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1. Einleitung
1.1. Mitochondrien

Mitochondrien sind essentielle Organellen in Eukaryoten. Sie sind von zwei
Membranen (AuBenmembran und Innenmembran) umgeben. Der Raum
zwischen den Membranen wird als Intermembranraum (Intermembrane space,
IMS) bezeichnet und von der Innenmembran wird die mitochondriale Matrix
umschlossen. Diese Morphologie erlaubt die Subkompartimentierung
mitochondrialer Prozesse und ist insbesondere fiir den Aufbau eines
Protonengradienten iiber die Innenmembran zur Generierung von ATP als
ubiquitdre Energiequelle notwendig. Weitere biochemische Prozesse wie die
Synthese von Eisen-Schwefel-Clustern, Him und Aminosduren, wie auch die
Synthese und der Abbau von Proteinen laufen in den Mitochondrien ab.

Die Mitochondrien sind laut der Endosymbiontentheorie aus a-Proteobakterien
hervorgegangen, die von eukaryotischen Vorlduferzellen aufgenommen wurden
[3-5]. Diese Theorie wird auch dadurch gestiitzt, dass sie ihr eigenes Genom,
Transkriptions- und Translationssystem besitzen, das einige mitochondriale

Proteine der Atmungskettenkomplexe codiert bzw. synthetisiert [6].

1.1.1. Oxidative Phosphorylierung

Eine der wichtigsten Funktionen der Mitochondrien ist die ATP-Produktion
durch oxidative Phosphorylierung. Es wird ein Protonengradient iiber die
Innenmembran mit Hilfe der Elektronentransportkette aufgebaut. Die ATP-
Synthase nutzt diesen Gradienten und produziert ATP aus ADP und Phosphat
[7].

Die Elektronentransportkette besteht aus verschiedenen Komplexen in der
Innenmembran der Mitochondrien: NADH-Dehydrogenase (Komplex 1),
Succinat-Dehydrogenase (Komplex II), Cytochrom-bc;-Komplex (Komplex IIT)



und Cytochrom-c-Oxidase (COX, Komplex IV) [7]. Die NADH-
Dehydrogenase ist der erste Komplex der Atmungskette, der die Elektronen von
NADH, das bei katabolischen Prozessen und im Citratzyklus entsteht, in die
Atmungskette einschleust [8]. Die NADH-Dehydrogenase kommt in der
Biackerhefe Saccharomyces cerevisiae (die als Modellorganismus in dieser
Arbeit verwendet wurde; sieche 1.6) nicht in Form eines Komplexes vor, sondern
als einzelne Enzyme Ndel, Nde2 und Ndil. Diese katalysieren die Oxidatiion
von zytosolischem bzw. mitochondrialem NADH [9]. Die Succinat-
Dehydrogenase als ein Bestandteil des Citratzyklus katalyisert die Oxidation
von Succinat zu Fumarat und gleichzeitig die Reduktion von FAD zu FADH,.
Vom FADH, werden wiederum Elektronen in die Elektronentransportkette
geschleust [10, 11]. Der Komplex IIT (Cytochrom-bc1-Komplex) katalysiert den
Elektronentransfer von Ubiquinon auf Cytochrom c¢ [12]. Die katalytischen
Einheiten des Cytochrom-bc;-Komplexes sind in Hefe Cob, Ripl und Cytl.
Auflerdem gibt es die sieben weiteren strukturgebenden Untereinheiten Corl,
Cor2, Qcr6, Qcr7, Qcr8, Qcr9 und Qcrl0 [12, 13]. Komplex IV {iibertrigt
Elektronen von Cytochrom ¢ auf molekularen Sauerstoff als finalen Akzeptor.
Er besteht in Hefe aus 12 Untereinheiten. Drei von ithnen, Cox1, Cox2 und
Cox3, sind mitochondrial kodiert und bilden das katalytische Zentrum. Cox1
und Cox2 koordinieren Hdm und Kupfer Cofaktoren, die fiir den
Elektrontransport notwendig sind [14].

Fiir den Export von ATP iiber die Innenmembran zu verschiedenen Orten in der
Zelle ist der ADP/ATP Transporter zustdndig. Er bindet ADP auf der IMS-Seite
und ATP auf der Matrix-Seite und sorgt fiir deren Antiport iiber die Membran
[15].



1.1.2. Mitochondriale Ultrastruktur

Die Innenmembran der Mitochondrien weist Einstiilpungen auf, sogenannte
Cristae, die in die Matrix hineinragen und zur Oberfldchenvergréerung und
weiteren Subkompartimentierung dienen. Bisher sind zwei Komplexe bekannt,
die die Crista-Morphologie beeinflussen. Der erste ist die ATP-Synthase, die als
Dimer fiir die Ausbildung der Crista-Spitzen notwendig ist [16, 17].

Der zweite ist der Mitochondrial Contact Site and Cristae Organizing System
(MICOS) Komplex. Zum MICOS Komplex gehdéren Micl0, Micl2, Micl9,
Mic25, Mic26, Mic27 und Mic60 [18]. Die Komponenten finden sich gehduft
an den Crista Junctions, die den Ubergang zwischen externem IMS und
Intracristae-Raum bilden. Sie sind fiir die Ausbildung der Kontakstellen
(Contact  Sites, Verbindungen zwischen mitochondrialer Innen- und
AuBlenmembran) zustindig. Bei Verlust einer der Komponenten zeigen
Mitochondrien morphologische Abnormalititen wie das Fehlen von Crista
Junctions und das vermehrte Auftreten von Crista Rims und Crista Branches
[19]. Bei fehlender Dimerisierung der ATP-Synthase kommt es nicht zur
Bildung von Crista-Spitzen, wodurch onion-like structures in Mitochondrien

entstehen [16].

1.1.3. Mitochondriale Morphologie - Fusion und Fission

Die Mitochondrien bilden ein dynamisches tubuldres Netzwerk [20]. Sie
besitzen die Féhigkeit zu fusionieren oder sich zu teilen. Diese Prozesse
bezeichnet man als mitochondriale Fusion und Fission. Beide Prozesse sind in
Hefe sehr gut untersucht worden, so dass sich die folgenden Darstellungen auf
diese Studien beziehen. Proteine, die die mitochondriale Morphologie
beeinflussen, konnen in drei Gruppen unterteilt werden [21]:

Die erste Gruppe ist fiir die tubuldre Struktur und Bewegung der Mitochondrien
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zustandig. Zu ihr gehéren Mmm1 [22], Mdm10 [23], Mdm12 [24] und Mmm?2
[25], die zusammen einen Komplex in der Aulenmembran bilden. Fehlen diese
Proteine kommt es zur Ausbildung von gro3en sphérischen Mitochondrien [21].
Mdm31 und Mdm32 sind in der Innenmembran lokalisiert, interagieren mit den
zuvor genannten Proteinen der AuBenmembran und sorgen ebenfalls fiir eine
regelrechte tubulare Struktur [21, 26].

Eine weitere Gruppe ist fiir die Fusion der Mitochondrien notwendig. Sie
umfasst Fzol, Mgml und Ugol in Hefe [27]. Fzol ist eine GTPase in der
Aullenmembran, bei deren Fehlen die Fission {iberwiegt und das mitochondriale
tubuldre Netzwerk fragmentiert [27]. Mgm1 liegt in zwei verschiedenen Formen
vor und ist fiir die Fusion der Innenmembran verantwortlich [20]. Die lange
Form ist mit einer Transmembrandoméne in der Innenmembran verankert, und
kann weiter zu einer kurzen Form prozessiert werden. Die kurze Form liegt
dann als l6sliches Protein im Intermembranraum vor [28, 29]. Ugo1 besitzt eine
zytoplasmatische und eine IMS-Doméne. Es bildet einen Komplex mit Fzol
und Mgml, dient vermutlich als Verbindung zwischen den beiden Proteinen
und koordiniert somit moglicherweise die Fusionsprozesse von Auflen- und
Innenmembran. Die Fusion erfolgt unter GTP Verbrauch und benétigt einen pH
Gradienten und ein Membranpotential [21]. Homologe von Fzol und Mgml
sind auch im Menschen zu finden. Die autosomal-dominante Optikusatrophie ist
mit Mutationen in Opal, dem humanem MgmIl-Homolog, assoziiert [21, 30].
Fiir Ugol ist kein Homolog in hoheren Organismen bekannt.

Die letzte Gruppe umfasst die Proteine, die flir die mitochondriale Fission
notwendig sind. Zu ihr gehort die GTPase Dnml, die frei im Zytoplasma
vorliegt aber wiahrend des Teilungsprozesses an der mitochondrialen
Aullenmembran polymerisiert. In Dnm1 Mutanten sind die Mitochondrien
elongiert und weisen eine starke Vernetzung auf [21, 31]. Fiir die richtige

Verteilung und Funktion von Dnml wihrend der Fission wird Fisl, ein



mitochondriales AuBBenmembranprotein, bendtigt [32]. Zwei weitere Proteine
sind Mdv1 und Caf4, die mit Fis]l und Dnm1 wéhrend der Fission zusammen
arbeiten [33, 34]. Unklar ist, ob Fisl und Mdv1 notwendig fiir die Rekrutierung
oder fiir die Homooligomerisierung von Dnm1 sind [20, 35, 36]. Durch die
GTPase Aktivitdit von Dnml, einer daraus folgenden Konformationsdnderung
und damit verbundenen Konstriktion der Dnml Oligomere kommt es
letztendlich zu einer Teilung der Mitochondrien. Caf4 rekrutiert Dnm1 bei der
Fission [33]. Drpl [37] und hFisl [38] sind die humanen Homologe von Dnml

und Fis1. Homologe von Mdv1 und Caf4 liegen in Sdugetierzellen nicht vor.

1.1.4. Genetik

Die Mitochondrien besitzen ein eigenes Genom in der Matrix. Bei Menschen
umfasst es 16.569 Nukleotide, in S. cerevisiae 84.000. Die Grof3e in Hefe ist auf
das Vorhandensein mehrerer Introns zwischen den kodierenden Bereichen
zuriickzufiihren [39]. Sie kodiert die Proteine Cox1, Cox2 und Cox3 des COX
Komplexes, Atp6, Atp8 und Atp9 der ATP Synthase, Cytb des Cytochrom bcl
Komplexes und das ribosomale Protein Varl [40]. AuBBerdem kodiert sie fiir 24

tRNASs und zwei ribosomale RNAs.

Die Vererbung der mitochondrialen DNA erfolgt fast ausschlieBlich maternal.
Die DNA bleibt unverdndert und folgt nicht den mendelschen Regeln der
Vererbung. Es wurde festgestellt, dass die paternalen Mitochondrien durch
verschiedene Mechanismen zerstort werden, wie zum Beispiel liber Ubiquitin

Markierung und selektiven Abbau [41-43].

1.1.5. Proteinimport

Wihrend die AuBenmembran auch kleinere Molekiile bis 2 - 3 kDa problemlos
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passieren konnen [44], ist die Innenmembran dichter und kontrolliert deren
Import und Export. Die Aulenmembran ist aufgrund der Porine, die eine Pore
mit einem Durchmesser von ca. 1,7 nm bilden, begrenzt durchlidssig. Durch
diese Poren konnen auch CO,, H,O und O, frei diffundieren. Damit herrscht im
Intermembranraum ein Milieu, das dem Zytosol dhnelt [45]. Fiir grofere
Proteine oder fiir den Transport iiber die innere Membran sind andere aktive
Transporter notwendig. Es wird geschitzt, dass die Mitochondrien des
besterforschten Organismus, S. cerevisae, ca. 1000 Proteine enthalten [46]. Wie
oben beschrieben kodiert das mitochondriale Genom einen Teil der
mitochondrialen Proteine. In Baéickerhefe sind es acht, die fast alle
Untereinheiten der Atmungskettenkomplexe sind. Alle weiteren Proteine sind
im Nukleus kodiert und werden im Zytosol translatiert und {iber eine komplexe
Transportmaschinerie ins Mitochondrium importiert.

In der AuBBenmembran befinden sich die TOM (Translocase of the Quter
mitochondrial Membrane) und TOB (Translocase of the Quter mitochondrial
Membrane for Beta-barrel proteins) Komplexe. Diese Komplexe sind nicht nur
fiir den Transport {liber, sondern auch fiir die Integration der Proteine in die
Membran zustindig. In Hefe bilden Tom40, Tom22, Tom7, Tom6 und Tom5
zusammen den Core Komplex [47]. Tom20, Tom22 und Tom70 fungieren als
Rezeptoren, die fiir die Erkennung mitochondrialer Proteine notwendig sind
[48-50]. Nach der Erkennung erfolgt der Transport durch die Pore, die durch
Tom40 gebildet wird [51]. Die kleinen Proteine Tom5, Tom6 und Tom7
unterstiitzen den Prozess. Tom6 und Tom7 sind fir die Integritit des
Komplexes notwendig, wdhrend TomS5 fiir die effiziente Translokation der

Precursor bendtigt wird [52, 53].

Der TOB Komplex dient der Integration von Befa-barrel Proteinen in die
Aullenmembran. Tob55, selbst ein Beta-barrel Protein, Tob38 und Mas37 sind

die bisher bekannten Untereinheiten des Komplexes [54-56]. Diese binden
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precursor-Formen der Beta-barrel Proteine und inserieren diese in die
Aullenmembran. Mas37 ist zusitzlich fiir die Integritit des Komplexes

notwendig [57-59].

Den Transport iliber die innere Membran in die Matrix und zum Teil in den IMS
katalysiert der TIM23 Komplex. Tim23 und Tim17 bilden zusammen einen
Kanal fiir den Transport der Proteine [60]. Tim50 und Tim21 helfen bei der
Ubergabe von Proteinen vom TOM-Komplex an den TIM23-Komplex [61-64].
TIM23-Substrate tragen normalerweise ein N-terminales Sortierungssignal, das
positiv geladen ist. Fiir den Transport des Proteins durch den Kanal wird das
Membranpotential Ay benétigt [65]. Fiir den weiteren Import in die Matrix ist
das mtHsp70/Sscl verantwortlich, das unter ATP Hydrolyse mithilfe von
Tim14, Tim16 und Tim44 an das Pri-Protein bindet [66-70]. Die Abldsung von
mtHsp70/Ssc1 vom Pra-Protein erfolgt durch das Cochaperon Mgel [71]. Die
Signalsequenz wird dann durch die Matrixprozessierungspeptidase Mas1/Mas2
abgespalten [72-74]. MtHsp70/Sscl arbeitet wiederum eng mit anderen
Chaperonen wie Hsp60/HsplO [75] zusammen und sorgt fiir die korrekte
Faltung des zu importierten Proteins [76]. Folgt nach der N-terminalen
Signalsequenz des zu importierenden Proteins ein hydrophober Bereich, kommt
es nach dem Stop-Transfer-Modell zur lateralen Freisetzung des Proteins in die
Innenmembran und gegebenenfalls durch weitere Prozessierung zur Freisetzung

in den IMS [77].

Proteine, die im IMS verbleiben, folgen verschiedenen Mechanismen: Die erste
Gruppe beinhaltet Proteine, die zweiteilige Signalsequenzen tragen. Sie tragen,
wie oben erwdhnt, auf die N-terminale Prd-Sequenz folgend eine hydrophobe
Transmembrandoméne, die zu einer Blockade der weiteren Imports und einer
lateralen Freisetzung in die Innenmembran fiithrt. Durch proteolytische

Abspaltung dieser beiden Sequenzen wird das losliche Protein in den IMS



freigesetzt [45]. Eine weitere Gruppe von IMS-Proteinen interagiert mit
Komponenten an der Aullen- oder Innenmembran oder bindet Co-Faktoren, die
zu einer stabilen Faltung und somit zu thren Verbleib im IMS fiihren [45].
Kleine IMS-Proteine mit konservierten Cysteinmotiven werden iiber den MIA-
Transportweg importiert. I[hre oxidative Faltung durch Mia40 und Erv1 sichert
ihren Verbleib im IMS [78].

In der Innenmembran existieren auch andere Transportsysteme. Der TIM22
Komplex sorgt fiir die Integration hydrophober Carrier-Proteine in die
Innenmembran abhédngig vom Membranpotential [74]. Der TIM22-Komplex
besteht aus Tim22, Tim54, Timl8, Timl0 und Timl2 [79-82]. Die
Substratproteine besitzen hydrophobe interne Sortierungssignale. Fiir ihren
Transport tiber den IMS zu TIM22 werden Chaperone wie der Tim9-Tim10
Komplex oder der Tim8-Tim13 Komplex bendtigt [73, 74].

1.1.6. Mitochondriale Carrier

Fir den Transport verschiedener Stoffe iiber die Membranen besitzen
Mitochondrien Carrier-Proteine. Diese arbeiten in der Regel durch Symport
oder Antiport von zwei verschiedenen Substanzen entlang eines
Konzentrationsgefélles. Ein Bespiel sind Aacl, Aac2 und Aac3 in der
mitochondrialen Innenmembran. Sie sorgen fiir den Export von ATP von der
Matrix in den Intermembranraum und gleichzeitig wird ADP in die Matrix
importiert [83, 84]. Ein weiterer Carrier ist Odcl, der sowohl a-Ketoadipat fiir
die Lysin Synthese, als auch a-Ketoglutarat und weitere Zwischensubstrate des
Zitratzyklus tiiber die Innenmembran durch einen Antiport Mechanismus
transportiert [83]. Interessanterweise kann eine verminderte ATP Produktion
durch eine Erhohung der Odc1-Expression teilweise kompensiert werden. Dabei
werden vermehrt Intermediate des Zitratzyklus ins Mitochondrium importiert
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und die Substratkettenphosphorylierung wird erhoht [85]. AuBerdem spielt
Odcl zusammen mit einem weiteren Carrier, Ymc2, cine Rolle beim
Stoffwechsel von Oleinsdure. Sie stellen eine Verbindung zwischen
Mitochondrien und der peroxisomalen Beta-Oxidation her. Ohne diese Proteine

ist das Wachstum auf der Basis von Oleinsdure beeintrachtigt [86, 87].

Pic2 sorgt fiir den Transport von anorganischen Stoffen wie Phosphat und
Kupfer iiber die Innenmembran [88, 89]. Kupfer ist vor allem fiir die Funktion
der Cytochrom-c-Oxidase notwendig. Fiir den Phosphattransport iiber die

AuBenmembran dient Mirl [89].

Auch Nukleotide miissen iiber die Membranen transportiert werden, da
Mitochondrien ihre eigene DNA und RNA synthetisieren. Rim2 sorgt fiir den
Transport von Pyrimidin Nukleosid Triphosphaten im Austausch mit Pyrimidin

Nukleosid Monophosphaten iiber die Innenmembran [90].

1.2. Mitochondriale Qualititskontrolle

Funktionale Mitochondrien sind flir die Zelle essentiell. Daher unterliegen sie
einer strengen Qualitdtskontrolle. Wihrend verschiedener Vorgidnge in den
Mitochondrien konnen ungefaltete, missgefaltete oder sogar aggregierte
Proteine entstehen, die entweder in ihre korrekte Form iiberfiihrt oder abgebaut
werden miissen [91]. Dazu dienen die mitochondrialen Proteasen und

Chaperone, die in diesem Kapitel ndher erldutert werden.

1.2.1. Mitochondriale Proteasen

Man unterscheidet prozessierende von komplett degradierenden Proteasen. Zu
den Ersteren gehoren unter anderem die mitohondriale MPP (matrix processing
peptidase) Mas1/2 und Pcpl. Sie aktivieren mitochondriale Proteine durch
Abspaltung bestimmter Sequenzen [92]. Masl und Mas2 sind Untereinheiten
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der Matrixprozessierungspeptidase und sorgen fiir die Entfernung der
Signalsequenz nach erfolgreichem Import [72-74]. Pcpl spielt eine wichtige
Rolle bei der mitochondrialen Dynamik durch die Prozessierung von Mgml
[92]. Proteasen sind aber auch ein unentbehrlicher Bestandteil von
Mitochondrien zur Qualitdtskontrolle des mitochondrialen Proteoms. In der
Matrix befindet sich die Lon-Protease Piml, die ATP-abhingig [93]
missgefaltete Proteine vor der Aggregation abbaut [94]. Auch in der
Innenmembran existieren Proteasen, die fiir den raschen Abbau falsch gefalteter
und potentiell schéadlicher Proteine sorgen. Man unterscheidet zwischen der m-
und i-AAA Protease (m- steht fiir Matrix und 1- fiir Intermembranraum, je
nachdem, wo sich das katalytische Zentrum der Protease befindet) [95, 96].
YtalO und Ytal2 sind Untereinheiten der heterooligomeren m-AAA Protease
und fiilhren zu ATP-abhidngigem proteolytischen Abbau falsch gefalteter
Proteine [97]. Auf der anderen Seite der Innenmembran befindet sich die i-AAA
Protease Ymel [98]. Zum YMEI1-Komplex gehdren Adapterproteine wie Mgrl
und Mgr3, die ungefaltete Proteine binden und diese der i-AAA Protease zum

Abbau bereitstellen [99].

Die m- und i-AAA Proteasen arbeiten synergistisch bei der Degradation von
Proteinen. Modellproteine, die sich iliber die Innenmembran spannen, wurden
gleichzeitig von der IMS- und der Matrixseite jeweils durch die i- und m-AAA
Protease proteolytisch geschnitten [98, 100].

1.2.2. Mitochondriale Chaperone

Fiir ihre korrekte Funktion miissen die Proteine eine bestimmte Konformation
besitzen, die sie direkt nach dem Importprozesses einnehmen miissen. Um dies
zu gewihrleisten, gibt es die sogenannten Chaperone. Wie im Kapitel

Proteinimport (siehe 1.1.5) schon ausfiihrlich beschrieben, kommt es zu einer
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Bindung der importierten Proteine durch Chaperone um ihre Faltung zu
gewihrleisten oder ihre Struktur aufrecht zu erhalten. Eines der hdufigsten
Chaperone ist das bereits oben erwihnte mtHsp70/Sscl, das nicht nur fiir den
Import selbst, sondern auch die darauffolgende Faltung der importierten
Proteine notwendig ist [66-70, 75].

Teilweise werden die Proteine auch durch ein weiteres Chaperon, Hsp60,
gefaltet. Dieses befindet sich ebenfalls in der mitochondrialen Matrix und
katalysiert die Faltung von Proteinen in der Matrix [101]. Die ATP abhédngige
Aktivitdt vom Hsp60 wird durch das Co-Chaperon Hsp10 reguliert [102, 103].

Weitere Chaperone wie Tim9-Timl0 wund Tim8-Tim13 sind im
Intermembranraum tétig und begleiten hydrophobe Proteine wéhrend ihres

Imports tiber den Intermembranraum [73, 74].

Chaperone sind somit ein zentraler Bestandteil der mitochondrialen Biogenese,
spielen aber auch eine wichtige Rolle als Schutzmechanismus bei Stress durch
ungefaltete Proteine. Dies wird im néchsten Kapitel der Einleitung néher

erldutert.

1.3. Die Mitochondrial Unfolded Protein Response (mtUPR)

Durch die duale Kodierung mitochondrialer Proteine in der nukledren und
mitochondrialen DNA muss ihre Expression eng koordiniert werden. Auch
Verlust oder Schiadigung der mitochondrialen DNA stellt eine Herausforderung
an die Mitochondrien dar. Die Synthese der nukledr kodierten Untereinheiten
muss gedrosselt werden, da fiir sie keine Assemblierungspartner bereitgestellt
werden konnen. Auch durch unspezifische Oxidation durch ROS (reactive

oxygen species) konnen Proteine in ihrer Faltung beeintridchtigt werden und ihre
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Funktionalitdt verlieren. Probleme bei der Faltung von Proteinen stellen ein
Problem fiir die Zelle dar, da sich einerseits toxische Formen anhdufen konnen,
andererseits auch eine Menge unnétiger Energie fiir ihre Synthese aufgewendet
wird. Um diese Situation besser zu kontrollieren, gibt es einen

Qualitatskontrollmechanismus, die mitochondrial unfolded protein response

(mtUPR), die im Folgenden nédher beschrieben wird [104-106].

Chaperone dienen der korrekten Faltung von Proteinen. Bei Akkumulation
ungefalteter Proteine darf deren Menge nicht die Kapazitit der Chaperone
iibersteigen, da sonst das Mitochondrium durch die Aggregation dieser Proteine
geschidigt werden kann. Um dies zu vermeiden, wird im Rahmen der mtUPR
die Expression von Proteasen und Chaperonen gesteigert. Proteasen konnen die
Proteine zu einzelnen Peptiden abbauen, die wiederum vom Mitochondrium
aktiv exportiert werden konnen, und so deren Akkumulation verhindern [106-
108]. Ob diese Peptide moglicherweise auch eine Funktion in der
Signaltransduktion spielen, ist bisher unklar.

Die mtUPR wurde zuerst in Caenorhabditis elegans beobachtet und wird im
Folgenden genauer beschrieben. Ungefaltete Proteine werden durch ClpP in der
Matrix erkannt und proteolytisch abgebaut [109]. Die dadurch entstandenen
Peptide werden durch den ABC Transporter HAF-1 (Homolog zu Mdll und
seinem Paralog MdI2 in Hefe [110]) in den IMS transportiert und iiber einen
unbekannten Mechanismus iiber die Aulenmembran geschleust [111]. Wie das
Signal von hier aus in den Nukleus gelangt, ist allerdings nicht bekannt. Ein
moglicherweise  paralleler ~ Mechanismus  wird durch den  bZip
Transkriptionfaktor ATFS-1 vermittelt [111]. Er trigt sowohl ein
mitochondriales (MTS) als auch ein nukleédres Sortierungssignal (NLS), wird
aber Dbevorzugt in funktionale Mitochondrien importiert und dort

moglicherweise abgebaut [112]. Wird der mitochondriale Import gestort,
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kommt es zur Translokation von ATFS-1 in den Nukleus, wo er die Expression
von Zielgenen der mtUPR induziert [112]. Fiir die Induktion der Expression
nukledr kodierter Chaperone werden desweiteren DVE-1 und UBL-5 bendtigt.
DVE-1 befindet sich in den Nuklei aller Zellen, dndert dort aber seine Position
bei Stress durch Akkumulation ungefalteter Proteine in den Mitochondrien und

bindet an die Promoteren der Zielgene [109]. UBL-5 wird bei Stress ebenfalls

aktiviert und bildet einen Komplex mit DVE-1 [109]. Die Homologen von
UBL-5 in Hefe und Séugern (Hubl bzw. UBLS5) wurden allerdings als Splicing
Faktoren beschrieben [113-115].

Transport to
the nucleus
NLS
* OXPHOS recovery

* Mitochondrial proteostasis
* ROS detoxification
* Mitochondrial import

Nature Reviews | Molecular Cell Biology
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Auch in Saugetierzellen konnte eine mtUPR beobachtet werden: Expression
einer trunkierten Form der Ornityl-Transcarbamylase (OTCA) resultiert in der
Induktion verschiedener Gene, die Komponenten der mitochondrialen
Qualitiatskontrolle kodieren. Nach Akkumulation von OTCA in der Matrix
kommt es zur einer vermehrten Phosphorylierung der Kinase JNK2 [116].
JNK2 aktiviert wiederum c-Jun, das das AP-1 (activator protein 1) Element vom
Promotor des CHOP (CCAAT/enhancer-binding protein (C/EBP)-homologous
protein) Transkriptionsfaktors aktiviert [117]. Durch die Aktivierung von
CHOP kommt es zu einer verstiarkten Transkription des Chaperons Hsp60, der
Protease ClpP und dem Cochaperon mtDnalJ [107, 118]. Es wurden zudem auch
weitere Transkriptionsfaktoren wie ATF4 und ATFS5 beschrieben, die bei der
Aktivierung der mtUPR eine Rolle spielen. Bei oxidativem Stress kommt es zu
einer Aktivierung von GCN2 und PERK, das wiederum vermehrt elF2a
phosphoryliert und dadurch einerseits die globale Proteinsynthese hemmt und
andererseits zu einer Aktivierung der Transkriptionsfaktoren CHOP, ATF4 und
ATEF5 fiihrt, die die mtUPR induzieren [1, 119, 120].

GCN2 Global translation

PERK attenuation
————>(elF20. CHOP
« TROS .
o L Amino acids \/ ATF4 UPR

e ER stress ATFS

Nature Reviews | Molecular Cell Biology
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AuBlerdem wurde in Sdugetierzellen eine mtUPR beschrieben, die spezifisch
durch Akkumulation ungefalteter Proteine im Intermembranraum aktiviert wird.
Dabei wird die Kinase AKT phosphoryliert, die wiederum den Ostrogenrezeptor
Alpha (ERa) aktiviert. Zum einen erhdht dies die Transkription von HtrA2 (eine
IMS-spezifische Protease) und Nrfl (ein Transkriptionsregulator, der fiir die
Expression der Gene fiir Atmungskettenuntereinheiten zustdndig ist [121]).
Zum anderen wird die Aktivitit des Proteasoms als zusitzlicher Schutzfaktor

erhoht [122].

Die Mechanismen in C. elegans und in den Sdugerzellen weisen zum Teil
gleiche Komponenten, wie z.B. ClpP und HSP60, auf. In Sdugerzellen wurde
auch kiirzlich der Transkriptionsfaktor ATF5 beschrieben, der mehrere
Ahnlichkeiten zu ATFS-1 aufweist. Er wird in funktionale Mitochondrien
importiert und moglicherweise abgebaut. Bei mitochondrialem Stress kommt es
zu seiner Translokation in den Nukleus, wo er wie ATFS-1 die Zielgene der
mtUPRs induziert [119]. Allerdings gibt es auch Unterschiede bei den
Mechanismen der verschiedenen Spezies. In C. elegans zum Beispiel zdhlen
sowohl Hsp60 als auch Hsp70 zu den Zielgenen der mtUPR, wéhrend in
Saugerzellen nur Hsp60 induziert wird [123].

Interessanterweise wurde bereits 2006 eine Studie von Arnold et al.
verdffentlicht, in der das Transkriptom verschiedener Hefemutanten untersucht
wurde. In einer Mutante, in der das Gen fiir die mitochondriale Protease Ymel
deletiert wurde, konnte eine Induktion der Transkription von typischen
Zielgenen der mtUPR nachgewiesen werden. Damals wurde bereits das

Vorhandensein eines solchen Kontrollmechanismus vermutet [124].
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1.4. Stoffwechselprozesse der Mitochondrien und die
Mitochondrial Unfolded Protein Response

Die mtUPR steht in enger Verbindung mit anderen biochemischen Prozessen
wie zum Beispiel der Mitophagie. Beide Prozesse haben dhnliche Ausloser wie
das Fehlen von mitochondrialer DNA oder Stérungen in der Atmungskette, die
zu mitochondrialer Dysfunktion fithren [125]. Vermutlich werden diese beiden
unterschiedlichen Mechanismen sequenziell induziert. Die Mitochondrien
versuchen zuerst, das Organell durch Auslosung der Stressantwort zu retten.
Falls dies jedoch nicht erfolgreich ist, werden die Mitochondrien abgebaut [107].
Dabei kommt es in Sdugerzellen zu einer Akkumulation der Kinase PINK1 an
der &dufleren Mitochondrienmembran, die wiederum die E3 Ligase Parkin
rekrutiert und durch Phosphorylierung aktiviert, was wiederum zu
Ubiquitinylierung und darauffolgender Rekrutierung Mitophagie-induzierender
Faktoren fiihrt [126, 127].

Zudem sind in Mitochondrien verschiedene Stoffwechselprozesse lokalisiert.
Ein Beispiel ist der Harnstoffzyklus, der stickstoffhaltige Abbauprodukte wie
Ammonium in Harnstoff umwandelt, der dann ausgeschieden werden kann. Ein
Defekt in diesem Zyklus fithrt auf Dauer bei Menschen zu schweren
neurologischen Stérungen. Bei Neugeborenen mit einer solchen Storung
beobachtet man Symptome wie Appetitlosigkeit, Tachypnoe, vermehrte
Schlafrigkeit bis hin zu irreversiblen neurologischen Schidden [128].
Desweiteren befinden sich auch andere Komplexe wie der Glycin
Decarboxylase Komplex (Glycin Cleavage Complex) in den Mitochondrien.
Dieser Komplex befindet sich in der mitochondrialen Innenmenbran und
katalysiert die Umsetzung von Glycin zur aktivierten ,,one-carbon unit*“ 5,10-
methylene-tetrahydrofolate (5,10-CH,-Hyfolate) und spielt eine Schliisselrolle

bei verschiedenen lebenswichtigen Prozessen wie der Synthese von
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Methylgruppen, Nukleotiden, Vitaminen und von einigen Aminosduren [129-
131]. Eine Dysfunktion dieses Komplexes fithrt bei Menschen zu Erkrankungen
wie die Hyperglycindmie, die schwere neurologische Stérungen wie Apnoe,
Hypotonie und Epilepsie verursacht und hiufig in der Neonatalzeit zum Tod

fithrt [132].

1.5. Mitochondriale Krankheiten

Da der GroBteil der Energie, die eine Zelle bendtigt, in den Mitochondrien
generiert wird, sind Mitochondrien in besonders hoher Dichte vor allem in
neuronalem, muskuloskelettalem und Herzgewebe zu finden [133]. Das erklart
warum bei mitochondrialer Dysfunktion vor allem neurologische Ausfille mit
Epilepsien, Demenzen, Enzephalopathien und muskuloskelettalen Schwéchen,
die sich als Kardiomyopathien oder verschiedenste andere Myopathien dullern
konnen, im Vordergrund stehen. Die Regenerationsfdahigkeit von Nervengewebe
ist sehr gering, was auch ein zusétzlicher Risikofaktor fiir die Erkrankungen ist
[2, 134]. Im Vordergrund stehen vor allem Krankheiten wie Morbus Parkinson
oder Morbus Alzheimer, die mit dem Verfall von neuronalem Gewebe
einhergehen [135] und in Verbindung mit Mitochondrien gebracht werden [133].
Der Zusammenhang zwischen neuropathischen Krankheiten und der mtUPR ist
jedoch noch nicht verstanden - vor allem, weil die mtUPR in Sdugetierzellen

nur in Bruchteilen beschrieben ist.

Interessanterweise wurde in einer Arbeit mit C. elegans auch eine Verbindung
zwischen der mtUPR und bakteriellen Infektionen gezeigt. Eine Dysfunktion
von ATFS-1 verursacht zum Beispiel eine erhohte Anfilligkeit fiir
Pseudomonas aeruginosa Infektionen [136]. Dies weist auf einen protektiven
Einfluss der ATFS-1-abhédngigen Induktion der mtUPR hin. Bei einer Infektion

mit P. aeruginosa ohne das Virulenz-Gen gacA oder bei Fehlen weiterer
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Virulenzfaktoren wie den Zyanidtoxin-Genen wurde keine mtUPR induziert
[136, 137]. Es wurde auch gezeigt, dass eine Uberaktivierung der mtUPR bei
mit P. aeruginosa infizierten Wiirmern die Uberlebensrate der Wiirmer erhoht
[136], was neue therapeutische Moglichkeiten durch die genauere Erforschung

der zugrundeliegenden Mechanismen eréffnet.

Das klinische Bild der mitochondrialen Erkrankungen ist aber nicht nur auf
neurologische Symptome begrenzt, sondern ist sehr vielfdltig. Es kann zu
renalen Tubulopathien, gastrointestinalen Symptomen mit Obstipation oder
Obstruktionen, Endokrinopathien (Diabetes Mellitus/Hypoparathyreoidismus)

und anderen kommen [2, 138].

Interessanterweise kann ein Defekt in einem Gen in der mtDNA verschiedene
klinische Symptome ausldsen, es ist jedoch auch moglich, dass verschiedene
Mutationen dieselbe phdnotypische Ausprigung zeigen (genetische
Heterogenitit) [139]. Wegen der zahlreichen unterschiedlichen Symptome, die
durch geschidigte Mitochondrien entstehen konnen, wurden diese erst relativ
spat als Ursache erkannt. 1962 wurde der erste klinische Fall mit einem
Patienten, der eine sehr hohe Anzahl an morphologisch verdnderten
Mitochondrien in den Muskeln besall, beschrieben [140]. Die erste direkte
Verbindung zwischen Mutationen des mitochondrialen Genoms und
bestimmten Erkrankungen gelang sogar erst 1988. Damals wurden bei Patienten
mit Myopathien schwere Defekte in der Atmungskette entdeckt, die durch
Mutationen in der mitochondrialen DNA entstanden sind [141]. Noch im selben
Jahr wurde die Lebersche hereditire Optikusneuropathie mit Mutationen im
mitochondrialen Genom in Verbindung gebracht [142]. Mittlerweile wurden
hunderte von Verdnderungen in der mtDNA in Zusammenhang mit
verschiedensten Erkrankungen gebracht (siche Abb. 3). 1992 wurde dann der

erste Fall beschrieben, bei dem die Ursache der Mitochondriopathie nicht auf
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eine Mutation der mtDNA zuriickzufiihren war, sondern auf einer Mutation in
der nukledren DNA beruhte [143]. Wie zuvor beschrieben und in Abbildung 3
dargestellt, werden die Atmungskettenkomplexe von mitochondrial und nukledr
kodierten Untereinheiten zusammengesetzt; demzufolge konnen Mutationen in
beiden Genomen zu Fehlfunktionen der Atmungskette und zu
Mitochondriopathien fithren. Diese konnen durch die klinische Symptomatik
aber nicht unterschieden werden, da unabhidngig von der Mutation dieselbe

Klinik zu beobachten sein kann [144].
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1.6. Hefe als Modellorganismus zur Untersuchung der mtUPR

Bisher wurde die mtUPR vor allem in Zellen von Sdugetieren [123, 145] oder in
der Nematode C. elegans [109, 111, 146] beobachtet und untersucht. In dieser
Arbeit wurde zu weiterfilhrenden Untersuchungen der Modellorganismus
Saccharomyces cerevisiae (Backerhefe) eingesetzt. Zum einen weist Hefe eine
relativ kurze Verdopplungszeit auf und kann somit einfach in grolen Mengen
kultiviert und auch biochemisch analysiert werden. Desweiteren kann sie gut
kontrolliert unter verschiedenen Wachstumsbedingungen angezogen werden,
was eine zuverldssige Analyse besonders Mitochondrien betreffender

Fragestellungen ermdglicht.

Ferner lassen sich aus Hefe gewonnene Erkenntnisse zu einem relativ groflen
Teil auf den Menschen iibertragen, da viele der Prozesse konserviert sind. Ein
Beispiel dafiir ist die sideroblastische Andmie. Dabei wurde das Homolog Atm1
eines der zwei betroffenen Gene, ABC7, in Hefe charakterisiert. Bei Hefe ist
das Protein in den Transport von Eisen-Schwefel Clustern involviert [147, 148].
Zudem weist das menschliche Genom eine Homologie von 46 % zur Hefe auf

[149].

Ob am Ende tatsichlich alle Erkenntnisse auf den Menschen {ibertragen werden
konnen, sollte aber auch kritisch betrachtet werden. Die einzellige Form erlaubt
viele verschiedene Versuche, jedoch sind die Mitochondrien bei Menschen
deutlich komplexer und besitzen ein groBeres Proteom. Ein Beispiel fiir die
hohere Komplexitét ist die Apoptose. Der programmierte Zelltod existiert bei

hoheren Eukaryoten [150], ist aber bei Hefe umstritten [151].
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1.7. Zielsetzung der Arbeit

Mitochondrien sind essentielle Organellen der eukaryotischen Zelle. Sie
besitzen ein eigenes Genom, das in Hefe acht mitochondriale Proteine kodiert;
die iibrigen ca. 1000 Proteine werden im Zytoplasma synthetisiert und in die
Mitochondrien importiert. Nach dem Import bilden die Proteine zum Teil
Komplexe mit den mitochondrial kodierten Proteinen, sodass eine genaue
Koordination der zytosolischen und mitochondrialen Proteinsynthese notwendig
ist. Aber auch andere Prozesse in den Mitochondrien konnen zur Bildung
fehlerhafter Proteine oder Komplexe fiihren, weswegen die Mitochondrien einer
strengen Qualititskontrolle unterliegen. Chaperone und Proteasen bilden die
erste Instanz der mitochondrialen Qualitétssicherung und sorgen fiir korrekte
Faltung und Abbau ungefalteter oder missgefalteter Proteine. Beim
Uberschreiten ihrer Kapazitit wird zum Schutz der Mitochondrien die mtUPR
induziert. Unter Stress durch ungefaltete Proteine wird dann die Expression von
Chaperonen und Proteasen erhoht.

Diese Form der Qualitdtssicherung ist fiir das endoplasmatische Retikulum sehr
genau beschrieben worden, die mtUPR ist jedoch bisher nur ansatzweise
verstanden und erscheint in verschiedenen Organismen inkonsistent. Die
Dysfunktion der Mitochondrien spielt eine zentrale Rolle bei der Entstehung
bestimmter Krankheiten wie zum Beispiel M. Parkinson und ist daher auch
klinisch relevant. Ziel dieser Arbeit ist die Beschreibung von Verdnderungen in
Hefemitochondrien als Reaktion auf die Storung der mitochondrialen
Proteostase. Einzelne Komponenten dieser Form der mitochondrialen
Qualitdtskontrolle sollten identifiziert und ihre Rolle gegebenenfalls genauer
charakterisiert werden. Fiir die Analyse wurde Massenspektrometrie mit dem
Stable Isotope Labeling with Amino Acids in Cell Culture (SILAC) kombiniert.
Dies erlaubte den quantitativen Vergleich des gesamten mitochondrialen

Proteoms unter Stress- und Normbedingungen.
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2. Material und Methoden

2.1. Methoden der Zellbiologie

2.1.1. Kaultivierung von S. cerevisiae fiir die Experimente mit
Chloramphenicol

Die Kultivierung erfolgte nach den Standardprotokollen (Guthrie und Fink,
1991). Die Anzucht von Hefezellen erfolgt in YPD, YPGal oder S-Medium mit
Galaktose oder Glukose und den entsprechenden Aminosiuren. Zellen wurden
in 15 % (v/v) Glycerin suspendiert und bei -80°C gelagert. Davon konnten
Zellen wieder auf YPD oder Selektivmedium ausgestrichen und bei 30°C
kultiviert werden. Nach 2 bis 3 Tagen konnten die Zellen in Fliissigmedium
tiberfiihrt und tiber Nacht bei 30°C inkubiert werden. Am nichsten Tag wurden
sie auf eine ODgy von ca. 0,2 verdiinnt, gesplittet. Die eine Kultur wurde mit
Chloramphenicol (CAP) versetzt. Parallel wurden sie bis zum Erreichen der

stationdren Phase bei 30°C weitergezogen.

2.1.2. Gewinnung von Gesamtzellextrakten aus S. cerevisiae durch
alkalische Lyse

0,5 ODgpo-Einheiten der stationdren Kultur wurden entnommen und mittels
Zentrifugation bei 13200 rpm fiir 30 s geerntet, einmal mit TE-Puffer (10 mM
Tri/HCL, pH 8,0, 1 mM EDTA) gewaschen und in 500 pl H,O resuspendiert. Es
wurden dann 75 pl Rodel Losung (1,85 M NaOH, 10 mM PMSF, 10 % (v/v)
Ethanol, 7,5 % (v/v) B-Mercaptoethanol) dazugegeben, gemischt und 10 min
auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden die Proteine durch Zugabe von 400 pl
72 % (w/v) TCA gefillt (2.2.1).
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2.1.3. Isolierung von Mitochondrien aus S. cerevisiae

2.1.3.1. Standardprotokoll

Hefezellen wurden bis zu einer ODs;s von 5-7 in dem benétigten Medium
kultiviert. Dann wurden sie durch Zentrifugation bei 4000 rpm fiir 5 min in der
Beckman Avanti™ J-25 Centrifuge mit dem JA10-Rotor bei Raumtemperatur
geerntet. Das Pellet wurde mit Wasser gewaschen und danach wurde das
Feuchtgewicht bestimmt. Die Zellen wurden dann in Puffer A (100 mM TRIS,
pH nicht eingestellt, 10 mM DTT) resuspendiert und fiir 10 min bei 30°C
inkubiert. Die Suspension wurde nach der Inkubation bei 3300 rpm, 5 min, mit
dem JA10-Rotor zentrifugiert. Die Zellen wurden einmal mit 1,2 M Sorbitol
gewaschen. Fiir die Lyse der Zellwand wurden pro 1 g Feuchtgewicht 6,7 ml
Puffer B (1,2 M Sorbitol, 20 mM KH,PO4 pH 7,4) mit 3 mg Zymolyase zum
Pellet gegeben. Die Suspension wurde fiir 30 bis 60 min unter leichtem

Schitteln bei1 30°C inkubiert.

Die néchsten Schritte erfolgten auf Eis oder bei 4°C Gerittemperatur. Die
Zymolyase-behandelte Suspension wurde bei 2500 rpm fiir 5 min mit dem JA-
10 Rotor abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 6,7 ml kaltem
Homogenisierungspuffer (0,6 M Sorbitol, 10 mM Tris/HCI, pH 7,4, 0,2 % (w/v)
BSA, 1 mM PMSF) resuspendiert. Danach wurden die Zellen mit einem
Homogenisator  aufgeschlossen und erneut mit 6,7 ml kaltem
Homogenisierungspuffer pro 1 g Feuchtgewicht gemischt. Es erfolgte dann die
zweimalige Zentrifugation bei 3300 rpm fiir 5 min mit dem JA-10 Rotor um
groflere Bestandteile wie ganze Zellen, Zellkerne oder Zelltriimmer zu entfernen.
Nach der Zentrifugation des Uberstandes bei 10000 rpm fiir 12 min mit dem
JA-10 Rotor konnten die Mitochondrien geerntet werden. Das Pellet wurde in

SH Puffer (0,6 M Sorbitol; 20 mM HEPES) aufgenommen und erneut bei 4000

24



rpm fiir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde bei 12000 rpm fiir 12 min mit
dem JA-20 Rotor zentrifugiert und das Mitochondrien-Pellet wurde in 0,5 ml
SH-Puffer resuspendiert. Es folgte dann die Proteinbestimmung und die
Mitochondrien wurden in kleinen Mengen aliquotiert und in fliissigem

Stickstoff gefroren.

2.1.3.2. Protokoll fiir die Isolierung von Mitochondrien modifiziert fiir das
SILAC Experiment

Fiir das SILAC Experiment wurde ein besonders schonendes Verfahren zur
Isolierung der Mitochondrien aus Hefezellen entwickelt. Die Zellen wurden bis
zu einer stationdren ODs;g von 5-7 kultiviert. Wie zuvor beschrieben (siehe
2.1.3.1.), wurden sie durch Zentrifugation geerntet, gewaschen und mit
Zymolyase behandelt. Hier wurde pro 1 g Feuchtgewicht der Zellen 6,6 ml
Zymolyase-Puffer (1,2 M Sorbitol, 20 mM Kaliumphosphat, pH 7,4) und 6 mg
Zymolyase pro 1 g Feuchtgewicht zugegeben. Die Losung wurde fiir 30 bis 60

min unter leichtem Schiitteln bei 30°C inkubiert.

Die nichsten Schritte erfolgten auf Eis oder 4°C Geritetemperatur. Die
inkubierte Suspension wurde bei 4000 rpm fiir 5 min mit dem JA-10 Rotor
abzentrifugiert. Die Hefezellen wurden zweimal in 15 ml kalten
Homogenisierungspuffer (0,6 M Sorbitol, 10 mM Tris/HCI, pH 7,4, 0,2 % (w/v)
BSA, 1 mM PMSF) durch die einmalige Invertierung der Flasche sanft
gewaschen. Danach wurde das Pellet in 15 ml kaltem Homogenisierungspuftfer
mit einem PIPETMAN P5000 mit um 1 cm weggeschnittener Spitze sanft
resuspendiert. Die Losung wurde bei 3000 rpm, 5 min im Beckman-JA10 Rotor
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde behalten und mit dem Pellet wurde der

Vorgang wiederholt. Der Uberstand wurde dann durch Zentrifugation bei 3000
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rpm fiir 5 min mit dem JA-10 Rotor von groflen Zelltriimmern, Zellkernen und
ganzen Zellen gereinigt. AnschlieBend wurde der gesamte Uberstand bei 10000
rpm fir 10 min mit dem JA-20 Rotor zentrifugiert, wodurch die Mitochondrien
geerntet werden konnten. Diese wurden in 0,5 ml SH Puffer resuspendiert. Bei
SILAC II und I wurde die Suspension erneut bei 10000 rpm fiir 10 min mit
dem JA-20 Rotor zentrifugiert und anschlieBend in 0,5 ml SH Puffer
resuspendiert. Es folgte dann die Proteinbestimmung und die Mitochondrien

wurden in kleineren Mengen aliquotiert und in fliissigem Stickstoff gefroren.

2.1.4. Elektronenmikroskopische Untersuchung der Auswirkung von
Chloramphenicol auf die mitochondriale Ultrastruktur

In Zusammenarbeit mit Ann-Kathrin Unger (AG Westermann, Institut fiir
Zellbiologie der Universitdt Bayreuth) wurden elektronenmikroskopische Bilder
von Chloramphenicol-behandelten Hefezellen angefertigt. Zellen wurden fiir 48
h Chloramphenicol Behandlung (2,5 mg/ml) in YPGal Medium (30°C)
angezogen und anschlieBend geerntet. Die geernteten Zellen wurden mit
Glutaraldehyd und Osmiumtetraoxid fixiert. AnschlieBend wurden sie zur
Kontrastierung mit Uranylacetat behandelt und in Epoxidharz eingebettet [152].
Es wurden dann Schnitte mit einer Dicke von 50 bis 70 nm mit dem Ultracut
EM UC6 Ultra-Mikrotom der Firma Leica Microsystems mit einer
Diamantklinge, Typ 45° der Firma Diatome angefertigt. Diese wurden auf
einem Kupfergrid der Firma Plano iiberfiihrt. Zur Farbung wurden die Schnitte
mit Bleicitrat und Uranylacetat behandelt [153]. Die gefarbten Strukturen
konnten dann mit einem Transmissionselektronenmikroskop der Firma Carl

Zeiss, Model EM 902A untersucht werden.
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2.2. Proteinbiochemische Methoden

2.2.1. Fillung von Proteinen mit Trichloressigsiure (TCA)

Die Prazipitation von Proteinen erfolgt durch die Zugabe von 72 % (w/v)
Trichloressigsdure (TCA) und der anschlieenden Inkubation fiir 10 min auf Eis.
AnschlieBend folgte die Zentrifugation fiir 15 min bei 20000 rpm und 4°C. Das
Pellet wurde mit 500 pl eiskaltem Aceton gewaschen und bei Raumtemperatur

getrocknet. Das Pellet wurde danach in 20-50 pl SDS-Ladepuffer aufgenommen.

2.2.2. Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte nach der Methode von
Bradford mit dem Proteinassay der Firma Biorad nach deren Anleitung [154].
Nach dem Verdinnen des Farbstoff Konzentrates im Verhéltnis 1:5, wurde es
mit den Proben vermischt und fiir 10 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Danach wurde eine Eichkurve mit Proben bekannter Proteinkonzentrationen
erstellt. Es erfolgte immer eine vierfache Bestimmung der Proteinkonzentration
jeder Probe: zweimal mit jeweils 3 pl und zweimal mit jeweils 5 pl Protein. Als

Proteinstandard wurde IgG aus Rind verwendet.

2.2.3. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Proteine wurden mittels SDS-Polyacrylamidgelektrophorese (SDS-PAGE) nach
threr Masse aufgetrennt [155]. Dabei wurde ein Gelbildner mit 30 % (w/v)
Acrylamid/Bisacrylamid verwendet. Das Gel wurde nach Zugabe von TEMED
(Bodengel: 0,25 %, Trenngel: 0,06 %, Sammelgel 0,1 %) und
Ammoniumpersulfat (APS) (Bodengel: 0,05 %, Trenngel 0,06 %, Sammelgel
0,05 %) zwischen zwei Glasplatten mit einer Gréf3e von ca. 160 mm x 180 mm

und einer Dicke von 1 mm in der folgenden Reihenfolge gegossen: Bodengel

27



(20 % Acrylamid; 0,12 % Bisacrylamid; 375 mM Tris/HCI pH 8.8; 0,1 % SDS),
Trenngel (16 % Acrylamid; 0,08-0,13 % Bisacrylamid; 386 mM Tris/HCI pH
8,8; 0,1 % SDS), Sammelgel (5 % Acrylamid; 0,03 % Bisacrylamid; 60 mM
Tris/HCl pH 6,8; 0,1 % SDS). Die Proben wurden mit SDS-Ladepuffer
(Laemmli) (2 % SDS (w/v), 5 % (v/v) B-Mercaptoethanol, 10 % (v/v) Glycerin,
0,02 % Bromphenolblau, 60 mM Tris/HCI, pH 6,8) vermischt und fiir 3 min bei
95°C aufgekocht. Das Volumen der Proben betrug 20 — 50 pl mit einer
Proteinmenge von bis zu 100 pg pro Spur. Zur Abschitzung der Gro3e wurden
10 ul vom Proteinmarker beidseits aufgetragen. Die Elektrophorese wurde in
vertikalen Kammern mit Elektrophoresepuffer (50 mM Tris/HCI, pH 8,3, 384
mM Glycin, 0,1 % (w/v) SDS) durchgefiihrt. Bei 30 mA dauerte die
Elektrophorese ca. 2,5 Stunden. Nach der Elektrophorese wurden die Proteine
auf Nitrozellulosemembranen (2.2.4.) transferiert oder mit Coomassie gefarbt

(2.2.5.).

2.2.4. Transfer von Protein auf Nitrocellulosemembran (Western-Blot)

Nach der SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese wurden die Proteine auf
Nitrocellulosemembranen iibertragen. In der Ubertragungskassette wurde das
Gel auf die Membran zwischen zwei Schwiamme und zwei Filterpapiere gelegt
und in der Wet Blot Kammer mit Wet Blot Puffer (25 mM Tris, 192 mM Glycin,
10-20 % Methanol, pH ~8,3, 0,01 - 0,1 % SDS) eingesetzt [156]. Die Proteine
wurden flir 45 min bei 360 mA tiibertragen, mit Ponceau S (0,2 % (w/v) in 3 %
(w/v) TCA) gefarbt und die Membran anschlieBend bei Raumtemperatur
getrocknet. Der Nachweis von spezifischen Proteinen erfolgte mittels

Immundekoration (2.3.1.).
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2.2.5. Coomassie-Firbung von Polyacrylamidgelen

Um mittels SDS-PAGE aufgetrennte Proteine optisch sichtbar zu machen,
wurde das Gel in 0,1 % Coomassie-Brilliant-Blue R-250 in 50 % (v/v)
Methanol und 10 % (v/v) Essigsédure fiir 30 min inkubiert und geschiittelt. Zur
Entfarbung des Hintergrundes wurde das Gel in einer Mischung von 50 % (v/v)
Methanol und 10 % (v/v) Essigsdure fiir eine Stunde gelagert und leicht
geschiittelt. Das Gel konnte dann anschlieBend in ddH,O bei 4°C gelagert

werden.

2.2.6. Blue Native PAGE

Pro Probe wurden jeweils 150 pg isolierte Mitochondrien bei 14000 rpm fiir 10
min bei 4°C abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde in
15 pl Schigger-Lysepuffer (50 mM Bistris pH 7,0, 1 M e-Aminocapronséure, 5
mM EDTA, 0,5 mM MgCl,, 1 mM DTT) und 1 mM PMSF resuspendiert. Zu
der Mischung wurden dann 4,5 pl 10 % Digitonin (3 % Endkonzentration)
dazugegeben, vorsichtig gemischt und 10 min auf Eis inkubiert. Anschliefend
wurde das Lysat bei 15000 g fiir 15 min bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand
wurde entnommen und mit 2 ul NativePAGE® 5 % Sample additive G-250 von
der Firma lifetechnologies versetzt. Die Proben wurden anschlieBend auf ein 4-
16 % Bis-Tris Gel der Firma Life Technologies geladen. Beidseits wurden
Marker, die aus 1 pl Thyroglobulin, 2 pl Ferritin, 3 pl 10 % Digitonin und 10 pl
Lysepuffer bestanden, geladen. Das Gel wurde dann in der zugehorigen
Kammer mit 1 x NativePAGE™ Dark Blue Cathode Puffer bei 150V bis zu
einem Drittel laufen gelassen. Darauthin wurde der Puffer gegen den 1 x
NativePAGE™ Light Blue Cathode Puffer ausgewechselt und bei 250V fiir 2
Stunden laufen gelassen. AnschlieBend wurde das Gel in SDS-Laufpuffer (siehe

2.2.3.) inkubiert, um die Proteine zum Blotten zu denaturieren. Der Puffer
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wurde dann mit Blotpuffer (25 mM Tris, 192 mM Glycin, 10 % Methanol und
0,1 % SDS) ausgetauscht, fiir 2 min ohne Strom inkubiert und danach bei 30 V
fiir 1 Stunde geblottet. Die Proteine wurden mittels ECL Immunoblot auf PVDF

nachgewiesen (2.3.2.).

2.2.7. Stable Isotope Labeling with Amino Acids in Cell Culture (SILAC)

Fiir die Analyse des mitochondrialen Proteoms unter Stress wurde das SILAC
Verfahren ausgewihlt. Zwei Kulturen wurden in SCGal Medium (siche 2.4),
jeweils mit schwerem und leichtem Lysin versetzt, parallel angezogen und 24 h
vor der Mitochondrienisolation wurde eine Kultur mit 2,5 mg/ml
Chloramphenicol versetzt. Die Kulturen wurden bis zu einer ODgy von 5 — 5,5
angezogen und nach dem Protokoll 2.1.3.2. wurden Mitochondrien isoliert. Es
wurden mindestens 10 Verdopplungen durchlaufen, um die Aufnahme von
PCe""N,-(leichtem) und  "“C¢"°Np-(schweren) Lysin zu sichern. Die
Mitochondrien beider Kulturen wurden im Verhéltnis 1:1 (jeweils 50 ng)
gemischt in SDS-Puffer aufgenommen und bei 98°C fiir 3 min gekocht.
Anschliefend wurden die Proteine mittels SDS-PAGE (2.2.3.) aufgetrennt und
das Gel mit 0,1 % Coomassie-Brilliant-Blue R-250 (2.2.5.) gefarbt. In
Zusammenarbeit mit der Core Facilty vom Max-Planck-Institut fiir Biochemie,
Martinsried wurden dann die Proteine analysiert. Die Proteine wurden aus dem
Gel gelost und mit Lys-C enzymatisch verdaut. AnschlieBend wurden die

Peptide mittels Massenspektrometer identifiziert und quantifiziert.

2.3. Immunologische Methoden

2.3.1. Immundekoration von Western Blots von Nitrozellulosemembranen

Der Nachweis von Proteinen auf Nitrozellulosemembranen erfolgte mittels
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Immundekoration. Die Ponceau S gefarbte Membran wurde erstmal in 5 % (w/v)
Magermilchpulver in TBS (10 mM Tris/HCI pH 7,5; 150 mM Natriumchlorid)
fiir 30 min geschiittelt, um unspezifische Bindungsstellen zu verhindern und sie
abzusittigen. AnschlieBend wurden die Membranen in spezifischen
affindtsgereinigten Antikorpern aus Kaninchen, die je nach Affinitdt 1:100 bis
1:5000 mit 5 % (w/v) Milchpulver in TBS verdiinnt worden sind, fiir 2 bis 24
Stunden inkubiert. Die Membran wurde dann zweimal fiir 5 min mit TBS
gewaschen. AnschlieBend wurde sie fiir 0,5 bis 2 Stunden in
Sekundérantikorper, der 1:10000 in 5 % (w/v) Magermilchpulver in TBS
eingesetzt wurde, inkubiert. Nach Entnahme wurde die Membran dreimal 5-10
min mit TBS gewaschen. Der Sekundirantikorper aus Ziege war mit einer
Meerettich-Peroxisase konjugiert und gegen Immunglobuline von Kaninchen
gerichtet. Nach dem Waschen wurde die Membran mit den ECL 1 (100 mM
Tris/HCI; 0,044 % (w/v) Luminol; 0,0066 % (w/v) p-Coumarinsdure; pH 8.5)
und ELC 2 (100 mM Tris/HCI; 0,024 % (w/v) H202; pH 8,5) Losungen, die
kurz davor in einem 1:1 Verhéltnis gemischt worden sind, versetzt. Durch die
Peroxidase konnte eine Chemolumineszenz-Reaktion ausgelost werden. Die
Reaktion konnte durch Exposition auf Rontgenfilmen (SuperRX, Fuji)

visualisiert werden.

2.3.2. Immundekoration von Western Blots von PVDF Membranen

Die PVDF Membranen wurden in Methanol fiir 3 min nahezu vollstindig
entfarbt und in PBS (80 mM Na,HPO,, 20 mM NaH,PO,*2H,0, 100 mM
NaCL, pH 7,5 mit HCI eingestellt) mit 0,5 % Tween 20 geblockt. AnschlieBend
1 x 15 min und 2 x 5 min in PBS mit 0,1 % Tween 20 gewaschen und in
Primédrantikorper tiber Nacht in PBS mit 0,1 % Tween 20 gesetzt. Zum
Waschen wurde der Blot dreimal mit destilliertem Wasser abgespiilt und
zweimal fiir jeweils eine Stunde in PBS mit 0,1 % Tween 20 gewaschen.
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Anschlieend wurde die Membran im Sekundirantikorper, der im Verhéltnis
1:20000 in PBS mit 0,1 % Tween 20 verdiinnt wurde, fiir eine Stunde inkubiert.
Die Membran wurde dreimal mit destilliertem Wasser abgespiilt, und einmal fiir
15 min in destilliertem Wasser inkubiert. Die Membran wurde dann zweimal fiir
mindestens eine Stunde in PBS mit 0,1 % Tween 20 gewaschen. Die Detektion
des Signals erfolgte dann durch Zugabe von einem frisch in einem Verhiltnis
von 1:1 gemischten ECL 1 und ECL 2 Loésung fiir 1 Minute und durch
anschlieBende Rontgenfilmexpositionen (SuperRX, Fuji) fiir 1-20 min

entwickelt.

2.4. Puffer und Medien

Platten: Das gewiinschte Medium wurde mit 2 % (w/v) Agar
nach dem getrennten Autoklavieren gemischt und in

Petrischalen gegossen.

S-Medium: 1,7 g/l Yeast Nitrogen Base ohne Aminosduren und
Ammoniumsulfat; 5 g/l Ammoniumsulfat; pH 5,5 mit
KOH eingestellt. Je nach gewiinschter
Kohlenstoffquelle entweder mit 2 % (w/v) Glukose
(SD) oder mit 2 % (w/v) Galaktose (SGal) versetzt;
Auxotrophiemarker: Adenin 20 mg/1, Histidin 30 mg/I,
Leucin 30 mg/l, Lysin 30 mg/l, Methionin 30 mg/l,
Tryptophan 30 mg/l, Uracil 20 mg/l. Im 2xS-Medium
wurde die doppelte Menge von allen Aminosduren

genommen.

SC-Medium: Zusatzlich zum S-Medium 2 g/l Dropout Mix: 2 g
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TAE-Puffer:

TBS-Puffer:

YP-Medium:

Alanin, 2 g Arginin, 2 g Asparagin, 2 g Aspartat, 2 g
Cystein, 2 g Glutamat, 2 g Glutamin, 2 g Glycin, 2 g
Inositol, 2 g Isoleucin, 2 g Methionin, 2 g
Phenylalanin, 2 g Prolin, 2 g Serin, 2 g Threonin, 2 g

Tyrosin, 2 g Valin und 0,2 g p-Aminobenzoesdure

I mM EDTA; 40 mM Tris/Acetat; pH 7,4; 20 mM

Natriumacetat

10 mM Tris/HCI1 pH 7,5; 150 mM Natriumchlorid

1 % (w/v) Hefeextrakt; 2 % (w/v) Bacto-Pepton, mit
HCl auf pH 5 eingestellt; Glukose und Galaktose
wurden als 40 % (w/v) Glukose bzw. 30 % (W/v)
Galaktose konzentrierte Stammldsungen separat
autoklaviert und je nach gewlinschter
Kohlenstoffquelle zum YP-Medium zugegeben mit
einer Endlésung: 2 % (w/v) Glukose (YPD); 2 % (w/v)
Galaktose (YPGal)

2.5. Chemikalien und Geriite

2.5.1. Chemikalien, Enzyme und Verbrauchsmaterial

Agfa-Gevaert (Miinchen)
Applichem (Darmstadt)

Entwickler, Fixierer fiir Rontgenfilme

Ammoniumsulfat, PMSF, Tris Puffer, H,O,

Becton, Dickinson and Company Bacto-Agar, Bacto-Pepton, Bacto-Trypton

(Franklin Lakes, USA)
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Biorad (Miinchen)

Braun (Melsungen)

Calbiochem

Cambridge Isotope Laboratories
Inc. (Tewksbury, USA)

Carl Roth (Karlsruhe)
EUROSCAREF (Frankfurt)

Fuji (Tokyo, Japan)

Gerbu (Gaiberg)

Greiner Bio One

Invitrogen (Groningen)

Merck (Darmstadt)

Plano (Wetzlar)

Roth (Karlsruhe)

Sarstedt (Bad Homburg)
Schleicher & Schiill (Kassel)

Seikagaku, Tokyo (Japan)
Serva (Heidelberg)

Proteinstandard und Proteinreagenzien zur
Proteinbestimmung, Meerrettich-
Peroxidase-gekoppelte Anti-Kaninchen-IgG,
Prestained SDS-PAGE Standards

Kaniilen, Spritzen

Adenin, L-Histidin, Uracil

Schweres Lysin

Autoklavierbare Entsorgungsbeutel
Hefestamme

SuperRX Fuji Medical X-Ray Film 100 MF
13x 18 cm

DTT, HEPES

Semi-Micro Kunststoffkiivetten; 15ml und
50ml CELLSTAR® Polypropylen Réhrchen
steril

Blue Native PAGE Cathode Buffer und
Running Buffer

Trichloressigsdure, L-Tryptophan
Kupfergrid

Aminosduren

Reaktionsgefalle, Pipettenspitzen, Rohrchen
Protran Nitrozellulosemembranen BAS83,
Whatman Filterpapiere, Sterilfilter
Zymolyase 20T

Acrylamid/Bis Losung 30 % w/v, Agarose,
Bisacrylamid, Ethanol, Hefeextrakt, PMSF,

Ponceau S, Saccharose (Sucrose), SDS,
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Sigma (Miinchen)

Spinnrad (Bad Segeberg)

Thermo Fisher Scientific

TEMED

Aminosauren, Cumarinsiure, Galaktose,
Glukose, Glycerin, Luminol, 8-
Mercaptoethanol, Tween 20, Yeast Nitrogen
Base

Magermilchpulver

Unstained Protein Molecular Weight Marker;
PageRuler Plus Prestained Protein Ladder

Die librigen Chemikalien wurden von der Firma Merck (Darmstadt) bezogen.

2.5.2. Gerite

Autoklav

Blotapparatur

Brutschrianke, Inkubatoren

Entwicklermaschine

Diamantklinge
Feinwaagen

Gelkammern

Kolbenhubpipetten

Magnetriihrer

Multipette

Photometer

Varioclav© 400E, H + P Labortechnik
(OberschleiBheim)

Werkstatt Institut fiir Physiologische Chemie
(Miinchen)

Heraeus Christ, Osterode

Optimax 2010 X-Ray Film Processor, Protec
Medizintechnik (Oberstenfeld)

Typ 45°, Diatome (Biel, Schweiz)

Sartorius (Mainz)

Werkstatt Institut fiir Physiologische Chemie
(Miinchen)

PIPETMAN Pipetten (Gilson, Middleton,
Wisconsin)

IKAMAG REO (IKA, Staufen)

Eppendorf (Hamburg)

Biophotometer plus, Eppendorf (Hamburg)
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Quantifizierungssoftware

Quarzkiivetten
Reinstwasseranlagen
Schiittler

Spannungsquellen

Sterilbank

Thermomixer
Transmissions-
elektronenmikroskop
Ultramikrotom

Uberkopfschiittler

Vortex-Mixer
Warmeschranke

Zentrifugen

Image Processing and Analysis in Java (ImageJ)
Greiner Bio One (Kremsmiinster, Oberdsterreich)
PureLab Plus; ELGA Berkefeld GmbH (Celle)
Shaker Dos-10L (neoLab, Heidelberg)
Electrophoresis Power Supply EPS 600, Amersham
Biosciences (Freiburg)

MSC-Advantage™, Thermo Scientific (Waltham,
USA)

Thermomixer comfort, Eppendorf (Hamburg)

EM 902A Carl Zeiss, (Oberkochen)

Ultracut EM UC6, Leica Microsystems (Wetzlar)
Werkstatt Institut fiir Physiologische Chemie
(Miinchen)

Bender and Hobein (Miinchen)

Memmert (Hannover)

Avanti™  J-25 Centrifuge, Beckman Coulter,
Krefeld

3K30; Sigma, Osterode am Harz

5417 R, 5415 D, 5810 R, Eppendorf (Hamburg)
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3. Ergebnisse

3.1. Optimierung der Bedingungen zur Induktion der
Mitochondrial Unfolded Protein Response (mtUPR)

Die mtUPR wurde in einigen Organismen wie Caenorhabditis elegans [109]
und in humanen Zellen [157] beobachtet. Bisher wurden in Saccharomyces
cerevisiae keine Untersuchungen durchgefiihrt, so dass die erstmalige

Etablierung der Konditionen zur Induktion der mtUPR notwendig war.

3.1.1. Beobachtung der mtUPR in Hefe

Um die mtUPR auszuléosen wurden Hefekulturen mit 2,5 mg/ml
Chloramphenicol versetzt und darin fiir 24 Stunden angezogen, um die Synthese
mitochondrial kodierter Proteine zu hemmen. Durch diese Hemmung
akkumulieren ungefaltete kernkodierte mitochondriale Proteine, die eine
Stressreaktion auslosen. Die Expression weiterer mitochondrialer Proteine wird
reguliert, um diesem entgegen zu wirken. Das Ziel dieser Arbeit ist die
Identifikation von Komponenten, die an dieser Reaktion beteiligt sind.
Verschiedene Stdmme und Medien wurden ausgetestet, um die besten
Bedingungen zur Induktion der mtUPR zu finden und die SILAC Analyse zu

ermoglichen.

Eine Reaktion auf die Akkumulation ungefalteter Proteine konnte zunichst in
Gesamtzellextrakten beobachtet werden. Dabei wurde eine spezifische und
reproduzierbare Expressionsidnderung bestimmter Proteine ausgeldst. Die
Experimente wurden zunichst mit dem Hefestamm W303 durchgefiihrt. Um die
mtUPR auszulosen, wurden Zellen in YP Medium mit 2 % Galaktose mit und

ohne den Mitochondrien-spezifischen Translationsinhibitor Chloramphenicol
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angezogen. Die Kulturen wurden am Tag vor der Priparation der

Gesamtzellextrakte auf eine ODgoy von 0,2 verdiinnt, und entweder mit oder

ohne Chloramphenicol 24 Stunden bis zu einer ODgy von 5-6 angezogen.

Durch den Rd&del Aufschluss wurden die Zellen aufgeschlossen oder

Mitochondrien wurden isoliert. Danach wurden die Proben mittels SDS-PAGE,

Western Blot auf eine Nitrocellulosemembran und Immundekoration auf

endogene Mengen verschiedener mitochondrialer Proteine untersucht.

Gesamt-

Isolierte

zellextrakte Mitochondrien

-+
e - —
P

'ﬁ-

-+
S i

CAP

aHsp60

aAcol
aMspl
aCox2
aHsp70
aCytl

aRipl

aYmel

38



Man beobachtet erhohte Mengen von Mspl, Hsp60, Hsp70 und Ymel und
reduzierte Mengen von Acol, Ripl und Cox2, wobei Cox2 als mitochondrial
kodiertes und in der Matrix translatiertes Protein als Kontrolle dient.
Unveréndert zeigt sich hingegen Cytl. Es ist grundsétzlich zu beobachten, dass
in den isolierten Mitochondrien die Verdnderungen deutlicher zu erkennen sind.
Im Gegensatz dazu wurden nach Ernte der Zellen aus der logarithmischen Phase
keine Verdanderungen gesehen (Ergebnisse nicht gezeigt), sodass die Zellen im

Folgenden immer in der stationdren Phase geerntet worden sind.

3.1.2. Auswahl eines geeigneten Hefestamms

Fiir die ersten Experimente wurde zunichst der Hefestamm W303 verwendet.
Jedoch erfordert das SILAC Experiment einen Lysin auxotrophen Stamm, der
Lysin nicht synthetisieren kann und damit auf dessen Aufnahme aus dem
Medium angewiesen ist. So konnen die Zellen mit einem Marker, in diesem Fall
mit schwerem und leichtem Lysin, wihrend des SILAC Experiments markiert
werden (sieche Material und Methoden 2.2.7). Deswegen wurde zundchst der
Stamm YPH499 getestet, der Lysin auxotroph ist. Der Stamm zeigte allerdings
Wachstumsschwierigkeiten in Gegenwart von Chloramphenicol in 2xSGal
(selektiv Medium mit 2 % Galaktose und der doppelten Konzentration von allen
Aminosduren) und YPGal (2 % Galaktose). Daher wurde der Stamm BY4742
getestet. BY4742 ist ebenfalls Lysin auxotroph. Wie in Abbildung 5 zu sehen ist,
zeigte BY4742 im 2xSGal Medium wie zuvor W303 eine Induktion der mtUPR.
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Es ist eine verstirkte Expression von Mspl und Hsp60 zu sehen, wihrend die
Expression des Kontrollproteins Cox2 unter Chloramphenicol verringert ist.
AuBlerdem sind verminderte Konzentrationen von Ripl und Acol zu
beobachten. Aus BY4742 wurden auch Mitochondrien isoliert und dort konnten
vergleichbare = Unterschiede in den Proteinmengen wie in den
Gesamtzellextrakten beobachtet werden (siehe Abbildung 10). Deswegen wurde
BY4742 fir die weiteren Experimente und fiir das SILAC Experiment

verwendet.
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3.1.3. Untersuchung der Induktion der mtUPR in verschiedenen Medien

Fiir das SILAC Experiment ist ein synthetisches Medium notwendig, da man
die Hefezellen jeweils mit schwerem und leichtem Lysin parallel anziehen muss.
Die Experimente wurden mit Galaktose als Kohlenstoffquelle durchgefiihrt, um
die bekannte Reprimierung der Expression von Atmungskettenkomponenten

durch Glukose zu vermeiden [158, 159]

Um ein besseres Wachstum zu erhalten und eine héhere Dichte der Zellen zu
erreichen wurde das 2xSGal Medium (sieche Material und Methoden 2.4.)
getestet. Dabei zeigte sich ein etwas schnelleres Wachstum. In SGal Medium
ohne Chloramphenicol hatten die Zellen eine Verdopplungszeit von ca. 5,3 h im
Vergleich zum Wachstum in 2xSGal Medium ohne Chloramphenicol mit einer
Verdopplungszeit von ca. 4,8 h. Auflerdem konnten die Zellen in 2xSGal
Medium auf eine hohere OD anwachsen. In SGal Medium ohne
Chloramphenicol hat die Kultur eine OD von ~ 2 iiber Nacht erreicht und in
2xSGal Medium ohne Chloramphenicol eine OD von ~ 4. Aus den Kulturen
wurden Gesamtzellextrakte angefertigt und mittels SDS-PAGE, Transfer auf
Nitrocellulosemembran und Immundekoration auf die Mengen der angegebenen
Proteine analysiert. Die bei Wachstum auf YPGal (sieche Abb. 4) beobachteten
Anderungen der Proteinkonzentrationen konnte man auch bei Wachstum auf
2xSGal Medium beobachten (siche Abb. 5). Diese waren allerdings schwicher
ausgeprigt als bei Wachstum auf YPGal, so dass ein weiteres Medium (SCGal)
ausgetestet wurde (siche Abb. 6).

Um die Wachstumsbedingungen der Hefezellen weiter zu optimieren, wurde
BY4742 in SCGal Medium angezogen. Wie in Abbildung 6 zu sehen ist, kann

man in den isolierten Mitochondrien aus Zellen die in SCGal angezogen wurden
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im Vergleich zu den Zellen aus 2xSGal eine bessere Inhibierung der Cox2-
Synthese durch die Chloramphenicol-Zugabe beobachten. AuBlerdem erkennt
man die Verdnderungen der Verhiltnisse der Proteinkonzentrationen deutlich
besser wie etwa der verminderten Mengen von Acol oder der erhdhten
Konzentration von Mspl und Hsp60 unter Stressbedingungen. Die Zellen
wachsen auch schneller mit einer Verdopplungszeit von 2h ohne
Chloramphenicol in SCGal Medium im Vergleich zu 4,8 h in 2xSGal Medium

und bis zu einer maximalen OD von 14-15 im Vergleich zu ca. OD 4 in 2xSGal.

2xSGal SCGal
= o -+ AP
e— aCox2

— aAcol

— — qupl

-_— aHsp60
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3.2. Untersuchung der Auswirkung von Chloramphenicol auf die
mitochondriale Ultrastruktur und Proteinzusammensetzung

3.2.1. Mitochondrien zeigen nach Chloramphenicol-Behandlung eine
veranderte Ultrastruktur

Da durch Zugabe von Chloramphenicol die Bildung mitochondrialer
Atmungskettenkomplexe gehemmt wird und insbesondere die ATP-Synthase
einen wichtigen Einfluss auf die mitochondriale Struktur hat, stellten wir die
Frage, ob es bei Behandlung der Zellen mit Chloramphenicol zu einer
morphologischen Verdnderung kommt.

In Zusammenarbeit mit Ann-Kathrin Unger (AG Westermann, Institut fiir
Zellbiologie der Universitit Bayreuth) wurden elektronenmikroskopische Bilder
von Chloramphenicol-behandelten Hefezellen angefertigt. Die Abbildung 7
zeigt exemplarisch Phéanotypen, die in der elektronenmikroskopischen Analyse
der Mitochondrien (W303) nach 48 h Chloramphenicol Behandlung (2,5 mg/ml)
in YPGal Medium (30°C) beobachtet wurden. Die Bezeichnung
,elongiert beschreibt hier eine Elongation der Cristae, ,septiert” die
Ausbildung von Septen in den Mitochondrien und ,,onion-like* ringformige
endogene Membranstrukturen, die vermutlich auf eine andere Schnittrichtung
durch die Septen zu erkldren sind. Die Zuordnung zu einem Phinotyp wurde
rein optisch durchgefiihrt ohne eine Vermessung der Cristalinge. Zeigte ein
Mitochondrienprofil sowohl Septen, als auch elongierte Cristae, wurden beide
Phinotypen als positiv gewertet. In der zusammenfassenden Tabelle 1 bzw.
Abbildung 7 ergibt sich dadurch ein hoherer Wert als 100 % aus der Summe der
Anteile der einzelnen Phinotypen. Insgesamt wurden 100 Zellen je Kultur
ausgewertet. Hierbei konnten in Zellen, die mit Chloramphenicol kultiviert

wurden, 353 Mitochondrienprofile detektiert werden. Da allerdings 125
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Mitochondrienprofile keine Cristae erkennen lieBen oder nicht eindeutig
auswertbar waren, wurden insgesamt 228 Profile ausgewertet. In Abwesenheit
von Chloramphenicol wurden insgesamt 376 Profile detektiert, 35 lieBen keine
Cristae erkennen oder konnten nicht eindeutig ausgewertet werden.
Dementsprechend wurden im unbehandelten Wildtyp 341 Mitochondrienprofile

ausgewertet.

Als Antwort auf die Chloramphenicol Behandlung der Hefezellen zeigen die
Mitochondrien eine phéanotypische Verdnderung mit einer vermehrten
Septierung und Elongation der Cristae im Vergleich zu unbehandelten Zellen.
Es kommt ebenfalls zur Ausbildung von Ringformen der Cristae, die auch als

,,onion-like* beschrieben werden.

Die Tabelle 1 zeigt die prozentuale Verteilung der beobachteten Phianotypen auf
die detektierten Mitochondrienprofile in unbehandelten (WT, 48h YPGal, 30°C)
und mit Chloramphenicol behandelten (WT + Chloramphenicol, 48 h YPGal +
2,5 mg/ml Chloramphenicol , 30°C) Zellen.
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Phiinotyp
Stamm
wildtypisch| septiert | elongiert | onion like
WT + Chloramphenicol 17,11 65,35 27,19 4,39
WT 92,06 0,88 7,06 0

100 - BWT + CAP

90 ~ owT
80 -

70 -
60 -
50 -
40 -

Mito Proflile [%]

30 -
20

0 - : , .

wildtyp septa elongated onion like




3.2.2. Atmungskettenkomplexe @ konnen in  Anwesenheit von
Chloramphenicol nicht assembliert werden

Mitochondrien wurden aus in Gegenwart oder Abwesenheit von
Chloramphenicol fiir 24 h in SCGal Medium kultivierten Zellen isoliert. Die
Mitochondrien wurden mittels Blue-Native PAGE, Western Blot und
anschlieBender Immundekoration gegen die Untereinheiten Cytl, Cox5a und
F,B der Atmungskettenkomplexe III, IV und V untersucht. Im mitochondrialen
Genom sind weitere essentielle Untereinheiten der Atmungskettenkomplexe III,
IV, und V (ATP-Synthase) kodiert. Die Inhibierung ihrer Synthese in
Gegenwart von Chloramphenicol verhindert offensichtlich, dass verbliebene
Untereinheiten zu Komplexen assemblieren. Dies erkldrt auch die Befunde aus
der EM Analyse. Das Fehlen der ATP-Synthase, deren dimerisierte Form fiir
die Ausbildung von Crista-Spitzen notwendig ist [16, 17], verursacht die

verstdrkte Ausbildung von Septen.
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aCytl aF1B aCox5a
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420 kDa ==

3.3. Untersuchung des mitchondrialen Proteoms mittels SILAC
und massenspektrometrischer Analyse (MS)

Fiir die Analyse der mitochondrialen Proteome wurde das SILAC Verfahren
ausgewdhlt, da dies eine genaue Identifizierung und Quantifizierung aller
mitochondrialen Proteine unter zwei verschiedenen Kulturbedingungen
ermoglicht. Fiir das Experiment wurde der Stamm BY4742, der sich in den
Vorexperimenten (sieche 3.1.2.) als zur mtUPR-Induktion geeigneter, Lysin
auxotropher Stamm erwiesen hat, ausgewihlt. Die Anzucht erfolgte auf SCGal-
Medium. Das ermdglicht, die Aminoséduren spezifisch einzusetzen, so dass bei

den verschiedenen Kulturbedingungen jeweils schweres oder leichtes Lysin fiir
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ein SILAC Experiment zugegeben werden kann. Es wurden zwei Kulturen bei
30°C fiir zwei Tage parallel angezogen. Die eine wurde mit schwerem und die
andere mit leichtem Lysin versetzt. Eine Kultur wurde 24 h vor Isolierung der
Mitochondrien mit Chloramphenicol versetzt, wéhrend die andere unter
Kontrollbedingungen angezogen wurde. Die Mitochondrien wurden nach dem
zuvor beschriebenen Protokoll gewonnen (siehe 2.1.3.2., 2.2.7.). Die
Markierung des Proteoms mittels SILAC Verfahren und anschlieBender
massenspektrometrischer Analyse wurde insgesamt dreimal durchgefiihrt und
nach der zeitlichen Reihenfolge als Experiment I bis III bezeichnet. Im
Experiment I und III wurde die mit leichtem Lysin markierte Kultur mit
Chloramphenicol versetzt, wihrend im SILAC Experiment II die mit schwerem
Lysin markierte Kultur mit Chloramphenicol versetzt wurde. In SILAC
Experiment II und III wurde ein =zusidtzlicher Waschschritt bei der
Mitochondrienisolierung eingefiihrt (siche 2.1.3.2.).

Die Ergebnisse der MS-Analysen werden in den folgenden Unterkapiteln

vorgestellt.

3.3.1. Uberpriifung der Proteinmengen in den Mitochondrien fiir die
massenspektrometrische Analyse

Nach der Isolierung der Mitochondrien aus den SILAC-Kulturen, wurden die
Proben vor der massenspektrometrischen Analyse in Laemmli-Puffer
aufgenommen, bei 95°C aufgekocht und mittels SDS-PAGE, Transfer auf
Nitrocellulosemembran und Immundekoration auf die Konzentration
verschiedener Proteine untersucht. Die Wirkung von Chloramphenicol wurde
hier anhand der Mengen des mitochondrial kodierten Proteins Cytochrom b
(Cob) tiberpriift. Cob ist in Mitochondrien aus der Kultur mit Chloramphenicol
in den Western Blots nicht nachweisbar.

Des Weiteren wurde iiberpriift, ob die zuvor beobachteten Anderungen der
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Proteinmengen auch in den SILAC-Kulturen zu beobachten sind. Es finden sich
wie in den Vorexperimenten leicht verringerte Mengen an Acol bei
Chloramphenicol-Behandlung, wihrend Hsp60, Mspl und Ymel als
Proteasen/Chaperone in erhohten Mengen zu finden sind. Die Komponenten des
Mitochondrial Contact Site and Cristae Organizing System (MICOS)
Komplexes verhalten sich unterschiedlich. Mic60, Micl2 und Mic29 zeigen
erhohte Mengen unter der Wirkung von Chloramphenicol wéihrend Mic10 und
Mic27 keine Veranderung zeigen. Die Komponenten sind fiir die Ausbildung
der Cristae notwendig. Bei Mgml, das fiir die Fusion der Innenmembran eine
Rolle spielt, sieht man ein verdndertes Verhiltnis der kurzen zur langen Isoform.
Unter Stressbedingungen ist spezifisch eine erhdhte Konzentration der kurzen
Isoform zu erkennen. Bei den TIM und TOM Komponenten, die fiir den
mitochondrialen Proteinimport zustdndig sind, sieht man auch Unterschiede.
Wihrend Tim23, Tim17, Tom22, Tom20, Tom70 und Tom7 erh6hte Mengen
zeigen, zeigt sich keine Verdnderung bei Tim50 und Tom40. Die Erhhung der
Proteinmengen deutet darauthin, dass der Import von zytosolisch synthetisierten
Proteinen, wie zum Beispiel mitochondrialen Proteasen oder Chaperonen, unter

Stress durch Chloramphenicol gesteigert wird.
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3.3.2. Massenspektrometrische Untersuchung der SILAC Proben

Die massenspektrometrische Analyse der isolierten Mitochondrien der SILAC
Experimente erfolgte durch die Core Facility des Max-Planck-Instituts fiir

Biochemie, Martinsried.

Fiir die massenspektrometrische Analyse der SILAC Experimente wurden die
Mitochondrien in gleichen Mengen aus den mit schwerem und leichtem Lysin
markierten Kulturen kombiniert, in Laemmli-Puffer aufgenommen, bei 95°C
aufgekocht und mittels SDS-PAGE und Coomassie-Féarbung sichtbar gemacht.
In der Core Facility wurden die Proteine anschlieBend aus den Gelen extrahiert,

denaturiert, enzymatisch geschnitten und die resultierenden Peptide im
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Massenspektrometer analysiert. Im Massenspektrometer werden die Peptide
ionisiert und anschlieBend iiber ein elektrisches Feld Richtung Detektor
beschleunigt. Der Detektor sortiert und misst das Masse-zu-Ladungsverhiltnis
der Peptide. Diese werden mit einer Datenbank verglichen und dem
entsprechenden Protein zugeordnet. Somit kann die genaue Menge bestimmt
werden. Eine Datei mit identifizierten Peptiden und deren Quantifizierung
wurde uns von der Core Facility zur Verfiigung gestellt. Dargestellt sind in den
folgenden Tabellen mit den SILAC Ergebnissen die Verhiltnisse der

Proteinmengen in der schweren zu den Proteinmengen der leichten Kultur.

3.3.2.1. NADH-Dehydrogenase in Hefe

Hefe besitzt keinen Komplex I in der Atmungskette, verfiigt aber iiber zwei
NADH Dehydrogenasen, die diese Funktion iibernehmen. Diese sind Ndel und
Nde2 und sind beide auBlerhalb der Mitochondrien lokalisiert und Ndil
innerhalb. Sie dienen der Oxidation von NADH als erster Schritt der
Atmungskette [160].

Man sieht, dass beide Untereinheiten unter Chloramphenicol Behandlung in
stark verminderten Mengen zu finden sind. Da in diesem Fall die
Assemblierung selbst nicht beeintrichtigt sein sollte, ist die geringe
Konzentration vermutlich auf eine gezielte Reduktion der Expression

zuruickzufiihren.
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Gruppe Protein Name | Ratio H/L SILACT | Ratio H/L SILACII | Ratio H/L SILAC III

Light Kultur gestresst|Heavy Kultur gestresst| Light Kultur gestresst

NADH Dehydrogenase
Ndel 1,7768 0,85045 1,7711
Nde2 2,1784 0,39193 NaN
Ndil 1,779 0,79432 1,9951

Tabelle 2: NADH Dehydrogenase in Hefe

Die Tabelle zeigt zwei verschiedene NADH Dehydrogenasen. Es sind die einzelnen Ergebnisse der drei
SILAC Experimente zu sehen. Fiir die massenspektrometrische Untersuchung werden die Proteine in
Peptide gespalten und anhand Masse und Ladung aufgetrennt. Anhand der Elutionszeiten und der
Signalintensitdt konnen diese Peptide bestimmten Proteinen zugeordnet und ihre Menge bestimmt werden.
Kann ein Protein in einer der beiden Kulturen nicht identifiziert werden (héufig bei besonders hydrophoben
Proteinen), kann das Verhéltnis der Mengen unter verschiedenen Kulturbedingungen nicht berechnet
werden. Diese Ergebnisse werden in dieser und allen darauffolgenden Tabellen als ,,NaN*“ angegeben.

3.3.2.2. Der bc; -Komplex und seine Komponenten

Der bc;-Komplex, auch Komplex III, der Atmungskette dient dem weiteren
Elektronentransport in der Atmungskette von Ubiquinon auf Cytochrom c,
wobei Protonen {iber die Innenmembran in den Intermembranraum transportiert
werden. Bei den Komponenten des bc;-Komplexes ist es auffillig, dass einzelne
Untereinheiten (Qcr7, Qcr8 und Ripl) sehr niedrige Proteinkonzentrationen
unter Chloramphenicol zeigen, wiahrend Komponenten, die fiir die regelrechte
Assemblierung des Komplexes bendtigt werden, sich eher nicht verdndern. In
Anwesenheit von Chloramphenicol wird kein Cytochrome b, das in der mtDNA
codiert ist, synthetisiert. Cyt b ist aber eine der ersten Untereinheiten, die in den
bc;-Komplex eingebaut wird. Das bedeutet, dass viele Untereinheiten nicht
assemblieren konnen. Zu diesen zdhlen auch Qcr7, Qcr8 und Ripl, die in ihrer
monomeren Form moglicherweise relativ instabil sind und daher verstérkt

abgebaut werden.

52



Gruppe Protein Name Ratio H/L SILACT | Ratio H/L SILAC 1T | Ratio H/L SILAC III
Light Kultur gestresst|Heavy Kultur gestresst| Light Kultur gestresst
Bcl Komplex

Komponenten Qcr2 1,7864 0,97492 1,9094
Qcr6 1,8234 1,6426 2,3654

Qcr7 10,013 0,26921 12,886

Qcr8 24,186 Fehlend 19,805

Qcr9 NaN NaN NaN

Corl 1.6197 1.0053 1,9934

Cytl 1,.8094 1,0414 2.2764

Ripl 15,39 0,13548 12,413

Assemblierung des Besl 0,90193 Fehlend 1,0273
Bcl Komplexes Cbp4 1.2395 1,2364 1,3492
Fmp25 093221 1.3585 0,98507

Cbp3 0,96143 1,3395 1,2878

Qcr7 10,013 0,2692 12,886

Cbp6 1,0247 1,3629 1.2353

Assoziation mit Shyl 1,0103 Fehlend 1,0417
Komplex III/IV Rcfl Fehlend Fehlend Fehlend
Superkomplexe Cox14 NaN NaN 1,1629

Tabelle 3: Der bc; -Komplex

Die Tabelle zeigt alle Untereinheiten des bc; -Komplexes und Proteine, die fiir die Assemblierung
des Komplexes notwendig sind. In dieser und in allen darauffolgenden Tabellen bezeichnet
,Fehlend Proteine, die in keiner massenspektrometrischen Analyse wegen fehlender signifikanter
Peptide nicht identifiziert werden konnten.

3.3.2.3. Der COX Komplex und seine Untereinheiten

Bei der genaueren Analyse des COX Komplex (Komplex 1V) ist zu sehen, dass
die mitochondrial kodierten Proteine Cox1 und Cox2 fast komplett fehlen, was
zeigt, dass die Inhibition der mitochondrialen Translation durch
Chloramphenicol effektiv funktioniert hat. Dariiber hinaus kommt es zu einer
verringerten Menge der nukledr codierten COX Komplex Untereinheiten wie
Cox4, Cox5B, Cox6, Cox8, Cox9, Cox12, Cox13 unter Chloramphenicol-
Behandlung analog zu der Reduktion der Einheiten des bc;-Komplexes.

Jedoch bleiben die Mengen einzelner Proteine wie Cox20 und Cox15 konstant.
Auch hier handelt es sich um Assemblierungsfaktoren. Cox20 bindet Cox2 und
dient als Chaperon, das die korrekte Faltung aufrecht erhilt bis zum Einbau in
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der Innenmembran [161]. Cox15 wird wiederum bei der Hydroxylierung von
Hém O zu Ham A bendétigt, das dann in den COX Komplex eingebaut wird
[162]. Auch hier scheint die Destabilisierung des Komplexes die Menge der fiir

seine Assemblierung benotigten Chaperone nicht zu beeinflussen.

Gruppe Protein Name | Ratio H/LL SILAC I | Ratio H/L SILAC II | Ratio H/L SILAC III
Light Kultur gestresstiHeavy Kultur gestresst|Light Kultur gestresst
COX Komplex
Komplex IV Cox1 24237 0,018659 26,546
Cox2 17,024 NaN 11,897
Cox3 Fehlend Fehlend Fehlend
Cox4 3.0468 0,63899 3,6345
Cox5B 43277 0,24887 3,3431
Cox6 2.4287 0,87885 3,1931
Cox8 1,6887 Fehlend 7.2
Cox9 4.0629 0,46098 4.2885
Cox12 4.7605 0,26388 3,9522
Cox13 17.972 NaN 13,684
Mitochondriale Cox20 1,474 1,0018 1,2995
Innenmembran Proteine Cox16 Fehlend Fehlend 2,1701
Coa3/Cox25 NaN NaN 1,0339
Cox24 Fehlend Fehlend Fehlend
Hydroxylierung von Cox15 1,3782 1,0117 1,3964
heme O zu heme A
Kupfer Chaperon Cox17 NaN Fehlend Fehlend
Kupfertransfer von
Scolp zu Cox11p
Kupfer Homdostase Cox23 3,5531 NaN 47838
Insertion von C Cox18 Fehlend Fehlend Fehlend
Terminus von Cox2p in
Membran

Tabelle 4: Der COX Komplex
Die Tabelle zeigt alle Untereinheiten des COX Komplexes und Assemblierungsfaktoren

3.3.2.4. Untereinheiten der ATP-Synthase

Die Untereinheiten der ATP-Synthase der mitochondrialen Atmungskette sind
in Tabelle 5 aufgefiihrt. Es sind insgesamt verringerte Konzentrationen unter
Chloramphenicol-Behandlung zu beobachten. Dabei sind die Untereinheiten der

verschiedenen Untergruppen unterschiedlich stark betroffen: der Fo Sektor
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zusammen mit den Untereinheiten des Stator Stiels zeigen die stérkste
Verringerung unter Chloramphenicol Behandlung wihrend der F; Sektor und
der zentrale Stiel weniger betroffen zu sein erscheinen. Auch Atp20 und
Timl11/Su e, Komponenten, die fiir die Dimerisierung der ATP-Synthase
notwendig sind, sind betroffen. IThre Mengen sind sehr stark verringert, was mit
der verdnderten Morphologie, die in den EM Aufnahmen zu beobachten war, im
Einklang ist (siche 3.2.1). Die Dimerisierung der ATP-Synthase ist notwendig
fiir die Ausbildung der Cristae Spitzen. Findet keine Dimerisierung statt, sieht

man ,,onion-like* und septierte Strukturen.

Gruppe Protein Name | Ratio H/L SILACT | Ratio H/L SILACII | Ratio H/L SILAC III
Light Kultur gestresst|Heavy Kultur gestresst| Light Kultur gestresst
ATP Synthase
F, Sektor Atp6/subunit a 9,611 NaN 4,5884
Atp8/subunit 8 Fehlend Fehlend Fehlend
Atpl4/subunit h 3.4398 NaN 4,0229
Atp17/subunit £ 16,523 0,17443 11,404
Atp18/subunit I/] 5.8126 NaN 6.0136
Atp19/subunit k Fehlend NaN 10,919
Olil/subunit ¢ NaN Fehlend 10,108
F1 Sektor Atp1/subunit Q. 1,6584 0,87753 1,6306
Atp2/subunit B 1,6852 0,8874 1,6297
Atp3/subunit y 1,792 0,87449 1,5788
Atpl5/subunit € 1,7501 0,97857 1,8462
Zentraler Stiel  |Atp16/subunit & 1,8581 1,0076 1,6955
Stator Sticl Atp4/subunit b 52176 0.42344 3,663
Atp5/subunit 5 2.,2208 0,68782 1,9792
Atp7/subunit d 35,7426 0,36025 4,2446
Notwendig fiir  |Atp20/subunit g 11,053 0,19272 11,595
Dimerisierung  |Tim11/subunit ¢ 22,676 0,17077 14,265
Tabelle 5: Die mitochondriale ATP-Synthase

3.3.2.5. Mitochondriale Carrier

Auch die mitochondrialen Carrier wurden genauer betrachtet (siche Tabelle 6).
Die Werte fiir Aacl variieren stark zwischen den drei SILAC Experimenten, so

dass dariiber keine zuverldssige Aussage getroffen werden kann. Aac2 und
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Aac3 zeigen leicht verringerte Mengen. Beide sind Adenin Nukleotid
Transporter in der inneren Membran [83, 84]. Sie transportieren ADP in die
Matrix wéihrend ATP im Antiport in den Intermembranraum exportiert wird.
Die Atmungskette kann unter Chloramphenicol-Behandlung nicht mehr
effizient arbeiten, da essentielle Komponenten nahezu fehlen (wie in den
vorherigen Abschnitten (siehe 3.2.2., 3.3.2.1., 3.3.2.2,, 3.3.2.3,, 3.3.2.4.) der
Arbeit beschrieben). Somit findet nur noch eine verminderte ATP-Synthese und
vermutlich auch ein geringerer Transport von ADP und ATP iiber die innere

Membran statt.

Bei Ymc2 scheint sich die Konzentration zu verdoppeln. Vermutlich spielt
Yme2 eine Rolle bei der Verarbeitung von Olséure und der Glutamat Synthese.
Moglicherweise kommt es zu einer Umstellung des mitochondrialen
Stoffwechsels  aufgrund der verminderten  Atmungsaktivitit unter

Chloramphenicol [86].

Bei Pic2 handelt es sich um einen Phosphat und Kupfertransporter. Unter
Chloramphenicol-Behandlung ist die ADP-Phosphorylierung durch die ATP-
Synthase stark verringert. Daher wird auch weniger anorganisches Phosphat in
der Matrix benotigt. Desweiteren transportiert Pic2 Kupfer in die Matrix fiir
dessen Einbau in die Cytochrom-c-Oxidase. Deren Mengen sind aber wie
bereits beschreiben (siche 3.3.2.3) unter Chloramphenicol vermindert, so dass

auch geringere Mengen an Kupfer gebraucht werden.

Rim2 transportiert Pyrimidin Nukleosid Triphosphate im Austausch mit
Pyrimidin Nukleosid Monophosphaten iiber die Innenmembran. Diese sind fiir
die DNA und RNA Synthese in den Mitochondrien notwendig. Die Rim?2
Mengen bleiben unverdndert. Vermutlich beeinflusst die Verdnderung der

mitochondrialen Translation durch Chloramphenicol die Transkription und
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DNA-Replikation in Mitochondrien nicht. Odcl =zeigt zwar im zweiten
Experiment eher unverdnderte Werte unter Stress, jedoch siecht man erhohte
Mengen im Experiment I und III unter Stressbedingungen. Odcl ist ein
Innenmembranprotein, das den Antiport von a-Ketoadipat und oa-Ketoglutarat
iiber die Innenmembran katalysiert, jeweils fiir die Lysin Synthese und den
Citratzyklus [163]. Erhohte Mengen von Odcl kompensieren bekannterweise
die verringerte ADP-Phosphorylierung durch die ATP-Synthase, vermutlich
auch unter Chloramphenicol Behandlung, durch eine Erhohung der

Substratkettenphosphorylierung [85].

Gruppe Protein Name Ratio H/L SILAC 1 | Ratio H/L SILAC II | Ratio H/L SILAC III
Light Kultur gestresst|Heavy Kultur gestresst|Light Kultur gestresst|
Carrier

Aacl 0.42222 NaN 1.0965

Pet9/Aac2/Anc2 1.8358 0.,9231 1,7917

Aac3 NaN Fehlend 1,9013

Innenmembran Odcl 1,6614 1,1078 1,8728

Ymc2 0.49842 1.8181 059113

Pic2 2,771 0,64014 1.8287

Rim2 096113 1.2531 1.0131

AuBenmembran Mirl Fehlend Fehlend Fehlend

Tabelle 6: Die mitochondriale Carrier

3.3.2.6. MICOS Komplex

Der MICOS Komplex spielt eine Schliisselrolle fiir die Ultrastruktur der
Mitochondrien [18, 19].

Da eine veranderte Ultrastruktur in Elektronenmikroskopaufnahmen beobachtet
wurde (s. 3.2.1), stellte sich die Frage, ob davon nur die Cristaespitzen oder
auch die Cristae junctions betroffen sind. Dafiir wurde der MICOS Komplex als
wesentlicher Bestandteil der Cristae junctions genauer betrachtet. Eine

Beurteilung der Mengen einzelner MICOS-Untereinheiten ist in unseren
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Experimenten schwierig, da die Komponenten stark variierende Werte
aufweisen (vgl. Tabelle 7). Den einzigen reproduzierbaren Wert liefert hier
Mic60, das in allen Experimenten reduzierte Mengen =zeigt. Das steht
tiberraschender Weise im deutlichen Gegensatz zu unseren Beobachtungen mit
Western Blot und Immundekoration der der MICOS-Untereinheiten (siche Abb.
10). Dies wird im Diskussionsteil der Arbeit ndher ausgefiihrt. Die Variationen
der detektierten Mengen scheinen fiir die MICOS-Untereinheiten besonders
stark ausgepragt zu sein. Dies konnte entweder darauf zuriickzufiihren sein, dass
der MICOS-Komplex besonders empfindlich auf Verdnderungen bei der
Chloramphenicol-Behandlung reagiert oder dass die massenspektrometrische
Quantifizierung der MICOS-Untereinheiten durch ihre Proteineigenschaften

besonders schwierig ist.

Gruppe Protein Name Radio H/L SILAC 1 | Ratio H/L SILACII | Ratio H/L SILAC III
Light Kultur gestresst| Heavy Kultur gestresst|Light Kultur gestresst
MICOS

Mic27 1.5768 0.97708 1.0868
] ' Mic26 1.2001 1.4948 1.1352
R Micl2 1.6948 13929 1244
Mambean lokatisier Micl10 1.8572 0.95006 1.6419
Micl9 1.5303 1.0236 1.3667
Mic60 1.5812 0.89694 1.5662

Tabelle 7: Der MICOS Komplex

3.3.2.7. Die Fusion-Fission-Maschinerie

Bei den Komponenten der Fusions- und Fissionsmaschinerie sind sehr gut
aufeinander abgestimmte Verianderungen Zu beobachten. Die
Fusionskomponenten Mgm1, Fzol und Ugol zeigen erhdhte Konzentrationen
unter Stress durch Chloramphenicol-Behandlung.

Auf der anderen Seite ist bei den Fissionskomponenten die starke Verringerung
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der Konzentrationen von Dnml und Fisl unter Stress zu beobachten. Im
Vergleich zur Kontrolle sieht man eine vier- bis fiinffache Reduktion der
Proteinmenge von Dnml. Analog dazu findet man auch Fisl unter Stress in
einer viel geringeren Menge wihrend Mdvl1 eher konstant zu bleiben scheint.
Die verringerten Mengen von Dnml und Fisl unter Chloramphenicol-
Behandlung deuten auf eine geringere Teilungsrate der Mitochondrien im
Vergleich zu den Normbedingungen, was im Einklang mit der erhohten
Fusionsrate ist.

Dies deutet darauf hin, dass die Zellen durch mitochondriale Fusion versuchen,

den Proteinfaltungsstress in den Organellen zu minimieren.

Gruppe Protein Name Ratio H/L SILAC 1 | Ratio H/L SILAC IT | Ratio H/L SILAC III
Light Kultur gestresst|Heavy Kultur gestresst| Light Kultur gestresst
Fusion-Fission-
Komponente
Mem 1 0,79126 1,7132 0.86754
Fusion Fzol 0,8265 2,3227 1,0364
Ugol 0,91935 NaN 0,851
Mdvl1 1,045 3,1907 0,96247
Fission Fisl 1,4102 Fehlend 1,3712
Dnm 1 4,0087 0,32165 5.8737

Tabelle 8: Fusion-Fission-Maschinerie
Die Tabelle zeigt die Komponente, die fiir die Fusion und/oder Fission notwendig sind.

3.3.2.8. Mitochondriale Proteasen

Die Verdnderungen der Proteinkonzentrationen mitochondrialer Proteasen
wurden untersucht, da ithnen eine wesentliche Rolle bei dem Abbau falsch
gefalteter Proteine zukommt. Wiahrend sédmtliche aufgelistete Proteasen in den
Experimenten I und III nahezu unverinderte Mengen unter Stressbedingungen

aufzuweisen scheinen, sind ihre Mengen Experiment II durchweg erhoht.

Masl und Mas2 sind die beiden essenticllen Untereinheiten der Matrix
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processing peptidase, die fiir die Abspaltung der Signalpeptide mitochondrialer
TIM23-Substrate notwendig sind. Die erhohte Menge deutet auf eine erhohte
Prozessierungsrate neu importierter Proteine hin, moglicherweise auch um so

der Akkumulation ungefalteter Proteine entgegen zu wirken.

Falsch gefaltete Proteine in der Matrix werden durch die ATP-abhingige Pim1
Protease abgebaut, die jedoch durch alle drei SILAC Experimente unkonstante
Werte zeigt, so dass zu der Verdnderung der Pim1-Expression in Anwesenheit
von Chloramphenicol hier leider keine eindeutige Aussage gemacht werden

kann.

In der Innenmembran existieren zwei Gruppen von AAA-Proteasen, die in m-
und 1-AAA Proteasen unterteilt sind (m steht fiir Matrix und 1 fiir
Intermembranraum, die Zuordnung erfolgt nach der Orientierung des
katalytischen Zentrums). Ytal2 bildet ein Heterooligomer mit Afg3/Ytal0 und
ist eine m-AAA Protease. Ymel bildet Homooligomere und ist eine i-AAA
Protease. Beide Komplexe bauen ungefaltete Proteine ab. Ymel kann zusitzlich
auch eine Chaperonfunktion ausiiben. Sie sind in Experiment II in erhdhten
Mengen zu finden und etwas weniger stark ausgeprigt in Experiment I wéhrend
sie in Experiment III unverdndert bleiben. Die Erhohung der Menge unter
Stressbedingungen deutet auf einen erhohten Bedarf an Proteasen bei Stress
durch Akkumulation ungefalteter Proteine hin.

Mgrl und Mgr3 interagieren mit Ymel und arbeiten zusammen mit der i-AAA
Protease, indem sie Substrate binden und Ymel zufithren. Beide sind in allen
drei SILAC Experimenten unter Stress leicht erhoht. Die ungefalteten Proteine

werden so vermutlich verstiarkt gebunden und abgebaut.
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Gruppe Protein Name Ratio H/L SILAC1 | Ratio H/L SILAC II | Ratio H/L SILAC III
Light Kultur gestresst{Heavy Kultur gestresst| Light Kultur gestresst
Proteasen und
assoziierte
Untereinheiten
Masl 1,0223 1,4054 0,99002
Mas?2 0,88169 1,5942 0,99209
Pim1 1,0284 1,5437 1,3203
Proteasen Ytal2 0,96389 1,6136 0,99961
Pcpl Fehlend Fehlend Fehlend
Afg3 0,95502 1,1567 0,9897
Ymel 0,94682 1.4462 1,0209
assoziierte Mgrl 0.88576 1.2868 095115
Untereinheiten Mgr3 0,98099 1,2656 0,97782

Tabelle 9: Mitochondriale Proteasen

3.3.2.9. Mitochondriale Chaperone

Auch mitochondriale Chaperone wurden ndher betrachtet, da diese die
Konformation von ungefalteten Proteinen &ndern konnen und somit eine
wesentliche Rolle bei der mtUPR spielen. Interessanterweise wurde bei dem
zuvor als wichtiges Zielgen beschriebenen HSP60 eine Erhohung der
Konzentration unter Stress nur im zweiten SILAC Experiment beobachtet,
wéhrend die kleinen Intermembranraumchaperone Tim9, Tim10 und Tim13
Proteine eher eine Erhohung der Konzentration unter Stressbedingungen durch
Chloramphenicol zeigen. Diese sind im Intermembranraum tétig und sorgen fiir
die korrekte Faltung der Proteine beim Transport. Dies scheint vor allem unter
Stressbedingungen durch ungefaltete Proteine eine wichtige Rolle zu spielen,
moglicherweise fiir den notwendigen erh6hten Import von weiteren Proteinen.
Die verschiedenen Ergebnisse beziiglich der Hsp60-Konzentrationen in den

SILAC Experimenten sind nicht eindeutig zu erkliren.

Mgel, der Nukleotidaustauschfaktor fiir Ssc1/mtHsp70, der fiir die Losung des

Substratproteins von Hsp70 zustindig ist, findet man in erhohter Konzentration
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unter Stress, wahrend Mdjl konstant zu sein scheint. Sscl/mtHsp70 selbst
wurde in der SILAC Untersuchung nicht gefunden. Eine ziigige Ablosung der
Substrate nach Uberfiihrung in die richtige Konformation von Sscl/mtHsp70
scheint bei Stress durch ungefaltete Proteine sinnvoll zu sein, um dadurch die

Faltungsrate zu erhohen.

Gruppe Protein Name Ratio H/L SILAC1 | Ratio H/L SILACII | Ratio H/L SILAC III
Light Kultur gestresst{Heavy Kultur gestresst| Light Kultur gestresst

Chaperone und
assoziierte Proteine

Hsp60 0,96842 1,4602 0,97266

Chagerens Tim9 NaN NaN 0,7698
Tim10 0,62406 2,5744 0,7488

Tim13 0,96308 1,5407 0.89169

R e Mgf.: 1 0,99318 1,6166 0,63663
Mdjl 0,97132 1,1007 0,91296

Tab. 10: Chaperone und Co-Chaperone

3.3.2.10. Proteintranslokasen

Auch Komponenten, die beim Proteinimport eine Rolle spielen, zeigten
Veranderungen. Fast alle Proteine des TOM Komplexes der AuBenmembran
zeigten eine erhohte Konzentration unter Chloramphenicol-Behandlung. Dies
gilt auch fiir den TIM23 Komplex der AuBlenmembran und fiir den TIM22
Komplex der Innenmembran. Als einzige Proteine zeigten Tom70 und Tim21
eine unveridnderte Konzentration. Die Erhohung der Konzentrationen unter
Chloramphenicol-Behandlung deutet vor allem auf eine erhohte Bereitschaft

zum Proteinimport hin.
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Gruppe Protein Name Ratio H/L SILAC1 | Ratio H/L SILAC IT | Ratio H/L SILAC Il
Light Kultur gestresstiHeavy Kultur gestresst| Light Kultur gestresst
Proteintranslokasen

TOM Komplex Tom40 09129 1,4929 0,86131

Tom?22 0.82444 2.0925 0,61064

Tom7 0,92256 1,5456 0,88361

Tom6 NaN 1,7764 0,76773

Tom5 NaN NaN 090113

Tom20 0,94821 1,8967 0,70879

Tom70 1,0052 1,2606 1,0039

TIM23 Komplex Tim23 0,82698 1,4186 0,75319

Tim17 0,957 NaN 0,93817

Tim50 0,85156 1,278 0,85668

Tim21 1,175 1,0531 1,017

TIM22 Komplex Tim22 0,76236 NaN 0,71068

Tim54 0,87497 1,0664 0,95316

Tim18 09175 NaN 0,92086

Tim10 0,62406 2.5744 0,7488

Tim12 0,70491 1,9958 0,79388

Tab. 11: Proteintranslokasen
Die Tabelle zeigt Proteintranslokasen der Aulenmembran (TOM Komplex und Tim23 Komplex) und
diese der Innenmembran (TIM22 Komplex)

3.3.2.11. Glycin Decarboxylase Komplex

Ein Enzymkomplex, der bei der Auswertung der Massenspektrometriedaten der
SILAC-Experimente auffiel, ist der Glycin Decarboxylase Komplex (Glycin
Cleavage Complex, GDC). Bei der Auswertung der Ergebnisse war eine starke
Erhohung der Bestandteile Gevl, Gev2 und Gev3 unter Chloramphenicol-
Behandlung zu beobachten. Der Komplex katalysiert die Umsetzung von Glycin
zur aktivierten ,,one-carbon unit 5,10-methylene-tetrahydrofolate (5,10-CH,-
Hyfolate). Dieser Schritt liegt einer groBen Anzahl zelluldrer Prozesse zugrunde,
einschlieBlich der Methylgruppenbiogenese und der Synthese von Nukleotiden,
Vitaminen und einigen Aminosduren. Dariiber, inwiefern der Glycin
Decarboxylase Komplex eine Rolle bei der mtUPR spielt, kann man nur
spekulieren. Moglicherweise ist die Aktivierung dieses Komplexes Grundlage

der zahlreichen zuvor genannten zelluliren Prozesse weitere biochemische
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Mechanismen zum Schutz der Zelle, die bei der Diskussion ndher erldutert

werden.

Gruppe Protein Name Ratio H/L SILACT | Ratio H/L SILAC II | Ratio H/L SILAC III
Light Kultur gestresst|Heavy Kultur gestresst| Light Kultur gestresst
GDC
Gevl 0.26588 2.5501 0,25093
Gev2 0,30753 3.4457 034197
Gev3 0,53191 2.6206 0,90036

Tab. 12: Glycin Decarboxylase Komplex (GDC)

3.3.3. Vergleich der Proteinverhiltnisse in den Western Blots und den
SILAC Ergebnissen

Beim Vergleich der Ergebnisse, die wir mittels Western Blot bzw.
massenspektrometrischer Analysen erhalten haben, fiel auf, dass sich die
Ergebnisse beider Untersuchungsmethoden, obwohl auf dieselbe Probe
angewandt, zum Teil stark voneinander unterschieden. In Abbildung 11 ist
exemplarisch der Vergleich zwischen Western Blot und Massenspektrometrie
der SILAC II Daten dargestellt. Die Intensitit der Banden auf den Western
Blots wurde mittels des Programms Image Processing and Analysis in Java
(ImageJ) quantifiziert und das Verhiltnis der Proteinmengen wurde mit den in
den SILAC Experimenten ermittelten Verhédltnissen zwischen den
unbehandelten und den mit Chloramphenicol gestressten Kulturen verglichen.
Man sieht teilweise sehr groBe Unterschiede in den absoluten Werten, erkennt
aber eine Tendenz der Anderung. Fiir einige Proteine entsprechen die
Verdanderungen in den Western Blots denen der massenspektrometrischen
Analysen (Tim50, Mgm1, Mic27, Mic10). Bei anderen ist zumindest die gleiche
Tendenz der Verdnderung zu beobachten (Micl2, Tom70, Tom7, Tim23,

Tom20, Ymel). Andere Proteine zeigen im Western Blot zwar erhohte Mengen,
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dies ist aber nicht in Ubereinstimmung mit denen fiir sie massenspektrometrisch
ermittelten Werten (Mic60). Die Unterschiede zwischen den verschiedenen
Ergebnissen sind nicht endgiiltig zu erkldren. Es sind beides etablierte
Verfahren mit spezifischen Vor- und Nachteilen. Bekannter weise werden
hydrophobe Proteine massenspektrometrisch nur unzuverlédssig detektiert, was
zu abweichenden Ergebnissen fiihren kann. Denkbar sind auch Faktoren wie der
Abbau von Proteinen bei der Aufbereitung der Proben. Es ist schwierig zu

sagen, welches Verfahren zuverléssiger ist.
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4. Diskussion
4.1. Die mtUPR in Hefe

Die mtUPR wurde bisher in C. elegans [109, 111, 146] und in Sdugerzellen
[123, 145] genauer untersucht, jedoch lagen am Anfang der Arbeit keine
Untersuchungen zur mtUPR in Hefe vor. Wir haben, um die mtUPR in
Hefezellen zu induzieren, diese in Gegenwart von Chloramphenicol angezogen
und die Zellen bzw. Mitochondrien auf eine Reaktion ausgelost durch
Proteinfaltungsstress untersucht. Chloramphenicol inhibiert die Synthese der
mitochondrial kodierten Proteine, worunter hauptsidchlich Kernuntereinheiten
der Atmungskettenkomplexe sind. Uberpriift wurde die Wirkung von
Chloramphenicol anhand der Konzentration von Cox2, einem mitochondrial

codierten Protein, in den behandelten Zellen bzw. Mitochondrien.

Neben einer Reduktion der Cox2-Konzentration konnten unter
Chloramphenicolbehandlung auch verringerte Mengen einiger nukledr codierter
Atmungskettenuntereinheiten wie z.B. Ripl unter Chloramphenicolbehandlung
beobachtet werden. Ob dies allerdings auf eine gezielte Reduktion ihrer
Synthese oder auf erhohte Instabilitdt zuriickzufiihren ist, wurde im Rahmen

dieser Arbeit nicht untersucht.

Immundekorationen von Proteinen in Zellextrakten und isolierten
Mitochondrien konnten eine weiterreichende Reaktion der Zelle auf die
Inhibierung der mitochondrialen Proteinsynthese zeigen. Die Auswahl der
untersuchten Proteine erfolgte anhand der Literaturrecherche nach
Komponenten, die an der Qualititskontrolle der Mitochondrien beteiligt sind. In
den Immundekorationen zeigte sich eine Konzentrationserhohung der
Chaperone Hsp60 und Hsp70, die fiir die korrekte Faltung der Proteine in
Stresssituationen sorgen [46]. Zudem =zeigte sich eine Erhohung der
Konzentration der Protease Ymel, die ihr katalytisches Zentrum im IMS hat.
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Uber Chaperone im IMS ist bislang wenig bekannt, jedoch konnte kiirzlich
gezeigt werden, dass Ymel in seiner Funktion bei der Qualititskontrolle auch
bei der Faltung von Proteinen mitwirkt [164]. Die Erhohung der Konzentration
von Chaperonen wie Hsp60 und der Proteasen wie Ymel ist ein guter Hinweis

auf eine Induktion der mtUPR in Hefe.

4.2. Veranderung des Proteinimports

Die Unterschiede der Proteinkonzentrationen zwischen Stress- und
Normbedingungen lieen interessante Beobachtungen zu. Die Proteine, die fiir
den Import der nukledr kodierten Proteine zustdndig sind, waren unter Stress in
erhohter Konzentration vorhanden. In der AuBlenmembran befindet sich der
TOM Komplex, der fiir das Mitochondrium bestimmte nukledr kodierte
Proteine erkennt und anschlieBend {iber die Aulenmembran schleust [47]. Die
einzelnen Rezeptoren Tom20, Tom22 und Tom70 =zeigen sehr hohe
Konzentrationen unter Chloramphenicol. Auch fiir die Pore selbst, zu der
Tom40 und Tom7 zdhlen, wurde dies beobachtet. Auch Tim23 und Tim17, die
die Pore vom TIM23-Komplex bilden, und Tim50, die Verbindung zwischen
TOM und TIM23, sind in erhohten Konzentrationen zu finden.

Das legt die erhohte Bereitschaft der Mitochondrien nahe, groBere Mengen an

Proteinen zu importieren.

Ob es sich hierbei dann aber um einen spezifischen Import von mtUPR-
Zielkomponenten handelt und der Import weiterer Atmungskettenkomponenten
unterdriickt ist oder aber diese Unterscheidung auf einer anderen Ebene z.B. der

Proteinsynthese erfolgt, konnte hier nicht gekléart werden.

Die Importmechanismen beschrianken sich aber nicht nur auf die TIM und TOM
Komplexe. Es sind dariiber hinaus andere Helferproteine notwendig. Das

Chaperon mtHsp70/Sscl spielt nicht nur bei der Proteinfaltung, sondern auch
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beim Import selbst eine entscheidende Rolle und =zeigt eine erhohte
Konzentration unter Chloramphenicol. Dariiber hinaus wurde sogar fiir das
Ssc1-Chaperon Hepl eine hohere Konzentration detektiert [165].
Hitzeschockproteine schiitzen die Zelle vor verschiedenen Arten von Stress,
indem sie Proteine binden um eine Aggregation dieser zu verhindern oder um
missgefaltete Proteine in die korrekte Form zu tiberfithren. Ob mtHsp70/Sscl
hier vor allem erhoht ist, um den Import zu stimulieren, seiner Funktion als
Faltungshelfer verstirkt nachkommt oder beides in gleichem Malle, wére hier
sehr interessant zu untersuchen. Dazu konnten weiterfithrende Untersuchungen
der Interaktionspartner der Chaperone unter Proteinfaltungsstress angestrebt
werden. Ein weiterer Ansatz zur Auslosung und Untersuchung der mtUPR
konnte auch die Depletion bestimmter Proteine sein. Ein Beispiel wird dazu im

Folgenden genauer diskutiert.

4.3. Mogliche Rollen von Ymel in der mtUPR

Ein weiteres Protein mit erhohten Konzentrationen unter
Chloramphenicolbehandlung ist die i1-AAA Protease Ymel. AuBler der
proteolytischen Funktion wurde {iber eine zusitzliche Funktion als Chaperon fiir
IMS-Proteine berichtet. Bei ymel Mutanten findet man eine hohere Neigung der
Aggregation der Proteine zu aggregieren [164]. Zudem wurde in einer weiteren
Arbeit mit ymel Mutanten eine Hochregulation der Transkription verschiedenen
Gene im Vergleich zu Normbedingungen im Sinne einer Stressantwort
festgestellt [124]. Zahlreiche Kandidaten aus dieser Arbeit stimmten mit
unseren Ergebnissen {iberein, wie z.B. die erhohte Transkription der
Fusionskomponenten Ugol und Fzol, der Protease Mas2 oder des kleinen
Intermembranraumchaperons Tim9. Jedoch gibt es auch Unterschiede wie bei
den Proteasen Afg3 und Masl, die eine erhohte Konzentration bei ymel

Mutanten zeigten, aber in dieser Arbeit eine verringerte Konzentration unter
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Chloramphenicolbehandlung aufwiesen. Hier ist allerdings zu beriicksichtigen,
dass in dem einen Fall die Untersuchung des Transkriptoms, in unserem Fall
aber die des Proteoms vorliegt. Unterschiede auf Proteinebene konnten auch
durch verdnderte Stabilitit der Proteine selbst verursacht werden. Eine
Proteomanalyse der ymel Mutante konnte aber ein weiterer Ansatz zur

Untersuchung der mtUPR sein.

Eine zusitzliche Moglichkeit nach weiteren mtUPR-Faktoren zu suchen, konnte
eine Verstdarkung der mitochondrialen Dysfunktion sein. Zum Beispiel wurde in
der bereits erwidhnten Arbeit von Arnold et al. [124] neben Ymel der
Peptidtransporter Mdl1 der inneren Membran deletiert, um eine Verstiarkung des
Effektes im Vergleich zum Wildtyp zu erreichen. Hier muss man allerdings
anmerken, dass die zusitzliche Deletion von MdlI keinen verstarkenden Effekt
auf die Transkription der fiir uns interessanten Zielgene hatte. Es ist aber
grundsitzlich denkbar, dass eine stiarkere Induktion der mtUPR bei ymel

Mutanten unter Chloramphenicolbehandlung zu sehen sein konnte.

Eine weitere Moglichkeit, die mtUPR auch spezifisch in der Matrix oder im
IMS zu untersuchen, konnte die Expression eines faltungsdefizienten Proteins
Dihydrofolatreduktase unter verschiedenen mitochondrialen Sortierungs-
signalen sein [166, 167]. In Studien mit humanen Zelllinien wurde bereits eine
spezifische mtUPR festgestellt, die durch ungefaltete Proteine im IMS ausgeldst
wird [122].

4.4. Mitochondriale Ultrastruktur und Morphologie

In dieser Arbeit wurde auch die mitochondriale Ultrastruktur in Anwesenheit
von Chloramphenicol untersucht. Wir konnten die Auspriagung verschiedener
Cristae Phénotypen beobachten. Einerseits iiberwiegen unter

Kontrollbedingungen im YPGal-Medium wildtypische Cristae, die sich als
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zahlreiche kleine Einstlilpungen der Innenmembran ohne Kontakt zur
Gegenseite darstellen. Andererseits sind unter Chloramphenicol vermehrt
septierte, elongierte und onion-like Typen zu beobachten. Um dies zu verstehen,
betrachten wir die Konzentrationen bestimmter Untereinheiten der
Atmungskette. Es ist bekannt, dass die Dimerisierung der ATP-Synthase fiir die
Ausbildung der Cristae Spitzen notwendig ist [16, 17]. In unseren SILAC
Ergebnissen konnte unter Chloramphenicolbehandlung eine verminderte
Konzentration von Timl1/Su e beobachtet werden. Dies fithrt zu einer
geringeren Dimerisierung der ATP-Synthese, was zu einer vermehrten

Septierung der Mitochondrien fiihrt.

Die Verbindungen zwischen dem externen Intermembranraum und dem
Intracristae-Raum heiBlen Cristae Junctions. Von der Innenmembran spannt
sich hier der MICOS Komplex zur Auflenmembran hin um mit ihr zu
interagieren [19]. In dieser Arbeit zeigten in Immundekorationen die Einheiten
Mic60, Mic29, Micl0, Micl2 erhohte Konzentrationen. Da sie verantwortlich
fiir die Ausbildung der Cristae Junctions sind, konnte man vermuten, dass die
Erhohung durch die vermehrte Septierung bedingt ist, die auch die Erhohung
der Menge an Cristae Junctions zur Folge hat. Da sich in unserem Ansatz
Depletion von Su e nicht von der Depletion weiterer Kernuntereinheiten der
Atmungsketten-komplexe voneinander trennen lésst, ist es nicht moglich zu

sagen, inwieweit die mtUPR selbst die mitochondriale Ultrastruktur beeinflusst.

In den Untersuchungen konnten wir auch beobachten, dass die mitochondrialen
Fusionskomponenten Mgml, Fzol wund Ugol in Gegenwart von
Chloramphenicol erhohte Konzentrationen aufwiesen. Die mitochondriale
Morphologie wurde im Rahmen dieser Arbeit allerdings nicht genauer
untersucht. Eine mogliche verstirkte Fusion konnte der Kompensation von

Stress durch Akkumulation ungefalteter Proteine dienen, indem die Zelle
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versucht, sie auf eine moglichst grole mitochondriale Masse zu verteilen. Aber
auch die fehlende Expression der mitochondrial codierten Proteine konnte ein
Signal fiir die Dysfunktion mitochondrialer Kompartimente darstellen und somit

zur Induktion von Fusionsvorgingen fiihren.

4.5. Die mitochondriale Atmungskette

In den elektronenmikroskopischen Aufnahmen von Mitochondrien nach
Chloramphenicol-Behandlung konnte eine verdnderte Ultrastruktur festgestellt
werden. Ein Grofiteil der Cristae war elongiert oder septenformig. Eine
genauere  Betrachtung der Ergebnisse der massenspektrometrischen
Untersuchungen zeigte, dass einige Untereinheiten der ATP-Synthase eine
verringerte Konzentration aufwiesen. Dabei waren vor allem die Proteine
interessant, die fiir die Dimerisierung des Komplexes notwendig sind. Man
findet geringere Mengen von Su e/Atp21 und Su g/Atp20, was die in 3.2.1
erwahnte abnormale Morphologie der Cristae erklirt [168]. Ob die verdnderte
Ultrastruktur allein auf die fehlende Dimerisierung der ATP-Synthase
zuriickzufiihren ist oder teilweise auch durch die mtUPR induziert wird, bleibt
offen. Um dies genauer zu kldren, miissten ebenfalls andere Methoden zur
Induktion der mtUPR etabliert werden, die die Komposition der

Atmungskettenkomplexe nicht beeinflussen.

Andere Untereinheiten der Atmungskettenkomplexe III und IV kommen unter
Chloramphenicol Behandlung ebenfalls in geringeren Konzentrationen vor. Cob,
Coxl und Cox2 sind mitochondrial kodiert und werden unter diesen
Bedingungen nicht oder kaum noch in den Mitochondrien synthetisiert. Aber
auch Untereinheiten, die nukledr kodiert sind, sind in geringerer Konzentration
zu finden, was fiir eine Anpassung ihrer Synthese an die Verfligbarkeit der
anderen Untereinheiten spricht. Interessanterweise beschriankt sich diese

Koordination nicht nur auf einen Komplex, sondern scheint die gesamte
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Atmungskette zu umfassen: die NADH Dehydrogenase, die bei Hefe nur aus
nukledr kodierten Untereinheiten besteht, ist unter Chloramphenicol-
Behandlung auch in verringerter Konzentration zu finden. Eine solche
Anpassung ist auch als Schutzfunktion denkbar, um die Produktion der
Sauerstoffradikale zu minimieren. Diesen Effekt konnte man zum Beispiel auch
bei menschlichen Zellen beobachten [169]. Dabei nimmt die Zelle eine
verringerte  Energieproduktion in Kauf um sich vor schédlichen

Sauerstoffradikalen zu schiitzen.

O-Zellen, die keine mitochondriale DNA und mitochondrial

Sogennante p
kodierte Proteine besitzen, sind bei Hefe iiberlebensfdhig. Interessant wire zu
untersuchen, inwieweit die mtUPR bei diesen Zellen eine Rolle spielt. Einzelne

Untersuchungen menschlicher pO

-Zellen haben hat eine Erhohung der
Konzentrationen der Proteasen und Chaperone und eine Verlangsamung der
Proteinimportmaschinerie und Proteinsynthese gezeigt, vermutlich um die

Mitochondrien zu entlasten [169, 170].

4.6. Fusion und Fission

Auch die mitochondrialen Fusions- und Fissionskomponenten wurden in den
SILAC Experimenten untersucht. Die Fusionskomponenten Mgm1, Ugol und
Fzol zeigten alle eine erhohte Konzentration unter Stress durch
Chloramphenicol. Die Fissionskomponenten hingegen zeigten unterschiedliche
Reaktionen. Wiahrend Dnm1 und Fisl eine verringerte Konzentration aufwiesen
blieb Mdv1 interessanterweise entweder unverdndert oder war eher in erhdhter
Konzentration zu finden. In letzter Zeit ist die Rolle der mitochondrialen Fusion
und Fission bei der Qualititssicherung in der Zelle immer weiter in den
Mittelpunkt geriickt. In neuesten Studien wurden zahlreiche Verbindungen

zwischen den Fusions- und Fissionsprozessen und denen der Apoptose und
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Mitophagie festgestellt [171]. AuBerdem konnten auch Erkrankungen mit
Mutationen in den Fusions- und Fissionskomponenten assoziiert werden [171-
174]. Die Mitochondrien konnen bestimmten Stress zum Teil durch ihre Fusion
iberwinden. Proteine, die dafiir verantwortlich sind, weisen demnach erhohte
Konzentrationen auf. Mdéglicherweise soll die Umverteilung der ungefalteten

Proteine zur Beseitigung der Stressquelle fiihren.

Wenn kein Stressabbau moglich ist, konnte die Fission ausgelost werden, die
dafiir sorgt, dass geschiddigte Mitochondrien entfernt werden. Dabei miissten
aber die ungefalteten Proteine asymmetrisch verteilt werden. Ahnliche
Situationen sind zum Beispiel bei Bakterien [175] und Saugetierzellen [176]
beobachtet worden, bei denen es zu einer asymmetrischen Verteilung von
Aggregaten kommt. Es wire in Zukunft interessant zu klaren, inwiefern dies bei
Hefe eine Rolle spielt und ob Mitochondrien, die bei Stress durch ungefaltete
Proteine irreversibel geschiadigt wurden, tatsdchlich selektiv entfernt werden.
Aggregierende Proteine konnten dabei mit einem fluoreszierenden Marker
markiert werden und unter dem Mikroskop iiber eine gewisse Zeit unter Norm-
und Stressbedingungen beobachtet werden. Beim Auslosen der mtUPR unter
den von uns gewéhlten Bedingungen scheint aber die Fusion und somit die

Rettung des Organells im Vordergrund zu stehen.

4.7. Glycin Decarboxylase Komplex

Konsistent bei allen massenspektrometrischen Untersuchungen war die stark
erhohte Konzentration aller Komponenten des Glycin Decarboxylase
Komplexes. Der Komplex spielt eine Rolle bei der Glycinverarbeitung und dem
Ein-Kohlenstoff Metabolismus, aber unter Umstinden auch bei der
Glycinsynthese [132, 177, 178]. Ein erhohter Glycinumsatz unter
Chloramphenicolbehandlung fiihrt zu einer Aktivierung des Ein-Kohlenstoff

Metabolismus, der zu einer erhohten Purinsynthese fiihrt. Dies konnte helfen,
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wichtige Molekiile wie zum Beispiel RNA, DNA, AMP, ADP oder ATP, die im
Rahmen der Stressantwort des Mitochondriums bendtigt werden, zu
synthetisieren. Aullerdem fiihrt Chloramphenicol zu einer Repression der
Kernuntereinheiten der Atmungskette. Bisher wurde aber kein direkter
Zusammenhang mit der mtUPR hergestellt und es wire interessant zu
tiberpriifen, ob der Komplex auch bei anderen Induktionsmechanismen der

mtUPR eine erh6hte Konzentration zeigt.

4.8. Unterschiede zwischen Western Blot und
massenspektrometrischen Analysen der SILAC Experimente

Erste Beobachtungen von Verdnderungen des Mitochondrienproteoms basierten
auf Western Blot Analysen. Da wir bei dieser Methode auf die Proteine
beschrankt waren, gegen die Antikdrper vorhanden sind, sollten umfangreichere
auf SILAC-Technik basierende massenspektrometrische Analysen gestresster
Mitochondrien durchgefiihrt werden. Western Blot Analysen wurden von
denselben Mitochondrien wie die massenspektrometrischen Untersuchungen
angefertigt. Uberraschenderweise lieferten beide Methoden zum Teil
iibereinstimmende, aber zum Teil auch gegensitzliche Befunde. Es existieren
drei Datensidtze basierend auf drei unabhidngigen Experimenten nach der
SILAC-Methode. Variationen zwischen diesen drei Experimenten konnen durch
eine moglicherweise inkonsistente Durchfiihrung des Experiments erklért
werden. Zum Beispiel konnten abweichende ODs der Zellkulturen oder auch
unterschiedliche Behandlungszeiten mit Chloramphenicol zu leichten
Abweichungen in der Proteinexpression fiihren. Erstaunlicher ist aber die
Diskrepanz zwischen Resultaten, die anhand verschiedener Methoden zur
Analyse derselben Mitochondrien angewandt wurden. MICOS Komponenten
zeigen in den massenspektrometrischen Analysen eher eine geringere
Konzentration unter Stress, was im Widerspruch zu einer Erhéhung in den
Western Blot Analysen steht. Wéhrend die mitochondriale Protease Ymel in
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den Western Blot Analysen durchweg eine erhohte Konzentration zeigte, konnte
dies nur in einer der drei massenspektrometrischen Untersuchungen bestitigt
werden. Die Unterschiede in den verschiedenen Verfahren werfen neue Fragen
auf. Von 2002 bis heute etablierten sich sowohl das SILAC Verfahren
zusammen mit der Massenspektrometrie fiir die Untersuchung von Proteomen
als auch das noch dltere Western Blot Verfahren (1979) [179]. Fiir die Arbeit
wurden standardisierte Protokolle (siehe Kapitel Material und Methoden) und
dieselben Mitochondrien fiir beide Verfahren eingesetzt. Es ist schwierig zu
sagen welches Verfahren hier das zuverldssigere ist, aber mit beiden
Analysemethoden wird deutlich, dass es zu einer Verdnderung der

Proteinkonzentrationen unter Stressbedingungen kommt.

4.9. Zusammenfassung

Mitochondrien miissen die Expression nukledr und mitochondrial kodierter
Proteine eng miteinander koordinieren, um der Zelle einen moglichst groflen
Nutzen zu erweisen. Dieser Prozess unterliegt einer strengen Kontrolle, da
stindig un- oder missgefaltete Proteine akkumulieren kénnen. Ubersteigt die
Menge der ungefalteten Proteine die Kapazitit der Chaperone wird die mtUPR
ausgelost. Dies ist vermutlich die erste Reaktion der Mitochondrien, die die
Funktionalitdit der Organelle erhalten soll. Die vorliegende Dissertation
beschéftigt sich erstmalig mit der Reaktion der Mitochondrien in Hefe auf
Stressbedingungen ausgelost durch Chloramphenicol. Die Effekte der
Chloramphenicolbehandlung wurden auf verschiedenen Ebenen analysiert. Der
GroBteil dieser Arbeit umfasst den Vergleich des mitochondrialen Proteoms
unter Norm- und Stressbedingungen mit Hilfe von Western Blot und
massenspektrometrischen Analysen. Desweiteren wurde die mitochondriale
Ultrastruktur unter den genannten Bedingungen elektronenmikroskopisch

untersucht. Wir konnten beobachten, dass die Inhibierung der mitochondrialen
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Translation durch Chloramphenicol zahlreiche Verdnderungen zur Folge hat,
wie die erhohte Expression von Proteasen und Chaperonen, aber auch die
Verstirkung mitochondrialen Importsysteme oder eine Umstellung des
mitochondrialen Metabolismus oder der Dynamik. Allerdings unterliegen dabei
die Mitochondrien auch einer Verdnderung auf Ebene der Ultrastruktur. Es
kommt vermehrt zu einer Septierung der Mitochondrien, der Ausbildung
elongierter Cristae und sogar zu ,,onion like*- Formen. Uberraschenderweise
mussten wir auch feststellen, dass verschiedene Methoden zur Analyse des
mitochondrialen Proteoms zu unterschiedlichen Ergebnissen gefiihrt haben.
Diese Diskrepanz sollte grundsétzlich in zukiinftigen Untersuchungen aufgelost
werden. AuBlerdem sind wir zu der Erkenntnis gekommen, dass zur
abschlieenden Klirung vieler Beobachtungen auch die Etablierung einer

zusatzlichen Methode zur Induktion der mtUPR notwendig ist.
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