgesetzte Transportkapazitat von ADP und
ATP Uber die Innenmembrarode indirekt Uber eine weitere Bwbilisation der
Atmungskettenkomplexe hervorgerufen werdgirertens eine verminderte Stressresistenz
durch vermehrt anfldnde ROS durch die geringere Anzahl an Superkomplexen und eine

erhohte ROSProduktion der Assemblierungsintermediate.

Die dargestellterErkenntnisseind Spekulationehabenin mehreren Hinsichtemedizinische
Relevanz So werden viele mendelisch vererititochondriopathien durch Mutationen in
COX-Assemblierungsfaktoren verursadi@houbridge, 2001 Konkret konnten Mutationen

fur die Gene SurflScol und Sco2, Cox10 und Cox15 mitonhondrialer Dysfunktion und
121



Diskussion

respiratorischem Zellversagen in Verbindung gebracht werdém. die meisten der
beobachtetephanotypischen Atmungskett®efizienzensind jedoch noch keine zumde
liegenden Mutationerdentifiziert worden Die Identifikationeines veiterenFaktors, der die
Stabilitat von Superkomplegn beeinflusst, kénte helfen die physiologische und
pathophysiologischRelevanz von Superkomplexen weiter zu verstehen und die Ursache von
AtmungsketterDefizienzennéher zubestimmen Erste Erkenntnisse an Modt®iganismen

von Zebrafischen belegen bereits, dass die Superkomplexftiona und dessen

Stabilitatsfaktoren wichtige Funktioném Organismufinnehmen.

DarUber hinaus legt der Aspekt einer durch Aim3ZXvermittelten Resistenz gegeniber
Hypoxie- und oxidativem Stresgs. oben)nahe, dass das Protedine zentrale Rollén der
Entartung von Zellen einnehmen konigEales et al., 20)6Weitere Studierkdnnteneine

mogliche Beteiligung des Proteins in der Kanzerogeae#éaren

Ein weiterer interessantenedizinischerAspekt ergibt sichauseinen kirzlich publizierten
therapeutischen Erfoldpei Mitochondriopathien. In Mausmodellewurde bei konstanter
Hypoxie sowohlder Phéanotypals auchder Schweregradvon Erkrankungen, die aliefekte
der Atmungskette zurtickzufihren sind, gemildédain et al.,, 2016 Higd2A (das
menschlibe Aim31-Homolog) ist & unter Hypoxie verstarkt expniertes Protein, welches
Superkomplexe stabilisiert und die baiesen Erkrankungenverstarkt auftretendeROS
Produktionreduziert(s.o.). Auch wenn dieser neue Therapieangatéichsbeim Menschen
evaluiert werden muss, savare das Aim31-Homolog als ein mdglicher Mediator der

Verminderung der RO®8roduktionin Betracht zu ziehen
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5 Zusammenfassung

Mitochondrien sind von Doppelmembranen umgebene Organellen und besitzen eine
komplex organisierte Membranarchitektdie sich an die metabolischen Zustande einer Zelle
adaptiert. Die AuRenmembran weist eine Hullenstruktur auf. Die Innenmembran istiliinterte
in die innere Grenzmembran, die der Aulienmembran eng anliegt, und in die Cristamembran,
die durch Einstllpung in die mitochondriale Matrix die Cristae ausbildet. Die innere
Grenzmembran ist mit der Cristamembran dudah Crista junctions verbunden. d3i sind
enge, meist kurze réhrenférmigdembrangrukturen. Insbesondere in Membranabschnitten,
in denen Crista junctions lokalisiert sind, ist die innere Grenzmenuaatzlichdurch
Kontaktstellen mit der AuRenmembran verbund&feiterhintretenMitochordrien tiber ihre
AulBenmembran mit anderen ZellorganelleiKontakt
Aus mehreren experimentellen Befunden ergab sich Wermutung, dass die
unterschiedlichen Subkompartimente der mitochondrialen Membranen durch eine
unterschiedliche Proteinzusammensetgeharakterisiert sind. Die vorliegende Arbkéte
das Zie] mit einem proteomischen Ansatz die Frage zu beantworten, welche Proteine in
welchen Bereichen der mitochondrialen Membranen lokalisiert sind. Dazu wurden isolierte
Mitochondrienmit einer Ultraschalbehandlungn kleine Vesikel zerlegt und dieséesikel
durch Gradientenzentrifugation entsprechend ihrer Dichte aufgetrennt. Anschlie3end wurden
sie einer semiquantitative proteomische Analyse mittels Isotopenbasierte
Massenspektrometrie (SILAGstable isotope labeling with amino acids incell cuture)
unterzogen. Durch diesen experimentellen Ansate unter Zuhilfename etablierte
Markerproteineder jeweiligen Membranbereichilonnten Proteine den unterschiedlichen
mitochondrialen  Membranabschnitten und  Mitochondassoziierten Membranen
zugeordnet werden.

Zuvorderst ist es gelungen, Proteine zu identifizieren, welche eine Anreicherung in Bereichen
von Kontaktstellen der inmen und &uf3eren Mitochondrienmembran aufweisen.

Zu diesen Proteinen gehdren sechs Proteine eines grof3en Proteinkomplexes, welcher als eine
wesentliche Determinante der mitochondrialen Membranarchitektur charakterisiert werden
konnte (MICOSKomplex; Mitoclondrialcontact site and cristarganizationsystem). Zu den
Proteinen gehodren Fcjl, das Hefehomolog von Mitofilin, vier integrale, bisher nicht
charakterisierte Innenmembranproteine (Ynl100w, Ygr235c, Ycl@b7¢br262c) und das
membranassoziierte YfrO11Diesa Protein@ wurdengemal des Komplexnamens MICOS
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die Bezechnung Mic zusammen mit ihrdvlolekulargewichterzugewiesenalso Mic60 (fur

Fcjl), Mic27 (fur Ynl100w), Mic26 (fur Ygr235c), Micl9 (fur YfrOllc), Micl2 (fur
Ybr262c) und Micl10 (fur YclO57@). Weitere Proteine mit einer Anreicherung im Bereich

von mitochondrialen Kontaktstellen konnten ebenfalls identifiziert werdida. genaue
Charakterisierung dieser Proteine bedarf jedoch weiterer Studien.

Daruber hinaus konnten durch die proteomische Analyse Hinweise gefunden werden, dass die
Proteinverteilung Uber die kontinuierliche Innenmembran nicht gleichmafiig, sondern
strukturiert ist. So sind CarriefProteine préaferenziell in der inneren Grenzmembran
lokalisiert, wohingegen mit mitochondrialer DNA assoziierte Proteine und mitochondriale

Ribosomen bevorzugt in enger Nachbarschaft zu Cristamembranen lokalisiert sind.

Neben mitochondrialen Proteinen konnte eine grof3e Anzahl von Proteinen aus der Vakuole
und dem endoplasmatischen Retikulum (ER) detektiert werden, die zusammen mit
Mitochondrien isoliert wurden. Dabei handelte es sich um Proteine, die entweder die
isolierten Mitochondrien kontaminierten oder um Proteine von Membranen, die spezifisch mit
der mitochondrialen Aul3enmembran interagieren. Auch diese Proteine wiesen typische
SILAC-Profile auf.

Durch die relativ spezifische Korrelation von SILARofilen und subzelluléarer Lokalisation
konnte fUr eine Vielzahl von bisher nicht charakterisierten FPreelokalisationsvorschlage
getatigtwerden. Neben typischen SILARrofilen konnten auch Ausnahmen von Organellen
spezifischen SILA@Profilen gefunden werden. Diese legen eine Lokalisation von Proteinen
in Organellenlbergreifenden Kontaktstellen nahe. @t der Datensatz Nachweise dafr,
dass Komponenten des ERMESmplexes éndoplasmicreticulummitochondria encounter
structure) an Kontaktstellen zwischen Mitochondrium und ER lokalisiert sind. Der ERMES
Komplex ist ein am Lipidtransfer und Lipidmetalsolius von Mitochondrien beteiligter
Proteinkomplex. Auch fiir Enzyme der Ergostesghthese, einen Sterdransporter sowie
Phospholipasen konnte eine Anreicherung im Bereich von Menriwataktstellen zwischen
Mitochondrien und ER gezeigt werden. Daribeinabs legt die proteomische
Lokalisationsstudie nahe, dass einige Proteine derGldbaser-amilie (YptProteine) eine
essenzielle Funktion in der Herstellung und Modulierung von Orgarniiergreifenden
Kontaktstellen haben.

Im weiteren Abschnitt der Aweit wurde das Protein Aim31 als ein mitochondriales
InnenmembraiProtein  mit Atmungskettenenzymodulierender Funktion charakterisiert.

Aim31-defiziente Hefezellen zeigten ein eingeschranktes Wachstum auf einem nicht
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fermentierbaren MediumUnter diesen \&chstumsbedingungen ist eine funktionierende
oxidative Phosphorylierung essentiell. Weiterhin konnte ein deutlich prolongierter
Wachstumsarresbei einem Mediumwechselvon einer fementidraren auf eine nicht
fermentierbare Kohlenstoffquellefestgestellt werden Das Protein interagiert mit
Untereinheiten sowohl der CytochromOxidase als auch der UbichirGlytochrom €
Oxidoreduktase. Das Fehlen des Proteins beeintrachtigt selektiv die enzymatische Aktivitat
der Cytochrom €xidase sowie die Stabilitat vambhermolekularen Superkomplexen der
beiden Atmungskettenenzyme. Die eingeschrankte Enzymaktivitat scheint nicht durch eine
verminderte Abundanz der Untereinheiten zustande zukommen, sondeemnsitlich auf

eine direkte ProtedProteininteraktionen vorAim31 mit Untereinheiten der Cytochrom c

Oxidase zurickzufuhren.

Die hier vorgelegten Ergebnisaaterstitzen die Hypothese, dass mitochondriale Membranen
heterogen sindObwohl die Membranestrukturell kontinuierlich sind,lassen & sich in
Abschnittemit spezifischen Proteinverteilungen differenzierBxie Analyse liefert weitere
Evidenz fir eineKompartimentierung der Innenmembran uedt eine durch spezifische
Membrankontakte vermittelte Kooperation der Auf3enmembran mit anderen Zellorganellen
nahe. Die Charakterisierung des Proteins Aim31, welches die Stabilitat von
Atmungskettenenzymen beeinflusst, konnteine Rolle in der Aufklarung der

Pathophysiologie von Mitochondriopathikaben
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Abkirzungsverzeichnis

7 AbkUrzungsverzeichnis

I 21V 12 Superkomplex der Atmungskettenenzy@wiochrom €
Oxidase(einmal bzw. zweimalundUbichinon
Cytochrom eOXidoreduktasdéfunktionales Dimer)

U Antikorper

ADP Adenosin5’-diphosphat

AIM Altered Inheritance rate of Mitochondria
Amp Ampicilin

APS Ammoniumperoxodisulfat

ATP Adenosin5’-triphosphat

AS Aminosaure

BN Blue native

BN-PAGE Blue native polyacrylamide gel electrophoresis
BSA Engl. bovine serum albumin

C-terminal Carboxyterminal

CPEO Chronisch progressive externe Opthalmoplegie
D Dextrose/Glucose

DHFR Dihydrofolatreduktase

DNA Desoxyribonukleinsaure

DTT Dithiothreitol

E. coli Eschericha coli

EDTA Ethylendiamintetraacetat

ER Endoplasmatisches Retikulum

ERMES Engl. ERmitochondria enconuter strcutures
ERMIONE Engl. ER-mitochondria organizing network

g 9,81 m/s2

Gen Gentamicin

FADH- Flavin-Adenin-Dinukleotid in reduzierter Form
GTP Guanin5 friphosphat

HIG1 Engl. Hypoxia inducible gene family 1
HIGD1A Engl. HIG1 domain family member 1A

1gG ImmunglobulinG

IPTG Isopropytb-D-thiogalactopyranosid
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kb
kDa
LHON

MBP
MDa
MELAS

MERF
MICOS
MOPS
MRT
NADH

NARP-Syndrom

N-terminal
oD
OXPHOS
PCR

PEG
PMSF
RNA

ROS

RT

SDS
SDSPAGE

SILAC

TBS
TCA
TEMED
Tet

TIM
TMD

Kilobasen
Kilodalton
Engl. Leber hereditary optic neuropathy

Engl. Maltose binding protein
Megadalton
Engl. Mitochondrial encephalomyopathggctic acidosis,
and strokedike episodes
Engl. Myoclonic Epilepsy wittRagged Red Fibers
mitochondrial contact site and cristae organizing system
3-(N-Morpholino)Propansulfonséaure
Magnetresonanztomographie
Nicotinamidadenindinukleotid, reduziert
Syndrom ausNeuropatie, Ataxie und Retinopathia
Pigmentosa
aminoterminal
Optische Dichte
Oxidative Phosphorylierung
Engl. Polymerase chain reaction
Polyethylenglykol
Phenylmethylsulfonylfluorid
Ribonukleinsaure
Engl. Reactve oxygen species
Raumtemperatur
Natriumdodecylsulfat
Engl. Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gelkc-
trophoresis
Engl. Stableisotope labeling with amino acids irelt
culture
Tris gepufferte Saline
Trichloressigsaure
N, N, NTetraMéthylethylendiamin
Tetrazyklin
Engl. Translocase of the innetembrane
Transmembrandomane
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Abkirzungsverzeichnis

TOB Engl. topogenesis of mitochondrial outer membraee b

ta-barrel proteins

TOM Engl. translocase of the outer membrane
Tris 2-Amino-2-(hydroxymethyl}1,3-propandiol
TX-100 TritonX-100

U Unit

uv Ultraviolett

Vs. Versus

viv Volumen pro Volumen

wiv Gewicht pro Volumen

WT Wildtyp

Abkurzung fur Proteinnamen entstamnusm Datenbank Saccharomyces Genome Database
(www.yeastgenome.org)

Die Einheitenzeichen entsprechen den Vorgaben des Ituteral@n Einheitensystems (SI,
Syst me inter.national douni t ®s)
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Anhang

8 Anhang

Probenname Link zu den MassenspektrometiRohdaten

http://mbi08013.bio.med.uni
SID811_080910_Hisl muenchen.de/mascot/cgi/master_results.pl?file=..%2Fdata%2F20101004%2FF015735.dat

http://mbi08013.bio.med.uni
SID811_080910_His2 muenchen.de/mascot/cgi/master_results.pl?file=..%2Fdata%2F20101004%2FF015736.dat

http://mbi08013.bio.med.uni
SID811 080910 His3 muenchen.de/mascot/cgi/master_results.pl?file=..%2Fdata%2F20101004%2FF015737.dat

http://mbi08013.bio.med.uni
SID811 080910 His4 muenchen.de/mascot/cgi/master_results.pl?file=..%2Fdata%2F20101004%2FF015738.dat

http://mbi08013.bio.med.uni
SID811_080910_His5 muenchen.de/mascot/cgi/master_results.pl?file=..%2Fdata%2F20101004%2FF015739.dat

http://mbi08013.bio.med.uni
SID811 080910 His6 muenchen.de/mascot/cgi/master_results.pl?file=..%2Fdata%2F20101004%2FF015740.dat

http://mbi08013.bio.med.uni
SID811 080910 His7 muenchen.de/mascot/cgi/master_results.pl?file=..%2Fdata%2F20101004%2FF015741.dat

http://mbi08013.bio.med.uni
SID811 080910 His8 muenchen.de/mascot/cgi/master_results.pl?file=..%2Fdata%2F20101004%2FF015742.dat

http://mbi08013.bio.med.uni
SID811_080910_His9 muenchen.de/mascot/cgi/master_results.pl?file=..%2Fdata%2F20101004%2FF015744.dat

http://mbi08013.bio.med.uni
SID811_080910_His10 muenchen.de/mascot/cgi/master_results.pl?file=..%2Fdata%2F20101004%2FF015745.dat

http://mbi08013.bio.med.uni
SID811 080910 Hisll muenchen.de/mascot/cgi/master_results.pl?file=..%2Fdata%2F20101004%2FF015746.dat

http://mbi08013.bio.med.uni
SID811 080910 Hisl12 muenchen.de/mascot/cgi/master_results.pl?file=..%2Fdata%2F20101004%2FF015747.dat

http://mbi08013.bio.med.uni
SID811_080910_His13 muenchen.de/mascot/cgi/master_results.pl?file=..%2Fdata%2F20101004%2FF015748.dat

http://mbi08013.bio.med.uni
SID811_080910_WT1 muenchen.de/mascot/cgi/master_results.pl?file=..%2Fdata%2F20101004%2FF015749.dat

http://mbi08013.bio.med.uni
SID811_080910_WT2 muenchen.de/mascot/cgi/master_results.pl?file=..%2Fdata%2F20101004%2FF015750.dat

http://mbi08013.bio.med.uni
SID811 080910 WT3 muenchen.de/mascot/cgi/master_results.pl?file=..%2Fdata%2F20101004%2FF015751.dat

http://mbi08013.bio.med.uni
SID811_080910_WT4 muenchen.de/mascot/cgi/master_results.pl?file=..%2Fdata%2F20101004%2FF015752.dat

http://mbi08013.bio.med.uni
SID811 080910 WT5 muenchen.de/mascot/cgi/master_results.pl?file=..%2Fdata%2F20101004%2FF015753.dat

http://mbi08013.bio.med.uni
SID811_080910_WT6 muenchen.de/mascot/cgi/master_results.pl?file=..%2Fdata%2F20101004%2FF015754.dat

http://mbi08013.bio.med.uni
SID811 080910 WT7 muenchen.de/mascot/cgi/master_results.pl?file=..%2Fdata%2F20101004%2FF015755.dat

http://mbi08013.bio.med.uni
SID811 080910 WT8 muenchen.de/mascot/cgi/master_results.pl?file=..%2Fdata%2F20101004%2FF015756.dat

http://mbi08013.bio.med.uni
SID811 080910 WT9 muenchen.de/mascot/cgi/master_results.pl?file=..%2Fdata%2F20101004%2FF015757.dat

http://mbi08013.bio.med.uni
SID811_080910_WT10 | muenchen.de/mascot/cgi/master_results.pl?file=..%2Fdata%2F20101004%2FF015758.dat

http://mbi08013.bio.med.uni
SID811 080910 _WT11 | muenchen.de/mascot/cgi/master_results.pl?file=..%2Fdata%2F20101004%2FF015759.dat

http://mbi08013.bio.med.uni
SID811_080910_WT12 | muenchen.de/mascot/cgi/master_results.pl?file=..%2Fdata%2F20101004%2FF015760.dat

http://mbi08013.bio.med.uni
SID811 080910 WT13 | muenchen.de/mascot/cgi/master_results.pl?file=..%2Fdata%2F20101004%2FF015734.dat
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