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1. Einleitung

1.1 Mitochondrien

1.1.1 Aufbau und Funktionen

Mitochondrien sind als essentielle Zellorganellen in allen eukaryotischen,
kernhaltigen Zellen vorzufinden. Zu den vielfdltigen Funktionen im Stoffwechsel gehért in
erster Linie die Bereitstellung der Energiequelle ATP durch oxidative Phosphorylierung.
Dariiber hinaus beherbergen sie eine Reihe von weiteren essentiellen Stoffwechselwegen.
Dazu gehoren der Citratzyklus, die B-Oxidation von Fettsauren, der Harnstoffzyklus, die
Synthese von Ham, Aminosauren, Eisen-Schwefelclustern, die Regulation des intrazellularen

1> Des Weiteren spielen

Kalziums, sowie die Synthese und der Abbau von Proteinen
Mitochondrien eine entscheidende Rolle in der Regulation des programmierten Zelltods, der
Apoptose, sowie in Alterungsprozessen der Zelle ©’.

Der Aufbau von Mitochondrien wird wesentlich durch zwei hoch spezialisierte
Doppellipidmembranen und die somit entstehenden Subkompartimente bestimmt: die
Aullenmembran grenzt das Zellorganell zum Zytosol ab und umschlieft mit der
Innenmembran den sogenannten Intermembranraum. Der von der Innenmembran gebildete
Raum wird als Matrix bezeichnet. In der Matrix finden wichtige Stoffwechselwege wie
beispielsweise der Citratzyklus oder der Harnstoffzyklus statt. Die Komponenten der
Atmungskette sind hauptsachlich in und an der Innenmembran lokalisiert, wo durch
Oxidation von NADH und FDH2 eine Elektronentransportkette entsteht, die den
Protonengradienten zwischen Innenmembran und Matrix aufrechterhdlt. Dieser
elektrochemische Gradient treibt wiederum die ATP-Synthase an, welche ATP synthetisiert &
1 Des Weiteren bildet die Innenmembran Einstiilpungen, sogenannte Cristae, die zu einer

11,12

OberflachenvergroRerung fihren und deren Morphologie stark vom Organismus, dem

11,13-1 . .
2315 An der mitochondrialen

Gewebetyp und den Wachstumsbedingungen abhangt
AuBenmembran wiederum sind Proteine lokalisiert, die in wichtige Prozesse wie
beispielsweise die Apoptose, die Autophagie von Mitochondrien (Mitophagie) und die

Membranfusion und —teilung involviert sind.



1.1.2 Importwege mitochondrialer Proteine

Der Endosymbiontentheorie nach waren Vorlaufer der Mitochondrien prokaryotische
a-Proteobakterien, die mit eukaryotischen Vorlauferzellen eine Symbiose eingingen und
somit die Vorteile der Atmungskette mitbrachten. SchlieRlich entwickelten sie sich zu

1617 Mitochondrien besitzen weiterhin ein eigenes

zelleigenen, essentiellen Organellen
Genom und ein entsprechendes System flir Transkription und Translation von Proteinen,
jedoch wird ein GroRteil der fiur den Aufbau und Funktion von Mitochondrien bendétigten
Proteine im Zellkern kodiert und nach Transkription an zytosolischen Ribosomen translatiert.

18,19
= und

Diese im Zytosol synthetisierten Proteine miissen ins Mitochondrium transportiert
den einzelnen Subkompartimenten richtig zugeordnet werden. Dazu existieren mehrere
spezifische Transportsysteme, die im Folgenden kurz erldutert werden sollen. Die genannten
Proteinnamen beziehen sich dabei auf die jeweiligen Proteine in Saccharomyces cerevisiae.
In der AuRenmembran ermoglicht Porin die freie Diffusion von kleinen Molekdlen bis

zu einer GroRe von 2-6 kDa in den Intermembranraum 2%%

. Fir den Transport groRerer
Proteine stehen Translokations-Komplexe zur Verfligung. Der TOM-Komplex (Translocase of
the outer Membrane) in der AuRenmembran besteht aus mehreren Membranproteinen:
Tom40 stellt den eigentlichen Kanal zur Passage von Proteinen dar und bildet mit dem
Rezeptorprotein Tom22 und weiteren kleinen Tom-Proteinen den TOM-Kernkomplex. Tom20
und Tom70 wirken primar als Rezeptorproteine. Wahrend Tom20 vor allem Proteine mit
einem N-terminalen Sortierungssignal erkennt, dient Tom70 vorwiegend als Rezeptor fir
Proteine mit internen Sortierungssignalen. Beide vermitteln somit die mit mitochondrialen
Sortierungssignal ausgestatteten Proteine aus dem Zytosol weiter an den TOM-Kernkomplex
zum Import in den Intermembranraum oder zur Insertion in die AuBenmembran #2%72°,
Zusatzlich zum TOM-Komplex ermoglicht der TOB-Komplex (topogenesis of mitochondrial
outer-membrane beta-barrel proteins) die Insertion von [-barrel-Proteinen in die
AuRenmembran *#%4%

In der Innenmembran existieren zwei unterschiedliche Translokations-Komplexe: der
TIM22-Komplex und der TIM23-Komplex (Translocase of the inner Membrane). Wie beim

TOM-Komplex bestehen auch die TIM-Komplexe jeweils aus mehreren funktionellen

Untereinheiten.



Der TIM22-Komplex erkennt zumeist sehr hydrophobe Proteine mit internem
Sortierungssignal und inseriert diese in die Innenmembran, wobei die Untereinheiten Tim9-

18,23,2628-31 piage kleinen Tim-Proteine

Tim10 und Tim8-Tim13 als Chaperone fungieren
sorgen dafiir, dass die Proteine beim Transport im ungefalteten Zustand bleiben und keine
falschen Interaktionen ausbilden.

Der TIM23-Komplex transportiert Proteine mit N-terminalen Sortierungssignalen
entweder in die Matrix oder inseriert sie lateral in die Innenmembran. Neben Tim23 gehdéren
unter anderem Tim17, Tim50, Tim 21, das mitochondriale Chaperon mtHsp70, sowie die
Proteine Tim16 (Paml16), Paml7, Tim14 (Pam18), Tim44 wund Mgel zum
Translokationskomplex 18,26,32-37

Um |8sliche Proteine im Intermembranraum zu halten existiert ein Disulfid-Transfer-
System mit den Proteinen Mia40 und Ervl. Substrate dieses Systems sind Proteine mit
konservierten Cysteinmotiven, zum Beispiel Cox17, Cox19 und die kleinen Tim-Proteine (Tim
8,9, 10, 12, 13). Beim Import in den Intermembranraum interagieren diese Proteine Uber
ihre konservierten Cysteine mit Mia40 unter Ausbildung von Disulfidbriicken, die
anschliefend auf das Substrat tbertragen werden. Dadurch wird die stabile Faltung dieser
Proteine gewahrleistet, wodurch sie den Intermembranraum nicht mehr durch den TOM-
Komplex verlassen kénnen. Ervl, ein Protein mit Sulfhydryloxidase-Aktivitdt, wird eine

Funktion zur Aufrechterhaltung von Mia40 in oxidierter Form zugeschrieben 21,3840,

1.1.3 Qualitatskontrolle und Abbau mitochondrialer Proteine

Das mitochondriale Proteom unterliegt einer stindigen Dynamik von Synthese,
Transport, Faltung und Abbau aller Proteine. Damit Mitochondrien einwandfrei
funktionieren, muss ein Gleichgewicht zwischen diesen Prozessen bewahrt und fehlerhafte
Ablaufe korrigiert werden. Dabei stellen insbesondere fehlgefaltete Proteine eine Gefahr dar.
Diese kdnnen zum einen ihre natlirliche Funktion nicht erfillen und zum anderen neigen sie
dazu toxische Aggregate zu bilden, die die gesamte Zelle schadigen koénnen. Als
Nebenprodukt der Zellatmung und ATP-Synthese entstehen in Mitochondrien kontinuierlich
auch Sauerstoffradikale (reactive oxygen species, ROS), die zuséatzlich Proteine modifizieren

und zur Fehlfaltung fihren konnen. Fehlgefaltete Proteine miissen erkannt und wieder zu



ihrer richtigen Struktur verholfen oder abgebaut werden. Dazu existiert ein komplexes
System zur Proteinqualititskontrolle, (iber das im Folgenden ein Uberblick gegeben werden

soll.
1.1.3.1 Mitochondriale Chaperone und Proteasen

Wahrend Proteine mit mitochondrialen Sortierungssignal aus dem Zytosol in die

verschiedenen mitochondrialen Kompartimente transportiert werden, missen sie im

183041 "Erst am Ort ihrer Bestimmung erfolgt dann die

ungefalteten Zustand gehalten werden
Ausbildung der Tertidrstruktur und ggf. Assemblierung zu Proteinkomplexen. Um diese
Prozesse sicherzustellen, agieren in Mitochondrien verschiedene Chaperone und Proteasen.
Ein wichtiges Element im mitochondrialen Chaperon-System ist mtHsp70 (Sscl in S.
cerevisiae), das den Proteinimport Gber die TOM- und TIM-Komplexe und die Proteinfaltung

41,42

unterstitzt . Bestimmte Matrixproteine erhalten zusatzliche Unterstitzung durch die

41,43

Chaperonine Hsp60 und Hsp10 bei der Faltung . Das Chaperonin Hsp78 kann aggregierte

Proteine auflésen und zusammen mit mtHsp70 wieder zur richtigen Tertidrstruktur verhelfen
44,45

Neben Chaperonen stellen ATP-abhdngige Proteasen einen weiteren wichtigen
Bestandteil des Proteinqualitdtskontrollsystems dar. In der mitochondrialen Matrix sorgt die
Protease Lon (Piml in S. cerevisiae) fir den Abbau von denaturierten oder oxidativ

41,46,47

geschadigten Proteinen . Dabei arbeitet Lon/Pim1 zusammen mit dem Chaperone-

System, wobei letzteres die Substrate im ungefalteten Zustand halt, sodass der

4849 1n der Innenmembran sind zwei

proteolytische Abbau durch Lon/Pim1 stattfinden kann
AAA-Proteasekomplexe lokalisiert: die m-AAA Protease besteht in S. cerevisiae aus den
Untereinheiten Ytal0 und Ytal2 und zeigt mit ihrer katalytischen Domane in die Matrix; die i-
AAA Protease Ymel ist in die andere Richtung ausgerichtet und im Intermembranraum aktiv
4130 Beide Proteasekomplexe sind fir die Entfaltung und Abbau von Proteinen zustandig >t
wobei Ymel auch Chaperonaktivitit im Intermembranraum nachgewiesen wurde 2. Sie
regeln somit die Proteinhomodostase in und um die Innenmembran, die als Sitz der
Atmungskettenkomplexe und essentiellen Translokationskomplexe eine zentrale Rolle in

Mitochondrien einnimmt.



1.1.3.2 Mitochondriale Unfolded-Protein-Response (mtUPR)

Als Antwort auf ausgeprdgten Zellstress mit massiver Akkumulation von fehlerhaft
gefalteten Proteinen wurden komplexe Signalwege wu.a. flir das Zytosol und
endoplasmatische Retikulum identifiziert. Diese sogenannte Unfolded Protein Response
(UPR, dt. Antwort auf ungefaltete Proteine) fluhrt mittels Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren zur Synthese von Chaperonen und damit zur Neufaltung oder zum
verstarkten Abbau fehl- oder ungefalteter Proteine und somit zur Wiederherstellung der
Proteinhomdostase *°. Arbeiten insbesondere in Caenorhabditis elegans zeigen, dass eine
solche UPR auch spezifisch fiir Mitochondrien existiert, die sogenannte mtUPR > Als
Komponenten der mtUPR wurden bisher die Transkriptionsfaktoren DVE-1 und ATFS-1, ein
Ubiquitin-ahnliches Protein UBL-5 und die mitochondrialen Proteine CLPP-1 und HAF-1

identifiziert >’

. Es wird angenommen, dass mtUPR initiiert wird, wenn die Menge
ungefalteter Proteine in der Matrix die Kapazitdt der dortigen Chaperone (iberschreitet und
ein Teil Uber die AAA+ Protease ClpXP degradiert werden. Die daraus resultierenden Peptide
werden Uber den in der Innenmembran lokalisiertem ABC-Transporter HAF-1 bis ins Zytosol
transportiert und bilden, neben dem Verlust des mitochondrialen Membranpotentials, damit
wahrscheinlich das Signal fir die Aktivierung und Akkumulation des Transkriptionsfaktors
ATFS-1 im Zellkern. Unterstltzt wird die Trankriptionsaktivierung mitochondrialer Chaperone

53,57

zusatzlich durch einen Komplex aus DVE-1 und UBL-5 . Durch die Hochregulation von

Chaperonen kann dann der Stérung der Proteinhomdostase effektiv begegnet werden.
1.1.3.3 Ubiquitin-Proteasom-System (UPS)

Neben mitochondrialen Chaperonen und Proteasen spielt neuen Erkenntnissen nach
auch das zytosolische Ubiquitin-Proteasom-System (UPS) eine Rolle in der mitochondrialen
Proteinqualitatskontrolle. Das Proteasom ist ein primar im Zytosol lokalisierter
Proteinkomplex und fiir den Abbau von Proteinen aus dem Zytosol und Endoplasmatischem
Retikulum nach Konjugation an Ubiquitin zustdndig > Neue Erkenntnisse zeigen wie das UPS
auch beim Umsatz von mitochondrialen Proteinen, insbesondere Proteinen der
AuBenmembran involviert ist. So wurde in S. cerevisiae flir das AuBenmembranprotein Fzol
ein UPS-abhédngiger Abbauweg beschrieben, in dem Fzol durch die Ubiquitin-Ligase Mdm30

ubiquitinyliert und durch das Proteasom anschlieBend abgebaut wird *°. Weitere Ubiquitin-
5



Ligasen wurden ebenfalls bereits an der mitochondrialen AuRenmembran identifiziert .
Uber die Zwischenschritte zur Vermittlung von mitochondrialen Proteinen an das Proteasom
zum proteolytischen Abbau ist bisher noch wenig bekannt. Fiir das zytosolische Protein Vms1
wurde jedoch bereits gezeigt, dass es unter oxidativem Stress die Proteine Cdc48 und Npl4
an die mitochondriale AuBRenmembran rekrutiert und somit eine entscheidende Rolle beim
UPS-abhangigen Abbau mitochondrialer Proteine spielen kdnnte ® Cdc48 und Npl4 werden
bisherigem Wissen nach vor allem eine Rolle beim proteasom-abhdngigen Abbau von
fehlgefalteten Proteinen aus dem Endoplasmatischem Retikulum zugeschrieben %2 Neben
dem Abbau maturierter Proteine gibt es auch Hinweise auf eine Funktion des UPS beim
Abbau von  mitochondrialen  Proteinvorstufen. So  werden  moglicherweise
Intermembranraumproteine, insbesondere die Mia40-Substrate, bereits vor ihrem Import

vom UPS im Zytosol abgebaut und dadurch quantitativ reguliert ®.
1.1.3.4 Mitochondriale Dynamik und Mitophagie

Eine weitere Moglichkeit Zellstress entgegen zu wirken liegt in der dynamischen Natur
von Mitochondrien: die stiandigen Fusions- und Teilungsprozesse mithilfe der
mitochondrialer GTPasen Fzol, Mgm1 und Dnm1 sowie weiterer assoziierter Proteine 6465
bewirken eine Qualitdtssicherung der Gesamtheit aller Mitochondrien einer Zelle. Durch
Fusion von Mitochondrien entsteht eine Durchmischung des Gen- und Proteinpools,
wodurch Defizite einzelner geschadigter Mitochondrien kompensiert werden kénnen 66,67,
Mittels Teilung und Segregation werden wiederum stark geschadigte Organellen vom
gesunden mitochondrialen Netzwerk abgespalten und der Mitophagie zugefiihrt %8 Die
Mitophagie beschreibt den autophagischen Prozess bei dem selektiv Mitochondrien von
Vesikeln umhillt dem Abbau durch das Lysosom oder Vakuole zugefiihrt werden. Neben
Qualitatskontrolle wird auch die Anzahl an Mitochondrien an unterschiedliche metabolische
Anforderungen durch Mitophagie stetig angepasst. So fuhrt beispielsweise in Hefezellen der
Wechsel von respiratorischen auf fermentierbaren Wachstumsmedien relativ schnell zu einer
Abnahme von Mitochondrien, wobei der spezifische Abbau von Mitochondrien Uber

69,70

Mitophagie vermutlich eine wichtige Rolle spielt . In S. cerevisiae wurde bisher als

bedeutender Faktor in der Initiierung der Mitophagie das mitochondriale Protein Atg32

71,72

identifiziert . Atg32 ist ein Transmembranprotein der mitochondrialen Aulenmembran



mit einer N-terminalen Domane im Zytosol. Bei Induktion von Mitophagie wird Atg32
phosphoryliert und interagiert mit Atgll und Atg8 zur Formation von Autophagosomen,

wodurch die Mitochondrien dem phagolytischen Abbau zugefiihrt werden 7%,

1.1.4 Mitochondriale Fehlfunktion und neurodegenerative Erkrankungen

Mitochondrien sind in fast allen menschlichen Korperzellen vorhanden und nehmen
dort vielfaltige Funktionen im Stoffwechsel ein, sodass eine mitochondriale Fehlfunktion zu
zahlreichen unterschiedlichen Erkrankungen fihrt und die verschiedensten Organsysteme
betreffen kann. Aufgrund der entscheidenden Aufgabe von Mitochondrien zur Bereitstellung
von Energie in Form von ATP sind bei mitochondrialer Dysfunktion jedoch insbesondere
Gewebe mit hohem Energiebedarf, also Nervengewebe und Muskeln, betroffen. Neuronales
Gewebe ist weiterhin durch eine geringe Regenerationsfahigkeit gekennzeichnet und somit
besonders anfallig fur jegliche Form von Zellstress. Fiir eine Reihe von neurologischen
Erkrankungen wurden in den letzten Jahren mitochondriale Defekte als wichtiger Faktor in
der Pathogenese identifiziert. Von hoher klinischer Relevanz sind dabei die Alters-

assoziierten neurodegenerativen Erkrankungen wie Morbus Parkinson und Morbus

75-78 78,79

Alzheimer , aber auch seltenere Erkrankungen wie die Amyotrophe Lateralsklerose ,
Chorea Hungtington 8 und Prionenerkrankungen 8 Diese neurodegenerativen Erkrankungen
sind dadurch gekennzeichnet, dass sie meist erst mit zunehmendem Alter in Erscheinung
treten. Wahrend des Alterungsprozesses akkumulieren zellulare Schaden durch Mutationen
in der DNA und oxidativen Stress. Durch Defekte der mitochondrialen Atmungskette wird die
Energieproduktion beeintrachtigt und vermehrt Sauerstoffradikale (reactive oxygen species,
ROS) als Nebenprodukte gebildet, die wiederum schadigend auf ihre Umgebung wirken. Fur
die neurodegenerativen Erkrankungen wurden in Studien genetische und umweltbedingte
Faktoren identifiziert, die in ihrer Konstellation mitochondriale Dysfunktion und oxidativen
Stress fordern, wodurch als Folge neuronales Gewebe verfriiht und in groBem Umfang

zugrunde geht 8283

. Eine Belastung mit ROS fihrt zu vermehrten Fehlbildungen von
Proteinen, die akkumulieren und toxische Wirkungen entfalten kénnen, wie z.B. in M.
Alzheimer und M. Parkinson. In Anbetracht der genannten Faktoren in der Entstehung

neurodegenerativer Erkrankungen kommt der mitochondrialen Qualitdtskontrolle eine



wichtige Rolle zu bei der Erhaltung der mitochondrialen Funktion, dem Abfangen von ROS

und dem Abbau fehlgefalteter Proteine.
1.2 AAA-Proteine und ihre Funktionen in der Zelle

AAA-Proteine (AAA = ATPases Associated with diverse cellular Activities) bilden eine
grolle Proteinfamilie mit vielfaltigen zellularen Funktionen. Das gemeinsame Merkmal aller
AAA-Proteine ist eine hoch konservierte ATP-Bindungsdomane aus 200-250 Aminosauren mit
WALKER-A und -B-Motiven als funktional bedeutsame Proteinsequenzen. AAA-Proteine
bilden Oligomere, meist in Form von Hexameren, und bilden somit ringférmige Strukturen
mit einer zentralen Pore. Uber diese zentrale Pore werden Substrate gebunden und
prozessiert. Dabei kommt es durch Bindung wund Hydrolyse von ATP zu
Konformationsdanderungen im Protein und diese mechanische Energie wird auf die zu
bearbeitenden Substrate Gbertragen B8,

AAA-Proteine nehmen wichtige Rollen bei der Faltung, Entfaltung, Transport und
Abbau von Proteinen sowie Assemblierung grofRer Proteinkomplexe ein und finden sich in
den unterschiedlichsten Zellkompartimenten wieder. In Mitochondrien wurden bisher vier
AAA-Proteine identifiziert, die von zentraler Bedeutung sind und in allen kernhaltigen Zellen
von der Hefe bis zum Menschen konserviert sind. Die Funktionen dreier dieser AAA-Proteine
sind bereits sehr gut verstanden. Die beiden AAA-Protein-Komplexe Yta10/12 und Ymel sind
ATP-abhdngige Proteasen mit Lokalisation in der mitochondrialen Innenmembran und regeln
dort die Proteinhomdoostase (siehe auch Abschnitt 1.1.3.1.). Mutationen in den menschlichen
Homologen fiihren zum Krankheitsbild der Spastischen Tetraplegie. So werden die Proteine
auch als Paraplegin bezeichnet . Das dritte mitochondriale AAA-Protein Bcs1 ist ebenfalls in
der Innenmembran verankert und nimmt eine wichtige Funktion in der Assemblierung der
Atmungskette ein, indem es fir den Transport und Insertion der essentiellen Untereinheit
Ripl in den Cytochrom-c-Reduktase-Komplex (Komplex 111) verantwortlich ist 2. Auch fiir
Bcsl1 sind Mutationen beschrieben, die genetische Erkrankungen auslésen, u.a. das GRACILE

%91 " Die Funktion eines vierten AAA-Proteins in

Syndrom und das Bjornstad-Syndrom
Mitochondrien, Mspl, ist jedoch noch wenig verstanden, sodass Mspl noch einer

funktionellen und strukturellen Charakterisierung bedarf.



1.3 Das Protein Msp1l

Das Gen MSP1 wurde zuerst identifiziert im Rahmen eines Versuchs in Hefezellen zur
Selektion von Komponenten, welche die Lokalisierung von mitochondrialen Proteinen
zwischen AuBenmembran und Intermembranraum beeinflussen °%. Dabei wurde festgestellt,
dass die Hochregulation eines bis dato nicht charakterisierten Genabschnitts zur Lokalisation
eines Fusionsproteins bestehend aus der Signalsequenz von Tom70 (einem
AulRenmembranprotein) und dem reifen Cytochrom c; (einer katalytischen Untereinheit des
respiratorischen Komplex Ill) von der AuBRenmembran in die Innenmembran fihrt. Dieses
Gen wurde MSP1 (mitochondrial sorting of proteins) genannt. Weitere Analysen zeigten,
dass das Genprodukt Mspl ein hochkonserviertes Protein mit einer Molekilmasse von 40
kDa ist, das mit einer Transmembrandomane in der AuBenmembran verankert liegt und
seine l6sliche C-terminale Domane zum Zytosol hin exponiert. Msp1 besitzt ein konserviertes
ATP-Bindungsmotiv und gehort damit in die Gruppe der AAA-Proteine. Da AAA-Proteine
bekannterweise insbesondere Funktionen in Proteinfaltung-, -abbau und -—transport
wahrnehmen, ist es denkbar, dass auch die Funktionsweise von Mspl einem &ahnlichen
Mechanismus folgt. Mspl selbst tragt allerdings keine Proteasedomadne. Des Weiteren ist
Msp1l ein hochkonserviertes Protein, dessen kodierendes Gen sich in den Datenbanken aller
total sequenzierter Genome wiederfindet, sodass eine wichtige Funktion des Proteins im

zellularen Stoffwechsel angenommen werden kann.

1.4 Hefe als Modellorganismus

In dieser Arbeit dient die Backerhefe Saccharomyces cerevisiae als Modellorganismus.
S. cerevisiae gehort zu den einzelligen Pilzen und vermehrt sich durch Knospung. Als ideales
Studienobjekt hat S. cerevisiae eine kurze Verdopplungszeit und ldsst sich unter
verschiedenen Wachstumsbedingungen einfach und in groBen Mengen kultivieren.
Besonders geeignet fir die Erforschung von Mitochondrien ist die Eigenschaft von
Hefezellen neben der oxidativen Phosphorylierung auch Fermentation zur ATP-Synthese zu
betreiben. Damit sind viele Mutanten mit mitochondrialer Dysfunktion weiterhin

Uberlebensfahig und einer molekulargenetischen Analyse zuganglich. Das Genom von S.



cerevisige wurde als erstes aller eukaryotischen Organismen vollstindig sequenziert **. Da
sich die nicht-essentiellen Gene im Genom von S. cerevisiae relativ leicht in vivo deletieren

lassen °+%°

und somit in experimentellen Ansatzen die Genprodukte auf ihre biologische
Funktion hin untersucht werden koénnen, existiert gegenwartig flr ca. 85% der fast 5800
Protein-codierenden Genen bereits ein grundlegendes Verstdandnis der Funktion ihrer
Genprodukte % Des Weiteren sind fiir ca. 1000 Gene Homologe im Menschen bekannt, die
mit Erkrankungen assoziiert sind ’. Somit kdnnen anhand von Studien an Hefe auch

Rickschliisse auf molekulare Mechanismen und biochemische Vorgange und damit

verbundene Krankheitsentstehung in menschlichen Zellen gezogen werden.

1.5 Zielsetzung der Arbeit

Uber die physiologische Funktion des mitochondrialen AAA-Proteins Msp1 ist bisher
nicht viel bekannt, trotz seiner hohen Konservierung von Hefe bis zum Menschen. Seine
Lokalisation in der mitochondrialen AuRenmembran steht im Gegensatz zu den anderen
bisher bekannten membranstandigen mitochondrialen AAA-Proteinen, die alle in der
Innenmembran lokalisiert sind. Da AAA-Proteine generell Funktionen im Bereich der
Proteinfaltung-, -abbau und —transport einnehmen, indem sie entfaltete Proteine durch ihre
ATP-gesteuerte Pore translozieren und somit dem Abbau oder Assemblierung zufiihren,
ware eine entsprechende Funktion von Mspl an der AuRenmembran anzunehmen. Msp1l
konnte somit am Erhalt der ProteinhomoOostase mitwirken, wobei eine Interaktion mit
bekannten Proteinqualitatskontrollsystemen wie z.B. der Mitophagie oder dem Proteasom
durch seine Lokalisation an der mitochondrialen AuRenmembran denkbar waren.

Ziel dieser Arbeit ist somit die funktionelle Charakterisierung des mitochondrialen
AAA-Proteins Mspl im Modellorganismus Hefe insbesondere im Hinblick auf Funktionen im
Proteintransport und des Abbaus von mitochondrialen Proteinen. Dazu sollen zunachst
Deletions- und Uberexpressionsmutanten von MSP1 in Hefe generiert und deren
Zellwachstum und Phanotypen charakterisiert werden. AnschlieRend soll untersucht werden,
ob Deletion oder Uberexpression von MSP1 quantitative Verdnderungen im mitochondrialen
Proteom hervorrufen, um somit mogliche Substrate des AAA-Proteins zu identifizieren.

Zuletzt soll noch der Einfluss von Msp1 auf die Mitophagie und den proteasomabhangigen
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Abbau von mitochondrialen Proteinen analysiert werden, indem der Proteinabbau in den
MSP1-Expressionsmutanten unter entsprechenden Bedingungen verfolgt wird.
Damit soll versucht werden die physiologische Funktion von Msp1 einzugrenzen und

seine Rolle im zellularen Stoffwechsel zu verstehen.

2. Material und Methoden

2.1 Molekularbiologische Methoden

2.1.1 DNA-Amplifizierung durch Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR) ist eine Methode zur
exponentiellen  Vervielfdltigung  spezifischer  DNA-Sequenzen durch  wiederholte
Denaturierung und anschlieRender Replikation entlang der Einzelstrange der Ziel-DNA. Dazu
werden zwei verschiedene Primer bendtigt. Primer  sind synthetische
Oligodesoxyribonukleide, deren Sequenz so gewahlt wurde, dass sie komplementar zu der
Sequenz jeweils eines Einzelstrangs der zu vervielfdltigenden DNA ist. Nach Anlagerung an
die komplementdare DNA-Sequenz werden die Primer an ihrem freien 3°-OH-Enden durch
eine thermostabile DNA-Polymerase unter Einbau von Desoxyribonukleosidtriphosphate
(dNTPs) verlangert. Unter idealen Bedingungen verdoppelt sich somit die Anzahl an
gewlinschter DNA-Sequenz mit jedem Zyklus.

Als thermostabile Polymerasen kamen die Tag-DNA-Polymerase (NE Biolabs), die
Phusion-High-Fidelity-DNA-Polymerase (NE Biolabs) und die Q5-High-Fidelity-DNA-
Polymerase (NE Biolabs) zum Einsatz.

Ein typischer Reaktionsansatz fiir PCR:

Komponenten 50 pl Reaktionsansatz Endkonzentration

DNA-Matrize (Template) 0,5 ul Ca.lng—-1pg

DNA-Polymerase 0,5 ul 0,02 U/ul
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100uM Forward Primer 0,3 ul 0,6 uM
100uM Reverse Primer 0,3 ul 0,6 uM
2mM dNTPs 5ul 200 pm

5-fach Puffer  (enthalt | 10 ul

MgCl,)

1-fach (2mM MgCl,)

Nuklease-freies Wasser

auf 50 pl

Nach vorsichtigem Mischen auf Eis und kurzem Abzentrifugieren wurde der

Reaktionsansatz rasch in einen Thermocycler (Eppendorf Mastercycler gradient) transferiert,

dessen Deckel bereits auf 98°C vorgeheizt wurde.

Ein typischer Ablauf fir ein PCR-Programm:

Reaktionsschritte Temperatur Zeit
Initiale Denaturierung 98°C 30 sec.
Denaturierung 98°C 5-10 sec.
(=Trennung der
Einzelstrange)
Annealing
30 (=Hybridisierung der | 55-70°C 10-30 sec.
Zyklen: | Primer)
DNA-Synthese
72°C 15-30 sec./kb
(durch die DNA- /
Polymerase)
AbschlieBende DNA-Synthese 72°C 5-10 min.
Halten 4°C

12



2.1.2 Agarosegelelektrophorese von DNA-Fragmenten

Nach Amplifikation durch PCR wurde das entstandene Reaktionsprodukts mithilfe der
Agarosegelelektrophorese auf die korrekte GroRe des DNA-Fragments hin untersucht. Dazu
wurde zunachst das PCR-Produkt mit 6x DNA-Ladepuffer (Fermentas 6x DNA Loading Dye)
versetzt, der zur Markierung der Lauffront in der Gelelektrophorese anionische Farbstoffe
enthalt (10 mM Tris-HCI pH 7,6; 0,03 % Bromphenolblau; 0,03 % Xylencyanol FF; 60 %
Glycerol und 60 mM EDTA).

Zur Herstellung der Agarosegele wurde zunachst Agarose (Serva) in TAE-Puffer durch
kurzes Aufkochen gel6st und bei 70°C aufbewahrt. Die Konzentration der Agarose betrug 1,5
% (w/v). Beim GieRen wurde der Gellésung ein DNA-Farbstoff (Serva DNA Stain Clear G) zur
Detektion von Nukleinsduren zugesetzt. Nach Erstarren des Gels bei Raumtemperatur wurde
das Gel in eine mit TAE als Elektrodenpuffer gefiillte Elektrophoresekammer eingetaucht.
Dann wurden die DNA-Proben aufgetragen, sowie parallel dazu eine Marker-DNA (Fermentas
GeneRuler 1 kb DNA Ladder), um spater die GroRRe der DNA-Fragmente im Vergleich mit den
Standard-Bandenmuster der Marker-DNA ermitteln zu konnen. Die Elektrophorese wurde bei
einer Spannung von 15 V/cm durchgefihrt. Durch das elektrische Feld werden die negativ
geladenen Nukleinsduren in Richtung des Pluspols durch die Gelmaschen gezogen, wobei
kirzere Fragmente schneller durchlaufen. Die DNA-Fragmente werden somit der GréRe nach
aufgeteilt. Das entstandene Bandenmuster konnte dann mithilfe des im Gel enthaltenen
DNA-Farbstoffes und einem UV Illuminator visualisiert werden. Unter UV-Kontrolle wurde
dann das gewiinschte DNA-Fragment mit einem Skalpell ausgeschnitten zur weiteren

Aufreinigung.

2.1.3 Aufreinigung von PCR-Produkten und Extraktion von DNA aus Gelen

Um PCR-Produkte direkt aufzureinigen oder um DNA-Fragmente aus Agarosegel zu
extrahieren kam das Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System Kit (Promega) zur Anwendung.
Dazu wurde zundchst dem ausgeschnittenem Gelfragment das 2-3fache Volumen an
Bindelosung zugegeben (Membrane Binding Solution: 4,5 M Guanidinthiocyanat; 0,5 M

Kaliumacetat pH 5,0) und bei 60°C fir ca. 10 min unter leichtem Schitteln inkubiert bis das
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Gelfragment komplett aufgelost war und kurz abzentrifugiert. Direkte PCR-Produkte wurden
1:1 mit der Bindelosung vermischt.

Zur DNA-Aufreinigung wurde das aufgeloste Gelfragment bzw. das PCR-Produkt auf
ein Mikrozentrifugationssaulchen transferiert und nach 1-minttiger Inkubation bei
Raumtemperatur fiir 1 min bei 16000 g in einer Eppendorf-Tischzentrifuge zentrifugiert.
Dadurch wurde die DNA an das Saulenmaterial gebunden, der Durchfluss wurde verworfen.
Die gebundene DNA wurde dann zuerst mit 700 pl Waschlosung (Membrane Wash Solution:
10 mM Kaliumacetat pH 5,0; 80 % Ethanol; 16,7 uM EDTA pH 8,0) und dann nochmal mit 500
pl Waschlésung gewaschen, wobei nach jedem Zentrifugationsschritt der Durchfluss
verworfen wurde. Nach den Waschschritten wurde nochmals zentrifugiert, um den Puffer
und darin enthaltenen Ethanol vollstandig zu entfernen. SchlieBlich wurde die DNA mit 50 pl

nuklease-freiem Wasser eluiert.

2.1.4 Restriktionsverdau

Um eine bestimmte DNA-Sequenz in einen Vektor zu klonieren, miissen DNA und
Vektor mit identischen Restriktionsendonukleasen behandelt werden, sodass die
Restriktionsfragmente zueinander passen. Durch die Restriktionsendonukleasen erfolgt eine
sequenzspezifische Spaltung von DNA. Es wurden Restriktionsenzyme der Firma New
England Biolabs (NEB) benutzt und die vom Hersteller mitgelieferten zehnfach
konzentrierten Puffer. Fir 1 pg DNA wurden 1-2 U des entsprechenden Restriktionenzyms
eingesetzt und die Reaktionsansatze bei 37 °C liber Nacht inkubiert.

Zum Aufreinigen der Reaktionsansiatze kam wiederum das Wizard SV Gel and PCR
Clean-Up System Kit (Promega) zur Anwendung, wobei die verdaute DNA-Sequenz direkt
aufgereinigt wurde, wahrend der verdaute Vektor zundchst Uiber Gelelektrophorese

Uberprift und erst dann tber das Kit aufgereinigt wurde (vgl. 2.1.2. und 2.1.3.).

2.1.5 Ligation von DNA

Das Restriktionsfragment der DNA und der zugeschnittene Vektor werden mithilfe
einer DNA-Ligase unter ATP-Verbrauch verkniipft. Die Ligation erfolgte mit T4-DNA-Ligase der

Firma New England Biolabs (NEB). Ein Ligationsansatz von insgesamt 20 ul enthielt 2 pl
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Ligase, 2 pl des vom Hersteller mitgelieferten zehnfach konzentrierten Puffers welches 10
mM ATP enthédlt, sowie ca. 50 bis 200 ng des zugeschnittenen Vektors, ein ungefahr
dreifacher molarer Uberschuss des zu klonierenden Fragments und die entsprechende
Menge Wasser. Der Reaktionsansatz wurde bei 16°C Uber Nacht inkubiert. 10 ul des

Ligationsansatzes wurden dann direkt zur Transformation in E.coli eingesetzt (vgl. 2.1.6.2.).

2.1.6 Transformation von E.coli

2.1.6.1 Herstellung chemisch kompetenter E. coli-Zellen fiir Transformation

5 ml einer Vorkultur von E.coli XL-1 Blue wurde in LB-Medium Ulbernacht bei 37°C
inkubiert. Am nachsten Tag wurde die Kultur auf 100 ml in frischem LB-Medium verdiinnt
und bis zur einer OD578 von ca. 0.5 angezogen. Die folgenden Schritte erfolgten stets mit
Kihlung auf Eis bzw. 4°C. Die Zellen wurden steril pelletiert durch Zentrifugation bei 4400 g
fir 15 min in einem Beckman-JA10-Rotor bei 4°C. Nach AbgieRen des Uberstandes wurde
das Zell-Pellet in 40 ml sterilfiltriertem, eiskaltem Puffer 1 resuspendiert (30 mM
Kaliumacetat, 100 mM RbCl, 10 mM CaCl2, 50 mM MnCI2, 15 % Glycerin auf pH 5.8 mit 100
mM Essigsdure eingestellt) und fiir 15 min auf Eis inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation bei
4400 g fir 15 min wurden die Zellen in sterilfiltriertem, eiskaltem Puffer 2 resuspendiert (10
mM MOPS, 75 mM CaCl2, 10 mM RbCl, 15% Glycerin, pH 6.5 mit KOH eingestellt) und erneut
auf Eis fiir 15 min inkubiert. Die dann chemisch kompetenten Zellen wurden in Aliquote zu je

60 ul aufgeteilt und bei -80°C zur Lagerung rasch eingefroren.

2.1.6.2 Transformation kompetenter E. coli mittels Hitzeschock

Chemisch kompetente E.coli-Zellen, die bei -80°C gelagert waren, wurden auf Eis
aufgetaut. 40-50 pl Aliquote der E.coli-Zellen wurden mit 10 ul des Ligationsansatzes
vorsichtig vermischt und fiir 10-30 min auf Eis inkubiert. Dann erfolgte der Hitzeschock bei
42°C fir 45-60 sec, direkt im Anschluss wurde der Ansatz nochmal fiir 2 min auf Eis inkubiert.
Danach wurde der Ansatz in 1 ml LB-Medium (ohne Ampicillin) mit Pipette suspendiert und
fiir 30-60 min bei 37°C vorsichtig geschuttelt. Nach kurzem Abzentrifugieren wurde ein Teil
vom Uberstand entfernt und das Pellet im restlichen Medium resuspendiert und auf

selektiven LB-Platten mit 100 pg/ml Ampicillin ausplattiert und die Platten iber Nacht bei 37
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°C inkubiert. Die gewachsenen E.coli-Kolonien konnten dann im néachsten Schritt auf eine

erfolgreiche Transformation hin untersucht werden (vgl. 2.1.7.1.).

2.1.7 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli (Mini-/ Midi-Préips)

2.1.7.1 Mini-Praparation

Um kleine Mengen an Plasmid-DNA aus E.coli zu isolieren und sie auf eine gelungene
Klonierung hin zu Uberprifen wurde eine sogenannte Mini-Praparation durchgefiihrt. Dazu
wurden die zu untersuchenden E.coli-Kolonien von der Platte gepickt und auf einer frischen
LB-Platte mit 100 pug/ml Ampicillin ausplattiert um den entsprechenden Stamm fir spatere
Verwendung aufzuheben. Die zum Ausstreichen verwendete Pipettenspitzen wurde dann
jeweils in 2 ml LB-Medium mit Ampicillin abgeworfen um die somit suspendierten E.coli-
Stamme Ubernacht bei 37°C anzuziehen.

1-1,5 ml der Ubernachtkultur wurde fiir 1 min bei 10,000 rpm in einer Tischzentrifuge
(Eppendorf Centrifuge 5415 D) abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die
E.coli-Zellen in 50 pl steriles Wasser resuspendiert. Die alkalische Lyse der E.coli-Zellen
erfolgte durch die Zugabe von 300 pl TENS-Puffer (10mM Tris pH 7,5; 1mM EDTA; 0,1 M
NaOH; 0,5% SDS) mit darauffolgendem Vortexen fir 10 sec. Nach Zugabe von 150 pl 3M
Natriumacetat pH 4,5 zur Neutralisation erfolgte nochmals Vortexen fiir 10sec. Danach
wurde fiir 10 min bei 14,000 rpm zentrifugiert, wodurch Proteine und andere
Zellbestandteile ausfallen. Der Uberstand mit der darin enthaltenen DNA wurde in ein neues
Eppendorf-Reaktionsgefall Gberfiihrt und die DNA durch Zugabe von 900 pl reines Ethanol
gefallt. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt fiir 10 min bei 14,000 rpm und Entfernen
des Uberstandes, wurde das Pellet mit 200 pl kaltes 70 % Ethanol gewaschen und nochmals
fiir 10 min bei 14,000 rpm zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand griindlich entfernt und
die DNA fiir ca. 10 min bei Raumtemperatur getrocknet. Zum Schluss wurde die getrocknete
DNA mit 100 ul Nuklease-freiem Wasser eluiert.

Zur Uberpriifung des Klonierungserfolges wurden 5 pl der praparierten Plasmid—DNA
einem Restriktionsverdau zugefiihrt (vgl. 2.1.4.) und der Ansatz in der Gelelektrophorese (vgl.

2.1.2.) Uberprift, wobei DNA-Ladepuffer mit RNase-Zusatz verwendet wurde.
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2.1.7.2 Midi-Praparation

Um groBere Mengen an Plasmid-DNA aus E.coli zu isolieren (Midi-Prdparation) kam
das PureYield Plasmid Midiprep System Kit (Promega) zur Anwendung.

Der entsprechende E.coli-Stamm wurde Ubernacht in 100 ml LB-Medium mit 100
ug/ml Ampicillin bei 37°C angezogen. Die Ubernachtkultur wurde in sterile Reagenzréhrchen
Uberfiihrt und die E.coli-Zellen durch Zentrifugation fir 10 min bei 4000 g (Eppendorf
Centrifuge 5810 R) geerntet. Das Zellpellet wurde dann in 6 ml Losung 1 resuspendiert
(Promega Cell Resuspension Solution). Die Lyse der E.coli-Zellen erfolgte durch die Zugabe
von 6 ml Losung 2 (Promega Cell Lysis Solution) und 3-5 maligen Invertieren des
Reagenzrohrchens. Nach Inkubation fiir 3 min bei Raumtemperatur wurde zur Neutralisation
10 ml Loésung 3 hinzugegeben (Promega Neutralization Solution) und zum Mischen das
Reagenzrohrchen 5-10 mal invertiert. Nachdem somit die Zellbestandteile in Form eines
flockig-weillen Prazipitates ausgefallt wurden, wurde das Zelllysat fiir 10 min bei 4000 g bei
Raumtemperatur zentrifugiert und der Uberstand in die ineinander aufgesteckten
Saulenaufsatze (Promega Clearing Column and Binding Column) tberfiuhrt. Wahrend dabei
die groben Zellbestandteile und Proteine im Clearing Column zuriickgehalten wurden, wurde
die im Zelllysat geléste chromosomale DNA an das Binding Column gebunden. Nach
Durchtropfen des Lysats wurde das Clearing Column verworfen und das Binding Column in
einem Reagenzrohrchen nochmals fiir 5 min bei 4000 g zentrifugiert und der Durchfluss
verworfen. AnschlieBend wurde mit 20 ml der ethanolhaltigen Waschlésung (Promega
Column Wash Solution) gewaschen und fiir 5 min bei 1500 g zentrifugiert. Um das Ethanol
verdampfen zu lassen, wurde dann nochmals fiir 10 min bei 1500 g zentrifugiert. SchlieRBlich
wurde das Clearing Column auf ein neues Reagenzréohrchen gesteckt und die DNA mit 600 pl
Nuklease-freiem Wasser eluiert. Nach Zentrifugation fiir 5 min bei 1500 g wurde die filtrierte

DNA in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefal Gberfihrt.

2.1.8 Konzentrationsbestimmung von DNA

Zur Bestimmung der Konzentration von DNA in wadssriger Losung wurde die
Extinktion bei 260 nm (0D260) in einem Spektrophotometer (Eppendorf BioPhotometer plus)

bestimmt. Dazu wurde die aus der Midi-Praparation gewonnene DNA 1:100 in Wasser
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verdlinnt, in eine Kivette Gberfihrt und im Photometer vermessen. Dabei entsprach eine

0D260 von 1 einer DNA-Konzentration von 50 pg/ml.

2.1.9 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung von DNA erfolgte auswartig durch die Firma MWG Eurofins.

2.1.10 Klonierung von pYX242-MSP1 zur Uberexpression von MSP1

Zur Generierung des Plasmids pYX242-MSP1 zur Uberexpression von MSP1 wurde der
offene Leserahmen (OLR) von MSP1 mittels PCR und den Primern Msp1 for Ncol und Mspl
rev StopHindlll aus genomischer DNA des Wildtyp-Hefestamms W303a amplifiziert. Das
resultierende DNA-Fragment wurde dann (ber die in den Primern enthaltenen
Restriktionsschnittstellen Ncol und Hindlll in den Vektor pYX242 (Novagen) kloniert, einem

Hefe-Expressionsvektor mit LEU-Marker unter der Kontrolle eines TP1-Promotors.

Primer Msp1 for Ncol:
5’-GCG CCA TGG GTA TGT CTC GCA AAT TTG ATT TAA AAA CG- 3’

Primer Msp1 rev StopHindlll:
5’-GCG AAG CTT TTA ATC AAG AGG TTG AGATGA C- 3’

2.1.11 Weitere verwendete genetische Konstrukte

2.1.11.1 pVT100U-mtGFP

pVT100U-mtGFP verfligt Gber einen konstitutiven ADH-Promotor und kodiert flr ein
Fusionsprotein aus der mitochondrialen Prasequenz der Untereinheit 9 der Fo-ATPase aus N.
crassa (Pre-Su9) und GFP von Aequorea victoria mit S65T Mutation, wodurch das GFP in die
mitochondriale Matrix sortiert wird *. Somit ermoglicht das Plasmid die Analyse von

Mitochondrien in lebenden Hefezellen unterm Fluoreszenzmikroskop.
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2.1.11.2 p416GPDp-OM45-MYC-nonstop

p416GPDp-OM45-MYC-nonstop ist ein Plasmid zur Expression von Om45-myc-
nonstop Proteinen unter der Kontrolle eines GPD1-Promotors. Dieses Plasmid wurde

freundlicherweise von Dr. Toshiaki Izawa zur weiteren Verwendung Gberlassen.

2.2 Methoden der Hefegenetik

2.2.1 Herstellung der PCR-Produkte zur homologen Rekombination in S. cerevisiae

Zur homologen Rekombination und Deletion von Genen in S. cerevisiae wurden DNA-
Sequenzen konstruiert, die heterologe Markergene enthalten und an den flankierenden
Regionen wiederum homolog zu den korrespondierenden Regionen links und rechts des
auszuschaltenden Gens sind. Dazu bendtigt man Primer, welche fir jeweils einen Bereich von
50 bp homolog zu den flankierenden Regionen des Zielbereiches sind und ein Plasmid, das
die Resistenzkassette und das Markergen enthalt. In dieser Arbeit kamen insbesondere die
Plasmide pFA6-kanMX4 mit Resistenz gegen Kanamycin und pFA6-hphMX mit Resistenz
gegen Hygromycin B basierend auf kanMX-Kassetten, zum Einsatz. Mittels PCR (vgl. 2.1.1.)
wurde das Fragment amplifiziert und eine Probe davon Uber Agarosegelelektrophorese (vgl.
2.1.2.) auf die korrekte GroRe hin Uberprift. Das entstandene PCR-Produkt konnte dann im
nachsten Schritt in den gewiinschten Hefestamm transformiert werden (vgl. 2.2.2.), wobei

das auszuschaltende Gen durch die zurechtgeschnittene Resistenzkassette ersetzt wird.

2.2.2 Transformation von S. cerevisiae

Der zu transformierende Stamm von S. cerevisiae wurde in 10 ml YP-Medium mit 2 %
Glucose (YPD) Ubernacht kultiviert. Am Tag der Transformation wurde die Kultur auf ODeoo
0,2 verdiinnt und bis zur eine ODsoo von 1 angezogen. Anschliefend wurden Zellen aus 5 ml
der Kultur in sterilen Reagenzréhrchen durch Zentrifugation fiir 30 sec. bei 3000 g (Eppendorf
Centrifuge 5810 R) geerntet. Die Zellpellets wurden in 1 ml sterilem Wasser resuspendiert
und fir 30 sec. bei 10,000 rpm zentrifugiert (Eppendorf Centrifuge 5415 D). Das somit

gewaschene Zellpellet wurde in 1 ml Losung A resuspendiert, erneut fiir 30 sec. bei 10,000
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rpm pelletiert und in 100 ul Lésung A resuspendiert. Die nun kompetenten Hefezellen waren
somit bereit flr die Transformation. Dazu wurden 50 pl der Zellsuspension mit 50 pg
denaturierter Lachsspermien-DNA, 1-2 ug PCR-Produkt zur homologen Rekombination und
300 pl frisch hergestellter Losung B gemischt. Der Transformationsansatz wurde dann fiir 30
min bei 30°C unter Schitteln inkubiert bevor ein Hitzeschock fiir 15 min bei 42°C erfolgte.
Nach dem Hitzeschock wurden die Zellen fiir 30 sec. bei 10,000 rpm pelletiert, in 1 ml YPD-
Medium resuspendiert und fiir 1 Stunde bei 30°C unter Schiitteln inkubiert. Danach wurden
die Zellen wieder pelletiert und nach Waschen mit 1 ml sterilem Wasser schlieBlich in 100 pl
sterilem Wasser resuspendiert. Die Zellsuspension wurde dann auf Medium mit dem
entsprechenden Selektionsmarker und Selektionsantibiotikum ausplattiert und die Platten
bei 30°C inkubiert. Als Selektionsantibiotikum diente je nach transformierter
Resistenzkassette Kanamycin oder Hygromycin B. Zur Gewinnung einer Reinkultur wurden
Einzelkolonien gepickt und erneut auf Selektionsplatten vereinzelt. Einzelkolonien von
diesem Ausstrich wurden weiter kultiviert. Die Kontrolle erfolgte mittels PCR (vgl. 2.2.3) oder
bei Vorhandensein spezifischer Antikorper mittels SDS-PAGE, Western Blot und

Immunodekoration.

Lésung A
100 mM Lithiumacetat (pH 7,5 mit Essigsaure eingstellt), 1 mM EDTA, 10 mM Tris-HCI

pH 7,5.

Lésung B
40 % (w/v) Polyethylenglycol, 100 mM Lithiumacetat (pH 7,5 durch Zugabe von

Essigsdure), 1 mM EDTA, 10 mM Tris-HCl pH 7,5.

Die Losungsbestandteile wurden vor der Verwendung filtersterilisiert.

2.2.3 Uberpriifung der Transformation von S. cerevisiae mittels PCR

Mittels einer Pipettenspitze wurde eine kleine Menge an Zellen der zu
Uberprifenden Hefekolonie aufgenommen und in 30 ul 20 mM NaOH resuspendiert und fiir
30 min bei 37°C inkubiert. AnschlieBend erfolgte eine Hitzeschockbehandlung fiir 15 min bei

98°C. Nach Zugabe von 70 ul Wasser wurden die Zellen fiir 1 min bei 12,000 rpm pelletiert. 1
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ul des Uberstandes wurde als DNA-Matrize fiir die nachfolgende PCR (vgl. 2.1.1.) verwendet.
Als Primer kamen dieselben wie zur Herstellung der Resistenzkassette (vgl. 2.2.1.) zum
Einsatz. Das entstandene PCR-Produkt wurde dann mittels Agarosegelelektrophorese (vgl.
2.1.2.) auf seine Grofle hin Gberprift, wodurch eine korrekte Integration der

Resistenzkassette in das Genom der Hefezelle nachgewiesen werden konnte.

2.2.4 Verwendete und hergestellte Stamme von S. cerevisiae

Stamm Genotyp

YPH499 MATa, ade2-101, his3-A200, leu2, trp1-A63, ura3-52, lys2-801
W303a MATa, ade2-1, his3-11, 15 leu2, 112 trp1, ura23-53, can1-100
W303a +MSP1 W303 + pYX242- MSP1 (LEU2)

Amsp1 W303, YGR028w::kanMX4

Aymel W303, YPRO24w::hphMX4

Aymel + MSP1

W303, YPRO24w::hphMX4 + pYX242- MSP1 (LEU2)

Amspl Aymel

W303, YGR028w::kanMX4, YPRO24w::hphMX4

BY4741 MATa, his3A1, leu2A0, met15A0, ura3A0
Amspl BY4741, YGRO28w::kanMX4
Aatg32 BY4741, YIL146c::hphMX4

Amspl Aatg32

BY4741, YGRO28w::kanMX4, YIL146c::hphMX4

2.2.5 Methoden der Kultivierung von S. cerevisiae

Die Kultivierung von S. cerevisiae erfolgte nach Standardverfahren 2 zZur langfristigen
Lagerung wurden die Hefezellen in 15 %-iger (v/v) Glycerolldsung suspendiert und bei -80°C
tiefgefroren. Davon wurden, um eine frische Kultur anzuziehen, Zellen auf Kulturplatten
ausgestrichen und bei 30°C inkubiert. Nach Anwachsen der Hefekolonien konnten die Zellen
in FlUssigkultur Gberflihrt werden. Anhand eines Photometers wurde die Zelldichte in den
Flussigkulturen bei 600 nm (ODe00) bestimmt. Bei einer ODs0o von ca. 0,5-1,5 befinden sich
die Hefezellen in der logarithmischen Wachstumsphase, dartiber hinaus verlangsamt sich das

Wachstum der Zellen bis sie stagniert. Bezliglich Medien standen Vollmedium (YP-Medium)
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oder Selektivmedium mit variablen Zusatz von Aminosauren (S-Medium) zur Verfiigung; als
Kohlenstoffquelle wurde entweder Glukose, Galaktose, Glycerin oder Laktat gewahlt.
Hefezellen zeigen die héchste Wachstumsrate mit fermentierbaren Kohlenstoffquellen wie
Glukose und Galaktose, auf respiratorischem Kohlenstoffquellen wie Glycerin und Laktat ist
das Wachstum langsamer, dafir ist die Ausbeute an Mitochondrien gréBer da Energie nur
Uber oxidative Phosphorylierung an der Atmungskette gewonnen werden kann. Die
grundlegenden Supplemente im Selektivmedium waren je nach Auxotrophiemarker Adenin,
Uracil, Leucin, Lysin, Histidin und Tryptophan. Bei schwachen Wachstumsphanotypen
wurden diese Supplemente in erhohter Konzentration zusammen mit zusatzlichen
Aminosauren dem Selektivmedium hinzugefligt, was in dieser Arbeit mit Dropout-Mix (SC-

Medium) benannt wurde.

2.2.6 Analyse des Wachstumsphanotyps auf fermentierbaren und nicht fermentierbaren

Kohlenstoffquellen (Tiipfeltest)

Zur Analyse des Wachstumsphéanotyps erfolgte ein so genannter Tipfeltest. Dazu
wurden die zu testenden Hefestamme bei 30°C bis zur logarithmischen Wachstumsphase
angezogen, Zellen geerntet und einmal mit sterilem Wasser gewaschen. AnschlieBend
wurden die Zellen in 1 ml sterilem Wasser resuspendiert und auf eine exakte ODeoo =1
konzentriert. Von dieser Zellsuspension wurde dann eine Verdinnungsreihe erstellt mit
ODe00 0,1 — 0,01 — 0,001 — 0,0001 — 0,00001 und jeweils 3,5ul in einer Reihe auf eine
Medium-Platte getropft. Nach zwei bis drei Tagen Inkubation wurde das Wachstum der
unterschiedlichen Verdiinnungen ausgewertet. Im Tipfeltest konnten somit der
Wachstumsphanotyp unterschiedlicher Hefestamme miteinander verglichen werden, z.B.
Wildtyp vs. Mutante. AulRerdem konnte das Wachstum auf unterschiedlichen Medien, z.B.
fermentierbare und nicht-fermentiertbare Kohlenstoffquellen, und unterschiedlichen

Temperaturen getestet werden.
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2.2.7 Halo-Assay zur Analyse der Auswirkung von chemischen Substanzen auf den

Wachstumsphdnotyp von Hefestimmen

100 Hefestamme wurden iibernacht

Der Halo-Assay erfolgte nach Frand und Kaiser
bei 30°C angezogen. Die Ubernachtkulturen wurden verdiinnt und in logarithmischer
Wachstumsphase geerntet. Die Zellen wurden in Wasser resuspendiert und auf eine ODe0o
von 0,01 verdiinnt. Von der Zellsuspension wurden dann 100ul gleichmaRig auf Kulturplatten
verteilt und in die Mitte des Zellrasens ein steriles Filterpapierscheibchen gelegt, das dann

mit der zu testenden chemischen Substanz getrankt wurde. Die Platten wurden bei 30°C

inkubiert und die sich ausbildenden Wachstumshemmhofe beurteilt.

2.3 Zellbiologische Methoden

2.3.1 Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der mitochondrialen Morphologie

Um Hefezellen unterm Fluoreszenzmikroskop hinsichtlich ihrer mitochondrialen
Morphologie untersuchen zu kénnen, wurden die zu untersuchenden Hefestimme mit dem
Konstrukt pVT100U-mtGFP transformiert, welches ein Fusionsprotein aus einer
mitochondrialen Presequenz, pre-Su9, zusammen mit dem griin fluoreszierende Protein GFP
exprimiert % Dadurch kénnen die Mitochondrien mittels Anregung des fluoreszierenden
GFPs betrachtet und hinsichtlich ihrer Morphologie beurteilt werden. Die transformierten
Hefen wurden in Selektivmedium mit Glukose als Kohlenstoffquelle bei 30°C angezogen und
in  entweder logarithmischer  oder stationdrer = Wachstumsphase  fiir  das
Fluoreszenzmikroskop prapariert. Die morphologische Untersuchung der Hefezellen erfolgte
mittels einem Fluoreszenzmikroskop mit Olimmersionsobjektiv (Carl Zeiss, Axioplan 2 wide
field fluorescence microscope). Fir die Analyse von GFP betrug die Wellenldange zur

Anregung 450 bis 490nm, Emission >515 nm 101

. Mit einer Kamera (Intas, Evolution VF Mono
Cooled monchrome camera) wurden Aufnahmen der untersuchten Zellen in nativ und mit
Fluoreszenz gemacht. Mikroskop und Kamera wurden durch die Image ProPlus 5.0 und Scope
Pro 4.5 Software (Media Cybernetics) gesteuert. Die Aufnahmen wurden dann hinsichtlich
der Anzahl und Morphologie der Mitochondrien in unterschiedlichen Hefestimmen

ausgewertet.
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2.3.2 Elektronenmikroskopische Untersuchung der mitochondrialen Ultrastruktur

Hefezellen wurden in Flissigmedium mit Glycerin als Kohlenstoffquelle in einer
Ubernachtkultur bis zur logarithmischen Wachstumsphase angezogen. AnschlieRend wurden
die Zellen geerntet, mit Glutaraldehyd fixiert, mit Osmiumtetraoxid und Uranylacetat

h 1°%). Ultradtinnschnitte von 50-70

kontrastiert und in Epoxidharz eingebettet (Methode nac
nm Dicke wurden mittels einem Ultracut EM UC6 Ultra-Mikrotom (Leica Microsystems,
Wetzlar, Germany) mit Diamantklinge (Typ Ultra 45°; Diatome, Biel, Switzerland) hergestellt,
auf einem Pioloform-beschichtetem Kupfernetz (Plano, Wetzlar, Germany) gesammelt und

mit Uranylacetat und Bleicitrat gefarbt (Methode nach **®

). Die Untersuchung der zelluldren
Ultrastruktur erfolgte mit einem EM 902A Transmissionselektronenmikroskop (Carl Zeiss,
Oberkochen, Germany) bei 80 kV. Aufnahmen wurden mit einer 1,350 x 1,050 Pixel
Erlangenshen ES500W CCD-Kamera (Gatan, Pleasanton, CA, USA) und der Digital Micrograph

Software (version 1.70.16, Gatan) gemacht.

2.3.3 Untersuchung der VakuolengréBe in Hefezellen mittels konfokaler

Lasermikroskopie

Hefezellen wurden in Flissigmedium mit Glycerin als Kohlenstoffquelle bei 30°C
kultiviert. Die Ubernachtkulturen wurden einmal verdiinnt und weiter bei 30°C bis zur
stationdaren Wachstumsphase angezogen (OD>6). Um die Vakuolen in den Hefezellen fir
Fluoreszenzmikroskopie anzufarben wurden die Zellen geerntet, in 10 mM Cell Tracker Blue
CMAC (Thermo Fisher Scientific, prapariert nach Herstellerangaben) resuspendiert und fir
ca. 30 min bei 30°C inkubiert. Nach Zentrifugation der Zellen und Entfernung des
Zellfarbstoffs wurden die Zellen fir das Fluoreszenzmikroskop prapariert. Die
fluoresenzmikroskopische Untersuchung der Vakuolen erfolgte mithilfe eines Konfokalen
Lasermikroskops mit Olimmersionsobjektiv (Leica TCS SP5 Confocal). Die Maxima fir
Exzitation und Emission lagen bei 353 nm und 466 nm. Der Abstand zwischen den einzelnen
Schnittebenen betrug ca. 500 nm. Die Auswertung erfolgte mittels der LAS AF — Software
(Leica) und Adobe Photoshop.
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2.3.4 Gewinnung von Gesamtzellextrakten aus S. cerevisiae

Zur Gewinnung von Proteinextrakten aus ganzen Hefezellen fir Western-Blot
Analysen kamen zwei unterschiedliche Methoden zum Einsatz. Am Anfang dieser Arbeit
wurde noch die Methode nach Yaffe und Schatz ***, auch ,Rédel-Aufschluss” genannt, zur
Extraktion von Gesamtzellprotein angewandt, spater wurde sie durch die einfache alkalische

105

Lyse nach Kushnirov ersetzt, welches eine deutlich zeiteffizientere und verlassliche

Methode darstellte.
2.3.4.1 Alkalische Lyse nach Yaffe und Schatz (,,Rédel-Aufschluss”)

Der zu untersuchende Hefestamm wurde in Flissigkultur angezogen und 0,5 OD600
durch Zentrifugation fiir 30 sec bei 15,000 g in einer Tischzentrifuge geerntet. Das Zellpellet
wurde mit 300 ul TE-Puffer gewaschen und in 500 pl Wasser resuspendiert. Dann erfolgte die
Lyse der Zellen durch Zugabe von 75 ul 1,85 M NaOH, 7,5 % (v/v) B—Mercaptoethanol, 10
mM PMSF und 10 % (v/v) Ethanol (,R6del-Losung”). Die Probe wurde gemischt und fur
10min auf Eis inkubiert. Dann erfolgte die Proteinfallung durch Zugabe von 400 pl 72 % (w/v)
TCA und Inkubation fir 10 min bei -20°C. AnschlieRend erfolgte ein Zentrifugationsschritt fur
30 min bei 20,000 rpm und 4°C (Sigma Zentrifuge 3K30). Die Pellets wurden mit 200 ul
eiskaltem Aceton gewaschen und nochmals fiir 10 min bei 20,000 rpm und 4°C zentrifugiert.
Nach Abnahme des Uberstands wurden die Pelllets fir 5 min bei Raumtemperatur
getrocknet, in 20 ul SDS-Probenpuffer 106 resuspendiert und fir 3 min bei 95°C aufgekocht.

Danach erfolgte die Analyse mittels SDS-PAGE und Western-Blot.
2.3.4.2 Einfache Alkalische Lyse nach Kushnirov

Der zu untersuchende Hefestamm wurde in Flissigkultur angezogen und 2,5 ODs0o
durch Zentrifugation fiir 30 sec bei 15,000 g geerntet. Das Zellpellet wurde in 100 pl Wasser
resuspendiert, dann erfolgte die alkalische Lyse durch Zugabe von 100 pl 0,2 M NaOH. Die
Proben wurden gemischt und fiir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zentrifugation
fir 2 min bei 14,000 rpm in einer Tischzentrifuge (Eppendorf Centrifuge 5417R) und
Abnahme des Uberstands, wurden die Pellets in 50 pl SDS-Probenpuffer 106 resuspendiert

und fiir 3min bei 95°C aufgekocht. Nach erneuter Zentrifugation fir 2 min bei 14,000 rpm
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wurden 10 pl des Uberstandes in jeweils eine Probentasche des SDS-Gels aufgetragen und

die Gesamtzellextrakte mittels SDS-PAGE und Western-Blot analysiert.

2.3.5 Isolation von Mitochondrien aus S. cerevisiae

Die Isolation von Mitochondrien aus Hefezellen erfolgte in einer modizierten Version
der Methode nach Daum '/,

Hefestamme wurden bei 30°C bis zu einer ODeoo von 0,8 - 1,2 in flissigem
Laktatmedium angezogen. Die Zellen wurden mittels Zentrifugation fir 5 min bei 4000 rpm
und Raumtemperatur geerntet (Beckman Avanti'™ J-25 Centrifuge, Rotor JA-10).
AnschlieBend wurde das Zellpellet mit destilliertem Wasser gewaschen und das
Feuchtgewicht der Zellen bestimmt. Pro Gramm Feuchtgewicht wurden die Zellen in 2 ml
Puffer 1 resuspendiert und fiir 10 min bei 30°C unter Schitteln inkubiert. Dann wurden die
Zellen einmal in 1,2 M Sorbitol gewaschen und zum Verdau der Zellwande in 6,7 ml Puffer 2
mit 3 mg Zymolyase pro Gramm Feuchtgewicht resuspendiert und fiir 30 - 60min bei 30°C
geschittelt.

Die folgenden Arbeitsschritte erfolgten durchgehend bei 4°C bzw. auf Eis. Nach
Zentrifugation fir 5 min bei 2500 rpm wurden die Zellen in 6,6 ml eiskaltem
Homogenisierungspuffer pro Gramm Feuchtgewicht resuspendiert und die Zellmembranen
mit Hilfe eines Teflonhomogenisators durch ca. 10 StoRRe aufgebrochen. Die Zellsuspension
wurde nochmals mit 6,6ml Homogenisierungspuffer pro Gramm Feuchtgewicht verdiinnt
und fiir 5min bei 3300rpm abzentrifugiert. Der Uberstand wurde nochmals zentrifugiert,
wodurch die gelosten Zellorganellen von noch intakten Zellen, Zellkerne und Membranen
getrennt wurden. AnschlieBend wurde der Uberstand fiir 12 min bei 10,000 rpm
zentrifugiert, wobei die Mitochondrien pelletieren. Das mitochondrienhaltige Pellet wurde
insgesamt zweimal mit je 10 ml SH-Puffer gewaschen und in kleineren Behalter fiir 12 min
bei 12,000 rpm (Rotor JA-25,50) zentrifugiert. AnschlieBend wurden die Mitochondrien in
0,3 — 0,5ml SH-Puffer aufgenommen. Von dieser Suspension wurde eine Proteinbestimmung
nach Bradford durchgefiihrt (vgl. 2.4.1.), anschlieRend wurden die isolierten Mitochondrien
mit SH-Puffer auf eine Proteinkonzentration von ca. 10 mg/ml eingestellt, in 30 ul Aliquote

aufgeteilt und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung erfolgte bei -80°.
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Puffer 1
100 mM Tris (pH nicht eingestellt); 10 mM DTT

Puffer 2
1,2 M Sorbitol; 20 mM KH2PO4 pH 7,4; 3 mg Zymolyase/g Feuchtgewicht

Homogenisierungspuffer

10 mM Tris/HCl pH 7,4; 1 mM EDTA; 0,2 % BSA fatty acid free; 1 mM PMSF; 0,6 M

Sorbitol

SH-Puffer
0,6 M Sorbitol; 20 mM HEPES

2.3.6 Topologie-Analyse von mitochondrialen Proteinen mit Proteinase K- Behandlung

Je 15 pl isolierte Mitochondrien wurden mit folgenden Puffern 1:10 verdiinnt: In
Probe A und B wurden die Mitochondrien in isoosmotischen SH-Puffer verdiinnt, in Probe C
erfolgte eine osmotische Schockbehandlung mit 20 mM HEPES pH 7,4 und damit die
Zerstorung der AuRenmembran durch Schwellen des Matrixraumes, in Probe D wurden die
Mitochondrien komplett lysiert durch Zugabe von 20 mM HEPES pH 7,4 mit 0,1 % (v/v)
TritonX-100. In den Proben B, C und D erfolgte die Zugabe von 100 ug/ul Proteinase K. Die
Proben wurden fiir 30 min auf Eis inkubiert. Durch Zugabe von 200 mM PMSF wurde der
Verdau fir 10 min terminiert. Nach Zentrifugation fir 20 min bei 14,000 rpm und 4°C in einer
Tischzentrifuge (Eppendorf Centrifuge 5417R) wurden die Pellets in 500 pl SH-Puffer
resuspendiert. AnschlieRend wurden die Proteine durch Zugabe von 100 ul 72 % (w/v) TCA
und Inkubation fir 30 min bei -80°C prazipitiert. Das Prazipitat wurde dann erneut fiir 20 min
bei 14,000 rpm und 4°C zentrifugiert und mit 1 ml eiskaltem Aceton gewaschen und
griindlich getrocknet. SchlieBlich wurden die Pellets in SDS-Probenpuffer 106 aufgenommen
und der Proteinverdau in den verschiedenen mitochondrialen Kompartimente mittels SDS-

PAGE und Western-Blot analysiert.

SH-Puffer
0,6 M Sorbitol, 20 mM HEPES
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2.4 Proteinbiochemische Methoden

2.4.1 Bestimmung von Proteinkonzentrationen nach Bradford

Die Proteinkonzentrationen in Losungen wurden nach der Methode von Bradford*®
mit dem Bio-Rad-Proteinassay nach Anleitung des Herstellers bestimmt. Fir die Ermittlung
der Konzentrationen wurde eine Eichgerade mit bovinem Serumalbumin (BSA) erstellt, dabei
wurden die Extinktionen bei 595 nm bei BSA-Konzentrationen von 1, 3, 6, 9 und 12 pg/ml
gemessen. Die Messungen der Proteinkonzentrationen in Losungen erfolgten mithilfe des

Spektrophotometers (Eppendorf BioPhotometer plus).

2.4.2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Proteine wurden durch SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (kurz SDS-PAGE) nach
Molekilmasse in einem elektrischen Feld aufgetrennt (Methode nach '%). Der Aufbau
bestand im Wesentlichen aus zwei Glasplatten von 160x180 mm und dazwischen liegende
Abstandshalter von 1 mm Dicke. Bei der Gelherstellung wurde zwischen Bodengel, Trenngel
und Sammelgel unterschieden, welche unterschiedliche Puffer enthielten. Als Gelbildner
diente 30 % w/v Acrylamid/Bis Losung, die Polymerisation geschah durch Zugabe des
Katalysators TEMED und das Radikalstarters Ammoniumpersulfat (APS). Die Gellésungen
wurden zwischen die Glasplatten gegossen, wobei bei jeder Gellosung die vollstandige
Polymerisation abgewartet wurde, bevor die nachste Gellésung dazukam. Zuerst wurde das
Bodengel zur Abdichtung gegossen, anschlieBend das Trenngel mit einer zusatzlichen Schicht
Isopropanol, und nach Polymerisation des Trenngels und Entfernung des Isopropanols
schlieflich das Sammelgel mit Einsetzen eines Probenkamms fiir die spateren Probentaschen.
Nach Polymerisation des Sammelgels wurde der Probenkamm wieder vorsichtig
herausgezogen.

Die zu analysierenden Proteinproben wurden in SDS-Probenpuffer *°° aufgenommen
und zur Denaturierung fiir 2-3 min bei 95°C erhitzt. Die Proben wurden dann in die
Probentaschen vom Gel aufgetragen, welches im SDS-Laufpuffer eingelegt war. Die
Elektrophorese erfolgte bei 30 mA fiir 2-2,5 h, wobei die negativ geladenen Proben in

Abhangigkeit von ihrer GroRe mit unterschiedlicher Geschwindigkeit durch das Gel wandern.
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Zusatzlich zu den Proben wurde ein GréRenmarker auf das Gel geladen, um spater die GroRRe
der Proteine im Vergleich mit dem Standard-Bandenmuster des Markers ermitteln zu

kdnnen (Thermo Scientific Unstained Protein Molecular Weight Marker).

Bodengel:
20 % Acrylamid; 0,12 % Bisacrylamid; 375 mM Tris/HCl pH 8,8; 0,1 % SDS; zur
Polymerisation 0,05 % APS und 0,25 % TEMED

Trenngel:
16 % Acrylamid; 0,08-0,13 % Bisacrylamid; 386 mM Tris/HCI pH 8,8; 0,1 % SDS; zur
Polymerisation 0,06 % APS und 0,06 % TEMED

Sammelgel:
5 % Acrylamid; 0,03 % Bisacrylamid; 60 mM Tris/HClI pH 6,8; 0,1 % SDS; zur
Polymerisation 0,05 % APS und 0,1 % TEMED

SDS-Laufpuffer:

50 mM Tris/HCI pH 8,3; 0,38 M Glycin; 0,1 % SDS

SDS-Auftragspuffer (Laemmli-Puffer):

60 mM Tris/HCl; 2% SDS; 5% B-Mercaptoethanol; 10% Glyzerin; 0.02%

Bromphenolblau, pH 6.8

2.4.3 Proteintransfer auf Nitrozellulosemembranen (Western Blot)

Nachdem die Proteine im SDS-PAGE aufgetrennt wurden erfolgte der Transfer der
Proteine auf eine Nitrozellulosemembran mittels Western Blot. In dieser Arbeit wurde der
Western Blot ausschlieRlich in Wet Blot Verfahren durchgefiihrt. Blotting-Kassette,
Schwamme, Filterpapiere und die Nitrozellulosemembran wurden zuerst in Blot-Puffer
eingetaucht. Das Trenngel wurde vorsichtig aus der Elektrophoresekassette herausgeldst und
auf die Membran platziert. Bei Assemblierung von Gel und Membran zwischen zwei
Filterpapiere, zwei Schwamme und der Blotting-Kassette wurde insbesondere darauf

geachtet keine Luftblasen einzubauen, die den Proteintransfer storen konnten. Die
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zusammengebaute Kassette wurde in die mit Blot-Puffer gefiillte Blot-Kammer gestellt, der
Proteintransfer erfolgte dann bei 380 mA fiir 45 min. Nach Abschluss des Blottings wurde die
Membran zur Visualisierung der Proteinbanden mit Ponceau-Lésung gefarbt, mit entsalztem
Wasser kurz gewaschen und bei Raumtemperatur getrocknet. Vor Beginn der
Immundekoration (vgl. 2.5.3.) wurde die Membran vollstindig mit TBS-Puffer wieder

entfarbt.

Blot Puffer: 25 mM Tris; 192 mM Glycin; 20 % (v/v) Methanol; 0,01 — 0,1 % SDS; pH
8,3

Ponceau-L6sung: 0,3 % (w/v) Ponceau S in 3 % (w/v) TCA

2.5 Immunologische Methoden

2.5.1 Erzeugung polyklonaler Antikorper

Zur Herstellung polyklonaler Antikérper wurden Kaninchen mit Antigenen
immunisiert. Als Antigene dienten dabei rekombinante Proteine, die in E.coli exprimiert
wurden (vgl. 2.1.1. — 2.1.10.). Zur Primadrimmunisierung wurden 200 ul (1 pg/ul) der
Antigenlésung mit 200 ul TiterMax Gold (Sigma) gemischt und dem Kaninchen subkutan an
mindestens drei Stellen injiziert. Weitere Immunisierungen erfolgten im Abstand von vier
Wochen mit jeweils 200 ul Antigenlosung versetzt mit 200 ul Freund’s Adjuvant Incomplete
(Sigma). Ab der zweiten Immunisierung wurden ca. zehn Tage nach jeder Injektion aus der
Ohrarterie des Kaninchens 20-25 ml Blut entnommen. Nachdem das Blut bei
Raumtemperatur geronnen war, wurde es einmal flir 5 min bei 3,000 g und Raumtemperatur
zentrifugiert und der Uberstand nochmal fiir 12 min bei 12,000 g und 4°C zentrifugiert. Somit
wurde das Serum mit den darin enthaltenen Antikérpern von den restlichen
Blutbestandteilen getrennt. Durch Inkubation fiir 30 min bei 56°C wurde das
Komplementsystem inaktiviert. SchliefSlich wurde das so gewonnene Serum aliquotiert und
bei -20°C gelagert.

Einige in dieser Arbeit verwendete Antikorper wurden auch kommerziell erworben.

Diese waren zumeist (iber Immunisierung von Mausen generiert worden.
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2.5.2 Affinitatsreinigung von Antikérpern

Um antigenspezifische Antikdrpern aus zuvor durch Immunisierung erhaltenen
Blutseren (vgl. 2.5.1.) anzureichern, wurde das Serum durch eine Antigensaule auf gereinigt,
sogenannte Affinitatsreinigung. Dadurch wird die spezifische Antigenerkennung in folgenden
Immundekorationen verstarkt (vgl. 2.5.3.).

Zunachst erfolgte die Herstellung der Antigensaule durch Koppelung des jeweiligen
Antigens an SulfolLink Coupling Gel (Thermo Fisher Scientific). Dazu wurde zunachst eine
Saule mit 1 ml SulfoLinks Coupling Gel mit 6 ml Bindungspuffer (50 mM Tris; 5 mM EDTA; pH
8,5) daquilibriert. 1 mg Antigen wurde in 1 ml Bindungspuffer gelost und mit dem
dquilibrierten Sdulenmaterial fir 45 min bei Raumtemperatur inkubiert. Der Durchfluss
wurde verworfen und die Sdule mit 3 ml Bindungspuffer gewaschen. Um die noch freien
Bindungsstellen abzusattigen wurde die Saule dann noch mit 50 mM Cystein in
Bindungspuffer fiir 45 min bei Raumtemperatur inkubiert. Der Durchfluss wurde wieder
verworfen und die Sdule mit 16 ml 1 M NaCl gewaschen.

Vor Bindung des Antikorpers erfolgten nacheinander weitere Waschschritte mit je 10
ml 10 mM Tris/HCI (pH 7,5), 100 mM Glycin/HCI (pH 2,5), 10 mM Tris/HCI (pH 8,8), 100 mM
Na3zPO,4 (pH 11,5) und erneut mit 10 mM Tris/HCI (pH 7,5). Dann erfolgte die Bindung des
Antikorpers. Dazu wurde zundchst 6 ml Antiserum mit 24 ml 10 mM Tris/HCI (pH 7,5) mit 1
mM PMSF und 1 x Roche Complete Protease Inhibitor gemischt und die Lésung mittels einer
Peristaltikpumpe dreimal Gber die Sdule gepumpt. Danach wurde die Saule mit 10 ml 10 mM
Tris/HCI (pH 7,5) und 10 ml 500 mM NaCl in 10 mM Tris/HCI (pH 7,5) gewaschen.

Die Elution des Antikorpers erfolgte in drei Schritten bei unterschiedlichen pH-
Werten. Nacheinander wurden jeweils 10 ml 100 mM Natriumcitrat (pH 4,0), 100 mM
Glycin/HCI (pH 2,5) und 100 mM Na3P04 (pH 11,5) Gber die Saule gegeben und Fraktionen
von 1 ml gesammelt, deren pH schnell durch Zugabe von 100 pl 1 M Tris/Base (pH8,8) (bei
Citrat- und Glycin-Elution) bzw. 1 M Glycin/HCI (pH 2,5) (bei Natriumphosphat-Elution)
neutralisiert wurde. Die Proteinkonzentration in den einzelnen Fraktionen wurde nach
Bradford bestimmt (vgl. 2.4.1.) und Fraktionen mit hohem Proteingehalt nochmal mittels

Immunoblot Gberprift und schlielllich bei -20°C gelagert. Das Sdulenmaterial wurde mit 10
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ml 10 mM Tris/HCl (pH 7,5) gewaschen und mit 0,05% (w/v) Natriumazid in 2 ml des gleichen

Puffers bei 4°C bis zur erneuten Benutzung gelagert.

2.5.3 Immundekoration von Western Blots

Die Western-Blot-Membranen wurden zundchst geblockt um freie Bindungsstellen
abzusattigen. Dazu wurde die Membran vollstandig in Blockpuffer getrankt und fiir ca. 1 h bei
Raumtemperatur geschwenkt. Danach erfolgte die Dekoration der Proteine mit
affinitatsgereinigte Antikorpern: Die Antikdrper wurden in Blockpuffer verdiinnt bei einer
Konzentration zwischen 1:250 und 1:5000 je nach Starke des Antikorpers, die Membran
wurde gleichmaRig mit der Antikdrperldsung benetzt und tGbernacht bei 4°C darin inkubiert.
Danach wurde die Membran dreimal mit TBS-Puffer fir jeweils 5-10 min gewaschen. Die
Inkubation mit dem Zweitantikorper erfolgte fir 30 min — 2h bei Raumtemperatur. Der
Zweitantikorper war dabei entweder gegen Immunglobulin G von Kaninchen (Goat Anti
Rabbit-IgG, Bio-Rad, 1:10000 in Blocklésung verdiinnt) oder gegen Immunglobulin G von
Mause (Goat Anti Mouse-IgG, Bio-Rad, 1:5000 Blocklésung verdiinnt) gerichtet. Nach
Inkubation mit dem Zweitantikdrper wurde die Membran erneut dreimal mit TBS-Puffer fir
jeweils 5-10 min gewaschen. Der Nachweis der gebundenen Antikérper erfolgte dann lber
eine Chemolumineszenz-Reaktion: Die an die Zweitantikdrper gekoppelte Meerrettich-
Peroxidase reagierte auf den Membranen unter Zugabe der Lésungen ECL1 und ECL2, die
kurz vor Anwendung im Verhaltnis 1:1 gemischt wurden. Die Detektion der Lumineszenz-

Signale erfolgte durch Exposition der Membranen auf Rontgenfilmen (Super RX, Fuji).

Blockpuffer
5% (w/v) Magermilchpulver in TBS-Puffer

ECL1
100 mM Tris/HCI; 0,044% (w/v) Luminol; 0,0066% (w/v) p-Coumarinsaure; pH 8,5

ECL2
100 mM Tris/HCl; 0,024% (w/v) H,0,; pH 8,5
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2.5.4 Quantifizierung von Western Blots

Die Quantifizierung von Proteinmengen in Western Blots erfolgte mit Hilfe des

Bildbearbeitungsprogramms Imagel) 1.48v (Wayne Rasband, National Instituts of Health,

USA) und Microsoft Excel 2010.

2.6

Puffer und Medien

Bezeichnung

Zusammensetzung

TAE-Puffer 20 mM Natriumacetat; 1 mM EDTA; 40 mM Tris/Acetat; pH 7,4
TBS-Puffer 10 mM Tris/HCI; 150 mM NacCl; pH 7,5
LB-Medium 10 g/L Bacto-Trypton; 5 g/L Hefeextrakt; 5 g/L Natriumchlorid

LB/Amp-Medium

Autoklaviertes LB-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin

LB-Platten

LB-Medium mit 1,5 % (w/v) Agar-Agar Kobe I; Medium und Agar
wurden separat autoklaviert, nach dem Autoklavieren gemischt und in

Petrischalen gegossen

Laktatmedium fiir

S.cerevisiae

3 g/L Hefeextrakt; 0,5 g/L Calciumchlorid; 0,5 g/L Natriumchlorid; 0,6

1 g/L
Ammoniumchlorid; 3 mg/L Eisen-(lll)-chlorid; 2% (w/v) Lactat; pH mit

g/L Magnesiumsulfat; 1 g/L Kaliumdihydrogenphosphat;

KOH auf 5,5 eingestellt

YP-Medium
(Vollmedium  fir

S.cerevisiae)

1% (w/v) Hefeextrakt; 2% (w/v) Bacto-Pepton; pH mit HCl auf 5,5
eingestellt.

Glukose wurde als 40% (w/v), Galaktose und Glycerin als 30% (w/v)
konzentrierte Stammlosungen separat autoklaviert und dem
autoklavierten YP-Medium zugegeben.

Kohlenstoffquellen: YP-Medium mit 2% (w/v) Glukose (YPD); YP-
Medium mit 2% (w/v) Galaktose (YPGal); YP-Medium mit 3% (w/v)

Glycerin (YPG)

S-Medium
(Selektivmedium

fir S.cerevisiae)

1,7 g/L Yeast Nitrogen Base ohne Aminosauren und Ammoniumsulfat;
5 g/L Ammoniumsulfat; pH mit KOH auf 5,5 eingestellt.
Kohlenstoffquellen: S-Medium mit 2% (w/v) Glukose (SD), 2% (w/v)
Galactose (SGal), 3% (w/v) Glycerin (SG) oder 2% (w/v) Lactat (SLac).
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Auxotrophiemarker: Adenin 20 mg/L; Uracil 20 mg/L; Leucin 30 mg/L;
Lysin 30 mg/L; Histidin 30 mg/L; Tryptophan 30 mg/L

SC-Medium
(Selektivmedium
mit Aminosduren-
Dropout-Mix fir

S.cerevisiae)

Wie S-Medium (s.0.) mit zusatzlich 2g/| Aminosauren-Dropout-Mix
(Supplemente: 2 g Alanin, 2 g Arginin, 2 g Asparagin, 2 g Aspartat, 2 g
Cystein, 2 g Glutamin, 2 g Glutamat, 2 g Glycin, 2 g Inosit, 2 g Isoleucin,
2 g Methionin, 0,2 g p-Aminobenzoesaure, 2 g Phenylalanin, 2 g Prolin,
2 g Serin, 2 g Threonin, 2 g Tyrosin, 2 g Valin

Auxotrophiemarker: Adenin 55,3 mg/L; Uracil 22,4 mg/L; Leucin 219
mg/L; Lysin 180,26 mg/L; Histidin 62,85 mg/L; Tryptophan 82 mg/L

Spezialmedium
zur
Proteasominhibiti
on mittels MG132

in S.cerevisiae

Yeast Base ohne Aminosauren und

(w/v)

Ammoniumsulfat; 0,1% (w/v) Prolin; 2% (w/v) Galactose oder 2% (w/v)

0,17% Nitrogen

Lactat; Auxotrophiemarker wie in SC-Medium (s.o.)

Kulturplatten fir

S.cerevisiae

Entsprechendes Medium (s.o0.) mit 2% (w/v) Agar-Agar Kobe I; Medium
und Agar wurden separat autoklaviert, nach dem Autoklavieren

gemischt und in Petrischalen gegossen

2.7

Chemikalien, Verbrauchsmaterial und Gerate

Firmenname

Chemikalien und Verbrauchsmaterial

Agfa-Gevaert (Minchen)

Entwickler, Fixierer fiir ROntgenfilme

Agilient Technologies (Boblingen)

E. coli XL-1 Blue

AppliChem (Darmstadt) Ampicillin, Ammoniumpersulfat (APS), Tris Buffer
grade, H,0,

Becton, Dickinson Bacto-Trypton

Bio-Rad (Miinchen) Proteinstandard und Reagenzien zur

Proteinbestimmung, Meerrettich-Peroxidase-

gekoppelte Anti-Kaninchen- und  Anti-Maus-IgG-
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Antikorper

Calbiochem Adenin; Uracil; L-Histidin
Eppendorf (Hamburg) Protein LoBind ReagenzgefdlRe
Fermentas GeneRuler 1kb DNA Ladder; 6X DNA Loading Dye

Fuji (Dusseldorf)

Medical X-ray Film Super RX 13 x 18 cm

GE Healthcare (Minchen)

Bacto-Pepton

Gerbu (Gaiberg)

DTT; HEPES

Gilson

PIPETMAN Pipetten

Greiner Bio-One

Semi-Micro Kunststoffkiivetten; 15ml und 50ml

CELLSTAR® Polypropylen Réhrchen steril

Merck (Darmstadt)

Ammoniumchlorid; Ammoniumsulfat; Calciumchlorid;
Tritriplex 1l (EDTA); Kupfer(ll)-chlorid; L-Tryptophan;
Magnesiumchlorid; Milchsdure etwa 90%;

Natriumacetat; Natriumchlorid; Trichloressigsaure

Metabion, Martinsried

Oligonukleotide

New England BioLabs
(Schwalbach)

Taq PCR Kit, Phusion® High-Fidelity PCR Kit; Q5® High-
Fidelity PCR Kit; High Fidelity (HF®) Restriktionsenzyme
und CutSmart Puffer; T4 DNA Ligase und T4 Ligase
Puffer

Promega

Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System Kit; PureYield

Plasmid Midiprep System Kit

Roche Applied Sciences

(Mannheim)

Proteinase K

Roth (Karlsruhe)

Agar-Agar Kobe |; Aminosduren, u.a. L-Prolin;

Mangan(ll)-chlorid-Tetrahydrat

Sarstedt (Bad Homburg)

Petrischalen; Pipettenspitzen

Schleicher & Schill (Kassel)

Protan  Nitrozellulosemembran BA83; Whatman

Filterpapiere; Sterilfilter

Seikagaku, Tokyo (Japan)

Zymolyase 20T
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Serva (Heidelberg)

Agarose fiir DNA-Elektophorese; DNA-Farbstoff Clear G;
Acrylamid/Bis Loésung 30% w/v; Hefeextrakt; PMSF;
Ponceau S; SDS; TEMED

Sigma-Aldrich

DMSO; D-Sorbitol,  Essigsdure;  D-(+)-Galactose;
Glycerol; Aminosauren, u.a. L-Leucin, L-Lysin und L-
Methionin;  Lithiumacetat-dihydrat, Luminol;  2-
Mercaptoethanol; Polyethylenglykol, 2-Propanol; Triton
X-100; Tween 20; Yeast Nitrogen Base; TiterMax Gold;

Freund’s Adjuvant Incomplete

Spinnrad (Bad Segeberg)

Magermilchpulver

Thermo Fisher Scientific

Unstained Protein Molecular Weight Marker; PageRuler
Plus Prestained Protein Ladder; Sulfolink Coupling Gel;
Cell Tracker Blue CMAC

Gerate

Firmenname

Autoklav

Varioclav® 400E ; H + P Labortechnik, OberschleiBheim

Blotapparatur fir Wet
Blot

Werkstatt Institut fiir Physiologische Chemie, Miinchen

Brutschranke,

Inkubatoren

Heraeus Christ, Osterode

Entwicklermaschine

Optimax 2010 X-Ray Film Processor; Protec Medizintechnik,
Oberstenfeld

Feinwaagen

Sartorius analytic, Mainz

VWR, Radnor, Pennsylvania

Fluoreszenzmikroskop

Mikroskop: Axioplan 2 wide field fluorescence microscope; Carl
Zeiss, Jena.

Kamera: Evolution VF Mono Cooled monchrome camera; Intas,
Gottingen

Software: Image ProPlus 5.0 und Scope Pro 4.5; Media
Cybernetics, Silver Spring, MD

Gelkammern

Werkstatt Institut fiir Physiologische Chemie, Miinchen
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Konfokales

Lasemikroskop

Leica TCS SP5 Confocal und LAS AF-Software; Leica, Wetzlar

Kolbenhubpipetten

PIPETMAN Pipetten; Gilson, Middleton, Wisconsin.

Magnetrihrer

IKAMAG REO; IKA, Staufen

OD600 DiluPhotometer

Implen, Miinchen

Schittler

Shaker Dos-10L; neolab, Heidelberg

Spannungsquellen

Electrophoresis Power Supply EPS 600; Amersham Biosciences,

Freiburg
Spektrophotometer Eppendorf, Hamburg
Sterilbank MSC—AdvantageTM, Thermo Scientific, Waltham, USA

Thermocycler

Mastercycler gradient; Eppendorf, Hamburg

Thermomixer

Thermomixer comfort; Eppendorf, Hamburg

Transmissions
-elektronenmikroskop

& Zubehor

Ultra-Mikrotom: Ultracut EM UC6; Leica, Wetzlar
Pioloform-beschichtetes Kupfernetz; Plano, Wetzlar
Elektronenmikroskop: EM 902A Transmission-
selektronenmikroskop; Carl Zeiss, Oberkochen

CCD-Kamera: 1,350 x 1,050 Pixel Erlangenshen ES500W; Gatan,
Pleasanton, CA, USA

Software: Digital Micrograph Software; Version 1.70.16; Gatan,

Pleasanton, CA, USA

UV-Transiluminator

Benchtop 2UV Transilluminator und BioDoc-It™ Imaging System;

UVP, Upland (USA)

Vortex-Mixer

Bender und Hobein, Miinchen

Warmeschranke

Memmert, Hannover

Zentrifugen

Avanti™ J-25 Centrifuge, Beckman Coulter, Krefeld
3K30; Sigma, Osterode am Harz

Centrifuge 5417 R; Eppendorf Hamburg
Centrifuge 5415 D; Eppendorf Hamburg
Centrifuge 5810 R; Eppendorf, Hamburg
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3. Ergebnisse

3.1 Topologie-Analyse von Msp1l mit Hilfe von Proteinase K- Behandlung

Bevor Untersuchungen zur Funktion von Mspl unternommen wurden, sollte zu
allererst eine Analyse zur Lokalisation von Msp1 in Mitochondrien erfolgen. Eine Zuordnung
von Mspl in ein bestimmtes mitochondriales Kompartiment kann Hinweise auf den
Funktionsbereichs des Proteins in der Zelle geben.

Zur Bestimmung der Topologie von Mspl wurden isolierte Mitochondrien einer
Behandlung mit dem Enzym Proteinase K unterzogen und die Zugdnglichkeit verschiedener
Proteine mittels Western Blot und Immundekoration analysiert. Hefezellen vom
Stammbhintergrund YPH499 wurden dazu in Lactat-Medium bei 30°C angezogen, in
logarithmischer Wachstumsphase geerntet und die Mitochondrien daraus isoliert. Die
Mitochondrien wurden entweder im isosmotischen SH-Puffer suspendiert oder in einer 1:10
Verdinnung mit HEPES-Puffer geschwollen um Mitoplasten zu generieren oder zusatzlich
zum Schwellen mit Triton X-100 behandelt um alle Membranen zu lysieren. Es erfolgte dann
die Behandlung mit Proteinase K flir 30 min auf Eis, der Verdau wurde durch Zugabe von
PMSF terminiert. Im Anschluss wurden die Proteine durch TCA-Fillung und Zugabe von
Laemmli-Puffer denaturiert und solubilisiert, und mittels SDS-PAGE, Western Blot und
Immundekoration mit spezifischen Antisera analysiert (Abbildung 1). Um die Proteinase K-
Behandlung und damit die Aussagekraft des Versuchs zu beurteilen, wurden als Kontrollen
Tom70 als typisches AuRenmembranprotein, Tim50 als Innenmembranprotein, Ervl als
Protein im Intermembranraum und Hep1l als Matrixprotein dekoriert. Der Immunblot zeigte,
dass Tom70 in intakten Mitochondrien im SH-Puffer wie erwartet gut zuganglich fir
Proteinase K ist, wahrend Tim50 und Erv1 nur durch die Zerstérung der AuBRenmembran nach
Zugabe von HEPES-Puffer fir das Enzym angreifbar werden. Hepl wird wiederum erst durch
die zusatzliche Auflosung der Innenmembran mit Triton X-100 durch das Enzym verdaut. Der
Versuch zeigte auch, dass Msp1 sich wie Tom70 verhalt und in intakten Mitochondrien durch
die Proteinase K vollstandig abgebaut wird, was auf eine Lokalisation von Msp1l in der
mitochondrialen Auflenmembran deutet. AuRRerdem konnten im Immunblot keine

Abbaufragmente von Msp1 nachgewiesen werden, was dafiir spricht, dass ein GroRteil des
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Proteins ins Zytosol exponiert liegt. Sequenzanalysen des Proteins haben des Weiteren
ergeben, dass Mspl mit hoher Wahrscheinlichkeit eine N-terminale Transmembrandomane
aus ca. 20 Aminosauren besitzt (Abbildung 2).

Die Befunde deuten also daraufhin, dass Mspl mit einer N-terminalen
Transmembrandomane in der Aulenmembran von Mitochondrien verankert liegt, wahrend
der Hauptanteil des Proteins inklusive seiner l6slichen C-terminalen AAA-Domane zum

Zytosol hin exponiert ist.

PK - + + +

SH + + +

HEPES - - + +

TX-100 - - - +

Mspl -

Tom70 e - Aufsenmembran
. — —

Tim50 - Innenmembran

Ervl - e 1 - Intermembranraum

|
Hepl TR e —— | - Matrix

Abbildung 1: Msp1 wird in intakten Mitochondrien durch die Proteinase K vollstandig abgebaut und
verhdlt sich somit wie ein AuBenmembranprotein. Isolierte Mitochondrien wurden im isosmotischen SH-
Puffer suspendiert und parallel in HEPES-Puffer geschwollen oder zusatzlich zum Schwellen mit Triton X-100
behandelt. Es erfolgte dann die Behandlung mit Proteinase K fiir 30 min auf Eis, der Verdau wurde durch
Zugabe von PMSF terminiert. Die Proteinmengen wurden nach TCA-Fallung und Zugabe von Laemmli-Puffer
mittels SDS-PAGE, Western Blot und Immundekoration mit spezifischen Antisera gegen die oben aufgefiihrten

Proteine analysiert.
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Abbildung 2: Analyse der Sequenz und funktioneller Domdnen in Msp1. Durch statistische Analyse
mit Hilfe des TMpred Programms (http://www.ch.embnet.org/) wurde die Sequenz von Mspl auf
transmembrane Doménen hin untersucht. Als Funktion stellt die x-Achse die Aminosdurensequenz von Mspl
und die y-Achse die Wahrscheinlichkeit fir transmembrane Helices dar, wobei y > 0,5 als signifikant gilt. An die
Funktion angepasst ist ein Model fiir die funktionellen Doméanen in Msp1, die mithilfe des Programms NCBI
Conserved Domain Search (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) detektiert wurden. TMD= Transmembrandomane;

W.A= WALKER-A-Motiv; W.B= WALKER-B-Motiv.

3.2 Untersuchungen zum Wachstumsverhalten von MSP1-

Expressionsmutanten mittels Tiipfeltest

Nachdem die Topologie von Mspl bestimmt werden konnte, sollte als erster Schritt
zur funktionellen Charakterisierung eine Untersuchung der Wachstumsphanotypen von
MSP1-Deletions- und Uberexpressionsmutanten (MSP11) mittels Tipfeltest erfolgen.

Wildtyp und Amspl trugen dabei den Leervektor pXY242 als Korrelat zum MSP1-

40



Uberexpressionsplasmid pYX242-MSP1. Somit konnten alle drei Stimme im selben Medium
angezogen werden.

Wildtyp, Amsp1 und MSP11 im Stammbhintergrund W303 wurden in Selektivmedium
(SD-Medium ohne den Selektionsmarker Leucin) bei 30°C bis zur logarithmischen
Wachstumsphase angezogen und jeweils in 1:10 Verdlinnungsschritten auf Platten mit zwei
unterschiedlichen Kohlenstoffquellen aufgetragen. Dabei handelte es sich um
glukosehaltiges SD-Medium und glycerinhaltiges SCG-Medium, jeweils ohne den
Selektionsmarker Leucin. Zum Wachstum auf dem nicht-fermentierbaren SCG-Medium wird
eine funktionierende Atmungskette bendétigt. Die Hefen wurden dann bei 30°C und 37°C
inkubiert. Wachstum und KoloniegréBe wurden dokumentiert (Abbildung 3). Die
Deletionsmutante Amspl zeigte auf glukosehaltigem Medium bei 30°C ein
Wachstumsverhalten wie der Wildtyp. Im Gegenzug zeigte die Uberexpressionsmutante
MSP11 ein langsameres Wachstum als der Wildtyp. Dieses Wachstumsdefizit konnte
sowohl auf der Kohlenstoffquelle Glukose als auch auf Glycerin und verstarkt unter

Hitzestress bei 37°C beobachtet werden.

SD-Medium SCG-Medium
72h 6d

30°C Amspi
MSP

WT
37°C Amspl
MSP

Abbildung 3: Die MSP1-Uberexpressionsmutante (MSP14) weist vermindertes Wachstum auf,
wdhrend Amspl ein Wildtyp-dhnliches Wachstumsverhalten zeigt. Wildtyp (WT) und MSPI-
Expressionsmutanten wurden mittels Tupfeltest auf ihr Wachstumsverhalten auf Platten mit Glukose (SD-

Medium) oder Glycerin (SCG-Medium) als Kohlenstoffquelle und bei 30°C oder 37°C untersucht.
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Insgesamt zeigt sich demnach, dass sowohl eine Deletion als auch eine
Uberexpression von MSP1 das Zellwachstum nicht essentiell bedrohen. Das Fehlen von
Mspl hat keinen nennenswerten Einfluss auf das Wachstum der Zellen. Unter diesen
Bedingungen koénnen moglicherweise alternative Mechanismen das Fehlen von Mspl
kompensieren. Bemerkenswerterweise fiihrt dagegen die Uberexpression von Msp1l unter
allen getesteten Bedingungen zu einem Wachstumsdefizit mit kleineren Zellkolonien und
langsameren Proliferationsrate, wobei dieser Effekt unter Hitzestress bei 37°C am
deutlichsten in Erscheinung tritt. Die Funktion der Atmungskette scheint aber nicht speziell
beeintrachtigt zu sein, da der Wachstumsphanotyp der Uberexpressionsmutante in Medien
mit fermentierbaren oder respiratorischen Kohlenstoffquellen vergleichbar ist. Die
Beobachtungen deuten also daraufhin, dass eine Uberprasenz von Mspl den zelluldren
Metabolismus und die Anpassung des Organismus auf widrige Wachstumsverhaltnisse stort,

entweder weil es Aufbauprozesse hemmt oder Abbauprozesse beglinstigt.

3.3  Mikroskopische Untersuchung der Mitochondrienmorphologie in

MSP1-Expressionsmutanten

3.3.1 Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der mitochondrialen Morphologie

Da Amspl keinen Wachstumsphanotyp zeigt, sollte die Mutante mikroskopisch
untersucht werden um herauszufinden, ob die Deletion von MSP1 einen Einfluss auf die
mitochondriale Morphologie hat.

Zunachst wurden Wildtyp- und Amspl-Hefezellen im W303 Stammbhintergrund mit
einem pVT100U-mtGFP-Plasmid transformiert, welches ein Fusionsprotein aus einer
mitochondrialen Prasequenz der Untereinheit 9 der Fo-ATPase (Pre-Su9) zusammen mit dem
grin fluoreszierenden Protein (GFP) exprimiert. Dadurch kénnen die Mitochondrien unter
dem Fluoreszenzmikroskop visualisiert werden 2.

Wildtyp- und Amspl mit mtGFP wurden zunéachst in Selektivmedium (SD-Medium
ohne den Selektionsmarker Uracil) bei 30°C angezogen. Die Ubernachtkulturen wurden
gesplittet und in YPD-Medium soweit verdiinnt, dass zum Untersuchungszeitpunkt von
jedem Stamm sich jeweils eine Kultur in logarithmischer und eine Kultur in stationarer

Wachstumsphase  befand. Die  Hefezellen wurden dann mit Hilfe der
42



Phasenkontrastmikroskopie analysiert (Abbildung 4). Dabei konnte kein Unterschied in
ZellgroRe und -morphologie zwischen Wildtyp und Amsp1 festgestellt werden. Nach Anregen
des mtGFP im Fluoreszenzmikroskop konnten in logarithmischer Wachstumsphase in beiden
Hefestammen die Mitochondrien als tubuldre, sich verzweigende Strukturen dargestellt
werden. In stationdrer Wachstumsphase fiel auf, dass die Mitochondrien deutlich starker
fragmentiert sind, wobei keine Unterschiede in Art und Ausmall der Fragmentierung

zwischen Wildtyp und Amsp1 festgestellt werden konnten.

Wildtyp Amsp1

Log-Phase

Stat-Phase

Abbildung 4: Reprasentative Phasenkontrastbilder und Fluoreszenzbilder von Wildtyp und Amsp1 in
logarithmischer (log) und stationdrer (stat) Wachstumsphase. Die Mitochondrien wurden durch Expression

von GFP visualisiert, welches mit Hilfe eines mitochondrialen Sortierungssignals in die Matrix importiert wird %,

3.3.2 Elektronenmikroskopische Untersuchung der mitochondrialen Ultrastruktur

Zur genaueren Untersuchung der mitochondrialen Ultrastruktur in MSP1-Mutanten
wurden in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Benedikt Westermann fir
Zellbiologie und Elektronenmikroskopie an der Universitat Bayreuth EM-Bilder von Wildtyp,
Amsp1 und MSP11-Hefezellen im W303 Stammbhintergrund aufgenommen.

Wildtyp und Amsp1 trugen den Leervektor pXY242, um alle drei Stamme im selben
Medium anziehen zu konnen. Die Stdamme wurden in SG-Medium (ohne Leucin, mit

Methionin) in einer Ubernachtkultur bis zur logarithmischen Wachstumsphase angezogen
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und die Zellen anschlieRend geerntet, fixiert (2%GA, 1%0s04), in Epoxidharz eingebettet
und mit Hilfe des Elektronenmikroskops untersucht (Abbildung 5). Dabei konnten weder bei
der Deletion, noch bei der Uberexpression von MSP1 phinotypische Auffilligkeiten in Bezug
auf GroRe, Membran- und Cristaeformation in den Mitochondrien festgestellt werden. Auch
die Gesamtzellmorphologie in den MSP1-Mutanten waren im Vergleich zum Wildtyp
unauffallig.

Zusammenfassend ergeben weder die fluoreszenzmikroskopische noch die
elektronenmikroskopische Untersuchung der MSPI1-Expressionsmutanten morphologische
bzw. ultrastrukturelle Auffalligkeiten in den Mitochondrien. Insbesondere bei der MSP1-
Uberexpressionsmutante konnten trotz des auffilligen Wachstumsphinotyps keine
morphologischen Unterschiede zum Wildtyp festgestellt werden. Ein strukturelles Korrelat
zur wachstumsphanotypisch sichtbaren zellulidren Dysfunktion bei Uberexpression von MSP1
lieR sich mit dieser Methode also nicht finden. Auch lasst sich aus den Beobachtungen
schlieBen, dass Mspl an der Aufrechterhaltung der mitochondrialen Morphologie nicht
direkt beteiligt ist. Im Folgenden soll die Funktion von Mspl auf molekularer Ebene

untersucht werden.
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Wildtyp

MsP11

Abbildung 5: Reprisentative EM-Bilder von Wildtyp, Amspl und MSP14. Die MSP1-
Expressionsmutanten weisen dabei keine phdnotypischen Auffilligkeiten in Bezug auf die Mitochondrien,
sowie die Gesamtzellmorphologie auf. Die Stdmme wurden in Selektivmedium mit Glycerin als
Kohlenstoffquelle bis zur logarithmischen Wachstumsphase angezogen und die Zellen anschlieRend geerntet,
fixiert und in Epoxidharz eingebettet. AnschlieRend wurde mit Hilfe des Transmissionselektronenmikroskops die
mitochondriale Ultrastruktur untersucht. Die Bilder wurden in Zusammenarbeit mit Ann-Katrin Unger, Uni

Bayreuth erstellt. A: Gesamtzellaufnahme; B-E: Einzelaufnahmen von Mitochondrien.
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3.4 Untersuchung des Einflusses von Msp1 auf die endogenen

Proteinmengen in Mitochondrien

3.4.1 Mspl beeinflusst die endogenen Proteinmengen von kleinen

Intermembranraumproteinen

Um die mitochondrialen Funktionen wie Energietransduktion, Proteintransport und
Proteinabbau in den MSPI1-Expressionsmutanten zu untersuchen, wurden zunachst die
endogenen Proteinmengen in Wildtyp, Amspl1 und MSP11 mittels Western Blot und

Immundekoration analysiert.
3.4.1.1 Endogene Proteinmengen in der msp1-Deletionsmutante

Zunachst wurde die msp1-Deletionsmutante untersucht. Dazu wurden Wildtyp und
Amspl im W303 Stammbhintergrund in Vollmedium mit Glukose (YPD) bei 30°C bis zur
stationdren Phase angezogen. Die Zellen wurden geerntet und durch Zugabe von Rodel-
Losung aufgeschlossen (vgl. Material und Methoden, Abschnitt 2.3.4.1.). Im Anschluss
wurden die Proteine mittels TCA gefdllt und nach SDS-PAGE und Western Blot mit
spezifischen Antiseren dekoriert (Abbildung 6A). Bei der Analyse der Gesamtzellextrakte von
Amspl  zeigte  sich, dass die endogenen Proteinmengen der  kleinen
Intermembranraumproteine Tim13 und Cox17 im Vergleich zum Wildtyp leicht erh6ht waren.
Cox17 und Tim13 sind kleine Proteine im Intermembranraum mit konservierten
Cysteinmotiv, deren Biogenese durch ein Disulfid-Transfer-System katalysiert wird. Dieses
System basiert auf den beiden essentiellen Komponenten Mia40 und Ervl und einer

40109 “'Mia40 verhielt sich in den Gesamtzellextrakten von

funktionierenden Atmungskette
Amspl unauffallig, wahrend Ervl sich als Doppelbande im Western Blot darstellte, dessen
untere Bande in Amspl1 schwacher erschien. Weitere Proteine, welche mit Proteinimport
assoziiert sind, wie Tom70 und Tim23, sowie die Atmungsketten-Proteine Cox2 und
Cytochrom c; blieben unverandert.

AulRerdem konnte beobachtet werden, dass in einem Parallelansatz, bei dem die
Kulturen vor dem Zellaufschluss bei 37°C (iber Nacht inkubiert wurden, Mspl starker

exprimiert wurde. Gleichzeitig waren die Atmungsketten-Proteine Cox2 und Cytochrom c; bei

37°C deutlich reduziert, wahrend die Expression des Chaperons Hsp60 stark induziert waren.
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Diese Beobachtungen sprechen fiir eine ausgepragte Zellstresssituation unter der erhohten
Temperatur. Interessant ist, dass auch Mspl unter diesen Bedingungen starker exprimiert
war.

Als nachstes wurden die endogenen Proteinmengen von isolierten Mitochondrien aus
Wildtyp und Amspl Zellen analysiert, um Veranderungen insbesondere in der
mitochondrialen Fraktion von Zellen zu beurteilen. Um eine hohe Ausbeute an
Mitochondrien bei der Isolierung zu erhalten, wurden die Zellen in Medium mit Laktat als
Kohlenstoffquelle und bei 30°C kultiviert. Als Zeitpunkt der Zellernte wurden sowohl die
logarithmische als auch die stationdre Wachstumsphase gewdhlt, weil unter letzterer
Bedingung die Mengenveranderungen von Cox17 und Tim13 in Gesamtzellextrakten von
Amspl am deutlichsten waren. Die Mitochondrien wurden isoliert und mittels SDS-PAGE,
Western Blot und Immundekoration analysiert (Abbildung 6B). Bei der Analyse der isolierten
Mitochondrien zeigte sich, dass in logarithmischer Phase die Proteinmenge von Cox17 im
Amspl erhoht war im Vergleich zum Wildtyp, was mit den Beobachtungen in
Gesamtzellextrakten Ubereinstimmt. In stationdrer Phase konnte in den isolierten
Mitochondrien jedoch keine erhéhte Menge an Cox17 beobachtet werden. Tim13 verhielt
sich sowohl in logarithmischer als auch in stationarer Phase unauffallig. Interessanterweise
zeigte sich besonders in stationdrer Phase erneut eine verminderte Menge an Ervl in Amsp1.
Die tendenziell geringeren Proteinmengen in Mitochondrien, die aus stationdren Zellen
isoliert wurden, konnten auf eine erfahrungsgemall reduzierteren Qualitat der
Mitochondrienisolation bzw. der Mitochondrien selbst unter diesen Bedingungen

zuriickzufiihren sein.

Abbildung 6 (Seite 48): Analyse der endogenen Proteinmengen zeigt diskret erh6hte Mengen der
kleinen Intermembranraumproteine Tim13 und Cox17 in Amsp1. (A) Wildtyp (W303) und Amspl wurden in
Vollmedium mit Glukose (YPD) bei 30°C angezogen und in einem Parallelansatz zusatzlich Gber Nacht bei 37°C
inkubiert. Die Zellen wurden dann in stationdrer Wachstumsphase geerntet, mittels Roédel-Losung
aufgeschlossen und die Proteine mittels TCA gefallt. (B) Wildtyp (W303) und Amsp1 wurden in Laktat-Medium
bei 30°C angezogen und die Mitochondrien jeweils aus logarithmischer (log) und stationdrer (stat)
Wachstumsphase isoliert. (A und B) Proteinmengen wurden (ber SDS-PAGE, Western Blot und
Immundekoration mit spezifischen Antiseren gegen die oben aufgefliihrten Proteine analysiert.

AM=AuBenmembran; IM=Innenmembran; IMR=Intermembranraum.
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3.4.1.2 Endogene Proteinmengen in der MSP1-Uberexpressionsmutante

Als nichstes sollte die MSP1-Uberexpressionsmutante auf verdnderte Proteinmengen
untersucht werden. Dazu wurden der Wildtyp mit Leervektor pYX242 und MSPI in
Selektivmedium mit Laktat als Hauptkohlenstoffquelle (S-Lac-Medium, ohne den
Selektionsmarker Leucin, mit zusatzlich 0,1% Galaktose) bei 30°C bis zur logarithmischen
Wachstumsphase kultiviert und anschlieBend Gesamtzellextrakte durch alkalische Lyse
gewonnen. Die Proteine im Zelllysat wurden nach SDS-PAGE mittels Western Blot und
Immundekoration analysiert (Abbildung 7A). Bei der Analyse der Gesamtzellextrakte zeigte
sich, dass die Proteinmengen der kleinen Intermembranraumproteine Tim10, Tim13 und
Cox17 in MSP1 im Vergleich zum Wildtyp deutlich verringert waren. AuRerdem fielen auch
verringerte Mengen des Intermembranraumproteins CCHL und Innenmembranproteins
Cytochrom c¢; auf. In isolierten Mitochondrien von MSP11 (Abbildung 7B) konnten in
logarithmischer Wachstumsphase dagegen keine signifikante quantitative Veranderung der
kleinen Tim-Proteine und Cox17 im Western Blot nachgewiesen werden. Ervl und Mia40
verhielten sich sowohl in Gesamtzellextrakten als auch in isolierten Mitochondrien von
MSP11 unauffallig.

Versuche MSP11-Zellen bei 37°C zu testen waren nicht durchfiihrbar, da sich die
Zellen aufgrund des bereits festgestellten Wachstumsdefizits nicht ausreichend unter diesen
erschwerten Wachstumsbedingungen kultivieren lieRen.

Zusammenfassend ergab die Analyse von endogenen Proteinmengen in den MSP1-
Expressionsmutanten quantitative Veranderungen insbesondere der
Intermembranraumproteine. Wahrend die Menge kleiner Intermembranraumproteine in
Amspl im Vergleich zum Wildtyp tendenziell erhéht war, war sie in der MSPI1-
Uberexpressionsmutante verringert. Die quantitativen Verdanderungen der
Intermembranraumproteine kénnen deutlich in Gesamtzellextrakten dargestellt werden,
wahrend die Unterschiede in isolierten Mitochondrien weniger stark ausgepragt sind. Diese
Beobachtung kdnnte auf verdnderte Verteilungsvorgange der Intermembranraumproteine
zwischen Mitochondrien und Zytosol bei MSP1-Expressionsmutanten hindeuten. Somit ware
eine Funktion von Msp1l im Abbau oder Export dieser Proteine aus dem Intermembranraum

denkbar.
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Abbildung 7 (Seite 50): Analyse der endogenen Proteinmengen in MSP4 zeigt in
Gesamtzellextrakten verringerte Mengen der kleinen Intermembranraumproteine Tim10, Tim13 und Cox17.
(A) Wildtyp (W303) und MSP wurden in Selektivmedium mit Laktat (S-Lac-Medium - Leu + 0,1% Gal) bei 30°C
angezogen. Die Zellen wurden in logarithmischer Wachstumsphase geerntet und mittels alkalischer Lyse
Gesamtzellextrakte gewonnen. (B) Wildtyp (W303) und MSP* wurden in Selektivmedium mit Laktat (S-Lac-
Medium - Leu) bei 30°C angezogen und die Mitochondrien aus logarithmischer Wachstumsphase isoliert. (A
und B) Proteinmengen wurden ber SDS-PAGE, Western Blot und Immundekoration mit spezifischen Antiseren
gegen die oben aufgefiihrten Proteine analysiert. AM=AuBenmembran; IM=Innenmembran;

IMR=Intermembranraum.

3.4.2 Halo-Assay zur Analyse der Auswirkung von oxidativem und reduktivem Stress auf

das Wachstum von MSP1-Expressionsmutanten

Bei der Analyse endogener Proteinmengen in Amspl- und MSP1-
Uberexpressionsmutanten im Western Blot wurden quantitative Verdnderungen der kleinen
Intermembranraumproteine, vornehmlich Tim10, Tim13 und Cox17 beobachtet. Im
mitochondrialen Intermembranraum spielen beim Import der kleinen Tim-Proteine und
Cox17 Oxidations-und Reduktionsvorgdnge eine wichtige Rolle: Beim Import in den
Intermembranraum interagieren diese Proteine Uber ihre Cysteinreste mit Mia40 unter
Ausbildung von Disulfidbricken. Ervl, ein Protein mit Sulfhydryloxidase-Aktivitat, regeneriert
die oxidierte Form von Mia40. Dementsprechend behindern stark reduzierende Einfllsse z.B.
durch  Zugabe von  hochkonzentriertem DTT den Import von kleinen
Intermembranraumproteinen tGber Mia40 und Ervl: Stamme mit verringerter Erv1-Aktivitat

0 Aufgrund der

zeigen eine erhohte Empfindlichkeit auf DTT im Wachstumstest
Mengenveranderungen der kleinen Intermembranraumproteine in den MSPI1-
Expressionsmutanten und auch der Veranderung von Ervl speziell in Amspl sollte
untersucht werden, ob eine Expressionsveranderung von Mspl den Import der kleinen
Intermembranraumproteine beeinflusst. Hierzu wurde in einem Halo-Assay die Auswirkung
von oxidativem und reduktivem Stress auf das Wachstum der MSP1-Expressionsmutanten
getestet.

Wildtyp, Amspl und MSPI1I-Zellen im W303 Stammhintergrund wurden in

Selektivmedium mit Glukose (SD-Medium ohne den Selektionsmarker Leucin) bei 30°C

angezogen. Wildtyp und Amsp1 trugen dabei den Leervektor pXY242. Die Stamme wurden
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bis zur logarithmischen Wachstumsphase angezogen, geerntet und gleiche Zellmengen auf
SD-Medium ausgestrichen. In die Mitte des Zellrasens wurde ein steriles Filterpapier gelegt,
dass entweder mit 30%igem H,0, oder 3 M DTT getrankt wurde. Anhand der GroRe der sich
ausbildenden Wachstumshemmhofe wurde die Empfindlichkeit der Stamme auf die
Chemikalien beurteilt (Abbildung 8). Beziiglich der sich bildenden Hemmhof-Radien konnte
jedoch kein Unterschied zwischen Wildtyp, Amspl und MSP1/ ausgemacht werden.
Oxidativer und reduktiver Stress beeintrachtigen also das Wachstum der MSP1-Mutanten
nicht starker als den Wildtyp.

Die Ergebnisse zeigen somit, dass die Funktionalitdt des Mia40-Erv1-Systems in den
MSP1-Mutanten nicht beeintrachtigt ist. Somit stellt die verringerte Proteinmenge von Ervl
in der MSP1-Deletionsmutante nicht den Grund fir die veranderten Mengen an IMR-
Proteinen da, sondern ist wahrscheinlich vielmehr als eine physiologische Gegenregulation
der Zelle zu verstehen, um bei erhéhten Proteinmengen von Tim13 und Cox17 den Import
dieser Proteine zu drosseln und somit die Homdostase im Intermembranraum zu

gewabhrleisten.

30% H202

3M DTT

Abbildung 8: MSP1-Expressionsmutanten zeigen keine erhohte Empfindlichkeit auf stark
oxidierende (H202) oder reduzierende Chemikalien (DTT) im Vergleich zum Wildtyp im Halo-Assay.
Wildtyp, Amsp1 und MSP11 wurden in Medium mit Glukose als Kohlenstoffquelle (SD-Medium - Leu)
bei 30°C bis zur logarithmischen Wachstumsphase angezogen. Jeweils gleiche Zellmengen wurden
auf SD-Platten ausgestrichen und in die Mitte des Zellrasens ein Filterpapierscheibchen gelegt, dass

mit 30%igem H,0,oder 3M DTT getrankt wurde. Die Platten wurden fiir 2 Tage bei 30°C inkubiert.
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Anhand der GroRe der sich ausbildenden Wachstumshemmhofe wurde die Empfindlichkeit der

Stamme auf die Chemikalien beurteilt.

3.4.3 Untersuchung der endogenen Proteinmengen und des Zellwachstums bei MSP1-

und YME1-Mutanten

Eine wichtige Rolle in der Qualitatskontrolle von Proteinen im Intermembranraum
spielt das Protein Ymel, eine AAA-Protease in der mitochondrialen Innenmembran, die
Intermembranraumproteine bei der Faltung unterstiitzt und fehlgefaltete Proteine abbaut **
> Bei der Analyse endogener Proteinmengen in MSP1-Mutanten wurde beobachtet, dass
Veranderung der Proteinmenge von Mspl die endogenen Mengen kleiner
Intermembranraumproteine verandert. Somit stellte sich die Frage, ob Msp1l moglicherweise
Ymel in seiner Funktion zum Erhalt der Proteinhomdostase im Intermembranraum
beeinflusst oder ergdnzt. In einer Microarray-Analyse von ymel-Deletionsmutanten in Hefe

0 Um diese

wurde bereits festgestellt, dass MSP1 in Aymel hochreguliert wird
Beobachtung zu verifizieren und moglichen Ursachen dafiir auf den Grund zu gehen, wurden
im W303 Stammbhintergrund eine Aymel-Mutante und eine Doppelmutante AmsplAymel
generiert. Es wurde mittels Western Blot und Immundekoration bestatigt, dass in
Gesamtzellaufschliissen von Aymel die endogene Menge von Mspl erhoht ist (Abbildung
9A). Des Weiteren kann in Aymel Zellen eine Akkumulation von Cox17 und Tim13
beobachtet werden. In der gleichzeitig analysierten Doppelmutante Amspl1Aymel sind die
Mengen von Cox17 und Tim13 allerdings vergleichbar mit der Einzelmutante und nicht
starker erhoht. Aymel weist im Vergleich zum Wildtyp einen Wachstumsdefizit im Tupfeltest
auf, eine zusatzliche Deletion von MSP1 zeigt jedoch den gleichen Wachstumsphadnotyp und
keine weitere Verschlechterung des Zellwachstums (Abbildung 9B).

Die erhohte endogene Menge von Mspl in der Aymel-Mutante konnte darauf
hindeuten, dass Msp1l versucht das Fehlen von Ymel zu kompensieren, z.B. durch Export

fehlgefalteter Proteine aus dem Intermembranraum. Daher sollte untersucht werden, ob

eine Uberexpression von MSP1 den Wachtumsphinotyp von Aymel1 rettet. Dazu wurde
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Abbildung 9: Analyse endogener Proteinmengen und Wachstumsverhalten der Ayme1-Mutante und
der Amsp1Aymel Doppelmutante. (A) Wildtyp (WT), Aymel und AmsplAymel im Stammbhintergrund W303
wurden in Vollmedium mit Galaktose als Kohlenstoffquelle (YPGal) bei 30°C bis zur stationaren
Wachstumsphase angezogen. Nach alkalischer Lyse wurden die Gesamtzellextrakte mittels SDS-PAGE, Western
Blot und Immundekoration analysiert. (B) Wildtyp, Aymel und Amsp1Aymel wurden mittels Tupfeltest auf ihr
Wachstumsverhalten auf Platten mit Galaktose (YPGal), und Glycerin (YPG) als Kohlenstoffquelle bei jeweils
30°C und 37°C untersucht.

Aymel mit dem Plasmid pYX242-MSP1 transformiert, das MSP1 unter der Kontrolle eines
TPI1-Promotors Uberexprimiert. Dann wurde das Zellwachstum von Aymel + MSP11 in
einem Tupfeltest analysiert. Flr das Experiment wurden Selektivmedien mit Galaktose,
Glycerin oder Laktat als Kohlenstoffquelle verwendet, und die Hefeplatten jeweils bei 15°,
30° und 37°C inkubiert (Abbildung 10).

Wie bereits zuvor beobachtet wurde, wiesen sowohl MSP11 also auch Aymel ein
etwas schwicheres Wachstum im Vergleich zum Wildtyp auf. Uberraschenderweise konnte
die MSP1-Uberexpression den Wachtumsphinotyp von Aymel nicht retten, sondern
verschlechterte ihn sogar. Dieser Effekt wurde insbesondere auf Laktat-Medium und
Inkubation bei 37°C deutlich. Dies weist darauf hin, dass Msp1 das Fehlen von Ymel nicht
kompensieren kann. Msp1l ist somit nicht in einem parallelen Mechanismus aktiv, sondern

moglicherweise sogar im selben Mechanismus wie Ymel.
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SCGal (Galaktose) SCG (Glycerin) SCLac (Laktat)

Wildtyp
15°C MSP1
Aymel

Aymel+MSP1 T

Wildtyp

MSP1
30°C *

Aymel

Aymel+MSP1 P

Wildtyp
37°C MSPA
Aymel

Aymel1+MSP1 T

Abbildung 10: Uberexpression von MSP1 kompensiert nicht den Wachstumsphinotyp von Aymel,
sondern fiithrt in Kombination zu einem noch stirkeren Wachstumsdefizit. Wildtyp, MSP11, Aymel und
Aymel+ MSPI1 im Stammbhintergrund W303 wurden mittels Tupfeltest auf ihr Wachstumsverhalten auf
Platten mit Galaktose (SCGal), Glycerin (SCG) oder Laktat (SCLac) als Kohlenstoffquelle und bei 15°C, 30°C oder

37°C untersucht.

3.5 Untersuchung des Einflusses von Msp1 auf die Mitophagie

In den vorherigen Untersuchungen zu MSP1-Expressionsmutanten fiel auf, dass einige
endogene Proteinmengen verdandert waren, und es stellte sich somit die Frage, ob Msp1 bei
der mitochondrialen Qualitdtskontrolle eine Rolle spielt. Um einen Einfluss auf
autophagische Abbauprozesse zu Uberprifen, wurden sowohl Proteinmengen eines

vakuolaren Proteins, als auch die GroRe der Vakuolen in MSP1-Mutanten untersucht.
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3.5.1 Untersuchung zur endogenen Menge des vakuoldren Proteins Vac8 in Amsp1

Vac8 ist ein vakuoldares Membranprotein, welches beim Transport von Proteinen aus
dem Zytosol zur Vakuole bendtigt wird und somit in Autophagie-Prozessen der Zelle mitwirkt
M n Untersuchungen zu endogenen Proteinmengen von MSP1-Mutanten mittels Western
Blot und Immundekoration konnte beobachtet werden, dass Vac8 in Amspl erhoht ist

(Abbildung 11).

Da Vac8 bei Fehlen von Msp1l induziert wird, stellte sich die Frage nach einer Rolle von Msp1
in autophagischen Prozessen, spezifisch in der Mitophagie. Eine veranderte Dynamik in der
Elimination von Mitochondrien durch autophagische Prozesse konnte auch die veranderten
Proteinmengen in MSP1-Mutanten unter stationarem Wachstumsstress erklaren und dass
diese Effekte deutlich im Gesamtzelllysat und weniger in isolierten, intakten Mitochondrien

zu beobachten sind. Im Folgenden sollte also untersucht werden, ob Mspl die Mitophagie

beeinflusst.
Abbildung 11: Analyse endogener Proteinmengen
YPD YPG

zeigt erhohte Mengen des vakuoldaren Proteins Vac8 in
Qn., (':? cg.) ,Sv Amspl. Wildtyp (W303) und Amspl-Mutante wurden in

> & o &
= .éc = st Medien mit Glukose (YPD) oder Glycerin (YPG) als
Kohlenstoffquelle bei 30°C angezogen. Die Zellen wurden in

a-Vac8 - e —

stationarer Wachstumsphase geerntet und die

a-Cyt1 A Gesamtzellextrakte Uber SDS-PAGE, Western Blot und

Immundekoration mit spezifischem Antiserum gegen Vac8
analysiert. Immundekoration gegen Cytochrom c; diente

hierbei als Kontrolle.

3.5.2 Untersuchung der VakuolengréBe in Amspl mittels konfokaler Lasermikroskopie

Nachdem gezeigt wurde, dass die Proteinmengen eines vakuoldaren Membranproteins
in Gesamtzellextrakten von Amsp1 erhoht sind, sollte erganzend untersucht werden, ob die

Deletion von MSP1 auch zu einer VergroRerung der Vakuolen in den Zellen flhrt. Zur
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Beantwortung dieser Fragestellung wurde die Konfokale Lasermikroskopie zu Hilfe gezogen.
Ein spezifischer Vakuolenfarbstoff sollte die Beurteilung der VakuolengréRe in Wildtyp und
Amspl- Mutante unterm Mikroskop ermoglichen. Bei der Kultivierung der Zellen wurde
beriicksichtigt, dass Mitophagie in Hefe verstarkt unter Nahrstoffmangel und langem
Wachsen in respiratorischem Medium eintritt  **™'* Wildtyp und Amspl im
Stammhintergrund W303 wurden bei 30°C jeweils einmal in Vollmedium (YPG) und einmal
im nadhrstoffairmeren Selektivmedium (SCG) angezogen, wobei in beiden Medien Glycerin als
nicht-fermentierbare Kohlenstoffquelle diente. Die Zellen wurden bis zur stationaren
Wachstumsphase (OD>6) angezogen, dann erfolgte die Zugabe von 100 puM des
Vakuolenfarbstoffes Cell Tracker Blue CMAC. Nach einer Inkubationszeit von 30 min bei
Raumtemperatur wurden die Zellen unterm Mikroskop untersucht (Abbildung 12). Es zeigte
sich, dass die Vakuolenbildung in den Zellen, die in Selektivmedium angezogen wurden,
ausgepragter ist. Es konnte jedoch unter diesen Bedingungen keine Unterschiede in Bezug
auf VakuolengrofRe und —morphologie zwischen Wildtyp und Amspl-Mutante beobachtet

werden.

Vollmedium mit Glycerin (YPG) Selektivmedium mit Glycerin (SCG)

Amspl
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Abbildung 12 (S. 57): Reprdsentative Phasenkontrastbilder und Fluoreszenzbilder von Wildtyp und
Amsp1- Mutante in der konfokalen Lasermikroskopie zur Untersuchung der Vakuolengrofe. Wildtyp und
Amspl wurden bei 30°C jeweils in Vollmedium (YPG) und in Selektivmedium (SCG) angezogen. Die Zellen
wurden in stark stationdrer Wachstumsphase (OD>6) geerntet und unterm Mikroskop untersucht. Die Vakuolen
wurden mithilfe eines spezifischen Vakuolenfarbstoffes unter Fluoreszenz visualisiert. Bilder in Zusammenarbeit

mit PD Dr. med. Johannes Wagener, Max von Pettenkofer-Institut, Minchen.

3.5.3 Untersuchung des Zellwachstums bei MSP1- und ATG32-Mutanten

Das mitochondriale AuBenmembranprotein Atg32 spielt eine entscheidende Rolle in
der Initiierung der Mitophagie, wodurch ein selektiver vakuolarer Abbau von Mitochondrien

als Antwort auf widrige Wachstumsbedingungen erfolgt .

Da die endogenen
Proteinmengen von mitochondrialen Proteinen und das vakuolare Protein Vac8 in den MSP1-
Expressionsmutanten verandert waren, sollte Uberprift werden, ob Mspl die Atg32-
abhangige Initialisierung der Mitophagie beeinflusst.

Ausgangspunkt der Untersuchung zum Einfluss von Msp1 auf die Mitophagie war die
Generierung einer Aatg32-Mutante und einer Doppelmutante AmsplAatg32. Diese
Hefestaimme sollten zundchst im Vergleich mit Wildtyp und Amspl beziiglich ihres
Zellwachstums untersucht werden. Dazu wurden Wildtyp, Amsp1, Aatg32 und Amspl1Aatg32
im Stammbhintergrund BY4741 bis zur logarithmischen Wachstumsphase angezogen und
mittels Tlpfeltest auf ihr Wachstumsverhalten auf Platten mit Glukose oder Glycerin als
Kohlenstoffquellen und bei 30°C untersucht (Abbildung 13). Weder bei den Einzelmutanten
noch bei der Doppelmutante AmsplAatg32 konnte ein Wachstumsphanotyp im Vergleich
zum Wildtyp festgestellt werden. Es zeigte sich somit, dass der Verlust von Atg32 und Mspl
sowie auch das gleichzeitige Fehlen beider Proteine unter normalen Wachstumsbedingungen
keinen Einfluss auf die Zellviabilitdt haben. Im Folgenden sollen daher die Amspl- und
Aatg32-Mutanten unter speziellen Wachstumsbedingungen analysiert werden, wo gezielt

Mitophagie induziert wird.
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SD (Glukose) SCG (Glycerin)

Wildtyp

Amspl

AmsplAatg32 e

Aatg32

Abbildung 13: Die Doppelmutante Amsp1Aatg32 zeigt dhnlich wie die Einzelmutanten ein Wildtyp-
dhnliches Wachstumsverhalten. Wildtyp, Amsp1, Aatg32 und AmsplAatg32 im Stammhintergrund BY4741
wurden mittels Tupfeltest auf ihr Wachstumsverhalten auf Platten mit Glukose (SD-Medium) oder Glycerin

(SCG-Medium) als Kohlenstoffquelle bei 30°C untersucht.

3.5.4 Untersuchung der Mitophagie in MSP1- und ATG32-Mutanten

Um Mitophagie in Hefezellen gezielt zu induzieren, findet man in der Literatur
unterschiedliche Methoden: Eine Methode beinhaltet das Umstellen einer Hefekultur von
respiratorischem Medium, in der Zellen vermehrt Mitochondrien zur Zellatmung bendtigen,
auf Wachstum in einem Stickstoffmangel-Medium, bei der infolge des Nahrstoffmangels

112-114

Mitochondrien verstarkt abgebaut werden . Eine andere Methode ist die Zugabe von

Rapamycin, das Uber die Inhibition des TOR-Signalwegs zu einer Induktion autophagischer

Prozesse in der Zelle fihrt %1°

. Mithilfe dieser Methoden sollte der Mitophagie-assoziierte
Proteinabbau in Wildtyp, Amsp1-Mutante, und Amsp1Aatg32-Mutante untersucht werden.

Dabei sollten mogliche Unterschiede zwischen den Stimmen aufgezeigt werden.

3.5.4.1 Mitophagie-Induktion durch Stickstoffmangel

Die Hefestamme Wildtyp, Amsp1, Aatg32 und AmsplAatg32 im BY4741 Hintergrund
wurden in SCLac-Medium bei 30°C kultiviert. Bei Erreichen der logarithmischen
Wachstumsphase wurden Aliquote fir den Gesamtzellaufschluss entnommen (t=0) und in
den verbliebenen Zellen die Mitophagie induziert, indem die Zellen in SD-Medium ohne
Ammoniumsulfat und Aminosauren Gberfihrt und somit einem Stickstoffmangel ausgesetzt
wurden. Die Kulturen wurden dann bei 30°C weiter inkubiert und nach 12 h, 18 h und 38 h

erfolgte die Entnahme weiterer Aliqguote zum Gesamtzellaufschluss mittels alkalischer Lyse
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(t=12, t=18, t=38). Die Proben wurden mittels Western Blot und Immundekoration analysiert
(Abbildung 14). Um die Mitophagie zu beurteilen, wurde der Abbau von Aac2 verfolgt, einem
ADP/ATP Carrier in der mitochondrialen Innenmembran und bekanntlich sensitivem

12 m Wildtyp war ein ausgepragter Abbau von Aac2 zu erkennen,

Mitophagie-Marker
wahrend in der Aatg32-Mutante der Abbau etwas langsamer ablief, da das Fehlen von Atg32
die Initialisierung der Mitophagie behindert. Dennoch konnte in der Aatg32-Mutante ein
Aac2-Abbau  beobachtet werden, was hochstwahrscheinlich  auf  alternative
Abbaumechanismen zurlickzufihren ist. In der Amspl1-Mutante fielen zunachst im Vergleich
zum Wildtyp erhéhte Mengen von Aac2 bereits vor Induktion der Mitophagie auf, wobei die
Abbaurate nach Induktion mit der vom Wildtyp vergleichbar war. Der Proteinabbau in der
Doppelmutante verhielt sich adhnlich wie in der Aatg32-Einzelmutante. Die erhohten
endogenen Proteinmengen von Aac2 in den mspl-Deletionsmutanten kdnnten
moglicherweise darauf zurickzufihren sein, dass Aac2 ein bekanntes Substrat des Tim9-

8118 Da die Mengen der kleinen Tim-Proteine in Amsp1 erhéht sind

Tim10-Komplexes ist
(siehe Abschnitt 3.4.1.1), war auch ein verstarkter Import von Aac2 denkbar.

Insgesamt war in diesem Experiment zur Induktion der Mitophagie durch
Stickstoffentzug leider deutlich nicht-mitochondrienspezifischer Abbau zu sehen. Zum einen
zeigte sich dies im Aac2-Abbau trotz Deletion von ATG32, und zum anderen auch in einem
deutlichen Abbau des zytosolischen Proteins Pgkl. Es ist sehr gut denkbar, dass bei
ausgepragtem nutritivem Mangel wie in diesem Fall multiple Mechanismen in Gang gesetzt
werden um auf den Zellstress zu reagieren und Proteinabbau herbeizufiihren, z.B. durch
ungezielte Sequestration von Mitochondrien durch allgemeine Autophagie oder durch

zytosolische und Organell-spezifische Proteasen, sodass aus diesen Ergebnissen keine

isolierten Aussagen zur Mitophagie in Amsp1 und Amsp1Aatg32 gemacht werden kdnnen.
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Amspl
BY4741 Amspl Aatg32 Aatg32
0 12 18 38 0 12 183 38 0 12 18 38 0 12 18 38 t (h)

) aPGK1
Stickstoffmangel

Abbildung 14: Mitophagie-Induktion in MSP1- und ATG32-Mutanten mittels Stickstoffentzug zeigt
zum Teil nicht-mitochondrienspezifischen Abbau. Wildtyp (BY4741), Amsp1, Aatg32 und AmsplAatg32 wurden
in SCLac-Medium (Selektivmedium mit Laktat als Kohlenstoffquelle) bei 30°C bis zum Erreichen der
logarithmischen Wachstumsphase kultiviert. AnschlieBend wurde die Mitophagie durch Uberfiihren der
Kulturen in stickstoffarmes Selektivmedium induziert. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden Aliquote fir
Gesamtzellaufschliisse entnommen (0Oh, 12h, 18h und 38h). Die Proben wurden mit Hilfe von Western Blot und

Immundekoration analysiert.

3.5.4.2 Mitophagie-Induktion durch Rapamycin

Die Hefestamme Wildtyp, Amsp1, Aatg32 und AmsplAatg32 im BY4741 Hintergrund
wurden in SClLac-Medium bei 30°C kultiviert. Bei Erreichen der logarithmischen
Wachstumsphase wurden Aliquote fiir den Gesamtzellaufschluss entnommen (t=0) und in
den verbliebenen Zellkulturen die Mitophagie induziert mittels Zugabe von 1 uM Rapamycin.
Parallel wurde der Kontrollversuchsreihe DMSO zugegeben. Die Kulturen wurden weiter bei
30°C inkubiert und nach 12 h und 18 h erfolgte die Entnahme von weiteren Aliquote zum
Gesamtzellaufschluss (t=12 und t=18). Die Proben wurden mittels Western Blot und
Immundekoration analysiert (Abbildung 15 A.1). Zur Beurteilung der Mitophagie wurde
wieder der Abbau des mitochondrialen Proteins Aac2 verfolgt. Zur genaueren Bewertung der
Abbaudynamik unter Rapamycin wurden die Blotsignale von Aac2 quantifiziert und ins
Verhaltnis zu einer Kontrolle gesetzt, dem zytosolischen Protein Pgkl, welches von der
Rapamycin-Gabe weitestgehend unbeeinflusst blieb (Abbildung 15 A.2). Auch in diesem
Versuch zur Mitophagie war ein deutlicher Abbau von Aac2 im Wildtyp zu beobachten.
Dagegen blieben dieses Mal die Proteinmengen von Aac2 in der Aatg32-Mutante
weitestgehend konstant, was fiir eine selektive Induktion der Mitophagie durch Rapamycin
im Gegensatz zur Stickstoffmangelbehandlung spricht. Es zeigten sich erneut erhdhte
Proteinmengen von Aac2 sowohl im Amspl als auch im AmsplAatg32 vor der

Mitophagieinduktion. In der Amspl-Mutante erfolgte nach Rapamycin-Gabe ein Abbau,
61



welcher jedoch im Vergleich zum Wildtyp verzogert eintritt. In der Doppelmutante konnte
kein Abbau von Aac2 in der Quantifizierung der Blotsignale beobachtet werden, die
Proteinmengen blieben konstant. In den DMSO-Kontrollen erfolgte kein Abbau von Aac2,
sondern eher eine leichte Akkumulation des Proteins in allen Stammen.

Die stabilen Proteinmengen in der Aatg32-Mutante deuteten also darauf, dass die
durch Rapamycin induzierte Mitophagie eine selektive Form der Autophagie darstellt, was in

Ubereinstimmung mit der Studie von Mendl und Kollegen steht '*

. Es sollte im Folgenden
der Abbau weiterer mitochondrialer Proteine in Amspl mit dieser Methode untersucht
werden. Bei einem wiederholten Versuch mit Hefezellen im Stammbhintergrund BY4742 zeigte
der Vergleich mehrerer Proteine zwischen Wildtyp und Amspl jedoch nur geringe
Unterschiede (Abbildung 15 B.1). Erst nach Quantifizierung der Signale im Western Blot
konnte fir die ersten 12 Stunden nach Induktion eine tendenziell langsamere Abbaurate fir
die mitochondrialen Proteine Fzol, Tom70 und Tim50 in der Amsp1-Mutante nachgewiesen
werden (Abbildung 15 B.2). Bemerkenswert war, dass nicht fir alle mitochondriale Proteine
ein Abbau zu beobachten ist. So bleibt das Protein Cytochrom c¢; auch nach Rapamycin-Gabe
stabil.

Es soll hier erwdhnt sein, dass insgesamt die Analysen zum Proteinabbau nach
Mitophagieinduktion teils variable Ergebnisse beziiglich der Abbaukinetik der
Markerproteine lieferten. So konnten fiir einige Proteine ein deutlicher Rapamycin-
induzierter Abbau beobachtet werden, wahrend andere Proteine in ihrer Menge stabil
blieben oder sogar akkumulierten. Flr ein einzelnes Protein konnte das Ausmall an
Degradation in den Versuchswiederholungen deutlich variieren. Die Unbestandigkeit in
Western-Blot-Analysen zum Mitophagie-assoziierten Proteinabbau wurde auch bereits in
einer anderen Studie beschrieben, die diese Beobachtung den wechselnden Aktivitaten
vakuolarer und mitochondrialen Proteasen zuschreibt **°.

Zusammenfassend zeigten aber die Ergebnisse der Mitophagie-Experimente mit
MSP1-Mutanten zum einen, dass durch Rapamycin-Gabe eine effektivere und spezifischere
Induktion der Mitophagie in Hefe bewirkt werden kann als mittels Stickstoffentzug bei
Kultivierung der Zellen. Zum anderen konnte beobachtet werden, dass der Abbau des
mitochondrialen Proteins Aac2 in der mspl-Deletionsmutante verglichen zum Wildtyp im

Stammbhintergrund BY4741 langsamer verlauft. Im Stammbhintergrund BY4742 waren die

Unterschiede im Proteinabbau nach Mitophagie-Induktion zwischen Wildtyp und Amspl
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jedoch nicht so deutlich ausgepragt und bedirfen wohl weiterer Wiederholungsversuche um
die Signifikanz der Daten zu beurteilen und einen moglichen Einfluss von Mspl auf die
Mitophagie zuverldssig zu klaren. Insgesamt lieferten die Ergebnisse keine klare Evidenz fir
einen Einfluss von Mspl auf die Mitophagie, dennoch geben sie Hinweise auf eine
Behinderung des phagolytischen Abbaus mitochondrialer Proteine bei Fehlen von Mspl.
Damit bleibt die Frage weiter offen, ob Mspl in den Prozess der Mitophagie direkt eingreift
oder ob es die Mitophagie in indirekter und unspezifischer Weise beeinflusst, indem es an

anderen Mechanismen der mitochondrialen Proteinqualitdatskontrolle beteiligt ist.

Amspl
A.l BY4741 Amspl Aatg32 Aatg32

o 12 18 0 12 18 O 12 18 O 12 18 t(h)

aPGK1
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AAC2/PGK1
unter .
Rapamycin

0O 12 18 O 12 18 0 12 18 o0 12 18
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Abbildung 15 (Seiten 63, 64): Mitophagie-Induktion mit Rapamycin in msp1- und atg32-Mutanten
zeigt mitochondrienspezifischen Abbau. (A) Mitophagie-Induktion in Wildtyp, Amspl, Aatg32 und
AmsplAatg32 im BY4741 Stammbhintergrund zeigt eine verringerte Abbaurate von AAC2 in Amspl im
Vergleich zum Wildtyp. (B) Mitophagie-Induktion in Wildtyp und Amsp1 im BY4742 Stammhintergrund zeigen
keine signifikanten Unterschiede in den Abbauraten fiir die mitochondrialen Proteine Fzol, Tom70, Tim50
und Tim23. (A.1 und B.1) Die Stamme wurden in SClLac-Medium (Selektivmedium mit Laktat als
Kohlenstofquelle) bei 30°C bis zum Erreichen der logarithmischen Wachstumsphase kultiviert. Die Mitophagie
wurde durch Zugabe von 1 pM Rapamycin induziert. Parallel wurde der Kontrollversuchsreihe DMSO
zugegeben. In Zeitintervallen (Oh, 12h und 18h) erfolgte die Entnahme von Aliquote zum Gesamtzellaufschluss
mittels alkalischer Lyse. Die Proben wurden mit Hilfe von Western Blot und Immundekoration analysiert. (A.2
und B.2) Zur genaueren Beurteilung der Kinetik wurden die Blotsignale der mitochondrialen Proteine

quantifiziert und im Verhaltnis zum zytosolischen Kontrollprotein Pgk1l gesetzt.

3.6 Untersuchung von Mspl im Zusammenhang mit dem Abbau

mitochondrialer Proteine iiber das Ubiquitin-Proteasom-System

3.6.1 Mspl wird unter Proteinfaltungsstress durch Hitze oder Zugabe von

Chloramphenicol induziert

Bei der Untersuchung endogener Proteinmengen in MSP1-Expressionsmutanten fiel
bereits in Zellen, die unter giinstigen Wachstumsbedingungen mit Vollmedium und bei 30°C
inkubiert wurden, Mengenverdanderungen einiger mitochondrialer Proteine auf (siehe
Abschnitt 3.4.1.1). Des Weiteren konnte wiederholt beobachtet werden, dass in Zellen,
welche bei 37°C kultiviert und somit einem Temperaturstress ausgesetzt werden, erhéhte
Proteinmengen von Mspl vorliegen (vgl. Abschnitt 3.4.1.1, Abbildung 6 A). Diese
Beobachtung deutet darauf hin, dass Msp1 unter Hitzestress starker exprimiert wird.

Hitzestress fuhrt in Zellen zur Akkumulation von fehlgefalteten Proteinen und damit
zu einer Storung der Proteinhomdostase. Eine andere Art und Weise Proteinfaltungsstress
spezifisch in Mitochondrien zu induzieren ist durch die Zugabe eines mitochondrialen
Translationshemmers, wie z.B. dem Antibiotikum Chloramphenicol. Es sollte daher liberprift
werden, ob Mspl auch bei Zugabe von Chloramphenicol induziert wird. Zellen im

Stammbhintergrund W303 wurden in Vollmedium mit entweder Glukose (YPD) oder Galaktose
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(YPGal) bei 30°C anzogen. Die Ubernachtkulturen wurden verdiinnt und gesplittet in Kulturen
ohne und mit 2,5 mg/ml Chloramphenicol und fir 24 Stunden weiter bei 30°C inkubiert. Die
Proteinmengen wurden nach Gesamtzellextraktion mittels Western Blot und
Immundekoration analysiert (Abbildung 16). In Bezug auf Mspl konnte auch hier eine
Expressionssteigerung in Zellen festgestellt werden, welche 24 Stunden lang mit
Chloramphenicol behandelt wurden. Dies konnte am deutlichsten im YPGal-Medium

beobachtet werden.

Gesamtzellextrakte 25
YPD YPGal 2
= + = + 15 —
Cvt €y 14 P .
Cytc, o s — —— ] I
05— —
Mspl  Se—— — —— i
= + - + CAP

YPD YPGal

Abbildung 16: Induktion von Mspl durch Behandlung mit dem Translationshemmer
Chloramphenicol (CAP). Hefezellen im W303 Hintergrund wurden in Vollmedium mit entweder Glukose (YPD)
oder Galaktose (YPGal) als Kohlenstoffquelle bei 30°C angezogen. Die Ubernachtkulturen wurden wiederum
verdinnt und in Kulturen ohne und mit 2,5 mg/ml Chloramphenicol aufgeteilt und fiir weitere 24h bei 30°C
inkubiert. Die endogenen Proteinmengen wurden nach Gesamtzellextraktion mittels Western Blot und
Immundekoration analysiert. Blotsignale von Msp1 wurden quantifiziert und im Verhaltnis zum Kontrollprotein
Cytochrom c; gesetzt. Die Signale der Proben ohne CAP wurden gleich 1 gesetzt, dargestellt ist die relative

Erhdhung der Expression nach Zugabe von CAP.

Die Ergebnisse deuten also darauf hin, dass Msp1 durch Proteinfaltungsstress wie
Hitze oder Zugabe von Chloramphenicol induziert wird. Eine Akkumulation von fehlgefalteten
Proteinen und damit eine Stérung der Proteinhomdostase zieht meist reaktive Rettungs- und
Abbaumechanismen nach sich (vgl. Einleitung, Abschnitt 1.1.3.). Mspl kdnnte bei dieser
Stressantwort eine Rolle spielen. In den vorherigen Untersuchungen sind reduzierte
Proteinmengen mitochondrialer Proteine bei Uberexpression von MSP1 beobachtet worden,

sodass es denkbar ware, dass Msp1 einen Einfluss auf den Abbau dieser Proteine nimmt und
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damit in die Regulierung der Proteinmengen in Mitochondrien eingreift. Dies sollte im

nachfolgenden untersucht werden.

3.6.2 Untersuchung des proteasomabhangigen Abbaus mitochondrialer Proteine in

MSP1-Expressionsmutanten

Die gesteigerte Expression von Mspl unter Proteinfaltungsstress und die
Mengenverdanderungen einiger mitochondrialer Proteine bei Expressionsanderung von Mspl
deuten auf eine Rolle von Msp1 in der Qualitatskontrolle mitochondrialer Proteine hin. Eine
wichtige Instanz fir den kontrollierten Abbau von Proteinen in der Zelle bildet das
zytosolische Ubiqutin-Proteasom-System (UPS), welches neueren Erkenntnissen nach auch
mitochondriale Proteine degradiert (Review von **’; siehe auch Einleitung, Abschnitt 1.1.3.3).
Fir das mitochondriale Auflenmembranprotein Fzol ist zum Beispiel ein proteasom-
abhangiger Abbau beschrieben worden, wobei es durch die Ubiquitin-Ligase Mdm30 dem
proteasomalen Abbau zugefihrt wird®. Im Folgenden sollte daher in MSPI-

Expressionsmutanten der Abbau von Proteinen (iber das UPS untersucht werden.

3.6.2.1 MSP1-Uberexpression verlangsamt den Abbau von Om45-nonstop, einem Marker

des proteasomabhdngigen Proteinabbaus

Zur Untersuchung des proteasomabhdngigen Proteinabbaus in  MSPI1-
Expressionsmutanten sollte experimentell die Proteinsynthese inhibiert werden, um den
Abbau bereits synthetisierter Proteine verfolgen zu kénnen. Dies erfolgte durch Zugabe von
Cycloheximid, einem Translationshemmer, der die Proteinbiosynthese an den zytosolischen
Ribosomen unterbindet. Zum anderen sollte parallel auch der Effekt einer gezielten
Proteasominhibition untersucht werden, um einen Abbau mit Lokalisation im Zytosol
nachzuweisen und eine mogliche Akkumulation von Proteinen, die nicht abgebaut werden
kdnnen, zu analysieren. Zur Proteasominhibition wurde MG-132 eingesetzt, welches durch
die selektive Blockade der proteolytischen Aktivitdt des Proteasomkomplexes den Abbau
ubiquitinylierter Proteine hemmt. Als Marker fir den UPS-abhangigen Abbau sollte u.a. das
mitochondriale Protein Fzol dienen. AulBerdem wurden die Zellen mit einem p416GPDp-

OM45-MYC-nonstop-Plasmid transformiert, welches fiir ein Om45 ohne Stop-Codon unter
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der Kontrolle eines GPD1 Promotors kodiert. Dieses fehlerhaft exprimierte Protein ist

ebenfalls ein Substrat des UPS 8712

, an dessen Abbaukinetik der UPS-abhangige
Proteinabbau beurteilt werden kann. Die Lokalisation von Om45-nonstop wurde bestimmt
durch Isolation von Mitochondrien aus den transformierten Hefezellen und Western-Blot-
Analyse des mitochondrialen Pellets und des post-mitochondrialen Uberstandes. Dabei
wurde Om45-nonstop in der mitochondrialen Fraktion vorgefunden (Abbildung 17 A).

Der nachfolgende Versuchsaufbau erfolgte gemall der Methode von Liu et al. 2007
121 Wildtyp, Amspl und MSP11 Zellen wurden in Selektivmedium mit Galaktose als
Kohlenstoffquelle, ohne Ammoniumchlorid, dafiir mit Zusatz von 0,1% (w/v) Prolin bei 30°C
kultiviert. Die Ubernachtkultur wurde auf OD 0,5 in frischem Medium mit 0,003% SDS
verdiinnt. Nach einer Inkubation fiir 3,5 Stunden bei 30°C erfolgte die Zugabe von 75 uM
MG-132 bzw. DMSO als Kontrolle. Nach einer weiteren Inkubationszeit von 50 min bei 30°C
wurden Aliquote entnommen und Uber alkalische Lyse Gesamtzellextrakte gewonnen (Probe
t=0). Dann erfolgte die Zugabe von 100 pg/mL Cycloheximid zu den Kulturen. Nach 1 h und
2,5 h erfolgten Probenentnahmen fiir Gesamtzellextrakte (t=1 und t=2,5). Die Zellextrakte
wurden mittels Western Blot und Immundekoration analysiert (Abbildung 17 B.1). Der Abbau
des myc-getaggten Om45-nonstop konnte mittels Immundekoration mit einem spezifischen
myc-Antikorper verfolgt werden. Zur genaueren Beurteilung der Abbaukinetik wurden die
Blotsignale von Omd45-nonstop und Fzol quantifiziert und ins Verhaltnis zu dem
zytosolischen Kontrollprotein Pgkl gesetzt.

Bei der Analyse des Abbaus von Om45-nonstop konnte zunachst beobachtet werden,
dass die Proteinmengen von Om45-nonstop bei t=0 in den Zellen, welche bereits fiir 50 min
mit MG-132 behandelt wurden, hoher waren als in den Kontrollen mit DMSO. Diese
Beobachtung kann durch den gehemmten proteasomabhangigen Abbau von Om45-nonstop
bei Blockade des UPS unter MG-132 erkldart werden. Interessanterweise waren dabei die
Proteinmengen von Omd45-nonstop in beiden MSPI1-Expressionsmutanten und hierbei
besonders in MSP1 M hoher als im Wildtyp, sowohl in Anwesenheit von MG-132 als auch von
DMSO. In allen drei Stammen konnte ein Abbau von OmA45-nonstop trotz Zugabe des
Proteasominhibitors beobachtet werden, der jedoch im Vergleich zu den DMSO-Kontrollen
langsamer ablief. Dies deutet entweder auf eine unvollstindige Hemmung des UPS oder

einen alternativen Abbauweg wie z.B. Mitophagie hin, der unter normalen Umstdanden

parallel zum UPS zur Erhaltung der Proteinhomdostase beitragt und bei Blockade des UPS
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weiterhin Proteine degradiert. Bei Analyse des Abbaus zeigte sich, dass der Abbau von
Om45-nonstop sich in der MSP11-Mutante deutlich von dem im Wildtyp unterscheidet.
Wahrend die Abbaurate in Amsp1 der im Wildtyp gleicht, war deutlich zu erkennen, dass der
Abbau im MSP11im Vergleich zum Wildtyp langsamer ablduft, sowohl nach Zugabe von MG-
132 also auch in der DMSO-Kontrolle. Die Beobachtungen zeigten somit, dass die
Uberexpression von MSP1 den Abbau von Om45-nonstop behindert, moglicherweise weil
das Uiberexprimierte Msp1 andere Proteine verstarkt als Substrate an das Proteasom liefert,
die in Konkurrenz zum Om45-nonstop dessen Abbau verzégern.

Bei der Analyse des Abbaus von Fzol, bei dem ein UPS-abhangiger Abbau postuliert
wird, wurde Uberraschenderweise festgestellt, dass die Proteinmengen bei t=0 in den Zellen
mit Proteasominhibitor geringer sind als in den Zellen ohne MG-132 (Abbildung 17 B.2). Bei
einem proteasomabhangigen Abbau hatte man das Gegenteil vermutet. Eine mogliche
Erklarung ware, dass die Zugabe des Proteasominhibitors bereits eine Stressreaktion in der
Zelle hervorruft, durch die Fzol weniger exprimiert wird. Nach Zugabe von Cycloheximid
konnte wiederum beobachtet werden, wie Fzol in den Zellen ohne Proteasominhibition
etwas schneller abgebaut wird, was fir einen UPS-abhangigen Abbau von Fzo1 spricht. Dabei
verhielten sich die Abbauraten von Fzol in Wildtyp, Amspl und MSP11 &hnlich. Eine
Deletion oder Uberexpression von MSP1 scheint somit keinen Einfluss auf den Abbau von

Fzol durch das UPS zu haben.

A
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— | ——
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Abbildung 17 (Seite 69,70): (A) Om45-nonstop ist in Mitochondrien lokalisiert. (B) Analyse des
Abbaus eines artifiziellen (B.1) und eines endogenen UPS-Substrates (B.2) in Abhangigkeit von Mspl. (A)
Wildtyp (WT), Amspl und MSP1 im Stammbhintergrund W303 wurden mit dem Om45-nonstop-myc-Plasmid
transformiert und in Selektivmedium bei 30°C angezogen und die Mitochondrien aus logarithmischer
Wachstumsphase isoliert. Proteinmengen wurden ber Western Blot und Immundekoration mit Antiserum
gegen den Myc-Tag analysiert. S=Uberstand mit zytosolischer Fraktion; P=Pellet mit mitochondrialer Fraktion.
(B.1 und B.2) Die Stamme Wildtyp (WT), Amspl1 und MSP11 im Stammbhintergrund W303 wurden in einem flr
Versuche mit MG132 spezifischen Medium (Yeast Nitrogen Base mit Prolin und essentiellen Aminosauren,
Galaktose als Kohlenstoffquelle) bei 30°C kultiviert. Die Ubernachtkultur wurde in frischem Medium mit 0,003%
SDS verdinnt. Zur Proteasominhibition erfolgte die Zugabe von 75 uM MG132, wédhrend in einem
Kontrollansatz nur DMSO hinzugegeben wurde. Nach einer Inkubationszeit von 50 min bei 30°C wurden
Aliquote entnommen (Probe t=0). Dann erfolgte die Hemmung der Proteintranslation mit 100 ug/mL
Cycloheximid. Nach 1h und 2,5h erfolgten Probenentnahmen fir Gesamtzellextrakte (t=1 und t=2,5). Die
Zellextrakte wurden mittels Western Blot und Immundekoration analysiert. Zur genaueren Beurteilung der
Abbaukinetik wurden die Blotsignale von Om45-nonstop und Fzol quantifiziert und im Verhdltnis zum

zytosolischen Kontrollprotein Pgkl gesetzt.

3.6.2.2 Kleine Intermembranraumproteine akkumulieren bei Proteasominhibition durch

MG-132 in MSP1-Uberexpressionsmutanten

Bei der Untersuchung des UPS-abhdngigen Abbaus von Omd45-nonstop fiel ein
verlangsamter Abbau in der MSP1-Uberexpressionsmutante auf. Eine Erkldrung wire, dass
Mspl andere Proteine an das Proteasom liefert, die mit Om45nonstop als Abbausubstrat
konkurrieren. So konnte in Untersuchungen zu endogenen Proteinmengen in MSP1-
Expressionsmutanten beobachtet werden, dass die endogenen Mengen kleiner
Intermembranraumproteine in MSP1/1 deutlich verringert sind (vgl. Abschnitt 3.4.1.2,
Abbildung 7 A). Eine mogliche Erklarung fir beide Beobachtungen ware, dass Mspl diese
Proteine vom Intermembranraum ins Zytosol transportiert, um sie so gezielt dem Abbau
Ubers Proteasom zuzufiihren. Um diese Hypothese zu unterstiitzen, sollte untersucht
werden, ob mitochondriale Proteine bei Proteasominhibition in der MSP1-
Uberexpressionsmutante akkumulieren, weil sie nicht abgebaut werden kénnen.

Dazu wurden Wildtyp und MSPI Zellen in Selektivmedium mit Laktat als
Kohlenstoffquelle und ohne Ammoniumchlorid, daftr mit Zusatz von 0,1% (w/v) Prolin bei
30°C kultiviert. Die Ubernachtkultur wurde auf OD 0,5 in frischem Medium mit 0,003% SDS
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verdinnt. Nach einer Inkubation fir 3,5 Stunden bei 30°C wurden Aliquote fir
Gesamtzellaufschliisse Uber alkalische Lyse entnommen (t=0), wahrend in der restlichen
Zellkultur die Zugabe von 200 uM MG-132 bzw. DMSO zur Kontrolle erfolgte. Nach 5,5
Stunden bei 30°C wurden die Zellen geerntet und erneut Gesamtzellextrakte gewonnen
(t=5,5) und die Proteinmengen U(ber Western Blot und Immundekoration analysiert
(Abbildung 18). Die Analyse zeigte eine Akkumulation von Tim10, Tim13 und Cox17 in
Wildtyp und MSPI1I1 unter Zugabe von MG-132. Besonders deutlich sah man die
Akkumulation dieser Proteine in der MSPI1-Uberexpressionsmutante: Waihrend die
Proteinmengen zum Zeitpunkt t=0 geringer als im Wildtyp sind, findet nach Zugabe von MG-
132 eine deutliche Akkumulation der kleinen Intermembranraumproteine statt, sodass sich
die Proteinmengen denen im Wildtyp angleichen. Diese Beobachtungen sprechen fiir eine
Rolle von Mspl im Abbau kleiner Intermembranraumproteine durch das Proteasom, sodass
bei Uberexpression von Msp1l ein gesteigerter Abbau zu verringerten Proteinmengen fiihrt,
dies bei Inhibition des Proteasoms aber wieder aufgehoben wird.

Interessanterweise wurde bei Analyse weiterer Proteine festgestellt, dass im
Gegensatz zu den kleinen Intermembranraumproteinen diese bei Zugabe von MG-132
starker abgebaut werden als in den DMSO-Kontrollen. Dies konnte fiir das zytosolische
Protein Pgkl und die mitochondrialen Proteine Tom70, Cytochrom c; Fisl und auch Fzol
beobachtet werden. Diese Beobachtungen deuten auf einen alternativen Abbauweg der
Zelle hin. Es gibt viele Indizien dafiir, dass das UPS und Autophagie als die zwei wesentlichen
Abbaumechanismen der Zelle funktionell aneinander gekoppelt sind und sich gegenseitig
beeinflussen, wenn auch der genaue Mechanismus dahinter noch nicht vollstandig
verstanden ist. So konnte bereits in unterschiedlichen Zelllinien gezeigt werden, dass bei
Blockade des Proteasoms durch Inhibitoren wie MG-132 oder Bortezomib als
kompensatorischer Mechanismus die Autophagie aktiviert wird, um die vermehrt

122123 g4 kann auch

anfallenden fehlgefalteten Proteine und Proteinaggregate zu entfernen
im Fall des vorliegenden Experiments angenommen werden, dass nach Inhibition des
Proteasoms vermutlich autophagische Prozesse aktiviert wurden. Dabei bleibt zunachst
offen, wie die untersuchten kleinen Intermembranraumproteine dem phagolytischen Abbau
entgehen, da sie unter MG-132 deutlich akkumulieren. Moéglicherweise handelt es sich hier

um den cytosolischen Pool der mitochondrialen IMR-Proteine.
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Abbildung 18: Kleine Intermembranraumproteine akkumulieren in MSP14 bei Proteasominhibition
durch MG-132. Die Stamme W303 Wildtyp und MSP11 wurden in einem fir Versuche mit MG-132
spezifischen Medium (Yeast Nitrogen Base mit Prolin und essentiellen Aminosduren, Laktat als
Kohlenstoffquelle) bei 30°C kultiviert. Die Ubernachtkultur wurde in frischem Medium mit 0,003% SDS
verdiinnt. Nachdem Aliquote fiir Gesamtzellaufschlisse entnommen wurden (t=0), erfolgte in der restlichen
Zellkultur die Zugabe von 200 uM MG132 bzw. DMSO. Nach einer Inkubationszeit von 5,5 h bei 30°C wurden
nochmals Aliquote zur Gesamtzellextraktion entnommen (t=5,5) und die Proteinmengen Uber Western Blot und

Immundekoration analysiert.

3.6.2.3 Deletion von msp1 hemmt den Abbau von Tim10 {iber das Proteasom

Die bisherigen Untersuchungen zeigten, dass in der MSP1-Uberexpressionsmutante
kleine Intermembranraumproteine akkumulieren wenn gleichzeitig der proteasomale Abbau
blockiert wird. Wenn Msp1l diese Proteine dem Abbau libers Proteasom zufiihrt, misste
dementsprechend der Proteinabbau in der mspl-Deletionsmutante blockiert oder
verlangsamt sein. Dies sollte im Folgenden untersucht werden. Wildtyp und Amspl Zellen
wurden in Selektivmedium mit Galaktose als Kohlenstoffquelle und ohne Ammoniumchlorid,
dafiir mit Zusatz von 0,1% (w/v) Prolin bei 30°C kultiviert. Die Ubernachtkultur wurde in
frischem Medium mit 0,003% SDS verdiinnt. Nach einer weiteren Inkubationszeit von 4

Stunden bei 30°C wurden Aliquote zur Zellextraktion entnommen (Probe t=0). Dann wurde
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die Proteintranslation durch Zugabe von 100 pg/mL Cycloheximid inhibiert. Nach 1 h und 2,5
h erfolgten Probenentnahmen fiir Gesamtzellextrakte (t=1 und t=2,5), um den Proteinabbau
zu verfolgen. Die Zellextrakte wurden mittels Western Blot und Immundekoration analysiert
(Abbildung 19). In einer Kontrollgruppe erfolgte kurz vor dem Zeitpunkt t=0 die zusatzliche
Gabe von 200 pM MG-132 um im Vergleich einen proteasomspezifischen Abbau
nachzuweisen.

In diesem Experiment konnte fiir Tim10 ein Abbau abhadngig vom Proteasom und von
Mspl dargestellt werden. Dabei zeigte sich nach Zugabe von Cycloheximid ein deutlicher
Abbau von Tim10 im Wildtyp, wahrend die Proteinmenge in Amsp1 konstant blieb. In der
Kontrollgruppe mit MG-132 fand in keinem der beiden Stamme ein Abbau statt. Diese
Beobachtungen sprechen fiir einen spezifischen Abbau von Tim10 durch das Proteasom und
dass dieser Prozess an das Vorhandensein von Mspl gebunden ist. Es sei hier angemerkt,
dass sich dieses Ergebnis insgesamt schwierig reproduzieren und auch nicht fir andere kleine
IMR-Proteine wie Tim13 oder Cox17 konkret darstellen lieR. Dies deutet darauf, dass andere
Kontrollmechanismen vorliegen miissen, welche die Funktion von Mspl zum Abbau von IMR-

Proteinen zumindest teilweise kompensieren.

MG-132 . +
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Abbildung 19: Nach Translationshemmung durch Cycloheximid wird Tim10 Proteasom-abhangig
abgebaut. Dieser Prozess ist in Amsp1 aufgehoben. Wildtyp und Amsp1 vom Stammbhintergrund W303 wurden
in Selektivmedium mit Galaktose als Kohlenstoffquelle und ohne Ammoniumchlorid, dafiir mit Zusatz von Prolin
bei 30°C kultiviert. Die Ubernachtkultur wurde in frischem Medium verdiinnt. Nach einer weiteren
Inkubationszeit von 4 h bei 30°C wurden Aliquote zur Zellextraktion entnommen (Probe t=0). Dann wurde die
Proteintranslation durch Zugabe von 100 pg/mL Cycloheximid terminiert. Nach 1 h und 2,5 h erfolgten
Probenentnahmen fir Gesamtzellextrakte (t=1 und t=2,5). Die Zellextrakte wurden mittels Western Blot und
Immundekoration analysiert. In einer Kontrollgruppe erfolgte die zusatzliche Gabe von 200 uM MG-132 zur

Proteasominhibition.
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4, Diskussion

Mspl wurde im Rahmen eines Screening-Versuchs in S. cerevisiae beziglich der
membranspezifischen Sortierung mitochondrialer Proteine als ein Protein identifiziert,
dessen Uberexpression die Lokalisierung von Proteinen zwischen der mitochondrialen
AuRenmembran und dem Intermembranraum beeinflusst °%. Die genaue Funktion des
Proteins war jedoch lange nicht bekannt. Erst kirzlich erschienen zwei voneinander
unabhangige Studien, in denen dem Protein eine Rolle bei der Entfernung fehllokalisierter
Proteine aus der mitochondrialen AuRenmembran zugeschrieben wird '****>. Darin wird
berichtet, dass die Proteine Pex15 und Gosl, welche unter physiologischen Bedingungen
durch das GET (Guided Entry of Tail-anchored proteins)-System von den Ribosomen zum ER
geleitet und in die ER-Membran inseriert werden, bei gleichzeitigen Fehlen von GET-
Komponenten und Mspl verstarkt in der mitochondrialen AuBRenmembran akkumulieren.
Das Vorhandensein von Msp1 und insbesondere die Uberexpression des Proteins bewirken
wiederum eine Beseitigung der fehllokalisierten Proteine. Zudem ist die Abbaurate von
mislokalisiertem Pex15 und Gosl in Amspl verringert. In beiden Studien wird daraus
geschlossen, dass Mspl eine Rolle in der Proteinqualitatskontrolle der mitochondrialen
AuBenmembran spielt, indem es Proteine daraus extrahiert und dem Abbau zufihrt. Der
eigentliche Abbau, so vermuten sie, findet durch das Proteasom im Zytosol statt. Abgesehen
von den fehllokalisierten ER- bzw. peroxisomalen Proteine konnte keine der beiden Studien
mitochondriale Substratproteine von Mspl identifizieren. Die vorliegende Arbeit liefert
erstmalig Hinweise auf eine Rolle von Mspl in der Qualitatskontrolle mitochondrialer
Proteine, wobei hier ebenfalls ein Zusammenspiel mit dem Ubiquitin-Proteasom-System von

zentraler Bedeutung ist.

4.1 Mspl beeinflusst die endogenen Konzentrationen von kleinen

Intermembranraumproteinen

Im Rahmen dieser Arbeit fielen bei der Untersuchung von Proteinmengen in
Zellaufschliissen von MSP1-Expressionsmutanten quantitative Verdanderungen der kleinen

Intermembranraumproteine Cox17, Tim10 und Tim13 auf. Dabei waren die endogenen
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Mengen dieser Proteine in der mspl-Deletionsmutante geringfiigig erhoht und in der
Uberexpressionsmutante deutlich verringert. Dass diese Verdnderungen wiederholt primar
in Gesamtzellaufschlissen und weniger in isolierten Mitochondrien zu beobachten waren,
weist auf eine veranderte Verteilung der kleinen Intermembranraumproteine zwischen den
zelluldren Kompartimenten hin. Die Ergebnisse legen nahe, dass es in Abhangigkeit von
Deletion bzw. Uberexpression von MSP1 zu einem erhéhten bzw. verminderten Auftreten
von Cox17, Tim10 und Tim13 im Zytosol kommt, wahrend die Proteinmengen innerhalb der
Mitochondrien relativ stabil bleiben.

Cox17, Tim10 und Tim13 sind bekanntermalien durch ihre spezifischen Cysteinmotive
Substrate von Mia40, welches in Zusammenspiel mit der Sulfhydryloxidase Ervl in einem
Disulfid-Transfer-System den Import und Verbleib von Proteinen im IMR katalysiert 39,40,109
(siehe auch Einleitung, Abschnitt 1.1.2). Neben den quantitativen Verdanderungen der Mia40-
Substratproteine fielen in dieser Arbeit auch verminderte Proteinmengen von Ervl in der
mspl-Deletionsmutante in Western-Blot-Analysen auf. Ein Halo-Assay mit MSP1-
Expressionsmutanten zeigte jedoch keine veranderte Empfindlichkeit der Zellen gegeniiber
oxidativem Stress, was fiir eine regelrechte Funktion des Mia40-Erv1-Systems spricht. Somit
ist die verringerte Proteinmenge von Ervl in Amspl moglicherweise im Rahmen eines
kompensatorischen Effekts bei erhohtem Angebot an IMR-Proteinen zu werten.

In der vorliegenden Arbeit wurde auch untersucht, ob Mspl funktionell in
Zusammenhang mit der AAA-Protease Ymel steht, da letztere nachweislich durch

126
. In

proteolytischen Abbau die endogenen Mengen der kleinen Tim-Proteine bestimmt
Einklang mit einer alteren Studie konnten wir zeigen, dass die endogene Menge von Msp1l in
ymel-Deletionsmutanten im Vergleich zum Wildtyp erhoht ist 10 wir Uberpruften daraufhin,
ob Mspl moglicherweise hochreguliert wird, um die Funktion von Ymel zu kompensieren,
z.B. durch Export fehlgefalteter Proteine aus dem IMR. Die Uberexpression von MSP1 in
einer Aymel-Mutante konnte jedoch den im Vergleich zum Wildtyp schwacheren
Wachstumsphadnotyp von Aymel nicht retten. Bemerkenswerterweise filhrte dies zu einem
noch starkeren Wachstumsdefizit. Diese Beobachtung legt nahe, dass Ymel und Msp1 nicht
parallel, sondern moglicherweise im selben zellularen Mechanismus aktiv sind. Es ware z.B.
denkbar, dass Ymel in Funktion eines Chaperones > proteine entsprechend faltet oder seine

Proteaseaktivitdt bendtigt wird, um Mspl-Substrate in einem vorgeschalteten Schritt zu

prozessieren, damit sie mit Hilfe von Mspl transloziert werden konnen. Weitere
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Experimente sind notig, um dieser Hypothese auf den Grund zu gehen. So kénnte untersucht
werden, ob der Einfluss von liberexprimierten MSP1 auf die endogenen Mengen der kleinen
IMR-Proteine in Abwesenheit von Ymel noch zu beobachten ist. Auch in Proteinabbau-Tests

mit MSP1- und YME1-Expressionsmutanten kdnnten diese miteinander verglichen werden.

4.2 Mspl beeinflusst den Abbau kleiner Intermembranraumproteine durch

das zytosolische Ubiquitin-Proteasom-System

Das Ubiquitin-Proteasom-System (UPS) ist ein Proteinkomplex im Zytosol
eukaryotischer Zellen zum Abbau von ubiquitinylierten Proteinen aus dem Zytosol und
Endoplasmatischem Retikulum 8 Es gibt bereits mehrere Studien, die eine Rolle des UPS
auch am Abbau mitochondrialer Proteine zeigen. Die bisher identifizierten mitochondrialen
Substrate des UPS sind groRtenteils AuRenmembranproteine. Fir Fzol in Hefe und das
humane Ortholog Mitofusin 1 konnte bereits eine spezifische Ubiquitinylierung mit
nachfolgendem Proteasom-abhingigen Abbau nachgewiesen werden *'*’. Mcl1, VDAC1,
Tom20 und Tom70 sind weitere vorgeschlagene Substrate des UPS an der AuRenmembran,
da ihre endogenen Proteinmengen unter Proteasominhibition stabilisiert werden %1%,
Auch fur Proteine im Intermembranraum konnte eine Akkumulation bei Proteasominhibition
gezeigt werden, dabei wurde zunachst fiir das IMR-Protein Endonuklease G in humanen
Zellen ein UPS-abhangiger Abbau nachgewiesen 130, Spater zeigten Bragoszewski und
Kollegen auch fir die Mia40-Substrate in Hefe Cox12, Micl7, Pet191 und Tim13 einen
Proteasom-abhangigen Abbau wahrend ihres Imports vom Zytosol ins Mitochondrium und
postulierten damit eine Importregulation der IMR-Proteine durch das Proteasom-Ubiquitin-

6

System ®3. Eine neue Studie von Bragoszewski und Kollegen weist nun zusatzlich auf die

Moglichkeit der Retrotranslokation von strukturell instabilen IMR-Proteinen (iber den TOM-

131 Dieser

Komplex zuriick ins Zytosol und nachfolgenden Abbau lber das Proteasom hin
Vorgang war allerdings nicht ausschlieBlich TOM-Komplex abhangig.

Die Beobachtungen aus der vorliegenden Arbeit unterstiitzen dieses neuartige
Konzept der Proteinregulation im Intermembranraum durch Export von Proteinen und
Abbau Uber zytosolische Kontrollsysteme, dabei kénnte dem Protein Mspl eine

entscheidende Rolle zukommen: Im Rahmen dieser Arbeit war die Hochregulation von Msp1
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bei Induktion von Zellstress via Hitze oder Gabe von Chloramphenicol aufgefallen. Diese
Beobachtungen deuten auf eine Rolle von Mspl in der Qualitatssicherung des
mitochondrialen Proteoms hin. Aullerdem fielen verdnderte endogene Mengen von
mitochondrialen Proteinen bei Expressionsanderung von MSP1 auf. Daraufhin wurde der
Einfluss von Mspl auf den Abbau von mitochondrialen Proteinen Uber das Ubiquitin-
Proteasom-System untersucht. In unseren Experimenten konnte gezeigt werden, dass der
Msp1l-abhadngige Abbau der kleinen IMR-Proteine Cox17, Tim10 und Tim13 durch Zugabe des
Proteasominhibitors MG-132 gehemmt wird. Weitere Versuche zeigten, dass die
Uberexpression von MSP1 den proteasomalen Abbau von Omé45-nonstop verlangsamt,
einem Uberlang exprimierten Genprodukt mit moéglicher Lokalisation in Mitochondrien. Dies
lasst vermuten, dass erhohte Mengen an Mspl moglicherweise zur verstarkten
Beanspruchung des UPS durch seine spezifischen Substratproteine fiihren, was den Abbau
anderer Proteine behindern kénnte. In Bezug auf die Studie von Bragoszewski und Kollegen
zur  Retrotranslokation  von  IMR-Proteinen  lUber den  TOM-Komplex zum
proteasomabhdngigen Abbau ergeben sich aus den vorliegenden Ergebnissen
unterschiedliche Hypothesen wie Msp1 dabei eine Rolle spielen kénnte. Mspl kdnnte aktiv
durch seine ATPase-Aktivitat den Ricktransport von Proteinen Uber den TOM-Komplex
katalysieren. Hier widre es interessant, in weitergehenden Experimenten eine direkte
Interaktion von Mspl mit seinen moglichen Substratproteinen oder anderen Komponenten
nachzuweisen. Des Weiteren ware auch denkbar, dass Msp1 dhnlich wie Cdc48 im ERAD-
Transportweg °® unabhéngig vom TOM-Komplex Proteine aus dem IMR extrahiert oder die
Rekrutierung und Ubiquitinylierung der Substratproteine als essentielle Schritte hin zum
proteasomalen Abbau unterstiitzt, nachdem sie die mitochondriale AuBenmembran
Uberwunden haben. Im zweiten Fall wiirde Mspl vermehrt auf den im Zytosol lokalisierten
Pool an IMR-Proteinen wirken. Diesbeziiglich misste nach moglichen Kofaktoren von Mspl,

z.B. de-ubiquitinylierenden Enzymen und Ubiquitin-Ligasen gesucht werden.
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4.3 Bedeutung von Mspl in der Proteinqualitdtskontrolle in Mitochondrien

und der Zelle

Neben einer Rolle im Proteasom-Ubiquitin-vermittelten Proteinabbau wiesen die
Beobachtungen aus der vorliegenden Arbeit auch auf einen Einfluss von Msp1l auf andere
Qualitatskontrollsysteme der Zelle hin. Bei der Untersuchung eines moglichen Einflusses von
Mspl auf die Mitophagie ergab die Analyse des Proteinabbaus nach Mitophagieinduktion
mittels Rapamycin eine langsamere Abbaurate fir das Markerprotein Aac2 in der
Deletionsmutante im Vergleich zum Wildtyp im Stammbhintergrund BY4741. Da aber ein
deutlicher Abbau mitochondrialer Proteine trotz Deletion von MSP1 zu verfolgen war,
konnte eine Rolle von Msp1 in der Induktion von Mitophagie weitestgehend ausgeschlossen
werden. Der leicht verzogerte Abbau des mitochondrialen Proteins Aac2 in der
Deletionsmutante kénnte aber darauf hindeuten, dass die Assoziation von Mspl mit dem
UPS in indirekter Weise auch die Dynamik anderer Abbauwege wie die Mitophagie
beeinflussen kann. Neuere Studien weisen darauf hin, dass die zwei Kontrollsysteme UPS und
Autophagie in ihrer Funktionalitdt eng gekoppelt sind. So wurde in Saugetierzellen und
Drosophila gezeigt, dass die E3-Ub Ligase Parkin an defekte Mitochondrien transloziert und
durch Ubiquitinylierung mitochondrialer Proteine den autophagischen Abbau von

Mitochondrien herbeifiihrt 271327134

. Abhangig von Parkin transloziert dabei p97 (Ortholog
zu Cdc48 in Hefe) an Mitochondrien und assistiert beim proteasomalen Abbau von Mfn1 und
Mfn2 (Orthologe zur Fzol in Hefe), sodass die Fusion von Mitochondrien eingeschrankt wird
und die Mitophagie initiiert wird. Inhibition von p97 verhindert die Parkin-vermittelte

127

Mitophagie ~*’. Auch der UPS-abhéangige Abbau weiterer AuBRenmembranproteine soll fir die

Initiierung von Mitophagie entscheidend sein (siehe Review 135

). Da keine Homologen zu
Parkin in S. cerevisiae existieren, ist zurzeit nicht bekannt, ob ein dhnlicher Mechanismus
auch in Hefe zu finden ist. Es ware aber vorstellbar, dass Mspl den proteasomalen Abbau
bestimmter mitochondrialer Proteine vermittelt, wodurch autophagische Prozesse
beglinstigt werden, ahnlich wie bei der Parkin-vermittelten Mitophagie in Sdugetierzellen.
Weiterflihrende Untersuchungen zum Einfluss von Mspl auf die Mitophagie sind hierbei
nétig. So kénnte unter anderem getestet werden, ob Uberexpression von MSP1 den

Proteinabbau durch Mitophagie beschleunigt und ob dieser Prozess durch Inhibition des

Proteasoms beeinflusst wird.
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In Zusammenschau der Ergebnisse dieser Arbeit ist also anzunehmen, dass Mspl
zumindest indirekt in umfangreicher Weise an der Proteinqualitdtskontrolle der Zelle
beteiligt ist. In Bezug auf das mitochondriale Proteom konnte speziell gezeigt werden, dass
Mspl den proteasomalen Abbau von IMR-Proteinen vermittelt. Dies erganzt die bisherigen
Erkenntnisse zur Funktion des Proteins bei der Entfernung fehllokalisierter peroxismaler

124125 somit um einen neuen Aspekt: die

Proteine aus der mitochondrialen Aulenmembran
Rolle von Mspl in der quantitativen Regulation mitochondrialer Proteine. Es ist jedoch
anzunehmen, dass die Funktion von Msp1l dariber hinausgeht. So konnten Okreglak und
Walter zeigen, dass Mspl auch in Peroxisomen lokalisiert ist. Alle Befunde
zusammengenommen sprechen fir ein breites Spektrum an Funktionen von Mspl im
Qualitatskontrollsystem der Zelle.

Der womoglich multifunktionale Einsatz von Mspl ist eine weitere Parallele zu Cdc48,
das sowohl in den ERAD-Signalweg als auch in das UPS an Mitochondrien involviert ist.
Bisherige Studien legen nahe, dass das UPS an die Aktivitdat von Cdc48 gebunden ist und dass

d 1% (siehe auch

Cdc48 lber Vmsl1 an die mitochondriale AuRenmembran rekrutiert wir
Einleitung, Abschnitt 1.1.3.3). Es ware daher von groRem Interesse die Assoziation von Cdc48
mit Mitochondrien in zuklnftigen Versuchen genauer zu untersuchen und zu evaluieren, ob
Mspl mit dem Vmsl1-Cdc48/p97-Komplex in funktioneller Verbindung steht oder als ein
eigenstandiges System Proteine dem proteosomalen Abbau zufiihrt. In diesem
Zusammenhang ware die Identifikation weiterer Substratproteine von Mspl und maoglicher

Interaktionspartner wichtig, um ein umfassenderes Bild von der Funktion des Proteins in der

Qualitatskontrolle der Zelle zu erhalten.
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5. Zusammenfassung

Msp1 ist ein von Hefe bis zum Menschen konserviertes Protein in Mitochondrien und
gehort zu der Familie der AAA-Proteine. Zu Beginn dieser Arbeit war Uber die physiologische
Funktion dieses Proteins kaum etwas bekannt. Die vorliegende Dissertation beschaftigt sich
daher mit der funktionellen Charakterisierung dieses Proteins mittels zellbiologischer und
proteinchemischer Methoden in Hefezellen. Mspl ist in der mitochondrialen
Aullenmembran lokalisiert und weist in der Sequenzanalyse eine N-terminale
Transmembrandomane auf, wahrend der Hauptanteil des Proteins inklusive seiner |6slichen
C-terminalen AAA-Domane zum Zytosol hin exponiert ist. Analysen zum Zellwachstum von
MSP1-Expressionsmutanten ergeben, dass die msp1-Deletionsmutante ein Wildtyp-ahnliches
Wachstumsverhalten zeigt, wihrend die Uberexpressionsmutante ein Wachstumsdefizit
aufweist. Fluoreszenz- und elektronenmikroskopische Aufnahmen von Hefezellen zeigen
keine Veranderung der mitochondrialen Morphologie in den MSPI-Expressionsmutanten.
Dennoch flihren Mengenveranderungen von Mspl zu Verdanderungen in der Menge kleiner
Intermembranraumproteine, die gleichzeitig Substrate des Miad0-Ervl-Systems sind.
Beobachtungen des Proteinabbaus deuten darauf hin, dass diese Proteine Uiber das
zytosolische Ubiquitin-Proteasom-System abgebaut werden und dass dieser Prozess durch
Msp1l beeinflusst wird. Fiir ein AAA-Protein in der mitochondrialen AuRenmembran ware es
denkbar, dass Mspl Proteine aus dem mitochondrialen Kompartiment ATP-abhadngig ins
Zytosol transloziert und sie somit dem proteasomalen Abbau zufiihrt. Zudem wurde in dieser
Arbeit beobachtet, dass Mspl unter Zellstress hochreguliert wird. Die vorliegenden
Ergebnisse deuten somit daraufhin, dass Mspl eine wichtige Funktion im Erhalt der
Proteinhomdostase in Mitochondrien einnimmt, indem es am Abbau von mitochondrialen
Intermembranraumproteinen (iber das Ubiquitin-Proteasom-System mitwirkt. Ein genaues
Verstandnis der Qualitatskontrollmechanismen in Mitochondrien ist sowohl bei der
Erforschung neurodegenerativer Erkrankungen als auch onkologischen Erkrankungen von

entscheidender Bedeutung.
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7. Abkiirzungen

AAA

ATP

APS

BSA
C-Terminus
DNA

dNTPs
DMSO

DTT

GFP

E. coli

EDTA

ER
i-AAA-Protease
Leu

IMR
m-AAA-Protease
mtUPR
N-Terminus
oD

PAGE

PCR

PEG

PK

PMSF

RNA

ROS

S. cerevisiae
SDS

TCA

ATPases Associated with diverse cellular Activities
Adenosintriphosphat
Ammoniumperoxidsulfat
Rinderserumalbumin

Carboxyterminus
Desoxyribonukleinsaure
Desoxyribonukleosidtriphosphate
Dimethylsulfoxid

Dithiothreitol

Griin fluoreszierendes Protein
Escherichia coli
Ethylendiamintetraacetat
Endoplasmatisches Retikulum
AAA-Protease des Intermembranraums
Leucin

Intermembranraum

AAA-Protease der Matrix
Mitochondriale Unfolded-Protein-Response
Aminoterminus

Optische Dichte
Polyacrylamidgelelektrophorese
Polymerase Kettenreaktion
Polyethylenglykol

Proteinase K
Phenylmethylsulfonylfluorid
Ribonukleinsdure

reactive oxygen species
Saccharomyces cerevisiae
Natrium-Dodecylsulfat

Trichloressigsaure
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TEMED
Tim
TIM
TOM
Tris

Trp

Ura
UPS
uv

WT

N, N, N’, N’ — Tetramethyl-ethylendiamin
Protein des TIM-Komplexes

Translocase of the inner Membrane
Translocase of the outer Membrane
2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3,-propandiol
Tryptophan

Uracil

Ubiquitin-Proteasom-System
Ultraviolettstrahlung

Wildtyp
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