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Abstract

Regulated protein degradation by conserved ATP-dependent proteases plays a
fundamental role for protein quality control in mitochondria and the biogenesis of the
organelles. The inactivation of the membrane associated m-AAA protease causes
severe pleiotropic phenotypes in various organisms including respiratory deficiencies,
mitochondrial morphology defects and axonal degeneration in hereditary spastic
paraplegia. The molecular basis of these defects, however, is not understood.
Further insights into the regulatory role of the m-AAA protease within mitochondria
can be obtained by the identification of endogenous substrates in yeast mitochondria.
In a first approach, proteomes of wild type and m-AAA protease deficient
mitochondria were compared by two-dimensional-PAGE to identify short-lived
mitochondrial proteins with potential regulatory functions. These experiments
revealed a remarkable stability of the mitochondrial proteome, but did not allow the

identification of substrates of the m-AAA protease.

In a second approach, a proteolytically inactive variant of the yeast m-AAA protease
was used to identify substrates irreversibly associated with the mutant protease via
affinity purification. With this approach, MrpL32, a component of the large ribosomal
subunit, could be identified. The m-AAA protease was shown to process MrpL32 both
at the N- and C-terminus. This results in the tight association of MrpL32 with the
inner mitochondrial membrane where it assembled with ribosomal particles. This
mechanism permits the activation of the synthesis of mitochondrial encoded proteins
in close proximity to the inner membrane. The expression of mature MrpL32 partially
restored the respiratory competence of m-AAA protease deficient strains identifying
the maturation of MrpL32 as a key function of the protease in yeast. The m-AAA
protease-dependent processing of MrpL32 is conserved throughout evolution. The
loss of paraplegin, a subunit of the homologous murine m-AAA protease, leads to a
MrpL32 processing and a mitochondrial translation defect. The regulatory role of the
m-AAA protease for mitochondrial ribosome assembly and mitochondrial translation
may therefore help to understand why the loss of paraplegin results in axonal
degeneration in hereditary spastic paraplegia.
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Einleitung 6

1 Einleitung

1.1 Funktion und Bedeutung der Mitochondrien in der

eukaryontischen Zelle

Mitochondrien haben sich sehr wahrscheinlich aus aeroben Purpurbakterien
entwickelt, die wahrend der Evolution durch Endosymbiose mit eukaryontischen
Zellen fusioniert sind (Yang et al., 1985; Andersson et al., 1998). Im Laufe der
Evolution haben die Mitochondrien vom anfanglichen bakteriellen Genom tber 90%
der DNA verloren (Gray et al., 2001). Die Reduktion des mitochondrialen Genoms
beruht hochstwahrscheinlich auf der Deletion von nicht essentiellen Genen und dem
Transfer von mitochondrialen Genen in den Kern (Kurland und Andersson, 2000).
Das mitochondriale Proteom wird in Folge dessen von zwei Genomen kodiert. Die
Mehrzahl der mitochondrialen Proteine (~99%) ist kernkodiert und wird, nachdem sie
im Cytosol synthetisiert wurde, posttranslational in die Mitochondrien importiert. Das
mitochondriale Genom selbst enthalt nur noch wenige Gene, die von mitochondrialen
Ribosomen translatiert werden. In der Hefe Saccharomyces cerevisiae sind zum
Beispiel eine Komponente der kleinen Ribosomenuntereinheit (Var1), 24 tRNAs, die
kleine (15S) und groRe (21S) ribosomale RNA, die 9S-RNA Komponente der RNase
P und sieben Proteine der Atmungskette von dem mitochondrialen Genom kodiert.
Die Atmungskettenkomplexe in der inneren Mitochondrienmembran liegen in einer
genau definierten Stochiometrie von mitochondrial- und kernkodierten Untereinheiten
vor, was ein hohes Mall an Koordination von cytosolischen und mitochondrialen

Syntheseprozessen voraussetzt.

Mitochondrien sind fur eine Vielzahl von Reaktionen verantwortlich, wie zum Beispiel
den Tricarbonsaurezyklus, den Elektronentransport, die oxidative Phosphorylierung
und ATP-Gewinnung. Des Weiteren spielen sie auch eine wichtige Rolle bei der
Fettsaureoxidation, der Ham-Biosynthese und der Biosynthese von Eisen-Schwefel-
Clustern (Reichert und Neupert, 2004). Die Bedeutung der Mitochondrien fur den
zellularen Metabolismus zeigt sich auch darin, dass viele menschliche Krankheiten
auf Defekten in kernkodierten mitochondrialen Proteinen oder auf Mutationen bzw.
Deletionen von mitochondrialer DNA beruhen (DiMauro, 2004). Die meiste Energie,
die Grundlage fur Zellwachstum, Zelldifferenzierung und Zellentwicklung ist, wird
durch oxidative Phosphorylierung in den Mitochondrien gewonnen. Es ist bekannt,
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dass eine gestorte Translation der mitochondrialkodierten Atmungsketten-
komponenten, entweder durch Deletion oder Mutation der Gene selbst oder in
Komponenten des mitochondrialen Translationsapparats, zu verschiedenen mito-
chondrialen Krankheiten fuhrt, wie zum Beispiel Myopathien und sensorineuralen
Funktionsstorungen (DiMauro und Schon, 2003; Sylvester et al., 2004; Taylor und
Turnbull, 2005). Fur die mitochondriale Translation werden mindestens 78 kern-
kodierte Proteine bendtigt (O'Brien, 2003). Inzwischen konnten einige Krankheiten,
wie zum Beispiel Taubheit, Retinitis Pigmentosa und Usher-Syndrom 1E, mit
Mutationen in mitochondrialen ribosomalen Genen in Verbindung gebracht werden
(Kenmochi et al., 2001; Sylvester et al., 2004). So fuhrt zum Beispiel eine Nonsense-
Mutation in dem Gen MRPS16 zu einer verringerten Translation (Miller et al., 2004).
Patienten mit dieser Mutation leiden an einer Agenesis des Corpus callosum, an
Dysmorphismus und einer unheilbaren frihkindlichen Laktatazidose mit einem
aulRergewohnlichen Verlust der Komplex |- und Komplex-IV Aktivitat im Muskel und
in der Leber (Miller et al., 2004).

1.1.1 Das mitochondriale Ribosom

Die Assemblierung der mitochondrialen Ribosomen ist ein koordinierter Prozess der
Prozessierung und Modifizierung von rRNAs bei zeitgleicher Assoziation mit
ribosomalen Proteinen. Zur Aufrechterhaltung und Expression von mtDNA werden
ca. 200 kernkodierte Proteine benoétigt, die im Cytosol synthetisiert und post-
translational in Mitochondrien importiert werden (Barrientos et al., 2003; Sickmann et
al., 2003; Rehling et al., 2004). Die Mehrzahl der ribosomalen Proteine besitzt eine
N-terminale Signalsequenz, die nach dem Import abgespalten wird (Graack und
Wittmann-Liebold, 1998). Bisher konnten mit verschiedenen Methoden 65 mito-
chondriale ribosomale Proteine identifiziert werden (Graack und Wittmann-Liebold,
1998; Grivell et al., 1999; Sickmann et al., 2003). Uberraschenderweise besitzen nur
ca. 60% dieser Proteine eine signifikante Homologie mit bakteriellen ribosomalen
Proteinen (O'Brien, 2002). Daher wird angenommen, dass die konservierten Proteine
fur die zentralen Schritte der Proteinbiosynthese verantwortlich sind. Zusatzliche
Proteine erflllen spezialisierte Aufgaben, wie zum Beispiel die Lokalisierung des
Ribosoms an der inneren Mitochondrienmembran, der Bestimmungsort der sieben

hydrophoben Translationsprodukte (Fox, 1996).
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Die Sedimentationskoeffizienten (S) von mitochondrialen Ribosomen unterscheiden
sich deutlich zwischen Metazoen (55S), Ciliaten (80S), Pilzen (70-74S) und hoheren
Pflanzen (77-78S) (Graack und Wittmann-Liebold, 1998). Im Vergleich dazu betragt
der Sedimentationskoeffizient des bakteriellen Ribosoms 70S und des
eukaryontischen cytoplasmatischen Ribosoms 80S. Das Protein-rRNA-Verhaltnis ist
im Vergleich von bakteriellen Ribosomen zu mitochondrialen Ribosomen invertiert.
So betragt das Verhaltnis in bakteriellen Ribosomen 33% Proteine zu 67% rRNA, in
mitochondrialen Ribosomen dagegen 69% Proteine zu 31% rRNA (Suzuki et al.,
2001a). Der Verlust der rRNA wird durch eine Erhohung des Proteinanteils
kompensiert, was sich in der Regel in einer Verlangerung der Proteine widerspiegelt
(Suzuki et al., 2001a; Suzuki et al., 2001b; O'Brien, 2002). Obwohl mitochondriale
Ribosomen aus Metazoen einen geringeren RNA-Gehalt und Sedimentations-
koeffizienten aufweisen, sind sie dennoch groRer als die bakteriellen 70S-
Ribosomen. Das mitochondriale Ribosom, zum Beispiel einer Rattenzelle, besitzt
eine molekulare Masse von 3,57 MDa, im Vergleich zu 2,49 MDa des E. coli
Ribosoms (Patel et al., 2001; Suzuki et al., 2001a). Die molekulare Masse der
kleinen Untereinheit (28S) wurde mit 1,01 MDa und die der groRen Untereinheit
(39S) mit 1,63 MDa bestimmt (Matthews et al., 1982).

1.1.2 Mitochondriale Translation und Membraninsertion der Trans-

lationsprodukte

Das mitochondriale Ribosom ist fur die Translation der Mehrzahl hydrophober
Proteine verantwortlich, die in der inneren Mitochondrienmembran lokalisiert sind und
in Atmungskettenkomplexe integriert werden mussen (Attardi und Schatz, 1988).
Dies wird uber eine Interaktion der Ribosomen mit der inneren Mitochondrien-
membran und Uber eine membrangebundene Translation erreicht. Erste Hinweise
auf eine Interaktion von Ribosomen mit der inneren Mitochondrienmembran ergaben
elektronenmikroskopische Aufnahmen von Mitochondrien aus S. cerevisiae (Linnane
et al., 1973). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die Interaktion zwischen der
inneren Mitochondrienmembran und den Ribosomen Salz-abhangig ist (Obbink et
al., 1977; Spithill et al., 1978; Van der Klei et al., 1994; Liu und Spremulli, 2000b).
Elektrostatische Krafte zwischen der polaren Membranoberflache und den geladenen

Gruppen der Ribosomen sind mit groRer Wahrscheinlichkeit fur die Wechselwirkung
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verantwortlich. Jedoch konnen, selbst in Gegenwart von Triton X-100, nicht alle
Ribosomen von der Membran abgelOst werden, was darauf hindeutet, dass diese
Assoziation uber Interaktionen mit groRen Komplexen in der Membran vermittelt wird
(Liu und Spremulli, 2000b).

Zur Initiierung der Translation an der inneren Mitochondrienmembran werden
membrangebundene Translationsaktivatoren bendtigt. Mitochondriale mRNAs
besitzen keine Cap-Struktur und keinen Poly-A-Schwanz (Christianson und
Rabinowitz, 1983). Die 5 -untranslatierten Regionen von mRNAs variieren von 50 bis
zu mehreren Hundert Nukleotiden (Dieckmann und Staples, 1994) und werden
spezifisch von Aktivatoren erkannt (Fox, 1996). Die Translation von moglicherweise
fast allen mitochondrialen mRNAs wird von spezifischen kernkodierten Aktivatoren
reguliert. So ist zum Beispiel die Expression von COX/ von Pet309 (Manthey und
McEwen, 1995), COXIl von Pet111 (Mulero und Fox, 1993a; Mulero und Fox, 1993b)
und COXIII von Pet54, Pet122 und Pet494 (Costanzo und Fox, 1988; Brown et al.,
1994) abhangig. Die Translationsaktivatoren verstarken offenbar die Assoziation von
Ribosomen mit der Membran. So interagiert die kleine Untereinheit des Ribosoms
sowohl mit membrangebundenen Translationsaktivatoren (McMullin et al., 1990;
Haffter et al., 1991; Haffter und Fox, 1992) als auch mit Bereichen in den 5°-
untranslatierten Regionen der mRNAs (Green-Willms et al., 1998). Des Weiteren
beschranken sie wahrscheinlich die Proteinsynthese auf spezifische Regionen im
Mitochondrium und definieren so die Assemblierungsstellen in der inneren Mito-

chondrienmembran (Naithani et al., 2003; Krause et al., 2004).

Die Membraninsertion, zum Beispiel von Coxl, Coxll und Coxlll, wird durch Oxa1
vermittelt, welches homooligomere Komplexe in der inneren Mitochondrienmembran
bildet (He und Fox, 1997; Hell et al., 1998; Hell et al., 2001; Nargang et al., 2002;
Herrmann und Neupert, 2003). Oxa1 gehort zu einer gro3en konservierten Familie
von Membranproteinen, die die Insertion von mitochondrial- und kernkodierten
Proteinen in Membranen vermittelt (Stuart, 2002; Kuhn et al., 2003). Der Verlust von
Oxa1 bewirkt zum Beispiel eine gestorte Insertion der mitochondrialkodierten Unter-
einheiten der Cytochromoxidase in die innere Mitochondrienmembran und in Folge
dessen eine Akkumulation dieser Untereinheiten in der Matrix (Bonnefoy et al., 1994;
Lemaire et al., 2000). Coxl, Coxll und Coxlll interagieren mit Oxa1 wahrend ihrer
Synthese und werden kotranslational in die innere Mitochondrienmembran inseriert.

Die Koordination der Synthese und der Insertion der mitochondrialen Translations-
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produkte wird durch die C-terminale Domane von Oxa1 vermittelt. Diese Domane
bindet an mitochondriale Ribosomen und verbindet somit die mitochondriale Trans-
lationsmaschinerie mit dem Insertionskomplex in der inneren Mitochondrienmembran
(Jia et al., 2003; Szyrach et al., 2003).

1.1.3 Assemblierung der Cytochromoxidase in der inneren

Mitochondrienmembran

Die Assemblierung von Atmungskettenkomplexen ist nicht nur von der Synthese von
mitochondrialkodierten, sondern auch der von kernkodierten Komponenten ab-
hangig. Im Falle der Cytochromoxidase werden zwar die drei grof3ten Untereinheiten
Coxl, CoxlIl und Coxlll, welche das katalytische Zentrum des Enzyms ausbilden,
mitochondrial translatiert, jedoch wird zusatzlich noch eine Vielzahl von kern-
kodierten Untereinheiten fur die Assemblierung benotigt, welche im Cytosol
synthetisiert und posttranslational in die Mitochondrien importiert werden. Der Import
dieser Assemblierungsfaktoren wird durch Translokasen vermittelt (Rehling ef al.,
2004). Mitochondriale Vorlauferproteine enthalten spezifische mitochondriale
Signalsequenzen, welche von speziellen Rezeptorproteinen, die in der aul3eren
Membran lokalisiert sind, erkannt werden. Die Rezeptoren bilden zusammen mit der
generellen Importpore einen 450 kDa grof3en Membrankomplex, den so genannten
TOM-Komplex (fur “franslocase of the outer membrane®) (Neupert, 1997; Koehler,
2004; Rehling et al., 2004; Wiedemann et al., 2004). Der TOM-Komplex vermittelt
neben dem Import von Proteinen in die innere Membran und in die Matrix auch die
Insertion von Membranproteinen in die aullere Mitochondrienmembran. Dabei
interagiert der Komplex mit einer weiteren Translokationsmaschinerie, die SAM
genannt wurde (fur “sorting and assembly machinery in the outer membrane®)
(Milenkovic et al., 2004; Waizenegger et al., 2004). Die innere Mitochondrien-
membran beherbergt zwei Importkomplexe, den TIM23- und den TIM22-Komplex (fur
“translocase of the inner membrane®). Mitochondriale Vorlauferproteine mit einer
abspaltbaren Signalsequenz werden uber den TOM- und TIM23-Komplex in die
innere Mitochondrienmembran bzw. in die Matrix importiert. Dabei werden die
Vorlauferproteine nach ihrem Import durch den TOM-Komplex durch die TIM23-
Komponente Tim50 erkannt und anschlielfend in den Tunnel, welcher von Tim23

gebildet wird, inseriert. Der Import ist vom Membranpotential (AW) als eine der
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treibenden Krafte abhangig. Der vollstandige Import von Proteinen in die Matrix wird
durch den PAM-Komplex (fur “presequence translocase-associated motor®) ver-
mittelt. Dieser besteht aus mtHsp70, Tim44, Mge1, Pam18 und Pam16. mtHsp70
bindet wahrend des Imports an die ungefalteten Vorlauferproteine und ermdglicht
durch wiederholte ATP-abhangige Zyklen von aufeinander folgenden Bindungen an
die Vorlauferproteine den Import (Neupert, 1997; Koehler, 2004; Rehling et al., 2004;
Wiedemann et al., 2004). Dies ist ein koordinierter Vorgang, der von den anderen
Proteinen kontrolliert wird. Tim44 transferiert die Vorlauferproteine von Tim23 auf
mtHsp70, wobei die Bindung von mtHsp70 an die Vorlauferproteine die Hydrolyse
von ATP bendtigt. Die ATPase-Aktivitat von mtHsp70 wird stimuliert durch das Co-
Chaperon Pam18, welches uber Pam16 an den Tim23-Komplex gebunden ist
(Frazier et al., 2004; Kozany et al., 2004). Des Weiteren vermittelt der Nukleotid-
Austauschfaktor Mge1 den ADP/ATP-Austausch und bereitet somit den nachsten
Zyklus vor. Transporterproteine mit mehreren Transmembrandomanen werden uber
den TIM22-Komplex in die innere Mitochondrienmembran inseriert. Dabei binden
wahrend des Imports die hydrophoben Segmente im Intermembranraum an Tim9-
Tim10-Komplexe, die ein Zuruckgleiten und Aggregieren verhindern. AnschlieRend
erfolgt die Insertion Uber den TIM22-Komplex, welche ebenfalls abhangig von dem
Membranpotential Uber der inneren Mitochondrienmembran ist (Koehler, 2004;
Rehling et al., 2004; Wiedemann et al., 2004).

Das folgende Beispiel der Assemblierung der Atmungskettenkomplexe anhand der
Cytochromoxidase macht deutlich, dass es sich hierbei um komplizierte Prozesse
handelt, die eine exakte Koordination der Expression beider Genome voraussetzt.
Bei Coxl handelt es sich um ein Membranprotein mit zwolf Transmembrandoméanen,
in denen zwei Ham A-Kofaktoren und zwei Kupfer-lonen in einer Cug-Bindestelle
eingebettet sind (Tsukihara et al., 1996). Die Insertion dieser Gruppen erfolgt
vermutlich kotranslational (Carr und Winge, 2003) und bendtigt die Hilfe mehrerer
kernkodierter Proteine. Die Herstellung der beiden Ham A-Kofaktoren aus Ham B-
Kofaktoren erfolgt durch die Farnesyltransferase-Aktivitat von Cox10 und Cox15
(Barros et al., 2001; Barros et al., 2002). Die Insertion der Kupfer-lonen ist abhangig
von Cox11 und Cox17, wobei Cox17 fur den Transport der lonen aus dem Cytosol
ins Mitochondrium verantwortlich ist (Beers et al., 1997). Der Transfer der lonen von
Cox17 auf Coxl wird anschlie3end durch Cox11 vermittelt (Horng et al., 2004). Neu
synthetisiertes Coxl wird dann von dem Chaperon Mss51 und von Cox14 gebunden,
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wodurch dessen Aggregation verhindert wird (Perez-Martinez et al., 2003). Fur die
Assemblierung spielt Shy1/Surf-1 eine wichtige Rolle, jedoch ist die genaue Funktion
des Proteins noch unklar (Zhu et al., 1998). CoxIl wird nach der Synthese und
Insertion in die Membran von dem Chaperon Cox20 gebunden (Hell et al., 2000).
Diese Bindung ist notwendig, damit Coxll von der Imp1-Protease prozessiert werden
kann (Hell et al., 2000). Coxll koordiniert ebenfalls zwei Kupfer-lonen, die durch
Cox17 und Sco1 auf Coxll transferiert werden (Horng et al., 2004; Leary et al., 2004).
Die Assemblierung der kleinen Unterkomplexe zur reifen Cytochromoxidase ist noch
nicht ganz geklart. Es wird angenommen, dass Coxl mit dem kernkodierten Protein
Cox4 assoziiert und so einen Sub-Komplex S2 bildet. Dieser bildet dann zusammen
mit Coxll, Coxlll und anderen kernkodierten Proteinen einen S3-Komplex. Der voll-
standige Enzymkomplex setzt sich dann aus dem S3-Komplex und aus den
Untereinheiten CoxVla und CoxVlla oder b zusammen (Herrmann und Funes, 2005;
Horan et al., 2005). Dabei interagiert das Membranprotein Pet100 mit diesen
Komplexen und vermittelt die Assemblierung (Church et al., 2005).

1.2  Mitochondriale Proteolyse

Die Assemblierung von mitochondrial- und kernkodierten Proteinen setzt ein hohes
MaR an Koordination von cytosolischen und mitochondrialen Syntheseprozessen
voraus. Daraus ergibt sich zwangslaufig die Notwendigkeit eines Qualitatskontroll-
systems, da die korrekte Faltung und Assemblierung von Proteinen fur deren
Funktion und damit fur die gesamte Zelle essentiell ist. Verschiedene zellulare
Ereignisse, wie zum Beispiel Mutationen, Hitzestress, oxidativer Stress oder Ab-
wesenheit von notwendigen Bindungspartnern, fuhren zur Akkumulation miss-
gefalteter und nicht assemblierter Proteine, die meist durch ATP-abhangige
Proteasen abgebaut werden. Die Notwendigkeit eines Qualitatskontrollsystems flr
die Zelle zeigt sich auch darin, dass viele Krankheitsbilder mit missgefalteten
Proteinen, Protein-Aggregaten und fehlerhafter Qualitatskontrolle in Verbindung
gebracht werden (Dobson, 2004). Im Menschen fuhren solche Defekte haufig zu
neurodegenerativen Erkrankungen wie der Alzheimer-Erkrankung, dem Morbus
Parkinson (Selkoe, 2001; Taylor et al., 2002), dem Huntington-Syndrom (Orr und
Zoghbi, 2000), Tauopathien (Taylor et al., 2002), der hereditaren spastischen

Paraplegie (Casari et al., 1998) sowie unterschiedlichen Ausbildungen von spongi-
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formen Enzephalopathien, wie Kuru Kuru und der Creutzfeldt-Jakob-Erkrankung
(Dalsgaard, 2002). Die Mitochondrien besitzen als Organelle endosymbiontischen
Ursprungs zum Abbau von missgefalteten Proteinen ein eigenes proteolytisches
System, das in allen Eukaryonten konserviert ist. Neben Prozessierungspeptidasen,
die fur die proteolytische Spaltung der Signalsequenzen von importierten Vorstufen-
proteinen verantwortlich sind (Gakh et al., 2002), enthalten Mitochondrien eine Reihe
von ATP-abhangigen Proteasen, die bei der Qualitatskontrolle und Biogenese mito-
chondrialer Proteinkomplexe eine Rolle spielen (Nolden et al., 2005a).

1.2.1 Proteasen und ATP-abhangige Proteolyse

Die ATP-abhangigen Proteasen im Mitochondrium konnen aufgrund von
Sequenzhomologien in drei Klassen unterteilt werden: Lon-Proteasen, Clp-artige
Proteasen und AAA-Proteasen (Ogura und Wilkinson, 2001; Frickey und Lupas,
2004). All diese Proteasen besitzen eine stark konservierte ATPase-Domane, welche
meistens aus 200 bis 250 Aminosauren besteht und kennzeichnend fur ATPasen der
AAA*-Superfamilie (fir “ATPase associated with a variety of cellular activities) ist
(Neuwald et al., 1999; Ogura und Wilkinson, 2001; Frickey und Lupas, 2004).
Proteine der AAA"-Superfamilie sind an einer Reihe von zellularen Prozessen wie
der Membranfusion (Rowe und Balch, 1997), der Biogenese von Organellen
(Uchiyama und Kondo, 2005), der DNA-Replikation (Neuwald, 2005) und
Rekombination (Yamada et al.,, 2004), der Transkription, dem Zellzyklus, dem
vesikularen Transport (Weber et al., 1998) und der Signaltransduktion involviert. Sie
besitzen aul’erdem Chaperon-artige Eigenschaften, die an der Entwindung der DNA,
der Entfaltung und Translokation von Proteinen und der Zerlegung von Protein-
komplexen beteiligt sind (Confalonieri und Duguet, 1995; Beyer, 1997; Subramani,
1998; Sauer et al., 2004).

Die ATPase-Domane enthalt zwei konservierte Motive: das Nukleotid-bindende
Walker A (GXXXXGKS/T)- und das Magnesiumionen-bindende Walker B (vier hydro-
phobe Aminosaurereste gefolgt von DEXX)-Motiv, welche fur die Aktivitat der
ATPase von besonderer Bedeutung sind (Walker et al., 1982; Lupas et al., 1997).
Die ATPase-Domane der AAA-Proteine enthalt zusatzlich in ihrem C-terminalen
Bereich eine Sequenz, die als “second region of homology“ (SRH) bezeichnet wird
(Beyer, 1997; Patel und Latterich, 1998; Ogura und Wilkinson, 2001). Rontgen-
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kristallstrukturanalysen von verschiedenen AAA-Proteinen haben gezeigt, dass
konservierte Arginin-Reste in diesem Sequenzbereich die Kontaktregion zwischen
zwei Untereinheiten in oligomeren AAA-Komplexen bilden und essentiell fur die ATP-
Hydrolyse sind (Karata et al., 1999; Karata et al., 2001; Ogura et al., 2004). Uberein-
stimmend mit dieser intermolekularen katalytischen Funktion fuhrt ein Austausch der
Arginin-Reste zur Inaktivierung von bakteriellen und mitochondrialen AAA-Proteasen
(Karata et al., 1999; Karata et al., 2001; Korbel et al., 2004).

Mit Hilfe von Kristallstrukturanalysen konnte gezeigt werden, dass verschiedene
AAA*-Familien-Vertreter oligomere, haufig hexamere ringférmige Komplexe formen
(Guenther et al., 1997; Lenzen et al., 1998; Bochtler et al., 1999; Sousa et al., 2000;
Zhang et al., 2000; Liu et al., 2000a; Wang et al., 2001). Die Ausbildung solcher
Mikrokompartimente ermdglicht eine abgeschirmte Proteolyse (Lupas et al., 1997).
Dies konnte bereits fur ClpP (Wang et al., 1997), HslIV (Groll et al., 1997) und das
20S-Proteasom (Lowe et al., 1995; Coux et al., 1996; Hilt und Wolf, 1996) gezeigt
werden. Bei diesen Proteasen ragen die proteolytisch aktiven Zentren ins Innere der
Reaktionskammern. Neben der proteolytischen Aktivitat besitzen einige Proteasen,
wie die ATPase-Untereinheiten der Clp-Proteasen (Wickner et al., 1994; Weber-Ban
et al., 1999) und die AAA-Domanen der i- und m-AAA-Protease in S. cerevisiae (Arlt
et al., 1996; Leonhard et al., 1999), auch eine den molekularen Chaperonen
vergleichbare Funktion. Die Hydrolyse der Peptidbindung durch AAA-Proteasen ist
ein ATP-unabhangiger Schritt. Die Energie aus der Hydrolyse von ATP wird zur
Bindung des Substrates und flir Konformationsanderungen wahrend der Entfaltung
des Substrates bendtigt (Neuwald et al., 1999). Wie am Beispiel der Clp-Proteasen
gezeigt werden konnte, ist die zur Denaturierung notige ATP-Menge viermal geringer
als die zur Translokation des Substrates in das Reaktionszentrum benoétigte
(Kenniston et al., 2003). Durch den wiederholten Einsatz mehrerer ATP-Molekule

konnen auch stabilere Proteine abgebaut werden.

In den folgenden Abschnitten sollen die aufgrund von Sequenzhomologien
identifizierten drei Klassen von AAA’-Proteasen aus Bakterien, Chloroplasten und
Mitochondrien naher vorgestellt werden.
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1.2.2 Lon-Proteasen

Die Lon-Proteasen bilden eine stark konservierte Proteinfamilie mit Vertretern in
Eubakterien, Archaebakterien und eukaryontischen Zellen, wobei die Proteasen in
eukaryontischen Zellen ausschliellich in der Matrix von Mitochondrien lokalisiert sind
(Wang et al., 1993; Suzuki et al., 1994; Van Dyck et al., 1994; Wang et al., 1994).
Diese Proteasen formen hodchstwahrscheinlich ringférmige, hexamere oder
heptamere homooligomere Komplexe (Abb. 1) (Stahlberg et al., 1999; Botos ef al.,
2005). Sie sind der Gruppe der Serinproteasen zuzuordnen, die durch eine
katalytische Serin-Lysin-Dyade gekennzeichnet ist (Botos ef al., 2004; Rotanova et
al., 2004). Lon-Proteasen bestehen aus drei funktionellen Domanen: einer variablen
N-terminalen Domaéne, einer stark konservierten AAA*-ATPase-Doméne und einer C-
terminalen proteolytischen Domane (Van Dijl et al., 1998; Botos et al., 2004). Die
ATPase-Domane besteht wiederum aus zwei strukturellen Sub-Domanen (Lupas und
Martin, 2002): einer RecA-ahnlichen a/pf-Domane und einer a-Domane, die hoéchst-
wahrscheinlich mit Substraten interagiert. Die ATP-Hydrolyse bewirkt eine
Konformations- und Orientierungsanderung der Domanen. Diese mechanischen Be-
wegungen in der ATPase-Domane sind die treibende Kraft fur verschiedene
Aufgaben, wie zum Beispiel Bindung und Entfaltung von Substraten, Translokation
der Substrate zur proteolytischen Domane und die koordinierte Aktivierung der
funktionellen Domanen (Lupas et al., 1997; Wickner et al., 1999; Zwickl et al., 2000;
Maurizi und Li, 2001; Lupas und Martin, 2002). Neben dem Abbau von miss-
gefalteten Proteinen haben Lon-ahnliche Proteasen noch andere Aufgaben in der
Zelle. In S. cerevisiae ist die Lon-Protease PIM1 auch fur die Aufrechterhaltung
funktioneller mitochondrialer DNA und die Atmungskompetenz verantwortlich (Suzuki
et al., 1994; Van Dyck et al., 1994). Des Weiteren ist PIM1 an der Expression von
mitochondrial kodierten Proteinen auf posttranskriptionaler Ebene beteiligt (Costanzo
und Fox, 1990; Grivell, 1995; Van Dyck et al., 1998; Van Dyck und Langer, 1999b).
Die Rolle der proteolytischen Aktivitat von PIM1 im mitochondrialen DNA-Meta-
bolismus ist noch ungeklart. Es konnte jedoch nachgewiesen werden, dass die Lon-
Protease von E. coli einzel- und doppelstrangige DNA binden kann, was zu einer
Stimulation der ATPase-Aktivitat fuhrt (Zehnbauer et al., 1981; Chung und Goldberg,
1982; Charette et al., 1984). Weiterhin haben andere Arbeiten gezeigt, dass die
bakterielle und die murine Lon-Protease auch spezifisch an GT-reiche DNA-
Sequenzen binden konnen (Fu et al., 1997; Fu und Markovitz, 1998; Lu et al., 2003).
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Abb. 1: Das mitochondriale Qualititskontrollsystem. Die Lon-Protease ist ubiquitar in allen
eukaryontischen Zellen vorhanden, im Gegensatz zu der Clp-Protease, die nicht in S. cerevisiae
vorhanden ist. In der inneren Mitochondrienmembran sind die /-AAA- und die m-AAA-Protease
lokalisiert. Die m-AAA-Protease bildet mit dem Prohibitin-Komplex einen Superkomplex von etwa
2 MDa. Bei Oma1 handelt es sich um eine konservierte ATP-unabhangige Metallopeptidase in der
inneren Mitochondrienmembran. AM, duRere Mitochondrienmembran; IMR, Intermembranraum; IM,
innere Mitochondrienmembran; M, Matrix.

1.2.3 Clp-Proteasen

In Bakterien werden fehlgefaltete Proteine neben der schon erwahnten Lon-Protease
auch durch die so genannte Clp-Protease (Clp, fur “Caseino-Lytic-Protease”) abge-
baut (Schirmer et al., 1996). Hierbei handelt es sich um eine Zweikomponenten-
Protease. Sie bildet eine grof3e heterooligomere, Fass-ahnliche Struktur aus, welche
sich aus regulatorischen ATPase-Untereinheiten und proteolytischen Untereinheiten
zusammensetzt (Gottesman et al., 1990; Maurizi, 1992; Gottesman et al., 1997;
Gottesman, 1999). Die Komplexe bestehen meistens aus ein oder zwei homo-
oligomeren hexameren Ringen aus ATPase-Untereinheiten und aus einem homo-
oligomeren heptameren Doppelring aus proteolytischen ClpP Untereinheiten (Abb. 1)
(Horwich et al., 1999; Kang et al., 2002; Sauer et al., 2004). Die regulatorischen
ATPase-Untereinheiten vermitteln die Entfaltung von Substratproteinen und sorgen
fur die Substratspezifitat (Weber-Ban et al., 1999). Neben der ursprunglich
identifizierten ATPase-Untereinheit ClpA konnten inzwischen noch ClpX und ClpY
(HslU) als zusatzliche ATPase-Untereinheiten identifiziert werden (Schmidt et al.,
1999). Sie sind auch in der Lage, homooligomere hexamere Ringe auszubilden, was
dazu fuhrt, dass in der Zelle mehrere ATP-abhangige Clp-Proteasen, wie CIpAP,
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ClpXP und CIpQY (HslUV), vorliegen (Bochtler et al., 1997; Porankiewicz et al.,
1999; Bochtler et al., 2000; Glover und Tkach, 2001; Wang et al., 2001; Song und
Eck, 2003).

Chloroplasten hoherer Pflanzen besitzen ebenfalls eine zu ClpP homologe Unter-
einheit, die mit ClpC, einer ATP-bindenden Komponente, interagiert (Adam, 2000).
Interessanterweise konnten nicht in allen Mitochondrien eukaryontischer Zellen ClpP-
Homologe identifiziert werden. Im Gegensatz dazu besitzen jedoch alle Mito-
chondrien ClpX-ahnliche ATPase Untereinheiten (Corydon et al., 1998; Van Dyck et
al., 1998a; Halperin et al., 2001). Die im Menschen gefundenen Untereinheiten ClpX
und ClpP bilden auch proteolytisch aktive Ringkomplexe aus (Coates et al., 1997,
Corydon et al., 1998; Corydon et al., 2000), wobei ClpX hier ebenfalls die Substrat-
spezifitat vermittelt (Kang et al., 2002). Eine Casein abbauende ClpXP-Protease
konnte des Weiteren in pflanzlichen Mitochondrien nachgewiesen werden (Halperin
et al., 2001). In Mitochondrien aus S. cerevisiae konnten bisher nur ATPase-Unter-
einheiten der ClpB- und der ClpX-Familie identifiziert werden (Leonhardt et al., 1993;
Van Dyck et al., 1998a), jedoch keine proteolytische ClpP-Untereinheit. Das ClpB-
Homolog Hsp78 ist hierbei fur die Thermotoleranz der Mitochondrien und fur den
effizienten Abbau von mitochondrialen Matrixproteinen in Zusammenarbeit mit der
Lon-Protease verantwortlich (Schmitt et al., 1996; Germaniuk et al., 2002; Rottgers et
al., 2002).

1.2.4 AAA-Proteasen

AAA-Proteasen bilden eine hoch konservierte Klasse membranstandiger, ATP-
abhangiger Metallopeptidasen der Thermolysin-Familie (Rawlings und Barrett, 1995).
Vertreter dieser Klasse wurden in Membranen von Eubakterien, Chloroplasten und
Mitochondrien gefunden, jedoch nicht in Archaebakterien (Juhola et al., 2000;
Langer, 2000; Ruepp et al., 2000). Bei den zentralen Komponenten des Qualitats-
kontrollsystems in der inneren Mitochondrienmembran handelt es sich um zwei AAA-
Proteasen, die homolog zur bakteriellen AAA-Protease FtsH sind (Langer, 2000). Die
Untereinheiten dieser oligomeren Proteasen besitzen eine konservierte AAA-
Domane mit den fiir diese Klasse der AAA*-Superfamilie typischen Walker A- und
Walker B-Motiven, die fur die Nukleotidbindung und Hydrolyse verantwortlich sind,
und die “second region of homology“ (SRH) (Abb. 2) (Neuwald et al., 1999; Ogura
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und Wilkinson, 2001; Lupas und Martin, 2002; Frickey und Lupas, 2004; lyer et al.,
2004).

MLS ™ AAA  proteolytische
Domane Domane Domaéane CC

A S o | | e —

Protease

M- S OO

Protease WAWB SRH HEXGH

Abb. 2: Domanenstruktur der mitochondrialen i- und m-AAA-Protease. MLS, mitochondriale
Lokalisierungssequenz; TM, Transmembran-Domane; AAA, ATPase-Domane; WA, Walker A-Box;
WB, Walker B-Box; SRH, “second region of homology“; HEXGH, konservierte Metallbindestelle des
proteolytischen Zentrums; CC, “coiled-coil“-Region.

Neben der AAA-Domane besitzen diese Proteasen eine proteolytische Doméane mit
der fur Zink-abhangige Metallopeptidasen typischen HEXXH Sequenz (Nolden et al.,
2005a). Diese Sequenz bildet das aktive Zentrum der Protease. Das Zink-lon wird
Uber Histidine koordiniert, wahrend die Glutaminsaure ein Wasser-Molekul aktiviert
und auf diese Weise einen nukleophilen Angriff auf eine Peptidbindung ermoglicht
(Vallee und Auld, 1990; Hooper, 1994; Mock und Stanford, 1996). Am C-Terminus
befindet sich eine helikale, Coiled-Coil Leucin-Zipper-Struktur, die fur die Funktion

von FtsH in Escherichia coli essentiell ist (Shotland et al., 2000).

In den Mitochondrien von Hefe, Neurospora crassa und Mensch wurden zwei AAA-
Proteasen identifiziert. Aufgrund ihrer verschiedenen Topologien wurden sie als
i- oder m-AAA-Protease bezeichnet. Die m-AAA-Protease exponiert ihr katalytisches
Zentrum zur Matrixseite, die i-AAA-Protease zum Intermembranraum (Abb. 1). Die
m-AAA-Protease ist in Hefe aus den Untereinheiten Yta10 (Afg3) und Yta12 (Rca1)
zusammengesetzt (Arlt et al., 1996), die menschliche m-AAA-Protease aus Afg3I2
und Paraplegin (Atorino et al., 2003). Im Gegensatz dazu handelt es sich bei der
m-AAA-Protease aus N. crassa moglicherweise um ein Homooligomer, da bisher nur
MAP-1 als einzige Komponente identifiziert wurde (Klanner et al., 2001). Die i-AAA-
Protease setzt sich sowohl in der Hefe (Leonhard et al., 1996) als auch im Menschen
(Shah et al., 2000) ausschliel3lich aus Yme1- bzw. aus Yme1L1-Untereinheiten
zusammen. Im Gegensatz zu den Untereinheiten der m-AAA-Protease, die zwei
Transmembrandomanen besitzen, weist die der i-AAA-Protease nur eine Trans-
membrandomane auf (Pajic et al., 1994; Arlt et al., 1996; Leonhard et al., 1996). Die
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i- und m-AAA-Proteasen bilden in der inneren Mitochondrienmembran, wie andere
Energie-abhangige Proteasen, hochmolekulare Komplexe von etwa 1 MDa (Arlt et
al., 1996; Leonhard et al., 1996). Es ist bisher jedoch nichts Uber die stdchio-
metrische Zusammensetzung der Protease-Untereinheiten bekannt. Aufgrund von
Rontgenkristallstruktur-Vergleichen anderer AAA-Proteine wird eine hexamere Ring-
struktur angenommen (Lenzen et al., 1998; Yu et al., 1998; Zhang et al., 2000).
Ubereinstimmend mit diesen Strukturen konnte auch die AAA-Doméne von Yme1 auf
Basis von p97 in eine hexamere Ringstruktur modelliert werden (Nolden et al.,
2005a). Die m-AAA-Protease wurde als Bestandteil eines 2 MDa gro3en Super-
komplexes mit Prohibitinen in der inneren Mitochondrienmembran identifiziert
(Steglich et al., 1999; Nijtmans et al., 2000; Artal-Sanz et al., 2003). Der etwa 1,2
MDa grof3e Prohibitin-Komplex, bestehend aus Prohibitin 1 und Prohibitin 2, hat
einen negativen Einfluss auf die Proteolyse von nicht-assemblierten Membran-
proteinen durch die m-AAA-Protease (Steglich et al., 1999), ahnlich wie HfIK und
HfIC bei der bakteriellen AAA-Protease FtsH (Kihara et al., 1996; Kihara et al., 1998;
Saikawa et al., 2004). Elektronenmikroskopische Untersuchungen an isolierten
Prohibitin-Komplexen ergaben, dass Prohibitine Ringstrukturen mit aueren Ab-

messungen von ~270 A x 200 A ausbilden kénnen (Tatsuta et al., 2005a).

1.2.5 Die Rolle der AAA-Proteasen im Mitochondrium

Die i- und m-AAA-Protease sind die Hauptbestandteile des Qualitatskontrollsystems
in der inneren Mitochondrienmembran. Sie sind in der Lage, missgefaltete oder nicht-
assemblierte Polypeptidketten abzubauen und verhindern damit deren Akkumulation.
Es konnte bereits gezeigt werden, dass eine grof3e Anzahl von nicht-assemblierten
Proteinen der inneren Mitochondrienmembran von S. cerevisiae durch AAA-
Proteasen abgebaut wird. Die mitochondrial kodierten Atmungskettenuntereinheiten
Coxl, Coxlll und Cob sowie die Fo-Untereinheiten 6, 8 und 9 der ATP-Synthase sind
Substrate der m-AAA-Protease (Pajic et al., 1994; Arlt et al., 1996; Guélin et al.,
1996). Substrate der i-AAA-Protease sind nicht assembliertes CoxIl (Nakai et al.,
1994; Nakai et al., 1995; Pearce und Sherman, 1995), Yme2 (Leonhard et al., 2000),
Phb1 (Kambacheld et al., 2005) und die kurzlich identifizierte NADH-Dehydrogenase
(Nde1) (Augustin et al.,, 2005). AAA-Proteasen sind jedoch nicht nur Teil des

Qualitatskontrollsystems in der inneren Mitochondrienmembran, sondern auch noch
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fur andere Prozesse im Mitochondrium notwendig. m-AAA-Protease-defiziente
Hefestamme sind nicht in der Lage, auf nicht-fermentierbaren Kohlenstoffquellen zu
wachsen (Guélin et al., 1994; Tauer et al., 1994; Tzagoloff et al., 1994; Arlt et al.,
1998). Die Protease ist wahrend der Biogenese von Atmungskettenkomponenten
von groRer Bedeutung. So wird die Expression von zwei Atmungsketten-
komponenten, Cytochromoxidase 1 (Coxl) und Cytochrom b (Cob), von der m-AAA-
Protease kontrolliert (Arlt ef al., 1998). Beide vom mitochondrialen Genom kodierten
Gene (Burger et al., 2003) enthalten Introns, die abhangig von der m-AAA-Protease
gespleidt werden (Arlt et al., 1998). Des Weiteren fuhrt ein Defekt in der m-AAA-
Protease zu einem posttranslationalen Assemblierungsdefekt von Atmungsketten-
komplexen und der F{Fo-ATP-Synthase (Paul und Tzagoloff, 1995; Arlt et al., 1998;
Galluhn und Langer, 2004). In Saugetieren konnten bisher drei Proteine (Afg3LA1,
Afg3L2 und Paraplegin) identifiziert werden, die homolog zu den m-AAA-Proteasen-
Untereinheiten sind (Casari et al., 1998; Shah et al., 1998; Banfi et al., 1999;
Kremmidiotis et al., 2001). Die humane m-AAA-Protease besteht aus den
Untereinheiten Afg3L2 und Paraplegin (Atorino et al., 2003) und spielt offenbar eine
wichtige Rolle wahrend der mitochondrialen Biogenese. So fuhrt der Verlust von
Paraplegin im Menschen zu einer autosomal rezessiven Form der spastischen
Paraplegie (Casari ef al., 1998; Casari und Rugarli, 2001). Diese Krankheit tritt mit
einer Haufigkeit von 1:10.000 in der westlichen Bevodlkerung auf (Polo et al., 1993)
und zeichnet sich durch eine zunehmende Schwache und Spastizitat der unteren
Extremitaten aus (Harding, 1981; Fink, 1997; Reid, 1997). Ursache dafur ist eine
axonalen Degeneration von motorischen und sensorischen Neuronen des cortico-
spinalen Traktes, dessen Axone die langsten des zentralen Nervensystems sind
(Schwarz und Liu, 1956; Harding, 1984; Deluca et al., 2004). Paraplegin-defiziente
Mause zeigen daruber hinaus eine distale Axonopathie der spinalen und peripheren
Axone, die sich durch ein Anschwellen und den Abbau der Axone auszeichnet
(Ferreirinha et al., 2004). Lange bevor diese Defekte auftreten, sind jedoch schon
mitochondriale Morphologiedefekte in den synaptischen Enden und in den distalen
Regionen der Axone zu beobachten (Ferreirinha et al., 2004). Das Anschwellen der
Axone wird durch eine massive Akkumulation von Organellen und Neurofilamenten
bewirkt und Iasst auf eine Beeintrachtigung des anterograden axonalen Transports
schlieBen. Inzwischen konnten 20 genetische Loci identifiziert werden, die eine
hereditare spastische Paraplegie hervorrufen. Bei Zwei dieser Gene handelt es sich
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um Komponenten des mitochondrialen Qualitatskontrollsystems; andere wiederum

sind fur den zellularen Transport verantwortlich (Bross et al., 2004).

Die i-AAA-Protease-Untereinheit Yme1 wurde urspringlich in einem genetischen
“‘Screen® fur Hefemutanten identifiziert, die einen erhdhten Transfer von mito-
chondrialer DNA aus dem Mitochondrium zum Kern besitzen (Thorsness und Fox,
1993a). Die Deletion von YME1 fuhrt bei hohen Temperaturen (37°C) zu einem
Verlust der Atmungskompetenz (Thorsness et al., 1993b). Ebenso fuhrt die
Inaktivierung von IAP-1, die i-AAA-Protease-Untereinheit von N. crassa, bei hohen
Temperaturen zum Verlust der Atmungskompetenz, was auf eine konservierte
Funktion der Protease hinweist (Klanner et al., 2001). Die i-AAA-Protease ist
auBerdem fur die Aufrechterhaltung der mitochondrialen Morphologie wichtig
(Campbell et al., 1994). Die gleichzeitige Inaktivierung der i- und m-AAA-Protease
fuhrt zu einem letalen Phanotyp, was auf eine Uberlappende Substratspezifitat beider
Proteasen hinweist (Lemaire et al., 2000; Leonhard et al., 2000). Der Grund dafur
konnte der gestorte Abbau von regulatorischen Proteinen oder die Anhaufung
fehlgefalteter oder nicht assemblierter Proteine sein (Nolden et al., 2005a). Die
molekularen Grundlagen der beobachteten Phanotypen konnen jedoch bisher nicht
erklart werden, da weder Proteinaggregate noch die Akkumulation kurzlebiger

Regulatorproteine in Protease-defizienten Zellen nachgewiesen werden konnten.

1.3  Proteolyse in der inneren Mitochondrienmembran

Nach derzeitigen Modellvorstellungen werden Proteine durch ATP-abhangige
Proteasen vollstandig zu Peptiden abgebaut, die dann wiederum durch Oligo-
peptidasen in Aminosauren zerlegt werden (Kuzela und Goldberg, 1994; Wenzel et
al., 1994; Kisselev et al., 1998). Die i- und m-AAA-Proteasen besitzen Chaperon-
ahnliche Eigenschaften und sind in der Lage, zwischen gefalteten und ungefalteten
Domanen zu unterscheiden (Arlt et al., 1996; Leonhard et al., 1999). Die ATPase-
Domane agiert dabei als ein Faltungssensor und stellt die Spezifitdt der Proteolyse
sicher. FUr die Bindung und Proteolyse von Substraten bendtigen beide AAA-
Proteasen mindestens 20 Aminosauren, die aus der Membran ragen (Leonhard et
al., 2000). Ubereinstimmend mit diesen Daten kann FtsH ebenfalls nur Proteine
abbauen, wenn sie mindestens 20 Aminosauren aul3erhalb der Membran exponieren

(Chiba et al., 2000). Je nach Topologie der entfalteten Doméane des Substrates



Einleitung 22

werden diese entweder von der /- oder der m-AAA-Protease abgebaut (Leonhard et
al., 1999; Leonhard et al., 2000). Ein Substrat kann jedoch nur abgebaut werden,
wenn die Domanen auf beiden Seiten der Membran entfaltet sind (Leonhard et al.,
2000). Uber den Abbau von Membranproteinen mit mehreren Transmembran-
domanen ist dagegen wenig bekannt. Eine Punktmutation in dem Protein Oxa1,
welches funf Transmembrandoméanen und je eine gefaltete Domane am N- und C-
Terminus besitzt, bewirkt, dass dieses Protein von der m-AAA-Protease erkannt und
abgebaut wird, obwohl die Punktmutation (Oxa1%) in einer Schleife im Intermembran-
raum vorliegt (Kaser et al., 2003). Moglicherweise fuhrt die Mutation zu einer
Konformationsanderung, die sich auf die in der Matrix lokalisierten Schleifen aus-
weitet. Daher ist es sehr wahrscheinlich, dass die AAA-Proteasen auch Schleifen-
Strukturen erkennen kénnen. In Abwesenheit der m-AAA-Protease kann Oxa1®
jedoch von der ATP-unabhangigen Metallopeptidase Oma1 abgebaut werden (Abb.
1). Der Abbau von Oxa1' durch Oma1 ist allerdings nicht vollstéandig und fiihrt zur
Akkumulation von Abbaufragmenten im Mitochondrium (Kaser et al., 2003). Inter-
essanterweise wird Oxa1"® auch in Abwesenheit der m-AAA-Protease und Oma
abgebaut, was auf eine weitere Peptidase in der inneren Mitochondrienmembran
hinweist (Kaser et al., 2003).

Ein weiteres Substrat der m-AAA-Protease ist die Cytochrom ¢ Peroxidase 1 (Ccp1),
ein kernkodiertes, I6sliches Hamprotein, das im mitochondrialen Intermembranraum
von S. cerevisiae lokalisiert ist (Kaput et al., 1989). Es ist an der Zerstorung von
reaktiven Sauerstoffspezies beteiligt, indem es die Peroxid-abhangige Oxidation von
Cytochrom c katalysiert (Edwards et al., 1988). Hierbei handelt es sich jedoch nicht
um ein klassisches Substrat im Sinn der Qualitatskontrolle. Ungewdhnlicherweise
wird Ccp1 von der m-AAA-Protease nicht vollstandig abgebaut, sondern nur
prozessiert. Das Protein enthalt eine zweiteilige, 68 Aminosauren lange, N-terminale
mitochondriale Importsequenz (Maccecchini et al., 1979; Kaput et al., 1982; Kaput et
al., 1989), die in zwei Schritten proteolytisch abgespalten wird (Gasser et al., 1982).
In einem ersten essentiellen Schritt wird die Vorlauferform von Ccp1 von der m-AAA-
Protease, deren katalytisches Zentrum in der mitochondrialen Matrix lokalisiert ist,
prozessiert (Esser et al., 2002). Es wird angenommen, dass die m-AAA-Protease die
Transmembrandomane von Ccp1 weiter in die Matrix transloziert und entfernt. Im
Anschluss daran wird die intermediare Form in einem zweiten Schritt durch die

Rhomboid-ahnliche Peptidase Pcp1 prozessiert (Esser et al., 2002; McQuibban et
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al., 2003; Michaelis et al., 2005), bei der das katalytische Zentrum in der inneren
Mitochondrienmembran liegt (Esser et al., 2002). Dies fuhrt zur Freisetzung von
reifem Ccp1 als I0sliches Protein in den mitochondrialen Intermembranraum. Bei der
Reifung von Ccp1 durch die m-AAA-Protease handelt es sich um das bisher einzige
Beispiel einer regulierten Prozessierung durch die m-AAA-Protease. Es ist jedoch
noch vollig unklar, warum die m-AAA-Protease Ccp1 nur prozessiert und nicht
vollstandig zu Peptiden abbaut. Mogliche Hinweise auf den molekularen Mecha-
nismus konnten sich aus den Vergleichen mit anderen ATP-abhangigen Proteasen
ergeben, bei denen die Proteasen ebenfalls in die Prozessierung und Aktivierung von

Substraten involviert sind.

1.4  Regulierte Ubiquitin/Proteasom-abhangige Prozessierung

Das 26S-Proteasom, das sich aus einem proteolytisch aktiven 20S-Kern-Partikel und
einem regulatorischen 19S-Partikel zusammensetzt, ist fur den Abbau der meisten
zellularen Proteine in Eukaryonten verantwortlich (Voges et al., 1999; Zwickl et al.,
2000; Glickman und Ciechanover, 2002; Pines und Lindon, 2005). Ahnlich wie die
beschriebenen Clp- und Lon-Proteasen bildet das Proteasom einen Hohlzylinder, in
dem eine abgeschirmte Proteolyse erfolgen kann (Baumeister und Lupas, 1997;
Baumeister et al., 1998; Voges et al., 1999). Proteine, die durch das Proteasom
abgebaut werden, sind in der Regel mit mehreren Ubiquitin-Molekulen markiert
worden. Bei Ubiquitin handelt es sich um ein stark konserviertes, 76 Aminosauren
grol3es Protein. In einem ersten ATP-abhangigen Schritt wird Ubiquitin Uber die
Carboxylgruppe mittels Thioester-Bindung an ein Ubiquitin-aktivierendes Enzym (E1)
gebunden. Ubiquitin wird danach auf ein Ubiquitin-konjugierendes Enzym (E2)
ubertragen. Letztendlich transferiert eine Ubiquitin-Ligase (E3), durch die Ausbildung
einer Isopeptidbindung zwischen dem C-Terminus des Ubiquitins und der e-Amino-
gruppe eines Lysins des Substrates, Ubiquitin von dem E2-Enzym auf das Substrat-
protein (Glickman und Raveh, 2005; Miller und Gordon, 2005). Die Substratspezifitat
wird dabei hauptsachlich durch verschiedene E3-Enzyme vermittelt (Weissman,
2001). In einem weiteren Schritt sorgt ein E4-Enzym fur eine effiziente Multi-
Ubiquitinierung von Substraten (Koegl et al., 1999), die von dem regulatorischen
19S-Komplex erkannt werden konnen. Nach der Entfaltung wird das Protein in die
proteolytische Kammer des 20S-Komplexes eingefuhrt und vollstandig in kleine
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Peptide von vier bis zehn Aminosauren abgebaut, wahrend Ubiquitin “recycelt” wird
(Ciechanover, 1994; Varshavsky, 1997; Swaminathan et al., 1999; Wickner et al.,
1999; Hartmann-Petersen et al., 2003; Hartmann-Petersen und Gordon, 2004; Miller
und Gordon, 2005).

Normalerweise werden bei diesem Vorgang die Proteine vollstandig zu kleinen
Peptiden abgebaut. In einigen Fallen baut das Proteasom nur spezielle Protein-
segmente ab, was zu einer Prozessierung und in Folge dessen zu einer veranderten
Funktion der Proteine fuhrt. Dieser Prozess wird auch als regulierte
Ubiquitin/Proteasom-abhangige Prozessierung (RUP) bezeichnet. In den beiden
folgenden Kapiteln werden zwei Bespiele beschrieben, bei denen das 26S-

Proteasom in die Prozessierung und Aktivierung von Substraten involviert ist.

1.4.1 Die Rolle des Ubiquitin-Proteasom-Systems im NF-kB-Signalweg

Der Transkriptionsfaktor NF-xB (fur “nuclear factor kappa enhancer binding protein®)
kontrolliert verschiedene Prozesse wie Immunitat, Zellteilung, Entzindungen und
Apoptose (Viatour et al., 2005). Die Ubiquitinierung verschiedener Proteine spielt
dabei in mindestens drei Schritten des NF-kB-Signalwegs eine wichtige Rolle. Neben
dem Ubiquitin/Proteasom-abhangigen Abbau von |-kB, einem Inhibitor von NF-«kB,
(Karin und Ben-Neriah, 2000) und der Ubiquitin-abhangigen Aktivierung der kB
Kinase (IKK) durch einen Abbau-unabhangigen Mechanismus (Chen et al., 1996;
Deng et al., 2000; Wang et al., 2001) findet auRerdem eine regulierte
Ubiquitin/Proteasom-abhangige Prozessierung von Vorlauferproteinen statt. Bei NF-
kB handelt es sich um einen dimeren Transkriptionsfaktor. Der Faktor setzt sich aus
einem Vertreter der REL-Familie (Li und Verma, 2002) und p50 bzw. p52 zusammen.
Die Proteine pS0 bzw. p52 entstehen durch Prozessierung bzw. unvollstandigen
Abbau der Vorlauferproteine p105 bzw. p100 durch das Proteasom (Rape und
Jentsch, 2004). Die ubiquitinierten Substrate werden vom Proteasom rekrutiert und
dabei wird eine interne unstrukturierte, Glycin-reiche Region als Haarnadelstruktur in
die proteolytische Kammer des Proteasoms inseriert (Lin und Ghosh, 1996). Mit Hilfe
von Kristallstrukturen konnte gezeigt werden, dass die Offnung des Hefe-Proteasoms
einen Durchmesser von etwa 13 A besitzt und damit ausreichend groR ist, um eine
Haarnadelstruktur zu inserieren (Groll et al., 1997). Die Proteolyse beginnt an der
Haarnadelstruktur und setzt sich zum N- und C-Terminus fort. Viele gefaltete
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Domanen konnen durch das Proteasom entfaltet und vollstandig abgebaut werden.
In diesem Fall kann die N-terminale p52-Domane aufgrund sehr starker Faltung nicht
abgebaut werden (Lin und Kobayashi, 2003), im Gegensatz zur C-terminalen
inhibitorischen Domane, die vollstandig abgebaut wird (Abb. 3). Der aktivierte dimere
Transkriptionsfaktor (REL+p52) ist dann in der Lage, im Kern NF-xB-Zielgene zu

aktivieren.

Abb. 3: Modell fiir eine regulierte Ubiquitin/Proteasom-abhéngige Prozessierung von p100.
Erklarung siehe Text. GRR, flexible Glycin-reiche Region. Entnommen aus Chen et al., 2005.

1.4.2 Regulierte Ubiquitin/Proteasom-abhangige Prozessierung von
Spt23

Der Transkriptionsfaktor Spt23 wird in der Hefe, ahnlich wie NF-kB, durch das
Proteasom prozessiert. Jedoch handelt es sich hierbei um einen membranstandigen
Transkriptionsfaktor, welcher die zellulare Konzentration des Enzyms Ole1 reguliert.
Dieses Enzym ist an der Membran des endoplasmatischen Retikulums lokalisiert und
katalysiert als Fettsaure-Desaturase die Herstellung von einfach ungesattigten Fett-
sauren in der Hefe (Black et al., 2000; Martin et al., 2002). Die Vorlauferform von
Spt23, auch p120 genannt, ist Uber einen C-terminalen Transmembrananker mit der
Membran des endoplasmatischen Retikulums verbunden und in der Lage, Homo-
dimere auszubilden (Hoppe et al., 2000; Rape et al., 2001). In Folge einer Mono-
Ubiquitinierung wird eine Spt23-Untereinheit durch das 26S-Proteasom proteolytisch
gespalten (Rape et al.,, 2001). Die prozessierte Spt23-Untereinheit (p90) wird

anschlieRend mit Hilfe des CDC48YSP"PH_Kompexes von der nicht prozessierten
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p120-Untereinheit freigesetzt (Rape et al., 2001). Freigesetztes p90 gelangt dann in
den Kern und reguliert die Transkription von OLE1. Auch in diesem Fall wird davon
ausgegangen, dass eine stabile Tertiarstruktur den vollstandigen Abbau von Spt23
durch das Proteasom verhindert. Zusatzlich wird vermutet, dass die Dimerisierung
von Spt23 eine weitere Stabilisierung und somit einen weiteren Schutz der p90-
Domane bewirkt (Rape und Jentsch, 2004).
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1.5 Zielsetzung der Arbeit

Die mitochondriale Biogenese wird von verschiedenen ATP-abhangigen Proteasen
reguliert, die im Mitochondrium nicht-native mitochondriale Proteine abbauen und
moglicherweise wichtige Schritte wahrend der Organellbiogenese regulieren. Der
Verlust der ATP-abhangigen m-AAA-Protease fuhrt sowohl in der Hefe als auch im
Menschen zu schweren Defekten, die auf molekularer Ebene jedoch nicht mit einer
gestorten Proteolyse der schon bekannten Substrate erklart werden konnen. Es wird
vermutet, dass diese Phanotypen auf einer gestdorten Proteolyse von bisher
unbekannten kurzlebigen Regulatorproteinen beruhen. Fur das Verstandnis der
Proteasefunktion und maoglicherweise des pathogenen Mechanismus der Krankheit
(hereditare spastische Paraplegie) ist es daher wichtig, diese Regulatorproteine zu

identifizieren.

Aus diesem Grund sollten neue Substrate der m-AAA Protease in Saccharomyces
cerevisiae identifiziert werden. In einem ersten Ansatz sollten die mitochondrialen
Proteome von Wildtyp und m-AAA-Protease-defizienten Zellen mit Hilfe von
zweidimensionaler Gelelektrophorese verglichen werden. Mogliche Substrate sollten
in m-AAA-Protease-defizienten Zellen nicht abgebaut werden und somit in den
Mitochondrien akkumulieren bzw. im Falle einer gestorten Prozessierung zu einem
veranderten Proteinmuster fuhren. In einem zweiten Ansatz sollte eine proteolytisch
inaktive Variante der m-AAA-Protease mit moglichen interagierenden Substraten
uber eine Affinitatschromatographie gereinigt werden. Dabei sollte die Inaktivierung
der Protease zu einer Anreicherung von Substraten an der Protease fuhren, die
sonst sogleich von der Protease abgebaut und als Peptide freigesetzt werden.
Weitere Experimente sollten die Funktion dieser identifizierten Substrate und damit

die Rolle der m-AAA-Protease in den Mitochondrien naher charakterisieren.
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2 Material und Methoden

2.1  Klonierungen

2.1.1 In vitro Transkriptions-/Translations-Plasmide

MrpL32 (1-183) aus S. cerevisiae wurde unter der Kontrolle des Sp6-Promotors in
vitro exprimiert. Dazu wurde MRPL32 unter Verwendung der Primer-Oligonukleotide
TL1490 und 1491 von genomischer DNA mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
amplifiziert und in den Vektor pCRII-TOPO (Invitrogen) kloniert. Das MRPL32-
Fragment (72-183) wurde mit den Oligonukleotiden TL2317 und 2318 von dem
Plasmid pCRII-TOPO-MrpL32 (1-183) amplifiziert und in die Restriktionsschnittstellen
EcoRIl und BamHI| des Vektors pGEM4 (Promega) kloniert. Zur Expression der
MrpL32-DHFR-Fusionskonstrukte wurden verschiedene Fragmente von MRPL32
mittels PCR amplifiziert (1-71, TL1786 und 1887; 1-77, TL1786 und 2588; 1-90,
TL1786 und 1789; 1-183, TL1786 und 1792). Als Matrize diente das Plasmid pCRII-
TOPO-MrpL32 (1-183). Die PCR-Fragmente wurden anschlieend in die EcoRI- und
BamHI-Schnittstellen des Vektors pGEM4-DHFR (Vestweber und Schatz, 1988)
kloniert. Alle Vorwarts-Oligonukleotide enthielten zusatzlich eine Kozak-Konsensus-
sequenz (Kozak, 1987), um eine effiziente Translation zu erzielen. Die Plasmide
pGEM4-mMrpL32 zur in vitro Expression von murinem MrpL32 (Nolden et al., 2005b)
und pGEM4-Su9-DHFR (Stan et al., 2000) wurden schon vorher beschrieben.

2.1.2 Expressionsplasmide

Das Plasmid YCplac22*°™-Yta105°°°%"S wurde aus dem Plasmid YCplac22”P'-
Yta105°°%? (Arlt et al., 1998) erzeugt. Letzteres diente als Matrize fiir eine PCR unter
Verwendung der Oligonukleotide TL1370 und 1371. Dazu wurde ein YTA705%%
Fragment (1.010-2.316 Basenpaare) amplifiziert, welches fur den C-terminalen
Bereich von Yta10 kodiert. Der Primer TL1371 fugte zusatzlich die Information fur
eine sechs Histidine umfassende Peptidsequenz am C-Terminus ein. Das Fragment
wurde dann in die Mscl- und Hindlll-Schnittstellen des Vektors YCplac 22°PH'-
Yta10%°*°? kloniert.

Zur Expression von MrpL32 (1-183) unter der Kontrolle des endogenen Promotors

wurde MRPL32 inklusive 500 Basenpaare stromaufwarts vom Start-ATG mit Hilfe der



Material und Methoden 29

Oligonukleotide TL1706 und 1975 von genomischer DNA amplifiziert. Das daraus
resultierende PCR-Fragment wurde anschlielfend in die Xbal- und Hindlll-
Schnittstellen des Vektors YCplac111 kloniert. Zur Uberexpression des Hybrid-
proteins Su9 (1-69)-MrpL32 (72-183) wurde MrplL32 (72-183) mit den Oligo-
nukleotiden TL1888 und 1890 amplifiziert. Das Plasmid pCRII-TOPO-MrpL32 (1-183)
diente dabei als Matrize. Das PCR-Fragment wurde in die Kpnl- und Xhol-Schnitt-
stellen des Vektors pVT100U*PH1-Su9(1-69)-GFP (Westermann und Neupert, 2000)
kloniert. Mit dieser Strategie wurde das GFP-Gen (“green fluorescent protein®) durch
die Information fur MrpL32 (72-183) ersetzt und konnte somit als Fusionsprotein mit

Su9 (1-69) uberexprimiert werden.

Tab. 1: Verwendete Oligonukleotide

Primer Sequenz

TL1370 | 5" - TAAGACTCTCTTGGCCAAGGCCACCGC - 3°

5 - GGGGGGAAGCTTTTAATGGTGATGGTGATGGTGATTTGTTGCTG

TL1371 | CAGGTGCCTCAGGCG - 37

TL1ass | 5 - TAACTATTTGGAACGTCGCGTTCGGACT ITAAAAAAGGACCGGAT
CCCCGGGTTAATTAA - 3

TL1ago | 5 - AAGTTTATTTAAAAAGGAAACCACTAGATGAAAGATGAGCGAATT
CGAGCTCGTTTAAAC - 3

TL1490 |5 - CGCGGATCCCCACCATGAATTCTTTGATTTTTGGTAAAC - 3°

TL1491 | 5" - ACGCGTCGACCTAGTCCTTTTTTAAAGTCCGAAC - 3°

5 - AATTCTTTGATTTTTGGTAAACAATTAGCATTTCACAAAACGGATC

TL1552 | CCCGGGTTAATTAA - 3°

5 -GTCCTTTTTTAAAGTCCGAACGCGACGTTCCAAATAGTTAGAATT

TL1553 | cGAGCTCGTTTAAAC - 3°

TL1706 |5 - TCTAGTCTAGAGCGAACGCGGTCCTCCACA - 3’

5 - CCGGAATTCCCACCATGAACTCTTTGATTTTTGGTAAACAA

TL1786 | T1aG - 3

TL1789 | 5" - CGCGGATCCTGGACCGTAAAGTTTTTGCC - 3°

TL1792 | 5 - CGCGGATCCGTCCTTTTTTAAAGTCCGAACGCGACGTT - 3°

TL1887 |5 - CGCGGATCCTAGTAGAATACCATTATTAGAGAAAA - 3°

TL1888 |5 - CCGGGGTACCGCAGTTCCTAAAAAAAAAGTATC - 3°
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TL1890 | 5" - CCCGCTCGAGCTAGTCCTTTTTTAAAGTCCGAACGCGACGTT - 3°

TL1975 |2 5

5 - GGGAAGCTTCTAGTCCTTTTTTAAAGTCCGAACGCGACGT

TL2317 |5 - CCGGAATTCCCGCCATGGCAGTTCCTAAAAAAAAAGTATCAC - 3’

TL2318 |5 - CGCGGATCCCTAGTCCTTTTTTAAAGTCCGAACGCGACGTT - 3°

TL2588 |5 - CGCGGATCCTTTTTTTTTAGGAACTGCTAGTAGAATACC

Tab. 2: Verwendete Plasmide

Plasmid Referenz
pCRII-TOPO Invitrogen
pCRII-TOPO-MrpL32 (1-183) diese Arbeit
pGEM4 Promega
pGEM4-MrpL32 (72-183) diese Arbeit

pGEM4-DHFR (Vestweber und Schatz, 1988)
pGEM4-MrpL32 (1-71)-DHFR diese Arbeit
pGEM4-MrpL32 (1-77)-DHFR diese Arbeit
pGEM4-MrpL32 (1-90)-DHFR diese Arbeit
pGEM4-MrpL32 (1-183)-DHFR diese Arbeit

pGEM4-mMrpL32

(Nolden et al., 2005b)

pGEM4-Su9-DHFR

(Stan et al., 2000)

pAG25

(Goldstein und McCusker, 1999)

pFA6a-GFP-kanMX6

(Longtine et al., 1998)

YCplac22°PH1-yta 10594

(Arlt et al., 1998)

YCplac22”PH1-ytg1Eoo9UHIS diese Arbeit
YCplac111APH1ytg128614Q diese Arbeit
YCplac111MRP-32. MrpL32 (1-183) diese Arbeit
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(Westermann und Neupert,

ADH1
pVT100U™""-Su9(1-69)-GFP 2000)

pVT100UP™_Su9 (1-69)-MrpL32 (72-183) diese Arbeit

YEplac181"™1%-Yta10 (1-61)-Paraplegin (44-781) | (Nolden et al., 2005b)

YEplac112"™'%-Yta10 (1-61)-Afg3I2 (36-802)-HA | (Nolden et al., 2005b)

2.2 Verwendete Hefestamme

Alle in dieser Arbeit verwendeten S. cerevisiae-Stamme sind Derivate von W303. Der
Hefestamm yta10F¥"Syta125? (YMN101) wurde durch Transformation des Hefe-
stammes Ayta10 wta12 (YHA301) (Arlt et al., 1998) mit den Plasmiden
YCplac22”PH1-Yta105°°°MS ynd YCplac1114P"'-yta125%4Q hergestellt. Die Hefe-
stimme Ayta10Ayta12 mit Expression von Yta10%°°°9 und Yta12%'*® (YGS302),
Ayta10 (YGS101), yta105°%°? (YHA103), yta125%"*Q (YHA203) (Arlt et al., 1998),
Ayme1 (Leonhard et al., 1996) und Ayta10Ayta12 mit Expression von murinem
Afg3l12 und Paraplegin (YKO267) (Nolden et al., 2005b) wurden bereits beschrieben.
Die Stamme Amrpl32 (YMN201) oder Ayta12 (YSW1) (Nolden et al., 2005b) wurden
durch Deletion der Gene MRPL32 oder YTA12 in W303 oder W303-1A hergestelit.
Dazu wurden die entsprechenden Gene uber homologe Rekombination durch eine
Selektionsmarker kodierende Kassette ersetzt, welche mit Hilfe der PCR erstellt
wurde (Longtine et al., 1998; Goldstein und McCusker, 1999). Im Falle von MRPL32
wurden die Oligonukleotide TL1552 und 1553 und als Matrize das Plasmid pAG25
verwendet (Goldstein und McCusker, 1999). Die genomische Markierung von
MRPL32 mit einem dreifachen Hamagglutinin-Epitop (HA) bzw. mit einem GFP-
Epitop wurde ebenfalls mit Hilfe der homologen Rekombination hergestellt, indem die
Oligonukleotide TL1488 und 1489 und die Plasmide pFA6a-3HA-KANMX6 bzw.
pFAG6a-GFP-KANMX6 (Longtine et al., 1998) verwendet wurden. Die Markierungen
wurden sowohl im Hefestamm W303-1A (MRPL32HA3, YMN401; MRPL32GFP,
YMN403) als auch in den Hefestammen Ayta10 (Aytal0/MRPL32HA3, YMN402)
oder Ayta12 (Ayta12/MRPL32GFP, YMN404) durchgefihrt.

Zur Expression von MrpL32 (1-183) und Su9 (1-69)-MrpL32 (72-183) wurde der
diploide Stamm MRPL32/Amrpl32 (YMN301) mit den Plasmiden YCplac111MRP-32
MrpL32 (1-183) bzw. pVT100U"P™-Su9 (1-69)-MrpL32 (72-183) transformiert. Nach
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Sporulation und Tetradenanalyse wurde auf haploide Sporen selektioniert, die die
Deletion von MRPL32 und das Plasmid YCplac111-"*P-2.MrpL.32 (1-183) (YMN311)
oder pVT100U*P™-Su9 (1-69)-MrpL32 (72-183) (YMN312) enthielten. Der Stamm
Ayta10 mit Expression von Su9 (1-69)-MrpL32 (72-183) (YMN102) wurde hergestellt,
indem der Hefestamm Ayta70 (YGS101) mit dem Plasmid pVT100U*P"'-Su9 (1-69)-
MrpL32 (72-183) transformiert wurde. Des Weiteren wurde ein Hefestamm her-
gestellt, der Su9 (1-69)-MrpL32 (72-183) im Ayta10Amrpl32-Hintergrund exprimiert
(YMN313). Dazu wurde zusatzlich YTA70 in dem Hefestamm YMN312 deletiert.

Tab. 3: Verwendete Saccharomyces cerevisiae-Stamme

Stamm Genotyp Referenz

W303 MATa/a ade2-1 his3-11,15 leu2,112 trp1-1 (Rothstein und
ura3-52 can1-100 Sherman, 1980)

W303-1A MATa ade2-1 his3-11,15 leu2,112 trp1-1 ura3- | (Rothstein und
52 can1-100 Sherman, 1980)
MATa ade2-1 his3-11,15 leu2,112 trp1-1 ura3-

YMN101 | 92 ¢ant-100 diese Arbeit

yta10::URA3 yta12::KANMX6 YCplac 22°°H'-
Yta1 OE559Q/H|S YCpIaC1 1 1ADH1_Yta1 2E614Q

MATa adeZ2-1 his3-11,15 leu2,112 trp1-1 ura3-
52 can1-100

yta10::HIS3MX6 pVT100U*PH"-Su9 (1-69)-
MrpL32 (72-183)

YMN102 diese Arbeit

MATa ade2-1 his3-11,15 leu2,112 trp1-1 ura3-
YMNZ201 52 can1-100 diese Arbeit
mrpl32::CloneNAT

MATa/a ade2-1 his3-11,15 leu2,112 trp1-1
YMN301 ura3-52 can1-100 diese Arbeit
mrpl32::CloneNAT

MAT * ade2-1 his3-11,15 leu2,112 trp1-1 ura3-
52 can1-100

mrpl32::CloneNAT YCplac111“RP32 MrpL32
(1-183)

YMN311 diese Arbeit

MAT * ade2-1 his3-11,15 leu2,112 trp1-1 ura3-
52 can1-100

mrpl32::CloneNAT pVT100U*P""-Su9 (1-69)-
MrpL32 (72-183)

YMN312 diese Arbeit

MAT * ade2-1 his3-11,15 leu2, 112 trp1-1 ura3-
52 can1-100 . .
YMNST3 | p132::CloneNAT yta10::KANMX6 diese Arbeit

pVT100U"P™_Su9 (1-69)-MrpL32 (72-183)

MAT * ade2-1 his3-11,15 leu2,112 trp1-1 ura3-
YMN401 52 can1-100 diese Arbeit
MRPL32HA3 (KANMX6)
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MATa ade2-1 his3-11,15 leu2,112 trp1-1 ura3-
YMN402 52 can1-100 diese Arbeit
yta10::HIS3MX6 MRPL32HA3 (KANMX6)

MATa ade2-1 his3-11,15 leu2,112 trp1-1 ura3-

YMN403 | 55 can1-10 MRPL32GFP (TRP)

diese Arbeit

MATa ade2-1 his3-11,15 leu2,112 trp1-1 ura3-
YMN404 52 can1-100 diese Arbeit
yta12::KANMX6 MRPL32GFP (TRP)

MATa ade2-1 his3-11,15 leu2,112 trp1-1 ura3-
YGS101 52 can1-100 (Arlt et al., 1998)
yta10::HIS3MX6

MATa ade2-1 his3-11,15 leu2,112 trp1-1 ura3-
52 can1-100

yta10::URA3 yta12::KANMX6 YCplac 22"°™'-
Yta105°°°? YCplac111°PH1-yta 1256744

YGS302 (Arlt et al., 1998)

MATa ade2-1 his3-11,15 leu2,112 trp1-1 ura3-
YHA103 | 52 can1-100 (Arlt et al., 1998)
yta10::URA3 YCplac 22"P"1-Yta105°%?

MATa ade2-1 his3-11,15 leu2,112 trp1-1 ura3-
YHA203 | 52 can1-100 (Arlt et al., 1998)
yta12::HIS3MX6 YCplac111"P1-yta12F6™?

MATa ade2-1 his3-11,15 leu2,112 trp1-1 ura3-
YHA301 52 can1-100 (Arlt et al., 1998)
yta10::URA3 yta12::HIS3MX6

MATa ade2-1 his3-11,15 leu2,112 trp1-1 ura3-
Ayme1 52 can1-100 (Leonhard et al., 1996)
yme1::URA3

MATa ade2-1 his3-11,15 leu2,112 trp1-1 ura3-
52 can1-100

yta10::URA3 yta12::HIS3MX6 YEplac181™10-
Yta10 (1-61)-Paraplegin (44-781)
YEplac112"™%-Yta10 (1-61)-Afg3I2 (36-802)-
HA

YKO267 (Nolden et al., 2005b)

MATa ade2-1 his3-11,15 leu2,112 trp1-1 ura3-
YSWA1 52 can1-100 (Nolden et al., 2005b)
yta12::KANMX6

* = Der Mating-Typ wurde im Rahmen dieser Untersuchungen nicht bestimmt.

2.3  Untersuchungen zur Stabilitat des mitochondrialen Proteoms

2.3.1 Radioaktive Markierung von mitochondrialen Proteinen

Mitochondriale Proteine wurden in Gegenwart von **S-Methionin radioaktiv markiert.
Dazu wurden zuerst die entsprechenden Hefestamme in Minimalmedium (SC)
kultiviert (Sherman, 2002), welches mit 2% Galaktose (Gal) versetzt worden war. Zur

Markierung wurden entweder 1 bzw. 8 ODegpo-Einheiten-Zellen in 250 pl bzw. 2 ml
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SC-Gal Medium ohne Methionin resuspendiert. Wenn im Text vermerkt, wurde vor
der Markierung die mitochondriale und/oder die cytosolische Proteinsynthese mit
Chloramphenicol (6 mg/ml) bzw. Cycloheximid (1 mg/ml) fir 15 min bei 30°C
gehemmt. AnschlieRend wurden 50 bzw. 300 pCi **S-Methionin zugegeben und der
Ansatz fur 10 min bei 30°C inkubiert. Die Proteinsynthese wurde durch die Zugabe
von 10 mM Methionin und 6 mg/ml Chloramphenicol bzw. 1 mg/ml Cycloheximid
abgestoppt.

2.3.2 Zweidimensionale-Gelelektrophorese

Das mitochondriale Proteom wurde mittels zweidimensionaler (2D)-Gelelektro-
phorese aufgetrennt. Dies erfolgte nach Standardprotokollen (Gorg et al., 1995; Gorg
et al., 2000; Hoving et al., 2000) mit den folgenden Modifikationen: Die uber einen
Saccharosegradienten gereinigten Mitochondrien wurden in 8 M Harnstoff, 4% (m/v)
CHAPS, 50 mM DTT, 40 mM Tris, 0,2 mM PMSF 60 min unter Schutteln
(1.400 U/min) bei 23°C solubilisiert. Anschlieend wurden die Proben mit
Rehydrierungspuffer [8 M Harnstoff, 2% (m/v) CHAPS, 20 mM DTT, 0,5% (v/v) IPG
Puffer 3-10NL (GE Healthcare)] versetzt und fur 30 min bei 125.000 g und 23°C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde auf immobilisierte pH-Gradienten (IPG)-Streifen
(13 cm, pH 3-10NL, GE Healthcare) gegeben und Uber Nacht zur Rehydrierung bei
Raumtemperatur inkubiert.

Die isoelektrische Fokussierung erfolgte mit Hilfe der Multiphor Il-Einheit (GE
Healthcare). Die Fokussierung startete bei 300 V, 5 W und 1 mA fur 1 min und stieg
dann langsam an (300 V, 3 h; Gradient bis auf 1.400 V fur 6 h, dann konstant
1.400 V fur 10 h; Gradient bis auf 3.500 V Uber 3 h, konstant 3.500 V fir 2 h; die
Voltstunden betrugen 34 kVh). Dieses Programm ermdglichte ein langsames
Einlaufen der Proteine in die IPG-Streifen. Nach der Fokussierung erfolgte die
Aquilibrierung der Streifen mit 1% (m/v) DTT und 2,5% (m/v) lodacetamid. Als zweite
Dimension schloss sich eine Natrium-dodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(SDS-PAGE) an (Laemmli, 1970). Die Proteine wurden entweder mit colloidalem
Coomassie angefarbt (Neuhoff et al., 1990) oder auf eine Nitrozellulose-Membran
transferiert (Towbin et al., 1979) und mittels Autoradiographie sichtbar gemacht. Die
Auswertung erfolgte mit Hilfe der Software PDQuest von BioRad. Dazu wurden die
Daten mehrerer Gele (mindestens drei) von verschiedenen Analysen der gleichen
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Probe zu einem so genannten Mastergel zusammengefasst. AnschlieRend wurden
Mastergele verschiedener Probengruppen miteinander verglichen, um so die signi-
fikanten Unterschiede in den Proteinmengen zu ermitteln. Die abgebildeten Gele
zeigen nicht die Mastergele, sondern nur jeweils ein exemplarisches Gel.

2.3.3 Peptidexport von mitochondrialen Proteinen

Die Stabilitat mitochondrialer Proteine spiegelt sich indirekt auch in der Peptid-
exportrate wider, da die Abbauprodukte der Proteolyse, die Peptide, aus Mito-
chondrien exportiert werden (Young et al., 2001). Zur Bestimmung der Exportraten
wurden die mitochondrialen Proteine von 8 ODgoo-Einheiten entsprechenden
Hefezellen, wie in 2.3.1 beschrieben, radioaktiv markiert. Im Anschluss daran wurden
die Mitochondrien isoliert und zusatzlich Uber einen Saccharosegradienten gereinigt
(Tatsuta und Langer, 2005b). Die Mitochondrien wurden in Puffer A [0,6 M Sorbitol,
150 mM KCI (pH 7,4), 15 mM Kaliumphosphat-Puffer (pH 7,4), 20 mM Tris/HCI (pH
7,4), 13 mM MgSQO,, 4 mM ATP, 0,5 mM GTP, 3 mM Aminosauremix (inklusive alle
proteinogenen Aminosauren ohne Methionin, Cystein, Tyrosin), 66 yM Cystein, 7 yM
Tyrosin, 6 mM _-Ketoglutarat, 5 mM Phosphoenolpyruvat, Pyruvatkinase (0,04
mg/mg Mitochondrien)] resuspendiert. Dann wurden sie viermal mit 0,5 ml eiskaltem
SHKCI Puffer [0,6 mM Sorbitol, 50 mM HEPES/KOH (pH 7,2), 80 mM KCI]
gewaschen und wiederum in Puffer A (ohne Pyruvatkinase) resuspendiert. Die Probe
wurde in vier Ansatze geteilt und bei 24°C, 30°C, 37°C bzw. bei 42°C inkubiert. Nach
der angegebenen Zeit wurden die Proben sofort fur 4 min bei 16.000 g und 4°C
zentrifugiert. Die Radioaktivitdt im Uberstand und im Pellet wurde mit einem
Szintillationszahler bestimmt, nachdem die Fraktionen intensiv mit 1 ml Szintillations-

I6sung (Ultima Gold) gemischt worden waren.

2.4  Ni-NTA-Affinitats-Chromatographie

Zur ldentifizierung von Substraten der m-AAA-Protease wurden isolierte Mito-
chondrien des Stammes YMN101 verwendet. Dieser Stamm exprimiert die proteo-
lytisch inaktiven Varianten von Yta10 und Yta12. Zusatzlich enthielt Yta10 eine sechs
Histidine umfassende Peptidsequenz am Carboxy-Terminus. Die Anreicherung des
Komplexes erfolgte an einer 1 ml HiTrap Chelating HP®-Saule (GE Healthcare), die
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nach Angaben des Herstellers zuvor mit 0,5 ml einer 0,1 M NiSOs-Losung beladen
sowie mit H,O und Ladepuffer [0,5% (m/v) Digitonin, 1x PBS (140 mM NacCl, 2,7 mM
KCI, 10 mM NazxHPO4, 1,8 mM KH2PO4), 1 mM ATP] gewaschen und aquilibriert
worden war. Mitochondrien (20 mg) wurden bei einer Proteinkonzentration von
4 mg/ml in Lysepuffer [2% (w/v) Digitonin, 1 mM ATP, 1 mM PMSF, EDTA-freier
Protease Inhibitor Cocktail (Roche) in 1x PBS] 30 min unter Schutteln (1.400 U/min)
bei 4°C solubilisiert. Unlosliche Bestandteile wurden durch eine Zentrifugation fur
30 min bei 125.000 g und 4°C sedimentiert. Der mitochondriale Extrakt wurde mit
einer Flussrate von 0,1 ml/min auf die Saule geladen und diese im Anschluss mit
20 ml 20 mM Imidazol/HCI (pH 7,4) [in Ladepuffer] gewaschen (0,4 ml/min). Die
Elution der gebundenen Proteine erfolgte durch je 10 ml 100 mM und 400 mM
Imidazol/HCI (pH 7,4) [in Ladepuffer]. Die 400 mM Imidazol-Elution wurde fraktioniert
(2 ml) und anschlie®end mit TCA versetzt. Die gefallten Proteine wurden mit Hilfe der
SDS-PAGE (Laemmli, 1970) aufgetrennt und mit colloidalem Coomassie angefarbt
(Neuhoff et al., 1990). Zur Identifizierung von einem Protein wurde die jeweilige
Proteinbande aus dem Gel ausgeschnitten und ein “peptide-mass-fingerprint® durch-
gefuhrt. Dazu wurden die in den Gelstucken enthaltenen Proteine verdaut und
anschlie3end die Peptide aus dem Gel extrahiert. Der Verdau erfolgte durch das
Enzym Trypsin, das Proteine an den Aminosauren Arginin und Lysin schneidet, so
dass definierte Peptide entstehen. Das Molekulargewicht der Peptide wurde mittels
eines Massenspektrometers (MALDI-TOF) bestimmt. Durch Vergleich der ex-
perimentell bestimmten Peptidmassen mit den Massen “theoretisch verdauter”
Proteine aus Datenbanken kann das ursprungliche Protein identifiziert werden.

2.5 Radioaktive Markierung von mitochondrialen Translations-

produkten

Die radioaktive Markierung der mitochondrialen Translationsprodukte erfolgte wie in
2.3.1 beschrieben. Dazu wurden je Ansatz die Translationsprodukte von einer ODggo-
Einheit-Hefe in Gegenwart von Cycloheximid (1 mg/ml) radioaktiv markiert und im
Anschluss mittels alkalischer Lyse aufgeschlossen (Yaffe und Schatz, 1984). Die
Translationsprodukte wurden mit einer SDS-PAGE (Laemmli, 1970) aufgetrennt, auf
Nitrozellulose-Membran transferiert (Towbin et al., 1979) und mittels Autoradio-
graphie sichtbar gemacht. Des Weiteren wurde die gesamte Radioaktivitatsmenge
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mit einem Szintillationszahler bestimmt, nachdem ein Viertel der Probe intensiv mit

1 ml Szintillationslésung (Ultima Gold) gemischt worden war.

2.6 Analyse mitochondrialer Ribosomen durch Dichtegradienten-

zentrifugation

Die Auftrennung von Ribosomenpartikel erfolgte durch Ultrazentrifugation in einem
Dichtegradienten von 23-40% Saccharose. Isolierte Mitochondrien (300 ug) wurden
mit einer Proteinkonzentration von 0,75 mg/ml in Lysepuffer [1% (w/v) Digitonin,
20 mM HEPES/KOH (pH 7,4), 80 mM KCI, 10 mM MgSOQO,, 20 mM MgCl,, 0,5 mM
PMSF] 30 min unter Schutteln (1.400 U/min) bei 4°C solubilisiert. Nach einer
Zentrifugation fiir 15 min bei 21.000 g und 4°C wurde der Uberstand auf einen
linearen 23-40%igen Saccharosegradienten (4 ml) aufgetragen. Zur Herstellung des
Gradienten wurden 2 ml 40%ige Saccharoselosung mit 2 ml 23%iger Saccharose-
I6sung [in 0,1% (w/v) Digitonin, 20 mM HEPES/KOH (pH 7,4), 50 mM MgSQ,, 20 mM
MgClz, 0,5 mM PMSF] in einem 5 mi-Zentrifugationsrohrchen (fur Rotor MLS-50,
Beckman) uberschichtet. AnschlieRend wurde das Rohrchen verschlossen, in die
waagerechte Lage gebracht und fur 2 h bei 4°C zur Gradientendiffusion gelagert. Die
Proben wurden auf den Gradienten aufgetragen, nachdem er wieder vorsichtig in die
vertikale Position gebracht worden war. Nach einer Zentrifugation fur 3 h bei
270.000 g und 4°C (MLS-50, Beckman) wurde der Gradient entweder fraktioniert (11
Fraktionen a 400 pl), die Fraktionen mit TCA versetzt und die gefallten Proteine
mittels SDS-PAGE (Laemmli, 1970) und Western-Blot (Towbin et al., 1979)
analysiert oder durch eine kontinuierliche Durchflusszelle gepumpt. Mit Hilfe eines
Photometers (Thermo UV1) wurde dann die Absorption der ribosomalen RNA bei
254 nm gemessen.

2.7 Membranassoziation von MrpL32

2.7.1 Alkalische Extraktion von mitochondrialen Membranen

Die Membraninsertion von MrpL32 wurde mittels alkalischer Extraktion der
Membranen in einem Natriumcarbonat-Puffer Gberpruft (Fujiki et al., 1982). Nach der
Extraktion und anschlieRender Zentrifugation verbleiben integrale Membranproteine
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in der Pelletfraktion, I6sliche und peripher an die Membran gebundene Proteine
befinden sich im Uberstand. Dazu wurden 100 pg isolierte Mitochondrien bei
16.000 g fur 10 min bei 4°C sedimentiert und in 1 ml 0,1 M NaxCOs (pH 11,5)
resuspendiert. Nach einer Inkubation von 30 min bei 4°C wurden die Idslichen
Bestandteile und die nicht extrahierbaren Bestandteile der Membran durch eine 30-
minatige Zentrifugation bei 125.000 g und 4°C getrennt. Das Pellet wurde in 1 ml
0,1 M Na,COs (pH 11,5) resuspendiert und wie der Uberstand mit TCA versetzt. Die
gefallten Proteine wurden mit Hilfe von SDS-PAGE (Laemmli, 1970) und Western-
Blot (Towbin et al., 1979) analysiert. Die Trennung von integralen Membranproteinen
und l6slichen Proteinen wurde durch immunologischen Nachweis mit Antiseren
gegen das integrale Membranprotein Aac2 und das |0sliche Matrixprotein Mge1

Uberpraft.

2.7.2 Triton X-114-Extraktion von mitochondrialen Membranen

Die Extraktion von Membranproteinen mit Hilfe von Triton X-114 wurde im
wesentlichen schon friher beschrieben (Bordier, 1981; Knittler et al., 1998). Hierzu
wurden 100 ug isolierte Mitochondrien in 1 ml eiskaltem 1%igem (v/v) Triton X-114
[in PBS] resuspendiert. Nach einer 30-minutigen Inkubation auf Eis wurden die
Proben fur 5 min auf 25°C erwarmt und anschlielend einer Phasentrennung
unterworfen. Dazu wurden die Proben fir 5 min bei 16.000 g zentrifugiert.
Solubilisierte Membranproteine befanden sich in der TX-114-Phase, 16sliche Proteine
in der wassrigen Phase. Nach einer TCA-Fallung wurden die Proteine beider Phasen
durch eine SDS-PAGE (Laemmli, 1970) aufgetrennt und mittels Western-Blot
(Towbin et al., 1979) analysiert.

2.7.3 Membranassoziation von Ribosomen mit der inneren

Mitochondrienmembran

Die Membranassoziation von Ribosomen mit der inneren Mitochondrienmembran
wurde mit einer Ultraschallbehandlung in Gegenwart von ansteigenden Kalium-
chlorid-Konzentrationen untersucht. Dazu wurden 100 pg isolierte Mitochondrien in
1 ml Ultraschallpuffer resuspendiert 20 mM HEPES-KOH (pH 7,4), 10 mM MgSOQOs.,
20 mM MgCl,, 0 — 300 mM KCI, 0,5 mM PMSF]. Nach einer Ultraschallbehandlung
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(3 x 10 s, Level 2, Dutycycle 80%, dazwischen 10 s auf Eis) wurden die unldslichen
Bestandteile durch Zentrifugation bei 600 g fur 45 min bei 4°C abgetrennt. Der
Uberstand, welcher sowohl Fragmente der inneren und &uReren Mitochondrien-
membran als auch Matrixproteine enthalt, wurde anschliefend einer Ultra-
zentrifugation fur 12 min bei 150.000 g und 4°C unterzogen. Dadurch wurden
Membranproteine und periphere Membranproteine im Sediment, 16sliche Matrix-
proteine im Uberstand angereichert. Proteine beider Fraktionen wurden mit TCA
gefallt und mit Hilfe von SDS-PAGE (Laemmli, 1970) und Western-Blot (Towbin et
al., 1979) analysiert. Die Quantifizierung der Proteinmengen nach Immunodekoration
wurde mit Hilfe des Infrared-Imaging-Systems ODYSSEY der Firma LI-COR durch-
gefuhrt.

2.8  Superose 6-Gelfiltration

Die Bestimmung des nativen Molekulargewichts von MrpL32 und die Analyse von
Proteinkomplexen erfolgten mittels Gelfiltration. Dazu wurden isolierte Mitochondrien
(900 pg) in 220 pl Lysepuffer [1% (w/v) Digitonin, 150 mM KAc (pH 7,4), 4 mM MgAc,
30 mM Tris/HCI (pH 7,4), 1 mM ATP, 1 mM PMSF] 15 min unter Schutteln
(1.400 U/min) bei 4°C solubilisiert. Nicht solubilisierte Proteinaggregate wurden durch
Zentrifugation fir 30 min bei 125.000 g und 4°C sedimentiert. Der Uberstand wurde
anschlieBend auf eine mit Laufpuffer [1% (w/v) Digitonin, 150 mM KAc pH (7,4),
4 mM MgAc, 30 mM Tris/HCI (pH 7,4), 1 mM ATP] &quilibrierte Superose 6-Gel-
filtrationssaule (GE Healthcare) geladen. Die Elution erfolgte mit einer Flussrate von
0,3 ml/min. Es wurden 500 ul Fraktionen gesammelt und nach einer TCA-Fallung die
gefallten Proteine mittels SDS-PAGE (Laemmli, 1970) und Western-Blot (Towbin et
al., 1979) analysiert. Die Proteinmengen wurden densitrometrisch quantifiziert
(QuantityOne, Bio-Rad) und auf die gesamte eluierte Menge normiert.

2.9 Co-Immunfallung von Proteinen

Die Co-Immunfallung wird zur Untersuchung von Protein-Protein-Wechselwirkungen
eingesetzt, indem ganze Proteinkomplexe mit Hilfe von Antikdrpern prazipitiert
werden. Dazu macht man sich die hohen spezifischen Affinitaten von Antikorpern fur

ihre jeweiligen Antigene zunutze. Zuerst werden Antikorper an Protein-A-Sepharose
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(PAS)-Partikel gebunden, die eine hohe Affinitat fur Immunglobuline der Klasse G
besitzen. Pro Ansatz wurden 50 pl PAS-Partikel (100 mg/ml) eingesetzt und zweimal
mit 500 pl Waschpuffer [0,1% (w/v) Digitonin, 20 mM HEPES/KOH (pH 7,4), 80 mM
KCIl, 10 mM MgSO4, 20 mM MgCl,, 0,5 mM PMSF] gewaschen. Zur Bindung der
Antikorper wurden die PAS-Partikel mit 400 pl Waschpuffer und 50 pl Antiserum fur
1 h bei 4°C unter leichtem Rotieren inkubiert. Anschlielend wurden die Partikel noch
einmal mit 500 pyl Waschpuffer gewaschen. In der Zwischenzeit wurden 600 pg
isolierte Mitochondrien in 800 pl Lysepuffer [1% (w/v) Digitonin, 20 mM HEPES/KOH
(pH 7,4), 80 mM KCI, 10 mM MgSO4, 20 mM MgCl,, 0,5 mM PMSF] resuspendiert
und far 30 min unter Schitteln (1.400 U/min) bei 4°C solubilisiert. Unlosliches
Material wurde durch Zentrifugation fur 15 min bei 21.000 g und 4°C abgetrennt. Zur
Kontrolle der Solubilisierung wurden jeweils von dem Uberstand und der Pellet-
fraktion 10% abgenommen und mittels SDS-PAGE (Laemmli, 1970) und Western-
Blot (Towbin et al., 1979) analysiert. Der restlichne Uberstand wurde dann zu den
vorbereiteten PAS-Partikeln gegeben. Nach Inkubation fur 2 h bei 4°C unter leichtem
Rotieren wurden die PAS-Partikel zweimal mit Lysepuffer und einmal mit 10 mM
Tris/HCI (pH 7,4) gewaschen.

AnschlieBend wurden die Proben einer Triton X-114-Extraktion unterzogen, da die
groflen Mengen von Antikorpern das Laufverhalten des Prazipitates im Gel stéren
wurden. Die PAS-Partikel wurden dazu mit 1 ml eiskaltem Elutionspuffer [1% (v/v)
Triton X-114, 1% Essigsaure] gemischt und fur 10 min unter leichtem Rotieren bei
4°C inkubiert. Die PAS-Partikel wurden durch eine Zentrifugation fur 10 s bei
16.000 g und 4°C abgetrennt. Der Uberstand, der die eluierten Proteine enthielt,
wurde zur Phasentrennung fur 5 min auf 37°C erwarmt. Nach einer Zentrifugation fur
5 min bei 16.000 g und 23°C trennen sich die Phasen. Die wassrige Phase enthalt
I6sliche Proteine, unter anderem die leichten und schweren Ketten der Antikorper,
wahrend sich in der Triton X-114-Phase alle vorher interagierenden Membran-
proteine wieder finden. Diese Phase wurde zweimal mit eiskaltem Wasser
gewaschen, um noch restliche I6sliche Proteine zu entfernen. Dazu wurde die Triton
X-114-Phase mit 1 ml eiskaltem Wasser versetzt, erneut fur 5 min auf 37°C erwarmt
und fur weitere 5 min bei 16.000 g und 23°C zentrifugiert. Alle Fraktionen wurden mit
TCA versetzt und die gefallten Proteine mittels SDS-PAGE (Laemmli, 1970) und
Western-Blot (Towbin et al., 1979) analysiert.
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2.10 Herstellung von Antikérpern

Zur Herstellung von spezifischen Antiseren gegen MrpL32 wurden chemisch
synthetisierte Oligopeptide als Antigene eingesetzt. So wurden die Peptide
C-RWLREKLQQDHKDTE (entspricht den Aminosauren 45-59) und
C-HTAKEEIKPRQEEEL (entspricht den Aminosauren 131-145) zur Herstellung von
Hefe-spezifischen MrpL32-Antikdrpern in Kaninchen verwendet. Zur Herstellung
eines Maus-spezifischen Antikorpers gegen MrplL32 wurde das Peptid C-
RRTIEVNRSRRRNPQK (entspricht den Aminosauren 83-98) verwendet. Die
Synthese der Peptide und die Immunisierung der Kaninchen wurden von der Firma

BioGenes (Berlin) durchgefuhrt.

2.11 Verschiedene Methoden

Des Weiteren wurden folgende schon veroffentlichte Methoden verwendet:
Klonierungen (Sambrook und Russell, 2001), Hefemedien und Tetradenanalyse
(Sherman, 2002), Proteinimport in isolierte Hefe- und Maus-Mitochondrien
(Kambacheld et al., 2005; Tatsuta und Langer, 2005b).
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3 Ergebnisse

3.1 Stabilitat des mitochondrialen Proteoms

3.1.1 Proteom-Vergleich von Wildtyp- und Ayta70-Mitochondrien

Zur ldentifizierung von neuen Substraten der m-AAA-Protease wurde ein Proteom-
Ansatz gewahlt. Dazu sollten die Proteome von Wildtyp- und m-AAA-Protease-
defizienten Mitochondrien mit Hilfe der zweidimensionalen (2D) Gelelektrophorese
verglichen werden. In Mitochondrien, denen die m-AAA-Protease fehlt, sollten
Substratproteine nicht abgebaut werden und somit in den Mitochondrien
akkumulieren bzw. im Falle einer defekten Prozessierung zu einem veranderten
Protein-Muster fuhren. Zur Analyse wurden Mitochondrien aus einer logarithmisch
wachsenden Kultur isoliert. Eine anschlielfende Reinigung Uber einen Saccharose-
gradienten sollte zu einer weiteren Anreicherung mitochondrialer bzw. einer
Abnahme von nicht mitochondrialen Proteinen fuhren. Die Auftrennung des
mitochondrialen Proteoms erfolgte in der ersten Dimension mit immobilisierten pH-
Gradienten (IPG)-Streifen (pH 3-10NL) und in der zweiten Dimension mittels SDS-
PAGE (Abb. 4). Je Ansatz wurden mindestens drei 2D-Gele angefertigt, aus deren
Daten dann mit Hilfe der Software PDQuest (BioRad) je ein Mastergel generiert
wurde. Die Mastergele von Wildtyp- und Ayta10-Mitochondrien wurden anschlief3end

miteinander verglichen.

Im Einklang mit der Veroffentlichung von Sickmann et al. konnten ~280
Proteinpunkte in jedem Gel identifiziert werden (Sickmann et al., 2003). Die
Quantifizierung jedes einzelnen Punktes in den Mastergelen lieRen keine Unter-
schiede zwischen WT und Ayta70 erkennen, die den als signifikant angenommen
Faktor von zwei Uberschritten, um experimentelle Artefakte bei der 2D-Gelanalyse
auszuschlielen. Der Verlust der m-AAA-Protease bewirkt somit keine deutliche
Akkumulation von Substraten im Mitochondrium. Es muss an dieser Stelle jedoch
erwahnt werden, dass in 2D-Gelen Proteine mit extremen Eigenschaften, wie
Membranproteine, sehr grof3e, sehr kleine, stark saure und stark basische Proteine,
unterreprasentiert sind (Gygi und Aebersold, 2000) und daher solche Substrate aus
der Analyse fallen.
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SDS-PAGE
SDS-PAGE

Abb. 4: Vergleich des mitochondrialen Proteoms von Wildtyp- und Ayta70-Mitochondrien.
Mitochondrien (600 pg) aus Wildtyp (WT)- und Ayta10-Hefenzellen wurden mittels 2D-
Gelelektrophorese untersucht. In der ersten Dimension wurden IPG-Streifen mit einem nicht-linearen
pH-Gradienten von 3-10 verwendet. Die Auftrennung in der zweiten Dimension erfolgte durch eine
SDS-PAGE. Proteine wurden mit colloidalem Coomassie angefarbt. ~280 Proteinpunkte wurden
identifiziert und durch Mastergele, die auf mindestens drei unabhangigen Experimenten beruhten, mit
Hilfe der PDQuest-Software analysiert. Die abgebildeten Gele zeigen nicht die Mastergele, sondern
nur jeweils ein exemplarisches Gel.

Das Ergebnis deutet entweder auf eine Uberraschende Stabilitdt des mitochondrialen
Proteoms oder auf einen geringen Einfluss der m-AAA-Protease bzw. eine
redundante Funktion beim Abbau von Proteinen hin. In der Tat besitzen die i-AAA-
Protease (Leonhard et al., 2000) bzw. die PIM1-Protease (Savel'ev et al., 1998)
Uberlappende Substratspezifitaten mit der m-AAA-Protease, d.h. sie sind in der Lage,
Substrate der anderen Protease abzubauen. Wahrscheinlicher ist jedoch, dass
korrekt gefaltete Proteine sehr stabil in der Zelle vorliegen und nur ein kleiner
Prozentsatz abgebaut wird. Die Daten von Untersuchungen der Proteinstabilitat in
Fibroblasten stitzen diese Vermutung, da hier pro Stunde nur 1-2% aller Proteine
abgebaut werden (Gronostajski et al., 1985).

3.1.2 Stabilitat von neu synthetisierten Proteinen

Die vorangegangenen Analysen lassen vermuten, dass mitochondriale Proteine
unter normalen Bedingungen sehr stabil in der Zelle vorliegen. Die Stabilitat von

Proteinen ist neben vielen anderen Faktoren auch von der Temperatur abhangig,



Ergebnisse 44

d.h. ein Temperaturanstieg fuhrt in der Regel zur Entfaltung von Proteinen. Im
folgenden Versuch wurde daher die Stabilitat des mitochondrialen Proteoms nach
einer kurzen Inkubation bei 37°C fur 30 min, wie in 3.1.1 beschrieben, analysiert
(Abb. 5A). Neben der Stabilitat von schon korrekt gefalteten Proteinen wurde auch
die Stabilitat von neu synthetisierten bzw. neu importierten Proteinen untersucht. Im
Gegensatz zum Cytosol, wo ca. 30% der neu synthetisierten Proteine nicht ihre
native Faltung erreichen (Schubert et al., 2000), liegen fur das Mitochondrium keine
Daten Uber die Stabilitat von neu synthetisierten bzw. neu importierten Proteinen vor.
Dazu wurden Proteine in Wildtyp-Hefezellen fur 10 min in Gegenwart von ¥s-
Methionin radioaktiv markiert. Nach anschlieRender Isolierung und Reinigung Uber
einen Saccharosegradienten wurden die Mitochondrien ebenfalls fir 30 min bei 37°C
inkubiert (Abb. 5B). Die Auswertung der Gele erfolgte wie in 3.1.1 beschrieben. Auch
nach einer kurzen Inkubation bei 37°C zeigte das mitochondriale Proteom eine
bemerkenswerte Stabilitat. Es konnten keine Proteine identifiziert werden, die nach
einem 30-minutigen Hitzeschock signifikant, d.h. mindestens um Faktor 2, abgebaut
wurden. Im Falle der radioaktiv markierten Proteine war ebenfalls kein signifikanter
Abbau zu beobachten, was darauf schlielRen lasst, dass die Biogenese von neu

synthetisierten und neu importierten Proteinen offenbar sehr effizient ist.
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Abb. 5: Stabilitat des mitochondrialen Proteoms bei 37°C. Die Proteine von gereinigten Wildtyp-
Mitochondrien wurden mit Hilfe der 2D-Gelelektrophorese aufgetrennt, nachdem sie fir 30 min bei
37°C inkubiert wurden. (A) Die mitochondrialen Proteine (600 pg) wurden mit colloidalem Coomassie
angefarbt, (B) neu synthetisierte Proteine (entsprechend 8 ODggo-Einheiten), welche fir 10 min mit
%S-Methionin markiert worden waren, wurden mittels Autoradiographie sichtbar gemacht. ~280
Proteinpunkte wurden identifiziert und durch Mastergele, die auf mindestens drei unabhangigen
Experimenten beruhten, mit Hilfe der PDQuest Software analysiert. Die abgebildeten Gele zeigen

nicht die Mastergele, sondern jeweils ein exemplarisches Gel.
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3.1.3 Abbauprodukte von mitochondrial- und nuklear-kodierten

Proteinen werden aus Mitochondrien exportiert

Die Ergebnisse der 2D-Gelelektrophorese gaben Hinweise darauf, dass das Proteom
von Mitochondrien sehr stabil ist. Jedoch hat diese Methode auch Nachteile. So ist
es nur sehr schwer moglich, Membranproteine und Proteine mit einem hohen
isoelektrischen Punkt (pl) aufzutrennen. Moglicherweise gehen solche Substrate in
diesen Analysen verloren und der reelle Gesamtumsatz des mitochondrialen
Proteoms ist tatsachlich viel hoher. Aus diesem Grunde sollte versucht werden, die
Abbaurate von mitochondrialen Proteinen indirekt Uber den Peptidexport zu be-
stimmen. Es konnte schon friher gezeigt werden, dass Peptide, welche durch den
Abbau von Proteinen der inneren Mitochondrienmembran entstehen, durch den
ABC-Transporter MdI1 aus der Matrix exportiert werden (Young et al., 2001). Wie im
vorherigen Versuch wurden mitochondriale Proteine in vivo fur 10 min radioaktiv
markiert, die Mitochondrien isoliert und Uber einen Saccharosegradienten gereinigt.
Nach grundlichem Waschen der Mitochondrien wurden diese bei verschiedenen
Temperaturen inkubiert. Nach dieser Inkubation wurden die Mitochondrien von dem
Uberstand, der exportierte Peptide enthalt, durch Zentrifugation getrennt. In beiden
Fraktionen wurde die Radioaktivitat mit einem Szintillationszahler bestimmt und der
prozentuale Anteil von exportiertem radioaktivem Material berechnet (Abb. 6).
Kontrollexperimente zeigten, dass es sich beim exportierten Material um Peptide
handelt, da sich die Radioaktivitat nach einer TCA-Fallung im TCA-I6slichen
Uberstand befindet, welcher kleine Peptide und einzelne Aminosduren enthalt (Daten
nicht gezeigt, (Young et al., 2001)). Es ist deutlich zu erkennen, dass mit
zunehmender Temperatur und Zeit die Menge an exportiertem Material zunimmt. So
wird nach 30 min und 37°C ungefihr 6% des inkorporierten **S-Methionins von den
Mitochondrien freigesetzt. Diese geringe Umsatzrate steht im Einklang mit der zuvor
in den 2D-Gelanalysen beobachteten Stabilitat des Proteoms. Eine Abbaurate von
nur 6% kann mit Hilfe der 2D-Gele nicht analysiert werden. Die Analyse des
mitochondrialen Proteoms mittels Peptidexport deutet auf eine hohe Effizienz der
mitochondrialen Biogenese von Uber 90% hin.
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Abb. 6: Temperatur- und Zeitabhangigkeit des Exports von mitochondrialen Abbauprodukten.
Die cytosolischen und mitochondrialen Translationsprodukte wurden in vivo in Gegenwart von ¥s.-
Methionin fiir 10 min radioaktiv markiert. AnschlieRend wurden die Mitochondrien isoliert und bei den
angegebenen Temperaturen inkubiert. Nach 0, 10, 20 und 30 min wurden die Mitochondrien durch
Zentrifugation von dem Uberstand abgetrennt und die Radioaktivitat in beiden Fraktionen bestimmit.
Die angebende Radioaktivitat im Uberstand ist der prozentuale Anteil von beiden Fraktionen (Pellet
und Uberstand). Bei den Werten handelt es sich um die Mittelwerte von drei unabhZngigen
Experimenten, die Standardabweichungen sind als Fehlerbalken angegeben.

Mit Hilfe des Peptidexports wurde der Umsatz von mitochondrialen Proteinen
untersucht. Es kann jedoch keine Aussage daruber getroffen werden, ob mehr
mitochondrial- oder kernkodierte Proteine abgebaut werden. Um zwischen diesen
beiden Mdoglichkeiten unterscheiden zu kénnen, wurde der Peptidexport wiederholt,
jedoch wurden die Hefen in An- und Abwesenheit von Chloramphenicol fur 10 min in
einem Minimal-Medium, welches **S-Methionin enthielt, inkubiert. Die Zugabe von
Chloramphenicol bewirkt eine spezifische Hemmung der mitochondrialen Translation
(Freeman, 1970), somit werden nur cytosolische Translationsprodukte markiert. Falls
vermehrt mitochondrial kodierte Proteine abgebaut werden, sollte nach einer
Inhibition der mitochondrialen Translation durch Chloramphenicol der Export von
radioaktivem Material stark zuriickgehen. Die Zugabe von Chloramphenicol fuhrte zu
keiner signifikanten Veranderung sowohl der absoluten (Daten nicht gezeigt) als
auch der relativen Exportrate, was bedeutet, dass die Abbauprodukte mitochondrial-
kodierter Proteine nur einen kleinen Prozentsatz ausmachen und mehr Abbau-
produkte von kernkodierten Proteinen exportiert werden (Abb. 7A). Die Chlor-
amphenicol-abhangige Hemmung der mitochondrialen Translation konnte in einem

Kontrollexperiment belegt werden. Die Zugabe von Chloramphenicol vor und
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wahrend der Markierung inhibierte vollstandig die mitochondriale Translation (Abb.
7B).
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Abb. 7: Export von kernkodierten Abbauprodukten aus Mitochondrien. (A) Die cytosolischen und
mitochondrialen Translationsprodukte wurden mit %S-Methionin in der An- bzw. Abwesenheit von
Chloramphenicol radioaktiv markiert. Die isolierten Mitochondrien wurden bei 37°C inkubiert und der
Export der Abbauprodukte, wie in Abb. 6 beschrieben, untersucht. (B) Chloramphenicol inhibiert die
mitochondriale Translation. Mitochondrialkodierte Translationsprodukte wurden in logarithmisch
wachsenden Hefezellen mit **S-Methionin in Gegenwart von Cycloheximid radioaktiv markiert.
Zusatzlich wurde, wenn angegeben, Chloramphenicol hinzu gegeben. Proteine wurden mittels SDS-
PAGE und Autoradiographie analysiert.

3.2 MrpL32 interagiert mit der m-AAA-Protease

Mit Hilfe von Proteom-Analysen war es nicht moglich, neue Substrate der m-AAA-
Protease zu identifizieren. Aus diesem Grunde wurde versucht, die mit der m-AAA-
Protease interagierenden Substrate Uber eine Affinitatschromatographie zu reinigen.
Dazu wurde ein Hefestamm verwendet, der die proteolytisch inaktiven Varianten von
Yta10 und Yta12 exprimiert. Die Inaktivierung des proteolytischen Zentrums sollte
den Abbau verhindern und somit zu einer Anreicherung von moglichen Substraten an
der Protease fuhren. Die m-AAA-Protease zahlt zu den Zink-abhangigen Metallo-
proteasen und besitzt ein charakteristisches HEXXH-Motiv (Nolden et al., 2005a).
Die Histidine (H) dieses Motivs sind fur die Koordination des Zink-Atoms
verantwortlich, wahrend die Glutaminsaure (E) ein Wasser-Molekul aktiviert und
somit einen nukleophilen Angriff auf eine Peptidbindung ermdglicht (Mock und
Stanford, 1996). Die Inaktivierung erfolgte, durch Austausch der Aminosaure
Glutaminsaure (E) gegen Glutamin (Q) im katalytischen Zentrum (Abb. 8). Diese

Inaktivierung beeintrachtigt nicht die Assemblierung beider Untereinheiten und die
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prinzipielle Bindung von Substraten an die Protease (Arlt et al., 1998). Zusatzlich
wurde am Carboxy-Terminus der m-AAA-Protease-Untereinheit Yta10 eine sechs
Histidine umfassende Peptidsequenz eingefuhrt, die eine Reinigung der Protease mit
moglichen gebundenen Substraten Uber eine Nickel-chelatisierende Affinitats-
chromatographie ermoglichte. Die Einfuhrung des Hexahistidinpeptids fuhrte zu
keinem Assemblierungsdefekt der beiden Untereinheiten (Daten nicht gezeigt). Des
Weiteren beeintrachtigte die Markierung im Wildtyp-Hintergrund auch nicht die
Aktivitat der Protease, da diese Hefen auf nicht fermentierbaren Kohlenstoffquellen
wachsen konnen (Daten nicht gezeigt).

MLS ™ AAA  proteolytische
Domanen Domane Domane CC
m-AAA-
Protease WAWB SRH HEXGH L

Q

Abb. 8: Domanenstruktur einer m-AAA-Protease-Untereinheit. MLS, mitochondriale Lokali-
sierungssequenz; TM, Transmembran-Domane; AAA, ATPase Domane; WA, Walker A-Box; WB,
Walker B-Box; SRH, “second region of homology®; HEXGH, konservierte Metallbindestelle des
proteolytischen Zentrums; E->Q, Punktmutation zur Inaktivierung des proteolytischen Zentrums; CC,
“coiled-coil“-Region; HIS, Hexahistidinpeptid.

Zur ldentifizierung neuer Substrate wurden Mitochondrien von Ayta10Ayta12-
Hefezellen verwendet, die Yta125'*? und Yta105°*°® mit oder ohne Hexahistidin-
peptid exprimieren. Um mogliche Interaktionen zwischen der Protease und
Substraten nicht zu zerstoren, wurden die Mitochondrien unter milden
Solubilisierungsbedingungen mit Hilfe von Digitonin lysiert. Nachdem die mito-
chondrialen Extrakte auf eine NiNTA-Affinitatssaule aufgetragen worden waren,
wurden gebundene Proteine mit 400 mM Imidazol eluiert (Abb. 9). In dieser Fraktion
eluierte die assemblierte m-AAA-Protease, bestehend aus Yta10™° und Yta12. Des
Weiteren konnten auch Prohibitin 1 (Phb1) und Prohibitin 2 (Phb2) immunologisch in
der Elutionsfraktion nachgewiesen werden. Phb1 und Phb2 bilden hochmolekulare
Prohibitin-Komplexe (~1,2 MDa) in der inneren Mitochondrienmembran (Steglich et
al., 1999). Es konnte gezeigt werden, dass diese Komplexe mit der m-AAA-Protease
interagieren und deren Aktivitat regulieren kbnnen (Steglich et al., 1999). Neben
dieser schon bekannten Interaktion konnte noch eine weitere Bande identifiziert
werden. Das ~20 kDa grol3e Protein wurde mit Hilfe der “peptide-mass-fingerprint"“-
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Analyse als MrpL32, ein Bestandteil der gro3en mitochondrialen Ribosomen-
untereinheit (Grohmann et al., 1991), identifiziert. Hierbei handelte es sich um eine
spezifische Koelution von MrpL32 mit der m-AAA-Protease, da MrpL32 nicht in der
Fraktionierung von yta1059yta1259-Mitochondrien nachgewiesen werden konnte.
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Abb. 9: MrpL32 interagiert, neben dem Prohibitin-Komplex, mit der m-AAA-Protease.
yta105%ta1259%- und yta10¥"°yta12%-Mitochondrien wurden auf eine NiNTA-Affinitatssaule
aufgetragen und gebundene Proteine mit Imidazol eluiert. Die prazipitierten Elutionsfraktionen wurden
mittels SDS-PAGE aufgetrennt und mit colloidalem Coomassie angefarbt. MrpL32 wurde mit Hilfe der
“peptide-mass-fingerprint“-Analyse identifiziert.

3.3 Reifung von MrpL32

3.3.1 m-AAA-Protease-abhangige Prozessierung von MrpL32 in vitro

Die Interaktion von MrpL32 mit der proteolytisch inaktiven Variante der m-AAA-
Protease deutet daraufhin, dass MrpL32 ein neues Substrat der m-AAA-Protease ist.
Um dies zu testen, wurde MrpL32 in einem zellfreien System in Gegenwart von ¥s-
Methionin synthetisiert und posttranslational in isolierte Wildtyp (WT)-, Ayta10- und
Ayta12-Mitochondrien importiert (Abb. 10). Der Import von MrpL32 in die WT-



Ergebnisse 51

Mitochondrien war vom Membranpotential Uber der inneren Mitochondrienmembran
abhangig (+AW). Es fiel jedoch auf, dass eine kleinere Form (m) von MrpL32 nach
dem Import erzeugt wurde, welche im Gegensatz zu der groReren Form (p) resistent
gegenuber Proteinase K (PK) war. Dies bedeutet, dass diese Form durch die aul3ere
Mitochondrienmembran vor der Protease geschutzt wurde. Zur submitochondrialen
Lokalisierung von MrpL32 wurde die auldere Membran durch osmotisches Schwellen
in Gegenwart von PK gedffnet. Auch unter diesen Bedingungen war MrpL32
gegenuber Proteinase K resistent. MrpL32 ist daher in der Matrix lokalisiert und wird

von der inneren Mitochondrienmembran vor der Protease geschutzt.
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Abb. 10: Die Reifung von MrpL32 nach Import in Mitochondrien ist abhédngig von der m-AAA-
Protease. Radioaktiv markiertes MrpL32 wurde posttranslational fir 30 min bei 25°C in isolierte
Wildtyp (WT)-, Ayta10-, Ayta12-Mitochondrien importiert. Das Membranpotential wurde durch die
Zugabe von Valinomycin zerstort (-AW). Nicht importiertes Material wurde durch die Zugabe von
Proteinase K (PK; 50 upg/ml) fir 30 min bei 4°C abgebaut. Die duRere Membran wurde zur
Bestimmung der submitochondrialen Lokalisierung durch osmotisches Schwellen (SW) in Gegenwart
von PK gedffnet. Die Proben wurden mittels SDS-PAGE und Autoradiographie analysiert. Zur
Kontrolle des Schwell-Experimentes wurde ein Western-Blot gegen das Intermembranraumprotein
Cytochrom b2 (Cytb2) und das Matrixprotein Mge1 durchgeflhrt. p, Vorstufenform; m, reife Form.



Ergebnisse 52

Interessanterweise erfolgte jedoch keine Reifung von MrpL32 in m-AAA-Protease-
defizienten Mitochondrien (Ayta10 und Ayta12). Dies lag jedoch nicht an einem
gestorten Import, da die nicht-prozessierte Form in diesen Mitochondrien auch vor
PK geschitzt in der Matrix vorlag. Die m-AAA-Protease spielt somit fur die

Prozessierung von MrpL32 in Mitochondrien eine wichtige Rolle.

3.3.2 MrpL32 ist in Eubakterien und eukaryontischen Mitochondrien

konserviert

MrpL32 ist eine Komponente der grof3en mitochondrialen Ribosomenuntereinheit.
Ein Sequenzvergleich der homologen Proteine aus Eubakterien (E. coli) und aus
eukaryontischen Mitochondrien von Mensch und Maus zeigt eine hohe Kon-
servierung (Abb. 11). Insgesamt gibt es 145 homologe MrpL32-Proteine in 140 Arten
(von Mering et al., 2005). Im Vergleich von MrpL32 aus Hefe mit dem menschlichen
Homolog betragt die Sequenzidentitat 22% und die Sequenzahnlichkeit 47%. Die
Bestimmung des aminoterminalen Endes von MrpL32 in S. cerevisiae mittels
Edman-Sequenzierung identifizierte die Aminosaure Alanin an Position 72 als Amino-
Terminus des reifen Proteins (Grohmann et al., 1991). Der Vergleich von MrpL32 aus
Eubakterien und Eukaryonten zeigt eine N- und C-terminale Verlangerung. Hierbei
handelt es sich um eine generelle evolutive Entwicklung. Im Vergleich zu bakteriellen
Ribosomen ist in mitochondrialen Ribosomen das Verhaltnis von Protein zu rRNA
invertiert. So betragt das Verhaltnis in bakteriellen Ribosomen 33% Proteine zu 67%
rRNA und in mitochondrialen Ribosomen 69% Proteine zu 31% rRNA. Der Verlust
der rRNA wird durch eine Erhdhung des Proteinanteils kompensiert, was sich in der
Regel in einer Verlangerung der Proteine widerspiegelt (Suzuki et al., 2001a; Suzuki
et al., 2001b; O'Brien, 2002).
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Abb. 11: Sequenzvergleich von MrpL32. S.c., Saccharomyces cerevisiae; H.s., Homo sapiens;
M.m., Mus musculus; E.c., Escherichia coli. Der Vergleich wurde mit ClustalW erstellt. Die Farben
bedeuten: blau, alle Aminosduren der Spalte sind identisch; rot, die Halfte der Aminosauren in einer
Spalte sind identisch oder gehdren einer Gruppe mit hoher Ahnlichkeit an; gelb, mehr als die Halfte
der Aminosé&uren in einer Spalte gehdren einer Gruppe mit geringer Ahnlichkeit an. Der Pfeil zeigt die
Reifungsstelle von MrpL32 an.

3.3.3 m-AAA-Protease-abhangige Prozessierung von MrpL32 in vivo

Das Import-Experiment hat eine m-AAA-Protease-abhangige Reifung von MrpL32 in
vitro gezeigt. Zur Uberpriifung, ob diese Reifung auch in vivo in Hefezellen
stattfindet, wurden zwei polyklonale Antikdrper gegen MrpL32 hergestellt. Ein Peptid-
Antikorper war spezifisch gegen die Vorstufenform gerichtet, da das zur Antikorper-
Herstellung verwendete Peptid den Aminosauren 45-59 von MrpL32 entsprach. Des
Weiteren wurde auch noch ein Peptidantikorper gegen die Aminosauren 131-145
hergestellt. Dieser Antikorper sollte sowohl die Vorstufenform als auch die reife Form
erkennen. Uberraschenderweise erkannte er aber nur die reife Form. Mit Hilfe dieser
beiden Antikorper wurde die Reifung von MrpL32 in verschiedenen Hefestammen
untersucht (Abb. 12). Es stellte sich auch hier heraus, dass MrpL32 in Wildtyp (WT)-
Mitochondrien prozessiert wird, jedoch nicht in m-AAA-Protease-defizienten
Mitochondrien (Ayta10, Ayta12). Es muss allerdings erwahnt werden, dass bei
langen Expositionen sehr geringe Mengen von prozessiertem MrpL32 nachgewiesen
werden konnten (Abb. 12), was darauf hinweist, dass MrpL32 moglicherweise sehr
ineffizient von einer anderen Protease prozessiert werden kann. Die proteolytische
Inaktivierung einer Untereinheit der m-AAA-Protease (yta10 oder yta1259) fiihrte
zu keiner Beeintrachtigung der Reifung, da diese Mutanten noch eine proteolytisch
aktive Untereinheit besitzen. Es wurde bereits gezeigt, dass weder die
Assemblierung noch die Atmungskompetenz dieser Mutanten gestort ist (Arlt ef al.,
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1998). Im Gegensatz dazu findet keine Reifung statt, wenn beide Untereinheiten
inaktiviert sind (yta105Qyta1259). Somit konnte gezeigt werden, dass MrpL32 auch in
vivo durch die m-AAA-Protease prozessiert wird und dass diese Prozessierung
abhangig von der proteolytischen Aktivitat der m-AAA-Protease ist. Hierbei handelt
es sich um eine N-terminale Reifung, da die gereifte Form nicht mehr von dem

Prasequenz-spezifischen Antikorper erkannt wurde.
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Abb. 12: N-terminale Reifung von MrpL32 in vivo. Die Reifung von MrpL32 in vivo wurde in
isolierten Mitochondrien (je 30 yg) untersucht. Zum Nachweis von MrpL32 wurden ein Prasequenz-
spezifischer und ein gegen das reife Protein gerichteter Antikérper verwendet. WT, Wildtyp; Amrp/32;
Ayta10; Ayta12, yta1OEQ, Ayta10-Zellen mit Expression von Yta105°%%¢,; yta1ZEQ, Ayta12-Zellen mit
Expression von Yta1256™¢,; yta1OEQ yta12EQ, Ayta10Aytai2-Zellen mit Expression von Yta105°°°? und
Yta1256™¢, exp., Exposition; p, Vorstufenform; m, reife Form von MrpL32.

3.3.4 C-Terminale Prozessierung von MrpL32

Im vorangegangenen Experiment wurde eine von der m-AAA-Protease abhangige N-
terminale Reifung von MrpL32 gezeigt. Dieses Experiment schliel3t jedoch eine
weitere C-terminale Reifung nicht aus. Aus diesem Grunde wurde auf genomischer
Ebene mit Hilfe der homologen Rekombination MrpL32 am 3’ Ende mit der
Information fur ein dreifaches Hamagglutinin-Epitop (HA) versehen. Diese
Markierung wurde sowohl in Wildtyp (MRPL32HA3)- als auch in Ayta10
(MRPL32HA3/Ayta10)-Zellen durchgefihrt. Die Uberpriifung der erfolgreichen
Integration der Markierung im Genom wurde mittels PCR durchgefuhrt (Daten nicht
gezeigt). Die Analyse der MRPL32HA3 Mitochondrien mit einem HA-spezifischen
Antikorper zeigte jedoch kein Signal (Abb. 13). Im Gegensatz dazu konnte eine HA-
spezifische Bande in MRPL32HA3/Ayta10-Mitochondrien nachgewiesen werden. Die
GroRe der Bande korreliert mit der GroR3e der Vorstufenform. Hierbei handelte es
sich um ein spezifisches Signal, da eine entsprechende Bande in WT-Mitochondrien
ohne eine HA-Markierung nicht nachgewiesen werden konnte. Das Ergebnis legt die
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Vermutung nahe, dass MrpL32 auch C-terminal von der m-AAA-Protease gereift wird
und deshalb keine reife MrpL32 Bande in den MRPL32HA3-Mitochondrien nach-
gewiesen werden konnte. Allerdings kann nicht ausgeschlossen werden, dass
lediglich nur das HA-Epitop abgespalten wird.

aHA

Abb. 13: C-terminale Reifung von MrpL32 in vivo. Die C-terminale Reifung von MrpL32 in vivo
wurde in Wildtyp (WT)-, MRPL32HA3- und MRPL32HA3/Ayta10-Mitochondrien (je 30 pg) untersucht.
HA-markiertes MrpL32 wurde mit einem HA-spezifischen Antikdrper nachgewiesen. Der Pfeil markiert
die erwartete GroRe des reifen MrpL32 Proteins. p, Vorstufenform.

Es stellt sich nun die Frage, ob diese C-terminale Reifung fur die Funktion des
Proteins essentiell ist. Da es sich bei der HA-Markierung um ein kleines Epitop (27
Aminosauren) handelt, was im Fall von MrpL32 zu keiner Beeintrachtigung der
Proteinfunktion fuhrte (Daten nicht gezeigt), wurde im folgenden Versuch MrpL32 mit
einem grof3en GFP-Epitop (27 kDa) versehen. Es sollte untersucht werden, ob die
Markierung mittels eines GFP-Epitops die C-terminale Reifung stort und welche
Auswirkungen dies auf die Funktion des Proteins hat. In der Tat fuhrte die
Markierung von MrpL32 mit einem GFP-Epitop zum Verlust der C-terminalen Reifung
(Abb. 14A), da im Wildtyp (WT)-Hintergrund keine prozessierte GFP-Domane
nachgewiesen werden konnte. Jedoch zeigte der Vergleich mit Ayta12/MRPL32GFP-
Mitochondrien, dass die N-terminale Reifung nicht beeintrachtigt war, da die reife
Form im WT ca. 8 kDa kleiner war als die Vorlauferform. Dieser Unterschied kann
nur durch die Prozessierung der ersten 71 Aminosauren hervorgerufen werden. In
systematischen Deletionsanalysen von Hefegenen konnte gezeigt werden, dass die
Deletion von MRPL32, wie der Verlust von YTA10 oder YTA12 (Tauer et al., 1994,
Tzagoloff et al.,, 1994; Guélin et al., 1996), zur Beeintrachtigung der Atmungs-
kompetenz fuhrt (Steinmetz ef al., 2002). Diese Hefestamme sind nicht in der Lage,
auf nicht-fermentierbaren Kohlenstoffquellen zu wachsen. Interessanterweise fuhrte

jedoch die gestorte C-terminale Reifung von MrpL32 zu keinem Funktionsverlust, da
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der Hefestamm MRPL32GFP atmungskompetent ist (Abb. 14B). Zusammenfassend
wird MrpL32 neben der schon gezeigten N-terminalen Prozessierung vermutlich
auch C-terminal gereift, wobei diese Reifung nicht essentiell fir die Funktion des
Proteins ist.

’(}’\q,
S §\

P MrpL32GFP
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Abb. 14: C-terminale Prozessierung von MrpL32 in vivo. (A) Die C-terminale Reifung von MrpL32
in vivo wurde in isolierten MRPL32GFP- und Ayta12/MRPL32GFP-Mitochondrien (je 30 ug)
untersucht. Durch GFP-markiertes MrpL32 wurde mit einem GFP-spezifischen Antikérper nach-
gewiesen. Der Pfeil markiert die erwartete Position der GFP-Bande. p, Vorstufenform; m, reife Form.
(B) Wildtyp (WT)-, Amrpl32-, Ayta12-, MRPL32GFP- und Ayta12/MRPL32GFP-Zellen wurden auf
YPD- und YPG-Medium ausgestrichen und fiir 3 Tage bei 30°C inkubiert.
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3.4 Die ersten 77 Aminosauren von MrpL32 sind notwendig fiir

den Import in Mitochondrien

Die Translokation von mitochondrialen Matrixproteinen hangt meistens von einem
spezifischen Signalpeptid ab, welches sich am aminoterminalen Ende des Vorlaufer-
proteins befindet. Nach dem Import wird diese Sequenz in der mitochondrialen Matrix
von einer Signalpeptidase (MPP, mitochondriale Prozessierungspeptidase) entfernt
(Bohni et al., 1983; Hawlitschek et al., 1988). Das Signalpeptid bildet in der Regel
eine amphipatische a-Helix aus, in der positiv geladene Reste auf einer Seite der
Helix positioniert sind, wahrend hydrophobe Aminosauren auf der gegenuber-
liegenden Seite angeordnet sind. Die Prasequenz von MrpL32 (1-71) zeichnet sich
nicht durch eine solche charakteristische mitochondriale Signalsequenz aus.
Dennoch fuhrt die Deletion der Prasequenz zu einem volligen Verlust der Import-
kompetenz (Abb. 15A). Somit enthalt die Prasequenz notwendige Elemente fur den

mitochondrialen Import.
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Abb. 15: Die ersten 77 Aminosauren sind fir den mitochondrialen Import von MrpL32
notwendig. *°>S-markiertes (A) MrpL32 (1-183) und MrpL32 (72-183), oder (B) MrpL32 (1-71)-DHFR,
MrpL32 (1-77)-DHFR, MrpL32 (1-90)-DHFR und MrpL32 (1-183)-DHFR wurden in Wildtyp (WT)- und
in Ayta10-Mitochondrien, wie in Abb. 10 beschrieben, importiert. Die Proben wurden mittels SDS-
PAGE und Autoradiographie analysiert.

Ob die Prasequenz ausreicht, um ein heterologes Protein in Mitochondrien zu
importieren, sollte der folgende Versuch klaren. Dazu wurden MrpL32 und MrpL32-
Fragmente verschiedener Langen mit dem Reporterprotein Dihydrofolat-Reduktase
(DHFR) der Maus fusioniert. DHFR selbst enthalt keine mitochondriale Signal-
sequenz und wird nicht in Mitochondrien importiert. Das Hybridprotein MrpL32 (1-
183)-DHFR wird jedoch importiert, da die Volllangeform von MrpL32 die potentielle



Ergebnisse 58

mitochondriale Signalsequenz enthalt (Abb. 15B). Im Gegensatz dazu reicht die
Prasequenz von MrpL32 alleine nicht aus, um das Hybridprotein MrpL32 (1-71)-
DHFR in Mitochondrien zu importieren. Fusioniert man dagegen mindestens die
ersten 77 Aminosauren von MrpL32 mit DHFR, werden diese Konstrukte effizient
importiert. Diese zusatzlichen sechs Aminosauren (72-77) sind zusammen mit der
Prasequenz (1-71) entscheidend fur den Import. In der Sequenz von MrpL32 ist zu
erkennen, dass das C-terminale Ende der Prasequenz reich an negativ geladenen
Aminosauren ist, wobei die zusatzlichen sechs Aminosauren uberwiegend positiv
geladen sind (Abb. 11). Es ist denkbar, dass beide Segmente miteinander
interagieren, eine Haarnadelstruktur ausbilden und somit den Import ermoglichen.
Ein solcher Mechanismus wurde schon fur den Import von Bcs1 postuliert (Folsch et
al., 1996).

3.5 Die Prozessierung ist essentiell fiir die Funktion von MrpL32

1.1.1 Die Expression von reifem MrpL32 rettet den Amrpl32-Phanotyp

Es konnte gezeigt werden, dass MrpL32 sowohl am N- als auch am C-Terminus
proteolytisch gespalten wird, wobei die C-terminale Prozessierung nicht essentiell fur
die Funktion von MrpL32 ist. Des Weiteren kdnnen die ersten 77 Aminosauren als
Signalsequenz dienen. Im folgenden Versuch sollte untersucht werden, ob die
Prasequenz und die N-terminale Reifung fur die Funktion von MrpL32 notwendig
sind. Dazu wurde die Prasequenz (1-71) von MrpL32 gegen die Prasequenz (1-69)
der Untereinheit 9 der mitochondrialen FiFo-ATPase von N. crassa ausgetauscht.
Diese Sequenz erlaubt auch in S. cerevisiae einen mitochondrialen Import. Wahrend
des Imports wird die Signalsequenz an zwei Stellen, nach den Aminosauren 35 und
66, durch die mitochondriale Prozessierungspeptidase (MPP) hydrolytisch gespalten
(Schmidt et al., 1984; Ungermann et al., 1994). Das Hybridprotein Su9 (1-69)-
MrpL32 (72-183) sollte somit eine mitochondriale Lokalisierung und eine von der m-
AAA-Protease unabhangige Reifung von MrpL32 ermdglichen. Der diploide
Hefestamm Amrpl32/MrpL32 wurde mit diesem Konstrukt und zur Kontrolle mit
Wildtyp-MrpL32 transformiert. Nach Sporulation und Tetradenanalyse wurden
Sporen isoliert, die die Plasmide und die genomische Deletion von MRPL32

enthielten. In diesem Fall war es notwendig, den diploiden Stamm und die Tetraden-
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analyse zu verwenden, da der Verlust der mitochondrialen DNA aufgrund defekter
mitochondrialer Translation ausgeschlossen werden sollte (Myers et al., 1985;
Contamine und Picard, 2000). Die Sporen wurden anschlielend auf ihre Atmungs-
kompetenz untersucht. Wie schon beschrieben, sind Amrpl32-Hefezellen nicht in der
Lage, auf nicht fermentierbaren Kohlenstoffquellen zu wachsen (Steinmetz et al.,
2002). Sowohl die Expression von MrpL32 als auch die von Su9 (1-69)-MrpL32 (72-
183) konnte die Atmungskompetenz wiederherstellen (Abb. 16A). Die Reifung von
MrpL32 ist somit wichtig fur die Funktion des Proteins und die Atmungskompetenz

der Zelle.

Su9 (1-69)-MrpL32 (72-183) konnte den Defekt nur komplementieren, wenn es von
einem 2u-Plasmid Uberexprimiert wurde. Dies spiegelt sich aber nicht in den Protein-
mengen wider, da im Vergleich zum Wildtyp in diesen Mitochondrien die Menge an
reifem MrpL32 sogar verringert ist (Abb. 16B). Moglicherweise ist die Prasequenz
von MrpL32 fur eine effiziente Reifung bzw. fur eine richtige Lokalisation in der
inneren Mitochondrienmembran notwendig. Der Austausch bewirkt somit eine

gestorte Faltung bzw. Lokalisation und in Folge dessen den Abbau von MrpL32.
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Abb. 16: Die Expression von Su9 (1-69)-MrpL32 (72-183) komplementiert den Amrpl32-
Phéanotyp. (A) Wachstumsanalyse von Amrpl32-, Amrpl32-Sporen mit Expression von MrpL32 oder
Su9 (1-69)-MrpL32 (72-183) auf einer fermentierbaren (YPD) und einer nicht fermentierbaren
Kohlenstoffquelle (YPG) bei 30°C. (B) Proteinmenge an reifem MrpL32 in isolierten Mitochondrien
(30 pg) von Wildtyp (WT) und Amrpl32 mit Expression von Su9 (1-69)-MrpL32 (72-183) Zellen. Der
Nachweis von Cytochrom b2 (Cytb2) und dem ADP-ATP Transporter Aac2 diente als Ladekontrolle.
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3.5.2 Reifes MrpL32 komplementiert den Atmungsdefekt von m-AAA-

Protease-defizienten Zellen

Der Verlust der m-AAA-Protease fuhrt wie die Deletion von MrpL32 zu einem
Atmungsdefekt (Tauer et al., 1994; Tzagoloff et al., 1994; Guélin et al., 1996;
Steinmetz et al., 2002). Es ist denkbar, dass der Atmungsdefekt durch die fehlende
Prozessierung von MrpL32 verursacht wird. Um dies zu untersuchen, wurde das
Konstrukt Su9 (1-69)-MrpL32 (72-183) in Ayta10- und Ayta10/Amrpl32-Hefezellen
exprimiert. In der Tat konnte die Expression des Hybridproteins den Atmungsdefekt
der Ayta10-Hefezellen partiell retten (Abb. 17A). Die partielle Komplementation
konnte auf verringerten MrpL32-Mengen beruhen (Abb. 17B). Weitere Experimente
sollen nun zeigen, ob eine Erhohung der Proteinmengen an reifem MrpL32 eine
vollstandige Komplementation ermoglicht, oder ob die gestorte Proteolyse anderer
Substrate den partiellen Effekt bewirkt. Dessen ungeachtet zeigt dieses Experiment,
dass die Prozessierung von MrpL32 eine der wichtigsten Aufgaben der m-AAA-
Protease im Mitochondrium ist, da die Expression von reifem MrpL32 den Atmungs-

defekt von m-AAA-Protease-defizienten Hefezellen retten kann.
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Abb. 17: Die Expression von Su9 (1-69)-MrpL32 (72-183) kann den Atmungsdefekt von m-AAA-
Protease-defizienten Hefezellen komplementieren. (A) Wachstumsanalyse von Wildtyp (WT)-,
Ayta10-, Ayta10- und Ayta10Amrpl32-Hefezellen mit Expression von Su9 (1-69)-MrpL32 (72-183) auf
einer fermentierbaren (YPD) und einer nicht fermentierbaren Kohlenstoffquelle (YPG) nach einer
Inkubation von drei Tagen, im Falle von den komplementierten Stdmmen von sieben Tagen. (B)
Proteinmenge der Vorstufenform und von reifem MrpL32 in isolierten Mitochondrien (30 pg) von
Wildtyp (WT)-, Ayta10-, Amrpl32-, und Amrpl32-, Ayta10Amrpl32-, Ayta10-Zellen mit Expression von
Su9 (1-69)- (72-183). p, Vorstufenform; m, reife Form.
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3.5.3 Die Reifung des Hybridproteins Su9 (1-69)-MrpL32 (72-183) ist
MPP abhangig

Da MPP essentiell fur das Zellwachstum ist (Yaffe und Schatz, 1984; Yaffe et al.,
1985; Witte et al., 1988), konnte mit dem vorangegangenen Versuchsansatz nicht
gezeigt werden, dass die Komplementation des Amrp/32-Atmungsdefektes mit Hilfe
des Konstruktes Su9 (1-69)-MrpL32 (72-183) von der Prozessierung durch MPP
abhangig ist. Mit Hilfe der Temperatur-sensitiven MAS2-Mutante (masZ2ts), welche
eine Mutation in der a-Untereinheit von MPP enthalt, konnte gezeigt werden, dass
das Hybridprotein Su9 (1-69)-MrpL32 (72-183) in der Tat MPP-abhangig prozessiert
wird. Dazu wurde Su9 (1-69)-MrpL32 (72-183) und als Kontrolle Su9 (1-69)-DHFR
(Stan et al., 2000) in Wildtyp (WT)- und in mas2'® (mas2)-Mitochondrien importiert.
Beide Proteine wurden abhangig von Membranpotential (+AW) importiert und
prozessiert (Abb. 18A). Wurden diese Proteine in mas2*-Mitochondrien importiert,
die vor dem Import zur Induktion des Temperatur-sensitiven Phanotyps fur 30 min
bei 39°C inkubiert worden waren, so war diese Prozessierung gestort. Hierbei
handelt es sich nicht um einen vollstandigen Prozessierungsdefekt, da Temperatur-
sensitive Mutationen in der Regel zu keinem vollstandigen Funktionsverlust des
Proteins fuhren. Der beobachtete Effekt ist vergleichbar mit schon publizierten Daten
fur andere mitochondriale Vorstufenproteine (Yaffe und Schatz, 1984).
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Abb. 18. MPP-abhingige Prozessierung von Su9 (1-69)-DHFR und Su9 (1-69)-MrpL32 (72-183).
(A) *S-Methionin markiertes Su9 (1-69)-DHFR und Su9 (1-69)-MrpL32 (72-183) wurden post-
translational fir 30 min bei 25°C in isolierte Wildtyp (WT)-und mas2ts (mas2)-Mitochondrien importiert.
Vor dem Import wurden die Mitochondrien zur Induktion der Temperatur-Sensitivitat fir 30 min bei
39°C inkubiert. Das Membranpotential wurde durch die Zugabe von Valinomycin zerstort (-AW). Nicht
importiertes Material wurde durch die Zugabe von Proteinase K (PK; 50 pug/ml) fir 30 min bei 4°C
abgebaut. (B) %3-Methionin markiertes Su9 (1-69)-MrpL32 (72-183) und Su9 (1-69)-DHFR wurden fir
die angegebenen Zeitpunkte mit und ohne gereinigtem MPP inkubiert. Die Proben wurden mittels
SDS-PAGE und Autoradiographie analysiert. p, Vorstufenform; m, reife Form.
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In einem weiteren Experiment wurden **S-markiertes Su9 (1-69)-MrpL32 (72-183)
und wieder als Kontrolle Su9 (1-69)-DHFR mit gereinigtem MPP inkubiert (Abb. 18B).
Eine Inkubationszeit von 10 min reichte aus, um die Hybridproteine in vitro zu ~90 %
zu prozessieren. Beide Experimente zeigen, dass die Prozessierung von Su9 (1-69)-
MrpL32 (72-183) MPP-abhangig ist, wie es schon fur das Konstrukt Su9 (1-69)-
DHFR gezeigt werden konnte (Stan et al., 2000).

3.6 Der Verlust der m-AAA-Protease fiihrt zu einer defekten

mitochondrialen Translation

Die vorangegangenen Experimente haben gezeigt, dass MrpL32 durch die m-AAA-
Protease prozessiert wird und die Expression von reifem MrpL32 den Atmungsdefekt
von m-AAA-Protease-defizienten Zellen partiell retten kann. Zur Untersuchung, ob
die Prozessierung von MrpL32 eine Auswirkung auf die mitochondriale Translation
hat, wurde in vivo die Translation in Wildtyp (WT)-, Ayta710- und Ayta12- und als
Kontrolle in Amrpl32- und Ayme1-Zellen untersucht. Die Markierung der mito-
chondrialen Translationsprodukte erfolgte durch Inkubation der Hefen fur 10 min bei
30°C in Minimalmedium, das **S-Methionin enthielt. Die cytosolische Translation
wurde vor und wahrend der Markierung durch Zugabe von Cycloheximid inhibiert.
Anschlielend wurden die Hefen mit Hilfe einer alkalischen Lyse aufgeschlossen. Die
mitochondrialen Translationsprodukte wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und mit
Autoradiographie analysiert. Die Quantifizierung der gesamten Radioaktivitat erfolgte
mit einem Szintillationszahler. In der Hefe werden acht Proteine vom mitochondrialen
Genom kodiert (Tzagoloff et al., 1979; Tzagoloff und Myers, 1986; Foury et al.,
1998). Die acht Translationsprodukte (Var1, Coxl, Coxll, Coxlll, Cytb, ATPase6, 8
und 9) konnten in Wildtyp-Zellen nachgewiesen werden (Abb. 19A). Der Vergleich
mit m-AAA-Protease-defizienten Stammen wie Ayta10 oder Ayta12 zeigte jedoch,
dass in diesen Stammen die Translationseffizienz um ca. 90% verringert ist (Abb.
19B). Die Deletion von MRPL32 fuhrte zu einem kompletten Verlust der
mitochondrialen Translation, da die Proteinsynthese von der Integritat der
mitochondrialen DNA (mtDNA) abhangt (Myers et al., 1985; Contamine und Picard,
2000). Es konnte gezeigt werden, dass die Deletion von MRPL32 zum partiellen
Verlust der mtDNA fuhrt (p°, Daten nicht gezeigt). Die reduzierten mitochondrialen

Translationseffizienzen in Ayta10- oder Ayta12-Zellen legten nahe, dass die m-AAA-
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Protease-abhangige Prozessierung von Mrpl32 wichtig fur die mitochondriale
Translation ist. Mit diesem Ergebnis kdnnen nun auch frihere Beobachtungen erklart
werden. So verlieren 10-20% von m-AAA-Protease-defizienten Zellen in der
stationaren Phase ihre mtDNA (Rep und Grivell, 1996). Der unvollstandige Verlust
der mtDNA kann damit erklart werden, dass in Abwesenheit der m-AAA-Protease
sehr geringe Mengen an MrpL32 von einer anderen Peptidase prozessiert werden
konnen (Abb. 12). Diese Menge reicht wahrscheinlich aus, um die 10%ige

Translationseffizienz aufrechtzuerhalten und die mtDNA zu stabilisieren.
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Abb. 19: Der Verlust der m-AAA-Protease fiihrt zu einem Translationsdefekt. Mitochondriale
Translationsprodukte wurden in vivo in Hefe-Zellen (Wildtyp (WT), Ayta10, Ayta12, Amrpl32, Ayme1)
in Gegenwart von %3-Methionin und Cycloheximid radioaktiv markiert. Die Zellen wurden mittels
alkalischer Lyse aufgeschlossen. Die Analyse der Translationsprodukte (Var1, Coxl, Coxll, Coxlll,
Cytb, ATPase6, 8 und 9) erfolgte durch SDS-PAGE und Autoradiographie. Im unteren Teil der
Abbildung ist der Mittelwert der gesamten Radioaktivitdt der Translationsprodukte von drei
unabhangigen Versuchen wiedergegeben.
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3.7 Assemblierung mitochondrialer Ribosomen in Abwesenheit
der m-AAA-Protease

Die Beeintrachtigung der MrpL32-Prozessierung fuhrt in m-AAA-Protease-defizienten
Zellen zu einem Translationsdefekt, der auf verschiedenen Grunde beruhen kann:
Eine gestorte MrpL32-Prozessierung konnte die Assemblierung der Ribosomen
storen und zum Abbau ribosomaler Proteine durch die PIM1-Protease fuhren (Suzuki
et al., 1997). Die Deletion von YTA10, YTA12 oder die Inaktivierung des
proteolytischen Zentrums der m-AAA-Protease-Untereinheiten (yta10C, yta 1259,
yta105Cyta1259) bewirkte jedoch keine Verdnderung der Proteinmengen von Kompo-
nenten der grof3en Untereinheit (Mrp7, Mrp20 und Mrp49) oder der kleinen Unter-

einheit (Mrp13) (Abb. 20).
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Abb. 20: Die Inaktivierung der m-AAA-Protease fiihrt zu keinem Verlust von ribosomalen
Proteinen. Proteinmengen von Komponenten der groRen Untereinheit (Mrp7, Mrp20, Mrp49) und der
kleinen Untereinheit (Mrp13) in isolierten Mitochondrien (je 30 pg) von Wildtyp (WT)-, Ayta10-,
Ayta12-, yta10EQ-, yta12EQ- und yta10EQyta12EQ—ZeIIen. Der Nachweis erfolgte mit polyklonalen
Antikdérpern.

Die gestorte MrpL32-Prozessierung in Zellen, denen die m-AAA-Protease fehlt, fuhrt
zu keinem Verlust von ribosomalen Proteinen. Dies deutet darauf hin, dass entweder
die Assemblierung der Ribosomen in diesen Stammen nicht gestort ist, oder dass
der Assemblierungsdefekt erst zu einem spateren Zeitpunkt auftritt und somit die
ribosomalen Proteine vor Proteolyse geschutzt sind. Der folgende Versuch sollte
helfen, zwischen den beiden Mdoglichkeiten unterscheiden zu konnen. Dazu wurde
die Assemblierung der Ribosomen mit Hilfe der Saccharose-Dichtegradienten-
zentrifugation analysiert. Diese Methode ermdglicht es, die kleine Untereinheit (37S),
die groRe Untereinheit (54S) und das assemblierte Ribosom (70S) aufgrund ihrer
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unterschiedlichen Dichten voneinander zu trennen (Nieuwenhuysen und Slegers,
1978). Mitochondriale Extrakte von Wildtyp (WT)-, Ayta10-, Ayta12- und Amrpl32-
Zellen wurden auf einen 23-40%igen Saccharosegradienten aufgetragen. Nach
einem Zentrifugationsschritt wurde die Verteilung der rRNA im Gradienten entweder
mittels UV-Messung bei 254 nm (Abb. 21A) oder durch Fraktionierung, SDS-PAGE
und Western-Blot die Position von ribosomalen Proteinen im Gradienten bestimmt
(Abb. 21B).
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Abb. 21: Analyse der Assemblierung von mitochondrialen Ribosomen. Mitochondriale Extrakte
von Wildtyp (WT)-, Ayta10-, Ayta12- und Amrpl32-Zellen wurden mittels Saccharose-
Dichtegradientenzentrifugation (23-40%) aufgetrennt. Ribosomale Untereinheiten wurden entweder
durch (A) Messung der Absorption der rRNA bei 254 nm oder durch (B) Fraktionierung der Gradienten
und anschlieRender Nachweis von ribosomalen Proteinen mittels Western-Blot und polyklonalen
Antikérpern identifiziert.

Im UV-Profil von Wildtyp-Extrakten waren deutlich die Absorptionsmaxima der
kleinen Untereinheit (37S), der grof3en Untereinheit (54S) und des assemblierten
Ribosoms (70S) zu erkennen. Die mittels UV-Messung bestimmte Lage der Ribo-
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somenpartikel im Gradienten stimmte auch mit den Ergebnissen der Fraktionierung
uberein. Die Deletion von YTA710 und YTA12 fuhrte jedoch zu keiner Beein-
trachtigung der Assemblierung. Dies war sowohl im UV-Profil als auch in der
Fraktionierung erkennbar. Im Gegensatz dazu fuhrte die Deletion von MRPL32 zu
einem vollstandigen Verlust der assemblierten Ribosomen, da die Integritat der
mitochondrialen DNA und somit auch der darauf kodierten rRNA von der Protein-
synthese abhangt (Myers et al., 1985; Contamine und Picard, 2000). Die sehr
geringen Mengen an reifem MrpL32 in Ayta10- bzw. Ayta12-Hefestammen (Abb. 12)
reichen sehr wahrscheinlich aus, um eine 10%ige Translationseffizienz aufrechtzu-

erhalten und damit dem Verlust von mtDNA entgegen zu wirken.

Interessanterweise fuhrt der Verlust der m-AAA-Protease zu keinem Defekt in der
Assemblierung der 54S-Untereinheit und des 70S-Ribosoms. Die Vorlauferform von
MrpL32 ist jedoch nicht in diesen Komplexen enthalten und befindet sich im
Gradienten in Fraktion 2. Die reife Form von MrpL32 ist dagegen in diesen
Komplexen enthalten, wenn auch nur zu einem kleinen Prozentsatz. Der grofdte Teil
befindet sich in einem kleinen Komplex, der kleiner als die 37S Untereinheit ist
(Fraktion 4-5). Dieses Experiment zeigt, dass die Prozessierung von MrpL32 nicht fur
die Assemblierung der 54S-Untereinheit und des 70S-Ribosoms erforderlich ist,
jedoch essentiell ist fur die Integration von MrpL32 in diese Komplexe. Da die
generelle Assemblierung nicht gestort ist, besteht die hohe Wahrscheinlichkeit, dass
die Integration von MrpL32 in die 54S-Untereinheit einer der letzten Schritte wahrend

der Assemblierung ist.

3.8 Die Insertion von MrpL32 ins Ribosom findet an der inneren

Mitochondrienmembran statt

Mit Ausnahme der ribosomalen Untereinheit Var1 handelt es sich bei den
mitochondrialen Translationsprodukten um hydrophobe Proteine der
Atmungskettenkomplexe, die in der inneren Mitochondrienmembran lokalisiert sind.
Elektronen-Mikroskopie-Aufnahmen haben gezeigt, dass in Hefe die mitochondrialen
Ribosomen mit der inneren Membran assoziiert sind (Linnane et al., 1973). Weitere
Arbeiten konnten nachweisen, dass die Interaktion zwischen der inneren
Mitochondrienmembran und den Ribosomen Salz-abhangig ist (Obbink et al., 1977;
Spithill et al., 1978; Van der Klei et al., 1994; Liu und Spremulli, 2000b). Die
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Wechselwirkung beruht offenbar auf elektrostatischen Kraften zwischen der polaren
Membranoberflache und den geladenen Gruppen der Ribosomen. Jedoch kdnnen
auch in Gegenwart von Triton X-100 nicht alle Ribosomen von der Membran
abgelost werden. Vermutlich wird diese Assoziation uber Interaktionen mit grof3en
Komplexen, wie zum Beispiel mit Oxa1, in der Membran vermittelt (Liu und
Spremulli, 2000b; Jia et al., 2003; Szyrach et al., 2003). Im folgenden Versuch wurde
eine mogliche Assoziation von MrpL32 mit der inneren Mitochondrienmembran
untersucht. Dazu wurden Wildtyp (WT)- und Ayta10-Mitochondrien in Anwesenheit
von ansteigenden Salzkonzentrationen mit Ultraschall aufgeschlossen. Nach einer
Ultrazentrifugation befinden sich I6sliche Matrixproteine im Uberstand und
Fragmente der auReren und inneren Membran mit assoziierten Proteinen im Pellet.
Mit ansteigenden Salz-Konzentrationen werden Komponenten der kleinen
Untereinheit (Mrp13) und der grof3en Untereinheit (Mrp49), inklusive der
Vorlauferform von MrpL32 (p), von der Membran abgel6st (Abb. 22A, B). Im
Unterschied dazu kann reifes MrpL32 selbst mit 300 mM KCI oder in Anwesenheit
von 2 M Harnstoff (Daten nicht gezeigt) nicht von der Membran abgelost werden
(Abb. 22A). Dieses Experiment lasst vermuten, dass es sich bei MrpL32 um ein
Membranprotein handelt und es eine Transmembrandomane besitzt. Jedoch konnte
unter Verwendung von verschiedenen Vorhersage-Programmen (PSort, PRED-
TMR, ...) keine Transmembrandomane identifiziert werden.

Die defekte Prozessierung von MrpL32 in einem m-AAA-Protease-defizienten Hefe-
stamm hat keine Auswirkung auf die Assemblierung der Ribosomen. Es ist denkbar,
dass es sich bei MrpL32 um einen Ribosomen-Akzeptor handelt. Die Integration von
MrpL32 in die 54S-Untereinheit ware in diesem Falle fur die Assoziation der
Ribosomen mit der inneren Mitochondrienmembran notwendig. Dies konnte nicht
bestatigt werden, da in Ayta10-Mitochondrien die Assoziation der kleinen und grof3en
Untereinheit mit der inneren Mitochondrienmembran dieselbe Salz-Abhangigkeit
zeigt wie in WT-Mitochondrien (Abb. 22A, B). Wie schon erwahnt wird vermutet, dass
Ribosomen mit anderen groReren Komplexen in der Membran interagieren kdnnen.
So konnte bereits gezeigt werden, dass das Protein Oxa1, welches fur die Insertion
von Proteinen in die innere Mitochondrienmembran wichtig ist, mit mitochondrialen
Ribosomen interagiert (Jia et al., 2003; Szyrach et al., 2003). Diese Interaktion
konnte moglicherweise eine gestorte Assoziation aufgrund der defekten
Prozessierung von MrpL32 kompensieren. Aber die Deletion von OXA71 im Ayta10-
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Hintergrund zeigte keine Auswirkung auf die Assoziation der Ribosomen mit der

inneren Mitochondrienmembran (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 22: Assoziation von MrpL32 mit der inneren Mitochondrienmembran. Mittels Ultraschall
wurden Mitochondrien von (A) Wildtyp (WT)- und (B) Ayta10-Zellen in Gegenwart von ansteigenden
KCI-Konzentrationen aufgeschlossen. Membranproteine und mit der inneren Mitochondrienmembran
assoziierte Proteine wurden durch Zentrifugation von Iéslichen Proteinen getrennt. Zum Nachweis von
MrpL32, Mrp49 und Mrp13 wurden polyklonale Antiseren verwendet. p, Vorstufenform; m, reife Form
von MrpL32.

Zur Untersuchung der Membraninsertion von MrpL32 in der inneren Mitochondrien-
membran wurden zusatzlich eine Triton X-114-Extraktion (Abb. 23A) und eine
Natriumcarbonat-Extraktion (Abb. 23B) durchgefuhrt. Bei der Triton X-114-Extraktion
wurden die Mitochondrien in dem Detergens bei 4°C solubilisiert und anschlielRend
einer Phasentrennung bei Raumtemperatur unterzogen. Daraufhin befinden sich
Membranproteine in der Detergens-, 10sliche Proteine in der wassrigen Phase
(Bordier, 1981; Knittler et al., 1998). Das genaue Prinzip der Natriumcarbonat-
Extraktion ist noch ungeklart. Die Extraktion bewirkt, dass geschlossene Membran-
Vesikel in offene Membranblatter Uberfuhrt werden (Fujiki et al., 1982). Nach einem
Zentrifugationsschritt befinden sich Membranproteine im Pellet, 16sliche und mit der
Membran assoziierte Proteine im Uberstand (Fujiki et al., 1982). Mit Hilfe beider
Methoden konnte das Ergebnis der Ultraschallanalyse verifiziert werden. Bei beiden
Extraktions-Methoden befand sich die prozessierte Form von MrplL32 in der
Membranfraktion; die Vorlauferform und andere ribosomale Proteine in der I0slichen
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Fraktion. Es bleibt jedoch unklar, welcher Teil von MrpL32 die Membraninsertion des

reifen Proteins bewirkt.
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Abb. 23: Reifes MrpL32 kann mit mitochondrialen Membranen extrahiert werden. Mitochondriale
Membranen von Wildtyp (WT)- und Ayta10-Zellen wurden entweder mittels (A) Triton X-114 oder
mittels (B) Natriumcarbonat extrahiert. Membranproteine (P) wurden nach der Lyse durch
Zentrifugation von l6slichen Proteinen (S) getrennt. Der Nachweis der Proteine erfolgte mit Hilfe von
polyklonalen Antikérpern. Aac2 diente als Markerprotein flr integrale Membranproteine, Cytb2 und
Mge1 als Markerprotein fiir I6sliche Proteine. T, Total; p, Vorstufenform; m, reife Form von MrpL32.

Die Experimente haben gezeigt, dass sich die Lokalisierung der reifen Form von
MrpL32 von der des Vorlauferproteins unterscheidet. Es ist denkbar, dass die
Reifung von MrpL32 durch die m-AAA-Protease eine Konformationsanderung her-
vorruft. Diese Konformationsanderung konnte bewirken, dass reifes MrpL32 in
unmittelbarer Nahe zur inneren Mitochondrienmembran in die membranassoziierten
Ribosomen (Obbink et al., 1977; Spithill et al., 1978; Van der Klei et al., 1994; Liu
und Spremulli, 2000b) integriert werden kann. Diese Theorie wird durch das Ergebnis
der Saccharose-Dichtegradientenzentrifugation (Abb. 21) gestutzt. Im Gegensatz zur
Vorlauferform liegt die reife Form von MrpL32, welche mit der inneren Mitochondrien-
membran assoziiert ist (Abb. 23), in einem hochmolekularen Komplex vor und
assembliert auch zu einem geringen Prozentsatz mit den Ribosomen. Die GroRe des
Komplexes konnte mittels Superose 6-Gelfiltrationen auf ca. 1 MDa bestimmt werden
(Abb. 24A). Uberraschenderweise assembliert MrpL32 nur zu einem geringen
Prozentsatz mit den Ribosomen. Entweder ist die Wechselwirkung mit dem Ribosom
so gering, dass sie wahrend der Reinigung zerstort wird, oder MrpL32 ist Teil eines

kleineren Komplexes, der zur vollstandigen Assemblierung in die Ribosomen
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integriert wird. Es ist auch denkbar, dass MrpL32 von der m-AAA-Protease, die
Chaperonaktivitat besitzt (Arlt et al., 1996), nach der Prozessierung an der Membran
gehalten wird. Es konnte in der Tat eine partielle Koelution von MrpL32 mit der m-
AAA-Protease in den Superose 6-Gelfiltrationen beobachtet werden (Abb. 24A). Des
Weiteren kofraktioniert reifes MrpL32 in Saccharose-Dichtegradienten mit der m-
AAA-Protease (Abb. 24B).
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Abb. 24: MrpL32 bildet einen ca. 1 MDa groBRen Komplex. Zur Analyse des MrpL32-Komplexes
wurde eine mogliche Koelution von MrpL32 mit der m-AAA-Protease in Superose 6-Gelfiltrationen und
Saccharose-Dichtegradienten untersucht. (A) Wildtyp-Mitochondrien wurden mit Digitonin lysiert und
mit Hilfe einer Superose 6-Gelfiltrationssaule aufgetrennt. Nach einer SDS-PAGE erfolgte der
Nachweis von MrpL32 und der m-AAA-Protease (Yta10) mittels polyklonaler Antikérper. In der
Abbildung ist der prozentuale Anteil von MrpL32 in den jeweiligen Fraktionen bezogen auf die
Gesamtmenge wiedergegeben. Die Lage des m-AAA-Protease- und des m-AAA-Protease/Prohibitin
Komplexes sind mit Pfeilen markiert. (B) Wildtyp-Mitochondrien wurden mittels Saccharose-
Dichtegradientenzentrifugation (23-40%) aufgetrennt. Nach anschlieBender Fraktionierung und SDS-
PAGE wurden ribosomale Untereinheiten und Yta10 mittels polyklonaler Antikérpern nachgewiesen.
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Diese Ergebnisse legen eine Interaktion zwischen der m-AAA-Protease und der
reifen Form von MrpL32 nahe. Zum Nachweis einer direkten Wechselwirkung
wurden Co-Immunfallungen durchgefuhrt. Dazu wurden mitochondriale Extrakte von
Wildtyp (WT)-, Ayta10- und yta105°°°qyta1256"#Q_Zellen mit einem polyklonalen anti-
Yta10 Antikorper inkubiert. In WT-Extrakten konnte nicht nur Yta10 gefallt werden,
sondern auch der Prohibitin-Komplex, bestehend aus Phb1 und Phb2 (Abb. 25A)
(Steglich et al., 1999). Es konnte keine Interaktion mit der reifen Form von MrpL32
gezeigt werden (Abb. 25A), jedoch wurde eine direkte Interaktion zwischen der
proteolytisch inaktiven Variante der m-AAA-Protease (yta105°°Cyta125"%?) und der
Vorlauferform von MrpL32 nachgewiesen (Abb. 25B). Zusammenfassend zeigen die
Interaktionsstudien, dass MrpL32 nach der Prozessierung von der m-AAA-Protease
freigesetzt wird und einen ca. 1 MDa grof3en Komplex ausbildet. In weiteren Experi-

menten sollen moglichen Interaktionspartner von MrpL32 in diesem Komplex

identifiziert werden.
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Abb. 25: Reifes MrpL32 interagiert nicht mit der m-AAA-Protease. Mitochondriale Extrakte von (A)
Wildtyp (WT)-, Ayta10- und (B) yta10’:_oyta12EQ (yta1055590yta12E614Q)—Zellen wurden mit einem
polyklonalen anti-Yta10 Antikdrper inkubiert. Das Immunpréazipitat (IP) wurde mittels SDS-PAGE und
Western-Blots analytisiert. Dazu wurden polyklonale Antikérper gegen Yta10, Phb1, Phb2 und MrpL32
verwendet. Als Kontrolle wurden jeweils 10% des Uberstandes nach der Solubilisierung aufgetragen
(T). p, Vorstufenform; m, reife Form von MrpL32.

3.9 m-AAA-Protease-abhédngige Prozessierung von MrpL32 in

Mitochondrien in der Maus

Neben MrplL32 sind auch die Untereinheiten der m-AAA-Protease in hdheren,
multizellularen Organismen stark konserviert (Juhola et al., 2000). Daher ist es
maoglich, dass die Prozessierung von MrpL32 auch in héheren Eukaryonten kon-
serviert ist. Es konnte schon fruher gezeigt werden, dass die menschliche m-AAA-
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Protease aus den homologen Untereinheiten Afg312 und Paraplegin besteht (Atorino
et al., 2003). Beide Proteine bilden in der Hefe einen hochmolekularen Komplex und
sind in der Lage, den Atmungsdefekt von Ayta10Ayta12-Zellen zu komplementieren
(Atorino et al., 2003). Zur Charakterisierung der m-AAA-Protease und deren Einfluss
auf die Prozessierung von MrpL32 in der Maus wurden die Untereinheiten der
murinen m-AAA-Protease, bestehend aus Afg3I12 und Paraplegin, heterolog in einem
Ayta10Ayta12-Hefestamm exprimiert. Entsprechend den menschlichen Daten konnte
die Expression der Maus-Homologe die Atmungskompetenz von Ayta710Ayta12-
Zellen wiederherstellen (Nolden et al., 2005b). Wie im Kapitel 3.5.2 gezeigt worden
ist, beruht der Atmungsdefekt in m-AAA-Protease-defizienten Zellen auf der defekten
MrpL32-Prozessierung (Abb. 17). Die Komplementation des Atmungsdefekts durch
die Expression von murinem Afg3I12 und Paraplegin in Ayta10Ayta12-Zellen legt die
Vermutung nahe, dass in diesen Zellen MrpL32 prozessiert wird. In der Tat konnte in
isolierten Mitochondrien dieses Hefestammes prozessiertes MrpL32 nachgewiesen
werden (Abb. 26).
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Abb. 26: Hefe-MrpL32 wird von der murinen m-AAA-Protease prozessiert. Die in vivo Reifung von
Hefe-MrpL32 wurde in isolierten Hefe-Mitochondrien (je 30 pg) untersucht. Zum Nachweis von
MrpL32 wurden ein Prasequenz-spezifischer und ein gegen das reife Protein gerichteter Antikdrper
verwendet. WT, Wildtyp-; Amrpl32-; Ayta10-; Ayta10Ayta12-; Ayta10Ayta12-Zellen mit Expression von
Afg312 und Paraplegin. p, Vorstufenform; m, reife Form von MrpL32.

Die heterologe Expression der murinen m-AAA-Protease in der Hefe S. cerevisiae
ermoglichte die Untersuchung der m-AAA-Protease-abhangigen Prozessierung von
murinem MrpL32. Dazu wurde murines MrpL32 in einem zellfreien System in
Gegenwart von ¥3-Methionin synthetisiert und posttranslational in isolierte Hefe-
Wildtyp (WT)-Mitochondrien importiert (Abb. 27A). Analog zu Hefe-MrpL32 wurde
murines MrpL32 Membranpotential-abhangig importiert und von der m-AAA-Protease
der Hefe prozessiert. Der Verlust der m-AAA-Protease (Ayta10Ayta12) fuhrte auch in

diesem Fall zu einem vollstandigen Prozessierungsdefekt von MrpL32. Dieser Defekt
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konnte fast vollstandig komplementiert werden, wenn in diesem Stamm Afg3I2 und
Paraplegin exprimiert wurden (Abb. 27A, B). Dieses Experiment zeigt, dass murines
MrpL32 in Hefe-Mitochondrien von der murinen m-AAA-Protease, bestehend aus
Afg3l2 und Paraplegin, prozessiert wird.
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Abb. 27: Murines MrpL32 wird von der murinen m-AAA-Protease in Hefemitochondrien
prozessiert. (A) Radioaktiv markiertes murines MrpL32 wurde posttranslational fiir 30 min bei 25°C in
isolierte Wildtyp (WT)-, Ayta10Ayta12- und Ayta10Ayta12+Afg3|2+Paraplegin-Mitochondrien importiert.
Das Membranpotential wurde durch die Zugabe von Valinomycin zerstort (-AW). Nicht importiertes
Material wurde durch die Zugabe von Proteinase K (PK; 50 ug/ml) fir 30 min bei 4°C abgebaut. Die
Proben wurden mittels SDS-PAGE und Autoradiographie analysiert. Der Pfeil markiert zusatzlich die
reife MrpL32-Bande. p, Vorstufenform; m, reife Form von mMrpL32. (B) Quantifizierung des pro-
zessierten MrpL32.

Im folgenden Versuch wurde der Prozessierungsdefekt von murinem MrpL32 in vivo
betrachtet. Dazu wurde ein polyklonaler Peptid-Antikorper verwendet, der gegen die
reife Form von murinem MrpL32 gerichtet war (Aminosauren 83-98). Die Prozes-
sierung wurde in isolierten Lebermitochondrien von 11 Monate alten Wildtyp (WT)-
und homozygoten Knock-out Paraplegin (-/-)-Mausen analysiert (Abb. 28). Es konnte
auch hier ein Prozessierungsdefekt festgestellt werden. In Paraplegin-defizienten
Mitochondrien war im Vergleich zum Wildtyp die Menge an reifem MrpL32 signifikant
reduziert. Zusatzlich konnte in diesen Mitochondrien auch die Vorlauferform nachge-
wiesen werden. Es muss jedoch erwahnt werden, dass der Nachweis der
Vorlauferform von der Praparation der Mitochondrien abhangig war und nicht in allen

isolierten Paraplegin-defizienten Mitochondrien nachgewiesen werden konnte. Der
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partielle Prozessierungsdefekt konnte daran liegen, dass in der Maus noch ein
weiteres zu Paraplegin und Afg3L2 homologes Protein mit dem Namen Afg3L1 nach-
gewiesen wurde (Kremmidiotis et al., 2001), welches mdglicherweise die Rolle von

Paraplegin ubernehmen kann.
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Abb. 28: In vivo Prozessierungsdefekt von murinem MrpL32 in homozygoten Paraplegin"'
Lebermitochondrien. Die Prozessierung von murinem MrpL32 (mMrpL32) wurde in isolierten Wildtyp
(WT)- und Paraplegin'/' (-/-)-Lebermitochondrien untersucht. Zum Nachweis wurde ein polyklonaler
Antikérper verwendet, der gegen die Aminosauren 83-98 gerichtet war. p, Vorstufenform; m, reife
Form von mMrpL32.

Ubereinstimmend mit den in der Hefe durchgefiihrten Experimenten fihrt auch der
Verlust einer Untereinheit der murinen m-AAA-Protease zu einem Defekt in der
mitochondrialen Translation. Mitochondriale Translationsprodukte wurden in Gegen-
wart von *S-Methionin in isolierten Wildtyp- und homozygoten Paraplegin™-Leber-
mitochondrien markiert. Anschliefend wurde die Kinetik und die Effizienz der
Proteinsynthese bestimmt. Im Vergleich zu Wildtyp-Mitochondrien fuhrt der Verlust
von Paraplegin zu einer 50%igen Reduktion der Translationseffizienz (Nolden et al.,
2005b). Dieser Defekt beruht nicht auf einem Verlust der mitochondrialen DNA, da in
Southern-Blot-Experimenten ein mitochondrialer DNA-Verlust nicht nachgewiesen
werden konnte (Nolden et al., 2005b). Zusammenfassend kann somit festgestellt
werden, dass auch in der Maus die Reifung von MrpL32 und die mitochondriale
Proteinsynthese abhangig von der m-AAA-Protease sind.
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4 Diskussion

4.1 Die Stabilitidt des mitochondrialen Proteoms

Der Abbau von nicht nativen mitochondrialen Proteinen und die Regulation von
wichtigen Schritten wahrend der Organellbiogenese gehdren zu den wichtigsten
Aufgaben der ATP-abhangigen Proteasen im Mitochondrium. Der Verlust der ATP-
abhangigen m-AAA-Protease fuhrt sowohl in Hefe als auch im Menschen zu
schweren Defekten, jedoch kdnnen die beobachteten Defekte nicht mit einer
defekten Proteolyse der bekannten Substrate erklart werden. Des Weiteren konnte
bisher keine Akkumulation von nicht-nativen Polypeptiden in diesen Zellen
beobachtet werden, die moglicherweise die mitochondrialen Aufgaben storen und so
zu den Phanotypen fuhren. Diese Beobachtungen lassen auf einen gestorten Abbau
von kurzlebigen Regulatorproteinen, die wichtige Aufgaben wahrend der
Organellbiogenese erfullen, schlieBen. Aus diesem Grund sollten in dieser Arbeit
solche kurzlebigen Regulatorproteine identifiziert und charakterisiert werden. In
einem ersten Ansatz wurden die mitochondrialen Proteome von Wildtyp und m-AAA-
Protease-defizienten Zellen mit Hilfe der zweidimensionalen Gelelektrophorese
miteinander verglichen. Mogliche Substrate sollten in Abwesenheit der Protease
nicht abgebaut werden und somit im Mitochondrium akkumulieren. Die Abwesenheit
der m-AAA-Protease fuhrt jedoch zu keiner Akkumulation von Substraten. Ein Grund
fur diese Beobachtung konnte eine Uberlappende Substratspezifitat der m-AAA-
Protease mit der i-AAA-Protease (Leonhard et al., 2000) und mit der PIM1-Protease
(Savel'ev et al., 1998) sein. Ausserdem konnte eine hohe Stabilitdt des
mitochondrialen Proteoms vorliegen. Dies wurde bedeuten, dass in logarithmisch
wachsenden Hefezellen nur wenige mitochondriale Proteine abgebaut werden und
diese Abbaurate ist zu gering, als dass dies zu einer signifikanten, in 2D-Gelen
detektierbaren Akkumulation fuhren wuirde. Die Stabilitat des mitochondrialen
Proteoms konnte in der Tat bestatigt werden, da selbst eine kurze Inkubation von
Mitochondrien fur 30 min bei 37°C keinen signifikanten Abbau eines einzelnen
Proteins nach sich zog. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit der Stabilitat von
cytosolischen Proteinen in Fibroblasten, da hier nur 1-2% aller Proteine pro Stunde
abgebaut werden (Gronostajski et al., 1985). Auch neu synthetisierte und neu in die
Mitochondrien importierte Proteine zeigten wahrend einer Inkubation fur 30 min bei
37°C dieselbe Stabilitat. Mit Hilfe von Peptidexport-Experimenten konnte eine
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Umsatzrate von ca. 6% der neu synthetisierten und neu importierten Proteine
bestimmt werden. Damit weist die mitochondriale Biogenese eine hohere Effizienz
als die cytosolische Synthese auf, bei der ca. 30% der neu synthetisierten Proteine
nicht ihre native Faltung erreichen (Schubert et al., 2000). Dennoch ist in einer
logarithmisch wachsenden Hefezelle ein konstanter, wenn auch sehr geringer Abbau
von mitochondrialen Proteinen zu verzeichnen (Augustin et al., 2005). Der Abbau
dieser Proteine wird sehr wahrscheinlich auf Grund einer beeintrachtigten Protein-
Lokalisierung, Protein-Faltung und/oder durch einen beeintrachtigten Assem-

blierungsschritt verursacht.

Mit Hilfe der zweidimensionalen Gelelektrophorese lassen sich komplexe Protein-
gemische auftrennen. Allerdings besitzt diese Methode auch Nachteile, so kdnnen
zum Beispiel kleine Veranderungen in den Proteinmengen, wie in diesem Fall von
nur 6%, auf Grund der geringen Reproduzierbarkeit nicht analysiert werden. Des
Weiteren sind Proteine mit extremen Eigenschaften, wie Membranproteine, sehr
grofRe, sehr kleine, stark saure und stark basische Proteine unterreprasentiert (Gygi
und Aebersold, 2000). Deshalb konnte in den Proteom-Analysen MrpL32 nicht als
Substrat der m-AAA-Protease identifiziert werden, da es sich hierbei um ein kleines
(14 kDa) und stark basisches (pl 10,65) Protein handelt. Es ist bekannt, dass fast alle
mitochondrialen ribosomalen Proteine in S. cerevisiae prozessiert werden (Graack
und Wittmann-Liebold, 1998), jedoch ist fur eine Vielzahl dieser Proteine noch nicht
gezeigt worden, welche Peptidasen fur die Prozessierungen verantwortlich sind. So
ist es durchaus moglich, dass es noch andere ribosomale Proteine gibt, die von der
m-AAA-Protease prozessiert werden. Verbesserte 2D-Gel-Techniken ermdglichen
die Analyse der Proteome von isolierten Ribosomen (Geyl et al., 1981). Zur
Identifizierung moglicher weiterer Substrate der m-AAA-Protease sollen daher in
weiteren Experimenten die ribosomalen Proteome von Wildtyp- und Ayta70-

Mitochondrien miteinander verglichen werden.

4.2 Prozessierung von MrpL32

MrpL32 konnte in dieser Arbeit als ein Substrat der m-AAA-Protease identifiziert
werden. Im Gegensatz zu den bekannten Substraten, die im Rahmen der Qualitats-
kontrolle von der m-AAA-Protease abgebaut werden, wird MrpL32 nicht vollstandig,

sondern nur partiell abgebaut bzw. prozessiert. Dies ist erst das zweite Beispiel,
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neben der Reifung von Ccp1 (Esser et al., 2002; McQuibban et al., 2003; Michaelis
et al., 2005), fur eine regulierte Prozessierung durch die m-AAA-Protease. Der
molekulare Mechanismus dieser regulierten Prozessierung ist bislang ungeklart. Im
Falle von MrpL32 ist es allerdings denkbar, dass eine Interaktion der negativ
geladenen Aminosauren mit den Uberwiegend positiv geladen Aminosauren, die sich
jeweils vor bzw. nach der Schnittstelle befinden, zur Ausbildung einer Haar-
nadelstruktur fuhrt. Diese Haarnadelstruktur wird dann, vergleichbar mit der
Prozessierung von NF-kB durch das Proteasom (Chen, 2005), von der m-AAA-
Protease erkannt und abgebaut. Der vollstandige Abbau von MrpL32 wird durch eine
sehr starke Faltung verhindert, die auf einem konservierten Zink-binde-Motiv und der
Koordinierung eines Zink-lons beruht (siehe dazu auch 4.4). Ein Hinweis auf diesen
Mechanismus ergab sich aus den Import-Analysen der DHFR-Fusionskonstrukte. Die
Zugabe von Proteinase K zu den Lysaten, die mindestens die ersten 120
Aminosauren von MrpL32 besalen, fuhrte zur Generierung einer Bande, die selbst in
Abwesenheit der m-AAA-Protease fast exakt die gleiche GroRe hatte wie
prozessiertes MrpL32 (Daten nicht gezeigt). Die ersten 120 Aminosauren beinhalten
dieses konservierte Zink-binde-Motiv, welches vermutlich die starke Faltung
vermittelt und somit den Abbau der gefalteten Domane durch Proteinase K verhindert
(Daten nicht gezeigt). Die Prozessierung von MrpL32 ist das erste Beispiel dafur,
dass die m-AAA-Protease nicht nur eine wichtige Rolle fur die Qualitatssicherung
spielt, sondern auch einen wichtigen Schritt wahrend der mitochondrialen Biogenese
reguliert.

4.3 Der Einfluss der m-AAA-Protease auf die mitochondriale

Translation

Die Biogenese der Atmungskettenkomplexe und der F{Fo-ATP-Synthase in der
inneren Mitochondrienmembran ist abhangig von der gleichzeitigen Assemblierung
von kern- und mitochondrialkodierten Untereinheiten. Diese Assemblierung setzt
wahrscheinlich eine koordinierte Expression beider Genome voraus. Es ist bereits
bekannt, dass die mitochondriale Translation mit Hilfe von spezifischen membran-
gebundenen Translationsaktivatoren reguliert wird (Costanzo und Fox, 1988; Brown
et al., 1994; Manthey und McEwen, 1995; Fox, 1996). In dieser Arbeit konnte
zusatzlich gezeigt werden, dass die mitochondriale Translation sowohl in der Hefe
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als auch in der Maus unter der Kontrolle der ATP-abhangigen m-AAA-Protease steht
(Abb. 29). Neu importiertes MrpL32, eine Komponente der grof3en Ribosomen-
untereinheit, wird von der m-AAA-Protease an der inneren Mitochondrienmembran
prozessiert. Die Prozessierung fuhrt dazu, dass reifes MrpL32, im Gegensatz zur
Vorlauferform, stark mit der Membran interagiert und Teil eines ca. 1 MDa grof3en
Komplexes wird. Die Rekrutierung des fast vollstandigen 54S-Partikels an die
Membran und die Insertion von MrpL32 in den Selbigen konnte der letzte Schritt der

Ribosomen-Assemblierung sein und damit eine effiziente Translation ermoglichen.

Protease P = N U
<~ 548 \) 378 )
‘ o \

Abb. 29: Die proteolytische Kontrolle der mitochondrialen Translation durch die m-AAA-
Protease. Erklarung siehe Text. AM, auRere Mitochondrienmembran; IMR, Intermembranraum; IM,
innere Mitochondrienmembran; M, Matrix; TOM, Translokase der aufleren Mitochondrienmembran;
TIM, Translokase der inneren Mitochondrienmembran, N, N-Terminus von MrpL32; X, mdgliche
Interaktionspartner von reifem MrpL32, OXA, Oxa1-Exportmaschinerie; 37S, 54S, kleine und grof3e
Ribosomenuntereinheit.

Schon 1994 wurde in einer Publikation vermerkt, dass yta10-Mutanten denselben
Phanotypen zeigen wie pet-Stamme, die keine mitochondriale Translation besitzen
(Tzagoloff et al., 1990; Tzagoloff et al., 1994). Die inhibierte Prozessierung von
MrpL32 und in Folge dessen die gestorte mitochondriale Translation reichen aus, um
alle bisher beobachteten Phanotypen von m-AAA-Protease-defizienten Stammen zu
erklaren. Die gestorte Translation der mitochondrial kodierten Untereinheiten Coxl,
Coxll, Coxlll, Cytb, ATPase6, 8 und 9 fuhren zu einem Assemblierungsdefekt der
Atmungskettenkomplexe und der F1Fo-ATP-Synthase (Paul und Tzagoloff, 1995; Arlt
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et al., 1998; Galluhn und Langer, 2004), da die Expression und Insertion von Coxl,
Coxll und Coxlll sowie von ATPase6, 8 und 9 in die innere Mitochondrienmembran
die initialen Schritte bei der Assemblierung dieser Komplexe sind. Die gestorte
Expression von COX/ und CYTB wird dabei zusatzlich zum generellen Translations-
defekt durch einen gestorten SpleiRvorgang beeintrachtigt (Arlt et al.,, 1998). Das
SpleiRen von vielen mitochondrialen Introns ist von mRNA-Maturasen abhangig,
welche im selben Intron kodiert werden (Grivell und Schweyen, 1989; Costanzo und
Fox, 1990; Pel und Grivell, 1993). Eine gestorte Translation fuhrt somit zu einem
Verlust von mRNA-Maturasen und infolgedessen zu unreifen mRNAs. Die Ver-
wendung von m-AAA-Protease-defizienten Stammen, die keine Introns im mitochon-
drialen Genom besitzen, zeigte einen partiellen Anstieg der Coxl- und Cytb-Synthese
(Arlt et al., 1998), da in diesem Falle die partielle Expression nicht von der mRNA-
Reifung abhangig war.

Die direkte Abhangigkeit der Prozessierung von MrpL32 durch die m-AAA-Protease
fur die Funktion der Mitochondrien konnte in einem Komplementierungsexperiment
gezeigt werden. So konnte der Atmungsdefekt von Ayta10-Zellen gerettet werden,
indem die reife Form von MrpL32 in diesen Zellen exprimiert wurde. Dies wurde
dadurch erreicht, dass MrpL32 mit Hilfe einer heterologen Prasequenz in die
Mitochondrien importiert und nach dem Import von MPP entfernt wurde. Dieses
Ergebnis Iasst vermuten, dass die beobachteten Defekte von m-AAA-Protease-
defizienten Zellen weniger auf einem gestorten Abbau von missgefalteten Proteinen,
sondern mehr auf einer Beeintrachtigung der proteolytischen Kontrolle von
regulatorischen Prozessen beruhen. Die Rolle der m-AAA-Protease sowohl beim
Abbau von missgefalteten Proteinen als auch bei der Assemblierung von
mitochondrialen Ribosomen deutet darauf hin, dass eventuell die Translation Uber
einen negativen Ruckkopplungsmechanismus reguliert wird. Missgefaltete Proteine
kompetitieren mit MrpL32 um die m-AAA-Protease und beeintrachtigen in Folge
dessen die Prozessierung von MrpL32 sowie die mitochondriale Translation.
Fehlgefaltete Proteine konnten zum Beispiel durch ein Ungleichgewicht der
mitochondrialen bzw. kernkodierten Genexpression entstehen, was zu einem

Uberfluss von mitochondrialen bzw. kernkodierten Proteinen fiihren wiirde.
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4.4 Die membrangebundene Translation in Mitochondrien

Die Prozessierung von MrpL32 fuhrt zu einer erhdhten Affinitat der Bindung von
MrpL32 an die innere Mitochondrienmembran und zur Integration ins Ribosom. Mit
grolRer Wahrscheinlichkeit ist dies einer der letzten Schritte wahrend der Ribosomen-
assemblierung. Die Kristallstruktur der grofen Ribosomenuntereinheit aus
Deinococcus radiodurans (Harms et al., 2001) unterstiutzt dieses Modell (Abb. 30).
MrpL32 ist groRtenteils an der Oberflache des Ribosoms exponiert, wobei der N-
Terminus (violett) tief in das Ribosom hineinragt. Auffallig ist auch die Anordnung von

vier hoch konservierten Cystein-Resten in dem Kristall (Abb. 30 gelb).

Y-Achse
90°

——

kleine Unterheinheit

Y-Achse
90°

Abb. 30: Kristallstruktur der groBen ribosomalen Untereinheit aus Deinococcus radiodurans.
Ribosomale Proteine wurden in cyan, die rRNA in grau dargestellt. Der N-Terminus von MrpL32 (rot)
wurde mit violett und der C-Terminus mit orange markiert. Die konservierten Cysteine wurden mit gelb
gekennzeichnet. MrpL22, welches sich in direkter Nachbarschaft zum Peptid-Ausgangs-Tunnel
befindet, wurde in griin hervorgehoben. Die Lage der kleinen Untereinheit wurde in der ersten
Abbildung eingezeichnet. Die Bilder wurden erzeugt, indem der Kristall (PDB: 1NKW) jeweils um 90°
um die Y-Achse gedreht wurden.

MrpL32 z&hlt zu der C*-Klasse unter den ribosomalen Proteinen, die sich durch zwei
Paare von konservierten Cysteinen (CxxCx11.1sCxxC) auszeichnen, die vermutlich in

der Lage sind, ein Zink-lon zu koordinieren (Makarova et al., 2001). Es ist unklar,
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welchen Einfluss diese Cysteine bzw. die Koordinierung des Zink-lons auf die
Funktion von MrpL32 haben. Moéglicherweise bewirkt die Bindung des Zink-lons eine
stabile Faltung, die fur die Prozessierung notwenig ist (siehe auch 4.1). Mit Hilfe von
Punktmutations-Analysen soll die Funktion der Cysteine wahrend der Prozessierung
oder wahrend der Assemblierung von MrpL32 geklart werden. Es ist bekannt, dass
MrpL32 zusammen mit MrpL22 eine Pinzetten-ahnliche Struktur ausbilden kann, die
einen Teil der 23S-rRNA bindet (Harms et al., 2001). Beide Proteine interagieren
umfassend mit MrpL17, was zu einer sehr starken Stabilisation dieser Region fuhrt
(Harms et al., 2001). Eventuell bilden die beiden Proteine MrpL17 und MrpL22
zusammen mit MrpL32 den ca. 1 MDa groflen Komplex, der sowohl in den
Saccharosegradienten als auch in der Superose 6-Gelfiltration beobachtet werden

konnte.

Die starke Assoziation von MrpL32 mit der Membran und die Exposition an der
Oberflache des Ribosoms lassen die Vermutung zu, dass wahrscheinlich die
vollstandige Assemblierung der Ribosomen in direkter Nahe zur Membran stattfindet
und nur membrangebundene Ribosomen zur Translation befahigt sind. Es konnte
bereits friher gezeigt werden, dass die mitochondriale Translation in unmittelbarer
Nahe zur inneren Mitochondrienmembran erfolgt (Spithill et al., 1978; Van der Klei et
al., 1994; Liu und Spremulli, 2000b). Weitere Arbeiten unterstitzen dieses Modell. So
handelt es sich bei der Mehrzahl der mitochondrialen Translationsprodukte um
hydrophobe Komponenten der Atmungskettenkomplexe, deren Insertion vermutlich
kotranslational an der inneren Mitochondrienmembran stattfindet. Die Translation ist
wiederum von verschiedenen mRNA-spezifischen Translationsaktivatoren abhangig,
die in der Membran verankert sind (Abb. 31) (Michaelis et al., 1991; McMullin und
Fox, 1993; Naithani et al., 2003; Krause-Buchholz et al., 2004). AuRerdem konnte
erst kurzlich gezeigt werden, dass selbst Var1, das einzige I6sliche mitochondrial-
kodierte Protein in S. cerevisiae, auch an der inneren Mitochondrienmembran
synthetisiert wird (Fiori et al., 2003).
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Abb. 31: Modell der membrangebundenen Translation. Erkldrung siehe Text. Farbencode des
Ribosoms siehe Abb. 30. IMR, Intermembranraum; IM, innere Mitochondrienmembran; M, Matrix;
OXA, Oxa1-Exportmaschinerie; TA, Translationsaktivatoren.

Der Vorgang der kotranslationalen Insertion von hydrophoben Proteinen in die innere
Mitochondrienmembran ist bislang nur unvollstandig verstanden. Es ist bekannt,
dass die Exportmaschinerie Oxa1, die eine Insertion von mitochondrial- und kern-
kodierten Proteinen in die innere Mitochondrienmembran ermdglicht (Herrmann und
Bonnefoy, 2004), als Ribosomen-Akzeptor fungiert und direkt mit MrpL23 interagiert
(Abb. 31) (Jia et al., 2003; Szyrach et al., 2003). Hierbei handelt es sich um eine
Komponente der grof3en Untereinheit, die sich in direkter Nachbarschaft zum Peptid-
Ausgangs-Tunnel befindet. Bemerkenswert ist auch die Tatsache, dass die
Uberexpression von Oxa1l partiell den Atmungsdefekt von m-AAA-Protease-
defizienten Stammen retten kann (Rep et al., 1996). Dies kann damit erklart werden,
dass die gesteigerte Menge an Oxa1 die lokale Konzentration von Ribosomen an der
inneren Mitochondrienmembran erhoht. Diese lokale Konzentrationsteigerung an
vorassemblierten 54S-Partikeln ermoglicht dann eine effizientere Integration der sehr
geringen Mengen an reifem MrpL32 in das Ribosom, die selbst in Abwesenheit der

m-AAA-Protease gebildet werden.
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4.5 Die Prozessierung von MrpL32 ist ein konservierter Prozess

Nicht nur die Proteine selbst, sondern auch die Prozessierung von MrpL32 durch die
m-AAA-Protease sind hoch konserviert. Dies zeigt sich daran, dass sowohl murines
MrpL32 durch die m-AAA-Protease aus S. cerevisiae als auch MrpL32 aus Hefe
durch die murine m-AAA-Protease, bestehend aus den Untereinheiten Afg3I12 und
Paraplegin, in isolierten Hefe-Mitochondrien prozessiert werden kann. Des Weiteren
wurde auch murines MrpL32 in Hefe-Mitochondrien, die die Afg3I12- und Paraplegin-
Untereinheiten der murinen m-AAA-Protease enthielten, prozessiert. Dies war der
direkte Beweis, dass auch in der Maus MrpL32 ein Substrat der m-AAA-Protease ist.
Ubereinstimmend mit den in der Hefe gewonnenen Daten bewirkte ein Verlust von

Paraplegin in der Maus einen partiellen Prozessierungs- und Translationsdefekt.

Der Verlust von Paraplegin im Menschen fuhrt zur hereditaren spastischen
Paraplegie (HSP), die sich durch eine axonale Degeneration von motorischen und
sensorischen Neuronen auszeichnet. Sowohl in Fibroblasten von HSP-Patienten als
auch von Paraplegin-defizienten Mausen konnten mitochondriale Defekte nach-
gewiesen werden (Atorino et al., 2003; Ferreirinha et al., 2004). Es ist denkbar, dass
die hereditare spastische Paraplegie auf einer gestorten Proteinsynthese basiert. Der
schleichende Fortgang der Krankheit beruht moglicherweise auf der altersbedingten
Akkumulation von missgefalteten Proteinen, die zum Beispiel auf Grund von
oxidativen Stress entstanden sind. Diese Akkumulation fuhrt dann im Alter zu einer
gestorten Prozessierung von MrpL32. Uberraschend ist jedoch die Gewebespezifitat
der Krankheit, da in der Regel nur Neuronen des corticospinalen Traktes
(Pyramidenbahn) und des Fasciculus gracilis (Gollscher Strang) betroffen sind
(McDermott et al., 2000). Daher ist es auf den ersten Blick schwierig, diese Gewebe-
spezifitat mit einem generellen Defekt in der mitochondrialen Translation in Ver-
bindung zu bringen. Jedoch fihren auch Mutationen in der mitochondrialen DNA,
welche die mitochondriale Translation beeintrachtigen, zu einem breiten Spektrum
von klinischen Erscheinungsbildern mit mitochondrialen Defekten in verschiedenen
Geweben (DiMauro und Schon, 2003; Jacobs und Turnbull, 2005; Taylor und
Turnbull, 2005). Die Gewebespezifitat konnte damit erklart werden, dass im
Menschen noch andere Peptidasen gewebespezifisch exprimiert werden, die MrpL32
selbst beim Verlust von Paraplegin prozessieren konnen. Dies wurde auch erklaren,
warum der Prozessierungs- und Translationsdefekt in Paraplegin-defizienten Leber-

mitochondrien nur partiell war. In der inneren Mitochondrienmembran von Mausen



Diskussion 84

sind bis jetzt drei homologe AAA-Protease-Untereinheiten (Afg3l1, Afg3I2 und
Paraplegin) identifiziert worden (Casari et al., 1998; Banfi et al., 1999; Kremmidiotis
et al.,, 2001). In dem Falle, dass alle Untereinheiten miteinander interagieren und
funktionsfahige Komplexe bilden konnen, erlaubt dies eine Vielzahl von ver-
schiedenen Komplexen mit den unterschiedlichsten Zusammensetzungen. Ein
weiterer Grund fur die Gewebespezifitat konnte eine unterschiedliche Sensitivitat der
Gewebe gegenuber einem Translationsdefekt sein. Erst wenn ein Schwellenwert
unterschritten wird, fuhrt dies zu einer phanotypischen Auswirkung (Rossignol et al.,
2003). So konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass bis zu 40% der mitochondrialen
DNA deletiert werden kann, bevor die Translation der Atmungskettenkomponenten
inhibiert wird (Hayashi et al., 1991). Es ist vorstellbar, dass die prozessierte Menge
von MrpL32 in den Ubrigen Geweben ausreicht, um die mitochondriale Funktion
aufrechtzuerhalten, jedoch in Geweben wie Gehirn, Muskel und Herz, die einen
hohen oxidativen Metabolismus besitzen, nicht mehr ausreichend ist. Weitere
Studien sind notwendig, um den pathogenen Mechanismus auf molekularer Ebene
zu erklaren. Dabei konnte die Verbindung zwischen der m-AAA-Protease und der
Ribosomenassemblierung bzw. der mitochondrialen Translation ein erster Anfang

sein.
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5 Zusammenfassung

Proteolytische Prozesse spielen bei der Qualitatskontrolle mitochondrialer Proteine
und der Biogenese von Mitochondrien eine wichtige Rolle. So fuhrt eine Inaktivierung
der ATP-abhangigen m-AAA-Protease in verschiedenen Organismen zu einer ge-
storten Atmung, einer veranderten mitochondrialen Morphologie und zur axonalen
Degeneration bei hereditaren spastischen Paraplegien des Menschen. Um den
molekularen Mechanismus dieser Defekte zu verstehen, sollten in dieser Arbeit
Substratproteine, die moglicherweise regulatorische Funktionen ausuben, identifiziert
werden. In einem ersten Ansatz sollte mit Hilfe von zweidimensionalen Gelanalysen
eine mogliche Akkumulation von potentiellen Substratproteinen in m-AAA-Protease-
defizienten Hefe-Mitochondrien nachgewiesen werden. Es war mit dieser Methode
jedoch nicht moglich, kurzlebige Proteine zu identifizieren. Vielmehr zeigten diese
Analysen eine hohe Stabilitdt des mitochondrialen Proteoms auf.

Unter Verwendung einer proteolytisch inaktiven Variante der m-AAA-Protease sollten
in einem zweiten Ansatz mogliche interagierende Substrate Uber eine Affinitats-
chromatographie gereinigt werden. Mit diesem Ansatz konnte MrpL32, eine Kom-
ponente der gro3en Untereinheit mitochondrialer Ribosomen, als ein Substrat der m-
AAA-Protease identifiziert werden. MrpL32 wird in Abhangigkeit von der m-AAA-
Protease sowohl am N- als auch am C-Terminus prozessiert. Die N-terminale
Reifung fuhrt dazu, dass MrpL32 in direkter Nachbarschaft zur inneren
Mitochondrienmembran in fast vollstandig assemblierte Ribosomen integriert werden
kann. Die Translation der mitochondrialkodierten Proteine erfolgt entsprechend in
direkter Nahe zur inneren Mitochondrienmembran. Der Ausfall der Prozessierung
von MrpL32 in Abwesenheit der m-AAA-Protease fuhrt zum Verlust der Atmungs-
kompetenz. Da die Expression der reifen Form von MrpL32 in m-AAA-Protease-
defizienten Zellen den Atmungsdefekt komplementieren kann, stellt die Reifung von
MrpL32 offenbar eine zentrale Aufgabe der m-AAA-Protease wahrend der mito-
chondrialen Biogenese dar. Dabei handelt es sich um einen konservierten Prozess.
Der Verlust von Paraplegin, einer Untereinheit der murinen m-AAA-Protease, fuhrt in
Mitochondrien der Maus sowohl zu einem MrpL32-Prozessierungs- als auch zu
einem Translationsdefekt. Die Verbindung zwischen der m-AAA-Protease und der
Assemblierung der Ribosomen bzw. der mitochondrialen Translation konnte helfen,
die zellularen Grundlagen der hereditaren spastischen Paraplegie beim Menschen zu

verstehen.
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7 Abkurzungsverzeichnis
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8 Anhang

Teilpublikationen im Rahmen dieser Arbeit:

Nolden, M., Ehses, S., Koppen, M., Bernacchia, A., Rugarli, E. I., and Langer, T.
(2005)

.1he m-AAA protease defective in hereditary spastic paraplegia controls ribosome

assembly in mitochondria.”

Cell, in press.

Abstract:

AAA proteases comprise a conserved family of membrane-bound ATP-dependent
proteases which ensures the quality control of mitochondrial inner membrane
proteins. Inactivation of AAA proteases causes pleiotropic phenotypes in various
organisms including respiratory deficiencies, mitochondrial morphology defects and
axonal degeneration in hereditary spastic paraplegia (HSP). The molecular basis of
these defects, however, remained unclear. Here, we describe a regulatory role of an
AAA protease for mitochondrial protein synthesis in yeast. The mitochondrial
ribosomal protein MrpL32 is processed by the m-AAA protease allowing its
association with preassembled ribosomal particles and completion of ribosome
assembly in close proximity to the inner membrane. Maturation of MrpL32 and
mitochondrial protein synthesis are also impaired in a HSP mouse model lacking the
m-AAA protease subunit paraplegin, demonstrating functional conservation. Our
findings therefore rationalize mitochondrial defects associated with m-AAA protease
mutants in yeast and shed new light on the mechanism of axonal degeneration in
HSP.
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Nolden, M., Kisters-Woike, B., Langer, T., and Graef, M. (2005)
»Quality control of proteins in the mitochondrion.”

Curr. Topics Gen., in press.

Abstract:

The quality control of proteins within mitochondria is ensured by conserved and
ubiquitous ATP-dependent molecular chaperones and proteases, present in various
subcompartments of the organelle. Hsp70 chaperones drive protein import and
facilitate folding of newly imported preproteins, but are also required for proteolysis of
misfolded polypeptides by ATP-dependent proteases. Energy dependent proteases
in mitochondria include Lon and Clp proteases in the matrix space and two AAA
proteases in the inner membrane, all of them compartmental proteases of the AAA”
family with chaperone-like properties. Studies in yeast identify essential regulatory
roles of these proteases for mitochondrial genome integrity, gene expression, the
assembly of the respiratory chain, and mitochondrial morphology. An impaired
proteolytic system in mitochondria has been identified as the cause for
neurodegeneration in human. The present review summarizes the current
understanding of the protein quality system in mitochondria and discusses the

molecular action of protein machineries involved.
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Augustin, S., Nolden, M., Miiller, S., Hardt, O., Arnold, I., and Langer, T. (2005)

,Characterization of peptides released from mitochondria: evidence for constant
proteolysis and peptide efflux.”

J. Biol. Chem. 280, 2691-2699

Abstract:

Mitochondria contain conserved ATP-dependent proteases which ensure the quality
control of mitochondrial proteins and control essential steps in mitochondrial
biogenesis. Recent studies demonstrated that non-assembled mitochondrially
encoded proteins are degraded to peptides and amino acids which are released from
mitochondria. Here, we have characterised peptides extruded from mitochondria by
mass spectrometry and identified 270 peptides which are exported in an ATP- and
temperature-dependent manner. The peptides originate from 51 mitochondrially and
nuclearly encoded proteins localised mainly in the matrix and inner membrane
indicating that peptides generated by the activity of all known mitochondrial ATP-
dependent proteases can be released from the organelle. Pulse labeling experiments
in logarithmically growing yeast cells revealed that ~6-12% of preexisting and newly
imported proteins are degraded and contribute to this peptide pool. Under respiring
conditions, we observe an increased proteolysis of newly imported proteins which
suggests a higher turnover rate of respiratory chain components and thereby
rationalises the predominant appearance of representatives of this functional class in
the detected peptide pool. These results demonstrate an ongoing efflux of peptides
from mitochondria and provide new insight into the stability of the mitochondrial
proteome and the efficiency of mitochondrial biogenesis.
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