Systematische Quantifizierung des mitochondrialen
Imports von Praproteinen unter proteotoxischen

Bedingungen

Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades (Dr. rer. nat.)
der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat

der Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Universitat Bonn

vorgelegt von
Daniel Puchta-Schomberg
aus

Celle

Bonn (Februar, 2026)

v

UNIVERSITAT



Angefertigt mit Genehmigung der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen
Fakultat

der Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Universitat Bonn

Gutachter/Betreuer: Prof. Dr. Wolfgang Voos

Gutachter: Prof. Dr. Walter Witke

Tag der Promotion: 07.07.2026

Erscheinungsjahr: 2026



Inhaltsverzeichnis

1 ZUSAMMENFASSUNG /| ABSTRACT ... e e 7
1.1 ZUSAMMENTASSUNG ...ttt ettt et et et 7
1.2 ADSIIACT. .. 8
2 EINLEITUNG ... s s s s s s s s e s n s s s n s 10
2.1 T CeTed aTe Yo | T=T o IR PRSP PTPP PP 10
2.2 Mitochondriale Biogenese in die MatriX .........coouiiiiiiiiii e, 10
2.2.1 Mitochondriale Praproteine der Matrix ... 10
2.2.2 Mitochondrialer Import in die MatrixX ... 11
2.2.3 Membranpotential und Endoxidation ............ccoiiiiiiiiii 14
2.3 Detektionsmethoden des mitochondrialen Imports............ooii i, 16
2.3.1 Radioaktiver Import und Antikdrperdetektion.............ooo i 16
2.3.2 Markierung von rekombinanten Praproteinen mit Fluoreszenzfarbstoffen........... 17
2.3.3 Thiol-Maleimid ReaKtion ..o 18
2.3.4 Mitochondriale Importkinetik ...... ... 19
2.4 Beeinflussung des mitochondrialen IMports...........ooooiiiiiiiiiii e 20
2.4.1 Einfluss von ROS auf den mitochondrialen Import ..............coooiiiiiiiiin 21
2.4.2 Einfluss von Aggregaten auf den mitochondrialen Import..............ccoooiiiiinnn. 21
2.4.3 Einfluss der Temperatur auf den mitochondrialen Import ... 23
2.4.4 Einfluss von Zytosol und molekularen Chaperonen auf den mitochondrialen
0o T o 24
3 ZIELE UND FRAGESTELLUNGEN DIESER DOKTORARBEIT ............ 25
4 MATERIAL UND METHODEN.......cco s r s n e 26
4.1 Y = L= A - | PP PSP 26
4.1.1 = oo ] e =] =1 = TP 26
4.1.2 CREMIKAIIEN .. ce e 27
4.1.3 PUffer Und LOSUNGEN .....iiiie et et e e e e e 28
4.1.4 Zellkulturmedien, Reagenzien und Kits ..., 30
4.1.5 SO WA e 30
4.1.6 Primare AntikOrper (HOMO SAPIENS) .....cuiiuiiiiie et 31
4.1.7 Primare Antikdrper (Saccharomyces Cerevisiae) ...........cccouviiiiiiiiiiiiiiiiinineenn. 32
4.1.8 Peroxidase-gekoppelte SekundarantikOrper....... ..o 32
4.1.9 ZEIIINTEN e 33
4110 HefezZelllINIBN ... 33
4.1.11 =Y o) 1o =P 33
4.1.12 Plasmide / Primer ... 34
4.2 METNOAEN ...t 34
4.21 EXpression von SDCSH ... 34



4.2.2 Lyse und Aufreinigung vom Praprotein SDCSH.........cooiiiiiiiiie, 35

4.2.3 Dialyse/Rickfaltung des Praproteins SDCSH..........cooiiiiiiiiiieeee 35
4.2.4 Fluoreszenzmarkierung mit Fluorescein-5-Maleimid..............ccoooiiiiiiiiinnncenn. 36
4.2.5 Konzentrationsbestimmung des fluoreszenzmarkierten SDCSH......................... 36
4.2.6 Mitochondrienpraparation von Saugetierzellinien ..............ccooiiiiiiiiiiinineen 36
4.2.7 Mitochondrienpraparation von Saccharomyces cerevisiae ..................c...cccceeun... 37
4.2.8 Proteinbestimmung nach Bradford ... 38
4.2.9 S PO St e 39
4.2.10 Membranpotentialmessung via TMRE ..., 40
4.2.11  UDErhang-PCR ........ooi oo, 40
4.2.12 Radioaktive gekoppelte Translation ....... ... 41
4.2.13 Durchflusszytometrie von Mitochondrien.............ccoooiiiiiiiiiii e 42
4.2.14 Durchflusszytometrie von Zellen .........c.c.ooiiiiiiiii e 42
4.2.15 ZelIlY S et 43
42,168 SDS-PAGE ... e 43
4217 WeStern Blot. ... 44
4.2.18 Test der mitochondrialen Integritdt ... ... 45
4.2.19 Lésen der Dimer AR und a-syn(61-95) Aggregaten ..........ccooviiiiiiiiiiiiiiiiiiceen, 46
4.2.20 Losen der AB40 und AB42-Peptide .....couoiiiiiiii e 46
4.2.21 Import in isolierten Mitochondrien aus Saugetierzelllinien..................ccooeiiinil. 46
4.2.22 Import in isolierten Mitochondrien aus Saccharomyces cerevisiae ..................... 47
4.2.23  Quantifizierung der m-Banden Intensitat...............oi 47
4.2.24 Auswertung der Importgeschwindigkeit..........ccoooiiiiii 48
4.2.25 Hitzestressexperimente ... 49
4.2.26 ROS-Behandlung von isolierten Mitochondrien (HeLa Mitochondrien)................ 50
4.2.27 ZYL0SOI-ISOIBIUNG ..ot 50
4.2.28 GaANZZEIlIMPOIT et 51
4.2.29 Filterretardierungstest .. ... 51
5 ERGEBNISSE...... .o s s s s s s s s r e s e 52
5.1 Charakterisierung und Etablierung des fluoreszierenden rekombinanten Préproteins
SDCSH flir den in organello IMpPOTt ... e e eas 52
5.1.1 Herstellung, Rickfaltung und Labelingoptimierung von SDCSH ......................... 52
5.1.2 Etablierung des in organello Imports mit fluoreszenzmarkiertem SDCSH in
isolierten HeLa- und YPH499-Mitochondrien ..........ooouiiiiiii e 59
5.1.3 Importkinetik Bestimmung von Hefe-Mitochondrien...............coooiiiiiiiiinnnls 63
5.2 Einfluss der Temperatur auf die mitochondrialen Importgeschwindigkeit.................... 66
5.2.1 Einfluss der Temperatur auf den Import in isolierten HeLa-Mitochondrien.......... 66
5.2.2 Bestimmung der maximalen Importgeschwindigkeit von isolierten HelLa-
Mitochondrien in Abhangigkeit der Temperatur ..o 70



5.2.3 Bestimmung der Importgeschwindigkeit von HEK293- und SH-SY5Y-

Mitochondrien im Vergleich zu HeLa bei 37 “C....ii e 74
5.2.4 Einfluss der Temperatur auf den Import von isolierten Hefemitochondrien ......... 78
5.2.5 Bestimmung der Importgeschwindigkeit von isolierten Hefemitochondrien in
Abhangigkeit von der Temperatur ... 81
5.3 Einfluss von ROS-Stress auf die mitochondriale Importgeschwindigkeit .................... 83
5.3.1 Einfluss von H202 auf den Import in isolierten HeLa-Mitochondrien.................... 83
5.3.2 Charakterisierung der isolierten Hefemitochondrien BY4741 und sod2A ............ 86
5.3.3 Bestimmung der maximalen Importgeschwindigkeit der isolierten Hefe-
Mitochondrien BY4741 UNd SOU2A ..o 88
54 Einfluss vom isolierten Zytosol und molekularer Verdrangung auf den mitochondrialen
000 T P 90
5.4.1 Einfluss von isoliertem Zytosol auf den mitochondrialen Import ......................... 90
5.5 Einfluss von Aggregaten auf den mitochondrialen Import..............ccooiiiiiiiiiiinen. 95
5.5.1 Einfluss von DiAB auf den Import in isolierten HeLa-Mitochondrien.................... 95
5.5.2 Charakterisierung des Einflusses von DiAB auf HelLa-Zellen.............................. 98
5.5.3 Einfluss von AB40/AB42 auf den mitochondrialen Import...................cl. 101
5.5.4 Einfluss von Zytosol auf AB-Peptiden im Kontext von Importexperimenten....... 105
5.5.5 Einfluss von a-syn(61-95) auf den Import in isolierten HEK293-Mitochondrien.109
6 DISKUSSION..... et s s s s s s s s s e s en 113
6.1 Detektion des Imports durch Fluoreszenzmarkierung.........ccccoooviiiiiiiiniiiiiii e 113
6.2 Bestimmung der mitochondrialen Importgeschwindigkeit ..............coooiiiiiiiinn, 115
6.3 Einfluss von ROS und hdéheren Temperaturen fihren zu verlangsamtem Import...... 122
6.3.1 ROS-Stress beeinflusst den mitochondrialen Import ............ccooiiiiiiiinnn. 123
6.4 Amyloide Aggregate fihren zu Importhemmung und schadigen Mitochondrien nicht125
6.4.1 Isoliertes Zytosol verlangsamt den Import und hebt Importhemmung durch
amyloide Aggregate nicht auf......... 127
6.4.2 a-syn(61-95) inhibiert den mitochondrialen Import nicht..............co.ooinn. 128
7 N = 0 129
8 ABKURZUNGEN .....cotiiiiiiiiiiiiiinnnnnereeeeseeeeesssssssssssseeesssesssssnssssssseseeens 130
9 ABBILDUNGSLISTE.......c e s s s s s s e e 131
10 TABELLENLISTE ...t s s s s e e s s s s e 135
11 DANKSAGUNG ... s s s s s s s s s s s s s e s en 136
12 N 1 72 137
13 LITERATURVERZEICHNIS.......ce s 138






1 Zusammenfassung / Abstract

1.1 Zusammenfassung

Die Analyse von Mitochondrien ist ein wichtiger Indikator fur den
Gesundheitszustand einer Zelle und es wurde in den letzten Jahren immer
deutlicher, dass die Untersuchung der Mitochondrien in vielen Krankheiten
immer mehr Relevanz erhalt. Ein Indikator fur funktionierende Mitochondrien ist
der mitochondriale Import und die damit verbundene Importkinetik. Es war bisher
nicht moglich, exakte Messungen der Importgeschwindigkeit mithilfe von
Praproteinen durchzufihren, da die Methodiken wie radioaktiver Import oder
Antikdrperdetektion technisch viele Nachteile aufweisen. Fluoreszenzmarkierte
Praproteine wie Su9-DHFR-Cys-Strep-His (SDCSH) hingegen kdnnen dabei
helfen, die Importgeschwindigkeit in vitro zu messen. In dieser Doktorarbeit
wurden der Import mit SDCSH, sowie die Expression, Ruckfaltung, Markierung
mit Fluoreszenzfarbstoff und Auswertung der Importdaten etabliert und bei
Mitochondrien der Backerhefe Saccharomyces cerevisiae und verschiedenen
Saugetierzelllinien durchgefuhrt. Es konnte gezeigt werden, dass der Import in
Mitochondrien der Backerhefe viel schneller ablauft, als es bei den
Mitochondrien aus den Saugetierzelllinien der Fall ist. Der Import bei
Mitochondrien aus Hela besitzt ein Temperaturoptimum bei 37 °C, wahrend flr
Hefe 25 °C die optimale Temperatur waren. In dieser Arbeit konnte gezeigt
werden, dass der Import durch Erhoéhung der Temperatur eine
Temperaturabhangigkeit aufweist. Der Einfluss von oxidativem Stress (Reaktive
Sauerstoffspezies) zeigte bei HeLa-Mitochondrien eine Reduzierung des Imports
mit gleichzeitiger Depolarisation des Membranpotentials. Im Zuge von ROS-
Experimenten mit der Hefe-Mutante sod2A im Vergleich zum Wildtyp wurde der
Import mithilfe von SDCSH analysiert und es konnte kein Unterschied in der
Importkinetik aufgezeigt werden. In weiteren Experimenten wurden amyloide
Aggregate (DiAB, AB40, ApB42), sowie das hydrophobe Proteinsegment von a-
Synucleins mit den Aminosauren 61 bis 95 eingesetzt, um den Effekt der
Aggregate, welche in dem Kontext der neurodegenerativen Krankheiten
Alzheimer und Parkinson auftreten, auf den mitochondrialen Import zu
analysieren. Das Beta-Amyloid DiAB, welches aus zwei AB40 besteht, zeigte
eindeutig eine Hemmung des Imports. Die amyloiden Monomere von AB40 und
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AB42 zeigten auch eine Hemmung des Imports, wobei diese aber schwacher
ausfiel als bei DiIAB. Die Experimente mit a-Synuclein (61-95) zeigten keinen
Effekt auf den Import, sowie auf Membranpotential oder mitochondriale
Integritat. AuBerdem wurde der Effekt von isoliertem Zytosol und sich darin
befindenden Chaperonen auf den mitochondrialen Import getestet, welcher zu
einer ATP-abhangigen Hemmung des Imports und zur Reduzierung des Imports
fuhrte. Zytosol konnte bei Zugabe zu amyloiden Aggregaten den Import nicht

wiederherstellen, was in einem noch langsameren Import resultierte.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Messung der Importkinetik unter
Verwendung eines rekombinanten fluoreszenzmarkierten Praproteins etabliert
werden konnte und eine Analyse des Einflusses verschiedener Bedingungen auf

den mitochondrialen Import in vitro Gberpruft wurde.

1.2 Abstract

The analysis of mitochondria is an essential indicator of cellular health. It has
become increasingly clear in recent years that the examination of mitochondria
is becoming more relevant in research of many diseases. An indicator of
functioning mitochondria is mitochondrial import and the associated import
kinetics. Until now, it has not been possible to perform accurate measurements
of import rates with mitochondrial preproteins, as methods such as radioactive
or antibody detection had many technical drawbacks. Fluorescence-labeled
preproteins such as Su9-DHFR-Cys-Strep-His (SDCSH) can help to measure the
import rate in vitro. In this PhD thesis, fluorescence import, expression, refolding,
labeling, and analysis of import data were established and performed in
mitochondria of the baker's yeast Saccharomyces cerevisiae and different
mammalian cell lines. The import into the mitochondria of baker's yeast takes
place much faster than in the case with mitochondria from mammalian cell lines.
The protein imports into mitochondria from HelLa best took place at 37 °C, while
for yeast it was best at 25 °C. This thesis demonstrated that imports exhibit
temperature dependency due to an increase in temperatures. Similarly, the use
of ROS (reactive oxygen species) stress in HeLa mitochondria showed a
reduction of the mitochondrial import with simultaneous depolarization of the

membrane potential. ROS-experiments with the yeast mitochondria from the
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sod2A mutant and wild type were analyzed using SDCSH and did not show any
difference in the context of mitochondrial import rates. In further experiments,
amyloid aggregates (DiAB, AB40, AB42) and the hydrophobic protein segment of
a-synuclein with amino acids 61 to 95 were used to analyze the effect of the
aggregates, which occur in the context of neurodegenerative diseases like
Alzheimer’s and Parkinson’s, on mitochondrial import. The beta-amyloid DiAR,
which consists of two AB40, clearly showed an inhibition of import. The amyloid
monomers of AB40 and AB42 also showed inhibition of import, although this was
weaker than with DiAB. The experiments with a-synuclein(61-95) showed no
effect on import, membrane potential, or mitochondrial integrity. Additionally, the
effect of isolated cytosol and its chaperone on mitochondrial import was tested,
which led to an ATP-dependent inhibition of import and a reduction in import.
The addition of isolated cytosol to amyloid aggregates could not restore import

efficiency and demonstrated an even weaker import than before.

In summary, the measurement of import kinetics using a recombinant
fluorescently labeled preprotein could be established and an analysis of the

influence of different conditions on mitochondrial import in vitro was verified.



2 Einleitung

2.1 Mitochondrien

Mitochondrien fungieren als Kraftwerke der Zelle, da sie zur Energiegewinnung
beitragen und wichtiger Bestandteil vieler Stoffwechselwege, wie dem
Citratzyklus, sind. Aul3erdem haben sie zusammen mit dem endoplasmatischen
Retikulum (ER) die Aufgabe der Calciumspeicherung (Rizzuto et al. 1992). Nach
der Endosymbiontentheorie sind Mitochondrien veranderte Einzeller, welche
sich im Laufe der Evolution durch Integration in einer Zelle umgeformt haben,
um der Zelle Energie, vorwiegend in Form von ATP, zur Verfuagung zu stellen
(Martin et al. 2015). Mitochondrien besitzen ihr eigenes Genom, welches
hauptsachlich fur die Expression der Atmungskettenkomplexe |-V codiert
(Jokinen und Battersby 2013). Diese 13 Proteine stellen aber nur ca. 1 % des
ganzen mitochondrialen Proteoms dar, welches mehr als 1000 Proteine aufweist
(Morgenstern et al. 2021). Die Gene fiur alle anderen mitochondrialen Proteine,
sogenannte Praproteine, befinden sich im regularen Genom und werden im
Zellkern zu mRNA transkribiert und anschliefend durch Ribosomen im Zytosol
translatiert. Die Praproteine werden anschliel3end in die Mitochondrien importiert
(Morgenstern et al. 2017; Morgenstern et al. 2021).

2.2 Mitochondriale Biogenese in die Matrix

2.2.1 Mitochondriale Praproteine der Matrix

Mitochondriale Praproteine besitzen eine Zielsequenz am N-terminalen Ende
(Abbildung 1), was ihnen ermdglicht, an den Tom20-Rezeptor zu binden, um so
in die mitochondriale Matrix aufgenommen werden zu kdénnen. Die Lange der
Prasequenz, ihr amphipathischer Charakter (Abbildung 1) und der
Faltungszustand des Praproteins bestimmen die Effizienz der Bindung, sowie
des Imports in die Mitochondrien (Roise et al. 1988). Die Prasequenz besteht
aus positiv geladenen Aminosauren und hydrophoben Aminosauren, sodass die
Prasequenz eine positive Nettoladung besitzt. Bei zu kurzer
Aminosaurensequenz eines Praproteins kann es zu verlangsamtem Import
kommen, da keine vollstandige Interaktion mit dem Importmotor HspA9
stattfinden kann (Lim et al. 2001). Die charakteristische Aminosaureabfolge der
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mitochondrialen Prasequenz, welche reich an Arginin, Serin und Alanin ist,
ermoglicht eine zielgenaue Detektion der Prozessierungsschnittstelle der
Metalloendopeptidase Mitochondrial Processing Peptidase (MPP) durch
Vorhersageprogramme wie Target P oder MitoFates (Emanuelsson und Heijne
2001; Koutnikova et al. 1998). Der amphipathische Charakter der Prasequenz
kann elektrostatische Wechselwirkungen mit anderen Proteinen auslésen und so
zur Koaggregation fuhren (Liu et al. 2023). Die Aggregation von Praproteinen im
Zytosol kann die Importgeschwindigkeit negativ beeinflussen (Boos et al. 2019).
Eine Ansammlung von nicht importierten Praproteinen kann dafur sorgen, dass
das Zellwachstum negativ beeinflusst wird (Nowicka et al. 2021). Nicht
importierte Praproteine werden Uber das Proteasom abgebaut (Mohanraj et al.
2019).

Mitochondriale Prasequenz

+ +

+ + + 1

A

MPP Schnittstelle

Abbildung 1: Vereinfachte allgemeine Struktur von mitochondrialen Praproteine der
mitochondrialen Matrix. Der Pfeil steht fir die Prozessierungsschnittstelle der MPP am N-
terminalen Ende des Praproteins. C steht fur das C-terminale Ende des Praproteins.
Rotmarkierte Balken stellen die positiv geladenen Aminosauren und blaumarkierte Balken die
hydrophoben Aminosauren der Prasequenz dar.

2.2.2 Mitochondrialer Import in die Matrix

Mitochondrien bestehen aus einer Doppelmembran und der mitochondrialen
Matrix. In der Aullenmembran befindet sich der TOM-Komplex (Translocase of
the Outer Membrane), welcher sich aus Prasequenzrezeptoren und dem Import-
kanal Tom40 zusammensetzt (Abbildung 2) (Ahting et al. 2001). Das Praprotein

wird durch die Bindung der mitochondrialen Prasequenz an die Rezeptoren
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Tom70, Tom20 und Tom22 an die Mitochondrien lokalisiert und weiter in den
Tom40-Kanal geleitet (Backes et al. 2018). Die Prasequenz dient als Zielse-
quenz, welche die Lokalisation an die Mitochondrien ermdglicht (Saitoh et al.
2007). Prasequenzen zeichnen sich durch den amphipathischen Charakter aus
(Abbildung 1), welcher die Bindung durch die positive AuRenladung an den
Tom20-Rezeptor ermdglicht (Roise et al. 1988). Nach dem Durchschreiten des
Tom40-Kanals wird das Praprotein durch eine Uberleitung Gber Tim50 (Translo-
case of the Inner Membrane), welches als Rezeptor in dem Intermembranraum
fungiert, zum Tim23-Komplex weitergeleitet (Abbildung 2) (Gomkale et al.
2021). Tim23 besitzt ein hydrophiles N-terminales Segment, welches die Bin-
dung der Prasequenz ermdglicht (Im Sim et al. 2023). Die Insertion in den
Tim23-Komplex findet nur bei funktionsfahigem Membranpotential statt
(Abbildung 2, Abbildung 3) (Geissler et al. 2000). Bevor das Praprotein in die
Matrix gelangen kann, wird es Uber die Weiterleitung von Tim44 und durch den
Importmotor HspA9 (Mensch: mtHsp70, Mortalin, GRP-75; Hefe: Ssc1) unter
ATP-Verbrauch in die Matrix gezogen (Abbildung 2) (Lim et al. 2001,
Ungermann et al. 1994). Wenn das Praprotein im letzten Schritt in die mitochond-
riale Matrix gelangt, wird die Prasequenz durch die Metalloendopeptidase MPP
prozessiert und durch mitochondriale Chaperonproteine wie Hsp60 zusammen
mit Hsp10 zurlckgefaltet (Joshi et al. 2016; Koutnikova et al. 1998; Witte et al.
1988; Haucke et al. 1995; Cheng et al. 1989; Hohfeld und Hartl 1994). In der
mitochondrialen Innenmembran kann es ebenfalls zu einer Prozessierung durch
die IMP (Inner Membrane Processing Peptidase) kommen (leva et al. 2013). Ne-
ben dem Import in die mitochondriale Matrix gibt es auch weitere Importwege in
die AuBenmembran, Innenmembran und den Intermembranraum der Mitochond-
rien (Meisinger et al. 2007). Fur diese Doktorarbeit wird aber der Fokus rein auf

den mitochondrialen Import in die Matrix gelegt.
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+ ++t+ + 1

Zytosol

Aulenmembran

Intermembranraum

Innenmembran

Matrix

O v

Abbildung 2: Mitochondrialer Import in die Matrix. A) Mitochondriale Praproteine werden
durch die Bindung der mitochondrialen Prasequenz durch Rezeptoren (Tom20) erkannt und
durch den Tom40-Kanal transportiert. B) Bei intaktem Membranpotential kann das Praprotein
Uber Tim50 an den Tim23-Kanal binden und unter ATP-Verbrauch durch den Import Motor
HspA9 in die mitochondriale Matrix gezogen werden. C) Dort wird die mitochondriale
Prasequenz durch MPP prozessiert und das Matrixprotein kann nun durch mitochondriale
Chaperone stabilisiert und gefaltet werden, um die Aufgabe innerhalb der Mitochondrien zu

erfullen.
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2.2.3 Membranpotential und Endoxidation

Damit der Import in die Matrix stattfinden kann, muss an der mitochondrialen
Innenmembran  ein  sogenanntes  Membranpotential vorliegen. Das
Membranpotential (AW) entsteht durch die Elektronentransportkette und die
Protonenpumpen in den Atmungskettenkomplexen (I, Ill, IV, V) (Abbildung 3),
welche sich in der mitochondrialen Innenmembran und im Intermembranraum

befinden.

Elektronen werden uber den Komplex | (NADH-Dehydrogenase) durch die
Reaktion von NADH zu NAD" eingespeist, wodurch Elektronen auf Ubichinon
ubertragen werden (Weiss et al. 1991). Der Komplex Il oxidiert (Succinat-
Dehydrogenase) Succinat zu Fumarat, welches ebenfalls die Elektronen auf
Ubichinon Uubertragt, wodurch Ubichinon zu Ubichinol (QH2) reduziert wird
(Grimm 2013). Ubichinol wird im nachsten Schritt durch Komplex Il (Cytochrom
c-Reduktase) oxidiert und die Elektronen werden auf Cytochrom c ubertragen.
Cytochrom c transportiert die Elektronen zu Komplex IV (Cytochrom c-Oxidase)
und hier dient Sauerstoff als Endelektronenakzeptor und wird zu Wasser (Hz20)
reduziert (Dennerlein et al. 2023). Durch die Redoxreaktionen und die Bildung
von Wasser werden Protonen in den Intermembranraum gepumpt. Der
Elektronenfluss fuhrt dazu, dass Protonen sich vermehrt in dem
Intermembranraum sammeln, und der Komplex V (ATP-Synthase) begunstigt
den Protonenfluss unter Bildung von ADP zu ATP zurlck in die Matrix (Jia et al.
2007) (Abbildung 3). Diese Bewegung von Protonen von Matrix zum
Intermembranraum  erzeugt einen pH-Unterschied (pH). Durch die
Konzentrationsunterschiede der Anionen und Kationen zwischen Matrix und
Intermembranraum entsteht eine Spannung, welche als Membranpotential (AWY)
bezeichnet wird. Die Protonenkonzentration (pH) zusammen mit dem
mitochondrialen Membranpotential (AW) bilden die protonenmotorische Kraft
(Ap). Die Elektronentransportkette lasst sich durch verschiedene Hemmstoffe
inhibieren (Abbildung 3), was zu einer Reduzierung des Membranpotentials
fuhrt (Rieske et al. 1967; Li et al. 2003).

Elektronen konnen vorzeitig von Elektronentragern der Atmungskette an
Sauerstoff abgegeben werden. Die Aufnahme eines Elektrons an Sauerstoff
kann zu der Bildung des Superoxidradikal-Anions (Oze-) flhren. Dieses

Sauerstoffradikal wird als reaktive Sauerstoffspezies (ROS, reactive oxygen
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species) bezeichnet (Vinogradov und Grivennikova 2005). Der Verlust zweier
Elektronen an ein Sauerstoffmolekll fuhrt zur Bildung von Wasserstoffperoxid
(Boveris und Chance 1973). Dieses ist membranpermeabel und reagiert mit
Metallionen mittels einer Fenton-Reaktion, welche zu dem sogenannten
Hydroxyl-Radikal fihrt. Hydroxyl-Radikale sind wie das Superoxidradikal-Anion
sehr reaktiv und kénnen zu Schaden bei Proteinen und DNA fahren (Singh et al.
2019).

Rotenon ; ; Cyanide . .
Inhibitoren MPP* Malonat  Antimycin Azide Oligomycin
H* H* H*
Intermembranraum T T
i .

Innenmembran ) ) - AY

= ¢

7 iaosuca 7 ol A
NADH+H* | NAD'Succinat Fumarat 1/20,+H* H,0 ADP+Pi ATP
Matrix = H*
-Protonenpumpen

- Succinatdehydrogenase
[ ATP-synthase (Komplex V)

Abbildung 3: Membranpotential und Atmungskette der Mitochondrien. Elektronen werden
Uber Komplex | (NADH-Dehydrogenase) in die Atmungskette eingespeist. Durch die weiteren
Komplexe werden die Elektronen weiter transportiert und dadurch wird ihr Energieniveau bei
jedem Schritt verringert. Die Energie wird fiir die Protonenpumpen verwendet, H+ in den
Intermembranraum  zu  transportieren. Bei Komplex |V dient Sauerstoff als
Endelektronenakzeptor und wird mit 2 H+ zu Wasser reduziert. Die ATP-Synthase nutzt die
Anreicherung der Protonen im Intermembranraum und pumpt sie zurlck in die Matrix und bringt
dadurch die noétige Energie auf, um ADP+Pi zu ATP reagieren zu lassen. Durch die
Protonenpumpen entsteht eine Umverteilung der Protonen und dadurch bildet sich das
Membranpotential zwischen Intermembranraum und Matrix der Mitochondrien. Es gibt
verschiedene Inhibitoren, welche die Atmungskettenkomplexe, sowie die ATP-Synthase

hemmen und somit das Membranpotential beeinflussen kénnen.

15



2.3 Detektionsmethoden des mitochondrialen Imports

Mitochondriale Proteinbiogenese wurde im Kontext von radioaktiv pulse-chase
Experimenten in intakten Zellen von Neurospora crassa das erste Mal
nachgewiesen (Hallermayer et al. 1977). In den darauffolgenden Jahren wurden
neben der radioaktiven Detektion von Importexperimenten auch die Detektion
durch Antikérper (Western Blot) sowie die Fluoreszenzmarkierung von

Praproteinen etabliert.

2.3.1 Radioaktiver Import und Antikorperdetektion

Mit der Etablierung von Mitochondrienisolation aus Hefe oder Neurospora crassa
und in vitro-Translation von radioaktiven Praproteinen konnten Importstudien
durchgefuhrt werden. Mithilfe von radioaktivem Methionin, bei dem das
Schwefelatom aus einem radioaktiven [3°S]-Isotop besteht, kdnnen Praproteine
radioaktiv markiert werden. Radioaktive Importexperimente ermaoglichten erste
Einblicke in den mitochondrialen Import (Pfanner et al. 1987). Ein Vorteil dieser
Technik ist die effektive Produktion von radioaktiven Praproteinen und die gute
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse (Ahn et al. 2006; Ramezani et al. 2023). Ein
Nachteil dieser Methode ist die benotigte Zeit der Experimente bis zum Ergebnis
und, dass die Ergebnisse nur qualitative Einblicke in die Importkinetik geben
kénnen. Relative Quantifizierungen kénnen mithilfe von radioaktiven
Praproteinen durchgefuhrt werden, aber keine absolute Bestimmung der
tatsachlich importierten Menge an prozessiertem Praprotein.

Importexperimente konnen aullerdem mit rekombinanten Praproteinen
durchgefuhrt werden und die Detektion kann uUber Antikorper via Western Blot
erfolgen. Proteine wie, murine DHFR (Dihydrofolatreduktase) wurden in vielen
synthetischen Praproteinen verwendet, um in vitro den mitochondrialen Import
wie auch die Faltung zu analysieren (Gaume et al. 1998). Proteine wie DHFR
kommen natuarlich nicht in Mitochondrien vor, sodass sie sich eignen, in
synthetischen Praproteinen mithilfe von Antikdrpern far die Importdetektion
verwendet zu werden. Da DHFR reversibel durch den Folsaureantagonisten
Methotrexat gehemmt wird, welches nur an die gefaltete DHFR-Domane binden
und so den Import hemmen kann (Krayl et al. 2007), konnte die Anzahl an
TOMA40-Tim23-Importkomplexen in Hefe durch Blue-Native-PAGE mithilfe von
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Antikorperdetektion festgestellt werden (Dekker et al. 1998). Antikorperdetektion
kann exakte Mengen an Praprotein detektieren, wobei sich die Sensitivitat der
Bindung der Antikérper an das Protein uUber die Haufigkeit der Benutzung der

Antikorperlésung verandern kann (Baker 2015).

2.3.2 Markierung von rekombinanten Praproteinen mit Fluoreszenzfarb-

stoffen

Eine weitere Mdglichkeit, Proteine quantitativ analysierbar zu machen, stellt die

Markierung mit Fluoreszenzfarbstoffen dar.

Eine Variante ist die SNAP-Domane, welche ein Derivat der O%-alkylguanin-DNA
Alkyltransferase (AGT) aus Saugetierzellen (hAGT) ist. AGT repariert das OS-
Alkylguanin durch Dealkylierung zu Guanin und sorgt so fir die DNA-Stabilitat in
der Zelle (Fang et al. 2005). Bei dieser irreversiblen Reaktion wird das Cystein
im aktiven Zentrum alkyliert, wodurch das Protein inaktiv wird (Abbildung 4)
(Keppler et al. 2003). Die Substratspezifitat der hAGT ist nicht sehr hoch, da es
auch die O%-Nucleobase Benzylguanin (BG) enzymatisch dealkylieren kann. Die
SNAP-Doméane kann dadurch mit einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelten BG
reagieren. Resultierende kovalente Bindung ermoglicht eine stabile
Fluoreszenzmarkierung von Proteinen in vitro und in vivo (Keppler et al. 2004;
Keppler et al. 2003).

Bei der Markierung der SNAP-Domane mit einem Fluoreszenzfarbstoff sollte auf
komplexbildende Chemikalien wie EDTA verzichtet werden, da das Zinkion
(Zn?*) essenziell fiir das Labeln des hAGTs (SNAP) ist (Keppler et al. 2004).
Anhand des Fusionsproteins B-Gal-SNAP konnte gezeigt werden, dass dieses
Protein im Zytosol lokalisiert ist und die SNAP-Domane nicht dafur sorgt, dass
Fusionsproteine im Zellkern verweilen (Regoes und Hehl 2005). Somit sind
Funktionsanalysen von Proteinen in vivo auch in anderen Zellkompartimenten

moglich.

Das mitochondriale Praprotein b2(167)-DHFR-SNAP konnte in vitro fur
Importversuche in Hefe verwendet werden. Wodurch sich zeigte, dass
fluoreszenzmarkierte Praproteine die Moglichkeit einer quantitativen Auswertung
von mitochondrialem Import ermdglichen und im Vergleich zu

Antikorperdetektion ein genaueres Ergebnis liefern. Die Markierung des
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Praproteins mit Fluoreszenzfarbstoff konnte auch nach dem Import durchgefuhrt

werden und so nachtraglich quantifiziert werden (Becker et al. 2008).

O
\

-Guanin

e

Abbildung 4: Mechanismus der SNAP-Markierungstechnik. Das Aktive Zentrum der SNAP-
Domane alkyliert das Benzylguanin-Fluorescein und fiihrt zu einer kovalenten Bindung mit dem

Fluorescein. Dadurch kdbnnen Proteine mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert werden.

2.3.3 Thiol-Maleimid Reaktion

Eine weitere Moglichkeit, Proteine mit Fluoreszenzfarbstoffen zu markieren,
stellt die Thiol-Maleimid-Reaktion dar (Anderton 1970). Die Sulfhydrylgruppe
eines freien Cysteinrestes kann uber die sogenannte Michael-Addition mit
Maleimid reagieren und geht eine kovalente Bindung ein (Witter und Tuppy 1960;
Pretzer und Wiktorowicz 2008). Der Anfang des katalytischen Zyklus stellt die
initiale Bildung von nucleophilen Thiolat-Anionen (R1-S°) dar. Das Thiolat-Anion
greift die m-Bindung des Maleimids an, was zu einem basischen Enolat-
Zwischenprodukt fuhrt. Dieses Zwischenprodukt deprotoniert neue
Thiolgruppen, was den katalytischen Zyklus weiterlaufen lasst. Nach der
Deprotonierung ist Maleimid mit der Thiolgruppe gekoppelt (Abbildung 5). Die
Selektivitat der Michael-Addition mit Sulfhydrylgruppen ist sehr hoch (Epps und
Taylor 2001). Auf diese Weise lasst sich in Verbindung von Maleimid mit

Fluorescein oder einem anderen Fluoreszenzfarbstoff ein Protein mit einem
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Fluorophor markieren. Es konnte in Optimierungsexperimenten gezeigt werden,
dass die optimale Kopplungszeit bei 30 Minuten liegt und Maleimid kaum
unspezifische Bindungen eingeht (Tyagarajan et al. 2003). In dieser Arbeit wird

diese Form der Markierung von Proteinen noch naher betrachtet.

O\ X

/‘\* S

Zwischenprodukt

Thiolat Anion 0 / P S~ R
_S\
R

1\ v, 0
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Abbildung 5: Mechanismus der Michael-Addition zwischen Maleimid und Thiolgruppen.
Initiale Bildung des nucleophilen Thiolat-Anions fihrt zum Angriff der m-Bindung der
Maleimidgruppe (rot), welches dadurch zum Enolat-Zwischenprodukt reagiert. Dieses
Zwischenprodukt deprotoniert weitere Thiolgruppen, sodass der katalytische Mechanismus
weiterlaufen kann. Nach dieser Deprotonierung ist die Maleimidgruppe mit der Thiolgruppe
verbunden und die Michael-Addition beendet. An der Maleimidgruppe ist der
Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt (blau). Das Protein ist nach der Michael-Addition Uber die
Thiolgruppe des Cysteins (schwarz) lUber die Maleimidgruppe mit dem Fluoreszenzfarbstoff

markiert.

2.3.4 Mitochondriale Importkinetik

Der Importprozess und die Prozessierung von Praproteinen durch Mitochondrien
konnen als Kinetik erster Ordnung beschrieben werden (Lim et al. 2001). Mito-
chondrien fungieren in dieser Kalkulation als Enzymapparat (TOM/TIM/Pro-
teasen) und die Praproteine als Substrat (Abbildung 6). Um die maximale Im-
portgeschwindigkeit zu bestimmen, muss das Substratmaximum, also die

Sattigung, im Experiment erreicht werden (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Mitochondriale Importkinetik. Mitochondrialer Import ist ein Prozess, welcher
einer ahnlichen Kinetik unterliegt, wie die eines Enzyms. Mitochondriale Importkanale stehen
dabei fur die Enzyme und das Préaprotein flir das Substrat. Bei radioaktiven Importexperimenten
liegen Substratkonzentrationen vor, welche nicht dem maximalen Importumsatz entsprechen.
Der Fluoreszenzimport ermoglicht die Zugabe des Praproteins in einem Konzentrationsbereich,

in dem der maximale Import erzielt werden kann.

2.4 Beeinflussung des mitochondrialen Imports

Der mitochondriale Import kann durch verschiedene Faktoren beeinflusst wer-
den. Die Zugabe von Faktoren, welche den Import verbessern, kann zu einer
schnelleren Importgeschwindigkeit fihren. Ein negativer Einfluss kann dazu
fuhren, dass das Organell seine zellularen Aufgaben nicht mehr erfillen kann.
Dies kann sich durch einen Verlust an Funktionalitat der Atmungskette, des
mitochondrialen Ribosoms oder durch Fehlfaltung mitochondrialer Proteine
zeigen. Die Folge sind ein gestértes Membranpotential, eine verringerte
Stabilitat der Mitochondrien und schlussendlich Defekte im mitochondrialen
Import. AulRerdem konnen die Interaktion mit zytosolischen Proteinen oder
weiteren Zellorganellen den mitochondrialen Import beeinflussen. Welchen
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Einfluss verschiedene Faktoren auf die mitochondrialen Importgeschwindigkeit

haben, wird in dieser Doktorarbeit naher betrachtet.

2.4.1 Einfluss von ROS auf den mitochondrialen Import

ROS-Stress beschreibt eine Schadigung von Proteinen sowie DNA durch reak-
tive Sauerstoffspezies und fuhrt zur Stérung der mitochondrialen Biogenese.
ROS-Stress greift hauptsachlich prosthetische Gruppen mit einem Eisenschwe-
fel-Cluster an, welche in den Komplexen der Atmungskette vorkommen (Singh
et al. 2019). H202, welches durch den Elektronenverlust der Atmungskette in
Mitochondrien entstehen kann, reagiert mit Metallionen mittels einer Fenton-Re-
aktion, welche zu der Bildung des sogenannten Hydroxyl-Radikals fuhrt. Dieses
Radikal kann DNA und andere Biopolymere angreifen und zu einer verringerten
Aktivitat fuhren (Ballinger et al. 1999). ROS-Stress fuhrt zu einer Depolarisation
der Mitochondrien, welche sich durch eine erniedrigte ATP-Produktion nie-
derschlagt (Garg und Chang 2004). Dadurch kommt es zu einer ROS-induzierten
Zelltoxizitat, was durch erhdhte Apoptose gezeigt werden konnte (Singh et al.
2007; Pletjushkina et al. 2006). Durch ROS-Stress kann es auch innerhalb der
Mitochondrien zu Aggregation von Aconitase und Acetolactatsyntase kommen
(Bender et al. 2010; Gardner 2002, 2002). Der Abbau von durch ROS-Stress
geschadigten mitochondrialen Proteinen findet Uber die Proteasen Pim1 in der
Hefe und LonP1 im Menschen statt (Bender et al. 2011; Bota und Davies 2002).

ROS-Stress wird als ein entscheidender Faktor flr die vorschreitende Pathologie
in verschiedenen neurodegenerativen Krankheiten wie Alzheimer oder Parkin-
son beschrieben (Gu et al. 2013; Keeney et al. 2024). Erhohter ROS-Stress
konnte beispielsweise in der mitochondrialen DNA, sowie in der gesteigerten
Peroxidation von Lipiden in neuronalen Zellen von Alzheimer-Patienten

festgestellt werden (Palmer und Burns 1994; Mecocci et al. 1994).

2.4.2 Einfluss von Aggregaten auf den mitochondrialen Import

Bei neurodegenerativen Krankheiten werden beispielsweise Ablagerungen von
AB-Plaques bei Alzheimer oder a-Synuclein bei Parkinson beobachtet (Thal et
al. 2015). Diese Proteinaggregationen wirken sich negativ auf Neuronen aus und
fuhren zu deren Absterben (Shimohama et al. 1999; Chen und Feany 2005,
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2005). Die Aggregate sind ein pathologischer Mechanismus neurodegenerativer
Krankheiten und fuhren mit erhdhtem ROS-Level, Imbalance der Neurotransmit-
ter, erhdhter Autophagie, mitochondrialer Dysfunktion, Ubererregbarkeit der

Neuronen zum Vorschreiten dieser Krankheiten (Pardillo-Diaz et al. 2022).

2.4.2.1 AB-Peptide

AB-Peptide werden durch die konsekutive Spaltung von Amyloid-Precursor-
Protein (APP) durch B-Secretase und y-Secretase gebildet. Bei der Pathologie
von Alzheimer kommt es zu einer Amyloidose, wobei vermehrt schadliche AB-
Plaques gebildet werden und die Anreicherung durch a-Secretase nicht gestoppt
wird (Sun et al. 2017). AB ist ein amphipathisches Peptid, welches ein
hydrophiles N-terminale Ende und ein hydrophobes C-terminales Ende besitzt.
Diese Struktur fuhrt zur spontanen Aggregation, angefangen von Monomeren
uber Oligomere bis hin zu unloslichen Protofibrillen (Han und He 2018). Die
Bildung von AB-Oligomeren fuhrt zu hoherer Neurotoxizitat (Wilcox et al. 2011;
Cizas et al. 2010). AB42 neigt eher zur Oligomer-Bildung im Vergleich zu AB40
(Rangachari et al. 2007). Die Dimervariante (DiAB), welche aus 2 Monomeren
AB40 besteht, liegt hauptsachlich als Oligomer vor (Schutzmann et al. 2021).
Welchen Effekt ABR-Oligomere auf den mitochondrialen Import haben, soll in

dieser Arbeit analysiert werden.

AB-Plaques konnen in Zellen zu einer gestorten Calcium-Homoostase, sowie
einem Anstieg an Apoptose und erhdhten ROS-Leveln fuhren (Sultana et al.
2006; Fani et al. 2021; Cizas et al. 2010). Es konnten in
elektronenmikroskopischen Aufnahmen AB-Plaques in der mitochondrialen
Matrix detektiert werden, was ein Anzeichen fur eine Interaktion des
Importkanals und der Rezeptoren von Mitochondrien sein kénnte (Hansson
Petersen et al. 2008). Eine weitere Studie konnte eine Ansammlung von A[-
Peptiden am Tom22-Rezeptor von Hefe nachweisen (Hu et al. 2018). AB-
Plaques koénnten demnach bei Astrozyten zu einer Storung des
Mitochondriennetzwerkes fuhren und die ATP-Produktion der Zelle negativ
beeinflussen (Zysk et al. 2023). Es konnte in in vitro-Studien gezeigt werden,
dass AB-Peptide zur Koaggregation mit Praproteinen wie Su9-DHFR neigen, was

zur Importhemmung fuhrt (Cenini et al. 2016). AB-Peptide zeigten dabei keinen
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Effekt auf das Membranpotential von isolierten HeLa-Mitochondrien (Cenini et
al. 2016).

2.4.2.2 a-Synuclein

Parkinson ist die zweithaufigste neurodegenerative Krankheit, welche durch eine
Bildung von Lewy-Korpern in dopaminergen Neuronen charakterisiert ist.
Abnormale Ansammlungen von a-Synuclein wurden in den Lewy-Kdrpern
identifiziert und die Ansammlung dieses Proteins wird seitdem zur Parkinson-
Pathogenese gezahlt (Baba et al. 1998). a-Synuclein ist ein prasynaptisches
neuronales Protein, welches eine GroRe von 14 kDa hat und eine hohe Affinitat
zu Membranen (anionische Phospholipide) aufweist, da es hydrophobe
Seitenketten besitzt (Ahn et al. 2006). In weiteren Studien zeigte sich, dass a-
Synuclein an Tom20 binden und so den mitochondrialen Import hemmen kann
(Di Maio et al. 2016). Eine weitere Studie zeigte eine einhergehende Hemmung
von Komplex | der Atmungskette bei Ansammlung von a-Synuclein im
Intermembranraum (Devi et al. 2008). Ramezani et al. (2023) zeigten, dass a-
Synuclein die Ca?*-Aufnahme der Mitochondrien erhéht und die mitochondriale
Masse nach Expression des a-Synuclein reduziert, welche wiederum die ATP-

Produktion reduziert und die Mitochondrien depolarisiert (Lurette et al. 2023).

2.4.3 Einfluss der Temperatur auf den mitochondrialen Import

Hitzestress kann Mitochondrien schadigen und sie in ihrer Funktion negativ
beeinflussen. Es konnte neben der Proteinaggregation von Tufm, Aco2 oder
Hsp60 in Saugetiermitochondrien, auch ein Abfall des Membranpotentials nach
Hitzestress festgestellt werden (Wilkening et al. 2018). Dies fuhrt ebenfalls zu
einer verringerten ROS-Produktion, also einer eingeschrankten
Atmungskettenaktivitat. Die mitochondriale Translation kommt bei hoheren
Temperaturen zum Erliegen. (Wilkening et al. 2018; Bender et al. 2011). Die
Komplexe der Atmungskette werden durch den Temperaturstress instabil,
wodurch die mitochondriale Atmung gehemmt wird (Moreno-Loshuertos et al.
2023). Der mitochondriale Import wird durch den Abfall des Membranpotentials
zwangslaufig reduziert (Wilkening et al. 2018; Dressler et al. 2006). Bei
Myoblastzellen konnte eine Reduktion der Zellproliferation und Differenzierung

nach Hitzestress nachgewiesen werden (Lu et al. 2023). Mitochondriale
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Chaperone der Matrix wie Hsp78 konnten im Zuge von Temperaturstress als
essenzieller Faktor fir den Schutz der metabolischen Funktion und der

Proteinbiosynthese ermittelt werden (Jaworek et al. 2022).

2.4.4 Einfluss von Zytosol und molekularen Chaperonen auf den

mitochondrialen Import

Innerhalb der Zelle fuhrt die Menge an Makromolekulen (Polysacchariden,
Proteinen und Nukleinsauren) zu einer molekularen Verdrangung, was zu einem
reduzierten intrazellularen Raum fuhrt (Bonucci et al. 2023). Diese Verdrangung
hat einen grof3en Einfluss auf die biochemischen Reaktionen, die Proteinstruktur
und die Interaktion (Celaya et al. 2016). Es konnte gezeigt werden, dass diese
Verdrangung zu einer veranderten Spezifitdt von biochemischen Reaktionen
fuhrt, indem die Bindung von Liganden verbessert wird (Minton 1993). Dadurch
konnte auch eine veranderte Kinetik der Proteinaggregation beobachtet werden
(van den Berg et al. 1999). Makromolekulare Verdrangung fuhrt zu einer
Stabilisierung von kompakten Proteinstrukturen und verlangsamt deren
Auffaltung (Bonucci et al. 2023).

Neben der molekularen Verdrangung und deren Auswirkungen auf die
Proteinfaltung befinden sich im Zytosol Proteine, sogenannte Chaperone,
welche die Proteinfaltung ermoglichen. Die Chaperone Hsp70 und Hsp40 binden
an neu synthetisierte Proteine und fuhren unter ATP-Verbrauch zur Faltung
dieser Proteine (Hartl 1996). 15-20 % der Proteine mussen fur weitere Faltung

durch das Chaperon Hsp90 unterstitzt werden (Johnson 2012).

Im Zytosol befindet sich ein Proteinringkomplex, bestehend aus Chaperoninen
wie beispielsweise TriC. Diese Proteingruppe besteht aus 800-kDa-Doppelring
Proteinkomplexen, welche einen Hohlraum besitzen, in welchem die Faltung
groRer Proteine unter ATP-Verbrauch stattfindet (Hu et al. 2023). Substrate
dieses Faltungssystems sind hauptsachlich Aktin und Zytoskelettproteine
(Siegers et al. 1999). In dieser Arbeit wird der Effekt von isoliertem Zytosol auf

den Import mit fluoreszenzmarkierten Praproteinen analysiert.
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3 Ziele und Fragestellungen dieser Doktorarbeit

Um die Analyse der mitochondrialen Biogenese in der mitochondrialen Matrix
quantifizierbar zu machen, soll in dieser Arbeit ein rekombinantes,
fluoreszenzmarkiertes Praprotein konstruiert werden, welches im Import in
Organello verwendet werden kann. Neben der Etablierung dieser Methodik

sollen folgende Fragestellungen beantwortet werden:

1. Wie verhalt sich die Importgeschwindigkeit in Hefemitochondrien im
Vergleich zu Saugetiermitochondrien? Gibt es Unterschiede zwischen

verschiedenen Zelllinien?

2. Welchen Einfluss hat hdhere Temperatur auf die Importgeschwindigkeit

und bei welcher Temperatur importieren Saugetiermitochondrien am

besten?
3. Welchen Einfluss hat ROS auf den mitochondrialen Import?
4. Wird der Import in Mitochondrien durch Zugabe von isoliertem Zytosol

beeinflusst und kann so die Situation in der Zelle widerspiegelt werden?

5. Flhren DiAB-Oligomere zu einer Importhemmung?
6. Wird der Import in die mitochondriale Matrix durch a-syn(61-95) gehemmt?
7. Kann die Importhemmung aufgrund von amyloiden Aggregaten in

Mitochondrien durch isoliertes Zytosol und die sich darin befindenden

Chaperonproteine wiederhergestellt werden?
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4 Material und Methoden

4.1 Material

4.1.1 Laborgerate

Tabelle 1: Laborgerate

Gerat

Name

Hersteller

Durchflusszytometer

CyFlow space
CYS3001

Sysmex- Partec,

Deutschland

Einfrier-Container

Cryo1°C

FreezingContrainer

Nalgene®, USA

Mikroplattenleser

Infinite M200 pro
Tecan

Tecan, Schweiz

Phosphoimager

FLA-5100

Fujifilm, Japan

Power Supply

Power Supply

PeglLab, Deutschland

Western Blot Kammer

Semi-Dry-Blotter

PeqlLab, Deutschland

Zellinkubator

Function Line Cell

Incubator

Heraeus Instruments

Zellinkubator

HERAcell VIOS 160i

Thermo scientific

Stickstoff-Generator

NGM

Cmc instruments
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4.1.2 Chemikalien

Tabelle 2: Chemikalien

Name Hersteller
Adenosintriphosphat (ATP) Sigma-Aldrich, USA
AVO (Valinomycin, Antimycin A, Sigma-Aldrich, USA
Oligomycin)

Bacto Tryptone Sigma-Aldrich, USA
Brovines Serumalbumin (BSA) Sigma-Aldrich, USA
1,4- Dithiothreitol (DTT) Sigma-Aldrich, USA
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich, USA
Fluorescein-Maleimid ThermoFisher Scientific, USA
Proteinase K Sigma-Aldrich, USA
L-Arginin Sigma-Aldrich, USA
Tetramethylrhodamin-Ethylester (TMRE) | Sigma-Aldrich, USA
Turbofect Sigma-Aldrich, USA
Valinomycin Sigma-Aldrich, USA
Zymolyase-20T: 20000 U/g Amsbio, UK

Alle weiteren verwendeten Chemikalien, sofern hier nicht aufgefuhrt, wurden von

Carl Roth bezogen.
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4.1.3 Puffer und Losungen

Tabelle 3: Puffer und Losungen

Lésung

Konzentration/Zusammensetzung

Agarosegel

1 % [w/v] Agarose, 0,1 % [w/v] Ethidiumbro
-mid in TAE

Arginin-Puffer

1 M Arginin, 10 mM MOPS pH 7,2

ATP

0,2 M

AVO (Valinomycin, Antimycin A

0.8 mM Antimycin, 50 uM

, Oligomycin) Valinomycin, 2 mM Oligomycin in EtOH
geldst
Coomassie 50 % [v/v] Ethanol, 10 % [v/v] Essigsaure,

1 g/l Coomassie Brilliant Blue R250

Coomassie Entfarber

50 % [v/v] Ethanol, 10 % [v/v] Essigsaure

1xDekosalt

50 mM Tris, 150 mM NaCl

1xDekosalt-T

Dekosalt + 0,1 % Tween20

Dialysispuffer

30 mM Tris, 80 mM NaCl, 1 mM MgAc, 10 %
Glycerin [v/V]

DTT-softening-Puffer

100 mM Tris (pH 9,4), 10 mM DTT

FACS-Puffer

1xPBS + 0,2 % [w/v] BSA

Homogenisierungspuffer

10 mM Tris, 0,6 M Sorbitol, 0,5 % [w/v] BSA
,1mM PMSF

2xImportpuffer

500 mM Saccharose, 40 mM HEPES pH 7,6,
160 mM KAc, 10 mM MgAc

KPi-Buffer 1 M K2HPO4, 1 M KH2PO4 (pH 7.4)

1xLaemmli 2% SDS [w/v], 10 % Glycerin [v/v], 60
mM Tris, 5 % B-Mercaptoethanol, 0,02 %
Bromphenolblau

LB-Medium 10 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 10 g/l NaCl
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Lysis-Puffer

0,5 % [w/v] Triton, 20 mM Tris (pH 7,4), 2
mM EDTA, 50 mM NaCl, 0,5 mM PMSF, 1x

Protease Inhibitor

LEW-Puffer 50 mM NaH2POs4, 300 mM NaCl (pH 8)

P80 3 % [w/v] BSA (Fettsaurefrei), 250 mM
Saccharose, 80 mM KCI, 5§ mM MgCl2

10xPBS 1,37 M NaCl, 27 mM KCI, 100 mM NazHPOg,
20 mM KH2PO4 pH 7,4

PMSF 100 mM

Potentialpuffer

0,8 M Sorbitol, 0,1 % [w/v] BSA, 10 mM
MgCl2, 20 mM KPi pH 7,2

10xSDS-PAGE-Puffer

250 mM Tris, 1,9 M Glycin, 35 mM SDS

SEM-Puffer

250 mM Saccharose, 1 mM EDTA, 10 mM
MOPS pH 7,2

Solubilisation-Puffer

50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl (pH 8), 6 M
Harnstoff

Losung A Lésung B + 2 mg/ml BSA

Losung B 20 mM HEPES pH 7,6, 220 mM Mannitol, 70
mM Saccharose, 1 mM EDTA

1XTAE 5mM Tris, 2 mM EDTA, 2 mM Natriumacetat

(pH 8 mit Essigsaure)

1XTBS (pH 7.4)

20 mM Tris/HCI, 150 mM NaCl

1xTBS-T

TBS (pH 7.4) + 0,1 % Tween-20

Transfe-Puffer

20 mM Tris, 150 mM Glycin, 0,2 % [w/V]
SDS, 20 % [v/v] Ethanol

Waschpuffer

Filterretardierungstest

10 mM Tris (pH 8), 150 mM NaCl, 0,1 %
[w/v] SDS
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YPD-Medium 10 g/l Hefeextrakt, 20 g/l Pepton, 2 %

Glucose
YPD-Platten YPD-Medium + 25 g/l Agar Agar
YPG-Medium 10 g/l Hefeextrakt, 20 g/l Pepton, 3 %

Glycerol, (2 % Ethanol)

YPG Platten YPG-Medium + 25 g/l Agar Agar

Zymolasepuffer 20 mM KPi (pH 7,4), 1,2 M Sorbitol

4.1.4 Zellkulturmedien, Reagenzien und Kits
e GFP-CERTIFIED Apoptose/Necrose Kit (Enzo Life Sciences)
e Miniprep Kit (Thermo Life Sciences)
e Mitosox (Thermo Life Sciences)
¢ RotiQuant (Carl Roth)
e RPMI ohne Glutamin (Invitrogen)
e SERVALight Eos CL HRP WB Substrate Kit (Serva)
e TMRE (Sigma Aldrich)

e TnT Couples Reticulocyte Lysate Systems for SP6 Promoter (Promega)

4.1.5 Software

Tabelle 4: Software und Programme

Name Hersteller

Adobe lllustrator Adobe, USA

Adobe Photoshop Adobe, USA

Excel Microsoft, USA
Graphpad Prism 7 Graphpad Software, USA
Multi Gauge Fujifilm, Japan
SerialCloner 2.0 Serial Basic

SnapGene Viewer Dotmatics, USA
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Word

Microsoft, USA

4.1.6 Primare Antikorper (Homo sapiens)

Tabelle 5: Primare Antikorper (Homo sapiens)

Immunogen | Typ Verdunnung | Spezifikation | Hersteller

AB Maus 1:1000 B4 / sc-28365 | Santa Cruz, USA

B-Actin Maus 1:1000 3700S NEB,
Deutschland

FACL4 Rabbit 1:5000 NBP2-16401 Novus,
Deutschland

GAPDH Kaninchen | 1:3000 2118S NEB,
Deutschland

Hsp9a Maus 1:2000 67563-1 Proteintech,
Deutschland

Mdh2 Kaninchen | 1:5000 11908 S NEB,
Deutschland

MPP (Pmpca) | Maus 1:1000 HPA021648 Sigma-Aldrich,
USA

MPP (Pmpca) | Maus 1:500 sc-390471 Santa Cruz, USA

PINK1 Kaninchen | 1:1000 6946 Cell Signalling,
USA

phos. Kaninchen | 1:1000 62802 Cell Signalling,

Ubiquitin USA

SOD2 Kaninchen | 1:2000 S5569 Sigma-Aldrich,
USA

Strep Kaninchen | 1:1000 GR1552 AG Voos

Tim23 Maus 1:2000 611222 BD. Bioscience,

USA
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Tom40 Maus 1:1000 sc-265467 Santa Cruz, USA
Tom70 Kaninchen | 1:5000 NB 110-583 47 | Novus,
Deutschland
TRAP1 Kaninchen | 1:500 GR 2388-5b Gramsch,
Deutschland
VAPB Kaninchen | 1:2000 NBP1-89112 Novus,
Deutschland
VAPB Kaninchen | 1:2000 Proteintech Proteintech,
14477-1 AP Deutschland

4.1.7 Primare Antikorper (Saccharomyces cerevisiae)

Tabelle 6: Primare Antikorper (Saccharomyces cerevisiae)

Immunogen Typ Verdunnung | Spezifikation Hersteller
Cox4 Kaninchen | 1:2000 GR577-7 AG Voos
Mdh1 Kaninchen | 1:5000 GR1088 AG Voos
Sod2 Kaninchen | 1:5000 GR1051 AG Voos
Ssc1 Kaninchen | 1:5000 GR41756 AG Voos
Tom70 Kaninchen | 1:2000 GR657 AG Voos

4.1.8 Peroxidase-gekoppelte Sekundarantikorper

Tabelle 7: 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 Zelllinien

Tabelle 8: Zelllinien

Zellinie Beschreibung Hersteller
HelLa Humanes Cervixkarzinom DSMZ, ACC-57
SH-SY5Y Human neuroblastoma DSMZ, ACC-209

HEK293293 Human embryonic kidney

DSMZ, ACC-305

4.1.10 Hefezelllinien

Tabelle 9: Hefezelllinien

Strain Genotype Source

YPH499 Mat a, ura3-52, lys2-801, ade2-101, trp1-A63, his3- | W. Voos
A200, leu2-A1

BY4741 Mat a, his3A1, leu2A0, met15A0, ura3A0 Euroscarf

YhrO08c-ES Mat
sod2A::KanMx

a, his3A1, leu2A0, met15A0, ura3A0, | Euroscarf

4.1.11 Peptide

Tabelle 10: Peptide

Trifluoracetatsalz

AAATGFV

Peptide Sequenz Source
Dimer AB40 (DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSN | Bachem AG/
Trifluoracetatsalz | KGAIIGLMVGGVV)2C AG Hoyer
AB40 (1-40) DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSN | Bachem AG
Trifluoracetatsalz | KGAIIGLMVGGVV

AB42 (1-42) DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSN | Bachem AG
Trifluoracetatsalz | KGAIIGLMVGGVVIA

a-syn(61-95) EQVTNVGGAVVTGVTAVAQKTVEGAGSI | Bachem AG
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4.1.12 Plasmide / Primer

Tabelle 11: Plasmide und Primer

Plasmid Vektor Beschreibung Hersteller
pWJ10 pET28b Su9-DHFR-Cys-Strep-6His Witold Jaworek
in DHa far

Plasmidaufreinigung

p p u9- -Cys-Strep-6His ito awore
WJ10 ET28b Su9-DHFR-Cys-St 6Hi Witold J k
in BL21 codon+ fir

Expression

Die Plasmidkarte befindet sich im Anhang Abbildung 60.

e Uberhang PCR (T7 -> SP6 Promotor) — SDCSH
Forward-Primer:
GCGAATTCATTTAGGTGACACTATAGAATACtgagcggataacaattcccctctaga
Reverse-Primer:

GCGAATTCcaaggggttatgctagttattgctca

4.2 Methoden

4.2.1 Expression von SDCSH

Eine 5 ml-Vorkultur mit SDCSH in BL21 codon+ wurde Uber Nacht angesetzt.
Nach der Inkubation Uber Nacht wurde die optische Dichte (OD600) per
Photometer festgestellt und die Bakterien in LB-Medium + Kanamycin (f.c. 50
pg/ml) mit einer OD600 von 0,1 inokuliert. Die Bakteriensuspension wurde weiter
inkubiert, bis eine OD600 von 0,6-1,0 erreicht wurde. Im nachsten Schritt wurden
100 yl 1 M IPTG (f.c. 1 mM) zugegeben und SDCSH fur 4 Stunden exprimiert.
Die Bakteriensuspension wurde bei 4000 xg, 4 °C und 20 Minuten zentrifugiert
und der Uberstand verworfen. Die Pellets wurden in flissigem Stickstoff

schockgefroren und bei -80 °C gelagert.
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4.2.2 Lyse und Aufreinigung vom Praprotein SDCSH

Das Bakterienpellet wurde auf Eis aufgetaut und in LEW-Puffer (Lysis
Equilibration Wash Buffer) aufgenommen. Danach werden Lysozyme (1 mg/ml)
und PMSF (f.c. 1 mM) zur Bakteriensuspension hinzugegeben und fir 30
Minuten auf Eis ruhrend inkubiert. Im darauffolgenden Schritt wurde die
Suspension im Bioruptor (15 Sekunden an, 15 Sekunden aus, hohe Einstellung,
10 Zyklen) lysiert. Das Lysat wurde dann bei 10000 xg und 4 °C fur 30 Minuten
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde dann in einem
Waschpuffer (LEW-Buffer + 1 M Urea + 0,5 % Triton) resuspendiert, bei 10000
xg, 30 Minuten zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Im nachsten Schritt
wurde das Pellet erneut in Waschpuffer (LEW-Buffer + 1 M Urea) resuspendiert
und bei 10000 xg, 30 Minuten zentrifugiert. Das erhaltene Pellet wird dann in 6
M-Urea-Solubilisation-Puffer resuspendiert (2 g/ml) und im Bioruptor (15
Sekunden an, 15 Sekunden aus, hohe Einstellung, 5 Zyklen) behandelt. Danach
wird das Lysat bei 20.000 xg, 15 Minuten, 4 °C zentrifugiert und der Uberstand
vorsichtig in ein neues 1,5 ml-Eppendorfgefall Gbertragen und die Konzentration
via SDS-PAGE und Western Blot im Vergleich zu BSA-Standards ermittelt.

4.2.3 Dialyse/Riickfaltung des Praproteins SDCSH

In 6 M Urea gelostes SDCSH, wurde im Verhaltnis 1:40 in 1 M Arginin 10 mM
MOPS (pH 7,4) verdinnt und dann in eine Dialysekapsel Uberfuhrt, die mit der
aktivierten Dialysemembran verschlossen wurde. Die Dialysekapsel wurde in
500 ml Dialysepuffer gegeben. Die Verdinnung der SDCSH-L&sung in dem
Dialysepuffer, welche durch die Membran getrennt wurde, betragt am Ende
1:1000. Dialyse wurde Uber Nacht bei 4 °C ruhrend inkubiert. Nach der Dialyse
wurde das Volumen der SDCSH-Lésung per Pipette ermittelt und das
zurtckgefaltete Protein bei 4 °C, 20.000 xg und 15 Minuten zentrifugiert, um
wirklich nur zuruckgefaltetes Protein in das Labeln mit dem Farbstoff zu geben.
Nach der Zentrifugation wurde das Protein mit Fluorescein-5-Maleimid versetzt

(siehe Fluoreszenzmarkierung mit Fluorescein-5-Maleimid)
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4.2.4 Fluoreszenzmarkierung mit Fluorescein-5-Maleimid

Um die Fluoreszenzmarkierung von SDCSH durchzufihren, ist der erste Schritt
ein Zentrifugationsschritt des zuruckgefalteten SDCSH, welcher bei 4 °C, 20
Minuten und bei 20.000 xg durchgefiihrt wurde. Danach wurde der Uberstand
mit Fluorescein-5-Maleimid (f.c. 200 uM) versetzt und in einem dunklen 1,5 ml-
Eppendorfgefald auf Eis fur 4 Stunden inkubiert. Nach etwa 3,5 Stunden wurde
noch Cystein (f.c. 1 mM) zugesetzt, um nicht gebundenes Fluorescein-5-
Maleimid zZu inaktivieren und unspezifische Markierung des
Fluoreszenzfarbstoffs zu verhindern. Die Praproteine wurden aliquotiert, mit
flussigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert. Die Konzentration
(Uber BSA-Standard) und die Fluoreszenzmarkierung wurden im Gel oder auf
PVDF-Membran uberpruift.

4.2.5 Konzentrationsbestimmung des fluoreszenzmarkierten SDCSH

Fluoreszenzmarkiertes SDCSH wurde in verschiedenen Volumina und das Pro-
tein Rinderserumalbumin (BSA) in bekannten Mengen (1 pg, 0,5 pg, 0,25 ug,
0,125 pg) in einem SDS-PAGE-Gel (12,5 %) aufgetragen. Nach dem Gellauf
wurde es Uber Westernblot auf eine PVDF-Membran ubertragen. Um die
Fluoreszenz zu Uberprifen, wurden die Signale mithilfe des Fluoreszenz-
Scanners (Anregungswellenlange: 473 nm, Emissionsfilter: LPB) analysiert.
Danach wurde die PVDF-Membran mit Coomassie gefarbt. Nach Entfarbung und
Trocknung der PVDF-Membran wurden die Proteinsignale mithilfe des
Programms Multigauge (Fujifiim) quantifiziert und der Hintergrund in der
entsprechenden Lauffront subtrahiert. Die BSA-Proben dienten zur
Quantifizierung  einer  Standardkurve, um die Proteinmenge des
fluoreszenzmarkierten SDCSH zu ermitteln. Um die Konzentration des SDCSH
in ug/ul zu ermitteln, wurde die jeweilige Proteinmenge durch das jeweilige

Volumen dividiert.

4.2.6 Mitochondrienpraparation von Saugetierzellinien

Die Zellen wurden auf 15 cm-Platten wachsen gelassen, bis eine mindestens
60 % Konfluenz des Zellwachstums erreicht war. Das Medium wurde entfernt

und der Zellrasen zweimal mit 1 x PBS gewaschen. Im nachfolgenden Schritt
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wurden die Zellen mithilfe eines Zellscharbers abgekratzt und in vorbereiteten 2-
ml-Eppendorfgefalle gesammelt, welche sich im Eis befinden. Wenn sich die
Zellen alle in 2-ml-Eppendorfgefale befinden, wurden sie bei 800 xg und 4 °C
herunterzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 4,5 ml Lésung A aufgenommen und
fur eine Stunde auf Eis inkubiert. Dies dient dazu, die Zellen zum Anschwellen
zu bringen. Nach der Stunde auf Eis wurden die Zellen (6 x 0,75 ml) in Falcons
uberfihrt und im Bioruptor bei 4 °C, 5 Sekunden an, 60 Sekunden aus in 5 Zyklen
(geringe Einstellung) lysiert. Nach der schwachen Lyse wurde das Lysat bei
1500 xg und 4 °C herunterzentrifugiert. Im Uberstand (I) befinden sich nun
Mitochondrien und im Pellet die noch nicht lysierten Zellen. Diese Uberstande
wurden jetzt in 1,5-ml-Eppendorfgefalle Uberfihrt und auf Eis gelagert. Die
Zellpellets wurden im Folgenden nochmal in 4,5 ml Losung A (siehe Tabelle
Puffer und Losungen) geldst und der Schritt mit dem Bioruptor wurde nochmal
wiederholt, um eine grolRere Mitochondrienausbeute aus den Zellen praparieren
zu kénnen. Wenn alle Ubersténde (I, 1) sich auf Eis befinden, wurden die
EppendorfgefalRe mit den Uberstanden bei 12.000 xg, 10 Minuten und bei 4 °C
zentrifugiert. Danach folgt das Entfernen des entstandenen Uberstandes und die
Mitochondrienpellets wurden in 1 ml Lésung B (f.c. 1 mM PMSF) geldst und
erneut bei 12.000 xg, 5 Minuten und 4 °C herunterzentrifugiert. Im letzten Schritt
konnte das Mitochondrienpellet in Losung B aufgenommen werden und durch
Verdinnungen in Losung B (1:10, 1:20) mit der Bradford-Proteinbestimmung
nach vermessen werden. Die restlichen Mitochondrien in Losung B wurden bei

4 °C gelagert, bis das Experiment mit den Mitochondrien durchgefihrt wurde.

4.2.7 Mitochondrienpraparation von Saccharomyces cerevisiae

Zellen von Saccharomyces cerevisiae wurden in YPD-Medium fur ein bis zwei
Tage wachsen gelassen und man setzt so das gewunschte Vorkulturvolumen an.
Im nachsten Schritt wurde die Hefe in YPG (mit 2 % EtOH) wachsen gelassen,
bis eine OD von 1,5-2,5 erreicht wurde. Wenn die gewlnschte OD erreicht war,
wurden die Hefezellen herunterzentrifugiert und mit Wasser gewaschen. Die
Hefezellen wurden bei 1600 xg herunterzentrifugiert und das Gewicht des
Pellets bestimmt. Im Folgenden wurden die Zellen in einen DTT-softening-Puffer
uberfuhrt und bei 30 °C und sanften Schutteln 20 Minuten inkubiert. Im nachsten

Schritt wurden die Zellen bei 2800 xg herunterzentrifugiert und das Pellet wurde
37



in Zymolasepuffer (100 ml) gelost. Die Hefezellen wurden nun erneut bei
2800 xg zentrifugiert und das Pellet wurde mit 7 ml/g pro Pelletgewicht in
Zymolasepuffer geldst. Zu dieser Suspension wurden 3 mg Zymolase pro g
Pelletgewicht gegeben und die Zellen wurden bei 30 °C fur 30 Minuten inkubiert.
Dieser Schritt ist notwendig, um die Zellwand der Hefezellen zu verdauen. Um
diesen Arbeitsschritt zu Uberprufen, wurden 50 ul der Suspension vor dem
Zymolaseverdau und 50 pl nach dem Verdau in separate 2-ml-Eppendorfgefalie
uberflihrt. Zu diesen 50 ul wurde dann 2 ml destilliertes Wasser gegeben. Die
Zellen vor dem Zymolaseverdau sollten in der LOsung bestehen bleiben
(Trdbung). Die Zellen nach dem Zymolaseverdau sollten in der Lésung aufgrund
des osmotischen Drucks platzen und die Tribung verschwindet. Entstandene
Spheroplastenlésung wurde herunterzentrifugiert und in Zymolasepuffer erneut
gewaschen. Im Folgenden wurden die Zellen in Homogenisierungspuffer
aufgenommen (6,5 ml/g) und im Bioruptor bei 30 Sekunden an und 30 Sekunden
aus, geringe Einstellung, beschallt. Danach folgte ein Zentrifugationsschritt,
welcher bei 2000 xg und 5 Minuten durchgefuhrt wurde. AnschlieBRend wurde
der Uberstand bei 3000xg wund 5 Minuten zentrifugiert. Diese
Zentrifugationsschritte wurden bei 4 °C durchgeflihrt. Im letzten Schritt wurde
der Uberstand 15 Minuten bei 12.000 xg zentrifugiert und das entstandene
Mitochondrienpellet in SEM-Puffer gelést. Die Mitochondrienkonzentration
wurde mittels Bradford bestimmt. Die Mitochondrien wurden aliquotiert, in
flussigem Stickstoff schockgefroren und bei —80 °C gelagert.

4.2.8 Proteinbestimmung nach Bradford

Um vergleichbare Proteinmengen in SDS-PAGE und Western Blots einzusetzen,
ist es notwendig, Proteinkonzentrationen genau zu bestimmen. Das
Bradfordreagenz kann dazu verwendet werden. Dieser Assay basiert auf der
Verschiebung vom Coomassie-Absorptionsmaximum von 470 nm nach 595 nm,
wenn eine Proteinbindung des Farbstoffreagenz im sauren Milieu vorliegt. Diese
Verschiebung lasst sich im Photometer oder Mikroplatten-Reader messen. Um
genaue Proteinmengen zu bestimmen, ist es notwendig, einen Proteinstandard
in diesem Assay zu verwenden. Verschiedene bekannte Konzentrationen von

BSA wurden als Standard eingesetzt und mit den Proben analysiert. Um das
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Bradfordreagenz zu verwenden, wurde der Farbstoff mit Wasser 1:5 verdunnt.
Vor dem Vermessen der Proben und Standards, wurden 5 ul pro Probe in eine
96-Well-Mikroplatte gegeben und anschliefend mit 200 ul vorher angesetztem
Bradford (1:5) vermischt. Wenn sich alle Proben in der Mikroplatte befinden,
wurde die Absorption bei 595 nm vermessen. Von dieser Absorption und anhand
der Proteinstandards lasst sich eine Standardgerade ermitteln, welche die

Proteinkonzentrationsbestimmung mdglich macht.

4.2.9 Spottest

Der Spottest wurde im Kontext von ROS-Stress-Experimenten mit dem
Saccharomyces-cerevisiae-Stamm BY4741 und der Deletionsmutante sod2A
durchgefuhrt. Eine Vorkultur in YPD-Medium (3 ml) wurde am Vortag des
Experimentes angesetzt. Die optische Dichte wurde am folgenden Tag mithilfe
eines Photometers gemessen. Es wurden 0,16 OD600 (107 Zellen) entnommen
und bei 2000 xg zentrifugiert und der Uberstand verworfen und in 1 ml sterilem
Wasser aufgenommen. 500 ul dieser Verdinnung wurden im folgenden Schritt
mit dem Photometer bezuglich der OD Uberprift. Diese Ausgangslésung wurde
im nachsten Schritt 1:10 verdunnt. Aus dieser ersten Verdiunnung wurden die
anderen Losungen durch Verdunnen um den Faktor 1:3 mit sterilem Wasser
angesetzt. 7 ul der unverdinnten und verdinnten Zellsuspensionen wurden auf
YPD/YPG-Platten gegeben und bei 30 °C/37 °C inkubiert. Nach der
Inkubationszeit wurden die Platten gescannt und das Wachstum analysiert.

Tabelle 12: Verdinnungen Spottest

Verdiinnung Zellzahl/ml Zellen/ 7 pl
1:10 1000000 7000
1:30 333333 2333
1:90 111111 778
1:270 37037 259
1:610 12346 86
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4.2.10 Membranpotentialmessung via TMRE

Das Membranpotential ist essenziell fur die mitochondriale Biogenese und
deshalb ein wichtiger Indikator fur die Funktionalitdt von Mitochondrien. Es ist
moglich, das Membranpotential Uber einen Fluoreszenzfarbstoff (TMRE,
Tetramethylrhodamin, ethyl ester) zu vermessen. Diese Substanz kann die
Zellmembran ganz einfach passieren und aufgrund ihrer positiven Ladung wird
sie uber das Membranpotential in die Mitochondrien transportiert. Am Anfang der
Messung wurden 30 pug von Mitochondrien (Saugetier oder Hefe) per
Zentrifugation (12.000 xg, 5 Minuten, 4 °C) herunterzentrifugiert und danach in
95 ul Potenzialpuffer (+Malat/+Glutamat) aufgenommen. An diesem Punkt findet
nun entweder die Behandlung mit verschiedenen Chemikalien oder die
unbehandelten Mitochondrien dienen als Kontrolle. Als Positivkontrolle arbeitet
man mit 5 uyl 100 uM Valinomycin (f.c. 5 uM), welches als Entkoppler das
Membranpotential zerstort (Su et al. 2019). Diese Behandlung findet bei
30 °C/37 °C statt. Nach diesem Schritt wurden zu jeder Probe 2 pl von 50 yM
TMRE (f.c. 1 yM) gegeben und bei Raumtemperatur fir 10 Minuten inkubiert.
Danach wurden die Mitochondrien wieder herunterzentrifugiert (12.000 xg, 5
Minuten, Raumtemperatur) und der entstandene Uberstand verworfen. Im
nachsten Schritt wurde das Mitochondrienpellet mit 200 pl Potenzialpuffer (ohne
Malat/Glutamat) gewaschen und bei 12.000 xg, 5 Minuten, Raumtemperatur
herunterzentrifugiert. Im abschlieRenden Schritt wurde der Uberstand wieder
verworfen und das Pellet in 200 pyl Potenzialpuffer (ohne Malat/Glutamat)
aufgenommen. Die Proben wurden nun in eine Schwarze 96-well-Platte
pipettiert. Als Leerwert dienten dort 200 ul Potenzialpuffer und als Uberpriifung
des TMRE diente 200 nul Potenzialpuffer mit 2 yl TMRE (f.c. 0,5 uM). Bei der
Messung wurde die Schwarze 96-well-Platte bei 540 nm die Fluoresezenz

angeregt und die emitierten Signale wurden bei 585 nm detektiert.

4.2.11 Uberhang-PCR

Um den T7-Promotor in einen SP6-Promotor zu tauschen, wurde eine Uberhang-
PCR mit den Primern (siehe Tabelle 11) durchgefihrt. Neben der Template-DNA
pWJ10 (f.c. 5 ng) wurden 1 x Phusion-GC-Puffer, 200 yM dNTPs, 3 % DMSO,

0,1 yM der Primer und 1 % Phusion-Polymerase gegeben und in folgendem
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PCR-Programm (Tabelle 13) inkubiert und anschlief3end per

Agarosegelelektrophorese analysiert.

Tabelle 13: PCR-Programm

Zeit (Sekunden) Temperatur (°C) Schritt Ablauf

60 98 Initiale 1.

Denaturierung

10 98 Denaturierung 2.

30 65 Hybridisierung 3.

30 72 Elongation 4. (wieder zu
Schritt 2)

600 72 Finale Elongation 5.

4.2.12 Radioaktive gekoppelte Translation

Die radioaktive Translation von Praproteinen kann in einem gekoppelten bzw.
ungekoppelten Ansatz erfolgen. Bei der ungekoppelten Translation wird zuerst
mRNA in vitro produziert und dann in einer nachfolgenden Translation
verwendet. Bei der gekoppelten Translation wurde die DNA mit dem geeigneten
Promotor (SP6/T7) eingesetzt und translatiert. In der vorliegenden Arbeit wurden
die radioaktiven Praproteine mittels der gekoppelten Translation (SP6-Promotor)
hergestellt. Die Template-DNA wurde in dieser Translation in dem
Reaktionsansatz in  einem 1,5-ml-Eppendorfgefald  angesetzt. Der
Reaktionsansatz wurde im Folgenden fir 90 Minuten bei 30 °C inkubiert.
Darauffolgend wurde nicht radioaktives 5 mM Methionin zugegeben und die
Inkubation fur 10 Minuten fortgesetzt. Im n&chsten Schritt wurde der
Reaktionsansatz bei 125.000 xg zentrifugiert, um die Ribosomen zu pelletieren.
Der Uberstand wurde mit 4,5 pl Sukrose versetzt (1,5 M, f.c. 250 mM), um das
Protein schon auf die Osmolaritat beim Import einzustellen. Im letzten Schritt
wurde 1-2 pyl von dem entstandenen Protein in einer kleinen SDS-PAGE mit
anschlielender Geltrocknung und via Filmdetektion uber Nacht analysiert.
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4.2.13 Durchflusszytometrie von Mitochondrien

Durchflusszytometrie dient dazu, Populationen bei Zellen und auch Organellen,
wie Mitochondrien zu analysieren. Um Mitochondrien zu analysieren, war es
notwendig, im ersten Schritt die Mitochondrien (60 ug) herunterzuzentrifugieren
bei 12000 xg, 4 °C fur 5 Minuten. AnschlieRend wurden die Mitochondrien in 100
ul Potenzialpuffer mit Glutamat und Malat resuspendiert. Im nachsten Schritt
wurde zu den Mitochondrien als Positivkontrolle 5 yM Valinomycin hinzugefugt.
Die Proben wurden bei 30 °C/37 °C fur 10 Minuten inkubiert. In diesem Schritt
besteht auch die Mdglichkeit, verschiedene Behandlungen mit verschiedenen
Stressoren durchzufliihren. Nach diesem Schritt wurden zu jeder Probe 2 pl von
50 uM TMRE (f.c. 1 yM) hinzugegeben und bei Raumtemperatur fur 10 Minuten
inkubiert. Die Proben wurden anschlielRend bei Raumtemperatur fur 5 Minuten
bei 12000 xg zentrifugiert. Die mitochondrialen Pellets wurden anschlieend in
Potenzialpuffer + Malat/Glutamat auf eine Konzentration von 10 ug/ul gebracht
und die Proben auf Eis gehalten, bis die Messung am Durchflusszytometer
durchgefuhrt wurde. Kurz vor der eigentlichen Messung wurden die Proben auf
eine Konzentration von 0,05 pg/pl verdinnt und im Durchflusszytometer

vermessen.

4.2.14 Durchflusszytometrie von Zellen

Fluoreszenzfarbstoff (TMRE, Tetramethylrhodamin, ethyl ester) kann zur
Farbung von intakten Zellen verwendet werden, um das mitochondriale
Membranpotential zu analysieren (Crowley et al. 2016). Ein anderer
Fluoreszenzfarbstoff ist MitoSOX, welcher mitochondriale ROS anfarben
kann (Crowley et al. 2016; Shah und Dobrovolskaia 2024)

Die Zellen wurden ausgesat und uber Nacht wachsen gelassen. Am
darauffolgenden Tag wurden die Zellen gewaschen und im neuen Medium mit
den jeweiligen Inhibitoren/Substanzen behandelt. Valinomycin (f.c. 1 yM) wurde
als Negativkontrolle bei TMRE-Messungen und Menadion (f.c. 100 pM) bei

MitoSOX-Messungen als Positivkontrolle verwendet.

Nach der Behandlung wurden die Zellen mit 1xPBS gewaschen und
anschlieffend mit RPMI-Medium, das den jeweiligen Farbstoff (TMRE f.c. 0,5 pM;
MitoSOX f.c. 5 uM) enthalt, angefarbt. Die Farbung wurde im 37-°C-Inkubator
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durchgefuhrt und dauerte 20 Minuten. Danach wurden die Zellen erneut
gewaschen, mit Trypsin von der Platte geldst und in Eppendorfgefalle tberfuhrt.
Im abschlielenden Waschschritt wurden die Zellen nochmal bei 800 xgund 4 °C
zentrifugiert, das Zellpellet mit 1 ml 1xPBS gewaschen und erneut bei 300 xg
zentrifugiert. Die Zellpellets wurden in FACS-Puffer (1xPBS, 0,2 % BSA)

uberfihrt und im Durchflusszytometer vermessen.

4.2.15 Zelllyse

Eine Lyse von menschlichen Zellen ist der erste Schritt, um die Proteine zu
analysieren. Die Zellen auf einer 6-Well-Platte wurden nach der Inkubation aus
dem Inkubator geholt und auf Eis gestellt. Das Medium wurde abgenommen und
die Zellen anschlielend zweimal mit eiskaltem 1xPBS gewaschen. Auf die Zellen
wurde nun direkt 50 ul - 200 pl Zelllysepuffer pipettiert. Die Zellen wurden durch
das Kratzen mit einem Zellschaber von der 6-well-Zellkulturplatte abgel6st und
in vorgekuhlte Eppendorf-GefalRe uberfuhrt. Im nachsten Schritt wurden die
Proben im Bioruptor beifolgender Einstellung durch Ultraschall lysiert: 5 Zyklen,
hohe Einstellung, 30 Sekunden an, 30 Sekunden aus. AnschlieRend wurden die
Proben noch 20 Minuten, 1400 rpm und 4 °C auf einem Heizblock inkubiert. Im
abschlielfenden Zentrifugationsschritt wurden die Zelllysate bei 1500 xg, 10
Minuten, 4 °C von Zellmembranresten befreit, indem diese sich dann im Pellet
befanden. Der Uberstand wurde in neue EppendorfgefaRe (iberfihrt und in

flissigem Stickstoff weggefrostet und bei -80 °C gelagert.

4.2.16 SDS-PAGE

Die Auftrennung nach molekularem Gewicht ist essenziell um Veranderungen
von Proteinmengen und Prozessierungen von Proteinen festzustellen. Um dies
zu erreichen, verwendet man eine Sodium-Dodecyl-Sulfat-Polyacrylamid-Gel
Elektropherese (SDS-PAGE). Der Probenpuffer (4 x Laemmli / 1 x Laemmli
Buffer) enthalt neben Mercaptoethanol und Bromphenolblau auch SDS, was
dafur sorgt, dass Proteine denaturieren und aullerdem eine negative
Gesamtladung aufweisen. Dies ermdglicht ein Auftrennen nach molekularem
Gewicht, da nun alle Proteine negativ geladen sind. Das Polyacrylamidgel dient

als Auftrennungsmaterial, welches ein unterschiedliches Wandern der Proteine
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nach GroRe im elektrischen Fluss bewerkstelligt. SDS-PAGE-Gele wurden
anfanglich mit dem Bodengel gegossen (siehe auch Tabelle 14) und nach
Polymerisierung des Gels bei 4 °C gelagert. Nach Probenauftrag in die Taschen

wurden die Gele in 1 x SDS-Puffer bei 25 mA fur 3 Stunden laufen gelassen.

Tabelle 14: 12,5 % SDS-PAGE Gel

Bodengel Trenngel (12,5 %) | Sammelgel
Acrylamid/bis (30/0.8) 6.7 ml 6.9 ml 0.83 ml
1.875 M Tris pH 8.8 2 ml 3.5 ml -

0.8 M Tris pH 6.8 - - 0.5 ml
10 % (w/v) SDS 0.1 ml 0.17 mi 50 pl

H20 1.13 ml 6.3 ml 3.55 ml

10 % (w/v) APS 50 pl 100 pl 50 pl
TEMED 25 ul 10 pl 10 pl
Endvolumen 10 ml 17 mi 5 ml

4.2.17 Western Blot

Die aufgetrennten Proteine von einer SDS-PAGE kénnen innerhalb der
Acrylamidporen nicht mit Antikérpern detektiert werden. Die sogenannte
Western-Blot Methode wurde etabliert, die Proteine auf eine Membran zu
uberfuhren. Das Gel aus der SDS-PAGE wird dabei mithilfe von elektrischer
Ladung auf eine PVDF-Membran Ubertragen. In den sogenannten Blotting-
Kammern wurde zuerst, in 1 x Blotting Puffer eingelegtes Whatman-Papier
positioniert. Dieses Papier wurde vorher auf die passende GrofRe des Gels
ausgeschnitten, ebenso wie die PVDF-Membran. Die geschnittene PVDF-
Membran wurde in Ethanol aktiviert und dann ebenfalls auf den Whatman-
Papierstapel platziert. Nun folgte das SDS-PAGE-Gel, welches auch in
Blottingpuffer eingelegt wurde. Danach wurden wieder drei Whatman-Papiere
auf den Stapel positioniert. Nun wurde die Blottingkammer verschlossen und an
ein Elektrophoresegerat angeschlossen. Bei 220 mA und zwei Stunden wurden

die Proteine von dem Gel auf die PVDF-Membran Gbertragen. Nach dieser Zeit
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wurde die PVDF-Membran mit Coomassie gefarbt, um die gleichmalige
Beladung und das bisherige Vorgehen zu Uberprifen. Die Membran wurde nach
der Farbung und Trocknung fur die Dokumentation gescannt. Im nachsten Schritt
folgte die Entfarbung mit Entfarberlosung und erneute Aktivierung der PVDF-
Membran. Um eine spezifische Antikorperbindung an den gesuchten Proteinen
zu bewerkstelligen, wurde die Membran in Blockinglésung eingelegt. Die
Blockinglosung wurde aus 5 % Milchpulver, gelést in TBS-T/Dekosalt-T,
angesetzt. Der nachste Schritt beinhaltet die sogenannte Dekoration der
Membran mit unterschiedlichen Primarantikrpern. Diese Inkubation wurde bei
4 °C und Uber Nacht durchgeflhrt. Im darauffolgenden Schritt wurden die
Membranen mit den entsprechenden Puffern (TBS-T/Dekosalt-T) mindestens 3-
mal gewaschen und mit dem Sekundarantikorper (Kaninchen oder Maus)
inkubiert. Die Sekundarantikorper binden an die Primarantikérper. Der
Sekundarantikorper enthalt ein HRP (Peroxidase des Meerettichs), welches die
Umsetzung von Luminol katalysiert. Diese Lumineszenzintensitat wurde am

Ende detektiert und reprasentiert die Proteinmenge.

4.2.18 Test der mitochondrialen Integritat

30 ug isolierte  Mitochondrien wurden in 100 pyl Losung B-Puffer
(Hefemitochondrien in SEM-Puffer) versetzt und die Stressbedingungen bzw.
eine Probe mit Lysepuffer lysiert. Die Mitochondrien wurden anschliefend mit
Proteinase K (f.c. 73 pg/ml) versetzt und fur 15 Minuten auf Eis inkubiert, auller
der -PK-Probe. Im nachsten Schritt wurde 1,5 puyM PMSF zu jeder Probe
hinzugegeben und 10 Minuten auf Eis inkubiert. Daraufhin wurden die Proben
(auler lysierte Mitochondrien) bei 12.000 xg, 5 Minuten, 4 °C zentrifugiert und
der Uberstand verworfen. Die entstandenen Pellets wurden in dem
entsprechenden Puffer (Losung B (Saugetiermitochondrien) / SEM
(Hefemitochondrien)) resuspendiert. Im anschlieRenden Schritt wurden alle
Proben mit 10 pl 50 % TCA versetzt und bei 60 °C fur 5 Minuten inkubiert.
Danach wurden die Proben auf Eis erneut fir 5 Minuten inkubiert. Im
abschliellenden Schritt wurden alle Proben bei 12.000 xg, 5 Minuten, 4 °C
zentrifugiert und der Uberstand verworfen und die entstandenen Pellets in
1 x Laemmli resuspendiert und die Gelbfarbung durch 2 pl von 1,875 M Tris pH

8,8 zu Blau verhindert.
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4.2.19 Losen der Dimer AB und a-syn(61-95) Aggregaten

Die lyophilisierten Peptide (Tabelle 10) wurden mit 40 pyl 50 mM NaOH geldst
und mit 1 M Tris Puffer (pH 7,4) so versetzt, dass nach Zugabe von 40 pyl 50 mM
HCI eine 100 yM Aggregatlésung entstand, welche dann bei 37 °C fur 24
Stunden inkubiert, danach bei 4 °C flr die Experimente aufbewahrt oder per N2

gefroren und bei -80 °C gelagert wurde.

4.2.20 Losen der AB40 und AB42-Peptide

Die lyophilisierte Peptiden (Tabelle 10) wurden mit 40 pyl 50 mM NaOH geldst
und mit 1 M Tris Puffer (pH 7,4) so versetzt, dass nach Zugabe von 40 pl v50
mM HCI eine 200 uM Aggregatlésung entstand und per flissigen N2 gefroren
und bei -80 °C gelagert wurde.

4.2.21 Import in isolierten Mitochondrien aus Saugetierzelllinien

Nach der Isolierung wurden 50 pg Mitochondrien mit einem Mastermix (220 pl)
versetzt, welcher den Mitochondrien optimale Importbedingungen ermdglicht. In
einem Importexperiment wurden neben der Mock (Probe ohne Mitochondrien)
auch die AVO-Probe (Mitochondrien ohne Membranpotential) als Kontrollen
eingebaut. Nach Inkubation von 3 Minuten bei 30 °C wurden die Mitochondrien
mit Praprotein SDCSH versetzt, welches vorher je nach Konzentration in
Dialysepuffer verdinnt und bei 5 Minuten, 4 °C und 20.000 xg abzentrifugiert
wurde, um nur zuruckgefaltetes Praprotein zu den Mitochondrien hinzuzufuhren.
Die Menge an Totalprobe (vor der Zentrifugation) und Loadproben wurde in der
Auswertung berlcksichtigt und berechnet, wie viel am Ende zu den
Mitochondrien gelangt ist. Nach den fur das Experiment entsprechenden
Zeitpunkten wurde zu dem Import 2,2 pl Valinomcyin (f.c. 1 yM) versetzt und die
Proben auf Eis gestellt, bis alle Proben vom Experiment abgestoppt waren. Nun
wurden die Proben (220 ul) in 2 mal 100 pl aufgeteilt, um einmal die Proben mit
Proteinase K (2,5 mg/ml, f.c. 73 yg/ml) zu versetzen und einmal nicht (-PK).
Nach 30 Minuten auf Eis wurden alle Proben mit 1,2 yl PMSF (100 mM, f.c. 1,2
mM) versetzt und 15 Minuten auf Eis inkubiert. AnschlieRend wurden die Proben
bei 12.000 xg, 4 °C fir 10 Minuten zentrifugiert und der Uberstand verworfen
und das Pellet mit 100 yl Lésung B + 0,2 mM PMSF resuspendiert. Danach
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wurden die Proben mit 10 pyl 50 % TCA (f.c. 5 %) versetzt und 5 Minuten bei 60
°C inkubiert. Eine weitere 5 Minuten Inkubation auf Eis und eine Zentrifugation
(12.000 xg, 4 °C, 5 Minuten) spater wurden die Uberstande verworfen und die

Pellets in 20 yl 1xLaemmli resuspendiert.

4.2.22 Import in isolierten Mitochondrien aus Saccharomyces cerevisiae

Isolierte Mitochondrien aus Saccharomyces cerevisiae (50 ug) wurden pro
Zeitpunkt in einem Mastermix von 220 pul versetzt, wobei wie in
Importexperimenten mit Saugetiermitochondrien auch die Kontrolle ohne
Membranpotential und Mock (ohne Mitochondrien) zu dem eigentlichen
Importexperiment hinzugefugt wurden. Ebenfalls wurden Totalprobe (50 %) und
Loadproben (50 %, 20 %,10 %) vor dem Experiment vom SDCSH genommen,
um bei der Detektion und Auswertung die Menge an importiertem Protein zu
bestimmen. Der Import wurde bei 25°C durchgefuhrt und mithilfe von
Valinomycin (f.c. 1 yM) abgestoppt. Im darauffolgenden Schritt wurden die
Proben wieder auf zwei Eppendorfgefalle je 100 ul aufgeteilt und die eine Menge
mit Proteinase K behandelt (f.c. 73 pg/ml). Nach 30 Minuten auf Eis wurden alle
Proben mit 1,2 yl PMSF (100 mM, f.c. 1,2 mM) behandelt und nochmal fur 15
Minuten auf Eis inkubiert. Anschlie®end wurden die Proben bei 12.000 xg, 4 °C
fir 10 Minuten zentrifugiert und die Uberstande verworfen. Die Pellets wurden
nun mit 300 yl SEM (PMSF f.c. 1 mM) gewaschen und erneut bei 12.000 xg,
4 °C fir 10 Minuten zentrifugiert. Die Uberstande wurden wieder verworfen und
die Pellets in 20 pl 1xLaemmli (PMSF, f.c. 1 mM) aufgenommen und per SDS-
PAGE analysiert.

4.2.23 Quantifizierung der m-Banden Intensitat

Nach der Detektion des Imports via Fluoreszenzscanner
(Anregungswellenlange: 473 nm, Emissionsfilter: LPB) wurden mithilfe des
Programms Multigauge (Fujifilm) die m-Banden (+Proteinase K) quantifiziert und
der jeweilige Hintergrund substrahiert. Neben den Importproben wurden auch
die Kontrollen (Totalprobe (50 %) / Loadproben (50 %, 20 %,10 %) quantifiziert,

um eine Standardkurve pro Experiment zu bestimmen. Anhand dieser
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Standardkurve wurden die Intensitaten in pmol der quantifizierten m-Banden

ermittelt.

4.2.24 Auswertung der Importgeschwindigkeit

Iterationsverfahren mit Solver (Excel) und Importgeschwindigkeitsbestimmung

1) 2)
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Abbildung 7: Auswertung der maximalen Importgeschwindigkeit. 1) Auftragung der
ermittelten pmol/mg Werte aus den m-Bandenintensitaten (+PK) gegen die Zeit 2) Simulation
von Daten mithilfe der Funktion f(t)= A-Bee-k't durch freies Wahlen der Variablen A, B und k 3)
Normalisierung des Fehlers von dem Abstand der simulierten Daten und Importdaten 4)
Solverkalkulation unter Bedingung der minimalen Fehlersumme des normalisierten Fehlers
unter Anpassung der Variablen A, B und k 5) Bestimmung der e-Funktion f(t) und Darstellung
im Graphen mit den Importdaten 6) Ableitung der erhaltenen Funktion f(t) zu f(t) und

Berechnung der Steigung an Zeitpunkt 0 um die maximale Importgeschwindigkeit ermitteln

Die Intensitaten der m-Banden (+PK) wurden pro Zeitpunkt mit Multigauge

quantifiziert. Die Kontrollen (Totalprobe (50 %) / Loadproben (50 %, 20 %,10 %)
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wurden ebenfalls quantifiziert, um eine Standardkurve pro Experiment zu
bestimmen. Anhand dieser Standardkurve wurden die Intensitaten in pmol
ermittelt und durch die eingesetzte Mitochondrienmenge (50 ug) geteilt. Die
erhaltenen pmol/25ug konnten nun mit dem Faktor 40 multipliziert werden, um
pmol/mg-Werte zu erhalten. Diese pmol/mg-Werte konnten pro Experiment
ermittelt werden und aus den verschiedenen Wiederholungen des Experiments
konnte ein Mittelwert fir jeden Zeitpunkt bestimmt werden. Um die
Importgeschwindigkeit bestimmen zu koénnen, wurde mithilfe der Funktion
,o0lver” bei Excel das lterationsverfahren nach Marquardt-Levenberg (Docherty
et al. 2012) durchgefuhrt. Dabei werden die erhaltenen Mittelwerte pro Zeitpunkt
und ebenfalls simulierte Daten der Sattigungsfunktion f(t)=A-B-e™ grafisch
aufgetragen. Durch die Chi-Summe der Normalisierung des Fehlers (Abstand
Daten und simulierte Daten) ergibt sich die Moglichkeit, durch den Solver die
kleinstmdgliche Fehlersumme (Zielfenster), durch Anpassungen der Variablen
A, B und k zu ermitteln (Abbildung 7). Die dadurch erhaltene Funktion, kann
durch die 1. Ableitung zu f'(t)=Bk -ekt umgerechnet werden und die Steigung zu
Zeitpunkt 0 (f'(0)) ergibt am Ende die Importgeschwindigkeit. Die erhaltenen
maximalen Importgeschwindigkeiten wurden durch diese Rechnung per Solver

bestimmt und wurden grafisch durch Graphpad aufbereitet.

4.2.25 Hitzestressexperimente

Die isolierten Saugetiermitochondrien wurden bei verschiedenen Temperaturen
(37 °C, 42 °C, 45 °C) fur 15 Minuten im Mastermix inkubiert und der Import wurde
bei 30 °C durchgefihrt. Die isolierten Mitochondrien aus Saccharomyces
cerevisiae wurden bei verschiedenen Temperaturen (37 °C, 42 °C, 45 °C) fur 10
Minuten inkubiert und der Import wurde bei 25°C durchgefuhrt.
Importexperimente mit den Saugetiermitochondrien bei 37 °C wurden

durchgangig bei dieser Temperatur durchgefuhrt.

49



4.2.26 ROS-Behandlung von isolierten Mitochondrien (HeLa

Mitochondrien)

Die isolierten Mitochondrien wurden mit H202 bei 30 °C mit verschiedenen
Konzentrationen fur 15 Minuten behandelt. Nach Zentrifugation der
Mitochondrien bei 12.000 xg fur 5 Minuten, 4 °C, wurden die
Mitochondrienpellets wieder resuspendiert und in den entsprechenden

Experimenten verwendet.

4.2.27 Zytosol-Isolierung

Um das Zytosol von HelLa-Zellen zu isolieren, wurden Zellen von 15-cm-Platten
mit 1xPBS gewaschen und mit einem Zellschaber von der Platte geldst. Die
Zellen wurden bei 300 xg, 5 Minuten, 4 °C zentrifugiert und das Zellpellet in
4,5 ml LésungB aufgenommen. Die Zellen wurden 45 Minuten in diesem Puffer
schwellen gelassen. Nach dieser Zeit wurden die Zellen bei 5 Sekunden an, 60
Sekunden aus (geringe Einstellung, 5 Zyklen) im Bioruptor lysiert. Danach
wurden die Proben bei 1500 xg far 5 Minuten, 4 °C zentrifugiert und
anschlieRend der Uberstand in neues Eppendorfgefal pipettiert und das Pellet
erneut in 4,5 ml Lésung B resuspendiert. Die Bioruptorbehandlung wurde wie bei
der Mitochondrienisolation nochmal wiederholt und die weiteren
Zentrifugationsuberstande wurden gesammelt. Die Proben wurden im
nachfolgenden Schritt bei 12000 xg fur 10 Minuten bei 4 °C zentrifugiert und der
daraus resultierende Uberstand weiter in ein neues EppendorfgefaR tberfiihrt.
Das Pellet stellt hier die Mitochondrienfraktion dar. Der Uberstand wurde nun bei
125.000 xg fur 40 Minuten, 4 °C in der Ultrazentrifuge zentrifugiert und ebenfalls
der Uberstand als Probe wieder gesammelt. Das Pellet dieser Zentrifugation
stellt die ER-Fraktion dar. Um die Uberstidnde (Zytosol-Fraktion) weiter
aufzukonzentrieren, wurden sie mithilfe des Vivaspin 6 Ultrafiltrations-
konzentrator (10000 Da) und mehrerer Zentrifugationsschritte bei 8000 xg und
30 Minuten (4 °C) konzentriert. Wenn ein Volumen das Zytosols von 500 pl
erreicht wurde, konnte die Proteinkonzentration des Zytosols mithilfe der

Bradfordmethode bestimmt werden.
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4.2.28 Ganzzellimport

In einem weiteren Experiment wurde die Importeffizienz von SDCSH in Digitonin-
behandelten HelLa-Zellen Uberprift. Die Zellen wurden dafur gezahlt (600.000
Zellen pro Importansatz) und diese Zellen einmal pelletiert bei 300 xg und mit
1xPBS zweimal gewaschen. Die gewaschenen Zellen wurden dann mit Digitonin
behandelt und in den Import eingesetzt. Nach 10 und 40 Minuten wurde der
Import mit SDCSH mit Valinomycin abgestoppt. Als Kontrollen wurden hier
wieder eine Mock-Probe (nur Praprotein, ohne Mitochondrien) und mit AVO
behandelte Mitochondrien verwendet. In einem weiteren Ansatz wurde der
gleiche Import fur 40 Minuten mit dem radioaktiven Praprotein Su9(70)-DHFR
durchgefuhrt.

4.2.29 Filterretardierungstest

Der Filterretardierungstest wurde mit 0,05 yM SDCSH und einer Titration von
AB40 und AB42 durchgefuhrt. Am Anfang dieses Experiments wurde SDCSH mit
AB40 oder AB42 im Importpuffer versetzt und fur 10 Minuten bei 37 °C inkubiert.
Die Acetatmembran und Nitrocellulosemembran wurden geschnitten und in
Waschpuffer (10 mM Tris pH 8, 150 mM NaCl, 0,1 % SDS) inkubiert. Nach der
Inkubation wurden die Proben mit einem Volumen von 50 pl in einen Dot-Blot-
Apparat mithilfe eines Vakuums durchgesaugt und 5 mal mit 100 yl Waschpuffer
gewaschen. Nach dem Durchsaugen der Proben wurden die Membranen mithilfe
des Fluoreszenz-Scanners (Anregungswellenlange: 473 nm, Emissionsfilter:

LPB) detektiert und danach mithilfe eines AB-Antikorpers dekoriert.
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5 Ergebnisse

5.1 Charakterisierung und Etablierung des fluoreszierenden

rekombinanten Praproteins SDCSH fur den in organello Import

Die Etablierung und Charakterisierung eines fluoreszierenden rekombinanten
Praproteins wurden in mehreren Schritten durchgefluhrt. Die ersten Schritte
betrafen die Herstellung, Ruckfaltung und die Fluoreszenzmarkierung des
SDCSH. In den weiteren Schritten wurden die Messung und die Sensitivitat des
SDCSH-Signals analysiert und die Importreaktion in isolierten Mitochondrien von
YPH499/HelLa-Zellen durchgeflhrt. Im letzten Schritt in diesem Abschnitt wurde
die Importkinetik von YPH499 bei verschiedenen SDCSH-Konzentrationen

bestimmt.

5.1.1 Herstellung, Riickfaltung und Labelingoptimierung von SDCSH

Um die mitochondriale Importkinetik in organello zu analysieren, wurde das
Praprotein SDCSH von (Bruderek et al., Michael 2016) kloniert. SDCSH setzt
sich aus der mitochondrialen Prasequenz Su9 von N. crassa, DHFR
(Dihydrofolatreduktase), welches ursprunglich aus der Maus stammt, und dem
Strep-Tag aus Streptomyces avidinii, zusammen. Aullerdem wurde zur
Aufreinigung ein His-Tag an das C-terminale Ende angehangt. Die internen
Cystein-Reste in der DHFR-Domane wurden wahrend der Klonierung entfernt.
Am C-terminalen Ende des DHFRs wurde ein Cystein-Rest eingefugt
(Abbildung 8). Dieser Cystein-Rest diente dazu, dass exprimierte Praprotein
mithilfe der Maleimid-Thiol-Reaktion mit Fluorescein zu modifizieren. Das
Praprotein konnte durch einen Fluoreszenz-Scanner (Anregungswellenlange:
473 nm, Emissionsfilter: LPB-Filter) im Gel detektiert werden (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Struktur und Fluoreszenzmarkierung des Praproteins SDCSH A)
Schematische Struktur des Praproteins SDCSH. Die MPP-Schnittstelle ist durch einen Pfeil
gekennzeichnet und der deletierte Cysteinrest ist mit einem Stern gekennzeichnet B) Maleimid-
Thiol Reaktion vom Cysteinrest mit Fluorescein-Maleimid C) Detektion vom modifizierten

SDCSH via Fluoreszenz-Scanner im Vergleich zum Coomassie gefarbten Protein

Die Expression von SDCSH zeigte, dass SDCSH in E. coli nur in Form von
Einschlusskdrpern vorliegt. Das exprimierte Praprotein wurde nach der Lyse in
der Pelletfraktion aufgefunden. Die Lyse der Bakterien und die Aufreinigung des
Praproteins wurden demnach so optimiert, dass die Pelletfraktion in 6 M Urea-
Puffer aufgenommen wurde, und somit nicht zuruckgefaltetes SDCSH in Losung
enthalt (Abbildung 9). In weiteren Experimenten wurde ein Protokoll zur
Rackfaltung entwickelt, das eine 1:40 Verdlinnung in Argininpuffer und
anschlielende Dialyse beinhaltet. Durch das langsame Diffundieren des
Harnstoffs durch die Dialysemembran, kommt es zu einem graduellen Abstieg
der Harnstoffkonzentration in der Dialysekapsel, was die intramolekularen

Wechselwirkungen der Proteinketten favorisiert und damit eine Rickfaltung des
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Praproteins ermdglicht. Nach der Inkubation wurde das Praprotein
fluoreszenzmarkiert und auf mogliche Aggregation uberpruft. Die Tendenz des
SDCSH zu aggregieren, zeigte sich auch noch nach der Dialyse und nach der
Markierung mit Fluoreszenzfarbstoff (Abbildung 9). Um die Faltung des SDCSH
zu kontrollieren, wurde ein Import mit Methotrexat (MTX) durchgefihrt.
Methotrexat kann nur an der gefalteten DHFR-Domane binden und die
Proteinstruktur so stabilisieren, dass der mitochondriale Import nicht mehr
moglich ist. (Abbildung 9). Als zusatzliche Kontrolle wurde die Zugabe von MTX
zu SDCSH, welches in 6 M Urea-Puffer geldst wurde, analysiert und zeigte

Prozessierung des ungefalteten SDCSHs.

In weiteren Optimierungsexperimenten konnte aullerdem gezeigt werden, dass
die Ruckfaltung durch reduzierendes DTT (f.c. 1 mM) nicht beeintrachtigt wurde
und die Hintergrundfluoreszenz von nicht gelabeltem Farbstoff reduziert werden
konnte (Abbildung 9).

Durch diese Experimente konnte die Ruckfaltung von SDCSH experimentell

etabliert werden.
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Abbildung 9: Expression, Riickfaltung (+/-1 mM DTT) und Kontrollimport (+/-

Methotrexat) von SDCSH. A) Expression von SDCSH fiihrte zur Aggregation des exprimierten
Praproteins. Das Ldsen des Pellets P1 in 6 M Urea Puffer (U2, Uberstand 2) fiihrte zu einer

Rickgewinnung des Praproteins in Losung unter denaturierten Bedingungen. Das Pellet P2
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zeigte nach Lésung des Praproteins immer noch Rickstande von nicht gelésten Praprotein B)
Stabilisierung des Praproteins durch 1:40 in 1 M Argininpuffer (10 mM MOPS pH 7,4) und
anschlieRendem Aggregationstest fiihrte zu mehr SDCSH in U (Uberstand) und kaum in der
Pelletfraktion (P) C) Rickfaltung/Stabilisierung des Praproteins durch 1:40 Verdinnung in 1 M
Argininpuffer (10 mM MOPS pH 7,4) und anschlielender Dialyse (+/- 1 mM DTT) Gber Nacht
bei 4 °C fuhrte zur Rickfaltung des Praproteins mit anschlielRender Thiol-Maleimid Reaktion.
Total (T), Uberstand (U) und Pelletfraktion (P) wurden nach der Dialyse und nach
Fluoreszenzmarkierung mithilfe Coomassiefarbung und Detektion via Fluoreszenz-Scanner
analysiert D) Nachweis der Rickfaltung des Praproteins via Bindung des Methotrexat an die
zuruckgefaltete DHFR-Domane. Diese Bindung verhindert den Import, welcher aber in
denaturierenden (7 M Urea Puffer) wieder aufgehoben werden kann. Con: Kontrollimport ohne
Methotrexat (MTX), -WA steht fir AVO-behandelte Mitochondrien ohne Membranpotential, ref:
Import mit zurlickgefalteten SDCSH, den: Import mit denaturierenden SDCSH, p: Praform des
SDCSHs, m: Mature (Reife) Form des SDCSHs

Um die Sensitivitat der SDCSH Detektion zu ermitteln, wurden verschiedene
Mengen SDCSH in Probenpuffer (Laemmli) gegeben und via SDS-PAGE
aufgetrennt. Nach der Elektrophorese wurden die Signale durch den
Fluoreszenz-Scanner detektiert und das Gel daraufhin noch auf eine PVDF-
Membran transferiert und nochmals mit dem Fluoreszenz-Scanner detektiert.
AulRerdem wurde der StrepTag der Praproteine noch mit Anti-Strep Antikdrpern
detektiert. Die Ergebnisse der Titrationen des SDCSH konnten zeigen, dass die
Menge von SDCSH im linearen Verhaltnis zur Fluoreszenzintensitat steht,
welches eine genaue Bestimmung der Proteinmenge ermdglicht (Abbildung 10).
Die Nachweisgrenze wurde anhand der ermittelten Intensitaten der
verschiedenen Titrationen durch die Steigung (S) der Regressionsgeraden und
der Standardabweichung der y-Achsenabschnitten (o) mathematisch bestimmt.
Eine Nachweisgrenze konnte durch die Formel 3,3« 0/S berechnet werden. Es
konnte dadurch eine Nachweisgrenze flur das SDCSH Fluoreszenzsignal von 0,3

pmol (9,5 ng) festgestellt werden (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Titration und Sensitivitat des Praproteins SDCSH A) Vergleich der
Fluoreszenzsignale von verschiedenen Mengen in pmol von SDCSH im Gel, nach der Western-
Blot-Detektion via Strep Antikérper B) Auswertung der Fluoreszenzintensitat gegen Menge von
Protein in pmol y-Achse: logarithmische Auftragung der Fluoreszenzintensitat; x-Achse:

eingesetzte Proteinmenge in pmol (n=3); gestrichelte Linien markieren den linearen Bereich

In weiteren Experimenten konnte die Fluoreszenzmarkierung des SDCSH bei
4 °C analysiert werden. Um die Michael-Addition besser verfolgen zu kdnnen,
wurden vor und nach Zugabe des Fluorescein-Maleimids Proben genommen und
das SDCSH-Signal via Fluoreszenz-Scanner nach einer SDS-PAGE detektiert.
Das starkste Signal konnte nach 2 Stunden beobachtet werden und somit die

Dauer fur die Markierung des SDCSH ermittelt werden (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Optimierung der Reaktionszeit fiir die Fluoreszenzmarkierung. A)
Fluoreszenzmarkierungsreaktion wurde bei Eis fiir 4 Stunden durchgefiihrt. Proben wurden
nach mehreren Stunden entnommen und per Fluoreszenz-Scanner (Anregungswellenlange:
473 nm; Emissionsfilter: LPB-Filter) analysiert. B) 3 verschiedene Anséatze wurden quantifiziert
(x-Achse t in h und SDCSH-Intensitat auf der y-Achse; Fehlerbalken: SEM)

Ein weiteres Ergebnis der Etablierung dieser Methode sollte die Frage
beantworten, ob SDCSH mehrfach im Gel detektiert werden kann, ohne an
Signalstarke zu verlieren. Dies wurde mithilfe von 10 pmol bis 1 pmol des
verwendeten Praproteins Uberprift. Leichte Schwankungen konnten bei den
Messungen von 1 pmol festgestellt werden, welche sich aber nicht weit vom
Anfangswert unterschieden. Anhand dieser Datenverlaufe konnte kein
Signalverlust nach mehrfacher Detektion via Fluoreszenz-Scanner

nachgewiesen werden (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Fluoreszenzstabilitit des SDCSHs nach mehrfacher Detektion. A) SDCSH-
Titration von 10 pmol — 1 pmol wurden in einer SDS-PAGE und per Fluoreszenz-Scanner
(Anregungswellenlange: 473 nm, Emissionsfilter: LPB-Filter) mehrfach detektiert. AbschlieRend
wurde das Gel mit Coomassie gefarbt. Die Fluoreszenzintensitat der ersten Detektion von B)
10 pmol, C) 5 pmol, D) 2,5 pmol, E) 1 pmol wurde auf 1 normalisiert und die Bandenintensitat
der nachfolgenden Detektionen besser in Relation zur ersten Detektion zu setzen. (n=2,
Fehlerbalken: SEM)
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5.1.2 Etablierung des in organello Imports mit fluoreszenzmarkiertem
SDCSH in isolierten HeLa- und YPH499-Mitochondrien

Nach Charakterisierung des Praproteins sowie Optimierung der Ruckfaltung und
Fluoreszenzmarkierungsbedingungen wurden weitere Experimente zur
Etablierung des Imports mit fluoreszenzmarkiertem SDCSH in isolierten
Saugetiermitochondrien und Hefemitochondrien durchgefuhrt. Es zeigte sich bei
in organello Experimenten, dass die Detektion des Imports durch unspezifische
Banden gestdrt wird. Diese Banden werden durch ungebundenes Fluorescein-
Maleimid hervorgerufen. Um eine Optimierung des Signals/Rauschverhaltnisses
im Import durchzufuhren, wurde das Membranpotential der Hefemitochondrien
durch AVO (Antimycin A, Valinomycin, Oligomycin) geblockt und nur die
Hintergrundfluoreszenz analysiert. Es wurden verschiedene Konzentrationen
von DTT eingesetzt, um die Wirkung des DTTs auf das nicht gebundene

Fluorescein-Maleimid zu beobachten (Abbildung 13).

Es zeigte sich, dass schon f.c. 2,2 mM von DTT ausreichten, um unspezifische
Fluoreszenzsignale zu inhibieren und so eine verbesserte Visualisierung der

Importergebnisse zu erméglichen (Abbildung 13).

-PK +PK
DTT[mM] >0 22 45 0 22 45 9 M T L

r

Abbildung 13: Hintergrundrauschen des SDCSHs wund DTT-Titration. Isolierte
Hefemitochondrien wurden mit AVO behandelt, um den Import zu blockieren. Neben AVO
wurden verschiedene Mengen an DTT (2,2-9 mM) zu den Proben gegeben. Nach Inkubation
mit SDCSH und PK-Verdau, wurden die Proben in einem SDS-PAGE laufen gelassen und die

Hintergrundfluoreszenz via Fluoreszenz-Scanner  (Anregungswellenlange: 473 nm,
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Emissionsfilter: LPB-Filter) analysiert. Mock (M): ohne Mitochondrien. PK: Proteinase K-
Behandlung, T: 50 % Totalprobe, SDCSH-L6sung vor einem 20.000 xg, 5 Minuten
Zentrifugation. L: 50 % Probe der SDCSH-L&sung nach 5 Minuten Zentrifugation mit 20.000 xg

Als Vergleich, um die Importeffizienz von SDCSH zu kontrollieren, wurde SDCSH
radioaktiv mit [3°S]-Methionin gelabelt. Da das urspriingliche Plasmid pWJ10
(Abbildung 60) einen T7-Promotor aufweist, wurde eine Uberhang-PCR
durchgeflihrt, um den T7-Promotor zu einem SP6-Promotor zu wechseln
(Abbildung 14). Das Kit war fur den SP6-Promotor ausgelegt, weswegen der
Promotor gewechselt werden musste. Das PCR-Produkt konnte dann in einer
gekoppelten Transkription/Translation mit [3°S]-Methionin zu SDCSH translatiert
werden. Translationsprodukte wurden mithilfe einer SDS-PAGE und

Filmdetektion kontrolliert und in Importexperimenten eingesetzt (Abbildung 14).

Ablauf
Uberhang PCR Gekoppelte Translation mit , SDS-PAGE und Geltrocknung
T7 -> SP6 Promotor radioaktiven S Methionin und Film Detektion
A
1000 BP
Uberhang PCR Produkt: 1023 BP
+ = mit Primer
= ohne Primer
Su9(70)-DHFR  SDCSH
2ul 1pl 2p 1pl
M, [kDa]

Abbildung 14: Uberhang-PCR und gekoppelte Translation von SDCSH. A) Die Analyse des
PCR-Produkts der Uberhang PCR (T7 -> SP6-Promotor) von SDCSH mithilfe eines 1%
Agarosegels ergab die richtige Basenpaargrole (BP). B) Die gekoppelte Translation durch
Zugabe der PCR ergab radioaktives SDCSH mit der richtigen GroRe. Su9(70)-DHFR konnte
ebenfalls translatiert werden. Die Detektion der Translationsprodukte (1 ul, 2 pl) erfolgte nach
einer SDS-PAGE und anschlieBender Geltrocknung.
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Es zeigte sich in ersten Importexperimenten (Abbildung 15, Abbildung 16),
dass SDCSH in isolierten Hefemitochondrien, sowie in isolierten Hela-
Mitochondrien importiert wird. Die Intensitaten der m-Bande zeigten einen

Anstieg mit zunehmender Importzeit.

Es konnte in radioaktiven Experimenten ahnliche Verlaufe flir den Zeitraum von
2 Minuten bis 40 Minuten festgestellt werden (Abbildung 15, Abbildung 16). In
den Importexperimenten mit isolierten HelLa-Mitochondrien zeigte sich bei der
radioaktiven sowie Fluoreszenzdetektion des Imports die intermediare Form (i-
Bande) des Praproteins. Die intermediare Form (i-Form) entsteht, weil die
Prasequenz von Su9 zwei MPP-Schnittstellen aufweist (Bomer et al. 1998).
Durch Prozessieren der MPP-Schnittstelle in der Mitte der Prasequenz kommt
es zur Bildung dieser Zwischenstufe (Bémer et al. 1998). Erst wenn das N-
terminale Ende des Praproteins die Matrix erreicht, kommt es zur erneuten
Prozessierung und dadurch zur Bildung der m-Form (Bomer et al. 1998). Die
Bildung dieser intermediaren Form des Praproteins konnte auf einen

verlangsamten Import hindeuten.

A
-PK +PK
Mr[kDa] 27 5 10 200 40 -WA M 27 B 100 200 40 WA M 20%
35-
--—r—ﬂ-—- -— am P
25 S _ ,
—— — — — s — — — —m

-PK +PK
MIkDal 2" 5" 10" 20" 40" WA M 2" 510" 20" 40" .WA M__T 10%20% 50%

Abbildung 15: Import von radioaktiven SDCSH und fluoreszenzmarkierten SDCSH in
isolierten YPH499-Mitochondrien. Import A) von radioaktiven SDCSH und B)
fluoreszenzmarkierten SDCSH in YPH499-Mitochondrien Gber Zeit (50 pg per Laufbahn). -WA
steht fur Mitochondrien ohne Membranpotential. M steht fir Mock Import ohne Mitochondrien.
Es konnte ein zunehmender Import mit dem Maximum schon nach 10 Minuten festgestellt

werden. PK: Proteinase K-Behandlung, p: Pra (unprozessierte) Form des SDCSHs, m: Mature
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(Reife) Form des SDCSHs, T: 50 % Totalprobe, SDCSH-L6ésung vor einem 20.000 xg, 5
Minuten Zentrifugation. L: 50 % vom gefalteten SDCSH nach Zentrifugation

A
-PK +PK
M [kDa] 2° 5 10°20°40° -WA M 2° 5 107 20040°-YA M 20%
— -P
e -i
; 3
-PK +PK
B

M [kDa] 2° 5 10" 20" 40'-WA M 2° 5 10" 20°40"-WA M T 10%20% 50%

Abbildung 16: Import von radioaktiven SDCSH und fluoreszenzmarkierten SDCSH in
isolierten HeLa-Mitochondrien. Import von A) radioaktiven und B) fluoreszenzmarkierten
SDCSH in HelLa-Mitochondrien (50 ug pro Laufbahn). -WA steht fir Mitochondrien ohne
Membranpotential. M steht fiir Mock Import ohne Mitochondrien. Es konnte einen zunehmenden
Import mit dem Maximum schon nach 40 Minuten festgestellt werden. PK: Proteinase K-
Behandlung, p: Pra (unprozessierte) Form des SDCSHs, m: Mature (Reife) Form des SDCSHs,
i: Intermedidre Form des SDCSHs

Neben den Experimenten mit isolierten Mitochondrien wurde SDCSH in einem
Ganzzellimportexperiment, ohne vorherige Isolierung der Mitochondrien,
getestet. Dabei wurde die Plasmamembran von Hela-Zellen durch eine
Digitonin-Behandlung permeabilisiert und anschliel3end der Import durchgefuhrt
und Uberpriuft, ob das Fluoreszenzpraprotein SDCSH fir diese Art
Importexperimente geeignet ist. (Abbildung 17). Der Import konnte sehr geringe
prozessierte Banden (m-Banden) aufzeigen. Der Kontrollimport mit Su9(70)-
DHFR zeigte dagegen, dass das Experiment technisch korrekt durchgeflihrt

wurde.
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Abbildung 17: Import von radioaktiven SDCSH und fluoreszenzmarkierten SDCSH in
Digitonin behandelten HeLa-Zellen. 600.000 HelLa-Zellen wurden pro Importzeitpunkt mit
Digitonin behandelt und anschlielend in einem Import mit fluoreszenzmarkierten SDCSH sowie
radioaktiven Import eingesetzt. Die Ergebnisse zeigen, dass diese Importtechnik mit ganzen
Zellen kaum funktioniert, da nur schwache Prozessierung beobachtet werden konnte. Der
Kontrollimport mit Su9(70)-DHFR konnte aber nachweisen, dass die behandelten Zellen fiir den
Import zur Verfligung standen. PK: Proteinase K-Behandlung, p: Pra (unprozessierte) Form des
SDCSHs, m: Mature (Reife) Form des SDCSHs

5.1.3 Importkinetik Bestimmung von Hefe-Mitochondrien

In weiteren Experimenten wurde die maximale Praproteinmenge bestimmt,
welche bendtigt wird, um die maximale Importgeschwindigkeit zu erreichen. Um
dies zu analysieren, wurde ein Import in Anwesenheit von verschiedenen
Mengen Praprotein und gleichbleibender Mitochondrienmenge durchgeflihrt und
die Intensitat der m-Bande quantifiziert (Abbildung 18). Die Ergebnisse zeigten,
dass 5 pmol SDCSH in einem Mastermixansatz mit 25 yg HelLa-Mitochondrien
die maximale Importgeschwindigkeit und damit die Sattigung mit SDCSH erreicht
wird. Interessanterweise zeigten in einem ahnlichen Experiment, dass 25 ug
YPH499-Mitochondrien doppelt so viel Praprotein bendtigen, um die maximale
Importkinetik zu zeigen (Abbildung 18). Mit diesen Angaben wurden auch die
weiteren Experimente, welche sich mit Stressfaktoren des mitochondrialen

Imports befassen, durchgefihrt.
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Abbildung 18: Import von verschiedenen Mengen SDCSH. A) 40 Minuten Import von
verschiedenen Mengen SDCSH in HelLa-Mitochondrien (25 pg pro Laufbahn) bei 30 °C. B)
40 Minuten Import von verschiedenen Mengen SDCSH in YPH499-Mitochondrien (25 ug pro
Laufbahn) bei 25 °C. -WA steht fir Mitochondrien ohne Membranpotential. PK: Proteinase K-
Behandlung, p: Pra (unprozessierte) Form des SDCSHs, m: Mature (Reife) Form des SDCSHs,

i: Intermediare Form des SDCSHs

Um die maximale Importgeschwindigkeit zu ermitteln, wurden in Folge der
bereits erhaltenen Daten Experimentreihen mit verschiedenen Mengen (2,5
pmol, 5 pmol, 10 pmol, 12,5 pmol) an SDCSH pro 25 ug YPH499-Mitochondrien
bei 25 °C importiert (Abbildung 19). Wie schon in Abbildung 18 erkennbar,
sollte die SDCSH-Menge um die 20 pmol im Mastermix betragen, um die
maximale Substratsattigung zu erzielen (Abbildung 18). Die Ermittlung der
Importgeschwindigkeit wurde mithilfe der Iterationsmethode von Marquardt-
Levenberg (Abbildung 7) durchgefuhrt. Kleinere Mengen an SDCSH von 10
pmol konnten eine Importgeschwindigkeit von 2,9 pmol/mg/min erzielen. Mit
zunehmender SDCSH-Menge konnte eine Importgeschwindigkeit von 12
pmol/mg/min ermittelt werden, welche auch bei hoheren Mengen an SDCSH im
Mastermix nicht weiter anstieg (Abbildung 19). Damit konnte die maximale
Importgeschwindigkeit von SDCSH in YPH499-Mitochondrien bestimmt werden.
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Abbildung 19: Importgeschwindigkeit von verschiedenen Mengen SDCSH in YPH499-
Mitochondrien und anschlieBende Kinetik-Bestimmung. A) Import mit 5 pmol, 10 pmol, 20
pmol pro 25 pg YPH499-Mitochondrien in Importexperimenten B) Importgeschwindigkeiten (y-
Achse) der Importexperimente mit 2,5 pmol, 5 pmol, 10 pmol, 20 pmol pro 25 pg in YPH499-
Mitochondrien (x-Achse, pmol pro Laufbahn (+PK)). Importexperimente wurden pro SDCSH
Konzentration dreimal durchgefiuhrt. -WA steht fir AVO behandelte Mitochondrien ohne
Membranpotential. M steht fir Mock Import ohne Mitochondrien, PK: Proteinase K-Behandlung,
p: Pra (unprozessierte) Form des SDCSHs, m: Mature (Reife) Form des SDCSHSs, Fehlerbalken
SEM, n=3
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Die Markierung mit Fluorophor von SDCSH konnte erfolgreich durch
Fluorescein-Maleimid durchgefuhrt werden. Die Sensitivitatsgrenzen der
Detektion des Fluoreszenzsignals wurden mit 0,3 pmol (9,5 ng) bestimmt. Diese
Sensitivitat reicht aus, um die Detektion von Importexperimente in Hefe- sowie
Saugetiermitochondrien durchzufuhren. Es konnte auch die maximale finale
SDCSH-Konzentration fur Importexperimenten ermittelt werden. Die
Beeinflussung des mitochondrialen Imports durch verschiedene Faktoren konnte

nun mithilfe dieser Methodik analysiert werden.

5.2 Einfluss der Temperatur auf die mitochondrialen

Importgeschwindigkeit

In der Einleitung wurde erlautert, dass hohere Temperaturen die mitochondriale
Biogenese negativ beeinflussen kédnnen (Wilkening et al. 2018; Jaworek et al.
2022). Im folgenden Abschnitt wurde der Einfluss von Hitzestress auf den
mitochondrialen Import und dessen Geschwindigkeit in Saugetier- und
Hefemitochondrien analysiert.

5.2.1 Einfluss der Temperatur auf den Import in isolierten Hela-

Mitochondrien

Um den Einfluss der Temperatur auf den Import zu analysieren, wurden die
isolierten HeLa-Mitochondrien flr 15 Minuten bei verschiedenen Temperaturen
vorbehandelt und anschlielfend ein 40 Minuten Import mit SDCSH bei 30 °C
durchgefuhrt (Abbildung 20). In diesen Experimenten zeigte sich bei hoheren
Temperaturen (42 °C/45 °C) eine deutliche Reduktion des Importumsatzes im
Vergleich zu 30 °C. Es konnte diese Reduktion nicht bei 37 °C beobachtet
werden (Abbildung 20). Die Bindung an die Mitochondrien (p-Bande) blieb
unverandert (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Einfluss der Temperatur auf den Import in isolierte HeLa-Mitochondrien.
A) Nach der Isolation von HelLa-Mitochondrien wurden diese bei verschiedenen Temperaturen
far 15 Minuten inkubiert und anschlieBend wieder bei 30 °C ein Import mit SDCSH durchgefihrt.
B) Statistische Auswertung der m-Banden Intensitaten (+PK) normalisiert zu der m-Bande von
30 °C; n=3, ungepaarter t-Test **p=0,0013 ***p=0,0002, Fehlerbalken: SEM, PK: Proteinase K-
Behandlung, p: Pra (unprozessierte) Form des SDCSHs, m: Mature (Reife) Form des SDCSHs,
T: 50 % Totalprobe, SDCSH-Lésung vor einem 20.000 xg, 5 Minuten Zentrifugation. L: 50 %
vom gefalteten SDCSH nach Zentrifugation, welches in dem Experiment eingesetzt wurde. -WA
steht fir Mitochondrien ohne Membranpotential. M steht fir Mock Import ohne Mitochondrien.

Zur Analyse des Membranpotentials wurden die isolierten Mitochondrien nach
der Isolation 15 Minuten bei den verschiedenen Temperaturen vorbehandelt und
anschlielend mit TMRE gefarbt und im Anschluss im Durchflusszytometer
vermessen (Abbildung 21). Valinomycin diente hier als Negativkontrolle flr ein
gestortes Membranpotential. Es zeigte sich, dass das Membranpotential nach
erhohter Temperatur, bei 45 °C und 42 °C reduziert war. Bei 30 °C und 37 °C

konnten diese groRen Unterschiede nicht gezeigt werden. Bei 37 °C konnte
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sogar die starkste TMRE-Farbung der HelLa-Mitochondrien in diesem

Experiment gemessen werden (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Einfluss der Temperatur auf das Membranpotential von isolierten HelLa-
Mitochondrien. A) Effekt von hdherer Temperatur auf das Membranpotential von isolierten
HelLa-Mitochondrien gemessen durch TMRE-Farbung und anschlielRende
Durchflusszytometrie. Entkoppler Valinomycin diente hier als Negativkontrolle fiir ein gestortes
Membranpotential. Gating der Mitochondrienpopulation wurde nach GroRe und Granularitat
durchgefiihrt. B) Uberlagerungshistogramm der TMRE-Messung der isolierten Mitochondrien

nach Temperaturbehandlung

Um die Integritat der Hela-Mitochondrien zu analysieren, wurden isolierte
Mitochondrien nach Temperaturvorbehandlung mit Proteinase K versetzt
(Abbildung 22). Die Proteinase K sollte bei intakten Mitochondrien nur die
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AuRenmembranproteine verdauen und die Innenmembranproteine und
Matrixproteine sollten durch die Doppelmembran geschutzt sein. Bei hdheren
Temperaturen wie 42 °C und 45 °C konnte die Proteinase K Teile von Tim23 und
Tom40 verdauen, was darauf schliellen lasst, dass die AuBRenmembran der
Mitochondrien zum Teil ihre Integritat verloren hat. In diesem Experiment dienten
Triton-lysierte Mitochondrien als Negativkontrolle, welche den kompletten
Verdau der Proteinase K ermdglichen sollte. In dieser Kontrolle zeigte sich ein
teilweise verdautes MPP-Signal (Abbildung 22). Tom70 wurde bei jeder
Bedingung von der Proteinase K verdaut, da sich der Rezeptor in der
AuRenmembran befindet (Abbildung 22).
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Abbildung 22: Einfluss der Temperatur auf die Stabilitdit von isolierten HelLa-
Mitochondrien A) Effekt von hoherer Temperatur auf die mitochondriale Integritat.
Mitochondrien wurden in Losung B fir 15 Minuten bei verschiedenen Temperaturen behandelt
und anschlielend ein PK-Verdau (73 ug/ml) durchgefiihrt. AnschlieBend wurden die Proben
Uber einen Western Blot analysiert. Antikdrper gegen Tom70 und Tom40 dienten als Nachweis
von Auflenmembranproteinen, MPP als Matrixprotein und Tim23 als Innenmembranprotein.

Triton-lysierte Mitochondrien wurden als Kontrolle des PK-Verdaus ebenfalls aufgetragen.
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5.2.2 Bestimmung der maximalen Importgeschwindigkeit von isolierten

HeLa-Mitochondrien in Abhangigkeit der Temperatur

Nach diesen ersten Experimenten wurden die Importzeiten von 2-40 Minuten
analysiert, um die maximale Importgeschwindigkeit von Hela-Mitochondrien
nach Temperaturvorbehandlung bei 30 °C, 37 °C und 42 °C zu ermitteln
(Abbildung 23). Es konnte gezeigt werden, dass der Import nach einer
Vorbehandlung bei 37 °C den hochsten Wert fur die Importgeschwindigkeit
aufwies. Bei 42 °C war eine Importgeschwindigkeit zu beobachten, welche im
Vergleich zu 37 °C Kkleiner war. Die Importgeschwindigkeit bei 37 °C
Vorbehandlung stellte sich bei 1,3 pmol/mg/min ein. Im Vergleich dazu kamen
die bei 42 °C  vorbehandelten HelLa-Mitochondrien  auf eine
Importgeschwindigkeit von 0,47 pmol/mg/min (Abbildung 24). Ebenfalls konnte
die Importgeschwindigkeit von 0,33 pmol/mg/min bei den mit 30 °C
vorbehandelten Mitochondrien festgestellt werden. Die importierte SDCSH-
Menge variierte auch sehr stark je nach Vorbehandlung. Bei 37 °C konnte eine
importierte Menge von 25 pmol pro mg Mitochondrien beobachtet werden. Diese
Menge ist signifikant héher im Vergleich zu 30 °C mit circa 10 pmol/mg und zu
42 °C mit 12 pmol/mg (Abbildung 24).

Interessanterweise konnte bei den Importexperimenten mit 37 °C und 42 °C
Vorbehandlung eine starkere i-Bande detektiert werden. Die Bildung der
intermediaren Form des Praproteins konnte auf einen verlangsamten Import
hindeuten. Die p-Banden nach 37 °C Vorbehandlung zeigten auRerdem die
starkste Intensitat, was fir eine effizientere Bindung von SDCSH an die

Mitochondrien als bei den anderen Temperaturen spricht (Abbildung 23).
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Arbeitsablauf:

A 15 Minuten 2-40 Minuten
[ | |
' versch. Temperaturen ! Import bei 30 °C !
-PK +PK
M 2 5 100 20 400 WA 2 5 100 200 40 —yA

B

-PK +PK
M [kDa] A

37°C

42°C

40+

e 30°C Vorbehandlung
— 30° C Vorbehandlung (lteration)
+ 37°C Vorbehandlung
— 37°C Vorbehandlung (lteration)
42°C Vorbehandlung
42°C Vorbehandlung (Iteration)

30+

204

10+

0 10 20 30 40
Importzeit in Minuten

Importierrte pmol pro mg Mitochondrien

Abbildung 23: Import nach 15 Minuten Vorbehandlung bei 30 °C, 37 °C und 42 °C. A)
SDCSH Import in HeLa-Mitochondrien nach Temperaturvorbehandlung mit 30 °C B) SDCSH
Import in HeLa-Mitochondrien nach Temperaturvorbehandlung mit 37 °C C) SDCSH Import in
HelLa-Mitochondrien nach Temperaturvorbehandlung mit 42 °C D) Ermittelte Werte durch m-
Bandenintensitaten in pmol/mg wurden gegen Zeit in Minuten aufgetragen. Iterationen stellen
die durchgezogenen Linien dar. Fehlerbalken sind mit dem Fehler des Mittelwertes (SEM)
angegeben (n=3). PK: Proteinase K-Behandlung, p: Pra (unprozessierte) Form des SDCSHs,
m: Mature (Reife) Form des SDCSHs, i: Intermediare Form des SDCSHs, -WA steht fir
Mitochondrien ohne Membranpotential. M steht fir Mock Import ohne Mitochondrien.
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Abbildung 24: Importgeschwindigkeit nach 15 Minuten Vorbehandlung bei 30 °C, 37 °C
und 42 °C. A) Vergleich der Importgeschwindigkeiten von HelLa-Mitochondrien nach
Temperaturvorbehandlung in pmol/mg/min (n=3, Fehlerbalken: SEM, ungepaarter t-Test) B)
Vergleich der prozessierten Menge an SDCSH (m-Bandenintensitat) in pmol/mg von Hela-
Mitochondrien nach 40 Minuten (ungepaarter t-Test p**=0,0072, n=3, Fehlerbalken: Fehler des

Mittelwertes)

Dieses Ergebnis fuhrte zur Analyse des Imports von SDCSH in Hela-
Mitochondrien bei konstanter Temperatur von 37 °C. Hier konnte gezeigt werden,
dass die Importgeschwindigkeit im Vergleich zu 30 °C einen hdheren Wert bei
37 °C aufwies (Abbildung 25). Die Importtemperatur von 30 °C fuhrte zu einer
Importgeschwindigkeit von 0,2 pmol/mg/min und bei 37 °C konnte eine
Importgeschwindigkeit von 0,47 pmol/mg/min erreicht werden (Abbildung 25).
Dieser Unterschied wurde schon nach 2 Minuten anhand der Intensitat der m-
Banden sichtbar. Bei 30 °C konnte dort keine Bande detektiert werden,
wohingegen bei 37 °C schon eine schwache m-Bandenintensitat gemessen
werden konnte. Die importierte Menge von SDCSH variierte zwischen den
unterschiedlichen Importtemperaturen nur marginal (Abbildung 25). Aul3erdem
zeigte sich nach 2 Minuten eine unterschiedliche Starke der p-Bande zwischen
den beiden Temperaturen. Bei 37 °C ist nach 2 Minuten eine vergleichbare
Intensitat wie bei 40 Minuten zu beobachten, was fur eine effiziente Bindung des
Praproteins an die TOM-Rezeptoren spricht (Abbildung 25). Dieses Ergebnis
aus diesen Experimenten konnte nun genutzt werden, um verschiedene
Zelllinien bei dieser Bedingung zu vergleichen, um mdgliche Unterschiede in der

Importkinetik zu bestimmen.
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Abbildung 25: Maximale Importgeschwindigkeit bei 30 °C und 37 °C. A) SDCSH-Import in
HelLa-Mitochondrien bei 30°C und 37 °C. PK: Proteinase K-Behandlung, p: Pra
(unprozessierte) Form des SDCSHs, m: Mature (Reife) Form des SDCSHs, -WA steht fliir AVO-
behandelte Mitochondrien ohne Membranpotential. M steht fiir Mock-Import ohne
Mitochondrien. B) Ermittelte Daten durch die m-Bandenintensitaten in pmol/mg wurden gegen
Zeit in Minuten aufgetragen. Iterationen stellen die durchgezogenen Linien dar. Fehlerbalken:
SEM (n=3) C) Vergleich der maximalen Importgeschwindigkeit von HelLa-Mitochondrien bei
30 °C und 37 °C in pmol/mg/min (n=3, Fehlerbalken: SEM, ungepaarter t-Test p*= 0,0396) D)
Vergleich der prozessierten Menge an SDCSH (m-Bandenintensitat nach 40 Minuten) in
pmol/mg von HelLa-Mitochondrien bei 30 °C und 37 °C (n=3, Fehlerbalken: SEM, ungepaarter
t-Test)
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Die Behandlung mit hoheren Temperaturen fuhrte zu dem Verlust des
Membranpotentials, sowie zu reduzierter Integritat von isolierten Hela-
Mitochondrien. Dadurch wurde auch die Importgeschwindigkeit negativ
beeinflusst. Die optimale Importtemperatur und die daraus resultierende

Importkinetik fur Saugetiermitochondrien wurden auf 37 °C bestimmt.

5.2.3 Bestimmung der Importgeschwindigkeit von HEK293- und SH-SY5Y-

Mitochondrien im Vergleich zu HeLa bei 37 °C

Aus den verschiedenen humanen Zelllinien (HeLa, HEK293 und SH-SY&5Y)
wurden die Mitochondrien isoliert und 50 pg pro Import eingesetzt (Abbildung
26). Die Importzeiten von 2-40 Minuten wurden analysiert. Die Ergebnisse
zeigten, dass HEK293-Mitochondrien sich unter diesen Importbedingungen eine
maximale Importgeschwindigkeit mit 1,8 pmol/mg/min aufwiesen. SH-SY5Y-
Mitochondrien konnten in den Experimenten bei 37 °C  eine
Importgeschwindigkeit von 0,309 pmol/mg/min erreichen. Die Hela-

Mitochondrien zeigten im Zuge der Importexperimente einen ahnlichen Verlauf

wie die SH-SY5Y-Mitochondrien und eine maximale Importgeschwindigkeit von
0,55 pmol/mg/min (Abbildung 27).

HEK293

SH-SY5Y

Abbildung 26: Importexperimente mit isolierten HEK293-, HelLa- und SH-SY5Y-
Mitochondrien. SDCSH Import in A) HEK293- B) HelLa- C) SH-SY5Y-Mitochondrien bei 37°C
PK: Proteinase K-Behandlung, p: Pra (unprozessierte) Form des SDCSHs, m: Mature (Reife)
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Form des SDCSHSs, -WA steht fir Mitochondrien ohne Membranpotential. M steht fir Mock

Import ohne Mitochondrien.
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Abbildung 27: Maximale Importgeschwindigkeit und Importumsatz von isolierten
Mitochondrien aus HeLa, HEK293 und SH-SY5Y bei 37 °C. A) Ermittelte Daten durch die m-
Bandenintensitaten in pmol/mg wurden gegen die Zeit in Minuten aufgetragen. lterationen
stellen die durchgezogenen Linien dar. Fehlerbalken sind mit dem Fehler des Mittelwertes
(SEM) angegeben (n=3). B) Vergleich der Importgeschwindigkeit von HeLa-, HEK293- und SH-
SYS5Y-Mitochondrien bei 37 °C in pmol/mg/min (n=3, Fehlerbalken: SEM, ungepaarter t-Test
p**=0,0054 **p=0,005 C) Vergleich der m-Bandenintensitadt nach 40 Minuten in pmol/mg von
HelLa-, HEK293- und SH-SY5Y-Mitochondrien bei 37 °C (n=3, Fehlerbalken: SEM, ungepaarter
t-Test p*=0,0362)

Um die Ergebnisse weiter zu bestatigen, wurden Messungen des
mitochondrialen Membranpotentials mit TMRE durchgefuhrt. Die Behandlung mit
1 pM Valinomycin diente hier als Negativkontrolle fur depolarisierte
Mitochondrien in den Zellen. Um sicherzustellen, dass nur intakte Zellen fur die
Messungen analysiert wurden, wurden durch ein Gate diese Zellen ausgewahlt
und der Median dieser Population bestimmt (Abbildung 28). Aullerdem wurde

das Verhaltnis der TMRE-positiven und TMRE-negativen Zellen jeder Probe
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durch ein weiteres Gating analysiert (Abbildung 28). Der Median der
unbehandelten Zellen wurde durch den Median der mit Valinomycin behandelten
Zellen dividiert, um die Starke des Membranpotentials darzustellen. Bei den
Messungen zeigte sich, dass HelLa- und HEK293-Zellen Uber ein vergleichbares
Membranpotential verfugen. SH-SY5Y-Zellen zeigten aber ein schwacheres
Membranpotentialverhaltnis (Abbildung 28).
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Abbildung 28: Membranpotential von HeLa-, HEK293- und SH-SY5Y-Zellen. A) HelLa-Zellen
wurden fir eine Stunde mit 1 yM Valinomycin behandelt und anschlieBend mit TMRE gefarbt.
Die Zellpopulation wurde nach der Zelldichte gegatet und in einem Uberlagerungshistogramm
aufgetragen. AnschlieRend wurde die Population TMRE-negativ und die Population gegatet und
die Daten in D prozentual dargestellt. B) Siehe Punkt A. Es wurden hier nur SH-SY5Y-Zellen
verwendet. C) Siehe Punkt A. Es wurden hier nur HEK293-Zellen verwendet. D) Prozentuale
Verhaltnisse der TMRE-positiv und TMRE-negativen Zellen nach Gating. E) Der gegated
Median der Valinomycin-behandelten Zellpopulation wurde durch den gegatet Median der
unbehandelten Zellen geteilt und somit ein Faktor ermittelt, welcher die Starke des

Membranpotentials anzeigt. (n=3, Fehlerbalken SEM, ungepaarter t-Test p*=0,0412)

In einem Western-Blot-Experiment wurden verschiedene Mengen an isolierten
Mitochondrien der Zelllinien aufgetragen, um die Level verschiedener
mitochondrialer Proteine zu vergleichen. Es stellte sich heraus, dass die Menge
von MPP in allen Mitochondrien gleich verteilt war (Abbildung 29). Bei Tim23
zeigten nur die HEK293-Mitochondrien noch ein Signal bei 5 uyg Proteinmenge.
HeLa und SH-SY5Y wiesen eine geringere Menge von Tim23 auf.
Interessanterweise enthielten die SH-SYS5Y-Zellen das meiste Tom70, wobei

HelLa-Mitochondrien am wenigsten Tom70-Signal zeigten (Abbildung 29).
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Abbildung 29: Proteinlevel von isolierten HeLa-, HEK293- und SH-SY5Y-Mitochondrien.
20, 10 und 5 ug von isolierten HelLa-, HEK293- und SH-SY5Y-Mitochondrien wurden in einem
Western Blot aufgetragen und mit Coomassie gefarbt, gefolgt von einer Dekoration mit Tim23,
MPP- und Tom70-Antikérpern.
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Es konnte die maximale Importgeschwindigkeit bei 37 °C von isolierten HelLa-,
HEK293- und SH-SY5Y-Mitochondrien bestimmt werden. HEK293-
Mitochondrien wiesen dabei im Vergleich zu den anderen Zelllinien den grof3ten
Wert fur die Importgeschwindigkeit auf. Die Messung des Membranpotentials der
verschiedenen Zelllinien ergab ein ahnliches Membranpotential bei HeLa und
HEK293, aber ein geringeres Membranpotential bei SH-SY5Y-Zellen. Die
mitochondrialen Proteinlevel der isolierten Mitochondrien der unterschiedlichen
Zelllinien zeigten im Vergleich unterschiedliche Mengen an Tom70 und Tim23 im
Western Blot.

5.2.4 Einfluss der Temperatur auf den Import von isolierten

Hefemitochondrien

In weiteren Experimenten wurde der Einfluss der Temperatur auf isolierte
YPH499-Mitochondrien naher betrachtet. Dabei wurden Hefemitochondrien bei
verschiedenen Temperaturen fur 10 Minuten vorbehandelt und anschlielend ein
Import mit SDCSH fir 40 Minuten durchgefihrt (Abbildung 30). Es zeigte sich,
dass der Import in YPH499-Mitochondrien bei hoheren Temperaturen stark
reduziert wurde. Bei Temperaturen von 42 °C und 45 °C konnte keine
Prozessierung des Praproteins festgestellt werden (Abbildung 30). Die Bindung

an die Mitochondrien (p-Bande) blieb unverandert.

In der Analyse der |Integritat von Hefemitochondrien nach der
Temperaturvorbehandlung konnte keine Veranderung festgestellt werden
(Abbildung 30). Cox4, welches in der Innenmembran lokalisiert ist, zeigte
keinen Abbau durch PK, genauso wie Mdh1, welches in der Matrix zu finden ist.
Nur Tom70 wurde durch PK abgebaut, da es an der aulleren Seite der

AuRenmembran der Mitochondrien lokalisiert ist (Abbildung 30).
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Abbildung 30: Einfluss der Temperatur auf den Import in isolierte S. cerevisisiae YPH499-
Mitochondrien. A) YPH499-Mitochondrien wurden bei verschiedenen Temperaturen fir 10
Minuten inkubiert und anschlieRend bei 25 °C ein Import mit SDCSH durchgefihrt. -AW: AVO-
Probe ohne Membranpotential. M steht flir Mock Import ohne Mitochondrien, PK: Proteinase K-
Behandlung, p: Pra (unprozessierte) Form des SDCSHs, m: Mature (Reife) Form des SDCSHs,
i- Intermediare Form des SDCSHs, T: 50 % Totalprobe, SDCSH-L&sung vor einer 20.000 xg, 5
Minuten Zentrifugation. L: 50 % vom gefalteten SDCSH nach Zentrifugation, welches in dem
Experiment eingesetzt wurde. B) Statistische Auswertung der m-Banden-Intensitaten (+PK)
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normalisiert zu der m-Bande von 25 °C; n=3, ungepaarter t-Test *p=0,0369 **p=0,0056
***p=0,0001, Fehlerbalken: SEM. C) Antikérperdekoration mit Tom70 (AuRenmembran), Mdh1

(Matrix), Cox4 (Innenmembran) zeigten Banden in der PK unbehandelter Proben.

In weiteren Experimenten wurden Messungen des Membranpotentials mittels
TMRE-Farbung in der Durchflusszytometrie nach der Temperaturvorbehandlung,
durchgefuhrt (Abbildung 31). Diese Ergebnisse zeigten, dass das Membranpo-
tential bei Hefemitochondrien durch héhere Temperatur reduziert wurde. Nach
10 Minuten Vorbehandlung mit 42 °C zeigte sich ein verringertes Membranpo-
tential, welches sich aber nicht signifikant von 25 °C unterschied. Bei einer
37 °C-Vorbehandlung konnte auch eine geringe Reduzierung des

Membranpotentials im Vergleich zu 25 °C festgestellt werden (Abbildung 31).
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Abbildung 31: Einfluss der Temperatur auf das Membranpotential isolierter YPH499-
Mitochondrien. A) Effekt von hdherer Temperatur auf das Membranpotential von isolierten
YPH499-Mitochondrien  durch  TMRE-Farbung und anschlieBende Messung per
Durchflusszytometrie. Der Entkoppler Valinomycin diente hier als Negativkontrolle fir ein
gestortes Membranpotential. Gating der Mitochondrienpopulation wurde nach GréRe und
Granularitat durchgefiihrt. B) Uberlagerungshistogram der TMRE-Messung der isolierten

Mitochondrien nach Temperaturbehandlung

5.2.5 Bestimmung der Importgeschwindigkeit von isolierten

Hefemitochondrien in Abhangigkeit von der Temperatur

Die Importkinetik wurde nach verschiedenen Temperaturbehandlungen (25 °C,
37 °C, 42 °C) fir 10 Minuten bei 25 °C (2-40 Minuten) bestimmt (Abbildung 32).
Diese Experimente wurden mit einer SDCSH-Menge von 10 pmol pro Mastermix
durchgefihrt, um die maximale Importgeschwindigkeit mit der von YPH499-

Mitochondrien nach Temperaturvorbehandlung zu vergleichen.
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! | pp—
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Abbildung 32: Import nach 10 Minuten Vorbehandlung bei 25 °C, 37 °C und 42 °C. A)
SDCSH-Import in YPH499-Mitochondrien nach Temperaturvorbehandlung mit 25 °C PK:
Proteinase K-Behandlung, p: Pra (unprozessierte) Form des SDCSHs, m: Mature (Reife) Form
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des SDCSHes, i: Intermedidre Form des SDCSHs, -WA steht fir AVO-behandelte Mitochondrien
ohne Membranpotential. M steht fir Mock-Import ohne Mitochondrien B) SDCSH-Import in
YPH499-Mitochondrien nach Temperaturvorbehandlung mit 37 °C C) SDCSH-Import in
YPH499-Mitochondrien nach Temperaturvorbehandlung mit 42 °C

Die Variation in der Temperatur zeigte einen Effekt auf die
Importgeschwindigkeit von YPH499-Mitochondrien. Bei 25 °C konnte in diesen
Experimenten eine Importgeschwindigkeit von 3 pmol/mg/min erreicht werden.
Die Vorbehandlung mit 37 °C fuhrte zu einer Importgeschwindigkeit von
1,7 pmol/mg/min  und die Vorbehandlung mit 42°C zeigte eine
Importgeschwindigkeit von 0,45 pmol/mg/min (Abbildung 33). Somit konnte die
Importgeschwindigkeit durch die 42 °C-Behandlung um den Faktor 6 kleiner
werden, wahrend 37 °C zu nahezu einem um die Halfte verlangsamten Import in
YPH499-Mitochondrien fuhrten. Die importierte SDCSH-Menge nach 40 Minuten
bestatigte ebenfalls diese Ergebnisse. Nach 40 Minuten und 25 °C konnten 1 mg
YPH499-Mitochondrien 27 pmol SDCSH importieren. Im Gegensatz dazu
konnten bei 37 °C vorbehandelte YPH499-Mitochondrien nur 7,5 pmol pro 1 mg
YPH499-Mitochondrien importieren. Mit 42 °C vorbehandelte Mitochondrien
zeigten hier nochmal eine Reduzierung auf nur 3,8 pmol importiertes SDCSH pro
1 mg YPH499-Mitochondrien (Abbildung 33).
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Abbildung 33: Einfluss der Temperatur auf den mitochondrialen Import in isolierte
YPH499-Mitochondrien. A) Ermittelte m-Bandenintensitaten in pmol/mg gegen Zeit in Minuten
aufgetragen. lIterationen stellen die durchgezogenen Linien dar. Fehlerbalken sind mit dem
Fehler des Mittelwertes angegeben (n=3). B) Vergleich der maximalen Importgeschwindigkeiten
von YPH499-Mitochondrien nach Temperaturvorbehandlung in pmol/mg/min  (n=3,
Fehlerbalken: SEM, ungepaarter t-Test p*=0,0421). C) Vergleich der m-Bandenintensitat nach
40 Minuten in pmol/mg von YPH499-Mitochondrien nach Temperaturvorbehandlung (n=3,
Fehlerbalken: SEM, ungepaarter t-Test p*=0,0106 p*=0,0178)

Der mitochondriale Import in isolierte Hefemitochondrien wurde durch die
Vorbehandlung mit hoheren Temperaturen verlangsamt. Die Integritat der
Mitochondrien zeigte dabei keine Veranderung. Die Hefemitochondrien wurden
durch die Vorbehandlung mit hdheren Temperaturen depolarisiert. Bei 25 °C
Vorbehandlung konnte im Vergleich zu den anderen Temperaturen der grofRte

Wert fur die maximale Importgeschwindigkeit ermittelt werden.

5.3 Einfluss von ROS-Stress auf die mitochondriale

Importgeschwindigkeit

Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) kdnnen zu Schaden in der mitochondrialen
DNA fuhren und den Praprotein-Import in die Mitochondrien negativ beeinflussen
(Mecocci et al. 1994; Wright et al. 2001). AuRerdem ist ROS-Stress ein Marker
fur neurodegenerative Krankheiten (Singh et al. 2019). Im folgenden Abschnitt
wurde der Einfluss von H202 auf den mitochondrialen Import mithilfe von SDCSH

in isolierten HeLa-Mitochondrien analysiert.

5.3.1 Einfluss von H202 auf den Import in isolierten HeLa-Mitochondrien

In Importexperimenten mit einer 15-minatigen Vorbehandlung der Mitochondrien
mit H202 zeigte sich eine Reduzierung der importierten SDCSH-Menge (mature-
Bande) mit steigender Wasserstoffperoxidkonzentration (Abbildung 34). Die
Intensitat der m-Bande der unbehandelten Mitochondrien wurde mit 1 festgelegt
und die entstandenen m-Banden gegen diese Probe normalisiert.
Interessanterweise zeigte sich, dass 10 yM H202 nur zu 48 % Intensitat im
Vergleich mit der unbehandelten Probe flhrten (Abbildung 34). Diese
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Reduzierung konnte auch bei den Proben ohne PK-Behandlung festgestellt
werden. Bei der niedrigeren Konzentration an H202 wurde eine Reduzierung auf
80 % festgestellt.

Zusatzlich zum Import wurde das Membranpotential durch Messen der TMRE-
Farbung ermittelt (Abbildung 34). Das Membranpotential sank ebenfalls nach
der Vorbehandlung mit 10 yM H202 signifikant ab. Die TMRE-Messung zeigte
hier einen ahnlichen Verlauf wie das Importexperiment (Abbildung 34).
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Abbildung 34: Einfluss von ROS-Stress auf den mitochondrialen Import in isolierte HeLa-

Mitochondrien. A) HelLa-Mitochondrien wurden mit H202 Konzentrationen fur 15 Minuten
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inkubiert und anschliefend wieder bei 30 °C ein Import mit SDCSH durchgefihrt. Die Analyse
der m-Bandenintensitat wurde per Detektion via Fluoreszenz-Scanner vom SDS-PAGE-Gel
durchgefihrt. B) Statistische Auswertung der m-Banden Intensitaten (+PK) normalisiert zu der
m-Bande von 0 pM H:02; n=3, ungepaarter t-Test *p=0,0380, **p=0,0055, **p=0,0069,
Fehlerbalken SEM, PK: Proteinase K- Behandlung, p: Pra (unprozessierte) Form des SDCSHs,
m: Mature (Reife) Form des SDCSHs C) Messung der TMRE-Fluoreszenz der gefarbten HelLa-
Mitochondrien nach H202.Behandlung mithilfe eines Mikroplattenlesegerates und
anschlieBender Normalisierung auf H20 Probe, um Unterschiede der TMRE-Fluoreszenz zu
analysieren. Ungepaarter t-Test ****p=>0,0001, *p=0,0204, **p=0,0088, *p=0,0281,
**p=0,0095, n=3, Fehlerbalken: SEM

Um zu Uberprufen, ob sich die Integritat der HeLa-Mitochondrien nach der ROS-
Behandlung verschlechtert hatte, wurde im Folgenden ein Integritatstest
durchgefuhrt (Abbildung 35). Es zeigte sich aber keine Veranderung nach 15
Minuten Vorbehandlung mit Wasserstoffperoxid. Das Innenmembranprotein
Tim23, welches bei Temperaturstress abgebaut wird, zeigte in diesem
Experiment keine Anderung, was fir eine intakte Integritdt der Hela-
Mitochondrien spricht (Abbildung 35).
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Abbildung 35: Einfluss von ROS-Stress auf die mitochondriale Stabilitdt. Hela-
Mitochondrien wurden in Losung B flir 15 Minuten bei 30 °C mit verschiedenen Mengen von
H202 behandelt und anschlieRend ein PK-Verdau durchgefiihrt. AnschlieBend wurden die
Proben Uber einen Western Blot analysiert. Antikérperdetektion gegen Tom40 diente als

Nachweis von AuRBenmembranproteinen, MPP und Trap1 als Matrixproteine und Tim23 als
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Innenmembranprotein. Triton X-100-lysierte Mitochondrien wurden als Kontrolle des PK-

Verdaus ebenfalls aufgetragen.

H202 fuhrte zu einem reduzierten Import mit gleichzeitigem Verlust des
Membranpotentials. Eine Veranderung der Integritat der Mitochondrien nach
H202-Behandlung konnte nicht festgestellt werden.

5.3.2 Charakterisierung der isolierten Hefemitochondrien BY4741 und
sod2A

Superoxid-Dismutase 2 (SOD2) gehdrt zur antioxidativen Abwehr von
Mitochondrien, welche in der Matrix reaktive Sauerstoffradikale Uber einen
protonengekoppelten Elektronentransfer auf O2 oder H202 Ubertragen (Muid et
al. 2014). Bei Abwesenheit dieses Enzyms kann es zur vermehrten Bildung von
ROS-Stress in den Mitochondrien kommen (Maslanka et al. 2020).

Um den Einfluss von ROS-Stress auf die mitochondriale Importkinetik in S.
cerevisiae zu bestimmen, wurden Experimente mit sod2A (Deletionsmutante der
Superoxid-Dismutase 2 der mitochondrialen Matrix) im Vergleich zur
Wildtypvariante (BY4741) durchgefuhrt (Abbildung 36). Die Experimente
konnten keinen Unterschied im Membranpotential zwischen BY4741 und sod2A
feststellen. Es konnte gezeigt werden, dass die sod2A-Mutante im Vergleich zum
Wildtyp ein hoheres ROS-Level besitzt (Abbildung 36). Dieses Ergebnis konnte
durch Farbung der Mitochondrien mit dem MitoSOX-Farbstoff und Analyse per
Durchflusszytometrie erzielt werden. Die Mutante zeigte auch im Western Blot
keine Veranderungen der mitochondrialen Proteine Ssc1 und Mdh2 (Abbildung
36).
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Abbildung 36: Charakterisierung der sod2A-Deletionsmutanten. A) Isolierte Mitochondrien
BY4741 und sod2A wurden nach Behandlung bei 25 °C mit TMRE behandelt und anschlieflend
im Durchflusszytometer vermessen. 5 yM Valinomycin dienten als Negativkontrolle. Es konnte
besseres Membranpotential in der Deletionsmutante im Vergleich zum Wildtyp festgestellt
werden (y-Achse: Mitochondrienmenge; x-Achse: TMRE-Fluoreszenz). B) Isolierte
Mitochondrien BY4741 und sod2A4 wurden nach Behandlung bei 25 °C mit MitoSOX behandelt
und anschlieRBend im Durchflusszytometer vermessen. Es konnte mehr ROS in der
Deletionsmutante im Vergleich zum Wildtyp gemessen werden (y-Achse: Mitochondrienmenge;
x-Achse: MitoSOX-Fluoreszenz). C) Isolierte Mitochondrien BY4741 und sod2A (50 pug) wurden
per Western Blot analysiert. Dekoration der Membran mit Antikdrpern gegen Ssc1, Mdh1 und
Sod2.

Um zu Uberprifen, wie gut der Wildtyp und die sod2A-Mutante auf verschiedenen
Nahrboden wachsen, wurde ein Spottest durchgefuhrt (Abbildung 37). Um auf
Glucose zu wachsen, bendtigen die Hefezellen keine mitochondriale Atmung,
sodass hier nur das generelle Wachstum analysiert werden kann. Im Kontrast
dazu bendtigen Hefezellen, die auf Nahrbdéden mit Glycerin wachsen kénnen, die
mitochondriale Atmung. Die YPD-Kultivierung zeigte keine Veranderung im
Wachstum von BY4741 und sod2A (Abbildung 37). Auf Glycerin zeigte sich aber
ein deutlicher Unterschied im Wachstum zwischen Wildtyp und ROS-Mutante.
Der Wildtyp konnte bei verschiedenen Verdinnungen immer noch unter diesen
Bedingungen wachsen. Die sod2A konnte dagegen nicht mehr auf dem YPG
wachsen und zeigte hier einen Wachstumsdefekt (Abbildung 37). Ob ein
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Unterschied in der mitochondrialen Importgeschwindigkeit vorliegt, wurde nun in

Importexperimenten analysiert.
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Abbildung 37: Spottest mit BY4741 und sod2A. Verschiedene Verdinnungen von BY4741
und sod24 wurden auf YPD- und YPG-Platten aufgetragen und bei 30 °C und 37 °C inkubiert.

5.3.3 Bestimmung der maximalen Importgeschwindigkeit der isolierten
Hefe-Mitochondrien BY4741 und sod2A

Die maximale Importgeschwindigkeit von BY4741 und sod2A wurde mithilfe von
40 pmol SDCSH bestimmt (Abbildung 38). Die Importergebnisse sowie die
daraus ermittelten Intensitaten und Importraten zeigten, dass sich die beiden
Hefestamme in Bezug auf die maximale Importgeschwindigkeit nicht
unterscheiden (Abbildung 38). Es konnten Werte fur die Importgeschwindigkeit
von 12 pmol/mg/min festgestellt werden. Ebenfalls zeigte die Menge an
importierten SDCSH nach 40 Minuten keine Unterschiede zwischen Wildtyp und
sod2A. Mitochondrien vom Wildtyp (BY4741) importierten nach 40 Minuten 71
pmol SDCSH und die sod2A 69 pmol nach 40 Minuten (Abbildung 39).
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Abbildung 38: Importgeschwindigkeit von sod24 und BY4741 bei 25 °C. A) Import bei 25 °C
von SDCSH in sod2A und BY4741 (n=2). B) Ermittelte m-Bandenintensitadten in pmol/mg
wurden gegen die Zeit in Minuten aufgetragen. Iterationen stellen die durchgezogenen Linien
dar. Fehler: SEM. PK: Proteinase K-Behandlung, p: Prd (unprozessierte) Form des SDCSHs,
m: Mature (Reife) Form des SDCSHSs
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Abbildung 39: Maximale Importgeschwindigkeit und importierte Proteinmenge nach 40
Minuten von S. cerevisiae BY4741 und sod2A. A: Vergleich der maximalen
Importgeschwindigkeit von BY4741 und sod24 in pmol/mg/min (n=2, Fehlerbalken: SEM). B:
Vergleich der prozessierten Menge an SDCSH (m-Bande) in pmol/mg (n=2, Fehlerbalken: SEM)
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Es konnte gezeigt werden, dass isolierte Mitochondrien aus der sod2A-Mutante
ein hoheres ROS-Level im Vergleich zum Wildtyp BY4741 aufweisen. Dieser
ROS-Stress wirkte sich aber nicht auf das Membranpotential und die ermittelte

Importgeschwindigkeit aus.

5.4 Einfluss vom isolierten Zytosol und molekularer

Verdrangung auf den mitochondrialen Import

Zytosol enthalt Chaperonproteine neben zahlreichen weiteren Proteinen (Young
et al. 2004). Die Zugabe von Chaperonproteinen im isoliertem Zytosol kénnte
den Import von Praproteinen in Saugetiermitochondrien beeinflussen (Young et
al. 2003). Es wurde im folgenden Abschnitt der Effekt von isoliertem Zytosol auf
isolierte Saugetiermitochondrien und die Importreaktion mit SDCSH bei Zugabe

von Zytosol analysiert.

5.4.1 Einfluss von isoliertem Zytosol auf den mitochondrialen Import

Das isolierte Zytosol wurde durch einen Western-Blot analysiert und es stellte
sich heraus, dass die isolierte Fraktion nur zytosolische Proteine aufwies und
Proteine von ER oder Mitochondrien nicht mithilfe von AntikGrperdetektion
nachweisbar waren (Abbildung 40). Proteine aus ER und Mitochondrien
zeigten, dass die Organellen durch Zentrifugation nicht voneinander zu trennen
sind und es noch Reste von Mitochondrienproteinen in der ER-Fraktion sowie
ER-Proteine in der Mitochondrienfraktion detektiert werden konnten (Abbildung
40).
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Abbildung 40: Zytosolisolierung von HelLa-Zellen. Proben einer Zytosolisolierung wurden
mit einem Western Blot analysiert. A) Ablauf der Zytosolisolierung B) Coomassie-gefarbte
Membran C) Dekoration der Membran mit Antikérpern gegen mitochondriale, ER und

zytosolische Proteine

Isoliertes Zytosol aus HelLa-Zellen wurde in Konzentrationen von 1 ug/pl und 4
Mg/ul zu einem Import mit isolierten HEK293-Mitochondrien und SDCSH
gegeben (Abbildung 41). In dem Import konnte festgestellt werden, dass die p-
Bande mit steigender Zytosol-Konzentration abnimmt. Ebenfalls zeigte sich eine
deutliche Reduzierung des Imports von SDCSH mit der Zugabe des Zytosols
(Abbildung 41). Aus diesen Ergebnissen konnte der erste Rlckschluss gezogen
werden, dass die Bindung von SDCSH an die Mitochondrien reduziert wurde.
Diese schwache Bindung an die Mitochondrien fuhrte ebenfalls zu einem
verlangsamten Import (Abbildung 41). Es konnte eine verstarkte Bildung der
intermediaren Form (i-bande) bei der Zugabe von 4 ug/ul Zytosol festgestellt
werden. Die intermediare Form (i-Form) wurde gebildet, da die Prasequenz von
Su9 zwei MPP-Schnittstellen aufweist und durch das Prozessieren der MPP-
Schnittstelle in der Mitte der Sequenz bildete sich diese Zwischenstufe (Bémer
et al. 1998). Die Bildung der i-Form spricht flr eine Verlangsamung des Imports.
Diese Verlangsamung des Imports wurde durch die Zugabe von ATP (f.c. 1 mM)

noch verstarkt (Abbildung 41).
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Abbildung 41: Import von SDCSH in isolierten HEK293-Mitochondrien +/- Zytosolzugabe.
A) HEK293-Mitochondrien wurden mit 1 pg/pl bzw. 4 pg/ul Zytosol versetzt (+/- 1 mM ATP) und
anschlieBend bei 37 °C ein 40 Minuten Import mit SDCSH durchgefiuhrt. Fehlerbalken: SEM,
PK: Proteinase K-Behandlung, p: Pra (unprozessierte) Form des SDCSHs, m: Mature (reife)
Form des SDCSHSs, i: Intermediare Form des SDCSHs B) Auswertung der m-Banden-
Intensitaten (+PK) normalisiert zu der m-Bande von 37 °C ohne Zytosol (n=2, Fehler SEM) C)
Auswertung der p-Banden-Intensitaten (-PK) normalisiert zu der p-Bande von 37 °C ohne
Zytosol (n=2, Fehler: SEM)

Um zu uberprifen, ob Zytosol die Stabilitat der Mitochondrien beeintrachtigt
wurde, wurden HEK293-Mitochondrien mit Zytosol behandelt und anschlielend
ein PK-Verdau durchgefuhrt (Abbildung 42). Mit TritonX-100 lysierte
Mitochondrien dienten als Negativkontrolle und zeigten keine Antikdrpersignale
der mitochondrialen Markerproteine (Trap1 (Matrix), MPP (Matrix), Tom40
(AuBenmembran), Tim23 (Innenmembran)). Mit Zytosol behandelte
Mitochondrien zeigten auch keinen Abbau der mitochondrialen Proteine ohne
PK-Verdau, was ebenfalls als Kontrolle Gberpruft wurde. Die Stabilitat der
Mitochondrien konnte nach Zytosolzugabe weiter bestehen bleiben (Abbildung
42). Der PK-Verdau der Mitochondrien nach der Zytosol-Behandlung zeigte
keine Veranderung der Stabilitat. Der Abbau von Tom40 in der AuBRenmembran
durch die PK wurde in den unbehandelten sowie Zytosol-behandelten

Mitochondrien festgestellt. Die Innenmembran (Tim23) und auch die Matrix
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(MPP, Trap1) zeigten auch keine Veranderung nach der PK-Behandlung und
Zugabe von isoliertem Zytosol.
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Abbildung 42: Stabilitit von isolierten HEK293-Mitochondrien +/- Zytosolzugabe.

HEK293-Mitochondrien wurden mit 1 ug/ul und 4 ug/pl Zytosol behandelt und anschlielRend ein
PK-Verdau durchgefihrt. Anschlielfend wurden die Proben tber einen Western Blot analysiert.
Antikdrperdetektion gegen Tom40 diente als Nachweis von AuBRenmembranproteinen, MPP und
Trap1 als Matrixproteine und Tim23 als Innenmembranprotein. Triton X-100-lysierte
Mitochondrien wurden als Kontrolle des PK-Verdaus ebenfalls aufgetragen.

Ein weiteres Kontrollexperiment mit isolierten HEK293-Mitochondrien und
isoliertem Zytosol wurde durchgeflhrt, um zu Uberprifen, ob isoliertes Zytosol
zu einer Depolarisierung der Mitochondrien fuhrt. Die Mitochondrien nach
Behandlung mit Zytosol zeigten ein vergleichbares Membranpotential, wie ohne
Zytosolzugabe (Abbildung 43). Dieses Ergebnis konnte zeigen, dass eine

Depolarisation kein Grund fur den verlangsamten Import nach Zugabe von
Zytosol sein kann.
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Abbildung 43: Membranpotential von isolierten HEK293-Mitochondrien +/-
Zytosolzugabe. Effekt von 1 pg/pl und 4 ug/ul Zytosol auf das Membranpotential von isolierten
HEK293-Mitochondrien, gemessen durch TMRE-Farbung mit anschlieRender Messung per
Durchflusszytometrie. Der Entkoppler Valinomycin diente als Negativkontrolle fir ein gestoértes
Membranpotential. Gating der Mitochondrienpopulation wurde nach GroRe und Granularitat
durchgefiihrt. Uberlagerungshistogramm der TMRE-Messung der isolierten Mitochondrien nach

Zytosol Behandlung.

Es konnte gezeigt werden, dass isoliertes Zytosol in vitro den Import ATP-
abhangig hemmt. Die Bindung des SDCSHs an die Mitochondrien wurde durch
das Zytosol reduziert. Aullerdem wurde eine Verlangsamung des Imports bei
4 ug/ul festgestellt, welche sich durch Bildung der intermediaren Form (i-Bande)
zeigte. Die Zugabe von Zytosol zeigte keine Depolarisation der Mitochondrien

und keine Veranderung der mitochondrialen Integritat.
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5.5 Einfluss von Aggregaten auf den mitochondrialen Import

Im Kontext von neurodegenerativen Krankheiten kommt es zur Bildung von AB-
Plaques (Thal et al. 2015). Diese Aggregatansammlungen sind in der Lage, den
Import in den Mitochondrien zu stéren (Cenini et al. 2016). AB40-Dimere bilden
nur Oligomere und keine fibrillaren Strukturen (Schutzmann et al. 2021). Um zu
uberprufen, ob amyloide Oligomere den Import hemmen kdnnen, wurden

Importexperimente mit AB40-Dimer (DiAB) durchgefuhrt.

5.5.1 Einfluss von DiAB auf den Import in isolierten HeLa-Mitochondrien
Es wurde ein Import mit HelLa-Mitochondrien und verschiedenen
Konzentrationen des Dimers von AB40 bei 30 °C durchgefuhrt (Abbildung 44).
Ab einer Konzentration von 3,5 pM DiAB konnte eine komplette Hemmung des
Imports beobachtet werden (Abbildung 44).
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Abbildung 44: Effekt von DiAB-Peptiden auf den mitochondrialen Import. A) Hela-
Mitochondrien wurden mit verschiedenen DiAB-Konzentrationen versetzt und anschlieRend bei
30 °C ein 40-Minuten-Import mit SDCSH durchgefiihrt. PK: Proteinase K-Behandlung, p: Pra
(unprozessierte) Form des SDCSHs, m: Mature (reife) Form des SDCSHs B) Statistische

Auswertung der m-Banden Intensitaten (+PK) normalisiert zu der m-Bande von 30 °C ohne
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Behandlung. (n=3, Fehlerbalken SEM, ungepaarter t-Test p**=0,0065 p***=0,0002
p****=<0,0001)

Ebenfalls wurden Messungen des Membranpotentials mit isolierten
Mitochondrien in Anwesenheit verschiedener Konzentrationen von DiAR
durchgefihrt (Abbildung 45). Die Ergebnisse zeigten keinen Effekt der DiAB auf
das Membranpotential. Als Negativkontrolle diente hier 5 yM Valinomycin,

welches das Membranpotential als Entkoppler stort (Abbildung 45).
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Abbildung 45: Effekt von DiAB-Peptiden auf das Membranpotential von isolierten HelLa-
Mitochondrien A) Effekt von 1 uM und 5 uyM DiAB auf das Membranpotential von isolierten
HelLa-Mitochondrien, gemessen durch TMRE-Farbung und anschlieBRende Messung per
Durchflusszytometrie. Gating der Mitochondrienpopulation wurde nach GréRRe und Granularitat
durchgefihrt. Entkoppler Valinomycin diente als Negativkontrolle fir ein gestortes
Membranpotential B) Uberlagerungshistogram der TMRE-Messung der isolierten Mitochondrien
nach DIiABC) Messung der TMRE-Fluoreszenz nach DiAB  mithilfe eines
Mikroplattenlesegerates und anschlieRender Normalisierung von 0 yM DiAB, um Unterschiede
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der TMRE-Fluoreszenz zu analysieren. (n=3, Fehlerbalken: SEM, ungepaarter t-Test
p****=<0,0001)

Um festzustellen, ob DiAB sich negativ auf die mitochondriale Stabilitat auswirkt,
wurden HeLa-Mitochondrien mit DiAf inkubiert und anschliel3end ein PK-Verdau
durchgefuhrt. Das Ergebnis zeigte, dass die Stabilitat sich nicht veranderte
(Abbildung 46). Eine Detektion des DiAB wurde durch AB-Antikdrper
durchgefuhrt und zeigte Signale in Spuren, wo kein DiAB vorlag (Abbildung 46).
Durch diese nicht verlassliche Antikorperdetektion gegen DiAB konnte keine
Aussage bezuglich der AB-Detektion zu diesem Ergebnis getroffen werden. Die
Ergebnisse lassen darauf schlieRen, dass der Import nicht durch eine Stérung
des Membranpotentials oder durch eine veranderte mitochondriale Integritat

gehemmt wurde.
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Abbildung 46: Effekt von DiAB-Peptiden auf die mitochondriale Integritit. A) Hela-
Mitochondrien wurden mit DiAB behandelt und anschlieBend ein PK-Verdau durchgefiihrt.
Anschlieend wurden die Proben Uber einen Western Blot analysiert. Die Antikérperdetektion
von Tom40 und Tom70 diente als Nachweis von Aullenmembranproteinen, MPP als
Matrixprotein und Tim23 als Innenmembranprotein. Triton X-100-lysierte Mitochondrien wurden

als Kontrolle des PK-Verdaus ebenfalls aufgetragen.
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Es konnte gezeigt werden, dass amyloide Oligomere wie DiAB den Import ab
einer Konzentration von 3,5 pyM komplett hemmen. Diese Hemmung liel3 sich
nicht durch Depolarisation der Mitochondrien, sowie eine unveranderte Integritat
erklaren, da DiAB darauf keinen Effekt zeigen konnte. Daraus konnte man
folgende Schlussfolgerung ziehen: Eine Interaktion von DiAB mit dem Praprotein

SDCSH muss stattfinden und so wurde der Import gehemmt.

5.5.2 Charakterisierung des Einflusses von DiAB auf HeLa-Zellen

In vitro konnte eine Hemmung des mitochondrialen Imports festgestellt werden.
Im Folgenden wurde Uberprift, ob DiAB sich negativ auf intakte HeLa-Zellen und
sich darin befindende Mitochondrien auswirken kann. Um dies zu Uberprufen,
wurden zu Hela-Zellen DiAB dazugegeben und flr 24 Stunden inkubiert. Nach
dieser Inkubationszeit wurden HelLa-Zellen mit TMRE angefarbt, um das
Membranpotential mithilfe des Durchflusszytometers zu analysieren (Abbildung
47). Neben der Membranpotential-Messung wurden die Hela-Zellen auch in
anderen Experimenten nach der DiAB-Inkubation mit MitoSOX angefarbt und im
Durchflusszytometer vermessen, um das ROS-Level zu uberprifen (Abbildung
48). Die Ergebnisse zeigten ein gleichbleibendes Membranpotential, sowie keine
Erhohung des ROS-Levels nach 24 Stunden Behandlung mit 0,1 yM oder 1 yM
DiAB (Abbildung 47 ,Abbildung 48).
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Abbildung 47: Effekt von DiAB-Peptiden auf das Membranpotential von HeLa-Zellen. A)
HelLa-Zellen wurden fir 24 Stunden mit 0,1 yM DiAp und 1 yuM DiAB behandelt. Als
Negativkontrolle wurden auBRerdem HelLa-Zellen 4 Stunden mit 1 yM Valinomycin behandelt und
anschlieBend wurden alle Proben mit TMRE gefarbt und im Durchflusszytometer gemessen.
Die Zellpopulation wurde nach der Zelldichte gegatet (R-1) wund in einem

Uberlagerungshistogramm (B) aufgetragen.
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Abbildung 48: Effekt von DiAB-Peptiden auf die ROS-Produktion von HelLa-Zellen. A)
HelLa-Zellen wurden fir 24 Stunden mit 0,1 yM DiAB und 1 uM DiAB behandelt. Als
Negativkontrolle fir ROS-Stress wurden auflerdem Hela-Zellen 2 Stunden mit 100 puM
Menadione behandelt und anschlieRend alle Proben mit dem Farbstoff MitoSOX gefarbt und im
Durchflusszytometer gemessen. B) Die Zellpopulation wurde nach der Zelldichte gegatet und
in einem Uberlagerungshistogramm aufgetragen. C) Der gegatete Median wurde gegen die
Zellen, welche mit Tris-Puffer behandelt wurden, normalisiert. Der ungepaarte t-Test ergab
keine signifikante Veranderung (ns) im ROS-Level nach DiAB-Behandlung. (n=3, SEM)

Mithilfe von Zelllyse und Western Blot konnten auch die Mengen verschiedener
mitochondrialer Proteine nach Behandlung analysiert werden. Die Mengen
mitochondrialer Markerproteine wie Tim23, Tom70 und SOD2 wurden nicht
verandert, mit und ohne DiAB-Behandlung (Abbildung 49). Die Signale des a-
phospho Ubiquitin und Pink1, welche Marker fur Pink1 (PTEN-induzierte Kinase
1) Aktivitdt und Mitophagie sind, wurden auch nicht induziert durch DiAB-
Behandlung der Zellen (Abbildung 49). Allgemein bezeichnet Mitophagie den
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Abbau von Mitochondrien durch lysosomalen Abbau in der Zelle (Sato und
Furuya 2018).
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Abbildung 49: Effekt von DiAB-Peptiden auf die Proteinlevel und Mitophagie-Marker von
HeLa-Zellen. 500.000 HelLa-Zellen wurden mit DiAB-Peptiden (0,1 uyM und 1 uM) fiar 24
Stunden behandelt.

Die Behandlung mit DiAB von HelLa-Zellen fuhrte zu keiner Depolarisation der
Mitochondrien, sowie zu keiner vermehrten ROS-Leveln. Aulerdem wurden die
mitochondrialen Proteinlevel durch die Behandlung mit DiAB nicht beeinflusst
und keine Mitophagie-Marker detektiert. Daraus lasst sich schlieRen, dass die

DiAB-Behandlung keinen Einfluss auf die Mitochondrien in intakten Zellen zeigt.

5.5.3 Einfluss von AB40/AB42 auf den mitochondrialen Import

Die Experimente mit DiAB zeigten eine Hemmung des Imports mit SDCSH. In
weiteren Experimenten wurde Uberpruft, ob die Monomere AB40 und AB42 einen
negativen Effekt auf den Import haben konnten. Der SDCSH-Import in HEK293-
Mitochondrien mit Konzentrationen von AB40 und AB42 zeigte eine hemmende

Wirkung des Imports mit einer Konzentration von 3,5 yM AB-Peptiden
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(Abbildung 50). Es zeigte sich, dass die Hemmung durch AB42-Peptide einen
starkeren Abstieg des m-Bandensignals bei héheren Konzentrationen zur Folge
hat. Dieser Abstieg des Signals der m-Bande lag bei ahnlichen Ap40-
Konzentrationen schwacher vor (Abbildung 50).
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Abbildung 50: Effekt von AB40-Peptiden und AB42-Peptiden auf den mitochondrialen
Import. A) HEK293-Mitochondrien wurden mit verschiedenen AB40-Konzentrationen versetzt
und anschlieRend bei 37 °C ein 40 Minuten Import mit SDCSH durchgefuhrt. B) HEK293-
Mitochondrien wurden mit verschiedenen AB42-Konzentrationen versetzt und anschlieRend bei

102



37 °C ein 40 Minuten Import mit SDCSH durchgefuhrt. PK: Proteinase K-Behandlung, p: Pra
(unprozessierte) Form des SDCSHs, m: Mature (reife) Form des SDCSHs C) Statistische
Auswertung der m-Banden Intensitdten (+PK) normalisiert zu der m-Bande von 37 °C ohne
Behandlung. AB40 in grau und AB42 in schwarz (n=3, Fehlerbalken: SEM, ungepaarter t-Test
p*“*=0,0021 p**=0,0065 p***=0,0001 p***=0,0002 p****=<0,0001)

Um dieses Experiment zu verifizieren, wurden isolierte HEK293-Mitochondrien
nach 10-minutiger Inkubation bei 37 °C mit AB-Peptiden TMRE gefarbt und
anschlieend im Plattenlesegerat die Fluoreszenz der TMRE-gefarbten
Mitochondrien gemessen (Abbildung 51). Dabei konnte keine Veranderung des
Membranpotentials festgestellt werden (Abbildung 51). 3,5 uM AB40 zeigten
eine geringe Verringerung des Membranpotentials, was aber durch die
steigenden Werte nach 5 yM Behandlung relativiert wurde (Abbildung 51). Als
Negativkontrolle wurden auch mit 5 yM Valinomycin behandelte isolierte
HEK293-Mitochondrien analysiert.
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Abbildung 51: Effekt von AB40- und AB42-Peptiden auf das Membranpotential A) Messung
der TMRE-Fluoreszenz nach AB40 mithilfe eines Mikroplattenlesegerates und anschlieRender
Normalisierung von 0 uM AB40, um Unterschiede der TMRE-Fluoreszenz zu analysieren. (n=3,
Fehlerbalken: SEM, t-Test p*= 0,0145 p***=0,0001) B) Messung der TMRE-Fluoreszenz nach
AB42 mithilfe eines Mikroplattenlesegerates und anschlieRender Normalisierung von 0 uM
AB42, um Unterschiede der TMRE-Fluoreszenz zu analysieren. (n=3, Fehlerbalken: SEM, t-
Test p***=0,0001)
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Um festzustellen, ob eine Koaggregation mit SDCSH und den Peptiden ABR40
und Ap42 vorliegt, wurde ein sogenannter Filterretardierungstest durchgefihrt
(Abbildung 52). Dabei wurden Proben auf eine Nitrocellulose und eine
Acetatmembran aufgetragen und anschlieBend mithilfe von Vakuum
durchgesaugt. Auf der Nitrocellulose, welche als Kontrolle dient, sollte jede Art
von Protein durch elektrostatische Anziehung gebunden bleiben. Bei der
Acetatmembran kdnnen nur amyloide Proteinstrukturen gebunden bleiben, weil
durch das Waschen mit SDS nur SDS-I6sliche Proteine durchgesaugt werden.
Amyloide Aggregate sind nicht SDS-loslich und bleiben deshalb auf der
Acetatmembran zurlick. Das Experiment wurde mit einer Konzentration von 0,05
MM SDCSH durchgefihrt, um eine modgliche Koaggregation mit den ABR-Peptiden
(1 M, 3,5 yM und 5 uM) zu uberprufen (Abbildung 52). SDCSH und AB-Peptid
wurden zusammen in einem Reaktionsgefal inkubiert und anschlieRend auf die
Membranen aufgetragen. Dabei stellte sich heraus, dass SDCSH keine
Koaggregation auf der Acetatmembran zeigt. AB40 und AB42 konnten auf der
Acetatmembran mithilfe eines Ap-Antikorpers detektiert werden. Auf der
Nitrocellulose konnte das Fluoreszenzsignal von SDCSH mithilfe des
Fluoreszenz-Scanners gemessen und die AB-Peptide konnten durch einen A[3-
Antikorper detektiert werden (Abbildung 52).
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X: In dieser Reihe wurde 2 mal 0,05 pM SDCSH aufgetragen. Um den Hintergrund von diesem Experiment abzubilden,
wurde in dieser Reihe ebenfalls zweimal 1xlmportspuffer aufgetragen.

Abbildung 52: Filterretardierungstest mit SDCSH und AB40/42. 0,05 uM SDCSH wurden mit
verschiedenen Mengen von ABR40/42 bei 37 °C inkubiert und anschlieBend durch eine
Nitrocellulosemembran und Acetatmembran von Vakuum gezogen. Die Fluoreszenz auf den
Membranen wurde per Fluoreszenz-Scanner detektiert und die gebundenen AB-Peptide auf den

Membranen wurden mithilfe eines AB-Antikdrpers dekoriert.

Die Importhemmung durch AB40 und AB42 konnte ab einer Konzentration von
3,5 uM festgestellt werden. Grund dafur kénnte eine mégliche Koaggregation mit
dem Praprotein sein. Eine Depolarisation der Mitochondrien lag nachweislich

nicht vor.

5.5.4 Einfluss von Zytosol auf AB-Peptiden im Kontext von
Importexperimenten

Es konnte in dem Experiment (Abbildung 41) gezeigt werden, dass isoliertes
Zytosol unter ATP-Verbrauch durch reduzierte Bindung an die Mitochondrien den
Import hemmen kann. Um zu Uberprifen, ob dieser Effekt den Importdefekt durch

die AB-Peptide beeinflussen kénnte, wurde der Import mit 3,5 uM AB-Peptiden

105



durchgefuhrt und 1 pg/pl Zytosol hinzugegeben (Abbildung 53, Abbildung 54).
Als Kontrollbedingung wurde BSA in der gleichen Konzentration in diesen
Importexperimenten verwendet. Die Importhemmung durch die verschiedenen
AB-Peptide konnte beobachtet werden, mit dem Unterschied, dass die Hemmung
in der Anwesenheit von 1 pg/ul BSA nicht so stark ausfallt wie ohne BSA-Zugabe
(Abbildung 54). Der Import mit Zugabe von Zytosol und AB zeigte vergleichbare
oder sogar schwachere m-Banden-Intensitaten im Vergleich zu der Probe mit
3,5 uM AB-Peptiden (Abbildung 53). Dieses Ergebnis zeigte sich auch bei den
Experimenten mit 3,5 yM DiAB und 1 pug/pl Zytosol (Abbildung 54).

Es konnte erneut gezeigt werden, dass durch die Zugabe des Zytosols ebenfalls
die Intensitat der p-Bande stark reduziert war. Die Bindung an die Mitochondrien,
dargestellt durch die p-Banden-Intensitat zeigte nur marginale Verbesserungen
zwischen der Probe mit Zytosol im Vergleich mit der Probe mit Zytosol und AB-
Peptid, sodass die Bindung des Praproteins an die Mitochondrien kaum
beeinflusst wurde (Abbildung 53). Dieses Ergebnis konnte auch bei den Proben
mit Zytosol im Vergleich mit der Probe Zytosol mit DiAB beobachtet werden
(Abbildung 54).

Interessanterweise zeigte sich auch, dass in der Anwesenheit von 3,5 uM DiAB
und 1 pg/ul Zytosol die Menge des SDCSH in der Mockprobe (ohne
Mitochondrien) im Vergleich zur Probe mit BSA um das Funffache zunahm
(Abbildung 54). Moglicherweise bilden sich mehr Aggregate in dieser Probe,

welche am Ende des Experiments im Pellet zu detektieren sind.
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Abbildung 53: Einfluss von isoliertem Zytosol auf den Import Effekt von AB40 und AB42.
A) HEK293-Mitochondrien wurden mit 3,5 yM AB40/42 und 1 ug/pl Zytosol versetzt und
anschlielRend bei 37 °C ein 40 Minuten Import mit SDCSH durchgefihrt. Der SDCSH-Import
wurde auch mit 1 pg/ul BSA durchgefiihrt, um in jeder Probe die gleiche Zugabe an
Proteinmenge zu bewerkstelligen. PK: Proteinase K-Behandlung, p: Pra (unprozessierte) Form
des SDCSHs, m: Mature (reife) Form des SDCSHs B) Statistische Auswertung der m-Banden
Intensitdten (+PK) normalisiert zu der m-Bande von 37 °C mit 1 pg/ul BSA-Zugabe (n=3,
Fehlerbalken: SEM, ungepaarter t-Test p*=0,0204 p**=0,0012 C) Statistische Auswertung der
p-Banden Intensitdaten (-PK) normalisiert zu der p-Bande von 37 °C mit 1 ug/pyl BSA Zugabe
(n=3, Fehlerbalken: SEM, ungepaarter t-Test p***=0,0004 p**=0,0055
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Abbildung 54: Einfluss von isoliertem Zytosol auf den Import Effekt von DiAB. A) HelLa-
Mitochondrien wurden mit 3,5 yM DiAB und 1 ug/ul Zytosol versetzt und anschlielend bei 30 °C
ein 40 Minuten Import mit SDCSH durchgefihrt. Der SDCSH-Import wurde auch mit 1 ug/ul
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BSA durchgefiihrt, um in jeder Probe die gleiche Zugabe an Proteinmenge zu bewerkstelligen.
PK: Proteinase K-Behandlung, p: Pra (unprozessierte) Form des SDCSHs, m: Mature (reife)
Form des SDCSHs B) Statistische Auswertung der m-Banden Intensitaten (+PK) normalisiert
zu der m-Bande von 30 °C mit 1 yg/ul BSA-Zugabe (n=3, Fehlerbalken SEM, ungepaarter t-
Test p**= 0,0051 p****= <0,0001 C) Statistische Auswertung der p-Banden Intensitaten (-PK)
normalisiert zu der p-Bande von 30 °C mit 1 ug/ul BSA Zugabe (n=3, Fehlerbalken SEM,
ungepaarter t-Test p*=0,0303 p**=0,0022 D) Statistische Auswertung der p-Banden von den
Mockproben Intensitaten (-PK) normalisiert zu der p-Bande von 30 °C mit 1 pg/ul BSA Zugabe
im Vergleich zu SDCSH mit 3,5 yM DiAB und 1 pg/pl Zytosol (n=3, Fehlerbalken: SEM,
ungepaarter t-Test p*= 0,0111)

Die Zugabe von Zytosol im Kontext der Importhemmung von DiAB, AB40 und
AB42 zeigte keine Wiederherstellung des Imports.

5.5.5 Einfluss von a-syn(61-95) auf den Import in isolierten HEK293-

Mitochondrien

a-Synuclein befindet sich in den Lewy-Korperchen in der Pathologie der
neurodegenerativen Krankheit Parkinson (Baba et al. 1998). Die Primarstruktur
des Proteins besteht aus 3 verschiedenen Domanen. Die Aminosauren 1-60
bilden den N-terminalen amphipathischen Teil des Proteins, welches eine a-
Helix Struktur aufweist (Kumari et al. 2021). Aminosauren 61-95 bilden die
hydrophobe Domane des Proteins, welche zur Proteinaggregation neigt (Wang
etal. 2022, 2022)). Die Proteindomane von 96-140 ist reich an Prolin und es liegt
keine Sekundarstruktur vor (Guerrero-Ferreira et al. 2018). Die hydrophobe
Domane des a-Synuclein mit den Aminosauren 61-95 wurde in
Importexperimenten analysiert, um zu uUberprifen, ob sie einen negativen

Einfluss auf den Import von SDCSH ausuben konnte.

Um den Einfluss von a-syn(61-95) auf den mitochondrialen Import festzustellen,
wurden isolierte HEK293-Mitochondrien in einem Importexperiment mit
verschiedenen Mengen von a-syn(61-95) versetzt (Abbildung 55). Die
importierte Menge an SDCSH (+PK) wurde nach 40 Minuten analysiert. Die
Inhibition des Imports von SDCSH durch a-syn(61-95) zeigte einen graduellen
Effekt, welcher mit steigender a-syn(61-95)-Konzentration (5 uyM) zunahm
(Abbildung 55). Durch a-syn(61-95) wurde aber keine vollstandige Hemmung

des Imports erzielt. Im Importergebnis liel3 sich auch beobachten, dass die p-
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Banden (-PK) unverandert blieben, was flir eine unveranderte Bindung an den
TOM-Komplex sprechen kénnte (Abbildung 56). Ebenfalls wurde das
Membranpotential mittels TMRE-Farbung gemessen und eine Reduzierung mit
steigender a-syn(61-95)-Konzentration festgestellt. Diese Reduzierung war aber
nicht signifikant (Abbildung 56).
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Abbildung 55: Effekt von a-syn(61-95) auf den mitochondrialen Import. A) HEK293-
Mitochondrien wurden mit verschiedenen a-syn(61-95) Konzentrationen versetzt und
anschlieBend bei 37 °C ein 40 Minuten Import mit SDCSH durchgefihrt. PK: Proteinase K-
Behandlung, p: Pra (unprozessierte) Form des SDCSHs, m: Mature (reife) Form des SDCSHs
B) Statistische Auswertung der m-Banden-Intensitaten (+PK) normalisiert zu der m-Bande von
37 °C ohne Behandlung. (n=3, Fehlerbalken: SEM, t-Test p*=0,0376 p*=0,0335 p*=0,0322) C)
Messung der TMRE-Fluoreszenz nach a-syn(61-95) mithilfe eines Mikroplattenlesegerates und
anschlieBender Normalisierung von 0 pM a-syn(61-95), um Unterschiede der TMRE-
Fluoreszenz zu analysieren. (n=3, Fehlerbalken: SEM, t-Test p*=0,0412 p****=<0,0001)

Die Membranpotentialanalyse wurde im Rahmen einer durchflusszytometrischen
Analyse nach TMRE-Farbung und Behandlung von HEK293-Mitochondrien mit
a-syn(61-95) wiederholt (Abbildung 56). Es konnte hier ebenfalls keine

Reduzierung des Membranpotentials der Mitochondrien festgestellt werden.
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Abbildung 56: Effekt von a-syn(61-95) auf das Membranpotential. Effekt von 1 uM und 5
MM a-syn(61-95) auf das Membranpotential von isolierten HEK293-Mitochondrien, gemessen
durch TMRE-Farbung mit anschlielender Messung per Durchflusszytometrie. Der Entkoppler
Valinomycin diente als Negativkontrolle fiir ein gestértes Membranpotential. Gating der Mito-
chondrienpopulation wurde nach GréBe und Granularitat durchgefihrt. Uberlagerungshisto-

gramm der TMRE-Messung der isolierten Mitochondrien nach a-syn(61-95) Behandlung.

Um festzustellen, ob a-syn(61-95) sich negativ auf die mitochondriale Stabilitat
auswirkt, wurden HEKZ293-Mitochondrien mit a-syn(61-95) inkubiert und
anschliellend ein PK-Verdau durchgefihrt. Das Ergebnis zeigte, dass sich die
Stabilitat der Mitochondrien nach Inkubation mit a-syn(61-95) nicht verandert
(Abbildung 57).
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Abbildung 57: Einfluss von a-syn(61-95) auf die Stabilitat von isolierten HEK293-
Mitochondrien A) Mitochondrien wurden in Lésung B fir 15 Minuten bei 37 °C mit a-syn(61-
95) behandelt und anschlieBend ein PK-Verdau durchgefiihrt. AnschlieRend wurden die Proben
Uber einen Western Blot analysiert. Antikérperdetektion gegen Tom40 diente als Nachweis von
AuBenmembranproteinen, MPP und Trap1 als Matrixproteine und Tim23 als

Innenmembranprotein. Triton X-100-lysierte Mitochondrien wurden als Kontrolle des PK-
Verdaus ebenfalls aufgetragen.

Die verschiedenen Konzentrationen von a-syn(61-95) in Importexperimenten
zeigten keine Hemmung des Imports. Aullerdem konnte a-syn(61-95) keine

Depolarisierung der Mitochondrien und keine Veranderung der mitochondrialen
Integritat hervorrufen.
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6 Diskussion

6.1 Detektion des Imports durch Fluoreszenzmarkierung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Etablierung des Praproteins SDCSH im
Kontext von Fluoreszenzimports durchgefuhrt. Die Markierung des Praproteins
mit Fluoreszenzfarbstoffen konnte in einem Zeitverlauf verfolgt werden. Diese
zeitlich effektive Markierung von Cystein konnte schon in anderen Kontexten

beobachtet werden (Nifilo-Ramirez et al. 2022).

Die Ldslichkeit von SDCSH wurde vor und nach der
Dialyse/Fluoreszenzmarkierung analysiert und es konnte keine Veranderung der
Stabilitat des Fluoreszenzproteins festgestellt werden. Die Loslichkeit des
Praproteins stellt einen kritischen Faktor fur den Import dar, da aggregierte
Praproteine nicht mehr importiert werden koénnen (Cenini et al. 2016;
Schlagowski et al. 2021). Eine Aggregation der Praproteine fuhrt dazu, dass die
Praproteine nicht mehr in die Mitochondrien aufgenommen werden konnen und
sich im Zytosol ansammeln (Kramer et al. 2023; Nowicka et al. 2021). Dort
beglnstigen nicht importierte Praproteine auch die Aggregation von anderen
Proteinen (Endo et al. 1995; Cenini et al. 2016).

Des Weiteren konnte die Konzentration des Praproteins SDCSH fir den Import
in Hefe- und Saugetiermitochondrien ermittelt werden, welche die Analyse der

Importgeschwindigkeit unter gesattigter Praproteinmenge erlaubt.

Die Experimente mit SDCSH ermdoglichen das Arbeiten mit Importexperimenten
ohne Radioaktivitat, was fur mehr Sicherheit sorgt. Die Sensitivitdt des
Fluoreszenzsignals, mithilfe dessen die Importgeschwindigkeit bestimmt werden
kann, wurde mit verschiedenen Mengen an SDCSHs ermittelt. Detektion des
Praproteins SDCSH zeigte eine Nachweisgrenze von 0,3 pmol (9,5 ng). Diese
Nachweisgrenze reichte aus um die Importgeschwindigkeit von
Hefemitochondrien, sowie Saugetiermitochondrien zu bestimmen. 2008 wurde in
einer Veroffentlichung eine Nachweisgrenze von 0,1 pmol bei der Detektion des
Praproteins b2(167)a-DHFR-SNAP erzielt (Becker et al. 2008). Bei den
Experimenten mit diesem Praprotein wurden weitere Reinigungsschritte vor der
Fluoreszenzmarkierung durchgefuhrt, wodurch es zu einer Verbesserung der
Sensitivitat kommen koénnte. Durch die Reinigung Uber Saulenchromatografie

wurden bakterielle Proteine entfernt und madgliches Hintergrundrauschen
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beseitigt (Becker et al. 2008). Daher ware es moglich, mit His-Tag-Aufreinigung
oder Saulenchromatografie die Sensitivitdt des SDCSHs zu verbessern und das

Hintergrundrauschen zu minimieren.

Das verwendete Praprotein in Becker et al. (2008) unterscheidet sich aufderdem
in der Fluoreszenzmarkierungsmethodik im Vergleich zu SDCSH. Dort wurde
das Praprotein Uber die SNAP-Doméane mit Fluorophor markiert, was eine
Faltung dieser Domane voraussetzt (Becker et al. 2008). Im Gegensatz dazu
wurde SDCSH Uuber die Michael-Addition-Reaktion der Thiol-Gruppe des
Cysteins mit Maleimid fluoreszenzmarkiert (Anderton 1970). Diese Markierung

mit Fluoreszenzfarbstoff benodtigt keine Faltung des Proteins.

Die Fluoreszenzmarkierung von SDCSH ermdglicht die direkte Quantifizierung
der maximalen Importgeschwindigkeit in Mitochondrien. Das Praprotein SDCSH
konnte neben Experimenten mit Hefemitochondrien auch in isolierten
Saugetiermitochondrien etabliert werden, was einen Vorteil gegenlber friheren

Datenerhebungen darstellt.

Jain et al. (2023) bestimmten mithilfe von Maleimid-Markierung von Praproteinen
wie Jac1 ebenfalls die Importgeschwindigkeit in Hefemitochondrien. Hier wurde
ein Plattenlesegerat zur Quantifizierung von Importexperimenten genutzt,
welches eine vereinfachte Handhabung und schnellere Analyse ermoglicht, da
keine Gelelektrophorese notwendig ist. Um diese Moglichkeit auf SDCSH
anzuwenden, bedarf es weiterer Optimierung und des 100 %igen Abbaus des
nicht importierten SDCSH durch die Proteinase K, da Reste der Pra-Form die
Messung storen wirden (Jain et al. 2023).

In dieser Studie konnte ebenfalls gezeigt werden, dass sich das Importergebnis
bei unterschiedlichen gekoppelten Farbstoffen nicht verandert (Jain et al. 2023).
In Zukunft ware es demzufolge mdglich, weitere Farbstoffe zu verwenden, um

diese Daten zu Uberprifen.

Die Anreicherung nur eines Praproteins findet innerhalb der Zelle nicht statt, da
verschiedene Praproteine in vivo gleichzeitig in die Mitochondrien importiert
werden (Morgenstern et al. 2021). Insgesamt stellt die in vitro-Analyse der
Importkinetik von Mitochondrien mithilfe eines Fluoreszenzpraproteins also eine

Situation dar, welche in der Zelle so nicht vorzufinden ist.
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Das grun fluoreszierende Protein (GFP) wird in vielen rekombinanten Proteinen
als Lokalisationstag verwendet und konnte eine Mdglichkeit darstellen, auch den
Import in vitro zu analysieren (Chudakov und Lukyanov 2003; Hemmerle et al.
2022). Allerdings konnte bei in vitro Import Experimenten gezeigt werden, dass
MTS-Dendra2 radioaktiv nicht in Mitochondrien importieren kann, da das

gefaltete GFP den Import verhindert (Bogorodskiy et al. 2021).

6.2 Bestimmung der mitochondrialen Importgeschwindigkeit

In dieser Doktorarbeit konnte die maximale Importgeschwindigkeit von YPH499
Mitochondrien mit 12 pmol/mg/min bestimmt werden. Im Vergleich mit frGheren
Messungen wurde die Importgeschwindigkeit fir ein mitochondriales Matrix
Praprotein der GroRe 35 kDa in Saccharomyces cerevisiae in vitro mit 25
pmol/mg/min bestimmt (Lim et al. 2001). Jain et al. (2023) konnten mithilfe eines
Mikroplattenlesegerats eine Importgeschwindigkeit von 14 pmol/mg/min fur

Hefemitochondrien bestimmen.

Jain et al. (2023) konnten aullerdem einen Wert von 72 pmol/mg/min fur die
Importgeschwindigkeit in Hefemitochondrien ermitteln. Dieser Unterschied in der
Importgeschwindigkeit zu dieser Doktorarbeit |asst sich durch die Wahl der
Praproteine erklaren. Unterschiedliche Praproteine haben auch unterschiedliche
Importgeschwindigkeiten, was auch Schafer et al. (2022) zeigen konnten.

Ein weiteres Argument fur die variierenden Werte der Importgeschwindigkeit
konnte die Instabilitat des Praproteins sein. Es konnte in dieser Arbeit gezeigt
werden, dass SDCSH nach Rulckfaltung ein starkes Aggregationsverhalten zeigt.
Die Aggregation ist nach der Markierung mit Fluoreszenzfarbstoff erkennbar und
es konnte sein, dass das Praprotein vor dem Import aggregiert und somit nicht
die Gesamtmenge fur den Import zur Verfigung stehen kdnnte. Die Aggregation
von Praproteinen fuhrt dazu, dass diese nicht mehr an TOM-Kanale binden
kdnnen und der Import in die Mitochondrien nicht mehr stattfinden kann (Nowicka
et al. 2021).

Ein anderer Aspekt, welcher die Importgeschwindigkeit beeinflussen kodnnte,
sind sogenannte zusatzliche interne MTS-Signale von mitochondrialen
Praproteinen. Diese Aminosaurensequenzen besitzen ahnliche chemische

Eigenschaften wie Prasequenzen und fuhren zu einer effizienteren Bindung des
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Praproteins an den Tom70-Rezeptor (Backes et al. 2018). Diese effizientere

Bindung wirde auch zu einer veranderten Importgeschwindigkeit fihren.

Malhotra et al. (2013) konnten durch Titration des Entkopplers Carbonylcyanid-
3-chlorophenylhydrazon (CCCP) im Importansatz eine deutliche Reduzierung
des Imports detektieren. Das bedeutet, dass sich bei reduziertem

Membranpotential auch der Import in die Mitochondrien verlangsamt.

Im Zuge der Messung der Importgeschwindigkeit unter unterschiedlichen
Bedingungen stellt sich die Frage, welches Protein in der mitochondrialen
Importmaschinerie das ,Schrittmacher“-Protein fur die Geschwindigkeit des
Imports darstellt. In der Literatur und in den bisherigen Veroffentlichungen stellt
HspA9 (Mensch: Mortalin oder mtHsp70; Hefe: Ssc1) ein solches dar. Der
Importmotor entfaltet Praproteine unter ATP-Verbrauch, durch Bindung an das
N-terminale Segment der Praproteine. Bei der Mutante Ssc1-2, welche durch die
Mutation einer einzigen Aminosaure in der Peptid-Bindungsdomane von Ssc1
entsteht, zeigte sich eine starke Reduktion der Bindung des Praproteins am
Importmotor und der Import war nachhaltig reduziert (Lim et al. 2001). Diese
Ergebnisse konnten durch die reduzierte Bindung von Ssc1 zu Tim44 in der
Mutante erklart werden. Dies fuhrte dazu, dass es in der Mutante zu einem
Wechsel kommt, von aktivem Entfalten des Praproteins zu einem passiven
Vorgang. Dies zeigt, dass der Importmotor ein ,Schrittmacher-Enzym“ des
mitochondrialen Imports ist, welches das Entfalten des Praproteins und das

Weiterleiten in die Matrix erméglicht.

So lasst sich aus diesen Anhaltspunkten schlieRen, dass die
Importgeschwindigkeit von dem Aggregationsverhalten der Praproteine, von
internen MTS-Signalen in der Aminosaurensequenz des Praproteins, dem
Membranpotential und ebenfalls der effizienten Bindung zwischen dem
Importmotor HspA9 und Tim44 abhangig ist.

Es konnte auch die maximale Importgeschwindigkeit von
Saugetiermitochondrien bestimmt werden. Der hochste Wert fur die
Importgeschwindigkeit stellte sich hier bei 2 pmol/mg/min ein, was eine 6-mal
langsamere Geschwindigkeit als bei YPH499-Mitochondrien (12 pmol/mg/min)
ist. Isolierte Mitochondrien aus HelLa-Zellen zeigten eine Importgeschwindigkeit

von 0,55 pmol/mg/min. Mitochondrien aus HEK293-Zellen kamen auf eine
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Importkinetik von 1,8 pmol/mg/min. SH-SY5Y-Zellen besitzen die langsamste
Wachstumsrate, und eine ermittelte Importgeschwindigkeit der isolierten
Mitochondrien von 0,309 pmol/mg/min, welche im Vergleich zu den anderen
Zelllinien der geringste Wert ist. AuRerdem wurde die langste Verdopplungszeit
das niedrige Membranpotential der SH-SY5Y-Zellen erklaren.

Um einen Vergleich mit der Importgeschwindigkeit in vivo anzustellen, wurde die
Importgeschwindigkeit eines mitochondrialen Praproteins mit der Grof3e 40 kDa
berechnet. Dafir wurden Kennzahlen fir die Ribosomenanzahl, die
mitochondriale Masse, die Translationsrate und den prozentualen Anteil der
Praproteine mit Prasequenz in der Zelle recherchiert (siehe dazu Tabelle 15),
welche diese Rechnung ermoglichen. Zudem wurden die Verdopplungsraten der
verschiedenen Zelllinien flir die Rechnung bendétigt. HelLa-Zellen haben eine
Verdopplungsrate von 17,5 - 32,3 Stunden (Tang 2019). Im Vergleich dazu
besitzt S. cerevisiae, eine Verdopplungsrate von 2,5 Stunden (Papagiannakis et
al. 2017). Die Verdopplungszeit betragt bei den HEK293-Zellen 23 +/- 2,7
Stunden (Tsao et al. 2001) und bei den SH-SY5Y-Zellen 67,3 Stunden +/- 5,8
(Feles et al. 2022).

Nun folgt die Beispielrechnung flir die in vivo Importgeschwindigkeit in
Saugetiermitochondrien: Zunachst wurde von einer Proteingrofle von 40 kDa
ausgegangen. 40 kDa entsprechen 40.000 Dalton, was wiederum 363
Aminosauren entspricht. Die Translationsrate von 11 Aminosauren pro Sekunde
konnte aufzeigen, dass alle 33 Sekunden ein 40 kDa Protein von einem Ribosom
translatiert wird. Die Verdopplungszeit von 25 Stunden wurde halbiert, da die
meiste Translation von Proteinen in der G1- und S-Phase des Zellzyklus
stattfindet (Bertoli et al. 2013). Die Verdopplungszeit wurde nun in Sekunden mit
der Translationsrate von 33 Sekunden multipliziert und lieferte den Wert von
circa 1,4 Millionen Proteinen pro Verdopplungszeit durch ein Ribosom. Da sich
in einer HelLa-Zelle circa 9500000 Ribosomen befinden, wurde der Wert von 1,4
Millionen mit der Ribosomenanzahl pro Zelle multipliziert und zeigte die Anzahl
an Proteine der Translation aller Ribosomen an. Diese Anzahl an Proteinen
wurde mit den prozentualen Anteilen von 11 % der mitochondrialen Masse einer
Zelle multipliziert und zeigte einen Wert von 1,2 Billionen Proteinen an. Da nur
die Halfte der Proteine mitochondrialen Prasequenzen aufweisen, wurde diese

Anzahl nochmal halbiert und mit der Avogadro-Konstante in pmol umgerechnet.
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Dadurch konnte eine Stoffmenge an Protein von 0,0012 pmol berechnet werden.
Diese Stoffmenge wurde durch die Verdopplungszeit in Minuten dividiert.
AbschlieRend wurde dieser Wert noch mit 60 pg Mitochondrien (pro Zelle)
dividiert, um die Importgeschwindigkeit in die Mitochondrien zu berechnen. 60
pg wurden noch in mg umgerechnet und ergaben die Importgeschwindigkeit in

vivo von Saugetiermitochondrien.

Tabelle 15: Kennzahlen in vivo Importgeschwindigkeit Berechnung

S. cerevisae Hela- HEK293- | SH-SY5Y-
Zellen Zellen Zellen
Ribosomenanzahl | 200000 9500000
(Warner 1999) (Wolf und Schlessinger 1977)
Translationsrate 8 AA/sec 11 AA/sec (Siwiak und

(Arava et al. 2003) | Zielenkiewicz 2013)

Mitochondriale 14 % 11 %
Masse in % (Grimes et al. 1974) | (Posakony et al. 1977)
Praproteine mit | 50 %

Prasequenzin % | (Lim et al. 2001)

Bei HelLa-Zellen und HEK293-Zellen erhalt man so eine Importgeschwindigkeit
von 0,05 pmol/mg/min (Abbildung 58). Die Rechnung ergab bei HEK293-Zellen
die gleiche in vivo-Importgeschwindigkeit, da die Verdopplungszeit zwischen
HelLa- und HEK293-Zellen sich nicht sehr unterscheidet. Bei SH-SY5Y-Zellen
wurde trotz langerer Verdopplungszeit im Vergleich zu HeLa/HEK293-Zellen
ebenfalls eine in vivo Importgeschwindigkeit von 0,05 pmol/mg/min berechnet
(Abbildung 58). Fur die Hefe konnte eine in vivo Importgeschwindigkeit bei
0,151 pmol/mg/min errechnet werden (Abbildung 58). Nach dieser Rechnung
wilrden Hefemitochondrien 3-mal schneller importieren als
Saugetiermitochondrien. Dieser Unterschied konnte auch in vitro festgestellt
werden. Im Vergleich zu der Importgeschwindigkeit in vitro, welche bei 12
pmol/mg/min lag, war diese in vivo in der Hefezelle viel langsamer (Abbildung
58).
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Abbildung 58: Vergleich Importgeschwindigkeit in vitro und in vivo. A) YPH499
Importgeschwindigkeit: Vergleich zwischen in vivo und in vitro B) HeLa/HEK293/SH-SY5Y
Importgeschwindigkeit: Vergleich zwischen errechneter Importgeschwindigkeit in vivo und
experimentell bestimmter Importgeschwindigkeit in vitro. X-Achse: pmol/mg/min, y-Achse:
Legende

Die errechneten Importgeschwindigkeiten der Saugetierzelllinien in vivo liegen
alle unter den ermittelten in-vitro-Importgeschwindigkeitdaten. Dies lasst sich mit
den Daten von 2021 in Einklang bringen, wo uber Mikroinjektion das Praprotein
COX8A-SNAP in HEK293 injiziert worden ist (Bogorodskiy et al. 2021). In diesem
zeigte der beobachtbare Import mithilfe des Mikroskops erst nach 20-50 Minuten
eine signifikante Kolokalisation zwischen Praprotein und Mitochondrien. Dieser
langere Zeitraum des Imports konnte durch Puromycin wieder verkurzt werden,
da die sich an den Mitochondrien befindlichen Ribosomen, den Import in vivo
verlangsamt hatten (Bogorodskiy et al. 2021). Diese Beobachtung von
Bogorodskiy et al. (2021) bestarkt die Theorie des kotranslationalen Imports,
wobei die Translation und der mitochondriale Import gleichzeitig an den
Mitochondrien ablaufen. Diese Beobachtung zeigte aullerdem, dass die
Importgeschwindigkeit in vivo im Vergleich zu in vitro unterschiedlich ist, was die

Daten dieser Doktorarbeit ebenfalls bestatigen kénnen. Es gibt nach jetzigem
119



Forschungsstand bisher keine Referenzwerte fur die errechneten Werte der
Importgeschwindigkeit in vivo, weshalb ein Vergleich mit anderen Daten nicht

moglich ist.

SH-SY5Y-Zellen zeigten in vitro eine Importgeschwindigkeit von 0,309
pmol/mg/min der isolierten Mitochondrien (Feles et al. 2022). Die errechnete in
vivo Importgeschwindigkeit ergab einen Wert von 0,06 pmol/mg/min. SH-SY5Y
ist eine neuronale Zelllinie, welche durch Zusatze in der Zellkultur zu Neuronen
ausdifferenziert werden kann (Shipley et al. 2016). Das menschliche Gehirn und
die sich darin befindenden Neuronen bendtigen eine hohe metabolische
Aktivitat, was darauf schliel3en lasst, dass dort eine Menge an Energie in Form
von ATP bendtigt wird (Rolfe und Brown 1997). Es konnte gezeigt werden, dass
ausdifferenzierte SH-SY5Y-Zellen ein hdheres Membranpotential besitzen,
sowie eine hohere Proteinmenge von den Atmungskettenkomplexen im
Vergleich zu undifferenzierten SH-SYS5Y-Zellen aufwiesen (Schneider et al.
2011). Ein Grund fur die ermittelte geringe Importgeschwindigkeit der
Mitochondrien in SH-SY5Y-Zellen kénnte die fehlende Ausdifferenzierung sein,

welche die Importrate ansteigen lassen wirde.

Die Mitochondrien aus HEK293 zeigten in vitro eine Importgeschwindigkeit von
1,8 pmol/mg/min und die errechnete in vivo Importgeschwindigkeit lag bei 0,06
pmol/mg/min. HEK293 ist eine embryonale Nierenzelllinie (Tsao et al. 2001).
Nieren besitzen eine gro3e Anzahl an Mitochondrien, welche die Energie fur
wichtige Prozesse wie beispielsweise die Elektrolytbalance und die Filterung von
Schadstoffen aus dem Blut liefern (Bhargava und Schnellmann 2017). Die
Importgeschwindigkeit von Mitochondrien aus Nieren sollte demnach hoch sein.
Die in-vitro-Daten ergaben auch den hochsten Wert fur die
Importgeschwindigkeit im Vergleich mit den anderen Zelllinien. Forbes (2016)

konnten auch eine hohe mitochondriale Aktivitat in Nierenzellen feststellen.

Der ermittelte Wert flr die Importgeschwindigkeit von den isolierten Hela-
Mitochondrien war im Vergleich zu der Importgeschwindigkeit von HEK293 etwas
kleiner, aber groRer als bei SH-SY5Y-Mitochondrien. HelLa-Zellen sind
menschliche Epithelzellen eines Gebarmutterhalskarzinoms (Tang 2019).
Schafer et al. (2022) konnten die mitochondriale Proteinaufnahme in Hela-
Zellen mithilfe eines SILAC-Experiments Uber Massenspektrometrie analysieren.

Anhand dieser Daten konnte gezeigt werden, dass die Menge der importierten
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Proteine Uber die Zeit in vivo zunimmt (Schafer et al. 2022). Die ermittelten
Steigungen der mitochondrialen Proteinaufnahme in dieser Verdffentlichung
zeigen auch Unterschiede zwischen den verschiedenen Praproteinen, wodurch
die Rolle der Lange der Prasequenz verdeutlicht wird (Schafer et al. 2022; Lim
et al. 2001). Anhand der Daten von Schafer et al. (2022) und dem jetzigen
allgemeinen Forschungstand gibt es keine vergleichbaren Daten, um einen
Vergleich mit der ermittelten maximalen Importgeschwindigkeit fir Hela-

Mitochondrien vorzunehmen.

Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass HelLa-Mitochondrien bei 37 °C
eine Importgeschwindigkeit aufweisen, welche im Vergleich zu 30 °C groRer ist.
Dies konnte damit zusammenhangen, dass Hela-Zellen standardmafig bei
37 °C kultiviert werden. Underhill und Smales (2007) konnten zeigen, dass bei
einer Kultivierung von HelLa-Zellen bei 32 °C eine Reduzierung des Wachstums
und des Proteingehaltes der Zellen eintritt. Diese Beobachtung und die Daten
dieser Arbeit lassen darauf schlieRen, dass der mitochondriale Import in

Saugetiermitochondrien ein Temperaturoptimum bei 37 °C besitzt.

In vitro ermittelte Importgeschwindigkeiten stellen, wie schon in vorherigen
Abschnitten erwahnt, ein kunstliches Szenario dar. In vivo kann es nicht zu
einem Import von nur einem Praprotein unter Sattigungsbedingungen kommen
(Peleh et al. 2015).

Bei der Einordnung der ermittelten Importgeschwindigkeiten in vivo stellt der
Unterschied zwischen den gesunden Zellen im Koérper und der untersuchten
Krebszelllinien noch eine Schwierigkeit dar. Krebszellen haben allgemein eine
hohe metabolische Aktivitat, wobei sie dabei nicht auf die Mitochondrien
angewiesen sind (Finley 2023). Ein erhohter Bedarf an Nahrstoffen und
schnelles Wachstum der Krebszellen fuhren zu dem sogenannten ,Warburg-
Effekt® (Warburg et al. 1927). Dieser zeigt, dass Krebszellen die aufgenommene
Glucose im Zytosol hauptsachlich durch aerobe Glykolyse verarbeiten und das
Lactat als Abfallprodukt ausgeschieden wird (Warburg et al. 1927). In diesem
Fall werden die Mitochondrien nicht aktiv bendtigt, was zu einer geringen
mitochondrialen Aktivitat und schlussendlich zZu geringeren
Importgeschwindigkeiten fuhrt.
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Die ermittelten Werte fur die Importgeschwindigkeit von isolierten Mitochondrien
aus S. cerevisiae waren deutlich groRer als die Werte der
Saugetiermitochondrien. Dies kann an der kirzeren Verdopplungszeit der Hefe
von 2,5 Stunden liegen (Papagiannakis et al. 2017). Ein anderer Aspekt konnte
in der Kultivierung von Hefezellen liegen. In dieser Arbeit wurden die Hefezellen
mit 2 % Ethanol und 10 % Glycerin kultiviert, bevor die Mitochondrien isoliert
wurden. Diese Wachstumsbedingung benétigt einen hohen Bedarf an
Mitochondrien, welche zur mitochondrialen Atmung in der Hefezelle gebraucht
werden. Es konnte gezeigt werden, dass es beim Wachstum der Hefe bei diesen
Bedingungen zu einem Wechsel von Garung zu Atmung kommt, wodurch
Proteine der mitochondrialen Biogenese hochreguliert exprimiert werden im
Vergleich zu der Kultivierung unter Medium mit Glucose (Di Bartolomeo et al.
2020). Daraus lasst sich schlieRen, dass die Importgeschwindigkeit von 12
pmol/mg/min mit der kiirzeren Verdopplungszeit und der Art der Kultivierung zu

erklaren sein konnte (Di Bartolomeo et al. 2020; Olivares-Marin et al. 2018).

6.3 Einfluss von ROS und hoheren Temperaturen fihren zu

verlangsamtem Import

Hohere Temperaturen fuhren zur Aktivierung einer Hitzestressantwort in Hefe
und Saugetierzellen (Sorger et al. 1987; Ruan et al. 2017). Bei Hefezellen wirken
sich héhere Temperaturen zudem negativ auf das Wachstum aus, was durch
Verlangsamung der mitochondrialen Translation und Aggregation von
Atmungskettenkomplexen erklarbar ist (Munna et al. 2015; Bender et al. 2011;
Sakaki et al. 2003). In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass es
nach Vorbehandlung mit hdheren Temperaturen zu einer Verlangsamung der
Importkinetik von Mitochondrien aus Hefe und HelLa-Zellen kommt. Als Ursache
dafur zeigte sich eine Stérung des Membranpotentials, welches fir einen
erfolgreichen Import erforderlich ist. Bei hoherer Temperatur neigen die
Komplexe der Atmungskette zur Aggregation und die mitochondriale Translation
kommt zum Erliegen, da wie der mitochondriale Elongationsfaktor Tufm zur
Aggregation neigt (Wilkening et al. 2018; Moreno-Loshuertos et al. 2023). Diese
Auswirkungen konnten zum Erliegen des Membranpotentials und somit auch zur

Verminderung der Importrate nach Hitzestress der Mitochondrien fuhren. Die in
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dieser Arbeit gemessene Storung des Membranpotentials nach Hitzestress
stimmt mit den Daten in anderen Veroéffentlichungen tberein (Wilkening et al.
2018; Dressler et al. 2006). Interessanterweise zeigten die Ergebnisse dieser
Doktorarbeit keine Veranderung der mitochondrialen Stabilitat nach Hitzestress
bei Hefemitochondrien, sodass der negative Effekt auf die
Importgeschwindigkeit nur auf das gestérte Membranpotential zurlckgeflhrt
werden kann. Min Zhang et al. (2015) konnten ebenfalls nach Hitzestress eine

Depolarisation der Mitochondrien in Hefezellen feststellen.

Die Integritat der HelLa-Mitochondrien zeigte eine Verschlechterung durch
hohere Temperaturen. Dies fuhrt zu der Annahme, dass Saugetiermitochondrien
durch hohere Temperaturen zumindest in vitro stark geschadigt werden. Die
Daten dieser Arbeit und anderer Publikationen zeigten, dass in vitro der Import
in Mitochondrien bereits ab 42 °C reduziert ist, was den Daten von Chrétien et
al. (2018) widerspricht, wo mithilfe des Fluoreszenzfarbstoffes MitoThermo
Yellow die Temperatur innerhalb der Zellen gemessen wurde und aktive
Mitochondrien mit einer Temperatur von 50 °C beschrieben worden sind
(Wilkening et al. 2018; Dressler et al. 2006). Es zeigt sich aus diesen
unterschiedlichen Ergebnissen, dass weitere Datenerhebungen in diesem
Kontext ndtig sind.

Ruland et al. (2025) zeigten, dass aggregierende Proteine in der Matrix an Ssc1
gebunden werden. Dies lasst die Vermutung zu, dass bei Proteinaggregation wie
bei Hitzestress in der Matrix die Chaperonfunktion vom Ssc1 hauptsachlich aktiv

ist und dadurch der mitochondriale Import negativ beeinflusst werden kdnnte.

6.3.1 ROS-Stress beeinflusst den mitochondrialen Import

ROS-Stress wurde in vielen Krankheiten wie Alzheimer oder Parkinson als
Marker fur geschadigte Mitochondrien nachgewiesen (Mecocci et al. 1994;
Keeney et al. 2024). Deshalb wurde der Einfluss reaktiver Sauerstoffspezies in
dieser Doktorarbeit in Bezug auf den mitochondrialen Import analysiert. Die
Ergebnisse zeigten bei isolierten HelLa-Mitochondrien einen
Depolarisationseffekt des Membranpotentials, welcher zu einem verlangsamten
mitochondrialen Import fihrt. Dies bestatigt frihere Beobachtungen, dass H20:2

zu einer Reduktion des Membranpotentials fuhrt (Garg und Chang 2004).
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Chernyak et al. (2006) konnten eine Reduktion des Membranpotentials in Hela-
Zellen nach H202 detektieren. H202 zeigte in eigenen Experimenten keinen
Einfluss auf die mitochondriale Integritat. In einer anderen Vero6ffentlichung
zeigten Fan et al. (2010) mikroskopisch, dass die Morphologie von
Mitochondrien in Zellen nach H202 verandert vorlag, was fur eine geschadigte
mitochondriale Integritat sprechen koénnte. Die Experimente wurden in vivo

durchgefuhrt, was einen Vergleich mit den Daten dieser Arbeit schwer zulasst.

Erhdhte Level an reaktiven Sauerstoffspezies wurden in der Superoxidase-
Dismutase 2-Deletionsmutante festgestellt. Um den Effekt dieser hohen ROS-
Level auf die Importgeschwindigkeit zu analysieren, wurden Importexperimente
durchgefuhrt. Superoxidase Dismutase 2 ist in der mitochondrialen Matrix
lokalisiert und fungiert als Teil der Abwehr gegen ROS-Stress (Pereira et al.
2003). Es konnte kein Unterschied zwischen Wildtyp und der entsprechenden
sod2A-Mitochondrien in Bezug auf die Importgeschwindigkeit beobachtet
werden. In friheren Beobachtungen konnte festgestellt werden, dass es zu mehr
DNA-Schaden und erhéhten ROS-Leveln kommt, je alter die sod2A-Hefezellen
werden (Muid et al. 2014). Da in dieser Arbeit mit einer Mischung von alten und
jungen sod2A Hefezellen gearbeitet wurde, wiesen diese Zellen weniger
geschadigte Mitochondrien auf und es konnte zwischen sod2A und BY4741 kein
grolRer Unterschied in Bezug auf die Importgeschwindigkeit nachgewiesen
werden. Die Vermehrung von Hefezellen findet Uber asexuelle Reproduktion
(Knospung) statt, wobei es zu einer Ausstulpung an der Mutterzelle kommt. Aus
dieser Ausstllpung entwickelt sich eine Tochterzelle, die nicht das Alter der
Mutterzelle Gbernimmt und somit als jung bezeichnet werden kann (Denoth
Lippuner et al. 2014). Die Tochterzelle bekommt bei dieser Vermehrung
neugebildete Mitochondrien von der Mutterzelle Ubertragen (Denoth Lippuner et
al. 2014). Altere Hefezellen sind auRerdem gréRer im Vergleich zu jlingeren
Zellen, weshalb die Methodik der GroéRenfiltration vor einer Mitochondrien-
Isolation durchgefliihrt werden musste, um den Effekt von erhéhten ROS-Leveln
auf jungere, sowie altere Hefezellen zu analysieren (Laun et al. 2001;
Nestelbacher et al. 1999).
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6.4 Amyloide Aggregate fuhren zu Importhemmung und

schadigen Mitochondrien nicht

Amyloide Aggregate von AB-Peptiden zahlen zur Pathologie der
neurodegenerativen Krankheit Alzheimer (Thal et al. 2015). Diese Aggregate
verursachen Schaden an Mitochondrien in neuronalen Zellen und bei der
Biogenese von mitochondrialen Praproteinen, weswegen in dieser Arbeit
Importexperimente in isolierten Mitochondrien in der Anwesenheit von

verschiedenen Varianten von AB-Peptiden durchgeflhrt wurden.

Die verwendeten AB-Peptide zeigten ab einer Konzentration von 3,5 uM
Importinhibition. Die Titration mit AB42-Peptiden zeigte einen starkeren Verlauf
der Importhemmung bei einer finalen Konzentration von 3,5 uM im Vergleich zu
AB40.

Cenini et al. (2016) konnten die Importhemmung von AB-Peptiden mithilfe von
radioaktiven Praproteinen zeigen. AB42 zeigte in dieser Veroffentlichung die
starkere Inhibition im Vergleich zu AB40. In Filterretardierungsexperimenten,
sowie Blue-Native Gelelektrophorese konnte die Koaggregation von AB42/40 mit
radioaktiv gelabelten Su9(70)-DHFR gezeigt werden (Cenini et al. 2016). Es
konnte gezeigt werden, dass ABR42-Peptide mehr B-Faltblattstrukturen bilden,
was zu einer hoheren Tendenz der Aggregation im Vergleich zu AB40 fuhrt (Lin
et al. 2019).

In dieser Doktorarbeit konnten die Filterretardierungsexperimente keine
Koaggregation von SDCSH mit den AB-Peptiden aufzeigen. Ein wesentlicher
Unterschied zu Cenini et al. (2016) ist das Losen der AB-Peptide, was ein Grund
fur dieses Ergebnis sein konnte. Die Ap42/40 wurden durch 1,1,1,3,3,3-
Hexafluoro-2-propanol geldst, Uber Nacht verdampft und bei -80 °C weggefroren
(Shigemitsu et al. 2016). Die entstandenen Monomere von AB42/40 wurden in
die Experimente eingesetzt (Cenini et al. 2016). Im Gegensatz dazu wurde in
dieser Arbeit AB42/40 mit 40 ul von 50 mM NaOH gelost und mit 1 M Tris Puffer
(pH 7,4) so versetzt, dass nach Zugabe von 40 pl von 50 mM HCI eine neutrale
Léosung mit amyloiden Peptiden entstehen konnte. Diese Ldsung wurde
anschlielend bei -80 °C weggefroren. Es konnte gezeigt werden, dass
Unterschiede von Losungsmitteln von AB-Peptiden zu unterschiedlichen
Aggregationsverhalten fihren (Shen und Murphy 1995; Castelletto et al. 2009).
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Der Unterschied im Protokoll in der Lésungsnahme koénnte dazu fuhren, dass
mehr AB-Oligomere entstanden sind, welche sich unterschiedlich zu den
Monomeren in dem Filterretardierungsexperiment verhalten koénnten. Dies

konnte schlussendlich zu unterschiedlichen Ergebnissen fuhren.

Die Dimervariante von ApB40, welche aus zwei gekoppelten AB40 besteht, zeigte
in Importexperimenten mit isolierten Mitochondrien die starkste Importinhibition.
Die Besonderheit dieser DiAB-Peptide ist, dass sie hauptsachlich Oligomere
bilden und keine fibrillaren Strukturen (Schiatzmann et al. 2021). Das
Importergebnis lasst sich durch die erhdhte Wahrscheinlichkeit einer
Koaggregation durch das doppelte ABR40 erklaren. Aullerdem weist dieses
Ergebnis darauf hin, dass Oligomere einen starkeren negativen Einfluss auf den
Import ausiben im Vergleich zu amyloiden Monomeren. Diese Daten wirden mit
der héheren Toxizitat von amyloiden Oligomeren Gbereinstimmen (Tipping et al.
2015). Es konnte gezeigt werden, dass AB42-Oligomere in vitro die Aktivitat von
isoliertem Komplex IV inhibieren koénnen, wobei AB42-Monomere diese
Hemmung nicht verursachen konnten (Crouch et al. 2005). Diese Datenlage und
die Experimente dieser Arbeit lassen daraus schlieen, dass AB-Oligomere wie
DiAB einen starkeren Defekt auf den Import von mitochondrialen Praproteinen

verursachen konnten als andere AB-Monomere.

Das Membranpotential von isolierten Mitochondrien nach DiAB-Behandlung
zeigte keine Veranderung und auch die mitochondriale Integritat zeigte keine
Veranderung. Auch wenn Cenini et al. (2016) nicht mit AB40-Dimeren gearbeitet
hat, lasst sich dieses Ergebnis dadurch bestatigen und es demonstriert, dass
AB-Peptide das Membranpotential und die mitochondriale Integritat in vitro nicht
schadigen konnen.

In weiteren Experimenten wurde der Effekt von DiAB extern auf intakte Zellen
analysiert, bei denen keine Veranderung der mitochondrialen Proteinlevel, des
Membranpotentials oder der ROS-Produktion festgestellt werden konnte. Es
konnte auch gezeigt werden, dass DiAB nicht zu einer Pink1-induzierten
Mitophagie fuhrt. Auch dieses Ergebnis konnte die Messung des
Membranpotentials nach Behandlung mit DiAB bestatigen. Pink1-Induktion findet
normalerweise durch Depolarisation von Mitochondrien statt (Sato und Furuya
2018).
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Aufgrund dieser Datenlage lasst sich ein Modell der AB-Hemmwirkung auf
Mitochondrien entwickeln: Die Hemmung des mitochondrialen Imports durch
amyloide Peptide im Zytosol kdnnte einen indirekten Effekt auf die Mitochondrien
ausuben. Die Koaggregation mit mitochondrialen Praproteinen koénnte zum
Fehlen von entscheidenden Proteinen wie LonP1, Hsp60, MPP oder mtHsp70
fuhren, was indirekt wieder Auswirkungen auf die Atmungskettenkomplexe und
deren Stabilitat haben kénnte (Cenini et al. 2016; Bayot et al. 2014; Cdmert et
al. 2024; Witte et al. 1988; Strub et al. 2002). Dies konnte wiederum zum Erliegen
des Membranpotentials fuhren, was dann zur Mitophagie fuhren wurde (Eldeeb
et al. 2024). Diese Annahme wirde aber nur so in dieser Tragweite stattfinden,
wenn kein kotranslationaler Import in der Zelle ablauft und die amyloiden

Aggregate mit Praproteinen im Zytosol in Interaktion treten konnen.

6.4.1 Isoliertes Zytosol verlangsamt den Import und hebt Importhemmung

durch amyloide Aggregate nicht auf

In der Zelle sind Organellen wie Mitochondrien vom Zytosol umgeben. Wenn
man von diesem Zustand in vivo ausgeht, ware es hypothetisch moglich, dass
der Import in vitro durch Zugabe von Zytosol effizienter ablaufen sollte. Es konnte
gezeigt werden, dass der Import durch Hinzugabe von isoliertem Zytosol
gehemmt wird. Die Hemmung geschieht durch Verringerung der Bindung des
Praproteins an die Mitochondrien mit zunehmender Zytosolmenge. Die Zugabe
von ATP verstarkt diesen Effekt. Diese Reduzierung der Bindung an die
Mitochondrien kdonnte durch die Bindung des Praproteins an Chaperonproteine
erklart werden, da diese Bindung von ATP abhangig ist (Hartl 1996). Es konnte
gezeigt werden, dass zytosolische Chaperone wie Hsp70/Hsp90 einen Komplex
mit Tom34/Tom70 bilden, dadurch Praproteine wie pOTC (Ornithin-
Transcarbamylase) im Zytosol stabilisieren und zum Mitochondrium fahren

kénnen (Faou und Hoogenraad 2012).

Daher kdnnte es sein, dass die Bindung von SDCSH an die Mitochondrien und
an die Chaperone in Konkurrenz zueinandersteht. In Anwesenheit von ATP
kdnnten die Chaperone SDCSH nicht mehr freigeben und es stinde weniger
SDCSH fur den Import zur Verfugung. Chaperone verbrauchen ATP, um die

Ruckfaltung von Proteinen zu ermoglichen und um Aggregation zu verhindern
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(Lee und Vierling 2000). Dieses Ergebnis wurde ebenfalls die Theorie stitzen,
dass Praproteine direkt durch die Ribosomen an den Mitochondrien translatiert
werden (Fujiki und Verner 1993). Infolgedessen wirde der mitochondriale Import
hauptsachlich  kotranslational ablaufen. Der potenzielle Weg des
posttranslationalen Imports, bei dem das Praprotein von Ribosomen im Zytosol
translatiert wird, hatte den Nachteil einer moglichen Koaggregation (Reid und
Schatz 1982; Liu et al. 2023).

In E. coli wurde eine Koaggregation gezeigt, beidem der amphipathische
Charakter der Prasequenz von Praproteinen wie COXIV zur Aggregation mit
Proteinen wie reduziertem a-Lactalbumin fuhrte (Endo et al. 1995). Diese
Beobachtung zusammen mit den Daten dieser Arbeit legt die Annahme nahe,
dass Proteine im isolierten Zytosol mit Praproteinen wie SDCSH koaggregieren

kdnnten. Dies kdnnte einen hemmenden Einfluss auf den Import haben.

Um die Wirkung von isoliertem Zytosol auf die Importhemmung von amyloiden
Aggregaten zu testen, wurde Zytosol zu Importexperimenten mit verschiedenen
amyloiden Aggregaten eingesetzt. Die Ergebnisse zeigten, dass die Interaktion
der Chaperone des zugegebenen Zytosols mit den amyloiden Aggregaten nicht
ausreicht, um die Importhemmung durch AB zu verhindern. Dieses Ergebnis
kdonnte ebenfalls fir eine Koaggregation von SDCSH mit den zytosolischen
Proteinen, sowie den amyloiden Peptiden sprechen (Endo et al. 1995; Cenini et
al. 2016). Der amphipathische Charakter der Prasequenz sorgt fur eine erhdhte
Koaggregation mit ungefalteten Proteinen und damit far einen verminderten

Import in die mitochondriale Matrix (Liu et al. 2023).

6.4.2 a-syn(61-95) inhibiert den mitochondrialen Import nicht

Das Protein a-Synuclein befindet sich in den sogenannten Lewy-Korpern, welche
sich in verschiedenen Regionen des Gehirns sammeln und Parkinson auslésen
kdnnen. a-Synuclein steht im Verdacht, den mitochondrialen Import negativ zu
beeinflussen (Baba et al. 1998; Di Maio et al. 2016). Die Aminosauren 61-95 des
a-Synuclein bilden die hydrophobe Doméane des Proteins. Um zu Uberprifen, ob
dieser Teil des a-Synuclein den Import mit SDCSH stort, wurden
Importexperimente mit isolierten Mitochondrien aus HEK293 durchgefuhrt. Es

konnte keine Veranderung des Imports, keine Depolarisation durch a-syn(61-95)
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und keine Veranderung der mitochondrialen Integritat durch die Behandlung mit
a-syn(61-95) festgestellt werden. Di Maio et al. (2016) stellten eine
Importreduzierung durch a-Synuclein-Oligomere in SH-SY5Y Zellen fest. Dieses
Ergebnis konnte diese Arbeit trotz Einsatz von Oligomeren des a-syn(61-95) in
den Importexperimenten nicht bestatigen. Das lasst vermuten, dass Oligomere
des a-Synucleins zwar einen Einfluss auf den Import in die Mitochondrien haben,
der hydrophobe Teil (61-95) des a-Synucleins allerdings nicht ausreicht, um eine
Importhemmung auszuldésen. Die N-terminalen Aminosauren (1-60) des a-
Synucleins besitzen einen amphipathischen Charakter, welcher dazu fuhren
kénnte, mit mitochondrialen Praproteinen zu koaggregieren (Kumari et al. 2021;
Endo et al. 1995).

7 Ausblick

Die ermittelten Werte der maximalen Importgeschwindigkeit dieser Arbeit sind
ein Versuch, die mitochondriale Importkinetik quantitativ zu analysieren. Die
Methodik des Imports mit fluoreszenzmarkierten Praproteinen bendtigt aber
noch weitere Optimierungen in Bezug auf hdhere Loslichkeit des Praproteins.
Andere Fluoreszenzfarbstoffe zu testen, ware ein Weg, die Methodik weiter zu
optimieren (Jain et al. 2023). Ein weiterer Aspekt, welcher in dieser Doktorarbeit
nicht bearbeitet werden konnte, stellt die Importkinetik in vivo dar. In-vivo-Import-
Experimente konnten die Fragestellungen in Bezug auf die Pathologie einiger
Krankheiten wie Alzheimer oder Parkinson naher beleuchten sowie die
tatsachliche Importkinetik in einer Zelle analysierbar machen (Althoff et al. 2024;
Bogorodskiy et al. 2021). In vitro Experimente mit chemisch modifizierten A[3-
Peptiden wie Phosphorylierung oder Acetylierung konnten weitere Aspekte des
negativen Effektes von Aggregaten auf den mitochondrialen Import naher
beleuchten (Kapadia et al. 2024; Pilkington, 4th. et al. 2020). Aul3erdem kdnnte
der Effekt von Varianten von Tau-Proteinen und dem ganzen a-Synuclein auf
mitochondriale Praproteine und deren Import analysiert werden (Bhandare et al.
2019; Di Maio et al. 2016).

Isoliertes Zytosol und deren Chaperone konnten die Importhemmung von Af-
Peptiden nicht aufheben. Im Rahmen der Erforschung von Alzheimer-

Behandlungsmethoden konnte von Bocharov et al. (2021) gezeigt werden, dass
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D3-Peptide eine Behandlungsmoglichkeit darstellen konnten. Enantiomere D3-
Peptide bestehen aus einer D-Aminosaurensequenz, welche reich an Arginin ist
und die Aggregation von AB-Monomeren hemmen kann, um so die Bildung von
toxischen Oligomeren zu verlangsamen (Bocharov et al. 2021). Diese
Beobachtung kdnnte sich auf die Importhemmung von AB in Importexperimenten
in Mitochondrien auswirken und durch die in dieser Arbeit beschriebene Technik

mit SDCSH analysiert werden.

8 Abklirzungen

Tabelle 16: Abkurzungen

APP Amyloid Beta Precursor Protein
ATP Adenosintriphosphat
AVO Antimycin A Valinomycin Oligomycin
AB Beta-Amyloid
BSA Bovine serum albumin
DTT Dithiotreitol
E. coli Escherichia coli
ER Endoplasmatisches Retikulum
FACS Fluorescence activated cell sorting
HEK293 Human Embryonic Kidney
Hela Humane Cervixkarzinom Zelllinie
LPB Long Pass Blue
m-Bande Mature Form
MPP Mitochondrial Processing Peptidase
nm Nanometer
0OD600 Optische Dichte bei 600 nm
PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese
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p-Bande Praform

PCR Polymerase Chain Reaktion
PK Proteinase K
PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid
ROS Reaktive Sauerstoff Spezies
RPMI Roswell Park Memorial Institute
Medium

SDCSH Su9-DHFR-Cys-Strep-6His
SDS Sodiumdodecylsulfat
SEM Standard Error of the Mean

SH-SY5Y Neuroblastoma Zelllinie
TMRE Tetramethylrhodamin-Ethylester
YPD Hefextract Pepton Glukose
YPG Hefeextrakt Pepton Glycerin
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12 Anhang

Abbildung 59: Struktur Plasmid pWJ10. T7-Promotor vor dem SDCSH Konstrukt fir
Expression. KanR: Kanamycin Resistenz, F1 ori: Reproduktion des Plasmids in E.coli. lacl: Lac

Repressor fur rekombinante Expression des SDCSHSs in E.coli
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