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Konventionen zur Schreibweise von Genen, Proteinen und Stammen

Fir die vorliegende Arbeit gelten folgende Regelungen fir die Schreibweise von Genen, Proteinen und
Stammen:

e Gene werden kursiv geschrieben (z.B. lap, Ymel). Wenn sie einer bestimmten Spezies zugeordnet
werden, kiirzen die ersten beiden Buchstaben den jeweiligen Artnamen ab (z.B. Palap, ScYmel).

e Proteine werden grol8 und nicht kursiv geschrieben (z.B. IAP, YME1). Bei der Bezeichnung von Pro-
teinen bestimmter Spezies wird der Artname ebenfalls abgekdiirzt (z.B. PalAP, SCYME1).

e Deletionsstimme werden nach dem deletierten Gen benannt (z.B. Palap-Deletionsstamm) oder
durch den dem Gennamen vorangestellten griechischen Buchstaben ,Delta” gekennzeichnet (z.B.

APalap).

e Expressionsstimme werden nach dem exprimierten Gen benannt (z.B. Palap_E540Q).



What is now proved was once only imagined.

William Blake (1757 - 1827)
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1 Einleitung

In den letzten 100 Jahren ist die Lebenserwartung der Menschen in Deutschland um fast 30 Jahre
gestiegen (Statistisches Bundesamt). Insgesamt leben die Menschen in der europaischen Region und
auch weltweit heute langer als je zuvor (Weltgesundheitsorganisation - WHO). Gleichzeitig sinkt in vie-
len Landern die Geburtenrate, sodass der Anteil der dlteren Menschen immer weiter ansteigen wird.
Dadurch missen immer weniger junge Menschen die Versorgung von immer mehr dlteren Menschen
gewahrleisten. Durch diesen demografischen Wandel ist die Notwendigkeit gesunden und aktiven
Alterns als Grundlage fir die zukiinftige Nachhaltigkeit der Gesundheits- und Sozialsysteme deutlich
gestiegen (WHO Europa).

Um die Bevolkerung weltweit auf diesen Trend aufmerksam zu machen, lautete das Motto der

WHO fiir den Weltgesundheitstag 2012 , Altern und Gesundheit — Gesundheit erfillt die Jahre mit

Leben” (WHO). Auch die Europaische Union hat das Jahr 2012 zum ,,Europdischen Jahr fiir aktives

Altern und Solidaritat zwischen den Generationen” erklart (Bundesvereinigung Pravention und Ge-

sundheitsforderung e.V.). Dies soll zur Diskussion Uber die Frage anregen, wie die Menschen auch

im Alter gesund und unabhangig bleiben kdnnen, und wie sich die Lebensqualitdt im Alter weiter

verbessern lasst (WHO).
Dadurch kommt auch der experimentellen Alternsforschung eine immer grofRere Bedeutung zu. Diese

versucht unter anderem die molekularen und zelluldren Ursachen des Alterns zu erklaren und weiter

aufzudecken und somit Ansdtze zur Verminderung der gesundheitlichen Beeintrachtigungen zu liefern.

1.1  Altern und die Rolle der mitochondrialen Qualitdtskontrolle

Altern ist ein phylogenetisch weit verbreiteter Vorgang, der zeitabhangig zu unter normalen Bedingun-
gen irreversiblen physiologischen Funktionsverlusten fiihrt (Kirkwood & Austad 2000). Dadurch nimmt
die Anfalligkeit des betroffenen Organismus flir Krankheiten und die Sterblichkeit zu, wahrend die Fer-

tilitat meist abnimmt.

Altern ist hauptsachlich ein Phanomen geschiitzter Populationen, da z.B. wilde Tiere durch Gefah-
ren der Umwelt wie Infektionen, Hunger, Trockenheit oder Kalte sterben oder von Raubern erlegt
werden bevor sie altern (Kirkwood & Austad 2000). Nur in einer geschiitzten Umwelt kdnnen Tiere
ihre maximale Lebensspanne erreichen (Holliday 2006). Der biologische Sinn des Erreichens einer
post-reproduktiven Phase ist jedoch ebenfalls noch unklar (Kirkwood & Austad 2000).

Die inhdrente Komplexitat des Alterungsprozesses hat dazu gefiihrt, dass es bereits mehr als 300 unter-
schiedliche Theorien und Hypothesen zum Altern gibt (Medvedev 1990; Kirkwood 2005). Dies deutet
darauf hin, dass sich Altern nicht mit einer einzigen Theorie zufriedenstellend erklaren lassen wird

(Medvedev 1990). Letztlich beruht Altern auf dem zunehmenden Versagen der vielen Kontrollmecha-
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nismen, die fur die Erhaltung der Funktionen der Zellen, Gewebe und Organe eines Organismus ver-
antwortlich sind (Holliday 2006). Demnach ist Altern ein multikausaler Vorgang, der zusatzlich noch
durch zuféllig auftretende extrinsische und intrinsische schadigende Prozesse beeinflusst wird (Hayflick
2007). Dies fiihrt dazu, dass auch genetisch identische Individuen, wie z.B. eineiige Zwillinge, individu-

elle Unterschiede beim Altern und in der Lebensspanne aufweisen (Kirkwood & Austad 2000).

Eine wichtige Rolle beim Altern spielen zweifelsohne die Mitochondrien. So basiert auch eine der ersten
Alternstheorien, die aus der freien Radikaltheorie des Alterns entstandene mitochondriale freie Radi-
kaltheorie des Alterns (MFRTA), auf der besonderen Bedeutung der Mitochondrien (Harman 1956 und
1972). Diese besagt, dass durch den mitochondrialen Energiemetabolismus reaktive Sauerstoffspezies
(,reactive oxygen species”, ROS) entstehen, die Zellbestandteile wie Lipide, Proteine und Nukleinsau-
ren oxidieren kénnen und diese dadurch strukturell und funktionell verandern. Die Entstehung von
ROS findet dabei hauptsachlich in der Atmungskette an Komplex | und Ill statt (Kushnareva et al. 2002;
Chen et al. 2003; Brand 2010; Drése & Brandt 2012).

Waéhrend das Hyperoxid-Anion (O,*) an Komplex I vor allem durch die Oxidation von reduziertem

Flavin (FMNH,) oder Flavinsemichinon (FMN-Semichinon) und Reduktion von molekularem Sauer-

stoff generiert und in die Matrix freigesetzt wird (Galkin & Brandt 2005; Kussmaul & Hirst 2006),

entsteht O, an Komplex Ill vermutlich mit Ubichinon als Redoxmediator durch die Oxidation des

reduzierten Hdm b _der Cytochrom b-Untereinheit und wird in die Matrix und den Intermembran-

raum abgegeben (Drése & Brandt 2012).
Aufgrund der raumlichen Ndhe und der Redox-sensitiven Eisen-Schwefel-Zentren (Fe-S-Zentren) geho-
ren die Atmungskettenkomplexe zu den ersten Proteinen, die von ROS geschadigt werden (Melov et al.
1999). Durch die zunehmende Akkumulation dieser Schaden in der Atmungskette wird der Elektronen-
transport wahrend des Alterns immer mehr behindert, wodurch ein Riickstau der Elektronen hervorge-
rufen wird (Ferguson et al. 2005). Dieser steigert die Anfalligkeit der Komplexe zur Selbstoxidation, was
wiederum die Aktivitat reduziert und die ROS-Produktion fordert (Sohal & Sohal 1991). Darliber hinaus
kommt es durch die ROS-Freisetzung zur Inaktivierung weiterer Proteine mit Fe-S-Zentren wie z.B. der

Aconitase (Melov et al. 1999). Bei dieser flihren die Oxidation des 4Fe-4S-Zentrums und die Freisetzung

von Fe* zum Verlust der katalytischen Aktivitat (Gardner 1997).

Nach der MFRTA ist die Produktion von mitochondrialen ROS die Ursache des Alterns. Dem widerspre-
chen jedoch Befunde z.B. aus Caenorhabditis elegans, in dem die Bildung von ROS unter bestimmten
Bedingungen zu einer Verlangerung der Lebensspanne fiihrt (Schulz et al. 2007). Durch eine Vermin-
derung der Verfligbarkeit von Glucose wird dabei die mitochondriale Atmung erhéht und die Bildung
von ROS induziert. Dies fiihrt wiederum zu einer Erhéhung der Schutzmechanismen und einer Verlan-

gerung der Lebensspanne der Nematoden. Da der ROS-bedingte Stress mitochondrialen Ursprungs ist,
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handelt es sich bei dieser Art der retrograden Antwort um mitochondriale Hormesis oder Mitohorme-
sis (Schulz et al. 2007). Insgesamt werden positive Effekte auf das Altern, die durch zellulare Antworten
auf milden Stress hervorgerufen wurden, als Hormesis oder hormetische Effekte bezeichnet (Rattan
2001). Dieser und andere Befunde zeigen, dass ROS zwar zum Altern beitragt, jedoch nicht unbedingt
dessen Ursache sein muss (Lapointe & Hekimi 2010). So ware es auch moglich, dass oxidativer Stress

eine Folge des Alterns ist, z.B. durch den Verlust von Kontrollmechanismen.

Neben der schadigenden Wirkung hat ROS auch essenzielle zelluldre Aufgaben, wozu z.B. Signal-
funktionen gehoren (Murphy et al. 2011). Ein Beispiel dafiir ist der starke Anstieg der mitochondria-
len ROS-Produktion, der bei Sauerstoffmangel (Hypoxie) in der Zelle beobachtet werden kann (Bell
et al. 2007). Dies fuhrt zur Aktivierung von HIF-1 (,,hypoxia-inducible factor"), einem heterodimeren
Transkriptionsregulator, der die Anpassung der Zelle an Hypoxie erleichtert. So konnte in Sduger-
zellen gezeigt werden, dass HIF-1 bei verminderter Verflgbarkeit von Sauerstoff die Transkription
der Gene der mitochondrialen LON-Protease und der Untereinheit COX4-2 von Komplex IV akti-
viert (Fukuda et al. 2007). Durch den Abbau von COX4-1 durch die LON-Protease kommt es zum
Austausch von COX4-1 und COX4-2 und zur Optimierung der Aktivitdt von Komplex IV bei Hypoxie.

Unter normalen Umstanden werden die in den Zellen aerober Organismen freigesetzten ROS direkt
detoxifiziert (Abb. 1). Dazu stehen den Organismen eine Vielzahl von Enzymen und Antioxidantien zur
Verfligung, die miteinander interagieren und die entstandenen ROS in weniger reaktive bzw. unschadli-
che Substanzen umwandeln. Zu diesen Enzymen gehdren unter anderem Superoxid-Dismutasen (SOD),

Katalasen und Peroxidasen (Halliwell 1996; Fischer et al. 2012).

Stressantwort Apoptose

P ~N
/
Kern, =
 UPR™,

~ -

I

\

Fusion und Teilung

=

Detoxifizierung
Proteinqualitatskontrolle

Mitophagie

Abb. 1: Hierarchie der mitochondrialen Qualitdtskontrolle. Normalerweise werden die in den Mitochondrien freigesetzten
ROS (rote Sterne) durch Enzyme und Antioxidantien detoxifiziert. Intramitochondriale Chaperone und Proteasen tUberwachen
zusatzlich die Faltung bzw. Schadigung mitochondrialer Proteine und bauen diese bei Bedarf ab. Unter Stressbedingungen
wird die mitochondriale ungefaltete Proteinantwort (UPR™) im Kern ausgeldst, wodurch die Proteinmengen der Chaperone
und Proteasen in den Mitochondrien erhéht werden. Durch Fusion und Teilung (blaue Kreise: Teilungsmaschinerie) der Mito-
chondrien kommt es zur Durchmischung des mitochondrialen Kompartiments, wodurch die mitochondriale Integritat erhal-
ten werden kann. Bei groBeren Schaden werden die dysfunktionalen Bereiche abgetrennt und durch Mitophagie abgebaut
oder Apoptose eingeleitet (modifiziert nach Rugarli & Langer 2012).
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Trotzdem werden immer wieder zufallig Biomolekiile wie z.B. Proteine durch ROS oxidiert und gescha-
digt. Um deren Akkumulation zu verhindern, missen diese repariert oder bei irreversibler Schadigung
abgebaut werden. In den Mitochondrien erfolgt diese Proteinqualitatskontrolle durch ein Netzwerk
von Chaperonen und Proteasen (Abb. 2; Tatsuta & Langer 2008; Fischer et al. 2012). Die Chaperone
Uberprifen dabei die Konformation der Proteine und unterstiitzen ungefaltete Proteine bei der korrek-
ten Faltung, sowie fehlgefalteten Proteinen bei der Riickfaltung. Dariliber hinaus l6sen sie aggregierte
Proteine auf. Irreversibel geschadigte Proteine werden dagegen von meist energieabhangigen Prote-
asen abgebaut, um deren Aggregation zu verhindern. Als weitere Funktionen sind einige der Chape-
rone und Proteasen an der Assemblierung mitochondrialer Proteinkomplexe und dem selektiven Ab-
bau nicht-assemblierter Untereinheiten beteiligt. Dadurch wird ein Ungleichgewicht in der Menge an
Kern-kodierten und mitochondrial-kodierten Proteinen vermieden. AuBerdem kann so auch die Menge
regulatorischer Proteine kontrolliert werden. Aufgrund des endosymbiontischen Ursprungs der Mito-
chondrien sind diese Proteasen eng verwandt mit bakteriellen Proteasen und in eukaroytischen Zellen

sehr konserviert (Koppen & Langer 2007).

vy

-AAA N

Intermembranraum \

Chaperone

Matrix

Abb. 2: Schematische Ubersicht iiber die ATP-abhingigen Proteasen der mitochondrialen Proteinqualititskontrolle. Cha-
perone Uberpriifen die Konformation mitochondrialer Proteine und unterstiitzen fehl- oder ungefaltete, sowie geschadigte
(roter Stern) Proteine (grau) bei der Faltung. Bei irreversibler Schadigung oder Aggregation werden die Proteine z.B. von ATP-

abhéangigen Proteasen abgebaut.

Zusatzlich wird die mitochondriale Integritat durch die dynamische Natur des mitochondrialen Netz-
werks geschiitzt. Durch die Fusion und anschlielende Teilung von Mitochondrien kommt es zur

Durchmischung des mitochondrialen Kompartiments, wodurch z.B. geschadigte mitochondriale DNA
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(mtDNA) durch intakte ersetzt und so die Funktion und Homogenitat der Mitochondrien reguliert wer-

den kann (Chen & Chan 2009).

Jedes Mitochondrium besitzt mehrere hundert Kopien der mtDNA, von denen angenommen wird,
dass sie durch die zunehmende ROS-Produktion immer mehr geschadigt werden, was wiederum
die Funktion des Mitochondriums beeintrachtigt (Bandy & Davison 1990). Dagegen konnte kirzlich
in einem in-silico-Modell gezeigt werden, dass gerade wahrend des Alterns die Verminderung der
mitochondrialen Dynamik die Ausbreitung molekularer Schaden verlangsamt, wodurch die zellula-
re Funktion langer aufrechterhalten werden kann (Figge et al. 2012).

Sind die mitochondrialen Schaden zu grof3, so wird die Fragmentierung der Mitochondrien ausgelost,
um die geschadigten Teile vom intakten Netzwerk abzusondern (Fischer et al. 2012). Dysfunktiona-
le Mitochondrien werden durch Mitophagie selektiv abgebaut und die Abbauprodukte werden dem
Stoffwechsel wieder zur Verfliigung gestellt. Durch diesen zur Autophagie zdhlenden Prozess werden
die Freisetzung pro-apoptotischer Faktoren und der dadurch ausgeloste Zelltod verhindert. Trotzdem
nimmt die Integritdt der Mitochondrien mit der Zeit immer weiter ab und tragt so zum Altern von Zel-

len, Geweben und letztlich dem Organismus bei.

Trotz der vielen ineinandergreifenden Kontrollmechanismen, welche die mitochondriale Homoostase
aufrechterhalten, hat oft bereits der Ausfall eines Proteins gravierende Folgen fiir den betroffenen
Organismus (Chen & Chan 2009). Besonders metabolisch aktive Zellen mit hohem Energieverbrauch
wie im Herz, in den Muskeln, aber auch in Neuronen sind von der Integritdt der Mitochondrien ab-
hangig (Wallace 1999; Tatsuta & Langer 2008; Chen & Chan 2009). Deshalb sind durch mitochondriale
Dysfunktion ausgeldste Erkrankungen meist mit einer neurodegenerativen Komponente verbunden.
Dazu gehoren sowohl Morbus Parkinson und Morbus Alzheimer, als auch verschiedene Formen der

hereditaren spastischen Paraplegie.

Bei der hereditaren spastischen Paraplegie (HSP) handelt es sich um eine groRe Gruppe erblicher
neurologischer Funktionsstérungen. Diese sind charakterisiert durch eine zunehmende spastische
Lahmung der unteren Gliedmalen, was durch sukzessive Degeneration der Axone der kortikalen Mo-
toneurone verursacht wird (Hansen et al. 2008). Dabei ist HSP eine klinisch und genetisch heterogene
Krankheit, fir die bisher mehr als 30 verschiedene Genloci identifiziert werden konnten. Interessanter-
weise konnten mehrere Komponenten des mitochondrialen Proteinqualitdatskontrollsystems mit HSP
in Verbindung gebracht werden (Casari et al. 1998; Hansen et al. 2008). Mutationen im Hspd1-Gen,
das fur das mitochondriale Chaperonin HSP60 kodiert, fliihren zur autosomal dominanten Form SPG13
(Hansen et al. 2008). Durch die Mutation wird die Chaperonaktivitat verringert, was zur Folge hat, dass
die Proteinmengen der in der Matrix lokalisierten ATP-abhangigen Proteasen LON und CLPP, dem pro-

teolytischen Teil der CLPXP-Protease, reduziert werden. Durch diese Abstimmung der Aktivitdten von
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HSP60 sowie der LON- und der CLP-Protease wird vermutlich Substraten der drei Proteine ermdéglicht

mehrere Faltungsversuche zu durchlaufen, bevor sie abgebaut werden.

Zwei weitere Proteasen des mitochondrialen Proteinqualitdatskontrollsystems sind die in der inneren
Membran verankerten, ebenfalls ATP-abhangigen i-AAA und m-AAA Proteasen. Der Verlust bzw. die
Mutation von Paraplegin, einer Untereinheit der menschlichen m-AAA Protease, flihrt zu einer auto-
somal rezessiven Form der hereditaren spastischen Paraplegie, SPG7 (vgl. 1.4.1; Martinelli & Rugarli
2010). Durch die Mutation bzw. die Deletion kommt es zum Funktionsverlust von Paraplegin, welches
normalerweise einen hetero-oligomeren Komplex mit AFG3L2 bildet. In Paraplegin-defizienten Mau-
sen konnte gezeigt werden, dass diese besonders in den distalen Enden der langen Axone und den
Synapsen groRRe, morphologisch abnormale Mitochondrien aufweisen (Ferreirinha et al. 2004). Dies
nimmt mit dem Alter zu. Durch die Akkumulation von Mitochondrien und Neurofilamenten schwellen
die Axone zunehmend an und der anterograde axonale Transport wird behindert. Der anterograde
Transport dient der Versorgung der Axonenden mit Proteinen und Lipiden, wahrend durch den retro-

graden Transport altes und geschadigtes Material abgebaut und ersetzt wird (Rugarli & Langer 2006).

Dagegen konnte die zweite membrangebundene Protease, die i-AAA Protease, bisher nicht mit Krank-
heiten mitochondrialen Ursprungs in Verbindung gebracht werden (vgl. 1.4.2.5; Coenen et al. 2005).
Insgesamt gibt es so gut wie keine Hinweise auf die Funktion der humanen i-AAA Protease (Stiburek et

al. 2012).

1.2 Mitochondriale ATP-abhdngige Proteasen

Die ATP-abhangigen Proteasen spielen eine Schlisselrolle bei der mitochondrialen Proteinqualitats-
kontrolle. Sowohl die beiden Serinproteasen LON und CLPXP als auch die beiden zu den Metallopro-
teasen zdhlenden i-AAA und m-AAA Proteasen gehoren zur Superfamilie der AAA*-Proteine (,,ATPases
associated with various cellular activities”; Neuwald et al. 1999; Lupas & Martin 2002). Die meisten
Proteine der AAA*-Familie assemblieren in homo- oder hetero-oligomere, hexamere ringférmige Kom-
plexe, wobei auch andere oligomere Zustande nachgewiesen werden konnten (Hanson & Whiteheart
2005). Dabei befinden sich die proteolytisch aktiven Zentren der ATP-abhangigen Proteasen im Inne-
ren der Komplexe. Die Proteine der AAA*-Familie zeichnen sich durch eine sehr konservierte ATPase-
Domaéne aus, die meist aus 200 - 250 Aminosauren bestehende AAA-Domane. Bei vielen Proteinen
konnte bereits eine Chaperon-artige Funktion dieser Domane gezeigt werden (Levchenko et al. 1995;
Arlt et al. 1996; Leonhard et al. 1999). Die AAA-Domane enthalt zwei Motive, das Walker A-Motiv

(GxxxxGKS/T, wobei x jede beliebige Aminosaure sein kann), welches direkt mit den Phosphaten des
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ATP interagiert, und das Walker B-Motiv (hhhhDE, wobei h hydrophobe Aminosadurereste reprasen-
tiert), das ebenfalls mit dem Nukleotid interagiert und dessen Aspartat (D) das katalytische Mg?*-lon
koordiniert. Die AAA-Domane der i-AAA und der m-AAA Protease weist darliber hinaus eine weitere
konservierte Sequenz auf, die ,,second region of homology” (SRH), wodurch die beiden Proteasen in-
nerhalb der AAA*-Superfamilie der AAA-Familie zugeordnet werden kénnen (Tomoyasu et al. 1993;
Lupas & Martin 2002). Das SRH-Motiv enthalt zwei spezifische strukturelle Elemente, Sensor-1 und
einen oder zwei Arginin-Finger. Sensor-1 besteht aus einer polaren Aminosaure, die vermutlich mit
dem y-Phosphat des gebundenen ATP interagiert (Hanson & Whiteheart 2005). AAA-Proteine besitzen
zwei Arginin-Finger, die ebenfalls mit dem y-Phosphat des in der Nachbaruntereinheit gebundenen
ATP interagieren. Die polare Aminosaure von Sensor-1 und die Arginin-Finger sind essenziell fiir die
ATP-Hydrolyse und somit fiir die Funktion des Proteins. Dabei wird die aus der Hydrolyse von ATP ge-
wonnene Energie von den Proteasen nicht zur Hydrolyse der Peptidbindung des Substrates benotigt,
sondern fiir dessen Bindung und die Konformationsanderung des Komplexes wahrend der Entfaltung

des Substrates (Neuwald et al. 1999).

13 Die Matrixproteasen LON und CLPXP

Sowohl die LON- als auch die proteolytische Untereinheit CLPP der CLP-Protease bilden jeweils ringfor-
mige, homo-heptamere Komplexe (Wang et al. 1997; Stahlberg et al. 1999). Wahrend jedoch bei der
LON-Protease die proteolytische Domane C-terminal von der AAA-Domane auf einem Polypeptid liegt,
sind CLP-Proteasen aus zwei unterschiedlichen Komponenten zusammengesetzt (Hanson & Whiteheart
2005). Die Serinprotease CLPP bildet dabei die proteolytische Komponente, wahrend regulatorische
ATPase-Untereinheiten wie CLPX (oder CLPA) als Chaperone dem Komplex Substratspezifitat verleihen
(Wang et al. 1997). Die native Protease CLPP besteht aus zwei Heptameren, die sich zum tetradeka-
meren CLPP-Zylinder zusammenlagern, sowie den hexameren, ringférmigen ATPase-Untereinheiten,
die auf beiden Seiten mit dem Zylinder interagieren. Dabei hat die Protease CLPP auch in Abwesenheit
der CLP-ATPasen geringe proteolytische Aktivitdt und kann kleine Peptide abbauen. Der Abbau nativer

Peptide erfolgt jedoch nur in Anwesenheit der ATPasen.

Die Aufgaben der LON-Protease sind sehr vielfdltig. So ist sie am Abbau fehlgefalteter, nicht-assemblier-
ter und oxidativ geschadigter Proteine beteiligt (Bota & Davies 2002; Major et al. 2006). Dabei spielt
die Integritat der prosthetischen Gruppen der Proteine, wie z.B. die der Fe-S-Zentren, und deren Effekt
auf die Tertiarstruktur der Proteine eine wichtige Rolle fiir den Abbau durch die LON-Protease. Dartiber
hinaus ist die LON-Protease durch ihre Chaperonaktivitdt an der Assemblierung mitochondrialer Pro-

teinkomplexe beteiligt (Rep et al. 1996). AuRerdem reguliert sie die Expression mitochondrialer Gene
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und tragt zur Integritat der mtDNA bei, weshalb der Verlust von Pim1, des Homologs der LON-Protease
in Saccharomyces cerevisiae, zu einem atmungsdefizienten Phanotyp fihrt (Suzuki et al. 1994; van

Dyck et al. 1998).

Dagegen ist Uber die biologische Funktion der eukaryotischen CLPXP-Protease relativ wenig bekannt. In
Saugern und in C. elegans ist die CLPXP-Protease an der mitochondrialen ungefalteten Proteinantwort

(,,mitochondrial unfolded protein response”, UPR™) beteiligt (Zhao et al. 2002; Haynes et al. 2007).

Bei der UPR™ handelt es sich um eine Stressantwort, die durch das zunehmende Ungleichgewicht
zwischen fehlgefalteten Proteinen und der Menge an Chaperonen und Proteasen ausgel6st wird
(Haynes et al. 2007). Dies flihrt zur verstarkten Expression der Chaperone und Proteasen, wodurch
die mitochondriale Homdostase wiederhergestellt wird.

Dabei baut die CLPXP-Protease vermutlich ungefaltete, akkumulierte Proteine in der mitochondrialen
Matrix ab und generiert so Signalpeptide, die durch einen Peptid-Transporter aus den Mitochondrien
ins Cytosol gelangen und als Signal fiir den Zellkern dienen (Haynes et al. 2007). Dariiber hinaus wurde
die CLPP-Protease mit den neurodegenerativen Erkrankungen HSP13 (vgl. 1.1) und Friedreich-Ataxie

(FRDA) in Verbindung gebracht (Hansen et al. 2008; Guillon et al. 2009).

FRDA ist eine autosomal rezessive neurodegenerative Erkrankung, die durch eine fortschreitende
Storung der Bewegungskoordination (Ataxie), Kardiomyopathien und einer zunehmenden Diabe-
teshaufigkeit charakterisiert ist (Puccio & Kgenig 2002).

FRDA wird durch stark verminderte Mengen des mitochondrialen Proteins Frataxin hervorgerufen, wel-
ches als Eisen-Donor an der Biosynthese von Fe-S-Zentren beteiligt ist (Martelli et al. 2007; Guillon et
al. 2009). In einem FRDA-Mausmodell konnte gezeigt werden, dass die Deletion von Frataxin zu einer
progressiven Zunahme der Proteinmengen der LON- und der CLPP-Protease, sowie deren Aktivitaten in
den Mitochondrien der Mause fihrt (Guillon et al. 2009). Da bei der CLPP-Protease die mMRNA-Menge
unverdandert bleibt, scheint die zunehmende Proteinmenge anders als bei der UPR™ post-translational
reguliert zu werden. Gleichzeitig nimmt die Menge an mitochondrialen Fe-S-Proteinen immer wei-
ter ab. Bereits in Chlamydomonas reinhardtii konnte gezeigt werden, dass das Rieske-Protein des an
der Photosynthese beteiligten Cytochrom b f-Komplexes ein potenzielles Substrat der CLPP-Protease
der Chloroplasten darstellt (Majeran et al. 2000). Da das Rieske-Protein, welches auch Bestandteil des
homologen Cytochrom bc -Komplexes (Komplex Ill) der mitochondrialen Atmungskette ist, ebenfalls
ein 2Fe-2S-Zentrum besitzt, ware es denkbar, dass Fe-S-Proteine mogliche Substrate der LON- und

CLPP-Protease darstellen (Guillon et al. 2009).
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1.4 Die membrangebundenen Proteasen

Die in der inneren Mitochondrienmembran verankerten i-AAA und m-AAA Proteasen sind homolog
zu bakteriellen AAA-Proteasen wie FtsH aus Escherichia coli (Juhola et al. 2000). Sowohl FtsH aus dem
thermophilen Bakterium Thermotoga maritima als auch die m-AAA Protease aus S. cerevisiae bilden
ringformige, hexamere Komplexe, sodass eine solche Struktur auch fiir die i-AAA Protease angenom-
men werden kann (Bieniossek et al. 2006; Lee et al. 2011). Wie auch bei der LON-Protease befindet
sich die proteolytische Domane C-terminal von der AAA-Domane auf demselben Polypeptid (Leonhard
et al. 1996; Hanson & Whiteheart 2005). Dabei weist die proteolytische Doméane die fiir Zink-abhéan-
gige Metallopeptidasen typische Sequenz HExxH auf, wobei x jede Aminosaure sein kann (Rawlings &
Barrett 1993; Leonhard et al. 1996). Wahrend die beiden Histidinreste (H) das Zink-lon (Zn?*) koordinie-
ren, ist der Glutaminsaurerest (E) fur die proteolytische Funktion zusténdig (Bieniossek et al. 2006). Der
Austausch von Glutaminsaure gegen Glutamin (Q) fiihrt zur Inaktivierung der Proteaseaktivitat (Arlt et

al. 1996; Guélin et al. 1996).

In S. cerevisiae konnte gezeigt werden, dass die durch Chelatoren inhibierte proteolytische Aktivitat
der m-AAA Protease in Gegenwart von zweiwertigen lonen wie Fe?*, Co?* und Mg?* fast vollstandig
wiederhergestellt werden kann (Pajic et al. 1994). Dagegen erreichte die m-AAA Protease unter
den Versuchsbedingungen nach Zugabe von Zn?* nur etwa die Halfte der moglichen Aktivitat ver-
glichen mit der Kontrolle. Mit Mg?* und Ca?" war so gut wie keine proteolytische Aktivitat messbar.
Dies zeigt, dass zweiwertige Metallionen in der Matrix vorhanden sein missen.

Die N-terminale Domane der i-AAA und m-AAA Protease ist dagegen nur gering konserviert und ent-
hilt eine oder zwei transmembrane Bereiche (Leonhard et al. 1996). Dadurch unterscheiden sich die
AAA-Proteasen in ihrer Topologie in den Mitochondrien. Bei der i-AAA Protease ragt der N-Terminus
in die Matrix, wahrend sich der C-terminale Bereich mit der AAA- und der proteolytischen Domane im
Intermembranraum befindet (Leonhard et al. 1996). Dagegen besitzen die m-AAA Protease und FtsH
zwei transmembrane Domanen, wodurch sowohl der N- als auch der C-Terminus in der Matrix bzw. im

Zellinneren lokalisiert sind (Tomoyasu et al. 1993; Arlt et al. 1996).

AAA-Proteasen spielen eine bedeutende Rolle beim Abbau membrangebundener Proteine (Langer
2000). Der Abbau von Membranproteinen ist ein wichtiger, jedoch energetisch ungiinstiger Prozess,
da die Proteolyse der hydrophoben Bereiche der Proteine in einem hydrophilen Umfeld erfolgt (Lil-
ley et al. 2003). Bei Membranproteinen, bei denen Teile auf beiden Seiten auch auRerhalb der Mem-
bran in verschiedenen Kompartimenten vorliegen, tritt zusatzlich ein topologisches Problem auf, da
die hydrophilen Bereiche des Proteins ebenfalls die Membran durchqueren miissen, um abgebaut zu
werden (Langer 2000). Mit Hilfe von Modellproteinen konnte in S. cerevisiae gezeigt werden, dass die

i-AAA und die m-AAA Protease teilweise lGberlappende Substratspezifitdten aufweisen (Leonhard et
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al. 2000). Durch die Chaperon-dhnlichen Eigenschaften der beiden AAA-Proteasen konnen diese den
Faltungszustand der hydrophilen Domanen der Membranproteine erkennen. Liegen diese auf beiden
Seiten der Membran ungefaltet vor, so konnen die beiden AAA-Proteasen die transmembrane Doméane
sowie die hydrophilen Proteinteile durch die Lipiddoppelschicht transportieren und abbauen. Die To-
pologie des Membranproteins entscheidet, von welcher Protease es abgebaut wird. Damit die beiden
Proteasen ihre Substrate binden kdnnen, benoétigen sie jedoch ein Segment von mindestens 20 Amino-
sauren, das aus der Membran herausragt, da die i-AAA und die m-AAA Protease ihre Substratproteine
nahe der Membranoberflache erkennen und binden. Wie genau die Proteine die innere Mitochon-

drienmembran durchqueren ist jedoch noch unklar.

Die Deletion beider Proteasen ist in S. cerevisiae nicht moglich, was darauf hindeutet, dass auch
in-vivo Substrate existieren, die sowohl von der i-AAA als auch von der m-AAA Protease abgebaut
werden konnen (Lemaire et al. 2000; Leonhard et al. 2000). Moglicherweise fihrt der fehlende
Abbau dieser Substrate zu deren Akkumulation, die fiir die Zellen todlich ist.

Die Peptide, die durch die Proteolyse der beiden AAA-Proteasen generiert werden, werden aus den
Mitochondrien freigesetzt und ermoglichen die Kommunikation der Mitochondrien mit ihrer zellula-
ren Umgebung (Young et al. 2001). Die von der m-AAA Protease freigesetzten Peptide kdnnen durch
den ABC-Transporter MDL1 aktiv durch die innere Membran in den Intermembranraum transportiert
werden. Von dort kdnnen die Peptide aus der Matrix sowie die von der i-AAA Protease abgebauten
Peptide, die sich bereits im Intermembranraum befinden, die dulere Membran vermutlich durch pas-

sive Diffusion durch den Anionenkanal Porin oder den TOM-Komplex durchqueren (Young et al. 2001).

1.4.1 Die m-AAA Protease

In S. cerevisiae besteht die m-AAA Protease aus einem hetero-oligomeren Komplex zweier nah ver-
wandter Proteine, YTA10 (AFG3) und YTA12 (RCA1), deren Assemblierung ATP-abhéangig ist (Arlt et al.
1996). Dieser Komplex assembliert wiederum mit den Prohibitinen PHB1 und PBH2 zu einem hochmo-
lekularen Komplex, dessen proteolytische Aktivitat durch die Prohibitine reguliert wird (Steglich et al.
1999). Der Verlust einer der beiden Proteaseuntereinheiten bzw. die Expression proteolytisch inakti-
ver Varianten der beiden Untereinheiten flihrt zu dhnlichen Phanotypen (Guélin et al. 1994; Tauer et
al. 1994; Tzagoloff et al. 1994; Paul & Tzagoloff 1995; Arlt et al. 1998). Dazu gehéren verlangsamtes
Wachstum, der Verlust der respiratorischen Kompetenz, der Mangel an assemblierten Atmungsket-
tenkomplexen und die verzégerte Assemblierung der F -ATPase. Der YTA10-YTA12-Komplex ist am Ab-
bau nicht- oder unvollstandig assemblierter mitochondrialer Proteine beteiligt (Abb. 3A), zu denen

die Untereinheit COB von Komplex Ill, die Untereinheiten COX1 und COX3 von Komplex IV, sowie die
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Untereinheiten SU6, SU8 und SU9 der F -ATPase gehoren (Pajic et al. 1994; Arlt et al. 1996; Guélin et
al. 1996).

Ein Grund fur die mangelnde Assemblierung von Komplex Il und IV beim Verlust von YTA10 oder
YTA12 ist deren Bedeutung fiir die Expression der Intron-enthaltenden mitochondrialen Gene Cox1
und Cob (Arlt et al. 1998). Die Mengen der reifen Cox1- und Cob-Transkripte sind in Abwesenheit der
m-AAA Protease deutlich reduziert. Das SpleiRen dieser Introns hangt von RNA-Maturasen ab, die in
den Introns kodiert sind, und von der mitochondrialen Translation, an deren Regulation die m-AAA
Protease ebenfalls beteiligt ist (Nolden et al. 2005). Neben der Funktion der Qualitatskontrolle konn-
te gezeigt werden, dass der YTA10-YTA12-Komplex an der Prozessierung des Kern-kodierten Proteins
MRPL32, einer Untereinheit der 54S-Untereinheit der mitochondrialen Ribosomen, beteiligt ist (Abb.
3B). Das Vorlduferprotein wird durch den YTA10-YTA12-Komplex zum reifen Protein prozessiert, wel-
ches in den Ribosomenkomplex assembliert werden kann. Der komplette Abbau von MRPL32 wird
dabei durch eine eng gefaltete, Cystein-reiche Domane innerhalb des Proteins unterbrochen (Bonn et
al. 2011). Somit ist die mitochondriale Proteinsynthese unter der proteolytischen Kontrolle der m-AAA

Protease (Nolden et al. 2005).

A /B e SeepEERRRIIRTLEI
s T U

Intermembranraum

Matrix

Abb. 3: Aufgaben der m-AAA Protease YTA10-YTA12. (A) Fehlgefaltete bzw. geschadigte (roter Stern) Membranproteine
(grau) werden nach deren Dislokation aus der inneren Membran von der m-AAA Protease abgebaut. (B) Die m-AAA Protease
vermittelt die Prozessierung von neu importiertem MRPL32, einer Untereinheit der mitochondrialen Ribosomen, und ermog-
licht so dessen Assemblierung ins Ribosom. (C) Die m-AAA Protease ist an der Reifung des Radikalfangers CCP1 beteiligt. CCP1
wird durch ein hydrophobes Sortiersignal (blau) in die innere Membran eingefiigt. Die m-AAA Protease kann dieses hydro-
phobe Segment unter ATP-Verbrauch aus der Membran entfernen, wodurch die Prozessierung durch PCP1 ermdoglicht wird
(modifiziert nach Nolden et al. 2005 und Tatsuta et al. 2007).
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Darliber hinaus ist der YTA10-YTA12-Komplex an der Reifung der Cytochrom c-Peroxidase (CCP1) be-
teiligt, einem Ham-bindenden Radikalfanger im Intermembranraum (Esser et al. 2002; Tatsuta et al.
2007). CCP1 besitzt eine zweigeteilte Signalsequenz, die aus einem hydrophoben Sortiersignal und ei-
nem Prozessierungssignal besteht (Abb. 3C). Durch das hydrophobe Sortiersignal wird der N-terminale
Bereich von neu importiertem CCP1 in die innere Mitochondrienmembran eingefligt. Die m-AAA Pro-
tease vermittelt daraufhin die ATP-abhangige Dislokation des hydrophoben Segments aus der Mem-
bran, wodurch das Prozessierungssignal fir die Rhomboid-Protease PCP1 zugédnglich wird (Tatsuta et
al. 2007). Anders als bei MRPL32 ist die Reifung von CCP1 unabhéngig von der proteolytischen Funktion
der m-AAA Protease. Die ATPase-Aktivitdat der m-AAA Protease ist dagegen unerlasslich, da die Disloka-

tion von CCP1 aus der Membran zusatzlichen ATP-Verbrauch erfordert.

Gegenliber der m-AAA Protease aus Hefe ist tiber die aus Neurospora crassa bisher nicht viel bekannt.
Sie besteht aus einem homo-oligomeren Komplex aus MAP-1-Untereinheiten und bildet einen zur Ma-

trix orientierten hochmolekularen Komplex in der inneren Membran (Klanner et al. 2001).

Auch in Pflanzen wurden ebenfalls m-AAA Protease-Komplexe identifiziert (Kolodziejczak et al. 2007).
In Arabidopsis thaliana existieren zwei Untereinheiten der m-AAA Protease, AtFtsH3 und AtFtsH10
(Kolodziejczak et al. 2007). Diese kdnnen sowohl homo- als auch hetero-oligomere Komplexe bilden,
die mit Prohibitinen assemblieren und von diesen stabilisiert werden (Piechota et al. 2010). Der Verlust
von AtFtsH3 oder AtFtsH10 beeinflusst die Atmungskettenkomplexe und flhrt zu reduzierten Aktivita-
ten und Proteinmengen von Komplex | und V (Kolodziejczak et al. 2007). Dies deutet darauf hin, dass
die m-AAA Protease an der Assemblierung bzw. Stabilisierung der Atmungskettenkomplexe beteiligt
ist. Dementsprechend fiihrt die Expression von AtFtsH3 oder AtFtsH10 in Ytal0- und/oder Ytal2-defizi-

enten Hefezellen zur Wiederherstellung der Atmungskompetenz der Hefezellen (Piechota et al. 2010).

In Sdugern konnte ebenfalls gezeigt werden, dass sowohl die humane als auch die murine m-AAA
Protease aus homo- oder hetero-oligomeren Komplexen besteht (Koppen et al. 2007). Wahrend die
homo-oligomeren Komplexe aus AFG3L2 und AFG3L1 bestehen, sind die hetero-oligomeren Komplexe
aus Paraplegin und AFG3L2 oder AFG3L1 zusammengesetzt. AFG3L1 konnte bisher nur in murinen
Mitochondrien nachgewiesen werden und stellt im Menschen ein Pseudogen dar (Kremmidiotis et al.

2001).

Obwohl viele Funktionen der m-AAA Protease sehr konserviert sind, hat der Verlust von Paraplegin
gewebespezifische Konsequenzen und fiihrt zu einer Form von hereditdrer spastischer Paraplegie,
SPG7 (vgl. 1.1). Normalerweise existieren in Mitochondrien des Gehirns von Wildtyp-Mausen zwei

unterschiedliche Komplexe der m-AAA Protease, der AFG3L2-Paraplegin-Komplex und weniger abun-
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dante Komplexe aus AFG3L1, die AFG3L2, Paraplegin oder beides enthalten (Koppen et al. 2007). In
Paraplegin-defizienten Mausen (Spg77) sind dagegen hauptsichlich AFG3L2- und seltener AFG3L1-
AFG3L2-Komplexe nachweisbar. Der Verlust von Paraplegin fiihrt somit zu einer Anderung des Aufbaus
der m-AAA Protease. Dementsprechend konnten in Fibroblasten von SPG7-Patienten homo-oligomere
AFG3L2-Komplexe nachgewiesen werden. Diese haben moéglicherweise andere Substratspezifitdten als
Paraplegin-haltige Komplexe, wodurch die Funktion der Mitochondrien gewebespezifisch gestort und

die Degeneration des Axons ausgeldst wird (Nolden et al. 2005).

Erst kirzlich konnte gezeigt werden, dass auch der Funktionsverlust von AFG3L2 zu einer autosomal
dominanten neurodegenerativen Erkrankung fiihrt, der spinozerebellaren Ataxie (SCA; Cagnoli et al.

2006; Di Bella et al. 2010).

Autosomal dominante spinozerebelldre Ataxien (SCAs) sind eine klinisch und genetisch heteroge-
ne Gruppe von neurologischen Funktionsstérungen, die durch die progressive Degeneration des
Cerebellums durch den Verlust der Purkinje-Zellen, der groBten Neuronen des Cerebellums, her-
vorgerufen werden. Das Cerebellum ist fiir die unbewusste Koordination von Bewegungen zustan-
dig, weshalb dessen Degeneration mit Stérungen der Bewegungskoordination (Ataxie), abnorma-
len Hand- und Augenbewegungen und Sprachschwierigkeiten begleitet wird.

Dabei wurden in einer Familie flinf ,missense“-Mutationen identifiziert, die die proteolytische Akti-
vitdt der m-AAA Protease beeinflussen und zu SCA28 fuhren (Di Bella et al. 2010). Im humanen und
im murinen Cerebellum werden Afg3/2 und Paraplegin hauptsachlich in Purkinje-Zellen exprimiert. In
Motoneuronen lberwiegt die Expression von Paraplegin relativ zu der von Afg3/2. Obwohl die Protein-
mengen von AFG3L2 und Paraplegin in Lymphoblasten der betroffenen Patienten unverandert sind und
auch Komplexe bilden kénnen, haben die Mutationen vermutlich Auswirkungen auf die Struktur des
Komplexes der m-AAA Protease. Da sich die Starke des Einflusses der verschiedenen Mutationen un-
terscheidet, flihrt die Assemblierung der verschiedenen AFG3L2-Varianten mit normalem AFG3L2 bzw.
Paraplegin zu unterschiedlich starken Auspragungen der Effekte der Mutation, was sich in der variablen

Penetranz und Expressivitdt in der betroffenen Familie spiegelt.

Insgesamt unterstiitzen die Beobachtungen die Hypothese, dass sich die Substratspezifitait homo- und
hetero-oligomerer AFG3L2-Komplexe unterscheidet (Koppen et al. 2007; Di Bella et al. 2010). Dartiber
hinaus sind auch die unterschiedlichen Phanotypen von SCA28 und SPG7 mit der unterschiedlichen
Verteilung von AFG3L2 und Paraplegin vereinbar. Wahrend bei SCA28 durch die Mutation von AFG3L2
hauptsachlich das Cerebellum betroffen ist, flihrt der Funktionsverlust von Paraplegin zur Degenera-

tion der Motoneurone.
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Anders als beim Menschen hat die Mutation von Afg3/2 bei zwei zufillig entdeckten Mausmodellen
einen deutlich schwereren Phanotyp (Maltecca et al. 2008; Di Bella et al. 2010). Wahrend sich hete-
rozygote Mause im Aussehen nicht vom Wildtyp unterscheiden, sind ihre homozygoten Geschwister
bereits eine Woche nach der Geburt deutlich kleiner. Durch die beeintrachtigte Entwicklung der Axo-
ne und die reduzierte Myelinisierung haben die homozygoten Mause zunehmend Schwierigkeiten bei
der Koordination der Bewegung. Dies beginnt bei den Hinterbeinen und setzt sich weiter fort. Insge-
samt werden sie selten dlter als 16 Tage und sind zuletzt komplett paralysiert. Anders als bei SCA28 ist
AFG3L2 in den beiden Modellen jedoch komplett inaktiviert. Der Phanotyp dieser Mause sowie das
Fehlen von AFG3L1 beim Menschen lassen vermuten, dass der Verlust von AFG3L2 beim Menschen
embryonal letal ist (Di Bella et al. 2010). Allerdings unterstreichen diese Beobachtungen die groRe Be-

deutung der m-AAA Protease in Neuronen.

1.4.2 Die i-AAA Protease

Obwohl der Verlust der i-AAA Protease in den bisher untersuchten Organismen eine Vielzahl an Pha-
notypen verursacht, ist ihre zelluldre Funktion bisher kaum verstanden. Tabelle 1 zeigt eine Ubersicht
Uber die wichtigsten Befunde zu i-AAA Proteasen in den bisher untersuchten Organismen und die Aus-

wirkungen des Verlusts bzw. der Herunterregulierung der i-AAA Protease.

1.4.2.1 Saccharomyces cerevisiae

Die i-AAA Protease aus S. cerevisiae stellt die bisher am besten untersuchte i-AAA Protease dar. Der
Komplex besteht aus homo-oligomeren Untereinheiten von YME1 (,,yeast mitochondrial DNA escape”;
YTA11; OSD1), die mit den Adapterproteinen MGR1 und MGR3 interagieren (Thorsness & Fox 1993;
Nakai et al. 1995; Leonhard et al. 1999; Dunn et al. 2006; Dunn et al. 2008). MGR1 und MGR3 bilden
dabei einen Adapterkomplex, der vermutlich fiir die Bindung der i-AAA Protease an ihre Substrate
notwendig ist. Auch bei der i-AAA Protease treten bei Verlust der proteolytischen Aktivitat dhnliche

Phanotypen auf wie bei der Deletion des Gens (Weber et al. 1996).

Der Verlust von Ymel fiihrt zu pleiotropen Phanotypen, die auf eine gestdrte mitochondriale Funktion
hindeuten. Das Wachstum Ymel-defizienter Stimme ist mtDNA-abhadngig und wird durch deren Ver-
lust bzw. Deletion erheblich beeintrachtigt (Thorsness et al. 1993). Dartber hinaus weisen die Stam-
me bei Hitze eine verminderte respiratorische Aktivitat auf und kénnen bei Kalte auf fermentierbaren
Medien nur langsam wachsen (Thorsness & Fox 1993). Der Verlust von YME1 wirkt sich auch auf die
Morphologie der Mitochondrien aus (Campbell et al. 1994). Statt eines filamentdsen Netzwerks ent-

halten die Zellen stark verkiirzte, globuldre Mitochondrien. Diese befinden sich hdufig in der Ndhe der
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Vakuolen, was auf eine erhohte Mitophagie hindeutet (Campbell & Thorsness 1998; Tolkovsky 2009).
Eine erhohte Mitophagierate Yme1-defizienter Stamme konnte besonders beim Wachstum auf nicht-
fermentierbaren Medien gezeigt werden, bei dem der Vakuolen-abhdngige mitochondriale Abbau
deutlich hoher ist als beim Wildstamm (Campbell & Thorsness 1998). Interessanterweise wird gleich-
zeitig auch der Transfer von mtDNA in den Kern erhdht, was vermutlich durch den gesteigerten Abbau
der Mitochondrien ausgel6st wird (Thorsness et al. 1993; Campbell & Thorsness 1998). Darliber hinaus
hat der Verlust von YME1 Einfluss auf die chronologische Lebensspanne der Zellen und verkirzt diese

verglichen mit dem Wildstamm (Francis et al. 2007; Palermo et al. 2007).

Die Vielzahl der mit dem Verlust von Ymel verknilipften Phinotypen zeigen, dass die i-AAA Protease
eine wichtige Rolle fiir die Zelle spielt. Trotzdem ist ihre zelluldare Funktion immer noch kaum verstan-
den (Engmann 2009; Francis & Thorsness 2011). Ahnlich wie die m-AAA Protease ist YME1 am Abbau
geschadigter Membranproteine beteiligt (Abb. 4A). Zu den bei S. cerevisiae identifizierten endogenen
Substraten gehoren neben der nicht-assemblierten Untereinheit 2 (COX2) von Komplex IV die Prohi-
bitine PHB1 und PHB2 und die externe NADH-Dehydrogenase NDE1, die alle in der inneren Membran
verankert sind und in Abwesenheit von YME1 akkumulieren (Abb. 4B; Pearce & Sherman 1995; Nakai
et al. 1995; Augustin et al. 2005; Kambacheld et al. 2005; Graf 2006). Jedoch kénnen sowohl COX2 als
auch die Prohibitine zusatzlich von anderen Peptidasen abgebaut werden (Pearce & Sherman 1995;

Kambacheld et al. 2005).

A 1B

s
77 ' AASABARAAIAAN
R e R T WMWWMMMM

Intermembranraum mmmw
R4 !
WY oy
HAAA AT -v':‘#-’ FAAR
| S
|
|
|
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i Komplex IV
Matrix Prohibitine
PHB1/PHB2

Abb. 4: Aufgaben der i-AAA Protease YMEL. (A) Wie die m-AAA Protease baut auch die i-AAA Protease fehlgefaltete bzw.
geschadigte (roter Stern) Membranproteine (grau) aus der inneren Membran ab. (B) Zu den bisher bekannten Substraten
der i-AAA Protease YME1 gehdren nicht-assemblierte COX2-Untereinheiten, die Prohibitine PHB1 und PHB2 und NDE1 der
externen NADH-Dehydrogenase.
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Der Verlust von YME1 beeinflusst auch die Aktivitat der Atmungskettenkomplexe. Bereits unter Stan-
dardbedingungen, bei denen die Deletionsstimme normales Wachstum zeigen, ist die Aktivitat von
Komplex IV deutlich reduziert (Nakai et al. 1995; Lemaire et al. 2000). Hitze verstarkt diesen Effekt
weiter und fiihrt zusatzlich zur Verminderung der Aktivitaten der Komplexe Il und Il (Nakai et al. 1995).
Zusatzlich ist der Sauerstoffverbrauch bei Hitze in Ymel-defizienten Zellen reduziert (Campbell &
Thorsness 1998). Darliber hinaus ist auch die Komplex V-Aktivitdt beeintrdchtigt (Lemaire et al. 2000;
Kominsky et al. 2002). Dies erfolgt vermutlich durch die Regulation der Stabilitdt eines Inhibitors der
F,-ATPase durch YME1 (Lemaire et al. 2000). Dadurch wird in Abwesenheit der i-AAA Protease die
Enzymaktivitat von Komplex V inhibiert. Zusatzlich gibt es Hinweise, dass die Untereinheiten ATP4,
ATP5, ATP6, ATP7 und ATP17 der membrangebundenen F -ATPase-Untereinheit moglicherweise YME1-

abhangig abgebaut werden.

Komplex IV und YMEZ1 spielen bei der mitochondrialen Fusion eine wichtige Rolle (Hori et al. 2011).

So konnte gezeigt werden, dass wahrend der Fusion von Mitochondrien ein Komplex IV-Monomer

vom Superkomplex lILIV, dissoziiert. Dies fithrt zu einer voribergehenden Reduktion der Menge an

Komplex IV-Untereinheiten, die YME1-abhdngig abgebaut werden. Dadurch kommt es zu einer ver-

mehrten ROS-Produktion, die wiederum zur Replikation der mtDNA fihrt. Dadurch wird sicherge-

stellt, dass die mtDNA zwischen den Mitochondrien verteilt werden kann und keine mtDNA-freien

Mitochondrien entstehen.
Die Peptide, die durch YME1 freigesetzt werden, besitzen vermutlich eine Funktion in der retrograden
Antwort an den Zellkern (Abb. 5A; Young et al. 2001; Augustin et al. 2005; Kambacheld et al. 2005;
Arnold et al. 2006a). Fehlen diese Peptide durch die Deletion von Ymel, so dient dies als Signal tGber
den Funktionszustand der Atmungskette, deren Aktivitdt in Ymel-defizienten Stdmmen reduziert ist
(Thorsness & Fox 1993; Nakai et al. 1995). Diese Signale flihren wiederum zur Induktion von Genen,
die an der mitochondrialen Genexpression beteiligt sind (Arnold et al. 2006a). Die Gene kodieren so-
wohl fur Proteine mit Aufgaben in der mitochondrialen Translation als auch in der Biosynthese von
Atmungskettenkomplexen. Interessanterweise gehoren die in der Abwesenheit von Ymel aktivierten
Gene zu einem funktionalen Regulon, das die mitochondriale Genexpression und die Biosynthese der
Atmungskette kontrolliert (Lascaris et al. 2003). Dadurch kann die Genexpression an die Aktivitat der

Atmungskette angepasst werden. In Ymel-defizienten Zellen scheint vor allem der Zustand von Kom-

plex V ausschlaggebend zu sein.

Als weitere Funktion der i-AAA Protease hdufen sich Hinweise auf eine Beteiligung am Lipid-Metabolis-
mus der Mitochondrien (Anand et al. 2012). Bereits die veranderte Mitochondrienmorphologie Yme1-
defizienter Zellen lieR die Vermutung aufkommen, dass die Akkumulation unvollstandig prozessierter
oder assemblierter Proteine das Protein/Lipid-Verhaltnis der mitochondrialen Membran stort, wo-

durch deren Fluiditat beeinflusst wird (Campbell & Thorsness 1998). Tatsachlich fuhrt der Verlust von
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Abb. 5: Weitere Aufgaben der i-AAA Protease YMEL. (A) Die von der i-AAA Protease beim Abbau von Proteinen (grau) frei-
gesetzten Peptide gelangen durch Diffusion z.B. durch den TOM-Komplex ins Cytosol und dienen moglicherweise zur Kommu-
nikation mit dem Zellkern. (B) Die i-AAA Protease ist am Abbau von UPS1 und UPS2 beteiligt. UPS1 und UPS2 regulieren die
Akkumulation der Membranlipide Cardiolipin und Phosphatidylethanolamin und sind intrinsisch instabil. Durch die Assem-
blierung mit MDM35, einem Protein des Intermembranraums, werden sie vor dem Abbau durch die i-AAA Protease geschiitzt.
(C) Der Import der humanen PNPase hdngt von YME1 ab. Nach dem Import der PNPase wird sie durch die mitochondriale
Prozessierungspeptidase MPP prozessiert, worauf YME1 die PNPase in den Intermembranraum zieht. Dort assembliert sie in

trimere Komplexe (modifiziert nach Arnold et al. 2006a, Rainey et al. 2006 und Potting et al. 2010).

YMEL1 zu einer gesteigerten Aktivitdt der mitochondrialen Phosphatidylserin-Decarboxylase (PSD1), die
die Umwandlung von Phosphatidylserin (PS) zu Phosphatidylethanolamin (PE) katalysiert, und dadurch
zu einer erh6hten Menge an PE, einer essenziellen Komponente mitochondrialer Membranen (Nebau-
er et al. 2007). Zusatzlich wird die Stabilitat der ebenfalls am mitochondrialen Phospholipid-Metabo-
lismus beteiligten Proteine UPS1 und UPS2 erhoht, die die Akkumulation von Cardiolipin (CL) und PE
regulieren (Abb. 5B; Potting et al. 2010). UPS1 und UPS2 assemblieren normalerweise mit MDM35,
einem Protein des Intermembranraums, wodurch sie vor dem Abbau durch YME1 geschiitzt werden.
Darliber hinaus werden einige mutierte Formen von Tafazzin (TAZ1), welches am CL-Metabolismus
beteiligt ist, YME1-abhdngig abgebaut (Claypool et al. 2011). Auch die kurze Isoform MCR1 der mi-
tochondrialen NADH-Cytochrom b.-Reduktase sammelt sich in Abwesenheit von YME1 an (Engmann
2009). Das Flavoenzym NADH-Cytochrom b_-Reduktase ist an der Ergosterol-Biosynthese beteiligt,
einem pilzspezifischen Sterol, welches unter anderem in der inneren Mitochondrienmembran enthal-
ten ist (Zinser et al. 1993; Lamb et al. 1999). Dies zeigt, dass die i-AAA Protease die Zusammensetzung

der mitochondrialen Membran vermutlich auf vielféltige Weise beeinflussen kann (Anand et al. 2012).
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Obwohl der Verlust von Ymel zu einem hitzesensitiven Phanotyp fihrt, konnte in einer Studie mit
dem Wildstamm gezeigt werden, dass eine zweistiindige Inkubation bei 42°C keinen Einfluss auf die
Proteinmenge von YME1 hat (Bender et al. 2010). Dagegen wird das Homolog der LON-Protease
PIM1 sowohl durch Hitze als auch in Gegenwart von H,0, hochreguliert.

Neben der proteolytischen Funktion von YME1 besitzt deren AAA-Domane eine Chaperon-artige
Aktivitdt, was mit Hilfe von membrangebundenen Modellproteinen gezeigt werden konnte (Leonhard
et al. 1999). Die AAA-Domaéne bindet dabei ungefaltete, exponierte Bereiche der Proteine und verhin-
dert deren Aggregation. Einige Substrate konnten dariiber hinaus durch YME1 riickgefaltet werden.
Die Assoziierung von YME1 mit dem ungefalteten Polypeptid ist ATP-unabhangig, wahrend zum Abbau
des gebundenen Peptids ATP hydrolysiert werden muss. Dies bewirkt vermutlich die Freisetzung des
mit der AAA-Domane assoziierten Polypeptids und dessen Translokation in die proteolytische Kam-
mer. Interessanterweise konnte flir COX2 gezeigt werden, dass dieses unter bestimmten Bedingungen
nicht von YME1 abgebaut wird, sondern dass YME1 als Chaperon an der Assemblierung von COX2 in
Komplex IV beteiligt ist (Fiumera et al. 2009). Obwohl die Chaperonaktivitdt auch nach proteolytischer
Inaktivierung von YME1 immer noch vorhanden ist, wahrend Mutationen in den ATP-Binderegionen
mit dem Verlust der proteolytischen Aktivitdt einhergehen, muss das Metallbindungsmotiv von YME1

bei der Assemblierung von COX2 intakt sein (Leonhard et al. 1999; Fiumera et al. 2009).

Eine weitere nicht-proteolytische Funktion von YMEZ1 stellt die Translokation der heterolog exprimier-
ten humanen Polynukleotidphosphorylase (PNPase) in den Intermembranraum von Mitochondrien
von S. cerevisiae dar (Abb. 5C; Rainey et al. 2006). Die PNPase wird in die Mitochondrien importiert
und von der mitochondrialen Prozessierungspeptidase geschnitten, worauf YME1 die PNPase in den
Intermembranraum zieht. Obwohl die i-AAA Protease die PNPase weder prozessieren noch abbauen
kann, wird die proteolytische Aktivitat von YME1 bendtigt. Ob die i-AAA Protease bei diesem Import
eine dhnliche Rolle wie die m-AAA Protease bei der Translokation von CCP1 spielt (vgl. 1.4.1), ist jedoch

noch unklar.

Insgesamt scheint der Verlust von YME1 eher nachteilig flr S. cerevisiae zu sein, was die Bedeutung der

i-AAA Protease fiir die Zellen unterstreicht.

1.4.2.2 Neurospora crassa

In dem filamentdsen Pilz N. crassa ist die i-AAA Protease ebenfalls aus einem homo-oligomeren Kom-
plex aus IAP-1-Untereinheiten aufgebaut und bildet ATP-abhangig einen hochmolekularen Komplex in
der inneren Membran (IAP-1: i-AAA Protease; Klanner et al. 2001). Dieser kann in der inneren Mem-
bran verankerte Modellproteine abbauen, deren fehlgefaltete Doméanen in den Intermembranraum

ragen. Die Genexpression eines durch ,repeat induced point mutation (RIP) verkirzten Proteins, dem
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sowohl die AAA- als auch die proteolytische Domane fehlen, fiihrt bei Hitze (40°C) dhnlich wie bei
S. cerevisiae zum Verlust der Atmungskompetenz und einer verkiirzten Wachstumsrate. Dagegen
weicht die Wachstumsrate des lap-17P-Stamms weder bei 12°C noch bei 20°C bzw. bei Wachstum auf
fermentierbaren Medien von der des Wildtyps ab. Der hitzesensitive Phanotyp kann durch die Expres-
sion des Wildtypgens wieder riickgangig gemacht werden. Die mitochondriale Morphologie und die
Verteilung der Mitochondrien in den Hyphen des lap-1%*-Stamms unterscheiden sich dagegen nicht
von der des Wildstamms. Bei Komplementationsanalysen mit S. cerevisiae zeigte sich, dass verglichen
mit YMEL nur wenig IAP-1 in die Hefe-Mitochondrien importiert wird, weshalb die mitochondriale
Signalsequenz von YME1 mit der Sequenz von reifem IAP-1 fusioniert wurde. Dieses Fusionsprotein
wird effizient in die Mitochondrien von Yme1-defizienten Zellen importiert und in die innere Membran
inseriert. Dabei wird deutlich, dass die Funktionen von IAP-1 und YME1 zwar groRtenteils konserviert,
jedoch nicht identisch sind. So wird sowohl der kaltesensitive Phanotyp als auch das mtDNA-abhéngige
Wachstum komplementiert (vgl. 1.4.2.1), das Wachstum auf nicht-fermentierbaren Medien bei erh6h-
ten Temperaturen kann jedoch nicht wiederhergestellt werden. Darliber hinaus werden statt der gro-
Ren, runden Mitochondrien der Ymel-defizienten Zellen zwar viele kleine Mitochondrien sichtbar, ein
Wildtyp-artiges Netzwerk kann dagegen nicht gebildet werden. Ein weiterer Unterschied besteht im
Abbau von COX2 und PHB1, zwei Substraten von YME1, die von IAP-1 nicht abgebaut werden kénnen
(Klanner et al. 2001; Gréf et al. 2007). Versuche mit Hybridproteinen aus IAP-1 und YME1 zeigten, dass
vor allem die geringfligigen Unterschiede in den Aminosauresequenzen der AAA-Domanen eine wich-
tige Rolle fur die funktionellen Unterschiede der beiden i-AAA Proteasen spielen (Gréaf et al. 2007). Dies
zeigt, dass Unterschiede in den Funktionen der i-AAA Proteasen in den Mitochondrien der verschiede-

nen Organismen bericksichtigt werden muissen (Klanner et al. 2001).

1.4.2.3 Caenorhabditis elegans

In C. elegans ist bisher wenig (iber die i-AAA Protease bekannt. So konnte gezeigt werden, dass der
Verlust von Ymel-1 anders als die Deletion der CLPP-Protease keinen Einfluss auf die UPR™ hat (vgl. 1.3;
Haynes et al. 2010). Dagegen nimmt die Bildung an a-Synuclein-Einschliissen durch den Verlust von
Ymel-1 zu (van Ham et al. 2008). a-Synuclein-Einschlisse sind beim Menschen typische Kennzeichen

der Parkinson-Krankheit.

1.4.2.4 Arabidopsis thaliana

Anders als Pilze und vielzellige Tiere weist das Genom von A. thaliana zwei zu Ymel aus S. cerevisiae ho-
mologe Sequenzen auf, AtFtsH4 und AtFtsH11 (Urantowka et al. 2005). In-silico-Analysen zeigten, dass
Orthologe zu AtFtsH4 und AtFtsH11 in allen Mono- und Dikotyledonen existieren. Wahrend AtFtsH4
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in die Mitochondrien importiert wird, kann AtFtsH11 sowohl in den Mitochondrien als auch in Chloro-
plasten nachgewiesen werden. In den Mitochondrien bilden die beiden Untereinheiten der i-AAA Pro-
tease hochmolekulare homo-oligomere Komplexe. Trotz der Homologie zu Ymel kann weder AtFtsH4
noch AtFtsH11 den atmungsdefizienten Phanotyp Ymel-defizienter Hefezellen komplementieren. Da
dies auch nach Fusion der beiden Proteine mit der mitochondrialen Signalsequenz von YMEL nicht
moglich ist, scheinen die i-AAA Proteasen aus A. thaliana und S. cerevisiae unterschiedliche Aufgaben

zu erfillen.

Der Verlust von AtFtsH4 hat unter Langtagbedingungen (optimale Bedingungen) keinen Einfluss auf
das Wachstum von A. thaliana (Gibala et al. 2009). Unter Kurztagbedingungen kommt es dagegen in
der spaten Phase der Rosettenentwicklung zu schwerwiegenden Verdanderungen der Morphologie und
der Entwicklung der Rosetten. Diese sind kleiner und die Blatter weisen unsymmetrische Formen mit
unregelmaRig gezackten Blattspreiten auf. Wahrend die Veranderungen in der Mesophyll-Differenzie-
rung bereits frih sichtbar werden, treten die Abweichungen der Mitochondrien und Chloroplasten im
Blattgewebe erst spater in der Entwicklung auf. Die Mitochondrien enthalten wenige Cristae und die
Matrix ist transparenter als beim Wildtyp und enthalt unregelmaRig verteiltes, elektronendichtes Ma-
terial. Ahnliche Aberrationen werden auch bei den Chloroplasten erkennbar. Dieser Verlauf stimmt mit
der unter Kurztagbedingungen in Rosettenblattern des Wildtyps beobachteten Transkriptmenge von
AtFtsH4 Gberein, die im Laufe des Alterns der Pflanzen immer weiter ansteigt (Kicia et al. 2010). Unter
Langtagbedingungen ist die Transkriptmenge in den Keimblattern vergleichbar mit der Menge unter

Kurztagbedingungen, jedoch bleibt die Menge unter Langtagbedingungen relativ gleich.

In den verschiedenen Organen der Pflanzen ist die Transkriptmenge von AtFtsH4 in den Samen am
hochsten, und sowohl unter Lang- als auch unter Kurztagbedingungen ist die Keimung AtFtsH4-defi-
zienter Samen verzogert (Gibala et al. 2009). Sobald die Keimblatter ge6ffnet sind, erfolgt die weitere
Entwicklung der Keimlinge vergleichbar mit dem Wildtyp. Erst gegen Ende des vegetativen Wachs-
tums werden die Unterschiede unter Kurztagbedingungen immer ausgepragter. Die Bliite der Pflan-
zen erfolgt spater und 85 % der Mutanten bilden keine Samen. Die Blatter der Mutanten weisen er-
hohte ROS-Level und eine erhohte Menge carbonylierter Proteine auf, was zeigt, dass die Mutanten
mit zunehmendem Alter unter oxidativem Stress leiden. Dies wird moglicherweise durch die gestorte
Funktion von Atmungskettenkomplexen ausgel6st, die in Abwesenheit von AtFtsH4 beobachtet wurde
(Kolodziejczak et al. 2007). Dabei sind sowohl die Aktivitat als auch die Proteinmenge von Komplex V,
sowie dessen Untereinheiten ATP6 und BF , reduziert. Dies deutet auf eine Rolle der i-AAA Protease
bei der Assemblierung bzw. der Stabilisierung des Komplexes hin. Die nicht-assemblierten Unterein-

heiten werden vermutlich von der m-AAA Protease abgebaut. Da die Transkriptmenge von Atp6 in den
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Mutanten erhoht ist, unterstitzt dies eine post-transkriptionelle Regulation der ATP6-Menge (Gibala
et al. 2009). Dariber hinaus sind auch die Proteinmengen der Prohibitine und des Anionenkanals Porin

erhoht. Bei den Prohibitinen wird dies auf Transkriptebene reguliert.

Unter Langtagbedingungen werden die Proteinmengen von Chaperonen wie HSP70 und der Prohibi-
tine gegen Ende der vegetativen Phase erhoht, moglicherweise um den Verlust von AtFtsH4 zu kom-
pensieren und die Akkumulation der carbonylierten Proteine zu verhindern (Gibala et al. 2009). Dies
fehlt unter Kurztagbedingungen, unter denen die vegetative Phase verlangert ist und die Funktion der

Mitochondrien aufgrund der langeren dunklen Phase von gréRerer Bedeutung ist.

Insgesamt wird deutlich, dass die i-AAA Protease besonders gegen Ende der vegetativen Phase eine
wichtige Rolle spielt (Kicia et al. 2010). Dabei ist es denkbar, dass die Chaperonaktivitat der i-AAA Pro-
tease die Fehlfaltung von Proteinen langer verhindert, wodurch diese weniger anféllig fiir oxidative
Schadigung sind. Gleichzeitig ist die i-AAA Protease vermutlich am Abbau der oxidativ geschadigten
Proteine beteiligt, sodass diese wahrend des Alterns der Pflanzen nicht akkumulieren (Gibala et al.
2009). Durch die Stabilisierung der Atmungskettenkomplexe wird die Dysfunktion der Mitochondrien

verzogert, sodass die Zellfunktion und somit die Blattentwicklung ungestort verlaufen.

1.4.2.5 Homo sapiens

Im menschlichen Genom ist ebenfalls ein Homolog von Yme1l kodiert, Ymell (Ymell1; Coppola et al.
2000; Shah et al. 2000). Das Transkript von Ymel1l ist in allen Geweben nachweisbar, die Menge ist je-
doch im Herz und in Skelettmuskeln am hochsten (Coppola et al. 2000). Durch Expression von Yme1llin
Primatenzellen konnte gezeigt werden, dass das Protein in den Mitochondrien lokalisiert ist. Dies wur-
de durch die Fusion von Yme1l mit Gfp und die anschlieRende Expression in HeLa-Zellen bestatigt (Shah
et al. 2000). Die Expression von Ymell in S. cerevisiae zeigt, dass YME1L den hitzesensitiven Phanotyp
Ymel-defizienter Stamme komplementieren kann, wobei die Hefestimme in Gegenwart von YME1L

langsamer wachsen als die Wildstamme.

Sowohl in Hela-Zellen als auch in embryonalen Maus-Fibroblasten (,,mouse embryonic fibroblasts“;
MEF) ist YME1L an der konstitutiven Prozessierung von humanem OPA1 beteiligt (Griparic et al. 2007,
Song et al. 2007; Guillery et al. 2008). Dies wurde jedoch fiir eine Reihe mitochondrialer Proteasen
gezeigt, zu denen die Rhomboid-Protease PARL, die m-AAA Protease, die Serinprotease HTRA2 und die
Metallopeptidase OMA1 gehdoren (Cipolat et al. 2006; Duvezin-Caubet et al. 2007; Ehses et al. 2009;
Kieper et al. 2010). Die Analysen von Zelllinien, in denen jeweils nur eine Protease herunterreguliert

wurde, unterstiitzen direkte Rollen dagegen nur fir YMELL und die ATP-unabhangige Metallopeptida-
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se OMA1. Wahrend OMAL fir die Prozessierung an der S1-Schnittstelle zustandig ist, wird YMELL fur
die Prozessierung von S2 benétigt. Dariliber hinaus konnte durch die Herunterregulierung von Ymell
zunachst eine erhohte Konnektivitat der Mitochondrien beobachtet werden, auf die eine zunehmende

Fragmentierung der Mitochondrien folgte (Griparic et al. 2007).

Eine weitere Charakterisierung der Funktion von YME1L wurde kirzlich in menschlichen embryonalen
Nierenzellen (,human embryonic kidney"; HEK) durchgefiihrt (Stiburek et al. 2012). Dabei konnte ge-
zeigt werden, dass YMELL als hochmolekularer Komplex in der inneren Mitochondrienmembran ver-
ankert ist. Die Menge dieser Komplexe unterscheidet sich zwischen verschiedenen Geweben. Durch
die Herunterregulierung von Ymell wird die Wachstumsrate der HEK-Zellen reduziert. Dies wird ver-
mutlich sowohl durch die veranderte Aktivitdt der Atmungskette als auch durch die verminderte Resis-
tenz gegen Apoptose verursacht. Durch die Abwesenheit von YME1L kommt es zur Akkumulation der
Komplex I-Untereinheiten NDUFB6 und ND1, sowie der Komplex IV-Untereinheit COX4, die normaler-
weise von YME1L abgebaut werden. Neben der Aufgabe der Qualitatskontrolle scheint YMELL die Ver-
flgbarkeit der Untereinheiten zur Assemblierung der Atmungskettenkomplexe zu kontrollieren. Durch
die Herunterregulierung von Yme1/ wird die Komplex I-Aktivitdt gestort, moglicherweise durch dessen
Assemblierung mit defekten Untereinheiten, die sonst von YME1L abgebaut werden. Auch die Assem-
blierung von Komplex IV scheint durch die Verminderung der YME1L-Menge beeinflusst zu werden.
Obwohl dessen Untereinheit COX2 durch die Herunterregulierung von Ymell nicht stabilisiert wird,
konnte gezeigt werden, dass COX2 mit proteolytisch inaktivem YME1L interagiert und somit ein pro-
teolytisches Substrat darstellt, das ebenfalls von anderen Peptidasen abgebaut werden kann. Dariiber
hinaus weisen die Ymel/-defizienten Zellen nach H,O,-Zugabe deutlich héhere Mengen an carbony-
lierten Proteinen auf verglichen mit der Kontrolle. Die Menge an aktivierter Poly(ADP-Ribose)Polyme-
rase (PARP) ist nach Zugabe von Apoptose-induzierenden Stressoren ebenfalls erhoht, was auf eine
verminderte Resistenz gegeniliber Apoptose hinweist. Wie auch in HelLa-Zellen und MEFs beeinflusst
die Herunterregulierung von Yme1l die Prozessierung von OPA1 und die mitochondriale Morphologie.
Die Mitochondrien sind groRtenteils fragmentiert und enthalten statt der Cristae-Lamellen deutlich
ungeordnete Cristae, was durch die Expression des Wildtypgens Ymel/ wieder revertiert werden kann.

Insgesamt zeigt sich die Bedeutung von YMELL fiir die mitochondriale und die zelluldre Integritat.

In einer in-silico-Analyse des humanen Genoms konnte gezeigt werden, dass die Promotorregion von
Yme1ll die notwendigen Elemente der durch UPR™ aktivierten Gene, wie z.B. das der CLP-Protease, auf-
weist (Zhao et al. 2002; Aldridge et al. 2007). Dies wurde durch Fusion des Yme1/-Promotors mit einem
Reportergen und dessen durch UPR™ induzierbare Expression in Primatenzellen verifiziert (Horibe &

Hoogenraad 2007).
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Da die m-AAA Protease an neurodegenerativen Krankheiten beteiligt ist, liegt die Vermutung nahe,
dass Fehlfunktionen von YME1L ebenfalls zu mitochondrialen Krankheiten fiihren (Coppola et al. 2000).
Die Untersuchung menschlicher Hautfibroblasten von elf Patienten mit kombinierten Defekten in der
oxidativen Phosphorylierung zeigte jedoch keine Beteiligung von YMELL (Coenen et al. 2005). Dies
schlieBt allerdings nicht aus, dass YME1L-Defekte an anderen Erkrankungen beteiligt sind. Prinzipiell
ware die Untersuchung von Ymell-defizienten Mausen oder Ratten zur weiteren Analyse der Rolle der
i-AAA Protease sinnvoll, jedoch existieren diese Modelle bisher nicht und die Herstellung ist oftmals
sehr aufwendig und langwierig. Daher hat die Modulation der Genexpression der i-AAA Protease in

einfachen, kurzlebigen, eukaryotischen Modellsystemen hier klare Vorteile.

1.5  Podospora anserina als Modellorganismus der Alternsforschung

Ein solches Modellsystem stellt Podospora anserina dar, ein filamentdser Ascomycet, der natirli-
cherweise auf dem Dung von Herbivoren wachst. Anders als die meisten anderen Ascomyceten weist
P. anserina eine begrenzte Lebensspanne auf. Die Hyphen, die in ihrer Gesamtheit das Myzel bilden,
wachsen an ihren Spitzen relativ gleichmaRig und sterben nach einem bestimmten Zeitraum ab. Dies
tritt beim Wildstamm ,s* unter definierten Anzuchtbedingungen je nach Nahrstoffen im Medium nach
etwa 25 Tagen ein (Tudzynski & Esser 1977). Bereits kurz bevor die Hyphenspitzen absterben, werden
einige morphologische Veranderungen des Myzels sichtbar. So nehmen die Wachstumsrate und die
Fertilitdt ab, die Bildung von Luftmyzel wird verringert und das Myzel pigmentiert zunehmend. Die-
se phanotypischen Verdnderungen werden als ,Seneszenzsyndrom’ bezeichnet (Rizet 1953; Esser &

Tudzynski 1980).

Da das Genom von P. anserina vollstandig sequenziert und annotiert ist (Podospora anserina Genom-
Projekt: http://podospora.igmors.u-psud.fr), der Organismus leicht zu kultivieren und genetisch zu
manipulieren ist, stellt P. anserina einen idealen Modellorganismus zur Untersuchung molekularbio-
logischer Mechanismen wie z.B. bei der Alternsforschung dar. Dartiber hinaus bildet P. anserina grol3e
Mengen an Meiosporen (Ascosporen), den Produkten der sexuellen Fortpflanzung, welche die Analyse

der Lebensspanne mit einer groRen Zahl von Individuen erlaubt.

Die bedeutende Rolle der Mitochondrien beim Altern von P. anserina ist bereits seit mehr als 50 Jah-
ren bekannt und wird seitdem intensiv untersucht (Osiewacz 2002). Ein flr P. anserina charakteris-
tisches Merkmal ist die altersabhdngige Reorganisation der mtDNA, fir den die ,plasmid-like“ DNA
(pIDNA; a-senDNA) verantwortlich ist (Stahl et al. 1978; Cummings et al. 1979). Als pIDNA wird das

erste Intron des mitochondrial-kodierten PaCox1-Gens bezeichnet (Stahl et al. 1978; Cummings et al.
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1979; Belcour et al. 1981; Osiewacz & Esser 1984). Nach der Transkription von PaCox1 wird das Intron
herausgespleiRt. Als transposables Element kann dieses nach reverser Transkription in die mtDNA re-
integrieren. Dabei wird zwischen ,,homing-like“-Transposition, bei der die pIDNA hinter das 3‘-Ende
des ersten Introns integriert, und ektopischer Transposition, bei der es in andere Regionen der mtDNA
aufgenommen wird, unterschieden. Durch homologe Rekombination zwischen den pIDNA-Sequenzen
kann es je nach Integrationsart zur Freisetzung der pIDNA oder zu umfassenden Deletionen in der
mtDNA kommen. In seneszenten P. anserina-Kulturen liegt die zirkulare pIDNA in stark amplifizierter
Form vor, was jedoch nicht als Ursache fiir die begrenzte Lebensspanne des Ascomyceten angesehen
wird, sondern als Beschleunigung der Seneszenz. Ein weiteres fir P. anserina typisches Merkmal des
Alterns ist die zunehmende Fragmentierung der Mitochondrien (Scheckhuber et al. 2007). So weisen
juvenile Stamme ein Netzwerk aus langen, filamentésen Mitochondrien auf, das mit dem Alter zuneh-
mend fragmentiert. Die Verzogerung dieses Vorgangs resultiert in einer Verlangerung der Lebensspan-
ne, jedoch existieren auch langlebige Mutanten mit fragmentierten Mitochondrien (Scheckhuber et al.

2007; Sellem et al. 2007).

Aufgrund der zentralen Rolle der Mitochondrien beim Altern (iberrascht es nicht, dass auch die Mo-
dulation der mitochondrialen Proteinqualitatskontrolle das Altern von P. anserina beeinflusst. So hat
die konstitutive Uberexpression von Palon einen deutlich positiven Effekt auf die Lebensspanne und
die Fitness des Organismus (Luce & Osiewacz 2009). Damit Ubereinstimmend ist die Deletion von
PaLon nachteilig und fihrt zu einer verkirzten Lebensspanne (Adam et al. 2012). Der Deletionsstamm
kann dartiber hinaus weder bei Kalte noch bei Hitze wachsen und ist anfillig gegenliber H,0, im Me-
dium. Dagegen hat die Deletion von PaClpP, der proteolytischen Untereinheit der PaCLPXP-Protease,
Uberraschenderweise unter Normalbedingungen positive Auswirkungen fir P. anserina und verlangert
deren Lebensspanne ohne feststellbare physiologische Beeintrachtigungen (Fischer 2011). Die erhoh-
te Hitzesensitivitat des Deletionsstamms weist jedoch auf die essenzielle Rolle der PaCLPXP-Protease
flr zelluldre Prozesse und eine mogliche Beteiligung an der mitochondrialen Stressantwort hin. Diese
Ergebnisse zeigen, dass die Untersuchung der i-AAA Protease von P. anserina und deren Rolle bei der
Alterung fiir das Verstandnis der Zusammenhange der mitochondrialen Qualitatskontrolle notwendig

ist.
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2 Zielsetzung der Arbeit

Immer mehr Befunde zeigen, dass die mitochondriale Qualitatskontrolle eine enorme Bedeutung fiir die
mitochondriale Homdostase hat und der Ausfall von Proteinen mit Aufgaben in der Qualitdtskontrolle
fir die Auspragung von Krankheiten und Altern verantwortlich ist. Wahrend viele dieser Kontrollsyste-
me bereits relativ gut verstanden sind, ist (iber die Rolle der mitochondrialen Proteinqualitatskontrolle
teilweise sehr wenig bekannt. Dass die Proteasen der mitochondrialen Proteinqualitdtskontrolle die
Alterung beeinflussen, konnte durch die Modulation der beiden Matrixproteasen PaLON und PaCLPXP
bei P. anserina gezeigt werden (vgl. 1.5). Dagegen sind die zellularen Aufgaben der i-AAA Protease,
einer weiteren Komponente dieses Netzwerks, bisher noch kaum verstanden. In anderen Organismen
[6st der Verlust der i-AAA Protease pleiotrope Phanotypen aus, die deutlich machen, dass die Protease
eine zentrale Rolle fiir die mitochondriale Homodostase und die zellulare Funktion spielt (vgl. 1.4.2).
Dies zeigt, dass die Aufgaben der i-AAA Protease scheinbar nur bedingt durch andere Komponenten
kompensiert werden kdnnen und unterstreicht die Bedeutung der Gewinnung weiterer Erkenntnisse
Uber die biologische Rolle der Protease. In dieser Arbeit stand dabei vor allem die Analyse der Funktion
der i-AAA Protease wahrend der Alterung im Vordergrund, Gber die bisher nur sehr wenig bekannt ist.
So zeigte eine Untersuchung der chronologischen Lebensspanne von S. cerevisiae, dass diese durch die
Deletion von Yme1 verkirzt wird (Francis et al. 2007; Palermo et al. 2007). Dabei besitzt S. cerevisiae
unter den Alternsmodellsystemen eine Sonderstellung, da sowohl Komplex | der mitochondrialen At-
mungskette als auch die CLPP-Protease der mitochondrialen Proteinqualitatskontrolle fehlen. Dariiber
hinaus kénnen die Zellen auch unter anaeroben Bedingungen leben. Hinzu kommt die relativ niedrige
Komplexitdt der Hefe als Einzeller, die S. cerevisiae zu einem weniger geeigneten Modellsystem fiir die
Analyse der i-AAA Protease machen, da mehrere Befunde darauf hindeuten, dass die Protease sowohl
die Atmungskettenkomplexe als auch andere Komponenten der mitochondrialen Proteinqualitatskon-
trolle beeinflusst (vgl. 1.4.2). Daher wurden die Analysen der vorliegenden Arbeit mit dem aeroben
Hyphenpilz P. anserina durchgefiihrt, mit dessen Hilfe bereits einige molekulare Mechanismen des
Alterns aufgeklart werden konnten. Im Genom von P. anserina ist ein Homolog der i-AAA Protease ko-
diert (Palap; P. anserina i-AAA Protease). Um herauszufinden, ob und welche Rolle die Protease PalAP
fir die zelluldre Funktion besonders im Zusammenhang mit dem Alterungsprozess des Ascomyceten
spielt, wurde das Gen durch homologe Rekombination deletiert. Die molekularbiologische und bioche-
mische Charakterisierung dieses Palap-Deletionsstamms sollte weitere Aufschliisse Gber die Aufgabe

der i-AAA Protease liefern, insbesondere wahrend des Alterns von P. anserina.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Gerdte

Tabelle 2: Liste der verwendeten Gerate.

Gerat Modell Hersteller
Autoklav GE 446 EC-1 Getinge
Binokular M3z Wild Heerbrugg
Kelvitron Heraeus
Brutschranke Rubarth Hannover Heraeus
Binder Binder
Bunsenbrenner GASI Schitt
,,Crosslinker” UV-Stratalinker 1800 Stratagene
Einschweillgerat Petra
Mini-Sub® DNA Cell Bio-Rad
Wide Mini-Sub® DNA Cell Bio-Rad
Elektrophorese-Kammern I\/I!n!—Protean‘@ . Bio-Rad
Mini-Protean® Tetrasystem Bio-Rad
Protean® Il Bio-Rad
Ettan DALTtwelve Separation Unit GE Healthcare
Elektroporationsgerat EasyjecT Prima Equibio

Feinwaage PB303 Mettler Toledo
Filmentwickler Protec 45 compact Protec
Fluoreszenzmikrosko DM LB Ll
P CLSM TCS SP5 Leica
Gefrierschrank Liebherr
Sanyo
Gradientenmischer Econo Pump Ep-1 700 Bio-Rad
. Thermomixer compact Eppendorf
Heizblock Dri-Block DB 3 Techne
. . IKAMAG RET IKA
Heiz-Magnetrihrer IKAMAG RTC-basic IKA
Bead-Beater™ Roth

Homogenisatoren

Hybridisierungsofen

Infrarotscanner Odyssey Infrared Imaging System LI-COR® Biosciences
Kamera D300 Nikon
Kuhlschrank Liebherr
Laserscanner Typhoon 9400 Amersham Biosciences
Mikroskop Laborlux S Leitz
Mikrowelle Micro-Chef FM B935 Moulinex
NanoDrop® Spectrometer ND-1000 peqlab
Netzgerate GPS 200/400 GE Healthcare

. TGradient 96 Biometra
PCR-Gerate T1 Thermocycler 96 Biometra
pH-Meter Calimatic 761 Knick

Disruptor Genie
Waring-Blendor

Hybridization Oven/Shaker

Scientific Industries

Waring
Amersham
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Gerat

Modell

Hersteller

Photometer

Proteinfokussierungskam-
mer

Proteintransfer
Real-Time-Cycler
Real-Time-Cycler
Sauerstoffelektrode
Schittelinkubator

Schittelplattform
Sterilbank

Thermomixer
Thoma-Zahlkammer
Transilluminator
Trockenschrank
Vakuum-Transferapparatur
Vakuumzentrifuge

,Vortex“
Waagen

Wasseraufbereitung
Wasserbad

Zentrifugen (und Rotoren)

Ultrospec 2100 pro
SPECTRAmax PLUS384

Protean® IEF Cell
Ettan IGPhor IEF unit

Mini Trans-Blot® Cell
MJ MiniOpticon
MyiQ™2

Oroboros Oxygraph-2k
HT-Infors

Promax 1020
NSF 49; LF 460 EC
S436

Cs1

TKE 117

LKB VacuGene XL

SpeedVac Plus SC 110A
Vortex Genie 2

PB 303

LC 82

Milli-Q Plus

1083 (GFL), MP, U3
Combi-Spin FVL-2400N
5417 R (FA-45-24-11)

5804 R (A-4-44)

Sorvall RC5B (Super-Lite GSA SLA-1500 bzw.
Sorvall SS34)

Sorvall Ultra Pro 80 (TH641)

Varifuge 3.0
WX Ultra 80 (TH641)

Amersham Biosciences

Molecular Devices
Bio-Rad

GE Healthcare
Bio-Rad

Bio-Rad

Bio-Rad

Oroboros
Infors-HT

Heidolph
Clean Air
Eppendorf
Brand

Cybertech
EHRET
Pharmacia
Savant

Scientific Ind.

Mettler Toledo
Sartorius

Millipore
Julabo

Lab 4 you
Eppendorf

Eppendorf
DuPont

DuPont
Heraeus
Thermo Scientific

3.1.2 Sonstige Materialien

Tabelle 3: Liste der sonstigen Materialien.

Materialien Modell Hersteller
Cellophan Bio-Rad
Filterpapier 3MM Whatman
Glasperlen 0,5 mm Biospec Products
Hybridisierungsmembran Hybond-N GE Healthcare

Hybridisierungsréhren

immobilisierte pH-Gradienten (IPG)

PVDF-Membran
Réntgenfilm
Rontgenfilmkassetten

Immobiline™ DryStrips pH 3-10 NL
Millipore Immobilon-FL

SuperRX

Suprema

GE Healthcare
GE Healthcare
Millipore

Fuji

Dr Goos
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3.1.3 Chemikalien und Stoffe

Tabelle 4: Liste der verwendeten Chemikalien und Stoffe.

Artikel Bezugsquelle Artikel Bezugsquelle
Antimycin A Sigma Hefeextrakt Sigma
Acrylamid Roth HEPES Serva

Agar Invitrogen Heringssperma-DNA Roche
Agarose Invitrogen Hexanukleotide Calbiochem
Ammoniumacetat Merck HF-Puffer NEB
Ampicillin Roche Hygromycin B Calbiochem
Antifoam Sigma Imidazol Roth

APS Merck Isoamylalkohol Merck
B-Mercaptoethanol Sigma Isopropanol Roth
B-NADH Sigma K,HPO, Merck

BCIP Roche KCl Merck
Biomalz Roth KH,PO, Merck
Biotin Serva KOH Sigma
Bisacrylamid Roth Lauroylsarkosin Merck
Blockierungsreagenz Roche Maismehl Merck
Bromphenolblau Serva Maleinsdure Roth

BSA Sigma Methanol Invitrogen
CaCl, Merck MgCl,-Lésung (fir PCR) Invitrogen
Casaminosauren Difco MgSO, x 7 H,0 Merck
CHAPS Roth MnCl, Merck
Chloroform Merck MnSO, x H,0 Merck
Coomassie Blue G250 Roth Na,HPO, Merck
CSPD Roche Na,MoO,x2H,0 Serva
CuSO, x5H,0 Merck NaCl Merck
Cytochrom ¢ Sigma NaOH Merck
D(+)-Saccharose Roth Natriumacetat Merck

DAB Sigma Natriumcitrat Roth
Dextrin Roth NBT Sigma
Digitonin Sigma NH,CI Merck
dNTPs MBI Fermentas Paraffin GE Healthcare
DTT MBI Fermentas 10x PCR-Puffer (-MgCl,) Invitrogen
e-Aminocapronsaure Roth PEG4000 Serva

EDTA Merck Phenol Roth
Essigsaure Merck Phleomycin Calbiochem
Ethanol Roth Rotenon Sigma
Ethidiumbromid Merck Roti-Nanoquant Roth
Fe(NH,)(SO,), x 6 H,O Roth Saccharose Roth

FeCl, Merck SDS Serva
FeSO, x 7 H,0 Merck Sorbit Merck
Formaldehyd Sigma TEMED Sigma
Glucanex Novo Nordisk Ferment AG Tetracyclin Roche
Glucose Serva Thiamin Serva
Glycerin Roth TRIS Gibco
Glycin Merck Triton X-100 Serva
H.Bo, Roth Trypton Difco

H,PO, Roth Tween20 Sigma
Harnstoff Merck Xylencyanol Serva

HCI Difco ZnSO, x 7 H,0 Merck
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3.1.4 Anzuchtmedien

Ammoniumacetat-Medium
60 mM Ammoniumacetat
in BMM

2 % (w/v) Agar
autoklavieren

BMM (Biomalz-Mais-Medium)
250 g Maismehl/5| Wasser
Gber Nacht bei 60°C quellen
Uber Handtuch filtrieren

8 g Biomalz/I

pH 6,5 (KOH)

ad51H,0

autoklavieren

2 % (w/v) Agar
autoklavieren

100 pg/ml Hygromycin B

6 pug/ml Phleomycin

CM-Medium (,,complete medium®)
1gKH,PO,

0,5 g KCI

0,58 MgSO,x7H,0

10 g Glucose-Monohydrat
3,7 g NH,CI

2 g Trypton

2 g Hefe-Extrakt

1 ml Stammlosung A
ad11H.0

pH 6,5 (KOH)
autoklavieren

LB (,lysogeny broth*)

1% (w/v) Trypton

0,5 % (w/v) Hefeextrakt

1% (w/v) NaCl

pH 7,5 (NaOH)

Festmedium: 1,5 % (w/v) Agar
autoklavieren

50 ug/ml Ampicillin-L6sung (LBA)
12,5 pug/ml Tetracyclin (LBT)
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M2-Medium (Minimalmedium)
0,25 g KH,PO,

0,3 g K,HPO,
0,25gMgSO,x7H,0

0,5 g Harnstoff

10 g gelbes Dextrin

20 g Agar

ad11H,0

autoklavieren

50 pl Biotin (0,05 mg/ml)
200 pl Thiamin (250 mg/ml)
100 pl Spurenelementldsung

Prap-Agar

4% (w/v) Agar

4 % (w/v) Prap-Agar
autoklavieren

SOC

2 % (w/v) Trypton

0,5 % (w/v) Hefeextrakt
0,05 % (w/v) NaCl

250 mM KCI

pH 7,0 (NaOH)
autoklavieren

1% 1 M Glucose

1% 2 M MgCl,

Transformationsmedium

3,7 g Ammoniumchlorid

2 g Trypton

1 g Hefe-Extrakt

10 g Glucose-Monohydrat
342,3 g Saccharose

20 ml Stammlosung 1

20 ml Stammloésung 2
ad11H,0

far Hygromycin B: pH 6,0 (KOH)
far Phleomycin: pH 7,5 (KOH)
Festmedium: 1,2 % (w/v) Agar
Uberschichtungsmedium: 0,5 % (w/v) Agar
autoklavieren

100 pg/ml Hygromycin B

6 pg/ml Phleomycin
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3.1.5 Loésungen und Puffer

Agarose-Dichtung (DIGE)

0,5 % (w/v) Agarose

0,02 % (w/v) Bromphenolblau
1x SDS-Laufpuffer

Ampicillin-Losung
50 mg/mlin H,O lésen
sterilfiltrieren

Anodenpuffer (BN-PAGE)
25 mM Imidazol
pH 7,0 (HCI)

Aquilibrierungspuffer (DIGE)
6 M Harnstoff

2 % (w/v) SDS

50 mM Tris/HCl pH 8,8

0,02 % (v/v) Bromphenolblau-Losung

30 % (v/v) Glycerin

vor Verwendung zugeben:

0,5 g/50 ml DTT bzw.

1,25 g/50 ml lodoacetamid (IAA)

Blotpuffer

25 mM Tris

192 mM Glycin

20 % (v/v) Methanol

3x BNP-Puffer

1,5 M g-Aminocapronsdure
75 mM Imidazol

pH 7,0 (HCI)

Biotin-Stammldsung

5 mg Biotin

ad 100 ml H,0

sterilfiltrieren (0,2 um PorengrofRe)

Bromphenolblau-Lésung (DIGE)
1 % (w/v) Bromphenolblau
0,06 % Tris

C18-Puffer A (ICAT)
5 % Acetonitril
0,1 % Ameisensaure

C18-Puffer B (ICAT)
66 % Acetonitril
0,1 % Ameisensaure

Chloroform/Isoamylalkohol (24:1)
96 % (v/v) Chloroform
4 % (v/v) Isoamylalkohol

»cracking”-Puffer

50 mM Tris/HCl pH 6,8

2 mM EDTA

0,4 M Saccharose

1% (v/v) SDS

0,01 % (w/v) Bromphenolblau
1/100 RNaseA (100 pg/ml)

5 % Coomassie (fiir BN-PAGE)
0,005 g Coomassie Blue G250
in 100 pl 500 mM e-Aminocapronsaure

DBQ-Puffer

20 mM NaMOPS

50 mM NacCl

2 mM KCN

pH 7,4

direkt vor Messung zugeben bzw. vorlegen:
100 mM dNADH

14 mM DBQ

5 mM DQA

Denaturierungslésung
1,5 M Nacl

0,5 M NaOH
autoklavieren

Denaturierungsreduzierungspuffer (ICAT)
8 M Harnstoff in 50 mM Tris pH 8,5
1,5 mM TCEP

DIG-Hybridisierungspuffer (,,High-SDS*)
7 % (w/v) SDS

5x SSC

0,1 % (w/v) N-Lauroylsarkosin

2 % (w/v) Blockingreagenz

50 mM Na,HPO, (pH 7,0)

DIG-Puffer 1

0,1 M Maleinsaure
0,15 M NacCl

pH 7,5 (NaOH)
autoklavieren

DIG-Puffer 2
0,5% (w/v) Blockierungsreagenz
bei 60°C in DIG-Puffer 1 |6sen

DIG-Puffer 3

0,1 M Tris/HCl (pH 9,5)
0,14 M NacCl
autoklavieren
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DIG-Waschpuffer
0,3 % (v/v) Tween 20
in DIG-Puffer 1

DIGE ,labeling“-Puffer
7 M Harnstoff

2 M Thioharnstoff

4 % (w/v) CHAPS

30 mM Tris/HCl pH 8,6

DIGE ,,stop“-Losung
10 mM Lysin

Digitonin-Losung (10 %ig fur BN-PAGE)
10 mg Digitonin

ad 100 pl H,0

bei 97-99°C bis geldst

bei 4°C abkihlen, evtl. bei -20°C lagern

6x DNA-Ladepuffer

0,25 % (w/v) Bromphenolblau
0,25 % (w/v) Xylencyanol

50 % (w/v) Saccharose

0,1 M EDTA

DTT-L6sung (ICAT)
100 mM DTT in 50 mM Tris pH 8,5

Entfernung der DIG-Sonde
0,2 N NaOH
0,1 % (v/v) SDS

Gorg-Coomassie-Entfarbel6sung
20 mM CuSO,

25 % (v/v) Methanol

10 % (v/v) Essigsaure

65 % (v/v) H,0

Gorg-Coomassie-Farbeldsung

20 mM CusO,

45 % (v/v) Methanol

10 % (v/v) Essigsaure

0,15 % (w/v) Coomassie Blue G250
45 % (v/v) H,0

HAR-Puffer

20 mM HEPES

250 mM Saccharose
0,2 mM EDTA

2 mM NaN,

pH 8,2

direkt vor Messung zugeben bzw. vorlegen:

100 mM NADH
100 mM HAR
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Heringssperma-DNA

20 mg/ml Heringssperma-DNA in H,O
1 h bei 60°C, liber Nacht bei RT riihren,
5 min Ultraschall

Kathodenpuffer (BN-PAGE)

50 mM Tricin

7,5 mM Imidazol

pH ~ 7,0 (nicht einstellen)

0,02 % (w/v) Coomassie Blue G250 (B) bzw.
0,002 % (w/v) Coomassie Blue G250 (B/10)

Komplex I-Farbelésung

1 mg/ml Nitroblau-Tetrazoliumchlorid (NBT)
0,1 mg/ml B-NADH

0,1 M Tris/HCl pH 7,8

Komplex IV-Farbel6sung

1 mg/ml Diaminobenzidin (DAB)
24 U/ml Katalase

1 mg/ml Cytochrom ¢

75 mg/ml Saccharose

Mitochondrien-Isolationspuffer

10 mM Tris

1 mM EDTA

0,33 M Saccharose

pH 7,5 (HCI)

ggf. 0,2 % (w/v) BSA

gef. 5 mM e-Aminocapronsaure (frisch zugeben)
gef. 50 mM DTT (frisch zugeben)

NBT/X-Phosphatlésung
0,48 mM NBT

0,56 mM BCIP

in DIG-Puffer 3

Neutralisierungsldsung
2 M Nacl

1 M Tris

pH 5,5 (HCI)
autoklavieren

Odyssey-Blocking-Puffer
von LI-COR® Biosciences

10x PBS

1,4 M NacCl

0,1 M KCI

0,027 M Na,HPO,
0,018 M KH,PO,
autoklavieren
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PEG

60 % (w/v) PEG 4000
50 mM CaCI2

10 mM Tris

pH 7,5 (HCI)
autoklavieren

Phleomycin-Losung
10 mg/ml in Wasser l6sen
sterilfiltrieren

Rehydrierungspuffer (DIGE)

7 M Harnstoff

2 M Thioharnstoff

2 % (w/v) CHAPS

0,002 % (v/v) Bromphenolblau-Lésung
in H,0

vor Verwendung zugeben:

1 % (v/v) Pharmalyte 3-10 NL

18 mM DTT

RNase A-Losung

10 mg/ml RNase A

0,01 M NaAc (pH 5,2)

15 min langsam aufkochen
1/10 Vol. 1 M Tris/HCI (pH 7,4)

4 x Sammelgelpuffer
0,5 M Tris

0,04 % (w/v) SDS

pH 6,8 (HCI)

4x SDS-Kathodenpuffer (DIGE)
1,5 M Tris

0,4 % (w/v) SDS

pH 8,8 (HCI)

5x SDS-Ladepuffer

6,25 ml Tris/HCI

2gSDS

1 ml B-Mercaptoethanol
7,5 ml Glycerin

1 % (w/v) Bromphenolblau

10x SDS-Laufpuffer
0,25 M Tris

1,9 M Glycin

1% (w/v) SDS

pH 8,3 (HCI)

Solubilisierungspuffer (BN-PAGE)

50 mM NaCl

50 mM Imidazol/HCl pH 7

2 mM e-Aminocapronsaure (frisch zugeben)
1 mM EDTA

pH7

Spurenelementlésung
5gCitratxH,0O

5g7ZnSO,x7H,0
1gFe(NH,),(SO,), x 6 H,O

0,25 g CusO, x5 H,0

0,05 g MnSO, x H,0

0,05 g Na,MoO, x 2 H,0
0,05gH,BO,

ad 100 ml H,0

sterilfiltrieren (0,2 um Porengrofe)

20x SSC

3 M NaCl

0,3 M Natriumcitrat
pH 7,0 (HCI)
autoklavieren

Stammlosung 1 (50x)

0,075 % (w/v) KH,PO,

0,025 % (w/v) KCl

0,027 % (w/v) MgSO, x 7 H,0
autoklavieren

Stammldsung 2 (50x)

0,05 % (w/v) ZnSO, x 7 H,0
0,05 % (w/v) CuSO, x 5 H,0
0,05 % (w/v) FeSO,

0,05 % (w/v) MnSO, x H,0
autoklavieren

Stammlosung A (fiir CM-Medium)
0,1 % (w/v) ZnSO, x 7 H,0

0,1 % (w/v) FeCl,

0,1 % (w/v) MnCl,

autoklavieren

STC-L6sung

1 M Sorbit
10 mM Tris
50 mM CaCI2
pH 7,5 (HCI)
autoklavieren

Tetracyclin-L6sung
12,5 ug/ulin H,O l6sen
sterilfiltrieren

STET-L6sung

8 % (w/v) Saccharose
5 % (v/v) Triton X-100
50 mM EDTA

10 mM Tris

pH 8,0 (HCI)
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50x TAE

2 M Tris

57,1 ml Eisessig/I
50 mM Na,EDTA
pH 8,5 (Essigsaure)
autoklavieren

TENS

10 mM Tris

1 mM EDTA
100 mM NacCl
2 % (v/v) SDS
pH 8,0 (HCI)

3.1.6 Zusammensetzung der Proteingele

Thiamin-Stammldsung

25 g Thiamin

ad 100 ml H,0

sterilfiltrieren (0,2 um PorengrofRRe)

TPS

0,8 M Saccharose
45 mM KH,PO,

5 mM Na,HPO,
pH 5,5 (H,PO,)
autoklavieren

4x Trenngelpuffer
1,5 M Tris/HCI (pH 8,8)
0,4 % (w/v) SDS

Tabelle 5: Zusammensetzung von 10, 12 und 16 %igen Glycin-SDS-Polyacrylamidgelen (zwei Gele).

Trenngel Sammelgel
10% 12% 16 % 4%
40 % Acrylamid/Bisacrylamid (29:1) 2,5 ml 3ml 4 ml 250 pl
4x Trenngel- bzw. Sammelgelpuffer 2,5ml 2,5 ml 2,5ml 500 pl
H20 5ml 4,5 ml 3,5 ml 1,2 ml
TEMED 5ul 10 ul 5ul 5ul
10 % APS 50 ul 100 pl 50 pl 50 ul

Tabelle 6: Zusammensetzung des 12,5 %igen Trenngels fiir 2D-DIGE (12 Gele).

12,5 % Trenngel
Acrylamid-Bisacrylamid (49,5 % T, 3 % C) 252 ml
4x Trenngelpuffer 250 ml
H,O 494 ml
TEMED 500 pl
10 % APS 4 ml

Tabelle 7: Zusammensetzung eines 3,5 - 13 %igen blau-nativen Polyacrylamid-Gradientengels.

4 % Trenngel 13 % Trenngel 3,5 % Sammelgel
Glycerin - 2,96 g -
30 % Acrylamid 1,92 ml 713,6 ul 1,7 ml
40 % Acrylamid/Bisacrylamid (29:1) - 4,28 ml -
2 % Bisacrylamid 889 ul - 787,5 ul
3x BNP-Puffer 4,94 ml 4,94 ml 5 ml
H,0 7 ml auf 15 ml auffillen 7,385 ml
TEMED 6,8 pl 4,1 pl 11,9 pl
10 % APS 68 ul 41 pl 119 pl
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3.1.7 Kits

Tabelle 8: Liste der verwendeten Kits.

Kit

Bezugsquelle

Cleavable ICAT® Reagent Kit for Protein Labeling
CyDye DIGE Fluor, minimal labeling kit
DIG-DNA Labeling and Detection Kit

Applied Biosystems

GE Healthcare

Boehringer Mannheim

iQ™ SYBR® Green Supermix Bio-Rad
iScript™ cDNA Synthesis Kit Bio-Rad
Midi/Maxi Plasmid Purification QIAGEN

NucleoSpin® Extract Il

NucleoSpin® RNA Clean-up
NucleoSpin® RNA Plant

OxyBlot Protein Oxidation Detection Kit
pegGOLD Fungal DNA Mini Kit

Plasmid Purification Kit

Macherey-Nagel
Macherey-Nagel
Macherey-Nagel
Millipore
peqlab
Macherey-Nagel

3.1.8 Verwendete Stimme

Tabelle 9: Liste der verwendeten Staimme.

Organismus Stamm Quelle/Referenz

E. coli XL1 Blue Stratagene
Wildstamm s Rizet 1953
APalap K. Luce (AK Osiewacz)
Palap_revl diese Arbeit

Podospora anserina Palap_rev2 diese Arbeit
Palap_E540Q1 diese Arbeit
Palap_E540Q2 diese Arbeit
Palap_E540QG diese Arbeit

3.1.9 GroRenstandards

Tabelle 10: Liste der verwendeten GréBenstandards.

GroBRenstandard

Hersteller

DNA-GréBenstandards

GeneRuler™ 100bp DNA Ladder

GeneRuler™ 100bp DNA Ladder Plus

Lambda DNA (A) / Hindlll Marker

Lambda DNA (A) / Hindlll Marker,DIG-markiert
Protein-GroRenstandard

PageRuler Prestained Protein Ladder #SM0671

MBI Fermentas
MBI Fermentas
MBI Fermentas
Roche

MBI Fermentas
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3.1.10 Oligonukleotide

Tabelle 11: Liste der zur Herstellung von Vektoren verwendeten Oligonukleotide. Die Schnittstelle der Restriktionsendonu-

klease ist unterstrichen.

Name Basensequenz Schnitt- Verwendung
stelle
bindet in 5‘-Flanke des Palap-
Palap-Kpnl-for 5‘ ATGGTACCGAGATGGCTGTAGAGGCG 3° Kpnl Gens, fugt Kpnl-Schnittstelle
ein
bindet in Sequenz des Palap-
Palap-Pstl-rev 5 CTTGTCCAGCAGCTGCAGCCTGCTC 3¢ Pstl Gens, natirlich vorkommende

Pstl-Schnittstelle

bindet in Sequenz des Palap-
Palap-Pstl-for 5 GAGCAGGCTGCAGCTGCTGGACAAG 3* Pstl Gens, natirlich vorkommende

Pstl-Schnittstelle

bindet in 3‘-Flanke des Palap-
Palap-EcoRV-rev  5' CTGATATCCAAGTGTTGCCCTCTCTGC 3¢ EcoRV Gens, fligt EcoRV-Schnittstelle
ein
bindet in Sequenz des Palap-
Gens, fligt Munl-Schnittstelle
ein, zur Inaktivierung der pro-
teolytischen Domane
bindet in Sequenz des Palap-
Gens, fugt Pvull-Schnittstelle
ein, zur Inaktivierung der pro-
teolytischen Domane
bindet in Sequenz des Palap-
Gens, fligt Ehel-Schnittstelle
ein, zur Inaktivierung der pro-
teolytischen Domane

Palap_Munl_for 5‘ TTCAATTGCCGCTCAGCGCAACGG 3‘ Munl

Palap_Pvull_rev 5 TTCAGCTGGTGGTAGGCAGTCATCTC 3* Pvull

Palap_Ehel_for 5 TTTGGCGCCGGCCACGCCCTTGTTG 3* Ehel

Tabelle 12: Liste der fiir ,real-time RT-PCR” verwendeten Oligonukleotide.

cDNA-Produkt DNA-Produkt

Name Basensequenz (Bp) (Bp)
Porin-rt-for 5 TCTCCTCCGGCAGCCTTG 3°
Porin-rt-rev 5 GAGGGTGTCGGCAAGTTC 3 200 431
PaMap-1876-for 5 GGGTTTGCCGGAGCTGACATTG 3°
PaMap-2114-rev 5 CAAACAGCGTGACCAGCTTCG 3f 200 259
Udgrtfor 5‘ TGGAGAGGGAGTATGCTGCT 3°
Udgrtrev 5 GGAGGACACTAAACGCCAGA 3° - 233
PalLsurtfor (Sellem et al. 2007) 5‘ GGGTACGACTGTTCGTCGAT 3°
Palsurtrev (Sellem et al. 2007) 5‘ CCCCATGTTCCTTTCGTACA 3' - 130
3.1.11 Plasmide
Tabelle 13: Liste der verwendeten Plasmide.
Plasmid Beschreibung Referenz
pAN7-1 Positivkontrolle fiir P. anserina-Transformation Punt et al. 1987
phph-1 Negativkontrolle flr P. anserina-Transformation Roche
pkO4 Vektor zur Herstellung der bsd-Sonde Grief 2007
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Plasmid Beschreibung Referenz
oKO7-KU Expressionsvektor flr P. anserina, enthalt eine Hygromycin B- Gabe von Dr. A. Hamann
Resistenzkassette (AK Osiewacz)
oPalap- Plasmid zur Einflhrung einer.proteolytisch inaktiven Variante _ .
E540Q von PalAP in den Palap-Deletionsstamm, Ausgangsvektor Palap- diese Arbeit
E540QG
oPalap- Plasmid zur EinfUhrung einer proteolytisch inaktiven Variante
E540QG von PalAP in den Palap-Deletionsstamm, Ausgangsvektor Palap- diese Arbeit
rev
Palap-Reversionsplasmid fiir P. anserina, enthélt eine Kassette
bestehend aus ~ 1 kBp groRen Promotorregion, der Sequenz . .
pPalap-rev von Palap und einer ~ 500 Bp Terminatorsequenz zur Reversion el AT
der Deletion von Palap
pPorin2 Plasmid mit der Gensequenz von PaPorin, Positivkontrolle Gabe von Dr. A. Hamann

(AK Osiewacz)

3.1.12 Sonden

Tabelle 14: Liste der verwendeten DIG-markierten Sonden.

Bezeichnung der Sonde Herkunft des DNA-Fragments

bsd-Sonde
pIDNA-Sonde
Palap-Sonde
PaClpP-Sonde

Verdau des Plasmids pKO4 mit Ncol und Xbal, 445 Bp grol3es Fragment

Stahl et al. 1982

Verdau des Plasmids pPalap-Ex mit Ncol, 1.287 Bp grofRes Fragment

von K. Luce (AK Osiewacz) zur Verfligung gestellt

3.1.13 Enzyme

Tabelle 15: Liste der verwendeten Enzyme.

Enzym

Hersteller

Alkalische Phosph
Katalase
Klenow-Fragment
Lysozym

atase

Phusion DNA-Polymerase
Restriktionsendonukleasen Bglll, EcoRV, Ehel, Kpnl, Munl, Notl, Pstl, Pvul, Pvull

RNase
T, DNA-Ligase
Tag-Polymerase

MBI Fermentas
Sigma

MBI Fermentas
Merck

NEB

MBI Fermentas
Roche

MBI Fermentas
Invitrogen

3.1.14 Antikérper

Tabelle 16: Liste der verwendeten Antikorper.

Antikorper

Verdiinnung  Beschreibung

Bezugsquelle

Anit-
Digoxigenin~AP,
Fab-Fragment
Anti-DNP

Sekundarantikérper gegen Digoxigenin, gekop-

1:10.000 pelt mit alkalischer Phosphatase, polyklonal
aus Schaf
1:150 Primarantikorper, polyklonal aus Kaninchen

Roche

Chemicon Int.
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Antikorper Verdiinnung  Beschreibung Bezugsquelle

Anti-HsHSP60 1:4.000 Primarantikorper gegen Chaperonin HSP60, Biomol
human

Anti-PaCLPP 1:400 Primarantikorper gegen synthetisches Peptid, NEP
polyklonal aus Kaninchen

Anti-PalAP 1:5.000 Primarantikérper gegen synthetisches Peptid, NEP
polyklonal aus Kaninchen

Anti-PaLON 1:1.500 Primarantikorper gegen synthetisches Peptid, NEP
polyklonal aus Kaninchen

. Primarantikdrper gegen aufgereinigtes Protein,

Anti-PaPOR 1:5.000 ) NEP
polyklonal aus Kaninchen

ANti-ScCOX2 1:1.000 Prlmarantlk(‘)r.per gegen aufgerelnlgt_es COX2 Pr?f. T. Langer
aus S. cerevisiae, polyklonal aus Kaninchen (Koln)

Anti-ScPHB1 1:1.000 Primarantikorper gegen synthetisches Peptid, Pr?f. T. Langer
polyklonal aus Kaninchen (Koln)

Anti-ScPHB2 1:1.000 Primarantikorper gegen synthetisches Peptid, PrE)f. T. Langer
polyklonal aus Kaninchen (KolIn)

Anti-Ubiquitin 1:1.000 Primarantikorper, polyklonal aus Kaninchen Abcam

IRDye 680CW goat 1:15.000 Sekundéarantikdrper, polyklonal aus Ziege, LI-COR®

a-mouse IgG T gekoppelt mit Infrarot-Fluoreszenzfarbstoff Biosciences

IRDye 800CW goat 1:15.000 Sekundarantikorper, polyklonal aus Ziege, LI-COR®

a-rabbit 1IgG e gekoppelt mit Infrarot-Fluoreszenzfarbstoff Biosciences

3.1.15 Computerprogramme

Tabelle 17: Liste der verwendeten Computerprogramme.

Programm Verwendung Referenz / Quelle
Blast Homologievergleich www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi
Boxshade Darstellung der Homologievergleiche www.ch.embnet.org/software/

Clone Manager 8
ClustalWw

DAS

DatlLab 4
DeCyder™

MitoProtll

Opticon
Monitor 3

Photoshop,
Illustrator

Quantity One
SWISS-MODEL
T-Test

UniProt

USCF Chimera

Wilcoxon Test

in silico Klonierung

Vergleich von Aminosduresequenzen
Vorhersage transmembraner Doméanen
Oroboros-Auswertung

Auswertung von 2D-DIGE

Identifizierung von mitochondrialen
Lokalisierungssequenzen

,real-time RT-PCR“

Bilddarstellung

Densitometrie
Erstellung von Homologiemodellen
statistische Auswertung

Charakterisierung der durch DIGE und
ICAT identifizierten Proteine, Molekular-
gewicht und pl

Darstellung von Proteinstrukturen

statistische Auswertung

BOX_form.html

Scikd

Larkin et al. 2007
www.sbc.su.se/~miklos/DAS/
Oroboros

GE Healthcare

Claros & Vincens 2004
Bio-Rad

Adobe

Bio-Rad
Arnold et al. 2006b
studentsttest.com

UniProt Consortium 2012
Pettersen et al. 2004

www.fon.hum.uva.nl/Service/Statistics/
Wilcoxon_Test.html
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3.2 Methoden

3.2.1 E. coli-spezifische Methoden

Kultivierung von E. coli

Die Anzucht des E. coli-Stamms XL1 Blue erfolgte auf LB-Festmedium oder in LB-Fliissigmedium in Gegenwart der
entsprechenden Selektionsmarker. Zur Anzucht eines Stammes aus einer Gefrierkultur bzw. nach der Transforma-
tion mit einem hergestellten Plasmid wurden die Bakterien auf LB-Festmedium ausgestrichen und tiber Nacht bei
37°C inkubiert. Zur Isolation von Plasmid-DNA wurde eine Kolonie des Stamms in eine 5 ml-Vorkultur Gberfihrt
und mehrere Stunden bei 180 UpM und 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde die Vorkultur in eine Hauptkultur

(150 ml) Gberimpft und ebenfalls mehrere Stunden bei 37°C angezogen.

Herstellung elektrokompetenter E. coli-Zellen

Zur Herstellung elektrokompetenter E. coli-XL1 Blue-Zellen wurden diese zundchst auf LBT-Festmedium ausge-
strichen und Giber Nacht bei 37°C inkubiert. Eine 5 ml LBT-Vorkultur wurde mit einer Kolonie angeimpft und Gber
Nacht bei 37°C geschiittelt. Die Vorkultur wurde in eine 150 ml LBT-Hauptkultur Gberfihrt und bei 37°C kultiviert
bis eine 0D, von0,5-0,8 erreicht wurde. Alle weiteren Schritte wurden bei 4°C durchgefiihrt. Zunachst wurden
die Kulturen durch 10minitige Zentrifugation bei 5.300 UpM (Sorvall GSA) bei 4°C sedimentiert und das Pellet
in 150 ml kaltem H,O resuspendiert. Die Zentrifugation und die darauf folgende Resuspension wurden zwei Mal
wiederholt. Daraufhin wurde das Zellpellet in 12 ml kaltem H,O riickgelést und erneut zentrifugiert (10 min,
5.800 UpM, 4°C, Sorvall SS34). Das Pellet wurde in 450 pl kaltem 10 %igen Glycerin resuspendiert und die Zellen

in Aliquots a 50 pl in flissigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung erfolgte bei -80°C.

Transformation elektrokompetenter E. coli-Zellen

Bei der Elektroporation wird durch kurze Hochspannungsimpulse die Integritat der Bakterienmembran partiell
gestort, sodass die Zelle DNA aufnehmen kann. Um ein ,Durchschlagen’ des Ansatzes durch zu hohe lonenkon-
zentrationen zu vermeiden, wurde die DNA in H,O gel6st und nur ein Teil des Ligationsansatzes fur die Transfor-

mation verwendet.

Die elektrokompetenten Zellen wurden langsam auf Eis aufgetaut. Daraufhin wurden 4 ul des Ligationsansatzes
zu den Zellen gegeben und die Suspension in auf Eis vorgekihlte Elektroporationskiivetten Uberfuhrt. Die Elektro-
poration erfolgte bei 2.500 V und sofortiger Zugabe von 1 ml vorgewdarmtem SOC-Medium in die Kiivette. Die Zel-
len wurden dann in ein 1,5 ml-Reagiergefal Gberfihrt und eine Stunde bei 37°C geschiittelt. Daraufhin wurden
die Zellen 5 min bei 2.500 UpM (FA-45-24-11) bei RT sedimentiert und % des Uberstands abgenommen. Das Pellet

wurde vorsichtig riickgeldst, vollstandig auf LBA-Festmedium ausgestrichen und tiber Nacht bei 37°C inkubiert.
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3.2.2 P. anserina-spezifische Methoden

Anzuchtbedingungen

Die Primartransformanten und die Wildstamme sF18261 und s*F18260 wurden auf BMM-Festmedium bei 27°C
und Dauerlicht angezogen und anschlieRend bei 4°C gelagert. Zur Alterung von Stammen wurden Myzelstlicke
juveniler Isolate an den Rand einer Petri-Schale mit 30 ml M2-Festmedium angeimpft und bei 27°C und Dau-
erlicht inkubiert. Bei Erreichen des gegeniiberliegenden Endes der Platte wurde ein Myzelstiick vom Ende der
Wuchsfront auf eine frische Platte mit M2-Festmedium Gberimpft. Die Wachstumsfront des Myzels wurde taglich
markiert und die Isolate so angeimpft, dass das gewiinschte Alter ein bis zwei Tage vor Versuchsbeginn erreicht

wurde.

Zur Isolation von Gesamt-DNA und Gesamt-RNA sowie zur Bestimmung des Sauerstoffverbrauchs des Myzels
wurden pro Stamm mehrere Myzelstlicke gleichmaRig auf einer Platte mit 30 ml M2-Festmedium mit Cellophan

verteilt und zwei bis drei Tage bei 27°C und Dauerlicht bzw. 15 - 24 Stunden vor der Isolation bei 37°C inkubiert.

Flr die Isolation mitochondrialer Proteine wurden zur Verifizierung von Mutanten und zur Untersuchung des
APalapAPaClpP-Stamms, zur Analyse von Proteinmodifikationen (wahrend des Alterns) und der mitochondrialen
Proteome (2D-DIGE) von jedem Stamm mehrere Myzelstiicke auf fiinf bis zehn Platten mit 30 ml M2-Festmedium
und Cellophan verteilt und bei 27°C und Dauerlicht angezogen. Nach zwei bis drei Tagen wurde das Myzel in
Weithalskolben mit flissigem CM-Medium (200 ml) Gberfiihrt und zwei bis drei Tage bei 140 UpM bei 27°C und
Dauerlicht inkubiert. Bei seneszenten Kulturen wurde das gewachsene Myzel in Fernbachkolben mit 150 ml CM-
Medium gegeben und stehend fiir mehrere Tage bei 27°C und Dauerlicht inkubiert. Zur Analyse mitochondrialer
Proteine durch Western Blot, BN-PAGE und ICAT wurden Myzelstiicke von elf Tage alten Wild- und APalap-Isolaten
auf 20 - 30 Platten mit je 30 ml M2-Festmedium und Cellophan verteilt und drei Tage bei 27°C und Dauerlicht
bzw. 24 Stunden vor der Isolation der Mitochondrien bei 37°C inkubiert. Sollte das Myzel von drei Wild- bzw. drei
APalap-Isolaten vereinigt werden, so wurden vor Beginn der Isolation gleiche Mengen (Feuchtgewicht) zusam-

mengegeben und aufgearbeitet.

Protoplastierung von Myzel und Transformation von Protoplasten
Um die Aufnahme von Fremd-DNA zu ermdglichen, muss zunachst die Zellwand von P. anserina entfernt werden.
Dies erfolgt enzymatisch durch Inkubation mit Glucanex, wobei genaugenommen Spharoblasten entstehen, da

die Zellwdnde nicht restlos entfernt werden.

Zundchst wurden von dem zu transformierenden Stamm mehrere Myzelstlicke gleichmaRig auf BMM-Festmedi-
um ohne Cellophan verteilt und bei 27°C und Dauerlicht inkubiert. Nach zwei bis drei Tagen wurde das Myzel in

Weithalskolben mit je 200 ml CM-Medium Uberfiihrt und weitere zwei Tage bei 27°C und Dauerlicht bei 140 UpM
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inkubiert. Daraufhin wurde das Myzel tGber vier Lagen Mull filtriert, gewogen und pro g Myzel in 5 ml Glucanex-
suspension (20 mg Glucanex/ml TPS) in einem Mixer zerkleinert. Die Myzelsuspension wurde in einen Weithals-
kolben Uberfihrt und 1,5 Stunden bei 35°C inkubiert. Mit einer mikroskopischen Kontrolle wurde der Fortschritt
der Protoplastierung tiberprift. AnschlieRend wurde die Suspension Gber zwei Lagen Mull und durch einen Trich-
ter mit Glaswolle filtiert. Die filtrierte Suspension wurde in Sarstedt-GefaRe tGberfihrt und 10 min bei 4.000 UpM
(Varifuge 3.0) bei RT zentrifugiert. Das entstandene Protoplastenpellet wurde in 1 ml TPS resuspendiert, in ein
2 ml-Reaktionsgefal Gberfihrt und Glucanex durch dreimaliges Waschen mit je 1 ml TPS und Zentrifugation bei
4.000 UpM (FA-45-24-11) bei RT entfernt. Nach dem letzten Waschschritt wurde die Protoplasten-Suspension
auf Eis gestellt, eine 1:100-Verdinnung hergestellt und mit einer Thoma-Zahlkammer die Zahl der Protoplasten
bestimmt. Pro Transformationsansatz wurden 1 - 3x 107 Protoplasten eingesetzt. Uberschiissige Aliquots wurden

bei -80°C eingefroren.

Zur Transformation wurden die Protoplasten in 200 pl kalter STC-L6sung aufgenommen und auf Eis inkubiert. Pro
Ansatz wurden 10 pug DNA des zu transformierenden Plasmids eingesetzt. Als Positivkontrolle wurden 10 pg des
Plasmids pAN7-1 (Hygromycin-Resistenzkassette) verwendet, als Negativkontrolle diente das Plasmid phph-1,
welches kein Resistenzgen trdgt. Der Regenerationskontrolle wurden 20 pl H,O zugegeben und alle Ansatze wur-
den auf Eis inkubiert. Nach 30 min wurden je 50 pl gekiihltes PEG zugegeben und weitere 20 min auf Eis inkubiert.
Daraufhin wurden die Ansatze in Polypropylen(PP)-R6hrchen tberfiihrt und je 2 ml PEG in 500 pl-Schritten zuge-
geben. Die Rohrchen wurden drehend vorsichtig gemischt und erneut 30 min auf Eis inkubiert. Danach wurden
die Anséatze 10 min bei RT inkubiert und anschlieRend je 4 ml STC zugegeben und vorsichtig gemischt. SchlieBlich
wurden die Protoplasten ausplattiert. Dazu wurden von den Transformationsanséatzen je 800 pl mit 4 ml Hygro-
mycin-haltigem Uberschichtungsmedium in PP-Réhrchen vermischt, auf Transformationsmedium mit Hygromycin
verteilt und bei 27°C und Dauerlicht inkubiert. Von der Regenerationskontrolle wurden zwei Verdiinngungsreihen
von 10™ bis 10°® mit STC bzw. H,O angelegt und von jeder Verdiinnungsstufe 1 ml mit 4 ml Uberschichtungsmedi-
um vermischt. Diese wurden auf Hygromycin-freiem Transformationsmedium verteilt und ebenfalls bei 27°C und
Dauerlicht inkubiert. Nach vier Tagen erfolgten die Auswertung der Regenerationskontrolle und die Berechnung

der Regenerationsrate.

Isolation der Ascosporen

Die fiir die Versuche verwendeten monokaryotischen Isolate wurden durch Kreuzung von zwei monokaryotischen
P. anserina-Stammen mit gegensatzlichem Kreuzungstyp gewonnen. So wurden z.B. die nach der Transformation
erhaltenen Primartransformanten mit dem Wildstamm gekreuzt um juvenile Sekundartransformanten zu erhal-
ten. Dazu wurden die Stamme auf M2-Festmedium im Abstand von ~ 5 cm voneinander angeimpft und bei 27°C

und Dauerlicht inkubiert. Nach etwa zehn Tagen hatten sich an den aneinandergrenzenden Wuchsfronten der
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beiden Stamme Fruchtkorper (Perithezien) gebildet. Im Inneren dieser Perithezien befinden sich mehrere Asci,
die normalerweise vier dikaryotische Ascosporen enthalten. In seltenen Fallen (~ 5 %) werden jedoch irregula-
re Asci mit mehr als vier Sporen gebildet, bei denen Einzelkerne von einer Sporenwand umschlossen wurden.
Diese Asci mit zwei oder mehr monokaryotischen und drei oder weniger dikaryotischen Sporen wurden isoliert,
die Sporen auf Ammoniumacetat-Festmedium tberimpft und zwei Tage bei 27°C im Dunkeln inkubiert. Die ge-
keimten Sporen wurden anschlieBend bei 4°C aufbewahrt. Zur Kontrolle der monokaryotischen Stamme und
der Bestimmung des Paarungstyps wurden Testkreuzungen auf M2-Festmedium mit dem Wildstamm sF18261

angesetzt und bei 27°C und Dauerlicht inkubiert.

Die Uberpriifung der Keimungsrate erfolgte mit dikaryotischen Sporen. Dazu wurden die Wildstimme sF18261
und s*F18260 auf M2-Festmedium gegeneinander gekreuzt, sowie die APalap-Stamme F114341 und *F114332.
Die Sporen je eines Wildstamm- und eines APalap-Stamm-Askus wurden auf eine Ammoniumacetat-Platte tiber-
impft und drei Tage bei 27°C bzw. 37°C im Dunkeln inkubiert. Daraufhin wurde die Keimungsrate unter Verwen-

dung eines Binokulars bestimmt.

Bestimmung von Wuchsrate und Lebensspanne

Zur Bestimmung der medianen und maximalen Lebensspanne der Stamme wurden zwei Tage auf Ammonium-
acetat-Medium gewachsene, monokaryotische Isolate verwendet. Ein Myzelstiick aus der Mitte des Isolats wurde
an einem Ende eines mit 50 ml M2-Festmedium befillten Rennrohrs angeimpft und bei 27°C und Dauerlicht
inkubiert. Dabei wurde die Wuchsfront alle zwei bis drei Tage bis zum Einstellen des Wachstums markiert. Zur
Analyse der Lebensspanne bei Hitzestress wurde parallel ein zweites Rennrohr mit einem Myzelstiick derselben
Kultur beimpft und zundchst bei 27°C und Dauerlicht inkubiert. Nach zwei Tagen wurden die Isolate, die hitze-
gestresst werden sollten, in eine Ebene eines Brutschranks mit einer Temperatur von 37°C umgesetzt. Aufgrund
der geringeren Lebensspanne wurden die Wuchsfronten taglich markiert. Die Lebensspannen der Isolate ergaben
sich aus der Anzahl der Wuchstage, zusatzlich zu den zwei Keimungstagen. Die mediane Lebensspanne entspricht
der Zahl an Tagen bis 50 % der Individuen eines Stammes ihr Wachstum einstellten, die maximale Lebensspanne

des Stammes ist mit der Lebensspanne des am langsten Uberlebenden Individuums identisch.

Die Wachstumsrate der Isolate wurde im Rahmen der Lebensspannen-Experimente bestimmt. Sie entspricht der
Wuchsstrecke des Myzels eines Individuums innerhalb eines Zeitraums mit konstantem Wachstum und ist in cm

pro Tag angegeben. Der Mittelwert aller Individuen eines Stamms ergibt die Wachstumsrate des Stammes.

Bestimmung der weiblichen Fertilitat von P. anserina
Die Bestimmung der weiblichen Fertilitat des APalap-Stamms erfolgte auf M2-Festmedium. Dazu wurden je vier

juvenile Isolate des Wild- und APalap-Stamms mit dem Kreuzungstyp ,,+“ und jeweils vier mit dem Kreuzungstyp
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- in der Mitte einer Petri-Schale mit 30 ml M2-Festmedium angeimpft. Um den Einfluss von Hitzestress auf die
weibliche Fertilitdt zu analysieren, wurden pro Isolat jeweils zwei Petri-Schalen angeimpft. Parallel dazu wur-
de jeweils ein Myzelstlick des Wildstamms sF18261 und s*F18260 auf mehreren Platten mit M2-Festmedium
angeimpft und ebenfalls bei 27°C und Dauerlicht inkubiert. Nach acht Tagen bei 27°C und Dauerlicht wurden
die Individuen, die hitzegestresst werden sollten, in einen Brutschrank mit 37°C und Dauerlicht Gberfiihrt. Nach
weiteren flinf Tagen wurden alle Isolate spermatisiert. Dazu wurden jeweils 5 ml H,O auf das Myzel der Wildstam-
me sF18261 bzw. s*F18260 gegeben, um die Spermatien abzuschwemmen. Nach 5 min wurde die Suspension
abpipettiert und 1:1 mit H,0 verdiinnt. Die Suspension wurde kurz gemischt (Vortex) und jeweils sechs Tropfen a
300 pl auf Myzel eines zu testenden Individuums mit gegensatzlichem Kreuzungstyp pipettiert. Die Spermatien-
Suspension eines Wildstamms wurde dabei flr ein Wildstamm-APalap-Stamm-Parchen bei 27°C und nach Inku-
bation bei 37°C verwendet. Nach 5 min wurden die Tropfen vollstandig entfernt und alle Myzelien zwei Tage bei
27°C und Dauerlicht inkubiert. Daraufhin wurde die Zahl der Perithezien pro Tropfen und die Flache jedes Tropfen
bestimmt, woraus sich die Zahl der Perithezien pro Flache ergab. Von jedem Individuum wurde ein Mittelwert

berechnet, und aus den Mittelwerten aller Individuen eines Stamms ergab sich der Mittelwert des Stamms.

Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen

Fur die fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen wurden die Stamme verschiedenen Alters auf Objekttra-
gern angeimpft, deren zentrale Mulde mit flissigem M2 und 2 % Agarose (1:1) gefillt war. Die Objekttrager
wurden zwei Tage in einer feuchten Kammer bei 27°C angezogen. Zur Farbung der Mitochondrien in den Hyphen
wurde eine 1 uM Loésung ,Mitotracker Red CMXMRos“ (Molecular Probes) auf die Myzelien pipettiert. Nach
15mindtiger Inkubation wurden die Isolate mit einem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop (TCS SP5, A_ 515 -

560 nm, A__>590 nm, Leica) analysiert.

Sauerstoffverbrauchsmessungen mit dem Respirometer Oxygraph-2k
Die Messung des Sauerstoffverbrauchs von 14 Tage alten Wild- und APalap-Isolaten wurde mit dem Respirome-
ter Oxygraph-2k (Oroboros) durchgefiihrt. Die Stdmme wurden dazu auf M2-Festmedium (30 ml) mit Cellophan

bei 27°C bzw. 24 Stunden vor der Messung bei 37°C und Dauerlicht angezogen.

Vor Beginn jeder Messung wurden die beiden Messkammern mit flissigem M2 befullt und mit Sauerstoff gesat-
tigt. Daraufhin wurden je ~ 8 mg Myzel mit einem Skalpell in kleine Stlickchen zerteilt. Dann wurde das Myzel ei-
nes Wildstamms in eine Kammer gegeben und das eines APalap-Isolats in die andere, die Kammern verschlossen
und der Sauerstoffverbrauch analysiert. Fiir die bei 27°C angezogenen Isolate erfolgte die Messung bei 27°C, fir
hitzegestresste Myzelien bei 37°C. Wahrend der Messung wurde schrittweise Rotenon zugegeben (1 uM, 5 uM

und 10 puM) und zuletzt 2 uM Antimycin A. Die Auswertung erfolgte mit dem Programm ,DatLab 4 (Oroboros).
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3.2.3 Nukleinsauren-spezifische Methoden

Isolation von Gesamt-DNA aus P. anserina

Die Isolation von Gesamt-DNA aus P. anserina erfolgte nach Lecellier & Silar (Lecellier & Silar 1994). Zum Nach-
weis von DNA-Abschnitten z.B. von Primértransformanten, wurden Myzelstlicke der zu untersuchenden Stamme
zwei Tage auf BMM-Festmedium mit einer Schicht Cellophan in regelmaRigen Abstdanden verteilt und bei 27°C
und Dauerlicht inkubiert. Zur Analyse der pIDNA-Freisetzung wahrend des Alterns und des Einflusses von Hitze
auf die mtDNA wurden die Myzelstiicke der Stamme auf M2-Festmedium (30 ml) zwei Tage bei 27°C bzw. 15 Stun-
den vor der Isolation der Gesamt-DNA bei 37°C inkubiert. Seneszente Stamme wurden drei Tage bei 27°C ange-
zogen. Das gewachsene Myzel wurde daraufhin in 2 ml-ReaktionsgefdRe Gberfiihrt und mit 1 ml frischem TENS-
Puffer vermischt. Dieses Myzel-Puffer-Gemisch wurde daraufhin abwechselnd 30 s stark durchmischt (Vortex)
und in flissigem Stickstoff gefroren. Nach dem Gefrieren wurde die Probe bei 70°C auf dem Schiittler aufgetaut.
Dieser Zyklus wurde drei Mal wiederholt. Durch den ersten Zentrifugationsschritt bei 14.000 UpM (FA-45-24-11)
fiir 10 min bei RT wurden Zellriickstinde sedimentiert. Der Uberstand wurde in einem neuen ReaktionsgefaR mit
1 Vol. Phenol durch Invertieren vermischt, um Proteine zu féllen. Nach erneuter Zentrifugation bei 6.000 UpM
(FA-45-24-11) fur 5 min bei RT wurde die obere Phase abgenommen und mit 1 Vol. Phenol/Chloroform/Isoamyl-
alkohol (25:24:1) gemischt und erneut zentrifugiert. Die Oberphase wurde erneut abgenommen, mit 1 Vol. Chlo-
roform/Isoamylalkohol (24:1) vermischt und wie zuvor zentrifugiert. Daraufhin wurde die DNA durch Zugabe von
1 Vol. Isopropanol und anschlieBender Zentrifugation fir 20 min bei 15.000 UpM (FA-45-24-11) bei 4°C gefallt.
Das Sediment wurde in 90 ul H,O und 10 pl 3 M NaAc (pH 5,2) bei 37°C riickgeldst. Durch Zugabe von 2 Vol. Etha-
nol wurde die DNA fiir 15 min bei -80°C gefallt und anschlieRend erneut fiir 20 min bei 15.000 UpM (FA-45-24-11)

bei 4°C zentrifugiert. Das Pellet wurde luftgetrocknet und je nach GréBe in 15 - 50 pl H,O riickgeldst.

Zur Gewinnung reiner Gesamt-DNA aus P. anserina wurde das ,,peqGOLD Fungal DNA Mini“-Kit (peglab) verwen-
det. Dazu wurden Myzelstlicke des Wildstamms sF18261 zwei Tage auf BMM-Festmedium mit Cellophan bei

27°C angezogen. Die Isolation der DNA erfolgte nach Herstellerangaben.

Isolation von Plasmid-DNA aus E. coli — ,,cracking”“-Methode

Die ,,cracking”“-Methode dient zur schnellen Analyse einer groRen Zahl von E. coli-Kolonien nach der Transforma-
tion mit einem hergestellten Plasmid. Dabei kann jedoch nur untersucht werden, ob eine Kolonie einen Vektor
aufgenommen hat, der sich vom Ausgangsvektor unterscheidet. Dazu wurden je 500 ul LBA-Medium in 1,5 ml-
Reaktionsgefalle vorgelegt, mit je einer Ampicillin-resistenten Kolonie angeimpft und tiber Nacht bei 37°C schiit-
telnd inkubiert. Daraufhin wurden die Kulturen bei 13.000 UpM (FA-45-24-11) fur 5 min bei RT zentrifugiert. Das
Sediment wurde in 25 ul ,,cracking”-Puffer resuspendiert und fiir 15 min bei RT inkubiert. AnschlieRend wurden

die Proben fiir 10 min bei 13.000 UpM (FA-45-24-11) bei RT zentrifugiert, der Uberstand auf ein 0,7 %iges TAE-
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Agarosegel aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt. Zur Kontrolle wurde der unverdaute Ausgangsvektor
aufgetragen. Kolonien, die Plasmide mit abweichenden GroRen aufgenommen haben, wurden erneut in 5 ml

LBA-Medium angeimpft und die Plasmide durch ,,Mini“-Plasmidpraparation (STET) isoliert und analysiert.

Isolation von Plasmid-DNA aus E. coli — ,,Mini“-Plasmidisolation (STET)

Zur schnellen und einfachen Isolation von Plasmid-DNA wurden 5 ml LBA-Kulturen mit je einer Kolonie angeimpft
und Gber Nacht bei 37°C schittelnd inkubiert. Die Zellen wurden durch Zentrifugation bei 3.500 UpM (A-4-44) fir
10 min bei RT sedimentiert und in 150 pl STET-L6sung resuspendiert. Die Losung wurde mit 12 pl Lysozymlésung
(10 mg/ml) gemischt, kurz inkubiert und die Reaktion durch Inkubation fiir 90 s bei 90°C gestoppt. Durch anschlie-
Rende Zentrifugation fir 10 min bei 15.000 UpM (FA-45-24-11) bei RT wurden die Proteinaggregate entfernt, der
Uberstand mit 150 pl eiskaltem Isopropanol versetzt und die DNA bei -80°C fiir 20 min gefillt. Nach erneuter
Zentrifugation fiir 30 min bei 15.000 UpM (FA-45-24-11) bei 4°C wurde das Sediment mit 150 pl 70 %igem Etha-
nol fiir 10 min bei 15.000 UpM (FA-45-24-11) bei 4°C gewaschen. Das entstandene Pellet wurde unter Vakuum

getrocknet und in 30 - 50 pl RNaseA-haltiger Losung (0,2 mg/ml) resuspendiert.

Isolation von Plasmid-DNA aus E. coli — ,,Mini“- und ,Midi“-Plasmidisolation (Macherey-Nagel bzw. Qiagen)

Hochreine Plasmid-DNA wurde je nach benétigter Menge nach Herstellerangaben mit dem ,Plasmid DNA
Purification“-Kit (Macherey-Nagel) bzw. dem ,,Midi/Maxi Plasmid Purification“-Kit (Qiagen) isoliert. Die Plasmid-
DNA wurde in 50 - 75 pl H,0 resuspendiert. Bei Bedarf wurde vor Beginn der Isolation eine Gefrierkultur in

15 %igem Glycerin angelegt, die bei -80°C aufbewahrt wurde.

Isolation von Gesamt-RNA aus P. anserina und Synthese von cDNA

Zur lIsolation von Gesamt-RNA aus P. anserina wurden Myzelstlicke der zu untersuchenden Stamme drei Tage
auf M2-Festmedium (30 ml) mit Cellophan bei 27°C bzw. 24 Stunden vor der Isolation bei 37°C inkubiert. Das
gewachsene Myzel wurde in flissigem Stickstoff schockgefroren und durch Mérsern aufgeschlossen. Die Isolation
der Gesamt-RNA erfolgte mit dem ,,NucleoSpin® RNA Plant“-Kit (Macherey-Nagel) nach Herstellerangaben. Der
DNase-Verdau erfolgte dabei nicht wie im Protokoll vorgegeben auf der Sdule, sondern wurde in Lésung durch-

gefiihrt. AnschlieBend wurde die RNA mit dem ,,NucleoSpin® RNA Clean-up“-Kit (Macherey-Nagel) aufgereinigt.

Zur Analyse der RNA durch ,real-time RT-PCR“ wurde diese mit dem ,,iScript™ cDNA Synthesis“-Kit (Bio-Rad) nach
Herstellerangaben in cDNA umgewandelt. Dazu wurde maximal 1 pg RNA eingesetzt. Bevor die RNA in cDNA
umgeschrieben wurde, wurde zundchst Gberpriift, dass die isolierte RNA frei von DNA ist, da DNA das Ergebnis
der ,real-time RT-PCR" verfdlscht. Dazu wurde eine PCR mit der DNA-abhangigen DNA-Polymerase Tag und dem

Oligonukleotidpaar Porin-rt-for/Porin-rt-rev (vgl. Tabelle 12) durchgefiihrt. Als Matrize dienten je 50 ng RNA
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pro Probe. Als Positivkontrolle wurden 5 ng des Plasmids pPorin2 eingesetzt. Wahrend nach der anschlieRenden
gelelektrophoretischen Auftrennung und Farbung mit Ethidiumbromid bei der Positivkontrolle eine Bande von
~ 430 Bp GroRe detektierbar sein sollte, sollte bei den RNA-Proben kein Produkt sichtbar werden. Nur aus DNA-

freien RNA-Proben wurde cDNA synthetisiert.

Amplifikation von DNA (Polymerase-Kettenreaktion)

Zur schnellen Vervielfaltigung von DNA-Sequenzen wurde die Polymerase-Kettenreaktion (,,polymerase chain re-
action”, PCR) verwendet. Dabei amplifiziert eine DNA-abhangige DNA-Polymerase einen kurzen, durch Oligonu-
kleotide genau definierten Abschnitt einer DNA-Matrize. Zur Klonierung von PCR-Produkten wurde die DNA durch
die Phusion-Polymerase amplifiziert, fiir alle anderen Anwendungen wurde die Tag-Polymerase verwendet. Pro
Ansatz wurden als DNA-Matrize 2,5 ng Plasmid-DNA oder 1 pl reine Gesamt-DNA aus P. anserina eingesetzt. Die
Mengen an Puffer, MgCl,, dNTP-Mix und Oligonukleotiden richteten sich nach den empfohlenen Mengen der
Hersteller. Die Reaktion wurde in einem Thermocycler durchgefiihrt, wobei das PCR-Programm (Denaturierung,
Anlagerung, Elongation, Nachsynthese) ebenfalls nach den Angaben des jeweiligen Herstellers der Polymerase
verwendet wurde. Fir jedes Oligonukleotidpaar wurde in einem Vorversuch die optimale Anlagerungstempera-
tur ermittelt. Die amplifizierten PCR-Fragmente wurden durch Agarosegelelektrophorese liberprift und mit dem

,NucleoSpin® Extract I1“-Kit aufgereinigt.

Quantitative ,real-time (reverse Transkriptase)-PCR“ (,,real-time (RT)-PCR*)

Die quantitative ,real-time (RT)-PCR“ ist eine Methode zur Bestimmung der relativen Konzentration von Nu-
kleinsduren. Der im Reaktionsvolumen enthaltene Farbstoff ,SYBR Green” interkaliert in doppelstrangige DNA,
wodurch nach jedem Zyklus die Fluoreszenz des Farbstoffs als MaR fiir die Menge an doppelstrangiger DNA
bestimmt werden kann. Die Analyse wurde mit dem ,,iQ™ SYBR® Green Supermix“ (Bio-Rad) nach Herstelleranga-

ben in dem Gerat ,,MyiQ™2“ (Bio-Rad) durchgefihrt.

Dazu wurden zunéchst in Vorversuchen die optimale Anlagerungstemperatur und die optimale Konzentration
des Oligonukleotidpaares bestimmt (Tabelle 18). Die Anlagerungstemperatur wurde durch eine PCR mit einem
Temperatur-Gradienten mit der Tag-Polymerase untersucht. Zur Bestimmung der optimalen Oligonukleotid-Kon-
zentration wurde eine ,real-time RT-PCR" mit Oligonukleotid-Konzentrationen von 75 bis 900 nM in Triplikaten
durchgefiihrt. Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung der Ansatze wurde die Oligonukleotid-Konzentration
gewahlt, bei der viel spezifisches Produkt gebildet wurde, aber keine Oligonukleotid-Dimere entstehen. Dartiber
hinaus sollte die Standardabweichung des C(t)-Wertes des Tripletts (Anzahl der Zyklen, die nétig sind um ein be-

stimmtes Fluoreszenz-Niveau zu erreichen) gering sein, da dies eine gleichmaRige Reaktion spiegelt.
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Um die Effizienz des Oligonukleotidpaares PaMap-1876-for/PaMap-2114-rev zu ermitteln, wurde eine ,real-time
RT-PCR" mit verschiedenen Mengen an cDNA (20 ng, 40 ng, 60 ng und 80 ng) durchgefiihrt. Fiir das Oligonu-
kleotidpaar PaLsurtfor/PaLsurtrev wurde ebenfalls eine ,real-time PCR” mit verschiedenen Mengen an Matrize
durchgefiihrt, jedoch wurde statt cDNA Gesamt-DNA (1 ng, 5 ng, 25 ng, 50 ng, 75 ng und 100 ng) eingesetzt.
Normalerweise sollte die DNA-Menge mit jedem Zyklus verdoppelt werden, was jedoch in der Praxis nicht immer
der Fall ist. Der ermittelte C(t)-Wert wurde gegen die Verdiinnung aufgetragen und lber die Steigung der Regres-

sionsgeraden die Effizienz (E) fur das jeweilige Oligonukleotidpaar ermittelt:

E= 10»1/Steigung

Unter Beriicksichtigung der Effizienz des Oligonukleotidpaares und der C(t)-Werte der Analysen von PaMap und
PaPor, dem Referenzgen, bzw. PaLsu und dessen Referenzgen PaUdg, konnte die relative Expression von PaMap
bzw. PaLsu berechnet werden (Pfaffl 2001). Da die C(t)-Werte aus den Mittelwerten von je vier Wild- bzw. APalap-
Stammen gebildet wurden, wurden die Ratiowerte logarithmiert, der Mittelwert und die Standardabweichung

berechnet und diese Werte wieder delogarithmiert.

Tabelle 18: Parameter der Oligonukleotidpaare fiir eine ,,real-time RT-PCR".

PaPorin PaMap PaUdg PalLsu
Oligonukleotide Porin-rt-for PaMap-1876-for Udgrtfor PalLsurtfor

Porin-rt-rev PaMap-2114-rev Udgrtrev PalLsurtrev
Anlagerungstemperatur 60°C 65°C 61°C 57°C
Konzentration 900 nM 75 nM 300 nM 750 nM
(c)DNA-Menge 20 ng 40 ng 25 ng 25 ng
Effizienz 2,03 2,1 2,02 2,05

Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese dient zur groRenabhdngigen Auftrennung von DNA im elektrischen Feld. Dazu
wurden je nach FragmentgroRe 0,8 - 1,5 %ige TAE-Agarosegele verwendet. Die DNA-Proben wurden mit je 1/5 ih-
res Volumens 6x DNA-Ladepuffer versetzt und mit einem geeigneten GroRRenstandard aufgetrennt. Als Laufpuffer

diente 1x TAE-Puffer. Die Auftrennung erfolgte bei 80 V fiir 1,5 Stunden.

Nach der Auftrennung wurden die TAE-Agarosegele 20 min im Ethidiumbromidbad (1 pg/ml H,O) inkubiert. Die

gefarbten DNA-Banden wurden mit einem UV-Transilluminator detektiert und die Gelbilder digital abgespeichert.

Aufreinigung von DNA
Die Aufreinigung von DNA aus PCR-Ansatzen oder aus der Gelmatrix erfolgte mit dem ,NucleoSpin® Extract 11“-Kit
(Macherey-Nagel) nach Herstellerangaben. Zur Elution wurden 15 - 50 ul vorgewdrmter Elutionspuffer oder H,0

verwendet.
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Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren
Die Konzentrationsbestimmung von Oligonukleotiden, Plasmid-DNA, DNA-Fragmenten und RNA erfolgte durch
photometrische Messung nach Herstellerangaben (NanoDrop ND-1000). Zur Bestimmung der Konzentration von

Oligonukleotiden wurde die Absorption bei 260 nm gemessen und in die folgende Gleichung eingesetzt:

Konzentration [mol/I] = Absorption/Em A = Adenin-Nukleotide im Oligonukleotid
Em = molarer Extinktionskoeffizient T = Thymin-Nukleotide im Oligonukleotid
Em=Ax16.000 + T x9.600 + G x 12.000 + C x 7.000 G = Guanin-Nukleotide im Oligonukleotid

C = Cytosin-Nukleotide im Oligonukleotid

Die Konzentration von genomischer DNA wurde densitometrisch bestimmt. Dazu wurde 1 ul isolierte Gesamt-
DNA und 250 ng AHindlll-Marker auf einem 1 %igen TAE-Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Die Auswer-
tung erfolgte mit dem Programm ,Quantity One®‘ (Bio-Rad), wobei die Intensitdten der Banden des AHindllI-
Markers mit bekannter DNA-Konzentration mit denen der Proben verglichen und die Konzentration pro Mikroliter

berechnet wurde.

Sequenzierung von DNA
Die Sequenzierung von DNA wurde durch die Firma ,Scientific Research and Development GmbH*“ (SRD GmbH,
Bad Homburg) durch Kettenabbruchreaktion durchgefiihrt. Die Sequenzierreaktion enthielt dabei 300 ng der zu

sequenzierenden DNA und 5 pmol Oligonukleotid in einem Gesamtvolumen von 7 pl.

Restriktion von DNA
Die Restriktion von DNA wurde mit den jeweiligen Restriktionsendonukleasen in dem vom Hersteller empfoh-
lenen Puffer fiir 2 - 3 Stunden bzw. Giber Nacht bei 37°C verdaut. Dazu wurde normalerweise pro 1 ug DNA 5 U

Enzym eingesetzt.

Ligation von DNA

Fir die Ligation von kompatiblen DNA-Fragmenten durch die T,-DNA-Ligase wurden der Vektor und die Inser-
tionsfragmente im molaren Verhaltnis 1:4 oder 1:6 zusammengefiigt. Die Reaktion erfolgte in einem Volumen
von 10 pl mit 5 U T,-DNA-Ligase (iber Nacht bei 4°C. Durch anschlieBende Inkubation fiir 10 min bei 65°C wurde

die Ligase inaktiviert.
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Digoxigenin-Markierung von DNA-Fragmenten zur Herstellung von DNA-Sonden

Um DNA-Sequenzen in Southern Blot-Analysen detektieren zu kénnen, werden mit Digoxigenin (DIG) markierte
DNA-Fragmente (Sonden) benétigt. Das benotigte DNA-Fragment wurde durch Restriktion aus einem Plasmid ge-
wonnen. Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung wurde das Fragment aus einem Agarosegel ausgeschnit-
ten und mit dem ,NucleoSpin® Extract I1“-Kit (Macherey-Nagel) nach Herstellerangaben aufgereinigt. Daraufhin
wurde 1 pg des zu markierenden DNA-Fragments 10 min im kochenden Wasserbad denaturiert und sofort auf
Eis inkubiert. Nach dem Abkuhlen wurden 2 ul Hexanukleotidgemisch, 2 ul dNTP-Mix (,,DIG-DNA Labeling and
Detection“-Kit von Roche) und 2 pl Klenow-Fragment in einem Gesamtvolumen von 20 pl zugegeben. Die Markie-

rungsreaktion wurde nach 20 Stunden bei 37°C durch die Zugabe von 2 ul 0,2 M EDTA (pH 8) gestoppt.

Uberpriifung der Markierungseffizienz von DNA-Sonden (Spot-Blot)

Die Uberpriifung der Effizienz der DIG-Markierung der DNA-Sonde erfolgte durch Vergleich mit DIG-markierter
Kontroll-DNA. Dazu wurden definierte Mengen der Kontroll-DNA und der markierten Sonde auf eine Nylonmem-
bran aufgetragen und durch UV-Behandlung mit dem , UV-Stratalinker 1800“ (Stratagene) quervernetzt. Die De-
tektion der DNA-Fragmente erfolgte wie bei der Southern Blot-Analyse, wobei als Farbsubstrat NBT/X-Phosphat
verwendet wurde. Nach 1 - 3stiindiger Inkubation im Dunkeln wurden die Intensitdten der Farbung der DIG-

markierten Kontroll-DNA mit der der neu hergestellten Sonde verglichen.

Transfer von DNA (Southern Blot)

Von der zu untersuchenden DNA wurden 500 - 1.000 ng mit einer geeigneten Restriktionsendonuklease tiber
Nacht bei 37°C verdaut. Vor der elektrophoretischen Auftrennung wurde jede Probe 30 min mit 0,5 pul RNaseA-
haltiger Losung (0,2 mg/ml) bei 37°C schittelnd inkubiert. Nach der Auftrennung der Proben zusammen mit DIG-
markiertem AHindlll Marker mit TAE-Agarosegelen wurde die DNA durch Vakuum (etwa 50 mbar) auf eine auf
die entsprechende GroRe zugeschnittene, mit 2x SSC befeuchtete Nylonmembran (Hybond-N von GE Healthcare)
transferiert. Dazu wurde die DNA zunichst durch Uberschichtung des Agarosegels mit 0,25 N HCl und 20mi-
nitiger Inkubation depuriniert. Daraufhin wurde das Agarosegel mit Denaturierungslosung Gberschichtet und
erneut 20 min inkubiert, wodurch die DNA-Strange voneinander getrennt werden. Zur Neutralisierung wurde das
Gel weitere 20 min mit Neutralisierungspuffer Gberschichtet. Darauf folgte der Transfer der DNA auf die Nylon-
membran, wozu das Agarosegel mit 20x SSC Uberschichtet und etwa 1,5 Stunden inkubiert wurde. Nach dem
Transfer wurde die Membran kurz in 2x SSC inkubiert und luftgetrocknet. Dann wurde die DNA durch beidseitige
UV-Bestrahlung der Nylonmembran (,,UV-Stratalinker 1800“ von Stratagene, 120 mJ) quervernetzt. AnschlieRend

wurde die Membran direkt hybridisiert oder bei RT gelagert.
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Hybridisierung und Detektion von DNA-Sequenzen

Die Hybridisierung der durch Southern Blot erhaltenen Nylonmembran mit einer DIG-markierten Sonde erfolgte
in Hybridisierungsrohren. Dazu wurde die Membran zundchst fir 1 Stunde in 6x SSC mit 0,5 % ,,Blocking“-Reagenz
bei RT im Hybridisierungsofen inkubiert. Darauf folgte eine 3stlindige Prahybridisierung bei 55°C in 15 ml DIG-
Hybridisierungspuffer mit 1/100 Vol. Heringssperma-DNA. Die Heringssperma-DNA wurde zuvor im kochenden
Wasserbad 10 min denaturiert und sofort auf Eis gelagert. Die Hybridisierung der DNA mit der DIG-markierten
Sonde wurde tGber Nacht bei 55°C in DIG-Hybridisierungspuffer mit 1/100 Vol. denaturierter Heringssperma-DNA
und 25 ng/ml denaturierter Sonde durchgefihrt. Nach Abschluss der Hybridisierung wurde die Membran zur Ent-
fernung unspezifisch gebundener DNA-Sonde zwei Mal 5 min in je 15 ml 2x SSC mit 0,1 % SDS bei RT und anschlie-
Rend zwei Mal 15 min in 0,1x SSC mit 0,1 % SDS bei 68°C gewaschen. Darauf folgte die Detektion der gebundenen
DIG-markierten Sonde. Dazu wurde die Membran zundchst 5 min in DIG-Waschpuffer und anschlieBend 30 min in
DIG-Puffer 2 bei RT inkubiert. Dieser wurde durch 10 ml DIG-Puffer 2 mit DIG-Antikorper-Konjugat (Anti-DIG~AP)
ersetzt und weitere 30 min bei RT inkubiert. Darauf folgten drei 10minitige Waschschritte in DIG-Waschpuffer
bei RT. AnschlieBend wurde die Membran kurz in DIG-Puffer 3 dquilibriert, auf eine Einschweil¥folie gelegt und
mit 500 pl Substratlésung (1:100 CSPD in DIG-Puffer 3) Giberschichtet. Nach kurzer Einwirkzeit von 1 - 2 min wur-
de die CSPD-Substrat-Losung ausgestrichen, die Nylonmembran eingeschweilft und 15 min bei 37°C im Dunkeln
inkubiert. AnschlieRend wurde die Nylonmembran fiir 1 - 4 Stunden auf einem Réntgenfilm in einer Rontgenfilm-

kassette exponiert. Der Rontgenfilm wurde durch den Filmentwickler ,,Protec 45 compact” (Protec) entwickelt.

Um die Nylonmembran mit einer weiteren DIG-markierten Sonde zu hybridisieren, wurde die gebundene Sonde
nach der Detektion entfernt. Dazu wurde die Nylonmembran zundchst 5 min mit H,O bei RT in einer Hybridisie-
rungsrohre gewaschen. Darauf folgten zwei Inkubationen fur je 10 min bei 37°Cin 0,2 N NaOH mit 0,1 % SDS und

zwei Mal 15 min bei 37°C in 2x SSC. AnschlieRend konnte die Nylonmembran erneut prahybridisiert werden.

3.2.4 Protein-spezifische Methoden

Isolation von mitochondrialen Proteinen aus Podospora anserina

Die Isolation von Mitochondrien wurde nach dem von Gredilla et al. (Gredilla et al. 2006) veroffentlichten Pro-
tokoll durchgefiihrt. Allerdings wurde die resuspendierte mitochondriale Fraktion nach dem letzten Zentrifu-
gationsschritt auf einen Saccharosegradienten aufgetragen. Dieser bestand aus 4 ml einer 50 %igen, 4 ml einer
36 %igen und 2 ml einer 20 %igen Saccharoseldsung, die vorsichtig in Ultrazentrifugationsréhrchen pipettiert
wurden. Durch Ultrazentrifugation (15 min, 25.000 UpM, 4°C, TH641) wurden die Vakuolen von den Mitochon-
drien getrennt und die mitochondriale Bande vollstandig in ein SS34-Rohrchen lberfiihrt. Die Rohrchen wurden

zu 2/3 mit BSA-freiem Mitochondrien-Isolationspuffer aufgefllt und fiir 20 min bei 11.500 UpM (Sorvall SS34)
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bei 4°C zentrifugiert. Die sedimentierten Mitochondrien wurden in 50 - 300 pl BSA-freiem Mitochondrien-Isola-
tionspuffer resuspendiert, die Proteinkonzentration bestimmt und aliquotiert. Daraufhin wurden die Mitochon-
drien erneut sedimentiert (10 min, 11.000 UpM, FA-45-24-11, 4°C), der Uberstand abgenommen und die Pellets

bei -80°C gelagert.

Zur Analyse von Proteinmodifikationen wurden dem Mitochondrien-Isolationspuffer 50 mM DTT zugegeben. Fir
Western Blot-Analysen und zur Untersuchung der mitochondrialen Atmungskettenkomplexe wurde der Puffer

mit 5 mM des Proteaseinhibitors e-Aminocapronsaure versetzt.

Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Die Proteinkonzentration wurde mit dem Roti-Nanoquant-Reagenz (Roth) nach dem Prinzip von Bradford be-
stimmt (Bradford 1976). Dabei wurde eine Eichgerade mit O ug, 5 ug, 10 ug und 20 ug BSA in 190 pl H,O erstellt.
Zu jedem Ansatz wurden daraufhin 10 ul des Puffers und 800 pl einer 1:5-Verdiinnung des Roti-Nanoquant-Rea-
genz gegeben und die Extinktion der Proben bei 450 nm und 590 nm photometrisch bestimmt. Freies Coomassie
Blue absorbiert bei 470 nm, wahrend Protein-gebundenes Coomassie bei 595 nm absorbiert. Aus den Quotienten

der beiden Werte kann durch lineare Regression eine Eichgerade erstellt werden.

Zur Bestimmung der Protein-Konzentration mitochochondrialer Proteinextrakte wurden je 2 ul Probe mit 8 pl
Puffer und 190 pl H,0 verdinnt. Dies wurde mit 800 pl des verdiinnten Roti-Nanoquant-Reagenz vermischt und
die Absorption gemessen. Durch die Eichgerade kann mit dem erhaltenen Quotienten die Proteinkonzentration

der Probe ermittelt werden.

Denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

Zur Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht wurden monophasische 10, 12 oder 12,5 %ige
Glycin-SDS-Polyacrylamidgele bzw. biphasische 10 und 16 %ige Polyacrylamidgele verwendet (Tabelle 5 und 6).
Die Auftrennung erfolgte im ,Mini-Protean® II“-Elektrophorese-System (Bio-Rad) nach Herstellerangaben. Die

Polyacrylamid-Sammelgele enthielten immer 4 % Acrylamid.

Fur die Analysen wurden zwischen 30 und 100 pg mitochondriale Proteine mit 5x SDS-Ladepuffer versetzt und
10 min bei 95°C im Heizblock denaturiert. Anschliefend wurden die Proben auf Eis abgekihlt, kurz abzentrifu-
giert und in die Taschen des Sammelgels pipettiert. Zusatzlich wurden auf jedes Gel 1,5 pl des Markers ,,Page
Ruler Prestained Protein Ladder #SM0671“ (MBI Fermentas) aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte mit 1x SDS-
Laufpuffer bei 100 V bis die Bromphenolblau-Front des Ladepuffers am unteren Ende des Gels austrat. Daraufhin
wurde das Gel entweder fiir Western Blot-Analysen verwendet oder in Gorg-Coomassie-Farbeldsung gefarbt. Die

Entfarbung erfolgte abwechselnd in Gérg-Coomassie-Entfarbelésung und H,O.
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Zur Analyse der Carbonylierung mitochondrialer Proteine wurden die Carbonlygruppen der Proteine vor der
gelelektrophoretischen Auftrennung nach Herstellerangaben (Millipore) mit DNPH derivatisiert. Pro Probe wur-

den 20 pg Protein eingesetzt. Nach der Derivatisierung wurden die Proben direkt aufgetragen.

Transfer (Western Blot) und Immunodetektion von Proteinen

Der Transfer von Proteinen aus denaturierenden SDS-Polyacrylamidgelen auf eine PVDF-Membran (Millipore)
erfolgte nach dem ,wet/tank-blot“-Verfahren in der Western Blot-Apparatur ,Mini-Protean® |1 (Bio-Rad) nach
Herstellerangaben. Dazu wurde eine PVDF-Membran auf die GroRe des Gels zugeschnitten, 1 min in Methanol
aktiviert und anschlieRend zusammen mit dem SDS-Polyacrylamidgel in Blotpuffer dquilibriert. Daraufhin wurde
die Apparatur nach Herstellerangaben zusammengebaut und die Proteine in Blotpuffer fiir 70 min bei 100 V und
4°C transferiert. Nach dem Transfer wurde die Membran fir 1 min in Methanol fixiert und anschlieBend in H,0
rehydriert. Danach wurde sie entweder in 1x PBS bei 4°C gelagert oder 1 Stunde schittelnd bei RT in Odyssey-
Blocking-Puffer (LI-COR® Biosciences) inkubiert. Nachdem die Membran abgesattigt war, wurde sie Uber Nacht
bei 4°C mit 10 ml einer Erstantikérperlosung (Tabelle 16) schiittelnd inkubiert. Die Waschschritte und die Inkuba-
tion mit dem Sekundarantikorper erfolgten nach Herstellerangaben (LI-COR® Biosciences). Zur Detektion wurde

das ,,Odyssey Infrared Imaging System” (LI-COR® Biosciences) verwendet.
Blau-native Polyacrylamid-Gelelektrophorese (BN-PAGE)

Die blau-native PAGE dient zur Auftrennung mitochondrialer Proteinkomplexe und wird haufig zur Analyse von
Membranproteinen verwendet. Zur Auftrennung wurden 4 - 13 %ige Gradientengele (10 x 15 cm) mit einem
Gradientenmischer bei 4°C gegossen und nach der Polymerisation bei RT mit einem 3,5 %igen Sammelgel tber-

schichtet (Tabelle 7; Wittig et al. 2006).

Vor der Auftrennung der mitochondrialen Proteine wurden die Membranproteine mit Digitonin im Verhéltnis 3 g
Digitonin pro g Protein solubilisiert. Dazu wurden je 100 ug Proteinpellet in 27 ul Solubilisierungspuffer resuspen-
diert, mit 3 pl 10 %igem Digitonin vorsichtig vermischt und 30 min auf Eis inkubiert. Daraufhin wurden die Proben
30 min bei 15.000 UpM (FA-45-24-11) bei 4°C zentrifugiert und der Uberstand mit den solubilisierten Komplexen
vollstindig in ein neues 1,5 ml-ReagiergefaR tiberfiihrt. Der Uberstand wurde mit 3,5 pl 50 %igem Glycerin und
1,5 ul 5 %igem Coomassie versetzt und auf das Gel aufgetragen. Ein Marker wurde nicht aufgetragen, da sich das
Laufverhalten membrangebundener Proteinkomplexe von dem der in Markern enthaltenen 16slichen Proteine

unterscheidet.

Die gelelektrophoretische Auftrennung erfolgte mit dem Elektrophorese-System , Protean® I1“ (Bio-Rad) bei 4°C.
Als Kathodenpuffer wurde zunachst Kathodenpuffer B mit 0,02 % Coomassie Blue verwendet, wahrend der Ano-

dentank mit Anodenpuffer befiillt wurde. Die Auftrennung erfolgte zunachst fiir 1 - 1,5 Stunden bei einer Span-
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nung von 100 V. Sobald die Proben deutlich aus den Taschen gewandert waren, wurde die Spannung auf 500 V bei
einer Stromstarke von 15 mA pro Gel erhéht. Nachdem die Proben etwa die Halfte des Gels durchwandert hatten,
wurde der Kathodenpuffer B aus dem Kathodentank abgesaugt und durch Kathodenpuffer B/10 mit 0,002 %
Coomassie Blue ersetzt. Die Auftrennung wurde gestoppt sobald die Coomassie-Front am unteren Ende des Gels
austrat. Daraufhin wurde das Gel kurz in H,0 gespdlt und ber Nacht in Gérg-Coomassie-Farbelosung geférbt.
Nach der Entfarbung des Gels, die abwechselnd mit H,0 und Gérg-Coomassie-Entfarbelésung erfolgte, wurde
dieses auf einem Leuchttisch fotografiert und densitometrisch mit dem Programm ,Quantity One® (Bio-Rad)
ausgewertet. Zur in-gel-Farbung der Komplexe | und IV der Atmungskette wurde das ungefarbte Gel zwischen den

Glasplatten liber Nacht bei 4°C in Frischhaltefolie aufbewahrt.

in-gel-Farbung von Komplex | und Komplex IV der Atmungskette

Die in-gel-Farbungen von Komplex | und Komplex IV erfolgten nach Jung et al. (Jung et al. 2000).

Nachweis der NADH-Dehydrogenase-Aktivitat (Komplex 1)
Zum Nachweis der Aktivitdt von NADH-Dehydrogenasen wie Komplex | der mitochondrialen Atmungskette wurde
das Gel schiittelnd in Komplex I-Farbelésung im Dunkeln inkubiert. Durch die Aktivitat der NADH-Dehydrogenase
(N-Modul, Brandt 2006) wird das zugegebene NADH zu NAD* oxidiert und NBT?" in violettes Formazan (NBT)
umgewandelt. Das Gel wurde dabei in Abstdnden von 15 min auf einem Leuchttisch fotografiert. Zur densitome-
trischen Auswertung der im RGB-Format digitalisierten Abbildung wurden nur der Rot- und Griin-Kanal beriick-

sichtigt und das Gel mit dem Programm ,Quantity One®‘ (Bio-Rad) ausgewertet.

Nachweis der Him-Gruppen der Cytochrom c-Oxidase (Komplex IV)
Die Untersuchung der ,Aktivitdt’ der Cytochrom c-Oxidase beruht auf einer Hdim-Farbung mit Diaminobenzidin
(DAB). Dieses wird in Bereichen mit Komplex IV mit intakten Hdmen zu einem brdunlichen Farbstoff oxidiert.
Dazu wurde das Gel schittelnd in Komplex IV-Farbeldsung im Dunkeln inkubiert und in Abstanden von 15 min auf
einem Leuchttisch fotografiert. Die densitometrische Auswertung der im RGB-Format digitalisierten Abbildungen
erfolgte mit dem Programm ,Quantity One®‘ (Bio-Rad), wobei nur der Rot- und Griin-Kanal bertcksichtigt wur-

den.

Photometrische Bestimmung der Aktivitdt von Komplex |

Die Messung der katalytischen Aktivitdt von Komplex | erfolgte nach dem Protokoll von Tocilescu et al. (Tocilescu
et al. 2007). Dazu wurde die Oxidation von NADH in Gegenwart des Komplex |-spezifischen Elektronenakzeptors
Hexamineruthenium(lll)chlorid (HAR; Sled & Vinogradov 1993) bzw. des Komplex I-spezifischen Substrats dNADH

mit dem Elektronenakzeptor n-Decyl-Benzochinon (DBQ) untersucht (SPECTRAmax PLUS®**, Molecular Devices).
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Aus der Abnahme der Extinktionsdifferenz (E E, ) mit der Zeit wurde die Steigung der Geraden ermittelt. Da-

340 ~ 400

bei wurde fiir NADH und dNADH ein Extinktionskoeffizient () von 6,22 mM*cm™ zugrundegelegt.

Die Bestimmung der NADH:HAR-Oxidoreduktase-Aktivitdt wurde in HAR-Puffer mit 200 uM NADH und 2 mM HAR
bei 27°C durchgefiihrt. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von 50 pug mitochondrialer Proteine (2,5 mg/ml in
BSA-freiem Mitochondrien-Isolationspuffer) gestartet (Endvolumen 200 pul). Die NADH:HAR-Aktivitat dient zur

Abschatzung des Komplex I-Gehalts der Probe.

Fir die Messung der katalytischen Komplex I-Aktivitat wurde dNADH als Elektronendonor und das Ubichinon-
Analog DBQ als Elektronenakzeptor verwendet. Durch Zugabe von 2-n-Decylchinazolin-4-yl-amin (DQA) wird die
Aktivitdat von Komplex | inhibiert. Daher wurde zunachst die dNADH:DBQ-Oxidoreduktase-Aktivitdt und daraufhin
die Aktivitat in Gegenwart von DQA bestimmt. Dazu wurden 70 uM DBQ vorgelegt und die Messung durch Zuga-
be von DBQ-Puffer mit 100 uM dNADH und 100 pg mitochondrialen Proteinen (5 mg/ml in BSA-freiem Mitochon-
drien-Isolationspuffer) gestartet (Endvolumen 200 pl). Zur Bestimmung der Aktivitat in Gegenwart des Inhibitors
DQA wurden 70 uM DBQ und 20 uM DQA vorgelegt und erneut mitochondriale Proteine in DBQ-Puffer mit AINADH
zugegeben. Die Aktivitdt mit DQA wird von der DBQ-Aktivitdt abgezogen und spiegelt den Inhibitor-sensitiven Teil

der Komplex I-Aktivitdt. Normiert wurde dieser Wert auf den Komplex I-Gehalt (NADH:HAR-AKktivitdt) der Probe.

2D-DIGE
2D-DIGE (,,2-dimensional difference gel electrophoresis”) ist eine auf 2D-PAGE basierende Methode zur Untersu-
chung differenziell gebildeter Proteine, bei der durch die Verwendung von Fluoreszenzfarbstoffen zwei Proben

in einem Ansatz analysiert werden kénnen. Die Durchfihrung erfolgte nach Herstellerangaben (GE Healthcare).

Zur Vorbereitung der Proben wurden je 100 ug sedimentierte mitochondriale Proteine in 20 ul DIGE ,,/labeling”-
Puffer resuspendiert und 30 min auf Eis inkubiert. Nach der Zentrifugation fiir 10 min bei 22.000 g bei 4°C wurde
der Uberstand in ein neues 1,5 ml-ReagiergefaR Giberfiihrt. 10 pl jeder Probe (50 pg) wurden zur Markierung mit
den Cy-Farbstoffen verwendet, 5 pl der Probe (25 pg) wurden fir den internen Standard zusammengegeben, und

die restlichen 5 pl jeder Probe wurden fiir das praparative Gel zur Identifizierung der Proteine vereinigt.

Vor Beginn der Markierung der zu vergleichenden Proben wurden die Cy-Farbstoffe (,,cyanine dye“; ,CyDye
DIGE Fluor, minimal labeling“-Kit, GE Healthcare) zunachst auf RT dquilibriert (~ 5 min) und abzentrifugiert (30 s,
22.000 g, RT). Daraufhin wurde von den Farbstoffen Cy2, Cy3 und Cy5 jeweils eine Arbeitslosung hergestellt. Dazu
wurden 6,2 pl wasserfreies DMF zugegeben und 30 s bei 22.000 g bei RT zentrifugiert, sodass die Konzentration
der Farbstoffe 323 pmol/ul betrug. Daraufhin wurden 6 pl Cy2 zu dem den internen Standard bildenden Mix ge-
geben, vorsichtig gemischt und 30 min im Dunkeln im Eisbad inkubiert. Die Proben wurden mit jeweils 1 ul Cy3

bzw. Cy5 versetzt, ebenfalls vermischt und 30 min im Dunkeln im Eisbad inkubiert. Zur internen Kontrolle wur-
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den drei der sechs Wildstammproben mit Cy3 und die anderen drei mit Cy5 markiert, wahrend die Proben der
APalap-Stamme, von denen jeweils eine mit einer Wildstammprobe verglichen werden sollte, mit dem jeweils
anderen Farbstoff markiert wurde (,,dye-flip“). Die Markierungsreaktion des Cy2-Ansatzes wurde mit 6 pl DIGE
,Stop“-Losung beendet, wahrend die der Cy3- bzw. Cy5-Ansatze mit je 1 ul DIGE ,,stop“-Losung abgebrochen wur-
den. Nach 10minitiger Inkubation auf Eis im Dunkeln wurden die Proben 30 s bei 22.000 g bei RT zentrifugiert

und Uber Nacht bei -20°C aufbewahrt.

Die Auftrennung in der ersten Dimension (isoelektrische Fokussierung, IEF) der Proteine erfolgte mit 24 cm lan-
gen ,Immobiline™ DryStrips pH 3-10 NL“ (GE Healthcare) in einer Keramikschale mit dem Fokussierungssystem
,Ettan IPGphor” (GE Healthcare) nach Herstellerangaben. Dazu wurden die Proben zunéachst auf Eis aufgetaut
und die Proteine der zu vergleichenden Stamme zusammenpipettiert. Zu jedem Probenparchen wurden je 10 pl
des mit Cy2-markierten internen Standards gegeben und alle sechs Proben mit je 60 pul Rehydrierungspuffer ver-
setzt. Daraufhin wurden die Gber Nacht bei RT in einer Quellkassette mit je 450 ul Rehydrierungspuffer rehydrier-
ten IPG-Streifen in der Keramikschale platziert und an den Enden mit wassergetrankten Filterpapieren bedeckt.
Die Proben wurden nach der ,cup-loading“-Methode an der Anodenseite des IPG-Streifens aufgetragen und die
Streifen mit diinnfliissigem Paraffin iberschichtet. Die IEF erfolgte bei 20°C im Dunkeln bis zum Erreichen von
etwa 47.000 - 50.000 Volt-Stunden unter den in Tabelle 19 dargestellten Bedingungen. Pro Streifen wurde eine

Stromstarke von 75 YA angelegt.

Tabelle 19: Protokoll der isoelektrischen Fokussierung.

Schritt Betriebsart Spannung (V) Zeit (Stunden)
1 »Step and hold“ 150 3

2 »Step and hold“ 300 3

3 Gradient 1.000 10

4 Gradient 8.000 3

5 ,Step and hold“ 8.000 5

Nach Abschluss der Fokussierung wurden die Gelstreifen dquilibriert. Dazu wurden sie zundchst 15 min bei
RT im Dunkeln mit Aquilibrierungspuffer mit DTT inkubiert und anschlieBend 15 min bei RT im Dunkeln mit

Aquilibrierungspuffer mit IAA. Daraufhin folgte die Auftrennung in der zweiten Dimension.

Flr die Auftrennung der Proteine nach ihrem Molekulargewicht wurden 12,5 %ige Glycin-SDS-Polyacrylamidgele
verwendet, die mit dem ,Ettan DALTtwelve Gel Caster” (GE Healthcare) gegossen wurden (Tabelle 6). Die dquili-
brierten IPG-Streifen wurden mit je einem Filterpapier mit 5 pl des Markers ,PageRuler Prestained Protein Ladder
#SMO0671“ (MBI Fermentas) auf die Polyacrylamid-Trenngele gelegt und mit 2 ml Agarose-Dichtung verschlossen.
Die Elektrophorese erfolgte mit der ,Ettan DALTtwelve Separation Unit“ (GE Healthcare) mit 1x SDS-Laufpuffer
in der unteren Pufferkammer und 2x SDS-Kathodenpuffer in der oberen Kammer bei 20°C. Die Proben wurden

zundchst flr eine Stunde bei 0,5 W/Gel und anschlieBend 16 Stunden bei 1,5 W/Gel aufgetrennt.
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Im Anschluss an die elektrophoretische Auftrennung wurden die Gele aus der Laufkammer entnommen, mit H,0
abgewaschen und bei 4°C gelagert. Vor dem Scannen der Gele mit dem Laserscanner ,Typhoon 9400“ (Amersham
Biosciences) wurden die Glasplatten erneut mit H,0 und Ethanol gereinigt. Die drei verwendeten Fluoreszenz-

farbstoffe wurden nacheinander angeregt.

Tabelle 20: Absorptions- und Emissionsmaxima der verwendeten Fluorophore. Die Angaben zu den Absorptions- und Emis-
sionseigenschaften der Fluoreszenzfarbstoffe wurden dem ,Typhoon: User’s Guide v3.0 for Microsoft Windows‘ (Amersham

Biosciences) entnommen.

Fluorophor Absorptionsmaximum (nm) Emissionsmaximum (nm)
Cy2 489 506
Cy3 550 570
Cy5 649 670

Fir jedes verwendete Fluorophor wird ein separates Bild erstellt und gespeichert. Bei einem Vor-Scan mit ei-
ner Auflésung von 1.000 um pro Pixel wurden die Scan-Parameter Uberprift. Der Photoelektronenvervielfacher
(,ohotomultiplier tube“, PMT) wurde auf 600 V eingestellt und der Fokus auf 3 mm. Je nach Signalstarke wurde
der PMT angepasst. Der Haupt-Scan wurde mit einer Auflésung von 100 um pro Pixel durchgefiihrt. Die Auswer-
tung der Daten erfolgt mit dem Programm ,DeCyder™' (GE Healthcare) nach Herstellerangaben. Die einzelnen
,Proteinspots’ wurden mit dem internen Standard normalisiert und statistisch ausgewertet (T-Test). ,Protein-
spots’, die in den analysierten Wild- und APalap-Stammen signifikant (p < 0,05) differenziell exprimiert wurden,
und deren Mengen sich um mindestens 20 % unterschieden, wurden aus dem Silber-gefarbten praparativen
Gel ausgeschnitten und massenspektrometrisch durch das ,Labor Redox-Proteomics’ (AK Brandt, Molekulare

Bioenergetik, Frankfurt) analysiert.

Silberfarbung

Die Silberfarbung von Polyacrylamidgelen ist eine sehr sensitive Farbemethode, durch die auch geringe Pro-
teinmengen detektiert werden kénnen. Zur Farbung des praparativen Gels der 2D-DIGE-Analyse wurde eine fiir
MALDI-MS geeignete Methode verwendet. Das Protokoll basiert auf Blum et al. (Blum et al. 1987) und wurde
nach Rais et al. (Rais et al. 2004) modifiziert. Dazu wurden die Proteine zundchst 30 min schittelnd bei RT in 50 %
(v/v) Methanol mit 10 % (v/v) Essigsaure fixiert und gefallt. Darauf folgten zwei Waschschritte fir jeweils 30 min
in H,0 bevor das Gel fiir 30 min in 0,005 %iger (w/v) Natriumthiosulfatlésung sensibilisiert wurde. AnschlieBend
wurde das Gel 30 min in einer 0,1 %igen (w/v) Silbernitratlésung inkubiert, wobei sich die Silberionen an nega-
tiv geladene Seitenketten anlagern. Vor der Entwicklung wurde (iberschiissiges Silber durch kurzes Spilen der
Geloberfléche entfernt. Die Entwicklung erfolgte in 0,036 % (v/v) Formaldehyd mit 2 % (w/v) Na,CO, fir wenige
Minuten. Durch die Zugabe von alkalischem Formaldehyd werden die Silberionen zu elementarem Silber redu-
ziert und als schwarze Stellen sichtbar. Die Reaktion wurde durch 15minitige Inkubation in 50 mM EDTA (pH 8)

gestoppt.

58



Material und Methoden

ICAT

ICAT (,isotope-coded affinity tag”) ist eine Gel-freie Methode zur Analyse komplexer Proteingemische. Die Durch-
fihrung des ,Cleavable ICAT® Reagent Kit for Protein Labeling” erfolgte nach Herstellerangaben (Applied Bio-
systems). Dabei werden die Proteine an Cystein-Seitenketten durch kovalente Bindung mit dem ICAT-Reagenz
markiert, welches aus drei Elementen besteht. Durch die reaktive Gruppe (lodoacetamid) wird das ICAT-Reagenz
kovalent mit dem Protein verbunden. Darauf folgt ein Isotop-markierter Bereich (C, H,_N.O.), wobei das schwere
Reagenz 3C beinhaltet und das leichte '?C. Die Isotop-markierten Bereiche verhalten sich chemisch identisch,
jedoch fihrt die Markierung zu einem Masseunterschied von 9 Dalton pro Cystein. Dieser Unterschied erlaubt
einen massenspektrometrischen Vergleich von mit dem schweren und dem leichten Reagenz markierten Pepti-
den zweier Proben. Der Isotop-markierte Bereich ist Giber ein trennbares Verbindungsstiick an Biotin gekoppelt,
wodurch die Peptide durch Affinitatsreinigung angereichert werden kénnen. Durch die Analyse der markierten
Peptide der Proteine hat die ICAT-Methode gegentiber der klassischen 2D-PAGE den Vorteil, dass sowohl Proteine

mit extrem sauren oder basischen isoelektrischen Punkten, Proteine mit sehr hohem oder sehr geringem Mole-

kulargewicht, selten vorkommende Proteine und membrangebundene Proteine besser vertreten sind.

Zur Analyse der mitochondrialen Proteome vom Wild- und APalap-Stamm wurden je 100 ug sedimentierte mito-
chondriale Proteine auf Eis mit 40 pl frischem Denaturierungsreduzierungspuffer versetzt und durch 1minitiges
Mischen (Vortex) und 10mindtige Sonifizierung im Wasserbad resuspendiert. Daraufhin wurden die Proben kurz

zentrifugiert, 20 min bei 55°C inkubiert, erneut kurz zentrifugiert und auf Eis gehalten.

Wahrenddessen wurden je eine Ampulle ,Cleavable ICAT Reagent Light” und ,Cleavable ICAT Reagent Heavy”
bei RT aufgetaut und kurz abzentrifugiert. Die Reagenzien wurden in je 20 ul Acetonitril durch kurzes Mischen
(Vortex) gelost, kurz abzentrifugiert und mit je 40 pl 50 mM Tris-Puffer (pH 8,5) versetzt. Daraufhin wurden die zu
markierenden Proteine vollstandig zu den Reagenzien gegeben. Die Proteine des Wildstamms wurden mit dem
leichten Reagenz inkubiert, die des APalap-Stamms mit dem schweren Reagenz. Die Ansatze wurden zwei Mal
kurz gemischt (Vortex) und abzentrifugiert, und bei RT inkubiert. Nach 2 Stunden wurden je 10 ul DTT-Losung
zugegeben, kurz gemischt, abzentrifugiert und eine Stunde bei RT inkubiert. Daraufhin wurden die Ansatze ver-
einigt und Trypsin zugegeben. Dazu wurden 4 pg Trypsin mit 220 pl 50 mM Tris-Puffer (pH 8,5) versetzt, gemischt
(Vortex) und abzentrifugiert. Nach der Zugabe zu den markierten Proteinen wurde der Ansatz ebenfalls gemischt,

kurz abzentrifugiert und tiber Nacht bei 37°C inkubiert.

Darauf folgte die Aufreinigung der Peptide. Dazu wurde zunachst der Trypsin-Verdau durch die Zugabe von 20 pl
reiner Ameisensaure gestoppt. Der Ansatz wurde kurz gemischt, abzentrifugiert und der pH-Wert mit 1 pl der
Suspension Uberprift. Dieser sollte < 3 sein und bei Bedarf mit mehr Ameisensdure angepasst werden. Daraufhin

wurde eine C18-Kartusche mit 2x 100 pl reinem Acetonitril aquilibriert und der Ansatz zwei Mal durch die Saule
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gegeben. Die Kartusche wurde mit 2x 1 ml C18-Puffer A gewaschen und die Peptide mit 2x 100 pl C18-Puffer B

in ein 1,5 ml-Reagiergefal eluiert. Die eluierten Peptide wurden unter Vakuum fiir etwa 2 Stunden getrocknet.

Wahrenddessen wurde die Avidin-Kartusche zur Anreicherung der markierten Peptide vorbereitet. Dazu wurde
die Saule nach Herstellerangaben (Applied Biosystems) mit den beigefiigten Puffern aktiviert. Daraufhin wurden
die getrockneten Peptide in 500 pl , Affinity Buffer-Load” und 500 pl H,0 geldst. Der pH sollte bei 7 liegen und bei
Bedarf mit ,Affinity Buffer-Load” angepasst werden. Nach kurzem Mischen und Zentrifugieren wurden die gelGs-
ten Peptide langsam (1 Tropfen/Sekunde) auf die Sdule gegeben. Der Durchfluss wurde aufgefangen und enthélt
unmarkierte Peptide. Zur weiteren Entfernung nicht-markierter Peptide wurden 500 pl , Affinity Buffer-Load”
injiziert und der Durchfluss ebenfalls gesammelt. Um die Salzkonzentration zu reduzieren wurden 500 pl ,, Affinity
Buffer-Wash 1“ injiziert, gefolgt von 500 ul , Affinity Buffer-Wash 2“ und 1 mI H,O. Die Elution der markierten Pep-
tide erfolgte mit 800 pl ,, Affinity Buffer-Elute”. Dazu wurden zunéchst langsam (1 Tropfen/Sekunde) 50 ul des Puf-
fers injiziert und das Eluat verworfen. Daraufhin wurden die restlichen 750 pl injiziert und das Eluat aufgefangen.

Dieses wurde gemischt, kurz zentrifugiert, unter Vakuum fiir 1 - 2 Stunden getrocknet und bei -20°C aufbewahrt.

Zuletzt wurde Biotin von den markierten Peptiden getrennt. Dazu wurden die getrockneten Peptide in 95 ul
Reagenz A und 5 pl Reagenz B (Applied Biosystems) gel6st, gemischt, abzentrifugiert und 2 Stunden bei 37°C auf
dem Thermomixer inkubiert. Nach erneuter kurzer Zentrifugation wurden die Peptide fir 30 - 60 min unter Va-
kuum getrocknet. Die massenspektrometrische Analyse der markierten Peptide erfolgte durch das ,Labor Redox-

Proteomics’ (AK Brandt, Molekulare Bioenergetik, Frankfurt).

Erstellung des Homologiemodells

Zur Analyse der moglichen raumlichen Strukturen von PalAP und YME1 wurde in-silico jeweils ein molekulares
Homologiemodell erstellt. Dies erfolgte mit Hilfe der durch Réntgenkristallographie aufgeklarten Struktur des |6s-
lichen Teils des Homologs FtsH aus dem hyperthermophilen Bakterium Theromotoga maritima (Bieniossek et al.
2006; PDB-Code 2cea). Dazu wurden die Aminosauresequenzen von PalAP bzw. YME1 mit der des Referenzpro-
teins FtsH durch den ,ClustalW‘-Algorithmus verglichen und ausgerichtet. Auf der Basis dieser Sequenzausrich-
tung wurden die Strukturmodelle mit FtsH als Referenz durch den ,SWISS-MODEL'-Server erstellt (,,alignment
mode“; Arnold et al. 2006b). Die Modelle (im PDB-Format) wurden mit dem Programm ,USCF Chimera‘ visuali-

siert (Pettersen et al. 2004).

Erstellung des Stammbaums
Zur Einordnung von PalAP in die Familie der i-AAA Proteasen wurden die Aminosduresequenzen der Proteine der
verschiedenen Organismen mit dem ,ClustalW‘-Algorithmus verglichen und mit Hilfe des Programms ,Treeview’

dargestellt.
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4 Ergebnisse

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Charakterisierung der i-AAA Protease von Podospora anserina, um
Hinweise auf deren Rolle bei der Alterung des filamentdsen Ascomyceten zu gewinnen. Die durchge-

flihrten Untersuchungen gliedern sich in vier wesentliche Abschnitte.

Zunachst wurden die Auswirkungen der Deletion der i-AAA Protease Palap auf P. anserina wahrend
des Alterns analysiert. Der dafiir verwendete Deletionsstamm APalap wurde von K. Luce (AK Osiewacz)
bereitgestellt. Dabei wurden sowohl phanotypische und physiologische, als auch molekularbiologische
und biochemische Eigenschaften des Stamms unter verschiedenen Temperaturbedingungen unter-

sucht und mit dem Wildstamm verglichen.

Um Hinweise auf die biologische Rolle von PalAP in P. anserina zu erhalten, wurden Proteomanalysen
durchgefiihrt. Dabei wurden sowohl gezielt Proteine des mitochondrialen Proteinqualitatskontrollsys-
tems untersucht, als auch die mitochondrialen Proteome von Wild- und Palap-Deletionsstammen zur
Identifizierung von Substratkandidaten miteinander verglichen. Dartiber hinaus wurde der Einfluss von

PalAP auf membrangebundene Proteine wie die Atmungskettenkomplexe analysiert.

Zur Verifizierung des Zusammenhangs zwischen dem Verlust von Palap und den beobachteten Eigen-
schaften des Deletionsstamms wurde das Wildtypgen wieder in den Deletionsstamm eingefiihrt und
die daraus resultierenden Revertanten charakterisiert. Um darilber hinaus die Bedeutung der AAA-
und der proteolytischen Domane abzuschatzen, wurden proteolytisch inaktive Formen von PalAP im

APalap-Stamm exprimiert und deren Einfluss auf die Alterung von P. anserina untersucht.

Schlieflich wurde eine Doppeldeletionsmutante hergestellt, der neben der i-AAA Protease auch die in
der Matrix lokalisierte PaCLPP-Untereinheit der PaCLPXP-Protease fehlt. Die Charakterisierung dieses
Stamms sollte Aufschliisse (iber Gemeinsamkeiten und Unterschiede der Funktionen der beiden Pro-

teasen geben.

4.1 Deletion der i-AAA Protease in Podospora anserina

Um einen Einblick in die Bedeutung der i-AAA Protease fiir die Alterung des filamentdsen Ascomyceten
P. anserina zu erhalten, sollte das Gen durch homologe Rekombination im Wildstamm ,s‘ deletiert wer-
den. Da sich die i-AAA und die m-AAA Protease sehr dhnlich sind, wurden zunachst in-silico-Analysen

durchgefiihrt und die Aminosduresequenzen der beiden Proteasen charakterisiert.
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4.1.1 Identifizierung der i-AAA und m-AAA Protease bei Podospora anserina

Im Genom von P. anserina wurde ein offener Leserahmen identifiziert, der fur ein Protein kodiert, das
groBe Sequenzahnlichkeit zur Untereinheit IAP-1 der i-AAA Protease aus N. crassa aufweist (Klanner et
al. 2001; Espagne et al. 2008). Dementsprechend erhielt das Protein den Namen PalAP fiir P. anserina

i-AAA Protease (Osiewacz et al. 2010).
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Abb. 6: In-silico-Charakterisierung der Proteinsequenzen der i-AAA Protease PalAP und der m-AAA Protease PaMAP. (A)
Die Domanenstruktur der i-AAA Proteasen ist sehr konserviert zwischen verschiedenen Organismen. Die Sequenzen der ho-
mologen Proteine PalAP aus P. anserina, YME1L aus S. cerevisiae, IAP-1 aus N. crassa und YMELL aus H. sapiens bestehen aus
einer mitochondrialen Signalsequenz (MTS), einer transmembranen Domane (TM), der konservierten AAA-Domane, die das
Walker A- und B-Motiv sowie die ,,second region of homology“ enthélt, und dem Metall-bindenden Motiv (MB), welches als
katalytisches Zentrum fungiert. Die Aminosauresequenz des Metallbindemotivs von PalAP lautet HEAGH und ist oberhalb des
Proteins dargestellt. Die Langen der Aminosauresequenzen liegen zwischen 738 Aminosauren (AS) bei IAP-1 und 773 Amino-
sauren bei YMELL. Die Sequenzédhnlichkeit von PalAP zu den anderen i-AAA Proteasen betragt 59 %, 78 % bzw. 45 %. (B) Die
Aminosauresequenz von PalAP enthalt eine fiir i-AAA Proteasen typische transmembrane Region (Pfeil). Hydrophobe Sequenz-
bereiche sind oberhalb der gestrichelten Linie dargestellt, hydrophile Bereiche unterhalb der Linie. Das Hydrophobizitatsprofil
von PalAP wurde mit dem Programm ,DAS’ erstellt. (C) Die Doméanenstruktur der m-AAA Protease ahnelt der der i-AAA Pro-
tease und ist ebenfalls sehr konserviert. Die Aminosduresequenzen von PaMAP aus P. anserina, MAP-1 aus N. crassa, und die
der beiden Untereinheiten der hetero-oligomeren m-AAA Protease YTA10 und YTA12 aus S. cerevisiae besitzen neben den
bei der i-AAA Protease vorhandenen Domanen eine zweite transmembrane Domane. Die Lange der Aminosauresequenzen
variiert zwischen 761 Aminoséduren (AS) bei YTA10 und 928 Aminosiduren bei MAP-1. Die Ahnlichkeit der Sequenz von PaMAP
zu denen der anderen m-AAA Proteasen betragt 74 %, 54 % und 57 %. (D) Die Aminosauresequenz von PaMAP weist die fir
m-AAA Proteasen typischen zwei hydrophoben Bereiche (Pfeile) auf, in denen sich die transmembranen Doméanen befinden.

Das Hydrophobizitatsprofil von PAMAP wurde mit dem Programm ,DAS’ erstellt (A und B modifiziert nach Weil et al. 2011).
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Der offene Leserahmen von Palap kodiert fiir ein Polypeptid mit einer Lange von 771 Aminosauren,
wobei die ersten ~ 113 Aminosauren die typische Ladungsverteilung eines mitochondrialen Signalpep-
tids aufweisen (Abb. 6A und Anhang Abb. 44). Die Wahrscheinlichkeit einer mitochondrialen Lokali-
sation betrdgt dabei ~ 87 %. Nach dem Import des Proteins und der Abspaltung des Signalpeptids hat
PalAP ein relatives Molekulargewicht von ~ 71 kDa. In-silico-Analysen zeigen, dass PalAP die typische
Domanenstruktur der Untereinheiten der i-AAA Protease aus anderen Organismen teilt. In Aminosau-
resequenzvergleichen mit YME1 aus S. cerevisiae, IAP-1 und YMELL aus H. sapiens wird deutlich, dass
besonders die AAA-Domaéne von PalAP mit den Walker A- und Walker B-Motiven, sowie der ,second
region of homology“ sehr konserviert sind (vgl. 1.2 und Anhang Abb. 44). Das Metall-bindende Motiv
der proteolytischen Domane mit dem konservierten HExxH-Motiv ist dariiber hinaus in den homolo-
gen Proteinen fast identisch, sodass PalAP den Zinkionen-abhangigen Metallopeptidasen zugeordnet
werden kann (Bieniossek et al. 2006). Im weniger homologen N-terminalen Bereich befindet sich die
fiir die Topologie der i-AAA Protease verantwortliche transmembrane Doméane, welche im Hydropho-
bizitatsprofil des Polypeptids PalAP als deutlich hydrophober Abschnitt erkennbar ist (Abb. 6B). Insge-
samt weist die Aminosiuresequenz von PalAP eine Ahnlichkeit zu den Sequenzen von YME1, IAP-1 und

YMELL von 59 %, 78 % bzw. 45 % auf.

Die innere Mitochondrienmembran von P. anserina enthalt eine weitere membrangebundene AAA-
Protease, die zur Matrix orientierte m-AAA Protease PaMAP (P. anserina m-AAA Protease; Osiewacz
et al. 2010). Der offene Leserahmen von PaMap kodiert fir ein 908 Aminosauren langes Polypeptid,
welches ein ~ 59 Aminosauren langes Signalpeptid besitzt und mit einer Wahrscheinlichkeit von ~ 98 %
mitochondrial lokalisiert ist. Der Aufbau der m-AAA Protease ahnelt dem der i-AAA Protease (Abb.
6C). Die in-silico-Analyse zeigt die flir AAA-Proteasen typische Gliederung. So weist PaMAP sowohl
die hochkonservierte AAA-Domane als auch die darauf folgende proteolytische Domane mit dem Me-
tallbindungsmotiv HExxH auf. Anders als bei der i-AAA Protease enthélt der N-terminale Bereich der
m-AAA Protease zwei transmembrane Domanen, die fiir die Orientierung des Proteins zur Matrixseite
verantwortlich sind. Dementsprechend werden im Hydrophobizitatsprofil der Polypeptidsequenz von
PaMAP zwei hydrophobe Abschnitte deutlich (Abb. 6D). Somit kénnen die Aminosduresequenzen von
PalAP und PaMAP eindeutig voneinander unterschieden werden. Die Ahnlichkeit der Aminosaurese-
guenz von PaMAP zu der von MAP-1 aus N. crassa, sowie YTA10 und YTA12 aus S. cerevisiae betragt
74 %, 54 % bzw. 57 %. Wahrend die m-AAA Protease bei P. anserina und N. crassa jeweils aus einem
homo-oligomeren Komplex besteht, bilden YTA10 und YTA12 in S. cerevisiae einen hetero-oligomeren

m-AAA Protease-Komplex (vgl. 1.4.1).
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Im Genom von P. anserina sind zwei Gene enthalten, die fir die AAA-Proteasen PalAP und PaMAP ko-

dieren. Diese kdnnen jedoch deutlich voneinander unterschieden werden.

4.1.2 Einordnung von PalAP in die Proteinfamilie der i-AAA Proteasen

Zur Einordnung von PalAP in die Proteinfamilie der i-AAA Proteasen wurde ein Stammbaum mit i-AAA
Proteasen aus unterschiedlichen Organismen der Reiche Bacteria, Fungi, Plantae und Animalia erstellt.
Die Aminosauresequenzen der Proteine wurden verglichen und in einem Stammbaum dargestellt

(Abb. 7).
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Abb. 7: Stammbaum von mitochondrialen i-AAA Proteasen aus verschiedenen Organismen. Zur Einordnung der i-AAA Pro-

tease PalAP aus Podospora anserina wurde die Aminosauresequenz mit der anderer i-AAA Proteasen aus verschiedenen
Organismen der Reiche Fungi, Plantae und Animalia, sowie mit bakteriellem FtsH verglichen. PalAP ist am nachsten verwandt
mit der i-AAA Protease aus dem Ascomycet Chaetomium globosum, tGber die bisher nichts bekannt ist, und aus Neurospora
crassa. Ein Abstand von 0,1 im Stammbaum entspricht einem ausgetauschten Nukleotid im Gen fiir das entsprechende Pro-
tein. Eine Tabelle mit den Identifizierungsnummern der Proteine der verschiedenen Organismen befindet sich im Anhang
(Tabelle 22).

Dabei wird durch die geringen Abstdnde deutlich, dass die Proteinfamilie der i-AAA Proteasen sehr
konserviert ist. PalAP ist in das Reich Fungi eingeordnet und am nachsten verwandt mit der i-AAA Pro-
tease aus dem Ascomycet Chaetomium globosum, Gber die bisher nichts bekannt ist. Die nachsthohere

Verwandtschaft besteht zu IAP-1 aus N. crassa, zu der bereits Untersuchungen durchgefiihrt wurden
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(Klanner et al. 2001; Graf et al. 2007). Die bisher am besten charakterisierte i-AAA Protease YME1
aus S. cerevisiae (vgl. 1.4.2.1) ist ebenfalls ins Reich Fungi eingeordnet, wobei der Abstand zu PalAP
deutlich groRer ist als der zwischen PalAP und IAP-1. Die beiden anderen i-AAA Proteasen AtFtsH4
aus A. thaliana und YMEILL aus H. sapiens, die ebenfalls bereits untersucht wurden (vgl. 1.4.2.4 und
1.4.2.5), befinden sich im Reich Plantae bzw. Animalia und weisen groflere Sequenzunterschiede zu
PalAP auf als die Proteine aus dem Reich Fungi. FtsH aus E. coli ist dagegen als prokaryotisches Protein

im Stammbaum deutlich abgegrenzt von den Proteinen aus den librigen Organismen.

Wiéhrend in eukaryotischen Mitochondrien zwei membrangebundene AAA Proteasen vorhanden
sind, enthalten die meisten Bakterien nur eine in der Plasmamembran verankerte AAA Protease,
von denen FtsH aus E. coli die bekannteste ist (Langer 2000). Somit weist FtsH hohe Sequenzho-
mologie sowohl zur Untereinheit der i-AAA Protease als auch zu denen der m-AAA Protease auf
(Thorsness et al. 1993; Guélin et al. 1994). Interessanterweise konnten dagegen in Archaeen bisher
keine homologen Proteine identifiziert werden (Langer 2000).

4.1.3 \Verifizierung der Deletion von Palap im Deletionsstamm APalap

Um die Rolle der i-AAA Protease PalAP fiir die Alterung von P. anserina zu untersuchen, wurde der offe-
ne Leserahmen von Palap durch homologe Rekombination im Wildstamm ,s* von K. Luce (AK Osiewacz)
deletiert. Dabei wurde das Gen, welches aus 2.426 Basenpaaren besteht und zwei Introns aufweist

(Abb. 8A), durch eine Resistenzkassette ersetzt (Hamann et al. 2005).

Der zur Verfligung gestellte Deletionsstamm wurde zunachst auf DNA- und auf Protein-Ebene Uber-
prift (Abb. 8). Dazu wurde DNA aus Wild- und Palap-Deletionsstammmeyzel isoliert und diese durch
eine Southern Blot-Analyse mit einer spezifischen Palap-Sonde tberprift (Abb. 8A und B). Wahrend
bei der DNA des Wildstamms das bei Verdau mit Bglll erwartete Palap-Fragment bei ~ 4,3 kBp nachge-
wiesen werden kann, ist dieses im APalap-Stamm nicht detektierbar. Dagegen kann das Blasticidin-Gen
(bsd) in der Phleomycin-Resistenzkassette als ~ 2,4 kBp groRes Fragment nur im Genom des APalap-

Stamms nachgewiesen werden, wahrend das Signal in der Wildstamm-Probe fehlt.

Zusatzlich wurde der Verlust von PalAP in mitochondrialen Proteinextrakten des Wild- und Palap-Dele-
tionsstamms durch Western Blot-Analyse mit einem neusynthetisierten Peptid-Antikorper gegen PalAP
bestatigt (Abb. 8C). Nach Inkubation mit dem PalAP-Antikorper wird im mitochondrialen Proteinextrakt
des Wildstamms ein Signal bei ~ 86 kDa detektiert, welches im APalap-lIsolat fehlt. Dabei ist PalAP nur
in mitochondrialen Proteinextrakten nachweisbar, in Gesamtproteinextrakten konnte kein Signal fest-
gestellt werden (Daten nicht gezeigt). Das Molekulargewicht von PalAP wurde anhand der Banden des

Markers bestimmt und ist groRer als theoretisch berechnet (vgl. 4.1.1).
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Abb. 8: Verifizierung der verwendeten APalap-lIsolate. (A) Schematische Darstellung des Gens Palap im Genom des Wild-
stamms mit der fiir die Southern Blot-Analyse verwendeten Palap-Sonde, sowie des entsprechenden DNA-Bereichs im Palap-
Deletionsstamm APalap mit der verwendeten bsd-Sonde. Die beiden in der Gensequenz von Palap vorhandenen Introns sind
dunkelgrau dargestellt. (B) Uberpriifung des APalap-Stamms durch Southern Blot-Analyse. Je 750 ng DNA des Wildstamms ,s*
und des APalap-Stamms wurden mit Bglll verdaut, in einem 1 %igen TAE-Agarosegel aufgetrennt und auf eine Nylonmembran
Ubertragen. Daraufhin erfolgte die Hybridisierung mit einer Palap-spezifischen, DIG-markierten Sonde. Das ~ 4,3 kBp groRe
Fragment ist nur im Wildstamm detektierbar. Nach Entfernung der Sonde wurde die Membran mit einer bsd-spezifischen Son-
de zum Nachweis der Resistenzkassette inkubiert, wodurch ein ~ 2,4 kBp groRRes Fragment im APalap-Stamm sichtbar wird.
Als GréRenstandard wurde DIG-markierter AHindlll-Marker verwendet. (C) Uberpriifung des Palap-Deletionsstamms durch
Western Blot-Analyse. Je 100 pg mitochondriale Proteinextrakte des Wild- und des APalap-Stamms wurden in einer 10 %igen
SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran Gbertragen. Nach Inkubation mit einem PalAP-spezifischen Antikorper
kann die i-AAA Protease im mitochondrialen Proteinextrakt des Wildstamms nachgewiesen werden. Porin (PaPOR) dient als
Ladekontrolle. Als GroRenstandard wurde der Marker SM0671 aufgetragen (B und C modifiziert nach Weil et al. 2011).

Unterschiede zwischen dem theoretisch bestimmten Molekulargewicht und dem Verhalten der
Proteine bei der SDS-PAGE treten haufig auf, wofiir es eine Reihe moglicher Griinde gibt: (i) post-
translationale Modifikationen kénnen zu Anderungen der Mobilitit des Proteins im Gel fithren
(Pulverer et al. 1991); (ii) die Aufrechterhaltung hydrophober Domanen resultiert in einer globula-
reren Proteinstruktur und somit verandertem Laufverhalten (Rais et al. 2004); (iii) bestimmte Ami-
nosauresequenzen fihren zu anomaler gelelektrophoretischer Migration (Klenova et al. 1997); (iv)
laut Hersteller kann anhand der Markerbanden eine ungefahre GroRenbestimmung durchgefiihrt
werden, die von den gewahlten Gelelektrophoresebedingungen abhangig ist (Fermentas).

Obwohl der Peptid-Antikorper spezifisch mit PalAP reagiert, werden mehrere Nebenbanden sichtbar
(Anhang Abb. 45). Dieses Phdanomen wurde auch fir einen YME1-spezifischen Antikorper beschrieben
(Weber et al. 1996). Nach Inkubation mit YME1-Antiserum wurden mehrere Banden mit geringerem
Molekulargewicht als YME1 sichtbar. Dies beruht sowohl auf Kreuzreaktionen des Antikérpers, als auch

auf Abbauprodukten von YME1, die vor allem in eingefrorenen Proben detektiert werden konnten.
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Die Abwesenheit des Palap-Gens im Genom des zur Verfligung gestellten APalap-Stamms sowie der
Verlust von PalAP in den Mitochondrien konnten somit bestatigt werden. Die in den folgenden Versu-
chen verwendeten APalap-lsolate sind Nachkommen dieser Primartransformante und wurden stich-

probenartig in regelmaRigen Abstanden verifiziert.

4.1.4 Charakterisierung des Palap-Deletionsstamms unter Standardbedingungen
Um zu Uberprifen, wie sich der Verlust von PalAP als Teil des mitochondrialen Proteinqualitdtskon-
trollsystems auf P. anserina auswirkt, wurden zunachst verschiedene energieabhangige Prozesse unter

Standardbedingungen (27°C) untersucht, die ein MaR fiir die Fitness des Pilzes darstellen.

Phanotypische Charakterisierung des Palap-Deletionsstamms

Zunachst wurden die Wachstumsraten des Wild- und des Palap-Deletionsstamms bestimmt (Abb. 9A).
Dazu wurden frisch isolierte, monokaryotische Isolate auf Rennrohren mit M2-Festmedium angeimpft
und bei 27°C inkubiert. Die durchschnittliche Wachstumsrate der beiden Staimme unterscheidet sich
nicht voneinander. Ein weiterer Parameter zur Uberpriifung der Fitness ist die weibliche Fertilitit. Da-
fir wurden juvenile Isolate von Wild- und APalap-Stammen auf M2-Festmedium angezogen und die
ausgewachsenen Myzelien mit einer Spermatien-Suspension des Wildstamms mit entgegengesetztem
Paarungstyp (sF18261 bzw. s*F18260) inkubiert (Abb. 9B). Nach zweitédgiger Inkubation bei 27°C wur-
de die Zahl der Perithezien pro mm? bestimmt, die sich nicht unterscheidet zwischen dem Wild- und
Palap-Deletionsstamm. Darliber hinaus scheint sowohl die Menge der Ascosporen enthaltenden Asci
pro Perithezium (Daten nicht gezeigt), als auch die Keimungsrate unveradndert zu sein (Abb. 9C). Zur
Bestimmung der Keimungsrate wurden dikaryotische Sporen aus reinen Wildstamm- bzw. Palap-De-
letionsstammkreuzungen analysiert, die drei Tage auf BMM mit Ammoniumacetat bei 27°C inkubiert
wurden. Sowohl beim Wildstamm als auch bei den APalap-Isolaten keimen 100 % der Sporen, die
jeweils als ~ 1,4 cm grolRe Kolonien sichtbar sind. Auch auf die Myzelmorphologie und -pigmentierung
hat der Verlust von Palap keinen Einfluss, da sich diese nicht zwischen den APalap-lsolaten und dem

Wildstamm unterscheiden (Abb. 9D).

Unter Standardbedingungen hat der Verlust der i-AAA Protease beziiglich der Myzelmorphologie, des
Wachstums, der Fruchtkorperbildung und der Keimung der Sporen keine nachteiligen Auswirkungen

auf P. anserina.
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Abb. 9: Phdnotypische Charakterisierung des Palap-Deletionsstamms bei 27°C. (A) Die Wachstumsrate des Wildstamms
(WT; 0,58 cm/Tag + 0,03; n = 71) wurde auf Rennrohren mit M2-Festmedium untersucht und unterscheidet sich nicht von der
des Palap-Deletionsstamms (APalap; 0,58 cm/Tag + 0,03; n = 73; p > 0,05). (B) Die Bildung von Perithezien ist auf M2-Festme-
dium bei APalap (95,3 % + 30; n = 12) nicht beeintrachtigt verglichen mit dem Wildstamm (100 % + 33,9; n=12; p > 0,05). Der
Mittelwert der Perithezienmenge des Wildstamms wurde auf 100 % gesetzt und mit dem Mittelwert der Perithezienmenge
der Palap-Deletionsmutante verglichen. (C) Die Keimungsrate der Sporen des APalap-Stamms (100 %; n = 19) unterscheidet
sich nicht von der des Wildstamms (100 %; n = 19; p > 0,05). (D) Die Myzelmorphologie und -pigmentierung des Palap-Dele-
tionsstamms entsprechen denen des Wildstamms (hier auf M2-Festmedium angezogen; modifiziert nach Weil et al. 2011).

Lebensspanne des Palap-Deletionsstamms

Um die Bedeutung der i-AAA Protease PalAP fir die Alterung von P. anserina zu untersuchen, wur-
den Lebensspannenanalysen durchgefiihrt. Dazu wurden frisch isolierte, monokaryotische Isolate des
Wild- und Palap-Deletionsstamms auf Rennrohren mit M2-Festmedium angeimpft und unter Stan-
dardbedingungen (27°C und Dauerlicht) bis zum Einstellen des Wachstums inkubiert. In Abb. 10 ist
das Ergebnis von drei unabhangigen Lebensspannen-Experimenten dargestellt. Dabei zeigt sich ein
deutlicher Unterschied in den Lebensspannen des APalap-Stamms und des Wildstamms. Die mediane
Lebensspanne des Palap-Deletionsstamms ist mit ~ 44 Tagen im Vergleich zu der des Wildstamms mit
~ 25 Tagen um 76 % verlangert. Die maximale Lebensspanne der APalap-Isolate (80 Tage) ist um 135 %

verlangert verglichen mit der des Wildstamms (34 Tage).
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Abb. 10: Analyse der Lebensspanne des Wild- und Palap-Deletionsstamms bei 27°C. Frisch isolierte, monokaryotische Isola-
te des Wild- (WT; n = 71) und des Palap-Deletionsstamms (APalap; n = 73) wurden auf Rennrohren mit M2-Festmedium ange-
impft und im Dauerlicht bei 27°C bis zum Einstellen des Wachstums inkubiert. Die Uberlebensrate ist in Prozent angegeben,
die Lebensspanne in Tagen. Die mediane Lebensspanne des Wildstamms betragt 25,4 Tage, die des Palap-Deletionsstamms
ist mit 43,8 Tagen deutlich verlangert (p < 0,001; modifiziert nach Weil et al. 2011).

Der Verlust von Palap ist unter Standardbedingungen vorteilhaft fir P. anserina, da er zu einer Verlan-
gerung der Lebensspanne fiihrt ohne physiologische Vorgange wie das Wachstum, die Fertilitat oder

die Myzelmorphologie zu beeinflussen.

Reorganisation der mtDNA und mitochondriale Morphologie beim Palap-Deletionsstamm

Sowohl die Reorganisation der mtDNA als auch die Fragmentierung der Mitochondrien treten bei lang-
lebigen P. anserina-Mutanten haufig verzogert auf (vgl. 1.5; Scheckhuber et al. 2007; Luce & Osiewacz
2009). Aufgrund des Phanotyps des Palap-Deletionsstamms wurden diese beiden Merkmale des Al-

terns ebenfalls untersucht.

Zur Uberpriifung der mtDNA-Integritit der APalap-Stimme wurden Southern Blot-Analysen mit aus
Wild- und APalap-Stammen in verschiedenen Altersstadien isolierter DNA durchgefiihrt (Abb. 11). Die
Menge an pIDNA, die als Seneszenzmarker bei P. anserina angesehen wird (Ktick et al. 1985), kann da-

bei durch Hybridisierung mit einer pIDNA-spezifischen Sonde nachgewiesen werden (Stahl et al. 1982).

Waéhrend in den juvenilen Stammen (4 Tage) hauptséachlich intakte mtDNA (Signale bei 1,9 und 4,5 Bp)
vorhanden und das pIDNA-Signal (bei 2,5 kBp) nur schwach erkennbar ist, weisen 14 Tage alte Wild-
und Palap-Deletionsstimme bereits deutliche Anzeichen von Reorganisation der mtDNA auf. In senes-
zenten Wildstammen (21 Tage) liegt die mtDNA vollstandig reorganisiert vor. Dagegen ist in 21 Tage

alten APalap-lsolaten neben der freigesetzten pIDNA immer noch intakte mtDNA nachweisbar. Erst im
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seneszenten Stadium, nach 36 - 63 Tagen, ist die mtDNA komplett reorganisiert, sodass nur noch freie

pIDNA detektiert wird.

WT APalap WT APalap

pIDNA

4Tage 14 Tage 21 Tage 21Tage 36-63 Tage

Abb. 11: Die mtDNA des Palap-Deletionsstamms bleibt linger intakt. Zur Uberpriifung der Stabilitdt der mtDNA wurden die
Wild- (WT; n = 4; *F114151, *F114170, ‘F114171, ‘F114181) und Palap-Deletionsstamme (APalap; n = 4; *F114301, *F114321,
‘F114331, F114341) auf M2-Festmedium bei 27°C und Dauerlicht angezogen. DNA wurde aus 4 Tage, 14 Tage und 21 Tage
alten Wild- und APalap-Isolaten, bzw. aus 36 - 63 Tage alten APalap-Stammen isoliert. Jeweils 500 ng DNA wurde mit Bglll
geschnitten und auf 0,8 %igen TAE-Agarosegelen aufgetrennt. Nach dem Transfer der DNA-Fragmente auf Nylonmembra-
nen wurden diese mit einer DIG-markierten Sonde gegen die Sequenz des ersten Introns des mitochondrialen PaCox/-Gens
aus dem Plasmid pSP17 (Stahl et al. 1982) hybridisiert. Wahrend in den 4 Tage alten Stammen noch hauptsachlich intakte
mtDNA bei 1,9 und 4,5 kBp detektiert wird, werden in den 14 Tage alten Stammen bereits deutliche pIDNA-Signale (bei
2,5 kBp) sichtbar. Nach 21 Tagen ist bei den Wildstammen groRtenteils nur noch pIDNA vorhanden, wahrend bei den Palap-
Deletionsstammen immer noch nicht-reorganisierte mtDNA (bei 1,9 und 4,5 kBp) erkennbar ist. Diese verschwindet jedoch
bei APalap mit zunehmendem Alter (36 - 63 Tage; *F114301 49 Tage; *F114321 63 Tage; ‘F114331 36 Tage; F114341 57 Tage).
Als GroBenstandard wurde DIG-markierter AHindlll-Marker verwendet.

Die Untersuchung der Stabilitdt der mtDNA zeigt, dass bei den APalap-Stammen langer intakte, nicht-
reorganisierte mtDNA vorhanden ist. Dagegen ist die Freisetzung von pIDNA vergleichbar mit dem
Wildstamm. Die hohe mtDNA-Stabilitat tragt moglicherweise zur Langlebigkeit der APalap-Isolate bei,

da die genetische Information langer erhalten bleibt.

Die mitochondriale Morphologie unterliegt dynamischen Prozessen und kann je nach Anforderung
der Zelle, z.B. wahrend des Alterns, angepasst werden. Zur Untersuchung des Einflusses der Deletion
von Palap auf die mitochondriale Morphologie von P. anserina wurden Isolate des Wild- und APalap-
Stamms auf Muldenobjekttragern mit M2-Medium (1:1 mit 2 %iger Agarose vermischt) bei 27°C in
einer feuchten Kammer angezogen. Nach zwei Tagen wurde das Myzel mit dem Membranpotential-
abhangigen Mitochondrien-Farbstoff ,Mitotracker Red CMXMRos‘ (Molecular Probes) inkubiert und
die Mitochondrien fluoreszenzmikroskopisch untersucht (Abb. 12). Dabei zeigt sich, dass die Mitochon-
drienmorphologie des APalap-Stammes nicht von der des Wildstamms unterscheidbar ist. Wahrend in
juvenilen (4 Tage) und 12 Tage alten Stammen (entspricht mittelalten Wildtypisolaten) iberwiegend
lange, filamentose Mitochondriennetzwerke sichtbar werden, sind die Mitochondrien in seneszenten

Wildstammen (26 Tage) groRtenteils fragmentiert. Demgegeniiber weisen 26 Tage alte APalap-Isolate
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immer noch filamentése Mitochondrien auf. Im seneszenten Stadium (44 Tage) kbnnen jedoch, wie

beim Wildstamm, hauptsachlich fragmentierte Mitochondrien nachgewiesen werden.

WT APalap

12 Tage 26 Tage 12 Tage

26 Tage

Abb. 12: Mitochondrienmorphologie in Hyphen des Wild- und Palap-Deletionsstamms. 4 Tage, 12 Tage und 26 Tage alte
Wild- (WT) und APalap-Isolate (APalap), bzw. 44 Tage alte APalap-lIsolate wurden auf M2-Festmedium angezogen und zur
Analyse der mitochondrialen Morphologie auf Objekttragern angeimpft, deren Mulde mit fliissigem M2 und 2 %iger Agarose
(1:1) gefiillt war. Die Objekttrager wurden zwei Tage in einer Feuchtekammer bei 27°C inkubiert. Die Mitochondrien wurden
mit einer 1 uM Losung ,Mitotracker Red CMXMRos’ (Molecular Probes) gefarbt und mit einem Fluoreszenzmikroskop analy-
siert. In 4 und 12 Tage alten Stammen werden lange, filamentdse Mitochondrien sichtbar. Wahrend seneszente Wildstamme
(26 Tage) hauptsachlich fragmentierte Mitochondrien aufweisen, sind die von 26 Tage alten APalap-Isolaten gréRtenteils
immer noch filamentds. Mit zunehmendem Alter der APalap-Stamme konnen jedoch auch fragmentierte Mitochondrien be-
obachtet werden (4Tage: WT n =4, APalap n = 4; 12 Tage: WT n =4, APalap n = 4; ~ 26 Tage: WT n =2, APalap n = 1; ~ 44 Tage:
APalap n = 2).

Die Palap-Deletionsstamme zeigen im Verlauf des Alterns einen den Wildstammen entsprechenden
Ubergang von filamentdsen zu fragmentierten Mitochondrien, jedoch erreichen die APalap-Isolate das

seneszente Stadium sehr viel spater als die Wildstammisolate.

Modifikation von Proteinen (Carbonylierung) wahrend des Alterns des Palap-Deletionsstamms

In einigen Organismen konnte gezeigt werden, dass die Menge an durch Carbonylierung irreversibel
modifizierten Proteinen im letzten Drittel der Lebensspanne deutlich ansteigt (Levine 2002). Dies er-
folgt durch die zunehmende oxidative Schadigung der Proteine. Einige langlebige P. anserina-Stamme
weisen dagegen verglichen mit dem Wildstamm eine geringere Menge an carbonylierten Proteinen auf
(Kunstmann & Osiewacz 2008; Luce & Osiewacz 2009). Da die i-AAA Protease am Abbau geschadigter
Membranproteine beteiligt ist (vgl. 1.4.2), wurde die Auswirkung des Verlusts von PalAP auf die Carbo-

nylierung mitochondrialer Proteine durch ,0Oxyblot’-Analysen untersucht.

Mitochondriale Proteinextrakte des Wild- und Palap-Deletionsstamms verschiedener Altersstadien,
die zunachst auf M2-Fest- und dann in CM-Flissigmedium angezogen wurden, wurden mit DNPH de-

rivatisiert und durch Western Blot-Analysen mit einem DNP-spezifischen Antikorper berprift (Abb.
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13). Wahrend die Gesamtintensitat der Signale bei den Wildstammisolaten im Alter tendenziell (nicht
signifikant) ansteigt, bleibt die Menge an carbonylierten Proteinen bei den APalap-Stammen in den
untersuchten Altersstadien konstant. Zur Analyse der Veranderung einzelner Proteine misste jedoch
das mitochondriale Proteom der Wild- und Palap-Deletionsstamme durch 2D-,0Oxyblot‘-Analysen un-

tersucht werden (Luce & Osiewacz 2009; Weckmann 2010).
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Abb. 13: Altersabhingige Carbonylierung im mitochondrialen Proteom des Wild- und des Palap-Deletionsstamms. (A)
Western Blot-Analyse. Mitochondriale Proteinextrakte wurden aus 7 Tage, 14 Tage und 20 - 28 Tage alten Wild- und Palap-
Deletionsstammen, sowie von 42 - 49 Tage alten APalap-Stammen isoliert, die auf M2-Fest- und anschlieRend in CM-Flissig-
medium bei 27°C angezogen wurden. Die gelelektrophoretische Auftrennung von je 20 pg mitochondrialer Proteinextrakte
erfolgte durch 10 und 16 %ige biphasische SDS-PAGE. Nach dem Transfer der Proteine auf PVDF-Membranen folgte die Detek-
tion der mit DNPH derivatisierten Carbonylgruppen der Proteine mit einem Anti-DNP Antikorper. SM0671 wurde als GréRen-
standard aufgetragen. Porin (PaPOR) dient zur Normierung der densitometrischen Auswertung. (B) Quantitative Auswertung
der ,Oxyblot‘-Analysen. Das Balkendiagramm zeigt die Mittelwerte des relativen Carbonylierungsgrads der Wild- (grau; n = 4;
*F114231, 'F114240, 'F114261, *F114280) und APalap-Stamme (wei3; n = 4; ‘F114390, “F114431, *F114441, ‘F114450) der
verschiedenen Altersstadien + Standardabweichung. Der Mittelwert der 7 Tage alten Wildstimme wurde auf 1 gesetzt. Der
relative Carbonylierungsgrad unterscheidet sich nicht zwischen den Wild- und Palap-Deletionsstammen (Wildstamm 7 Tage:
1+ 0,34; 14 Tage: 1,67x £ 0,99; 20, 23, 24 bzw. 28 Tage: 2,06x * 1,35; APalap 7 Tage: 1,13x + 0,33; 14 Tage: 1,18x + 0,44;
21 Tage: 1,12x £ 0,70; 42, 45, 46 bzw. 49 Tage: 1,29x + 0,45; p jeweils > 0,05).

Obwohl kein signifikanter Unterschied festgestellt werden konnte, ist es moglich, dass die gegeniber
dem Wildstamm tendenziell verringerte Proteinschadigung der APalap-lsolate zur Lebensverlangerung

der Stamme beitragt.

72



Ergebnisse

4.1.5 Charakterisierung des Palap-Deletionsstamms bei Hitzestress

Da die i-AAA Protease als wichtige Komponente des mitochondrialen Proteinqualitdtskontrollsystems
am Abbau membrangebundener Proteine beteiligt ist (Leonhard et al. 1996), ist die Beobachtung, dass
die Deletion der i-AAA Protease eine unbeeintrachtigte Verlangerung der Lebensspanne von P. anserina
auslost, zundchst unerwartet. Aus S. cerevisiae und N. crassa existieren jedoch Hinweise, dass der Ver-
lust der i-AAA Protease zu einem hitzesensitiven Phanotyp fuhrt, weshalb der Einfluss von Hitzestress

(37°C) auf den APalap-Stamm Uberprift wurde.

Phanotypische Charakterisierung des Palap-Deletionsstamms

Zunachst wurde die Auswirkung von Hitzestress auf einige der energieabhdngigen Prozesse beim
Wild- und APalap-Stamm untersucht, die unter Standardbedingungen (27°C) nicht verdndert sind (vgl.
4.1.4). Zur Bestimmung der Wachstumsrate der Stamme bei 37°C wurden monokaryotische Kulturen
auf Rennrohren mit M2-Festmedium angeimpft und zunachst bei 27°C und Dauerlicht inkubiert. Nach

zwei Tagen wurden die Kulturen in einen 37°C warmen Brutschrank tberfihrt (Abb. 14A). Ab diesem
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Abb. 14: Hitzestress beeintriachtigt lebenswichtige Funktionen beim Palap-Deletionsstamm. (A) Zur Bestimmung der
Wachstumsrate des Wild- und Palap-Deletionsstamms bei Hitzestress wurden die auf Rennrohren mit M2-Festmedium ange-
impften Isolate zunadchst zwei Tage bei 27°C angezogen, worauf die Inkubation bei 37°C folgte. Dabei ist die Wachstumsrate
des Palap-Deletionsstamms (APalap; 0,42 cm/Tag + 0,16; n = 45) signifikant verringert im Vergleich zu der des Wildstamms
(WT; 0,49 cm/Tag = 0,15; n = 45; p < 0,05). (B) Um den Einfluss von Hitzestress auf die Perithezienbildung von APalap auf
M2-Festmedium zu bestimmen, wurden die Wild- und Palap-Deletionsstimme vor der Spermatisierung fiinf Tage bei 37°C
inkubiert, spermatisiert und nach zwei Tagen bei 27°C die Anzahl der gebildeten Perithezien bestimmt. Die Palap-Deletions-
stamme (8,4 % * 6,8; n = 8) bilden signifikant weniger Fruchtkorper als die Wildstamme (23,7 % + 10,8; n = 8; p < 0,05). Der
Mittelwert der Perithezienmenge des Wildstamms bei 27°C (Abb. 9) wurde auf 100 % gesetzt und mit den Mittelwerten des
Wildstamms und der Palap-Deletionsmutante nach Inkubation bei 37°C verglichen. Alle Balken geben den Mittelwert * Stan-
dardabweichung der Messung an. (C) Die Keimungsrate der Sporen des Palap-Deletionsstamms (n = 15) nach drei Tagen bei

37°C unterscheidet sich deutlich von der des Wildstamms (n = 20; p < 0,01; modifiziert nach Weil et al. 2011).
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Zeitpunkt wurde die Wuchsrate im Bereich linearen Wachstums bestimmt. Anders als bei Inkubation
bei 27°C wachsen die APalap-Isolate bei 37°C mit 0,42 cm/Tag signifikant langsamer als die Wildstamm-
isolate (0,49 cm/Tag). Dies entspricht einer Verminderung um ~ 14 %. Auch die Zahl der gebildeten Pe-
rithezien ist nach flinftagigem Hitzestress bei den Palap-Deletionsstammen (8,4 % der durchschnittlich
vom Wildstamm bei 27°C gebildeten Fruchtkorper) deutlich geringer als bei den Wildstammen (23,7 %
der Perithezienmenge bei 27°C; Abb. 14B). Neben der verminderten Anzahl an gebildeten Fruchtkor-
pern ist auch die Fahigkeit zur Keimung reduziert. Wahrend bei 27°C alle untersuchten APalap-lsolate
keimen, ist die Keimungsrate des Deletionsstamms bei Inkubation der Sporen bei 37°C ebenfalls deut-
lich reduziert verglichen mit der der Wildstamme (Abb. 14C). Die aus dikaryotischen Wildstammsporen
bei 37°C gewachsenen Myzelkolonien sind zwar kleiner als die bei 27°C inkubierten Kolonien (Daten
nicht gezeigt), jedoch sind alle Sporen gekeimt. Dagegen kdnnen nur ~ 50 % der APalap-Sporen nach

Inkubation bei 37°C keimen.

Die Untersuchungen bei 37°C zeigen deutlich, dass der APalap-Stamm hitzesensitiver ist als der Wild-

stamm und die Deletion von Palap demnach bei Hitzestress nachteilig ist fiir P. anserina.

Lebensspanne des Palap-Deletionsstamms

Die Bestimmung des Einflusses von Hitzestress auf die Lebensspanne der APalap-lsolate erfolgte wie
bei der Bestimmung der Wachstumsrate bei 37°C. Die Lebensspanne jedes Individuums setzt sich dabei
aus der zweitagigen Keimung und der zweitadgigen Anzucht auf Rennrohren mit M2-Festmedium bei
27°C, sowie der darauf folgenden Inkubation bei 37°C bis zum Einstellen des Wachstums zusammen
(Abb. 15). Die dargestellte Lebensspannen-Analyse ergibt sich aus zwei unabhangigen Experimenten.
Anders als bei 27°C fiihrt die Inkubation bei 37°C zu einer um ~ 20 % verkirzten medianen Lebensspan-
ne des APalap-Stamms (7,9 Tage) gegenliber der des Wildstamms (9,8 Tage). Verglichen mit den medi-
anen Lebensspannen bei 27°C entspricht dies einer Verringerung um das ~ 2,5fache beim Wildstamm,
wahrend die des APalap-Stamms deutlich starker um das ~ 5,5fache verringert ist. Die maximalen Le-
bensspannen des Wild- und Palap-Deletionsstamms unterscheiden sich dagegen nicht und betragen
bei beiden 13 Tage. Eine weitere Erhéhung der Temperatur auf 40°C war nicht moéglich, da P. anserina

bei dieser Temperatur nicht mehr wachsen konnte.

Entgegen der unerwarteten Lebensverlangerung, die die Deletion von Palap bei Inkubation bei 27°C

verursacht, ist die Lebensspanne des Palap-Deletionsstamms bei 37°C signifikant verkirzt.
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Abb. 15: Analyse der Lebensspanne des Wild- und Palap-Deletionsstamms bei 37°C. Frisch isolierte, monokaryotische Isola-
te des Wild- (WT; n = 45) und des Palap-Deletionsstamms (APalap; n = 45) wurden auf Rennrohren mit M2-Festmedium ange-
impft und nach zwei Tagen bei 27°C im Dauerlicht bei 37°C bis zum Einstellen des Wachstums inkubiert. Die Uberlebensrate
ist in Prozent angegeben, die Lebensspanne in Tagen. Die mediane Lebensspanne des Wildstamms betragt 9,8 Tage, die des
Palap-Deletionsstammes ist reduziert auf 7,9 Tage (p < 0,01). Die maximale Lebensspanne (13 Tage) unterscheidet sich jedoch
nicht (modifiziert nach Weil et al. 2011).

Stabilitdt der mtDNA beim Palap-Deletionsstamm

Um zu Uberprifen, ob die zuvor untersuchten energieabhdngigen Prozesse bei Hitzestress aufgrund
von mtDNA-Schadigung bzw. Verlust von mtDNA im Palap-Deletionsstamm nachteilig betroffen sind,
wurde sowohl die pIDNA-Freisetzung als auch das Verhaltnis eines Kern-kodierten Gens zu einem mi-

tochondrial-kodierten Gen bestimmt (Abb. 16).

Zur Analyse der Stabilitat der mtDNA bei Hitzestress wurde DNA aus juvenilen Wild- und Palap-Dele-
tionsstammen isoliert und durch Southern Blot untersucht (Abb. 16A). Dabei wurde das Myzel der
Stamme bei 27°C bzw. 15 Stunden vor der Isolation der DNA bei 37°C inkubiert. Wahrend die juveni-
len, bei 27°C angezogenen Wildstimme nur intakte mtDNA (Signale bei 1,9 und 4,5 kBp) aufweisen,
wird bei den Palap-Deletionsstimmen bereits ein schwaches Signal bei ~ 2,5 kBp sichtbar, welches
amplifizierter pIDNA entspricht. Dieses wird durch Hitzestress bei den APalap-lsolaten deutlich starker,
wogegen bei den hitzegestressten Wildstdmmen lediglich ein schwaches Signal erkennbar wird. Intakte

mtDNA ist sowohl bei 27°C als auch nach Hitzestress in den Stdmmen vorhanden.

In einem zweiten Ansatz wurde die isolierte DNA durch quantitative ,real-time PCR“ untersucht (Abb.
16B). Dazu wurde die Menge des mitochondrial-kodierten Gens PaLsu mit der des Kern-kodierten Gens
PaUdg verglichen, um das Verhaltnis mitochondrialer Genome zu Kerngenomen zu bestimmen (Sel-

lem et al. 2007). Weder bei 27°C noch nach Inkubation bei 37°C wird ein signifikanter Unterschied im
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Verhaltnis der mitochondrialen Genome zu den Kerngenomen beim Wild- und Palap-Deletionsstamm

deutlich. Jedoch steigt die Menge an mitochondrialen Genomen bei Hitzestress in den Stimmen ten-

denziell an.
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Abb. 16: Einfluss von Hitzestress auf die mtDNA von Wild- und APalap-lIsolaten. (A) Stabilitdt der mtDNA. Je 500 ng Bglll-
verdaute DNA von 4 Tage alten Wildstammen (n = 4) und Palap-Deletionsstammen (n = 4), die bei 27°C bzw. 15 Stunden vor
der DNA-Isolation bei 37°C auf M2-Festmedium inkubiert wurden, wurden auf einem 0,8 %igen TAE-Agarosegel aufgetrennt
und nach dem Transfer der DNA-Fragmente auf eine Nylonmembran mit einer DIG-markierten pIDNA-Sonde hybridisiert
(vgl. Abb. 11). Die Palap-Deletionsstamme weisen bereits bei 27°C ein schwaches Signal bei 2,5 kBp auf, welches der pIDNA
entspricht und in den Wildstdmmen fehlt. Durch Hitzestress kommt es bei APalap zu einer deutlichen Zunahme der pIDNA-
Freisetzung, wahrend das Signal bei den Wildstammen nur schwach sichtbar wird. Als Positivkontrolle dient ein seneszenter
Wildstamm (WT sen). DIG-markierter AHindlll-Marker wurde als GréRenstandard verwendet. (B) Uberpriifung des Verlusts
von mtDNA. Um den Verlust von mtDNA zu analysieren, wurde das Verhaltnis des mitochondrial-kodierten Gens PalLsu zum
Kern-kodierten Gen PaUdg bestimmt (Sellem et al. 2007). Die verwendete DNA wurde aus juvenilen Wild- (grau; 27°C: n = 3;
15 h 37°C: n = 4) und APalap-Stammen (wei3; n = 4) isoliert, die bei 27°C (27°C) bzw. 15 Stunden vor der Isolation bei 37°C
(15 h 37°C) und Dauerlicht auf M2-Festmedium angezogen wurden. Die Analyse der DNA-Mengen erfolgte durch ,real-time
PCR”. Der Mittelwert der Wildstamme bei 27°C wurde auf 1 gesetzt. Das relative Verhaltnis der DNA-Mengen von Palsu zu
PaUdg unterscheidet sich weder bei 27°C noch nach Inkubation bei 37°C zwischen den Wild- (27°C: 1x + 0,12; 15 h 37°C:
1,24x + 0,11) und Palap-Deletionsstammen (27°C: 0,86x + 0,23; p > 0,05; 15 h 37°C: 1,07x £ 0,25; p > 0,05). Bei 37°C ist die
Palsu-Menge bei den Wildstammen geringfigig hoher als bei 27°C (p < 0,05). Alle Balken geben den Mittelwert + Standard-

abweichung der Messung an.

Obwohl Hitzestress bei den APalap-lsolaten zur vermehrten Freisetzung von pIDNA und dadurch zu
grolRerer mtDNA-Schadigung fuhrt, ist das Verhaltnis von Kern-kodiertem zu mitochondrial-kodiertem

Gen und somit der mtDNA-Gehalt nicht verandert.

4.1.6 Auswirkung der Deletion von Palap auf die Regulation der m-AAA Protease

Um zu Uberprifen, ob die m-AAA Protease PaMAP bei P. anserina dhnlich wie bei S. cerevisiae den
Verlust der i-AAA Protease PalAP kompensieren kann (vgl. 1.4.2.1), wurde die Expression von PaMap
im Wild- und Palap-Deletionsstamm untersucht (Abb. 17). Da kein PaMAP-spezifischer Antikorper vor-

handen war, wurde die Transkriptmenge analysiert.
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Die RNA wurde aus 14 Tage altem Myzel von durchgangig auf M2-Festmedium angezogenen Wild- und
APalap-Stammen isoliert. Die Stdmme wurden bei 27°C inkubiert bzw. 24 Stunden vor der Isolation
der RNA Hitzestress ausgesetzt, um den Einfluss erhéhter Temperatur auf die Transkriptmenge von
PaMap festzustellen. Normiert wurde auf die PaPor-Transkriptmenge, die von der Deletion von Palap
nicht beeinflusst werden sollte. Wahrend bei 27°C verglichen mit den Wildstammen kein Hinweis auf
eine veranderte Genregulation von PaMap in den APalap-lsolaten festgestellt werden kann, scheint
die mRNA-Menge von PaMap im Wildtyp nach Hitzestress tendenziell (nicht signifikant) erhoht zu sein,

wahrend sie in Abwesenheit von PalAP in den APalap-lsolaten konstant bleibt.

Die Ergebnisse deuten nicht auf eine kompensatorische Hochregulation von PaMap im Palap-Dele-
tionsstamm hin. Jedoch kénnte die tendenzielle Hochregulierung der PaMap-Transkriptmenge beim

Wildstamm bei Hitzestress zu dem hitzesensitiveren Phanotyp der APalap-Stamme beitragen.

2,5 -

relative Transkriptmenge

Abb. 17: Analyse der Transkriptmenge von PaMap in Wild- und APalap-lIsolaten. Zum Vergleich der Transkriptmenge von
PaMap wurde RNA aus 14 Tage alten Wild- (grau, n = 4) und Palap-Deletionsstammen (weiB, n = 4) isoliert, die durchgangig
auf M2-Festmedium bei 27°C (27°C) und Dauerlicht bzw. 24 Stunden vor der RNA-Isolation Hitzestress bei 37°C (24 h 37°C)
ausgesetzt wurden. Die aus der RNA synthetisierte cDNA wurde durch ,real-time RT-PCR* analysiert. Normiert wurde auf die
relative PaPor-Transkriptmenge. Der Mittelwert der Wildstamme bei 27°C wurde auf 1 gesetzt. Weder nach Anzucht bei 27°C
(WT 1x £ 0,45; APalap 0,9x £ 0,35; p > 0,05), noch nach Inkubation bei 37°C (WT 1,58x + 0,47; APalap 1,02x + 0,64; p > 0,05)
wird ein signifikanter Unterschied zwischen den Wild- und Palap-Deletionsstaimmen deutlich. Alle Balken geben den Mittel-

wert * Standardabweichung der Messung an.

4.1.7 Regulation von PalAP bei Hitze

Die durch den Verlust von Palap ausgeloste Hitzesensitivitat von P. anserina deutet darauf hin, dass
die i-AAA Protease PalAP eine wichtige Rolle bei erhdhten Temperaturen spielt. Dies ist naheliegend,
da Hitze die Struktur von Proteinen beeinflusst, was zur Fehlfaltung und Inaktivierung fihrt (Wickner

et al. 1999). Um die Akkumulation irreversibel fehlgefalteter Proteine zu verhindern, sind Proteasen
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wie die i-AAA Protease notwendig. Daher wurde die Regulation von PalAP bei Hitze untersucht (Abb.
18). 14 Tage alte Wildstimme wurden durchgangig auf M2-Festmedium bei 27°C und Dauerlicht bzw.
24 Stunden vor der Isolation der mitochondrialen Proteine bei 37°C angezogen. Die Uberpriifung der
PalAP-Menge erfolgte durch Western Blot-Analyse mit einem PalAP-spezifischen Antikorper. Dabei
zeigt sich, dass die Proteinmenge von PalAP durch die Inkubation bei 37°C um mehr als das 6fache

hoher ist als bei 27°C.

Die starke Zunahme der PalAP-Menge in Mitochondrien des Wildstamms nach Inkubation bei 37°C

deutet auf eine Beteiligung der i-AAA Protease PalAP bei der Hitzestressantwort von P. anserina hin.
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Abb. 18: Analyse der Regulation von PalAP bei Hitzestress im Wildstamm. Western Blot-Analyse mit je 100 pug mitochon-
drialen Proteinextrakten aus 14 Tage alten Wildstimmen. Das Myzel wurde durchgangig auf M2-Festmedium angezogen und
bei 27°C (27°C) bzw. 24 Stunden vor der Isolation der Mitochondrien bei 37°C (24 h 37°C) inkubiert. Jede Wildstammpro-
be besteht aus dem Myzel von drei unterschiedlichen Wildstimmen, die identisch angezogen wurden (F115091, F115100,
‘F115101, *F115121, ‘F115130, *F115131, *F115140, F115160, *F115161, F115171, *F115181, *F115190). Vor der Isolation
der mitochondrialen Proteine wurde das Myzel zu gleichen Gewichtsmengen zusammengegeben. Nach der Auftrennung der
Proteine durch 12 %ige SDS-PAGE wurden diese auf PVDF-Membranen Ubertragen. Die Menge an PalAP wurde mit einem
PalAP-spezifischen Antikorper detektiert. Mitochondriale Proteinextrakte von APalap wurden als Negativkontrolle aufgetra-
gen. Porin (PaPOR) dient zur Normierung. Der Mittelwert der Wildstammisolate bei 27°C wurde auf 1 gesetzt (1x + 0,54).
Inkubation der Wildstammisolate bei 37°C flihrt zu einer deutlich erhéhten relativen Menge an PalAP (6,76x +0,77; p < 0,001,
modifiziert nach Weil et al. 2011). M — Marker SM0671.

4.1.8 Analyse des mitochondrialen Proteoms des Palap-Deletionsstamms
Um Hinweise auf die Auswirkung des Verlusts von PalAP auf andere Proteine des mitochondrialen Pro-

teoms von P. anserina zu erhalten und so eine Erklarung fur die beobachteten Phanotypen des APalap-
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Stamms zu finden, wurden sowohl gezielt die Proteinmengen von Komponenten der mitochondrialen
Qualitatskontrolle untersucht, als auch vergleichende Analysen der mitochondrialen Proteome vom

Wild- und APalap-Stamm durchgefiihrt.

4.1.8.1 Auswirkung des Verlusts von PalAP auf Komponenten des mitochondrialen Qualitdtskon-
trollsystems

Zur Aufrechterhaltung der mitochondrialen Homoostase haben einige Proteine teilweise redundan-

te Funktionen. Um zu Uberpriifen, ob der Verlust von PalAP andere Komponenten des mitochondri-

alen Proteinqualitatskontrollsystems beeinflusst, wurden mitochondriale Proteine von 14 Tage alten
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Abb. 19: Einfluss der Deletion von Palap auf andere Komponenten des mitochondrialen Proteinqualitdtskontrollsystems.
Western Blot-Analysen mit je 30 ug mitochondrialen Proteinextrakten von 14 Tage alten Wild- (grau) und Palap-Deletions-
stammen (weiB). Die Anzucht des Myzels erfolgte wie in Abb. 18 beschrieben. Die APalap-Proben bestehen ebenfalls aus
dem Myzel von drei unterschiedlichen Palap-Deletionsstimmen, die wie in Abb. 18 beschrieben behandelt wurden (WT aus
Abb. 18, APalap: "'F114780, 'F114800, 'F114831, *F114840, *F114851, *F114871, *F114900, *F114910, F114921, 'F114930,
*F114940, *F114981). Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung der Proteine durch 12 %ige SDS-PAGE wurden diese auf
PVDF-Membranen transferiert. Zum Nachweis wurden ein PaLON- bzw. PaCLPP-spezifischer Antikdrper sowie ein HSP60-Anti-
korper verwendet. Die Detektion von Porin (PaPOR) dient zur Normierung. Der Mittelwert der verwendeten Wildstamme
wurde jeweils auf 1 gesetzt. Alle Balken geben den Mittelwert + Standardabweichung der Messung an. (A) Nach Anzucht bei
27°C werden keine signifikanten Unterschiede in den relativen Proteinmengen von PaLON (WT 1x + 0,44; APalap 1,07x £ 0,29;
p > 0,05), PaCLPP (WT 1x + 0,17; APalap 0,73x + 0,12; p > 0,05) und HSP60 (WT 1x + 0,30; APalap 0,81x + 0,14; p > 0,05)
zwischen den Wild- und APalap-Isolaten sichtbar. (B) Inkubation bei 37°C fuhrt zu signifikant reduzierten Proteinmengen von
PaCLPP (WT 1x + 0,23; APalap 0,7x + 0,05; p < 0,05) und HSP60 (WT 1x + 0,11; APalap 0,77x + 0,05; p < 0,01) in den Palap-
Deletionsstammen, wahrend die PaLON-Proteinmenge (WT 1x % 0,44; APalap 0,84x + 0,15; p > 0,05) mit der des Wildstamms
vergleichbar ist (modifiziert nach Weil et al. 2011). M — Marker SM0671.
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Wild- und Palap-Deletionsstimmen durch Western Blot-Analysen untersucht (Abb. 19). Die Stimme
wurden dabei durchgéngig auf M2-Festmedium bei 27°C bzw. 24 Stunden vor der Isolation der Mito-
chondrien bei 37°C angezogen. Daraufhin wurden die relativen Proteinmengen der Matrixproteasen
PaLON und der PaCLPP-Proteaseuntereinheit der PaCLPXP-Protease, sowie des Chaperonins PaHSP60
Uberprift. Wahrend sich bei 27°C die Proteinmenge von PaLON nicht zwischen den Wild- und Palap-
Deletionsstammen unterscheidet (Abb. 19A), weisen die APalap-lsolate verglichen mit den Wildtypiso-
laten tendenziell geringere Mengen an PaCLPP und PaHSP60 auf. Nach Inkubation bei 37°C enthalten
die Mitochondrien der APalap-Isolate signifikant weniger PaCLPP und PaHSP60 als die Wildstamme

(Abb. 19B), wahrend die PaLON-Menge der im Wildstamm vorliegenden Proteinmenge entspricht.

Wahrend sich die Proteinmengen von PaLON, PaCLPP und PaHSP60 in mitochondrialen Proteinextrak-
ten der Wild- und Palap-Deletionsstamme bei 27°C nicht unterscheiden, sind die PaCLPP- und PaHSP60-

Mengen in den Mitochondrien hitzegestresster Palap-Deletionsstimme deutlich reduziert.

Als weitere, indirekte Komponenten des mitochondrialen Proteinqualitatskontrollsystems wurde die
Auswirkung des Verlusts von PalAP auf die Prohibitine 1 und 2 untersucht. Diese bilden in S. cerevisiae
einen hochmolekularen Komplex mit der m-AAA Protease und regulieren diese (vgl. 1.4.1; Steglich et
al. 1999). Nicht-assemblierte Prohibitin-Untereinheiten werden dagegen von YME1 abgebaut (Kamba-
cheld et al. 2005). Dementsprechend wurden in initialen Western Blot-Analysen die relativen Mengen
an PaPHB1 und PaPHB2 in den mitochondrialen Proteinextrakten der Wild- und APalap-Stamme unter-
sucht (Anhang Abb. 46). Dazu wurden Peptidantikorper verwendet, die gegen die homologen Proteine
in S. cerevisiae generiert wurden. Anders als in S. cerevisiae wird in den APalap-Stammen weder bei
27°C noch nach 24stiindiger Inkubation bei 37°C eine Akkumulation von PaPHB1 und PaPHB2 sichtbar
verglichen mit den Wildstimmen. In P. anserina scheinen die Prohibitine demnach nicht von PalAP

abgebaut zu werden.

4.1.8.2 Auswirkung des Verlusts von PalAP auf Proteinmodifikationen des hitzegestressten mito-
chondrialen Proteoms von P. anserina
In Rosettenblattern von A. thaliana ruft der Verlust von AtFtsH4 unter Kurztagbedingungen eine Akku-
mulation carbonylierter Proteine hervor, wahrend unter Langtagbedingungen (optimale Bedingungen)
kein Unterschied zum Wildstamm festgestellt werden kann (vgl. 1.4.2.4; Gibala et al. 2009). Da Hit-
zestress zu oxidativem Stress fiihrt, der vor allem von der mitochondrialen Atmungskette verursacht
wird (Davidson & Schiestl 2001), wurde die Proteinmodifikation mitochondrialer Proteinextrakte von
sieben Tage alten Wild- und APalap-Isolaten untersucht. Diese wurden auf M2-Fest- und dann in CM-

Flissigmedium bei 27°C bzw. 15 Stunden vor der Isolation der Mitochondrien bei 37°C angezogen. Bei
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der Western Blot-Analyse wurden sowohl die Carbonylierung als auch die Ubiquitinierung der mito-
chondrialen Proteine Gberprift (Anhang Abb. 47). Dabei wird, ahnlich wie bei Inkubation bei 27°C (vgl.
4.1.4), auch bei 37°C kein signifikanter Unterschied in der Menge an carbonylierten Proteinen zwischen
den Wild- und Palap-Deletionsstaimmen erkennbar (Anhang Abb. 47A). Tendenziell bleibt die Menge
an geschadigten Proteinen in den Deletionsstimmen vergleichbar mit der bei 27°C, wahrend sie in
den Wildstammen durch Hitzestress zuzunehmen scheint. Dagegen nimmt die Menge ubiquitinierter
mitochondrialer Proteine nach Inkubation bei 37°C verglichen mit der Ubiquitinierung bei 27°C in den
Wild- und APalap-Stammen signifikant zu (Anhang Abb. 47B). Dennoch unterscheiden sich weder das
Bandenmuster noch die Intensitdaten der Banden zwischen den Wild- und APalap-Stammen bei 27°C

bzw. nach Hitzestress.

Der Verlust der i-AAA Protease PalAP hat auch bei Hitzestress keinen Einfluss auf die Proteinmodifika-

tion (Carbonylierung und Ubiquitinierung) mitochondrialer Proteine von P. anserina.

4.1.8.3 Auswirkung des Verlusts von PalAP auf das mitochondriale Proteom von P. anserina

Um einen generellen Uberblick {iber die Folgen der Deletion von Palap auf das mitochondriale Prote-
om von P. anserina zu erhalten, wurden vergleichende Proteomanalysen durchgefiihrt. Dazu wurden
mitochondriale Proteinextrakte von Wild- und APalap-Isolaten mit 2D-DIGE und ICAT untersucht (in

Kooperation mit Dr. |. Wittig und Dr. H. Heide, beide AK Brandt, Molekulare Bioenergetik, Frankfurt).

2D-DIGE

Zur Proteomanalyse mit 2D-DIGE wurden mitochondriale Proteinextrakte aus 14 Tage alten Wild- und
Palap-Deletionsstammen isoliert, die zunachst auf M2-Fest- und anschliefend in CM-Flissigmedium
bei 27°C angezogen wurden. Vor der Durchfiihrung der 2D-PAGE wurden die Extrakte durch Western
Blot-Analysen mit einem PaPRE3-spezifischen und einem PaCLPP-spezifischen Antikérper auf die Rein-
heit und Intaktheit der Mitochondrien (iberprift (Daten nicht gezeigt). PaPRE3 dient als cytosolisches
Protein dem Nachweis der Reinheit der mitochondrialen Fraktion, wahrend PaCLPP als Matrixprotein

zur Uberpriifung der Intaktheit der Mitochondrien verwendet wurde.

2D-DIGE (,,2-dimensional difference gel electrophoresis”) ist eine auf 2D-PAGE basierende Metho-
de. Der Vorteil gegentiiber klassischer 2D-PAGE ist die Moglichkeit der gleichzeitigen Auftrennung
von zwei oder mehr Proben. Gleiche Mengen dieser Proben werden zunachst mit fluoreszierenden
Farbstoffen markiert, die mit Lysin-Seitenketten in den Proteinen reagieren. Nach dem Abstoppen
der Reaktion werden die zu vergleichenden Proben vereinigt und gemeinsam nach isoelektrischem
Punkt und Molekulargewicht aufgetrennt. Dadurch sind die Proben direkt vergleichbar, da Varia-
tionen zwischen den Gelen wegfallen. Beim Vergleich von zwei Proben kann ein interner Standard
mitgefiihrt werden, der ebenfalls mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert wurde. Dieser Standard
setzt sich aus gleichen Teilen der beiden Proben zusammen. Bei Verwendung der Cy-Farbstoffe Cy2,
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Cy3 und Cy5 wird der gelbe Cy2-Farbstoff meistens fiir den internen Standard verwendet. Die Pro-
ben werden mit Cy3 (rot) bzw. Cy5 (griin) markiert. Nach der Auftrennung der Proteine erscheinen
die ,Proteinspots’ dementsprechend griin oder rot, wenn ein Protein in einer der Proben in grofe-
rer Menge vorhanden ist verglichen mit der anderen Probe, bzw. in der Mischfarbe gelb wenn die
Proteinmengen in beiden Proben lbereinstimmen.

Nach der Auftrennung der isoelektrisch fokussierten Proteine der Wild- und APalap-Isolate und der De-
tektion durch einen Laserscanner wurden die sechs Gele mit dem Programm ,DeCyder™‘ (GE Health-
care) ausgewertet (Abb. 20). Als Kriterien flr ein differenziell gebildetes Protein musste der ,Protein-
spot’ in den analysierten Wildstamm-APalap-Stamm-Parchen signifikant verandert sein und sich um
mindestens 20 % unterscheiden. Nach diesen Kriterien wurden 49 ,Proteinspots’ ausgewahlt, die in

Abb. 20B eingezeichnet sind, und massenspektrometrisch analysiert.
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Abb. 20: Vergleichende Analyse des mitochondrialen Proteoms von Wildstamm- und APalap-lsolaten durch 2D-DIGE. Zur
Analyse des mitochondrialen Proteoms von Wild- (n = 5; ‘F93891, *F93910, "F93940, ‘F93950, 'F93960) und Palap-Deletions-
stammen (n = 6; 'F93541, *F93551, 'F93600, ‘F93630, ‘F93670, 'F93691) wurden mitochondriale Proteine aus 14 Tage alten
Myzelien isoliert. Die Myzelien wurden zunachst auf M2-Fest- und anschliefend in CM-Fliissigmedium bei 27°C angezogen.
Je 50 pg mitochondriale Proteinextrakte von Wild- und Palap-Deletionsstdmmen wurden mit fluoreszierenden Cy-Farbstoffen
(Cy3 und Cy5) markiert. Zuséatzlich wurden je 25 pg jeder Probe gemischt und als interner Standard mit Cy2 markiert. Nach
dem Abstoppen der Reaktion wurden die mit Cy3 bzw. Cy5 markierten Proteine je eines Wildstamms mit denen mit Cy5
bzw. Cy3 markierten eines APalap-Isolats vereinigt und je 50 pg des internen Standards dazugegeben. Darauf folgte die iso-
elektrische Fokussierung (pH 3-10; nicht linear) und die gelelektrophoretische Auftrennung in der zweiten Dimension durch
12,5 %ige SDS-PAGE. Als Marker wurde SM0671 verwendet. Nach der Auftrennung wurden die fluoreszenzmarkierten Prote-
ine mit einem Laserscanner dokumentiert (A). Die Auswertung erfolgte mit dem Programm ,DeCyder™‘ (GE Healthcare) (B).
Das in (A) und (B) exemplarisch dargestellte 2D-DIGE-Gel zeigt den mit Cy5 markierten (griin) Wildstamm ‘F93960 und den
Cy3-markierten (rot) Palap-Deletionsstamm "‘F93691. Der Cy2-markierte interne Standard ist gelb dargestellt. Insgesamt wur-
den 49 ,Proteinspots’ ausgewahlt und massenspektrometrisch untersucht. Der Wildstamm "F93940 wurde in zwei Ansdtzen

verwendet.

In den 49 ausgewadhlten ,Proteinspots’ wurden jeweils 5 - 40 Proteine identifiziert, sodass zunachst
das fir die unterschiedliche Fluoreszenz verantwortliche, differenziell gebildete Protein identifiziert

werden musste. Dazu wurde die Wahrscheinlichkeit der mitochondrialen Lokalisation der Aminosau-
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resequenz, sowie das Molekulargewicht und der isoelektrische Punkt der Sequenz ohne Signalpeptid
bestimmt und mit der Lage im Gel verglichen. Weiterhin wurden die Zahl der identifizierten Peptide
und die Glite der massenspektrometrischen Identifizierung beriicksichtigt. Nach diesen Kriterien wur-
den 21 Proteine identifiziert, die in Tabelle 21 aufgelistet sind. Teilweise war ein Protein in mehreren,
nebeneinander liegenden ,Proteinspots’ vorhanden, was z.B. auf Isoformen des Proteins hindeutet,

bzw. es war nicht in jedem Fall moglich dem ,Proteinspot’ ein Protein zuzuordnen.

Von den 21 identifizierten Proteinen ist die Menge im APalap-Stamm bei 16 Proteinen erhéht gegen-
Uber dem Wildstamm. Die Proteine lassen sich verschiedenen Stoffwechselwegen zuordnen. Die groR-
te Gruppe bilden dabei die Proteine, die am Aminosdure-Metabolismus beteiligt sind. Diese sind so-
wohl an der Synthese von Lysin (Homoisocitrat-Dehydrogenase) und der reversiblen Umwandlung von
Serin zu Glycin (Serin-Hydroxymethyltransferase) beteiligt, als auch an der Synthese bzw. dem Abbau
der verzweigtkettigen Aminosauren Leucin, Isoleucin und Valin (Methylmalonat-Semialdehyd-Dehy-
drogenase, Methylcrotonoyl-CoA-Carboxylase, Verzweigtkettige-Aminosdauren Aminotransferase und
Acetolactat-Synthase). Dabei sind alle Enzyme mit Ausnahme der a-Kette der Methylcrotonoyl-CoA-

Carboxylase in der Deletionsmutante in grofRerer Menge vorhanden als im Wildstamm.

Eine weitere Gruppe bilden die Proteine der mitochondrialen Atmungskette, von denen die beiden
Untereinheiten der ATP-Synthase in den APalap-Isolaten in groRerer Menge vorhanden sind als in den
Wildstammen. Dagegen ist die Menge des Homolog der 24 kDa-Untereinheit der NADH:Ubichinon-

Oxidoreduktase reduziert.

Die Enzyme des Methanol-Metabolismus und des Fettsdurestoffwechsels sind in dhnlicher Weise be-
troffen und liegen in den Mutanten vermehrt vor. Die a-Untereinheit des Elektronentransfer-Flavopro-
teins wurde ebenfalls zum Fettsdurestoffwechsel gezahlt, obwohl dieses Protein Elektronen nicht nur
auf Flavoprotein-Dehydrogenasen des Fettsdure-, sondern auch auf Flavoprotein-Dehydrogenasen des

Aminosaure-Metabolismus Ubertragt (Roberts et al. 1996).

Bei den Enzymen des Citratzyklus ist die Menge der mitochondrialen Malat-Dehydrogenase in den
APalap-lsolaten reduziert, wahrend die der Succinyl-CoA-Ligase (Succinyl-CoA-Synthase) verglichen mit

dem Wildstamm erhoht ist.

In der Gruppe der Chaperone liegen die Proteine HSP60 und AFG1 vermehrt vor, wahrend die Prohi-
bitin 1-Menge stark vermindert ist. AFG1 ist eine mitochondriale ATPase, die der i-AAA und m-AAA

Protease dhnelt, jedoch fehlt ihr die charakteristische Zink-Protease-Domane (Lee & Wickner 1992).
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Tabelle 21: Ergebnis der massenspektrometrischen Analyse der durch 2D-DIGE ausgewadhlten ,Proteinspots’. Von den pro
,Proteinspot’ (Abb. 20) identifizierten Proteinen wurde anhand der Aminosauresequenz die mitochondriale Lokalisation Gber-
prift (,MitoProtll‘) und sowohl das theoretische Molekulargewicht als auch der isoelektrische Punkt ohne mitochondriale
Signalsequenz bestimmt und mit der Lage des ,Proteinspots’ im Gel verglichen (vgl. Anhang Tabelle 23). Zusatzlich wurde die
Gute der massenspektrometrischen Analyse berticksichtigt. Das nach diesen Kriterien passendste Protein wurde ausgewahlt
und einem Stoffwechselweg zugeordnet. Die Menge gibt das relative Verhaltnis im Palap-Deletions- verglichen mit dem Wild-

stamm an. Die ,UniProt’-Identifizierungsnummern sind in Klammern angegeben.

Proteinname und Stoffwechselweg Menge
(APalap/WT)

Atmungskette

e putatives Homolog der 24 kDa-Untereinheit der NADH:Ubichinon-Oxidoreduktase (B2B4L4) -21%

e putativer Vorldufer der mitochondrialen ATP-Synthase Untereinheit 4 (B2AU12) +32%

e putative mitochondriale ATP-Synthase Untereinheit D (B2AT17) +88 %

Citratzyklus

e mitochondriale Malat-Dehydrogenase (B2AZV9) -39 %
e putativer Vorlaufer der B-Kette der mitochondrialen Succinyl-CoA-Ligase [GDP-bildend] (B2BOY1) +23-82 %

Aminosaure-Metabolismus

e putativer Vorlaufer der kleinen Untereinheit der mitochondrialen Acetolactat-Synthase (B2B064)  +72 %
e putativer Vorldufer der mitochondrialen Homoisocitrat-Dehydrogenase (B2AB72) +23 %
e Verzweigtkettige-Aminosauren Aminotransferase (B2AR54) +35%
e putative a-Kette der mitochondrialen Methylcrotonoyl-CoA-Carboxylase (B2ATC1) -30%
e putativer Vorlaufer der mitochondrialen Methylmalonat-Semialdehyd-Dehydrogenase [acylie- +22-87 %

rend] (B2A8W9)
e Serin-Hydroxymethyltransferase (B2ADB9) +22-31%

Methanol-Metabolismus

e putative Format-Dehydrogenase (B2B7M8) +23-67 %
e putative Alkohol-Dehydrogenase (B2APT2) +33%
Chaperone

e putativer Vorldufer des mitochondrialen Hitzeschockproteins 60 (B2B270) +22-39%
e putatives AFG1 (B2B3P4) +27 %
e putatives Prohibitin 1 (B2B7Z4) 72 %

Fettsaure-Metabolismus

e Vorlaufer der mitochondrialen Enoyl-CoA-Hydratase (B2AXD7) +28 %
e putative a-Untereinheit des Elektronentransfer-Flavoproteins (B2B318) +37%

Ergosterol-Biosynthese

e putative NADH-Cytochrom b -Reduktase (B2AYM®6) -52%

Synthese von Him

e Ferrochelatase (B2B2B8) +29%

Import

e putativer Vorlaufer der B-Untereinheit der mitochondrialen Prozessierungspeptidase (B2AB90) +23 %
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Das an der Ergosterol-Biosynthese beteiligte Flavoenzym NADH-Cytochrom b_-Reduktase liegt in den
Mitochondrien der APalap-lIsolate in verminderter Menge vor. Dagegen weisen die Mitochondrien der
Mutanten erhdhte Proteinmengen der an der Him-Synthese beteiligten Ferrochelatase sowie der Pro-

zessierungspeptidase auf, die die Prasequenz neu in die Mitochondrien importierter Proteine entfernt.

Der Vergleich der mitochondrialen Proteome von Wild- und Palap-Deletionsstimmen zeigt, dass sich
die Mengen einiger Proteine unterscheiden. Darauf aufbauende Experimente wie z.B. Western Blot-

Analysen werden weitere Hinweise liefern, ob dies durch den Verlust von PalAP hervorgerufen wird.

ICAT

Da die bisher identifizierten Substrate der i-AAA Protease groRtenteils membrangebunden sind (vgl.
Tabelle 1), wurde eine weitere Methode zur quantitativen Analyse komplexer Proteingemische zwei-
er Proben angewendet. Mitochondriale Proteinextrakte eines 14 Tage alten Wild- und eines Palap-
Deletionsstamms, die durchgangig auf M2-Festmedium bei 27°C angezogen wurden, wurden mit der

ICAT-Technik untersucht (Abb. 21).

ICAT steht fir ,isotope-coded affinity tag” und dient zur relativen Quantifizierung von Proteinen
aus komplexen Proteingemischen, wie z.B. dem mitochondrialen Proteom. Zunachst werden je-
weils identische Mengen der zu vergleichenden Proben mit reaktiven Sonden markiert, die un-
terschiedliche stabile Kohlenstoffisotope enthalten. Eine Probe wird mit einer 2C-Sonde und die
andere mit einer *C-Sonde markiert. Dabei erfolgt eine kovalente Bindung an Cysteine im Protein.
Nach dem Abstoppen der Reaktion werden die beiden Proben vereinigt und mit Trypsin verdaut.
Nach der chromatographischen Auftrennung und Anreicherung der markierten Peptide folgt eine
massenspektrometrische Analyse. Dabei kdnnen sowohl die Proteine identifiziert als auch deren
Verhéltnis zueinander ermittelt werden. Dies erfolgt durch den relativen Vergleich der Signalinten-
sitdten der mit den unterschiedlichen Isotopen markierten Peptide (Gygi et al. 1999). Der Vorteil
gegenliber 2D-PAGE ist, dass Proteine mit extrem sauren oder basischen isoelektrischen Punkten,
sehr geringem oder hohem Molekulargewicht, selten vorkommende Proteine und membrange-
bundene Proteine besser in der ICAT-Analyse vertreten sind.

Die Auswertung der identifizierten, differenziell gebildeten Proteine zeigt, dass vor allem Untereinhei-
ten von Atmungskettenkomplexen in groRerer Menge (2 - 6fache Menge) im APalap-Stamm vorhanden
sind. Von den neun identifizierten Atmungskettenkomplex-Untereinheiten kénnen acht Komplex | zu-
gewiesen werden, wahrend COX2 eine Untereinheit von Komplex IV (Cytochrom c-Oxidase) darstellt.
Dagegen sind die Mengen der Carbamoylphosphat-Synthase, die an der Harnstoffsynthese beteiligt
ist, der kurzkettigen Dehydrogenase, die den ersten Schritt der Oxidation von Fettsauren katalysiert,
der kleinen Untereinheit der Acetolactat-Synthase, des ersten Enzyms der Synthese verzweigtkettiger
Aminosduren, sowie der beiden Enzyme des Citratzyklus Succinyl-CoA-Ligase und 2-Oxoglutarat-Dehy-

drogenase im Palap-Deletionsstamm verringert.
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Abb. 21: Vergleichende Analyse des mitochondrialen Proteoms eines Wild- und APalap-Stamms durch ICAT. Zur initialen
Analyse des mitochondrialen Proteoms des Wild- (n = 1) und Palap-Deletionsstamms (n = 1) wurden mitochondriale Proteine
aus 14 Tage altem Myzel isoliert, das durchgangig bei 27°C auf M2-Festmedium angezogen wurde. Je 100 pug mitochondriale
Proteine wurden mit dem schweren bzw. dem leichten ICAT-Reagenz markiert, sodass die Probe des Wildstamms ‘F128450
mit 2C und die des APalap-Isolats ‘F128150 mit *C markiert wurde. AnschlieRend wurden die Proteine vereinigt, mit Trypsin
verdaut, affinitdtsgereinigt und die Peptide massenspektrometrisch untersucht. Das Balkendiagramm zeigt, dass vor allem
Peptide von Untereinheiten (UE) der NADH:Ubichinon-Oxidoreduktase (Komplex I; mit * markiert) im Palap-Deletionsstamm
in groBerer Menge vorliegen verglichen mit dem Wildstamm. Die ,UniProt‘-ldentifizierungsnummern sind im Anhang in Ta-
belle 24 aufgelistet.

Wie bei der 2D-DIGE-Analyse liefert die initiale ICAT-Analyse des mitochondrialen Proteoms der Dele-
tionsmutante interessante Einblicke in mogliche Aufgaben von PalAP, z.B. bei der Kontrolle der Verfiig-
barkeit der Untereinheiten zur Assemblierung der Atmungskettenkomplexe (vgl. 1.4.2.5). Dies muss
jedoch noch abgesichert werden, was z.B. durch Western Blot-Analysen mit Antikérpern gegen geeig-

nete Untereinheiten von Komplex | erfolgen kdnnte.

4.1.9 Auswirkung der Deletion von Palap auf die Zusammensetzung der mitochondrialen
Atmungskettenkomplexe

Als membrangebundene Proteasen sind sowohl die i-AAA als auch die m-AAA Protease am Abbau, aber

auch an der Assemblierung bzw. Stabilisierung von Membranproteinen beteiligt (Leonhard et al. 2000;

Kolodziejczak et al. 2007). In S. cerevisiae und A. thaliana konnte gezeigt werden, dass der Verlust der

i-AAA Protease Einfluss auf Komplexe der Atmungskette hat (Pearce & Sherman 1995; Kolodziejczak et

al. 2007). Aus diesem Grund wurde Uberprift, wie sich die Deletion von Palap auf die Atmungsketten-

komplexe von P. anserina auswirkt.
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Dazu wurden mitochondriale Proteine aus 14 Tage alten Wild- und APalap-Stammen isoliert, die durch-
gangig auf M2-Festmedium angezogen wurden. Die Inkubation erfolgte bei 27°C bzw. 24 Stunden vor
der Isolation der Mitochondrien bei 37°C. Zur Analyse der Atmungskettenkomplexe wurden diese mit
dem milden Detergenz Digitonin aus der inneren mitochondrialen Membran herausgelost und durch
blau-native Polyacrylamidgelelektrophorese (BN-PAGE) in einem Gradientengel aufgetrennt (Abb. 22A
und Anhang Abb. 48).
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Abb. 22: Untersuchung der Zusammensetzung der mitochondrialen Atmungskettenkomplexe bei Wild- und Palap-De-
letionsstdmmen. BN-PAGE mit je 100 pg mitochondrialen Proteinen von 14 Tage alten Wild- (n = 3) und APalap-Kulturen
(n = 3) aus Abb. 19. Die membrangebundenen Proteine wurden mit Digitonin im Verhéltnis 3 g Digitonin/g Protein solu-
bilisiert und durch BN-PAGE mit einem Gradientengel (3,5 - 13 %) aufgetrennt (A). Nach der Auftrennung wurde das Gel
mit Coomassie Blue gefarbt und mit Wasser entfarbt, wodurch die Atmungskettenkomplexe I, V,, und Ill,, V, IV, sowie die
Superkomplexe S, (S, 1LILIV; S;: LILIV; S: LIILIV,) sichtbar werden. (B) Die densitometrische Auswertung der BN-PAGE
erfolgte mit dem Programm ,Quantity One®‘ (Bio-Rad). Zur Normierung wurde die Gesamtfarbung der jeweiligen Bahn ver-
wendet. Bei 27°C sind die Proteinmengen der Komplexe IV (WT 20,9 % + 4,2; APalap 10,3 % + 0,1; p < 0,05), V, /Ill, (WT
43,9 % + 3,5; APalap 36,6 % + 2,1; p < 0,05), | (WT 36,6 % + 11,4; APalap 14,3 % * 3,8; p < 0,05) und V, (WT 42,7 % + 0,5;
APalap 31,6 % + 1,6; p < 0,001) bei den APalap-Isolaten (weil) signifikant reduziert verglichen mit den Wildstammen (grau).
Die Menge an Superkomplex S, ist dagegen erhoht (WT 2,6 % + 1,5; APalap 11 % + 3,9; p < 0,05), wdhrend weder die Men-
gen an Superkomplex S, (WT 7,6 % * 4; APalap 3,7 % + 1,1; p > 0,05) noch an S, (WT 19,3 % * 2,1; APalap 25,5 % + 9,3;
p > 0,05) signifikant verdndert sind. Hitzestress beeinflusst die Zusammensetzung der Atmungskettenkomplexe sowohl bei
den Wild- als auch bei den Palap-Deletionsstémmen. Wahrend sich die Mengen an Superkomplex S, (WT 2 % + 0,6; APalap
1,5% +0,7; p > 0,05), S, (WT 36,9 % * 12,6; APalap 16,4 % * 2,8; p > 0,05) und S, (WT 13 % + 5,2; APalap 7,2 % * 1,3;
p > 0,05), sowie von Komplex V, (WT 40,1 % * 8,2; APalap 29,8 % + 6,1; p > 0,05), | (WT 6,7 % * 3; APalap 5 % + 2; p > 0,05)
und IV (WT 0 %; APalap 0 %) nicht signifikant unterscheiden, weisen die Wildstdmme signifikant mehr Komplex V, /Ill, (24,6
% * 3,1) auf verglichen mit den APalap-Isolaten (12,2 % + 2,2; p < 0,01; modifiziert nach Weil et al. 2011).
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Die Coomassie-Farbung des Gels zeigt die fir P. anserina typische Zusammensetzung der Atmungs-
kettenkomplexe (Krause et al. 2004). Allerdings werden bereits bei Anzucht bei 27°C Unterschiede in
den Mengen der einzelnen Komplexe zwischen Wild- und Palap-Deletionsstamm deutlich (Abb. 22B).
So sind in den Mitochondrien der APalap-Isolate die Mengen der monomeren Komplexe | und IV mit
~ 40 % bzw. ~ 50 % der Wildstamm-Menge am starksten reduziert. Auch die Intensitaten des Dimers
von Komplex V sowie dessen Monomer, welches mit den gewahlten Gelelektrophoresebedingungen
nicht vom Dimer von Komplex Ill getrennt werden kann, sind in den APalap-Stammen schwacher ver-
glichen mit den Signalstarken der Wildstamme. Dagegen ist die Menge an Superkomplex S, (I IIlIV,)
in den APalap-Stammen stark erhéht und auch bei Superkomplex S, (L IILIV,) ist eine erhdhte Tendenz
sichtbar. Die Intensitdt von Superkomplex S_ (L IILIV ) unterscheidet sich dagegen nicht zwischen den

Wild- und Palap-Deletionsstimmen.

Die Inkubation bei 37°C beeinflusst die Zusammensetzung der mitochondrialen Atmungskettenpro-
teine sowohl bei den Wild- als auch bei den Palap-Deletionsstimmen. Die Monomere von Komplex |
und Komplex IV und Superkomplex S, sind kaum noch detektierbar. Wahrend sich die Mengen des Di-
mers von Komplex V zwischen der Mutante und dem Wildstamm nicht unterscheiden, ist die aus dem
Monomer von Komplex V und dem Dimer von Komplex Il bestehende Bande in den APalap-Stammen
signifikant schwdcher vertreten als beim Wildstamm. Bei den Superkomplexen S, und S, sind die Sig-
nalintensitdten tendenziell beim Wildstamm starker, jedoch ist der Unterschied zur Mutante nicht sig-
nifikant. Dagegen sind die Signalintensitat der beiden Superkomplexe beim Wildstamm verglichen mit

den Intensitaten bei 27°C ebenfalls deutlich erhoht.

Der Verlust von PalAP hat deutliche Auswirkungen auf die Zusammensetzung der Atmungskettenkom-
plexe von P. anserina. Wahrend die Gesamtmenge der Komplexe in den Mitochondrien der Palap-De-
letionsstamme bei 27°C im Wesentlichen unverdandert ist, kommt es zu einer deutlichen Verschiebung
der monomeren Komplexe zu stabileren Superkomplexen. Hitzestress scheint in den Mitochondrien
der Wildstdamme eine dhnliche Tendenz zur Bildung von Superkomplexen auszuldsen, wogegen in den

APalap-lsolaten die Mengen aller Komplexe abnehmen verglichen mit den Mengen bei 27°C.

Zur Uberpriifung, ob die veranderte Zusammensetzung der Elektronentransportkette in den Mitochon-
drien der APalap-Stamme die Aktivitat der Komplexe beeinflusst, wurden die Aktivitdten von Komplex |

und Komplex IV, sowie der Sauerstoffverbrauch und die Komplex I-Hemmbarkeit mit Rotenon bestimmt.

Die Messung der katalytischen Aktivitat von Komplex | erfolgte durch in-gel-Farbung und durch photo-

metrische Messung. Zur in-gel-Bestimmung der Komplex I-Aktivitdt wurden die mitochondrialen Prote-
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ine der Wild- und APalap-lsolate wie zuvor solubilisiert und durch BN-PAGE aufgetrennt (Abb. 23A und
Anhang Abb. 49A). AnschlieRend wurde das Gel in NADH-haltiger Substratlésung inkubiert.

In Bereichen mit Komplex I-Aktivitdt wird das Substrat umgesetzt und die Elektronen von NADH
auf Nitroblau-Tetrazoliumchlorid (NBT?*) Gbertragen, wodurch dieses zu NBT reduziert wird und als
violettes Prazipitat ausfallt (Jung et al. 2000). Dabei eignet sich diese Methode nur zur Bestimmung
der Gesamtmenge an assembliertem Komplex |. Aussagen zur katalytischen Aktivitdt des Holoen-
zyms kénnen nicht getroffen werden, da nur die initiale NADH-Dehydrogenase-Domane (N-Modul,
Brandt 2006) an der im Test untersuchten Elektronenibertragung beteiligt ist.

Weder nach Anzucht bei 27°C noch nach Hitzestress unterscheidet sich die Gesamtaktivitdt von Kom-
plex I und der Superkomplexe S, der Wild- und Palap-Deletionsstamme voneinander (Abb. 23B). Nach

Hitzestress ist die Aktivitdt in den Wildstammen leicht erhéht, wahrend sie in den APalap-lsolaten

etwas geringer ist als bei 27°C, jedoch sind die Unterschiede nicht signifikant.

A B C
R Q
@ §0\0 VQO\0
140- 0,51
SZ
S —
S 21~ S
UVD; % 120+

—[ - ©
x

VM = 1004 £

I, = < 2

< o

- 80 a
x

O] (@)]

S 60 £

€ )

O o —

i~ C

[J] 40' -}
=
(©

@ 204
0, 0, 0. 0, i 0, b o.
27°C 24h37°C 27°C 24h37°C é\QO\OQ
v

Abb. 23: Einfluss der verdanderten Zusammensetzung der Atmungskettenkomplexe beim Palap-Deletionsstamm auf die Ak-
tivitdt von Komplex I. Die Aktivitdt von Komplex | wurde sowohl im Gel als auch photometrisch bestimmt. (A) In-gel-Aktivitat
von Komplex | in Wild- und Palap-Deletionsstammen. Dazu wurden die Stamme aus Abb. 22 verwendet und die Proben wie
dort beschrieben vorbereitet. Nach der Auftrennung der nativen Proteine wurde das Gel in Komplex I-Farbelésung im Dunkeln
inkubiert bis violette Banden sichtbar wurden, welche durch Komplex I-Aktivitat entstanden sind. (B) Densitometrische Quan-
tifizierung der in-gel-Komplex I-Aktivitdt. Dazu wurde die optische Dichte aller Banden einer Probe mit Komplex I-Aktivitat (1,
S, S, S,) addiert und auf die Gesamtfdrbung der jeweiligen Bahn normiert. Der Mittelwert der Aktivitat der Wildstamme bei
27°C wurde 100 % gesetzt. Weder bei 27°C (WT: grau; 100 % + 17,9; APalap: weil’; 97,1 % + 24,3; p > 0,05) noch nach Inku-
bation bei 37°C (WT: 104,7 % * 27,9; APalap: 89,5 % * 16; p > 0,05) unterscheidet sich die Aktivitat von Komplex | zwischen
den Wild- und Palap-Deletionsstammen. (C) Zur photometrischen Bestimmung der Aktivitat von Komplex | wurde sowohl die
NADH:HAR- als auch die dNADH:DBQ-Aktivitat von je 50 ug bzw. 100 pug mitochondrialer Proteinextrakte der Wild- (n = 3)
und APalap-Isolate (n = 3) bei 27°C bestimmt und auf die NADH:HAR-Aktivitdt normiert. Die Komplex |-Aktivitat der APalap-
Stamme (0,35 Units/mg Protein + 0,05) unterscheidet sich nicht von der der Wildstamme (0,37 Units/mg Protein * 0,06;
p > 0,05; A und B modifiziert nach Weil et al. 2011).
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Dies wird durch die photometrische Bestimmung der Komplex I-Aktivitat bestatigt (Abb. 23C, durch-
geflihrt in Kooperation mit Dr. S. Drose, AK Brandt, Molekulare Bioenergetik, Frankfurt). Die Messung
wurde ebenfalls mit mitochondrialen Proteinen von 14 Tage alten Wild- und APalap-Stammen durch-

gefihrt, die durchgédngig auf M2-Festmedium bei 27°C angezogen wurden.

Zur Bestimmung der katalytischen Aktivitat von Komplex | wird die Oxidoreduktase-Aktivitat durch
die Oxidation von NADH bzw. deamino-NADH (dNADH) bestimmt (Tocilescu et al. 2007). Bei der
Oxidation von NADH wird HAR als Elektronenakzeptor eingesetzt, da NADH auch von der in Pflan-
zen und Pilzen vorkommenden alternativen NADH:Ubichinon-Oxidoreduktase NDH2 oxidiert wer-
den kann, die die Elektronen jedoch nicht auf HAR Ubertragen kann (Kerscher et al. 1999). Da
jedoch zur Ubertragung der Elektronen nur die Funktionalitit des N-Moduls benétigt wird, wird
die NADH:HAR-Aktivitat zur Abschatzung des Komplex I-Gehalts der Probe verwendet. In einem
zweiten Ansatz wird die Oxidation von dNADH als Komplex I-spezifischem Substrat (Matsushita et
al. 1987) mit DBQ als Elektronenakzeptor bzw. mit dem Inhibitor DQA gemessen. Die Komplex I-
Aktivitat in Gegenwart des Inhibitors DQA wird von der dNADH:DBQ-Aktivitat abgezogen und spie-
gelt den Inhibitor-sensitiven Teil der Ubichinon-Reduktase-Aktivitat. Zuletzt wird zum Vergleich ver-
schiedener Proben die Aktivitat auf den Komplex I-Gehalt (NADH:HAR-Aktivitdt) normiert.

Die Gesamtaktivitat von Komplex | ist trotz der veranderten Organisation der Atmungskettenkomplexe

in den Mitochondrien der APalap-Stamme nicht beeinflusst.

Um den Sauerstoffverbrauch von Wild- und APalap-Stammen zu analysieren, wurden 14 Tage alte My-
zelien verwendet, die durchgangig auf M2-Festmedium bei 27°C bzw. 24 Stunden vor der Messung mit
dem Oxygraph-2k Respirometer (Oroboros) bei 37°C angezogen wurden (Abb. 24). Wahrend der Mes-
sung wurden steigende Mengen des Komplex I-Inhibitors Rotenon und zuletzt der Komplex lll-Inhibitor

Antimycin A zugegeben. Dadurch wird die Elektronenzufuhr zu Komplex IV inhibiert.

P. anserina besitzt wie viele Pilze eine alternative Oxidase (AOX), die eine alternative, Komplex IV-
unabhangige Atmung ermoglicht (Vanlerberghe & Mcintosh 1997). Die AOX erhélt die Elektronen
direkt von Ubichinon und Ubertragt diese auf molekularen Sauerstoff. Unter den gewahlten Ver-
suchsbedingungen setzt sich der Rest-Sauerstoffverbrauch nach Antimycin A-Zugabe demnach aus
dem nicht-mitochondrialen Sauerstoffverbrauch (z.B. durch Glukose-Oxidasen) und dem Sauer-
stoffverbrauch durch die AOX zusammen. PaAox wird beim Wildstamm jedoch nur unter bestimm-
ten Bedingungen exprimiert (Borghouts et al. 2001). Dariiber hinaus konnte durch die Zugabe des
AOX-Inhibitors SHAM (Salizylhydroxaminsdure) gezeigt werden, dass die Aktivitdt von PaAOX beim
Wildstamm fiir nur etwa 20 % des Sauerstoffverbrauchs verantwortlich ist (Gredilla et al. 2006).

Insgesamt unterscheidet sich der Sauerstoffverbrauch der Myzelien der Wild- und APalap-lsolate
bei steigender Rotenonzugabe weder nach Anzucht bei 27°C (Abb. 24A) noch nach 24stiindigem Hit-
zestress voneinander (Abb. 24B). Jedoch sind die Grundatmung der Myzelien und auch die Atmung
nach Rotenonzugabe nach Inkubation bei 37°C tendenziell héher als bei 27°C, wobei der Unterschied

nur bei der Grundatmung des Wildstamms signifikant ist.
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Die durch den Verlust von PalAP verursachte Veranderung der Zusammensetzung der mitochondrialen

Atmungskette hat keine Auswirkung auf die Sensitivitat gegentber Rotenon.
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Abb. 24: Sauerstoffverbrauch des Wild- und Palap-Deletionsstamms mit steigender Rotenonzugabe. Zur Bestimmung des
Sauerstoffverbrauchs von Wild- (n = 4) und APalap-lsolaten (n = 4) wurde Myzel von 14 Tage alten Stammen verwendet,
die durchgangig auf M2-Festmedium bei 27°C (27°C) bzw. 24 Stunden vor Messung bei 37°C (37°C) und Dauerlicht angezo-
gen wurden. Die Messungen erfolgten bei 27°C bzw. bei 37°C in flissigem M2-Medium mit dem Oxygraph-2k Respirometer
(Oroboros). Der Sauerstoffverbrauch ist in pmol O,/min pro mg Myzel (Frischgewicht) angegeben. Die Grundatmung stellt
den physiologischen Sauerstoffverbrauch des Myzels dar. Wahrend der Messung wurden steigende Mengen des Komplex |-
Inhibitors Rotenon zugegeben (1 uM, 5 uM und 10 uM). Weder bei 27°C (A) noch nach Inkubation bei 37°C (B) unterschei-
det sich der Sauerstoffverbrauch der Palap-Deletionsstamme (weiB) nach Rotenonzugabe von dem der Wildstimme (grau;
p jeweils > 0,05), wobei der Verbrauch bei 37°C tendenziell, nicht signifikant héher ist. Lediglich beim Wildstamm ist der Un-
terschied bei der Grundatmung signifikant (p < 0,05).

Da in den Mitochondrien der APalap-lsolate auch fiir Komplex IV eine Verschiebung der monomeren
Komplexe zu Superkomplexen beobachtet wird (Abb. 22), wurde Komplex IV durch in-gel-Farbung ana-
lysiert (Abb. 25 und Anhang Abb. 49B). Die Farbung basiert dabei auf den Peroxidase-Eigenschaften
kovalent gebundener Ham-Gruppen und kann mit Diaminobenzidin nachgewiesen werden. Somit re-

prasentiert die Farbung die Komplex IV-Menge mit intakten Hamen.

Die in-gel-Farbung der Ham-Gruppen von Komplex IV liefert erste Hinweise auf die Aktivitat des
Komplexes und erlaubt die Analyse der Verteilung in freie Komplexe bzw. Superkomplexe. Zur Mes-
sung der Aktivitat von Komplex IV missten isolierte Mitochondrien wie z.B. bei David et al. (David
et al. 2005) photometrisch analysiert werden.

Dabei wird deutlich, dass trotz der geringen Coomassie-Farbbarkeit der Komplex IV-Monomere in Mito-

chondrien des Deletionsstamms bei 27°C und nach Hitzestress beim Wild- und Palap-Deletionsstamm
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dennoch vergleichbare Mengen mit intakten Himen und vermutlich dahnlicher Aktivitat vorhanden sind
(Abb. 25A). Unter Standardbedingungen unterscheidet sich die Gesamtintensitat der Him-Farbung von
Komplex IV in den Mitochondrien der Wild- und APalap-lsolate nicht voneinander (Abb. 25B). Dagegen
ist die Gesamtfarbung nach Hitzestress in den Deletionsstammen um ~ 10 % reduziert verglichen mit

der Aktivitat in den Wildstammen.

Trotz der veranderten Organisation der Komplexe in den Mitochondrien der APalap-Isolate unterschei-
det sich die Intensitdt der mitochondrialen Gesamtfarbung von Komplex IV bei 27°C nicht zwischen
dem Wild- und Palap-Deletionsstamm. Nach Hitzestress weisen die APalap-Stamme jedoch eine ge-

ringfligig reduzierte Komplex IV-Farbung auf.
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Abb. 25: Einfluss der verdnderten Zusammensetzung der Atmungskettenkomplexe beim Palap-Deletionsstamm auf die
Aktivitdt von Komplex IV. (A) In-gel-Farbung von Komplex IV in Wild- und Palap-Deletionsstdmmen. Dazu wurden die Stamme
aus Abb. 22 verwendet und die Proben wie dort beschrieben vorbereitet. Nach der Auftrennung der nativen Proteine wurde
das Gel in Komplex IV-Farbeldsung im Dunkeln inkubiert bis braune Banden sichtbar wurden, welche durch die Oxidation von
DAB durch die Hdm-Gruppen entstanden sind. (B) Densitometrische Quantifizierung der in-gel-Komplex IV-Farbung. Dazu
wurde die optische Dichte aller Banden einer Probe mit Komplex IV-Férbung (IV, S, S,) addiert und auf die Gesamtfarbung
der jeweiligen Bahn normiert. Der Mittelwert der Farbung der Wildstamme bei 27°C wurde 100 % gesetzt. Nach Anzucht bei
27°C gibt es keinen Unterschied in der Intensitdt der Farbung von Komplex IV zwischen den Wild- (grau; 100 % + 4,1) und
Palap-Deletionsstammen (weif3; 100,6 % * 6,6; p > 0,05), jedoch nach Inkubation bei 37°C unterscheidet sich die Farbung von
Komplex IV zwischen den Wild- (94 % * 3,2) und APalap-Isolaten (86,2 % + 2,6; p < 0,05; modifiziert nach Weil et al. 2011).

In S. cerevisiae ist nicht-assembliertes COX2 der Cytochrom c-Oxidase ein Substrat von YME1, welches
in Abwesenheit von Ymel stabilisiert wird (Pearce & Sherman 1995; Weber et al. 1996). Aufgrund des
beobachteten Effekts der Deletion von Palap auf die Zusammensetzung der Atmungskette, und um ein

mogliches Substrat zu identifizieren, wurde die relative Proteinmenge von PaCOX2 in den Mitochon-
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drien der APalap-lsolate bestimmt. Dazu wurden mitochondriale Proteine von 14 Tage alten Wild- und
Palap-Deletionsstammen durch Western Blot-Analysen mit einem COX2-spezifischen Antikérper ana-
lysiert (Abb. 26). Die Stdamme wurden durchgingig auf M2-Festmedium bei 27°C bzw. 24 Stunden vor
der Isolation der Mitochondrien bei 37°C inkubiert. Bereits unter Standardbedingungen wird ein ge-
ringer Unterschied in der PaCOX2-Proteinmenge zwischen den Wild- und APalap-Stammen sichtbar
(Abb. 26A), die jedoch in den APalap-lsolaten reduziert ist. Dieser Unterschied verstarkt sich durch
Hitzestress (Abb. 26B). Nach Inkubation bei 37°C ist die PaCOX2-Menge in den APalap-Stammen 50 %

niedriger als in den Wildstammen.

Anders als in Hefe, in der Untereinheit 2 der Cytochrom c-Oxidase nach Verlust der i-AAA Protease sta-

bilisiert wird, nimmt die PaCOX2-Menge in P. anserina durch die Deletion von Palap ab.
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Abb. 26: Auswirkung der Deletion von Palap auf die Proteinmenge von COX2. Western Blot-Analyse mit je 30 pug mito-
chondrialen Proteinextrakten von 14 Tage alten Wild- (WT) und Palap-Deletionsstammen (APalap). Die Anzucht des Myzels
erfolgte wie in Abb. 18 und Abb. 19 beschrieben. Die Proteinextrakte wurden durch 12 %ige SDS-PAGE aufgetrennt. Nach
dem Transfer der Proteine auf PVDF-Membranen wurde die Untereinheit PaCOX2 der Cytochrom c-Oxidase mit einem COX2-
spezifischen Antikérper detektiert. Porin (PaPOR) dient zur Normierung. Der Mittelwert der Wildstdmme wurde jeweils auf 1
gesetzt. Gezeigt ist die Standardabweichung. (A) Nach Inkubation bei 27°C (27°C) ist die relative COX2-Proteinmenge bei den
APalap-lsolaten (0,85x + 0,08) geringfiigig reduziert verglichen mit den Wildstimmen (1x £ 0,06; p < 0,05). (B) Nach 24 Stun-
den bei 37°C (24 h 37°C) ist die relative Proteinmenge von COX2 in den Palap-Deletionsstimmen (0,5x + 0,06) deutlich starker
reduziert verglichen mit den Wildstammen (1x £ 0,14; p < 0,001). M — Marker SM0671.

Fazit
Insgesamt zeigen die Untersuchungen, dass die Deletion der mitochondrialen i-AAA Protease Palap bei
P. anserina zu einer Mutante mit deutlichen Phanotypen fiihrt. Unter Standardbedingungen scheint

PalAP nicht bendtigt zu werden, da physiologische Funktionen trotz z.B. einer veranderten Zusammen-
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setzung der Atmungskettenkomplexe nicht beeintrachtigt sind. Vielmehr scheint die i-AAA Protease
die Lebensspanne von P. anserina zu begrenzen, da die Lebensspanne der Deletionsstimme deutlich
verlangert ist. Dagegen ist die Gegenwart von PalAP bei Hitzestress essenziell fir P. anserina. Bei Hit-
zestress sind die APalap-Isolate gegeniliber den Wildstammisolaten deutlich benachteiligt, was auf

wichtige Funktionen der i-AAA Protease bei hoheren Temperaturen hinweist.

4.2 Reversion der Deletion von Palap

Um zu bestatigen, dass die in P. anserina nach der Deletion von Palap beobachtete Verlangerung der
Lebensspanne unter Standardbedingungen durch den Verlust der i-AAA Protease verursacht wird, wur-
de eine Revertante hergestellt. Dazu wurde das Palap-Gen mit dem angrenzenden Promotorbereich
und der Terminatorregion in den APalap-Stamm transformiert. Durch die Wiedereinfliihrung des Gens

der i-AAA Protease sollte die Lebensspanne wieder Wildtyp-artig werden.

4.2.1 Herstellung von Palap-Revertantenstammen

Zur Herstellung des Reversionsvektors pPalap-rev wurden neben dem offenen Leserahmen von Palap
ein an das Startkodon angrenzender, etwa 1.000 Bp langer Promotorbereich, sowie ein dem Stoppko-
don folgender etwa 500 Bp langer Terminatorbereich amplifiziert. Aufgrund der GrofRe des Fragments
von fast 4 kBp, wurde dieses an einer natirlich im Palap-Gen vorkommenden Pstl-Schnittstelle in zwei
Fragmente geteilt, die in getrennten PCR-Durchgidngen amplifiziert wurden. Das den Promotorbereich
und den 5‘-Bereich des offenen Leserahmens von Palap enthaltende Fragment wurde mit den Oligonu-
kleotiden Palap-Kpnl-for und Palap-Pstl-rev amplifiziert, wodurch am 5‘-Ende des Amplikons eine Kpnl-
Schnittstelle eingefligt wurde. Das den 3‘-Bereich des Palap-Gens und die Terminatorregion enthalten-
de Fragment wurde mit den Oligonukleotiden Palap-Pstl-for und Palap-EcoRV-rev amplifiziert, der am
3‘-Ende eine EcoRV-Schnittstelle einfligt. Aufgrund der bereits im Deletionsstamm vorhandenen Phleo-
mycin-Resistenz wurden die beiden mit den jeweiligen Restriktionsenzymen verdauten Fragmente in
den mit Kpnl und EcoRV geoffneten Vektor pKO7-KU ligiert, welcher zur Selektion in P. anserina eine
Hygromycin-Resistenzkassette enthalt (Abb. 27A). Nach der Transformation des Ligationsansatzes in
E. coli und der Identifizierung Ampicillin-resistenter, positiver Kolonien, wurde das Reversionsplasmid
pPalap-rev isoliert und zur Kontrolle mit verschiedenen Restriktionsenzymen verdaut (Abb. 27B). Die
FragmentgréRen stimmen mit den erwarteten GroRen des Vektors pPalap-rev Gberein (Abb. 27C). Um
die korrekte Basenabfolge zu verifizieren, wurde das Plasmid pPalap-rev vom 5‘-Ende des Promotors
bis zum 3‘-Ende des Terminators von Palap durch SRD (SRD GmbH, Bad Homburg) sequenziert. Dabei

stellte sich heraus, dass die EcoRV-Schnittstelle am 3‘-Ende der Terminatorregion durch eine Punkt-
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mutation nicht mehr vorhanden ist. Da die Schnittstelle jedoch durch das verwendete Olignukleotid
eingefliihrt wurde, hat dies keinen Einfluss auf die Expression von Palap. Daraufhin wurde das Plasmid

pPalap-rev in Protoplasten des Palap-Deletionsstamms 'F114341 transformiert.
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Abb. 27: Herstellung des Vektors pPalap-rev zur Reversion der Deletion von Palap. (A) Schematische Karte des Plasmids
pPalap-rev. Der offene Leserahmen von Palap sowie ~ 1.000 Bp der Promotor- (put. Prom.) und ~ 500 Bp der Terminatorregion
(put. Term.) wurde in zwei Fragmenten durch PCR mit genomischer DNA als Matrize amplifiziert und mit den Restriktionsen-
zymen Kpnl und Pstl bzw. Pstl und EcoRV verdaut. Das entstandene Fragment wurde in den mit Kpnl und EcoRV geoffneten
Vektor pKO7-KU ligiert, welcher eine Hygromycin-Resistenzkassette tragt. Das daraus entstandene Plasmid pPalap-rev hat
eine GroRRe von 8.327 Bp. amp: Ampicillinresistenzgen zur Selektion in E. coli; PtrpC: A. nidulans-Promotor einer Indolglycerol-
Phosphat-Synthase des Tryptophan-Synthese-Weges; hph: Hygromycinresistenzgen. (B) Restriktionsanalyse von pPalap-rev.
Je 500 ng pPalap-rev bzw. des zur Herstellung verwendeten Plasmids pKO7-KU wurden mit verschiedenen Restriktionsenzy-
men verdaut und auf einem 1 %igen TAE-Agarosegel aufgetrennt. Zusatzlich wurden je 100 ng des zur Ligation verwendeten
Fragments des Vektors pKO7-KU (pKO7-KU Kpnl/EcoRV: 4.357 Bp) und der beiden Fragmente, die zusammen den offenen
Leserahmen von Palap mit dem putativen Promotor und Terminator ergeben (Palap Kpnl/Pstl/EcoRV: 1.639 bzw. 2.331 Bp),
aufgetragen. Als GroRenstandard wurden je 5 pl der Marker AHindlIl und 100 bp + eingesetzt. (C) Tabelle der zu erwartenden

FragmentgroRen der Restriktionsanalyse.

Bei den nach der Transformation mit dem Plasmid pPalap-rev erhaltenen Phleomycin- und Hygromy-
cin-resistenten Primartransformanten wurde die Aufnahme von Palap durch Southern Blot-Analysen
mit einer Palap-spezifischen Sonde Gberprift (Daten nicht gezeigt). In zwei der analysierten Transfor-
manten konnte eine ektopische Einzelintegration von Palap nachgewiesen werden. Je 750 ng DNA der
beiden Stamme sowie von jeweils zwei monokaryotischen Nachkommen dieser Stamme wurde mit
Bglll verdaut, elektrophoretisch aufgetrennt, auf eine Nylonmembran transferiert und mit einer Sonde

gegen Palap hybridisiert (Abb. 28A).
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Abb. 28: Uberpriifung der Reversion der Deletion von Palap. (A) Southern Blot-Analyse zum Nachweis der Integration von
Palap in das Genom des Palap-Deletionsstamms "F114341. Je 750 ng DNA des Wildstamms ,s‘ (WT), des APalap-Stamms
"F114341, der Primartransformanten Palap_revl und Palap_rev2, sowie von jeweils zwei Sekundartransformanten wurde mit
Bglll verdaut und auf einem 1 %igen TAE-Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Nach dem Transfer der DNA-Fragmente
auf eine Nylonmembran folgte die Hybridisierung mit einer Palap-spezifischen, DIG-markierten Sonde, sowie nach deren
Entfernung mit einer bsd-spezifischen Sonde zum Nachweis der Resistenzkassette. Die endogene Kopie von Palap fehlt bei
APalap und in den Revertanten, die jeweils eine Einzelintegration von Palap aufweisen. Als Positivkontrolle wurden 5 ng des
mit Bglll verdauten Plasmids pPalap-rev aufgetragen. (B) Western Blot-Analyse zum Nachweis der Expression von Palap in den
Revertanten. Je 100 pug mitochondriale Proteine des Wildstamms ,s* (WT), eines APalap-Isolats, sowie der Primartransforman-
ten Palap_revl und Palap_rev2 wurden auf einer 12 %igen SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran Gbertragen.
PalAP wurde durch einen PalAP-spezifischen Antikdrper sowohl im Wildstamm als auch in den beiden Palap-Revertanten
detektiert. Porin (PaPOR) dient als Ladekontrolle.

Das im Wildstamm bei ~ 4,3 kBp detektierbare Fragment fehlt sowohl im Palap-Deletionsstamm
'F114341 als auch in den Revertanten Palap_revl, Palap _rev2 und deren Nachkommen. Dagegen
enthalten die transgenen Stamme jeweils ein Fragment, welches eine vom Wildstamm-Fragment ab-
weichende GroRRe aufweist. Zur Kontrolle wurde auch das Plasmid pPalap-rev mit Bgl/ll verdaut und
analysiert. Da die PlasmidgroéRe von den FragmentgrofRen der integrierten Palap-Sequenzen abweicht,
kdnnen tandemartige Integrationen ausgeschlossen werden. Zudem wurde mit einer in der Phleomy-
cin-Resistenzkassette bindenden Sonde (bsd-Sonde) die statt des Wildstammgens Palap eingefligte Re-

sistenzkassette nachgewiesen.

Zum Nachweis der Expression von Palap in den Revertanten Palap_revl und Palap_rev2 wurden mito-
chondriale Proteine isoliert und mit Western Blot-Analyse mit einem PalAP-spezifischen Antikorper
untersucht (Abb. 28B). Wahrend in den mitochondrialen Proteinen des zur Kontrolle aufgetragenen
APalap-Stamms kein Protein detektiert werden kann, kann PalAP in beiden Revertanten und im Wild-

stamm nachgewiesen werden.
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Die beiden unabhangigen Revertanten Palap_revl und Palap_rev2 enthalten jeweils eine Einzelinte-
gration des Gens Palap, welches in beiden Stammen exprimiert und in die Mitochondrien importiert

werden kann. Die Nachkommen dieser beiden Primartransformanten wurden fir die folgenden Versu-

che verwendet.

4.2.2 Charakterisierung der Palap-Revertanten

Zur Uberpriifung, ob die Lebensspanne der Revertanten wieder der des Wildstamms entspricht und
somit beim APalap-Stamm tatsachlich auf dem Verlust der i-AAA Protease beruht, wurden frisch iso-
lierte, monokaryotische Kulturen der Stamme Palap_revl und Palap_rev2 auf Rennrohren mit M2-
Festmedium angeimpft und bis zum Einstellen des Wachstums bei 27°C und Dauerlicht inkubiert (Abb.
29). Dargestellt sind die Werte von drei unabhdngigen Analysen. Dabei zeigt sich, dass die medianen
Lebensspannen der Palap_revl- und Palap_rev2-Isolate mit 24,3 bzw. 25,9 Tagen mit der der Wild-
stammisolate (25,7 Tage) lGbereinstimmen, wogegen die mediane Lebensspanne der APalap-lsolate
wie erwartet deutlich verlangert ist (40,4 Tage). Wahrend sich die mittleren Lebensspannen des Wild-
stamms und der Revertante Palap_rev2 nicht unterscheiden, ist die der Revertante Palap_rev1 signifi-

kant verkirzt gegentber dem Wildstamm, wobei der Unterschied nur ~ 6 % betragt.
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Abb. 29: Analyse der Lebensspanne der Palap-Revertantenstimme. Frisch isolierte, monokaryotische Isolate des Wild-
stamms (WT; n = 65), des Palap-Deletionsstamms (APalap; n = 49) und der Revertanten Palap_revl (n = 59) und Palap_rev2
(n = 39) wurden auf Rennrohren mit M2-Festmedium angeimpft und bei 27°C im Dauerlicht inkubiert. Die Uberlebensrate ist
in Prozent angegeben, die Lebensspanne in Tagen. Die mediane Lebensspanne des Wildstamms betragt 25,7 Tage, die von
Palap_rev1 liegt bei 24,3 Tagen (p < 0,01), und die von Palap_rev2 bei 25,9 (p > 0,05). Dagegen ist die mediane Lebensspanne
des Palap-Deletionsstamms mit 40,4 Tagen deutlich verlangert (p < 0,001). Die Reversion der Deletion von Palap fiihrt zu einer

Wildstamme-artigen Lebensspanne der Palap-Revertantenstaimme (modifiziert nach Weil et al. 2011).
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Die mediane Lebensspanne des APalap-Stamms wird durch die Wiedereinfliihrung von Palap ins Ge-
nom des Deletionsstamms revertiert, sodass der Effekt auf die Modulation der Expression von Palap

zuriickgefiihrt werden kann.

Die Wachstumsrate von P. anserina ist von der Deletion von Palap unter Standardbedingungen nicht
beeinflusst. Dementsprechend unterscheiden sich auch die im Rahmen der Lebensspannen-Experi-
mente bestimmten Wachstumsraten der Revertanten Palap_revl- und Palap_rev2 nicht von der des

Wildstamms (Anhang Abb. 50A).

Fazit
Durch die Wiedereinflihrung von Palap wird die durch den Verlust von Palap verlangerte Lebensspan-
ne wieder vergleichbar mit der des Wildstamms. Der Phanotyp der APalap-Stamme kann somit auf den

Verlust von Palap zuriickgefiihrt werden.

4.3 Inaktivierung der proteolytischen Aktivitdt von PalAP

Die i-AAA Protease YME1 aus S. cerevisiae weist neben der proteolytischen Aktivitdt eine Chaperon-
artige Aktivitat auf (vgl. 1.4.2.1; Leonhard et al. 1999). Dabei scheint vor allem der Verlust der pro-
teolytischen Funktion fir die Eigenschaften Ymel-defizienter Stamme verantwortlich zu sein, da die
Inaktivierung der proteolytischen Aktivitdt zu dhnlichen Phanotypen fiihrt (Thorsness et al. 1993; We-
ber et al. 1996). Um herauszufinden, ob das Fehlen der Proteaseaktivitat von PalAP oder der Verlust
der AAA-Domane mit der Chaperon-artigen Funktion fiir die verlangerte Lebensspanne des APalap-
Stamms verantwortlich ist, wurde eine Punktmutation im konservierten Metallbindemotiv von PalAP

eingeflihrt, die bei YME1 zur proteolytischen Inaktivierung fihrt (Weber et al. 1996).

4.3.1 Strategie zur Inaktivierung der proteolytischen Aktivitdt von PalAP durch in-vitro-
Mutagenese
In S. cerevisiae fuhrt der Austausch von Glutaminsdure (E) im Metall-bindenden Motiv HExxH durch
Glutamin (Q) zur Inaktivierung der Proteaseaktivitdt von YME1 (Weber et al. 1996). Da die Aminosaure-
sequenz von YME1 und PalAP im Bereich des Metallbindemotivs identisch ist (Anhang Abb. 44), sollte
bei PalAP Glutaminsaure an Position 540 der Sequenz durch Glutamin ersetzt werden (Abb. 30). Durch
eine Punktmutation in dem fiir Glutaminsaure kodierenden Codon Guanin an Position 1 sollte dieses in
Cytosin umgewandelt werden, sodass aus dem Basentriplett GAG das fir Glutamin kodierende Triplett

CAG wird und das mutierte Gen Palap®*°? entsteht (Abb. 30A und C).
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A Palap im Wildstammgenom

5'...ATG ACT GCC TAC CAC GAG GCC GGC CAC GCC CTT GTT...3"
3'...TAC TGA CGG ATG GTG CTC CGG CCG GTG CGG GAA CAA...5"
. E A G H...
B  Strategie zur Einfiihrung der Punktmutation
__Pvull __Ehel __
5'...GCC TAC CAC CAGCTGAA TTTGGCGCC GGC CAC GCC CTT...3"
3'...CGG ATG GTG GTCGACTT AAACCGCGG CCG GTIG CGG GAA...5"
C PalapE54OQ
5'...ATG ACT GCC TAC CAC CAG GCC GGC CAC GCC CTT GTT...3"
3'...TAC TGA CGG ATG GTG GTC CGG CCG GTG CGG GAA CAA...5"

.H Q A oG H...
D PalapE54OQG

5Y...ACT GCC TAC CAC CAG GGC:GCC GGC CAC GCC CTT GIT...3"
3'...TGA CGG ATG GTG GTC CCG|CGG CCG GTG CGG GAA CAA...5"

.H Q@ G A G H...

Abb. 30: Schematische Darstellung der Strategie zur Inaktivierung der proteolytischen Aktivitdt von PalAP. Gezeigt sind der
DNA-Abschnitt von Palap, in dem sich die fir das Metallbindemotiv der proteolytischen Domane kodierende Sequenz befin-
det, sowie die Aminosaduresequenz des Metallbindemotivs im Einbuchstabencode (A). Zur Inaktivierung von PalAP sollte das
fur Glutaminsaure (E) kodierende Basentriplett GAG durch eine Punktmutation zu CAG mutiert werden, welches fir Glutamin
(Q) kodiert. Dazu wurde ein Teil des offenen Leserahmens von Palap in zwei Fragmenten amplifiziert (B). Am 3‘-Ende des
vorderen Fragments sollte durch die Einfihrung einer Pvull-Schnittstelle die Mutation von Guanin zu Cytosin erfolgen. Das
nach dem Verdau entstandene glatte Ende sollte mit dem mit Ehel verdauten 5-Ende des zweiten Fragments ligiert werden,
wodurch die mutierte Sequenz Palap®>*°? entsteht (C). Bei Palap™*°®¢ erfolgte zusatzlich zur Punktmutation die Einflhrung ei-

nes weiteren Basentripletts (GGC), welches fiir Glycin (G) kodiert (D). Dadurch wurde eine zweite Ehel-Schnittstelle eingefiigt.

Dazu wurde das Wildtypgen Palap in zwei Fragmente unterteilt, wobei das fiir Glutaminsaure (E) ko-
dierende Basentriplett das 3-Ende des einen Fragments darstellt und das darauf folgende, fir Alanin
(A) kodierende Basentriplett das 5°-Ende des anderen Fragments bildet (Abb. 30B). Beim ersten Klonie-
rungsdurchgang wurde jedoch neben der Punktmutation ein zusatzliches Basentriplett eingeschoben,
welches fir Glycin (G) kodiert (Abb. 30C). Bei der Translation dieses Gens (Palap®*°®¢) wird die Ami-
nosduresequenz des Metall-bindenden Motivs zu HQGAGH verdndert. Das zusatzliche Basentriplett
wurde in einem zweiten Klonierungsdurchgang entfernt, sodass das gewiinschte Gen Palap®*°?in Pro-

toplasten des Palap-Deletionsstamms transformiert werden konnte.

4.3.2 In-vitro-Mutagenese zur Herstellung der Plasmide pPalap-E540Q und pPalap-E540QG
Zur Einflihrung der Punktmutation in den offenen Leserahmen von Palap wurde das Plasmid pPalap-rev

verwendet (vgl. 4.2.1), da dieses bereits den offenen Leserahmen von Palap mit der ~ 1.000 Bp langen

99



Ergebnisse

Promotorregion und dem ~ 500 Bp langen Terminatorbereich enthalt. Zur Einfihrung der Punktmuta-
tion wurde ein Teil des offenen Leserahmens von Palap in zwei Fragmenten amplifiziert. Das vordere
Fragment wurde mit den Oligonukleotiden Palap_Munl_for und Palap_Pvull_rev amplifiziert, wobei
die Munl-Schnittstelle naturlich in der Sequenz von Palap vorkommt, wahrend die Einfiihrung der Pvull-
Schnittstelle zu der gewiinschten Punktmutation von Guanin zu Cytosin fuhrt. Das hintere Fragment
wurde mit den Oligonukleotiden Palap_Ehel_for und Palap-EcoRV-rev amplifiziert. Der Verdau erfolgte
jedoch mit Ehel und Bglll, da der Vektor pPalap-rev aufgrund einer Punktmutation in der EcoRV-Schnitt-
stelle am 3‘-Ende des Terminatorbereichs nicht mit EcoRV ge6ffnet werden kann (vgl. 4.2.1). Stattdes-
sen wurde die natirlich in der Terminatorregion enthaltene Bglll-Schnittstelle verwendet. In einem
ersten Klonierungsdurchgang wurden die mit Munl und Pvull bzw. Ehel und Bglll verdauten Fragmente
mit dem mit Munl und Bglll geéffneten Vektor pPalap-rev ligiert (Abb. 31A) und in elektrokompetente
E. coli XL1 Blue-Zellen transformiert. Mit einer Schnellisolationsmethode (,,cracking“-Methode) wur-
den daraufhin 90 Ampicillin-resistente Kolonien Uberpriift (Daten nicht gezeigt). Aus Klonen, bei de-
nen die PlasmidgroRRe von der des Ursprungsvektors abwich, wurde durch ,Mini‘-Plasmidpraparation
(STET-Plasmidprdparation) Plasmid-DNA isoliert und durch einen Testverdau mit Pstl untersucht (Da-
ten nicht gezeigt). Bei einer Kolonie zeigten die Fragmente die erwarteten GroRen, sodass aus dieser
durch ,Mini‘-Plasmidprédparation (Qiagen) Plasmid-DNA isoliert und zur Kontrolle mit verschiedenen
Restriktionsenzymen verdaut wurde (Abb. 31C und E). Dabei und bei der Sequenzierung des offenen
Leserahmens durch SRD (SRD GmbH, Bad Homburg) zeigte sich, dass zwischen den fir Glutamin und
Alanin kodierenden Basentripletts ein zusatzliches, fiir Glycin kodierendes Triplett eingefligt worden
war. Pvull und Ehel erzeugen jeweils glatte Enden, sodass die beiden Schnittstellen nach der Ligation
nicht mehr vorhanden sind. Das Plasmid pPalap-E540QG enthélt jedoch durch das zuséatzliche Basen-
triplett eine zweite Ehel-Schnittstelle, wodurch die Aminosduresequenz des Metall-bindenden Motivs

statt zu HQAGH zu HQGAGH verandert wurde.

Daher wurde das Plasmid pPalap-E540QG in einem weiteren Klonierungsdurchgang mit Ehel und Munl
geoffnet und mit dem mit Munl und Pvull verdauten Fragment des offenen Leserahmens von Palap li-
giert (Abb. 31B). Nach der Transformation in elektrokompetente E. coli XL1 Blue wurde die Plasmid-DNA
aus Ampicillin-resistenten Klonen durch ,Mini‘-Plasmidpréaparation (STET-Plasmidprédparation) isoliert
und durch einen Testverdau mit Ehel analysiert (Daten nicht gezeigt). Nach erfolgreicher Ligation sollte
nur noch ein Fragment statt zwei detektierbar sein. Durch ,Mini‘-Plasmidpraparation (Qiagen) wurde
DNA aus einem positiven Klon isoliert und das Plasmid pPalap-E540Q mit verschiedenen Restriktions-
enzymen verdaut (Abb. 31D und F). Da sowohl die FragmentgrofRen als auch die Sequenzierung durch
SRD (SRD GmbH, Bad Homburg) den Erwartungen entsprachen, wurden die Plasmide pPalap-E540Q

und pPalap-E540QG in Protoplasten des Palap-Deletionsstamms ‘F114341 transformiert.
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Abb. 31: Herstellung der Vektoren pPalap-E540Q und pPalap-E540QG zur Einfiihrung einer proteolytisch inaktiven Form
von PalAP in den Palap-Deletionsstamm. Schematische Darstellung der Plasmide pPalap-E540QG (A) und pPalap-E540Q (B).
Als Ausgangsvektor wurde pPalap-rev mit Munl und Bglll ge6ffnet und mit den beiden mit Munl und Pvull bzw. Ehel und Bglll
verdauten Palap-Fragmenten ligiert. Der entstandene Vektor pPalap-E540QG hat eine GroRe von 8.330 Bp und besitzt eine
zusatzliche Ehel-Schnittstelle. Dieser Vektor wurde erneut mit Munl und Ehel geschnitten und mit dem mit Munl und Pvull
verdauten Palap-Fragment ligiert. Der daraus entstandene Vektor pPalap-E540Q ist 8.327 Bp grofR. Die Abkiirzungen stim-
men mit denen aus Abb. 27 tUberein. HQGAGH bzw. HQAGH zeigen die Lage des Metallbindemotivs. Restriktionsanalyse von
pPalap-E540QG (C) und pPalap-E540Q (D). Je 500 ng pPalap-E540QG, des zur Herstellung verwendeten Plasmids pPalap-rev
bzw. des Vektors pPalap-E540Q wurden mit Bglll, Ehel, Pstl, Pvull bzw. Pvul verdaut und die DNA-Fragmente auf 1 %igen TAE-
Agarosegelen aufgetrennt. Zusatzlich wurden in (C) je 100 ng des zur Ligation verwendeten Fragments des Vektors pPalap-rev
(pPalap-rev Munl/Bglll: 6.178 Bp) sowie der beiden Palap-Fragmente (Palap Munl/Pvull: 1.045 Bp; Palap Ehel/Bglll: 1.104 Bp)
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aufgetrennt. In (D) wurden je 100 ng des zur Ligation verwendeten Fragments des Plasmids pPalap-E540QG (pPalap-E540Q
Munl/Ehel: 7.282 Bp) und des 5‘-seitigen Palap-Fragments (Palap Munl/Pvull: 1.045 Bp) aufgetragen. Als GréRenstandard
wurden je 5 pl der Marker AHindlll und 100 bp + eingesetzt. (E) und (F) Tabelle der zu erwartenden FragmentgroRen der

Restriktionsanalyse.

4.3.3 Einfluss der Mutationen auf die Struktur von PalAP

Um die Auswirkungen der Mutationen des Metallbindemotivs auf die Struktur der i-AAA Protease-
Untereinheit PalAP und die moglichen Folgen der Einfihrung einer zusatzlichen Aminosdure zu analy-
sieren, wurden in-silico-Modelle der Proteinstrukturen von PalAP und YME1 angefertigt. Diese wurden
mit der Kristallstruktur des I6slichen Teils des Homologs FtsH aus Thermotoga maritima (Bieniossek et

al. 2006) verglichen (Abb. 32).

Zum Vergleich der Strukturen wurden Aminosduresequenzvergleiche von PalAP, YME1 und FtsH aus
T. maritima durchgefiihrt und diese mit SWISS-MODEL prozessiert (Arnold et al. 2006b). Die Kristall-
struktur des l6slichen Teils von FtsH aus T. maritima dient dabei als Referenz (Bieniossek et al. 2006).
Aufgrund der hohen Sequenzahnlichkeit zwischen FtsH (weil}) und PalAP (rot) bzw. zwischen FtsH und
YME1 (orange; jeweils 62 %) weisen auch die molekularen Modelle groRe Ahnlichkeit auf (Abb. 32A
und B). In Bereichen, in denen die Modellstrukturen von PalAP bzw. YME1 mit der Kristallstruktur von
FtsH Gbereinstimmen, ist die Sekundarstruktur in rot-weil} bzw. orange-weil dargestellt, wahrend Ami-
nosduresequenzbereiche mit vermutlich abweichender Sekundarstruktur einfarbig erscheinen. Die
VergroRerung des Bereichs um das proteolytische Zentrum zeigt, dass sich dieses sowohl bei PalAP als
auch bei YME1 wie bei FtsH in einer Helix befindet (Abb. 32C und D). Die Punktmutation von Glutamin-
sdure zu Glutamin hat vermutlich weder bei PalAP (griin) noch bei YME1 (turkis) eine Auswirkung auf
die Konformation des Proteins (Abb. 32E und G). Dagegen ist es nicht ausgeschlossen, dass die Einfiih-
rung von Glycin in das Metall-bindende Motiv von PalAP (blau) die Struktur der Helix verdndert (Abb.
32F). Im Modell weicht die Form der Helix deutlich von der der Kristallstruktur von FtsH ab, was sich

moglicherweise auf die Gesamtstruktur der Untereinheit auswirken kénnte.

Wahrend die Mutation von Glutaminsaure zu Glutamin keinen Einfluss auf die Konformation von PalAP
und YME1 hat, ist es moglich, dass die Einflihrung der zusatzlichen Aminosaure Glycin die Struktur der
Helix verandert. Dies konnte sich moglicherweise auf die Konformation der Untereinheiten der i-AAA

Protease PalAP auswirken, wodurch wiederum die Funktion des Komplexes beeintrachtigt sein kdnnte.
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Abb. 32: Modell der Proteinstrukturen von PalAP und YME1 verglichen mit deren Homolog FtsH aus Thermotoga mariti-
ma. Um den Effekt der Mutation des Metallbindemotivs HExxH auf die Struktur der Proteine zu analysieren, wurden Homo-
logiemodelle der Proteine PalAP, YME1 und FtsH aus dem Bakterium T. maritima angefertigt. Die Kristallstruktur des I6slichen
Teils von FtsH diente dabei als Vorlage (Bieniossek et al. 2006; weil in A-G), um die Proteinstrukturen in der Cartoon-Darstel-
lung abzubilden. In (A) und (B) ist jeweils eine vollstédndige Untereinheit der i-AAA Protease PalAP (rot) bzw. YME1 (orange)
dargestellt, wahrend in (C) und (D) nur das proteolytische Zentrum mit den Aminosauren im Einbuchstabencode sichtbar ist.
In dem Modell hat ein Austausch von Glutaminsaure (E) zu Glutamin (Q) keine Auswirkung auf die Struktur der Helix von PalAP
(grin in E) und YME1 (tlrkis in G). Dagegen |6st die Einflihrung der zusatzlichen Aminosaure Glycin (G) bei PalAP (blau in F)
in dem Modell eine Veranderung in der Struktur der Helix aus, die sich moglicherweise auf die Gesamtstruktur des Proteins
auswirken kénnte. Die Sequenzvergleiche wurden mit SWISS-MODEL prozessiert und mit USCF Chimera visualisiert (modifi-
ziert nach Weil et al. 2011).
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4.3.4 Herstellung von Stammen mit proteolytisch inaktiver i-AAA Protease

Nach der Transformation der Plasmide pPalap-E540QG und pPalap-E540Q zeigten jeweils mehrere Pri-
martransformanten sowohl Hygromycin- als auch Phleomycin-Resistenz. Aus diesen Transformanten
wurde DNA isoliert und durch Southern Blot-Analysen mit einer Palap-spezifischen Sonde untersucht
(Daten nicht gezeigt). Dabei wurde eine Primartransformante identifiziert, die eine Einzelintegration des
Gens Palap®°¢ tragt, und zwei Primartransformanten, die eine Einzelintegration des Gens Palap®>*°®
aufweisen. Von diesen Primartransformanten und von deren Nachkommen wurde DNA mit Bglll ver-
daut und durch Southern Blot-Analysen untersucht (Abb. 33A und C). Die mit einer Palap-spezifischen
Sonde detektierten ektopisch integrierten Fragmente, die die mutierten Formen von Palap enthalten,
sind jeweils deutlich gréRer als das im Wildstamm detektierbare Fragment, welches im Palap-Dele-
tionsstamm fehlt. Zur Kontrolle von Tandemintegrationen wurde zusatzlich das zur Transformation ver-
wendete Plasmid aufgetragen (pPalap-E540QG bzw. pPalap-E540Q). Der Austausch des Wildtypgens in
den mutagenen Stammen Palap_E540QG und Palap_E540Q durch die Phleomycin-Resistenzkassette

wurde durch eine mit der Resistenzkassette hybridisierende Sonde (bsd-Sonde) bestatigt.

Zur Verifizierung der Expression von Palap®%°% in der Transformante Palap_E540QG bzw. Palap®4°@
in den Primartransformanten Palap_E540Q1 und Palap_E540Q2 wurden mitochondriale Proteine
durch Western Blot-Analysen mit einem PalAP-spezifischen Antikérper untersucht (Abb. 33B und
D). Wie in den Proteinextrakten des Wildstamms, kann PalAP sowohl in Mitochondrien des Stamms
Palap _E540QG als auch in denen der Stamme Palap_E540Q1 und Palap_E540Q2 detektiert werden,

wahrend im APalap-Stamm kein Signal sichtbar wird.

Die Signale von PalAP scheinen in den transgenen Stimmen starker zu sein als im Wildstamm. Auch
in S. cerevisiae konnte beobachtet werden, dass die Expression der proteolytisch inaktiven Form
von Yme1l unter der Kontrolle des endogenen Promotors hoher war als die des Wildstammgens und
Yme1 scheinbar die eigene Expression reguliert (Claypool et al. 2011).

Die Transformante Palap_E540QG, die beiden unabhdngigen Primértransformanten Palap E540Q1
und Palap_E540Q2, und auch deren Nachkommen weisen jeweils eine Einzelintegration der Gene
Palap®>°9¢ bzw. Palap®°? auf, die in den Stammen exprimiert werden konnen. Der Nachweis der Pro-
teine in mitochondrialen Proteinextrakten lasst darauf schlieRen, dass die proteolytisch inaktiven For-
men von PalAP in die Mitochondrien importiert werden kénnen und sich dort zu Komplexen zusam-
menlagern konnen. Dies ist vor allem im Hinblick auf die moglicherweise veranderte Konformation der
PalAPE>0%6_ntereinheiten wichtig, da die unbeabsichtigte Einfihrung von Glycin die Komplexbildung

nicht zu beeinflussen scheint.
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Abb. 33: Uberpriifung der Integration und Expression der proteolytisch inaktiven i-AAA Protease PalAP. Southern Blot-Ana-
lysen zum Nachweis der Integration von Palap®>*°° (A) bzw. Palap®**? (C) ins Genom des Palap-Deletionsstamms F114341.
Je 750 ng DNA des Wildstamms (WT), des APalap-Stamms ‘F114341, der Primartransformanten Palap_E540QG (E540QG) (A)
bzw. Palap_E540Q1 (E540Q1) und Palap_E540Q2 (E540Q2) (C), und von jeweils zwei Sekundartransformanten wurde mit
Bglll verdaut und auf 1 %igen TAE-Agarosegelen elektrophoretisch aufgetrennt. AnschlieBend wurden die DNA-Fragmente
auf Nylonmembranen tbertragen und Palap mit einer DIG-markierten, Palap-spezifischen Sonde detektiert. Nach deren Ent-
fernung folgte die Hybridisierung mit einer bsd-spezifischen Sonde zum Nachweis der Resistenzkassette. Die endogene Kopie
von Palap fehlt sowohl bei APalap als auch im Genom der Mutanten Palap_E540QG, Palap_E540Q1 und Palap_E540Q2, die
jedoch jeweils eine Einzelintegration der proteolytisch inaktiven Form von Palap tragen. Zusatzlich wurden jeweils 5 ng der
mit Bg/ll verdauten Plasmide pPalap-E540QG (A) bzw. pPalap-E540Q (C) aufgetragen. (B) und (D) Western Blot-Analysen zum
Nachweis der Expression von Palap und des Imports der mutierten Formen von PalAP in die Mitochondrien. Je 100 pg mi-
tochondriale Proteine des Wildstamms (WT), eines APalap-Isolats, sowie der Primartransformanten Palap_E540QG (B) bzw.
Palap_E540Q1 und Palap_E540Q2 (D) wurden durch 12 %ige SDS-PAGE aufgetrennt und auf PVDF-Membranen Ubertragen.
PalAP wurde durch einen PalAP-spezifischen Antikorper sowohl im Wildstamm als auch in Palap_E540QG, Palap_E540Q1 und
Palap_E540Q2 detektiert. Porin (PaPOR) dient als Ladekontrolle (modifiziert nach Weil et al. 2011).

4.3.5 Charakterisierung von Palap_E540QG und Palap_E540Q

Der komplette Verlust von PalAP fiihrt unter Standardbedingungen zur Verlangerung der Lebensspan-
ne von P. anserina (vgl. 4.1.4). Um herauszufinden, ob dies durch den Verlust der proteolytischen Akti-
vitat hervorgerufen wird, wurden die Lebensspannen der Stamme Palap_E540QG, Palap_E540Q1 und

Palap_E540Q2 analysiert (Abb. 34). Dazu wurden frisch isolierte, monokaryotische Nachkommen der
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Stamme auf Rennrohren mit M2-Festmedium angeimpft und bei 27°C bis zum Einstellen des Wachstums
inkubiert. Sowohl beim Stamm Palap_E540QG (Abb. 34A) als auch bei den Stammen Palap_E540Q1 und
Palap_E540Q2 (Abb.34B) dhnelt die mediane Lebensspanne der der APalap-lsolate. Dabeisind die medi-
anen Lebensspannen der Palap_E540QG-Isolate mit 37,6 Tagen bzw. der Palap_E540Q1- (38,6 Tage) und
Palap_E540Q2-Isolate (37,2 Tage) um jeweils ~ 50 % verlangert verglichen mit den Wildstammisolaten

(25,3 bzw. 24,8 Tage). Diemedianen Lebensspannender APalap-Stammesind jeweilsum~60%verlangert.
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Abb. 34: Analyse der Abhangigkeit der Lebensspanne von der proteolytischen Aktivitdt von PalAP. Frisch isolierte, mono-
karyotische Isolate des Wildstammes, des Palap-Deletionsstamms und der proteolytisch inaktive Formen von Palap exprimie-
renden Stdmme Palap_E540QG, Palap_E540Q1 und Palap_E540Q2 wurden auf Rennrohren mit M2-Festmedium angeimpft
und im Dauerlicht bei 27°C bis zum Einstellen des Wachstums inkubiert. Die Uberlebensrate ist in Prozent angegeben, die
Lebensspanne in Tagen. (A) Die mediane Lebensspanne von Palap_E540QG (n = 30; p < 0,001) ist mit 37,6 Tagen dhnlich ver-
langert wie die des Palap-Deletionsstamms (n = 34) mit 41 Tagen (p < 0,001), verglichen mit der des Wildstamms (n = 21), die
25,3 Tage betragt. (B) Die mediane Lebensspanne des Wildstamms (n = 24) betragt 24,8 Tage, wahrend die von Palap_E540Q1
(n =36; p <0,001) mit 38,6 Tagen und Palap_E540Q2 (n = 28; p < 0,001) mit 37,2 Tagen denen des Palap-Deletionsstamms
(n=25; p <0,001) mit 39,5 Tagen dhneln und deutlich verlangert sind (modifiziert nach Weil et al. 2011).
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Die maximale Lebensspanne der Palap_E540QG-Isolate (58 Tage) ist dagegen im Vergleich zu den Wild-
stammisolaten (29 Tage) verdoppelt, wahrend die der Palap_E540Q1- (53 Tage) und Palap_E540Q2-
Stamme (56 Tage) wie die der APalap-lsolate (53 bzw. 56 Tage) um 82 % bzw. 93 % verlangert ist.
Insgesamt sind die Lebensspannen der Stamme, die eine proteolytisch inaktive Form von Palap ex-
primieren, vergleichbar mit denen der Palap-Deletionsstimme. Demzufolge |6st die Inaktivierung der
proteolytischen Aktivitat von PalAP und nicht der Verlust der Chaperon-artigen Aktivitat den Effekt auf

die Lebensspanne von P. anserina aus.

Da sich die Wachstumsraten der APalap-lsolate nicht von denen der Wildtypisolate unterscheiden,
sollte, wie auch bei der Reversion der Deletion von Palap, die Expression der proteolytisch inaktiven
Formen von Palap keine Auswirkung auf die Wuchsrate haben. Diese wurden im Rahmen der Lebens-
spannen-Experimente bestimmt. Dabei zeigt sich, dass die Wachstumsrate der Palap_E540QG-Isola-
te verglichen mit den Wild- und APalap-Isolaten geringfligig erhoht ist (Anhang Abb. 50B). Auch die
Wuchsraten der Palap_E540Q1- und Palap _E540Q2-Isolate sind leicht erhoht verglichen mit den paral-
lel dazu untersuchten Wildstammisolaten (Anhang Abb. 50C). Jedoch ist der Anstieg der Wachstumsra-
ten sowohl bei den Palap_E540QG- als auch bei den Palap_E540Q1- und Palap_E540Q2-Isolaten sehr

gering und betragt jeweils nur ~ 3 %.

Fazit
Die Inaktivierung der proteolytischen Aktivitat von PalAP fiihrt bei 27°C zu einer dhnlich verlangerten
Lebensspanne von P. anserina wie die Deletion von Palap. Folglich scheint die Lebensspanne beim

Wildstamm durch die proteolytische Funktion der i-AAA Protease begrenzt zu werden.

4.4  Auswirkung der Deletion von Palap und PaClpP

Neben den beiden membrangebundenen Proteasen (i-AAA und m-AAA Protease) stellen die in der
Matrix lokalisierten Proteasen LON und CLPXP zwei weitere wichtige Proteasen des mitochondrialen
Proteinqualitatskontrollsystems dar (Tatsuta & Langer 2008). Da die Deletion der Proteaseuntereinheit
PaClpP bei P. anserina teilweise dhnliche Phanotypen hervorruft wie die Deletion von Palap (Fischer

2011), ware es moglich, dass die beiden Proteasen an denselben Reaktionswegen beteiligt sind.

Um dies zu berprifen wurde durch Kreuzung eine Mutante hergestellt, in der sowohl Palap als auch
PaClpP deletiert ist. Wenn beide Proteasen im selben Reaktionsweg bendétigt werden, sollte die Le-

bensspanne der Doppeldeletionsmutante mit der der Einzelmutanten vergleichbar sein. Wirken die
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beiden Proteasen jedoch in unterschiedlichen Stoffwechselwegen, so sollte sich der Effekt auf die Le-

bensspanne durch die Doppeldeletion verandern.

4.4.1 Herstellung der Palap/PaClpP-Deletionsmutante

Die Doppeldeletionsmutante APalap/APaClpP wurde durch Kreuzung der Einzeldeletionsstamme
APalap *F114321 und APaClpP "F81571 hergestellt. Aus dieser Kreuzung wurden komplette Asci (d.h.
Asci mit vier dikaryotischen Sporen) isoliert. Daraufhin wurde die Phleomycin-Resistenz der Sporen
Uberprift, da beide Gene durch homologe Rekombination durch Phleomycin-Resistenzkassetten er-
setzt wurden. Asci, in denen zwei Sporen resistent und zwei sensitiv sind, enthalten somit zwei durch
Postreduktion entstandene Sporen, die die Doppeldeletion aufweisen, und zwei Wildtyp-Sporen. Unter
~ 50 Asci zeigten die Sporen eines Ascus die gewinschte Verteilung der Resistenzen. Zur Verifizierung
der Deletion von Palap und PaClpP wurde aus den Myzelien der vier dikaryotischen Stdmme DNA iso-

liert, mit Bgl/ll verdaut und durch Southern Blot-Analysen untersucht (Abb. 35A).
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Abb. 35: Verifizierung der Deletion von Palap und PaClpP bei P. anserina. (A) Southern Blot-Analyse. Je 750 ng DNA des
Wild-, PaClpP- und Palap-Deletionsstamms, sowie der vier dikaryotischen Sporen des Ascus 6 aus der Kreuzung von APaClpP
"'F81571 und APalap *F114321, von denen zwei Phleomycin-resistent und zwei -sensitiv waren, wurde mit Bg/ll verdaut und
auf einem 1 %igen TAE-Agarosegel aufgetrennt. Nach dem Transfer der DNA-Fragmente auf eine Nylonmembran wurde diese
nacheinander mit einer PaClpP-, einer Palap- und einer bsd-spezifischen, DIG-markierten Sonde inkubiert. Nach der Detektion
wurde die jeweilige Sonde entfernt. Von den vier dikaryotischen Sporen kann bei 6A und 6C weder PaClpP noch Palap detek-
tiert werden, wahrend beide Gene bei 6B und 6D vorhanden sind. Stattdessen konnen bei 6A und 6C die Resistenzkassetten
(bsd) visualisiert werden. (B) Western Blot-Analyse. Je 100 pg mitochondriale Proteine aus 14 Tage alten Wild-, APalap-,
APaClpP- und APalap/BPaClpP-Kulturen (APalap/APaClpP), die zunédchst auf M2-Fest- und anschlieRend in CM-Flussigmedium
bei 27°C und Dauerlicht angezogen wurden, wurden mit einer 12 %igen SDS-PAGE aufgetrennt. Nach dem Transfer auf eine
PVDF-Membran wurden PaCLPP und PalAP mit einem PaCLPP- bzw. PalAP-spezifischen Antikorper detektiert. Keins der beiden
Proteine kann in der Doppelmutante nachgewiesen werden. Porin (PaPOR) dient als Ladekontrolle.
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Als Kontrolle wurde DNA der zur Kreuzung verwendeten Stamme APalap *F114321 und APaClpPF81571,
sowie DNA des Wildstamms aufgetragen. Wahrend das Signal des PaClpP-Fragments bei ~ 5,1 kBp im
Wildstamm, im APalap-Stamm und in den beiden dikaryotischen Sporen 6B und 6D detektiert werden
kann, fehlt dieses im APaClpP-Stamm und in den Sporen 6A und 6C. Ebenso kann das Palap-Fragment
(~ 4,3 kBp) nur im Wildstamm, im APaClpP-Stamm und in den Sporen 6B und 6D detektiert werden,
nicht aber im APalap-Stamm und in den Sporen 6A und 6C. Wie erwartet kdnnen die Resistenzkasset-
ten mit der bsd-spezifischen Sonde nur in den Einzeldeletionsstimmen APaClpP und APalap sowie in

den beiden Phleomycin-resistenten Sporen 6A und 6C nachgewiesen werden (~ 2,4 kBp und ~ 1,7 kBp).

Daraufhin wurden aus monokaryotischen Nachkommen der APalap/APaClpP-Mutanten mitochon-
driale Proteine isoliert und zusammen mit mitochondrialen Proteinextrakten von Wild-, APaClpP- und
APalap-Stammen durch Western Blot-Analysen untersucht (Abb. 35B). Wie erwartet kann die Serin-
protease PaCLPP nur in Extrakten des Wildstamms und des APalap-Isolats nachgewiesen werden, wah-
rend in den Proteinextrakten des APaClpP- und des APalap/APaClpP-Isolats kein Signal vorhanden ist.
Dementsprechend kann die i-AAA Protease PalAP nur im Wild- und APaClpP-Stamm nachgewiesen

werden, wogegen der APalap- und der APalap/APaClpP-Stamm keine Bande aufweisen.

4.4.2 Charakterisierung der Palap/PaClpP-Deletionsmutante

Die Deletion von Palap bzw. PaClpP fihrt unter Standardbedingungen zu einer verldngerten
Lebensspanne von P. anserina. Zur Analyse des Einflusses der Deletion von Palap und PaClpP auf die
Lebensspanne wurden monokaryotische Kulturen des Palap/PaClpP-Deletionsstamms auf Rennrohren
mit M2-Festmedium angeimpft und bei 27°C inkubiert. Das Experiment wurde vier Mal mit unabhan-
gigen Nachkommen durchgefiihrt. In Abb. 36 sind die Ergebnisse zusammengefasst dargestellt. Wie
erwartet, sind die medianen Lebensspannen der APaClpP- (42,2 Tagen) und APalap-lIsolate (35,5 Tage)
um ~ 65 % bzw. ~ 40 % verlangert verglichen mit den Wildstammisolaten (25,6 Tage). Dagegen ist die
der APalap/APaClpP-lIsolate (59 Tage) mit ~ 130 % mehr als verdoppelt verglichen mit dem Wildstamm.
Dies spiegelt sich auch in der maximalen Lebensspanne. Wahrend die der APaClpP- (54 Tage) und
APalap-Isolate (51 Tage) etwa 1,6x langer ist als beim Wildstamm (33 Tage), ist die der APalap/APaClpP-

Isolate (212 Tage) um das 6,4fache verlangert.

Durch den Verlust von Palap und PaClpP verlangert sich die Lebensspanne von P. anserina noch deut-
licher als nach dem Verlust eines der beiden Gene. Die Effekte der Einzeldeletionen auf die Lebens-
spanne scheinen sich zu addieren, was darauf hindeutet, dass PalAP und PaCLPXP an unterschiedlichen

Reaktionswegen beteiligt sind.
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Abb. 36: Lebensspannenanalyse des Palap/PaClpP-Deletionsstamms bei 27°C. Frisch isolierte, monokaryotische Isolate des
Wildstamms (WT; n = 83), des APalap- (APalap; n = 15), des APaClpP- (APaClpP; n = 21) und des APalap/APaClpP-Stamms
(APalap/APaClpP; n = 90) wurden auf Rennrohren mit M2-Festmedium angeimpft und bei 27°C im Dauerlicht inkubiert.
Die mediane Lebensspanne des Wildstamms betragt 25,6 Tage, wahrend die von APalap mit 35,5 Tage (p < 0,001), die von
APaClpP mit 42,2 Tage (p < 0,001) und die des APalap/APaClpP-Stamms mit 59 Tagen (p < 0,001) signifikant verlangert sind.

Der APalap-Stamm ist bei 37°C deutlich hitzesensitiver als der Wildstamm (vgl. 4.1.5), und auch der
APaClpP-Stamm ist bei Hitze tendenziell starker betroffen als der Wildstamm (Fischer 2011). Daher
wurde zunachst die Auswirkung von Hitzestress auf die Lebensspanne der APalap/APaClpP-Stamme auf
Rennrohren mit M2-Festmedium untersucht (Abb. 37). Dazu wurden drei unabhéngige Experimente
durchgefiihrt, wobei die Isolate nach dem Animpfen jeweils zwei Tage bei 27°C und daraufhin bis zum

Einstellen des Wachstums bei 37°C inkubiert wurden.

100 . a
o WT

X 757 »- APalap/APaClpP
g
©
€ 50q-——————~— A - - -~
g [ [
Q | |
E [ [
3 257 | 1

[ [

| |

0 ~6| N10|

T w T T T

01 2 3 45 6 7 8 910111213 141516 17 18 19 20
Alter [Tage]

Abb. 37: Lebensspannenanalyse des Palap/PaClpP-Deletionsstamms bei 37°C. Frisch isolierte, monokaryotische Isolate
des Wildstamms (WT; n = 38) und des APalap/APaClpP-Stamms (APalap/APaClpP; n = 39) wurden wie in Abb. 15 beschrie-
ben angezogen. Die mediane Lebensspanne des APalap/APaClpP-Stamms ist mit 6,1 Tagen (p < 0,001) signifikant reduziert

verglichen mit der des Wildstamms (10,3 Tage). Die maximale Lebensspanne (20 Tage) ist dagegen deutlich langer als beim
Wildstamm (14 Tage).
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Dabei zeigt sich, dass auch die Isolate der Doppeldeletionsmutante APalap/APaClpP deutlich starker von
Hitzestress betroffen sind als die Wildstammisolate. Die mediane Lebensspanne der APalap/APaClpP-
Stamme (6,1 Tage) ist um etwa 40 % reduziert gegeniiber der der Wildstamme (10,3 Tage). Verglichen
mit den medianen Lebensspannen unter Standardbedingungen entspricht dies beim Wildstamm einer
Verringerung um das 2,5fache, wihrend die der APalap/APaClpP-Isolate um das 9,7fache reduziert ist.
Dagegen ist die maximale Lebensspanne der APalap/APaClpP-Stamme mit 20 Tagen deutlich langer
als die des Wildstamms (14 Tage). Demnach scheinen sich auch bei Hitzestress die Effekte der Einzel-

deletionen zu addieren, sodass die Hitzesensitivitat der APalap/APaClpP-Isolate noch ausgepragter ist.

Die Wachstumsraten wurden im Rahmen der Lebensspannen-Experimente der APalap/APaClpP-lsolate
bestimmt (Abb. 38). Wahrend sich die Wachstumsraten bei 27°C zwischen Wild- und APalap/APaClpP-
Stammen nicht unterscheiden (Abb. 38A), ist die der APalap/APaClpP-Isolate bei Hitzestress um ~ 25 %
verringert gegenilber der der Wildstamme (Abb. 38B). Wie auch bei den Lebensspannen-Experimenten
addieren sich die Effekte der Einzeldeletionen in der Doppeldeletionsmutante, sodass die Wachstums-

rate bei Hitzestress weiter vermindert ist.
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Abb. 38: Wachstumsrate des Palap/PaClpP-Deletionsstamms bei 27°C und bei 37°C. Die Anzucht der Stamme erfolg-
te wie in Abb. 36 und Abb. 37 beschrieben. (A) Bei 27°C unterscheiden sich die Wachstumsraten des Wildstamms (WT;
0,59 cm/Tag £ 0,03; n = 83) und des Palap/PaClpP-Deletionsstamms (APalap/APaClpP; 0,59 cm/Tag + 0,03; n = 90; p > 0,05)
nicht. (B) Dagegen ist die Wachstumsrate des Palap/PaClpP-Deletionsstamms (0,38 cm/Tag £ 0,12; n = 36; p < 0,001) bei 37°C
signifikant reduziert verglichen mit der des Wildstamms (0,51 cm/Tag + 0,11; n = 38).

Sowohl der Verlust von Palap als auch der von PaClpP beeinflussen Komponenten der Atmungskette
(vgl. 4.1.9; personliche Mitteilung K. Luce, AK Osiewacz). Daher wurde die Zusammensetzung der At-
mungskettenkomplexe der APalap/APaClpP-Mutante untersucht (Abb. 39 und Anhang Abb. 51). Dazu

wurden mitochondriale Proteine aus 14 Tage alten Myzelien isoliert, die zunachst auf M2-Festmedium

111



Ergebnisse

und anders als in Abb. 22 anschlieBend in CM-Fllssigmedium bei 27°C angezogen wurden, und wie
beschrieben durch BN-PAGE analysiert (Abb. 39A). Die densitometrische Auswertung zeigt, dass die
Mitochondrien der APalap/APaClpP-1solate tendenziell weniger Superkomplex S, und S, und weniger
freien Komplex IV enthalten als die Wildtypisolate, wobei die Unterschiede nicht signifikant sind (Abb.
39B). Die Komplex I-Menge ist dagegen gegeniiber den Wildstammisolaten signifikant reduziert (um
~ 50 %). Die Mengen des Dimers von Komplex V und dessen Monomer, das unter den gewdahlten Bedin-
gungen nicht vom Dimer von Komplex Il getrennt wird (vgl. 4.1.9), sind wiederum unverandert in den

Mitochondrien der APalap/APaClpP-Stamme.
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Abb. 39: BN-PAGE mit mitochondrialen Proteinextrakten der Palap/PaClpP-Deletionsmutante. Zur Uberpriifung der
Zusammensetzung der Atmungskettenkomplexe wurden mitochondriale Proteine aus 14 Tage alten Wild- (n = 3), APalap-
(n = 3), APaClpP- (n = 2) und APalap/APaClpP-Kulturen (n = 3), die zunichst auf M2-Fest- und anschlieBend in CM-Flissig-
medium bei 27°C und Dauerlicht angezogen wurden, isoliert. Die membrangebundenen Proteine wurden aus je 100 pg Pro-
teinextrakt mit Digitonin (3 g/g Protein) solubilisiert und durch BN-PAGE mit einem Gradientengel (3,5 - 13 %) aufgetrennt
(A). Nach der Auftrennung wurde das Gel mit Coomassie Blue gefarbt. (B) Die densitometrische Auswertung der BN-PAGE
erfolgte mit dem Programm ,Quantity One®‘ (Bio-Rad). Zur Normierung wurde die Gesamtfarbung der jeweiligen Bahn ver-
wendet. Dabei gibt es keinen Unterschied in den Mengen von Superkomplex S, und S,, sowie bei dem Dimer von Kom-
plex V (V,) und dessen Monomer zusammen mit dem Dimer von Komplex IIl (V, /Ill,) zwischen Wildstamm (grau), APalap
(weiR) und APalap/BPaClpP (weiR-gestreift; p > 0,05). Allerdings ist die Proteinmenge von Komplex I signifikant reduziert bei
APalap/BPaClpP verglichen mit dem Wildstamm (p < 0,05). Wegen der geringen Stichprobenzahl wurde APaClpP (schwarz) bei

der statistischen Auswertung nicht bericksichtigt.
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Bei den APalap-lsolaten unterscheiden sich die Mengen der Atmungskettenkomplexe anders als in
Abb. 22 nicht von denen der Wildstadmme, was die Bedeutung des Anzuchtmediums verdeutlicht. Auf-
grund der geringen Stichprobenzahl der APaClpP-Isolate (n = 2) wurden diese nicht in die statistische

Auswertung einbezogen.

Obwohl durch den Verlust von Palap und PaClpP teilweise reduzierte Mengen einzelner Atmungsket-
tenkomplexe erkennbar sind, ist verglichen mit dem Wildstamm nur die Menge an Komplex | signifikant
vermindert. Da das Anzuchtmedium eine wichtige Rolle zu spielen scheint, sollten die APalap/APaClpP-
Stamme flr weitere Analysen dhnlich wie der Palap-Deletionsstamm durchgangig auf M2-Festmedium

angezogen werden.

Fazit

Die Deletion von Palap und PaClpP fihrt bei P. anserina unter Standardbedingungen zu einer deutlichen
Verlangerung der Lebensspanne, was darauf hindeutet, dass P. anserina unter optimalen Anzuchtbe-
dingungen weder eine funktionsfahige PaCLPXP-Protease noch die i-AAA Protease PalAP bendtigt. Der
gleichzeitige Verlust von zwei Komponenten der mitochondrialen Proteinqualitdtskontrolle beeintrach-
tigt den Organismus scheinbar nicht. Bei Hitzestress zeigt sich jedoch, dass die APalap/APaClpP-Stamme
hitzesensitiver sind als der Wildstamm. Vor allem fir die i-AAA Protease konnte gezeigt werden, dass
diese bei Hitzestress wichtige Funktionen hat, sodass der hitzesensitive Phdanotyp der Doppeldeletions-
mutante nicht Uberrascht. Gleichzeitig wird an den beobachteten Phanotypen der APalap/APaClpP-
Stamme erkennbar, dass sich die Auswirkungen der Deletionen von Palap und PaClpP addieren. Dies
bedeutet, dass die PaCLPXP- Protease und die i-AAA Protease PalAP an unterschiedlichen Reaktions-

wegen beteiligt sind.
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5 Diskussion

Lebende Zellen haben eine Reihe von Schutzmechanismen entwickelt, um bei wechselnden Umwelt-
bedingungen die zellulare Integritat aufrecht zu erhalten (Tatsuta & Langer 2008). Dazu gehort auch
die Erhaltung der mitochondrialen Funktionen, da in den Organellen viele wichtige Stoffwechselvor-
gange ablaufen. Demnach Uberrascht es nicht, dass mitochondriale Dysfunktionen eine zentrale Rol-
le bei neurodegenerativen Erkrankungen sowie beim Altern spielen (Tatsuta & Langer 2008; Baker &
Haynes 2011; Fischer et al. 2012). Um die mitochondriale Homdostase aufrecht zu erhalten, verfligen
Mitochondrien als semi-autonome Organellen Uber ein eigenes Proteinqualitdtskontrollsystem. Dieses
besteht aus Chaperonen und zumeist energieabhdngigen Proteasen, die die Funktionalitat der fir die
verschiedenen Stoffwechselvorgiange bendtigten Proteine in den Organellen wahren. Deren Bedeu-
tung fur die Alterung konnte am Beispiel der LON-Protease im Modellorganismus P. anserina gezeigt
werden. Wihrend die konstitutive Uberexpression von Palon die Lebensspanne des Ascomyceten ver-
langert und zu ,gesundem Altern’ flhrt (Luce & Osiewacz 2009), ist die Deletion des Gens nachteilig fr
den Organismus, was sich unter anderem in einer verkirzten Lebensspanne zeigt (Adam et al. 2012).
Uber die Rolle der i-AAA Protease bei der Alterung ist dagegen bisher wenig bekannt. Die im Rahmen
der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Experimente und Untersuchungen dienten daher dazu, Ein-

sicht in die biologische Aufgabe der i-AAA Protease bei P. anserina speziell bei der Alterung zu erhalten.

5.1 Im Genom von P. anserina sind Homologe der i-AAA und m-AAA Protease kodiert

Durch in-silico-Analysen konnten im Genom von P. anserina zwei Gensequenzen identifiziert werden,
die fur die i-AAA bzw. fur die m-AAA Protease kodieren (Osiewacz et al. 2010). Die Aminosduresequen-
zen der beiden Proteasen weisen die flir AAA-Proteasen typischen, konservierten Domanen auf (Abb.
6). Wahrend PalAP jedoch nur eine transmembrane Domane besitzt, weist der N-terminale Bereich von
PaMAP zwei hydrophobe Abschnitte auf, wodurch sich die i-AAA und die m-AAA Protease topologisch
deutlich voneinander unterscheiden und die beiden Gene eindeutig der jeweiligen Protease zugeord-
net werden kdnnen. Wie bei S. cerevisiae und N. crassa scheint die i-AAA Protease PalAP bei P. anserina
aus homo-oligomeren PalAP-Untereinheiten aufgebaut zu sein (Klanner et al. 2001; Arnold & Langer

2002).

Die Einordnung im Stammbaum zeigt deutlich, dass PalAP innerhalb der Familie der i-AAA Proteasen
am nachsten mit den i-AAA Proteasen von C. globosum und N. crassa verwandt ist und wie erwartet
dem Pilzreich zugeordnet werden kann (Abb. 7). Insgesamt verdeutlichen die geringen Abstdnde im

Stammbaum, dass die Aminosauresequenzen der i-AAA Proteasen der verschiedenen Organismen sehr
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konserviert sind. Dies wird durch phylogenetische Analysen bestatigt, die darauf hindeuten, dass das
Gen der i-AAA Protease monophyletisch aus einem Vorganger entstanden und in einer einzelnen Kopie
in allen Taxa erhalten geblieben ist (Juhola et al. 2000). Sowohl die humane i-AAA Protease als auch
die aus N. crassa kénnen den Phdnotyp Ymel-defizienter Hefezellen teilweise komplementieren, was
darauf hindeutet, dass auch die Funktionen der Proteasen zumindest teilweise konserviert sind (Shah

et al. 2000; Klanner et al. 2001).

5.2 Die Deletion von Palap ist unter Standardbedingungen positiv fiir P. anserina

Da die i-AAA Protease Teil des mitochondrialen Proteinqualitatskontrollsystems ist, wurde erwartet,
dass der Verlust negative Auswirkungen fiir den betroffenen Organismus hat. Daher wurde der Palap-
Deletionsstamm zunachst phanotypisch unter Standardbedingungen (27°C) charakterisiert. Dabei
zeigte sich, dass der Verlust von PalAP weder das Wachstum der Stdmme noch deren Myzelmorpho-
logie und -pigmentierung beeinflusst (Abb. 9). Dariiber hinaus sind auch die Perithezienbildung und
die Keimung der Sporen nicht beeintrachtigt. Demnach hat der Verlust der i-AAA Protease bei P. anse-
rina unter Standardbedingungen (optimalen Bedingungen) dhnlich wie bei N. crassa und A. thaliana
keine Auswirkungen auf die untersuchten energieabhéngigen Prozesse (Klanner et al. 2001; Gibala
et al. 2009). Dies Uberrascht, da die Deletion der i-AAA Protease sowohl bei S. cerevisiae als auch in
humanen HEK-Zellen eine Vielzahl an Phdnotypen wie z.B. eine veranderte Mitochondrienmorphologie
und verminderte Aktivitat der Atmungskettenkomplexe auslost, die auf mitochondriale Dysfunktionen
hinweisen (vgl. 1.4.2.1 und 1.4.2.5; Thorsness & Fox 1993; Campbell & Thorsness 1998; Stiburek et al.
2012).

Interessanterweise weichen die Phanotypen auch bei anderen P. anserina-Mutanten, bei denen Kom-
ponenten der mitochondrialen Proteinqualitatskontrolle deletiert wurden, unter Standardbedingungen
nicht vom Wildstamm ab. So sind nach der Deletion von PaClpP keine morphologischen Auffalligkeiten
feststellbar, und auch die Deletion von Palon beeinflusst weder das Wachstum noch die Fruchtkorper-
bildung oder die Sporenkeimung (Fischer 2011; Adam et al. 2012). Beim APalLon-Stamm ist lediglich die

Dichte der aus den Sporen gebildeten Myzelien geringer als beim Wildstamm.

Um die Bedeutung des Verlusts von PalAP fiir die Alterung von P. anserina zu untersuchen, wurden
Lebensspannen-Experimente durchgefiihrt (Abb. 10). Entgegen der Erwartungen ist die mediane Le-
bensspanne des Palap-Deletionsstamms um tber 70 % verlangert, wahrend die maximale Lebensspan-
ne sogar um 135 % verlangert ist verglichen mit der des Wildstamms. Dieser Effekt kann durch die

Wiedereinfliihrung des Palap-Gens unter der Kontrolle des putativen endogenen Promotors wieder
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revertiert werden, was bestatigt, dass der Verlust von PalAP fiir die Verlangerung der Lebensspanne
verantwortlich ist (Abb. 29). Interessanterweise hat der Verlust von PaClpP einen dhnlich tberraschen-
den Einfluss auf die Lebensspanne von P. anserina, die in Abwesenheit der CLPP-Protease ebenfalls
deutlich verlangert ist (Fischer 2011). Dagegen spiegelt die Modulation von Palon die intuitiv erwar-
tete Bedeutung des mitochondrialen Proteinqualitdtskontrollsystems fiir die Alterung wider. Wahrend
die konstitutive Uberexpression der Protease zu einer Verlingerung der gesunden Lebensspanne fiihrt,
hat die Deletion des Gens eine deutliche Verkiirzung zur Folge (Luce & Osiewacz 2009; Adam et al.
2012). Diese Beobachtungen spiegeln moglicherweise die Bedeutung der Proteasen fiir die mitochon-
driale Homoostase unter Standardbedingungen. Wahrend die LON-Protease als potenziell wichtigste
Protease auch unter Standardbedingungen bendtigt wird, gibt es Hinweise, dass die i-AAA Protease
und auch die CLPP-Protease vor allem unter Stressbedingungen benotigt werden (vgl. 1.1 und 5.4;
Thorsness & Fox 1993; Haynes et al. 2007; Fischer et al. 2012). Unter optimalen Bedingungen scheinen
die i-AAA Protease und die CLPP-Protease die Lebensspanne von P. anserina eher zu begrenzen. Da-
durch weisen sie die Merkmale antagonistisch pleiotroper Gene auf. Die 1957 von Williams aufgestellte
Hypothese der Wirkung antagonistisch pleiotroper Gene geht davon aus, dass die Gegenwart mancher
Gene bis zum Ende der reproduktiven Phase vorteilhaft ist, dem Organismus im Alter jedoch eher scha-

det (Kirkwood & Austad 2000).

In S. cerevisiae 16st der Verlust von YME1 eine erhohte Mitophagierate aus (vgl. 1.4.2.1; Campbell &
Thorsness 1998; Tolkovsky 2009). Mitophagie stellt eine Form der mitochondrialen Qualitatskontrolle
dar, bei der geschadigte mitochondriale Bereiche selektiv abgebaut werden (Tatsuta & Langer 2008).
Daraus ergibt sich die Hypothese, dass der Palap-Deletionsstamm durch den erhéhten Abbau dieser
geschadigten Bereiche mehr funktionsfahige Mitochondrien enthalt und die Alterung deshalb verzo-
gert wird. Dies wird durch die Beobachtung unterstiitzt, dass die Palap-Deletionsstimme langer fila-
mentdse Mitochondrien enthalten und auch langer intakte, nicht-reorganisierte mtDNA nachgewiesen
werden kann (Abb. 11 und Abb. 12). Dariber hinaus lasst sich keine Verdnderung des Verhaltnisses von
Kern- zu mitochondrial-kodierten Genen feststellen (Abb. 16B). Sowohl die Reorganisation der mtDNA
als auch die zunehmende Fragmentierung der Mitochondrien werden bei P. anserina haufig wahrend
des Alterns beobachtet (Stahl et al. 1978; Cummings et al. 1979; Scheckhuber et al. 2007). Der Verlust
der i-AAA Protease fiihrt jedoch zu einer Verzégerung dieser Vorgdnge. Auch bei N. crassa wird die
mitochondriale Morphologie durch den Verlust der i-AAA Protease nicht negativ beeinflusst (Klanner

et al. 2001), was die Hypothese der erhéhten Mitophagierate unterstiitzt.

Insgesamt hat der Verlust von Palap anders als erwartet unter Standardanzuchtbedingungen keine

nachteiligen Auswirkungen fiir P. anserina. Die i-AAA Protease PalAP scheint fir vitale Funktionen wie
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Wachstum und Fertilitat nicht benotigt zu werden. Vielmehr scheint ihre Abwesenheit vorteilhaft fir

den Organismus zu sein, da die Lebensspanne von P. anserina dadurch deutlich verlangert wird.

5.3 Der Palap-Deletionsstamm ist hitzesensitiv

Normalerweise wird P. anserina im Labor unter optimalen Wachstumsbedingungen angezogen (Ma-
lagnac et al. 2004). Naturlicherweise wachst P. anserina jedoch auf dem Dung von Herbivoren und
ist somit sowohl tageszeitlichen Temperaturschwankungen als auch wechselnden Nahrstoffangeboten
ausgesetzt (Ebersohn & Eicker 1997). Aufgrund der unerwarteten Beobachtung, dass die Deletion der
i-AAA Protease zu einer unbeeintrachtigten Verlangerung der Lebensspanne fiihrt, wurde die Bedeu-

tung von PalAP unter Stressbedingungen analysiert.

Dabei zeigte sich, dass der Palap-Deletionsstamm bei Hitzestress (37°C) deutlich starker beeintrach-
tigt wird als der Wildstamm. So sind sowohl die Wachstumsrate von juvenilem Myzel, als auch die
Menge der von hitzegestresstem Myzel gebildeten Perithezien und die Keimungsrate der Sporen bei
Hitzestress in Abwesenheit von PalAP deutlich starker reduziert als beim Wildstamm (Abb. 14). Da sich
jedoch die Menge der Fruchtkorper bei langerer Inkubation an das Wildstammniveau angleicht (Daten
nicht gezeigt), tragt wahrscheinlich das reduzierte Wachstum zur verzogerten Perithezienbildung bei.
Dagegen scheinen Sporen in Abwesenheit der i-AAA Protease teilweise abzusterben, da nicht-gekeimte
Sporen des Deletionsstamms auch bei anschlieRender Inkubation bei 27°C kein Wachstum mehr zeig-
ten (Daten nicht gezeigt). Die Bedeutung der i-AAA Protease bei der Keimung wird durch die Beobach-
tung unterstiitzt, dass bei A. thaliana die Samen die hochste Transkriptmenge von AtFtsH4 enthalten
(Gibala et al. 2009). Insgesamt kann der durch den Verlust der i-AAA Protease ausgel6ste hitzesensitive
Phanotyp auch bei S. cerevisiae und N. crassa beobachtet werden (Thorsness & Fox 1993; Klanner et
al. 2001). Sowohl der Verlust von YME1, als auch der von IAP-1 |6sen bei den betroffenen Stimmen
bei erhéhten Temperaturen Atmungsdefizienz aus. Wahrend dies bei S. cerevisiae durch verminderten
Sauerstoffverbrauch bestatigt werden konnte, wurde dieser Aspekt bei N. crassa nicht weiter unter-

sucht (Campbell & Thorsness 1998).

Hitzestress beeinflusst auch die Lebensspanne des Wildtyps von P. anserina (Abb. 15). Wahrend die
mediane Lebensspanne des Wildstamms bei Hitzestress um das 2,5fache auf ~ 10 Tage verkirzt wird,
wird die des Palap-Deletionsstamms um das 5,5fache reduziert verglichen mit der Lebensspanne bei
27°C. Dies entspricht einer medianen Lebensspanne von ~ 8 Tagen und verdeutlicht die erhohte Hit-
zesensitivitat. Die erhohte Instabilitdt der mtDNA des Palap-Deletionsstamms tragt vermutlich sowohl

zum reduzierten Wachstum als auch zur verkirzten Lebensspanne der Mutante bei (Abb. 16A).
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Interessanterweise ist Hitzestress die einzige der untersuchten Stressbedingungen, bei der die De-
letion von Palap messbare Auswirkungen auf P. anserina hat. Weder bei Kélte (17°C) noch in Ge-
genwart von Stressoren unterscheidet sich das Wachstum der Mutante von dem des Wildstamms
(Daten nicht gezeigt). Als Stressoren wurden dem Medium oxidativen Stress auslésende Stoffe wie

H,O,, Paraquat und Kupfersulfat (Kunstmann & Osiewacz 2008), Ethidiumbromid, welches mito-

chondrialen Stress auslost (Haynes et al. 2007), und das Apoptose-auslésende Farnesol zugegeben
(Brust et al. 2010).

Diese Beobachtungen der erhéhten Hitzesensitivitdt des Palap-Deletionsstamms weisen auf eine Be-
teiligung der i-AAA Protease an der Hitzestressantwort von P. anserina hin. Dieser Befund unterstreicht
die essenzielle Bedeutung der i-AAA Protease fur den Organismus. Die i-AAA Protease PalAP ermog-
licht es P. anserina auch unter wechselnden Temperaturbedingungen in ihrem natirlichen Umfeld zu
Uberleben und die Wahrscheinlichkeit der Reproduktion zu erhéhen. Der Nachteil dabei ist, dass die
Lebensspanne des Ascomyceten durch die Protease begrenzt wird, weshalb die Anwesenheit von Palap
im Genom von P. anserina eine Kompromissldsung darzustellen scheint. Méglicherweise wirkt der Ver-
lust von Palap bei 27°C hormetisch (vgl. 1.1) und I6st leichte mitochondriale Dysfunktionen aus, die zu
einer Verbesserung der Stressantwort und dadurch einer Verlangerung der Lebensspanne fiihren. Wird
der Stress jedoch erhoht (z.B. bei Hitzestress), sind die Systeme moglicherweise Uberlastet, was sich in

einer verkilrzten Lebensspanne spiegelt.

5.4 PalAP ist an der Hitzestressantwort von P. anserina beteiligt

Die beobachteten Phanotypen des Palap-Deletionsstamms zeigen deutlich, dass die i-AAA Protease
PalAP bei P. anserina an der Hitzestressantwort beteiligt ist. Hitzestress 16st eine Form der ungefalteten
Proteinantwort aus (UPR; vgl. 1.3), da dabei die Menge an un- und fehlgefalteten Proteinen deutlich
zunimmt (Wickner et al. 1999). Da die i-AAA Protease sowohl Chaperon- als auch Proteasefunktion
besitzt, ist deren Beteiligung an der Hitzestressantwort zur Wiederherstellung der mitochondrialen
Homoostase durchaus denkbar, weshalb die Auswirkung von Hitzestress auf die Proteinmenge von

PalAP untersucht wurde.

27°c : 37°C -
IMR I _& ﬁ
= . # & e ¢
C L)
\\\\\\ b e D R
PalAP SR
Matrix !

Abb. 40: Temperaturabhingige Regulation von PalAP bei P. anserina. In Mitochondrien des Wildstamms nimmt die Prote-
inmenge von PalAP durch Hitzestress (37°C) verglichen mit der Menge unter Standardbedingungen (27°C) deutlich zu. Dies
deutet darauf hin, dass PalAP bei P. anserina an der Hitzestressantwort beteiligt ist, was sinnvoll erscheint, da die Menge an

geschadigten mitochondrialen Proteinen (grau) durch Hitzestress ebenfalls zunimmt. IMR - Intermembranraum.
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Die Analysen mitochondrialer Proteine des Wildstamms zeigen, dass die Menge an PalAP nach 24stin-
digem Hitzestress bei 37°C etwa 6x hoher ist als bei Inkubation bei 27°C (Abb. 18 und Abb. 40). Dies
fihrt sicherlich zu einer Steigerung der Aktivitdt der i-AAA Protease und verdeutlicht die wichtige Rolle,
die PalAP normalerweise bei der Hitzeresistenz von P. anserina spielt. Im humanen Genom weist die
Promotorregion der i-AAA Protease die notwendigen Elemente der durch UPR™ aktivierten Gene auf
und ist durch mitochondrialen Stress induzierbar (Aldridge et al. 2007; Horibe & Hoogenraad 2007).
Diese Befunde unterstiitzen die Hypothese, dass die i-AAA Protease besonders in Stresssituationen
bendtigt und in diesen entsprechend hochreguliert wird. Dagegen hatte die Inkubation von S. cerevi-
siae bei 42°C keinen Einfluss auf die Proteinmenge von YME1, wobei die Hefezellen jedoch nur einem

milden, 4stlindigen Hitzeschock ausgesetzt wurden (Bender et al. 2010).

In C. elegans spielt die CLPP-Protease bei mitochondrialem Stress eine bedeutende Rolle, wogegen
die Deletion des Ymel-Homologs Ymel-1 keine Auswirkung auf die Signalkette hatte (Haynes et al.
2010). Dabei stammt bei C. elegans jedoch anders als z.B. bei S. cerevisiae der grofte Teil der expor-
tierten Peptide aus der Matrix, wogegen nur ein geringer Teil der Peptide aus der inneren Membran
und dem Intermembranraum freigesetzt werden und z.B. von der i-AAA Protease generiert werden
(Augustin et al. 2005). Da es jedoch deutliche Unterschiede zwischen den bei Sdugern und Nemato-
den beteiligten Signalwegen gibt (Tatsuta 2009), werden weitere Untersuchungen Aufschluss tGber
die Rolle der i-AAA Protease bei mitochondrialem Stress geben.

In hoheren biologischen Systemen wie z.B. beim Menschen wurde bisher noch nicht untersucht, ob
die i-AAA Protease eine Rolle bei der Hitzestressantwort spielt. Obwohl der Mensch homootherm ist,
kann die Kérpertemperatur in engen Grenzen schwanken. Wahrend die Temperatur der inneren Orga-
ne unter normalen Umstanden mehr oder weniger konstant gehalten wird, variiert die der menschli-
chen Haut zwischen 20 - 40°C ohne groReren Schaden zu nehmen (Page & Shear 1988). So kann die
Hauttemperatur durch Sonnenstrahlen innerhalb von 15 - 20 min auf 40 - 42°C ansteigen (Chen et al.
2004). Die Kerntemperatur des Korpers kann z.B. durch fiebrige Erkrankungen oder kérperliche Aktivi-
tat deutlich ansteigen, wobei bei Sdugern bereits geringe Temperaturerhohungen (um 1 - 2°C) leichtes
Fieber bzw. Fieber darstellen (Pugh et al. 1967; Park et al. 2005). In menschlichen Zellkulturen reichte
bereits milder Hitzestress wie z.B. bei fiebrigen Erkrankungen (= 38,5°C) aus, um den Hitzeschockfaktor
HSF-1 zu aktivieren (Tulapurkar et al. 2009). Dieser wiederum induziert die Expression von Hitzeschock-
proteinen wie HSP72, welches durch Hitzestress in den Zellkern und die Nukleoli transloziert wird (Ellis
et al. 2000). Darliber hinaus ergab die in-vivo-Analyse menschlicher Haut, dass auch die Mengen an
HSP27, HSP60, HSP72i (induzierbare Isoform von HSP70) und HSP90 nach einstiindigem Hitzestress bei
41°C deutlich ansteigen (Wilson et al. 2000). Da der Promotor des Chaperonins HSP60 dieselben durch
mitochondrialen Stress induzierbaren Elemente aufweist wie der der humanen i-AAA Protease (Zhao
et al. 2002; Aldridge et al. 2007), ware es denkbar, dass die i-AAA Protease auch bei homdothermen

Organismen dhnlich wie bei P. anserina an der Hitzestressantwort beteiligt ist.
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5.5 Der Verlust von PalAP beeinflusst andere Komponenten der mitochondrialen
Proteinqualitatskontrolle

Die i-AAA Protease spielt bei P. anserina eine wichtige Rolle bei der Hitzestressantwort. Da die effi-

ziente Beseitigung geschadigter Proteine jedoch unerldsslich fur die Funktion der Mitochondrien ist,

Uberschneiden sich einige der Aufgaben der an der Proteinqualitdtskontrolle beteiligten Proteasen.

Dies fuhrt zu der Frage, welche Auswirkung der Verlust von PalAP auf andere Komponenten der mito-

chondrialen Qualitatskontrolle hat und wie dies zu der unter Normalbedingungen verlangerten Le-

bensspanne beitragt.

Die i-AAA Protease ist hauptsadchlich am Abbau membrangebundener Proteine beteiligt, die jedoch
bei S. cerevisiae teilweise auch von der m-AAA Protease abgebaut werden kdnnen (Leonhard et al.
2000). Dies legt die Vermutung nahe, dass die m-AAA Protease PaMAP im Palap-Deletionsstamm kom-
pensatorisch hochreguliert wird und die Funktion von PalAP zumindest teilweise (ibernimmt. Da kein
geeigneter Antikdrper zum Nachweis von PaMAP zur Verfligung stand, wurde die Transkriptmenge von
PaMap analysiert (Abb. 17). Bei 27°C wird jedoch kein feststellbarer Unterschied in der PaMap-Menge
zwischen dem Wild- und Palap-Deletionsstamm erkennbar, sodass die Hypothese der kompensato-
rischen Hochregulation nicht bestatigt werden kann. Bei Hitze nimmt die mRNA-Menge von PaMap
dagegen im Wildstamm tendenziell zu, was beim Palap-Deletionsstamm jedoch nicht der Fall ist. Die-

ser fehlende Anstieg tragt sicherlich zum hitzesensitiveren Phanotyp des Palap-Deletionsstamms bei.

Dartiber hinaus beeinflusst der Verlust von PalAP auch Komponenten der mitochondrialen Qualitats-
kontrolle in der Matrix (Abb. 19). Sowohl die Proteinmenge der Proteaseuntereinheit PaCLPP als auch
die des Chaperonins PaHSP60 sind bereits unter Standardbedingungen tendenziell verringert, wah-
rend die Mitochondrien des Palap-Deletionsstamms nach 24stiindigem Hitzestress signifikant weni-
ger PaCLPP und PaHSP60 als die der Wildstamme aufweisen. Interessanterweise weichen die PaLON-
Mengen dagegen weder bei 27°C noch nach Hitzestress von denen der Wildstimme ab. Bei Hitzestress
werden im Wildstamm sowohl die Proteinmengen von PaLON als auch die von PaHSP60 hochregu-
liert (Weckmann 2010 bzw. Daten nicht gezeigt), wogegen fiir PaCLPP bisher keine Beteiligung an der
Hitzestressantwort gezeigt werden konnte. Die besonders bei Hitzestress reduzierten PaCLPP- und
PaHSP60-Mengen in den Mitochondrien der Palap-Deletionsstimme lassen sich moéglicherweise durch
fehlende Signale aufgrund des Verlusts von PalAP erklaren. Die durch die i-AAA Protease und die ande-
ren mitochondrialen Proteasen freigesetzten Peptide dienen vermutlich zur Kommunikation zwischen
den Mitochondrien und der zellularen Umgebung, wodurch die mitochondriale Funktion an verdnderte
Umweltbedingungen angepasst werden kann (Abb. 41; Young et al. 2001; Arnold et al. 2006a). Durch

die Deletion von Palap fehlen die normalerweise von der i-AAA Protease PalAP freigesetzten Pepti-
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de und somit Informationen Uiber den Zustand der Mitochondrien, besonders tiber mitochondrialen
Stress. Unter normalen Bedingungen tragt dies womoglich zur Lebensverlangerung bei, solange die
Schadigung ein gewisses Mald nicht Giberschreitet und durch andere Proteasen und eine erhéhte Mito-
phagierate kontrolliert werden kann. Da jedoch bei Hitzestress die Menge an PalAP vermutlich durch
die erhohte Menge an geschadigten Membranproteinen deutlich ansteigt (Abb. 18), steigt vermutlich
auch die Menge an freigesetzten Peptiden an. Moglicherweise tragen diese Peptide unter anderem zur
Regulation der Expression von PaHsp60 und/oder PaClpP bei, sodass durch das Fehlen dieser Signale
im Palap-Deletionsstamm deren Hochregulierung vermindert wird. Dies wird durch die Beobachtung
unterstitzt, dass die mRNA-Menge von ClpP in humanen Zellen durch die Herunterregulierung von
Ymell reduziert wird (Stiburek et al. 2012). Darliber hinaus scheinen die Aktivitdten von HSP60, CLPP
und LON in humanen Fibroblasten aufeinander abgestimmt zu sein, da die verminderte Aktivitdt von
HSP60 zu einer reduzierten Proteinmenge von CLPP und LON fihrte (Hansen et al. 2008). Demnach
ware es auch denkbar, dass durch den Verlust von PalAP die Menge von PaHSP60 oder PaCLPP reduziert
wird, was wiederum die Menge des jeweils anderen Proteins beeinflusst. Wie die Deletion von Palap
dies bewirkt und warum PaLON nicht betroffen ist, werden weitere Experimente zeigen. Die reduzierte

PaHSP60-Menge tragt jedoch sicherlich zur verminderten Hitzeresistenz des Deletionsstamms bei.
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Abb. 41: Maoglicher Einfluss der i-AAA Protease PalAP auf Komponenten der mitochondrialen Qualitdtskontrolle in der

PaCLPXP

Matrix. Die durch die proteolytische Aktivitat von PalAP beim Abbau mitochondrialer Proteine (grau) freigesetzten Peptide
dienen moglicherweise der Kommunikation zwischen den Mitochondrien und der zellularen Umgebung (1). Dadurch wird
potenziell die Expression von PaHsp60 und/oder PaClpP beeinflusst, sodass deren Proteinmengen bei mitochondrialem Stress
angepasst werden konnen. Dariliber hinaus werden die Aktivitaten des Chaperonins PaHSP60 und der Protease PaCLPP mog-
licherweise aufeinander abgestimmt, sodass eine verringerte Menge eines der beiden Proteine die des anderen Proteins

beeinflusst (2). IMR - Intermembranraum.
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Insgesamt hat die Deletion von Palap vor allem bei Hitzestress Einfluss auf andere Komponenten der
mitochondrialen Qualitdtskontrolle, wodurch der hitzesensitive Phanotyp noch verstarkt wird. Dabei ist
noch unklar woraus die Signale bestehen, die normalerweise zur Hochregulierung der m-AAA Protease

PaMAP, der PaCLPP-Protease und des Chaperonins PaHSP60 fihren.

5.6 Die Deletion von Palap fiihrt zur Reorganisation der Atmungskettenkomplexe
Da der Verlust der i-AAA Protease sowohl bei S. cerevisiae als auch bei A. thaliana Auswirkungen auf
die mitochondriale Atmungskette hat, wurde die Zusammensetzung der an der oxidativen Phosphory-

lierung beteiligten Komplexe (OXPHOS-Komplexe) im Palap-Deletionsstamm untersucht.

Dabei wird deutlich, dass sich der Verlust von PalAP auch bei P. anserina auf die Zusammensetzung der
Atmungskettenkomplexe auswirkt, da sich diese bei 27°C beim Palap-Deletionsstamm deutlich vom
Wildstamm unterscheidet (Abb. 22). Wahrend die Mengen der Monomere von Komplex | und IV in
den Palap-Deletionsstammen deutlich reduziert sind, ist die Menge des Superkomplexes S, signifikant
erhoht, und auch die Menge des Superkomplexes S, ist tendenziell héher als bei den Wildstdmmen.
Die beiden Superkomplexe sind aus je einem Komplex I-Monomer, einem Komplex IlI-Dimer und ein bis
zwei Komplex IV-Monomeren aufgebaut, sodass die Monomere im Palap-Deletionsstamm vermehrt in
Superkomplexen organisiert zu sein scheinen (Abb. 42). Die freien Dimere von Komplex Il konnten un-
ter den gewdhlten Elektrophoresebedingungen nicht vom Monomer von Komplex V getrennt werden.
Da jedoch sowohl die Bandenintensitaten des Monomers als auch die des Dimers von Komplex V in
den Mitochondrien der Palap-Deletionsstamme reduziert sind, ware es denkbar, dass zwar die Menge
des Komplex V-Dimers abnimmt, die des Monomers jedoch zunimmt, wahrend gleichzeitig die Menge
des freien Komplex IlI-Dimers abnimmt. Somit bliebe die Gesamtmenge der OXPHOS-Komplexe in den
Palap-Deletionsstammen unverandert, wobei sich das Verhaltnis der freien Komplexe zu den stabile-

ren Superkomplexen hin verschieben wiirde.

Wildstamm ; Palap-Deletionsstamm
IMR |
|
|
I . ,
PalAP ' ‘ |
|
|
Matrix |

Abb. 42: Reorganisation der Atmungskettenkomplexe im Palap-Deletionsstamm bei 27°C. Im Wildstamm liegen die At-
mungskettenkomplexe sowohl als Monomere und Dimere vor, als auch in Superkomplexen. Der Verlust von PalAP fiihrt zur

vermehrten Organisation der freien Komplexe in Superkomplexe. IMR — Intermembranraum.

123



Diskussion

Hitzestress fuhrt in den Mitochondrien der Wildstamme zu einer dhnlichen Verschiebung des Verhalt-
nisses der freien Komplexe hin zur Bildung stabilerer Superkomplexe wie bei den Palap-Deletionsstam-
men bei 27°C. Wahrend die Monomere der Komplexe | und IV kaum noch detektierbar sind, nimmt die
Menge der Superkomplexe S, und S, in den mitochondrialen Proteinextrakten der Wildstimme deut-
lich zu. Auch in den Palap-Deletionsstimmen sind die Monomere der Komplexe | und IV kaum noch
nachweisbar. Wahrend jedoch die Mengen der Superkomplexe beim Wildstamm zunehmen, nehmen

diese bei den Palap-Deletionsstammen tendenziell eher ab.

Eine zunehmende Reorganisation der Atmungskettenkomplexe in stabilere Superkomplexe kann auch
bei alten Mausen und eierlegenden Zahnkarpfen (Nothobranchius furzeri) beobachtet werden, wo-
gegen die Superkomplexe in jungen Tieren schwer nachweisbar sind (persénliche Kommunikation Dr.
I. Wittig, AK Brandt, Molekulare Bioenergetik, Frankfurt). Dies wurde auch in Muskelzellen von Ratten
gezeigt, bei denen die Menge an Superkomplexen in alten Tieren ebenfalls héher war als in jungen
Tieren (Lombardi et al. 2009). Neben der Stabilisierung der einzelnen Komplexe (Schagger et al. 2004;
Stroh et al. 2004), ist die Weitergabe der Elektronen innerhalb der Komplexe (,,substrate channelling”)
ein weiterer Vorteil der Superkomplexbildung (Schagger & Pfeiffer 2000). Die Organisation der At-
mungskettenkomplexe in Superkomplexe scheint demnach ein Teil der zelluldren Stressantwort zu sein.
Durch den Verlust von PalAP wird bei P. anserina moglicherweise eine milde Stresssituation ausgelost,
die bei 27°C in einem lebensverlangernden hormetischen Effekt resultiert (vgl. 1.1). Da die OXPHOS-
Komplexe beim Palap-Deletionsstamm jedoch bereits unter Standardbedingungen reorganisiert sind,
konnen die Stamme anders als die Wildstdmme in neuen Stresssituationen wie z.B. Hitzestress ihre
Stressantwort nicht weiter steigern. Dieser Nachteil tragt sicherlich zur beobachteten Hitzesensitivitat

der Palap-Deletionsstimme bei.

Interessanterweise scheint die Reorganisation der Komplexe beim Palap-Deletionsstamm keine Aus-
wirkungen auf die Aktivitaten der Komplexe zu haben. Weder die Aktivitat von Komplex | noch die
Menge an Komplex IV mit intakten Hdm-Gruppen unterscheiden sich unter Standardbedingungen von
denen des Wildstamms, und auch der Sauerstoffverbrauch des Myzels ist nicht verandert (Abb. 23,
Abb. 24A und Abb. 25). Dies stimmt mit den Untersuchungen zu Wachstum und Fertilitat Gberein, die
ebenfalls keine Hinweise auf Probleme bei der Energiebereitstellung durch den Verlust von PalAP lie-
fern (Abb. 9). Somit scheint der Verlust der i-AAA Protease anders als bei S. cerevisiae keine negativen
Auswirkungen auf die oxidative Phosphorylierung zu haben (Nakai et al. 1995). Da sich die Organisation
der Atmungskettenkomplexe des Palap-Deletionsstamms jedoch von der des Wildstamms unterschei-
det, wirft dies die Frage auf, ob diese anders arrangiert werden mussten, um ausreichend Energie

bereitstellen zu kdnnen.
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Hitzestress hat weder beim Wild- noch beim Palap-Deletionsstamm einen Einfluss auf die Aktivitat
von Komplex | (Abb. 23A und B). Wahrend beim Wildstamm auch die Intensitat der Farbung der Hame
von Komplex IV durch Hitze nicht verdandert wird, nimmt die des Palap-Deletionsstamms signifikant ab
(Abb. 25). Da sich jedoch der Sauerstoffverbrauch bei Hitzestress zwischen Wildstamm und Mutante
nicht unterscheidet, sind Auswirkungen auf z.B. das Wachstum des Palap-Deletionsstamms eher un-

wahrscheinlich.

Da die i-AAA Protease bereits mehrfach mit der Kontrolle von am Lipid-Metabolismus der Mitochon-
drien beteiligten Proteinen in Verbindung gebracht werden konnte (vgl. 1.4.2.1; Nebauer et al. 2007;
Potting et al. 2010; Claypool et al. 2011), lasst dies die Hypothese zu, dass der Verlust von PalAP zu
einer Veranderung der Lipid-Protein-Interaktionen fiihrt und so die Reorganisation der Atmungsketten-
komplexe in stabilere Superkomplexe ausgel6st wird. Die Aufrechterhaltung einer definierten Lipidzu-
sammensetzung ist von groRer Bedeutung fiir die Funktionalitdt mitochondrialer Membranen (Potting
et al. 2010). So andert sich z.B. das Verhaltnis der Phospholipide zueinander temperaturabhangig und
muss entsprechend angepasst werden (Birner et al. 2003). Dabei konnte sowohl fiir Phosphatidyletha-
nolamin (PE) als auch fiir Cardiolipin (CL) gezeigt werden, dass diese fur die Biogenese der Atmungsket-
tenkomplexe bzw. die Stabilitdt der Superkomplexe eine wichtige Rolle spielen (Birner et al. 2001; Pfeif-
fer et al. 2003; Engmann 2009). Durch den Verlust der i-AAA Protease dndert sich moglicherweise die
Lipidzusammensetzung der mitochondrialen Membran, wodurch kompensatorische Effekte aktiviert
werden, die zur Reorganisation und Stabilisierung der Atmungskettenkomplexe fiihren. Darliber hinaus
wiirden vermutlich vor allem bei h6heren Temperaturen geschadigte Membranproteine akkumulieren,
die ebenfalls zu einer Anderung der Membranfluiditat bzw. der Membranintegritit beitragen wiirden.

Wie PalAP die Reorganisation der Atmungskettenkomplexe ausldst, werden weitere Versuche zeigen.

5.7  Auswirkung des Verlusts von PalAP auf das mitochondriale Proteom

Trotz intensiver Forschung ist die zellulare Funktion der i-AAA Protease immer noch kaum verstanden
(Francis & Thorsness 2011). Um jedoch die Phanotypen des Palap-Deletionsstamms erklaren zu kon-
nen, werden Hinweise auf die Substrate von PalAP und somit auf die Aufgaben der i-AAA Protease
bendtigt. Dazu wurden einerseits einige aus S. cerevisiae bekannte Substrate von YME1 untersucht,
sowie vergleichende Analysen des mitochondrialen Proteoms von Wild- und Palap-Deletionsstimmen

durchgefihrt.

Aufgrund der konservierten Aminosauresequenzen der i-AAA Proteasen und der Nahe von PalAP und

YME1 im Stammbaum (Abb. 7) wurde der Effekt des Verlusts von PalAP auf einige Substrate von YMEL in
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P. anserina analysiert. Wahrend nicht-assembliertes COX2 in Ymel-defizienten Stammen akkumuliert,
ist in mitochondrialen Extrakten der Palap-Deletionsstimme die Proteinmenge von PaCOX2 bereits bei
27°C geringer als in den Mitochondrien der Wildstamme (Abb. 26). Dieser Effekt wird durch 24stiin-
digen Hitzestress noch verstarkt. Initiale Western Blot-Analysen der Prohibitine PaPHB1 und PaPHB2
zeigen unabhdngig von der Temperatur ebenfalls keine Akkumulation der Proteine nach Verlust von
PalAP (Anhang Abb. 46). Ahnlich wie bei IAP-1 aus N. crassa und YME1 scheinen sich demnach auch
die Substratspezifitaten von PalAP und YME1 zu unterscheiden (Klanner et al. 2001; Graf et al. 2007).
Dabei kann die Expression von lap-1 die Wachstumsphadnotypen von Ymel-defizienten Hefestammen
teilweise komplementieren. Dies zeigt jedoch, dass es durchaus Funktionen der i-AAA Protease gibt,
die zwischen den verschiedenen Organismen konserviert sind, und dass der Abbau von COX2 und den

Prohibitinen nur bedingt fiir die Phanotypen des Ymel-defizienten Hefestamms verantwortlich ist.

Um die Auswirkung des Verlusts von PalAP auf das mitochondriale Proteom von P. anserina zu untersu-
chen, wurden vergleichende Proteomanalysen von Wild- und Palap-Deletionsstammen durchgefiihrt
(Abb. 20). Dabei wurden 21 differenziell gebildete Proteine identifiziert, von denen die Menge bei
16 Proteinen in den Palap-Deletionsstammen erhéht ist verglichen mit den Wildstammen (Tabelle 21).
Zu den identifizierten Proteinen geh6ren Untereinheiten der ATP-Synthase, Proteine des Citratzyklus’,
des Aminosdure- und Fettsaure-Stoffwechsels sowie Chaperone. Interessanterweise konnten Protei-
ne dieser Stoffwechselklassen in einer Proteomanalyse von mitochondrialen Proteinen aus juvenilen
und seneszenten P. anserina-Wildstimmen in den juvenilen Proben in groRerer Menge detektiert wer-
den als in seneszenten Kulturen (Kunstmann 2009). Darliber hinaus konnte z.B. in Mdusen sowohl auf
Transkript- als auch auf Proteinebene gezeigt werden, dass die Menge der ATP-Synthase wahrend des
Alterns abnimmt (Manczak et al. 2005; Chakravarti et al. 2009). Dies deutet darauf hin, dass die Mito-
chondrien der Palap-Deletionsstamme aufgrund der verlangerten Lebensspanne mit 14 Tagen bezogen

auf die Gesamtlebensspanne noch deutlich ,jinger’ sind als 14 Tage alte Wildstamme.

Unter den identifizierten Proteinen befinden sich auch PaPHB1 und PaHSP60. Wahrend die Menge von
PaPHB1 bei Wachstum des Myzels auf M2-Festmedium in den Mitochondrien des Palap-Deletions-
stamms mit der des Wildstamms vergleichbar ist (Abb. 46A), weist der Palap-Deletionsstamm nach
Inkubation in CM-Flissigmedium deutlich reduzierte Mengen auf (Tabelle 21). Dabei existieren jedoch
moglicherweise modifizierte Formen von PaPHB1, sodass in 2D-Analysen Unterschiede in den verschie-
denen Formen auftreten, wahrend die Gesamtmenge von PaPHB1 nicht verandert ist. Dartber hinaus
sind die Mengen von PaHSP60 nach Wachstum auf M2-Festmedium beim Palap-Deletionsstamm ten-
denziell nicht signifikant verandert (Abb. 19A), wahrend diese bei Inkubation in CM-Flissigmedium

signifikant erhoht sind verglichen mit dem Wildstamm (Tabelle 21). Dies spiegelt die Bedeutung der
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Anzuchtbedingungen des Palap-Deletionsstamms wider, die im Laufe der Untersuchungen deutlich
wurde. Daraufhin erfolgte die Anzucht der Stdmme in dieser Arbeit auf M2-Festmedium, um die Ergeb-

nisse besser auf die Situation in den Hyphen wahrend des Alterns tibertragen zu kénnen.

Interessanterweise kdnnen die bisher identifizierten Substrate der i-AAA Protease nicht in allen Or-
ganismen von dieser abgebaut werden (vgl. 1.4.2 und Tabelle 1). Dabei wird deutlich, dass der Abbau
haufig nur unter bestimmten Anzuchtbedingungen und/oder in bestimmten Altersstadien stattfindet.
Dies zeigt, dass die Aktivitat der i-AAA Protease in manchen Situationen wichtiger ist als in anderen,
und dass sich womaglich auch die jeweiligen Substrate abhangig von der Anzuchtbedingung dndern
kénnen. Dadurch ware es moglich, dass sich die Unterschiede in der Substratspezifitat der verschiede-

nen Organismen durch die unterschiedlichen Lebensbedingungen erklaren lassen.

5.8 Die proteolytische Aktivitdt von PalAP begrenzt die Lebensspanne von P. anserina

Um die Bedeutung der proteolytischen und der Chaperonaktivitdt der i-AAA Protease PalAP auf die
Lebensspanne von P. anserina zu untersuchen, wurden zwei proteolytisch inaktive Formen von PalAP
durch in-vitro-Mutagenese generiert (Abb. 31). Da bei YME1 die Mutation von Glutaminsaure (E) des
Metall-bindenden Motivs HExxH zu Glutamin (Q) die Proteasefunktion inaktiviert (Weber et al. 1996;
Leonhard et al. 1999), wurde bei PalAP Glutaminsdure an Aminosdureposition 540 durch Glutamin er-
setzt (Abb. 30). Dabei wurden zwei proteolytisch inaktive Varianten von PalAP erhalten, PalAP®%? und
PalAPE>3096 hej der neben dem Austausch von Glutamins&ure zuféllig die Aminosaure Glycin (G) in das
Metall-bindende Motiv eingefligt wurde. Wahrend der Austausch von E zu Q keine Auswirkungen auf
die Struktur der i-AAA Protease haben sollte (Abb. 32), wére diese durch den Einbau von G potenziell
verandert. Da jedoch beide Varianten in mitochondrialen Extrakten des Palap-Deletionsstamms detek-

tierbar sind, scheinen sowohl PalAPE>4°@ ynd PalAPE49% Komplexe bilden zu kdnnen.

Die Analyse der Lebensspannen von Palap E540QG, Palap E540Q1 und Palap_E540Q2 zeigt unter
Standardbedingungen eine dhnliche Verlangerung der Lebensspanne von P. anserina wie die des
Palap-Deletionsstamms (Abb. 34). Dabei werden wie erwartet weder die Myzelmorphologie noch das
Wachstum der Stamme beeinflusst (Anhang Abb. 50B und C). Dies entspricht den Beobachtungen in
S. cerevisiae, deren Stamme mit proteolytisch inaktiver i-AAA Protease ebenfalls dhnliche Phanotypen
wie der Ymel-Deletionsstamm aufweisen (Weber et al. 1996). Bei P. anserina ist demnach der Verlust
der proteolytischen Funktion von PalAP verantwortlich fir die Verlangerung der Lebensspanne. Ob
dies jedoch durch den fehlenden Abbau eines oder mehrerer Substrate erfolgt, deren Peptide dari-

ber hinaus noch Signalfunktionen besitzen kénnen, oder durch die fehlende Prozessierung von z.B.
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regulatorischen Proteinen, und ob dadurch Mitohormesis ausgel6st wird (vgl. 1.1), muss noch weiter

untersucht werden.

Dariber hinaus wird der Einfluss der Mutation auf die Lebensspanne von P. anserina bei Hitzestress
weitere interessante Informationen lber die proteolytische und die Chaperonaktivitdit von PalAP
ergeben. So konnte fiir die prokaryotische Protease DegP gezeigt werden, dass diese bei niedrigen
Temperaturen als Chaperon fehlgefalteter Proteine agiert, wahrend die proteolytische Funktion fast
ausschlieBlich bei hohen Temperaturen nachweisbar ist (Spiess et al. 1999). DegP wechselt somit tem-
peraturabhangig zwischen der Chaperon- und der Proteaseaktivitat. Moglicherweise ist dies bei PalAP

umgekehrt der Fall.

Darliber hinaus kann die proteolytisch inaktive Form von PalAP zur Identifizierung von Substraten ver-
wendet werden. Bei YMEL bleibt die Struktur der i-AAA Protease trotz der Mutation erhalten und rei-
chert Substrate an, die normalerweise nur kurzzeitig mit YME1 interagieren wiirden (Engmann 2009).
So konnte in humanen Zellen gezeigt werden, dass COX2 mit der proteolytisch inaktiven Form von
YMELL préazipitiert und somit ein Substrat darstellt, obwohl COX2 bei Herunterregulierung von Yme1/
nicht akkumuliert (Stiburek et al. 2012). Die Untersuchung der mit der proteolytisch inaktiven Form
von PalAP interagierenden Proteine wird sicherlich zum Verstandnis der Phanotypen des Palap-Dele-

tionsstamms beitragen.

Insgesamt ist vor allem die Proteaseaktivitat der i-AAA Protease fir die Begrenzung der Lebensspanne
von P. anserina verantwortlich. Welche Rolle die Chaperonaktivitdt bei Hitzestress spielt, werden z.B.

Lebensspannenanalysen der Stamme mit proteolytisch inaktiver PalAP bei 37°C zeigen.

5.9 Die Funktionen von PalAP und PaCLPP unterscheiden sich

Die Beobachtung, dass die Deletion der i-AAA Protease Palap und der CLPP-Proteaseuntereinheit
PaClpP der CLPXP-Protease bei P. anserina zu teilweise sehr dhnlichen Phdanotypen fihrt, warf die Fra-
ge auf, ob die beiden Proteasen moglicherweise tibereinstimmende Funktionen in den Mitochondrien
aufweisen. In beiden Féllen fuhrt die Deletion einer Komponente der mitochondrialen Qualitatskon-
trolle bei 27°C zur Verlangerung der Lebensspanne von P. anserina, ohne vitale Funktionen zu beein-

flussen (Fischer 2011).

Zur Untersuchung dieser Hypothese wurde durch Kreuzung des Palap- mit dem PaClpP-Deletions-
stamm eine Doppelmutante hergestellt und charakterisiert (Abb. 35). Dabei zeigt sich, dass der Verlust

von zwei Komponenten des mitochondrialen Qualitatskontrollsystems bei 27°C auf M2-Festmedium
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kein Problem fiir P. anserina darzustellen scheint, da weder die Myzelmorphologie noch die Wachs-
tumsrate verandert sind (Abb. 38A). Vielmehr wird bei der Analyse der Lebensspanne sichtbar, dass
sich die Effekte der Deletion von Palap und PaClpP addieren. Sowohl die mediane als auch die maxi-
male Lebensspanne des Palap/PaClpP-Deletionsstamms sind verglichen mit den Lebensspannen des
Palap- und des PaClpP-Deletionsstamms deutlich verlangert (Abb. 36). Dies zeigt, dass die zelluldren
Aufgaben von PalAP und PaCLPP nicht lGbereinstimmen, sondern beide zur Lebensverlangerung beitra-
gen. So ware es denkbar gewesen, dass PalAP z.B. an der Translokation eines Proteins beteiligt ist, wah-
rend PaCLPP fiir dessen Abbau verantwortlich ist. Das Verhalten des Palap/PaClpP-Deletionsstamms
bei Hitze bestatigt die unterschiedlichen Funktionen der beiden Proteasen. So sind sowohl die mediane
Lebensspanne des Palap/PaClpP-Deletionsstamms als auch dessen Wachstumsrate deutlich reduziert
verglichen mit dem Wildstamm (Abb. 37 und Abb. 38B). Wahrend PalAP an der Hitzestressantwort
von P. anserina beteiligt ist, konnte dies fiir PaCLPP bisher nicht direkt gezeigt werden. Jedoch ist der
PaClpP-Deletionsstamm tendenziell hitzesensitiver als der Wildstamm (Fischer 2011), sodass der Ver-

lust beider Proteasen gréRere Auswirkungen auf P. anserina hat.

Wahrend der Verlust von Palap zu einer deutlichen Veranderung der Zusammensetzung der mitochon-
drialen Atmungskette von P. anserina fiihrt (Abb. 22), konnte in vergleichenden Analysen des mito-
chondrialen Proteoms von Wild- und APaClpP-Stammen gezeigt werden, dass die Mengen von PaCOX4
und PaCOX6 von Komplex IV durch die Abwesenheit von PaCLPP beeinflusst werden (persénliche Kom-
munikation K. Luce, AK Osiewacz). Deshalb wurden die Atmungskettenkomplexe des Palap/PaClpP-
Deletionsstamms analysiert (Abb. 39). Dabei ist jedoch nur die Menge des freien Komplex I-Mono-
mers signifikant reduziert, wahrend sich die Mengen der anderen Komplexe nicht von denen des
Wildstamms unterscheiden. Dabei wird jedoch erneut die Bedeutung des Anzuchtmediums deutlich
(vgl. 5.7), da sich auch die Komplexmengen der aus CM-Flussigmedium isolierten Mitochondrien der
Palap-Deletionsstdmme nicht von denen der Wildstimme unterscheiden, wobei bei Anzucht auf M2-
Festmedium deutliche Reorganisationen beobachtet werden kénnen (Abb. 22). Demnach sollte auch
der Palap/PaClpP-Deletionsstamm zur weiteren Charakterisierung auf M2-Festmedium angezogen

werden.

Insgesamt ist die gleichzeitige Deletion von Palap und PaClpP in P. anserina mdéglich und sowohl unter
Standard- als auch unter Stressbedingungen lebensfahig. Da sich die Effekte der beiden Einzeldele-
tionen z.B. auf die Lebensspanne addieren, zeigt dies, dass die beiden Proteasen unterschiedliche Auf-

gaben in den Mitochondrien erfillen.
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5.10 Diei-AAA Protease spielt eine wichtige Rolle bei der Alterung und der Hitzestressant-
wort von P. anserina

Die im Rahmen dieser Doktorarbeit durchgefiihrten Analysen zeigen, dass die Deletion von Palap bei

P. anserina zu einem komplexen Phanotyp flihrt. Dies verdeutlicht, dass die i-AAA Protease auch bei

P. anserina an einer Vielzahl zelluldrer Prozesse beteiligt ist, die sich teilweise gegenseitig beeinflussen

konnen. Das Modell in Abb. 43 soll dies vereinfacht darstellen.

—

Mitophagie \

. ¢ 3 Organisation der
Hitzestressantwort i g Atmungskettenkomplexe
\ PalAP

UPR™M! — \ /

Signalpeptide Lipide

Lebensspanne

Regulation PaCLPP/PaHSP60 Regulation m-AAA Protease

Abb. 43: Schematische Ubersicht iiber die Funktionen der i-AAA Protease PalAP in P. anserina. Die im Rahmen dieser Arbeit
durchgefiihrten Untersuchungen zeigen, dass der Verlust von PalAP vor allem die Organisation der Atmungskettenkomplexe
und die Lebensspanne von P. anserina beeinflusst und an der Hitzestressantwort beteiligt ist. Dabei ist es denkbar, dass sich
die Prozesse auch teilweise gegenseitig beeinflussen. So haben vermutlich sowohl die Reorganisation der Atmungskette als
auch die verminderte Resistenz bei Hitze (37°C) Auswirkungen auf die Lebensspanne. Grau dargestellt sind Funktionen, die
YMEL in S. cerevisiae ausubt (vgl. 1.4.2.1), bei P. anserina jedoch noch nicht analysiert wurden. In der Annahme, dass PalAP
als homologes Protein ahnliche Aufgaben erfiillt, ergeben sich daraus weitere Hypothesen. So ware es moglich, dass z.B. eine
veranderte Freisetzung von Signalpeptiden die Mengen mitochondrialer Proteine wie PaCLPP und/oder PaHSP60 beeinflusst,

was wiederum Auswirkungen auf die Hitzestressantwort und die Lebensspanne hat.

Durch die Beteiligung der i-AAA Protease an elementaren zelluldren Vorgdngen ist anzunehmen, dass
der Verlust des Proteins Stress in der Zelle auslost. Allerdings scheint dieser Stress unter Standard-
Kulturbedingungen noch so mild zu sein, dass er hormetisch wirkt (vgl. 1.1). Ein wichtiger Befund,
der diese Hypothese unterstiitzt, ist die Reorganisation der Atmungskettenkomplexe in Superkomplexe
(vgl. 4.1.9), wodurch die Komplexe stabilisiert werden und die Effektivitdt des Elektronentransports
gesteigert wird (vgl. 5.6). Um diese Reorganisation zu erreichen, sind zwei Wege denkbar: (i) moglicher-
weise andert sich durch die Deletion von Palap die Lipid-Zusammensetzung der Membran und dadurch

das Lipid-Protein-Verhaltnis, da YME1 bei S. cerevisiae Proteine des Lipid-Metabolismus abbauen kann
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(vgl. 5.6), oder (ii) der Verlust von PalAP flhrt dhnlich wie bei S. cerevisiae zu einer Hochregulation der
m-AAA Protease, die in A. thaliana an der Assemblierung und Stabilisierung der Atmungskettenkom-
plexe beteiligt ist (vgl. 1.4.1). Bei S. cerevisiae wird durch den Verlust von Yme1 eine erhéhte Mitopha-
gierate ausgelost (vgl. 1.4.2.1), was, falls dies auch auf den Palap-Deletionsstamm zutrifft, in Malen
ebenfalls hormetisch wirken kénnte, da die Integritat der Mitochondrien sichergestellt wird (vgl. 5.2).
Insgesamt flhrt dies bei 27°C zu einer Verlangerung der Lebensspanne von P. anserina ohne feststell-
bare Beeintrachtigungen (vgl. 4.1.4). Die verlangerte Lebensspanne beruht dabei auf dem Verlust der

proteolytischen Aktivitat von PalAP (vgl. 5.8).

Die moglicherweise wichtigste Aufgabe von PalAP bei P. anserina ist ihre Beteiligung an der Hitzestress-
antwort (vgl. 5.4). Der Verlust von PalAP fiihrt demnach vermutlich dhnlich wie beim Verlust von Yme1
bei S. cerevisiae zu (i) vermindertem Abbau geschadigter Membranproteine, (ii) moglicherweise feh-
lender Chaperonaktivitat zur Rickfaltung fehlgefalteter Proteine, und (iii) fehlenden Peptidsignalen
zur Anpassung der Aktivitat anderer Komponenten der mitochondrialen Proteinqualitdtskontrolle (z.B.
PaHSP60 und/oder PaCLPP, m-AAA Protease; vgl. 5.5). Dartiber hinaus zeigen die Untersuchungen, dass
die Organisation der freien Atmungskettenkomplexe in Superkomplexe bei Hitze anders als beim Wild-
stamm kaum weiter gesteigert werden kann, da diese bereits im Normalzustand reorganisiert sind (vgl.
4.1.9 und 5.6). Dies tragt zur erhdhten Hitzesensitivitat des Palap-Deletionsstamms bei und spiegelt
sich in einer reduzierten Lebensspanne und physiologischen Beeintrachtigungen wider (vgl. 4.1.5). Eine

funktionsfahige i-AAA Protease ist demnach flr P. anserina im natirlichen Umfeld unerlasslich.

Insgesamt konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die i-AAA Protease eine essenzielle Rolle fiir
die mitochondriale Funktion spielt und den Alterungsprozess von P. anserina entscheidend beeinflusst.
Dies wird vor allem bei Hitzestress deutlich, bei dem der Verlust der Protease gravierende Auswirkun-
gen auf P. anserina hat. Dartiber hinaus wurden erste Hinweise auf potenzielle Mechanismen identifi-

ziert, wie PalAP die Alterung beeinflusst.
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6 Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Modulation der i-AAA Protease PalAP das Altern von
P. anserina deutlich beeinflusst. Dabei wurden erste Hinweise auf Mechanismen gefunden, die eine

wertvolle Grundlage fiir weitere Untersuchungen bilden. Dafiir bieten sich folgende Analysen an:

1. Da bereits einige Befunde auf einen Zusammenhang zwischen der i-AAA Protease und dem mito-
chondrialen Lipid-Metabolismus hinweisen, sollte der bislang wenig beachtete Aspekt der Lipid-
zusammensetzung der mitochondrialen Membran und deren Folgen fiir die Organisation der At-

mungskettenkomplexe des Palap-Deletionsstamms untersucht werden.

2. Zur ldentifizierung von Substraten von PalAP, die zur Aufklarung des hitzesensitiven Phanotyps des
Palap-Deletionsstamms beitragen, sollten vergleichende Analysen der mitochondrialen Proteome
von hitzegestresstem Myzel von Wild- und Palap-Deletionsstammen durchgefiihrt werden. Die

Stamme sollten dabei durchgangig auf M2-Festmedium angezogen werden.

3. Die Untersuchung des Zusammenhangs zwischen der i-AAA Protease und Mitophagie stellt ein
weiteres wichtiges Experiment dar. Dabei kdnnte mit Hilfe der kiirzlich entwickelten Stamme zur
Analyse von Autophagie in P. anserina (Knuppertz 2012) untersucht werden, wie stark Autophagie/
Mitophagie am Phanotyp des Palap-Deletionsstamms beteiligt ist. Die Mitophagierate kdnnte nach
Kanki et al. (Kanki et al. 2009) durch die Messung der Autophagie-abhéngigen Bildung von freiem

GFP durch den Abbau eines mitochondrialen GFP-Fusionsproteins ermittelt werden.

4. Da noch vollig unklar ist, ob die Chaperonaktivitat oder die proteolytische Funktion der i-AAA Prote-
ase fiir den hitzesensitiven Phanotyp des Palap-Deletionsstamms verantwortlich ist, ist die weitere
Charakterisierung des Stamms Palap_E540Q (und Palap_E540QG), in dem das Gen einer proteoly-
tisch inaktiven Form der i-AAA Protease exprimiert wird, von zentraler Bedeutung fir die weiteren
Experimente. Dies wird die Einschatzung der Bedeutung der Chaperonaktivitat der i-AAA Protease
und somit der Riickfaltung fehlgefalteter Proteine bzw. des proteolytischen Abbaus der geschadig-

ten Proteine fiir P. anserina bei Hitze ermoglichen.

5. Die in den Mitochondrien des Stamms Palap_E540Q enthaltene proteolytisch inaktive Protease
PalAPE>4Q kann darlber hinaus zur Anreicherung und Identifizierung von Substraten verwendet
werden. Experimente in S. cerevisiae zeigten, dass die entsprechende Mutation bei Ymel dazu
flhrt, dass YME1%4Q Substrate zwar binden, aber nicht mehr freisetzen kann (Graf et al. 2007,

Engmann 2009). Dazu kénnte PalAP®4%2 direkt aus dem Stamm Palap_E540Q angereichert (Klanner
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et al. 2001; Graf et al. 2007) bzw. durch Einfihrung eines Hexahistidin-Markers aufgereinigt wer-
den (Engmann 2009). Die Kenntnis der Substrate ermdoglicht die Identifizierung von Mechanismen,

durch die die i-AAA Protease das Altern reguliert.
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7 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der Rolle der i-AAA Protease in P. anserina, besonders wahrend
des Alterns des Ascomyceten. Die dazu durchgefiihrten Untersuchungen fiihrten zu folgenden Ergeb-

nissen:

1. Unter Standardbedingungen ist der Palap-Deletionsstamm langlebiger als der Wildstamm, ohne
feststellbare physiologische Beeintrachtigungen aufzuweisen. Dass dies auf den Verlust von Palap
zurlickzufihren ist, bestatigen die Palap-Revertantenstimme, in denen das Gen wieder eingefiihrt
wurde, wodurch deren Lebensspanne wieder Wildtyp-artig ist. Dies zeigt, dass PalAP zelluladre Pro-

zesse beeinflusst, die die Lebensspanne kontrollieren.

2. Bei Hitzestress weist der Palap-Deletionsstamm dagegen eine héhere Hitzesensitivitat auf als der
Wildstamm, was sich in einer verkirzten Lebensspanne und der Storung vitaler Funktionen duRert.

Dies deutet auf eine mogliche Rolle von PalAP bei der Hitzestressantwort hin.

3. Im Einklang mit dem hitzesensitiven Phdnotyp des Palap-Deletionsstamms konnte in mitochon-
drialen Extrakten des Wildtyps gezeigt werden, dass die Proteinmenge von PalAP durch Hitzestress
signifikant zunimmt. Gleichzeitig weisen mitochondriale Proteinextrakte von Palap-Deletionsstam-
men nach Hitzestress signifikant geringere Mengen an PaHSP60 und PaCLPP auf, zwei weiteren
Komponenten der mitochondrialen Proteinqualitatskontrolle. Dies unterstreicht die Beteiligung von

PalAP an der Hitzestressantwort von P. anserina.

4. Darlber hinaus beeinflusst der Verlust von Palap die Zusammensetzung der mitochondrialen At-
mungskette und fihrt bei 27°C zu einer vermehrten Organisation der Komplexe in stabilere Super-
komplexe. Dieser Mechanismus wird beim Wildstamm erst nach Hitzestress beobachtet, wogegen

der Palap-Deletionsstamm die Superkomplexmenge nicht mehr weiter steigern kann.

5. Die Genexpression von proteolytisch inaktiven Varianten von PalAP (PalAP®4%2 bzw, PalAPE>409¢) kann
den Phanotyp des Palap-Deletionsstamms bei 27°C nicht komplementieren und fiihrt ebenfalls zu
einer Verlangerung der Lebensspanne von P. anserina. Dies liefert wichtige Informationen liber den
Mechanismus wie PalAP die Lebensspanne von P. anserina beeinflusst, da dazu die proteolytische

Aktivitdt von PalAP benotigt wird.

6. Daruber hinaus zeigt die Analyse des Palap/PaClpP-Deletionsstamms, dass sich die Mechanismen,
wie PalAP und PaCLPP die Lebensspanne von P. anserina beeinflussen, unterscheiden. Die unter-

schiedlichen zelluldren Aufgaben werden auch bei Hitzestress deutlich, wovon der Palap/PaClpP-
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Deletionsstamm noch starker betroffen ist als durch die Deletion von Palap bzw. PaClpP. Dies ver-

deutlicht, dass sich die Effekte der Deletionen der beiden Gene addieren.

Insgesamt konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die i-AAA Protease PalAP auch bei P. anserina
wichtige zelluldre Funktionen besitzt, die sich auf den Alterungsprozess des Ascomyceten auswirken.
Dabei war es moglich verschiedene neue Mechanismen zu identifizieren, wie die i-AAA Protease diese
Funktionen auslbt. Dazu gehoren z.B. der Einfluss der proteolytischen Aktivitat auf die Lebensspanne,
die durch die Abwesenheit der i-AAA Protease ausgeldste Reorganisation der Atmungskettenkomplexe
in stabile Superkomplexe, und die Induktion der Hitzestressantwort durch PalAP. Diese Befunde tragen
zum besseren Verstandnis der zelluldren Funktion der i-AAA Protease bei und stellen einen entschei-
denden Ausgangspunkt fiir weiterfilhrende Analysen der bislang wenig verstandenen Aufgaben der

Protease dar.
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9.2  Abbildungen und Tabellen
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Abb. 44: Aminosauresequenzvergleich von PalAP, IAP-1, YME1 und YME1L. Die Aminosauresequenzen (im Einbuchstaben-
code) von PalAP aus P. anserina, |1AP-1 aus N. crassa, YME1L aus S. cerevisiae und YMELL aus H. sapiens wurden mit dem
Programm ,ClustalW’ verglichen. Identische Aminosauren sind in weien Buchstaben auf schwarzem Hintergrund dargestellt,
Aminosauren mit ahnlichen Eigenschaften in weiBen Buchstaben auf grauem Hintergrund. In Bereichen konservierter Motive

wurden die Buchstaben rot angefarbt. Das Walker A- (WA) und Walker B-Motiv (WB) sowie die ,,second region of homology*
(SRH) der AAA-Domane sind charakteristisch fiir ATPasen der AAA-Familie. Das fiir M41-Metallopeptidasen typische Metall-
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bindende Motiv (MB) mit der Konsensussequenz HExxH (Rawlings & Barrett 1995) ist ebenfalls markiert. Die eingezeichneten

Bereiche der transmembranen Domanen (TM) entsprechen den in Hydrophobizitdtsprofilen vorhergesagten Regionen (Abb.

6). Die mitochondrialen Signalsequenzen wurden mit dem Programm ,MitoProtll* bestimmt. Bei IAP-1 und YME1 entsprechen

die transmembranen Domanen, die konservierten Bereiche der AAA-Domane und das Metall-bindende Motiv den Angaben

von Klanner et al. (Klanner et al. 2001; modifiziert nach Weil et al. 2011).

Tabelle 22: Identifizierungsnummern der i-AAA Proteasen aus den verschiedenen Organismen aus Abb. 7. Fir die i-AAA

Proteasen aus Apis mellifera und Gibberella zeae sind die MEROPS-Nummern angegeben, fur alle anderen die ,UniProt‘-

Nummern.

Organismus

Identifizierungsnummer

Apis mellifera
Arabidopsis thaliana
Aspergillus clavatus
Aspergillus fumigatus
Caenorhabditis elegans
Candida albicans
Candida glabrata
Chaetomium globosum
Chlamydomonas rheinhardtii
Drosophila melanogaster
Escherichia coli
Gibberella zeae

Homo sapiens

Mus musculus
Neurospora crassa

Oryza sativa

Podospora anserina
Rattus norvegicus
Saccharomyces cerevisiae
Vitis vinifera

Xenopus laevis

MERO071636
080983
Al1CI84
Q4WaQ45
P54813
Q5A458
Q6FMU6
Q2GVG1
A8HS40
Q9W1Y0
Q8X9L0
MER176229
Q96TA2
088967
Q9HDH1
QsLQJ9
B2B020
Q66HP7
P32795
FEH3N2
Q6NUB5

&

PalAP

—
— g
N—

N—

Abb. 45: Qualitdt des PalAP-spezifischen Antikorpers. Dargestellt ist die komplette Ansicht der Western Blot-Analyse aus

Abb. 8C. Der Peptid-Antikorper reagiert spezifisch mit PalAP, jedoch werden mehrere Nebenbanden sichtbar.
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Abb. 46: Einfluss des Verlusts von PalAP auf Prohibitin 1 und 2. Western Blot-Analysen mit je 30 pg mitochondrialen Protein-

extrakten von 14 Tage alten Wild- und Palap-Deletionsstammen. Die Anzucht des Myzels und die Durchfiihrung der Western

Blot-Analysen erfolgten wie in Abb. 19 beschrieben. Die Detektion von PaPHB1 (A) und PaPHB2 (B) erfolgte mit gegen die

homologen Hefeproteine generierten Antikdrpern. Die Detektion von Porin (PaPOR) dient als Ladekontrolle.
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Abb. 47: Western Blot-Analyse der Proteinmodifikationen bei Wild- und Palap-Deletionsstimmen nach Hitzestress. Um

den Einfluss von Hitzestress auf die Proteinmodifikation bei Wild- und APalap-Isolaten zu untersuchen, wurden die 7 Tage al-

ten Stamme aus Abb. 13 verwendet. Diese wurden bei 27°C (27°C) angezogen bzw. 15 Stunden vor der Isolation der mitochon-
drialen Proteine bei 37°C inkubiert (15 h 37°C). (A) ,Oxyblot-Analyse. Die gelelektrophoretische Auftrennung von je 20 ug
mitochondrialen Proteinen erfolgte mit 10 und 16 %iger biphasischer SDS-PAGE. Anschliefend wurden die Proteine auf PVDF-

Membranen Ubertragen und die mit DNPH derivatisierten Carbonylgruppen mit einem Anti-DNP-Antikorper nachgewiesen.
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SMO0671 wurde als GréRenstandard aufgetragen. Porin (PaPOR) dient zur Normierung der densitometrischen Auswertung. Die
Balkendiagramme zeigen die Mittelwerte des relativen Carbonylierungsgrads der Wild- (grau; n = 4) und Palap-Deletionsstam-
me (weil’; n = 4) + Standardabweichung, wobei der Mittelwert der Wildstamme bei 27°C auf 1 gesetzt wurde. Der relative
Carbonylierungsgrad der Wild- und APalap-Stamme unterscheidet sich weder bei 27°C (WT 1x + 0,34; APalap 1,13x % 0,33;
p > 0,05) noch nach Hitzestress (WT 1,43x + 0,33; APalap 1,01x £ 0,33; p > 0,05). (B) Zur Analyse der Ubiquitinierung der mito-
chondrialen Proteine wurden je 75 pg mitochondriale Proteinextrakte durch 12 %ige SDS-PAGE aufgetrennt. Nach dem Trans-
fer der Proteine auf PVDF-Membranen wurden ubiquitinierte Proteine mit einem Ubiquitin-Antikérper nachgewiesen. Als
GroRenstandard wurde SMO0671 aufgetragen. Porin (PaPOR) wurde zur Normierung der densitometrischen Auswertung de-
tektiert. Gezeigt sind die Mittelwerte des relativen Ubiquitinierungsgrads der Proteine bei den Wild- (grau; n = 4) und APalap-
Stammen (wei; n = 4) + Standardabweichung. Der Mittelwert der Wildstamme bei 27°C wurde auf 1 gesetzt. Weder bei 27°C
(WT 1x £ 0,14; APalap 0,98x + 0,08; p > 0,05) noch nach Inkubation bei 37°C (WT 1,68x * 0,25; APalap 1,57x + 0,4; p > 0,05)
unterscheidet sich die relative Menge an modifizierten Proteinen zwischen Wild- und Palap-Deletionsstamm.

Tabelle 23: Massenspektrometrische Identifikation der differenziell exprimierten Proteine aus Tabelle 21. Zur Identifizie-
rung des differenziell exprimierten Proteins (,UniProt’-Nr.) eines signifikant veranderten ,Proteinspots’ (Proteinmenge APalap/
WT und p-Wert) wurde die Lage des ,Spots’ im Gel (Molekulargewicht (MW im Gel) und isoelektrischer Punkt (pl im Gel)) mit
den Daten der durch Massenspektrometrie identifizierten Proteinen verglichen. Dazu wurde jeweils die Wahrscheinlichkeit
der mitochondrialen Lokalisation des Proteins und daraufhin das theoretische Molekulargewicht (theoretisch (ohne MTS))
und der pl (theoretisch (ohne MTS)) ohne Signalsequenz tberpriift. Die Anzahl der Peptide und der ,Mascot Protein Score’
spiegeln die Gite der massenspektrometrischen Identifizierung eines Proteins. Die Identifizierung der Peptide erfolgte mit
der Podospora anserina-,UniProt‘-Datenbank (11.066 Eintrdge). Der Grenzwert (,cutoff’) wurde auf 14 gesetzt. Ein ,Mascot
Protein Score’ > 13 bedeutet daher, dass die Wahrscheinlichkeit einer falschpositiven Identifizierung eines Proteins weniger
als 5 % betragt.

UniProt- ,SPOL-NF. Protein- p-Wert MS MW (kDa) pl
Nr. menge Anza.hl ,Mascot Pro- MW im Gel theoretisch ol im Gel theoretisch
Peptide tein Score’ (ohne MTS) (ohne MTS)
1091 1,22 0,045 9 471 ~ 60 56,2 ~6 5,82
B2A8W9 [1359 1,87 0,013 59 3162 ~57 56,2 ~5,6 5,82
1365 1,5 0,029 27 1391 ~55 56,2 ~5,4 5,82
B2AB72 2173 1,23 0,028 18 907 ~ 37 36,4 ~5,2 5,65
B2AB90 |1549 1,23 0,0012 31 1813 ~51 48,7 ~5,2 5,21
1531 1,31 0,0011 42 2210 ~50 53,5 ~7,2 7,86
B2ADB9 |1533 1,25 0,00034 (41 2020 ~50 53,5 ~ 6,7 7,86
1534 1,22 0,012 42 2042 ~50 53,5 ~7 7,86
B2APT2 1727 1,33 0,0018 36 2257 ~ 46 47,6 ~5,7 5,81
B2AT17 3078 1,88 0,024 10 472 ~17 16,9 ~6,3 6
B2ATC1 825 -1,3 0,00018 (41 2256 ~ 80 73,8 ~54 5,32
B2AU12 |3053 1,32 0,0098 7 328 ~19 22,7 ~5,4 5,97
B2AXD7 |2801 1,28 0,04 11 552 ~ 25 28,5 ~6 6,75
B2AYM6 |2260 -1,52 0,012 37 1952 ~35 35,1 ~8,2 8,95
B2AZV9 2102 -1,39 0,038 26 1348 ~35 32,3 ~7,6 7,82
B2B064 3119 1,92 0,018 3 107 ~ 16 24 ~ 4,5 4,8
1821 1,82 0,02 17 755 ~43 43,5 ~4,2 4,92
B2BOY1 1844 1,23 0,048 37 2095 ~43 43,5 ~4,4 4,92
1931 1,25 0,0062 29 1671 ~42 43,5 ~4,5 4,92
B2B270 1350 1,22 0,022 40 2336 ~55 59,1 ~5,3 5,35
1355 1,39 0,005 22 115 ~55 59,1 ~5,4 5,35
B2B2B8 |1642 1,29 0,0068 19 843 ~ 46 41 ~6,3 6,41
B2B318 |2400 1,37 0,027 27 1441 ~34 31,8 ~4,7 5,15
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UniProt- ,SPOt-NF. Protein- p-Wert MS MW (kDa) pl
Nr. menge Anza.hl ,IV{ascot Pro- MW im Gel theoretisch ol im Gel theoretisch
Peptide tein Score’ (ohne MTS) (ohne MTS)
B2B4L4 2777 -1,21 0,0033 30 1199 ~25 24,4 ~5,2 5,28
1711 1,23 0,018 5 256 ~44 40,4 ~ 6 6,05
B2B7M8 1762 1,67 0,0056 27 1663 ~43 40,4 ~5,9 6,05
1767 1,48 0,021 44 2223 ~43 40,4 ~6 6,05
B2B774 2648 -1,72 0,011 20 851 ~ 26 29 ~8,3 9,07
B2AR54 2096 1,35 0,027 11 643 ~40 42 ~5,7 5,74
B2B3P4 |1186 1,27 0,035 16 713 ~ 60 56,4 ~5,8 5,71

Tabelle 24: ,UniProt‘-Identifizierungsnummern der durch die ICAT-Analyse identifizierten differenziell exprimierten Prote-
ine aus Abb. 21.

Proteinname UniProt
Carbamoylphosphat-Synthase B2ALX5
a-UE der Succinyl-CoA-Ligase [GDP-bildend] B2B5H6
kurzkettige Dehydrogenase B2AAB2
2-Oxoglutarat-Dehydrogenase E1 Komponente B2B251
Acetolactat-Synthase (kleine UE) B2B064
NADH:Ubichinon-Oxidoreduktase B18 UE B2AC18
Cytochrom c-Oxidase UE 2 P20682
NADH:Ubichinon-Oxidoreduktase 51 kDa UE B2ARC6
NADH:Ubichinon-Oxidoreduktase 20,8 kDa UE B2AS44
NADH:Ubichinon-Oxidoreduktase 24 kDa UE B2B4L4
NADH:Ubichinon-Oxidoreduktase 18,4 kDa UE B2AWC1
NADH:Ubichinon-Oxidoreduktase 21,3 kDa UE B2ALO6
NADH:Ubichinon-Oxidoreduktase 11,5 kDa UE B2B6S4
NADH:Ubichinon-Oxidoreduktase 75 kDa UE B2AZMO
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Abb. 48: Untersuchung der Zusammensetzung der mitochondrialen Atmungskettenkomplexe bei Wild- und Palap-Dele-
tionsstammen durch BN-PAGE. Vollstandige BN-PAGE aus Abb. 22.
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Abb. 49: Einfluss der verdnderten Zusammensetzung der Atmungskettenkomplexe beim Palap-Deletionsstamm auf die
Aktivitaten von Komplex I und IV. Vollstandige BN-PAGEs aus Abb. 23 und Abb. 25.
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Abb. 50: Wachstumsraten der Palap-Revertanten und der Stimme mit proteolytisch inaktiver i-AAA Protease. (A) Die An-
zucht der Stamme erfolgte wie in Abb. 29 beschrieben. Die Wuchsraten der Revertanten Palap_revl (0,59 cm/Tag + 0,02;
n =59; p > 0,05) und Palap_rev2 (0,59 cm/Tag = 0,03; n = 39; p > 0,05) unterscheiden sich nicht von der des Wildstamms
(0,59 cm/Tag + 0,02; n = 65) und des Palap-Deletionsstamms (0,58 cm/Tag + 0,02; n = 49; p > 0,05). Die Anzucht der Stam-
me in (B) und (C) erfolgte wie in Abb. 34 beschrieben. (B) Die Wachstumsrate von Palap_E540QG (0,60 cm/Tag + 0,03;
n = 30; p < 0,05) ist geringfuigig erhoht verglichen mit dem Wild- (0,58 cm/Tag + 0,03; n = 21) und Palap-Deletionsstamm
(0,58 cm/Tag + 0,02; n = 34). (C) Verglichen mit dem Wildstamm (0,56 cm/Tag + 0,03; n = 24) sind die Wachstumsraten
von Palap_E540Q1 (0,58 cm/Tag + 0,02; n = 35; p < 0,01), Palap_E540Q2 (0,58 cm/Tag + 0,02; n = 28; p < 0,05) und APalap
(0,59 cm/Tag + 0,02; n = 25; p < 0,001) geringflgig erh6ht (modifiziert nach Weil et al. 2011).
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Abb. 51: BN-PAGE mit mitochondrialen Proteinextrakten der Palap/PaClpP-Deletionsmutante. Vollstindige BN-PAGE aus
Abb. 39.
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Analyse der Transkriptmenge von PaMap in Wild- und APalap-Isolaten.
Analyse der Regulation von PalAP bei Hitzestress im Wildstamm.

Einfluss der Deletion von Palap auf andere Komponenten des mitochondrialen Proteinqualitdtskon-
trollsystems.

Vergleichende Analyse des mitochondrialen Proteoms von Wildstamm- und APalap-lsolaten durch 2D-
DIGE.

Vergleichende Analyse des mitochondrialen Proteoms von Wildstamm- und APalap-Isolaten durch
ICAT.

Untersuchung der Zusammensetzung der mitochondrialen Atmungskettenkomplexe bei Wild- und
Palap-Deletionsstammen.

Einfluss der verdnderten Zusammensetzung der Atmungskettenkomplexe beim Palap-Deletionsstamm
auf die Aktivitat von Komplex I.

Sauerstoffverbrauch des Wild- und Palap-Deletionsstamms mit steigender Rotenonzugabe.

Einfluss der verdnderten Zusammensetzung der Atmungskettenkomplexe beim Palap-Deletionsstamm
auf die Aktivitat von Komplex IV.

Auswirkung der Deletion von Palap auf die Proteinmenge von COX2.

Herstellung des Vektors pPalap-rev zur Reversion der Deletion von Palap.

Uberpriifung der Reversion der Deletion von Palap.

Analyse der Lebensspanne der Palap-Revertantenstamme.

Schematische Darstellung der Strategie zur Inaktivierung der proteolytischen Aktivitat von PalAP.

Herstellung der Vektoren pPalap-E540Q und pPalap-E540QG zur Einfiihrung einer proteolytisch inakti-
ven Form von PalAP in den Palap-Deletionsstamm.

Modell der Proteinstrukturen von PalAP und YME1 verglichen mit deren Homolog FtsH aus Thermotoga
maritima.

Uberpriifung der Integration und Expression der proteolytisch inaktiven i-AAA Protease PalAP.
Analyse der Abhadngigkeit der Lebensspanne von der proteolytischen Aktivitat von PalAP.
Verifizierung der Deletion von Palap und PaClpP bei P. anserina.

Lebensspannenanalyse des Palap/PaClpP-Deletionsstamms bei 27°C.

Lebensspannenanalyse des Palap/PaClpP-Deletionsstamms bei 37°C.

Wachstumsrate des Palap/PaClpP-Deletionsstamms bei 27°C und bei 37°C.

BN-PAGE mit mitochondrialen Proteinextrakten der Palap/PaClpP-Deletionsmutante.
Temperaturabhangige Regulation von PalAP bei P. anserina.

Moglicher Einfluss der i-AAA Protease PalAP auf Komponenten der mitochondrialen Qualitatskontrolle
in der Matrix.

Reorganisation der Atmungskettenkomplexe im Palap-Deletionsstamm bei 27°C.
Schematische Ubersicht iiber die Funktionen der i-AAA Protease PalAP in P. anserina.
Aminosduresequenzvergleich von PalAP, IAP-1, YME1 und YMELL.

Qualitat des PalAP-spezifischen Antikorpers.
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Abb. 46:

Abb. 47:

Abb. 48:

Abb. 49:

Abb. 50:

Abb. 51:

Einfluss des Verlusts von PalAP auf Prohibitin 1 und 2.

Western Blot-Analyse der Proteinmodifikationen bei Wild- und Palap-Deletionsstdmmen nach Hitze-
stress.

Untersuchung der Zusammensetzung der mitochondrialen Atmungskettenkomplexe bei Wild- und
Palap-Deletionsstammen durch BN-PAGE.

Einfluss der verdanderten Zusammensetzung der Atmungskettenkomplexe beim Palap-Deletionsstamm
auf die Aktivitaten von Komplex | und IV.

Wachstumsraten der Palap-Revertanten und der Stdmme mit proteolytisch inaktiver i-AAA Protease.

BN-PAGE mit mitochondrialen Proteinextrakten der Palap/PaClpP-Deletionsmutante.
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