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1. Zusammenfassung/ Abstract

1.1 Zusammenfassung

Die mitochondriale Matrix Protease Lon ist ein essentieller Bestandteil des
mitochondrialen Protein Qualitatskontroll-Systems. Der Verlust von Lon fuhrt zu
einer erhohten Apoptoserate und embryonaler Letalitdt im Mausmodell. Des
Weiteren korrelieren Alterungsprozesse mit einer Reduktion von Lon. Bisher
wurden der Verlust von Lon in transient transfizierten Zellen mit siRNA-
vermitteltem Lon Knockdown untersucht. Die Reduktion der Lon-Proteinmenge
war nur temporar und sehr variable und an diesen Zellen konnten langfristige
Anpassungsprozesse wie das Altern nicht untersucht werden. Fur die Analyse der
Auswirkungen eines Lon Verlustes auf humane HelLa Zellen, wurde eine
genetischer Lon Knockdown (gKD) konstruiert und charakterisiert. Die Reduktion
von Lon auf 27% fuhrt zu einer verringerten Stressresistenz. Die Lon Aktivitat
scheint in diesen Zellen erhoht zu sein um negative Effekte des Lon Verlustes zu
reduzieren. Die Proteomanalyse zeigte eine auffalige Zunahme der
Importrezeptoren, allerdings wurde beim mitochondrialen Import keine
Unterschiede zwischen Lon gKD und WT Zellen beobachtet, was auf eine
Kompensation des Imports hinweist. Des Weiteren wurde der Einfluss von Lon auf
das Hitze-induzierte Aggregationsverhalten mitochondrialer Proteine analysiert.
Dieser zeigte, dass besonders Proteine, die an der mitochondrialen Translation
beteiligt sind, in Lon gKD Mitochondrien aggregieren. Die dadurch entstandene
Hemmung der mitochondrialen Translation koénnte als Schutz vor der
Akkumulation von fehlgefalteten mitochondrial codierten Proteinen dienen. Als
weiterer Schutzmechanismus vor proteotoxischen Effekten dient die Ablagerung
fehlgefalteter Proteine in Aggregate. HelLa Zellen lagern Aggregate ebenfalls
innerhalb der mitochondrialen Netzwerke an ein bis zwei Punkten ab, dabei fuhrt
der Verlust von Lon zu einer verlangsamten Ablagerung. Daher ist Lon ein
essentieller Faktor Der Verlust von Lon fuhrt zu einer verlangsamten Bildung von
Proteinaggregaten. Lon ist ein essentieller Faktor in der Antwort auf
proteotoxischen Stress. Die vorgestellte Lon gKD Zelllinie bietet ein gutes Modell
fur die Analyse der Lon Funktion in Alterungsprozessen sowie die Verarbeitung

und Pravention von Aggregaten in Mitochondrien.




ZUSAMMENFASSUNG/ ABSTRACT

1.2 Abstract

The mitochondrial matrix protease Lon is the essential part of the organelle
quality control system. Loss of Lon leads to an increase in apoptosis and to
embryonic lethality in mice. Furthermore, reduction in Lon-Protein level correlates
with ageing processes. Up to now, loss of Lon was studied in transient transfected
cells with siRNA mediated Lon knockdown. These siRNA knockdowns were very
variable, since most of the studies used a transient transfection and Lon-Protein
level is viable as well. These cells were not useful to study long-term adaption
processes, like ageing. To analyse the cellular adaptation in human Hela cells, a
CRISPR/Cas mediated genetical Lon knockdown (gKD) was constructed and
characterized. The stable reduction of Lon to 27% leads to a decreased stress
resistance. Cells showed no changes of mitochondrial network morphology. Lon
activity was increased in Lon gKD cells, probably to compensate negative effects
of Lon loss. Proteomic analysis showed an increase of the amount of import
receptors, while mitochondrial import is not affected. The heat-induced aggregation
behavior was also affected by the loss of Lon, especially members of mitochondrial
translation were affected. The decrease of mitochondrial translation could serve to
reduce the accumulation of misfolded proteins and thus decrease proteomics
stress. In yeast a sequestration of aggregates to reduce proteotoxic effects was
previously observed, similar sequestration was observed in HelLa cells as well. The
loss of Lon leads to a slower deposition of these aggregates. This indicated that
Lon is an essential factor in proteotoxic stress response and necessary for a fast
deposition of misfolded proteins into aggregate sequestration sites. To summarize
all results, Lon proteolytic function is essential for cell survival. The presented Lon
gKD cell line is a useful model for studying ageing processes as well as processing

and prevention of aggregation in mitochondria.




2. Einleitung

Die Aufrechterhaltung des zellularen Proteingleichgewichts ist eine der
wichtigsten Aufgaben der Zelle. Dieser dynamische Prozess von Proteinsynthese,
Faltung und Proteinabbau wird auch Proteinhomobostase oder Proteostase
genannt. Als Kontrollinstanz besitzen Zellen ein Protein-Qualitatskontroll-System
(PQC, engl.: protein quality control), bestehend aus molekularen Chaperonen und
Proteasen. Wahrend Chaperone Proteine bei der korrekten Faltung unterstitzen,
bauen Proteasen wie Lon, spezifisch durch Stress beschadigte oder aggregierte
Proteinen ab (Voos and Pollecker 2020; Rego and Oliveira 2003). In
Alterungsprozessen verlieren die Proteostase ihre Kapazitat, was zu einer
zunehmenden Akkumulation beschadigter Proteinen und demzufolge Aggregaten
fuhrt (Labbadia and Morimoto 2015). Diese Akkumulation von Aggregaten flhrt
wiederum zu einer Beeintrachtigung der Proteostase und kann verschiedene
neurodegenerativen Erkrankungen, wie zum Beispiel Alzheimer oder Parkinson,
auslésen (Chiti and Dobson 2017). Aufgrund ihrer essentiellen zellularen
Funktionen, spielen mitochondriale Fehlfunktionen in diesen neuronalen
Erkrankungen und physiologischen Alterungsprozesse eine wichtige Rolle
(Osiewacz 2010; Rub, Wilkening, and Voos 2017). Mitochondrien besitzen zudem
ihr eigenes Proteom und somit ein eigenes mitochondriales Protein-
Qualitatskontroll-System (mtPQC, engl.: mitochondrial protein quality control) um

die mitochondriale Proteostase aufrecht zu erhalten (Voos 2009; 2013).

2.1 Bildung von Proteinaggregaten und zellulare

Schutzmechanismen

Um die zellulare Proteostase zu schitzen, verfugt die Zelle Uber
verschiedene Mechanismen um die Bildung von Aggregaten zu verringern.
Proteine mussen, um ihrer Funktion zu auszuuben, in eine dreidimensionale
Struktur gefaltet werden. Fur den dynamischen Ablauf und die Kontrolle ist das
PQC System zustandig, welches die Faltung und den Abbau von Proteinen
reguliert. Native Proteine wiederum sind permanent der Gefahr ausgesetzt

beschadigt und entfalten zu werden. Bei vielen Faltungsintermediaten oder
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entfalteten Proteinen liegen die inneren, meistens hydrophoben Aminosauren frei.
Hierdurch koénnen sie mit sich und mit anderen Proteinen interagieren und
Aggregate bilden. Diese Interaktion mit anderen Proteinen stort die Proteostase
und wichtige =zellulare Prozesse, indem vermeintlich unbeteiligte Proteine
koaggregieren und somit ihre Funktion verlieren. Der Schutz vor Fehlfaltungen ist
einer der besten Schutzmechanismen vor Aggregationen und deren toxischen
Auswirkungen auf das zellulare Milieu (Tyedmers, Mogk, and Bukau 2010). Die
Fehlfaltung von Proteinen und das Bilden von Aggregaten kann auf verschiedene
Stressoren oder Defekte zurtuckgefuhrt werden. Diese Einflisse kdnnen grob in (i)
auleren oder inneren Faktoren eingeordnet werden. Die inneren Faktoren kdnnen
wiederum in (ii) Proteinsynthesedefekte, (iii) Fehler im PQC System und (iv)
intrazellulare Stressoren unterteilt werden. Zu den &duferen Einflissen zahlen
unter anderem die negativen Folgen von Hitzestress. Dieser fuhrt zu einer
verstarkten Anhaufung von ungefalteten Proteinen, was wiederum zu der
Aggregation dieser Proteine fuhren kann (Wilkening et al. 2018). Bei
Proteinsynthesedefekten kénnen Proteine aufgrund von Gendefekten, zu einer
verstarkten Aggregationstendenz neigen. So kommt es, zum Beispiel, durch eine
Trinukleotid-Wiederholung im Exon 1 des Huntingtin-Gens, zu einer wiederholten
Expression von Glutaminen (Polyglutamin, PolyQ). Folgen mehr als 36 Glutamine
aufeinander kommt es zu einer Aggregatbildung (Clabough 2013). Dies Aggregate
sind zelltoxisch und fuhren zu der neurodegenerativen Erkrankung Chorea
Huntington (Martindale et al. 1998). Weitere Defekte in der Proteinbiosynthese
sind Transkription- und Translationsdefekte. Diese fihren zu dem Einbau falscher
Aminosauren, welcher wiederum zu Assemblierungsdefekten und in Folge zu
Aggregationen fuhrt (Drummond and Wilke 2008). Defekte im PQC System fuhren
ebenfalls zu der Zunahme von Proteinaggregaten, da die Regulierung und
Kontrolle der Proteinfaltung beeintrachtigt ist. Eine der bekanntesten Folgen des
PQC Verlustes ist die neurodegenerative Erkrankung Parkinson. Eine Mutation in
der E3-Ubiquitin-Ligase Parkin fuhrt zu einem partiellen Verlust der PQC Funktion.
Proteine kdnnen nicht mehr fur die Degradation durch das Proteasom markiert
werden, dieses fuhrt wiederum zu der Akkumulation toxischer Aggregate
(Olzmann and Chin 2008). Umgekehrt, fuhrt die verstarkte Expression
verschiedener Komponenten des PQC System 2zu einer verlangerten

Lebenspanne bei Zwergmausen (Ozkurede and Miller 2019). Einer der groften
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intrazellularen Stressoren ist der Stress, der durch freie Sauerstoffradikale
ausgeldst wird (ROS; engl.: free oxidative species; (Ngo, Pomatto, and Davies
2013). Freie Sauerstoffradikale entstehen vorwiegend wahrend der oxidativen
Phosphorylierung in den Mitochondrien (Beckman and Ames 1998; Ngo, Pomatto,
and Davies 2013). Die Bindung dieser freien Radikale fuhrt zu verschiedenen
irreversiblen Proteinmodifikationen, die aus Oxidation verschiedener Aminosauren
und/oder Carbonylierungen bestehen. Wobei Carbonylierungen als Folge von
Oxidationen angesehen werden. Diese Modifikationen sind irreversibel, die
betroffenen Proteine mussen mittels proteolytischer Degradation wiederum
abgebaut werden, da sie sonst zu Fehlfaltungen und Aggregationen fuhren.
(Stadtman and Levine 2000). Ein weiterer Risikofaktor fur die Akkumulation von
ungefalteten Proteinen ist der physiologische Alterungsprozess. Im Alter kommt es
zu der Verbindung und/oder Zunahme verschiedener Stressoren, wie zum Beispiel
zu der Zunahme von ROS Stress (Stadtman and Levine 2000) und anderen
Defekten, welche an spaterer Stelle behandelt wird.

Diese Defekte oder Stressoren fUhren zu der Bildung von Aggregaten.
Diese werden anhand ihrer inneren Organisation und Eigenschaften in
verschiedene Gruppen eingeteilt. Zunachst fuhren die benannten Defekte zu dem
Offenlegen der hydrophoben Aminosaureresten, die im nativen Zustand im
Inneren des Proteins liegen und strukturgebend sind. Diese hydrophoben
Seitenketten konnen sowohl die eigene Proteinstruktur negativ verandern, als
auch ungewollt mit anderen Proteinen wechselwirken. Dieses fuhrt wiederum zu
der Ausbildung von grélieren Aggregaten. Liegt eine ungeordnet Aggregatstruktur
vor und sind keine oder nur wenige Strukturen wie B-Faltblattstrukturen erkennbar,
werden sie als amorphe oder ungeordnete Aggregate bezeichnet. Sie sind
meistens noch durch Proteasen abbaubar und chemisch I6slich. Weisen
Aggregate hingegen eine hohe strukturierte Ordnung auf, werden sie zu den
amyloiden Aggregaten gezahlt. Sie zeigen eine sehr geringe chemische
Ldslichkeit und eine hohe Protease-Resistenz durch die enge Zusammenlagerung
von B-Faltblattern in parallel oder anti-parallelen Fibrillen. Ein wichtiges Beispiel ist
das, in dieser Arbeit verwendete Aggregationsreporterprotein, Huntingtin. Die
Expression dieses Proteins fuhrt, aufgrund der hohe Anzahl an Glutamin-

Wiederholungen, zu der Ausbildung von amyloiden Aggregaten (Clabough 2013).
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Paradoxerweise haben grofde Aggregatstrukturen weniger zytotoxische und
proteotoxische Auswirkungen auf die Zellen. Sie interagieren seltener mit
unbeteiligten Proteinen, da die meisten hydrophoben Seitenketten durch die
Aggregatformatin gebunden wurden. Kleinere Aggregate wie Aggregatoligomere
und protofibrillare Strukturen l16sen die Aggregation weiterer, bislang unbeteiligter,
nativer Proteine aus, da ihre hydrophoben Seitenketten weiterhin offen liegen. Die
Bildung groRerer fibrillarer Strukturen fuhrte zu einer Enttoxifizierung und einer
langeren Lebenspanne im Modellorganismus Caenorhabditis elegans (Cohen et
al. 2006). Dennoch kénnen auch sie mit zellularen Membransystemen interagieren
und hierdurch ebenfalls essentielle Funktionen stéren (Guardia-Laguarta et al.
2014).

Zellen in allen Bereichen des Lebens haben daher spezifische
Schutzmechanismen entwickelt, um die Bildung von Aggregaten zu minimieren
und sie mit moglichst geringen zytotoxischen Effekten abzulagern, sofern ein
Abbau nicht mdglich ist. Diese Mechanismen unterscheiden sich bei Prokaryoten
sowie Eukaryoten. Im Weiteren sind die Schutz- und Abbaumechanismen bei den
verschiedenen Modellorganismen, Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae,

und in Mammalia Zellen, beschrieben (Abb. 1).

2.1.1 Schutzmechanismus der Aggregatablagerung in E. coli

Die Aggregation von endogenen Proteinen in Bakterien ist meistens eine
Reaktion auf den Stress durch Hitze oder ROS. Des Weiteren ist sie im Labor meist
nach der induzierten Proteinexpression zu beobachten. Um sich vor den
zytotoxischen Effekten zu schutzen bilden Bakterien Aggregatablagerungen an
den polaren Enden des Bakteriums, in Form von sogenannten Einschlusskorper
(engl. Inclusion Bodies; Abb. 1A). Die Zelle bildet meisten ein bis zwei Inclusion
Bodies, die meistens amyloid-ahnliche Aggregatstrukturen aufweisen (de Groot
and Ventura 2006). Die Ablagerung dient der Enttoxifizierung von kleineren
Aggregatoligomeren, sowie der Auflosung durch Rulckfaltung oder Abbau durch
das bakterielle PQC System (Mogk et al. 1999). Die genaue Regulierung der
Bildungen solcher Inclusion Bodies an den polaren Enden ist noch nicht

ausreichend geklart.
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2.1.2 Schutzmechanismus der Aggregatablagerung in S. cerevisiae

In dem Modellorganismus der Backerhefe S. cerevisiae, ergeben sich,
aufgrund der eukaryotischen Zellstruktur, verschiedene Ablagerungswege fur
Proteinaggregate (Abb. 1B). Die Ablagerung ist abhangig von den jeweiligen
Eigenschaften der falsch gefalteten Proteine. Losliche und falsch gefaltete
Proteine werden im Zytosol der Hefezellen ubiquitiniert und an Chaperone
gebunden, um ihre Ldslichkeit zu erhalten. Da die Proteasomenkonzentration am
Nukleus am hochsten ist, werden sie als Q-Korperchen (engl.: Q-Bodies) in
Nukleus Richtung transportiert und dort abgelagert. Diese Proteinablagestelle wird
als JUNQ (engl.: juxtanuclear guality-control compartment) bezeichnet und dient
zur Aufbewahrung der I0slichen Proteine bevor sie vom Proteasom degradiert
werden. Proteinaggregate mit einem hohen Anteil an B-Faltblattstrukturen bilden
haufiger amyloide Strukturen aus. Diese Proteine sind unldslich und kénnen uber
das Proteasom nicht abgebaut werden. Daher werden diese Aggregate nahe der
Vakuole im IPOD (engl.: perivacuolar insoluble protein deposit) abgelagert und
uber die Vakuole abgebaut. Ist die Ubiquitinierung, der Signalweg fur eine
Proteasom-abhangige Degradation, gestort, werden auch potentielle JUNQ-
Substrate zum IPOD transportiert. Zudem werden ubiquitinierte IPOD-Substrate
zum Nukleus transportiert und im JUNQ abgelagert. Dieses zeigt, dass die
Ubiquitinierung das entscheidende Signal fur die Wahl der Ablagerungsstelle im
Zytosol ist (Kaganovich, Kopito, and Frydman 2008). Im Endoplasmatischen
Retikulum (ER) werden falschgefaltete und |6sliche Proteine durch
Translokationskanale in das Zytosol beférdert. Durch Ubiquitinierung kénnen sie,
wie Proteine des JUNQs, durch das Proteasom abgebaut werden. Dieser Vorgang
wird als ER assoziierte Degradation (ERAD) bezeichnet. Aggregierte, unlésliche
Proteine hingegen kdnnen nicht mehr durch die Translokationskanale transportiert
werden und werden vom ER als Vesikel abgespalten und als ERQC (engl.: ER
associated quality control compartment) bezeichnet. Dieses Kompartiment wird
mittels LC3-vermittelter Autophagie durch das Lysosom abgebaut (Oikonomou
and Hendershot 2020).

Da Mitochondrien kein Proteasom besitzen und sie raumlich, durch eine
Doppelmembran, vom Rest der Zelle getrennt sind, bendtigen Mitochondrien ein

eigenes System um sich vor Proteinaggregationen zu schitzen (Voos 2013; Voos
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et al. 2016). Fir die Ablagerung von Proteinaggregaten innerhalb des
mitochondrialen Netzwerkes in Hefe Zellen ist kirzlich ein spezifischer
Ablagemechanismus, das IMiQ (engl.: intramitochondrial protein quality control
compartment), beschrieben worden (Bruderek et al. 2018). Aggregate eines
destabilisierten Reporterproteins werden Uber die Ablagerung an einem Ort des
mitochondrialen Netzwerkes gesammelt, anschlieBend wird das Mitochondrium
vom restlichen Netzwerk abgespaltet um die mitochondriale Funktion zu erhalten.
Uber die Motorproteinbewegung von Dynein entlang des Mikrotubulus wird das
Mitochondrium am Zellkern abgelagert. Es weist zudem spezifische
Charakteristika auf, die weiterhin als Mitochondrium ausweist, allerdings ist es
gleichzeitig vom restlichen Netzwerk abgetrennt. Es besitzt mitochondrialen
Proteine und wird von mitochondrialen Chaperonen umgeben (Ruland et al.
unveroffentlicht), allerdings hat es das mitochondriale Membranpotential verloren.
Das IMiQ schitzt, ahnlich den anderen Ablagestellen, das mitochondriale
Netzwerk vor proteotoxischen Stress und erhdht die Fitness der Mitochondrien
(Bruderek et al. 2018; Abb.1B).

2.1.3 Schutzmechanismus der Aggregatablagerung in Mammalia

In Saugetierzellen sind, ahnlich wie in Hefe Zellen, Proteinablagerungen in
Form von ERQC und JUNQ gefunden worden. Allerdings zeigen Mammalia Zellen
eine weitere hiervon unabhangige Form der Aggregatablagerung, welche als
Aggresom bezeichnet wird. Die besondere Charakteristik dieser Ablagerung ist
eine Vimentin-Hulle. Hiermit werden die unloslichen Aggregate von den Proteinen
im Zytosol raumlich getrennt um weitere Proteinaggregationen zu verhindern
(Johnston, Ward, and Kopito 1998; Garcia-Mata et al. 1999).

FUr den Aufbau des Aggresom ist ein Ubiquitin-abhangiger Signalweg
notwendig. Fehlgefaltete Proteine werden zunachst durch die Bindung mit
mehreren Ubiquitin zum Abbau durch das Proteasom markiert. Aggregieren zu
viele Proteine oder wird das Proteasom gehemmt, kommt es zu einer
Akkumulation dieser Proteine und es bilden sich toxische Aggregate. Die
Histondeacetylase 6 dient als Adapter der gebundenen Ubiquitinketten und bindet
darUber die Aggregate an den Dynein Motorproteinkomplex (Kawaguchi et al.

2003). Durch die Bindung der aggregierten Proteine zu Dynein, wird die
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Histonedeacetylase 6 aus ihrem Komplex mit verschiedenen Chaperonen geldst.
Dies wiederum 16st die Stressantwort auf zytotoxische Proteinaggregate aus
(Boyault et al. 2007). Dynein transportiert die gebundenen Aggregate entlang des
Mikrotubulus zum Minus-Ende und damit zum Mikrotubuli Organisationszentrum
(MTOC,; engl.: microtubule organization center) am Nukleus. Die dort abgelagerten
ubiquitinierten Proteine bilden mit der Vimentin-Hulle das Aggresom. Dessen Form
ist wiederum Zelltypabhangig, zudem wird meistens nur ein Aggresom pro Zelle
gebildet (Kawaguchi et al. 2003). Dieses kann anschlielend mittels LC3-
vermittelter Autophagie (LC3 A/B-I/Il; engl.: Microtubuli-associated proteins 1a/1b
light chain 3B; Zou et al. 2014) durch das Lysosomen abgebaut werden. Uber das
Ubiquitin im Aggresome wird zunachst p62 gebunden, welches wiederum an das
prozessierte LC3-Il bindet und das Autophagosomen bildet. Das Autophagosomen
verschmilzt mit dem Lysosomen und die aggregierten Proteine kdnnen abgebaut
werden (Garcia-Mata, Gao, and Sztul 2002; Abb. 1C).

Abbildung 1: Schutzmechanismen der Aggregatablagerung in verschiedenen
zellularen Systemen

A In Bakterien akkumulieren falschgefaltete und unlésliche Proteine in Inclusion Bodies, welche
haufig an den Polen der Bakterie zu finden sind. Diese Lokalisation wird vom Nukleoid kontrolliert.
B Eukaryotische Hefe Zellen besitzen verschiedene PQC-Kompartimente, die Aggregate je nach
Lokalisation und Eigenschaft spezifisch ablagern. Unlésliche Proteine im ER werden im ERQC
(engl.: ER associated quality-control compartment) abgelagert, wahrend zytosolische Proteine
entweder in JUNQ (engl.: juxtanuclear quality-control compartment) oder in IPOD (engl.:
perivacuolar insoluble protein deposit) abgelagert werden. Zudem konnen sie sogenannte
Q-Bodies formen, die im gesamten zellularen System zu finden sind. Aggregierte Proteine im
mitochondrialen Netzwerk werden in einem einzelnen Mitochondrium (MT) gesammelt und bilden
das IMiQ (engl.: intramitochondrial protein quality control compartment). C Sowohl ERQC, JUNQ
und IPOD-ahnliche Strukturen wurden ebenfalls in Mammalia Zellen gefunden. Eine Besonderheit
der Proteinablagerung und dem darauf gefolgten Abbau, ist die Bildung eines Aggresom.
Aggregierte, unltsliche Proteine werden mittels Dynein und Histonedeacetylase 6 Uber den
Mikrotubulus zum Minusende am MTOC (engl.: microtubule organization center) transportiert. Das
Aggresom bildet eine charakteristische Vimentin-Hdlle.
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2.2 Schutzmechanismus der Proteinaggregationen in Mitochondrien

Hefemitochondrien besitzen spezifische Schutzmechanismen, die
ungefaltete und unlésliche Proteine ablagern. Diese sind bedingt durch den
endosymbiontischen Ursprung und der sich hieraus folgenden Anpassungen
ergeben besondere Herausforderungen fur die mitochondrialen Lebensweise.
Diese Besonderheiten und Anpassungen werden im Folgenden beschrieben. Ein
besonderes Augenmerk liegt hier auf dem mtPQC-System und der
mitochondrialen Protease Lon. Diese Protease hat wichtige Funktion in Bezug auf

mitochondriale Proteinaggregaten, die in dieser Arbeit untersucht werden sollte.

2.2.1 Mitochondriale Proteinbiosynthese

Obwohl Mitochondrien im Laufe der Evolution fast alle Gene in den Nukleus
Ubertragen haben, sind in humanen Zellen weiterhin 13 Proteine im
mitochondrialen Genom codiert. Hierbei handelt es sich ausschlieBlich um
verschiedene, hydrophobe Untereinheiten der Atmungskettenkomplexe. Die
mitochondriale DNA (mtDNA) liegt, wie bei Prokaryoten, als zirkulares Genom vor.
Da Mitochondrien ihr eigenes Genom besitzen, haben sie auch eine spezifische
Proteinbiosynthese. Prinzipiell entspricht sie der anderen Pro- und Eukaryoten.
Allerdings gibt es zwei Besonderheiten, zum einen codiert das Codon UGA nicht
ein Stoppcodon, sondern die Aminosaure Tryptophan. Zum anderen gibt es
zusatzliche Stoppcodons (AGG, AGA). Aufgrund der unterschiedlichen Kodierung
der Aminosauren beinhaltet die mtDNA neben den 13 Proteinen und

mitochondrialer rRNA auch eigene tRNAs (Anderson et al. 1981).

2.2.2 Mitochondrialer Proteinimport

Die Mehrzahl der mitochondrialen Proteine werden im nuklearen Genom
codiert, daher mussen mitochondriale Proteine nach der Translation im Zytosol, in
die Mitochondrien importiert werden. Der Antrieb fur diesen Import ist der
elektrochemische Gradient, der ebenfalls fur die ATP-Synthese genutzt wird.
Aufgrund der Ansammlung positiv geladener Protonen im Intermembranraum, ist

die Matrix im Vergleich negativ geladen. Viele Proteine, die in die Mitochondrien
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importiert werden sollen, besitzen eine positiv geladenen mitochondriale
Zielsequenz (MTS, engl.: mitochondrial targeting sequence) nachdem sie durch
zytosolische Ribosome translatiert wurden (Becker, Bottinger, and Pfanner 2012).
Diese MTS muss zwei spezifische Eigenschaften besitzen, zum einen muss sie
zwischen 10 bis 60 Aminosauren lang sein und zum anderen aus einer a-Helices
bestehen, die aus hydrophoben und positiv geladenen Aminosauren aufgebaut ist
(Neupert and Herrmann 2007).

Viele der mitochondrialen Proteine sind in der Matrix lokalisiert und missen
daher Uber die aullere und innere Membran, sowie den Intermembranraum
transportiert werden. Die MTS des Praproteins wird im Zytosol zunachst von dem
Tom20 Rezeptor des Tom Komplexes (engl.: translocase of the outer membrane)
erkannt. Uber die Tom40 Translokase wird das Praprotein in den
Intermembranraum transportiert. AnschlieBend wird die MTS erneut von dem
Rezeptor des Tim23 Komplexes (engl.: translocase of the inner membrane), Tim20
erkannt und mittels einer zweiten Translokase, Tim23, in die Matrix transportiert.
Erreicht die MTS die Matrix, wird das Protein durch den PAM Komplex (engl.:
presequence translocase-associated motor) in die Matrix gezogen. Nach dem
Import wird die MTS durch die Peptidase MPP (engl.: mitochondrial-processing
peptidase) prozessiert und das Protein liegt als maturierte Form vor (m-Form;
Abb.2).

2.2.3 Mitochondriale Dynamik und Abbau von beschadigten

Mitochondrien

Mammalia Mitochondrien erscheinen in mikroskopischen Studien als Uber
die gesamte Zelle verzweigte, tubulare Struktur. Man spricht daher von einem
mitochondrialen Netzwerk. Dieses ist dynamisch und kann seine Morphologie
durch Fusion oder Abspaltung als Adaption auf diverse Faktoren verandern.
Werden Mitochondrien z.B. stark durch Hitze gestresst, verandert sich das
mitochondriale Netzwerk und die Mitochondrien fragmentieren (Richter, Haslbeck,
and Buchner 2010). Eine weitere Funktion der mitochondrialen Dynamik ist die
Abspaltung geschadigter Mitochondrien vom restlichen Netzwerk. Beschadigte
mitochondriale Komponenten, wie mtDNA und Proteinaggregate, konnen an

einem Ort gesammelt und anschlie®end abgespalten werden (Detmer and Chan
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2007; Bruderek et al. 2018). Hierdurch bleibt die Integritdt des mitochondrialen
Netzwerks beibehalten und das Uberleben der Zelle ist gesichert. Nach der
Abspaltung eines irreversiblen geschadigten Mitochondriums, wird dieses Uber
Mitochondrien-spezifischen Autophagie, der Mitophagie, abgebaut (Kim,
Rodriguez-Enriquez, and Lemasters 2007). Die Mitophagie wird Uber die, an den
Mitochondrien lokalisierte Kinase, Pink1 (engl.: PTEN-induced putative kinase 1)
reguliert. Pink1 wird konstitutiv degradiert, sofern die Mitochondrien intakt sind.
Werden Mitochondrien beschadigt und verlieren z.B. ihr Membranpotential,
akkumuliert Pink1 an der aufleren Membran (oM; engl.: outer mitochondrial
membrane) und rekrutiert die zytosolische E3 Ubiquitin-Ligase Parkin. Diese
ubiquitiniert das Organell und es wird Uber die LC3-vermittelter Autophagie
abgebaut (Rub, Wilkening, and Voos 2017). Neben dem spezifischen Abbau von
beschadigten Organellen kann unter Hungerbedingen die Zelle unselektiv

Bestandteile abbauen um sich mit essentiellen Nahrstoffen zu versorgen.

2.2.4 Funktion des mitochondrialen Protein-Qualitatskontroll-

System

Mitochondriale Fehlfunktionen kénnen schwerwiegende Folgen fur das
zellulare System haben. Aufgrund ihrer endosymbiontischen Abstammung,
besitzen Mitochondrien ihr eigenes mtPQC, welches aus verschiedenen
Chaperonen, Kochaperonen und Proteasen besteht (Voos 2009; 2013).
Mitochondrien sind besonders hohen Stress durch ROS ausgesetzt, da dieser
vorwiegend durch die oxidative Phosphorylierung in den Mitochondrien entsteht
(Beckman and Ames 1998; Ngo, Pomatto, and Davies 2013). Daher mussen
Mitochondrien beschadigte Proteine zeithah abbauen, um eine Ansammlung und
Aggregation von fehlgefalteten Proteinen vorzubeugen. Zunachst wird versucht,
die beschadigten oder ungefalteten Proteine zurlick zu falten oder sie, falls die
Ruckfaltung nicht méglich ist, abzubauen (Voos 2009).

Die Komponenten des mtPQC werden anhand ihrer Grofden und Funktion
in verschiedene Klassen der Hitzeschockproteine (HSP) unterteilt (Voos 2013).
Proteine der Familie HSP70 werden klassischerweise als Chaperone bezeichnet
und Uberbenehmen, definitionsgemal, die Aufgabe Proteine bei der Faltung zu

unterstitzen. Sie sind hoch konserviert und besitzen eine ATPase-Domane, sowie
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eine C-terminale Proteinbindedomane, mit dieser werden hydrophobe und positiv
geladene Proteinsequenzen gebunden um Fehlfaltungen vorzubeugen. Weitere
wichtige Chaperone sind Proteine der Klasse HSP60, die auch als Chaperonine
bezeichnet werden. Das mitochondriale HSPG0 bildet einen grolden Komplex aus
zwei Hexamerringen, die einen grof3en hydrophoben Hohlraum bilden, in dem sich
Proteine zurlickfalten kénnen. Der Kofaktor HSP10 verschlieRt hierbei die Offnung.
Durch die Hydrolyse von ATP kommt es zu Konformationsédnderung des HSP60
Komplexes und der Hohlraum wird hydrophiler und das Substratprotein kann in
seinen nativen Zustand zurtickgefaltet werden (Voos 2013). Aufgrund des Aufbaus
der mitochondrialen Importkanale, liegen Proteine nach dem Import ungefaltet in
der mitochondrialen Matrix vor. Da eine Gefahr der Fehlfaltung vorliegt, werden
die ungefalteten Proteine durch Chaperone bei der Faltung unterstitzt. Neu
importierte Proteine sind besonders stressanfallig und bilden schneller Aggregate
als bereits vollstandig gefaltete Proteine (Wilkening et al. 2018).

Kdénnen Proteine nicht in ihre native Struktur gefaltet werden, besteht die
Gefahr, dass sie aggregieren, daher muissen sie abgebaut werden. Hierfur
besitzen Mitochondrien vier verschiedene AAA+ Proteasen (engl.: ATPases
associated with a wide variety of cellular functions) als Teil des mtPQC Systems.
Es gibt drei Matrix Proteasen, von der eine, m-AAA (AFG3L3; engl.: AFG3-like
protein 2 (Paraplegin-like protein), SPG7; engl.. paraplegin) in der inneren
Membran verankert ist und ebenfalls eine Hexamerstruktur aus jeweils drei SPG7
sowie drei AFG3L3 Untereinheiten aufweist. Sie ist vorwiegend fur den Abbau
nicht assemblierter Untereinheiten der Atmungskette zustandig (Korbel et al.
2004). Die anderen Proteasen, Lon und der CLPX/P Komplex, sind frei beweglich
innerhalb der mitochondrialen Matrix. Wobei der CLPX/P Komplex aus zwei
Hexamerringen aus dem Chaperone CLPX (engl.: ATP-dependent Clp protease
ATP-binding subunit clpX-like, mitochondrial) und der Protease CLPP (engl.: ATP-
dependent Clp protease proteolytic subunit, mitochondrial) besteht. Diese
Proteasen koénnen beschadigte oder fehlgefaltete Proteine abbauen um
Aggregationen zu verhindern (Voos 2009; Bota, Ngo, and Davies 2005). Im

Weitern wird die Matrix Protease Lon im Detail beschrieben.
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Abbildung 2: Mitochondriale Proteinimport Maschinerie und Proteinprozessierung
Proteine werden je nach ihrer Lokalisation Uber verschiedene Wege in die Mitochondrien importiert.
Proteine, die flr den Intermembranraum (IMS) bestimmt sind, werden nach dem Import Gber den
Tom Komplex durch Mia gefaltet und werden von HtrA2 (engl.: high temperature requirement
protein A2) degradiert. Handelt es sich Carrier Proteine fir die innere Membran (IM), werden sie
zunachst ebenfalls ber den Tom Komplex (engl.: translocase of the outer membrane) in den
Intermembranraum importiert, durch kleine Tims (engl.: translocase of the inner membrane),
gebunden und mittels Tim22 Komplex in die innere Membran (IM) eingebaut. Matrixproteine
werden mittels Tim23 Komplex importiert, als Motor hierfir dient der PAM-Komplex (engl.:
presequence translocase-associated motor), bestehend aus Tim44 (engl.: translocase of the inner
membrane 44), mtHSP70 (engl.: heat shock protein 70 kDa, mitochondrial) und Mge1. Nach dem
Import wird die MTS von MPP prozessiert und das ungefaltete Protein kann von dem HSP60 (engl.:
heat shock protein 60 kDa, mitochondrial) Komplex in seine native Form gefaltet werden.
Membranproteine mit einer Matrixdomane kénnen durch m-AAA (AFG3L3; engl.: AFG3-like protein
2 (Paraplegin-like protein), SPG7; engl.: paraplegin) abgebaut werden. Ist ein Matrix Protein falsch
gefaltet, kann es Uber den CLPP/X Komplex (CLPX engl.: ATP-dependent Clp protease ATP-
binding subunit clpX-like, mitochondrial; CLPP engl.: ATP-dependent Clp protease proteolytic

subunit, mitochondrial) oder Lon abgebaut werden (Becker, Béttinger, and Pfanner 2012).
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2.2.5 Die Matrix Protease Lon

Eine der wichtigsten Matrix Proteasen ist die hoch konservierte Protease
Lon (Teichmann et al. 1996; Bender et al. 2011; Bota, Van Remmen, and Davies
2002). In Bakterien wird Lon als La (Suzuki et al. 1994), in S. cerevisiae als Pim1
(engl.: proteolysis in mitochondria 1) bezeichnet. Aufgrund der hohen Homologie
zwischen den verschieden Organismen, ist es wahrscheinlich, dass Lon eine
ahnliche Ringstruktur aufweist, wie Pim1 in Hefe (Venkatesh et al. 2012).

Lon ist nuklear kodiert und das LONP1 Gen liegt auf Chromosom 19, in der
Region p13.2 und ist ~29 kbp lang (Wang et al. 1993). Nach der Transkription liegt
Lon, mit einer relativen Molekilmasse von 106 kDa als Prakursor Form im Zytosol
vor und wird aufgrund der MTS in die mitochondriale Matrix importiert. Nach
Prozessierung durch MPP hat Lon die endgultige GroRe von 100 kDa erreicht
(Wang et al. 1993; 1994). Das Lon-Protein besteht aus drei funktionalen
Proteindomanen, einer Substratbinde-, der AAA+ und einer proteolytischen
Domaéne. Die N-terminale Domane beinhaltet, neben der MTS, eine Proteinbinde-
Domane, mit der Lon-Substrate gebunden werden. Diese erkennt unspezifische
Peptidsequenzen, bevorzugt allerdings hydrophobe Aminosauren (Ondrovicova et
al. 2005). Die zweite beinhaltet die AAA+ Domane. Hier fuhrt das Binden von ATP
zu einer Konformationsanderung, welches zu der Aktivierung der proteolytischen
Kammer fuhrt. Die ATP Hydrolyse fuhrt auRerdem zu der Translokation des
Substrates in die proteolytische Kammer (Vasilyeva et al. 2002), der dritten, C-
terminalen Domane. Der Lon Monomer ist inaktiv und wird erst durch die Bildung
eines Hexamer-Rings aktiv. Im inneren dieses Rings bildet sich, aus den
proteolytischen Domanen, eine proteolytische Kammer (Ondrovicova et al. 2005;
Pinti et al. 2015). Diese proteolytische Kammer besitzt das aktive Zentrum,

welches fur die Hauptfunktion der Serin-Protease essentiell ist.

2.2.5.1 Regulation der Lon Expression als Stressreaktion

Die Regulation von Lon ist ambivalent. Aufgrund von Hitzestress (Ngo and
Davies 2009; Ngo, Pomatto, and Davies 2013; Bender et al. 2010),
Nahrungsmangel (Ngo and Davies 2009) und oxidativen Stress (Bota and Davies
2002; Ngo and Davies 2009; Pinti et al. 2015; Bender et al. 2010) wird Lon, als

Stressantwort in verschiedenen Modellen, hochreguliert. Die Regulierung des
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LONP1 Gens ist noch nicht genauer untersucht, bis jetzt wurden vier
Transkriptionsfaktoren  beschrieben. In  einer Studie wurden zwei
Transkriptionsfaktoren entdeckt, NF-xB und NRF-2 (engl.: nuclear respiratory
factor 2), die nach ROS-Stress verstarkt an die Lon Promotorregion gebunden
hatten (Pinti et al. 2011). Dieses verstarkte die Lon Expression, welches wiederum
die Zelle vor der Akkumulation falsch-gefalteter Proteine schitzte und dadurch ihr
Uberleben sichern sollte (Ngo and Davies 2009). Des Weiteren wurden potentielle
Bindungsstellen fur den Transkriptionsfaktor HIF1 (engl.: hypoxia inducible
factor 1) gefunden, welcher unter hypoxischen Bedingungen zu einer verstarkten
Lon Expression fuhrt (Fukuda et al. 2007). Ein weiterer Lon Regulator ist der
epidermale Wachstumsfaktor (EGF; engl.: epidermal growth factor). Diese
verschiedenen Transkriptionsfaktoren zeigen einen Einfluss verschiedener
zellularer Regulationswege auf die Lon Expression (Fukuda et al. 2007). Sind
diese Regulationswege gestort, kann es zu einer dauerhaft erhdhten Lon
Expression fuhren, was wiederum bei Krebspatienten zu einer schlechten
klinischen Prognose fuhrt (Quirds et al. 2014). Die AAA+ Protease wird durch die
Bindung von ATP aktiviert, im Gegensatz wirkt ADP als Inhibitor der Lon Funktion.
Das Binden von Peptide oder Protein wiederum stimulieren die Abgabe von
gebunden ADP, welches zu einer Aktivierung der Proteolysefunktion fuhrt (Watabe
et al. 2001).

2.2.5.2 Funktionen von Lon

Lon hat drei wesentliche Funktionen, die anhand der Proteinstruktur
erkennbar sind. Zum einen hat Lon eine proteolytische Funktionen (Bota, Van
Remmen, and Davies 2002; Bota and Davies 2016; Voos 2013), des Weiteren
kann Lon, Uber die Substratbinde-Domane, eine Chaperonen-Funktion (Kao et al.
2015; Desautels and Goldberg 1982) ubernehmen und zuletzt reguliert Lon die
Replikation und Transkription der mtDNA (Liu et al. 2004; Abb. 3A/B).

Durch die proteolytische Funktion ist Lon essentiell an der
Aufrechterhaltung der mitochondriale Proteostase beteiligt. Es degradiert gezielt
beschadigte und/oder fehlgefaltete Proteine (Bender et al. 2011; Quirds et al.
2014; Gibellini et al. 2014; 2015; Pinti et al. 2016).
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Abbildung 3: Lon Funktionen und Einfluss auf das zellulare System

A Lon Ubernimmt sowohl Protease-, Chaperon-Funktionen und reguliert die Replikation und
Transktioption der mitochondrialen DNA (mtDNA). Lon agiert als Hauptprotease in der
mitochondrialen Matrix (mM) und baut verschiedene Substrate ab. Des Weiteren hat Lon eine
Chaperonen-Funktion und interagiert mit HSP60 und mtHSP70. Lon reguliert die mtDNA
Replikation durch Bindung an CG-reiche Regionen. Aul3erdem baut es Tfam ab und reguliert damit
wiederum die Replikation und Transkription. B Aufgrund der vielfaltigen Funktionen ergeben sich
verschiedene Einflisse von Lon auf das zellulare System. Im mitochondrialen Netzwerk hat Lon
Einfluss auf die Genexpression und schitzt, als Teil des mtPQC-Systems, vor Proteinaggregation
und Schaden durch ROS-Stress. Lon schiitzt vor altersbedingten biochemischen Defekten und
dient als Stressantwort auf zelluldre Stressoren.

19



EINLEITUNG

Mitochondriale Proteine sind, aufgrund der Atmungsfunktion, durchgangig
freien Sauerstoffradikalen ausgesetzt und kénnen oxidiert werden (Ngo et al.
2011). Um eine Akkumulation von oxidierten Proteinen entgegen zu wirken, baut
Lon diese Proteine gezielt ab (Ngo and Davies 2009; Bulteau and Bayot 2011). Als
erstes konnte dieses an oxidierter Aconitase 2 (Aco2) gezeigt werden (Bota, Van
Remmen, and Davies 2002). Der Verlust von Lon fuhrt zu der Zunahme von
oxidierten Proteinen, welches wiederum zu einer Akkumulation der
Proteinaggregaten fuhrt (Ngo and Davies 2009; Bulteau and Bayot 2011; Bayot et
al. 2014). Weitere bekannte Substrate von Lon sind: ACADM (Hansen, Gregersen,
and Bross 2005), PMPCA (Zurita Rendén and Shoubridge 2018; Suzuki et al.
1994), das STaR Protein (Ondrovicova et al. 2005) sowie verschiedene
Untereinheiten der ATPase (Bayot et al. 2010; Bulteau et al. 2017). Neben der
Detektion von oxidierten Proteinen, soll Lon Peptide unabhangig einer
spezifischen Sequenz erkennen und abbauen (Ondrovicova et al. 2005). Auch hier
fuhrt der Verlust von Lon zu einer Akkumulation fehlgefalteter Proteine, was
ebenfalls zu der Bildung von Aggregaten fuhren kann (Erjavec et al. 2013). Des
Weiteren fuhrt Stress zu einer irreversiblen Inaktivierung von Eisen-Schwefel
Proteinen (Bulteau, lkeda-Saito, and Szweda 2003), welche dann von Lon
abgebaut werden (Song, Marszalek, and Craig 2012). Die stressbedingt Zunahme
von Lon wirkt dem entgegen, so kann Lon diese Eisen-Schwefel Proteine abbauen
und die Mitochondrien vor Beschadigungen schiutzen (Ngo, Pomatto, and Davies
2013). Somit ist Lon, aufgrund der proteolytischen Funktion ein sehr wichtiger
Bestandteil des mtPQC-Systems (Ngo and Davies 2009; Voos 2013). Bislang
wurde die Protease Funktion von Lon haufig anhand spezifischer Proteinsubstrate
analysiert, eine gesamte Analyse der Lon Substrate ist allerdings noch nicht
durchgefuhrt worden.

Die Chaperonen-Funktion von Lon ist die bislang am schlechtesten
untersuchte Lon Funktion (Abb. 3A). Bekannt ist, dass Lon mit den mitochondrialen
Chaperonen HSP60, mtHSP70, Myosine-9/10 und NDUFS8 (engl.: NADH
ubiquinone oxidoreductase core subunit S8) interagiert, um die Zelle vor Apoptose
zu schitzen, welche durch den Stress von ungefalteten Proteinen entstehen kann
(Kao et al. 2015; Desautels and Goldberg 1982). Des Weiteren zeigt Lon seine
Chaperonen-Funktion indem es bei der Assemblierung der

Atmungskettenkomplexe unterstitzt (Hori et al. 2002). Bekannt ist aul3erdem, dass
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Lon sowohl ungefaltete als auch gefaltete Proteine abbaut, wobei Lon die
ungefalteten Proteine zunachst entfalten soll, da der Abbau von entfalteten
Proteinen deutlich schneller von statten geht (Ondrovicova et al. 2005).

Die dritte Funktion von Lon ist die Regulation der Replikation und
Transkription der mtDNA (Abb. 3A). Bekannt ist, dass eine Reduktion der Lon-
Proteinmenge zu einer Verringerung der mtDNA Menge in homozygoten Lon
Knockout Mausen fuhrt (Quirds et al. 2014), auch in humanen Fibroblasten wurde
eine Verringerung der mtDNA Menge nach den Verlust von Lon festgestellt (Bota,
Ngo, and Davies 2005; Zurita Rendén and Shoubridge 2018). Die Regulation der
Replikation und Transkription kann an zwei Punkten geschehen. Lon bindet
spezifisch an die Basen Guanin und Tymin, allerdings nicht an das Desoxyribose-
Phosphat Ruckgrat der mtDNA (T. Liu et al. 2004). Diese GT-reichen mtDNA
Sequenzen Uberlappen wiederum mit Promotorregionen. Allerdings bindet Lon
eher an einzelstrangige mtDNA als an doppelstrangige mtDNA (Lu et al. 2003; T.
Liu et al. 2004; G. K. Fu and Markovitz 1998). Zusatzlich ist Lon in der Lage an
Guanin- und Uracil-reiche mRNA innerhalb der mitochondrialen Matrix zu binden.
Diese wird wiederum durch eine Zunahme der ATP Konzentration in der
mitochondrialen Matrix inhibiert (T. Liu et al. 2004). Lon kann die Transkription der
mtDNA auch durch die spezifische Degradation des mitochondrialen
Transkriptionsfaktor A (Tfam, engl.: mitochondrial transcription factor A) regulieren
(Matsushima, Goto, and Kaguni 2010). Tfam ist das ,Histon“ der Mitochondrien
und bildet durch die Bindung mit der mtDNA den Nukleoid (Kukat et al. 2015). Je
mehr Tfam Proteine an die mtDNA gebunden sind, desto fester ist die Struktur des
Nukleoid und mitochondriale Gene kdnnen nicht mehr transkribiert werden (Kukat
et al. 2011). Durch die Proteinmenge von Tfam wird die Menge der mtDNA reguliert
und Uber den Abbau von Tfam wird diese indirekt von Lon gesteuert (Ekstrand et
al. 2004; Matsushima, Goto, and Kaguni 2010). Allerdings sind diese
Beobachtungen nicht konsistent, bei LS174T Zellen, konnte keine Veranderung
der mtDNA Menge nach der Verringerung der Lon-Proteinmenge festgestellt
werden (Lu et al. 2007).

Die grundlegende proteolytische Funktion von Lon ist weitestgehend
geklart, allerdings sind die Einfliisse von Lon so vielseitig, dass eine Ubersicht tiber
alle Substrate und Interaktionspartner eine klare Antwort Uber die Einfliisse von

Lon auf das Uberleben der Zelle geben kénnte.
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2.2.5.3 Einfluss von Lon auf das Uberleben der Zelle

Aufgrund der vielfaltigen Funktion, hat die genetische Manipulation der Lon-
Proteinmengen verschiedenen Auswirkungen auf Zellen. Besonders auffallig ist,
dass ein homozygoter Knockout von Lon am Tag 9.5 embryonal letal ist, zudem
weisen sie nach 5.5 Tagen ein verlangsamtes Wachstum auf. Wohingegen der
heterozygote knockout nicht letal ist. Diese Mause zeigten eine Abnahme der Lon-
Proteinmenge auf 40% und eine Reduktion der mtDNA Menge und ATP
Konzentration (Quirds et al. 2014; Hamon et al. 2020). Des Weiteren nimmt die
Apoptoserate durch die Abnahme von Lon deutlich zu (Bota, Ngo, and Davies
2005; Gibellini et al. 2015). Im Vergleich ist eine Zunahme der Lon-Proteinmenge
mit einer Abnahme der Apoptoserate assoziiert (Kao et al. 2015; Sung et al. 2018).
Zudem verlieren die Mitochondrien, mit einer verringerten Lon-Proteinmenge ihre
Atmungsfahigkeit (Suzuki et al. 1994; Bota, Ngo, and Davies 2005) und ihre
Cristae-Struktur (Bota, Van Remmen, and Davies 2002; Bota and Davies 2002;
Bota, Ngo, and Davies 2005; Gibellini et al. 2015). Eine Zunahme der
Proteinmenge von Lon fuhrt dementsprechend zu einer verlangerten Lebenspanne
von Zellen und Organismen (Quirés et al. 2014; Ozkurede and Miller 2019),
welches besonders bei Krebserkrankungen negative Auswirkungen auf die
klinische Prognose hat (Quirds et al. 2014).

Eine weitere Auswirkung auf das mitochondriale Uberleben soll Lon durch
den Einfluss auf die Prozessierung von frisch importierten Proteinen haben. Dieses
soll durch eine physische Interaktion mit MPP entstehen (Zurita Rendén and
Shoubridge 2018). Diese Studie fand zudem ebenfalls die Anhaufung von
Proteinaggregationen innerhalb Zellen mit verringerter Lon-Proteinmenge.
Allerdings waren Komponenten der mtPQC-System nicht hoch reguliert, was
gegen eine postulierte Stresskompensation spricht (Zurita Rendén and
Shoubridge 2018). Diese Studien, zu dem Verlust von Lon, zeigen dass Lon
essentiell fur die Gesundheit des mitochondrialen Environments ist, und somit

auch flr das Uberleben des zelluldren Systems ist.

2.2.5.4 Lon in Erkrankungen

Eine Veranderung der Lon-Proteinmenge sowie der Lon Aktivitat ist

ebenfalls in verschiedenen Krankheitsbildern beobachtetet worden. Das
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bekannteste Beispiel ist die Multi-System Entwicklungsstérung, das CODAS
(engl.: cerebral, ocular, dental, auricular, skeletal) Syndrom, welches 1991 das
erste Mal beschrieben wurde (Shebib et al. 1991). Hier flhren verschiedene
Punktmutationen nahe der ATP-bindenden Tasche von Lon zu einer Reduktion der
Protease Aktivitat. Im zellularen CODAS-Modell, erscheint der Phanotyp sehr
ahnlich jener der zuvor beschriebenen Zellen, die mittels siRNA Knockdown eine
verringerte Lon-Proteinmenge zeigten. Diese Zellen zeigten eine verringerte
respiratorische Aktivitdt sowie das Auftreten von Proteinaggregaten und einer
unnormalen Morphologie der inneren mitochondrialen Membran. Das CODAS
Syndrom zeigt zudem einen ahnlichen Phanotyp wie Erkrankungen, die ein Defekt
im mtPQC System als Ursache haben (Strauss et al. 2015).

Eine Verbesserung des zelluldren Uberlebens, bzw. eine verringerte
Apoptoserate und eine erhdhte Stressresistenz sind typische Veranderungen der
Tumorentwicklung und kdnnen zu einer unkontrollierten Vermehrung betroffener
Zellen fuhren. Da sich viele Zellen auf kleinsten Raum schnell vermehren,
herrschen Sauerstoffmangelbedingung innerhalb des betroffenen Gewebes
(Cairns, Harris, and Mak 2011). Da sich ebenfalls der Energiestoffwechsel von
Krebszellen neu programmiert, ist die Reprogrammierung der
Mitochondrienfunktion wichtig fur das Wachstum des Tumors. Mehrere Studien
zeigten eine Zunahme in der Lon-Proteinmenge in verschiedenen Krebszellen
(Quirds et al. 2014; Gibellini et al. 2014; 2018; Pinti et al. 2015). Diese Zunahme
ist wahrscheinlich auf eine verstarkte Transkription, aktiviert durch den
Transkriptionsfaktor HIF1, zurlckzufuhren. Aufgrund des hypoxischen Milieus,
welches in Krebszellen herrscht, bindet HIF1 verstarkt an die Promotoregion von
Lon. Zusatzlich wurde gezeigt, dass HIF1 die differentielle Expression
verschiedener Untereinheiten des Atmungskettekomplex [V reguliert, was
ebenfalls als metabolische Anpassung auf die hypoxische Umgebung im
Krebsgewebe zurlckzufuhren ist (Fukuda et al. 2007). Zudem scheint eine
Abnahme von Lon bedingt vor der Ausbildung von Tumoren zu schitzen (Quirés
et al. 2014). Zusammengefasst fuhrt die Zunahme der Lon Expression in
Krebszellen zu einer erhohten zellularen Fitness und verringerten Apoptoserate,
was wiederum zu einer schlechten klinischen Prognose fuhrt (Quirds et al. 2014;
Y. Liu et al. 2014).

23




EINLEITUNG

2.2.5.5 Lon im Alter

Auch Alterungsprozesse werden in Verbindung mit mitochondrialer
Fehlfunktion gebracht (Melentijevic et al. 2017). Altern fuhrt zu einer héheren
Produktion von freien Sauerstoffradikalen innerhalb der Mitochondrien (Ngo,
Pomatto, and Davies 2013; Beckman and Ames 1998). Durch ROS geschadigte
Proteine zeigen ein erhdhtes Risiko zu aggregieren und werden zeitnah von Lon
abgebaut (Ngo and Davies 2007; Bota, Van Remmen, and Davies 2002). Im Alter
ist die Lon mRNA Menge (Lee et al. 1999), sowie die Lon Aktivitat verringert
(Bakala et al. 2003; Erjavec et al. 2013). In Drosophila, fuhrt der Verlust von Lon
zudem zu einer verkurzten Lebenspanne der Fliegen (Pareek et al. 2018). Eine
weitere Studie zeigt, dass die ROS-induzierte Lon Expression in alternden
humanen Fibroblasten nicht mehr maglich ist. Somit kdnnen carbonylierte Proteine
nicht mehr abgebaut werden und beeintrachtigen somit die mitochondriale
Funktionen (Ngo et al. 2011). Im Unterschied, zeigen langlebige Zwergmause
(engl.: long-lived snell dwarf mice) eine bessere mtUPR in Mitochondrien. Sowonhl
HSPG60 als auch Lon ist in diesen Zwergmausen hochreguliert, im Vergleich zu WT
Mausen (Ozkurede and Miller 2019).

Im Alter ist der Schutz vor der Akkumulation beschadigter Proteine durch
die Abnahme von Lon mRNA, Proteinmenge und Aktivitat nicht mehr gegeben.
Dieses fuhrt zu dem Verlust verschiedener mitochondrialer Funktionen und einer
verminderten Stressresistenz der Mitochondrien. Wie dieser Lon Verlust sich auf
Proteinebene innerhalb der Mitochondrien auswirkt ist allerdings im Detail noch
nicht erklart. Eine weitere Schwachstelle der meisten verwendeten siRNA
Knockdown-Modelle ist, dass die Zellen sich nicht an den Verlust von Lon
gewdhnen konnen und daher keine Adaptionsmechanismen zeigen. Alternde
Zellen hingegen mussen durchgangig und nicht nur kurzfristig mit dem Verlust von
Lon Uberleben. Die Frage ist nun welche Adaptionsmechanismen sind in alternden

Zellen vorhanden.
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3. Zielsetzung der Arbeit

Wie zuvor dargestellt, ist Lon essentiell fir das Uberleben der Mitochondrien
und des gesamten zellularen Systems, indem Lon die mitochondriale Proteostase
aufrechterhalt. Da die Lon Aktivitdt sowie die Proteinmenge wahrend des
Alterungsprozesses abnimmt, besteht die Frage, wie Zellen mit einer verringerten
Lon-Proteinmenge auf verschiedene Stressoren wie Hitze, ROS und
Proteotoxizitat reagieren. Die zuvor beschriebenen Modelle nutzen einen
temporaren Knochdown. Diese Zellen hatten nicht die Zeit sich an den Verlust von
Lon zu gewdhnen, sodass diese Modelle zur Klarung der Alterungsmechanismen
nur unzureichend nutzbar sind. Um diese Fragen zu untersuchen sollte eine
Zelllinie etabliert werden, die eine stabile Lon Reduktion aufweist. Des Weiteren
sollte die Veranderung des Proteoms als Adaption an den partiellen Lon Verlust
untersucht werden.

Lon ist eine der wichtigsten Protease, welche die Mitochondrien vor Hitze-
induzierter Aggregation schitzt. Zudem ist bekannt, dass einige mitochondriale
Proteine nach Hitzestress stark aggregieren. Eine weitere wichtige Frage war
daher, ob sich das Aggregationsverhalten der mitochondrialen Proteine in diesem
Zellmodell verandert. Ein Schutzmechanismus vor Proteotoxizitat ist die
Ablagerung der Proteinaggregate. In Hefezellen wurde zuvor gezeigt, dass
Mitochondrien einen eigenen Ablagemechanismus, das sogenannte IMiQ,
besitzen. Des Weiteren wurde gezeigt, dass eine Lon Uberexpression positive
Effekte auf die Zelle hat. Somit besteht die Frage ob der Verlust von Lon ebenfalls

die Ablagerung von Aggregaten beeinflusst.

Alle Ziele und wichtige Fragen im Uberblick:

— Herstellung und Etablierung eines zellularen Modells mit konstant
verringerter Lon-Proteinmenge.

— Wie éndern sich mitochondriale Funktionen in diesem Modell?

— Wirkt sich der Verlust von Lon auf die mitochondriale Morphologie aus?

— Andert sich das Proteom als Adaption an den Verlust von Lon und welche
Folgen haben diese Verénderungen?

— Gibt es eine Verédnderung der Aggregationstendenz von mitochondrialen

Proteinen nach Hitzestress und dem teilweisen Verlust von Lon?
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— Gibt es einen Schutzmechanismus des mitochondrialen Systems in
Mammalia Zellen, dhnlich dem zuvor in Hefe beschriebenen IMiQ?
— Wie verhélt sich die Ablagerung von PolyQ Aggregaten innerhalb der

Mitochondrien von Zellen mit einer verringerten Lon-Proteinmenge?
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4. Material und Methoden

4.1 Material

4.1.1 Laborgerate

Gerat Name Hersteller
CCD Kamera LAS-400 mini Fuijifilm, Japan
Durchflusszytometer CyFlow space CY- Sysmex- Partec,

Einfrier-Container

Fluoreszenz Mikroskop
Fluoreszenz Lampe fur
das Live Cell Mikroskop
Live Cell Mikroskop
Mirkoplattenleser
Phosphoimager

Power Supply

Western Blot Kammer
Zellinkubator

S3001

Cryo 1°C Freezing-
Contrainer

EVOSFL

Colibri

Axiovert 200M
Infinite M200 pro
FLA-5100

Power Supply
Semi-Dry-Blotter
Function Line Cell

Deutschland
Nalgene®, USA

PeqLab, Deutschland
Zeiss, Deutschland

Zeiss, Deutschland
Tecan, Schweiz
Fujifilm, Japan
PeqLab, Deutschland
PeqLab, Deutschland
Heraeus Instruments

Incubator
Zellzahler Scepter Millipore, USA
4.1.2 Verbrauchsmaterialien
Name Hersteller

Acetatcellulose Membran
Live Cell Platte (u-Dish, 50 mm)

Nitrocellulose Membran

Polyvinylidenflourid (PVDF) Membran

Whatman-Papier

GE Healthcare, USA

ibidi, Deutschland

GE Healthcare, USA

Carl Roth, Deutschland

Merk, USA

Die Standard-Verbrauchsmaterialien wurden nicht aufgefuhrt.
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4.1.3 Chemikalien

Name

Hersteller

Adenosintriphosphat (ATP)
Bacto Tryptone

Brovines Serumalbumin (BSA)
Chloramphenicol
Cycloheximid

1,4- Dithiothreitol (DTT)
Dimethylsulfoxid (DMSOQO)
Kreatinkinase (CK)

Kreatin Phosphat (CP)
Menadion (Me)

Oligomycin

Proteinase K

Puromycin

Tetramethylrhodamin-Ethylester (TMRE)

Trypsin-Inhibitor
Valinomycin

Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Roche, Schweiz
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Carl Roth, Deutschland
Life Technologies, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA

Alle weiteren verwendenden Chemikalien, sofern hier nicht aufgeflhrt,

wurden von Carl Roth bezogen.

4.1.4 Reagenzien und Kits

Name

Hersteller

ATP Determination Kit

Invitrogen, USA

Express [3°S] Protein Labeling mix Perkin Elmer, USA
MitoSOX™ Mitochondrial Superoxide Indicator Life Technologies, USA
NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Macherey-Nagel,
Deutschland
Protease Inhibitor Cocktail Carl Roth, Deutschland
Proteinmarker Roti®-Quant Tri-color Marker Carl Roth, Deutschland
PureLink™ HiPure Plasmid Midiprep Kit Invitrogen, USA
Rabbit Reticulocyten Lysate System Promega, USA
Restriktionsenzym Bbsl Invitrogen, USA
Restriktionsenzym Fnu4HI Invitrogen, USA
Roti®-Mount Fluoro Care Carl Roth, Deutschland
Roti®-Mount Fluoro Care with DAPI Carl Roth, Deutschland
Roti®-Quant Brandfordreagenz Carl Roth, Deutschland
ServaLight EoSUItra CL HRP WB Substrate Kit Serva, Deutschland
TNT® T7/T3 Coupled Reticulocyten Lysate Kit Promega, USA
Turbofect® Invitrogen, USA
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4.1.5 Losungen und Puffer

Diese Auflistung beinhaltet alle verwendeten Losungen und Puffer. Alle

Puffer und Lésungen wurden, sofern nichts anderes angeben, in destillierten

Wassern (ddH20) gelost.

Puffer

Zusammensetzung

Agarose Gel

Blockier-Lésung
(Immunzytochemie)
Blockldsung (Western Blot)

Coomassie (Farbeldsung)

Degradationspuffer

Deko Salt

Deko Salt-Tween

Entfarber

FACS Puffer

Import Stammldsung

1% [w/v] Agarose

0.1% [v/v] Ethidiumbromid
in TAE

2% [w/v] BSA

in PBS

5% [w/v] Magermilchpulver
in TBS-Tween oder Deko Salt-Tween

0.1% [w/v] Coomassie Brillant Blue R-250
10% [v/v] Essigsaure
50% [v/v] Methanol

5 mM Glutamate

5 mM Malate

1 mMDTT

5 mM KPi

2 mM ATP

10 mM Creatine Phosphate
75 pg/ml Creatine Kinase
0.02 pg/ml Trypsin inhibitor
in Import Stammldésung

15 mM NacCl
5 mM Tris

15 mM NacCl
5 mM Tris
0.1% [v/v] Tween-20

10% [v/v] Essigsaure
40% [v/v] Methanol

0.2% [w/v] BSA
in PBS

250 mM Saccharose

20 mM HEPES/KOH, pH 7.6
80 mM KAc

5 mM MgAc
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Import Puffer

Kalium-Phosphat Puffer
(KPi)

Lammlie-Probenpuffer

Laufpuffer (SDS-PAGE)

LB-Medium

Lysis Puffer

MOPS/Methionin Puffer

Paraformaldehyd Lésung
(PFA)

PBS

Permeabilisierungslosung

30

5 mM Glutamat

5 mM Malat

50 mM KPi, pH 7.4

2 mM ATP

1 mMDTT

in Import Stammldésung

1 M KoHPO4 und
1 M KH2POy4
titriert bis pH 7.4

2% [w/v] SDS

10%Glycerol

60 mM Tris/HCI pH 6.8

5% [w/Vv] B- Mercaptoethanol
0.02% [w/v] Bromphenolblau

250 mM Tris
1.91 M Glycin
10% [w/v] SDS

1% [w/v] Bacto Trypton
1% [w/v] NaCl

0.5% [w/v] Hefe Extrakt
pH 7.5

0.5% [v/v] Triton X-100™ oder 1% SDS

200 mM KCI

30 mM Tris/HCI, pH 7.4
0.5 mM PMSF

Protease Inhibitor Cocktail

50 mM MOPS/KOH, pH 7.2
10 mM Methionin

4% [wl/v] Paraformaldehyd
10% [w/v] Saccharose
in PBS

2.7 mM KCI

137 mM NacCl

12 mM NazxHPO4
1.8 mM KH2PO4
pH 7.4

0.5 [v/v] Triton X-100™
in PBS
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Potentialpuffer

Resuspendierpuffer

Solution A

Solution B

TAE

TBS

TBS-Tween

Transferpuffer

600 mM Sorbitol
20 mM KPi, pH 7.4
10 mM MgCl2

10 mM Glutamat

5 mM Malat

0.1% [w/v] BSA

5 mM Glutamat

5 mM Malat

1 mMDTT

in Import Stammldsung

220 mM Mannitol

70 mM Saccharose

20 mM HEPES, pH 7.6
1 mM EDTA

2 mg/ml BSA

1 mM PMSF

220 mM Mannitol

70 mM Saccharose

20 mM HEPES, pH 7.6
1 mM EDTA

1 mM PMSF

5 mM Tris

2 mM EDTA

2 mM Natriumacetat
pH 8.0 (Essigsaure)

200 mM Tris/HCI, pH 7.5
1.25 M NaCl

200 mM Tris/HCI, pH 7.5
1.25 M NaCl
0.1% Tween-20

25 mM Tris

25 mM Glycin
0.1% [w/v] SDS
20% [v/v] Methanol
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Translationspuffer 645 mM Sorbitol
160 mM KCI
16 mM KPi, pH 7.2
21.5mM Tris, pH 7.4
13.5 mM MgSOq4
3.3 ug/ul BSA
21.5 mM ADP
0.53 mM GTP
13.8 mM Creatine Phosphate
4 pg/ml Creatine Kinase
1.2 mg/ml a-Ketoglutarate

14 yM Aminosauremix ohne Methionine (Promega)

Waschpuffer (Translation) 0.6 M Sorbitol
1 mM EDTA
5 mM Methionin

4.1.6 Medium und Reagenzien fiir Zellkultur

4.1.6.1 Reagenzien

Name

Hersteller

RPMI 1640 Medium

RPMI 1640 Medium (ohne Phenolrot)
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM)

Fatales Kalberserum (FKS)
Penicillin/Streptomycin

L-Glutamin

0.005% Trypsin-EDTA

10x PBS

Gibco, Life Technologies, USA
Gibco, Life Technologies, USA
Gibco, Life Technologies, USA

Gibco, Life Technologies, USA
Gibco, Life Technologies, USA
Gibco, Life Technologies, USA
Gibco, Life Technologies, USA
Gibco, Life Technologies, USA
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4.1.6.2 Zellkulturmedien

Medium

Zusammensetzung

Zellkulturmedium

Live Cell Medium

SILAC Medium

Einfriermedium

Transfektionsmedium

10% [v/v] FKS

2 mM L-Glutamin

100 U/ml Penicillin

100 mg/ml Streptomycin
in RPMI 1640 Medium

10% [v/v] FKS

2 mM L-Glutamin

25 mM HEPES

100 U/ml Penicillin

100 mg/ml Streptomycin

in RPMI 1640 Medium (ohne Phenolrot)

10% [v/v] FKS

200 g/l Glukose

200 mM L-Glutamine

10 g/l Phenolrot

100 U/ml Penicillin

100 mg/ml Streptomycin

0.1 mg/ml leichtes Arginin

0.1 mg/ml leichtes oder schweres Lysin
in DMEM Medium

10% DMSO
40% FKS
in RPMI 1640 Medium

1% [w/v] Plasmid DNA
2% [v/v] Turbofect®

in DMEM
4.1.7 Mammalia Zelllinien
Zelllinie Beschreibung Hersteller
HelLa (Scherer, Syverton, Humanes DSMZ, ACC-57

and Gey 1953) Cervixkarzinom
Lon gKD HeLa mit Delation in
LONP1 Gen

Karen Pollecker
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4.1.8 Plasmide

Plasmid Vektor Beschreibung Hersteller
PX459 V2.0 PX459 Vektor mit CRISPR/Cas9 Addgene (Ran
V2.0 Endonuklease (CMV Promotor) et al. 2013),
USA
pKP05 PX459 CRISPR/Cas Leitsequenz LonP1_2: Karen Pollecker
V2.0 5°ACGTGCGTTTCGCGGCGAG
(CMV Promotor)
pKP10 PET28b  Su9-ACytb (62-167)-DHFR mit T7 Karen Pollecker
Promotor fur in vitro Transkription
pKP12 pcDNA3.1 Su9-eGFP-Q74 fir Mammalia Karen Pollecker
(mtQ74) Expression (CMV Promotor)
pKP13 pcDNA3.1 Su9-eGFP-Q25 fir Mammalia Karen Pollecker
(mtQ25) Expression (CMV Promotor)
pCR7 pcDNA3.1 Su9-eGFP-Q115 fur Mammalia Cornelia Rub
(mtQ115) Expression (CMV Promotor)

pCR8 (cQ115) pcDNAS3.1
Trap1 pOTB7

Mdh2 pOTB7

eGFP-Q115 fir Mammalia
Expression (CMV Promotor)
Humanes Trap1 mit SP6 Promotor
fur in vitro Transkription

Humanes Mdh2 mit SP6 Promotor
fur in vitro Transkription

Cornelia Rub
Invitrogen, USA

Invitrogen, USA

Promotor des humanen Cytomegalovirus (CMV Promotor); CRISPR (engl.:

Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats); Cas9 (engl.:
CRISPR-associated endonuclease 9), die Plasmidkarten von pKP10, pKP12,
pKP13 befinden sich im Anhang (Abb. S1).

34




MATERIAL UND METHODEN

Klonierungsseite Leitsequenz
(246-271)

CMV Promotor

ATOR (432-1241)
mp

SV40 NLS
(7453-8355) (1326- 1449)
AmpR

Promotor
(7425-7453)

PX459 V2.0 - 9175 nt

PolyA
(6219-6422)

PuroR
(5589-6188)

Cas9
(1346-5499)

T2AN
(5499-5589)

Abbildung 4: Plasmidkarte CRISPR/Cas9 Vektor PX459

Der Vektor fur einen CRISPR/Cas9-vermittelten Doppelstrangbruch besitzt die Endonuklease
Cas9, die unter dem CMV Promotor in humanen Zellen exprimiert wird. Fir eine nukleare
Lokalisation besitzt der Vektor eine nukleare Lokalisationssequenz (NLS). Zur Klonierung der
spezifischen Leitsequenz besitzt PX459 eine Klonierungs-Seite in der die LONP1_2 Sequenz
(5* ACGTGCGTTTCGCGGCGAG) ligiert wurde. Zudem besitzt der Vektor eine Ampicillin-
Resistenz (AmpR) flr die bakterielle, sowie eine Puromycin (PuroR)-Resistenz fir die zelluléare
Selektion. (CMV (Cytomegalovirus); CRISPR (engl.: Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats); Cas9 (engl.: CRISPR-associated endonuclease 9); SV40 NLS (engl.: large
T-antigen protein from SV40 virus with nuclear localization signal); PolyA (engl.: polyadenylation

signal); T2A (engl.: 2A self-cleaving peptide); nt (Nukleotide))
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4.1.9 Antikorper

4.1.9.1 Primarantikorper

Immunogen Typ Spezifikation Hersteller

Aco2 Kaninchen HP001097 Sigma-Aldrich, USA

CLPP Kaninchen 15698-1-AP Protein Tech, United Kingdom
CLPX Kaninchen GR 2385 Gramsch, Deutschland

F1B Maus A21351 Invitrogen, USA

GAPDH Kaninchen 2118S NEB, Deutschland

GFP Maus 50430-2-AP Protein Tech, United Kingdom
HSP60 Kaninchen SC-13966 Santa Cruz, USA

LC3 A/B-I/l Kaninchen 127418 NEB, Deutschland

Lon Kaninchen GR 1047-2 Gramsch, Deutschland

Mdh2 Kaninchen 11908 S NEB, Deutschland

MPP (Pmpca) Kaninchen HPA021648 Sigma-Aldrich, USA
mtHSP70 Kaninchen SPS-825 Stressgen, USA

SDHA Kaninchen 14865-1-AP Protein Tech, United Kingdom
SOD2 Kaninchen S5569 Sigma-Aldrich, USA

Tfam Kaninchen 80760S NEB, Deutschland

Tim23 Maus 611222 BD. Bioscience, USA

Tom40 Kaninchen SC-11414 Santa Cruz, USA

Tom70 Kaninchen NB 110-583 47 Novus, Deutschland

TSFM Kaninchen HPA024087 Sigma-Aldrich, USA

TUFM Kaninchen 11701-1-AP Protein Tech, United Kingdom
TRAP1 Kaninchen GR 2388-5b Gramsch, Deutschland
Vimentin Maus 373717 Santa Cruz, USA

4.1.9.2 Peroxidase- gekoppelte Sekundarantikorper

Immunogen Typ Spezifikation Hersteller
Kaninchen IgG Ziege A6154 Sigma-Aldrich, USA
Maus IgG Ziege A4416 Sigma-Aldrich, USA
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4.1.9.3 Fluoreszenz- gekoppelte Sekundarantikorper

Immunogen Typ Spezifikation Hersteller
Maus IgG Alexa Fluor™ 350 Ziege A11045 Invitrogen, USA
Kaninchen IgG Alexa Fluor™ 350 Ziege A11046 Invitrogen, USA
Maus IgG Alexa Fluor™ 488 Ziege A11001 Invitrogen, USA
Kaninchen IgG Alexa Fluor™ 488 Ziege A11008 Invitrogen, USA
Maus IgG Cy3™ Ziege M30010 Invitrogen, USA
Kaninchen IgG Cy3™ Ziege A10520 Invitrogen, USA
Maus IgG Alexa Fluor™ 594 Ziege A11005 Invitrogen, USA
Kaninchen IgG Alexa Fluor™ 594  Ziege A11012 Invitrogen, USA
4.1.10 Software

Name Hersteller

FIJI Johannes Schindelin et al.

GraphPad prism 7 GraphPad Software, USA

lllustrator Adope, USA

MultiGauch Fujifilm, Japan

Photoshop Adope, USA

SerialCloner 2.0 Serial Basic

ZEN Zeiss, Deutschland

FIJI (is just Imaged by Wayne Rasband, Institute of Mental Health Bethsda,

USA), ist ein ,open source image processing package“ Tool fur ImageJ.
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4.2 Methoden

4.2.1 Zellkultur

4.2.1.1 Zellkulturbedingungen

Die hier verwendete Zelllinien wurden in Zellkulturmedium bei 37°C und 5%
CO2in einem Inkubator (4.1.1) kultiviert. Die Zellen wurden alle drei bis vier Tage
1:10 geteilt. Vor dem Ablésen wurden sie zunachst mit PBS (engl.: phosphate
buffered saline) gewaschen. Zum Abzulésen wurden sie mit Trypsin fur 5 Minuten
bei 37°C inkubiert und anschliefen mit Medium von der Kulturplatte abgewaschen.
Wurde eine bestimmte Zellzahl bendtigt, wurden die Zellen mit Hilfe des Zellzahler
(4.1.1), nach Herstellerangaben, gezahlt und ausgesat.

Um eingefrorene Zellen aufzutauen, wurden diese in einem 37°C warmen
Wasserbad aufgetaut. AnschlieRend wurde die Zellsuspension in 9 ml PBS
aufgenommen und bei 300 g fiir 5 Minuten zentrifugiert. Nachdem der Uberstand
verworfen wurde, wurde das Pellet in 10 ml PBS aufgenommen und erneut bei
gleichen Bedingungen zentrifugiert. Das Pellet wurde in 10 ml Zellkulturmedium
aufgenommen und auf eine 10 cm Zellkulturplatte aufgetragen. Nach einer
Inkubation Uber Nacht wurde das Zellkulturmedium ausgetauscht, um tote Zellen
zu entfernen. Ein bis zwei Tage spater wurden die Zellen, wie oben beschrieben,
geteilt.

Wurden die Zelllinien eingefroren, wurden die Zellen zunachst mit PBS
gewaschen und anschlielRend abgeldst, wie zuvor beschrieben. Nachdem die
Zellen in einem 15 ml Reaktionsgefal® gesammelt worden sind, wurden sie bei
300 g fir 5 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen
wurden in 10 ml PBS resuspendiert und erneut zentrifugiert. AnschlieRen wurde
das Pellet in 1ml Einfriermedium aufgenommen und mithilfe des
Einfrier-Containers (4.1.1) zunachst bei -80°C Uber Nacht eingefroren und

anschlielend in einen Flussigstickstofftank GUberfuhrt und aufbewahrt.

4.2.1.2 Transfektion mit Turbofect® in der Zellkultur

Um Plasmid DNA in eukaryotische Zellen einzubringen, wurde die Lipid-

basierte Transfektion genutzt, hierbei bilden Reagenzien eine einfache Lipidhtlle
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um die Plasmid DNA. Diese Hulle kann nun mit der Zellmembran fusionieren und
somit nimmt die Zelle die Plasmid DNA auf und der Promotor von humanen
Cytomegalovieren (CMV) kann von den Zellen erkannt und das Reporterprotein
exprimiert werden (Felgner et al. 1987). Fir die Transfektion mit Turbofect® (4.1.4)
wurden zunachst bestimmte Zellzahlen, in Abhangigkeit der Zellkulturplatten
ausgesat und Uber Nacht an die Platte anheften lasse. Am Folgetag wurde das
Transfektionsmedium (4.1.6.2), modifiziert nach Herstellerangeben angesetzt,
Tropfchen-weise auf die Zellen gegeben und anschlieRend fur vier Stunden im
Inkubator kultiviert. Nach der Inkubation wurde das Transfektionsmedium gegen
Zellkulturmedium ausgetauscht. Je nach Versuch wurden die Zellen

unterschiedlich lang kultiviert und verwendet.

Zellkulturplatte Zellzahl  Transfektionsmedium

24-Well Plate 3x 104 100 pl
u-Dish (Live Cell) 8 x 10* 400 pl
6-Well Plate 1.5x10° 400
10 cm Platte 1x 106 2900 pl

4.2.2 Genetischer Knockdown von Lon durch eine CRISPR/Cas9

Endonuklease

Da ein vollstandiger Lon Knockout embryonal letal ist (Quirds et al. 2014;

Gibellini et al. 2014), wurde die Methode des CRISPR/Cas Systems (Ran et al.
2013) genutzt um Lon genetisch zu reduzieren.
Hierbei handelt es sich um die Endonuklease Cas9 aus Streptococcis pyogenes,
welche mittels RNA Zielsequenz spezifische Gen-loci (engl.: protospacer adjacent
motif, PAM-Sequenzen) erkennt und einen Doppelstrangbruch (DSB) hervorruft.
Dieser DSB wird vom einem zelleigenen Reparaturmechanismus (NHEJ; engl.:
nonhomologous end joining) erkannt und repariert. In Abwesenheit einer
Reparatursequenz wird der DSB zwar repariert allerdings werden mehrere Base
wahrend der Reparatur geldscht (Chang et al. 2017). Diese Deletion bewirkt eine
Frameshift-Mutation, die in den meisten Fallen zu einem Knockout fuhrt (Ran et al.
2013).
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Um Lon genetisch zu reduzieren wurde die Deletion in der Promotorregion
des LONP1 Gens durchgefuhrt. Hierflr wurde eine 19-nt (Nukleotide) Leitsequenz
(4.1.8) kurz vor dem Startcodon, mithilfe des Online Tools (http://crispr.mit.edu)
entwickelt, welche direkt neben einer PAM-Sequenz NGG liegt. Diese Leitsequenz
wurde nach dem NATURE Protocol (Ran et al. 2013) in einen CRISPR/Cas Vektor
klonier und in DH5a. Bakterien transformiert. Um die erfolgreiche Klonierung zu
testen, wurden die entstanden Klone mittels Restriktionsverdau zunachst
analysiert und anschliel3end sequenziert. Hierfir wurde die Plasmid DNA mit dem
Plasmid-Isolation Kit (4.1.4) nach Herstellerangaben isoliert und anschlielend fur
2 Stunden bei 37°C mit Fun4HI verdaut und auf ein 1% Agarose-Gel aufgetragen.
Positive Klone wurden anschiellend mittels Sanger Sequenzierung (GATC
Sequencing, Deutschland) analysiert und fur die folgende Transfektion genutzt.
Um Lon in Mammalia Zellen genetisch zu reduzieren, wurde die Turbofect®
Transfektion mit pKP05 (4.1.8), wie zuvor beschreiben, durchgefuhrt. Das Plasmid
pKPO5 besitzt als Selektionsfaktor eine Puromycin-Resistenz. Fur die Selektion
wurde die Zellen 24 Stunden nach der Transfektion mit 2 ug/ml Puromycin
behandelt. Anschliel3end wurden die Zellen auf 2.5 Zellen pro ml verdiinnt und auf
eine 96-Well Platte aufgetragen. Da pro Well 200 ul Zellsuspension aufgetragen
wurden, ist zu erwarten, dass in jedem zweiten Well eine einzelne Zelle vorhanden
ist. Diese Single-Cell Verdinnung wurden fur weitere zwei Wochen wachsen
gelassen und auf groRer Platten Gbertragen. Anschlieend wurde ein Western Blot
und Immunodekoration durchgefihrt um die Zellklone zu bestimmen, welche eine
Reduzierung von Lon aufwiesen. Hierfur wurden 200 000 Zellen pro Klon in
Lammlie-Probenpuffer fur 10 Minuten bei 95°C gekocht und wie folgt beschrieben,
mittelst Western Blot analysiert. Positive Klone wurden anschlieRend von Daniel

Hinze (Uniklinik Bonn, Deutschland) sequenziert.
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4.2.3 Proteinbestimmung mittels SDS-PAGE, Western Blot und

Antikorperdekoration

4.2.3.1 Proteinlyse mithilfe von SDS oder Triton X-100™

Zur Proteinlyse, wurden die Zellen auf der Kulturschale zunachst zweimal
mit eiskalten PBS gewaschen und mithilfe eines Zellschabers abgekratzt. Die
entstandene Zellsuspension wurde anschlief3end bei 1500 g und 4°C fur 5 Minuten
zentrifugiert und das Zellpellet in Lysis Puffer, mit Sodium Dodecyl Sulfat (SDS)
oder Triton X-100™ als Detergens, aufgenommen. Zur Proteinlyse wurden die
Zellen fur 10 Minuten bei 4°C und maximaler Geschwindigkeit geschuttelt und
anschlie®end bei 800 g und 4°C fur 5 Minuten zentrifugiert, um Zelltrdmmer zu
entfernen. AnschlieRend wurde der Uberstand in ein frisches Reaktionsgefal

uberfuhrt. Die Probe wurde entweder direkt verwendet oder bei -80°C aufbewahrt.

4.2.3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Die Proteinkonzentrationen wurden modifiziert nach Bradford analysiert.
Proteine binden an den Farbstoff Coomassie Blue G-250, welcher anschlief3end
seine Absorption von 465 nm auf 595 nm verandert (Bradford 1976). Die Analyse
wurde nach Herstellerangaben durchgefuhrt.

Um die Proteinkonzentration zu bestimmen wurde neben der eigentlichen
Probe ebenfalls eine BSA-Standardreihe gemessen. Hierfur wurden 2 pl
Proteinprobe mit 200 yl Bradford Reagenz gemischt und die Absorption bei
595 nm im Mikroplattenleser detektiert. Die Endkonzentration wurde anschliel3end

mittels dieser Standartreihe berechnet.

4.2.3.3 Sodium Dodecyl Sulfat Polyacrylamid Gel Elektrophorese

FUr die Bestimmung des Proteingehalt in Zellen, wurden die Sodium
Dodecyl Sulfat Polyacrylamid Gel Elektrophorese (SDS-PAGE) verwendet. Hierbei
werden Proteine gemal ihrer Molekularmasse auf einem 8% bis 15%-igen
Polyacrylamid Gel aufgetrennt. Zunachst wurden 15-20 ug Proteinprobe in
Lammlie-Probenpuffer aufgenommen und bei 95°C fir 5 Minuten gekocht.

Anschlieend wurden die kurz Proben zentrifugiert und auf das Polyacrylamid Gel
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aufgetragen. Die Elektrophorese wurde in Laufpuffer bei 35 mA fur drei Stunden
durchgefuhrt.

Trenngel Sammelgel
8% 10% 12.5% 15%

Acrylamid/ Bisacrylamid 456 5.7 69 838 0.83
(30:0.8 Mix) [ml]
1.875 M Tris/HCI pH 8.8 [ml] 35 35 35 35 /
0.8 M Tris/HCI pH 6.8 [ml] / / / / 0.5
10% [w/v] SDS [pl] 170 170 170 170 50
ddH20 [ml] 864 7.5 6.3 4.74 3.55
10% [w/v] APS [pl] 100 100 100 100 50
TEMED [pl] 10 10 10 10 10
Total [ml] 17 17 17 17 5

Fur einige Experimente wurden UREA-SDS Gele genutzt, hierfir wurde
UREA (f.c. 1.1 M), in ddH20 geldst, hinzugegeben.

4.2.3.4 Western Blot

Nach der elektrophoretischen Auftrennung der Proteine wurden diese
mittels Semi-Dry Western Blot Verfahren auf eine Polyvinylidenflourid (PVDF)
Membran Ubertragen. Flr den Transfer wurde das Polyacrylamid Gel und sechs
Whatman-Papiere fur 5 Minuten in Transferpuffer inkubiert. Die PVDF Membran
wurde fur 5 Minuten in 100% Methanol aktiviert. AnschlieRend wurde das Blot-
Sandwich aufgebaut, hierfur wurden drei Whatman-Papiere, die Membran, das Gel
und weitere drei Whatman-Papiere blasenfrei Ubereinandergelegt (Kathode zur
Anode). Der Transfer erfolgte fur zwei Stunden bei 220 mA. Zum Anfarben der
Proteine nach dem Transfer wurde die Membrane fur 5 Minuten mit Coomassie
angefarbt und anschlieBend mittels Entfarber Losung wieder entfernt. Die

Coomassie Farbung wurde mittels Scanner digitalisiert.
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4.2.3.5 Immuno-Dekoration und Detektion

Nach dem vollstandigen Entfarben der PVDF Membran mit 100% Methanol
wurde die Membran fir eine Stunde mit Blocklésung inkubiert. Anschlielend
wurde die Membran dreimal fur 5 Minute mit Deko Salt oder TBS gewaschen und
uber Nacht mit der Primarantikorperverdiinnung (4.1.8; 1:1000- 1:250 in Deko Salt-
Tween oder TBS-Tween) bei 4°C inkubiert. Am Folgetag wurde die Membran
erneut dreimal gewaschen und anschlieRend mit Peroxidase-gekoppelten
Sekundarantikérper (4.1.9.2; 1:10000 in Blocklosung) fur eine Stunde bei
Raumtemperatur (RT) inkubiert. Nach dreimaligem Waschen wurde die Membran
mithilfe von Chemilumineszenzen (Serva Light EoS Ultra) nach Herstellerangaben
detektiert.

4.2.4 Immunzytochemie

Fir die mikroskopische Analyse von fixierten Zellen wurden 3 x 10* Zellen
pro Well einer 24-Well Zellkulturplatte auf sterilen Deckglaschen gesat und tber
Nacht kultiviert, um eine Anlagerung der adharenten Zellen an die Deckglaschen
zu gewabhrleisten. Fur die Mikroskopie transferierter Zellen (4.2.1.2), wurden sie,
wie oben beschreiben, zunachst transfiziert und fur verschiedene Zeitrdume
kultiviert. Fur die Behandlung mit Ciliobrevin (f.c. 20 uM) und Benomyl (50 pg/ml),
wurden die Zellen direkt bzw. 12 Stunden nach der Transfektion mit den Inhibitoren
behandelt.

Zwischen jedem Schritt wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen.
Zunachst wurde das Medium verworfen und die Zellen mit Paraformaldehyd
Léosung (PFA) fur 5 Minuten bei 37°C inkubiert und fixiert. Nach der
Permeabilisierung fur 10 Minuten bei RT wurden die unspezifische
Antikoérperbindung blockiert indem die Deckglaschen fur 1 Stunde mit Blockier-
Lésung bei RT inkubiert wurden. AnschlieRend wurden die Zellen Gber Nacht mit
Primarantikorpern (4.1.9.1; 1:100-1:200, in Blockier-Lésung) bei 4°C inkubiert. Zur
Visualisierung wurden die Primarantikorper mithilfe von Fluoreszenz-gekoppelten
Sekundarantikorpern (4.1.9.3; 1:200, in Blockier-Losung) detektiert und mit Roti®-
Mount Fluoro Care (4.1.4) auf Objekttrager eingefasst. Anschlieiend wurden die

Zellen mit einem Fluoreszenzmikroskop (4.1.1) mit einer 400-fachen VergroéfRerung
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visualisiert. Der Kontrast der entstandenen Bilder wurde um maximal +=10%
verandert.
Fir eine Quantifizierung von immunzytochemischen Bildern wurde FIJI

(4.1.10) genutzt. Hiermit wurde die durchschnittliche Intensitat der Pixel analysiert.

4.2.5 Live Cell-Mikroskopie

Fir die Live Cell-Mikroskopie wurden zunachst 8 x 10* Zellen auf eine
p-Dish Platte (4.1.2) ausgesat und Uber Nacht kultiviert. Am Folgetag wurde die
Transfektion (4.2.1.2) mit verschieden PolyQ-Konstrukten (4.1.8) wie zuvor
beschrieben, durchgefuhrt. Anschlieiend wurde das Transfektionsmedium gegen
Live Cell-Medium (4.1.6.2) ausgetauscht. Nach einer Inkubation fur 12 Stunden,
wurde die Live Cell-Mikrokopie (4.1.1) begonnen und uber einen Zeitraum von 30
bis 36 Stunden wurde alle 15 Minuten ein Bild, mit einer Lichtintensitat von 5%,
aufgenommen. Anschliefiend wurde das mitochondriale Membranpotential mittels
Tetramethylrhodamin-Ethylester (TMRE) Farbung (f.c. 0.5 puM) analysiert
(4.2.11.1).

4.2.6 Slot Assay

Um SDS-unlésliche Aggregate darzustellen, wurden ein Slot Assay
(Rousseau et al. 2004) durchgefuhrt. Hierbei werden die Proteine mittels
Unterdrucks auf eine Acetat- oder Nitrocellulose Membran gezogen. SDS-
unlésliche Aggregate verbleiben an der Acetat Membran und wurden mittels
Antikorper-Dekoration dargestellt. Als Ladekontrolle wurde die Nitrocellulose
Membran verwendet.

Fir die Analyse der PolyQ-Aggregation in Mitochondrium wurden zunachst
Zellen mit verschiedenen PolyQ-Konstrukten transfiziert (4.2.1.2) und fur 24 oder
48 Stunden kultiviert. Zunachst wurden die Zellen mit eiskalten PBS gewaschen
und modifiziert nach Scherzinger (Scherzinger et al. 1997) in SDS-Lysis Puffer
lysiert und die Konzentration wie zuvor beschreiben (4.2.3.2) detektiert. 50 ug
Proteinlysat wurde mit PBS und 1% SDS auf 100 ul aufgefullt. AnschlieRend
wurden die Membranen in PBS mit 1% SDS fur 5 Minuten inkubiert und das Slot-

Assay nach Herstellerangaben aufgebaut. Nachdem die Proteinldsung in das Slot-
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Assay gefullt wurde, wurde sie mittels Unterdrucks auf die Membran gezogen und
nochmals mit 100 pl PBS mit 1% SDS gewaschen. Zur Visualisierung wurde eine
Antikorper-Dekoration durchgefihrt (4.2.3.5).

4.2.7 Mitochondrialer Import von endogenen Proteinen

FUr die Analyse des Imports von endogenen Proteinen in Mitochondrien
wurden 1 x 10° Zellen auf eine 10 cm Zellkulturplatte ausgesat und Gber Nacht
kultiviert. AnschlieRend wurden die Zellen mit Valinomycin (f.c. 1 uM) far
4 Stunden behandelt, was zu einer Inhibierung des Membranpotential fuhrt (-Ay).
Fir die Proteinlyse wurden die Zellen zunachst mit eiskalten PBS gewaschen und
mithilfe eines Zellschabers von der Platte abgeschabt und nochmals gewaschen.
AnschlieRend wurden das entstandene Zellpellet in Triton™ X-100 Lysis Puffer
resuspendiert und fur 10 Minuten bei 4°C geschuittelt. Nachdem die
Proteinkonzentration mittels Brandford (4.2.3.2) bestimmt und 20 ug Proteinlysat
auf ein 8%-iges Polyacrylamid-Gel aufgetragen und mittels Proteinanalyse (4.2.3)

visualisiert.

4.2.8 Isolation von Mitochondrien aus Mammalia Zellen

Fur die Isolation von Mitochondrien wurden zunachst die Zellen zweimal mit
eiskalten PBS gewaschen und anschlieBend mittels Zellschabers von der
Zellkulturplatte abgekratzt und gesammelt. Nachdem die Zellen erneut zweimal mit
eiskalten PBS gewaschen und bei 800 g, 4°C fur 5 Minuten zentrifugiert wurden,
wurden das Zellpellet in Solution A aufgenommen. Nach einer Inkubation von
60 Minuten auf Eis, wurden die Zellen mithilfe eines Glashomogenisators
aufgeschlossen. In einem Zentrifugationsschritt mit 1500 g und 4°C far 10 Minuten
wurden lysierte Zellen und Zelltrimmer von nicht lysierten Zellen getrennt. Das
entstandene Pellet wurde erneut in Solution A aufgenommen, erneut
homogenisiert und zentrifugiert. Um die Mitochondrien aus den entstandenen
Uberstdnde aus beiden Homogenisationsschritten zu isolieren, wurden sie bei
12 000 g und 4°C fur 10 Minuten zentrifugiert. Die entstanden Pellets enthielten
nun die Mitochondrien und wurden in Solution B aufgenommen und gewaschen

um weitere Zelltratmmer zu entfernen. Hierfir wurden die Ansatze bei 2000 g und
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4°C fur 5 Minuten zentrifugiert und das Pellet, welches nun die Zelltrimmer
enthielten, verworfen. Die Mitochondrien wurden anschlielend aus dem
Uberstand durch einen Zentrifugationsschritt, mit 12 000 g und 4°C fir 10 Minuten,
pelletiert und in Solution B aufgenommen. Die Konzentration der isolierten

Mitochondrien wurden anschliel3end mittels Bradford-Assay (4.2.3.2) bestimmt.

4.2.9 Bestimmung des ATP-Gehalts in isolierten Mitochondrien

Um den ATP-Gehalt in isolierten Mitochondrien zu analysieren, wurde ein
Luciferase-basiertes ATP Assay (4.1.4) modifiziert nach Herstellerangaben
verwendet. 50 ug frisch isolierte Mitochondrien wurden mithilfe von
0.5% Triton X-100™ aufgeschlossen und die entstandene Lichtreaktion im
Mikroplattenleser detektiert. Anschlielend wurde die Endkonzentration anhand
einer Eichreihe (0-200 nM ATP) berechnet.

4.210 In organello Import von Reporterproteinen

4.2.10.1 In vitro Transkription und Translation

Die, fur den Import- oder Degradation-Versuche bendtigten,
Reporterproteine (Su9-ACytb-(62-167)-DHFR, Trap1 und Mdh2 (4.1.8), wurden
mithilfe des TnT® T7/T3 Coupled Reticulocyten Lysate Kit (4.1.4), nach
Herstellerangaben, synthetisiert. Hierfur wurden 2 pug Plasmid-DNA zum
Transkription/ Translations- Retikulozytenlysat Ansatz hinzugegeben und die
Proteine wurden in Anwesenheit von [*S]-Methionin und [3®S]-Cystein fir
45 Minuten bei 30°C synthetisiert.

4.2.10.2 In organello Import von [**S]-markierten Reporterproteinen

Fir die Analyse des mitochondrialen Imports wurden die zuvor
synthetisierten [3°S]-markierten Reporterproteinen verwendet. Zun&chst wurden
50 ug isolierte Mitochondrien pro Ansatz in Importpuffer aufgenommen und far
2 Minuten bei 30°C prainkubiert. Als Negativreaktion wurde bei einem Ansatz das
Membranpotential (-Ay) durch die Zugabe von Antimycin A (f.c. 8 uM), Oligomycin
(f.c. 20 yM) und Valinomycin (f.c. 0.5 pM) zerstort. Nach der Prainkubation wurde
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die Importreaktion durch die Zugabe des Reporterproteins gestartet. Nach einer
Inkubation von 5, 10, 20 oder 40 Minuten wurde die Importreaktion durch die
Zugabe von Valinomycin (f.c. 0.5 uM) gestoppt. AnschlieRend wurden die Ansatze
geteilt und ein Teil wurde pelletiert und die Mitochondrien wurden in Lammlie-
Probenpuffer aufgenommen. Im zweiten Teil wurde das nicht-importierte
Reporterprotein mithilfe von Proteinase K (PK; f.c. 150 ug/ml) entfernt, hierfar
wurde dieser Teil des Ansatzes fur 30 Minuten auf Eis inkubiert. Anschlielend
wurde die PK durch die Zugabe von Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF; f.c. 5 mM)
inaktiviert und durch zwei Waschschritte in Importpuffer mit PMSF gewaschen.
Das Mitochondrienpellet wurde anschlieBend in Lammlie-Probenpuffer
aufgenommen und auf einen 8%-ige Polyacrylamid Gel aufgetrennt und mittels

Proteinanalysiere und Autoradiographie visualisiert.

4211 Messungen von mitochondrialen Membranpotential

4.2.11.1 Messung von mitochondrialen Membranpotential in Zellen

mittels Durchflusszytometrie

Zur in vitro Messung von mitochondrialen Membranpotential wurde der
positiv geladene, rot fluoreszierender Farbstoff Tetramethylrhodamin-Ethylester
(TMRE; Scaduto and Grotyohann 1999) verwendet. TMRE akkumuliert bei
vorhanden Membranpotentials proportional zum Membranpotentials (Ay) in der
mitochondrialen Matrix (Crowley, Christensen, and Waterhouse 2016) und wird bei
fehlenden Membranpotential (-Ay) nicht importiert und zeigt ein weniger starkes
Fluoreszenz Signal.

Als Vorbereitung flr die Membranpotentialmessung wurden 4 x 10° Zellen
pro Well einer 6-Well Platte ausgesat. Am Folgetag wurde zunachst die
Negativkontrolle fur Zellen ohne Membranpotential fur 90 Minuten mit Valinomycin
(f.c. 1 uM) bei 37°C inkubiert. Anschliellend wurde bei allen Proben das Medium
entfernt und durch TMRE (f.c. 0.5 uM) in Zellkulturmedium ersetzt und flr
20 Minuten bei 37°C inkubiert. Nachdem die Zellen, wie zuvor beschrieben
(4.2.1.1), abgeldst wurden, wurden sie dreimal in PBS gewaschen und bei 500 g

und 4°C fur 5 Minuten zentrifugiert. Nach dem letzten Waschschritt wurde das
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Zellpellet in FACS Puffer aufgenommen. Mithilfe des Durchflusszytometers

CyFlow Space (4.1.1) wurde die TMRE-Fluoreszenz von 50 000 Zellen gemessen.

4.211.2 Messung von mitochondrialen Membranpotential in isolierten

Mitochondrien

Fir die Analyse mitochondrialen Membranpotentials wurden Mitochondrien
zunachst isoliert, wie zuvor beschrieben (4.2.8). 50 ug Mitochondrien wurden in
Potentialpuffer aufgenommen, die Negativkontrolle (-Ay) wurde fur 10 Minuten mit
Valinomycin (f.c. 1 uM) bei 30°C behandelt. Anschliel3end wurden alle Proben mit
TMRE (f.c. 0.5 pM) far 10 Minuten bei 30°C inkubiert und anschie3end dreimal mit
Potentialpuffer gewaschen. Zwischen den Waschschritten wurden die
Mitochondrien fur 5 Minuten bei 12 000 g und 4°C zentrifugiert. Die TMRE-

Fluoreszenz wurde mittels Mikroplattenlesegerat gemessen.

4.2.12 Messung von ROS mittels Durchflusszytometrie

Zur Analyse der Menge an ROS wurde der rot-fluoreszierende
mitochondriale Superoxidindikator MitoSOX™ (4.1.4) verwende.

Zunachst wurden die Zellen, wie zuvor beschreiben (4.2.1.1) ausgesat. Als
Positivkontrolle wurden die Zellen fur 90 Minuten mit Menadion (f.c. 0.1 mM; White
and Clark 1988) bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen abgeldst und
gewaschen, wie zuvor beschreiben. Nach der Aufnahme des Zellpellets in FACS
Puffer wurde die MitoSOX™ Fluoreszenz von 50000 Zellen mittels

Durchflusszytometers gemessen.

4213 In organello Translation von mitochondriell kodierten

Proteinen

Fiar die Kontrolle der mitochondrialen Translation wurden 50 ug isolierte
Mitochondrien (4.2.8) in Translationspuffer aufgenommen. Als Negativkontrolle
wurden die Proben fur 3 Minuten bei 30°C mit Chloramphenicol (Chla; f.c. 20 yM)
oder Cycloheximid (Chx; f.c. 20 uyg/ml) behandelt. Nach einer 5-minltigen

Vorinkubation  wurden die Translation durch die Zugabe von
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[3°S]-Methionin/Cystein (f.c. 22 uCi/ul) gestartet. Alle Proben wurden fiir
45 Minuten bei 30°C inkubiert, wahrend sie durchgangig leicht geschuttelt wurden.
Die Translation von radioaktiven Proteinen wurde durch die Zugabe von
MOPS/Methionin Puffer gestoppt und fir weitere 30 Minuten bei gleichen
Bedingungen inkubiert. Die Mitochondrien wurden zweimal mit Waschpuffer
gewaschen und bei 12 000 g und 4°C fuar 10 Minuten zentrifugiert. Anschliel3end
wurden die Proben auf ein 15%-iges UREA-Polyacrylamid Gel aufgetragen und
mittels Western Blot auf eine PDFV Membran Ubertragen. Die Detektion der
radioaktiv-markierten Proteine wurden mittels digitaler Autoradiographie
visualisiert. AnschlieRend wurden weitere Proteine mittels Immuno-Dekoration
(4.2.3.5) analysiert.

4214 In organello Degradation von [**S]-markierten

Reporterproteinen

Um die Degradation in Mitochondrien zu untersuchen wurde zunachst [3°S]-
markierten Reporterproteinen importiert und ihre Degradation anschlieRend
detektiert. Fur eine eindeutigere Analyse wurden die Intensitat der neu
entstandenen Degradationsfragmente mithilfe von Multi Grauge (4.1.10)
gemessen. Um einen Verfahrensfehler auszuschiellen wurden beide Schritte,
Import und Degradation, in einem Ansatz durchgefuhrt. Hierfur wurden fir jeden
Zeitpunkt 25 pg Mitochondrien in 100 ul Puffer kalkuliert.

Zunachst wurden [**S]-markierten Reporterproteinen fir 10 Minuten
importiert (4.2.10.2). Anschlie®end wurden nicht importierte Reporterproteine
entfernt, indem die Mitochondrien bei 12 000 g und 4°C fir 10 Minuten pelletiert
wurden. Die Mitochondrien wurden in Degradationspuffer aufgenommen und zu
den Negativkontrollproben wurde Menadion (f.c. 1 mM) zum Auslésen von ROS
Stress hinzugegeben. Die Ansatze wurden fur 0-480 Minuten bei 30°C inkubiert.
Zu jedem Zeitpunkt wurden 25 ug Mitochondrien aus dem Ansatz entnommen und
alle Proteine wurden mit TCA (f.c. 14.4% [w/v]) gefallt. AnschlieRend wurden die
Proben Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Am Folgetag wurden die Proben fur
35 Minuten bei 20 000 g und 4°C zentrifugiert, der Uberstand wurde verworfen und
das Pellet zweimal mit eiskaltem Aceton gewaschen und bei 20 000 g und 4°C

zentrifugiert und das Aceton wiederum verworfen. Anschliel3end wurde das Pellet
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getrocknet und in Lammlie-Probenpuffer aufgenommen und mittels Proteinanalyse
und Autoradiographie visualisiert, zudem wurde eine Immuno-Dekoration

durchgefuhrt um endogene Proteine zu analysieren.

4.2.15 Sedimentation von Aggregaten

4.2.15.1 Sedimentationsassay fiir Western Blot Analyse

FiUr die Analyse des Aggregationsverhalten von mitochondrialen Proteinen
wurden zunachst Mitochondrien, wie zuvor beschrieben (4.2.8), isoliert und 30 pg
Mitochondrien in 100 ul Resuspendierpuffer aufgenommen. Zum Vergleich mit
unbehandelten Mitochondrien wurden 30 ug Mitochondrien in Lammlie-
Probenpuffer aufgenommen (T; total). Nach einer Hitzebehandlung mit 25°C,
37°C, 42°C oder 45°C fur 20 Minuten wurden die Mitochondrien durch
Zentrifugation bei 12000g und 4°C fur 10 Minuten reisoliert und mittels
Triton-Lysis Puffer und starken Schatteln fur 10 Minuten bei 4°C aufgeschlossen.
AnschlieBend wurden l6sliche und unl6sliche Proteine durch eine Ultra-
Zentrifugation bei 125 000 g und 4°C fur 45 Minuten getrennt. Ldsliche Proteine
verblieben im Uberstand (S; engl.: supernatant) und unlésliche Proteine und
Aggregate wurden im Pellet (P) sedimentiert. Das Pellet wurde erneut in Lysis
Puffer geldst, 10 Minuten geschittelt, erneut durch Ultra-Zentrifugation pelletiert
und anschlieBend in Lammlie-Probenpuffer aufgenommen. Um die |6slichen
Proteine aus dem Uberstand zu fallen, wurde Trichloressigsaure (TCA; f.c. 14.4%
[w/v]) hinzugegeben und stark geschuttelt. Diese Proben wurden flr mindestens
35 Minuten oder Uber Nacht bei 4°C inkubiert und anschliel3end fur 35 Minuten bei
20 000 g und 4°C zentrifugiert. Um die TCA wieder zu entfernen, wurden die
Proben zweimal mit eiskaltem Aceton gewaschen und bei 20 000 g und 4°C far 10
Minuten zentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde bei RT getrocknet und in
Lammlie-Probenpuffer aufgenommen. Anschliel3end wurden die Proben durch die

Proteinbestimmung (4.2.3) visualisiert.

4.2.15.2 Sedimentationsassay fiir massenspektrometrische Analyse

Zur Analyse von Lon-abhangigen Aggregationsverhalten von

mitochondrialen Proteinen, wurden beide Zelllinien fur 4 Passagen (~2 Wochen)
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in SILAC (engl.: stable isotope labelling with amino acids in cell culture) Medium
mit 3C Kohlenstoffisotope (Lon gKD) oder '>C Kohlenstoff (WT) markierten Arginin
kultiviert. Nachdem die Mitochondrien isoliert wurden (4.2.8) wurden 30 ug
Lon gKD und 30 yg WT Mitochondrien in Resuspendierpuffer gemischt und bei
42°C oder 25°C fur 20 Minuten inkubiert. AnschlieBend wurde das
Sedimentationsassay, wie zuvor beschrieben (4.2.15.1), durchgefuhrt und auf ein
Polyacrylamid aufgetragen und fur 30 Minuten bei 35 mA aufgetrennt. Zur
Visualisierung der Proben, wurde das Gel in Coomassie fur 10 Minuten gefarbt
und Uber Nacht mittels Entfarber entfarbt. Die Proben wurden aus dem Gel
ausgeschnitten und in der Massen Spektrometrie (MS, IBMB Uniklinik Bonn,

Deutschland analysiert).

4.2.16 Statistische Analyse

Alle statistischen Analysen wurden mit Hilfe der GraphPad prism 7
durchgefuhrt und zeigen den Mittelwert + Standard Fehler des Mittelwerts

(standard error of the mean, SEM) an.

51




5. Ergebnisse

5.1 Herstellung und Charakterisierung der Lon gKD Zellen

Fir die Analyse der Lon Funktionen wurde ein genetischer
Knockdown (gKD) mithilfe des CRISPR/Cas9-Systems erstellt. Aufgrund der
hohen Apoptoserate (Bota, Ngo, and Davies 2005) und der Letalitdt am Tag 9.5 in
homozygoten Knockout Mausen (Quirés et al. 2014) konnte daher kein
herkdmmliches loss-of-function (Funktionsverlust) Modell erstellt werden. Fur den
Lon gKD wurde eine Leitsequenz erstellt und in den Cas9-beinhaltenden Vektor
PX459 V2.0 kloniert. Die genomische Leitsequenz der Cas9, die PAM-Sequenz
(Abb. 5A, orange; B, blaue Sequenz) liegt zwei Nucleotide (nt) vor dem Startcoden
und ist allerdings nicht Teil der eigentlichen Leitsequenz. Diese bindet direkt
anschlieBend an die genomische DNA und die Cas9 Endonuklease schneidet
wiederum 3 nt neben der PAM Sequenz (Abb. 5A/B). Der hervorgerufene
Doppelstrangbruch (Abb. 5A, rot) wird durch den NHEJ-Reparaturmechanismus
wieder geschlossen. In Abwesenheit einer Reparaturseqeuenz wird der Bruch
unter dem Verlust von mehreren Nukleotiden wieder geschlossen (Chang et al.
2017). Die Lange der entstandenen Deletion kann unterschiedlich grol3 ausfallen.
Nach der Transfektion und der Vereinzelung der HelLa Zellen, wurden zwei Klone
sequenziert und zeigten eine Deletion von 5 nt (A2) bzw. 7 nt (A4) nahe des
Startcodons (Abb. 5B). Die Lon-Proteinmenge wurde mittels Proteinbestimmung
untersucht, beide Klone zeigen eine starke Reduktion der Proteinmenge,
allerdings ist bei beiden Klonen weiterhin ein schwache Lon Signal detektierbar
(Abb. 5C). Im Weiteren wurde der Lon gKD Klon A4 charakterisiert indem die

Morphologie und wesentlichen mitochondriale Funktionen analysiert wurden.
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Leitsequenz

LONP1 Exon 1

B Cc

Sequenzierung fir Klon A2, Deletion 5 nt

Gene: LonP1_KO | File B3: 15_S15_L001_R1_001.fastq | Amplicon reads: 1007

M, (kDa) 1 2 3

REFERENCE  CGGGTACCGAGGCACGCGCCGGGCGTCACGTGCGTTTCGCGGCGAGCGGAAATGACGCGAGTTGTGTGAGCCGCCAGTAT 100 4 e - Lon

CALL #1 CGGGTACCGAGGCACG- - - - - - - - - - s s s e e e e e o e ACGACGCGAGTTGTGTGAGCCGCCAGTAT 4% (39 reads)

350t deletion

CALL 2 CGGGTACCGAGGCACGCGCCGGGCGTCACGTGCGTTTCGCGGCGA- - - - - AATGACGCGAGTTGTGTGAGCCGCCAGTAT  95% (953 reads)

Sat deletion A 75 Trap1

CALL#3 0% (0 reads) p

Failed alignment ATG

BELOW CALLING THRESHOLD 1% (15 reads) WT A2 A4

Phred e eeponts 390 reds == 1
Sequenzierung fiir Klon A4, Deletion 7 nt Lon gKD

Gene: LoaP1_KO | File B4: 16_S16_L001_R1_001 fastq | Amplicon reads: 1142

REFERENCE  CGGGTACCGAGGCACGCGCCGGGCGTCACGTGCGTTTCGCGGCGAGCGGAAATGACGCGAGTTGTGTGAGCCGCCAGTAT

CALL#1 CGGGTACCGAGGCACGCGCCGGGCGTCACGTGCGTTTICGEGG - - - - - - - AAATGACGCGAGTTGTGTGAGCCGCCAGTAT 9% (1135 reads)
7at deletion e

cALL® 0% (O eads)
Failed alignment ATG

BELOW CALLING THRESHOLD 1% (7 reads)

Phred score dropouts: 25 reads

Abbildung 5: CRISPR/Cas-vermittelter Lon Knockdown und Sequenzierung

A Schema der Bindung der Leitsequenz (orange) kurz vor dem Startcodon des LONP1 Gens (grtin)
und Schnittstelle der Endonuklease Cas9 (rot). B Ergebnis der Sequenzierung der beiden Lon gKD
Klone durch Daniel Hinze (Uniklinikum Bonn). Die Leitsequenz ist blau und das Startcoden ATG
von LONP1 ist rot markiert. C Uberpriifung der Reduktion der Lon-Proteinmenge in HelLa Wildtyp
(WT) und zwei Lon gKD Klonen mittels SDS-PAGE, Western Blot und Immunodetektion unter

Verwendung der angegeben Antikdrper. Trap1 wurde als Ladekontrolle verwendet.

In der quantitativen Massenspektrometrie (MS) zeigte sich eine Reduktion
der Lon-Proteinmenge auf 27% im Verhaltnis zum HelLa Wildtyp (WT) Proteinlevel
(Abb. 6A). Ein ahnliches Bild zeigte sich in der Analyse der Zellen mittels
Immunzytochemie. WT und Lon gKD Zellen wurden in einem Verhaltnis 1:1
gemischt und mit einem Lon Antikdrper dekoriert. In Lon gKD Zellen zeigte sich

ebenfalls eine Reduktion der Lon-Proteinmenge (rot; Abb. 6B).
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Abbildung 6: Lon-Proteinlevel in quantitativer Massenspektrometrie und
Immunzytochemie

A Proteinmenge von Lon in Lon gKD Zellen im Verhaltnis zur Lon WT Proteinmenge in MS Analyse.
B Immunzytochemie vom Lon (rot) in fixierten WT und Lon gKD Zellen, welche im Verhaltnis 1:1
gemischt wurden. Als mitochondriales Protein wurde F4f (grin), eine Untereinheit der
mitochondrialen ATPase in der inneren Membran verwendet. Der Zellkern wurde mittels DAPI
angefarbt (blau); Skala: 50 ym.

5.1.1 Morphologie von Lon gKD Zellen

FUr die Untersuchung der mitochondrialen Integritdt wurden das
mitochondriale ~ Netzwerk der Zellen mittels Immunzytochemie und
Fluoreszenzmikroskopie detektiert. Als  mitochondriale Protein wurde die
Untereinheit A der Succinat Dehydrogenase (SDHA; engl.: succinate
dehydrogenase subunit A, flavoprotein, rot; Abb. 7) verwendet. Als Teil des
Atmungkettenkomplexes CIl (engl.: Complex Il) ist SDHA gleichmaliig Uber das
mitochondriale Netzwerk verteilt.

Sowohl das SDHA-Signal in den WT als auch in den Lon gKD Zellen zeigte
eine gleichmalige Verteilung im mitochondrialen Netzwerk der Zellen (rot; Abb. 7).
Es konnte zudem keine morphologischen Auffalligkeiten gefunden werden. Das
mitochondriale Netzwerk beider Zelllinien war tubular und zeigte keine Hinweise

auf Stress-bedingten Fragmentierung.
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SDHA DAPI

Abbildung 7: Morphologie der Lon gKD Zellen

Visualisierung des mitochondrialen Netzwerkes in fixierten Lon gKD und WT Zellen mittels
Immunzytochemie. Als mitochondriales Protein wurde die Untereinheit SDHA (rot) des
Atmungskettenkomplexes CIlI verwendet. Der Zellkern wurde mittels DAPI angefarbt (blau).
Skala: 50 ym.

5.1.2 Proteinmengenanderung nach Lon gKD

Um einen generellen Uberblick tber die Anderung der Proteinmenge
verschiedener mitochondriale Proteine zu erhalten, wurde sowohl isolierte
Mitochondrien (Abb. 8B) als auch Zelllysat (Abb. 8A) von WT und Lon gKD Zellen
mittels Proteinbestimmung untersucht. Es wurden verschiedene Proteine mit
unterschiedlichen mitochondrialen Lokalisationen verwendet.

Die Proteinmenge von fast allen untersuchten Proteinen verhielt sich sowonhl
im Zelllysat als auch in isolierten Mitochondrien aquivalent. Als Untereinheit der
aulleren mitochondrialen Membran wurde Tom70 detektiert. Die Proteinmenge
war sowohl in isolierten Mitochondrien als auch im Zelllysat geringfugig erhoht. Im
Vergleich zu Tom70 war Tim23, als Bestandteil der inneren Membran, deutlich
erhoht. Bei den analysierten Matrix-Proteine zeigten sich Unterschiede in der
Proteinmenge. Wahrend die Chaperone HSP60 und mtHSP70 keine Anderung der
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Proteinmenge zeigten. Verringerte sich die Menge der Protease CLPP in Lon gKD
Zellen Uberraschend deutlich, allerdings zeigte CLPX, der Komplexpartner von
CLPP keine Verringerung oder Zunahme. In isolierten Mitochondrien war SOD2
(engl.: manganese superoxide dismutase 2) nach Lon gKD ebenfalls stark
verringert. Zusatzlich war der Autophagie-Marker LC3 A/B Typ | (Zou et al. 2014)
ebenfalls verringert in Lon gKD Zelllysat. Das zytosolische Protein GAPDH (engl.:
Glyceraldehyde-3-phoshpate dehydrogenase; Abb. 8A) wurde als Ladekontrolle

verwendet.

A Isoliert
solierte
zellysat Mitochondrien
M(kDa) 1 2 M(kDa) 1 2
100 | — L 100 _ Lon
75 Lon 00 | w—.
20 < s L T{103 20 - e e — Tim23
75
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L LC3A/B-II o5 | - CLPP

"7 CLPX

— e — MHSP70 63 1

63 T —— - HSP60
o |- - CLPP —
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— — CLPX
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Abbildung 8: Proteinmengen verschiedener Proteine nach Lon gKD
Analyse verschiedener Proteine in Zelllysat (A) und isolierten Mitochondrien (B) von WT und Lon
gKD Zellen mittels SDS-PAGE, Western Blot und Immunodetektion, unter Verwendung der

angegeben Antikérper. GAPDH wurde als Ladekontrolle verwendet.

5.1.3 Untersuchung der mitochondrialen Funktionen nach Lon gKD

5.1.3.1 Anderung der ATP Konzentration in isolierten Mitochondrien

Da Mitochondrien als Reaktion auf Stress mehr Energie bendtigen und die
ATP Konzentration nach Stress verringert ist (Wilkening et al. 2018) wurde die ATP
in

Konzentration nach Lon gKD isolierten Mitochondrien gemessen. Zur
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Quantifizierung wurde die ATP Konzentration mittels Biolumineszenz-Assay
gemessen. Die ATP-abhangige Luciferase setzte das Substrat D-Luciferin um und
produziert Licht, welches wiederum mittels Mikroplattenlesegerates detektiert
werden konnte.

Die ATP Konzentration in isolierten Mitochondrien der Lon gKD Zelllinie,
verringerte sich um 43%, im Vergleich zu WT Mitochondrien (Abb. 9A).

B C
150 ATP Konzentration ROS Level Membranpotential
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N kK
&~ w
=100 551000- T % .
2 E ‘ g
= L =
& ** g § o
< 50+ £ £ 5007 2 1*10-
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0. o lampe ] e | o LIl [
WT  gKD Menadione, — + .. — +_ [Ap] + - + -
WT gKD WT gKD

Abbildung 9: Analyse verschiedener mitochondrialer Funktionen

A Messung der ATP Konzentration in isolierten WT (schwarz) und Lon gKD (dunkelgrau)
Mitochondrien mittels Luciferasereaktion. Die ATP Konzentration wurde mit Hilfe einer ATP-
Standartreihe ermittelt. Die Ergebnisse zeigen den Mittelwert + SEM der ATP Konzentration von
drei unabhangigen Experimenten (n=3); ** p=0.0032. B Analyse von ROS in WT (schwarz) und
Lon gKD (dunkelgrau) Zellen mittels Flow Cytometry unter der Nutzung des Mitochondrien-
spezifischen Superoxid-reaktiven Farbstoffs MitoSOX™. Als Positivkontrollen wurden WT (grau)
und Lon gKD (hellgrau) Zellen fir 90 Minuten mit 100 uM mit Menadion kultiviert. Ergebnisse
zeigen den Mittelwert = SEM der mittlere Fluoreszenzintensitat von MitoSOX™ in drei unabhangige
Experimente (n=3); *** p<0.001. C Messung des Membranpotentials in isolierten WT (schwarz) und
Lon gKD (dunkelgrau) Mitochondrien mittels Verwendung des positiv-geladenen TMRE Farbstoff.
Als Negativkontrollen wurde das Membranpotential (Ay) in WT (grau) und Lon gKD (hellgrau)
Mitochondrien zerstért, indem sie fir 10 Minuten mit 1 yM Valinomycin bei Raumtemperatur
inkubiert wurden. Ergebnisse zeigen den Mittelwert + SEM der TMRE Emission in drei unabhangige

Experimente (n=3).

5.1.3.2 Analyse der Stressantwort nach Stress mit ROS

Um die Anfalligkeit gegenuber Stress zu untersuchen, wurde die Produktion
von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) mithilfe des Mitochondrien-spezifischen
Superoxid-reaktiven Farbstoffs MitoSOX™ ermittelt. Da Lon als ROS
Stressantwort hoch reguliert wird (Bender et al. 2011), besteht die Frage, ob Lon
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gKD Zellen generell gestresst sind bzw. sensitiver auf Stress reagieren. Der
MitoSOX™ Farbstoff bindet Superoxidradikale und die entstandene rote
Fluoreszenz wurde mittels Flow Cytometry Analyse detektiert. Als Positivkontrolle
diente eine Behandlung mit 100puM Menadion, welches toxische
Superoxidradikale produziert (Chaput et al. 1983).

Die Detektion der mittleren Fluoreszenzintensitat des MitoSOX™
Farbstoffes der unbehandelten WT und Lon gKD Zellen zeigte keine Unterschiede.
Wurden die Zellen jedoch mit Menadion behandelt, zeigten Lon gKD Zellen eine
um 56% erhohte Akkumulation freier Sauerstoffradikale (Abb. 9B). Demnach
zeigten die Lon gKD Zellen eine erhdhte Sensitivitat fur Superoxidradikale, sie
reagieren gestresster auf die Menadion-Behandlung. Allerdings zeigten sie im
unbehandelten Zustand keine Zunahme an freien Sauerstoffradikale, sie sind also

nicht generell gestresst.

5.1.3.3 Messung von mitochondrialen Membranpotential in isolierten

Mitochondrien

Das mitochondriale  Membranpotential ist essentiell fir die
Aufrechterhaltung von den verschiedenen mitochondrialen Funktionen, wie
Proteinimport und ATP-Produktion. Um einen Einfluss des Verlustes von Lon auf
das Membranpotential zu untersuchen, wurden zunachst Mitochondrien isoliert
und mittels positiv geladenen Fluoreszenzfarbstoff
Tetramethylrhodaminmethylester (TMRE) behandelt. Dieser Farbstoff wird mittels
Membranpotentials in die Mitochondrien importiert und akkumuliert dort (Crowley,
Christensen, and Waterhouse 2016). Fir die Negativkontrolle, wurden die
Mitochondrien vor der TMRE Farbung mit 1 yM Valinomycin behandelt (-Ay).

Die Analyse der TMRE Fluoreszenz zeigte keine Veranderung des
mitochondrialen Membranpotential nach Lon gKD. Die, als Negativkontrolle
behandelten Mitochondrien ohne Membranpotential zeigten nur eine geringe
TMRE Fluoreszenz (Abb. 9C).
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5.1.3.4 Proteinimport von [**S]-markierten Reporterproteinen in isolierten

Mitochondrien und in vivo Import von endogenen Protein Trap1

Aufgrund ihrer endosymbiontischen Herkunft besitzen Mitochondrien zwar
ihr eigenes Genom, jedoch sind nur 13 Proteine mitochondrial codiert. Die
restlichen >1000 Proteine werden im Nukleus codiert und mussen nach der
Translation im Zytosol in die Mitochondrien importiert werden. Dieser Proteinimport
ist eine essentielle Funktion der Mitochondrien und ist daher Teil der
Charakterisierung der Lon gKD Zellen. Flir den Import von markierten
Reporterproteinen, wurden zunachst Mitochondrien aus WT und Lon gKD Zellen
isoliert, und mit dem Reporterprotein Trap1 (engl.: Tumor necrosis factor type1
receptor associated protein) und Mdh2 (Melatdehydrogenase 2, mitochondrial) fur
verschiedene Zeitraume inkubiert, um den zeitlichen Verlauf des Imports zu
analysieren. Nicht importierte Proteine (Pra-Form; p) wurden durch die
Proteinase K (PK) verdaut. Nur Proteine, die sich nach Import in den
Mitochondrien befanden (Mature-Form; m), sind anschlieend vor Abbau durch
PK geschuitzt. Um den Proteinimport zu blockieren, wurden das Membranpotential
gehemmt (-Avy).

Sowohl die WT als auch die Lon gKD Mitochondrien zeigten einen Import
beider Reporterproteine nach 20-minutiger Inkubation, sowohl mit als auch ohne
PK Behandlung waren die prozessierten Proteine detektierbar. Beide, WT und Lon
gKD Mitochondrien zeigten keinen Proteinimport, wenn kein Membranpotential
vorhanden waren (Abb. 10A). Fur die Untersuchung des Proteinimports von
endogenen Trap1, wurde zunachst der mitochondriale Import durch die
Behandlung mit 1 yM Valinomycin fur vier Stunden gehemmt. Durch diese
Hemmung konnte die Pra-Form des endogenen Trap1 im Zytosol akkumulieren
und war durch SDS-PAGE, Western Blot und Immunodetektion detektierbar. Nach
der Hemmung des Proteinimports, akkumulierte endogenes, unprozessiertes
Trap1 in WT und Lon gKD Zellen im gleichen Mal3e (Abb. 10B). Der Verlust von
Lon fuhrt zu keiner Einschréankung des Proteinimports sowohl in isolierten

Mitochondrien als auch in ganzen Zellen.
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Abbildung 10: In organello Proteinimport von radioaktiv markierten
Reporterproteine und in vivo Import von endogenen Trap1

A In organello Proteinimport von [¥S]-markierten Reporterproteinen Trap und Mdh2 wurde mittels
SDS-PAGE, Western Blot und Autoradiographie analysiert. Isolierte WT und Lon gKD
Mitochondrien wurden fiir verschiedene Zeitrdumen mit beiden Reporterproteinen (RP) inkubiert.
Importierte Proteine (m, Mature-Form) erscheinen im Versuchsverlauf. Fir den Abbau nicht-
importierter Reporterproteine (p, Pra-Form) wurden die Mitochondrien fir 30 Minuten mit
Proteinase K (+PK) inkubiert (Spur 6-10). Um den mitochondrialen Import zu verhindern, wurden
die Mitochondrien zuvor mit 0.2 yM Valinomycin (-Ay, Spur 5, 10) behandelt. Fur die Darstellung
des nicht-importieren Reporterproteins, wurden 20% Reporterproteins aufgetragen (Spur 11, 12).
B Der Proteinimport von endogenem Trap1 in WT (Spur 1, 2) und Lon gKD (Spur 3, 4) Zellen wurde
mittels SDS-PAGE, Western Blot und Immunodetektion analysiert. Der Import endogener Proteine
wurde mittels 1 yM Valinomycin Behandlung fur 4 Stunden (-Ay, Spur 2 und 4) geblockt. In den
behandelten Zellen erscheint die akkumulierte p-Form von Trap1. In der unbehandelten Kontrolle

ist nur die m-Form zu sehen. GAPDH wurde als Ladekontrolle verwendet.
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5.1.3.5 In organello Degradation nach Import von [**S]-markierten

Reporterproteinen

Nachdem zuvor gezeigt werden konnte, dass der mitochondriale
Proteinimport durch den partiellen Verlust von Lon, nicht beeintrachtigt wurde,
konnte nun die Proteindegradation von radioaktiv-markierten und importierten
Reporterproteinen analysiert werden. Fur die Untersuchung der Degradation,
wurden zunachst die Reporterproteine Su9-ACytb (62-167)-DHFR, Trap1 und
Mdh2 far 10 Minuten in isolierte Mitochondrien importiert. Anschlieend wurde die
Degradation Uber einen Zeitraum von 480 Minuten verfolgt und mittels SDS-
PAGE, Western Blot und Autoradiographie detektiert. Als Negativkrolle, wurden
die Mitochondrien nach dem Proteinimport und wahrend der Degradation mit 1 mM
Menadion behandelt. Zur Quantifizierung wurde die Intensitat der Bande des neu
entstandenen Fragments quantifiziert. Zur Berechnung der Degradationsrate
wurde die Zunahme der Intensitat mittels Regressionsgerade berechnet und auf
die unbehandelten WT Degradationsrate normalisiert.

Nach einer Degradationszeit von 120 Minuten, erschien ein
Degradationsfragment (f) aller Reporterproteine in den isolierten WT
Mitochondrien (Abb. 11A/B; Spur 5, oben). Ein vergleichbares Fragment erschien
in Lon gKD Mitochondrien erst nach einer Degradationszeit von 240 Minuten
(Abb. 11A/B; Spur 6, unten). Die Intensitdt der Banden dieser
Degradationsfragmente nahm in beiden Ansatzen im Verlauf der Zeit zu. Nach der
Quantifizierung zeigte sich eine Verringerung der Degradationsrate in Lon gKD
Mitochondrien auf 60%. Durch die Menadion Behandlung, war lediglich eine
Degradationsrate von 20% der WT Degradation zu detektieren. Dies zeigte, dass
die Protease Funktion in Lon gKD Mitochondrien prinzipiell vorhanden ist, allerding

ist sie, durch den partiellen Verlust von Lon, reduziert (Abb. 11C/D).
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Abbildung 11: In organello Degradation von Reporterproteinen

Analyse der in organello Degradation von [**S]-markierten Reporterproteinen Su9-ACytb (62-167)-
DHFR (A), Trap1 und Mdh2 (B) nach TCA-Fallung mittels SDS-PAGE, Western Blot und
Autoradiographie. Nach einem 10-minttigen Proteinimport, wurde die Degradation Uber einen
Zeitraum von 0-480 Minuten in isolierten WT (oben) und Lon gKD (unten) Mitochondrien
dargestellt. Als Negativkontrolle, wurden die Mitochondrien mit 1 mM Menadion (Me) behandelt.
C Fur die Analyse der Degradationsrate, wurde die Zunahme des neu-entstanden Fragment (f)
detektiert und Uber die Zeit mittels FUJI FILM Multi Grauge detektiert. D Die Degradationsrate fir
WT (schwarz) und Lon gKD (dunkelgrau) sowie die mit Menadion behandelten WT (grau) und
Lon gKD (hellgrau) wurde anhand der Zunahme des Fragments Uber die Zeit kalkuliert. Die
Ergebnisse zeigen die mittlere Zunahme des Fragments im Verhaltnis zum WT (ohne Menadion
(Me) Behandlung) + SEM von funf unabhangigen Experimenten (n=5), **** p<0.0001; ** p=0.0032;
° p=0.01. Alle Ergebnisse in Mittelwert +SEM.
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5.1.3.6 In organello Translation

Neben der Protease Funktion reguliert Lon die Replikation durch Bindung
an die mtDNA (T. Liu et al. 2004; Matsushima, Goto, and Kaguni 2010) und Lon
degradiert Tfam, welcher wiederum einen Einfluss auf die Transkription und
Translation (Matsushima, Goto, and Kaguni 2010; Kukat et al. 2015) der mtDNA
hat. Daher wurde ebenfalls die Translation mitochondrial codierter Proteine
untersucht. Hierfur wurden neu translatierte Proteine in isolierte WT und Lon gKD
Mitochondrien mittels [3®*S]-Methionin und Cystein radioaktiv markiert und durch
SDS-PAGE, Western Blot und Autoradiographie und Immunodetektion analysiert.
Als Negativkontrollen wurde die Translation durch die Zugabe von Cycloheximid
(CHX) oder Chloramphenicol (Chla) gehemmt.

A
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Abbildung 12: In organello Translation von mitochondrial codierten Proteinen

A Analyse von der in organello Translation von mitochondrial codierten Proteinen mittels 15% Urea-
SDS-PAGE, Western Blot und Autoradiographie und Immunodetektion. Isolierte Mitochondrien
wurden fur 45 Minuten mit [*S]-Methionin und Cystein inkubiert. Als Negativkontrolle wurde die
Translation mit 20 ug/ul Cycloheximid (CHX) oder 20 uM Chloramphenicol (Chla) gehemmt.
B Veranderung der Proteinmenge verschiedener mitochondrialer Transkriptionsfaktoren in
quantitativer MS Analyse von isolierten WT und Lon gKD Mitochondrien. Verhaltnis Lon gKD zu
WT Proteinmenge (log2).

63



ERGEBNISSE

Die Analyse der in organello Translation zeigte, dass sich die Synthese das
mitochondrial kodierte Protein nur geringflgig andert. Lediglich drei Proteine
zeigen leichte Anderungen, die Synthese von ND4 (engl.: NADH-ubiquinone
oxidoreductase chain 4) ist leicht erhdhte. In Gegensatz hierzu, verringerte sich
die Synthese von ND4L (NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 4L) und ATP8
(ATP synthase protein 8) deutlich (Abb. 12A). Die Negativkontrolle, die mit
Cycloheximid oder Chloramphenicol behandelt wurden, wies keine Neubildung
mitochondrial kodierter Proteine auf (Abb. 12A).

Zusatzlich wurde die Veranderung der Proteinmenge verschiedener
Translationsfaktoren nach Lon gKD mittels quantitativer MS detektiert. Die
Translationsfaktoren EFG (mitochondrial elongation factor G), Tufm (mitochondrial
elongation factor Tu), Tsfm (mitochondrial elongation factor Ts) und MTIF2
(mitochondrial translation initiator factor IF-2) zeigten alle eine geringe Zunahme

der relative Proteinmenge nach Lon gKD (Abb. 12B).

5.1.4 Zusammenfassung der Charakterisierung der Lon gKD Zellen

Die Analyse der mitochondrialen Funktionen und Morphologie der Lon gkD
Zellen zeigten, dass der Verlust von Lon zu leichten Anpassungen fuhrt. Lon
scheint keinen Einfluss auf die mitochondriale Morphologie zu haben, diese ist in
Lon gKD Zellen weitestgehend intakt. Besonders Uberraschend war die
Verringerung der Proteinmenge von CLPP, welche als weitere Matrix Protease den
Verlust von Lon somit nicht kompensieren konnte. Die Lon gKD Zellen zeigten eine
erhdohte Akkumulation von freien Sauerstoffradikalen nach der Behandlung mit
Menadion. Lon gKD Zellen regieren gestresster und zeigen somit eine erhohte
Sensitivitat fur Superoxidradikale. Des Weiteren war die Proteinmenge von SOD2
verringert, welches fur die erhdhte Akkumulation von freien Sauerstoffradikalen
verantwortlich seien konnte. Auffallig war die Reduktion der ATP Konzentration,
was auf einen Metabolismus hindeutet. Des Weiteren ist die Degradationsrate

weniger stark verringert als die Reduktion der Lon-Proteinmenge vermuten lasst.
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5.2 Lon-bedingte Anderung des mitochondrialen Proteoms

Um ein detailliertes Bild der, durch den partiellen Verlust von Lon
entstandenen Anderungen, zu erhalten, wurde eine quantitative MS Analyse
durchgefiihrt. Hierfiir wurden die Zellen zunachst mit *C Kohlenstoffisotope (Lon
gKD) oder '2C Kohlenstoff (WT) markierten Arginin kultiviert. Nach der Isolation
der Mitochondrien wurde beide Mitochondrien Typen im Verhaltnis 1:1 gemischt,
das Proteomen wurde mittels quantitativer MS analysiert. FUr die Berechnung der
relative Proteinmengenanderung wurde der Quotient aus der Proteinmenge in Lon
gKD und WT Mitochondrien gebildet.

Die MS Analyse zeigte, dass die hier verwendete Mitochondrien Isolation
nicht ausschliel3lich Mitochondrien aufgereinigt hatte. In dieser Proteomenanalyse
waren 20% der gefundenen Proteine mitochondrial, daher wurde nach der
quantitativen MS alle nicht-mitochondrialen Proteine entfernt. Zusammengefasst
ergibt sich eine Verteilung der Mengenanderungen: 25 mitochondriale Proteine
waren in Lon gKD Mitochondrien stark reduziert (Abb. 13; weil}); 48 Proteine waren
um weniger als das 0.75-fache verringert (Abb. 13, hellgrau); Proteine, die eine
relative Mengenanderung von 0.75 bis 1.25 zeigten, wurden als unverandert bzw.
natlrliche Schwankung definiert (Abb. 13, grau). 205 Proteine zeigten eine leichte
Zunahme, bis zum 2.5-fache (Abb. 13, dunkelgrau). Des Weiteren wurden 14
Proteine gefunden, die eine bis zu 10-fache Erh6hung zeigten (Abb. 13, anthrazit).
Die Proteinmenge von 11 Proteinen war um mehr als das 10-fache erhoht
(Abb. 13, schwarz). Besonders stark reduziert waren zwei Komponenten der tRNA
Synthese, GATB (engl.: mitochondrial Glutamyl-tRNA aminotransferase subunit
b), welche auf das 0.08-fache und PARS2 (engl.: mitochondrial Probable proline t-
RNA ligase), welche auf das 0.1-fache reduziert wurde. Ahnlich stark wurde MCEE
(engl.: mitochondrial Methylmalonyl-CoA epimerase) auf das 0.13-fache bzw.
TMEMG65 (Transmembrane protein 65) auf 0.12-fache reduziert. Des Weiteren war
die Untereinheit des Komplexes 1 NDUFS7 (engl.: Cytochrome ¢ oxidase subunit
NDUFS7) auf das 0.24-fache verringert und Periplakin (PLL) auf das 0.45-fache

reduziert.
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Abbildung 13: Proteomanderung nach Lon gKD in isolierten Mitochondrien

Anderung der Proteinmenge (log2) aller gefundenen mitochondrialen Proteine in quantitativer MS
Analyse in isolierten WT und Lon gKD Mitochondrien, welche mit '*C Kohlenstoffisotope (Lon gkD)
oder '2C Kohlenstoff (WT) markierten Arginin kultiviert wurden. Das Verhaltnis der
Proteinmengenanderung wurde in Relation zur WT Proteinmenge kalkuliert. 25 Proteine wurden
um weniger als die Halfte reduziert (weil3), 48 Proteine zeigen eine Verringerung zwischen 0.5 und
0.75 (hellgrau). 337 Proteine galten als unverandert und zeigten eine Proteinmengenanderung von
0.75<x<1.25 (grau). Eine leichter, grofRer als 1.25-fache Erhéhung zeigten 205 Proteine
(dunkelgrau), 14 Proteine wurden bis zu 10-fachen Erhéht (anthrazit) und 11 Proteine wurden mehr

als 10-fach erhdht (schwarz).
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Zu den Proteinen, die die grof3te Zunahme zeigten gehdrten MRPL54 (engl.:
mitochondrial 39S ribosomal protein subunit L54), MPC (engl.: mitochondrial
pyruvate carrier) und BAX (engl.: apoptosis regulator BAX), die auf das 20-fache
erhoht waren. MRPL53 (engl.: mitochondrial 39S ribosomal protein subunit L53),
Tom20, Tim21, ATPD (engl.: mitochondrial ATP synthase subunit delta) und
NDUFA4 (engl.: Cytochrome c oxidase subunit NDUFA4) waren auf Uber das 10-
fache erhoht und die Proteinmenge von USMG5 (engl.: mitochondrial ATP
synthase membrane subunit DAPIT) wurde auf mehr als das 30-fache erhoht
(Abb. 13, schwarz, Table S1). Die zuvor gezeigte, auffallige Veranderung von
SOD2 und CLPP konnten auch in der quantitativen MS bestatigt werden. SOD2
war um das 0.69-fache und CLPP auf das 0.67-fache verringert, dieses spiegelt in

ebenfalls die detektierte Reduktion beider Proteine in der Proteinbestimmung.

5.2.1 Veranderung der relativen Proteinmenge von bekannten Lon

Substraten und Interaktionspartnern

FUr die Analyse verschiedener Interaktionspartner und Substrate von Lon
wurde der log2 der relativen Proteinmengenanderung kalkuliert. Ist dieser negativ,
ist die Proteinmenge in Lon gKD Zellen verringert, ist er positiv, ist die
Proteinmenge erhoht.

Interessanterweise war die Proteinmenge der bekannten Lon Substrate
Aconitase 2 (Bota, Van Remmen, and Davies 2002), Tfam(Li, Hou, and Hao 2017)
und MACAD (Hansen, Gregersen, and Bross 2005) nach Lon gKD nicht verandert.
Zwei der anderen mitochondrialen Proteasen YME1L1 und AFG3L2 waren nur
sehr gering erhdoht. CLPP und SPG7 sind Uberraschenderweise reduziert. Die
Untereinheiten von MPP, PMPCA und PMPCB waren nur geringflgig erhoht.
Besonders stark war NDUFS7 reduziert (Abb. 14). Interessanterweise bleibt die

Mehrzahl der bekannten Lon Substrate unverandert.
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Abbildung 14: Veranderung der Proteinmenge von bekannten Lon Substrate und
Interaktionspartnern

Proteinmengenanderung (log2) bekannter Lon Substrate (dunkelgrau) und Interaktionspartner der
Untereinheiten der ATP-Synthese (schwarz), Zellatmung und TCA Zyklus (hellgrau), und anderen

(grau).

5.2.2 Veranderung der relativen Proteinmenge von mitochondrialen

Chaperonen und Proteinimportkomplexen

Zur Untersuchung des mtPQC-Systems wurde die relative
Proteinmengenanderung von Chaperonen verschiedener Klassen, Proteasen
(Abb. 15A) und Untereinheiten der Proteinimportkomplexe nach Lon gKD mittels
quantitativer MS untersucht (Abb. 15B).

Besonders auffallig war die starke Zunahme verschiedener Klasse 70 kDa
Ko-Chaperone, HSCB (engl.: iron-sulfur cluster co-chaperone protein HSCB),
GRPEL2 (engl.: mitochondrial GrpE protein homolog 2), DNAJC19 (engl.:
Mitochondrial import inner membrane translocase subunit TIM14 (Truscott et al.
2003) und DNAJC30 (engl.: DnaJ homolog subfamily C member 30, mitochondrial,
Voos 2009). Diese Ko-Chaperone sind an verschiedenen mitochondrialen

Prozessen beteiligt, HSBC ist an der Bildung von Eisen-Schwefel Clustern
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beteiligt. DNAJC30 stabilisiert die ATPase der Atmungskette (engl.: CV,
respiratory chain complex V) und ist somit indirekt an der Zellatmung beteiligt
(Tebbenkamp et al. 2018). GRPEL2 und DNAJC19 sind essentielle Untereinheiten
des Importmotor Komplexes (PAM, engl.: presequence translocase-associated
motor). Beide sind an der Translokation von Peptiden Uber die innere Membran in
die mitochondriale Matrix beteiligt (Voos 2013). Die untersuchten Proteasen

zeigen, mit Ausnahme von CLPP und Lon, nur geringfige Schwankungen.
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Abbildung 15: Anderung der Proteinmenge von Chaperonen, Co-Chaperonen,
Proteasen und mitochondriale Importkomponenten

A Proteinmengenanderung mitochondrialer Chaperone Klasse 60 kDa (schwarz) und 70 kDa
(grau), Co-Chaperone (dunkelgrau) und Proteasen (hellgrau) im Verhaltnis zur WT Proteinmenge
in quantitativer MS Analyse. B Anderung der Proteinmenge von Mitochondriale Importkomplexe im
Verhaltnis zur WT Proteinmenge (log2). Gefunden wurden Untereinheiten von Tom (Translokase
Komplex der dufleren Membran, grau), Tim23 und Tim22 (Translokase Komplex der inneren

Membran, dunkelgrau) und Komponenten des Preprotein Prozessierung (hellgrau).

Aufgrund der Zunahme der relativen Proteinmenge der Untereinheiten des
PAM Komplexes, besteht die Vermutung, dass ebenfalls auch die relative
Proteinmenge der Untereinheiten von Tom, Tim23 oder Tim22 verandert waren.

Die Analyse dieser Untereinheiten zeigte eine starke Zunahme von Tom20. Tom20
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ist der Rezeptor fur die Erkennung positiv geladener Pracursor Proteinen (Becker,
Bottinger, and Pfanner 2012), allerdings zeigte die mitochondriale Importrate keine
Auffalligkeiten in Lon gKD Zellen. Des Weiteren nahm Tim21 deutlich zu. Es ist
zwar nicht essentiell am Proteinimport beteilig, allerdings ist Tim21 fur den Aufbau

der Atmungskette erforderlich (Mick et al. 2012).
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5.3 Lon-abhangiges, Hitze-induziertes Aggregationsverhalten

5.3.1 Lon-abhangiges Aggregationsverhalten von Beispielproteinen

Um den Einfluss von Hitzestress auf das Aggregationsverhalten von
mitochondrialen Proteinen zu analysieren, wurden isolierte WT und Lon gKD
Mitochondrien zunachst flir 20 Minuten bei milden bis starken Hitzeschock (37°C
bis 45°C) oder Kontrollbedingungen (25°C) inkubiert. Friherer Untersuchungen
zeigten, dass isolierte Mitochondrien bereits bei 37°C eine erhohte
Thermosensitivitat aufwiesen (Wilkening et al. 2018), daher wurde hier 25°C als
Kontroll- und 37°C als milde Hitzeschockbedingung angesehen. Nach der
Hitzebehandlung, wurden die Mitochondrien zunachst mittels Detergens unter
nativen Bedingungen lysiert und die l6slichen (Uberstand) von den unléslichen und
aggregierten Proteinen (Pellet) wurden mittels Zentrifugation. Die entstandenen
Proteinfraktionen wurden mittels SDS-PAGE, Western Blot und Immunodetektion
visualisiert.

Die  Matrixproteine Aco2 und HSP60 zeigten eine leichte
Aggregationstendenz nach einer Behandlung mit 37°C, allerdings aggregierte
Aco2 nach einem starken Hitzeschock bei 45°C fast vollstandig, wahrend HSP60
auch bei diesen Temperaturen noch teilweise in der Fraktion der I16slichen Proteine
verblieb. Lon und Tsfm hingegen zeigten bereits nach milden Hitzestress mit 37°C
ein starke Aggregationstendenz. Beide waren nach einer Behandlung mit 42°C fast
vollstandig im Pellet detektierbar. Tfam war temperaturunabhangig in beiden
Fraktionen zu finden. Das stark Hitze-sensitive Tufm begann bereits bei
Kontrollbedingungen leicht zu aggregieren und war nach einem milden Hitzestress
(837°C) fast vollstandig im Pellet zu finden und diente hier als Kontrolle fur
Proteinaggregation. Als Kontrolle fur I6sliche Proteine, welche auch bei starken
Hitzeschock nicht aggregieren, diente Tim23. Bei diesen Proteinen konnte kein
Unterschied im Aggregationsverhalten von WT und Lon gKD Mitochondrien
detektiert werden (Abb. 16). FUr eine genauere Protein-spezifische Untersuchung
des Lon-abhangigen Aggregationsverhalten wurde eine quantitative MS Analyse
durchgefuhrt.
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Abbildung 16: Proteinaggregation in Mitochondrien nach Hitzestress

Sedimentation der Proteinaggregate mittels Hochgeschwindigkeits-Zentrifugation mit 125 000 g
nach 20-minltigen Hitzestress mit Temperaturen von 25°C bis 45°C. Unlésliche Proteine wurde
pelletiert, Idsliche Proteine verblieben im Uberstand. Nicht-zentrifugierte Proben (total) dienten als
Mal fir die Proteinmenge in ungestressten Proben. Analyse durch SDS-PAGE und Western Blot
und Immunodetektion mit den angegebenen Antikdrpern. Tufm wurden als Aggregationskontrolle

und Tim23 also Kontrolle flr Iosliche Proteine verwendet.

5.3.2 Lon-abhéangige, Hitze-induzierte Aggregationstendenz im

mitochondrialen Proteomen

Fur die Protein-spezifische Untersuchung der Lon-abhangigen und Hitze-
induzierter Aggregationstendenz mitochondrialer Proteine wurden zunachst beide
Zelllinien mit ¥C Kohlenstoffisotope (Lon gKD) oder '2C Kohlenstoff (WT)
markierten Arginin zwei Wochen bei Standartbedingungen kultiviert. Anschlielend
wurden die Mitochondrien beider Zelllinien isoliert und im Verhaltnis 1:1 gemischt.
Nach einem Hitzeschock bei 42°C und einer Kontrollbehandlung mit 25°C far
20 Minuten, wurden die Mitochondrien mittels Detergens unter nativen
Bedingungen lysiert, anschlieBend wurden die aggregierte und unléslichen
Proteine (Abb. 17, blau) mittels Zentrifugation bei 125 000 g sedimentiert. Losliche
Proteine verblieben im Uberstand (Abb. 17, gelb).
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Abbildung 17: Arbeitsablauf fiir quantitative Massenspektrometrie

Schematischer Arbeitsablauf fir die Untersuchung von Proteinaggregationen nach Hitzestress:
Zellen wurden fiir zwei Wochen in SILAC Medium "3C Kohlenstoffisotope (Lon gKD) oder 2C
Kohlenstoff (WT) markierten Arginin (R) kultiviert. AnschlieRend wurden die Mitochondrien beider
Zelllinien isoliert und jeweils 1:1 Lon gKD und WT gemischt. Nach einem 20-mindtigen Hitzestress
mit 42°C und einer Kontrolle bei 25°C wurden die aggregierten Proteine durch einen
Zentrifugationsschritt bei 125 000 g sedimentiert (blau) 18sliche Proteine verblieben im Uberstand
(gelb). Nicht-zentrifugierte Proben (total, griin) dienten der Analyse der gesamten mitochondrialen
Proteinmengenanderung. Die Proben wurden Uber ein SDS-PAGE aufgetrennt und mittels

quantitative MS analysiert.

Alle Proben wurden auf mittels SDS-PAGE aufgetrennt und mit Coomassie
Farbelésung angefarbt. Das angefarbte Gel zeigte deutlich, das bereits bei
Kontrollbedingungen von 25°C, Proteine in der Pellet Fraktion zu finden waren. Die
Menge der Proteine in der Pellet Fraktion nahm nach dem Hitzestress deutlich zu,
die Menge der l6slichen Proteine im Uberstand nach Hitzestress mit 42°C nahm
dementsprechend ab (Abb. 18A).

Nach der quantitativen MS Analyse, wurden in den Pellet Fraktionen
~3200 Proteine detektiert, 20% wurden dem mitochondrialen Proteomen
zugeordnet. Alle nicht-mitochondrialen Proteine wurden ausgeschlossen, da im

Versuchsablauf, die Mitochondrien isoliert wurden und nicht-mitochondriale
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Proteine auf Verunreinigungen zurlckzufihren sind. Anschlie®end wurden die
mitochondrialen Proteine nach ihrer sub-mitochondrialen Lokalisation sortiert. Bei
Kontrollbedingungen wurden 51% Matrixproteine detektiert. Nach dem Hitzestress
mit 42°C stieg die relative Proteinmenge der Matrixproteine auf 79%. Nach
Kontrollbedingungen waren in Lon gKD Mitochondrien 59% der detektierten
Proteinen Matrixproteine. Nach der Hitzebehandlung mit 42°C stieg die Menge der
Matrixproteine auf 76%. In WT und Lon gKD sank die Menge der Proteine der
inneren Membran nach Hitzestress. Die prozentuale Verteilung der anderen
Lokalisationen, veranderte sich nach Hitzestress kaum. Die generelle Tendenz der
Verteilung der Lokalisationen mit und ohne Hitzestress zeigte keinen Unterschied
in WT und Lon gKD Mitochondrien (Abb. 18B). Dieses zeigte, dass in beiden

Zelllinien verstarkt Matrixproteine nach Hitzestress aggregierten.
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Abbildung 18: Coomassie Farbung und Lokalisation der detektierten Proteine
A Coomassie Farbung des Polyacrylamid Gels vor quantitativer MS. Auftrennung der Proben nach
léslichen Proteinen in Uberstand und aggregierten Proteinen im Pellet nach einem
Zentrifugationsschritt bei 125 000 g. B Verhaltnis der unléslichen Proteinen, in Abhangigkeit zu
ihrer mitochondrialen Lokalisation in Matrix (grau), inneren Membran (dunkelgrau),
Intermembranraum (IMS; engl.: Innermembrane space IMS; hellgrau) und andere (engl.: others;

schwarz).
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Zur ldentifizierung von Proteinen, die eine veranderte Lon-abhangige und
Hitze-induzierte Aggregationstendenz aufweisen, wurde zunachst die Zunahme
der Proteinmenge nach Hitzeschock in WT bzw. Lon gKD Mitochondrien
berechnet. Hierfir wurde der Quotient aus Proteinmenge in Pellet Fraktion nach
42°C Hitzestress und Pellet Fraktion nach Kontrollbedingungen kalkuliert und in
einem Punktdiagramm dargestellt (Abb. 19A). Proteine, die sich eher nach rechts,
entlang der X-Achse orientierten, aggregierten verstarkt in WT Mitochondrien.
Orientierten sie sich eher nach oben, entlang der Y-Achse orientieren, zeigten eine
Zunahme in der Aggregationstendenz in Lon gKD Mitochondrien. Jedes Protein,
welches in WT und Lon gKD Mitochondrien ein ahnlichen Aggregationsverhalten
zeigte, war im Bereich der Regressionsgerade zu finden (Abb. 19A, schwarze Line,
blau). Lon, als Beispiel, zeigte eine starke Aggregation nach 42°C Hitzestress und
keine Unterschiede im Aggregationsverhalten in WT als auch in Lon gKD
Mitochondrien und lag daher auf der Regressionsgerade (Abb. 19A, gelb). Um
Schwankungen auszuschlieRen, wurden Proteine mit geringen Unterschieden im
Aggregationsverhalten bei der Untersuchung ebenfalls nicht berlcksichtig
(Abb. 19A, grauer Balken). Fur eine genauere Analyse der Aggregationstendenz
wurde der Aggregationsfaktor (AF) berechnet, hier flieRen sowohl die Aggregation
(AGG) als auch die Proteinmengenanderung (PM) nach Lon gKD ein. Durch den
Aggregationsfaktor wurde versucht falsch-positive Treffer zu reduzieren, da die
Moglichkeit besteht, dass Proteine, die eine sehr starke Zunahme nach Lon gKD
zeigten, ebenfalls auch verstarkt in der Aggregationsanalyse detektiert wurden.
Fir die Berechnung des Aggergationsfaktor wurde zunachst der Quotient aus der
Zunahme der Proteinmenge in der Pellet Fraktion nach 42°C im Verhaltnis von Lon
gKD zum WT berechnet.

Proteinmenge Lon gKD(P42/P25)

AGG = log2(

)

Proteinmenge WT (P42/P25)
AnschlieBend konnte der Aggregationsfaktor (AF) aus Aggregation und

Proteinmengenanderung nach Lon gKD (5.2) berechnet werden, wobei die

Proteinmenge Lon gKD

Proteinmengenanderung (PM) = entspricht,

Proteinmenge WT

Aggregation
PM )

AF =
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Proteine, die eine geringere Aggregationstendenz in Lon gKD im Vergleich
zu WT Mitochondrien aufwiesen, waren unter anderen die Untereinheiten der
Tim/Tom Komplexe oder der Atmungskette (Abb. 19A, grau). Proteine, die ein
doppelt so starke Aggregationstendenz in Lon gKD zeigten, galten als potentielle
Kandidaten der Lon-abhangigen Aggregation (Abb. 19A, rot). Von den
46 Proteinen, die einen erhohten Aggregationsfaktor aufwiesen, waren 27 Proteine
in der mitochondrialen Matrix (mM) lokalisiert, 11 in der inneren Membran (im) und
8 im Intermembranraum oder der dufleren Membran (o, engl.: others). Die 6
Proteine, mit der hdochsten Zunahme der Proteinmenge in der Pellet Fraktion in
Lon gKD, waren im linken oberen Quadranten zu finden (Abb. 19A) und zeigten
keine Aggregation in WT Mitochondrien nach 42°C Hitzestress. Diese Proteine
zeigten zudem einen sehr hohen Aggregationsfaktor (Abb. 19B; Tabelle 1). Den
hdchsten Aggregationsfaktor zeigte die Endonuklease LACTB2, trotz einer
Reduktion auf das 0.34-facher in ungestressten Lon gkKD Mitochondrien, zeigte
LACTB2 eine sehr hohe Aggregationstendenz nach Hitzestress und keine
Aggregation in WT Mitochondrien. Die mitochondrialen Matrixproteine AASS
(engl.: mitochondrial o-aminoadipic semialdehyde synthase), MACAD (engl.:
Medium-chain specific acyl-CoA dehydrogenase, mitochondrial) und CLPP
zeigten ebenfalls eine erhohte Aggregationstendenz und einer verringerte
Proteinmenge in Lon gKD Mitochondrien. Sie sind, neben LACTB2, mogliche Lon
Substrate. Auch Tim29 (engl.: mitochondrial import inner membrane translocase
subunit Tim29) zeigte, wie auch LACTB2, eine erhdhte Aggregationstendenz, trotz
Verringerung der Proteinmenge im Lon gKD. Tim29 ist, obwohl es in der inneren
Membran lokalisiert ist, trotzdem ein mdgliches Lon Substrat, da Tim29 eine
Matrix-Domane besitzt (Callegari et al. 2016). Im Gegensatz zu diesen Proteinen,
zeigten TRUB2 (engl.: mRNA pseudo uridine synthase 2) und TXNRD2 (engl.:
thioredoxin reductase 2) keine Veranderung der Proteinmenge nach Lon gKD,
allerdings zeigten beide Proteine eine erhdhte Aggregationstendenz im Vergleich
zum Aggregationsverhalten in WT Mitochondrien. Der Glutamat-Kanal SLC25A18
(engl.: mitochondrial glutamate carrier 2) zeigte eine doppelte Aggregationsrate in
Lon gKD Mitochondrien, wahrend sich die Proteinmenge nach Lon gKD nur
geringfugig verandert. Eine deutliche héhere Zunahme der relativen Proteinmenge

(1.27-fache) in Lon gKD Mitochondrien zeigte DDAHZ2 (engl.: dimethylarginine
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dimethylaminohydrolase 2), dieses Protein wies zusatzliche eine der hochsten
Aggregationsrate auf, wahrend DDAH2 im WT keine Aggregation zeigte. Eine
ahnliche Tendenz zeigte ebenfalls MSRB2 (engl.: mitochondrial methionine-R-
sulfoxide reductase B2), MSRB2 wies ebenfalls eine erhdhte relative
Proteinmenge in Lon gKD, zusatzlich zu einer hohen Aggregationstendenz, auf.
Im Gegensatz hierzu, zeigte QRSL1 (engl.: mitochondrial glutamyl-tRNA
aminotransferase subunit A, mitochondrial) eine hohe Zunahme der
Aggregationstendenz und war ebenfalls auf mehr als das ~8-fache der
Proteinmenge in Lon gKD Mitochondrien erhéht. Durch diese starke Zunahme,
hatte QRSL1 einen eher geringeren Aggregationsfaktor.

Eins der Proteine mit hohen Aggregationsfaktor war COAG6 (engl.:
Cytochrome ¢ oxidase assembly factor 6 homologue), welches im
Intermembranraum lokalisiert ist (Baertling et al. 2015). Aufgrund der rdumlichen
Trennung ware es nicht mdglich, dass COA6 von Lon abgebaut wird, somit kann

COAG als potentielles Substrat ausgeschlossen werden.

Abbildung 19: Lon-abhangige, Hitze-induzierte Aggregation in isolierten
Mitochondrien

A Proteomen Analyse der Lon-abhangigen Proteinaggregation nach Hitzestress mit 42°C mittels
SDS-PAGE und quantitativer MS. Zu Bestimmung der Proteinmengenanderung der unléslichen
Proteine nach einem Hitzestress mit 42°C, wurde der Quotient der Pellet Fraktion nach 42°C (P42)
und 25°C (P25) Hitzebehandlung ermittelt. Proteinaggregation in WT Mitochondrien wird auf der
X-Achse dargestellt, Aggregation in Lon gKD auf der Y-Achse. Proteine, die verstarkt nach
Hitzestress in WT Mitochondrien aggregieren verschieben sich x > 1 Richtung. Aggregierte
Proteine, die verstarkt in Lon gkD Mitochondrien verschieben sich entlang der Y-Achse iny > 1
Richtung. 48 Proteine zeigten eine hohe Lon-abhangige Aggregation nach Hitzebehandlung (rot)
und 59 Proteine zeigten ein verringerte Lon-abhangige Aggregationsverhalten (grau). Die
verbleibenden Proteine (blau), wie z.B. Lon (gelb) zeigen ein unveranderten Aggregationsverhalten
und liegen im naheren Bereich (grau) der Regressionsgerade (schwarze Linie). B Zum Ausschluss,
der Schwankungen in der Proteinmenge nach Lon gKD, wurde der Aggregationsfaktor (AF)
berechnet. Er wurde aus dem Quotienten aus Lon-abhangiger Aggregation und
Proteinmengenanderung (PM) nach Lon gKD kalkuliert.
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Die meisten Proteine mit einer hohen Aggregationstendenz, waren

ebenfalls in unbehandelten Lon gKD erhéht. Lediglich vier Proteine zeigten eine

hohe Aggregationstendenz und eine verringerte Proteinmenge in Lon gKD
Mitochondrien (LACTB2, CLPP, Tim29, AASS).

Tabelle 1: Lon-abhangiger Aggergationsfaktor

Aggregationsfaktor (AF) wurde kalkuliert aus dem Quotienten der Lon-abhangige Aggregation nach

Hitzestress mit 42°C und dem Proteinmengenanderung nach Lon gKD. Angegeben sind Name,

Uniprot-ID, die mitochondriale Lokalisation (Lok.), die Proteingrof3e, der Aggregationsfaktor, die

Proteinmengenanderung (PM) nach Lon gKD und das Aggregationsverhalten (AGG).

Name :JDnlprot Beschreibung Lok. ([ilzgf;]e (IZgMZ) AGG AF

LACTB2 Q53H82 Endoribonuclease LACTB2 mM 328 -1.475 4.137 11.497

DDAH2 095865 N(G),N(G)-dimethylarginine mM 29.6 0.347 6.681 5.252
dimethylaminohydrolase 2

AASS Q9UDR5 Alpha-aminoadipic semialdehyde mM 102 -1.258 1.703 4.074
synthase, mitochondrial

TRUB2 095900 Mitochondrial MRNA pseudouridine o] 36.7 0.296 4.754 3.871
synthase TRUB2

SLC25A18 Q9H1K4 Mitochondrial glutamate carrier 2 mM 33.8 0.320 4.141 3.317

COAG6 Q5JTJ3  Cytochrome c oxidase assembly ims 14.1 0507 4.547 3.2
factor 6 homolog

CLPP Q16740 ATP-dependent Clp protease mM 30.2 -0.618 2.016 3.096
proteolytic subunit, mitochondrial

TXNRD2 Q9NNW?7 Thioredoxin reductase 2, o} 56.5 0.178 3.326 2.939
mitochondrial

TIM29 Q9BSF4 Mitochondrial import inner membrane ims 29.2 -0.505 1.767 2.507
translocase subunit Tim29

MSRB2 Q9Y3D2 Methionine-R-sulfoxide reductase B2, mM 195 0428 3.351 2.490
mitochondrial

MACAD P11310  Medium-chain specific acyl-CoA mM 46.6 -0.208 1.980 2.288
dehydrogenase, mitochondrial

COX20 Q5RI15  Cytochrome c oxidase assembly im 13.3 -0.610 1.497 2.284
protein COX20, mitochondrial

TAM41 Q96BW9 Phosphatidate cytidylyltransferase, im 51 -0.107 2.066 2.225
mitochondrial

REXO2 Q9Y3B8 Oligoribonuclease, mitochondrial im 268 0105 2294 2133

NDUFS3 075489 NADH dehydrogenase [ubiquinone] o] 30.2 0.262 2461 2.053
iron-sulfur protein 3, mitochondrial

MTU1 075648  Mitochondrial tRNA-specific 2- mM 477 -0.780 1.175 2.018
thiouridylase 1

COQ6 Q9Y2Z9 Ubiquinone biosynthesis mM 50.8 -0.193 1.688 1.930
monooxygenase COQ6, mitochondrial

uQcCcC2 Q9BRT2 Ubiquinol-cytochrome-c reductase mM 149 0.331 2399 1.907
complex assembly factor 2

NDUFS5 043920 NADH dehydrogenase [ubiquinone] im 125 -0.258 1.574 1.882

iron-sulfur protein 5
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MTX2
MRPL44

FAM162A
MGME1

APEX1

TIM50

MARCH5
SCO2
NDUAG

FUNDC2
ACAT1

ETHE1

PDK3

MRPS18B

PTCD2

GRPEL1
ME2

HMGCL

CHCHD1

CCDC58

MTERF3

POLDIP2
MTFR1L
IDH3B

ETFA

QRSLA1

ACSF2

075431
Q9H9J2

Q96A26
Q9BQP7

P27695

Q3zZCQ8

QINX47
043819
P56556

Q9BWH2

P24752

095571

Q15120

Q9Y676

Q8WV60

Q9HAV7
P23368

P35914

Q96BP2

Q4VC31

Q96E29

Q9Y257
Q9HO19
043837

P13804

Q9HOR6

Q96CM8

Metaxin-2

39S ribosomal protein L44,
mitochondrial
Protein FAM162A

Mitochondrial genome maintenance
exonuclease 1

DNA-(apurinic or apyrimidinic site)
lyase

Mitochondrial import inner membrane
translocase subunit TIM50

E3 ubiquitin-protein ligase MARCH5

Protein SCO2 homolog, mitochondrial

NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1
alpha subcomplex subunit 6
FUN14 domain-containing protein 2

Acetyl-CoA acetyltransferase,
mitochondrial

Persulfide dioxygenase ETHE1,
mitochondrial

[Pyruvate dehydrogenase (acetyl-
transferring)] kinase isozyme 3,
mitochondrial

28S ribosomal protein S18b,
mitochondrial

Pentatricopeptide repeat-containing
protein 2, mitochondrial

GrpE protein homolog 1, mitochondrial

NAD-dependent malic enzyme,
mitochondrial
Hydroxymethylglutaryl-CoA lyase,
mitochondrial
Coiled-coil-helix-coiled-coil-helix
domain-containing protein 1
Coiled-coil domain-containing protein
58

Transcription termination factor 3,
mitochondrial

Polymerase delta-interacting protein 2

Mitochondrial fission regulator 1-like

Isocitrate dehydrogenase [NAD]
subunit beta, mitochondrial

Electron transfer flavoprotein subunit
alpha, mitochondrial
Glutamyl-tRNA(GIn) amidotransferase
subunit A, mitochondrial

Acyl-CoA synthetase family member
2, mitochondrial

mM

mM
mM

mM

mM

mM

mM
mM

mM

mM

mM

mM

mM

mM

mM

20.7
37.5

17.3
39.4

35.5

39.6

31.2
20.8
15.1

20.7
45.2

27.9

46.9

204

43.9

24.3
65.4

34.3

13.5

16.6

47.9

42
31.9
42.2

35.1

57.4

68.1

0.420
0.026

-0.399
-0.033

-0.367

0.146

0.412
0.272
0.147

0.363
0.232

0.140

0.573

0.236

-0.102

0.589
0.097

0.142

0.198

0.448

1.127

0.370
0.295
0.492

0.631

3.113

2.027

2.446
1.842

1.315
1.682

1.266

1.793

2.097
1.883
1.658

1.703
1.543

1.420

1.908

1.398

1.096

1.706
1.204

1.226

1.199

1.416

1.983

1.170
1.065
1.089

1.174

6.302

1.195

1.828
1.809

1.734
1.721

1.633

1.620

1.576
1.560
1.498

1.324
1.314

1.288

1.283

1.187

1.177

1.134
1.126

1.111

1.045

1.038

0.908

0.905
0.868
0.775

0.758

0.728

0.293
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5.4 Mitochondriale Aggregatbildung als Schutz der Mitochondrien

mittels PolyQ Reporterproteinen

5.4.1 Mitochondriale Aggregatbildung mittel PolyQ-Reporterproteins

FUr die morphologische Untersuchung der Proteostase in Mitochondrien
wurden Reporterproteine genutzt, welche das humane Exon 1 des Huntingtin (Htt)
Proteins beinhaltete. Chorea Huntington ist eine genetische Trinukleotid-Repeat-
Erkrankung, bei dem das Codon von Glutamine, CAG, mehr als 36-mal wiederholt
wird (Clabough 2013). Diese genetische Verlangerung fuhrt nach der Expression
zu einer Aneinanderreihung von vielen Glutaminen (Polyglutamin, PolyQ), welches
wiederum zu der Ausbildung toxischer Aggregate fuhrt (Martindale et al. 1998). Bei
dem hier verwendeten Reporterproteine, handelt es sich um ein Fusionsprotein,
bestehend aus mitochondriale Zielsequenz (MTS, engl.: mitochondrial targeting
sequenz, Abb. 20A, orange), eGFP der Viktoriaqualle Aequorea victoria (engl.:
enhanced green fluorescence protein, Abb. 20A, grun) als Detektionsmdglichkeit
und dem Htt Exon 1 (Abb. 20A, rot). Die hier verwendeten Konstrukte besitzen
verschiedene Wiederholungsanzahlen des Glutamine-Codons im Htt Exon1, als
nicht-aggregierende Kontrolle wurde das Htt Exon 1, mit einer Glutamine-
Wiederholung von 25 Aminosauren verwendet (Q25). Als Aggregationsreporter
wurden zwei Konstrukte mit jeweils Q74 und Q115 Wiederholungen verwendet
(Clabough 2013). Um den Import der Konstrukte in die Mitochondrien zu
gewabhrleisten, wurde die MTS der ATPase Untereinheit 9 (Su9) aus dem
Organismus Neurospora crassa verwendet. Als Importkontrolle wurde ein
Konstrukt, bestehend aus MTS und eGFP verwendet (mtGFP) und als
Aggregationskontrolle im Zytosol wurde ein Fusionsprotein aus eGFP und Q115
verwendet (cQ115, engl.: cytosolic Q115). Die Expression aller Konstrukte standen
unter der Regulation des Uberexpressions-Promotors des humanen
Cytomegalovirus (CMV Promotor).

Um die zeitliche Entwicklung der Aggregate zu untersuchen, wurden WT
und Lon gKD Zellen mit den verschiedenen Konstrukten transfiziert. Anschlief3end
wurden die Zellen entweder fur 24 oder 48 Stunden kultiviert, fixiert und mittels
Immunzytochemie detektiert, oder die Aggregatbildung mittels Live Cell-
Mikroskopie Uber 48 Stunden verfolgt (Abb. 20B).
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Die Analyse der angegebenen Konstrukte nach 48-stlindiger Expression
mittels SDS-PAGE, Western Blot und Immunodetektion zeigte, dass die
Konstrukte in Abhangigkeit ihrer Lange unterschiedlich gut zu detektieren waren
(Abb. 20C). Die Importkontrolle mtGFP zeigte eine ahnliche Intensitat der
prozessierten Form bei ~27 kDa in WT und Lon gKD Zellen. Allerdings war eine
leichte Akkumulation der mtGFP Pra-Form bei ~35 kDa in Lon gKD Zellen zu
sehen, was auf einen nicht vollstandigen oder verlangsamten mitochondrialen
Import hinweist. Sowohl in WT als auch in Lon gKD Zellen war cQ115 nur sehr
schlecht detektierbar, was auf die erwartete Aggregation dieses PolyQ-Konstrukts
hinweisen konnte. Fur cQ115 wurde eine theoretische Grofle von ~52 kDa
berechnet, das Konstrukt befand sich allerdings auf der Héhe von ~70 kDa. In den
WT Zellen war mtQ115 ebenfalls nur sehr schlecht detektierbar. Im Vergleich
hierzu war mtQ115 in Lon gKD Zellen eindeutig bei etwa ~70 kDa zu erkennen,
auch hier lag die kalkulierte GrofRe bei ~52 kDa. Die zweite Aggregationskontrolle,
mtQ74, war in beiden Zelllinien deutlich als Pra- und prozessierte Form bei
~49 kDa bzw. ~41 kDa zu detektieren. MtQ74 wurde bei beiden Zelllinien nicht
vollstandig importiert, allerdings war die Pra-Bande sehr schwach. MtQ25, besitzt
zu wenige Glutamin-Wiederholungen um zu aggregieren (Clabough 2013),
allerdings zeigten sich in WT Zellen, nach 48-stundiger Expression, zwei Banden.
Die obere Bande zeigte die kalkulierte GroRe des Konstrukts von ~35 kDa. Die
untere Bande zeigte die molekulare Masse des GFPs ~27 kDa, was darauf
hindeutet, dass nach Import des mtQ25 Konstrukts, das Htt, des Fusionsproteins
abgebaut wurde. GFP, aufgrund seiner Struktur (Ormo et al. 1996), scheint eher
Protease-resistent zu sein, akkumulierte in den WT Mitochondrien und blieb
detektierbar. In Lon gKD war kein partieller Abbau von mtQ25 detektierbar,
lediglich die Bande des gesamten Konstrukts bei ~35 kDa war zu sehen.
Zusammengefasst war anhand der Veranderung der relativen Molekilmasse
erkennbar, dass die meisten Konstrukte mit MTS weitestgehend komplett in die
Mitochondrien importiert wurden. Diese war allerdings nicht bei der Analyse des
mtQ115 zu detektieren, dieses kdnnte auf die schlechtere Aufloésung des SDS-

Gels in héheren ProteingroRen zurtickzufihren sein.
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Abbildung 20: Konstrukt- und Experimentaufbau zur Analyse der mitochondrialen
Aggregatbildung

A Schematische Darstellung der verschiedenen PolyQ-Konstrukte: zur mitochondrialen
Lokalisation besitzen sie eine MTS der ATPase Untereinheit 9 (Su9). Als Detektion diente eGFP
(engl.: enhanced green fluorescence protein, griin) und als Aggregationsreporter Huntingtin Exon 1
mit verschiedenen Polyglutamin Wiederholungen (mtQ115, mtQ74, rot). Als Negativkontrolle wurde
mtQ25 verwende, welches nicht aggregiert. Fir die Kontrolle des Imports wurde mtGFP verwendet.
Als zytosolische Kontrolle wurde cQ115, ohne MTS, verwendet. B Zeitablauf fir Live Cell und
Immunzytochemie mit Fluoreszenz Markierung (IF) Experimente: als Startpunkt dient die
Transfektion, 12 Stunden nach Transfektion beginnt die Live Cell Detektion. Nach 24 oder
48 Stunden werden die Zellen fur die IF fixiert und mittels Immunzytochemie analysiert. C Die
Analyse der 48-stindigen Expression mittels UREA-SDS-PAGE, Western Blot und
Immunodetektion mit den angegebenen Antikérpern. Die Konstrukte wurden nicht vollstandig
importiert und zeigen sowohl die nicht-importierte Pra-Form (p) als auch die importierte,

prozessierte Form (engl.: mature-form, m). GAPDH dient als Ladekontrolle.
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5.4.2 Ausbildung der Vimentin-Hulle um zytosolische und nicht um

mitochondriale Aggregate

Als Nachweis fur den erfolgreichen Import und um zytosolische Aggregate
von mitochondrialen zu unterscheiden, wurde eine Immunzytochemie gegen
Vimentin durchgefihrt. Vimentin bildet eine Hulle um zytosolische, allerding nicht
um mitochondriale Aggregate (Garcia-Mata et al. 1999; L. Fu et al. 2005).
Nachdem die Zellen mit cQ115- oder mtQ115-Konstrukt tranzfiziert und nach
48-stundiger Expression fixiert wurden, wurde eine Immunzytochemie gegen
Vimentin und SDHA durchgefuhrt. FUr die Analyse des Reporterproteins war keine
Immunzytochemie notwendig, da die Expression des eGFP zur Detektion
ausreichte.

Die Analyse der Fluoreszenzmikroskopie nach Transfektion mit cQ115 in
WT als auch in Lon gKD Zellen zeigte, dass sich ein grol3es zytosolische Aggregat
in der Mitte der Zelle gebildet hatte. Dieses Aggregat ist mit einer Vimentin-Hulle
umgeben, die einen Kreis um das GFP-Signal bildete (Abb. 21A, weil3er Pfeil). Bei
beiden Zelltypen war keine Kolokalisation mit dem mitochondrialen SDHA zu
erkennen. Die Lokalisation der zytosolischen Aggregate, sowie die Vimentin-Hulle
weisen darauf hin, dass es sich ein Aggresom gebildet hatte. Durch die
Transfektion mit mtQ115 zeigten sich mehrere Aggregate, die allerdings deutlich
kleiner wirkten, als die zytosolischen Aggregate. Zudem wirken sie nicht rund,
sondern eher oval bzw. Bohnen-férmig. Diese Aggregate waren allerdings klar mit
dem mitochondrialen Protein SDHA ko-lokalisiert, was auf mitochondriale
Aggregate und somit einen erfolgreichen Import der Konstrukte in die
Mitochondrien hinweist (Abb. 21A, weiller Kreis). Die Bildung einer Vimentin-Hulle
konnte hier wiederum nicht detektiert werden.

Fir die Detektion der Anderung der Vimentin Proteinmenge, wurden WT
und Lon gKD Zelllysate nach Transfektion mit mtGFP, cQ115 und mtQ115 und
48-stundiger Inkubation, mittels UREA-SDS-PAGE, Western Blot und
Immunodetektion analysiert. Zunachst war ein eindeutiges mtGFP-Signal
detektierbar, Lon gKD Zellen zeigten eine starkere mtGFP Expression und eine
hdéhere Akkumulation der Pra-Form, was auf einen unvollstandigen Import
hinweist. Das GFP-Signal der beiden anderen Reporter Konstrukte mt/cQ115 war

erneut nur schwer detektierbar. Im WT Lysat, nach der Transfektion mit cQ115,
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war die Proteinmenge von Vimentin deutlich erhdht, im Vergleich zu den Zellen,
die mit mtGFP oder mtQ115 transfiziert wurden. Die Vimentin-Konzentration war
unverandert, wenn Lon gKD Zellen mit mtGFP, mtQ115 oder cQ115 transfiziert
wurden. Besonders auffallig war die Veranderung des LC3 Signals. Bei einem
erhohtem LC3 A/B Typ Il Signal, liegt LC3 in prozessierter Form vor und ist ein
Zeichen fur eine erhohte Autophagie (Zou et al. 2014). Nach der Transfektion mit
cQ115 zeigten WT Zellen eine deutliche Zunahme des LC3 Typ Il Signals, was auf
den Abbau des entstandenen Aggresom durch Autophagie hinweist. Im Vergleich
zu der WT LC3 Typ Il Proteinmenge, zeigten die Lon gKD Zellen, unabhangig ihrer
Transfektion, eine erhohte Autophagie (Abb. 21B), was wiederum auf gestresste
Zellen hinweisen konnte.

Zusammengefasst zeigten diese Ergebnisse, dass die Konstrukte mit MTS
importiert werden, da sich um diese Aggregate keine Vimentin-Hulle bildeten. Des
Weiteren ist auffallig, dass WT cQ115 und alle Zellen des Lon gKD einen erhdhte

Autophagie-Marker zeigten.

Abbildung 21: Fluoreszenzmikroskopische Analyse der Vimentin-Hullenbildung

A Detektion der Vimentin-Hille um zytosolische Aggregate mittels Immunzytochemie gegen
Vimentin (rot) nach der Transfektion mit cQ115 und mtQ115 und 48-stiindiger Expression (grun).
Um die Kolokalisation mit dem mitochondrialen Netzwerk zu detektieren, wurden zusatzlich SDHA
(blau) detektiert. Skala: 100 um. B Fir die Analyse der Vimentin Proteinmenge mittels SDS-PAGE,
Western Blot und Immunodetektion, wurden WT und Lon gKD Zellen mit mtGFP, cQ115 oder
mtQ115 tranzfiziert und nach 48 Stunden lysiert. Zellen, die mit mtGFP transfiziert wurden, zeigten
sowohl die nicht-importierte Pra-Form (p) als auch die importierte, prozessierte Form (engl.:
mature-form, m). Als Kontrolle des Lon gKD diente der Antikdrper gegen Lon. LC3 dient als
Autophagiekontrolle. GAPDH diente als Ladekontrolle.
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5.4.3 Zellen zeigen unterschiedliche Typen der Aggregatbildung

5.4.3.1 Charakterisierung mitochondrialer Aggregatbildung

Fir die morphologische  Untersuchung der  mitochondrialen
Aggregatbildung wurden zunachst die Zellen mit dem mtQ115-Konstrukt
tranzfiziert, nach 48 Stunden Expression fixiert und mittels Immunzytochemie
detektiert. Nach der Transfektion mit mtQ115 wurden verschiedene Morphologie
der Aggregate im mitochondrialen Netzwerk gefunden und in drei verschiedenen
Aggregattypen klassifiziert. Zellen, die sehr viele kleine mitochondriale Aggregate,
verteilt Uber ein tubuldres mitochondriales Netzwerk zeigten, wurden dem Typ 1
zugeordnet. Bei Aggregattyp 2 zeigten die Zellen ein oder zwei sehr grol3e, ovale
Aggregate, wahrend das GFP-Signal im restlichen mitochondrialen Netzwerk
verringert war. Diese Aggregate zeigten ebenfalls eine Kolokalisation mit dem
mitochondrialen Protein SDHA (Abb. 22, Typ 2 Kreis). Auch bei diesem
Aggregattyp zeigten die Mitochondrien keine stressbedingte Fragmentierung,
sondern lagen in einer tubularen Netz-ahnlichen Struktur vor. Zellen, die viele und
sehr helle Aggregate zeigten, die Uber das gesamte mitochondriale Netzwerk
verteilt waren, wurden dem dritten Typ zugeordnet. Zudem war das mitochondriale
Netzwerk stark fragmentiert, welches auf mitochondrialen Stress hinweist. Zellen,
die lediglich ein GFP-Signal zeigten, welches mit SDHA ko-lokalisiert war, wurden
dem Typ 0 zugeordnet (Abb. 22). Durch die Klassifizierung der verschiedenen
mitochondrialen Aggregattypen, wurde im Folgenden die detektierten Aggregate

den Typen zugeordnet.
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Abbildung 22: Charakterisierung der mitochondrialen Aggregatbildung
Charakterisierung der mitochondrialen Aggregate nach Transfektion mit mtQ115 nach 48-stiindiger
Expression mittels Immunzytochemie. Das Fusionsprotein mtQ115 ist durch eGFP (grin)
detektierbar und zeigt bei allen Typen eine Kolokalisation mit dem mitochondrialen SDHA (rot). Die
Mitochondrien weisen vier verschieden Aggregationstypen auf. Typ 0: Das mitochondriale
Netzwerk zeigt ein griines Signal allerdings keine Aggregate. Typ 1: Mitochondrien bilden kleine
punktformige Aggregate, das mitochondriale Netzwerk ist nicht fragmentiert. Typ 2: Mitochondrien
bilden mehrere grof3e, bohnenférmige Aggregate, das mitochondriale Netzwerk ist ebenfalls nicht
fragmentiert. Typ 3: Mitochondriales Netzwerk zeigt eine starke Fragmentierung und viele
Aggregate. Durch Pfeile wurden die beschriebenden Zellen markiert. Der Kern aller Zellen wurde
mittels DAPI (blau) angefarbt. Skala: 100 um.
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5.4.3.2 Aggregatbildung nach Transfektion mit PolyQ-Konstrukten

Fur die Analyse der Aggregatbildung wurden WT und Lon gKD Zellen nach
Transfektion mit mtQ25, mtQ74 oder mtQ115 und einer Kultivierung von 24 oder
48 Stunden fixiert und eine Immunzytochemie gegen das mitochondriale SDHA
durchgefuhrt. Fir die Detektion der Konstrukte, war, aufgrund des eGFPs keine
Antikorperfarbung notwendig. Fur die Verteilung der Aggregattypen, wurden die
Zellen der verschiedenen Typen zugeordnet und die relative Zellzahl im Verhaltnis
zur Gesamtzellzahl kalkuliert. Zur Quantifizierung wurde die mittlere Fluoreszenz-
Intensitat ermittelt. HierfUr wurden die Intensitat der Pixel einer Zelle mithilfe der
Software FIJI detektiert und anschlieRend gemittelt.

Zunachst wurden die Kontrolle mtQ25 analysiert, dieses Konstrukt diente
als nicht-aggregierende Kontrolle. Die Kolokalisation des Reporterproteins und
dem mitochondrialen SDHA war sowohl in WT als auch in Lon gKD Zellen nach
24 und 48 Stunden detektierbar. Die fluoreszenzmikroskopische Untersuchung
zeigte zudem, dass das GFP-Signal gleichmaRig Uber das mitochondriale
Netzwerk verteilt war, was auf die Ldslichkeit des Reporterproteins hinweist
(Abb. 23A). Die Mehrzahl der Zellen zeigte den Aggregationstyp 0, die Zellen
weisen keine Aggregate in den Mitochondrien auf, lediglich ~8% der Lon gKD
Mitochondrien nach 24-stindiger mtQ25 Expression waren leicht gestresst und
fragmentiert (Abb. 23B). Die mittlere Fluoreszenz-Intensitat ist bei allen
Bedingungen und beiden Zelllinien annahernd identisch und relativ gering
(Abb. 23C).

Abbildung 23: Aggregatbildung nach der Transfektion mit mtQ25

A Untersuchung der Aggregatbildung nach Transfektion mit mtQ25 (grin) nach 24- oder
48-stundiger Expression in WT und Lon gKD Zellen mittels Immunzytochemie gegen SDHA (rot).
Der Zellkern wurde mit DAPI (blau) angefarbt. Skala: 100 ym. Verhaltnis der Zellen (B) und
durchschnittliche Fluoreszenz-Intensitat (C) der verschiedenen Aggregattypen. Typ 1 (hellgrau):
Mitochondrien bildeten kleine punktférmige Aggregate, das mitochondriale Netzwerk war nicht
fragmentiert. Typ 2 (schwarz): Mitochondrien bildeten mehrere grof3e, bohnenférmige Aggregate,
das mitochondriale Netzwerk war ebenfalls nicht fragmentiert. Typ 3 (grau): Mitochondriales
Netzwerk zeigte eine starke Fragmentierung und viele Aggregate. Zellen die keine Aggregate

zeigten wurden Typ 0 (dunkelgrau) zugeordnet.
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FUr die Untersuchung von mitochondrialen Aggregaten wurden WT und Lon
gKD Zellen mit dem mtQ74-Konstrukt transfiziert. Diese zeigten, im Vergleich zu
Zellen, die mtQ25 exprimieren, eine unregelmafige Verteilung des GFP-Signals
innerhalb des mitochondrialen Netzwerks. Dieses Signal ist zudem mit dem
mitochondrialen SDHA ko-lokalisiert. Die ungleichmalige Verteilung des GFP-
Signals und die Kolokalisation mit SDHA zeigt, dass das Reporterprotein mtQ74
Aggregate innerhalb des mitochondrialen Netzwerkes bildete. Die restlichen
Reporterproteine scheinen gleichmallig Uber das Netzwerk verteilt zu sein
(Abb. 24A). In WT Zellen konnten sowohl nach 24 als auch 48 Stunden viele kleine
Aggregate (Typ 1) detektiert werden, 16% bzw. 12% der WT Zellen zeigten diesen
Aggregationstypen. In 6% bzw. 4% der WT Zellen wurde ein fragmentiertes
mitochondriales Netzwerk und viele groRere Aggregate detektiert. Zu beiden
Zeitpunkten wurden nur jeweils eine WT Zelle gefunden, die dem Aggregattyp 2
zeigten. Die Verteilung der Aggregatstypen in Lon gKD 24 Stunden nach der
Transfektion mit mtQ74 entsprach, in etwa, der Verteilung der Aggregatstypen bei
WT Zellen. Nach 48 Stunden zeigten Lon gKD Zellen allerdings eine deutliche
Veranderung in der Verteilung der Aggregatstypen. Die Lon gKD Zellen zeigten
mit ~38% deutlich mehr Zellen mit Aggregatstyp 1. GroRere Aggregate oder ein
fragmentiertes mitochondriales Netzwerk waren hier seltener zu finden (Abb. 24B).

Die durchschnittliche Fluoreszenz-Intensitat der Typ 0 und 1 war
unabhangig der Zelllinie und der Expressionszeit der Konstrukte weitestgehend
unverandert. Auffallig war, dass WT Zellen mit Typ 2 Aggregaten, eine hdhere
Fluoreszenz-Intensitat aufwiesen, als Zellen mit Typ 1 Aggregaten. Nur die Lon
gKD Zellen zeigten, nach 24 Stunden Expression, eine vergleichbare Intensitat.
Allerdings wurde nur eine Zelle mit diesem Aggregationstyp gefunden, daher war
dieses nicht reprasentativ. Alle Zellen mit dem Aggregationstyp 3 zeigen eine
erhohte Fluoreszenz-Intensitat, unabhangig von der Expressionszeit und der
Zelllinie (Abb. 24C). Zusammenfassend zeigten Lon gKD verstarkt viele kleine
Aggregate nach langerer Expression der Konstrukte. Und generell zeigten alle

Zellen mit dem Aggregationstyp 3 eine deutlich erhdhte Fluoreszenz-Intensitat.
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Abbildung 24: Aggregatbildung nach der Transfektion mit mtQ74
A Untersuchung der Aggregatbildung nach Transfektion mit mtQ74 (grin) nach 24- oder
48-stundiger Expression in WT und Lon gKD Zellen mittels Immunzytochemie gegen SDHA (rot).
Der Zellkern wurde mit DAPI (blau) angefarbt. Skala: 100 ym. Verhaltnis der Zellen (B) und
durchschnittliche Fluoreszenz-Intensitat (C) der verschiedenen Aggregattypen. Typ 1 (hellgrau):
Mitochondrien bildeten kleine punktférmige Aggregate, das mitochondriale Netzwerk war nicht
fragmentiert. Typ 2 (schwarz): Mitochondrien bildeten mehrere grof3e, bohnenférmige Aggregate,
das mitochondriale Netzwerk war ebenfalls nicht fragmentiert. Typ 3 (grau): Mitochondriales
Netzwerk zeigte eine starke Fragmentierung und viele Aggregate. Zellen die keine Aggregate

zeigten wurden Typ 0 (dunkelgrau) zugeordnet.
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Die Transfektion mit mtQ115 zeigte, dass dieses Konstrukt nur punktuelle
grolRe grune Strukturen innerhalb des mitochondrialen Netzwerks bildete. Diese
Strukturen waren immer mit SDHA ko-lokalisiert. Nach einer Inkubation von
24 Stunden zeigten sowohl WT als auch Lon gKD Zellen sehr viele kleine
Aggregate (Typ 1). Nach 48 Stunden zeigten WT und Lon gKD Zellen die
Ablagerung der Aggregate an mehreren Orten des mitochondrialen Netzwerkes,
wobei WT nur ein und Lon gKD vier Aggregate aufwiesen (Typ 2). Die Transfektion
mit mtQ115 zeigte eine Zeitabhangigkeit der Aggregatsbildung. Nach 24-stlindiger
Expression zeigten 18% der WT oder Lon gKD Zellen viele kleine Aggregate ohne
Fragmentierung der Mitochondrien. 48 Stunden nach Transfektion mit mtQ115
zeigten WT Zellen deutlich mehr Typ 2 Aggregate, bei diesem Typ bilden die
Mitochondrien ein oder mehrere gro3e Aggregate ohne Fragmentierung der
Mitochondrien. WT Zellen zeigten zudem einen ahnlichen Anteil an Aggregattyp 3.
In Lon gKD waren, nach 48-stiindiger Expression, alle Aggregationstypen verstarkt
vorhanden. Typ 1 war zu 26%, Typ 2 zu 14% und Typ 3 zu 6% detektierbar (Abb.
25A/B). Die Veranderung der Fluoreszenz-Intensitat entsprach in etwa der, nach
der Transfektion mit mtQ74. Aggregate in Zellen des Typs 0,1 und 2 zeigten eine
ahnliche Fluoreszenz-Intensitat. Nur Zellen mit dem Aggregationstyp 3 zeigten
eine Zunahme der Fluoreszenz-Intensitat, wobei in WT mit 24-stindiger
Expression nur eine Zelle gefunden wurde (Abb. 25C).

Der Unterschied der Verteilung der Aggregattypen nach verschiedenen
Inkubationszeitraumen weist auf eine Zeitabhangigkeit der Aggregatbildung und
Aggregatablagerung hin. Transfizierte Zellen scheinen zunachst viele kleine
Aggregate innerhalb des mitochondrialen Netzwerkes zu bilden. Innerhalb der
nachsten 24 Stunden lagerten sich die Aggregate in mehrere grol3en zusammen,
wahrend das Reporterprotein aus dem restlichen mitochondrialen Netzwerk
verschwindet. Diese deutet auf eine Akkumulation bzw. Ablagerung des
Reporterproteins an mehreren Punkten im mitochondrialen Netzwerk hin. Ist die
Menge des Reporterproteins zu hoch, ist also die Fluoreszenz-Intensitat erhoht,

fragmentieren die Mitochondrien und es bilden sich sehr viele gro3e Aggregate.
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Abbildung 25: Aggregatbildung nach der Transfektion mit mtQ115

A Untersuchung der Aggregatbildung nach Transfektion mit mtQ115 (griin) nach 24- oder
48-stundiger Expression in WT und Lon gKD Zellen mittels Immunzytochemie gegen SDHA (rot).
Der Zellkern wurde mit DAPI (blau) angefarbt. Skala: 100 ym. Verhaltnis der Zellen (B) und

durchschnittliche Fluoreszenz-Intensitat (C) der verschiedenen Aggregattypen. Typ

Mitochondrien bildeten kleine punktférmige Aggregate, das mitochondriale Netzwerk war nicht
fragmentiert. Typ 2 (schwarz): Mitochondrien bildeten mehrere grof3e, bohnenférmige Aggregate,
das mitochondriale Netzwerk war ebenfalls nicht fragmentiert. Typ 3 (grau): Mitochondriales

Netzwerk zeigte eine starke Fragmentierung und viele Aggregate. Zellen die keine Aggregate

zeigten wurden Typ 0 (dunkelgrau) zugeordnet.

1 (hellgrau):
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Aufgrund der gefunden =zeitabhdngigen Aggregatbildung, wurde im
Folgenden die Aggregatsbildung Uber Zeit untersucht.

5.4.4 Zeitabhangigkeit der mitochondrialen Aggregatbildung

FUr die Analyse der Zeitabhangigkeit der Aggregatbildung wurde die Live
Cell-Mikroskopie nach Transfektion mit mtQ115 durchgefuhrt. Fur die Analyse des
Membranpotentials wurde anschlielend eine TMRE Farbung bei den zuvor
analysierten Zellen durchgefuhrt.

Auffallig war, dass sich die Zelle nach ~18 Stunden geteilt hatte, was auf
gute Bedingungen im Live Cell-Mikroskopie hindeutet. Wahrend der Zellteilung
waren keine Aggregate innerhalb der Mitochondrien sichtbar. Beide Zellen hatten
nach der Teilung theoretisch die gleiche Menge an Reporterprotein mtQ115 im
mitochondrialen Netzwerk. Trotzdem bildete nur eine Zelle nach ~21 Stunden die
ersten kleineren Aggregate, das mitochondriale Netzwerk beider Zellen war hier
nicht fragmentiert. Die obere Zelle bildete im Verlauf der Zeit vier grol3e Aggregate,
wahrend das GFP-Signal im restlichen mitochondrialen Netzwerk abnahm. Die
untere Zelle bildete im Verlauf der Zeit viele kleine Aggregate und wies ab dem
Zeitpunkt t = 38 h fragmentierte Mitochondrien auf. Diese Zelle war ab t=38 h
dem Aggregattyp 3 zugeordnet (Abb. 26A). Die vier grol3en Aggregate, der oberen
Zelle wiesen kein Membranpotential nach ~42 Stunden auf, wahrend das restliche
mitochondriale Netzwerk weiterhin ein normales mitochondriales Netzwerk
aufwies (Abb. 26B, Kreis). Die untere Zelle zeigte eine starke Fragmentierung des
mitochondrialen Netzwerks nach der TMRE-Farbung und begann wahrscheinlich
gerade abzusterben (Abb. 26B). Andere untersuchte und hier nicht gezeigte Zellen
zeigten entweder eine ahnlichen Zeitverlauf bei der Bildung von Aggregaten oder
zeigten ein fragmentiertes mitochondriales Netzwerk. Um eine allgemeine
Aussage uber die Aggregatbildung zu treffen war die Anzahl der untersuchten
Zellen zu gering. FiUr eine spezifische Zeitliche Abfolge der Aggregatbildung

mussen noch mehr Zellen untersucht werden.
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t=26:15h
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Abbildung 26: Zeitabhangigkeit der Aggregatbildung in WT Zellen
Analyse der Zeitabhangigkeit (t) der mitochondrialen Aggregatbildung nach der Transfektion mit

mtQ115 (grin) in WT Zellen mittels Live Cell-Mikroskopie (A) und anschlielender TMRE Farbung
(B, rot). Skala: 100 um.
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Die zeitliche Analyse der Aggregatbildung in Lon gKD Zellen zeigte, dass
die Beispielzelle nach ~18 Stunden mehrere kleine Aggregate bildete. Nach
~25 Stunden fragmentierte das mitochondriale Netzwerk dieser Zelle. Die
Aggregate bewegen sich innerhalb des mitochondrialen Netzwerkes und
begannen nach ~28 Stunden ein grol3es Aggregat zu bilden. Nach ~30 Stunden
zeigte das mitochondriale Netzwerk wieder eine normale tubulére Struktur. In der
Zeit bis t = 38:30 bewegte sich das grolde Aggregat (Typ 2) nur noch geringflgig
im mitochondrialen Netzwerk, welches eine durchgangig eine tubulare Struktur
aufwies (Abb. 27).

Die Analyse der Zeitabhangigkeit der Aggregatbildung zeigte, dass es nicht
mdglich war einen Zeitpunkt festzulegen, nachdem die einzelnen Aggregattypen
erreicht worden sind. In den gewahlten Beispielen zeigten beide Zelllinien die
Tendenz ein oder mehrere grolen Aggregate zu bilden. Die Zeit bei diesen
Beispielzellen war ahnlich. Da ein spezifischer Zeitverlauf nur bedingt
reproduzierbar war und die Anzahl der untersuchten Zellen zu gering war, ist eine
genauere Aussage Uber die Lon-bedingte, zeitabhangige Aggregatbildung nicht
moglich. Dennoch ist ein genereller zeitlicher Verlauf zu beobachten, bei dem sich
erst viele kleine Aggregate (Typ 1) und anschlie®end mehrere grofiere Aggregate
bilden (Typ 2).
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Abbildung 27: Zeitabhangigkeit der Aggregatbildung in Lon gKD Zellen
Analyse der Zeitabhangigkeit (t) der mitochondrialen Aggregatbildung nach der Transfektion mit
mtQ115 (grin) in Lon gKD Zellen mittels Live Cell-Mikroskopie. Skala: 100 pm.
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5.4.5 Abhangigkeit der Aggregatbildung von Mikrotubuli

Fraglich ist, wie diese gro3en Aggregate zum Schutz der Mitochondrien
gebildet werden. Mitochondrien werden entlang des Mikrotubulus durch die Zelle
transportiert und diese Bewegung kdnnte der Mechanismus sein, der zu einer
Aggregatablagerung innerhalb des mitochondrialen Netzwerkes fuhrt. Fur eine
Untersuchung dieser Hypothese wurden WT Zellen, nach der Transfektion mit
mtQ115, mit Mitkotubuli-Inhibitoren direkt, oder 12 Stunden nach der Transfektion
behandelt. Zum einen wurde Benomyl verwendet, es dimerisiert die Untereinheiten
des Mikrotubulus, was zu dessen Zerfall fuhrt. Des Weiteren wurde Cilibrevin
genutzt, es hemmt das Motorprotein Dynein, welches sich entlang des
Mikrotubulus zum Minusende bewegt und somit die Mitochondrien innerhalb der
Zelle zum Nukleus transportiert. AnschlieRend wurden die Zellen weitere 48 bzw.
36 Stunden kultiviert, fixiert und eine Immunzytochemie gegen des mitochondriale
Protein SDHA und das zytosolische Vimentin durchgefuhrt. Die Expression des
Konstrukts war ausreichen und die GFP-Fluoreszenz konnte direkt mittels
Fluoreszenzmikroskop detektiert werden.

Die Benomyl-Behandlung flhrte dazu, dass nur sehr wenige Zellen diese
Prozedur Uberlebten. Die detektierten Zellen zeigten eine starke Fragmentierung
der Mitochondrien nach 12-stindiger Pause zwischen Transfektion und Benomyl-
Zugabe. Zudem konnten, bei den wenigen Uberlebenden Zellen, keine Aggregate
innerhalb gefunden werden (Abb. 28A).

Deutlich mehr Zellen Uberlebten die Behandlung mit Ciliobrevin. Zellen, die
direkt nach der Transfektion mit Ciliobrevin behandelt wurden, zeigten eine
Fragmentierung des mitochondrialen Netzwerkes und sehr viele kleine Aggregate
(Typ 3). Wurde Ciliobrevin 12 Stunden nach der Transfektion hinzugegeben,
bildeten sich mehrere grofle Aggregate (Typ 2). Es wurden allerdings auch Zellen
mit fragmentierten Mitochondrien und vielen kleinen Aggregaten gefunden
(Abb. 28B). Die Hemmung des Motorproteins Dynein scheint ausreichend zu sein,
die Bildung von wenigen groRen Aggregaten zu verhindern. Wurde Dynein erst
nach 12 Stunden gehemmt, hatten die Zellen noch die Mdglichkeit viele Aggregate
an mehreren Orten abzulagern bzw. mehrere grol3e Aggregate zu bilden. In einem

vergleichbaren Zeitraum zeigten unbehandelte Zellen die Ausbildung von ein bis
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zwei groRe Aggregate (vergleiche Abb. 25A). Die Benomyl-Behandlung ist zu

schwerwiegend, sodass nur wenige Zellen diese Behandlung Uberlebten.

A GFP Vimentin SDHA Merge

t=0 h

Benomyl (50 pg/ml)

t=12 h

Ciliobrevin (20 uM)
t=0 h

t=12 h

Abbildung 28: Abhangigkeit der Aggregatbildung von Mikrotubuli

Untersuchung der Abhangigkeit der Aggregatbildung von der mitochondrialen Bewegung entlang

des Mikrotubulus. Nach Transfektion mit mtQ115 (griin) wurden WT Zellen direkt oder nach
12 Stunden mit Benomyl (A) oder Ciliobrevin (B) fir weitere 48 bzw. 36 Stunden behandelt. Nach
der Fixierung und Immunzytochemie konnten Vimentin (rot) und SDHA (blau) detektiert werden.
Skala: 100 ym.
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5.4.6 Charakterisierung zytosolischer Aggregatbildung

Die morphologische Untersuchung der zytosolischen Aggregatbildung
wurden zunachst die Zellen mit dem cQ115-Konstrukt tranzfiziert und nach
48 Stunden Expression fixiert und mittels Immunzytochemie detektiert.

Bei der Fluoreszenz-Mikroskopie wurden zwei verschiedene zytosolische
Aggregatstypen gefunden. Viele kleine zytosolische Aggregat wurden dem Typ B
zugeordnet. Diese waren unregelmallig innerhalb des Zytosols verteilt. Bildeten
sich aus diesen kleinen Aggregaten ein groles, welches nahe dem Nukleus
lokalisiert war, wurden als Typ C bezeichnet. Waren keine Aggregate detektierbar
und zeigten die Zellen ein gleichmalig verteiltes, schwaches und gleichmafiges
GFP-Signal innerhalb des Zytosols, wurden diese Zellen dem Typ A zugeordnet
(Abb. 29A). Das Verhaltnis der Aggregattypen zu Gesamtzellzahl zeigte, dass 13%
der WT Zellen mit kleinen Aggregaten und 18% der WT Zellen ein grol3es Aggregat
aufwiesen. Im Vergleich, zeigten deutlich mehr Lon gKD Zellen den Aggregattyp B,
ahnlich viele Lon gKD Zellen, 20% wiesen den zweiten Aggregattyp auf. Lon gKD
Zellen wiesen doppelt so haufig den Aggregattyp B, im Vergleich zu WT Zellen
(Abb. 29B). Lon gKD Zellen scheinen deutlich haufiger kleinere Aggregate
auszubilden. Dieses konnte auf eine verlangsamte Verarbeitung der Aggregate in
den Lon gKD Zellen bzw. einer verlangsamten Stressantwort hinzuweisen. Des
Weiteren konnte diese verlangsamte Ablagerung eine Folge der verringerte

Stressresistenz der Lon gKD Zellen zu sein.
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Abbildung 29: Charakterisierung zytosolischer Aggregate

A Die Charakterisierung der zytosolischen Aggregate nach Transfektion mit cQ115 nach
48-stiindiger Expression mittels Immunzytochemie. Das Fusionsprotein cQ115 ist durch eGFP
(grun) detektierbar und zeigt keine Kolokalisation mit dem mitochondrialen SDHA (rot). Typ A: Das
GFP-Signal ist gleichmaRig im Zytosol verteilt und es sind keine Aggregate erkennbar. Typ B: Im
Zytosol sind kleinere Aggregate detektierbar. Typ C: Bildung eines grolen Aggregates im Zytosol.
Der Zellkern wurde mit DAPI (blau) angefarbt. Die Pfeile deuten auf die jeweiligen Zellen. Skala:
100 um. B Verhaltnis der Zellzahlen zu den jeweiligen Typen in WT und Lon gKD Zellen nach
48-stiindiger Expression des Reporterproteins cQ115.
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6. Diskussion

6.1 Auswirkungen des partiellen Lon-Verlustes

Lon ist eine der wichtigsten Proteasen in der mitochondrialen Matrix, ein
vollstandiger Verlust ist sowohl embryonal letal im Mausmodell (Quirds et al.
2014), als auch nicht Uberlebensfahig im zellularen Modell (Gibellini et al. 2014;
Bota, Ngo, and Davies 2005). Fur die Analyse der Lon Funktion anhand eines
Funktionsverlust-Modells, wurde ein genetischer, CRISPR/ Cas-vermittelter
Knockdown durchgefuhrt. Die entwickelte Zelllinie zeigte ein konstant verringertes
Lon-Proteinlevel von 27%. Im Vergleich zu frGheren Studien zeigte diese Zelllinie
einen eher milderen Phanotyp, da die meisten untersuchten mitochondrialen
Funktionen kaum Anderungen zeigten.

Die mitochondriale Morphologie der Lon gKD Zellen ist unverandert, somit
scheint Lon keinen direkten Einfluss auf diese zu haben. Viele Studien
untersuchten diesen Einfluss des Funktionsverlustes von Lon anhand eines siRNA
Lon Knockdowns. Eine dieser Studien zeigte einen starken Einfluss auf das
mitochondriale Netzwerk, welches nach der Induzierung des Lon Knockdowns
durch Doxycyclin fragmentierte (Gibellini et al. 2014). Allerdings wurde dieser
Knockdown mittels einer relativ hohen Dosis Doxycyclin induziert. Mangels
notwendiger Kontrollen ist jedoch fraglich ob diese Fragmentierung durch den Lon-
Verlust oder durch die relativ hohe Doxycyclin Dosis hervorgerufen wurde. Da es
sich bei Doxycyclin um einen Inhibitor fur die mitochondriale Translation handelt
(Moullan et al. 2015), kénnte Doxycyclin als mitochondrialer Stressor fur die
Fragmentierung verantwortlich sein. Weitere Studien zeigten in humanen
Fibroblasten (Bota, Ngo, and Davies 2005) oder in Hefe Zellen (Suzuki et al. 1994)
ebenfalls einen stark veranderten Phanotyp mit einem teilweisen bis vollstandigen
Verlust der mitochondrialen Cristae-Struktur. Allerdings war die Lon bzw. Pim1
Proteinmenge in diesen Studien um mehr als 95% reduziert. Aufgrund der
unterschiedlichen Herstellungsweisen der Zellen, wurden unterschiedlich stark
ausgepragte Phanotypen beobachtet. In einer weiteren Studie fihrte der siRNA
Knockdown von Lon allerdings zu einem vergleichbar milden Phanotyp (Bayot et
al. 2014) und ist somit eher vergleichbar mit der hier vorgestellten Lon gKD

Zelllinie. Die Veranderung in den zuvor beschriebenen siRNA Lon-Knockdown-
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Studien hangt sehr wahrscheinlich mit einer sehr starken Schadigung der
Mitochondrien durch den Verlust von Lon zusammen. Ist die Lon-Proteinmenge zu
stark reduziert, werden die Mitochondrien sehr stark geschadigt, welches zu einer
starken Stress-bedingten Fragmentierung fuhrte. Die hier erstelle Lon gKD Zelllinie
hat mit 27% eine Lon-Proteinmenge, die auszureichen scheint die mitochondriale
Morphologie intakt zu halten.

Interessanterweise zeigt der hier vorgestelte Lon gKD eine
Degradationsfunktion, die nicht so stark verringert ist, wie die verbleibende Lon-
Proteinmenge es vermuten lasst. Eine mdgliche Erklarung ist, dass alle Lon-
Hexamere in Lon gKD Zellen durch den Abbau der Reporterproteine belegt sind,
wahrend es noch freie Lon-Komplexe in WT Mitochondrien gibt. Allerdings ist diese
Beobachtung nicht in anderen Studien zu finde, da in den meisten Studien die Lon-
Proteinmenge deutlich geringer war. Die deutliche Abnahme der ATP
Konzentration innerhalb der Lon gKD Mitochondrien kdnnte auf eine verringerte
Proteinmenge der Atmungskettekomplexe bzw. der am Metabolismus beteiligten
Proteine, zurlckzufuhren sein. So gehért NDUFS7 (Untereinheit Komplex 1) zu
den Proteinen, die in Lon gKD Mitochondrien am starksten reduziert waren.
Allerdings gehdrt NDUFA4 zu den Proteinen, die am starksten erhoht waren.
Daher Iasst sie keine einheitliche Aussage uber eine generelle Ab- bzw. Zunahme
der Atmungskettekomplexe treffen. Eine karzlich erschienene Studie zeigte, dass
ein Verlust von Lon zu einer verringerten metabolischen Aktivitat und somit zu
einer verringerten ATP Konzentration fuhrt. Als Grunde wurden hier eine
veranderte Expression von Proteinen aufgeflhrt, die am Metabolismus beteiligt
sind (Hamon et al. 2020). Zudem zeigte eine weitere Studie, dass nach einem Lon
siRNA Knockdown nur noch 50% der ATP Konzentration vorhanden war. Hier
wurde verringerte Proteinmengen des Komplex 1 als Ursache genannt. Allerdings
zeigten diese Zellen auch ein verringertes Membranpotential, sowie die
Fragmentierung des mitochondrialen Netzwerks (Quirds et al. 2014). Es ist daher
fraglich ob die verwendeten Zellen mit den Lon gKD Zellen vergleichbar sind.
Zudem konnten die reduzierte ATP Konzentration in den Lon gKD Mitochondrien
darauf hindeuten, dass sie deutlich mehr Energie brauchen um tberlebenswichtige
Funktionen zu erhalten und eine mdgliche Apoptose zu verhindern. So fuhrt eine
fast vollstandige Reduzierung der Lon-Proteinmenge zu einer erhéhten Caspase-3
induzierten Apoptose (Bota, Ngo, and Davies 2005; Gibellini et al. 2014; 2015).
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Dafiir spricht auch, dass eine Lon Uberexpression zu einer verringerten
Apoptoserate fuhrt (Sung et al. 2018; Quirds et al. 2014).

In unbehandelten Lon gKD Zellen ist keine Akkumulation von oxidierten
Proteinen zu detektieren, die vorhandene Lon-Proteinmenge scheint auszureichen
um diese Proteine zeitnah abzubauen. Allerdings reagieren diese Zellen deutlich
sensitiver auf die Behandlung mit Menadion als WT Zellen. Menadion fuhrt zu einer
Zunahme der oxidierten Proteine (White and Clark 1988), die im Normallfall durch
Lon abgebaut werden (Bota and Davies 2002; Ngo and Davies 2009; Pinti et al.
2015; Bender et al. 2010). In den Lon gKD Zellen scheint die verbleibenden Lon-
Hexamere nicht auszureichen um die erhdhte Menge an oxidierten Proteinen
abzubauen. Alle Lon Proteasen scheinen mit dem Abbau von diesen Proteinen
belegt zu sein und somit akkumulieren oxidierte Proteine. Folglich brauchen die
Lon gKD Zellen langer um die gleiche Menge beschadigter Proteine abzubauen.
Dieses wird durch fruhere Untersuchgen am Hefe Modell bestatigt, pim14 Zellen
reagieren ebenfalls sensitiver auf den Stress durch oxidierte Proteine (Bender et
al. 2010). Eine andere mogliche Erklarung fur diese erhdhte Sensitivitdt und
Accumulation von freien Superoxidradikale ist die Reduktion der SOD2-
Proteinmenge. SOD2 ist das ,Entgiftungsenzym® und schitzt Mitochondrien vor
der Beschadigung durch ungewollte Oxidation indem es freie Superoxidradikale
bindet (MacMillan-Crow and Thompson 1999). Die Regulation von Lon und SOD2
scheinen zusammen zu hangen, da auch in heterozygoten SOD2 Mausen die Lon-
Proteinmenge verringert ist (Bota, Van Remmen, and Davies 2002). Allerdings
wurde noch kein direkter Zusammenhang beschrieben.

Eine weitere interessante Korrelation ist die Reduktion der CLPP Protease in
Lon gKD Zellen, theoretisch ware eine Zunahme von CLPP als Kompensation fur
den partiellen Verlust von Lon zu erwarten. Allerdings sind die
Kompensationseigenschaften von CLPP nur bedingt vorhanden, da bereits gezeigt
wurde, dass CLPP nicht alle Lon Substrate, wie STaR oder ACADM abbauen kann
(Granot et al. 2007; Hansen, Gregersen, and Bross 2005). Uberraschenderweise
ist die CLPP-Proteinmenge nicht verandert nachdem Lon mittels Doxycyclin-
induzierten siRNA Knockdown reduziert wurde (Bayot et al. 2014). Die verringerte
CLPP-Proteinmenge in Lon gKD Zellen fuhrt moglicherweise dazu, dass die

negativen Effekte des Lon-Verlustes nicht mehr kompensiert werden kdnnen.
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Moglicherweise bedingt Lon zudem die Prozessierung des CLPP/X Komplexes,
zumal eine weitere Studie eine Akkumulation von nicht-prozessierten CLPX nach
einem Lon siRNA Knockdown gezeigt hat. Hier wurde vermutet, dass Lon mit MPP
physikalisch interagiert um die MPP-Funktion zu aktivieren (Zurita Rendon and
Shoubridge 2018). Es ist zudem madglich, dass Lon fur die Prozessierung und
Reifung von SOD2 und CLPP, in einer noch nicht bekannten Weise, notwendig ist
oder essentiell an deren Assemblierung beteiligt ist.

Diese Lon gKD Zelllinie hat in Vergleich zu den sonst verwendeten siRNA
Modellen mehr Zeit gehabt, sich an die stabile Reduktion von Lon zu adaptieren.
Diese Adaptionsmoglichkeit ermoglicht die Ausbildung eines milden Phanotyps
sowie die Umstrukturierung des gesamten Proteoms. In den meisten Fallen ist die
Proteinmenge mitochondrialer Proteine, nach Lon gKD, erhdht. Zu erwarten ware
eine Abnahme der Lon-Substrate nach Lon gKD, da die fehlenden Lon-Enzyme
nicht mehr in der Lage sind die Substrate zu degradieren. So fuhrt ein siRNA
Knockout von Lon zu einer Zunahme der Tfam Konzentration in Drosophila
(Matsushima, Goto, and Kaguni 2010). Uberraschenderweise, ist die Menge der
bekannten Lon Substrate wie Aco2 (Bota, Van Remmen, and Davies 2002) und
Tfam (Li, Hou, and Hao 2017) in der Lon gKD Zelllinie nicht verandert. Ahnliches
wurde auch in einer MS Studien an heterozygoten Lon Mausen gefunden, auch
hier waren die Proteinmengen von Tfam und Aco2 nicht verandert (Key et al.
2019). In heterozygoten SOD2 Mausen, in denen die Lon-Proteinmenge verringert
war, wurden ebenfalls keine auffalligen Veranderungen von Aco2 beobachtet
(Bota, Van Remmen, and Davies 2002). Neben den unveranderten Lon
Substraten, gab es allerdings andere auffallig Adaptionen der Lon gKD Zelllinie.
Vor allem wurden verschiedene Mitglieder des mitochondrialen PAM-Komplexes,
sowie Untereinheiten von Tim und Tom hochreguliert. Allerdings zeigte der Import
des radioaktiven Reporterprotein keinen Unterschied zwischen WT und Lon gKD
Zellen. Die Hochregulierung der Untereinheiten des PAM-Komplexes GRPEL2
und DNAJC19 kdnnte, zum einen, ein Hinweis auf mdgliche Lon Substrate sein.
Zum anderen konnte es ein Hinweis auf einen Kompensationseffekt sein, um den
mitochondrialen Import zu normalisieren. Auffallig ist die Zunahme der
Importrezeptoren Tom20 und Tim21. Tom20 ist fur die Erkennung der positiv
geladenen Prasequenzen zustandig (Becker, Bottinger, and Pfanner 2012) und

eine hohere Tom20 Proteinmenge konnte somit die Importeffizienz steigern. Diese
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Effizienzsteigerung war im Experiment mit den hier verwendeten
Reporterproteinen nicht detektierbar. Allerdings kdnnte der mitochondriale Import
in Lon gKD Zellen verringert sein und durch die Hochregulierung von Tom20 und
den Untereinheiten des PAM-Komplexes ausgeglichen und somit nicht
detektierbar sein.

Ein weiterer Kompensationseffekt konnte die Veranderung der
Translationsrate von ATP8 und ND4 sein. Die Translation beider mitochondrial
codierten Untereinheiten ist leicht verringert, wahrend die Translation von ND4L
erhoht ist. Dies konnte die Folge der verringerten Proteinmenge von
verschiedenen Translationskomponenten sein (GATB, PARS, MRPS11). Lon zeigt
bekanntlich drei wesentliche Funktionen von denen eine die Regulation der
Replikation und Transkription durch das Binden der mtDNA ist (G. K. Fu and
Markovitz 1998; T. Liu et al. 2004). Ein Verlust von Lon kann daher zu einer
veranderten Transkription, gefolgt von einer veranderten Translation flhren,
dieses wurde auch bereits in einer anderen Studie gezeigt (Zurita Rendén and
Shoubridge 2018). Des Weiteren konnte diese Veranderungen auch auf eine
Verringerung der mtDNA Menge zuruckzufuhren sein. Dieses wurde bereits in
Krebszellen beobachtete worden, in denen Lon herunterreguliert war (Quirds et al.
2014).

Die verschiedenen Kompensationen zeigen, dass sich die Lon gKD Zellen
an den Lon-Verlust adaptieren konnten, auch wenn sie nicht mehr so
stressresistent sind wie Zellen mit einer normalen Lon-Proteinmenge. Der Lon
Mangel fuhrt zudem zu einer verringerten Degradationsrate, allerdings ist die
Aktivitat der einzelnen Proteasen erhdht um die negativen Effekte moglichst gering

zu halten.

107




DISKUSSION

6.2 Lon-abhéangige, Hitze-induzierte Proteinaggregation

FUr die Analyse des Zusammenhangs zwischen der Hitze-induzierten
Aggregation von mitochondrialen Proteinen und der Protease Lon wurden
aggregierte Proteine nach Hitzestress von WT und Lon gKD Mitochondrien mittels
MS untersucht. Von Interesse ist, ob es eine Korrelation zwischen dem Verlust von
Lon und der Zunahme der Proteinaggregation nach Hitzestress gibt. Eine frihere
Studie zeigte, dass der Verlust von Lon zu einer Akkumulation von ungefalteten
Proteinen fuhrt (Pareek et al. 2018). Analog zu einer vorherigen Studie, in der
aufgrund der angewendeten Methodik nur Tufm und Lon als aggregierende
Proteine gefunden wurden (Wilkening et al. 2018), zeigte die MS Analyse hier,
dass deutlich mehr Proteine aggregierten. Das Aggregationsverhalten von Lon ist
sehr hoch, ahnlich wie in ein einer fruiheren Studie (Wilkening et al. 2018). Lon
wies sowohl in WT als auch in Lon gKD eine ahnliche Aggregationstendenz nach
Hitzestress auf, daher liegt die Vermutung nahe, dass die prinzipielle Struktur und
Physiologie des Lon-Hexamers unverandert ist, da Lon gleich auf den Hitzestress
reagiert.

Generell zeigen mehr Proteine in Lon gKD Mitochondrien eine erhdhte
Aggregationstendenz als Proteine in WT Mitochondrien. Im Gegensatz, zeigte eine
vorangegangene Studie in Hefe, dass eine Pim1 Uberexpression zu einer
verringerten Aggregationstendenz, im Vergleich zu WT Hefezellen, fuhrt (Bender
etal. 2011). In der MS Analyse der Lon gKD Mitochondrien wurden sechs Proteine
gefunden, die eine besonders starke Lon-abhangige und Hitze-induzierte
Proteinaggregation aufweisen. Die ProteingroRe scheint dabei keinen Einfluss auf
die Aggregationstendenz zu haben, da sowohl COA6 mit 15 kDa, als auch QRSL1
mit 57 kDa besonders stark aggregieren. Viele der Proteine mit einer erhdhten
Lon-abhangigen Aggregationstendenz sind zudem auch vermehrt in Lon gKD
Mitochondrien vertreten. Die Problematik an dieser Beobachtung ist, dass nicht
unbedingt davon ausgegangen werden kann, dass diese Proteine besonders stark
aggregieren. Sie kdénnen sowohl potentielle Lon Substrate sein, als auch nur
aggregieren, da sie aufgrund der Adaption an den Lon-Verlust, verstarkt in diesen
Zellen vorkommen. Diese Proteine sollten nicht vollstandig ausgeschlossen

werden, allerdings sind noch weitere Untersuchungen notwendig.

108




DISKUSSION

Die Analyse der Proteine mit verringerter Aggregationstendenz zeigt, dass
hier verstarkt Membranproteine zu finden sind. In einer vorangegangen Studie
wurden Membranproteine als nicht-aggregierende Kontrolle verwendet (Wilkening
et al. 2018). Allerdings wurden in den Lon gKD Mitochondrien einige
Membranproteine auch verstarkt in der Fraktion der aggregierten Proteine
gefunden. So zeigte Tim29 eine erhdhte Lon-abhangige Aggregationstendenz und
kam zudem weniger haufig in Lon gKD Zellen vor. Das Membranprotein Tim29
besitzt zudem einen Matrixloop (Kang et al. 2016) und ist somit auch ein mdgliches
Lon Substrat. Eine vergleichbare Matrix Domane besitzen auch die Lon Substrate
der ATP Synthase a- und pB-Untereinheit (Bayot et al. 2010; Bulteau et al. 2017).

Die Proteine, die verstarkt nach Hitzestress in Lon gKD Zellen aggregieren,
fallen in drei verschiedenen Funktionsklasse, der B-Oxidation, RNA Reifung und
Proteinassemblierung. ACADM ist prominent an der B-Oxidation beteiligt und ein
weiteres bekanntes Lon Substrat (Hansen, Gregersen, and Bross 2005). ACADM
zeigt eine sehr hohe Aggregationstendenz wobei die ACADM Proteinmenge in den
Lon gKD Zellen nicht erhoht ist. Des Weiteren ist LACTB in Lon gKD Zellen
verringert, aggregiert allerdings sehr stark nach Hitzestress. Da LACTB2 in der
Reifung der mRNA beteiligt ist und somit essentiell fur die mitochondriale
Transkription ist, zeigte ein LACTB2 siRNA Knockdown eine Akkumulation von
mitochondrialen Transkriptionsproduktionen (Levy et al. 2016). Die generelle
Reduktion von LACTB2 kann die verringerte mitochondriale Translationsrate von
ATP8 und ND4 erklaren. Des Weiteren kann die schnelle Aggregation von
LACTB2 eine ahnliche Folge haben, wie die schnelle Aggregation von dem
Elongationsfaktor der Translation Tufm (Wilkening et al. 2018). Vermutlich
aggregieren Komponenten der mitochondrialen Translation sehr schnell um die
Translations der mitochondriell-kodierten Proteinen zu stoppen. Dies kdnnte ein
Kompensationsmechanismus sein, der die Lon gKD Zelle wahrend des Hitzestress
vor fehlgefalteten, mitochondrial kodierten Proteinen schutzen soll. Da es bei
einem Verlust von Lon bereits zu einer Akkumulation von nicht prozessierten
Proteinen kommt, da Lon physikalisch mit MPP interagieren soll und durch das
Fehlen von Lon es zu einer Inaktivierung von MPP kommen soll (Zurita Rendon
and Shoubridge 2018), kann eine schnellere LACTB2 Aggregation vor dieser

Akkumulation ebenfalls schitzen.
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6.3 Mitochondriale Proteinablagerung von Aggregaten als

Schutzmechanismus

6.3.1 Lon-abhangige Ablagerung von Aggregaten in Mitochondrien

Da sich die Aggregationstendenz der mitochondrialen Proteine in Lon gKD
Zellen veranderte, war eine weitere Frage, wie und ob sich die Ablagerung von
Aggregaten in Zellen mit einer verringerten Lon-Proteinmenge verandert. Eine
vorangegangene Arbeit zeigte, dass einen Zusammenhang zwischen Pim1 und
der Aggregatbildung im Hefeorganismus besteht. In Zellen, die ein destabilisiertes
Reporterprotein exprimieren, fiihrt die Pim1 Uberexpression zu einem Schutz vor
der Akkumulation von Aggregaten (Bruderek et al. 2018). Die hier entstandenen
Aggregatablagerungen im mitochondrialen Netzwerk zeigten groRe Ahnlichkeiten
mit der zuvor in Hefe beschriebene Ablagerungsstelle mitochondrialer Aggregate,
dem IMiQ (Bruderek et al. 2018). Ahnlich wie das IMiQ, weisen Mitochondrien mit
der Aggregatablagerung im humanen System ebenfalls kein mitochondriales
Membranpotential auf und scheint vom restlichen mitochondrialen Netzwerk
abgetrennt zu sein. Die mdgliche Funktion dieses Kompartiments kdnnte der Erhalt
der mitochondrialen Proteostase sein, indem die Integritdt des restlichen
mitochondrialen Netzwerkes intakt bleibt. Dies fuhrt wiederum zur Erhaltung der
mitochondrialen Funktion und zum Uberleben der Zelle. Somit kann die
Aggregatablagerung in humanen Zellen ebenfalls als IMiQ oder IMiQ-ahnlich
bezeichnet werden. Die Lon gKD Zellen zeigten eine ahnliche zeitliche
Abhangigkeit in der Bildung der PolyQ Aggregate. Lon gKD Zellen bendtigen
langer fur die Ausbildung eines gro3en mitochondrialen Aggregats (Typ 2). Daher
besteht die Vermutung, dass Lon gKD Zellen weniger resistent gegenuber
proteotoxischen Stress als WT Zellen sind. Prinzipiell sind auch die Lon gKD Zellen
in der Lage IMiQs zu bilden, allerdings brauchen diese Zellen deutlich langer als
die WT Zellen.

Ein wichtiger Faktor fUr die Verarbeitung von Aggregaten scheint die Menge
der fehlgefalteten Proteine zu sein. Besonders unterscheiden sich die
verschiedenen Typen von mitochondrialen Aggregaten anhand der Intensitat der
Fluoreszenz. Wenn sich das e GPF des Reporterproteins nicht verandert und somit

seine Fluoreszenzeigenschaft nicht verliert, kann davon ausgegangen werden,
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dass sich die Fluoreszenz-Intensitat von eGFP proportional zu der Proteinmenge
des PolyQ-Konstrukts verhalt. Aufgrund der verwendeten Methodik konnten nicht
alle Zellen mit der gleichen Menge an Plasmid transfiziert werden, somit gab es
keine vergleichbare Menge des PolyQ Reporterproteins. In den Zellen mit sehr
hohen Fluoreszenz-Intensitat wurden dementsprechend auch eine grof’e Menge
an Reporterprotein exprimiert. Unter dieser Voraussetzung zeigten Typ 1 und 2
mitochondrialer Aggregate eine ahnliche geringe Intensitat, wie die Zellen ohne
Anzeichen von Aggregaten. Lediglich die Zellen mit fragmentierten Mitochondrien
und vielen grofleren Aggregaten (Typ 3) zeigten eine deutliche Zunahme der
Fluoreszenz-Intensitat. Somit ist die Proteinmenge in den Typ 3 Zellen auch
deutlich erhoht, was wiederum zu einer Zunahme des proteotoxischen Stress flhrt.
In den Zellen, die einen Aggregationstyp 1 oder 2 zeigen, scheint die Proteostase
durch die Ausbildung der groReren Aggregate geschutzt zu sein, indem die
proteotoxischen Effekte von kleineren Aggregaten verringert werden (Miller, Mogk,
and Bukau 2015). Wenn die Menge an ungefalteten Proteinen zu hoch ist, sodass
die Ablagemechanismen des mtPQC Systems Uberlastet sind, fragmentieren die
Mitochondrien.

Die Mechanismen der Aggregatablagerungen im Zytosol scheinen sehr
ahnlich zu denen der beobachteten Ablagerung der mitochondrialen Aggregate zu
sein. Zur Bildung des Aggresomens werden die fehlgefalteten Proteine Uber
Dynein zum MTOC am Nukleus transportiert. Dort kann das entstandene
Aggresom durch das Lysosom abgebaut werden (Olzmann and Chin 2008). Durch
die Inhibierung von Dynein wird deutlich, dass ein ahnlicher Mechanismus auch
bei der Ansammlung der mitochondrialen Aggregate eine Rolle spielen muss, da
sich weniger eindeutige IMiQs nach der Hemmung von Dynein bildeten. Allerdings
scheint hier eine Bildung der Vimentin-Hulle nicht notwendig zu sein, da das
Aggregat und damit die freiliegenden hydrophoben Seitenketten, durch die
mitochondrialen Membranen geschutzt ist. Die Frage besteht, ob das entstandene
IMiQ, ahnlich wie das Aggresom, auch von den Lysosomen bzw. Uber Mitophagie
abgebaut wird. Allerdings ist der Mitophagie-Marker LC3 nicht verandert. In Lon
gKD Zellen ist die Autophagie in allen untersuchten Zellen erhdht, was darauf
hindeutet, dass mehr Mitochondrien durch den Lon-Verlust geschadigt sind. Es ist
daher mdglich, dass diese Zellen empfindlicher auf den Stress durch die

Transfektion und den proteotoxischen Stress reagieren.
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Eine andere Studie in menschlichen Zellen zeigte keine Aggregation eines
PolyQ-Konstrukts mit ahnlicher Anzahl an Glutamin-Wiederholungen in
Mitochondrien (Rousseau et al. 2004). Diese Studie verwendete ein Konstrukt aus
einer MTS sowie dem Exon 1 des humanen Huntingtins mit einer Glutamin-
Wiederholung von Q119. Ein wesentlicher Unterschied des Konstrukts und dem
hier verwendeten Fusionskonstrukt ist das eGFP, welches hier zu Detektion
diente. Uberraschenderweise konnte in der Rousseau-Studie keine Aggregation
detektiert wurden, wahrend hier eindeutig Aggregate innerhlab des
mitochondrialen Netzwerkes gefunden wurden. Des Weiteren wurden die
Aggregate an mehreren Orten, ahnlich des IMiQs, innerhalb des mitochondrialen
Netzwerkes abgelagert. Die Unterschiede der Aggregatbildung von beiden
Konstrukten koénnten mit einem fehlerhaften mitochondrialen Import des
Konstruktes ohne eGFP erklart werden. Mitochondriale Proteine werden, nach
allgemeiner Meinung (Becker, Béttinger, and Pfanner 2012), zunachst vollstandig
im Zytosol translatiert und anschlieBend in das Mitochondrium importiert. Das
Rousseau-Konstrukt kdnnte im Zytosol bereits aggregieren und somit nicht mehr
importierbar sein, da es nicht mehr durch die Importkanale passt. Allerdings ist
damit der vollstandige Import des hier verwendeten Konstrukts nicht erklarbar. Es
besteht die Moglichkeit, dass Mitochondrien, ahnlich wie das ER, Proteine
kotranslational importieren. Die Zellen kdnnten zunachst den N-Terminus mit der
MTS des Reporterproteins translatieren und bis zum PAM-Komplex in der inneren
Matrix importieren. Angetrieben durch den PAM-Komplex wurde das
Reporterprotein anschlie3end in die Matrix gezogen werden, wahrend es parallel
translatiert wird. Daher wurde der PolyQ Domane keine Moglichkeit zur
Aggregation gegeben werden. Somit schutz der Aufbau und die damit verbundene
Lange wahrend des Imports vor einer verfrihten Aggregation im Zytosol. Dieses
wiirde zudem die Ahnlichkeit des hier gefundenen Aggregationsverhalten zu dem
in der Rousseau-Studie beobachteten Aggregationsverhalten im ER erklaren
(Rousseau et al. 2004). Diese Studie zeigte zudem, dass mitochondriale Netzwerkt
fragmentierte, wahrend in dieser Arbeit das mitochondriale Netzwerk
weitesgehend intact zu seinen schien, sofern die Menge an Reporterprotein nicht
zu hoch war. Es besteht die Mdglichkeit, dass die PolyQ-Konstrukte ohne eGFP
die Importkanale durch eine Aggregation im Zytosol verstopfen und somit die

Mitochondrien stressen (Rassow et al. 1989), was wiederum die Fragmentierung
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des mitochondrialen Netzwerkes erklaren kdnnte. Das Fusionskonstrukt aus MTS,
eGFP und Q115 scheint demzufolge ohne zytosolische Aggregation importiert
werden zu kénnen. Zudem besteht die Moglichkeit, dass das eGFP, ahnlich der
Carrier Proteine, wahrend der Expression an zytosolische Chaperone bindet,
welche wiederum auch das Q115 binden kdnnten und somit vor einer Aggregation
im Zytosol schutzen. Nach dem mitochondrialen Import verbleiben die Chaperone
im Zytosol und es kommt zur Aggregation im Mitochondrium. Ahnlich sind auch die
gefundenen Aggregate im ER zu erklaren (Rousseau et al. 2004). Dieses muss

allerdings noch genauer untersucht werden.

6.3.2 Modell: mitochondriale Antwort auf Aggregate als

Stressantwort

Anhand der Beobachtungen aus der Untersuchung der Ablagerung von
mitochondrialen Aggregaten an einem Punkt innerhalb des mitochondrialen
Netzwerkes, ergibt sich ein Modell zur Stressantwort auf mitochondriale
Aggregate. Dieses Modell zeigt zwei mdgliche Varianten, wie die Zellen auf den
proteotoxischen Stress innerhalb des mitochondrialen Netzwerks reagieren
konnen. Aufgrund der Akkumulation der ungefalteten Proteine bilden sich zunachst
viele kleine Aggregate (Typ 1; Abb. 30). Als Schutzmechanismus werden die
Aggregate an einem Ort innerhalb des mitochondrialen Netzwerkes abgelagert
und bilden ein groRes Aggregat (Typ 2; Abb. 30). Dieses sichert die Integritat des
mitochondrialen Netzwerkes und somit das Uberleben der Zelle. Ist die
Aggregatmenge und somit der proteotoxische Stress zu hoch, fragmentiert das
mitochondriale Netzwerk und die Zelle stirbt (Typ 3; Abb. 30).
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Abbildung 30: Modell zur Stressantwort auf mitochondriale Aggregate

Das Modell zur Ablagerung von mitochondrialen Aggregaten zeigt zwei mdgliche Ablaufe, wie
Zellen auf proteotoxischen Stress innerhalb des mitochondrialen Netzwerkes reagieren. Zunachst
bilden sich viele kleine Aggregate (Typ 1). Zum Schutz bildet das mitochondriale Netzwerk ein
grofRes Aggregat, welches tber Dynein zum Kern transportiert und abgelagert wird (Typ 2). Somit
kann die Zelle Uberleben. Ist die Menge der fehlgefalteten und aggregierten Proteine zu hoch,
fragmentieren die Mitochondrien und die Zellen sterben (Typ 3).
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6.4 gKD Lon Zellen als zellulares Modell fur das Altern

Der Zusammenhang zwischen dem Verlust von Lon und Alterungsprozessen
ist bereits langer bekannt, da alternde Zellen eine Zunahme an Stress durch ROS
zeigen und Lon die einzige bekannte Protease ist, die oxidativ-beschadigte
Proteine abbauen kann (Ngo and Davies 2007; Bota, Van Remmen, and Davies
2002). Werden diese Proteine nicht zeithah abgebaut besteht die Gefahr, dass
diese modifizierten Proteine aggregieren (Bota, Van Remmen, and Davies 2002).
Durch diese Aggregate verlieren Mitochondrien ihre Funktion, was zum Zelltod
fuhren kann. Alternde Zellen zeigen zudem einen verlangsamten Abbau
beschadigter Proteine und eine daraus resultierende Zunahme an mitochondrialen
Aggregaten sowie der Apoptoserate (Bota, Van Remmen, and Davies 2002; Bota,
Ngo, and Davies 2005). Die hier vorgestellten Lon gKD Zellen zeigten eine stabile
Reduzierung der Lon-Proteinmenge und kdnnen sich, ahnlich der Adaption an das
Alter, an diesen Verlust gewdhnen und sie durch Kompensierungs-mechanismen
ausgleichen. In den friher verwendeten Modellen wurde die Lon Reduktion durch
einen herkdbmmlichen siRNA Knockdown herbeigeflhrt. Die untersuchten Zellen
hatten keine Moglichkeiten den Lon-Verlust auszugleichen und dienen daher nur
unzureichend als Modell fur Alterungsprozesse.

Die Lon gKD Zellen reagieren deutlich sensitiver auf den Stress durch ROS,
produzieren weniger ATP und zeigen eine verringerte SOD2 Proteinmenge. In
Muskelzellen alternder Mause wurde ebenfalls eine reduzierte Lon-Proteinmenge
gefunden. Zudem zeigten Mause mit einer reduzierten SOD2 Proteinmenge
ebenfalls eine verringerte Lon-Proteinmenge (Bota, Van Remmen, and Davies
2002). In alternden Ratten zeigte sich zwar keine Reduktion in der Lon-
Proteinmenge, allerdings war die Aktivitat von Lon reduziert was wiederum zu der
Akkumulation von beschadigten Proteinen flhrt (Bakala et al. 2003).

Unabhangige Untersuchungen zeigen eine Reduktion von Lon wahrend
Alterungsprozessen, sowie eine Zunahme der Aggregation von beschadigten
Proteinen. Zudem zeigen sich Ahnlichkeiten zwischen dem Mausmodellen und der
humanen Lon gKD Zelllinie (Bota and Davies 2002; Bota, Van Remmen, and
Davies 2002; Bota and Davies 2016; Erjavec et al. 2013). Daher bietet das
vorgestellte Lon gkKD Modell eine gute Mdoglichkeit, Alterungsprozessen am

humanen Zellmodell zu untersuchen (Abb. 31).
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Abbildung 31: Lon gKD Zellen als zelluldres Alterungsmodell

Gesunde Mitochondrien besitzten ein funktionierends mtPCQ-System mit Lon als wichtiger Matrix
Protease. Lon schitzt vor Proteinschaden, indem Lon diese Proteine zeitnah abbaut. In Alternden
Zellen ist die Proteinmenge von Lon dauerhaft verringert. Der Verlust von Lon hat viele negativen
Folgen. Im Alter erhoht sich der Stress durch ROS und die Proteinmenge von SOD?2 ist verringert.
Hierdurch kommt es zu einer Zunahme der Proteinschaden, was zu der Zunahme an Aggregaten
fuhrt, da die beschadigten Proteine nicht mehr zeitnah durch Lon abgebaut werden kénnen. Zudem
ist die Bildung von IMiQ-8hnlichen Aggregatablagerungen innerhalb des mitochondrialen
Netzwerkes verlangsamt. Als wichtiger Bestandteil des mtPQC-Systems fihrt der Verlust zu einer

verschlechterung der mtPQC Funktion.
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6.5 Offene Fragen und Ausblicke

Das zellulare Lon gKD Modell, welches in dieser Arbeit etabliert wurden, zeigt
eine gute Mdglichkeit die Abhangigkeit verschiedener mitochondrialer Prozesse
von der Protease Lon zu untersuchen. Es existieren noch einige Ablaufe und
mitochondriale Funktionen, die noch untersucht werden kdnnten.

In dieser Arbeit wurde sowohl ein leichter Effekt von Lon auf die
mitochondriale Translation beobachtet, zudem waren Komponenten der
Translation in den Lon gKD Zellen herunterreguliert. Eine Frage ergibt sich aus
diesen Beobachtungen: Ist neben der mitochondrialen Translation auch die
Replikation und Transkirption durch den Verlust von Lon verandert. Des Weiteren
besteht die Uberlegung, ob sich die Menge der mtDNA durch die Reduktion von
Lon verandert und ob dies negative Auswirkungen haben kdnnte. Da dieses Modell
eine verringerte ATP Konzentration aufweist, besteht weiterhin die Frage was
diese Reduktion auslést hat. Ursachen wie eine Anderung der metabolischen
Funktion sowie Veranderung der mitochondrialen Respiration hierfur
verantwortlich sein und sollte untersucht werden. Zudem sollte die
Zusammensetzung der Atmungskettekomplexe analysiert werden, um mdgliche
Veranderungen durch die Anderung der Proteinmenge der
Atmungskettenuntereinheiten nachzuweisen.

Da es durch den partiellen Verlust von Lon zu einer Veranderung des
mitochondrialen Proteom gekommen ist, besteht die Vermutung, dass sich auch
das restliche, zellulare Proteom adaptiert hat. Daher kdnnte noch das restliche
Proteomen analysiert werden, ob zum Beispiel Effekte auf den Apoptose- oder
Mitophagie-Regulationswege zu beobachten sind.

Eine weitere Frage, die nach der Analyse der Hitze-induzierten Aggregation
aufkam war, inwiefern sich die Aggregation auf verschiedene zellulare Prozesse
auswirkt. Da bislang das Aggregationsverhalten in isolierten Mitochondrien
untersucht wurde, koénnte man dieses im gesamten zelluldaren System
wiederholen. Gibt es hier besonders auffallige Anderungen der Proteostase oder
werden Mitochondrien in gestressten Zellen haufiger abgebaut?

Die Abhangigkeit der Aggregatablagerung von Dynein sollte noch
weitreichender analysiert werden, zumal dieses bislang nur in WT Zellen

untersucht wurde. Hierfur bietet sich eher Ciliobrevin als Benomyl als Inhibitor an,
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da die Schadigung des gesamten zellularen Systems durch Benomyl zu grof} ist.
Des Weiteren konnte untersucht werden, ob die Bildung von IMiQs in humanen
Zellen zu einem besseren Uberleben der Zelle fiihrt.

Eine Untersuchung dieser Fragestellungen wirde zu einem besseren
Verstandnis der Lon Funktion in Alterungsprozessen und der damit verbunden

Akkumulation von Proteinaggregaten innerhalb von Mitochondrien fuhren.
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Anhang

pKP_9 Su9-cyb2(81-167)-DHFR-6His - 6311 nt

(Beschriftung siehe S. 120)
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Abbildung S$1: Plasmidekarten der erstellen Reporterprotein-Konstrukte

A Plasmidkarte flir pKPQ9, fiir das Reporterprotein Su9-ACytb (62-167)-DHFR mit T7 Promotor flr
die in vitro Transkription in Kanninchen Reticulozyten Lysate (Promega). Plasmidkarte fur pKP12
(B) und pKP13 (C), die das PolyQ-Reporterprotein fir humane Expression durch den CMV
Promotor kodieren. Die Konstrukte bestehen aus einer mitochondrialen Zielsequenz (MTS, engl.:
mitochondrial targeting sequenz) der ATPase Untereinheit 9 (Su9) aus dem Organismus
Neurospora crassa. Als Reporter besitzen die Konstrukte ein eGFP der Viktoriaqualle Aequorea
victoria (engl.: enhanced green fluorescence protein) und das Huntingtin Exon 1 (Abb. 20A, rot) mit
verwschiedenen Glutamin-Wiederholungen von Q25 bzw. Q74. Alle Plasmide eine Kanamycin

Resistenz (KanR) zur bakteriellen Selektion.

Tabelle S1: Proteomédnderung nach Lon gKD
Anderung des Proteoms nach Lon gKD in isolierten Mitochondrien. Angegeben sind Name,

Uniprot-ID, die mitochondriale Lokalisation (Lok), die Proteingréfe sowie die Veranderung (log2).

GroBe Anderung

Name UniprotID  Beschreibung Lok [kDa] (log2)

Cytochrome b-c1 complex subunit 6-like,

UQCRHL  AOAQ096LP55 mitochondrial im 10.7 0.30
TMEM223 AOPJWG6 Transmembrane protein 223 m 22 0.94
VWAS A3KMH1 \éon Willebrand factor A domain-containing protein o 2147 -0.46
NUDT19 A8MXV4 Nucleoside diphosphate-linked moiety X motif 19 o 422 0.25
SGK1 000141 Serine/threonine-protein kinase Sgk1 m 489 0.94
HAX1 000165 HCLS1-associated protein X-1 o} 316 -0.20
NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur
NDUFS8 000217 protein 8, mitochondrial m 23.7 0.00
CLIC1 000299 Chloride intracellular channel protein 1 o} 269 049
Pyruvate dehydrogenase protein X component,
PDHX 000330 mitochondrial m 541 0.14
POLRMT 000411 DNA-directed RNA polymerase, mitochondrial m 138.5 -0.80
NDUFA4 000483 Cytochrome c¢ oxidase subunit NDUFA4 im 9.4 5.65
DDX3X 000571 ATP-dependent RNA helicase DDX3X om 732 024
ACACB 000763 Acetyl-CoA carboxylase 2 om 2764 -1.15

Cytochrome ¢ oxidase subunit 7A-related protein,
mitochondrial

[3-methyl-2-oxobutanoate dehydrogenase
[lipoamide]] kinase, mitochondrial

Mitochondrial import inner membrane translocase

COX7R 014548 im 126 -1.30

BCKDK 014874 m 46.3 1.04

TIM23 014925 im 219 0.63

subunit Tim23
UQCRQ 014949 Cytochrome b-c1 complex subunit 8 im 9.9 1.08
RAB7L 014966 Ras-related protein Rab-7L1 o} 23.1 1.05
ATP2A1 014983 i_?_rs;)géaimlc/endoplasmlc reticulum calcium o 1102 0.12
MRPP3 015091 Mitochondrial ribonuclease P catalytic subunit m 67.3 0.82
DEGSH1 015121 Sphingolipid delta(4)-desaturase DES1 o} 37.8 0.50
GNPAT 015228 Dihydroxyacetone phosphate acyltransferase o} 771 -0.05
MRPS12 015235 288 ribosomal protein S12, mitochondrial im 15.2  -0.17

Branched-chain-amino-acid aminotransferase,

BCATZ 015382 mitochondrial

m 443 -0.05
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CYB5B
NDUFS4

EMCS8
HTRA2

TIM44

NDUFB5

NDUFB3

MCAT
SCO2

IDH3B
NRD1
NDUFS5

TIM8A

OPA1
KIF1B
FADS1
PPL
ACSL4

TIM17B

ABCB7

PTCD1
HIP1R
COoQ9

NDUFS7

NDUFS2
NIPSNAP2
NDUFS6

CS
MTX2
PMPCB

NDUFS3

ECI2
MTRF1

KBL

ERAL1
MTU1

CMCH1
IDH1
GATB

Sco1
ATP5H
ATPS5L

043169
043181

043402
043464

043615

043674

043676

043772
043819

043837
043847
043920

060220

060313
060333
060427
060437
060488

060830

075027

075127
075146
075208

075251

075306
075323
075380

075390
075431
075439

075489

075521
075570

075600

075616
075648

075746
075874
075879

075880
075947
075964

Cytochrome b5 type B

NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur
protein 4, mitochondrial

ER membrane protein complex subunit 8

Serine protease HTRA2, mitochondrial
Mitochondrial import inner membrane translocase
subunit TIM44

NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta
subcomplex subunit 5, mitochondrial

NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta
subcomplex subunit 3

Mitochondrial carnitine/acylcarnitine carrier protein
Protein SCO2 homolog, mitochondrial

Isocitrate dehydrogenase [NAD] subunit beta,
mitochondrial

Nardilysin

NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur
protein 5

Mitochondrial import inner membrane translocase
subunit Tim8 A

Dynamin-like 120 kDa protein, mitochondrial
Kinesin-like protein KIF1B

Fatty acid desaturase 1

Periplakin

Long-chain-fatty-acid--CoA ligase 4
Mitochondrial import inner membrane translocase
subunit Tim17-B

ATP-binding cassette sub-family B member 7,
mitochondrial

Pentatricopeptide repeat-containing protein 1,
mitochondrial

Huntingtin-interacting protein 1-related protein
Ubiquinone biosynthesis protein COQ9,
mitochondrial

NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur
protein 7, mitochondrial

NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur
protein 2, mitochondrial

Protein NipSnap homolog 2

NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur
protein 6, mitochondrial

Citrate synthase, mitochondrial

Metaxin-2

Mitochondrial-processing peptidase subunit beta
NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur
protein 3, mitochondrial

Enoyl-CoA delta isomerase 2, mitochondrial
Peptide chain release factor 1, mitochondrial
2-amino-3-ketobutyrate coenzyme A ligase,
mitochondrial

GTPase Era, mitochondrial

Mitochondrial tRNA-specific 2-thiouridylase 1
Calcium-binding mitochondrial carrier protein
Aralar1

Isocitrate dehydrogenase [NADP] cytoplasmic
Glutamyl-tRNA(GIn) amidotransferase subunit B,
mitochondrial

Protein SCO1 homolog, mitochondrial

ATP synthase subunit d, mitochondrial

ATP synthase subunit g, mitochondrial

16.3
20.1

23.8
48.8

51.3

21.7

11.4

32.9
20.8

42.2
131.5
12.5

11

111.6
204.3
51.9
204.6
79.1

18.3

82.6

78.8
119.3
35.5

235

52.5
33.7
13.7

51.7
20.7
54.3

30.2

43.6
52.3

45.3

48.3
47.7

74.7
46.6
61.8

33.8
18.5
11.4
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-1.01
0.88

0.00
0.41

-0.23

-0.26

0.87

0.26
0.27

0.49
-1.48
-0.26

0.28

0.57
-1.79
0.16
-1.14
0.93

-0.76

0.65

-0.15
-0.67
0.07

-2.05

0.31
-0.23
0.22

0.40
0.42
0.24

0.26

-0.31
1.05

-0.14

0.32
-0.78

0.28
0.21
-3.68

0.28
0.23
0.00
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ATP-dependent Clp protease ATP-binding subunit

CLPX 076031 clpX-like, mitochondrial 692 033
JTB 076095 Protein JTB o 16.3 -0.42
TOM70 094826 Mitochondrial import receptor subunit TOM70 om 674 034
GLSK 094925 Glutaminase kidney isoform, mitochondrial m 73.4 0.52

NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta .
NDUFB6 095139 subcomplex subunit 6 im 15,5 0.69

MFN2 095140 Mitofusin-2 om 86.3 0.65
NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta .

NDUFB4 095168 subcomplex subunit 4 im 15.2  0.31

NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta

subcomplex subunit 8, mitochondrial

NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha . i

NDUFA7 095182 subcomplex subunit 7 im 12.5 1.04

LETM1 095202 Mitochondrial proton/calcium exchanger protein im 83.3 0.33

NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha . i
NDUFA10 095299 subcomplex subunit 10, mitochondrial m 40.7 025

NDUFB8 095169 im 21.8 -0.15

SYFM 095363 Phenylalanine--tRNA ligase, mitochondrial m 52.3 -0.82
MPC2 095563 Mitochondrial pyruvate carrier 2 im 14.3 4.25
ETHE1 095571 Persulfide dioxygenase ETHE1, mitochondrial m 279 0.14
ACSL3 095573 Long-chain-fatty-acid--CoA ligase 3 om 804 0.30
CDS2 095674 Phosphatidate cytidylyltransferase 2 im 514 043
AIFM1 095831 Apoptosis-inducing factor 1, mitochondrial ims 66.9 0.26

N(G),N(G)-dimethylarginine
dimethylaminohydrolase 2

Mitochondrial mMRNA pseudouridine synthase
TRUB2

NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta
subcomplex subunit 10

Mitochondrial import receptor subunit TOM40

DDAH2 095865 m 296 0.35

TRUB2 095900 m 36.7 0.30
NDUFB10 096000 im 20.8 0.30

TOM40 096008 om 379 0.12

homolog
GLUD1 P00367 Glutamate dehydrogenase 1, mitochondrial m 61.4 0.21
DHFR P00374 Dihydrofolate reductase m 21.4  0.51
NB5R3 P00387 NADH-cytochrome b5 reductase 3 om 342 0.23
GSHR P00390 Glutathione reductase, mitochondrial m 56.2 1.28
COX2 P00403 Cytochrome c oxidase subunit 2 im 255 1.45
GOT2 P00505 Aspartate aminotransferase, mitochondrial m 475 0.1
ASS1 P00966 Argininosuccinate synthase om 46,5 -0.41
NU4M P03905 NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 4 im 515 0.38
CAT P04040 Catalase o] 59.7 0.36
SOD2 P04179 Superoxide dismutase [Mn], mitochondrial m 247 -0.53
OAT P04181 Ornithine aminotransferase, mitochondrial m 485 0.25
TYMS P04818 Thymidylate synthase im 35.7 -0.12
ARGH1 P05089 Arginase-1 om 347 nd
ALDH2 P05091 Aldehyde dehydrogenase, mitochondrial m 56.3 0.44
ANT2 P05141 ADP/ATP translocase 2 im 328 0.36
Propionyl-CoA carboxylase alpha chain,
PCCA P05165 mitochondrial m 80 -0.12
Propionyl-CoA carboxylase beta chain,
PCCB P05166 mitochondrial m 58.2 0.05
ATPB P06576 ATP synthase subunit beta, mitochondrial m 56.5 0.14
QCR6 P07919 Cytochrome b-c1 complex subunit 6, mitochondrial im 10.7 -0.82
FH P07954 Fumarate hydratase, mitochondrial m 546 017
HSPO0B P08238 Heat shock protein HSP 90-beta o] 83.2 0.02
Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit
PHE1A P08559 alpha, somatic form, mitochondrial 433 049
CYC1 P08574 Cytochrome c1, heme protein, mitochondrial im 354 0.37
MRPL3 P09001 39S ribosomal protein L3, mitochondrial im 386 0.12
GSTP1 P09211 Glutathione S-transferase P o] 23.3 0.33
CNP P09543 2',3'-cyclic-nucleotide 3'-phosphodiesterase o] 475 -0.29
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DLDH
COXe6C
PARP1

CISD3

HSP72
FDX1
ARAF

DLAT

COX5B
MGST1
HSP60
CLUS

PHE1B

ODB2

MACAD

PYC
ANT1
ANT3
CKMT

ODBA
UNG
COX4I1

ETFA

MTHFD2

UQCRB
NDPKA

ACADS
GJA1
NDUFB7
HK1
NDUFV2

COX5A
MAOA

VDAC1
SDHB

ODBB

TGM2
MUT
SCP2

FDXR

UQCRC2
FECH

P09622
P09669
P09874

POC7PO

PODMV8
P10109
P10398

P10515

P10606
P10620
P10809
P10909

P11177

P11182

P11310

P11498
P12235
P12236
P12532

P12694
P13051
P13073

P13804

P13995

P14927
P15531

P16219
P17302
P17568
P19367
P19404

P20674
P21397

P21796

P21912

P21953

P21980
P22033
P22307

P22570

P22695
P22830

Dihydrolipoyl dehydrogenase, mitochondrial
Cytochrome c oxidase subunit 6C

Poly [ADP-ribose] polymerase 1

CDGSH iron-sulfur domain-containing protein 3,
mitochondrial

Heat shock 70 kDa protein 1A

Adrenodoxin, mitochondrial
Serine/threonine-protein kinase A-Raf
Dihydrolipoyllysine-residue acetyltransferase
component of pyruvate dehydrogenase complex,
mitochondrial

Cytochrome c oxidase subunit 5B, mitochondrial
Microsomal glutathione S-transferase 1

60 kDa heat shock protein, mitochondrial
Clusterin

Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit
beta, mitochondrial

Lipoamide acyltransferase component of
branched-chain alpha-keto acid dehydrogenase
complex, mitochondrial

Medium-chain specific acyl-CoA dehydrogenase,
mitochondrial

Pyruvate carboxylase, mitochondrial

ADP/ATP translocase 1

ADP/ATP translocase 3

Creatine kinase U-type, mitochondrial
2-oxoisovalerate dehydrogenase subunit alpha,
mitochondrial

Uracil-DNA glycosylase

Cytochrome c oxidase subunit 4 isoform 1,
mitochondrial

Electron transfer flavoprotein subunit alpha,
mitochondrial

Bifunctional methylenetetrahydrofolate
dehydrogenase/cyclohydrolase, mitochondrial
Cytochrome b-c1 complex subunit 7

PDZ domain-containing protein 8

Short-chain specific acyl-CoA dehydrogenase,
mitochondrial

Gap junction alpha-1 protein

NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta
subcomplex subunit 7

Hexokinase-1

NADH dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein 2,
mitochondrial

Cytochrome c oxidase subunit 5A, mitochondrial
Amine oxidase [flavin-containing] A
Voltage-dependent anion-selective channel protein
1

Succinate dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur
subunit, mitochondrial

2-oxoisovalerate dehydrogenase subunit beta,
mitochondrial

Protein-glutamine gamma-glutamyltransferase 2
Methylmalonyl-CoA mutase, mitochondrial
Non-specific lipid-transfer protein
NADPH:adrenodoxin oxidoreductase,
mitochondrial

Cytochrome b-c1 complex subunit 2, mitochondrial
Ferrochelatase, mitochondrial
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3

54.1
8.8
113

14.2

70
19.4
67.5

69

13.7
17.6
61

52.5

39.2

53.5

46.6

129.
33
32.8
47

50.4
34.6
19.6

35.1

37.9

13.5
171

44.3
43

16.4
102.
27.4

16.8
59.6

30.8
31.6

43.1

77.3
83.1
59

53.8

48.4
47.8

0.37
0.04
-0.13

3.14

0.58
0.35
nd

0.22

0.56
0.77
0.27
-0.04

0.27

-0.08

-0.21

6 0.53
nd
0.36
-1.79

0.24
0.70
0.04

0.63

0.70

0.19
0.76

nd
-0.47
0.64
4 0.69
1.12

0.05
0.72

0.19
-0.30

0.31

0.03
0.41
0.53

-0.58

0.26
1.51
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ME2
RPS3
GCSH
CPT2

ATP5F1

ACAT1
MPST

TNRG6

ATPA
IVD
AK4
APEX1

NDUFS1
ODPAT

AL4A1
PRDX5
PRDX3

ATPD
ECHS1
PPIF
AL1B1

SDHA

CPS1

DNAJA1
UQCRC1

HIBADH

GK
PYCR1
ACSLA1

DUT

SHMT2
PHB
HMGCL
ATPG

CPOX
LONP1

DLST

ETFB
mtHSP70
MDH2
HADHA

PNPLA4
ECI1
LRPPRC
ACAA2

P23368
P23396
P23434
P23786

P24539

P24752
P25325

P25445

P25705
P26440
P27144
P27695

P28331

P29803

P30038
P30044
P30048

P30049
P30084
P30405
P30837

P31040

P31327

P31689
P31930

P31937

P32189
P32322
P33121

P33316

P34897
P35232
P35914
P36542

P36551
P36776

P36957

P38117
P38646
P40926
P40939

P41247
P42126
P42704
P42765

NAD-dependent malic enzyme, mitochondrial
40S ribosomal protein S3

Glycine cleavage system H protein, mitochondrial
Carnitine O-palmitoyltransferase 2, mitochondrial
ATP synthase F(0) complex subunit B1,
mitochondrial

Acetyl-CoA acetyltransferase, mitochondrial
3-mercaptopyruvate sulfurtransferase

Tumor necrosis factor receptor superfamily
member 6

ATP synthase subunit alpha, mitochondrial
Isovaleryl-CoA dehydrogenase, mitochondrial
Adenylate kinase 4, mitochondrial

DNA-(apurinic or apyrimidinic site) lyase
NADH-ubiquinone oxidoreductase 75 kDa subunit,
mitochondrial

Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit
alpha, testis-specific form, mitochondrial
Delta-1-pyrroline-5-carboxylate dehydrogenase,
mitochondrial

Peroxiredoxin-5, mitochondrial
Thioredoxin-dependent peroxide reductase,
mitochondrial

ATP synthase subunit delta, mitochondrial
Enoyl-CoA hydratase, mitochondrial
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase F, mitochondrial
Aldehyde dehydrogenase X, mitochondrial
Succinate dehydrogenase [ubiquinone]
flavoprotein subunit, mitochondrial
Carbamoyl-phosphate synthase [ammonia],
mitochondrial

DnaJ homolog subfamily A member 1
Cytochrome b-c1 complex subunit 1, mitochondrial
3-hydroxyisobutyrate dehydrogenase,
mitochondrial

Glycerol kinase 3

Pyrroline-5-carboxylate reductase 1, mitochondrial
Long-chain-fatty-acid--CoA ligase 1

Deoxyuridine 5'-triphosphate nucleotidohydrolase,
mitochondrial

Serine hydroxymethyltransferase, mitochondrial
Prohibitin

Hydroxymethylglutaryl-CoA lyase, mitochondrial
ATP synthase subunit gamma, mitochondrial
Oxygen-dependent coproporphyrinogen-Il|
oxidase, mitochondrial

Lon protease homolog, mitochondrial
Dihydrolipoyllysine-residue succinyltransferase
component of 2-oxoglutarate dehydrogenase
complex, mitochondrial

Electron transfer flavoprotein subunit beta
Stress-70 protein, mitochondrial

Malate dehydrogenase, mitochondrial
Trifunctional enzyme subunit alpha, mitochondrial
Patatin-like phospholipase domain-containing
protein 4

Enoyl-CoA delta isomerase 1, mitochondrial
Leucine-rich PPR motif-containing protein,
mitochondrial

3-ketoacyl-CoA thiolase, mitochondrial

333
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65.4
26.7
18.9
73.7

28.9

45.2
33.2

37.7

59.7
46.3
253
35.5

79.4

42.9

61.7
22.1
277

17.5
31.4
22

57.2

72.6

164.8

44.8
52.6

35.3

61.2
33.3
77.9

26.5

56
20.8
34.3
33

50.1
106.4

48.7

27.8
73.6
35.5
82.9

28
32.8
157.8
41.9

0.10
0.25
0.43
-0.34

-0.22

0.23
0.02

1.39

0.22
0.25
0.44
-0.37

0.17

0.48

-1.85
0.21
0.06

5.17
0.27
0.48
0.25

0.13

-0.71

-0.57
0.31

-0.30

0.59
-0.06
0.34

0.01

0.12
-0.10
0.14
0.24

0.74
-1.91

0.07

0.90
0.18
0.23
0.38

1.14
-0.13
0.15
0.30
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GPD2
TSFM
VDAC2

ACADSB

MTIF2
QARS

UQCRFS1

ATPO
IDH2

NRAM2

MRPL19
TUFM
AL7A1
GLUD2
HARS2

ACADVL
ACOT2
NDUFV1
LIG3
IDH3A

PPOX
CPT1A
DAP3

IDH3G
SSADH

NDUFAS8

HK2
MRPL12
TXTP

SUCA

CCHL
POLG
AK2

P5CS
P5CS

SCOT

ATPK
ATPSI

NDUAG

SYNJ2BP
ABCE1
HSPE1
MRPS22
MRPS25
MRPS35
MRPS5

P43304
P43897
P45880

P45954

P46199
P47897

P47985

P48047
P48735

P49281

P49406
P49411
P49419
P49448
P49590

P49748
P49753
P49821
P49916
P50213

P50336
P50416
P51398

P51553

P51649

P51970

P52789
P52815
P53007

P53597

P53701
P54098
P54819
P54886
P55084

P55809

P56134
P56385

P56556

P57105
P61221
P61604
P82650
P82663
P82673
P82675

Glycerol-3-phosphate dehydrogenase,
mitochondrial

Elongation factor Ts, mitochondrial
Voltage-dependent anion-selective channel protein
2

Short/branched chain specific acyl-CoA
dehydrogenase, mitochondrial

Translation initiation factor IF-2, mitochondrial
Glutamine--tRNA ligase

Cytochrome b-c1 complex subunit Rieske,
mitochondrial

ATP synthase subunit O, mitochondrial

Isocitrate dehydrogenase [NADP], mitochondrial
Natural resistance-associated macrophage protein
2

39S ribosomal protein L19, mitochondrial
Elongation factor Tu, mitochondrial
Alpha-aminoadipic semialdehyde dehydrogenase
Glutamate dehydrogenase 2, mitochondrial
Probable histidine--tRNA ligase, mitochondrial
Very long-chain specific acyl-CoA dehydrogenase,
mitochondrial

Acyl-coenzyme A thioesterase 2, mitochondrial
NADH dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein 1,
mitochondrial

DNA ligase 3

Isocitrate dehydrogenase [NAD] subunit alpha,
mitochondrial

Protoporphyrinogen oxidase

Carnitine O-palmitoyltransferase 1, liver isoform
28S ribosomal protein S29, mitochondrial
Isocitrate dehydrogenase [NAD] subunit gamma,
mitochondrial

Succinate-semialdehyde dehydrogenase,
mitochondrial

NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha
subcomplex subunit 8

Hexokinase-2

39S ribosomal protein L12, mitochondrial
Tricarboxylate transport protein, mitochondrial
Succinate--CoA ligase [ADP/GDP-forming] subunit
alpha, mitochondrial

Cytochrome c-type heme lyase

DNA polymerase subunit gamma-1

Adenylate kinase 2, mitochondrial
Delta-1-pyrroline-5-carboxylate synthase
Trifunctional enzyme subunit beta, mitochondrial
Succinyl-CoA:3-ketoacid coenzyme A transferase
1, mitochondrial

ATP synthase subunit f, mitochondrial

ATP synthase subunit e, mitochondrial

NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha
subcomplex subunit 6

Synaptojanin-2-binding protein

ATP-binding cassette sub-family E member 1

10 kDa heat shock protein, mitochondrial

28S ribosomal protein S22, mitochondrial

28S ribosomal protein S25, mitochondrial

28S ribosomal protein S35, mitochondrial

28S ribosomal protein S5, mitochondrial

80.8
354
31.5

47.5

81.3
87.7

20.6

23.3
50.9

62.2

33.5
49.5
58.5
61.4
56.9

70.3
53.2
50.8
112.
39.6

50.7
88.3
45.5

42.8
57.2

20.1

102.
21.3
34

36.2

30.6
139.
26.5
87.2
51.3

56.1

10.9
7.9

15.1

15.9
67.3
10.9
41.3
20.1
36.8
48

0.56
0.35
0.15

-0.74

0.47
0.49

0.06

0.11
0.01

-0.25

0.10
0.39
-0.26
0.22
-0.05

0.61
0.49
0.18
8 -0.10
0.56

0.29
0.25
0.23

0.62
1.05

-0.12

3 nd
0.08
0.20

0.13

0.33
5 -0.39
-0.08
0.09
0.25

-0.70

-1.59
-0.83

0.15

0.85
-0.62
0.27
0.21
0.54
0.39
0.22
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MRPS36
MRPS11
MRPS15
MRPS21
MRPS34
MRPS6

MRPS9

LACTB

CYCS
TFAM
MPCP
SORD

DHODH
OGDH
MMSDH

BDH1

FKBP4
SLC25A11

SSBP1

YWHAH
FOLC

Cc1QBP

BAX
BCL2L1
PMPCA
GRSF1
TRAP1

ECHA1

COASY
MRPL28
MRPL49
NNT
MTX1
RAB32
AUH
COX17
MRPL58
ENDOG
FKBP8
GK3P

FASTKD3

LARS2
KARS
OXA1L

PDK1

PDK3

TOMM20

MTFR1
SURF1

P82909
P82912
P82914
P82921
P82930
P82932
P82933

P83111

P99999
Q00059
Q00325
Q00796

Q02127
Q02218
Q02252

Q02338

Q02790
Q02978

Q04837

Q04917
Q05932

Q07021

Q07812
Q07817
Q10713
Q12849
Q12931

Q13011

Q13057
Q13084
Q13405
Q13423
Q13505
Q13637
Q13825
Q14061
Q14197
Q14249
Q14318
Q14409

Q14Cz7

Q15031
Q15046
Q15070

Q15118
Q15120

Q15388

Q15390
Q15526

28S ribosomal protein S36, mitochondrial

28S ribosomal protein S11, mitochondrial

28S ribosomal protein S15, mitochondrial

28S ribosomal protein S21, mitochondrial

28S ribosomal protein S34, mitochondrial

28S ribosomal protein S6, mitochondrial

28S ribosomal protein S9, mitochondrial
Serine beta-lactamase-like protein LACTB,
mitochondrial

Cytochrome ¢

Transcription factor A, mitochondrial
Phosphate carrier protein, mitochondrial
Sorbitol dehydrogenase

Dihydroorotate dehydrogenase (quinone),
mitochondrial

2-oxoglutarate dehydrogenase, mitochondrial
Methylmalonate-semialdehyde dehydrogenase
[acylating], mitochondrial
D-beta-hydroxybutyrate dehydrogenase,
mitochondrial

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP4
Mitochondrial 2-oxoglutarate/malate carrier protein
Single-stranded DNA-binding protein,
mitochondrial

14-3-3 protein eta

Folylpolyglutamate synthase, mitochondrial
Complement component 1 Q subcomponent-
binding protein, mitochondrial

Apoptosis regulator BAX

Bcl-2-like protein 1

Mitochondrial-processing peptidase subunit alpha
G-rich sequence factor 1

Heat shock protein 75 kDa, mitochondrial
Delta(3,5)-Delta(2,4)-dienoyl-CoA isomerase,
mitochondrial

Bifunctional coenzyme A synthase

39S ribosomal protein L28, mitochondrial

39S ribosomal protein L49, mitochondrial
NAD(P) transhydrogenase, mitochondrial
Metaxin-1

Ras-related protein Rab-32
Methylglutaconyl-CoA hydratase, mitochondrial
Cytochrome c oxidase copper chaperone
Peptidyl-tRNA hydrolase ICT1, mitochondrial
Endonuclease G, mitochondrial

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP8
Glycerol kinase 3

FAST kinase domain-containing protein 3,
mitochondrial

Probable leucine--tRNA ligase, mitochondrial
Lysine--tRNA ligase

Mitochondrial inner membrane protein OXA1L
[Pyruvate dehydrogenase (acetyl-transferring)]
kinase isozyme 1, mitochondrial

[Pyruvate dehydrogenase (acetyl-transferring)]
kinase isozyme 3, mitochondrial

Mitochondrial import receptor subunit TOM20
homolog

Mitochondrial fission regulator 1

Surfeit locus protein 1

3

3

o

m
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11.5
20.6
20.8
10.7
256
14.2
45.8

60.7

11.7
29.1
40.1
38.3

42.8
115.9
57.8

38.1

51.8
34

17.2

28.2
64.6

31.3

21.2
26

58.2
53.1
80.1

35.8

62.3
30.1
19.2
113.8
51.4
25
35.6
6.9
23.6
32.6
44.5
60.6

75.6

101.9
68
48.5

49.2
46.9

16.3

37
33.3

-0.28
-1.04
0.58
0.47
0.19
-0.64
0.33

0.65

0.18
0.06
0.00
-0.22

0.25
0.08
0.42

-0.63

0.10
0.26

0.40

-0.29
0.92

0.35

4.25
0.36
0.24
0.38
0.12

0.20

0.09
0.01
0.22
0.14
0.35
0.41
-0.54
-0.36
-0.80
0.69
0.35
0.59

0.12

0.14
0.19
0.34

0.91
0.57

4.90

1.77
0.29
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TOMM34
ETFDH
FXN
PDHK4

CYP1B1
DECR1

NDUFA5

CLPP

TST
GLO2

NDUFA9
ME3
PCK2

HADH
MIC60
PGS1
TRMS
NDUFAF6

HSDL1
ALDH1L2

TIM50
NADK2
ACSF3

CCDC58
AGK
LACTB2

FASTKD1
MTX3
COQ5

EARS2
PITRM1
COAG6
AARS2
SLC27A3

COX20

TIMM23B

VARS2
RARS2
THEMA4

CHCHD2P9

MRPL2
ATAD3B

Q15785
Q16134
Q16595
Q16654

Q16678
Q16698

Q16718

Q16740

Q16762
Q16775

Q16795
Q16798
Q16822

Q16836
Q16891
Q32NB8
Q32P41
Q330K2

Q3SXM5
Q3SY69

Q3ZCQ8
Q4GON4
Q4G176

Q4VC31
Q53H12
Q53H82

Q53R41
Q5HY17
Q5HYK3

Q5JPH6
Q5JRX3
Q5JTJ3

Q5JTZ9
Q5K4L6

Q5RI15

Q5SRD1

Q5ST30
Q5T160
Q5T1C6

Q5T1J5

Q5T653
Q5T9A4

Mitochondrial import receptor subunit TOM34
Electron transfer flavoprotein-ubiquinone
oxidoreductase, mitochondrial

Frataxin, mitochondrial

[Pyruvate dehydrogenase (acetyl-transferring)]
kinase isozyme 4, mitochondrial

Cytochrome P450 1B1

2,4-dienoyl-CoA reductase, mitochondrial

NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha
subcomplex subunit 5

ATP-dependent Clp protease proteolytic subunit,
mitochondrial

Thiosulfate sulfurtransferase
Hydroxyacylglutathione hydrolase, mitochondrial
NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha
subcomplex subunit 9, mitochondrial
NADP-dependent malic enzyme, mitochondrial
Phosphoenolpyruvate carboxykinase [GTP],
mitochondrial

Hydroxyacyl-coenzyme A dehydrogenase,
mitochondrial

MICOS complex subunit MIC60
CDP-diacylglycerol--glycerol-3-phosphate 3-
phosphatidyltransferase, mitochondrial

tRNA (guanine(37)-N1)-methyltransferase
NADH dehydrogenase (ubiquinone) complex I,
assembly factor 6

Inactive hydroxysteroid dehydrogenase-like protein
1

Mitochondrial 10-formyltetrahydrofolate
dehydrogenase

Mitochondrial import inner membrane translocase
subunit TIM50

NAD kinase 2, mitochondrial

Acyl-CoA synthetase family member 3,
mitochondrial

Coiled-coil domain-containing protein 58
Acylglycerol kinase, mitochondrial
Endoribonuclease LACTB2

FAST kinase domain-containing protein 1,
mitochondrial

Metaxin-3
2-methoxy-6-polyprenyl-1,4-benzoquinol
methylase, mitochondrial

Probable glutamate--tRNA ligase, mitochondrial
Presequence protease, mitochondrial
Cytochrome ¢ oxidase assembly factor 6 homolog
Alanine--tRNA ligase, mitochondrial

Long-chain fatty acid transport protein 3
Cytochrome c oxidase assembly protein COX20,
mitochondrial

Putative mitochondrial import inner membrane
translocase subunit Tim23B

Valine--tRNA ligase, mitochondrial

Probable arginine--tRNA ligase, mitochondrial
Acyl-coenzyme A thioesterase THEM4

Putative coiled-coil-helix-coiled-coil-helix domain-
containing protein CHCHD2P9, mitochondrial
39S ribosomal protein L2, mitochondrial
ATPase family AAA domain-containing protein 3B

34.5
68.5
23.1
46.4

60.8
36

13.5

30.2

33.4
33.8

42.5
67
70.7

34.3
83.6
62.7
58.2
38.2

37

101.7

39.6
49.4
64.1

16.6
471
32.8

97.3
35.1
37.1

58.7
117.3
14.1
107.3
78.6

13.3

28

118.4
65.5
27.1

15.5

33.3
72.5

-0.44
0.17
0.41
-1.99

-1.34
0.33

-0.18

-0.62

0.14
3.01

0.22
1.70
-0.12

-0.09
0.15
1.19
-0.77
0.64

1.89
0.71

0.15
-0.37
-0.57

0.45
0.01
-1.47

nd
0.56
-1.78

0.05
0.37
0.51
-0.33
-0.67

-0.61

0.63

1.32
0.41
0.55

0.47

-0.13
0.16
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ATP11

NDUFAF5
LYRM7
MARC1

KANK2

TTC19
MRMA1
ACAD10
PDE12

SLC25A24
HIBCH
RPUSD3

MRPL54
MRPL14
SFXN4
FDX2
FAHD1
DARS2
TMEMG65

C1T™M
MIC27
COX15

TM10C
DHX30
ARMX2
PARS2

NDUFAF7

FAKD5

MRPL21
GLUCM
DHX29
MTERF4
MRPL55
MRPL10
COXM1
GLRX5
BPHL
TMEM173
DLP1

TMEM126B

MCAT MT
MFN1
HSCB

RHOT2
RHOT1
MSRB3
MRPL41

SUV3

Q5TC12

Q5TEU4
Q5U5X0
Q5VT66

Q632Y3

Q6DKK?2
Q6IN84

Q6JQN1
Q6L8Q7

Q6NUK1
Q6NVY1
Q6P087

Q6P161
Q6P1L8
Q6P4A7
Q6P4F2
Q6P587
Q6P148
Q6PI78

Q6UB35
Q6UXV4
Q7KZN9

Q7LOY3
Q7L2E3
Q7L311

Q7L3T8

Q7L592

Q7L8L6

Q7Z2W9
Q7Z3D6
Q72478
Q7Z6M4
Q7Z7F7
Q7Z7H8
Q7Z7K0
Q86SX6
Q86WAG
Q86WV6
Q86YH6

Q8IUX1

Q8IVSs2
Q8IWA4
Q8IWL3

Q8IXI1
Q8IXI2
Q8IXL7
Q8IXM3

Q8IYB8

ATP synthase mitochondrial F1 complex assembly
factor 1

Arginine-hydroxylase NDUFAF5, mitochondrial
Complex Ill assembly factor LYRM7
Mitochondrial amidoxime-reducing component 1
KN motif and ankyrin repeat domain-containing
protein 2

Tetratricopeptide repeat protein 19, mitochondrial
rRNA methyltransferase 1, mitochondrial
Acyl-CoA dehydrogenase family member 10
2',5'-phosphodiesterase 12

Calcium-binding mitochondrial carrier protein
SCaMC-1

3-hydroxyisobutyryl-CoA hydrolase, mitochondrial
Mitochondrial mMRNA pseudouridine synthase
RPUSD3

39S ribosomal protein L54, mitochondrial

39S ribosomal protein L14, mitochondrial
Sideroflexin-4

Ferredoxin-2, mitochondrial

Acylpyruvase FAHD1, mitochondrial
Aspartate--tRNA ligase, mitochondrial
Transmembrane protein 65

Monofunctional C1-tetrahydrofolate synthase,
mitochondrial

MICOS complex subunit MIC27

Cytochrome c oxidase assembly protein COX15
homolog

tRNA methyltransferase 10 homolog C

Putative ATP-dependent RNA helicase DHX30
Armadillo repeat-containing X-linked protein 2
Probable proline--tRNA ligase, mitochondrial
Protein arginine methyltransferase NDUFAF7,
mitochondrial

FAST kinase domain-containing protein 5,
mitochondrial

39S ribosomal protein L21, mitochondrial
D-glutamate cyclase, mitochondrial
ATP-dependent RNA helicase DHX29
Transcription termination factor 4, mitochondrial
39S ribosomal protein L55, mitochondrial

39S ribosomal protein L10, mitochondrial

COX assembly mitochondrial protein homolog
Glutaredoxin-related protein 5, mitochondrial
Valacyclovir hydrolase

STimulator of interferon genes protein
Decaprenyl-diphosphate synthase subunit 2
Complex | assembly factor TMEM126B,
mitochondrial

Malonyl-CoA-acyl carrier protein transacylase,
mitochondrial

Mitofusin-1

Iron-sulfur cluster co-chaperone protein HscB,
mitochondrial

Mitochondrial Rho GTPase 2

Mitochondrial Rho GTPase 1
Methionine-R-sulfoxide reductase B3

39S ribosomal protein L41, mitochondrial
ATP-dependent RNA helicase SUPV3L1,
mitochondrial
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42.4
38.6
118.8
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53.3
43.5
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15.8
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38

19.5
24.8
73.5
255

105.7
29.1
46

47.3
133.9
65.6
53.2

49.2

86.5

22.8
66.4
155.1
43.9
15.1
29.3
12.5
16.6
32.5
42.2
441

259

42.9
84.1
274

68.1
70.7
20.7
15.4

87.9

-0.11

nd
0.10
0.29

-1.63

-0.01
-0.07
-0.22
0.54

0.05
-0.02
0.54

3.44
1.54
0.24
0.91
0.15
0.33
-3.12

0.04
0.56
1.25

0.50
0.38
-0.13
-3.20

0.34

0.17

0.26
0.74
-0.37
0.52
0.22
0.27
0.64
0.30
-0.11
-0.44
0.30

1.20

0.06
1.06
3.59

-0.14
1.00
0.13
-0.87

0.32
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MICU2
CLYBL

NDUFAF2
SLC35F6
MIA40

CBR4
MRPL50
MCATL
MRPL43
SPATAS
RDH13
NOA1

PDPR

NNRE
MCU
PDZD8
FLAD1
ABHD11
COQS8A
GRPEL2

PLINP1

GDAP1

NUBPL
SLC25A40
MRPL30

PNPT1
PTPMT1

PTCD2
TFB1M
MAIP1

CTLA1
RTN4IP1
BRI3BP
DHBS8
MRPS27
MRPS31
AKAP1
BAD
GCDH
RRF2M
MULA
FASTKD4
FAM162A
MRPL24
TB1
MCUR1

CHCHD1

COA7
TAM41
PYCR2

Q8IYus
Q8NOX4

Q8N183
Q8N357
Q8N4Q1

Q8N4T8

Q8NSN7
Q8N8R3
Q8N983

Q8NB90
Q8NBN7
Q8NC60

Q8NCN5

Q8NCW5
Q8NES86
Q8NEN9
Q8NFF5
Q8NFV4
Q8NI60
Q8TAAS5

Q8TAES

Q8TB36

Q8TB37
Q8TBP6
Q8TCC3

Q8TCS8
Q8WUKO

Q8WV60
Q8WVMO
Q8WWC4

Q8WWI5
Q8WWV3
Q8WY22
Q92506
Q92552
Q92665
Q92667
Q92934
Q92947
Q969S9
Q969V5
Q96920
Q96A26
Q96A35
Q96AG3
Q96AQ8

Q96BP2

Q96BR5
Q96BW9
Q96C36

Calcium uptake protein 2, mitochondrial
Citramalyl-CoA lyase, mitochondrial

NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha
subcomplex assembly factor 2

Solute carrier family 35 member F6
Mitochondrial intermembrane space import and
assembly protein 40

Carbonyl reductase family member 4

39S ribosomal protein L50, mitochondrial
Mitochondrial basic amino acids transporter
39S ribosomal protein L43, mitochondrial
Spermatogenesis-associated protein 5
Retinol dehydrogenase 13

Nitric oxide-associated protein 1

Pyruvate dehydrogenase phosphatase regulatory

subunit, mitochondrial

NAD(P)H-hydrate epimerase

Calcium uniporter protein, mitochondrial

PDZ domain-containing protein 8

FAD synthase

Protein ABHD11

Atypical kinase COQ8A, mitochondrial

GrpE protein homolog 2, mitochondrial
Growth arrest and DNA damage-inducible
proteins-interacting protein 1
Ganglioside-induced differentiation-associated
protein 1

Iron-sulfur protein NUBPL

Solute carrier family 25 member 40

39S ribosomal protein L30, mitochondrial
Polyribonucleotide nucleotidyltransferase 1,
mitochondrial
Phosphatidylglycerophosphatase and protein-
tyrosine phosphatase 1

Pentatricopeptide repeat-containing protein 2,
mitochondrial

Dimethyladenosine transferase 1, mitochondrial
m-AAA protease-interacting protein 1,
mitochondrial

Choline transporter-like protein 1
Reticulon-4-interacting protein 1, mitochondrial
BRI3-binding protein

Estradiol 17-beta-dehydrogenase 8

28S ribosomal protein S27, mitochondrial
28S ribosomal protein S31, mitochondrial
A-kinase anchor protein 1, mitochondrial
Bcl2-associated agonist of cell death
Glutaryl-CoA dehydrogenase, mitochondrial
Ribosome-releasing factor 2, mitochondrial

Mitochondrial ubiquitin ligase activator of NFKB 1

FAST kinase domain-containing protein 4
Protein FAM162A

39S ribosomal protein L24, mitochondrial
Solute carrier family 25 member 46
Mitochondrial calcium uniporter regulator 1

Coiled-coil-helix-coiled-coil-helix domain-containing

protein 1
Cytochrome c¢ oxidase assembly factor 7

Phosphatidate cytidylyltransferase, mitochondrial

Pyrroline-5-carboxylate reductase 2
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71.9
254

254

41.3

34.1
38.1
18.5

85.9

22.8

43.9
39.5
32.5

73.3
43.6
27.8
27

47.6
45.3
97.3
18.4
48.1
86.5
39.8
70.7
17.3
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46.1
39.7
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25.7
51
33.6
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-0.03
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0.31

-0.31
-0.08
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-0.34
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0.14
0.49
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-0.40
-0.05
0.41
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0.20

0.45
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NSUN4
RPUSD4

ACSF2

FOXRED1
CcOoQsB
TIM14

ECHDC3

FMT1
MRPL38
MRRF
MTERF3

MALSU1

MRPS24
MRPL53

DNAJA3
MRPS39

MMAB

MRPL48
MARS2
MYO19

OXNAD1
PGAM5

DHTKD1
NARS2
SUCLG2

USMG5

FAM210B
DNAJC30
FAM210A
MCEE
TRNT1
TEFM
EFG

MCCA

TWNK
CDK5RAP1
YME1LA
RMDN3
PARKY7

VAT1

TIM17

PHB2
HSD17B10

Q96CB9
Q96CM3

Q96CM8

Q96CU9
Q96D53
Q96DA6

Q96DC8

Q96DP5
Q96DV4
Q96E11

Q96E29

Q96EH3

Q96EL2
Q96EL3

Q96EY1
Q96EY7

Q96EY8

Q96GC5
Q96GW9
Q96H55

Q96HP4
Q96HS1

Q96HY7
Q96159
Q96199

Q961X5

Q96KR6
Q96LLY

Q96NDO
Q96PE7
Q96Q11

Q96QES
Q96RP9

Q96RQ3

Q96RR1
Q96576
Q96TA2
Q96TC7
Q99497

Q99536

Q99595

Q99623
Q99714

5-methylcytosine rRNA methyltransferase NSUN4
Mitochondrial RNA pseudouridine synthase
RPUSD4

Acyl-CoA synthetase family member 2,
mitochondrial

FAD-dependent oxidoreductase domain-containing
protein 1

Atypical kinase COQ8B, mitochondrial
Mitochondrial import inner membrane translocase
subunit TIM14

Enoyl-CoA hydratase domain-containing protein 3,
mitochondrial

Methionyl-tRNA formyltransferase, mitochondrial
39S ribosomal protein L38, mitochondrial
Ribosome-recycling factor, mitochondrial
Transcription termination factor 3, mitochondrial
Mitochondrial assembly of ribosomal large subunit
protein 1

28S ribosomal protein S24, mitochondrial

39S ribosomal protein L53, mitochondrial

DnaJ homolog subfamily A member 3,
mitochondrial

Pentatricopeptide repeat domain-containing protein
3, mitochondrial

Cob(l)yrinic acid a,c-diamide adenosyltransferase,
mitochondrial

39S ribosomal protein L48, mitochondrial
Methionine--tRNA ligase, mitochondrial
Unconventional myosin-XIX

Oxidoreductase NAD-binding domain-containing
protein 1

Serine/threonine-protein phosphatase PGAMS,
mitochondrial

Probable 2-oxoglutarate dehydrogenase E1
component DHKTD1, mitochondrial

Probable asparagine--tRNA ligase, mitochondrial
Succinate--CoA ligase [GDP-forming] subunit beta,
mitochondrial

Up-regulated during skeletal muscle growth protein
5

Protein FAM210B, mitochondrial

DnaJ homolog subfamily C member 30

Protein FAM210A

Methylmalonyl-CoA epimerase, mitochondrial
CCA tRNA nucleotidyltransferase 1, mitochondrial
Transcription elongation factor, mitochondrial
Elongation factor G, mitochondrial
Methylcrotonoyl-CoA carboxylase subunit alpha,
mitochondrial

Twinkle protein, mitochondrial

CDKS5 regulatory subunit-associated protein 1
ATP-dependent zinc metalloprotease YME1L1
Regulator of microtubule dynamics protein 3
Protein/nucleic acid deglycase DJ-1

Synaptic vesicle membrane protein VAT-1
homolog

Mitochondrial import inner membrane translocase
subunit Tim17-A

Prohibitin-2 OS=Homo sapiens
3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase type-2

3 33 3 3333 3
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53.8
60
12.5

32.6

43.8
44.6
29.3
47.9

26.2

19
121

52.5

78.5

274

23.9
66.5
109.1

34.8

32

103
54.1
46.5

6.5

20.4
259
30.8
18.7
50.1
41.7
83.4

80.4

77.1
67.6
86.4
52.1
19.9

41.9

18

33.3
26.9

0.64
0.31

2.03

0.59
0.18
0.93

0.13

1.20
-0.15
0.38
1.13

0.18

0.19
4.49

0.33

0.28

0.05

0.27
-0.07
-0.27

1.1

0.15

-0.20
0.17
0.23

7.77

-0.60
2.71
0.48
-2.88
0.29
-0.14
0.45

0.11

0.36
0.83
0.13
0.00
0.84

-0.28

0.20

-0.15
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TXN2
ATP5S
MIPEP
ACO2

coQ7

RNF5
MICU1
ELAC2

ECSIT

MRPL57
MGME1
MRPL45
MIC25
AIFM2

uQcCcC2
AGMAT
TIM29

TACO1
MTG1
TMEM70
EFHD1
MIC23
ABHDG6

MECR
TRMT61B

TIM21

NUDT9
TARS2
FUNDC2
SFXN3

HINT2

RAB11FIP5
BCL2L13

HDHD5

MRPL20
MRPL13
MRPL9
MRPL4
MRPLA
MRPS26
NLN
MRPL37

SLIRP

COA1

MFF
MTFR1L
TMEM126A
CLPB

QRSLA1

Q99757
Q99766
Q99797
Q99798

Q99807

Q99942
Q9BPX6
Q9BQ52

Q9BQ9S

Q9BQC6
Q9BQP7
Q9BRJ2

Q9BRQ6
Q9BRQ8

Q9BRT2
Q9BSES
Q9BSF4

Q9BSH4
Q9BT17
Q9BUB7
Q9BUPO
Q9BURS
Q9BV23

Q9BV79
Q9BVSS

Q9BVV7

Q9BWI1
Q9BWO2
Q9BWH2
Q9BWM7

Q9BX68

Q9BXF6
QIBXKS

QI9BXW7

Q9BYC9
Q9BYD1
Q9BYD2
Q9BYD3
Q9BYD6
Q9BYNS
Q9BYT8
Q9BZE1

Q9GZT3

Q9GZY4
Q9GZY8
Q9HO19
Q9HO061

Q9HO78

Q9HOR6

Thioredoxin, mitochondrial

ATP synthase subunit s, mitochondrial
Mitochondrial intermediate peptidase
Aconitate hydratase, mitochondrial
5-demethoxyubiquinone hydroxylase,
mitochondrial

E3 ubiquitin-protein ligase RNF5
Calcium uptake protein 1, mitochondrial
Zinc phosphodiesterase ELAC protein 2

Evolutionarily conserved signaling intermediate in

Toll pathway, mitochondrial
Ribosomal protein 63, mitochondrial

Mitochondrial genome maintenance exonuclease 1

39S ribosomal protein L45, mitochondrial
MICOS complex subunit MIC25
Apoptosis-inducing factor 2
Ubiquinol-cytochrome-c reductase complex
assembly factor 2

Agmatinase, mitochondrial

Mitochondrial import inner membrane translocase

subunit Tim29

Translational activator of cytochrome ¢ oxidase 1
Mitochondrial ribosome-associated GTPase 1
Transmembrane protein 70, mitochondrial
EF-hand domain-containing protein D1
MICOS complex subunit MIC26
Monoacylglycerol lipase ABHD6
Enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase,
mitochondrial

tRNA (adenine(58)-N(1))-methyltransferase,
mitochondrial

Mitochondrial import inner membrane translocase

subunit Tim21

ADP-ribose pyrophosphatase, mitochondrial
Threonine--tRNA ligase, mitochondrial
FUN14 domain-containing protein 2
Sideroflexin-3

Histidine triad nucleotide-binding protein 2,
mitochondrial

Rab11 family-interacting protein 5

Bcl-2-like protein 13

Haloacid dehalogenase-like hydrolase domain-
containing 5

39S ribosomal protein L20, mitochondrial
39S ribosomal protein L13, mitochondrial
39S ribosomal protein L9, mitochondrial
39S ribosomal protein L4, mitochondrial
39S ribosomal protein L1, mitochondrial
28S ribosomal protein S26, mitochondrial
Neurolysin, mitochondrial

39S ribosomal protein L37, mitochondrial
SRA stem-loop-interacting RNA-binding protein,
mitochondrial

Cytochrome ¢ oxidase assembly factor 1 homolog

Mitochondrial fission factor

Mitochondrial fission regulator 1-like
Transmembrane protein 126A

Caseinolytic peptidase B protein homolog
Glutamyl-tRNA(GIn) amidotransferase subunit A,
mitochondrial

im
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nd
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-0.46
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0.09
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0.51
0.21
-0.77
0.47
-0.43
-0.07

0.02

0.28

4.90

0.19
0.18
0.36
0.55

0.83

-0.38
0.17

0.37
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0.02
-0.35
0.04
0.36
0.58
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0.13
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0.29
0.69
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MRPL18
ISCU

SLC25A18
MFT
PPA2
MRPL46
TRIT1
GHITM

OSGEPL1

TFB2M
OPA3
METTL17

ACAD9

SLC25A22
SFXN1
MRPL44

L2HGDH

CARS2
GRPEL1
MYG1
SLC25A19
MRM3
GLOD4

MCCC2

MRPL47
TXNRD2

ABCB6

SARS2
MRPS30

TIMMDCH1

MRPL40
XPNPEP3
DIABLO

ABCB10

MRPL17
PLSCR3
GLRX2

TOM22

IARS2
ECHDC1

ABHD10
DDX28
uQcCc1

DNAJC11
TMLHE
ATAD3A
MRPS18A
MTPAP
DMAC2

Q9HOU6
Q9H1K1

Q9H1K4
Q9H2D1
Q9H2U2
Q9H2WE
Q9H3H1
Q9H3K2

Q9H4B0

Q9H5Q4
Q9H6K4
Q9H7HO

Q9HB45

Q9H936
Q9HOB4
Q9H9J2

Q9HIP8

Q9HAT77
Q9HAV7
Q9HBO7
Q9HC21
Q9HC36
Q9HC38

Q9HCCO

Q9HD33
QINNW7

QINP5S8

QINP81
QINP92

QI9NPLS

QINQ50
QINQH7
QINR28

QINRKG6

QINRX2
QINRY6
QINS18

QINSE69

QINSE4
QINTXS5

QINUJ1
QINUL7
QINVA1

QINVH1
QINVHG6
QONVI7

QINVS2
QINVV4
QINW81

39S ribosomal protein L18, mitochondrial
Iron-sulfur cluster assembly enzyme ISCU,
mitochondrial

Mitochondrial glutamate carrier 2

Mitochondrial folate transporter/carrier
Inorganic pyrophosphatase 2, mitochondrial
39S ribosomal protein L46, mitochondrial

tRNA dimethylallyltransferase

Growth hormone-inducible transmembrane protein
Probable tRNA N6-adenosine
threonylcarbamoyltransferase, mitochondrial
Dimethyladenosine transferase 2, mitochondrial
Optic atrophy 3 protein

Methyltransferase-like protein 17, mitochondrial
Acyl-CoA dehydrogenase family member 9,
mitochondrial

Mitochondrial glutamate carrier 1

Sideroflexin-1

39S ribosomal protein L44, mitochondrial
L-2-hydroxyglutarate dehydrogenase,
mitochondrial

Probable cysteine--tRNA ligase, mitochondrial
GrpE protein homolog 1, mitochondrial
UPF0160 protein MYG1, mitochondrial
Mitochondrial thiamine pyrophosphate carrier
rRNA methyltransferase 3, mitochondrial
Glyoxalase domain-containing protein 4
Methylcrotonoyl-CoA carboxylase beta chain,
mitochondrial

39S ribosomal protein L47, mitochondrial
Thioredoxin reductase 2, mitochondrial
ATP-binding cassette sub-family B member 6,
mitochondrial

Serine--tRNA ligase, mitochondrial

39S ribosomal protein S30, mitochondrial
Complex | assembly factor TIMMDCH1,
mitochondrial

39S ribosomal protein L40, mitochondrial
Xaa-Pro aminopeptidase 3

Diablo homolog, mitochondrial

ATP-binding cassette sub-family B member 10,
mitochondrial

39S ribosomal protein L17, mitochondrial
Phospholipid scramblase 3

Glutaredoxin-2, mitochondrial

Mitochondrial import receptor subunit TOM22
homolog

Isoleucine--tRNA ligase, mitochondrial
Ethylmalonyl-CoA decarboxylase
Mycophenolic acid acyl-glucuronide esterase,
mitochondrial

Probable ATP-dependent RNA helicase DDX28
Ubiquinol-cytochrome-c reductase complex
assembly factor 1

DnaJ homolog subfamily C member 11
Trimethyllysine dioxygenase, mitochondrial
ATPase family AAA domain-containing protein 3A
39S ribosomal protein S18a, mitochondrial
Poly(A) RNA polymerase, mitochondrial

Distal membrane-arm assembly complex protein 2
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0.15
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-0.26
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MCUB

RMND1
AURKAIP1
OXSM
MRPL22
NDUFB11

SDHAF2

MRPL16
ADPRHL2
MARCH5
CHCHD3
MRPL39

FASTKD2

CISD1
MRPL35

COoQs3

MTCH1
MRPL15

NDUFAF4
HACD3
NDUFA13

PDP1

MRPL27
C60rf203

COX16
TMEM14C
SUCLA2
SLC25A10
AASS

MTFP1
WARS2
ARMCX3
AMACR
CYB5R1

NDUFA12

MRM2
ATPIF1
AK3

SLC25A13

STOML2
OGDHL

NFU1
SPG7

QINWRS

QINWSS
QINWTS
QINWU1
QINWUS
QINX14

QINX18

QINX20
QINX46
QINX47
QINX63
QINYKS5

QONYY8

QINZ45
QINZES

QINZJ6

QINZJ7
Q9P015

Q9P032
Q9P035
Q9P0JO

Q9P0J1

Q9POM9
Q9POP8

Q9P0S2
Q9P0S9
Q9P2R7
Q9UBX3
Q9UDR5

Q9UDX5
Q9UGM6
Q9UH62

QY9UHKG6
Q9UHQ9

QouUI09

QouUI43
QoulI2
QoulJ7

Q9UJSO

QoUJIZ1
Q9ULDO

Q9UMSO
Q9UQ90

Calcium uniporter regulatory subunit MCUDb,
mitochondrial

Required for meiotic nuclear division protein 1
homolog

Aurora kinase A-interacting protein
3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] synthase,
mitochondrial

39S ribosomal protein L22, mitochondrial
NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta
subcomplex subunit 11, mitochondrial
Succinate dehydrogenase assembly factor 2,
mitochondrial

39S ribosomal protein L16, mitochondrial
Poly(ADP-ribose) glycohydrolase ARH3

E3 ubiquitin-protein ligase MARCHS

MICOS complex subunit MIC19

39S ribosomal protein L39, mitochondrial
FAST kinase domain-containing protein 2,
mitochondrial

CDGSH iron-sulfur domain-containing protein 1
39S ribosomal protein L35, mitochondrial
Ubiquinone biosynthesis O-methyltransferase,
mitochondrial

Mitochondrial carrier homolog 1

39S ribosomal protein L15, mitochondrial
NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha
subcomplex assembly factor 4
Very-long-chain (3R)-3-hydroxyacyl-CoA
dehydratase 3

NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha
subcomplex subunit 13

[Pyruvate dehydrogenase [acetyl-transferring]]-
phosphatase 1, mitochondrial

39S ribosomal protein L27, mitochondrial
Uncharacterized protein C60rf203
Cytochrome c oxidase assembly protein COX16
homolog, mitochondrial

Transmembrane protein 14C

Succinate--CoA ligase [ADP-forming] subunit beta,

mitochondrial

Mitochondrial dicarboxylate carrier
Alpha-aminoadipic semialdehyde synthase,
mitochondrial

Mitochondrial fission process protein 1
Tryptophan--tRNA ligase, mitochondrial
Armadillo repeat-containing X-linked protein 3
Alpha-methylacyl-CoA racemase
NADH-cytochrome b5 reductase 1

NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha
subcomplex subunit 12

rRNA methyltransferase 2, mitochondrial
ATPase inhibitor, mitochondrial

GTP:AMP phosphotransferase AK3, mitochondrial

Calcium-binding mitochondrial carrier protein
Aralar2
Stomatin-like protein 2, mitochondrial

2-oxoglutarate dehydrogenase-like, mitochondrial

NFU1 iron-sulfur cluster scaffold homolog,
mitochondrial
Paraplegin

39.1

51.6
22.3
48.8
23.6
17.3

19.6

284
38.9
31.2
26.1
38.7

81.4

12.2
21.5

41

41.5
33.4

20.3

43.1

16.7

61

16.1
27.9

12.3
11.6
50.3
31.3
102.

18

40.1
42.5
42.4
34.1

171

274
12.2
256

74.1

38.5
114.

284
88.2

-0.71

0.21
0.11
0.17
-0.55
0.48

0.80

0.06
0.30
0.41
0.17
0.06

0.40

0.31
0.55

0.03

-0.14
0.37

-0.48
0.23
-0.37

0.86

-0.18
-1.45

nd
nd
-0.60
0.07
1 -1.26

0.64
0.16
0.17
-0.46
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0.03
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ANHANG

BCS1
VDAC3

MRPS33
EXOG
MRPS28

COA3

MRPS17
MRPS7
POLDIP2
MTO1
YARS2

COQ6
ACOT9
NDUFAF1

MRPS2
MRPL11
REXO2

MSRB2

MRPS16
FIS1

PAM16

MRPS23
PTRH2
AFG3L2

SAMS50
TIM22
TIM10B

TIM13
DNAJC15
FLVCR1

PUS1
SLC25A15
MRPS18B
CLIC4
NFS1
MTCH2
MRPL42

CHCHD2

NDUFB9
SQOR

Q9Y276
QoY277

Q9Y291
Q9Y2C4
Q9Y2Q9

Q9Y2R0

Q9Y2R5
Q9Y2R9
Q9Y257
Q9Y272
Q9Y274

Q9Y279
Q9Y305
Q9Y375

Q9Y399
Q9Y3B7
Q9Y3B8

Q9Y3D2

Q9Y3D3
Q9Y3D6

Q9Y3D7

Q9Y3D9
Q9Y3ES
Q9Y4W6

Q9Y512

Q9Y584

Q9Y5J6

Q9Y5L4
Q9Y5T4
Q9Y5Y0

Q9Y606
Q9Y619
Q9Y676
Q9Y696
Q9Y697
Q9Y6CHY
Q9Y6G3

QI9Y6H1

Q9Y6M9
Q9Y6N5

Mitochondrial chaperone BCS1
Voltage-dependent anion-selective channel protein
3

28S ribosomal protein S33, mitochondrial
Nuclease EXOG, mitochondrial

28S ribosomal protein S28, mitochondrial
Cytochrome c oxidase assembly factor 3 homolog,
mitochondrial

28S ribosomal protein S17, mitochondrial

28S ribosomal protein S7, mitochondrial
Polymerase delta-interacting protein 2

Protein MTO1 homolog, mitochondrial
Tyrosine--tRNA ligase, mitochondrial

Ubiquinone biosynthesis monooxygenase COQ6,
mitochondrial

Acyl-coenzyme A thioesterase 9, mitochondrial
Complex | intermediate-associated protein 30,
mitochondrial

28S ribosomal protein S2, mitochondrial

39S ribosomal protein L11, mitochondrial
Oligoribonuclease, mitochondrial
Methionine-R-sulfoxide reductase B2,
mitochondrial

28S ribosomal protein S16, mitochondrial
Mitochondrial fission 1 protein

Mitochondrial import inner membrane translocase
subunit TIM16

28S ribosomal protein S23, mitochondrial
Peptidyl-tRNA hydrolase 2, mitochondrial
AFG3-like protein 2

Sorting and assembly machinery component 50
homolog

Mitochondrial import inner membrane translocase
subunit Tim22

Mitochondrial import inner membrane translocase
subunit Tim10 B

Mitochondrial import inner membrane translocase
subunit Tim13

DnaJ homolog subfamily C member 15

Feline leukemia virus subgroup C receptor-related
protein 1

tRNA pseudouridine synthase A

Mitochondrial ornithine transporter 1

28S ribosomal protein S18b, mitochondrial
Chiloride intracellular channel protein 4

Cysteine desulfurase, mitochondrial
Mitochondrial carrier homolog 2

39S ribosomal protein L42, mitochondrial

Coiled-coil-helix-coiled-coil-helix domain-containing .

protein 2

NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta
subcomplex subunit 9

Sulfide: quinone oxidoreductase, mitochondrial

im

47.5
30.6

12.6
411
20.8

11.7

14.5
28.1
42

79.9
53.2

50.8
49.9
37.7

33.2
20.7
26.8

19.5

15.3
16.9

13.8

21.8
19.2
88.5

51.9

20

10.5
16.4
59.8

47.4
32.7
204
28.8
50.2
33.3
16.7

15.5

21.8
49.9

0.62
0.41

-0.12
-0.12
0.68

1.44

-0.05
0.32
0.37
0.12
0.24

-0.19
0.82
0.50

0.43
-0.27
0.10

0.43

0.91
0.96

0.31

0.20
0.29
0.19

0.05

0.35

0.71

-0.26
-0.19
0.26

0.34
-0.36
0.24
-0.33
-0.14
0.26
0.38

0.56

0.16
0.66
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Abkilirzungsverzeichnis

Abkiirzung Name

[*°S] radioaktives Schwefelisotop

°C Grad Celsius

o- Anti- / Gegen

AAA+ engl.: ATPase associated activity, with a wide variety of cellular functions

AASS engl.: Alpha-aminoadipic semialdehyde synthase, mitochondrial

Abb. Abbildung

ACADM engl.: Medium-chain specific acyl-CoA dehydrogenase, mitochondrial

ACAT1 engl.: Acetyl-CoA acetyltransferase, mitochondrial

Aco2 Aconitase 2

ACSF2 engl.: Medium-chain acyl-CoA ligase ACSF2, mitochondrial

ADP Adenosindiphosphat

AF Aggregationsfaktor

AFG3L2 engl.: AFG3-like protein 2 (Paraplegin-like protein)

AGG Aggregation

AmpR Amphicillin-Resistenz

APEX1 engl.: DNA-(apurinic or apyrimidinic site) lyase

APS Ammoniumperoxodisulfat

ATP Adenosintriphosphat

ATPase Adenosintriphosphatase

ATPD engl.: ATP synthase subunit delta, mitochondrial

AVO AnTimycin A, Valinomycin, Oligomycin

BAX engl.: Apoptosis regulator BAX (Bcl-2-like protein 4)

BSA Bovines Serumalbumin

bzw Beziehungsweise

c engl.: cytosolic

Cli engl.: respiratory chain complex Il

C. elegans Caenorhabditis elegans

Cas9 engl.: CRISPR-associated endonuclease 9

CCDC58 engl.: coiled-coil domain-containing protein 58

CHCHD1 engl.: coiled-coil-helix-coiled-coil-helix domain-containing protein 1

Chla Chloramphenicol

Chx Cycloheximid

CK Kreatinkinase (engl.: Creatinekinase)

CLPB engl.: ATP-dependent Clp protease ATP-binding subunit clpB-like,
mitochondrial

CLPP engl.: ATP-dependent Clp protease proteolytic subunit, mitochondrial

CLPX engl.: ATP-dependent Clp protease ATP-binding subunit clpX-like,
mitochondrial

CMV humaner Cytomegalovierus

COAG6 engl.: Cytochrome c oxidase assembly factor 6 homolog
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ABKURZUNGSVERZEICHNIS

coli/i
CODAS
COQ6
COX20
CP
cQ115
CRISPR
Cytb

A

Da

DAPI
DDAH2
daH20
DHFR
DMSO
DNA
DNAJA3
DNAJC19
DSB
DSMZ
DTT

Ay
EDTA
EFG
eGFP
engl.:
ER
ERAD
ERQC
et al.
ETFA
ETHE1
EtOH

f

F1B
FAM162A
FKS
FUNDC2
g
GAPDH
GATB
GFP

engl.: Cytochrome c oxidase subunit 2/3

engl.: cerebral, ocular, dental, auricular, skeletal

engl.: Ubiquinone biosynthesis monooxygenase COQ6, mitochondrial
engl.: Cytochrome c oxidase assembly protein COX20, mitochondrial
Kreatinphosphat (engl.: Creatine phosphate)

Huntingtin Exon 1 mit 115 Glutamin Wiederholungen, ¢ engl.: cytosolic
engl.: Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats
Cytochrom b

Delta

Dalton

4'6-Diamidino-2-Phenylidol

engl.: N(G), N(G)-dimethylarginine dimethylaminohydrolase 2
Doppelt destilliertes Wasser

Dihydrofolatreduktase

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsaure

engl.: DnaJ homolog subfamily A member 3, mitochondrial

engl.: Mitochondrial import inner membrane translocase subunit TIM14
Doppelstrangbruch

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen

1,4- Dithiothreitol

mitochondriales Membranpotential

Ethylendiamintetraessigsaure

engl.: Elongation factor G, mitochondrial

engl.: Enhanced Green Fluorescent Protein

englisch

Endoplasmatisches Retikulum

ER assoziierte Degradation

engl.: ER associated quality compartment

lat. Et alii

engl.: Electron transfer flavoprotein subunit alpha, mitochondrial
engl.: Persulfide dioxygenase ETHE1, mitochondrial

Ethanol

Fragment

engl.: Mitochondrial ATP synthase F1-beta-subunit

engl.: Protein FAM162A (E2-induced gene 5 protein)

Fatales Kalberserum

engl.: FUN14 domain-containing protein 2

Zentrifugalkraft

engl.: Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase,

engl.: Glutamyl-tRNA(GIn) amidotransferase subunit B, mitochondria
grun fluoreszierende Protein
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ABKURZUNGSVERZEICHNIS

gKD
GRPEL1
GRPEL2
h

H. sapiens
HCI
HelLa
HMGCL
HSCB
HSP10
HSP60
Htt
HtrA2
i-AAA
IDH3B
IF

Ig

IM

IMIQ
IMS
IPOD
JUNQ

k

KanR
KOH
KPi

L
LACTB2
lat.

LB

LC3 A/B-I/1I
Lok.

m

m

M

M. musculus
mA
m-AAA
MARCHS5
MCEE
Mdh2
Me

genetischer Knockdown

engl.: GrpE protein homolog 1, mitochondrial

engl.: GrpE protein homolog 2, mitochondrial

engl.: hour

Homo sapiens

Salzsaure

Henrietta Lacks, Humane Cervixkarzinom Zelllinie
engl.: Hydroxymethylglutaryl-CoA lyase, mitochondrial
engl.: lron-sulfur cluster co-chaperone protein HscB
Hitze-Schock-Protein 10 kDa, mitochondrial
Hitze-Schock-Protein 60 kDa, mitochondrial
Huntingtin

engl.: high temperature requirement protein A2
Intermembranraum AAA+ Protease

engl.: Isocitrate dehydrogenase [NAD] subunit beta, mitochondrial
engl.: Immunzytochemie with fluorescence labelling
Immunoglobulin

Innere Mitochondrien Membran

engl.: Intra-mitochondrial protein quality compartment
engl.: Intermembrane space

engl.: perivacuolar insoluble protein deposit

engl.: juxtanuclear quality-control compartment

Kilo (103)

Kanamycin-Resistenz

Kaliumhydroxid

Kaliumphosphat Puffer, ionisch

Lysin

engl.: Endoribonuclease LACTB2 (Beta-lactamase-like protein 2)
latein

Luria Bertani

engl.: Microtubule-associated proteins 1A/1B light chain 3B
Lokalisation

engl.: Mature-form

Milli (10-3)

molar

Mus musculus

Milliamper

Matrix AAA+ Protease

engl.: embrane-associated RING finger protein 5
engl.: mitochondrial Methylmalonyl-CoA epimerase
Malatedehydrogenase, mitochondrial

Menadion
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ABKURZUNGSVERZEICHNIS

ME2
MeOH
Met
MgCl
mGFP
MGME1
min

mM
MOPS
MPC2
MPP
mQ115
mQ25
mQ74
M
mRNA
MRPL
MRPS
MS
MSRB2
mt
MTERF3
MTFR1L
mtHSP70
MTIF2
MTOC
mtPQC
MTS
MTU1
mtUPR
MTX2

n

NaCl
ND
NDUFA4
NDUFA6
NDUFS3
NDUFS5
NDUFS7
NHEJ
NLS

nt

engl.: NAD-dependent malic enzyme, mitochondrial
Methanol

Methionin

Magnesiumchlorid

engl.: Enhanced Green Fluorescent Protein with MTS
engl.: Mitochondrial genome maintenance exonuclease 1
Minuten

mitochondriale Matrix

3-Morpholinopropansulfonsaure

engl.: Mitochondrial pyruvate carrier 2

engl.: Mitochondrial-processing peptidase

Huntingtin Exon 1 mit 115 Glutamin Wiederholungen mit MTS
Huntingtin Exon 1 mit 25 Glutamin Wiederholungen mit MTS
Huntingtin Exon 1 mit 74 Glutamin Wiederholungen mit MTS
relative Molekllmasse

engl.: Messenger ribonucleic acid

engl.: ribosomal protein large subunit, mitochondrial
engl.: ribosomal protein small subunit, mitochondrial
Quantitative Massenspektrometrie

engl.: Methionine-R-sulfoxide reductase B2, mitochondrial
mitochondrial

engl.: Transcription termination factor 3, mitochondrial
engl.: Mitochondrial fission regulator 1-like
Hitze-Schock-Protein 70 kDa, mitochondrial

engl.: Translation initiation factor IF-2, mitochondria
engl.: microtubule organization center

engl.: mitochondrial protein quality contro

Mitochondriale Zielsequenz

engl.: Mitochondrial tRNA-specific 2-thiouridylase 1

engl.: mitochondrial unfolded protein response

engl.: Mitochondrial outer membrane import complex protein 2
Nano (10°)

Natriumchlorid

engl.: NADH dehydrogenase

engl.: Cytochrome c oxidase subunit NDUFA4

engl.: Cytochrome c oxidase subunit NDUFAG

engl.: Cytochrome c oxidase subunit NDUFS3

engl.: Cytochrome c oxidase subunit NDUFS5

engl.: Cytochrome c oxidase subunit NDUFS7

engl.: nonhomologous end joining

Nuklear Lokalisationssignal

Nukleotid
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ABKURZUNGSVERZEICHNIS

PAM16
PAM-Komplex
PAM Sequenz
PARS2
PBS

PDK3

PFA

pH

PI

Pim1

Pink1

PK

PM

PMPC A/B
PMSF
POLDIP1
PolyA
PolyQ
PQC
PTCD2
PuroR
PVDF
QRSLA1

R

REXO2
ROS

RPMI

RT

S

S. cerevisiae
SCO2
SDHA
SDS
SDS-PAGE
SEM
SILAC
siRNA

Oligomycin

engl.: other

engl.: outer mitochondrial membrane

Pellet

Praform

engl.: Mitochondrial import inner membrane translocase subunit TIM16
engl.: presequence translocase-associated motor

engl.: protospacer adjacent motif

engl.: Probable proline-tRNA ligase, mitochondrial
Phosphat-gepufferte Salzlésung (engl.: phosphate buffered saline)
engl.: Pyruvate dehydrogenase kinase 3, mitochondrial
Parafromaldehyd- Losung

lat. Podus Hydrogenii

Protease Inhibitor Cocktail Plus

engl.: proteolysis in mitochondria 1

engl.: PTEN-induced putative kinase 1

Proteinase K

Proteinmengenanderung nach Lon gKD

MPP Untereinheit alpha/beta

Phenylmethylsulfonylfluorid

engl.: Polymerase delta-interacting protein 1

engl.: polyadenylation signal

Polyglutamin

engl.: protein quality control

engl.: Pentatricopeptide repeat-containing protein 2, mitochondrial
Puromycin-Resistenz

Polyvinylidenflourid Membran

engl.: Glutamyl-tRNA amidotransferase subunit A, mitochondrial
Arginin

engl.: Oligoribonuclease, mitochondrial

Reaktive Sauerstoffspezies

engl.: Roswell Park Memorial Institute Medium

Raumtemperatur (~20°C)

Uberstand (engl.: Supernatant)

Saccharomyces cerevisiae

engl.: Protein SCO2 homolog, mitochondrial

engl.: Succinate dehydrogenase flavoprotein subunit, mitochondrial
Sodium dodecyl Sulfat

engl.: Sodium dodecyl sulfate - Polyacrylamid Gelelectrophoreses
Standard Fehler des Mittelwerts (engl.: standard error oft he mean)
engl.: stable isotope labelling with amino acids in cell culture
engl.: small interfering RNA
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ABKURZUNGSVERZEICHNIS

SLC25A18
SOD2
SPG7
Su9
SV40 NLS
t

T

T2A
TAE
TAMA41
TBS
TCA
TCA-Zyklus
Temp.
Tfam
Tim
TMRE
Tom
Trap1
Tris
TRUB2
TSFM
TUFM
TXNRD2
U

UPR
uQcCcC2
URPmt
USMG5
Y

viv

w/o

wiv

wB

WT
YME1L1

M
Mg

engl.: Mitochondrial glutamate carrier 2, GC-2

Superoxide dismutase [Mn], mitochondrial

engl.: Paraplegin

ATPase Untereinheit 9 (engl.: Subunit)

engl.: large T-antigen protein from SV40 virus with nuclear localization signal
engl.: Time

total

engl.: 2A self-cleaving peptide

TRIS-Acetat-EDTA-Puffer

engl.: Phosphatidate cytidylyltransferase, mitochondrial
Tris-gepufferte Salzlésung (engl.: Tris-buffered saline)
Trichloressigsaure

Tricarbonsaurezyklus

Temperatur

Transkriptionsfaktor A, mitochondrial

engl.: Mitochondrial import inner membrane translocase
Tetramethylrhodaminmethylester

engl.: Mitochondrial translocase of the outer membrane

engl.: Tumor necrosis factor type 1 receptor-associated protein
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

engl.: Mitochondrial mMRNA pseudouridine synthase
Elonginatiosfaktor Ts, mitochondrial

Elonginatiosfaktor Tu, mitochondrial

engl.: Thioredoxin reductase 2, mitochondrial

units

engl.: Unfolded protein response

engl.: Ubiquinol-cytochrome-c reductase complex assembly factor 2
engl.: Unfolded protein response, mitochondrial

engl.: ATP synthase membrane subunit DAPIT, mitochondrial
Volt

Volumen pro Volumen

engl.: without

Gewicht pro Volumen (engl.: wight per volume)

Western Blot

Wildtyp

engl.: ATP-dependent zinc metalloprotease YME1L1

Micro (10°)

Microgramm
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