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1. Zusammenfassung

Mitochondrien werden aufgrund ihrer evolutiondren Abstammung von a-Proteobakterien von zwei
Membranen ummantelt. Die innere Mitochondrienmembran kann wiederum in die innere
Grenzmembran und die in die Matrix ragenden Cristae-Membranen unterteilt werden, welche an den
sogenannten crista junctions miteinander verbunden sind. Die durch diesen Aufbau entstehenden
Cristae, in denen die mitochondriale Atmungskette lokalisiert ist, sind entscheidend an der
Aufrechterhaltung mitochondrialer Funktionalitdt und Dynamik beteiligt. Schlisselspieler der
Entstehung und Aufrechterhaltung der Cristae-Morphologie sind der in den crista junctions lokalisierte
Proteinkomplex mitochondrial contact site and cristae organizing system (MICOS), welcher sich aus
dem MIC10- und dem MIC60-Subkomplex zusammensetzt, sowie die GTPase optic atrophy type 1
(OPA1). OPA1 wiederum wird durch die stresssensitive Metalloprotease overlapping with m-AAA-
Protease (OMAL1) als Reaktion auf mitochondrialen Stress prozessiert. In den letzten Jahren konnten
zwar grofRe Fortschritte bei der Erforschung von MICOS und OPAL und ihrer jeweiligen Funktionen
erzielt werden, dennoch sind nach wie vor viele zentrale Fragen zum Verstandnis der Bildung und
Aufrechterhaltung von Cristae-Membranen ungeklart. Aufgrund der grofRen klinischen Relevanz des
Themas, beschloss ich daher im Rahmen meiner Arbeit zu untersuchen, wie das Wechselspiel zwischen
MICOS und OPAL die Cristae-Biogenese und -Dynamik beeinflusst. Hierbei suchte ich nach direkten
Wechselwirkungen zwischen MICOS und OPAL, sowie nach Reaktionen auf Seiten des einen Partners,

wenn man den anderen verandert.

Hierfur arbeitete ich mit den beiden Zelllinien HEK293T und HelLa. Anders als in der Literatur
beschrieben, konnte ich bei der Durchfiihrung einer Immunprézipitation keine direkte Protein-Protein-
Wechselwirkung zwischen OPAL und dem MICOS-Komplex in Wildtyp-Zellen nachweisen. Bei der
Untersuchung von OPAL bzw. dessen Oligomeren gelang es mir an isolierten Mitochondrien, denen die
MICOS-Untereinheit MIC10 fehlt (AMIC10), Hinweise zu finden, die auf eine Interaktion zwischen
MIC10 und OPAL im Wildtyp schlieBen lassen. Weiterhin gelang es durch elektronenmikroskopische
Untersuchung und Messung des Sauerstoffverbrauchs in AMIC10-Zellen, in denen OPAL durch
Transfektion mit gegen die GTPase gerichtete siRNA ausgeschaltet wurde, zu bestatigen bzw. neu
herauszufinden, dass OPAL entscheidend fur die Aufrechterhaltung der crista junctions und damit die
optimale Leistungsfahigkeit der mitochondrialen Atmungskette ist. Weiterhin konnte ich Hinweise
finden, die darauf schlieBen lassen, dass Zellen als Reaktion auf eine gefahrdete Cristae-Architektur
verminderte Mengen an OMAL exprimieren. Um die Auswirkungen mitochondrialen Stresses auf die
beiden Schlisselspieler der Aufrechterhaltung der Cristae
-Morphologie zu untersuchen, arbeitete ich mit dem Entkoppler der mitochondrialen Atmungskette
Trifluoromethoxycarbonylcyanidephenylhydrazone (FCCP). Hierunter konnte ich bestétigen, dass
sowohl der MICOS-Komplex und OPAL als auch dessen Oligomere eine deutliche, aber dennoch

reversible Destabilisierung bzw. Prozessierung unter mitochondrialem Stress erfahren. Als neue
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Erkenntnis habe ich herausgefunden, dass das MIC10-Protein eine schiitzende Funktion auf die tbrigen
zum MIC10-Subkomplex gehdrenden Proteine innehat. MIC10 wird unter mitochondrialem Stress
zuerst abgebaut, wahrend die restlichen zum MIC10-Subkomplex gehdrenden Proteine unter diesen
Bedingungen nach wie vor stabil sind. Ich vermute, dass entweder das OPA1-Protein direkt oder aber
die fur die Prozessierung von OPAL verantwortliche, aktivierte Metalloprotease OMAL fur diese

Destabilisierung verantwortlich ist.

Zwar konnte im Rahmen meiner Arbeit unter Wildtyp-Bedingungen keine nennenswerte direkte
Protein-Protein-Wechselwirkung zwischen MICOS und OPAL1 festgestellt werden. Ein anderes Bild
ergab sich aber in Zellen mit einem mutations- bzw. stressbedingt destabilisierten MICOS. OPA1
scheint unter diesen Bedingungen mit dem MIC10-Subkomplex zu interagieren und konnte —

gemeinsam mit der Metalloprotease OMAL1 - die Stabilitat der MICOS-Subkomplexe regulieren.

2. Abstract

Due to their evolutionary descent from a-proteobacteria, mitochondria are encased in two membranes.
The inner mitochondrial membrane can in turn be subdivided into the inner boundary membrane and
the cristae membranes that protrude into the matrix, which are connected to each other at the so-called
crista junctions. The cristae formed by this structure, in which the mitochondrial respiratory chain is
localized, play a decisive role in maintaining mitochondrial functionality and dynamics. Key players in
the development and maintenance of cristae morphology are the mitochondrial contact site and cristae
organizing system (MICOS) protein complex, which is localized in the crista junctions and consists of
the MIC10 and MIC60 subcomplexes, and the GTPase optic atrophy type 1 (OPAL). OPAL, in turn, is
processed by the stress-sensitive metalloprotease overlapping with m-AAA protease (OMAL) in
response to mitochondrial stress. In recent years, great progress has been made in the study of MICOS
and OPAL and their respective functions; however, many central questions regarding the understanding
of the formation and maintenance of cristae membranes remain unanswered. Due to the high clinical
relevance of this topic, | decided to investigate how the interplay between MICOS and OPAL influences
cristae biogenesis and dynamics. | was looking for direct interactions between MICOS and OPA1, as

well as for reactions on the part of one partner when the other is altered.

For this purpose, | worked with the two cell lines HEK293T and HeLa. Contrary to what is described in
the literature, | was unable to demonstrate a direct protein-protein interaction between OPA1 and the
MICOS complex in wild-type cells when carrying out immunoprecipitation. Nevertheless, by examining
OPAL or its oligomers on isolated mitochondria lacking the MICOS subunit MIC10 (AMIC10), I was

able to find evidence suggesting an interaction between MIC10 and OPAL in the wild type. Furthermore,
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electron microscopic examination and measurement of oxygen consumption in AMIC10 cells, in which
OPA1 was knocked down by transfection with SiRNA directed against the GTPase, confirmed or newly
revealed that OPAL is crucial for the maintenance of crista junctions and thus the optimal performance
of the mitochondrial respiratory chain. Furthermore, | found evidence suggesting that cells express
reduced levels of OMAL in response to compromised cristae architecture. To investigate the effects of
mitochondrial stress on the two key players in the maintenance of cristae morphology, | worked with
the uncoupler of the mitochondrial respiratory chain trifluoromethoxycarbonylcyanidephenylhydrazone
(FCCP). This allowed me to confirm that both the MICOS complex and OPAL, as well as its oligomers,
undergo a clear but reversible destabilization or processing under mitochondrial stress. As a new finding,
I succeeded in discovering that the MIC10 protein has a protective function on the other proteins
belonging to the MIC10 subcomplex. MIC10 is degraded first under mitochondrial stress, while the
other proteins belonging to the MIC10 subcomplex are still stable under these conditions. | suspect that
either the OPA1 protein directly or the activated metalloprotease OMAL responsible for the processing

of OPAL1 is responsible for this destabilization.

My work did not reveal any significant direct protein-protein interaction between MICOS and OPA1
under wild-type conditions. However, a different picture emerged in cells with a mutation- or stress-
induced destabilized MICOS. OPA1 appears to interact with the MIC10 subcomplex under these
conditions and could - together with the metalloprotease OMAL - regulate the stability of the MICOS

subcomplexes.



3. Einleitung

3.1 Mitochondrien als Teil des Zellorganellen-Netzwerkes

Eukaryotische Zellen beherbergen verschiedene intrazellulare Membransysteme, die man als
Zellorganellen bezeichnet. Diese haben einerseits ihre jeweils spezifischen Aufgaben, denen sie
nachgehen. Andererseits stehen sie auch untereinander in Kontakt, indem sie Metabolite austauschen,
gemeinsamen regulatorischen  Prozessen unterliegen oder in direktem Membrankontakt
zueinanderstehen. Dies ist Voraussetzung dafir, dass die Zelle als Ganzes funktioniert und auf

Veranderungen in ihrer Umgebung reagieren kann [43].

Mitochondrien sind eingebettet in dieses Netzwerk aus Zellorganellen [90]. Sie sind im Zytosol
lokalisiert, wo sie untereinander hochdynamische Netzwerke ausbilden [38]. Als Konsequenz ihres
evolutiondren Ursprunges von a-Proteobakterien sind sie von zwei Membranen umgeben: der duReren
und der inneren Mitochondrienmembran (Abb. 1). Diese ummanteln zwei voneinander getrennte
Kompartimente, den Intermembranraum und die mitochondriale Matrix (Abb. 1) [44,91]. Die duRere
Membran trennt das Mitochondrium vom Zytosol ab und vermittelt den Kontakt bzw. die
Kommunikation mit anderen Zellorganellen [6]. Die innere Membran kann weiter in die innere
Grenzmembran und die Cristae-Membranen unterteilt werden (Abb. 1) [97]. Die innere Grenzmembran
steht dabei in engem physischem Kontakt zur dueren Mitochondrienmembran und ist gemeinsam mit
dieser am Import von Proteinen vom Zytosol ins Mitochondrium beteiligt [101,111]. Cristae dagegen
sind Membraneinstiilpungen, die von der inneren Grenzmembran in die Matrix vorragen (Abb. 1). Diese
dienen der OberflachenvergréRerung und beherbergen unter anderem die Komplexe der Atmungskette,
sowie die FiFo-Synthase (Abb. 1), sodass via oxidativer Phosphorylierung ATP-Synthese betrieben
werden kann [40,78]. Die Verbindung zwischen der inneren Grenzmembran und den Cristae wird durch
die sogenannten crista junctions hergestellt (Abb. 1) [102]. Diese halten die unterschiedliche
Proteinverteilung zwischen den beiden Subdoménen der inneren Mitochondrienmembran aufrecht und
stellen somit eine Diffusionsbarriere innerhalb der inneren Membran dar (Abb. 1) [85,86]. Das Lumen
der Cristae wird topographisch zum Intermembranraum gezéhlt. Aufgrund der Diffusionsbarriere an
crista junctions wird es haufig als Intra-Cristae-Raum bezeichnet [85,86,102]. Studien haben zeigen
kénnen, dass Cristae hochdynamisch sind und sich ihre Membranmorphologie innerhalb von Sekunden
verandern kann [73,74]. Dabei hangt ihre Morphologie von verschiedenen Faktoren ab wie bspw. dem
metabolischen Status des jeweiligen Mitochondriums. Niedrige ADP-Konzentrationen mit folglich
langsamer mitochondrialer Respiration fihren dabei zu einem niedrigen Cristae-Volumen, wéhrend
hohe ADP-Spiegel mit daraus resultierender schneller Respiration eine Expansion der Cristae-Volumina
zur Folge haben [19,52].



Aus proteomischen Studien ist bekannt, dass Mitochondrien von S&ugetieren (ber 1.500
unterschiedliche Proteine enthalten. Das Proteom variiert dabei in Abhéngigkeit vom jeweiligen
Gewebetyp in seiner Zusammensetzung. Da die maternal vererbte mitochondriale DNA (mtDNA)
jedoch nur fir 13 dieser Proteine codiert, ist der GrofRteil der mitochondrialen Proteine im Zellkern
kodiert und wird im Anschluss an die Translation im Zytosol in die Mitochondrien importiert [104,132].

Man unterscheidet verschiedene Wege, die ein Protein beim Import vom Zytosol ins Mitochondrium
durchlaufen kann. Welchen der diversen Import-Wege das jeweilige Protein dabei durchlduft, hdngt von

einem jeweils spezifischen Erkennungssignal ab, das das jeweilige Protein tragt [105].

Zytosol

AuRere Membran

Intermembranraum

Innere Grenzmembran

crista
Matrix junction

—

D)

T

Crista

Abbildung 1: Aufbau von Mitochondrien

Abb. 1 Aufbau von Mitochondrien: Mitochondrien sind von zwei Membranen ummantelt, aus deren
Konsequenz mit dem Intermembranraum und der Matrix zwei voneinander getrennte Kompartimente entstehen.
Wahrend die &ullere Membran den Kontakt mit anderen Organellen des Zytosols vermittelt, kann die innere
Membran in die innere Grenzmembran und die in die Matrix ragenden Cristae unterteilt werden. Die Verbindung
zwischen innerer Grenzmembran und den Cristae wird durch sogenannten crista junctions an deren Ubergang
sichergestellt. Das Lumen der Cristae wird topographisch zum Intermembranraum gezéhlt. Aufgrund der
Diffusionsbarriere an crista junctions wird es haufig als Intra-Cristae-Raum bezeichnet.

3.2 Mitochondrial contact site and cristae organizing system (MICQOS)

In den crista junctions ist ein groBer Proteinkomplex lokalisiert, der 2011 etwa zur selben Zeit von drei
unterschiedlichen Arbeitsgruppen in den Mitochondrien der Backerhefe (Saccharomyces cerevisiae)
entdeckt wurde und entscheidend an der Entstehung und Aufrechterhaltung der Cristae-Morphologie

beteiligt ist [53,57,131]. Diesem Proteinkomplex wurde der Name mitochondrial contact site and cristae



organizing system, kurz MICOS, gegeben. Die Untereinheiten des Komplexes werden mit Mic
bezeichnet, gefolgt von einer Nummer, die dem Molekulargewicht des jeweiligen Proteins entspricht
[104]. Bis heute sind sechs MICOS-Untereinheiten in Saccharomyces cerevisiae bekannt: Micl0,
Micl2, Micl9, Mic26, Mic27 und Mic60. In humanen Zellen verstdndigte man sich auf eine
Nomenklatur, bei der die drei Buchstaben grof3geschrieben werden (MIC anstelle von Mic). Bei
Séugetieren kommt mit MIC25 zudem noch eine weitere Untereinheit hinzu und das Mic12-Protein
entspricht hier QIL1 (auch als MIC13 bekannt) [4,104].

3.2.1 Evolution von MICOS

Genauso wie das Mitochondrium selbst, stammt auch der MICOS-Komplex von a-Proteobakterien ab
[89]. MIC60 zeigt dabei in seiner Sequenz signifikante Ubereinstimmungen mit Proteinen, die auch in
a-Proteobakterien vorkommen und scheint somit das &lteste aller MICOS-Proteine zu sein [61]. Zu
MIC60 kamen im Laufe der Zeit mit MIC10 und MIC19 weitere MICOS-Komponenten hinzu, bevor
QIL1, MIC25, MIC26 und MIC27 den Komplex in seiner heutigen Form vervollstandigten. MIC19 und
MIC25 sind dabei Orthologe von Micl9 in Béackerhefe, die durch Gen-Duplikation entstanden sind.
MIC26 und MIC27 sind aus evolutionarer Sicht die jingsten MICOS-Proteine und durch voneinander

unabhéangige Duplikation in Wirbeltieren und Hefen entstanden [61].

3.2.2 MIC10 und MICG60 als zentrale MICOS-Komponenten

Biochemische Analysen in der Vergangenheit haben gezeigt, dass MIC10 und MIC60 die zentralen
Komponenten des MICOS-Komplexes sind. Deren Verlust fuhrt zur massiven Destabilisierung des
gesamten Proteinkomplexes mit der Konsequenz, dass es zu Defekten der mitochondrialen
Membranarchitektur sowie der Funktionen, welche die einzelnen Proteine innehaben (s. Kap. 3.2.3 und
3.2.4), kommt [53,57,131]. Weitere Untersuchungen ergaben, dass MIC10 und MIC60 jeweils die
Kernuntereinheiten von zwei groRen MICOS-Subkomplexen sind (Abb. 2). Dem MIC60-Subkomplex
gehdren neben Mic/MIC60, Mic/MIC19 und in Saugetieren zusétzlich noch MIC25 an. Den MIC10-
Subkomplex bilden die Proteine Mic/MIC10, Micl2/QIL1, sowie Mic/MIC26 und Mic/MIC27
[35,137].
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Abbildung 2: Cristae

Abb. 2 Cristae: Der MICOS-Komplex setzt sich aus den beiden Subkomplexen MIC60 und MIC10 zusammen,
welche Voraussetzung fiir die Stabilitat der crista junctions sind. Neben MIC10 sind OPAL und die Dimere der
F1Fo-ATP-Synthase entscheidend an der Entstehung und Aufrechterhaltung der Cristae-Morphologie beteiligt.

3.2.3 Der MIC60-Subkomplex

Die am besten untersuchte Komponente des MIC60-Subkomplexes ist dessen namensgebende
Kernuntereinheit MIC60. Wesentliche Strukturelemente von Mic60 sind ein N-terminales
Transmembransegment (TMS), sowie eine zentrale coiled-coil-Region und eine C-terminale Mitofilin-
Signatur-Domane, die in den Intermembranraum ragen [107]. Neben MIC19 stehen auch die dem
MIC10-Subkomplex zugehorigen Proteine MIC10 und QIL1 in direktem Kontakt mit MIC60. Somit
verbindet MIC60 beide MICOS-Untereinheiten miteinander und scheint als tragende Grundstruktur des
gesamten MICOS-Komplexes zu fungieren [119].

Eine weitere bemerkenswerte Funktion des MIC60-Subkomplexes ist dessen Interaktion mit
verschiedenen Proteinkomplexen der dueren Membran. Diese Wechselwirkungen machen MICOS zu
einem zentralen Verbindungsglied zwischen der inneren und &uReren Mitochondrienmembran.
Besonders wichtige Interaktionspartner des MIC60-Subkomplexes sind dabei der TOM- (translocase of
the outer membrane) und SAM- (sorting and assembly machinery) Komplex [11,28,95]. Interessant ist,
dass der durch den Mic60-Subkomplex vermittelte Kontakt zwischen innerer und &uRerer

Mitochondrienmembran in Béckerhefe auch bei Abwesenheit des Micl0-Subkomplexes stabil ist,
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wahrend die Bildung der crista junctions auf die Anwesenheit beider MICOS-Subkomplexe angewiesen
ist

MICG60 ist auRRerdem an verschiedenen mitochondrialen Protein-Biogenese-Mechanismen direkt oder
indirekt beteiligt. So fiihrt das Fehlen von Mic60 in Hefe dazu, dass der Import von Vorl&uferproteinen
in den Intermembranraum (ber den MIA- (mitochondrial intermembrane space assembly) Weg
beeintrachtigt wird, wahrend dessen Uberexpression den Proteinimport tiber den MIA-Weg stimuliert
[131]. Zudem erleichtert Mic60 den Import von mitochondrialen g-barrel-Proteinen, sodass sie mithilfe
des TOM- und SAM-Komplexes in die duRere Membran eingebaut werden kdnnen [11]. Callegari et
al., 2019 haben berichtet, dass der MICOS-Komplex in humanen Mitochondrien fiir den effizienten

Import von Carrier-Proteinen in den Intermembranraum bendtigt wird [13].

Mithilfe einer Blue native-PAGE an isolierten Mitochondrien aus Saugerzellen gelang es, einen groRen
Proteinkomplex zu identifizieren, welcher aus Bestandteilen des MICOS- und SAM-Komplexes besteht.
Diesem beide mitochondriale Membranen umspannenden Komplex wurde der Name mitochondrial
intermembrane space bridging (MIB) complex gegeben. Als dessen wichtigste Bestandteile erwiesen
sich die beiden MICOS-Proteine MIC60 und MIC19, sowie SAM50. Das Zusammenspiel der
verschiedenen MIB-Komponenten ist dabei fiir die Aufrechterhaltung der Cristae, sowie die Biogenese

der Atmungskettenkomplexe von besonderer Bedeutung [95,96].

Bemerkenswert ist zudem, dass der Knockdown von MIC60 zum kompletten Verlust der Cristae flhrt
und auch die Proteinmenge der restlichen MICOS- und SAM-Komponenten bei Abwesenheit von
MIC60 stark reduziert ist [68,96]. Darliber hinaus ist die durch die Protease yeast mitochondrial DNA
escape 1-like, kurz YMELL (s. Kap. 3.8), regulierte MIC60-Homdostase von entscheidender Bedeutung
fiir den Zusammenbau des gesamten MICOS-Komplexes, die Aufrechterhaltung der mitochondrialen
Morphologie, sowie die Organisation der mtDNA [64,82]. Vereinzelte Studien mit Sauger-
Mitochondrien weisen darauf hin, dass MIC60 auch mit der Dynamin-artigen GTPase optic atrophy
type 1 (OPAL) interagiert, die an der mitochondrialen Fusion und Aufrechterhaltung der Cristae-
Morphologie beteiligt ist (s. Kap. 3.5- 3.11) [9,41]. Allerdings ergibt die Literatur hier kein klares Bild,
denn die Befunde verschiedener Studien zu Umfang und Intensitat dieser Interaktion unterscheiden sich
erstaunlich deutlich voneinander. Es koénnte sich daher um eine transiente, regulatorisch bedeutsame

Interaktion handeln, deren Bedeutung noch nicht vollends verstanden ist.

Vergleichsweise wenig ist Uber die beiden anderen, ebenfalls zum MIC60-Subkomplex gehérenden
peripheren Innermembranproteine MIC19 und MIC25 bekannt [133]. MIC19 interagiert neben MIC60
auch mit dem Hitzeschockprotein HSP70, OPAL und SAM50 [21]. In MIC19 KO- (Knockout) Zellen
konnten zudem steigende Spiegel an dynamin-related protein 1 (DRP1) nachgewiesen werden, welches
an der mitochondrialen Teilung beteiligt ist (s. Kap. 3.4), wohingegen der Gehalt an OPA1 in diesen
Zellen abnimmt. Dies steht im Einklang mit der Beobachtung, dass der Knockdown von MIC19 zur

Fragmentierung des zytosolischen Mitochondrien-Netzwerks und zur Beeintrachtigung der Cristae-
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Morphologie fiihrt [21,96]. Die Depletion von MIC25 hat dagegen nur geringfuigige Auswirkungen auf
den restlichen MICOS- und MIB-Komplex, und auch die Cristae-Morphologie bleibt bei Abwesenheit
von MIC25 weitgehend unbeeintréchtigt [96].

3.2.4 Der MIC10-Subkomplex

Das Protein MIC10 ist die Kernuntereinheit des MIC10-Subkomplexes. In Hefe besitzt es zwei TMS,
wobei sowohl der N-, als auch der C-Terminus in den Intermembranraum hineinragen (Abb. 3). Beide
TMS werden dabei durch ein in die Matrix ragendes, positiv geladenes Aminoséuremotiv miteinander
verbunden. Dieses ist Voraussetzung fir die Lokalisation von Micl0 in der inneren
Mitochondrienmembran [12]. Micl0 besitzt aulerdem charakteristische, hochkonservierte Glycin-
reiche Motive in beiden TMS, welche fiir die Bildung von Mic10-Oligomeren vonnéten sind (Abb. 3)
[3]. Der Verlust dieser Glycin-Motive verhindert die Mic10-Oligomerisierung mit der Folge, dass keine
Membrankrimmung mehr induziert werden kann. Daraus lasst sich schlieBen, dass die Micl0-
Oligomerisierung Voraussetzung dafur ist, dass Mic10 die Membrankrimmung in den crista junctions
induzieren kann [8,12]. Die Depletion von Mic/MIC10 fuhrt in Hefen und Saugetieren zur starken
Beeintréchtigung der physiologischen Cristae-Morphologie, sowie zur Reduktion der Proteinmengen
von QIL1, MIC26 und MIC27. Auf die zum MIC60-Subkomplex geh6renden Proteine MIC19, MIC25
und MIC60 hat die Abwesenheit von MIC10 dagegen keinen Effekt [45,53,57,82,123,131].

In Hefe interagiert Mic10 auch mit dimeren und oligomeren Formen der FiF,-ATP-Synthase [109].
Diese Dimere befinden sich an der Spitze der Cristae, wo sie Membrankrimmung induzieren und somit
von grolRer Bedeutung flr eine intakte Cristae-Morphologie sind (Abb. 2) [23,99]. Eine Subpopulation
von Mic10, welche sich aulRerhalb des in den crista junctions befindlichen MICOS-Komplexes befindet,
ist dazu in der Lage, an die Dimere der F1F,-ATP-Synthase zu binden und so deren Oligomerisierung
zu unterstitzen. Daraus lasst sich ableiten, dass Mic10, neben seiner zentralen Rolle als Induktor der
charakteristischen Membrankrimmung an den crista junctions, auch in funktionellem Austausch mit
der sich am anderen Ende der Crista befindlichen FiF,-ATP-Synthase steht. Dies unterstreicht seine

herausragende Bedeutung fiir den Erhalt der Cristae-Morphologie [109].

Micl2 in Hefe bzw. QIL1 in Sdugetieren ist ein kleines Protein, welches in den crista junctions
angereichert und dort Teil des MIC10-Subkomplexes ist. Es besitzt ein N-terminales TMS, wahrend
seine C-terminale Domaéne in den Intermembranraum ragt. Der KO von QIL1 in humanen Zellen fihrt
zur Destabilisierung von MIC10, MIC26 und MIC27 und somit zum fast vollstandigen Verlust des
gesamten MIC10-Subkomplexes. Gleichzeitig kommt es nach QIL1-Depletion zur Akkumulation eines
kleineren Subkomplexes bestehend aus MIC19, MIC25 und MIC60. Zudem fihrt der QIL1-KO zur
Destabilisierung der crista junctions, sowie zu Verdnderungen der gesamten Cristae-Morphologie.

Interessanterweise kann auch die Uberexpression von MIC10 die durch QIL1-Depletion
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hervorgerufenen Defekte nicht beheben. Aus all diesen Beobachtungen l&sst sich schliellen, dass QIL1
als Bindeglied zwischen dem MIC10- und MIC60-Subkomplexen fungiert und weiterhin von
herausragender Bedeutung fiir die Integritdt des gesamten MICOS-Komplexes und die Stabilitat der
crista junctions ist [47,48].

Sowohl MIC26 als auch MIC27 gehdren der Proteinfamilie der Apolipoproteine an. Beide sind Teil des
MIC10-Subkomplexes in Mitochondrien, was verdeutlicht, dass die Funktion von Apolipoproteinen
nicht nur auf den Transport von Lipiden durch das Blut und lymphatische System beschrénkt ist. In
Séugetieren werden MIC26 und MIC27 flr die Stabilitét der crista junctions und Aufrechterhaltung der
Cristae-Morphologie benétigt [75,132]. MIC27 interagiert dabei mit MIC10, MIC60 und SAM50, sowie
mit dem wichtigen mitochondrialen Membranlipid Cardiolipin, das an der Entstehung von
Membrankriimmungen und der Aufrechterhaltung der Cristae-Morphologie beteiligt ist [62,116].
Letzteres konnte ein Hinweis dafiir sein, dass MIC27 fiur die Interaktion des MICOS-Komplexes mit
den Lipiden der inneren Mitochondrienmembran verantwortlich ist [132]. MIC26 interagiert mit
MIC10, MIC27 und MIC60, und der Gehalt an MIC26 korreliert positiv mit dem von Tafazzin. Bei
Tafazzin handelt es sich um ein mitochondriales Enzym, welches entscheidend am Cardiolipin-
Stoffwechsel beteiligt ist [117]. Diese und andere Befunde sprechen dafiir, dass neben MIC27 auch
MIC26 mit Cardiolipin assoziiert ist [75].
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Abbildung 3: Modell MIC10

Abb. 3 Modell MIC10: Das MIC10-Protein besitzt zwei TMS, wobei sowohl der N-, als auch der C-Terminus in
den Intermembranraum ragen. Die beiden TMS werden dabei durch ein in die Matrix ragendes, positiv geladenes
Aminosauremotiv miteinander verbunden, was die Voraussetzung fir die Verankerung von MIC10 in der inneren
Membran ist. Beide Transmembrandomanen verfligen zudem Uber hochkonservierte Glycin-reiche Motive (z. B.
GXGxGxG), welche die MIC10-Oligomerisieung und folglich die Induktion der Membrankrimmung an den crista
junctions unterstiitzen.
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3.2.5 Entstehung lamellarer und tubulérer Cristae

An Entstehung und Aufrechterhaltung der dynamischen Cristae-Morphologie sind verschiedenste
Faktoren beteiligt, wobei der MICOS-Komplex, OPA1, die FiFo-ATP-Synthase, sowie das
Phospholipid Cardiolipin als Schlusselspieler fungieren (Abb. 2) [19]. Die Cristae kénnen dabei
verschiedene Phanotypen aufweisen, sodass unter anderem zwischen lamellaren und tubuléren Cristae
unterschieden werden kann [54].

Obwohl in den vergangenen Jahren grofRe Fortschritte auf dem Gebiet der Erforschung der Cristae-
Entstehung gemacht wurden und die an diesem Prozess beteiligten (Membran-) Proteine und Lipide
naher charakterisiert werden konnten, ist der genaue Mechanismus der Cristae-Biogenese weiterhin
unklar. Wahrscheinlich existieren verschiedene Mechanismen, die spezifisch fur die Bildung
bestimmter Cristae-Typen sind. Lamellare Cristae kénnten dann entstehen, wenn zwei Mitochondrien
miteinander fusionieren. Nach Verschmelzung der duBeren Membran fiihrt die Aktivitat von OPAL zur
Fusion der inneren Mitochondrienmembran, wobei die typische, sack&hnliche Struktur der lamellaren
Cristae entsteht. Diese wird durch die Dimerisierung der F1Fo-ATP-Synthase stabilisiert, indem sie die
Membrankrimmung der Cristae-Ré&nder induziert. Schlieflich wird die Verbindung der neu
entstandenen lamellaren Cristae mit der inneren Grenzmembran durch die durch den MICOS-Komplex
vorgenommene Entstehung der crista junctions sichergestellt. Die Bildung von tubuléren Cristae ist
dagegen das Ergebnis eines von OPAL unabhangigen Mechanismus. Dabei kommt es zur Einstllpung
der inneren Membran, welche durch die Oligomerisierung der F1Fo-ATP-Synthase, sowie den Einstrom
des Phospholipids Cardiolipin induziert wird. Auch hierbei fuhrt die von MICOS abhéngige Formierung

der crista junctions zur zusatzlichen Stabilisierung der neu entstandenen tubuléren Cristae [19,54,72].

3.3 Teilung und Fusion als Voraussetzung mitochondrialer Dynamik

Mitochondrien bilden untereinander ein hochdynamisches Netzwerk und durchlaufen kontinuierliche
Zyklen aus Teilung und Fusion. Eine fein austarierte Balance zwischen beiden Prozessen ist essentiell
fiir die mitochondriale Qualitdtskontrolle und fiir Anpassungsprozesse als Reaktion auf Stress oder
metabolische Veranderungen. Dabei unterscheidet sich die mitochondriale Dynamik und in deren
Konsequenz auch die Morphologie der Mitochondrien erheblich zwischen verschiedenen Geweben und
Zelltypen je nachdem welchen Anforderungen sie entsprechen miissen [36,84]. Mitochondriale Fusion
stellt dabei die Verteilung der mtDNA sicher und ist weiterhin mit einer Steigerung der respiratorischen
Kapazitat assoziiert [80,81,88]. Eine Ausdehnung des mitochondrialen Netzwerkes kann sowohl durch
stimulierte Fusion als auch infolge supprimierter Teilung erreicht werden. Durch limitierte Teilung

entstandene und aus hyperfusionierten Mitochondrien bestehende Netzwerke sind dazu in der Lage,
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diese Organellen vor ihrem Abbau durch Autophagie zu schiitzen [42,108]. Mitochondriale Teilung ist
die Voraussetzung dafir, dass Mitochondrien inklusive ihrer mtDNA wahrend der Mitose korrekt auf
die entstehenden Tochterzellen verteilt werden konnen [87]. Stimulierte Teilung mit sich
anschliellender, selektiver Fusion ermdglicht auflerdem die Isolierung individueller (defekter)
Mitochondrienpartikel aus einem bestehenden Netzwerk, welche anschliefend durch Mitophagie
eliminiert werden kdnnen. So ist es moglich, geschadigte Mitochondrien vom Rest des Netzwerkes zu
trennen, bevor sie groReren Schaden anrichten konnen [126]. Verdnderungen der mitochondrialen
Fusion bzw. Teilung sind mit verschiedenen Krankheiten wie bspw. neurodegenerativen Erkrankungen
vergesellschaftet. So konnten in der Vergangenheit Assoziationen zur Alzheimer-Demenz, Parkinson-
Krankheit und zu Chorea Huntington festgestellt werden [58,65,110,127]. Dies unterstreicht die
herausragende Bedeutung von korrekt ablaufender mitochondrialer Teilung und Fusion, auf deren
biochemische Abldufe, sowie die daran beteiligten Schliisselspieler, im Folgenden n&her eingegangen

werden soll.

3.4 Mitochondriale Teilung

Die Balance zwischen mitochondrialer Teilung und Fusion wird durch eine Gruppe verschiedener
Proteine reguliert, die zur Familie der dynamin-related proteins gehdren und an der inneren und auReren
Membran lokalisiert sind. Sie enthalten eine hochkonservierte GTPase-Doméne und besitzen die

Fahigkeit zur GTP-Hydrolyse, Oligomerisierung und Umgestaltung von Membranen [20,79,84].

An der &ulleren Membran wird die mitochondriale Teilung durch das sich normalerweise im Zytosol

befindliche dynamin-related protein 1 (DRP1) dirigiert.

Im Gegensatz zur duBeren Membran ist Gber die genauen Abldufe bei der Teilung der inneren
Mitochondrienmembran wenig bekannt. Dies liegt unter anderem daran, dass bisher kein
Schlisselprotein, wie es das DRP1 fir die duRere Membran ist, fiir die Teilung der inneren Membran
identifiziert werden konnte. Daraus ergeben sich zwei verschiedene Theorien, wie die Teilung der
inneren Membran vonstattengehen konnte. Erstens besteht die Mdoglichkeit, dass die Teilungs-
maschinerie der auteren Membran rund um DRP1 zusétzlich auch fiir die Teilung der inneren Membran
verantwortlich ist [34,66,76]. Alternativ konnten aber auch Faktoren der inneren Membran in
Mitochondrien existieren, welche in Kontakt mit den an der Teilung der duBeren Membran beteiligten
Proteinen stehen und so die Teilung der inneren Membran induzieren [84]. Eines dieser Proteine, die an
der Teilung der inneren Membran beteiligt sein kdnnten, ist die proteolytisch prozessierte Version der
GTPase optic atrophy type 1 (OPAL; s. Kap. 3.5- 3.7), die auch als S-OPAL fur ,,short-OPAI*
bezeichnet wird. So wurde beobachtet, dass an definierten Orten der mitochondrialen Teilung, an denen

auch DRP1 nachzuweisen war, ebenfalls S-OPAL lokalisiert ist [5].
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3.5 MFN1, MFN2 und OPAL1 als Schlusselspieler mitochondrialer Fusion

Die vollstandige Fusion zweier Mitochondrien erfordert die Verschmelzung der &uRReren und in einem
zweiten Schritt der inneren Membran. Eine Schlusselrolle bei der Fusion der &uf3eren Membran nehmen
dabei Mitofusine (MFN) ein. Bei diesen handelt es sich um GTP-bindende Proteine aus der Dynamin-
Superfamilie. In Sdugetieren sind die Mitofusine MFN1 und MFN2 fir die Regulation der Fusion der
auBeren Membran verantwortlich. Sie sind in der &ulReren Membran lokalisiert (Abb. 4) und besitzen
ein TMS, wobei sowohl der N-, als auch der C-Terminus ins Zytosol ragt [113,115]. Es wurde gezeigt,
dass die Deletion von MFN1 und/oder MFN2 die mitochondriale Fusion behindert und dass eine
erfolgreiche Fusion die Anwesenheit der Mitofusine auf beiden zu verschmelzenden duReren
Membranen erfordert [15,77].

Die Dynamin-ahnliche GTPase OPAL ist dagegen fir die Fusion der inneren Mitochondrienmembran
verantwortlich (Abb. 4), wobei die Anwesenheit von MFNL1 in der duReren Membran die VVoraussetzung
hierfur ist [10,17,135]. Neben seiner Funktion als wichtiger Faktor mitochondrialer Fusion, ist das
Protein OPA1 allerdings auch an diversen anderen Prozessen wie bspw. Aufrechterhaltung der Cristae-
Morphologie, mitochondriale Teilung oder Apoptose beteiligt, was es zu einem der Schllsselspieler
innerhalb der Aufrechterhaltung mitochondrialer Funktionen macht [84]. Im Folgenden soll daher der
Fokus auf das OPAZ1-Protein gelegt werden, um ein besseres Verstandnis fiir seine vielféltigen

Funktionen zu entwickeln.
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MFN1/2

AuRere Membran
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L-OPA1 L-OPA1 YME1L

Abbildung 4: Mitochondriale Fusion

Abb. 4 Mitochondriale Fusion: Die in der duReren Membran lokalisierten Mitofusine MFN1 und MFN2 sind die
Hauptfaktoren der Fusion der duReren Mitochondrienmembran. Schlisselspieler der Fusion der inneren Membran
sind dagegen die langen, in der inneren Membran lokalisierten und nicht prozessierten OPA1-Formen (L-OPAL).
Dagegen werden nur basale Spiegel an S-OPAL, welche durch limitierte Prozessierung durch YMELL entstanden
sind, fur eine erfolgreiche Fusion toleriert.
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3.6 Mutationen im OPA1-Gen fiihren zur ,,autosomal-dominanten optischen Atrophie*

OPAL ist ein Akronym fir optic atrophy type 1 und wurde nach seiner genetischen Mutation benannt,
welche unter anderem zur ,,autosomal-dominanten optischen Atrophie” (ADOA) fihrt [2]. Diese
optische Neuropathie ist durch eine Atrophie retinaler Ganglienzellen mit Verlust von Myelin- und
Nervengewebe des Sehnervs gekennzeichnet, sodass es als Konsequenz zum progressiven Verlust der
Sehkraft kommt [69]. Tatséchlich wird das OPAL-Protein in sehr groRen Mengen in der Retina gebildet,
man findet es aber auch weit verbreitet im gesamten Korper. Dies erklart, warum verschiedene
Krankheiten mit einer heterozygoten Mutation im OPAL-Gen assoziiert sind wie bspw. Taubheit,
Parkinsonismus oder Demenz [14]. Die einzige homozygote OPA1-Mutation, die bisher identifiziert
werden konnte, flihrte zur early-onset Enzephalomyopathie, hypertrophen Kardiomyopathie sowie dem
Tod bereits im frihesten Kleinkindalter [122]. Sowohl in Mé&usen als auch beim Menschen fiihren
Mutationen im OPA1-Gen unter anderem zu einer gestorten Cristae-Struktur, mitochondrialer
Fragmentierung, mtDNA-Instabilitdt, Reduktion mitochondrialer Respiration sowie einem Anstieg
reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) [1,16,24]. Dies unterstreicht die Klinische Relevanz des OPA1-
Proteins, auf dessen Biosynthese und Prozessierung im folgenden Abschnitt n&her eingegangen werden

soll.

3.7 Biosynthese und Prozessierung von OPA1

Das humane OPAZ1-Protein wurde im Jahre 2000 als Homolog des Dynamin-dhnlichen Proteins
mitochondrial genome maintenance 1 (Mgm1) in Hefe entdeckt [26]. Es besitzt eine konservierte GTP-
Bindungsdoméne, eine GTP-Effektor-Domane, sowie eine N-terminale Transmembrandomane, welche
das Protein in der inneren Mitochondrienmembran verankert. Dabei ragt die GTPase-Domane in den

Intermembranraum [45,51].

Da es sich bei OPAL um ein kerncodiertes Protein handelt, muss es nach der Proteinbiosynthese im
Zytosol erst noch ins Mitochondrium transportiert werden, um dort seinen vielfaltigen Aufgaben
nachgehen zu koénnen. Hierflr besitzt das Vorlauferprotein zusétzlich noch eine N-terminale
mitochondrial targeting sequence (MTS), die das Protein fiir den Import ins Mitochondrium
kennzeichnet. Angekommen im Mitochondrium wird diese MTS des Vorlauferproteins durch die
mitochondrial processing peptidase (MPP) entfernt und OPALl anschliefend in der inneren
Mitochondrienmembran verankert (Abb. 5). Die Verankerung des OPAZl-Proteins in der
cardiolipinhaltigen Membran erfolgt dabei mithilfe einer lipidbindenden Paddle-Domé&ne. Dabei dringt
eine konservierte Schleife innerhalb dieser Paddle-Domane tief in die Doppelschicht ein und unterstiitzt

so die Wechselwirkung wvon OPAl1 mit Cardiolipin-enthaltenden Membranen [130].
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Elektronenmikroskopische Untersuchungen haben dabei zeigen kénnen, dass OPAL sowohl in den
Cristae, als auch der inneren Grenzmembran und den crista junctions lokalisiert ist [9,129].

Aus alternativem Splicing von 3 der insgesamt 30 OPA1-Exons (Exon 4, 4b und 5b) resultieren acht
verschiedene OPA1-mRNA-Isoformen im Menschen (Abb. 5). Dabei wird vermutet, dass Isoformen,
welche das Exon 4 enthalten (1, 5, 7, 8) an mitochondrialer Fusion und Aufrechterhaltung des
Membranpotentials beteiligt sind. Exon 5b enthaltende Isoformen (4, 6, 7, 8) sind dagegen an der
Dichthaltung der crista junctions beteiligt, um die Freisetzung von Cytochrom ¢ aus den Cristae-
Speichern zu verhindern, wohingegen die Exon 4b enthaltenden OPA1-Isoformen (3, 5, 6, 8) an der
Aufrechterhaltung der mtDNA mitwirken (Abb. 5) [25,27,93]. Nach Prozessierung durch die MPP
konnen die membrangebundenen, langen OPA1-Formen (L-OPAL) an zwei definierten Schnittstellen,
die als S1 und S2 bezeichnet werden, weiter prozessiert werden, um kurze, 16sliche OPAL1-Formen (S-
OPAL1) zu generieren [56,63]. Im Menschen besitzt jede der insgesamt acht L-OPA1-Isoformen eine S1-
Schnittstelle, welche von Exon 5 codiert wird und die Hélfte zusétzlich noch eine S2-Schnittstelle (4, 6,
7, 8), deren korrespondierende DNA-Sequenz auf Exon 5b lokalisiert ist (Abb. 5) [25,63,93,121]. Dabei
wird die Prozessierung an S1 und S2 durch zwei Proteasen des Intermembranraums durchgefiihrt. Die
Prozessierung an S1 wird durch die Metalloprotease OMAL vorgenommen, wahrend die Protease
YMELL OPAL1 an S2 prozessiert (Abb. 5) [55,121].

Von der Malsburg et al., 2023 gelang es, einen Mechanismus flr die durch OPA1-vermittelte Fusion
der inneren Mitochondrienmembran aufzudecken: So fanden sie heraus, dass membrangebundene L-
OPA1-Molekile den Membranumbau initiieren und Igsliches S-OPAL zum Ort der Fusion rekrutieren.
Letztere polymerisieren zu einem flexiblen zylindrischen Geriist, welches die innere Membran
umschlie3t. Die Dimerisierung der Paddle-Domane stellt wiederum die Energie zur Verfugung, welche
fir die Umgestaltung der inneren Membran hin zu einer tubuldren Form mit moderater Kriimmung
benétigt wird. Weitere Konformitatsanderungen der OPA1-Oligomere fiihren schlieBlich dazu, dass es
zur Extraktion der konservierten Schleife, welche die Paddle-Domane normalerweise tief in der
Membran verankert, aus der cardiolipinhaltigen Membran kommt. Hierdurch wird zuséatzlicher
Kriimmungsstress erzeugt, der in Summe zu einer instabilen, fusionsanfélligen inneren Membran fiihrt.
In der Folge kommt es zu einer weiteren tubuldren Verformung, sodass sich der Abstand der beiden
miteinander zu verschmelzenden Membranen verringert, was schlieRlich in einer Verschmelzung der

beiden hochgekrimmten Membranen resultiert [130].
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Abbildung 5: Biosynthese und Prozessierung von OPA1

Abb. 5 Biosynthese und Prozessierung von OPAL: Als Ergebnis alternativen Splicings von 3 der 30 OPA1-
Exons (4, 4b, 5b) resultieren acht verschiedene OPA1-Isoformen. Alle 8 Isoformen besitzen dabei die Schnittstelle
S1, welche von Exon 5 codiert wird. Die Isoformen 4, 6, 7 und 8 besitzen dariiber hinaus zusétzlich die S2-
Schnittstelle, deren korrespondierende DNA-Sequenz auf Exon 5b lokalisiert ist. Durch Prozessierung von L-
OPA1 durch OMAL an S1 und YMELL an S2 entsteht S-OPAL. Das Vorlauferprotein besitzt zudem eine MTS,
um es flr den Import ins Mitochondrium zu kennzeichnen. Dort angekommen, wird diese von der MPP
abgespalten und L-OPA1 kann in die innere Membran eingebaut werden.

MPP: mitochondrial processing peptidase, MTS: mitochondrial targeting sequence, TM: Transmembrandomane

3.8 YMELL, OMAL1 und ihr Einfluss auf die OPA1-Prozessierung

Eine gewisse Menge an S-OPA1 wird durch Prozessierung von L-OPAL an der S2-Schnittstelle erzeugt,
sodass es unter basalen Bedingungen zu einem definierten Gleichgewicht zwischen langen und kurzen
OPA1-lIsoformen kommt [39,45]. Wie bereits erwahnt, ist die ATP-abhédngige i-AAA-Protease yeast
mitochondrial DNA escape 1-like (YMEZLL) fiir die proteolytische Prozessierung an der S2-Schnittstelle
verantwortlich [121]. YMEILL ist in der inneren Mitochondrienmembran verankert, wobei ihr
katalytisches Zentrum in den Intermembranraum ragt [6]. Relativ wenig ist dabei dartiber bekannt, wie
die durch YMELL vorgenommene OPA1-Prozessierung an S2 reguliert wird, auch wenn gezeigt werden
konnte, dass sie sich durch einen Anstieg der oxidativen Phosphorylierung steigern lasst [87]. Die ATP-
unabhéngige overlapping with m-AAA-Protease (OMA1) wurde dagegen als Stress-sensitive
Metalloprotease identifiziert, die L-OPA1 an der S1-Schnittstelle proteolytisch prozessiert. Sie ist
ebenfalls in der inneren Mitochondrienmembran lokalisiert, wobei ihr C-terminal gelegenes

katalytisches Zentrum in Richtung Intermembranraum orientiert ist, wéhrend ihre N-terminale Domane
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in die mitochondriale Matrix ragt. Dort spielt dieser zur Matrix hin orientierte Teil eine wichtige Rolle
in der Wahrnehmung von Verdnderungen des Membranpotentials [7,70]. OMAL agiert in enger
Kooperation mit YMELL, indem es unter basalen Bedingungen fiir ein Equilibrium bestehend aus
langen und kurzen OPAL-Isoformen sorgt (Abb. 6 und 8). Stressaktiviert fiihrt OMAL zur kompletten
OPA1-Cleavage und somit zur Entstehung ausschlieRlich kurzer OPA1-Isoformen, die sich frei im
Intermembranraum befinden (Abb. 6, 7 und 8). So konnte gezeigt werden, dass pharmakologische
Inhibitoren der Atmungskette wie Valinomycin, Oligomycin oder der Entkoppler Carbonylcyanid 3-
chlorophenylhydrazon (CCCP) zur Verlagerung des Gleichgewichts hin zu S-OPA1 fuhren, wéhrend
der Knockdown von OMAL dazu in der Lage ist die CCCP-induzierte L-OPA1-Prozessierung zu
verhindern [30,46,49,55]. Neben mitochondrialer Depolarisierung kdnnen auch Hitze sowie oxidativer
Stress eine verstarkte OMAZL-Aktivierung zur Folge haben (Abb. 8) [7]. Dabei wird OMAL nach seiner
Aktivierung am C-Terminus autokatalytisch gespalten, sodass eine kiirzere OMA1-Form (S-OMAL)
entsteht (Abb. 7). Diese ist die eigentlich aktive OMAZ1-Form, welche dazu in der Lage ist, L-OPAL an
S1 zu prozessieren (Abb. 7). Dabei ist S-OMAL deutlich instabiler als die lange, inaktive OMA1-Form
(L-OMAL), lasst sich aber durch andauernde Membrandepolarisierung stabilisieren [7,138]. Weiterhin
konnte gezeigt werden, dass S-OMAL1 durch die Protease YMEILL abgebaut wird, unter der
Voraussetzung, dass ausreichend hohe ATP-Spiegel vorhanden sind (Abb. 7). Membrandepolarisierung
und ein verminderter zellularer ATP-Gehalt fuhren dagegen zur Degradierung von YMELL mit der
Folge, dass die aktive S-OMAL1-Form stabilisiert wird. Somit bleibt festzuhalten, dass der reziproke
proteolytische Abbau von S-OMA1L und YMELL zur variablen OPAL-Prozessierung in Abhangigkeit

von aktuellen metabolischen Gegebenheiten fuhrt [71].
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Abbildung 6: OPA1-Prozessierung unter basalen Bedingungen und mitochondrialem Stress

Abb. 6 OPAl-Prozessierung unter basalen Bedingungen und mitochondrialem Stress: Unter basalen
Bedingungen sorgt die Aktivitdt von YMELL an S2 fiir ein Equilibrium aus langen und kurzen OPA1-Formen.
Stressinduzierte OMAZL-Aktivierung fuhrt dagegen zur massiven Prozessierung von L-OPA1 an S1, mit der Folge,
dass sich das Verhéltnis zwischen langen und kurzen OPA1-Formen verschiebt und es zu einem Ubergewicht von
S-OPAL kommt
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Abbildung 7: Prozessierung von L-OPA1 durch aktive Metalloprotease OMAL

Abb. 7 Prozessierung von L-OPAL durch aktive Metalloprotease OMAL: Stressinduzierte, autokatalytische
proteolytische Prozessierung von L-OMAL fiihrt zur Entstehung von S-OMAL. Diese aktive OMA1-Form
schneidet L-OPAL an S1, sodass S-OPAL entsteht. S-OMAL ist dabei sehr instabil und wird bei gleichzeitiger
Anwesenheit von ATP durch YMELL abgebaut.
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3.9 Limitierung mitochondrialer Fusion durch OPA1-Prozessierung

Wie bereits erwéhnt, ist mitochondriale Fusion und Teilung eine wichtige Voraussetzung fiir die
Aufrechterhaltung mitochondrialer Dynamik in Abhdngigkeit von den aktuell vorherrschenden
metabolischen Gegebenheiten. Dabei ist OPAl sowohl an der Fusion als auch der Teilung von
Mitochondrien beteiligt, was auf den ersten Blick paradox erscheinen mag. Die Prozessierung von L-
OPAL ist dabei entscheidend fir die Balance zwischen mitochondrialer Fusion und Teilung. So kann
durch Deletion von OMAL die proteolytische Prozessierung von L-OPA1 an S1 verhindert werden und
als Konsequenz ein verlangertes und stark verzweigtes mitochondriales Netzwerk entstehen [5,106].
Weiterhin behalten Mitochondrien die Fahigkeit zur Fusion, trotz des Fehlens von YMELL und/oder
OMAL1 [5,114]. Dies verdeutlicht, dass die Prozessierung von L-OPAL entbehrlich fiir mitochondriale
Fusion ist. Die Re-Expression von S-OPAL in mouse embryo fibroblasts (MEFs), denen YMELL und
OMAL1 fehlt, filhrt dagegen zur Fragmentierung von Mitochondrien, genauso wie die Uberexpression
von S-OPA1 in Wildtyp-Zellen. Dies kann als Hinweis fur gesteigerte mitochondriale Teilung gewertet
werden [5,63]. Zudem konnte mittels Fluoreszenz-Mikroskopie nachgewiesen werden, dass S-OPA1 an
definierten Orten mitochondrialer Teilung gemeinsam mit Schlusselspielern mitochondrialer Teilung
der auBeren Membran wie DRP1 lokalisiert ist [5]. Aus all diesen Beobachtungen lasst sich schlief3en,
dass die langen OPA1-Formen vor allem fiir mitochondriale Fusion verantwortlich sind, wahrend die
kurzen, prozessierten OPA1-Formen entscheidend fur die Teilung von Mitochondrien sind und dass die
durch OMALl und YMEILL vorgenommene L-OPAL-Prozessierung der limitierende Faktor fir
mitochondriale Fusion ist (Abb. 4 und 5) [5,84].

3.10 OPAL und seine regulierende Funktion auf Apoptose

Apoptotische Zellen zeigen dramatische Verdnderungen ihrer mitochondrialen Morphologie und
Cristae-Struktur. So konnte gezeigt werden, dass die DRP1-abhédngige mitochondriale Teilung, sowie
Veranderungen der Cristae-Struktur zur erleichterten Freisetzung pro-apoptotischer Proteine wie
Cytochrom c, aus den Cristae ins Zytosol fiihren und somit die apoptotische Kaskade ins Rollen bringen
[103,124]. OPA1 ist an der Fusion der inneren Mitochondrienmembran, ebenso wie an der
Aufrechterhaltung der Cristae-Morphologie beteiligt und Ubt somit zwei voneinander unabhéngige
Funktionen aus, welche die Zelle vor dem Tod durch Apoptose schiitzt (Abb. 8). Dabei ist die
Anwesenheit von OPA1-Oligomeren entscheidend fir die Aufrechterhaltung der Cristae-Morphologie
und somit fur die Tatsache, dass sich Cytochrom c unter basalen Bedingungen fast ausschlief3lich in den
Cristae befindet [32]. Die Oligomerisierung von OPAL wird unter anderem in Abhéangigkeit von den
aktuell vorherrschenden metabolischen Anforderungen der Zelle reguliert. So konnte gezeigt werden,
dass die OPA1-Oligomerisierung bei Mangelerndhrung der Zelle stimuliert wird mit der Intention, die

Zelle vor dem Tod zu bewahren [98].
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Die Aktivierung der pro-apoptotischen, zur Bcl-2-Familie gehorenden Proteine Bax und Bak an der
auReren Mitochondrienmembran, ebenso wie die mitochondriale Rekrutierung des BH3-Proteins Bid,
fuhren dagegen zur Destabilisierung der OPA1-Oligomere. Daraus resultiert eine Storung der Cristae-
Struktur mit der Folge, dass es zur Cytochrom c-Freisetzung aus den Cristae-Speichern ins Zytosol
kommt [32,103,136]. Die génzliche Abwesenheit von OPAL fiihrt ebenfalls zur Fragmentierung der
Mitochondrien, sowie zur starken Stérung der Cristae-Struktur, welche die Freisetzung von Cytochrom
c zur Folge hat [92]. Somit bleibt festzuhalten, dass OPA1 einen starken regulatorischen Einfluss auf
die Cristae-Morphologie im Allgemeinen, sowie auf die Freisetzung von Cytochrom c aus den Cristae
ins Zytosol und damit die Einleitung der apoptotischen Kaskade hat. Welche Rolle die Prozessierung
von OPAL1 dabei spielt, soll im Folgenden naher beleuchtet werden.

3.11 Anhaltende OPA1-Prozessierung durch OMAL fiihrt zur Apoptose

Der durch OMAL-Aktivierung hervorgerufene Verlust von L-OPA1 mit einer daraus resultierenden
Akkumulation von S-OPAL fuhrt zur mitochondrialen Fragmentierung. Dabei ist eine transiente OMAL1-
Aktivierung dazu in der Lage, das Zelliberleben zu unterstiitzen, indem Fragmentierung die
kontinuierliche mitochondriale Erneuerung durch Mitophagie unterstiitzt. Andauernde OMAL-
Aktivierung fuhrt dagegen zu exzessiver mitochondrialer Fragmentierung, gestorter Cristae-
Morphologie und schliellich zum Zelltod (Abb. 8) [5,55,67]. Die durch apoptotische Stimuli
hervorgerufene Oligomerisierung von Bax bzw. Bak an der dauBeren Mitochondrienmembran ist dazu in
der Lage OMAL1 zu aktivieren. Dies wiederum hat eine verstarkte Prozessierung von L-OPAL an S1 zur
Folge, sodass vermehrt S-OPAL entsteht. Die daraus resultierende Verdnderung der Cristae-
Morphologie fuhrt schlielich zur Freisetzung von Cytochrom ¢ aus den Cristae-Speichern ins Zytosol,
welche zusétzlich noch dadurch erleichtert wird, dass die Oligomerisierung von Bax bzw. Bak, neben
der Aktivierung von OMAL, auch zur verstarkten Durchléssigkeit der duBeren Membran flhrt [67]. Die
Beobachtung, dass OMAL offenbar eine pro-apoptotische Funktion ausiibt, wird durch die Tatsache
untermauert, dass der Knockout von OMAL die Freisetzung von Cytochrom c ins Zytosol zu verhindern
vermag und die jeweiligen Zellen eine verstarkte Resistenz gegentiber apoptotischen Stimuli aufweisen
[5,67,106]. Die besondere Bedeutung mitochondrialer Teilung und Fragmentierung fur die Einleitung
des Zelltodes wird zudem dadurch unterstrichen, dass neben der OPA1-Prozessierung via OMA1 auch
Schlisselspieler dieser Prozesse wie DRP1 fiir apoptotische Cristae-Veranderungen erforderlich sind
[37,94]. Interessanterweise kann die durch OMAL vorgenommene, verstarkte Prozessierung von OPAL
neben dem apoptotischen auch nekrotischen Zelltod induzieren, wie Untersuchungen an retinalen Zellen

gezeigt haben, welche dem Ischdmie/-Reperfusions-Syndrom ausgesetzt waren [125].
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Somit bleibt festzuhalten, dass eine exzessive OPAl-Prozessierung dazu in der Lage ist, sowohl
apoptotischen als auch nekrotischen Zelltod zu induzieren (Abb. 8) und diesem durch OMA1-
Supression mit daraus resultierendem stabilisierten L-OPA1-Gehalt vorgebeugt werden kann.

Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung von OMA1L zusétzlich zu den
beschriebenen Verénderungen auf lokaler, mitochondrialer Ebene, auch eine Stressantwort auf globaler
zellularer Ebene induzieren kann. Dies geschieht, indem OMAL den DAP3-binding cell death enhancer
1 (DELEL) schneidet, wodurch dessen mitochondrialer Import beschrankt wird und das Protein im
Zytosol akkumuliert. Dort ist DELEL dazu in der Lage, die integrated stress response (ISR) auszuldsen.
Beim ISR handelt es sich um ein breit angelegtes Transkriptionsprogramm, welches als Reaktion auf
mitochondriale Dysfunktion ausgeldst wird. Es umfasst dabei unter anderem die Hemmung der
Proteinsynthese, eine verbesserte oxidative Abwehr, sowie die metabolische Umstellung der Zelle
[112,120].

In Zusammenschau aller Befunde kann festgehalten werden, dass OMAL, sowohl pro-apoptotische als
auch das Zelluberleben sichernde Funktionen ausiiben kann. Die besondere Rolle, die OMA1 einnimmt,
macht sie zu einem potenziellen therapeutischen Angriffspunkt bei bspw. Brustkrebs, da in Studien
gezeigt werden konnte, dass OMAL unter anderem dazu in der Lage ist, sowohl die Aggressivitat als

auch das Metastasierungspotential von Brustkrebszellen zu vermindern [27].
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Abbildung 8: Verschiedene Funktionen von OPA1

Abb. 8 Verschiedene Funktionen von OPAL: In gesunden Mitochondrien existiert ein physiologisches
Gleichgewicht zwischen Fusion und Teilung und die Anwesenheit von OPAZ1-Oligomeren flihrt zur
Aufrechterhaltung einer intakten Cristae-Struktur, sowie dem Erhalt des mitochondrialen Netzwerkes.
Demgegentiber fiihren diverse Stressoren zur starken Aktivierung von OMAL mit der Folge, dass es zum Verlust
der OPAL1-Oligomere kommt und L-OPA1l zu S-OPA1 prozessiert wird. Als Konsequenz kommt es zur
gesteigerten mitochondrialen Teilung und bei langer andauerndem Stress zur Stérung der Cristae-Struktur,
mitochondrialer Fragmentierung, Mitophagie und schlieBlich gar zum Zelltod via Apoptose oder Nekrose.

3.12 Zielsetzung der Arbeit

Wie bereits in den vorangegangenen Abschnitten im Detail beschrieben, sind sowohl MICOS als auch
OPAL1 Schlusselspieler bei der Entstehung und Aufrechterhaltung der Cristae-Morphologie und damit
der mitochondrialen Dynamik. Dennoch sind nach wie vor viele Fragen zu dieser Thematik offen.
Insbesondere aufgrund der groBen klinischen Relevanz werden dringend Informationen dariber
benétigt, wie das Wechselspiel von MICOS und OPALl die Cristae-Biogenese und -Dynamik
beeinflusst.

Um einen wissenschaftlichen Beitrag zu diesem Thema zu leisten, beschloss ich, dieses Wechselspiel
zwischen MICOS und OPAL genauer zu untersuchen und dessen Auswirkungen auf die mitochondriale
Dynamik zu erforschen. Dabei suchte ich sowohl nach direkten Wechselwirkungen als auch nach

Reaktionen aufseiten des einem Partners, wenn man den anderen Partner verandert.
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4. Material & Methoden

4.1 Material

4.1.1 Gerate

1.000 pl Pipette

Brandt, Transferpette S

2,5 ul Pipette

Brandt, Transferpette S

20 pl Pipette

Brandt, Transferpette S

200 pl Pipette

Brandt, Transferpette S

Absaugpumpe Zellkultur

neoLab Migge GmbH Heidelberg,
Vacuum-aspiration system (D-9330)

Anlage Destilliertes Wasser

Merck Millipore

Autoklav

HP-Medizintechnik GmbH,
VARIOKLAYV Dampfsterilisator,
Baujahre 1994 und 2017

Blot-Apparatur

Thermo Scientific™ Owl™ HEP-1

BN-Apparatur

Serva, SE600X Chroma Deluxe Dual-
gekunhlt

BN-Gradientenmischer

Hoefer SG30 Gradient Maker

Peristaltikpumpe

Gilson minipuls 3

BN-Umwaélzpumpe

Fisher Scientific,
Fisherbrand™ Isotemp™ Heated
Immersion Circulators: Model 4100C

Eismaschine

Scotsman, AF124

Elektrische Pipetierhilfe

Brandt, Accu-jet® pro

Feinwaage

KERN ALJ

Gradientengel-Kasten

Thermo Fisher Scientific, invitrogen,
Mini Gel Tank

Heizblock Eppendorf ThermoMixer C
Imager Amersham Imager 600
Inkubator Thermo Fisher Scientific, HERACELL

150i CO2 Incubator

Kipprollen-Mischer

PHOENIX Instrument RS-TR05

Kipptisch Ingenieurbiro CAT, M. Zipperer GmbH
(#60281-00)
Magnetrihrer Heidolph MR 3001

Mikroskop Zellkultur

Leica, DMil

pH-Meter

inoLab pH7110
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Plate Reader

TECAN, Spark 10 M multimode
microplate reader

Potter-Elvehjem Homogenisator (5 ml)

Hartenstein Laborbedarf

Power supplies

PowerPRO 300

Power supplies BN

Consort, EV2650

SDS-PAGE-Apparatur

Bio Rad, Mini Protean Il

Seahorse

Agilent, Seahorse XFe96 Analyzer

Sterilbank Zellkultur

Thermo Fisher Scientific, SAFE 2020

Tiefkuhler -80 °C

Eppendorf, Hamburg, CryoCube, FC660h

Vortexer Scientific Industries SI™ Vortex-Genie™
2

Waage Chemikalienraum KERN PCB

Waage Labor Mettler PM600

Wasserbad

Thermo Fisher Scientific, IsotempnGPD
20

Zentrifuge Labor

Eppendorf Centrifuge 5424 R

Zentrifuge Zellkultur

Thermo Fisher Scientific (#75004230)

Zellzahler Countess

Thermo Fisher Scientific

4.1.2 Verbrauchsmaterial

1.000 pl Pipettenspitzen

Starlab (#S1111-6701)

10 pl Pipettenspitzen

Starlab (#S1111-3700)

10 cm Zellkulturschalen

Greiner bio-one (#664160)

15 cm Zellkulturschalen

Greiner bio-one (#639160)

200 pl Pipettenspitzen

Starlab (#S1113-1706)

48-Well-Platten

Greiner bio-one (#677180)

6-Well-Platten Greiner bio-one (#657160)
96-Well-Platten Greiner bio-one (#655086)

Alufolie Roth (#AAT77.1)

Columns IP MoBiTec, Mobicol ,,F*“ (#M105135F)

ECL-Entwicklerlésung Western Blot

Thermo Scientific SuperSignal West Pico PLUS

Entsorgungsbeutel Roth (#E706.1)
Filter Tip 1.000 pl Starlab (#S1126-7810)
Filter Tip 20 pl Starlab (#S1123-1810)

Filter Tip 200 pl

Starlab (#S1120-8810)

28



Gelbeladespitzen

Starab, Gel-Saver Il Tip-1, 200y, Bulk

Gradientengele 4-12% Bis-Tris Plus

Thermo Fisher Scientific, invitrogen
(#NW04125BOX)

Handschuhe, GroRe M

Starlab (#SG-N-M)

Handschuhe, GroRe M

Star-Lab, StarGuard Sensitive, Nitril Gloves

Kryokonservierungsréhrchen

Greiner bio-one (#122263)

Labortlicher

LABSOLUTE (#7695251)

Parafilm®

Parafilm® (#¥PM-996)

PVDF-Membran

Merck Millipore (#1PVVH00010)

Reaktionsgefale 1,5 ml

Sarstedt (#72.690.001)

Reaktionsgefalie 2 ml

Sarstedt (#72.691)

Serologische Pipette 10 ml

SARSTEDT (#86.1685.001)

Serologische Pipette 25 ml

SARSTEDT (#86.1254.001)

Serologische Pipette 2 ml

Fisherbrand (#136753C)

Serologische Pipette 3,5 ml

SARSTEDT (#86.1171)

Serologische Pipette 5 ml

SARSTEDT (#86.1253.001)

Skalpell

Braun, Chirurgische Einmal-Skalpelle

Transfermembran SDS

Merck Millipore (#IPVH85R)

Whatman-Papier

Blotting-Papier MN218B, Macherey-Nagel

Zentrifugenréhrchen 15 ml

Greiner bio-one (#188271)

Zentrifugenréhrchen 50 ml

Greiner bio-one (#227261)

4.1.3 Chemikalien

2. AK Hase Goat Anti-Rabbit IgG Antibody, HRP
conjugate: AP187P; Sigma-Aldrich
2. AK Maus Goat Anti-Mouse 1gG, Fc, HRP conjugate:

AP127P; Sigma-Aldrich

2-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich, M-3148

3X FLAG® Peptid

Sigma-Aldrich (#F4799)

Uridin

Sigma-Aldrich (#U3003-5G)

6-Aminocaproic acid

Sigma-Aldrich (#A7824-100G)

Aceton

Fisher Scientific (#67-64-1)

Acrylamid

Roth (#3029.2)

Anti-FLAG® M2 Affinity Gel

Sigma-Aldrich (#A2220-5ML)

Bambanker

Nippongenetics (#BB02)
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Bis-Tris

Roth (#9140.3)

cOmplete, EDTA-free Protease Inhibitor
Cocktail

Roche (#04693132001)

Coomassie G Serva, Coomassie Brilliant Blue G 250,
(#17524.02)

Digitonin Matrix BioScience (#60105)

DMEM (1x) Thermo-Fisher Scientific, gibco (#41966029)

DMSO Roth (#A994.2)

1,4-Dithiothreit (DTT) Roth (#6908.2)

EDTA Roth (#8043.2)

Essigsdure Chemsolute, Art.-Nr. 2289.2500

Ethanol ZChL UdS, 702543

FCCP Abcam (#120081)

Fetales Rinderserum (FCS)

Gibco (#10270-106)

Glycerol Sigma-Aldrich (#G7757-1L)
Glycin Roth (#3908.3)
HEPES Roth (#9105.3)

Isopropanol/2-Propanol

Sigma-Aldrich (#34863-2.5L)

Lipofectamine® RNAIMAX Reagenz

Thermo-Fisher Scientific, invitrogen (#13778)

MES

Roth (#4256.4)

Methanol ZChL UdS, 701224
Milchpulver Sucofin, Skimmed Milk Powder, easily soluble
MOPS Roth (#6979.3)

Opti-MEM® Medium

Thermo-Fisher Scientific, gibco (#31985062)

PBS pH 7,2 (1X)

Thermo-Fisher Scientific, gibco (#20012-019)

PMSF

Roth (#6367.2)

Proteinmarker BN

Amersham, HMW Calibration Kit for Native
Electrophoresis, 17044501

Proteinmarker SDS

Thermo-Fisher Scientific, PageRuler Protein
Ladder (#26619)

Proteinstandard 1gG

Bio-Rad Protein Assay Standard | (#500-0005)

Roti®-Quant, 5x Konzentrat

Roth (#K015.1)

Rotiphorese® Gel30 (Acrylamid SDS-Gel)

Roth (#3029.1)

SDS, ultra pure

Roth (#2326.2)

siRNA Kontrolle

Qiagen (#1027281)

SiRNA OPA1 Qiagen (#1027416)
Sucrose Serva (#35579)
TCA Sigma-Aldrich
TEMED Roth (#2367.1)
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Tricin Roth (#6977.5)
Tris Roth (#5429.2)
Triton X-100 Sigma-Aldrich (#9002-93-1)

Trypsin-EDTA (0,05%)

Thermo-Fisher Scientific, gibco (#25300-054)

Tween 20

Roth (#9127.2)

Blaues Trypsin (Zellzahlung) Trypanblau
(Trypan Blue stain 0,4%)

Thermo-Fisher Scientific, invitrogen (#T10282)

EDTA Roth (#8043.2)

4.1.4 Antikorper
Antikorper | Ursprung/Hersteller | Bestellnummer/Hasen- | Verdinnung | 2.AK

Nummer Maus/Hase

Alpha- Abcam ab7291 1:500 Maus
Tubulin
HSPA9 Abcam ab227215 1:500 Hase
MIC10 AG van der Laan 5032 1:500 Hase
MIC19 Sigma HPA042935 1:500 Hase
MIC25 Sigma HPAO051975 1:500 Hase
MIC26 Sigma HPA003187 1:500 Hase
MIC27 Sigma HPA000612 1:500 Hase
MIC60 AG van der Laan 5041/5042 1:500 Hase
OMA1 Santa Cruz sc-515788 1:500 Maus
OPAl BD Biosciences 612607 1:500 Maus
QIL1 AG van der Laan 5037/5033 1:500 Hase
SAM50 Abcam ab246987 1:500 Hase
TOM40 Abcam ab185543 1:500 Hase
Total Abcam ab110413 1:500 Maus
OXPHOS
YME1L1 Proteintech 11510-1-AP 1:500 Hase
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4.1.5 Zelllinien

Bei den von mir verwendeten Zelllinien handelt es sich um HEK293T sowie Hel.a.

HEK293, ein Akronym fur human embryonic kidney-Zellen, ist eine permanente Zelllinie, die von
embryonalen Nierenzellen abstammt. Diese wurden 1973 mit DNA von Adenovirus 5 transfiziert,
sodass ein etwa 4,3 kB (Kilobasen) groRes DNA-Fragment des Adenovirus-Genoms in Chromosom 19
integriert wurde. Die von mir verwendeten HEK293T-Zellen wiederum sind eine Variante dieser
HEK?293-Zellen, die zusatzlich noch das SV40 large T-Antigen exprimieren. Vorteile der Zelllinie
HEK?293 sind unter anderem, dass sie alle humanen posttranslationalen Modifikationen besitzen und

weiterhin eine hohe Teilungsrate aufweisen, was sie ideal fiur die Arbeit im Labor macht [2].

Bei der zweiten von mir verwendeten Zelllinie handelt es sich um HeLa-Zellen. Diese verdanken ihren
Namen der damals 30-jahrigen Henrietta Lacks, die 1951 an den Folgen ihres aggressiven
Adenokarzinoms der Cervix verstorben ist. Aus Gewebeproben ihres Cervixkarzinoms gelang es
schliel3lich, die erste humane Zelllinie der Welt zu etablieren [3]. Ebenso wie HEK293T, besitzen HelLa-
Zellen eine hohe Teilungsrate, wodurch sie sich schnell vermehren und somit optimal fur

Forschungszwecke verwendet werden kénnen.

Die von mir verwendeten, unten aufgelisteten Zelllinien, wurden von Dr. Alexander von der Malsburg
mithilfe CRISPR/CAS-9 erzeugt und mir von ihm und Prof. Dr. Martin van der Laan freundlicherweise

zur Verfligung gestellt.

Tabelle 1: Auflistung der verwendeten Zelllinien

HEK?293T, Wildtyp
HEK293T, AMIC10 Klon 6

HEK293T, AMIC60 Klon 22
HEK293T, AMIC10-MIC10-FLAG
HEK293T, AMIC25-MIC25-FLAG
HEK?293T, FLAG-SAM50

HelLa, Wildtyp

HeLa, AMIC10 Klon 7
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4.2 Methoden

4.2.1 Arbeit in Zellkultur

Innerhalb der Zellkultur wurden samtliche Schritte unter sterilen Bedingungen, sowie der
Sicherheitsstufe 1 durchgefuhrt.

4.2.1.1 Kultivierung von humanen Zellen

Die Kultivierung aller Zellen erfolgte im Inkubator bei 37 °C und 5 % CO- in 10 cm- und 15 cm-Schalen.
Als Nahrmedium wurde DMEM (1x) verwendet, welchem 10 % FCS, sowie 50 pg/ml Uridin zugeflgt

wurden. Das Nahrmedium wurde jeweils vor Verwendung bei 37 °C im Wasserbad aufgewarmt.

4.2.1.2 Splitten von humanen Zellen

Nach dem Absaugen des gebrauchten Nahrmediums werden die Zellen mit 1x PBS gewaschen und
einige Minuten in 0,05 % Trypsin-EDTA (1x) inkubiert, um die adhérenten Zellen von der Schale zu
l6sen. Daraufhin wird das Trypsin durch Zugabe von frischem Nahrmedium abgestoppt, die Zellen
werden resuspendiert und ein Teil der Zell-Suspension in eine frische 10 cm- bzw. 15 cm-Schale
Uberfuhrt. SchlieBlich gibt man, je nach GréR3e der Schale, 10 ml bzw. 20 ml frisches Nahrmedium hinzu,
sodass die Zellen nun wieder optimale Proliferationsbedingungen haben und in den Inkubator Gberfuhrt

werden konnen.

4.2.1.3 Ernten von humanen Zellen

Hierflr wird das gebrauchte Nahrmedium abgesaugt und 1x PBS hinzugefligt. Durch Abspritzen der
Zellen mit 1x PBS lassen sich die HEK293T-Zellen in der Regel gut l16sen. AnschlieBend werden die in
1x PBS gel6sten Zellen in ein 15 ml-Zentrifugationsrohrchen Gberfiihrt und bei 800 x g fuir 5 Minuten
zentrifugiert. Daraufhin wird der PBS-Uberstand abgenommen und das erhaltene Zellpellet in 1x PBS
resuspendiert. Es folgt ein erneuter Zentrifugationsschritt fiir 5 Minuten bei 800 x g mit anschlieRender
Abnahme des Uberstandes. Das erhaltene, gut gewaschene Zellpellet steht nun zur weiteren
Verwendung wie bspw. fur Ganzzelllysate oder zur Isolation von Mitochondrien bereit, kann aber auch

flir einige Wochen bei -80 °C weggefroren werden.
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4.2.1.4 Einfrieren von humanen Zellen

Hierfur wird das gebrauchte Nahrmedium abgenommen und die konfluenten Zellen mit 1x PBS
gewaschen. Daraufhin werden die am Boden haftenden Zellen mit 0,05 % Trypsin-EDTA (1x) gel6st.
Zum Abstoppen der Trypsin-Reaktion erfolgt die Zugabe frischen Nadhrmediums. Nach Resuspension
der Zellen werden diese in 15 ml-Zentrifugationsrohrchen Uberfiihrt. Nach einer funfmindtigen
Zentrifugation bei 300 x g wird der erhaltene Uberstand abgenommen und das Zellpellet erneut in
frischem Nahrmedium resuspendiert. Nach Wiederholung des obigen Zentrifugationsschrittes und
Abnahme des Uberstandes erfolgt die Resuspension des Zellpellets in Bambanker-Losung. Hierbei
handelt es sich um ein spezielles Gefriermedium, das es ermdglicht, Zellen bei sehr niedrigen
Temperaturen wegzufrieren und welches gleichzeitig deren Erholung und Vitalitat nach dem Auftauen
verbessert. Es hat sich bewahrt, eine 10 cm-Schale konfluenter Zellen in 600 pl Bambanker-L6sung zu
I6sen und dann jeweils 200 pl der Suspension in zwei Milliliter fassende Kryokonservierungsrohrchen

zu Uberfuhren. Diese kdnnen dann bei -80 °C flr einige Monate weggefroren werden.

4.2.1.5 Auftauen von humanen Zellen

Nach Auftauen der in Bambanker-Medium bei -80 °C tiefgefrorenen Zellen Uberfiihrt man diese
unverzlglich in vorbereitete 10 cm-Schalen, resuspendiert sie in 10 ml auf 37 °C vorgewarmtes
Né&hrmedium und transferiert sie schlieRlich zum Kultivieren in den Inkubator. Durch regelméaRige
lichtmikroskopische Begutachtung der Zellen in den folgenden Tagen kann beurteilt werden, ob der

Auftauprozess erfolgreich war.

4.2.1.6 Behandlung humaner Zellen mit FCCP

Um humane Zellen mit dem mitochondrialen Entkoppler
Trifluoromethoxycarbonylcyanidephenylhydrazone (FCCP) zu behandeln, werden die zu
untersuchenden Zellen in jeweils ein bis zwei Locher einer 6-well-Platte ausgesat, mit jeweils zwei
Millilitern Nahrmedium versorgt und bis zur gewtiinschten Zelldichte im Inkubator bei 37 °C kultiviert.
AnschlieBend wird das gebrauchte Medium durch Frisches ersetzt. Nun wird das FCCP, welches zuvor
in Dimethylsulfoxid (DMSO) gel6st wurde, in gewiinschten Mengen in die jeweiligen Lécher der 6-
well-Platte gegeben und durch vorsichtiges Schwenken gleichmaBig verteilt, ohne dass sich die

haftenden Zellen vom Boden l6sen.

Es hat sich gezeigt, dass die Zugabe von 50 uM FCCP mit sich anschliefender Inkubation fur zwei

Stunden bei 37 °C optimal sind, um die von mir gewiinschten Versuchsbedingungen zu schaffen.
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Nach zweistundiger Inkubation wird das FCCP-haltige Medium abgenommen. Nun kdnnen die Zellen
direkt geerntet werden, oder es erfolgt die erneute Zugabe frischen N&hrmediums mit anschlieRender
Uberfiihrung in den 37 °C-Inkubator fir den Fall, dass die Regeneration von Proteinen nach Zugabe von
FCCP untersucht werden soll und erntet diese dann zu einem spéteren gewiinschten Zeitpunkt.

Die geernteten Zellen kénnen direkt weiterverwendet oder aber bei -20 °C fir einige Tage weggefroren
werden, bevor sie fur sich anschlielende Experimente wie bspw. Ganzzelllysate bendtigt werden.

4.2.1.7 siRNA Transfektion

Um die Expression bestimmter Proteine gezielt zu verhindern, eignet sich die siRNA Transfektion.

Hierflr werden HelLa-Zellen in einer 6-well-Platte ausgesét. Die eigentliche Transfektion findet bei 60-
80 %iger Konfluenz der Zellen statt. Hierftr werden zunéchst pro well 9 pl Lipofectamine® RNAIMAX
Reagenz in 150 pl des Opti-MEM® Mediums gelost. Anschliefend werden 3 pl siRNA (10 pM) mit
150 pl Opti-MEM® Medium vermischt. Daraufhin wird die geldste sSiRNA zum ebenfalls geldsten
Lipofectamine® RNAIMAX Reagenz im Verhaltnis 1:1 gegeben und diese Ldsung fir 5 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Die wahrend der Inkubationszeit entstandenen siRNA-Lipidkomplexe
kénnen nun zu den HelLa-Zellen hinzugegeben werden, wobei 250 pl pro well ausreichend sind. Nach
72-stundiger Inkubation bei 37 °C stehen die transfizierten Zellen fir experimentelle Zwecke zur

Verfligung.

4.2.2 Proteinkonzentration-Bestimmung nach Bradford

Um Proteine quantitativ bestimmen zu kénnen, wurde regelhaft ein Bradford-Test in 48-well-Platten

durchgefihrt.

Um die jeweiligen Proteinmengen zu bestimmen, wird eine Standardreihe mittels 1,47 pg/ul 1gG-
Proteinstandard angefertigt, die einen Nullwert aus reinem Wasser, sowie die Standardproteinmengen
2,5, 10, 15, 20, 25 und 40 pg gel6st in jeweils insgesamt 100ul Wasser umfasst. Zur Proteinbestimmung
einer jeden Probe werden jeweils Triplikate angefertigt und die Proteinmenge in 1 pl oder 2 pl ermittelt,

je nach vorher erwarteter Konzentration.

Nach Hinzufligen von 1x ROTI®Quant erfolgt die Bestimmung der Extinktion im Plate Reader der
Firma Tecan bei 595 nm. Die Auswertung der Standardkurve, sowie der einzelnen Proben, kann mithilfe

des Programms Prism-GraphPad vorgenommen werden.
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4.2.3 Isolation von Mitochondrien aus humanen Zellen

Nach sterilem Ernten der konfluent gewachsenen Zellen finden alle der zur Isolation von Mitochondrien
aus humanen Zellen notwendigen Schritte auf Eis statt.

Zu Beginn erfolgt die Resuspension des geernteten Zellpellets in 2,5 ml Puffer A, woraufhin die
Suspension in einen Potter transferiert wird. Nach 30-maligem Pottern schlief3t sich die Zugabe von 2,5
ml Puffer B an. Nach Durchmischen der Suspension verteilt man diese gleichméRig auf vorgekiihlte
ReaktionsgeféRe. Anschlielend werden die Proben bei 4 °C fir 5 Minuten bei 1.000 x g zentrifugiert.
Da der erhaltene Uberstand unter anderem die gewiinschten Mitochondrien enthalt, wird dieser
abgenommen und in ebenfalls vorgekinhlte, frische ReaktionsgefaRe uberfiihrt. Es folgt ein weiterer
Zentrifugationsschritt bei 4 °C fiir 2 Minuten bei 12.000 x g. Nachdem der Uberstand entfernt und
verworfen worden ist, erhdlt man ein gelbliches Pellet bestehend aus den gewinschten isolierten

Mitochondrien.

Da Mitochondrien nicht mehrfach eingefroren und wieder aufgetaut werden sollten, empfiehlt es sich,
aliquotierte Mengen zu erstellen. Hierfur wird das erhaltene Pellet in 60-80 pl Puffer C resuspendiert
und es erfolgt eine Proteingehaltbestimmung nach Bradford (s. Kap. 4.2.2) Nach dem Erstellen von
Aliguotes in gewinschten Konzentrationen kdnnen diese bei -80 °C fiir einige Monate weggefroren

werden.

o Puffer A

o 83 mM Sucrose

o 10 mM Hepes (pH 7,2)
e PufferB

o 250 mM Sucrose

o 30 mM Hepes (pH 7,2)
e PufferC

o 320 mM Sucrose

o 1mMEDTA

o 10 mM Tris-Cl (pH 7,4)

4.2.4 Ganzzelllysat
Nach Ernten der gewtiinschten Zellen finden alle Versuchsschritte der Erstellung von Ganzzelllysaten
auf Eis statt.

Nach Resuspension des Zell-Pellets in einer adaquaten Menge des frisch angesetzten Lysepuffers (etwa

100 pl Lysepuffer fir 2 konfluent bewachsene Locher einer 6-well-Platte) werden die Proben fir 30
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Minuten auf Eis inkubiert. Es folgt eine Zentrifugation bei 4 °C fir 5 Minuten bei 956 x g. Anschlie3end
wird der Uberstand in frische, vorgekiihlte ReaktionsgefaRe uberfiinrt, wahrend die pelettierten
Zellkerne verworfen werden. Um im weiteren Verlauf Proben einer definierten Proteinmenge zu
erhalten, folgt eine Proteingehaltbestimmung nach Bradford (s. Kap. 4.2.2). Es hat sich bewéhrt, pro
Tasche eines SDS-Gels jeweils 30 pg Proteinmenge des Ganzzelllysates zu laden, weswegen
entsprechende Aliquotes erstellt werden. Nach Zusatz von 2x Lammli und Inkubation der Proben bei 50
°C fur 10 Minuten kénnen die Proben bei -20 °C weggefroren und bei Bedarf weiterverwendet werden.

e Lysepuffer Ganzzelllysat
o 20 mM Tris (pH 7,4)
o 150 mM NaCl
o 1mMDTT
o 0,5% Triton X-100

o Proteaseinhibitor “cOmplete, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail ” der Firma Roche

= 20x Stock ansetzen und diesen in entsprechenden Mengen zum Lysepuffer
hinzugeben, dass er 20 % des Gesamtvolumens ausmacht
e 1x La&mmli-Puffer
o 8%SDS
o 40 % Glycerol
o 60 mM Tris (pH 6,8)
o 0,04 % Bromphenolblau
o 1-2 % B-Mercaptoethanol

4.2.5 TCA-Prazipitation

Um Proteine aus einer Losung zu féllen, bietet sich die TCA-Prézipitation mit Trichloressigsaure (TCA)

an.

Alle Schritte werden auf Eis durchgefiihrt. Zu Beginn wird der entsprechenden Probe TCA in einer
finalen Konzentration von etwa 15 % zugefiigt. Nach 10 Minuten auf Eis findet anschlielend ein
Zentrifugationsschritt bei 4 °C fiir 10 Minuten bei 21.130 x g statt. Nach Abnahme des Uberstandes
wird der Probe 1 ml eisgekiihltes Aceton zugefiigt, woraufhin eine erneute Zentrifugation bei 4 °C fir
10 Minuten bei 21.130 x g folgt. Nach Verwerfen des Uberstandes und Trocknen des Pellets bei

Raumluft kénnen die Proben weiterverwendet und bspw. mit Lammli-Puffer versetzt werden.
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4.2.6 SDS-PAGE

Um Proteine elektrophoretisch entsprechend ihrem Molekulargewicht aufzutrennen, wurde regelhaft
eine SDS-PAGE (Akronym fiir ,sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis*)
durchgefuhrt.

Nach Auftauen tiefgefrorener, aliquotierter Proben (bspw. isolierte Mitochondrien) auf Eis erfolgt eine
Zentrifugation bei 4 °C fir 5 Minuten bei 13.523 x g. Nach Abnahme des Uberstands wird das Zellpellet
in 2x L&mmli resuspendiert und die Probe anschliefend bei 50 °C fir 15 Minuten inkubiert, um die

enthaltenen Proteine zu denaturieren.

Nun werden jeweils 10 pug im Falle von isolierten Mitochondrien bzw. 30 pg Proteinmenge im Falle
von Ganzzelllysaten in die eigens dafiir vorgesehen Taschen der 10 %igen Bis-Tris-Gele pipettiert. Es
empfiehlt sich aulRerdem zur Orientierung 5 pl Proteinmarker aufzutragen, um spater den einzelnen

Banden spezifische Molekulargewichte zuordnen zu kénnen.

Die Gelkammern werden mit 1x MES-Puffer oder aber 1x MOPS-Puffer aufgefillt, je nachdem ob
Proteine mit kleineren oder groReren Molekulargewichten untersucht werden mdchten. Im Anschluss

werden die Proteine bei 120 Volt fiir ca. eine Stunde aufgetrennt.

e IXMES

o 0,056 M MES

o 0,05M Tris

o 1%SDS

o 1,025mMEDTA
e 1x MOPS

o 0,05 M MOPS

o 0,05M Tris

o 1%SDS

o 1,025mMEDTA

4.2.7 GielRen von Bis-Tris-Gelen

Um Proteine im Rahmen einer SDS-PAGE gelelektrophoretisch aufzutrennen, wurden 10 %ige Bis-Tris-

Gele verwendet, die selbststandig gegossen wurden.

Zum Giellen der Gele werden fir das 10 %ige Trenngel identische Mengen an Acrylamid, 1 M Bis-Tris
und Wasser verwendet. AnschlieRend werden APS und TEMED hinzugefiigt (beispielhafte
Mengenangaben kdnnen Tab. 2 entnommen werden) und die Suspension ziigig in das zuvor grindlich

mit 70 %igem Ethanol gereinigte BioRad-System zum GieRen der Gele tiberfiihrt. Nach Uberschichtung
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mit Isopropanol werden die Trenngele bei Raumtemperatur zum Polymerisieren stehen gelassen. Fir
das 4,5 %ige Sammelgel werden Acrylamid im Anteil von 15 %, 1 M Bis-Tris im Anteil von etwa 33
%, sowie Wasser im Anteil von ca. 52 % miteinander vermischt (s. Tab. 3).

Nach vollstdndiger Polymerisierung des Trenngels wird das Isopropanol vorsichtig entfernt. Dem
Sammelgel werden APS und TEMED zugefiigt (beispielhafte Mengenangaben kdénnen Tab. 3
entnommen werden), die gesamte Suspension zigig Uber das Trenngel gegossen und bei
Raumtemperatur zum Auspolymerisieren stehen gelassen. Die fertigen Bis-Tris-Gele kénnen mehrere

Wochen bei 4 °C aufbewahrt werden.

Tabelle 2: Schema 10 %iges Bis-Tris Trenngel (fur 10 Gele)

Acrylamid 30 ml
1 M Bis-Tris 30 mi
Wasser 30 mi
APS 450 pl
TEMED 45 ul

Tabelle 3: Schema 4,5 %iges Bis-Tris Sammelgel (fir 10 Gele)

Acrylamid 4,5ml
1 M Bis-Tris 10 ml
Wasser 15,5 ml
APS 300 pl
TEMED 30 pl

4.2.8 Western Blot

Um die im Rahmen einer SDS-PAGE aufgetrennten Proteine weiter zu untersuchen, schlief3t sich fur

gewdhnlich ein Western Blot an.

Hierflr wird das entsprechende Gel von den Glasplatten geldst und in 1x Transferpuffer Gberfiihrt.
Daraufhin werden drei ebenfalls mit Transferpuffer befeuchtete Whatman-Papierstiicke auf den Boden
der semi-dry Blot-Kammer transferiert und darauf das Gel der vorherigen SDS-PAGE in
spiegelverkehrter Richtung gelegt. Die zuvor in Methanol aktivierte PVVDF-Membran kann anschlieflend
auf das Gel gelegt werden. Als letztes folgt nochmals eine Schicht aus drei Lagen in Transferpuffer

befeuchtetem Whatman-Papier.
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Bei 350 mA fir 150 Minuten werden die Proteine auf die PVDF-Membran tbertragen. Anschlie3end
werden die auf die Membran tibertragenen Proteine fur ca. 3 Minuten in Coomassie geférbt, woraufhin
sie mittels Destain entfarbt werden. Dank des ebenfalls auf die Membran (ibertragenen Proteinmarkers
ist es moglich, die Membran mithilfe eines Skalpells so zu schneiden, dass mehrere Proteine pro Gel
untersucht werden konnen. Die einzelnen Membransticke werden daraufhin in Methanol vollstandig
entférbt und anschlielend in TBST kurz gewaschen. Es folgt die Blockierung der Membran in 5 %iger-
Milchpulver-TBST-Lgsung fur 45 Minuten.

Die Proteine werden anschlielend mittels einer immunologischen Reaktion sichtbar gemacht. Hierftr
werden die einzelnen Membranstiicke in den jeweiligen Erstantikérper Gberfiihrt und Gber Nacht bei 4
°C inkubiert. Am ndchsten Morgen folgen drei Waschschritte in TBST fir insgesamt etwa 20 Minuten,
um Uberschiissige Reste des Primarantikdrpers zu eliminieren. Anschlielend werden die gewaschenen
Membranstiicke im zuvor frisch angesetztem Zweitantikorper fiir eine Stunde inkubiert. Es folgt ein
erneuter dreimaliger Waschschritt in TBST fir insgesamt etwa 15 Minuten. Die Auswertung erfolgt am
Amersham Imager 600 mittels einer Chemilumineszenz-Reaktion, bei der die Membran fiir wenige
Sekunden in ECL-L6sung gelegt und anschlieBend in den Amersham Imager 600 Uberfuhrt wird. Mit
diesem konnen Bilder von den jeweils untersuchten Proteinen aufgenommen werden. Die abschlieRende

Versuchsauswertung kann mit den Programmen Affinity Photo und Affinity Designer erfolgen.

e Coomassie
o 40 % Ethanol
o 10 % Essigséaure
o 50% H,0O
o 0,2 % Coomassie R
e Destain
o 40 % Ethanol
o 10 % Essigsaure
o 50% H,0
e Transferpuffer
o 20 mM Tris
o 150 mM Glycin
o 0,02 % SDS
o 20 % Ethanol
e 1xTBST
o 0,02 M Tris
o 0,15 M NaCl (pH 7,5)
o 1% Tween 20 der Firma Roth
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e ErstantikOrper
o Jeweiliger Erstantikorper der Verdinnung 1:500 in 5 %iger Milchpulver-TBST-L6sung

e Zweitantikorper
o Maus: Verdiinnung 1: 3.000 in 5 %iger Milchpulver-TBST-L0dsung
o Hase: Verdinnung 1: 5.000 in 5 %iger Milchpulver-TBST-LGsung

4.2.9 SDS-PAGE auf einem Gradientengel

GroRe Proteine kdnnen mithilfe des Gradientengels ,,Invitrogen Bolt 4-12 % Bis-Tris Plus“ der Firma
Thermo Fisher Scientific gut aufgetrennt werden. Als Laufpuffer eignet sich hierbei 1x MOPS und die

Proteine werden bei 100 Volt fur 95 Minuten aufgetrennt.

4.2.10 Wet blot

Mit dem Wet-Blotting-System der Firma Bio-Rad kdénnen die mithilfe des Gradientengels
gelelektrophoretisch aufgetrennten Proteine (s. Kap. 4.2.9) auf eine PVDF-Membran Ubertragen

werden.

Hierflr werden auf die eigens dafiir vorgesehene Vorrichtung zwei Lagen Schwamme platziert, welche
zuvor mit auf 4 °C vorgekihltem Wet blot-Puffer befeuchtet wurden. Es folgt eine Schicht Whatman-
Papier, das ebenfalls mit obigem Puffer befeuchtet wird. AnschlieBend wird das aus der Plastikplatte
herausgeldste Gradientengel in spiegelverkehrter Richtung auf das Whatman-Papier und dariber die in
Methanol aktivierte PVDF-Membran gelegt. Nach einer zusatzlichen Schicht Whatman-Papier, sowie
zwei weiteren Schwammen, kann die Vorrichtung verschlossen und in den eigens dafiir vorgesehenen
Wet blot-Kasten Uberfuihrt werden. Anschlielend wird in die Kammer Wet blot-Puffer gegossen und
zusétzlich etwas Eis zur Kihlung der Apparatur beigefiigt. Bei 100 Volt fiir 60 Minuten werden die
Proteine vom Gel auf die Membran Ubertragen und kénnen anschlieend, wie im Kapitel 4.2.8 im Detail

beschrieben, durch eine immunologische Reaktion visuell sichtbar gemacht werden.

o Wet blot-Puffer (Kiihlung auf 4 °C)
o 25mM Tris
o 192 mM Glycin
o 10 % Ethanol
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4.2.11 Blue native-PAGE

Mithilfe einer Blue native-PAGE (BN) ist es moglich, ganze Proteinkomplexe in ihrer nativen Form

darzustellen.

Hierfur empfiehlt es sich, ein Gradientengel von 4-13 % bereits am Vortag mithilfe eines speziellen
Gradientenmischers anzufertigen und dieses tiber Nacht bei 4 °C eingepackt in Frischhaltefolie zu lagern
(s. Kap. 4.2.12).

Am darauffolgenden Tag werden die Proben frisch vorbereitet, wobei jeder der folgenden Schritte auf
Eis durchgefiihrt wird.

Nach Auftauen der bei -80 °C in Puffer C eingefrorenen Mitochondrien werden diese bei 4 °C fur 5
Minuten bei 20.817 x g zentrifugiert und der Puffer C-Uberstand anschliefend entfernt. Nach
Resuspension des Pellets in frisch angesetztem Digitonin-Puffer werden die Proben fir 15 Minuten auf
Eis inkubiert. Es folgt ein weiterer Zentrifugationsschritt bei 4 °C fur 15 Minuten bei 21.130 x g,
woraufhin der Uberstand in frische, vorgekiihlte ReaktionsgefaRe tberfilhrt wird, die bereits 10x
Loading-Dye enthalten. Es hat sich bewéhrt, jede vorgesehene Gel-Tasche mit 100 pug Mitochondrien
geldst in jeweils 65 pl Digitonin-Puffer und 5 pl 10x Loading-Dye zu beladen. Zur Orientierung werden
zudem 50 pl des BN-Markers aufgetragen, um spater die Molekulargewichte der einzelnen
Proteinkomplexe abschéatzen zu kdnnen. In eventuell nicht fiir den Versuch bendtigte Taschen werden
jeweils 50 pl Empty-Lane-Puffer pipettiert, um die Versuchsqualitat zu optimieren. Dadurch wird
gewabhrleistet, dass die Proben vertikal und in einer in der Breite gleichbleibenden Linie im Gel wandern
und sich nicht in horizontale Richtung ausbreiten. Anschliefend wird die Apparatur mit Coomassie
enthaltenden Kathodenpuffer (berschichtet und die gesamte Vorrichtung in die BN-Apparatur
eingebaut, welche bereits zuvor mit auf 4 °C vorgekihlten Anodenpuffer befiillt worden ist. Nachdem
das BN-Gel mit dem restlichen Coomassie enthaltenden Kathoden-Puffer tiberschichtet ist, werden die
Proteinkomplexe bei 600 V und 25 mA pro Gel ca. 15 Minuten soweit aufgetrennt, bis die Proben aus
den Taschen ins Gel gelaufen sind. Nun wird der bisherige Kathodenpuffer gegen Kathodenpuffer ohne
Coomassie ausgetauscht und die Proteine werden bei gleicher Stromspannung und -starke bis zum

Gelende weiterlaufen gelassen.

SchlieBlich wird das BN-Gel aus der Versuchsapparatur geldst und fiir ca. 5 Minuten in 1x SDS

inkubiert. Es folgt ein Western Blot nach dem in Kapitel 4.2.8 naher beschriebenen Versuchsprotokoll.

e 1x Anodenpuffer BN

o 50 mM Bis-Tris/HCI (pH 7,0)
e 1x Kathodenpuffer (hell) BN

o 50 mM Tricin (pH 7,0)

o 15 mM Bis-Tris
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e 1x Kathodenpuffer Coomassie, BN
o 50 mM Tricin (pH 7,0)
o 15 mM Bis-Tris
o 0,2 % Coomassie G
e 1xSDS BN
o 20 mM Tris
o 150 mM Glycin
o 0,02% SDS
o 20 % Methanol

e 1x Loading Dye
o 5 % Coomassie blue G

o 50 mM E-amino n-caproic acid
o 10 mM Bis-Tris (pH 7,0)
o Filtrieren
e Empty-Lane-Puffer BN
o 200 pl 5x Digitonin-Puffer
o 110 pl 10x Loading-Dye
o 690 pl Wasser
e 1x Digitonin-Puffer BN
o 1 % Digitonin
o 4 mM Tris-Cl (pH 7,4)
o 0,02mM EDTA
o 10 mM NaCl
o 10 % Glycerol
o 0,2mM PMSF

4.2.12 Gielen von Blue native-Gelen
Um Proteinkomplexe in ihrer nativen Form im Rahmen einer BN-PAGE darzustellen, ist es nétig, eigens

dafiir vorgesehene BN-Gradientengele zu gieRen. Die Zusammensetzung eines 4-13 %igen Gels ist der

folgenden Tabelle zu entnehmen:
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Tabelle 4: GieRen eines BN-Gels

4% 13 %
3x Gel-Puffer (ml) 3 3
Acrylamid (ml) 0,73 2,35
Glycerol (ml) - 1,8
Wasser (ml) 5,2 1,8
10 % APS (ul) 30 30
TEMED (ul) 3 3

Nach dem Ansetzen der 4 bzw. 13 %igen Lésung (s. Tab. 4) werden diese in den BN-Gradientenmischer
Uberfuhrt, wobei es sich empfiehlt, erst hier das 10 %ige APS, sowie TEMED hinzuzugeben.

Nach GieRen des 4-13 %igen Gradientengels wird zusatzlich noch eine oberste Schicht Sammelgel
bestehend aus dem 4 %igen Ansatz gegossen. Anschlielend polymerisiert das Gel fur etwa eine Stunde
bei Raumtemperatur aus, bevor es Uber Nacht eingepackt in einem angefeuchteten Tuch und
Frischhaltefolie im Kihlschrank gelagert wird. Am darauffolgenden Tag kann das Gradientengel im
Rahmen einer BN-PAGE (s. Kap 4.2.11). verwendet werden.

e 3x Gel-Puffer (BN-PAGE)
o 200 mM e-Amino n-caprotic Acid
o 150 mM Bis-Tris (pH 7,0)

4.2.13 Immunprazipitation

Zur Untersuchung von Protein-Protein-Wechselwirkungen eignet sich die Durchfiihrung einer
Immunprazipitation (IP). Streng genommen kann mithilfe der IP keine direkte Wechselwirkung
zwischen zwei Proteinen nachgewiesen werden, sondern lediglich ob Protein A und Protein B in
demselben Proteinkomplex vorkommen. Zum besseren Verstandnis meiner Arbeit werde ich im
Folgenden jedoch von direkter Wechselwirkung in Bezug auf IPs sprechen, womit ich das Vorkommen

der jeweiligen Proteine in einem Proteinkomplex meine.

Alle der folgenden Schritte sollten hierbei auf Eis durchgefiihrt werden. Nach Auftauen von jeweils 250
g von bei -80 °C weggefrorenen Mitochondrien werden die Proben bei 4 °C fiir 5 Minuten bei 21.130
x g zentrifugiert, woraufhin der Puffer C-Uberstand abgenommen wird. Daraufhin erfolgt die
Resuspension des Pellets in 1 %igem Digitonin Solubilisierungspuffer (+ 2 mM PMSF) mit sich

anschliefender Inkubation der Suspension fur 30 Minuten auf Eis.

Nach Zentrifugation der Proben bei 4 °C fir 10 Minuten bei 21.130 x g werden jeweils 25 pl des

Uberstands abgenommen und in frische ReaktionsgefaRe tberfiinrt, denen zusétzlich 25 pl 4x Lammli
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zufiigt werden. Die Proteine werden daraufhin fir 5 Minuten bei 65 °C denaturiert, woraufhin diese
sogenannten Total-Proben, welche spater als Qualitétskontrolle dienen, bei -20 °C weggefroren werden.

Der restliche Uberstand wird in spezielle Saulen uberfiihrt, die in der Zwischenzeit mit 20 pl FLAG
Beads befllt worden sind, welche wiederum mit 0,3 % Digitonin Solubilisierungspuffer equilibriert
wurden. AnschlieBend werden die geftillten Saulen fir zwei Stunden bei 4 °C rotiert, sodass die FLAG-
getaggten Proteine mit ihren eventuell vorhandenen direkten Interaktionspartnern an die FLAG Beads

binden kdnnen.

Es schlief3t sich ein achtmaliger Waschschritt an mit jeweils 300 pl 0,3 % Digitonin Waschpuffer, den
man auf die Saulen gibt und diese anschliel3end bei 4 °C fiir eine Minute bei 52 x g zentrifugiert. Nach
Abschluss aller Waschschritte werden die an die Beads gebundenen Proteine in jeweils 25 pl Elutions-
Puffer (0,3 % Digitonin in Waschpuffer, 100 pg/ml 3x FLAG peptide) eluiert und bei 4 °C fir 5 Minuten
bei 94 x g auf einem Heizblock inkubiert. Anschlielend werden die eluierten Proteine fiir eine Minute
bei 100 x g in frische Reaktionsgefale abzentrifugiert. Nach erneuter Zugabe von 12,5 ul Elutions-
Puffer und Zentrifugation bei obiger Einstellung erhalt man je Probe 37,5 pl Elutions-Volumen. Diesem
wird 29,15 pl 4x Lammli zugegeben, woraufhin die Proteine fir 5 Minuten bei 65 °C denaturiert werden.
Die fertigen Eluate-Proben kénnen bei -20 °C weggefroren und bei Bedarf zusammen mit den Total-
Proben im Rahmen einer SDS-PAGE und eines Western Blots auf eventuell bestehende, direkte Protein-

Protein-Wechselwirkungen untersucht werden.

e 5x Solubilisierungspuffer
o 100 mM Tris (pH 7,4)
o 250 mM NaCl
o 50 % Glycerol
o 05mMEDTA
e 5x Waschpuffer
o 100 mM Tris (pH 7,4)
o 300 mM NaCl
o 50 % Glycerol
o 2,5mMEDTA

4.2.14 Z&hlen von Zellen

Zum Zahlen von Zellen werden die Zellen ausgesat und bis zur gewinschten Konfluenz wachsen
gelassen. Anschlielfend werden sie trypsiniert, woraufhin das Trypsin mit jeweils 10 ml Medium
abgestoppt wird. VVon dieser Zellsuspension werden daraufhin je 200 pl abgenommen und damit die

eigentliche Zellz&hlung vorgenommen. Hierfir werden jeweils 11 pl der Zellsuspension mit 11 pl
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Trypanblau (0,4 %) gemischt, wovon schlieRlich 11 pl auf jeden Objekttrager pipettiert werden. Es folgt
die eigentliche Zahlung der Zellen mithilfe der Countess der Firma ThermoFisher Scientific, wobei es
sich anbietet, eine Doppeltmessung durchzufiihren.

4.2.15 Messung des Sauerstoffverbrauchs von lebenden Zellen

Zur Messung des Sauerstoffverbrauchs von lebenden Zellen eignet sich der ,, Seahorse XFe96 Analyzer
der Firma Agilent. Zur Vorbereitung der Messung ist es nétig, die jeweiligen Zellen auszuséhen und bei
37 °C und 5 % CO-im Inkubator wachsen zu lassen. Nach sich daran anschlieRender Z&hlung der Zellen
(s. Kapitel 4.2.14) wird eine definierte Zellzahl in die eigens dafiir vorgesehene ,, Seahorse Microplate
Uberfihrt und auf insgesamt 80 pl pro well mit Standardmedium aufgefullt. Dabei ist es sinnvoll, pro
Bedingung mehrere Ansétze vorzubereiten, sodass das Ergebnis durch Mehrfachmessungen auf einen
exakteren Mittelwert normiert werden kann. Daraufhin werden die sich nun in der , Seahorse
Microplate “ befindlichen Zellen fur eine Stunde unter der Sterilbank bei Raumtemperatur ruhen
gelassen, bevor sie tiber Nacht bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert werden. Zur weiteren VVorbereitung der
Messung werden das ,, XF Calibrant “und die Sensor-Kartusche, welche in eine mit sterilem Wasser
befullte Platte hineinragt, ebenfalls (ber Nacht bei 37 °C und CO.-freien Bedingungen zum
Hydratisieren inkubiert. Am eigentlichen Tag der Messung wird das ,, XF Assay Medium *, welches sich
aus DMEM-Medium (pH 7,4), Glucose (1 M), Pyruvat (100 mM) und Glutamin (200 mM)
zusammensetzt, zusammen pipettiert und im Wasserbad vorgewarmt. Zur Vorbereitung der Sensor-
Kartusche wird das sterile Wasser vom Vortag entfernt und durch jeweils 200 ul pro well des
vorgewarmten ,, XF Calibrants ““ ersetzt. AnschlielRend folgt ein weiterer Inkubationsschritt bei 37 °C
fiir 45-60 Minuten. Den sich nach wie vor in der ,, Seahorse Microplate “ befindlichen Zellen wird ihr
Standardmedium vom Vortag abgenommen, welches durch jeweils 200 pl des ,, XF Assay Mediums*
ersetzt und daraufhin bei 37 °C ebenfalls fir 45-60 Minuten inkubiert wird. In der Zwischenzeit werden
Stocks der Inhibitoren Oligomycin (100 uM), FCCP (100 uM) sowie Rotenon/Antimycin A (50 uM)
vorbereitet. Hierflr erfolgt die Resuspension der Inhibitoren in vorbereitetem , XF Assay Medium “.
SchlieBlich werden die Inhibitoren in die eigens dafiir vorgesehenen Vorrichtungen der Sensor-
Kartusche wberfihrt (s. Tab. 5 fiir genaue Konzentrationen), woraufhin die Messung mit dem
Messprogramm ,, standard Agilent Seahorse CF Cell Mito Stress Test Kit template* gestartet werden
kann. Der ,,Seahorse XFe96 Analyzer “ fihrt dabei zundchst einen dreiminutigen Mischschritt der Zellen
mit den Inhibitoren durch, woraufhin ein dreiminttiger Messschritt folgt. Dieses Prozedere wird jeweils
drei Mal wiederholt. Dank der nacheinander erfolgenden Zugabe von verschieden Inhibitoren, die
Komplex V (Oligomycin), Komplex | (Rotenon) und Komplex Il (Antimycin A) der Atmungskette
hemmen bzw. als Entkoppler der Atmungskette fungieren (FCCP), wird es dabei mdglich, Parameter
der mitochondrialen Respiration wie den basalen Sauerstoffverbrauch, den O,-Verbrauch unter ATP-

produzierenden Bedingungen oder die maximal mogliche Respiration von lebenden Zellen quantitativ
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zu bestimmen (s. Abb. 9). Insgesamt belduft sich die Dauer der Messung dabei auf etwa 60 bis 90
Minuten. Um die erhaltenen Messwerte schlie3lich miteinander vergleichen zu kénnen, eignet sich eine
Normierung der Werte via Bradford bei 595 nm im Plate Reader.

Tabelle 5: Pipettierschema Atmungsketten-Inhibitoren fiir Sauerstoffverbrauchsmessung

finale Menge Menge 10x hinzuzufiigende
Konzentration | Stock- Medium Konzentration | Menge pro Port
pro well (uM) | Losung (uL) im Port (uM) | (uL)
(BL)
Port A: 105 150 2.850 5 20
Oligomycin
Port A |15 550 2.450 15 20
Oligomycin
Port A: |25 630 1.890 25 20
Oligomycin
Port B: | 0,125 37,5 2.962,5 1,25 22
FCCP
Port B: 0,25 75 2.925 2,5 22
FCCP
Port B:|05 150 2.850 5 22
FCCP
Port B:|1 300 2.700 10 22
FCCP
Port B:|2 600 2.400 20 22
FCCP
Port C:105 300 2.700 5 25
Rotenon/
Antimycin A
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Abbildung 9: Schematische Darstellung der Ermittlung verschiedener Parameter mitochondrialer Respiration

Abb. 9 Schematische Darstellung der Ermittlung verschiedener Parameter mitochondrialer Respiration:
Durch automatisierte, nacheinander erfolgende Zugabe von Inhibitoren bzw. Entkopplern der Atmungskette
(Oligomycin, FCCP, Rotenon, Antimycin A) zu vitalen Zellen ist es mithilfe des Seahorse XFe96 Analyzers
mdoglich, verschiedene Parameter der mitochondrialen Respiration zu messen.

basal respiration: O,-Verbrauch, der zur Deckung des zellularen ATP-Bedarfs notig ist. Er gibt Auskunft Gber
den Energiebedarf der Zelle unter Standardbedingungen; ATP production: Durch Zugabe des Inhibitors des
Komplexes V der Atmungskette (Oligomycin) ermittelter Anteil der Basalatmung, der fur die ATP-Produktion
verwendet wird; proton leak: Verbleibende Basalatmung, die nicht an ATP-Produktion gekoppelt ist. Sie kann
Auskunft Uber mitochondriale Schadigung geben; maximal respiration: Durch Zugabe des Entkopplers FCCP der
Atmungskette bricht der mitochondriale Protonengradient zusammen und es wird ein zellularer Energiemangel
simuliert. Daraus resultiert eine Stimulation der Atmungskette, sodass der O,-Verbrauch durch Komplex 1V sein
Maximum erreicht; spare capacity: Differenz zwischen maximaler Respiration (hach FCCP-Zugabe) und basaler
Respiration (nach Oligomycin-Zugabe). Dieser Parameter gibt Auskunft dariiber, wie gut die Zelle dazu in der
Lage ist, sich an einen erhdhten Energiebedarf oder unter Stress anzupassen; non-mitochondrial oxygen
consumption: Durch Zugabe der Inhibitoren der Komplexe | (Rotenon) und Il (Antimycin A) kommt die
Atmungskette zum Stillstand. Der noch gemessene O»-Verbrauch gibt Auskunft tGber die nicht-mitochondriale
Atmung aufRerhalb von Mitochondrien; Abbildung der Homepage der Firma Agilent entnommen.

4.2.16 Elektronenmikroskopie

Zur Darstellung von Mitochondrien und ihrer Cristae-Morphologie eignet sich die
Elektronenmikroskopie, welche dankenswerterweise von Sibylle Jungbluth fiir mich durchgefiihrt
wurde. Hierflr werden die Zellen auf mit Poly-L-Lysin beschichteten Saphirscheibchen (1,4 x 0,05 mm)
bis zu einer Konfluenz von etwa 70-80 % wachsen gelassen, bevor sie bspw. mit siRNA transfiziert
werden konnen (s. Kap. 4.2.1.7). Anschliel}end erfolgt das Einfrieren der Zellen mithilfe der ,, High
pressure freezing “-Methode, bei der die Proben mit einer Geschwindigkeit von 20 m/s und einem Druck
von 2.000 bar in flissigen Stickstoff geschossen werden, wodurch die Kristallisation des Wassers

innerhalb der Zellen beim Einfrieren verhindert wird. Anschlielend erfolgt das Einbetten der Zellen
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mithilfe des Einbettmediums Lowicryl bei -60 °C. Nach Aushéarten der Proben werden Schnitte
angefertigt, diese auf Nickel-Grid tbertragen und daraufhin mit Uranylacetat und Bleicitrat kontrastiert.
Schliellich kdnnen Bilder der Mitochondrien mithilfe der Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)

aufgenommen und analysiert werden.
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5. Ergebnisse

5.1 Auswirkungen des Fehlens von MIC10 und MIC60 auf MICOS, MIB und OPA1

Um einen Uberblick tiber den MICOS-Komplex und die einzelnen Proteine zu erlangen, aus denen er
sich zusammensetzt, wurden die Proteine isolierter Mitochondrien der Zelllinie HEK293T in einer SDS-
PAGE gelelektrophoretisch aufgetrennt, mittels Western Blot auf die Membran ubertragen und

schlieBlich via enzymgekoppeltem Zweitantikorper dargestellt.

Mit der von mir verwendeten Methode gelang es, in Mitochondrien humaner Wildtyp-Zellen sdmtliche
in der Literatur beschriebenen MICOS-Komponenten darzustellen, ndmlich MIC60, MIC19, MIC25,
MIC10, MIC26, MIC27 und QIL1 (Abb. 10).

Demgegeniiber sind im Einklang mit der Literatur bei Fehlen von MIC10 deutlich geringere Mengen
der ebenfalls zum MIC10-Subkomplex gehorenden Proteine MIC26 und MIC27 im Vergleich zum
Wildtyp detektierbar, wahrend QIL1 tberhaupt nicht mehr sichtbar ist (Abb. 10). Auf die dem MIC60-
Subkomplex angehdrenden Proteine MIC60, MIC19 und MIC25 scheint das Fehlen von MIC10
dagegen keine ersichtlichen Auswirkungen zu haben, und die Intensitat der Protein-Banden bewegt sich
auf der des Wildtyps (Abb. 10).

Der Knockout von MIC60 scheint dagegen gravierendere Auswirkungen auf die Stabilitét des gesamten
MICOS-Komplexes zu haben. So sind in den MIC60-KO-Mitochondrien im Vergleich zum Wildtyp
samtliche MICOS-Untereinheiten in deutlich geringeren Mengen detektierbar, was ebenfalls den
Erwartungen im Vergleich zur Literatur entspricht (Abb. 10). Hierbei ist anzumerken, dass es sich bei
den von mir in meiner Arbeit verwendeten AMIC60-Zellen um einen Knockout handelt, - ich jedoch
eine nicht erklarbare Restexpression von MIC60 in diesen Zellen bei all meinen Experimenten

beobachten konnte.

Auch SAM50 als wichtigster Bestandteil des SAM-Komplexes ist in Mitochondrien von AMIC60-
Zellen im Vergleich zum Wildtyp in geringeren Mengen wahrnehmbar, wéhrend das Fehlen von MIC10
scheinbar keine Auswirkungen auf diesen in der duReren Mitochondrienmembran lokalisierten und fir
den Einbau von g-barrel Proteinen verantwortlichen Komplex hat. Auch dies steht im Einklang mit der
vorherrschenden Literatur (Abb. 10).

Die Abwesenheit von MIC10 bzw. MIC60 hat weder Auswirkungen auf die Proteinmengen
ausgewahlter Atmungskettenproteine (s. ,,Total OXPHOS“-Antikdrper), noch auf TOM40, einem in der

auReren Mitochondrienmembran lokalisierten Kanalprotein (Abb. 10).
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Mithilfe eines Gradientengels gelang es, funf OPA1-Isoformen (a-e, Abb. 10) darzustellen. Dabei stellen
die oberen beiden Banden a und b die langen, unprozessierten OPA1-Formen dar, wahrend die Aktivitat
der Protease YMELL an S2 zur Entstehung der Isoform d fuhrt. Die Banden ¢ und e sind dagegen das
Resultat proteolytischer Prozessierung an S1 durch OMAL [71].

Um Zusammenhénge zwischen dem MICOS-Komplex und OPAL als Schliisselspieler der Entstehung
und Aufrechterhaltung der Cristae-Morphologie zu untersuchen, wurde das OPAl-Isoformen-Muster
auf Veranderungen in Abwesenheit von MIC10 bzw. MIC60 hin untersucht. So scheint es, dass das
Fehlen von MIC60 keine erkennbaren Auswirkungen auf die Prozessierung von L-OPA1 hat, da das
Verhéltnis L-OPAL zu S-OPA1 ahnlich wie im Wildtyp ist (Abb. 10). Dagegen sind bei Fehlen von
MIC10 groRere Mengen an L-OPAL im Vergleich zum Wildtyp detektierbar, wobei vor allem die b-
Bande der flinf OPA1-Isoformen stérker erscheint (s. Pfeil in Abb. 10). Dies kann als Hinweis fur eine
eventuell bestehende gegenseitige Beeinflussung zwischen dem wichtigsten Bestandteil des MIC10-
Subkomplexes MIC10 und OPAL gewertet werden. Bei Bande b handelt es sich dabei wie bei Bande a

um eine Mischung aus verschiedenen langen OPA1-Isoformen [63,121].
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Abbildung 10: Ubersicht MICOS und OPA1

Abb. 10 Ubersicht MICOS und OPAL: Nach Isolation der Mitochondrien aus HEK293T wurde mit ihnen eine
SDS-PAGE durchgefiihrt, wobei pro Spur 10 pg aufgetragen wurden. Anschliefend wurden die Proteine via
Western Blot auf die Membran (bertragen und die jeweiligen Proteine mithilfe eines gegen sie gerichteten
Antikorpers sichtbar gemacht.

Die Buchstaben a-e stehen hierbei stellvertretend fiir die 5 detektierbaren OPA1-Isoformen, wobei es sich bei den
Banden aund b um L-OPAL1 handelt, wéhrend die Banden c-e S-OPAL-Isoformen reprasentieren. Es fallt auf, dass
Bande b (s. Pfeil), die L-OPA1 entspricht, in AMIC10 starker detektierbar ist im Vergleich zum WT und AMIC60.

Atmungsketten-Proteine, gegen die der ,,Total OXPHOS-AK* gerichtet ist: C. V — VATP5A: ATP Synthase
Untereinheit a des Komplexes V; C. 111 - UQCRC2: Cytochrom b-c1 Komplex Untereinheit 2 des Komplexes I11;
C. IV -MTCOL: Cytochrom c Oxidase Untereinheit 1 des Komplexes IV; C. Il — SDHB: Succinat Dehydrogenase
Untereinheit B des Komplexes II; C. | — NDUFB8: NADH-Dehydrogenase § Subkomplex Untereinheit 8 des
Komplexes |
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5.2 OPA1-Oligomere trotz Abwesenheit von MIC10 auf Wildtyp-Niveau

Nach der Beobachtung im Rahmen einer SDS-PAGE mit sich anschlieBendem Western Blot, dass die
langen OPA1-Formen in AMICI10-Mitochondrien im Vergleich zu Wildtyp- und zu AMIC60-
Mitochondrien in groReren Mengen vorhanden zu sein scheinen (Abb. 10) interessierte mich, wie sich
die OPA1-Oligomere in diesen Zelllinien darstellen. Hierfir isolierte ich aus Wildtyp-, AMIC10- und
AMIC60-Zellen der Zelllinie HEK293T die Mitochondrien und fuhrte mit diesen eine BN-PAGE mit
folgendem Westen Blot durch, welche es ermdglicht, ganze Proteinkomplexe in ihrer nativen Form
darzustellen (Abb. 11A). Zu Kontrollzwecken fiihrte ich mit den Proben zusétzlich noch eine SDS-
PAGE plus Western Blot durch (Abb. 11B).

Dabei zeigte sich in AMIC10-Mitochondrien im Rahmen der BN-PAGE ein GroRen-Shift beim
Nachweis der MICOS-Komplexe mit dem MIC60-Antikorper (Abb. 11A). Dies ist dadurch zu erkldren,
dass in AMIC10 keine Komplexe mehr vorhanden sind, in denen die Proteine MIC10, MIC26, MIC27
und QIL1 enthalten sind, mit der Folge, dass der gesamte MICOS-Komplex in AMICIO ein

vermindertes Molekulargewicht aufweist und daher weiter im BN-Gel wandert.

Die TOM40-Banden waren sowohl bei der SDS-, als auch der BN-PAGE im WT, A10 und A60 in etwa
gleicher Intensitat detektierbar (Abb. 11A und B).

Mithilfe der BN-PAGE ist es mdglich, OPA1-Oligomere darzustellen, welche sich sowohl aus langen
als auch aus kurzen OPAL1-Isoformen zusammensetzten [100]. Es liel sich im Rahmen der BN-PAGE
beobachten, dass die OPA1-Oligomere in AMIC10 in gleicher Intensitit detektierbar sind wie im
Wildtyp, wéhrend sie in geringeren Mengen in AMIC60-Mitochondrien wahrnehmbar waren (Abb.
11A). Dies weist erneut auf eine eventuell bestehende gegenseitige Beeinflussung zwischen OPA1 und
MIC10 hin.

Interessanterweise scheinen auch die Oligomere der stresssensitiven Metalloprotease OMAL, welche
die langen OPA1-Formen durch Prozessierung an S1 in kurze Formen {iiberfiihrt, in AMIC10 und
AMIC60-Mitochondrien im Vergleich zum Wildtyp in geringeren Mengen vorhanden zu sein (Abb.
11A).

Somit wird mein Ergebnis der SDS-PAGE, dass die Banden der langen, nicht prozessierten OPAL-
Formen in AMIC10-Mitochondrien im Vergleich zum WT und AMIC60 besonders stark detektierbar
sind (Abb. 10 und 11B), um die im Rahmen der BN-PAGE erlangte Erkenntnis erweitert, dass auch die
OPA1-Oligomere in AMIC10 im Vergleich zu AMIC60 deutlich stirker zu detektieren sind (Abb. 11A).
Auch dies kann erneut als Hinweis auf eine eventuell bestehende gegenseitige Beeinflussung zwischen
OPA1 und MIC10 angesehen werden. Aus deren Konsequenz ergibt sich die Frage, welche Funktion L-
OPAL bzw. OPA1-Oligomere in AMIC10-Zellen austiben bzw. welche Rolle das MIC10-Protein bei

der Prozessierung von OPAL spielt.
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Abbildung 11: MICOS und OPA1-Oligomere

Abb. 11 MICOS und OPA1-Oligomere

A: Aus der Zelllinie HEK293T des Wildtyps sowie AMIC10 und AMIC60 wurden die Mitochondrien isoliert und
mit diesen eine BN-PAGE durchgefiihrt. Dabei wurden pro Spur 100 pg aufgetragen. Daraufhin wurden die
Proteine via Western Blot auf die PVDF-Membran Ubertragen und schlieBlich mittels Chemielumineszenz-
Immunoassay nachgewiesen.

B: Zu Kontrollzwecken wurden vor Durchfiihrung der BN-PAGE (Abb. 11A) Proben der isolierten Mitochondrien
abgenommen, um mit diesen eine SDS-PAGE durchzufiihren. Hierbei wurden jeweils 10 pg pro Spur aufgetragen.
Nach Durchfilhrung eines Western Blots wurden die jeweiligen Proteine mithilfe einer Antigen-Antikorper-
Reaktion sichtbar gemacht.

WT = Wildtyp, A10 = AMIC10, A60 = AMIC60

5.3 Fehlen von OPA1 in AMIC10 fuhrt zur Ablésung der Cristae von der inneren
Grenzmembran

Nach der Beobachtung an isolierten Mitochondrien, dass scheinbar eine gegenseitige Beeinflussung
zwischen dem MIC10-Protein und den langen Formen bzw. Oligomeren der Dynamin-verwandten
GTPase OPAL besteht (Abb. 10 und 11) beschloss ich, diesen Aspekt in ganzen Zellen ndher zu

untersuchen, um mogliche Erklarungen fir den vermehrten Gehalt an L-OPA1 in AMIC10 zu finden.
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Hierflr wurden die Auswirkungen des Fehlens von MIC10 und/oder OPA1 auf die Cristae-Morphologie
von Mitochondrien elektronenmikroskopisch untersucht. Dabei wurden HelLa-Zellen verwendet, da
diese im Vergleich zu HEK293T ein deutlich ausgeprégteres mitochondriales Netzwerk besitzen. Die
Elektronenmikroskopie (EM)-Bilder wurden dabei freundlicherweise von Sibylle Jungbluth angefertigt.
Neben dem Wildtyp wurden AMIC10-Zellen auf eventuell bestehende Unterschiede ihrer Cristae-
Morphologie hin analysiert. Zusétzlich wurde in beiden Zelllinien OPA1 durch Behandlung mit einer
gegen die GTPase gerichteten siRNA ausgeschaltet, was dankenswerterweise von Dr. Alexander von
der Malsburg Gbernommen wurde, um die Folgen des Fehlens von OPA1 auf die Cristae-Architektur
sowohl im Wildtyp als auch in AMIC10-Zellen beurteilen zu kdnnen. AuRerdem wurden von allen vier
Bedingungen Ganzzelllysate angefertigt und mit diesen eine SDS-PAGE durchgefiihrt, um
sicherzugehen, dass sowohl der Knockout von MIC10 als auch das Ausschalten von OPAL mithilfe der
siRNA erfolgreich waren. Hierbei zeigte sich, dass in den mit SiRNA gegen OPA1 behandelten Zellen
sowohl im WT als auch in AMIC10 wie erwartet keine OPA1-Banden mehr detektierbar sind (Abb.
12A). Dagegen ist das Protein Tubulin, welches die Hauptkomponente der Mikrotubuli ist, auch unter
diesen Bedingungen detektierbar (Abb. 12A).

Bei Analyse der elektronenmikroskopischen Bilder konnten sechs verschiedene Cristae-Typen
identifiziert werden, welche in Zusammenschau mit bereits publizierten Daten wie folgt bezeichnet
werden konnen: lamellar (Abb. 12B), lamellar in fragmentierten Mitochondrien (Abb. 12C), tubulér
(Abb. 12E), Zwiebel-formig (Abb. 12D), diskonnektiert (Abb. 12F), sowie die ganzliche Abwesenheit
von Cristae (Abb. 12G) [123]. Zu der Schlussfolgerung, dass manche der Mitochondrien dabei
fragmentiert sind, komme ich dadurch, dass diese bei Aufnahme der elektronenmikroskopischen Bilder
geschwollen und deutlich Kkleiner als die Ubrigen Mitochondrien erscheinen (Abb. 12C). Ich konnte
feststellen, dass die verschiedenen Cristae-Formen keineswegs in einem ausgeglichenen Verhaltnis
nebeneinander existieren. Vielmehr variiert das Verhaltnis der verschiedenen Cristae-Typen zueinander
in Abhadngigkeit davon, ob es sich um den Wildtyp handelt, oder aber um Mitochondrien in Zellen,
denen MIC10 und/oder OPAL fehlt. Um eine valide Aussage Uber die beobachteten Unterschiede der
Cristae-Morphologien unter den vier untersuchten Bedingungen treffen zu konnen, wurde eine
guantitative Untersuchung der elektronenmikroskopisch gut identifizierbaren Mitochondrien
vorgenommen und ihre jeweilige Cristae-Struktur einem der sechs Cristae-Typen zugeordnet (Abb.
12H).

Die Auswertung ergab, dass in Wildtyp-Zellen, welche ausschlielich mit der Kontroll-siRNA
behandelt wurden, 80% und somit die deutliche Mehrheit der Mitochondrien eine lamellare Cristae-
Struktur aufweisen (Abb. 12B und H). Die restlichen 20% entfallen auf den lamellaren Typ in
fragmentierten Mitochondrien, die zugleich geschwollen erscheinen, da sie ihre natlrliche
Konfiguration verloren haben und stattdessen eine kleinere und kreisrunde Form aufweisen (Abb. 12C
und H).
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In Wildtyp-Zellen, welche wie in Abb. 12A zu sehen ist, erfolgreich mit der gegen OPAL gerichteten
SiRNA behandelt wurden, verschiebt sich das Verhaltnis zwischen lamellaren Cristae und lamellaren
Cristae in fragmentierten Mitochondrien deutlich. So stellen die lamellaren Cristae in fragmentierten
Mitochondrien mit 63% nun den hdufigsten Cristae-Typ dar (Abb. 12H). Die bei Anwesenheit von
OPAL1 noch in der Uberzahl gewesenen lamellaren Cristae machen nun nur noch 14% aus (Abb. 12H).
Die restlichen Prozente verteilen sich auf den tubuléren Typ (11%), dessen Merkmal es ist, dass sich
eine einzige Endomembran innerhalb des jeweiligen Mitochondriums befindet, welche an einzelnen
Stellen noch Kontakte zur inneren Grenzmembran aufweist (Abb. 12E und H), sowie die diskonnektierte
Form (7%), bei der eben jene Verbindungen zur inneren Grenzmembran nicht mehr bestehen (Abb. 12F
und H). In 5% der Mitochondrien der Wildtyp-Zellen ohne OPA1 sind dagegen tberhaupt keine Cristae
mehr sichtbar (Abb. 12G und H).

Die quantitative Auswertung der Mitochondrien in AMIC10-Zellen, die ausschlielich mit der Kontroll-
SiRNA behandelt wurden, zeigt, dass unter diesen Bedingungen der tubulére Cristae-Typ mit 59% die
deutlich dominierende Cristae-Morphologie ist (Abb. 12H). Die anderen Cristae-Typen in AMIC10
weisen zu etwa gleichen Anteilen den diskonnektierten (10,5%), den Zwiebel-férmigen (8%), sowie den
lamellaren Typ (7%) auf. Nur 4% der Mitochondrien besitzt dagegen die typische Cristae-Morphologie
der fragmentierten Mitochondrien, wéhrend in 11,5% der Organellen keine Cristae mehr detektierbar
sind (Abb. 12H).

SchlieBlich wurden noch die Cristae in AMIC10 untersucht, welchen dank der erfolgreichen Behandlung
mit sSiRNA OPAL fehlt (Abb. 12A). Wiederum zeigte sich eine deutliche Verschiebung der Verteilung
der sechs verschiedenen Cristae-Phénotypen. Mit 52% aller Mitochondrien macht nun der
diskonnektierte Cristae-Typ die deutliche Mehrheit aus (Abb. 12H). Dagegen entfallen auf die tubulére
Cristae-Morphologie nur noch 20%. Die lamellaren (1%), zwiebelférmigen (2%) bzw. fragmentierten
(3%) Formen sind dagegen kaum mehr ausmachbar. In 22% aller Mitochondrien sind Uberhaupt keine
Cristae mehr detektierbar (Abb. 12H).

Somit bleibt festzuhalten, dass in Wildtyp-Zellen und somit unter physiologischen Bedingungen die
lamellare Cristae-Struktur deutlich Uberwiegt, wahrend das Fehlen von OPAL in diesen Zellen zur
Fragmentierung und Schwellung der Mitochondrien flihrt, wobei die Cristae-Morphologie als solche
nach wie vor groBe Ahnlichkeit mit der lamellaren Struktur des Wildtyps besitzt (Abb. 12B, C und H).
In Zelllinien, denen MIC10 fehlt, verschiebt sich das Verhaltnis zugunsten des tubuléren Cristae-Typs,
bei dem eine einzelne Endomembran innerhalb des jeweiligen Mitochondriums vorliegt, welche nur
noch an wenigen Stellen tiber einen Kontakt mit der inneren Grenzmembran verfiigt (Abb. 12E und H).
Diese Kontakte zwischen der Endomembran und der inneren Grenzmembran scheinen dagegen bei
zusdtzlichem Fehlen von OPA1 in AMICI10 verloren zu gehen, da nun die diskonnektierte Cristae-
Morphologie vorherrschend ist (Abb. 12F und H).
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Die beschriebenen Beobachtungen stellen einen méglichen Erklarungsansatz fiir die eingangs gestellte
Frage dar, welchen Einfluss MIC10 auf die OPA1-Prozessierung hat (Abb. 10 und 11). So l&sst sich aus
der elektronenmikroskopischen Untersuchung ableiten, dass die langen OPA1-Formen womdglich fur
die Aufrechterhaltung der wenigen Kontakte der tubuldren Cristae mit der inneren Grenzmembran in
AMIC10 verantwortlich sind und diese stabilisieren (Abb. 12E). Diese Kontakte scheinen dagegen bei
zusétzlichem Awusschalten von OPAL verloren zu gehen, da die tubuldren Cristae nun keine
Stabilisierung durch L-OPAL mehr erfahren.

Gleichzeitig ergibt sich aus dieser Schlussfolgerung eine neue Frage: Wie verhalt es sich in AMIC10-
Zellen mit der Aktivitat der in den Cristae-Membranen lokalisierten Atmungskettenkomplexe, wenn das
gleichzeitige Ausschalten von OPA1l zur Ablésung der tubuldren Cristae von der inneren
Grenzmembran fihrt und somit der direkte Kontakt zwischen den Cristae und dem Gbrigen
Intermembranraum verloren zu gehen scheint? Um der Antwort ndherzukommen, beschloss ich, den
Sauerstoffverbrauch  der  Zellen unter denselben vier Bedingungen wie bei der
elektronenmikroskopischen Untersuchung zu bestimmen, um Ruckschlisse auf die Aktivitat der

Atmungskette ziehen zu kénnen.
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Abbildung 12: Ablosung der Cristae von der inneren Grenzmembran bei Ausschalten von OPAI in AMICI0
Abb. 12 Abldsung der Cristae von der inneren Grenzmembran bei Ausschalten von OPA1 in AMIC10

A: Wildtyp und AMIC10 der Zelllinie HeLa wurden mit gegen OPA1 gerichteter siRNA bzw. Kontroll-siRNA
transfiziert. Nach 72-stlindiger Inkubation wurde ein Ganzzelllysat durchgefiihrt und die Proteine anschlielend
mittels SDS-PAGE gelelektrophoretisch aufgetrennt, wobei 30 pg pro Spur aufgetragen wurden. Via Western Blot
und Chemilumineszenz-Immunoassay wurden die jeweiligen Proteine sichtbar gemacht.

B-G: Wildtyp und AMIC10 der Zelllinie HeLa wurden auf mit Poly-L-Lysin beschichteten Saphirscheibchen
wachsen gelassen, bevor sie mit gegen OPAL gerichteter siRNA bzw. Kontroll-siRNA transfiziert und fir 72
Stunden inkubiert wurden. Anschlieend wurden von ihnen elektronenmikroskopische Bilder angefertigt.

H: Durch Auswertung der EM-Bilder vom Wildtyp bzw. AMIC10 mit/ohne OPA1 wurden die verschiedenen
Mitochondrien analysiert und ihre Cristae-Morphologie quantitativ erfasst.

WT = Wildtyp, A10 = AMICI10, si control = transfiziert mit Kontroll-siRNA, si OPAL = transfiziert mit gegen
OPAL gerichteter sSiRNA
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5.4 Fehlen von OPA1 in AMIC10-Zellen fuhrt zur Reduktion des basalen
mitochondrialen Sauerstoffverbrauchs

Um auf die Frage, wie es sich mit der Aktivitdt der Atmungskettenkomplexe in AMIC10-siOPA1-Zellen
verhdlt, eine Antwort zu finden, wurde beschlossen eine detaillierte Untersuchung des basalen
mitochondrialen Sauerstoffverbrauchs sowie des Oy-Verbrauchs unter ATP-produzierenden
Bedingungen durchzufiihren. Hierfir wurde der Wildtyp als Norm fiir mitochondriale Respiration unter
physiologischen Bedingungen mit Zelllinien, denen MIC10 und/oder OPA1 fehlt verglichen, indem
HeLa-Zellen nacheinander mit den Inhibitoren der Atmungskette Oligomycin, FCCP und Rotenon
zusammen mit Antimycin A behandelt wurden. Dabei handelt es sich bei Oligomycin um einen Inhibitor
der ATP-Synthase, wahrend FCCP als Entkoppler der mitochondrialen Atmungskette fungiert. Rotenon
und Antimycin A blockieren dagegen Komplex | bzw. Il der Atmungskette. Mittels des Seahorse
XFe96 Analyzers der Firma Agilent, welcher durch automatisierte Zugabe der oben genannten
Inhibitoren zu lebenden Zellen dazu in der Lage ist, verschiedenste Parameter der mitochondrialen
Respiration zu messen, konnten schlieBlich quantitative Aussagen uber die mitochondriale Atmung
getroffen werden (s. Kap. 4.2.15 fir detaillierte Erklarung zum Versuchsablauf). Um sicherzugehen,
dass der Knockout von MIC10, sowie die von Dr. Alexander von der Malsburg durchgefiihrte
Transfektion der Zellen mit gegen OPAL gerichteter sSiRNA erfolgreich waren, wurden von den Zellen
zusétzlich Ganzzelllysate angefertigt (Abb. 13C), sodass das Fehlen der Proteine im Rahmen einer SDS-
PAGE mit sich anschlieBendem Western Blot nachgewiesen werden konnte. Die Abwesenheit der
OPA1-Banden in den mit siRNA behandelten Zellen zeigt dabei, dass die Transfektion erfolgreich war
(Abb. 13C). Weiterhin sind sowohl das zytosolische Protein Tubulin, sowie das mitochondriale TOM40

unter allen vier verwendeten Bedingungen in etwa gleicher Intensitét detektierbar (Abb. 13C).

Erwartungsgemald war der basale mitochondriale Sauerstoffverbrauch, genauso wie der O,-Verbrauch
unter ATP-Produktion in den Wildtyp-Zellen und somit unter physiologischen Bedingungen am
hdchsten (Abb. 13A und B). Dagegen waren beide Parameter in Wildtyp-Zellen, welche erfolgreich mit
der gegen OPAL gerichteten siRNA behandelt wurden (Abb. 13C), um knapp 15 % reduziert (Abb. 13A
und B). In AMIC10-Zellen sank der basale Sauerstoffverbrauch um 20 % und der O,-Verbrauch unter
ATP-produzierenden Bedingungen um gut 25 % im Vergleich zum Wildtyp (Abb. 13A und B).
Besonders drastisch waren die Auswirkungen in Zellen, denen neben dem MIC10-Protein auch OPAL
fehlt. Hier war sowohl der basale Sauerstoffverbrauch als auch der O»-Verbrauch unter ATP-Produktion

auf nur noch 53 % des gemessenen Ausgangswertes im Wildtyp reduziert (Abb. 13A und B).

In Kombination mit den Erkenntnissen der elektronenmikroskopischen Untersuchung der Cristae-
Morphologie (s. Kap. 5.3), lasst sich aus diesen Ergebnissen ableiten, dass die berwiegend lamellare
Cristae-Struktur des Wildtyps (Abb. 12B) die besten Bedingungen fir die Aktivitat der in den Cristae
lokalisierten Atmungskettenkomplexe bietet (Abb. 13A und B). Demgegeniber fiihrt die fragmentierte
Mitochondrien-Morphologie in Wildtyp-Zellen (Abb. 12C), bei denen das OPA1-Protein ausgeschaltet
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wurde, zur Reduktion um etwa 15 % was den basalen Sauerstoffverbrauch und den O,-Verbrauch unter
ATP-produzierenden Bedingungen betrifft (Abb. 13A und B). In AMICI10, deren Mitochondrien
uberwiegend tubulédre Cristae besitzen, welche nur noch an einigen wenigen Stellen Kontakt mit der
inneren Grenzmembran aufweisen (Abb. 12E), betragt der basale Sauerstoffverbrauch, sowie der O,-
Verbrauch unter ATP-Synthese immerhin noch 80 bzw. 75 % des Wildtyp-Niveaus (Abb. 13A und B).
Dagegen fiihrt die Abldsung der Cristae von der inneren Grenzmembran (Abb. 12F), wie sie in HeLa-
Zellen, denen sowohl MIC10 als auch OPAL fehlt, beobachtet werden kann, zur deutlichen Reduktion
des basalen Sauerstoffverbrauchs und des O-Verbauchs unter ATP-Produktion auf nur noch 53% der
Werte im Wildtyp (Abb. 13A und B). Somit scheinen die durch das Ausschalten von OPA1 in AMIC10
verloren gegangenen Kontaktstellen zwischen der inneren Grenzmembran und den Cristae zur Folge zu
haben, dass die Aktivitat der in den Cristae-Membranen lokalisierten Atmungskettenkomplexe stark
beeintrachtigt wird. Daraus ergibt sich die Frage, ob der sinkende basale Sauerstoffverbrauch sowie der
stark reduzierte O»-Verbrauch unter ATP-produzierenden Bedingungen in AMIC10-siOPA1-Zellen,
damit zu erkldren ist, dass die gekappte Verbindung der Cristae von der inneren Grenzmembran den
Verlust von Proteinen der Atmungskette zur Folge hat, was einen Erklarungsansatz fir die beobachteten
Messwerte darstellen wirde. Alternativ konnten die deutlich reduzierten Werte aber auch damit zu
erklaren sein, dass die Ablosung der Cristae von der inneren Grenzmembran weniger den guantitativen
Verlust von Atmungskettenproteinen zur Folge hat, sondern vielmehr als Ausdruck einer deutlich
reduzierten Effektivitdt der Atmungskette unter diesen Bedingungen gewertet werden kann. Diese

beiden Hypothesen wurden daher in einem sich anschliefenden Experiment auf ihre Gultigkeit hin
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Abbildung 13: Basaler Sauerstoffverbrauch und Oz-Verbrauch unter ATP-produzierenden Bedingungen in AMIC10-si
OPAL-Zellen am niedrigsten

Abb. 13 A+B Basaler Sauerstoffverbrauch und Oz-Verbrauch unter ATP-produzierenden Bedingungen in
AMIC10-si OPA1-Zellen am niedrigsten: Sowohl der Wildtyp als auch AMIC10 der Zelllinie HeLa wurden mit
gegen OPAL1 gerichteter siRNA bzw. Kontroll-siRNA transfiziert und fiir 72 Stunden inkubiert. Schlielich wurde
ihr basaler Sauerstoffverbrauch, sowie der O,-Verbrauch unter ATP-Produktion mithilfe des Seahorse XFe96
Analyzers gemessen und die Werte graphisch dargestellt.

C Kein Verlust von Atmungskettenproteinen in AMIC10-si OPAL: Es wurde ein Ganzzelllysat mit den
transfizierten Zellen der Seahorse-Messung durchgefiihrt. Es folgte eine SDS-PAGE, wobei 30 pg pro Spur
aufgetragen wurden. SchlieBlich wurden die Proteine mittels Western Blot und Chemilumineszenz-Immunoassay
sichtbar gemacht.

Atmungsketten-Proteine, gegen die der ,,Total OXPHOS-AK* gerichtet ist: C. V — VATP5A: ATP Synthase
Untereinheit a des Komplexes V; C. 111 - UQCRC2: Cytochrom b-c1 Komplex Untereinheit 2 des Komplexes I11;
C. Il — SDHB: Succinat-Dehydrogenase Untereinheit B des Komplexes Il; C. | — NDUFB8: NADH-
Dehydrogenase § Subkomplex Untereinheit 8 des Komplexes |

WT = Wildtyp, A10 = AMICI0, si control = transfiziert mit Kontroll-siRNA, si OPAL = transfiziert mit gegen
OPAL gerichteter sSiRNA
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5.5 Menge an Atmungskettenproteinen in AMIC10-si OPA1-Zellen auf Wildtyp-
Niveau

Um eine Aussage (ber die Proteine der Atmungskette, der in AMIC10-si OPAL-Zellen diskonnektierten
Cristae treffen zu konnen, wurden Proben von den Zellen abgenommen, bei denen der basale
Sauerstoffverbrauch gemessen wurde (s. Kap. 5.4) und mit diesen ein Ganzzelllysat mit sich
anschliellender SDS-PAGE durchgefiihrt. SchlieBlich konnten nach Durchfiihrung eines Western Blots
einzelne Proteine der Atmungskette mithilfe eines Antikdrpers gegen die ATP-Synthase Untereinheit o
des Komplexes V, die Cytochrom b-c1 Komplex Untereinheit 2 des Komplexes Ill, die Succinat-
Dehydrogenase Untereinheit B des Komplexes Il sowie die NADH-Dehydrogenase  Subkomplex
Untereinheit 8 des Komplexes | beurteilt werden (Abb. 13C). Anders als bei der Arbeit mit isolierten
Mitochondrien (Abb. 10), war die Cytochrom ¢ Oxidase Untereinheit 1 des Komplexes IV bei
Durchfiihrung einer SDS-PAGE mit sich anschlielendem Western Blot mit Ganzzelllysaten nicht
detektierbar (Abb. 13C). Es zeigte sich, dass die detektierbaren, jeweils fir die einzelnen
Atmungskettenproteine stehenden Banden sowohl in den WT-siOPA1-Zellen als auch in AMIC10 mit
und ohne OPAL in ihrer Intensitdt auf dem Niveau des Wildtyps liegen (Abb. 13C).

Daraus lasst sich schlussfolgern, dass die Hypothese verworfen werden kann, nach der der beobachtete,
stark verringerte basale Sauerstoffverbrauch bzw. die Reduktion des O.-Verbrauchs unter ATP-
produzierenden Bedingungen in AMIC10-siOPAL-Zellen (Abb. 13A und B) Folge eines Verlusts von
Atmungskettenproteinen im Zuge der Abldsung der Cristae von der inneren Grenzmembran sind. Damit
stutzt sie die zweite aufgestellte Hypothese, nach der die bei der Sauerstoffverbrauchmessung
festgestellten reduzierten Werte (Abb. 13A und B) das Resultat sind einer verringerten Effektivitat der
mitochondrialen Atmungskette in AMIC10-Zellen, denen OPAL1 fehlt.

5.6 Keine Hinweise auf eine direkte Interaktion zwischen MICOS und OPA1

In AMIC10 hat sich sowohl auf dem SDS- und BN-Gel, bei denen die L-OPA1-Isoformen und die OPA1-
Oligomere im Vergleich zum Wildtyp bzw. AMIC60 in starker Intensitdt detektierbar sind (Abb. 10 und
11), als auch im Rahmen der Elektronenmikroskopie und der Messung des basalen Sauerstoffverbrauchs
(Abb. 12 und 13) gezeigt, dass MIC10 Einfluss auf die OPAL1-Prozessierung haben kénnte. Daher
interessierte mich, ob eine direkte physikalische Interaktion zwischen dem MICOS-Komplex und OPAL
besteht.

Um zu untersuchen, ob eine direkte Protein-Protein-Wechselwirkung zwischen MICOS und OPALl
besteht, wurde neben dem Wildtyp und AMIC10-MIC10-FLAG-Zellen, auch AMIC25-MIC25-FLAG-
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sowie FLAG-SAMS50-Zellen im Rahmen einer IP untersucht, um neben dem MIC10-Subkomplex, mit
dem MIC25-Protein auch den MIC60-Subkomplex, sowie den MIB-Komplex auf eine eventuell
bestehende direkte, physische Interaktion mit OPA1 hin zu analysieren.

Die AMIC10-MIC10-FLAG- sowie AMIC25-MIC25-FLAG-Zelllinien wurden hierbei von Dr.
Alexander von der Malsburg erzeugt, indem endogenes MIC10 bzw. MIC25 deletiert und stattdessen
eine FLAG-getaggte Version des Proteins ins Genom integriert wurde. In die Zelllinie FLAG-SAM50
wurde dagegen zusatzlich zum endogenen SAMS50 noch FLAG-getaggtes SAMS0 integriert. Dies
erklart, weswegen in dieser Zelllinie jeweils zwei statt nur einer Proteinbande auf der Blot-Membran
bei Verwendung des SAM50-Antikorpers detektierbar sind (Abb. 14).

Es wurden aus den oben genannten Zellen die Mitochondrien isoliert und mit diesen eine
Immunprazipitation durchgeftihrt. Es folgte eine SDS-PAGE mit sich anschlielendem Western Blot zur
Darstellung der Proteine. Bei den Total-Spuren handelt es sich um die Gesamtheit aller in den jeweiligen
Mitochondrien vorkommenden Proteine. In den Eluat-Spuren werden dagegen nur diejenigen Proteine
detektiert, welche an den jeweiligen FLAG-getaggten Proteinen binden und somit eine direkte,

physische Interaktion mit ihnen aufweisen.

In den Total-Spuren aller untersuchten Zelllinien waren dabei samtliche zum MICOS-Komplex
gehdrenden Proteine, sowie OPAL1, OMAL, YMELL und TOMA40 detektierbar (Abb. 14). Zudem sind
in den Eluat-Spuren sowohl in AMIC10-MIC10-FLAG-Mitochondrien als auch in AMIC25-MIC25-
FLAG- sowie FLAG-SAM50-Mitochondrien physikalische Interaktionen mit allen zum MIC10- bzw.
MIC60-Subkomplex sowie dem MIB-Komplex gehdrenden Proteinen nachweisbar (Abb. 14). Aufféllig
ist hierbei, dass die AMIC25-MIC25-FLAG-Mitochondrien deutlich weniger MIC19 co-prazipitieren
als bspw. MIC10 oder SAM50 (Abb. 14). MIC60 ist dagegen im Eluat Gberall in gleicher Intensitat
detektierbar (Abb. 14).

In den Eluat-Spuren, welche mit dem Antikorper gegen TOMA40 behandelt wurden, lieB sich in keiner
der untersuchten Zelllinien das TOMA40-Protein und somit keine direkte Protein-Protein-

Wechselwirkung nachweisen (Abb. 14).

Es zeigte sich weiterhin, dass im Eluat weder in AMIC10-MIC10-FLAG- noch in AMIC25-MIC25-
FLAG- oder FLAG-SAM50-Zellen OPA1 detektierbar ist (Abb. 14).

Somit bleibt festzuhalten, dass ich keine direkte Interaktion zwischen MICOS und OPA1 nachweisen
konnte, und zwar weder mit MIC10 noch mit MIC25, welches ein wichtiger Partner von MIC60 ist und
somit Rickschlisse auf den MIC60-Subkomlpex erlaubt. Auch zwischen OPA1 und dem Kanalprotein
SAM50 als wichtige Komponente des MIB-Komplexes, konnte keine direkte Protein-Protein-
Wechselwirkung festgestellt werden (Abb. 14).

Ebenjenes Bild préasentiert sich auch bei Begutachtung des Eluats nach Behandlung der Blot-Membran

mit einem gegen OMAL bzw. YMELL gerichteten Antikdrper. Auch hier ist keine Proteinbande in den
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jeweiligen Eluat-Spuren wahrnehmbar (Abb. 14), sodass sich schlussfolgern lasst, dass auch zwischen
OMAI1 bzw. YMELL und MICOS keine direkte Interaktion zu bestehen scheint.

Da sich unter basalen Bedingungen, worunter ich die physiologisch vorliegende Homdostase humaner
Zellen ohne die Einwirkung externer Stimuli wie Hitze oder UbermaRige Membrandepolarisierung
verstehe, somit keine direkte physikalische Interaktion zwischen dem MICOS-Komplex und OPAl
feststellen lasst (Abb. 14), die Ergebnisse der elektronenmikroskopischen Untersuchung, sowie der
Messung des basalen Sauerstoffverbrauchs jedoch Anlass dazu geben, dass diese beiden
Schlisselspieler der Entstehung und Aufrechterhaltung der Cristae-Morphologie durchaus miteinander
agieren und aufeinander reagieren (Abb. 12 und 13), beschloss ich, mitochondrialen Stress zu erzeugen.
Hierunter erhoffte ich mir, weitere Rickschlisse auf die Art der Wechselbeziehung zwischen dem
MICOS-Komplex und OPAL ziehen zu kénnen.
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Abbildung 14: Keine detektierbare physikalische Interaktion zwischen MICOS und OPA1

Abb. 14 Keine detektierbare physikalische Interaktion zwischen MICOS und OPA1: Um eine womdglich
bestehende Protein-Protein-Wechselwirkung zwischen MICOS und OPAL1 nachzuweisen, wurden Mitochondrien
der Zellen WT, AMIC10-MIC10-FLAG, AMIC25-MIC25-FLAG und FLAG-SAMS50 der Zelllinie HEK293T
isoliert. Mit ihnen wurde eine Immunprazipitation mit sich anschlieRender SDS-PAGE durchgefiihrt, wobei 10 pg
pro Spur aufgetragen wurden. Via Western Blot und Antigen-Antikdrper-Reaktion wurden die jeweiligen Proteine
schlieRlich dargestellt.

WT = Wildtyp, 10-F = AMIC10-MIC10-FLAG, 25-F = AMIC25-MIC25-FLAG, F-SAM50 = FLAG-SAM50,
Total = alle in den Mitochondrien lokalisierten Proteine, Eluat = Proteine, die eine physikalische Interaktion
miteinander aufweisen
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5.7 Mitochondrialer Stress fuhrt zur Prozessierung von OMA1 und OPAl

Um zunéchst die Auswirkungen von mitochondrialem Stress auf OPAL und OMAL zu untersuchen,
wurden Zellen der Zelllinie HEK293T konfluent wachsen gelassen und anschliefend mit 50 uM FCCP,
einem Entkoppler der mitochondrialen Atmungskette, fiir zwei Stunden bei 37 °C inkubiert. Um
auszuschlielen, dass eventuell zu beobachtende Unterschiede auf DMSO, in welchem das FCCP geldst
ist, zurlickzufiihren sind, wurden zudem auch Zellen mit ausschlieBlich DMSO fir ebenfalls zwei
Stunden inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die mit dem Entkoppler bzw. nur mit
DMSO behandelten Zellen geerntet und ein Ganzzelllysat gemacht. SchlieBlich wurden die
denaturierten Proteine im Rahmen einer SDS-PAGE mit sich anschliefendem Western Blot weiter

untersucht.

Das sich im Zytosol befindliche Tubulin, sowie das zur HSP70-Familie gehdrende, mitochondriale
Protein HSPA9, erfahren unter Behandlung mit FCCP keine auf der Blot-Membran detektierbaren
Verénderungen (Abb. 15).

Es zeigte sich dagegen, dass die oberen beiden OPA1-Banden, die L-OPAL repréasentieren, nach
Behandlung der Zellen mit 50 uM FCCP fiir zwei Stunden nicht mehr nachweisbar sind und sich das
Gleichgewicht stattdessen hin zu ausschlieBlich kurzen OPA1-Banden verschiebt (Abb. 15).

Weiterhin ist zu beobachten, dass auch die Metalloprotease OMAL, welche die langen OPA1-Formen
an der Schnittstelle S1 schneidet, sodass kurze OPA1-Formen entstehen kodnnen, ebenfalls eine
Verénderung unter FCCP-Behandlung erféahrt. So ist nach Entkoppler-Zugabe zusétzlich zur auch unter
basalen Bedingungen nachweisbaren, bei etwa 43 kDa laufenden OMAZ1-Bande, eine weitere, kirzere
OMAI1-Bande detektierbar, welche bei etwa 37 kDa lauft (Abb. 15). Zudem féllt auf, dass die
Signalintensitét der prozessierten Form von OMA1 nach FCCP-Behandlung stark abnimmt (Abb. 15).

Somit bleibt festzuhalten, dass sowohl die mitochondriale Metalloprotease OMAL als auch deren
Zielprotein, die GTPase OPAL, bei Zugabe von FCCP eine Prozessierung hin zu kiirzeren Formen
durchlaufen (Abb. 15). Auf die Proteine MIC10 bzw. MIC60 scheint die Zugabe des Entkopplers FCCP

fiir zwei Stunden dagegen keine unmittelbaren Auswirkungen zu haben.
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Abbildung 15: Prozessierung von OMA1 und OPAL unter mitochondrialem Stress

Abb. 15 Prozessierung von OMAL und OPA1 unter mitochondrialem Stress: Um die Auswirkungen
mitochondrialen Stresses auf OMAL und OPA1 zu untersuchen, wurde der Wildtyp der HEK293T-Zelllinie mit
50 UM FCCP fir zwei Stunden inkubiert. Im Anschluss wurde ein Ganzzelllysat mit folgender SDS-PAGE
durchgefhrt, wobei 30 g pro Spur aufgetragen wurden. SchlieRlich wurden die jeweiligen Proteine via Western
Blot und Chemilumineszenz-Immunoassay sichtbar gemacht.

WT = Wildtyp

5.8 Destabilisierung von MICOS sowie OMA1- und OPA1-Oligomeren unter
Membrandepolarisierung

Nach der Beobachtung, dass sich unter basalen Bedingungen keine direkte Interaktion zwischen MICOS
und OPA1 im Rahmen einer Immunprézipitation nachweisen lasst (Abb. 14), interessierte mich, wie

sich die Proteine verhalten, wenn man sie mitochondrialem Stress aussetzt.

Da sich unter basalen Bedingungen zudem gezeigt hat, dass zwischen MIC10 und OPAL, trotz fehlender
direkter Protein-Protein-Wechselwirkung (Abb. 14), ein gewisser Zusammenhang zu bestehen scheint
was die Aufrechterhaltung der tubuléren Cristae-Morphologie (Abb. 12), sowie das Verhaltnis zwischen
L-/S-OPAL betrifft (Abb. 10 und 11), entschloss ich, neben dem Wildtyp auch AMIC10-Zellen der
Zelllinie HEK293T néher zu untersuchen.

Hierflr wurden konfluente Wildtyp- und AMIC10-Zellen jeweils fir zwei Stunden mit 50 uM FCCP
bzw. DMSO bei 37 °C inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurde das gebrauchte Medium gegen
Frisches ersetzt, woraufhin die Zellen fur weitere acht Stunden bei 37 °C inkubiert wurden. Nach diesen
acht Stunden wurden die Zellen geerntet und die Mitochondrien aus den mit FCCP bzw. nur mit DMSO
behandelten Zellen isoliert. SchlieBlich fiihrte ich mit den Mitochondrien eine BN-PAGE mit sich

anschlieendem Western Blot durch, um die Proteinkomplexe in ihrer nativen Form darzustellen.

Es zeigte sich, dass der MICOS-Komplex im Wildtyp und AMIC10 nach Behandlung der Blot-Membran
mit einem gegen MIC60, MIC10, MIC26 bzw. MIC27 gerichteten Antikdrper nach Zugabe des

Entkopplers FCCP in geringeren Mengen detektierbar ist im Vergleich zu Zellen, die ausschlieRlich mit
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DMSO behandelt wurden (Abb. 16). Die TOMA40 enthaltenden Komplexe erfahren dagegen keine
sichtbaren Veranderungen unter FCCP-Einwirkung (Abb. 16).

Weiterhin konnte gezeigt werden, wie bereits im Rahmen einer SDS-PAGE beobachtet (Abb. 10), dass
die MIC26 und MIC27 enthaltenden Komplexe in AMIC10 im Vergleich zum Wildtyp in deutlich
geringeren Mengen nachweisbar sind (Abb. 16). Bei zusétzlicher FCCP-Behandlung von AMIC10-
Zellen scheinen die detektierbaren Mengen an MIC26 und MIC27 enthaltenden Komplexen schlief3lich
noch weiter abzufallen. Der MIC26 enthaltende Komplex ist nun gar nicht mehr auf der BN-PAGE
erkennbar und auch der MIC27 enthaltende Proteinkomplex erscheint in deutlich schwécherer Intensitat
(Abb. 16). Interessant ist in diesem Zusammenhang die Beobachtung, dass in mit FCCP-behandelten
AMIC10-Zellen bei Dekoration mit einem gegen MIC27 gerichteten Antikorper die bei etwa 69 kDa
laufende Bande verschwunden, wéhrend die bei etwa 230 kDa laufende Bande weiterhin detektierbar
ist (Abb. 16).

Auch die OPA1-Oligomere sind nach Behandlung der Zellen mit FCCP im Vergleich zur
ausschlieBlichen Behandlung mit DMSO in deutlich schwécherer Intensitdt nachweisbar (Abb. 16).
Hierbei scheint es keinen gravierenden Unterschied zwischen entkoppeltem Wildtyp und AMIC10 zu
geben, da die Intensitatsabnahme der Proteinbanden in beiden FCCP-Spuren ahnlich stark ausfallt (Abb.
16).

Bei Untersuchung der OMAZ1-Oligomere fallt neben der bereits beschriebenen Auffélligkeit, dass
OMALI in AMIC10 im Vergleich zum Wildtyp in geringeren Mengen detektierbar ist (Abb. 11), auf,
dass weder im Wildtyp noch in AMIC10 OMA 1-Oligomere nach Zugabe von FCCP wahrnehmbar sind
(Abb. 16).

Abschliellend bleibt festzuhalten, dass sowohl der MICOS-Komplex als auch OPA1- und OMAL-

Oligomere durch mitochondrialen Stress destabilisiert zu werden scheinen (Abb. 16).
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Abbildung 16: Destabilisierung von MICOS sowie OPA1- und OMA1-Oligomeren unter mitochondrialem Stress

Abb. 16 Destabilisierung von MICOS sowie OP1- und OMA1-Oligomeren unter mitochondrialem Stress:
Um die Auswirkungen mitochondrialen Stresses auf den MICOS-Komplex und die OMA1- und OPA1-Oligomere
zu untersuchen, wurde der Wildtyp sowie AMIC10 der Zelllinie HEK293T fiir zwei Stunden mit 50 uM FCCP
inkubiert. Anschlieend wurde das FCCP enthaltende Medium abgenommen und durch Frisches ersetzt, woraufhin
die Zellen fiir acht Stunden regenerierten. Es folgte die Isolation der Mitochondrien, mit denen dann eine BN-
PAGE durchgefiihrt wurde, wobei 70 g pro Spur aufgetragen wurden. Via Western Blot und Antigen-Antikorper-
Reaktion wurden die jeweiligen Proteinkomplexe schlieBlich dargestellt.

WT = Wildtyp, A10 = AMIC10

5.9 Destabilisierung von MIC10, MIC26, MIC27 und QIL1 unter mitochondrialem
Stress

Nach der Beobachtung im Rahmen der BN-PAGE, dass sowohl der MICOS-Komplex als auch OPA1-
und OMA1-Oligomere durch mitochondrialen Stress mit sich anschliefender achtstiindiger
Regeneration destabilisiert zu werden scheinen (Abb. 16), interessierte mich, welche MICOS-
Untereinheiten genau fir diese Destabilisierung verantwortlich sind und ob dabei alle Proteine
beeinflusst werden, oder nur bestimmte. Zum anderen wollte ich wissen, wie sich eventuell bestehende
Protein-Destabilisierungen nach mitochondrialem Stress darstellen, wenn man den Zellen die

Gelegenheit gibt Gber einen langeren Zeitraum zu regenerieren.
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Hierfur wurden Wildtyp und AMICI10-Zellen der Zelllinie HEK293T in 6-well-Platten konfluent
wachsen gelassen und bei gewinschter Zelldichte fir zwei Stunden mit 50 uM FCCP bei 37 °C
inkubiert, um mitochondrialen Stress zu erzeugen. Nach zweistlindiger Inkubationszeit wurde das
gebrauchte Medium durch Frisches ersetzt und die Zellen zur Regeneration zuriick in den 37 °C-
Inkubator uberfiihrt. Nun wurden jeweils zu den Zeitpunkten 0, 8, 10, 12, 14, 16, 18 und 20 Stunden
nach zweistiindiger FCCP-Behandlung Zellen geerntet und bei -20 °C weggefroren. Anschlielend
wurde mit den Proben ein Ganzzelllysat gemacht, um die Proteine daraufhin im Rahmen einer SDS-
PAGE mit folgendem Western Blot gelelektrophoretisch auftrennen zu kénnen.

Wie bereits beobachtet, fiihrt die Behandlung der Zellen mit FCCP zur Prozessierung der langen OPA1-
Formen, sodass ausschlie8lich kurze OPA1-Banden detektierbar sind (Abb. 15 und 17). Weiterhin
bestétigte sich die Beobachtung, dass auch OMA1 nach Zugabe von FCCP eine Veranderung vollzieht
und eine zweite, einige Dalton kleinere Bande erscheint (Abb. 15 und 17). Die fiir die Prozessierung
von OPA1 an S2 verantwortliche Protease YMELL erfahrt dagegen keine gravierende Veranderung nach
FCCP-Zugabe (Abb. 17). Auch HSPA9 bleibt nach Zugabe des Entkopplers stabil (Abb. 17).

Dagegen scheint, anders als im Rahmen der BN-PAGE, bei der man den MIC60-Komplex in seiner
nativen Form untersucht hat (Abb. 16), die FCCP-Behandlung im Wildtyp keinen gréReren Einfluss auf
die detektierbaren Mengen an MIC60 zu haben (Abb. 17). Ahnliches zeigt sich auch bei den restlichen
zum MIC60-Subkomplex gehdrenden Proteinen MIC19 und MIC25, sowie dem zum SAM-Komplex
gehorenden Kanalprotein SAMS50, die allesamt ebenfalls keine Destabilisierung im Wildtyp nach

Zugabe des mitochondrialen Entkopplers zu durchlaufen scheinen (Abb. 17).

Demgegeniiber steht jedoch eine deutliche Destabilisierung von MIC10 im Wildtyp nach FCCP-
Behandlung, die ihr Maximum interessanterweise nicht direkt nach der zweistiindigen Entkoppler-
Zugabe hat, sondern am starksten nach acht- bis zehnstiindiger Regeneration ausgeprégt ist (Abb. 17).
Bemerkenswert ist zudem die Tatsache, dass die beobachtete MIC10-Destabilisierung im Wildtyp
reversibel zu sein scheint und die Intensitat der MIC10-Banden nach etwa 20 Stunden auf &hnlichem
Niveau ist wie in Wildtyp-Zellen, die ausschlieBlich mit DMSO behandelt wurden (Abb. 17). Es fallt
zudem auf, dass die MIC10-Regeneration scheinbar in eben jenem Zeitfenster abgeschlossen ist, in dem
auch die langen OPAL1-Banden erstmals nach FCCP-Behandlung wieder detektierbar sind (Abb. 17).
Dagegen zeigt sich im Wildtyp keine erkennbare Destabilisierung der tibrigen zum MIC10-Subkomplex
gehdrenden Proteine MIC26, MIC27 und QIL1 nach FCCP-Behandlung (Abb. 17).

In AMIC10-Zellen ist dagegen sowohl bei MIC26 als auch bei MIC27 nach FCCP-Zugabe jeweils eine
zweite, um einige Dalton kleinere Bande detektierbar, wahrend die unter basalen Bedingungen
wahrnehmbare, hoher laufende Bande an Intensitét verliert (Abb. 17). Somit liegt die Vermutung nahe,
dass es sich bei den kurzeren Banden in AMIC10 um Spaltprodukte von MIC26 bzw. MIC27 handelt.
Auch QIL1 scheint bei Abwesenheit von MIC10 nach Behandlung mit FCCP destabilisiert zu werden,
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da auch hier deutlich geringere Proteinmengen detektierbar sind. Ein Spaltprodukt wie bei MIC26 und
MIC27 ist hier jedoch nicht wahrnehmbar (Abb. 17).

Bemerkenswerterweise scheint auch die MIC26, MIC27 und QIL1-Destabilisierung in AMIC10-Zellen
reversibel zu sein, da auch hier nach 16- bis 18-stundiger Regeneration die urspringlichen
Proteinbanden wieder in vergleichbarer Intensitat wie in den ausschlielich mit DMSO behandelten
Zellen detektierbar sind (Abb. 17). Im Falle von MIC26 und MIC27 sind auch die vermeintlichen
Spaltprodukte in AMIC10 mit zunehmender Regenerationszeit in geringeren Mengen detektierbar (Abb.
17), was die Hypothese starkt, dass es sich bei diesen leichteren und daher weiter im Gel wandernden
Banden um das Resultat einer Prozessierung von MIC26 und MIC27 nach FCCP-Behandlung in
AMIC10 handelt.

Anzumerken ist zudem, dass auch in den AMICI10-Zellen die vollstandige Regeneration der
destabilisierten MICOS-Proteine MIC26, MIC27 und QIL1 in eben jenem Zeitfenster abgeschlossen zu
sein scheint, in dem auch die langen OPAl-Formen nach FCCP-Behandlung erstmals wieder
detektierbar sind (Abb. 17).

Die zum MIC60-Subkomplex gehdrenden Proteine MIC60, MIC19 und MIC25 erfahren in AMIC10-
Zellen ebenfalls eine voriibergehende, reversible Destabilisierung, welche am stérksten zwischen 10 und
12 Stunden nach FCCP-Behandlung ausgepragt ist (Abb. 17). Das SAM50-Protein erfahrt dagegen auch
in AMIC10-Mitochondrien keine deutliche Destabilisierung unter mitochondrialem Stress (Abb. 17)

Somit lasst sich abschliefend festhalten, dass MIC10 im Wildtyp durch mitochondrialen Stress
destabilisiert zu werden scheint, wahrend MIC26, MIC27 und QIL1, trotz Entkopplung der
Atmungskette, bei Anwesenheit von MIC10 keine ersichtliche Destabilisierung erfahren.
Demgegeniber fuhrt mitochondrialer Stress bei gleichzeitigem Knockout von MIC10 zur Prozessierung
von MIC26, MIC27 und QIL1 (Abb. 17). In Zusammenschau mit der Messung des Sauerstoffverbrauchs
im Wildtyp und AMICI10-Zellen nach FCCP-Zugabe (Abb. 13A) l&sst sich dabei folgender
Zusammenhang feststellen: So ist die Sauerstoffverbrauchsrate vor FCCP-Zugabe sowohl im WT als
auch in AMIC10 nahezu identisch (etwa 5 pmol/min/Protein) (Abb. 13A). Nach FCCP-Zugabe steigt
sie im Wildtyp, trotz der in Abb. 17 festgestellten MIC10-Destabilisierung deutlich bis auf ungefahr 14
pmol/min/Protein an (Abb. 13A). Dagegen steigt der Sauerstoffverbrauch in AMIC10 bei Entkopplung
der Atmungskette, was wie in Abb. 17 zu sehen zur Destabilisierung von MIC26, MIC27 und QIL1

fiihrt, weit weniger deutlich an als im Wildtyp (auf nur ca. 10 pmol/min/Protein).

Daruber hinaus scheinen sowohl die MIC10-Destabilisierung im Wildtyp als auch die MIC26-, MIC27-
und QIL1-Destabilisierung in AMIC10 nach Entkopplung der Atmungskette reversibel zu sein, wobei
die jeweilige Regeneration der genannten MICOS-Proteine in eben jenem Zeitraum abgeschlossen ist,

in dem auch erstmals wieder lange OPAL-Formen detektierbar sind (Abb. 17).
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Abbildung 17: Destabilisierung von MIC10, MIC26, MIC27 und QIL1 unter mitochondrialem Stress

Abb. 17 Destabilisierung von MIC10, MIC26, MIC27 und QIL1 unter mitochondrialem Stress: Um die
Auswirkungen mitochondrialen Stresses auf die einzelnen MICOS-Untereinheiten, sowie OMAL und OPAL zu
untersuchen, wurde der Wildtyp sowie AMIC10 der Zelllinie HEK293T fiir zwei Stunden mit 50 uM FCCP
behandelt. Anschlieend wurde das FCCP enthaltende Medium gegen Frisches ersetzt und die Zellen zur
Regeneration zuriick in den Inkubator Uberflihrt. Zu den Zeitpunkten 0, 8, 10, 12, 14, 16, 18 und 20 Stunden nach
FCCP-Einwirkung wurden die jeweiligen Zellen geerntet. Es schloss sich ein Ganzzelllysat mit folgender SDS-
PAGE an, wobei 30 pg pro Spur aufgetragen wurden. Schlielich wurden die einzelnen Proteine via Western Blot
und einem Chemilumineszenz-lmmunoassay dargestellt.

WT = Wildtyp, AMIC10
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6. Diskussion

6.1 Verminderte Prozessierung von L-OPAL bei Fehlen von MIC10

Das Ergebnis meiner Untersuchung des MICOS-Komplexes zeigt, dass ich mit meinen
Versuchsbedingungen sémtliche in der Literatur beschriebenen MICOS-Proteine in humanen Zellen,
ndmlich MIC60, MIC19, MIC25, MIC10, MIC26, MIC27 und QIL1, nachweisen kann (Abb. 10). Dass
das Fehlen von MIC10 zur Reduktion bzw. dem volistdndigen Verlust der Proteine MIC26, MIC27
sowie QIL1 fuhrt (Abb. 10), demonstriert dartiber hinaus die in der Literatur beschriebene, besondere
Rolle von MIC10 fur die Stabilitdt des MICOS-Komplexes. Weiterhin bestdtigen meine Resultate die
herausragende Bedeutung des MIC60-Proteins fur die Integritit des gesamten MICOS-Komplexes, da
dessen Knockout zur Destabilisierung sémtlicher tibriger zum Komplex gehdrenden Proteine fuhrt (Abb.
10). Anhand dieser Ergebnisse lasst sich ableiten, dass MIC10 und MIC60 die beiden Kernkomponenten
des MICOS-Komplexes sind und deren Verlust gravierende Auswirkungen auf die Stabilitat des
gesamten Komplexes hat. Dabei scheinen speziell die Proteine MIC26, MIC27 und QIL1 eine direkte
Abhéngigkeit von MIC10 aufzuweisen, sodass sich schlussfolgern lasst, dass diese Teil des MIC10-
Subkomplexes sind. Aus der Beobachtung, dass die Proteine MIC19 und MIC25 bei Abwesenheit von
MIC10 in unverénderten Mengen detektierbar sind, wéahrend dagegen die Abwesenheit von MIC60 zur
deutlichen Reduktion dieser beiden Proteine fuhrt (Abb. 10), lasst sich auBerdem ableiten, dass MIC60,
MIC19 und MIC25 Bestandteile des MIC60-Subkomplexes sind.

All diese Beobachtungen beziiglich des MICOS-Komplexes und seiner Subkomplexe stehen im

Einklang mit den Resultaten diverser anderer Gruppen in den vergangenen Jahren [4,35,53,57,131,134].

Weiterhin konnte ich bestétigen, dass der zum SAM-Komplex gehdrige Kanal SAM50 auf die
Anwesenheit von MIC60 angewiesen ist, da der Knockout von MIC60 in meinen Versuchen zur
deutlichen Reduktion von SAMS50 fiihrte (Abb. 10). Damit konnte ich die in der Literatur beschriebene
Abhangigkeit zwischen dem in der inneren Mitochondrienmembran lokalisierten MICOS-Komplex und
dem fir den Einbau von pg-barrel Proteinen in die duRBere Membran zustdndigen SAM-Komplex
bestatigen. Diese Abhéngigkeit wurde bereits von Ott et al., 2012 beschrieben, die dem beide
Membranen umspannenden Komplex bestehend aus MICOS und SAM den Namen ,, mitochondrial

intermembrane space bridging complex (MIB) “ gaben [95].

Als neue Erkenntnis habe ich herausfinden konnen, dass der Verlust von MIC60 nur geringe
Auswirkungen auf die Prozessierung von L-OPA1 hat (Abb. 10). Dagegen konnte ich zeigen, dass die
Abwesenheit von MIC10 zur verminderten Prozessierung von OPAL fuhrt, da in diesen Zellen die
langen OPA1-Isoformen im Vergleich zum Wildtyp in stérkerer Intensitét detektierbar sind, wobei

insbesondere Bande b, welche wie Bande a eine Mischung aus verschiedenen, langen OPAl-Isoformen
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darstellt [63,121], deutlich starker als im Wildtyp nachweisbar ist (Abb.10). Diese Erkenntnis weist auf
eine moglicherweise bestehende gegenseitige Beeinflussung zwischen dem MICOS-Protein MIC10 und
OPAL1 hin, weswegen ich beschloss, diese ndher zu untersuchen. Zukunftig wére es dartiber hinaus von
Interesse, welche proteolytische Prozessierung betroffen ist, wenn Bande b ,,akkumuliert®. Dartiiber
hinaus wére es interessant zu testen, wie sich andere Substrate der betreffenden Protease in AMIC10

verhalten bzw. ob diese wie OPA1 ebenfalls durch die Abwesenheit von MIC10 beeinflusst werden.

6.2 Verminderte OMAL1-Expression in AMIC10 schiitzt OPA1 vor Prozessierung

Um die von mir beobachtete verminderte Prozessierung von OPA1 in AMIC10 (Abb. 10) besser
verstehen zu kénnen, beschloss ich mir die OPA1-Oligomere, sowie die stresssensitive Metalloprotease
OMAL1, welche als Schlusselspieler der OPA1-Prozessierung an der Schnittstelle S1 fungiert, im
Rahmen einer BN-PAGE mit sich anschlieRendem Western Blot in ihrer nativen Form anzusehen (Abb.
11) [55]. Hierbei konnte ich erstmals zeigen, dass die Stabilitdt der OPAL1-Oligomere, trotz des
Knockouts von MIC10, vergleichbar mit der des Wildtyps ist (Abb. 11). Eine mdogliche Erklarung fiir
diese Beobachtung erhielt ich bei der Untersuchung der OMAL-Oligomere sowie des OMAZ1-Proteins
im Rahmen einer BN- bzw. SDS-PAGE in diesen Zellen. So konnte ich beobachten, dass die OMA1-
Oligomere bzw. das OMAZ1-Protein in AMIC10-Zellen in geringerer Intensitét detektierbar sind als im
Wildtyp (Abb. 11A und B). Da OMAL laut Literatur entscheidend an der Prozessierung der langen
OPAJl-Isoformen beteiligt ist, wiirde ein verminderter Gehalt an OMA1 in AMIC10 erklaren, weshalb
OPAL in diesen Zellen eine verminderte Prozessierung erfihrt. Ich vermute daher, dass in AMIC10-
Zellen weniger OMAL exprimiert wird, um OPAL vor einer Prozessierung durch die Metalloprotease
zu schiitzen und als Konsequenz daraus die Zellen vor mitochondrialer Teilung, Fragmentierung oder
gar Apoptose bewahrt werden. Um diese Hypothese auf ihre Richtigkeit hin zu Uberprifen, wére es in
Zukunft dartber hinaus interessant zu testen, ob die mMRNA-Menge von OMA1 in AMIC10 ebenfalls
geringer ist oder sich dieser von mir beobachtete Effekt nur auf Proteinebene darstellt. Alternativ kénnte
man davon ausgehen, dass OMA 1 in AMICI10 in stressaktivierter Form vorliegt, welche wiederum eine
geringere Stabilitat aufweist (Abb. 15 und 17), was erklaren wiirde, weshalbo OMAL1 schwacher
detektierbar ist (Abb. 11). Die verminderte OPAl-Prozessierung in AMIC10 (Abb. 10, 11 und 16)
spricht jedoch gegen eine Stressaktivierung von OMAL und stiitzt damit die Hypothese, nach der in

AMIC10 verminderte Mengen an OMA1 exprimiert werden.

Nachdem ich eine mdgliche Erklarung fiir die verminderte Prozessierung von OPA1 in AMIC10-Zellen
gefunden hatte, beschloss ich mich der Frage zu widmen, welche spezifische Funktion die langen OPA1-
Formen in AMIC10 austiben, um zu verstehen, weshalb dort ein hoher Gehalt an L-OPAL physiologisch

sinnvoll ist.
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6.3 Stabilisierung der crista junctions in AMIC10 durch L-OPA1

Um der Frage nachzugehen, welche Funktion der vermehrte Gehalt von L-OPA1 in AMICI0 hat,
untersuchte ich die Morphologie der Cristae in Zellen denen MIC10 und/oder OPAL fehit
elektronenmikroskopisch (Abb. 12). Die Bilder der Elektronenmikroskopie wurden dabei
freundlicherweise von Sibylle Jungbluth angefertigt. Die Transfektion der Zellen mit siRNA erfolgte
durch Dr. Alexander von der Malsburg.

Im Vergleich zu den Giberwiegend lamellaren Cristae des Wildtyps (Abb. 12B und H), wiesen die Cristae
in AMIC10-Zellen eine deutlich verdnderte Cristae-Morphologie auf. Diese représentierten sich
mehrheitlich als eine einschichtige, kreisformige Endomembran innerhalb des jeweiligen
Mitochondriums, welche nur an wenigen Stellen Gber crista junctions verfiigt, die sie wiederum mit der
inneren Grenzmembran verbinden (Abb. 12E und H). Genauso wie Stephan et al., 2020, die ebenfalls
die mitochondriale Cristae-Architektur in AMIC10-Zellen untersucht haben, vermute ich, dass diese
wenigen verbliebenen Verbindungen zwischen den Cristac der AMIC10-Zellen und der inneren
Grenzmembran durch die Anwesenheit der langen OPA1-Isoformen aufrechterhalten wird und dies eine
mogliche Erklarung fir die verminderte Prozessierung von L-OPA1 in AMIC10 sein konnte [117]. Um
meine Hypothese auf ihre Richtigkeit hin zu untersuchen, beschloss ich, OPA1 mithilfe einer gegen die
GTPase gerichteten siRNA in AMIC10-Zellen auszuschalten (Abb. 12A). Wie erwartet, hatte dies zur
Folge, dass die wenigen, in AMIC10 verbliebenen crista junctions durch das zusatzliche Ausschalten
von OPAL verloren gingen, sodass es zur Abldsung der Cristae von der inneren Grenzmembran kam
(Abb. 12F und H).

Somit komme ich zu dem Schluss, dass die verminderte Prozessierung von L-OPA1 in AMIC10 darin
begriindet liegt, dass diese zur Aufrechterhaltung der verbliebenen crista junctions benétigt werden und
deren Verlust zur Ablésung der Cristae von der inneren Grenzmembran fiihren wiirde. Um letzteres zu
verhindern, erscheint es daher durchaus logisch, dass in AMIC10 verminderte Mengen an OMA1
exprimiert werden, wie ich im Rahmen einer SDS- sowie BN-PAGE herausgefunden habe (Abb. 10, 11
und 16), da ein erhdhter Gehalt an aktiviertem OMAL eine vermehrte Prozessierung von OPAL zur
Folge hatte mit dramatischen Konsequenzen flir die Architektur der gesamten inneren
Mitochondrienmembran. Diese Erkenntnisse, die ich durch die elektronenmikroskopische
Untersuchung gewinnen konnte, stehen im Einklang mit den Ergebnissen von Stephan et al., 2020,

welche zu dhnlichen Ergebnissen beziiglich der Cristae-Morphologie in AMIC10-Zellen kommen [123].

Ich komme nach meinen bisherigen Beobachtungen zu dem Schluss, dass OPA1 offensichtlich an der
Entstehung und Aufrechterhaltung der mitochondrialen Cristae-Struktur beteiligt ist, indem es die crista
junctions zu stabilisieren vermag. Aullerdem vermute ich, dass Zellen als Reaktion auf eine geféahrdete
Architektur der inneren Mitochondrienmembran wie dies bspw. in AMIC10-Zellen der Fall ist, zum

Schutze der crista junctions verringerte Mengen an OMAL exprimieren. Dariiber, wie genau dabei die
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Kommunikation zwischen Mitochondrien und dem Zellkern erfolgt, sodass verminderte Mengen an
OMA1 in AMICI10-Zellen exprimiert werden, kann ich an dieser Stelle nur mutmaliien, da in der
Literatur verschiedene Kommunikationswege zwischen Mitochondrien und dem Zellkern beschrieben
werden. So kann die Kommunikation zwischen den beiden Organellen bspw. Uber diverse
Signalkaskaden ablaufen, sowie uber Proteine, die in beiden Zellkompartimenten lokalisiert sind oder
aber Uber die Erkennung mitochondrialer Produkte durch Kernproteine [31]. Es bedarf daher in Zukunft
weiterer Forschung, um zu kléren, wie genau die Kommunikation zwischen Mitochondrien und dem

Zellkern erfolgt, sodass verminderte Mengen an OMA1 in AMIC10-Zellen exprimiert werden.

Alternativ zur Hypothese einer verminderten OMAL-Expression in AMICI10 ist es allerdings auch
moglich, dass die proteolytische Aktivitdt von OMAL von der Membrankriimmung abhdangig ist. Da
diese bei Abwesenheit des Proteins MIC10, welche normalerweise fiir diese Krimmung verantwortlich
ist, fehlen wiirde, ware OMAL in diesem Fall nicht mehr dazu in der Lage, L-OPA1 zu prozessieren,
mit der Folge, dass diese Dynamin-verwandte GTPase weiterhin an der Stabilisierung der crista
junctions in AMIC10 mitwirken konnte. Eine Krimmungsabhangigkeit der OMAZ1-Aktivitat konnte
man hierbei bspw. durch Rekonstitution in Liposomen von unterschiedlichem Durchmesser nachweisen.
In diesem Falle lieRen sich die im Rahmen der SDS- und BN-PAGE vermindert detektierbaren Mengen
an OMA1 in AMIC10 (Abb. 10, 11 und 16) damit erklaren, dass es sich bei OMAL prinzipiell um ein
sehr instabiles Protein handelt. Weitere Untersuchungen sind in Zukunft notwendig, um abschlieend
kldaren zu konnen, was die genaue Ursache dafiir ist, dass OPA1l in AMIC10 offensichtlich eine

verminderte Prozessierung durch OMAL erfahrt.

6.4 Crista junctions als VVoraussetzung fur optimale mitochondriale Respiration in
AMICI10

Da in den Cristae die Komplexe der Atmungskette lokalisiert sind, ging ich als nachstes der Frage nach,
wie es sich mit der Aktivitat der Atmungskettenkomplexe in Zellen, denen MIC10 und/oder OPAL fehlt,
verhélt. Hierfir verglich ich den basalen mitochondrialen Sauerstoffverbrauch, sowie den O.-Verbrauch
unter ATP-produzierenden Bedingungen in den jeweiligen Zellen als KenngréRen fiir die Aktivitat der
Atmungskette, indem ich diese Parameter mithilfe des ,.Seahorse XFe96 Analyzer“ durch Zugabe

verschiedener Inhibitoren bzw. Entkopplern der Atmungskette quantitativ erfasste (Abb. 13).

Aus der Tatsache, dass sowohl der von mir gemessene basale Sauerstoffverbrauch als auch der O--
Verbrauch unter ATP-produzierenden Bedingungen von allen von mir gewahlten Bedingungen im
Wildtyp am hochsten war (Abb. 13B), l&sst sich ableiten, dass die im Wildtyp hauptséchlich

vorherrschende, lamellare Cristae-Morphologie (Abb. 12B und H) die besten VVoraussetzungen fir eine
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optimale mitochondriale Respiration bietet. Da das Ausschalten von OPAL im Wildtyp mithilfe einer
SiIRNA (Abb. 13C) weiterhin nur zur Reduktion um etwa 15% des basalen mitochondrialen
Sauerstoffverbrauchs und des O,-Verbrauchs unter ATP-produzierenden Bedingungen fuhrte (Abb.
13B), komme ich aullerdem zu dem Schluss, dass die alleinige Abwesenheit von OPA1 nur geringe
Auswirkungen auf die Effektivitdt der mitochondrialen Respiration hat und diese auch ohne die
Anwesenheit von OPAL erfolgreich ablaufen kann, ohne dass dies gravierende Folgen flr die
Energieversorgung der Zelle hétte.

Uberraschenderweise betragt sowohl der basale mitochondriale Sauerstoffverbrauch als auch der O,-
Verbrauch unter ATP-Produktion in AMIC10-Zellen immerhin noch 80 bzw. 75 % des Niveaus im
Wildtyp und ist damit vergleichbar mit den Auswirkungen, die das Fehlen von OPA1 im Wildtyp auf
die mitochondriale Respiration hat (Abb. 13B). Daraus leite ich ab, dass die wenigen verbliebenen crista
junctions in AMIC10, welche durch L-OPAL stabilisiert werden (s. Kap. 6.3), ausreichend sind, um

einen adaquaten Ablauf der mitochondrialen Atmung zu gewéhrleisten.

Um die Notwendigkeit einer Verbindung zwischen der inneren Grenzmembran und den Cristae fur einen
optimalen Ablauf des Elektronentransports der Atmungskette zu Uberpriifen, sah ich mir auch die
Auswirkungen des Ausschaltens von OPA1 auf die mitochondriale Respiration in AMIC10-Zellen an
(Abb. 13). Wie erwartet fuhrte das gleichzeitige Fehlen von OPA1l und MIC10 zum drastischen
Einbruch des basalen mitochondrialen Sauerstoffverbrauchs und des O.-Verbrauchs unter ATP-
produzierenden Bedingungen auf nur noch knapp tber 50% der Ausgangswerte im Wildtyp (Abb. 13B).
In Kombination mit meinen im Rahmen der Elektronenmikroskopie gewonnenen Erkenntnisse
bezuglich der Cristae-Morphologie, lasst sich daraus ableiten, dass die Ablésung der Cristae von der
inneren Grenzmembran (Abb. 12F) als Folge des Ausschaltens von OPA1 in AMIC10 zu einer enormen
Verschlechterung der mitochondrialen Respiration flihrt. Da die Abldsung der beiden Teile, aus denen
sich die innere Mitochondrienmembran zusammensetzt, wiederum die Folge des Verlustes der crista
junctions ist, welche in AMIC10 normalerweise durch L-OPAL stabilisiert werden (s. Kap. 6.3), komme
ich weiterhin zu dem Schluss, dass die Anwesenheit der crista junctions die Voraussetzung fiir eine

optimale Funktionsweise der Atmungskette ist.

6.5 Reduzierte Effektivitat der Atmungskette bei Verlust der crista junctions
Nach meinen Erkenntnissen, dass die Abldsung der Cristae von der inneren Grenzmembran zum

drastischen Einbruch der mitochondrialen Respiration flhrt (s. Kap. 6.3 und 6.4), stellte ich mir die

Frage, ob die beobachteten Messwerte Folge eines quantitativen Verlusts von Proteinen ist, aus denen
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sich die Atmungskette zusammensetzt, oder vielmehr als Ausdruck einer deutlich reduzierten
Effektivitat der Atmungskette unter diesen Bedingungen gewertet werden kann.

Um meine beiden aufgestellten Hypothesen auf ihre Richtigkeit hin zu Gberprufen, untersuchte ich
einzelne Proteine der Atmungskette mithilfe eines gegen sie gerichteten Antikdrpers im Rahmen einer
SDS-PAGE mit sich anschlieBendem Western Blot (Abb. 13C). Ich stellte hierbei fest, dass sich die
Quantitdt der untersuchten Atmungsketten-Proteine bei Ablosung der Cristae von der inneren
Grenzmembran keineswegs verringert, sondern vielmehr auf dem gleichen Niveau des Wildtyps liegt
(Abb. 13C). Somit komme ich zu dem Schluss, dass die verringerte mitochondriale Respiration, die ich
beim Verlust der crista junctions in AMIC10-siOPA1-Zellen feststellen konnte (Abb. 13B), nicht durch
den quantitativen Verlust von Atmungsketten-Proteinen erklart werden kann. Vielmehr scheint sie die
Konsequenz einer deutlich verminderten Effektivitat der Atmungskette infolge der Abldsung der Cristae
von der inneren Grenzmembran zu sein. Allerdings kann nicht ausgeschlossen werden, dass der Verlust
der crista junctions, trotz der insgesamt konstant bleibenden Menge an Atmungsketten-Proteinen,
destabilisierende Auswirkungen auf die Stabilitat der Komplexe der Atmungskette hat, da allein mit der
Analyse der Proteine der Atmungskette im Rahmen einer SDS-PAGE (Abb. 13C) keine qualitative
Aussage iiber die Stabilitdt der Komplexe getroffen werden kann. So ist denkbar, dass es in AMIC10-
SiOPA1-Zellen zur Destabilisierung der Atmungskettenkomplexe kommt, trotz der insgesamt konstant
bleibenden Menge an den aus ihnen bestehenden Proteinen (Abb. 13C). Dies wirde ebenfalls den
Elektronentransport der Atmungskette behindern und damit den deutlich reduzierten basalen
Sauerstoffverbrauch in diesen Zellen erkldaren (Abb. 13B). Um diese Frage endgultig beantworten zu
konnen, empfiehlt es sich daher, zukiinftig die Stabilitdt der Atmungskettenkomplexe in AMIC10-

siOPA1-Zellen im Rahmen einer BN-PAGE im Detail zu untersuchen.

6.6 Keine physikalische Interaktion zwischen MICOS bzw. MIB und OPA1

Nachdem ich herausfinden konnte, dass die GTPase OPA1 in AMIC10-Zellen fur die Stabilitat der crista
junctions verantwortlich ist und deren Fehlen gravierende Auswirkungen sowohl auf die Architektur der
inneren Mitochondrienmembran (Abb. 12E, F und H), als auch auf die Effektivitit der Atmungskette
hat (Abb. 13B und C), stellte ich mir die Frage, ob womdglich eine direkte, physikalische Interaktion
zwischen OPA1 und dem MICOS-Komplex besteht. Um dieser Frage nachzugehen, untersuchte ich
sowohl den MIC10-, als auch den MIC60-Subkomplex und SAM50 als Teil des MIB auf eventuell
bestehende physikalische Interaktionen mit OPA1, sowie mit den an der Prozessierung der GTPase
beteiligten Enzymen OMAL und YMELL (Abb. 14).
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Uberraschenderweise konnte ich im Rahmen der durchgefihrten Immunprézipitation in WT-, AMIC10-
MIC10-FLAG-, AMIC25-MIC25-FLAG- und FLAG-SAMS50-Mitochondrien keine direkte Protein-
Protein-Wechselwirkung zwischen OPA1 und MICOS bzw. MIB nachweisen (Abb. 14). Dasselbe
Ergebnis erhielt ich auch bei der Untersuchung maoglicher physikalischer Interaktionen zwischen OMA1
bzw. YME1L und dem in den crista junctions lokalisierten MICOS-Komplex (Abb. 14). Damit konnte
ich keine direkte physikalische Interaktion zwischen OPA1 und den an seiner Prozessierung beteiligten
Proteasen OMA1 und YMELL auf der einen Seite und MICOS bzw. MIB auf der anderen Seite
nachweisen. Mein Ergebnis steht damit im Widerspruch zu den Erkenntnissen von Barrera et al., 2016,
sowie Glytsou et al., 2016, welche eine direkte physikalische Interaktion zwischen OPA1 und dem
grofiten MICOS-Protein MIC60 nachweisen konnten [9,41]. Ebenso beschreiben Viana et al., 2021 eine
Assoziation zwischen MIC60 und OMA1, womit deren Ergebnisse ebenfalls im Widerspruch zu meinen
Resultaten stehen [128]. Eine mdgliche Erklarung fur die Diskrepanz zwischen meinen Ergebnissen und
den Erkenntnissen der genannten Gruppen ist, dass diese vermutlich andere Versuchsbedingungen fir
die Immunprézipitation hatten als ich, sodass trotz meiner diesbeziiglich negativen Ergebnisse nicht
auszuschlielen ist, dass eine schwache Interaktion zwischen OPA1 bzw. OMA1 und MIC60 bestehen

kdnnte.

Auffillig war zudem die Tatsache, dass in AMIC25-MIC25-FLAG-Mitochondrien deutlich weniger
MIC19 co-prézipitiert wurde als bspw. MIC10 oder SAM50, wéhrend MIC60 im Eluat in allen Spuren
in gleicher Intensitat detektiert werden konnte (Abb. 14). Dies konnte als Hinweis darauf gewertet
werden, dass MICOS-Komplexe bzw. der MIC60-Subkomplex in der Regel entweder lberwiegend
MIC19 oder aber MIC25 enthalten.

Abschliellend stelle ich fest, dass unter basalen Bedingungen keine physikalische Interaktion zwischen
MICOS und OPA1 nachweisbar ist (Abb. 14). Da meine Ergebnisse der Elektronenmikroskopie (Abb.
12), sowie der Messung des mitochondrialen Sauerstoffverbrauchs (Abb. 13) jedoch durchaus Anlass
zur Vermutung geben, dass OPA1 und MICOS miteinander agieren, um eine intakte Cristae-Architektur
(Abb. 12), sowie optimale Bedingungen fir einen effizienten Ablauf des Elektronentransports der
mitochondrialen Atmungskette (Abb. 13) zu gewahrleisten, beschloss ich, mitochondrialen Stress zu
erzeugen. Hiervon erhoffte ich mir, unter diesen extremen zelluldren Bedingungen Rickschlisse auf die
Interaktion zwischen OPA1l und MICOS ziehen zu kdnnen, welche unter basalen Bedingungen

maoglicherweise verborgen bleibt.
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6.7 Aktivierung von OMAL unter mitochondrialem Stress

Bevor ich mich mit einer moglicherweise bestehenden Interaktion zwischen MICOS und OPAL unter
mitochondrialem Stress befasste, widmete ich mich zunédchst der Frage, welche allgemeinen
Auswirkungen der Verlust des mitochondrialen Membranpotentials auf OPA1 und die stresssensitive
Metalloprotease OMAL hat (Abb. 15).

Hierbei beobachtete ich im Rahmen einer SDS-PAGE mit sich anschlielendem Western Blot, dass die
unter basalen Bedingungen sichtbaren, beiden oberen OPAZ1-Banden, welche die langen OPA1-
Isoformen repréasentieren, bei Erzeugung von mitochondrialem Stress verschwinden und sich das
Verhdltnis L-/S-OPAL hin zu ausschlie3lich kurzen OPAL-Formen verschiebt (Abb. 15). Hieraus leite
ich ab, dass OPA1 bei zelluldrem Stress eine verstérkte Prozessierung erfahrt, an deren Ende samtliche
langen Isoformen zu kurzen OPA1-Formen proteolytisch prozessiert wurden (s. Abb. 6 und 7). Mein
Ergebnis steht dabei im Einklang mit den Erkenntnissen zahlreicher anderer Gruppen, welche ebenfalls
eine verstarkte Prozessierung der langen OPAL-Isoformen hinzu ausschlieBlich kurzen Formen bei
Verlust des mitochondrialen Membranpotentials bzw. mitochondrialem Stress im Allgemeinen
beobachten konnten [18,29,50,63].

Weiterhin stellte ich fest, dass auch die Metalloprotease OMAL, welche die langen OPA1-Isoformen an
der Schnittstelle S1 schneidet, ebenfalls eine Verdnderung bei Verlust des mitochondrialen
Membranpotentials erfahrt [55]. So beobachtete ich nach Zugabe des Entkopplers FCCP eine zweite,
um einige Dalton kleinere OMAZ1-Bande, welche unter basalen Bedingungen nicht sichtbar ist (Abb.
15). In Zusammenschau mit den beobachteten Auswirkungen mitochondrialen Stresses auf die OPA1-
Prozessierung (Abb. 15) schlussfolgere ich, dass es einen Zusammenhang zwischen der unter Stress
erscheinenden, zweiten OMAL-Bande und der verstarkten OPAL-Prozessierung gibt. So vermute ich,
dass diese zweite, um einige Dalton kleinere OMAL-Bande die eigentlich aktive OMAZL1-Form
reprasentiert, welche die langen OPAL-Isoformen an S1 schneidet (Abb. 7). Aufgrund der Tatsache,
dass diese aktive OMAL1-Form erst bei Verlust des mitochondrialen Membranpotentials sichtbar wird,
schliele ich weiterhin, dass OMAL nur bei zelluldarem Stress aktiv ist und an der OPA1-Prozessierung
mitwirkt, wéhrend sie unter basalen Bedingungen ausschlie8lich in einem inaktiven Zustand vorliegt
(Abb. 7). Meine Ergebnisse und Hypothesen sind vereinbar mit den Beobachtungen von Zhang et al.,
2014, welche unter Verlust des mitochondrialen Membranpotentials ebenfalls ein zweite, um ein paar
Dalton kleinere OMA1-Form ausmachen konnten und die ebenfalls vermuten, dass es sich bei dieser
kiirzen OMAZ1-Form um die eigentlich aktive Form der Metalloprotease handelt, welche nur in diesem
Zustand dazu in der Lage ist, L-OPAL an S1 zu schneiden [138].

Aufgrund der Tatsache, dass es sich als sehr schwierig herausstellte, die kurze OMA1-Form zu
stabilisieren und ich verschiedene Konzentrationen und Inkubationszeiten des Entkopplers FCCP

ausprobieren musste, bevor es mir gelang, S-OMA1 zufriedenstellend darzustellen, vermute ich
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weiterhin, dass die aktive OMA1-Form &uferst instabil ist und einen raschen Abbau erféhrt. Zhang et
al., 2014 machten offensichtlich &hnliche Beobachtungen, da auch sie eine rasche Degradierung der
aktiven OMAL-Form beschreiben [138]. Die Tatsache, dass die Signalintensitat der prozessierten
OMAU1-Form nach FCCP-Behandlung stark abnimmt (Abb. 15), kann ebenfalls als Hinweis auf eine
geringere Stabilitat gewertet werden. Alternativ kdnnte es jedoch auch sein, dass der von mir verwendete
OMAZ1-Antikorper die prozessierte OMAZ1-Form deutlich schlechter erkennt.

Rainbolt et al., 2016 wiederum gelang es, den von mir und anderen beobachteten raschen Abbau von S-
OMAL1 zu erkléren, indem sie nachweisen konnten, dass S-OMA1 bei Anwesenheit von ATP durch die
Protease YMELL rasch abgebaut wird (Abb. 7), wahrend es unter Membrandepolarisierung und
vermindertem zelluldren ATP-Gehalt gelingt, die aktive OMAZ1-Form zu stabilisieren [71].

Nachdem ich die in der Literatur beschriebenen Auswirkungen mitochondrialen Stresses auf die OPA1-
Prozessierung und OMA1 bestétigen konnte, widmete ich mich der Frage, welche Auswirkungen die
Erzeugung von Stress auf die Stabilitdt des MICOS-Komplexes sowie die der OPA1- und OMA1-

Oligomere hat.

6.8 Destabilisierung von MICOS sowie OPA1- und OMAL1-Oligomeren unter
mitochondrialem Stress

Um die Auswirkung mitochondrialen Stresses auf die Stabilitat des MICOS-Komplexes sowie die
OPA1- und OMA1-Oligomere zu erforschen, untersuchte ich diese im Rahmen einer BN-PAGE mit sich
anschlieBendem Western Blot. Da ich unter basalen Bedingungen weiterhin einen Zusammenhang
zwischen MIC10 und OPAL bei der Aufrechterhaltung der crista junctions, sowie einen effektiv
ablaufenden Elektronentransport der Atmungskette feststellen konnte (Abb. 12 und 13), untersuchte ich
neben dem Wildtyp auch AMIC10-Zellen auf Veranderungen unter Membrandepolarisierung hin (Abb.
16).

Ich stellte fest, dass der gesamte MICOS-Komplex im Wildtyp und AMIC10 bei Behandlung der Blot-
Membran mit Antikoérpern gegen MIC60, sowie gegen die zum MIC10-Subkomplex gehdrenden
MIC10, MIC26 und MIC27 eine deutliche Destabilisierung unter mitochondrialem Stress erfahrt (Abb.
16). Die von mir beobachtete MICOS-Destabilisierung unter mitochondrialem Stress steht dabei im
Einklang mit den Ergebnissen von Viana et al., 2021, welche ebenfalls eine Destabilisierung des
MICOS-Komplexes bei Dekoration der Blot-Membran mit einem gegen MIC60 gerichteten Antikdrper
nach Zugabe des Entkopplers CCCP in MEFs beobachten konnten [128].

Weiterhin bestétigte ich die bereits von mir im Rahmen einer SDS-PAGE mit sich anschlieendem
Western Blot beobachtete Abhéngigkeit von MIC26 und MIC27 vom MIC10-Protein (Abb. 10), da der
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MICOS-Komplex bei Behandlung der Blot-Membran mit gegen die jeweiligen Proteine gerichteten
Antikorper in AMIC10 in deutlich geringeren Mengen detektierbar ist und seine Stabilitdt bei
zusatzlicher Erzeugung mitochondrialen Stresses weiter abnimmt (Abb. 16). Dies unterstreicht die
bereits von mir festgestellte und auch in der Literatur mehrfach beschriebene grofie Bedeutung des
MIC10-Proteins fur die gesamten Stabilitdt des MIC10-Subkomplexes [53,57,131].

Interessanterweise konnte ich in mit FCCP behandelten AMIC10-Mitochondrien bei Behandlung der
Blot-Membran mit einem MIC27-Antikorper beobachten, dass die bei etwa 69 kDa laufende
Proteinbande verschwindet, wahrend die bei etwa 230 kDa laufende Bande nach wie zu detektieren ist
(Abb. 16). Eine mdgliche Erklarung hierfir kdnnte sein, dass die normalerweise bei 69 kDa laufende
Bande Monomeres oder Dimeres MIC27 représentiert, welches unter Membrandepolarisierung in

AMIC10 proteolytisch verdaut wird und daher nicht mehr detektierbar ist.

Nachdem ich bei Durchfuhrung einer SDS-PAGE mit folgendem Western Blot eine verstérkte
Prozessierung der langen OPA1l-Isoformen hin zu ausschlieBlich kurzen Formen unter
Membrandepolarisierung beobachten konnte (Abb. 15), interessierte mich dartiber hinaus, welche
Auswirkungen diese Verschiebung des Gleichgewichts zwischen L-/S-OPAL auf die Stabilitat der
OPA1-Oligomere hat. Im Rahmen einer BN-PAGE plus Western Blot stellte ich fest, dass die OPAL-
Oligomere unter Stress eine deutliche Destabilisierung erfahren (Abb. 16). Daraus lasst sich ableiten,
dass die langen OPAL-Isoformen essenziell fur die Stabilitat der OPA1-Oligomere sind, wahrend die
Verschiebung des Gleichgewichts zwischen L-/S-OPAL hin zu ausschlieBlich kurzen OPAL-Isoformen
unter Membrandepolarisierung (Abb. 6 und 7) dazu fuhrt, dass die Oligomere der GTPase destabilisiert
werden. Dies steht im Einklang mit den Erkenntnissen von Frezza et al., 2006 und Pellegrini et al., 2007,
welche ebenfalls eine Destabilisierung der grofien, L-OPAL1 enthaltenden OPAL-Oligomere unter

zellularem Stress bzw. apoptotischen Stimuli beobachten konnten [33,100].

Bemerkenswert ist weiterhin, dass die Destabilisierung der OPAL1-Oligomere unter mitochondrialem
Stress in AMIC10-Zellen etwa gleich stark ausféllt wie im Wildtyp (Abb. 16) und nicht bei Fehlen von
MIC10 im Vergleich zum Wildtyp deutlich starker ausfallt, wie ich es bei der MICOS-Destabilisierung
bei Behandlung der Blot-Membran mit Antikérpern gegen MIC26 und MIC27 feststellen konnte (Abb.
16). Dies unterstreicht, dass OPAL nicht nur unter basalen Bedingungen von groRer Bedeutung in
AMICI10 ist, wie ich es bereits im Rahmen der elektronenmikroskopischen Untersuchung sowie der
Messung des mitochondrialen Sauerstoffverbrauchs feststellen konnte (Abb. 12 und 13). Denn auch
unter Stressbedingungen scheinen stabile OPA1-Oligomere von groRer Wichtigkeit in AMIC10-Zellen

Zu sein.

Weiterhin beschloss ich, mir auch die Stabilitat der OMAZ1-Oligomere unter Stress genauer anzusehen,
nachdem ich im Rahmen einer SDS-PAGE plus Western Blot die aktivierte, um einige Dalton kleinere
als die inaktive Metalloprotease OMAL1 visuell darstellen konnte (Abb. 15). Hierbei gelang es mir, mein

Ergebnis zu bestitigen, dass OMA1 in AMIC10-Zellen im Vergleich zum Wildtyp unter basalen
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Bedingungen in geringeren Mengen exprimiert zu werden scheint (Abb. 11B und 16). Alternativ kénnte
man meinen, dass die geringen Mengen an OMAL-Oligomeren in AMIC10 Ausdruck einer
Stressaktivierung der Metalloprotease mit sich rasch anschlieRendem Abbau der aktiven Form sind.
Diese Stressaktivierung msste jedoch zur Folge haben, dass L-OPAL verstarkt zu S-OPA1 prozessiert
wird mit einem daraus resultierenden verminderten Gehalt an OPA1-Oligomeren in AMIC10. Es ist
jedoch genau das Gegenteil der Fall: Die OPA1-Oligomere sind in AMIC10 unter basalen Bedingungen
in ebenso starker Intensitat detektierbar wie im WT (Abb. 16). Daher komme ich zu dem Schluss, dass
die verminderten Mengen an OMAZ1-Oligomeren in AMIC10 Ausdruck einer reduzierten OMAI1-

Expression sind.

Dariber hinaus stellte ich fest, dass mitochondrialer Stress zur drastischen Destabilisierung der OMAL-
Oligomere fiihrt, da sowohl im Wildtyp als auch in AMIC10 nach Zugabe des Entkopplers FCCP keine
OMAZ1-Oligomere mehr detektierbar sind (Abb. 16). Ich vermute, dass die Ursache fiir die vollstandige
Destabilisierung der OMAZ1-Oligomere darin begriindet liegt, dass die Entkopplung der Atmungskette
zur Aktivierung der stresssensitiven Metalloprotease fuhrt, welche duferst instabil ist und rasch durch
YMELL vollstdndig abgebaut wird [71], wie ich bereits im vorherigen Experiment (Abb. 15) feststellen

konnte.

Abschlieend komme ich zu dem Schluss, dass mitochondrialer Stress zur Destabilisierung des
gesamten MICOS-Komplexes sowie der OPAl- und OMAI1-Oligomere flihrt und dass die
Aufrechterhaltung mitochondrialer Homoostase somit essenziell fur die Integritat des MICOS-

Komplexes sowie der OPA1- und OMA-Oligomere zu sein scheint.

6.9 Destabilisierung des MIC10-Subkomplexes unter mitochondrialem Stress

Um die im Rahmen der BN-PAGE beobachtete Destabilisierung des gesamten MICOS-Komplexes,
sowie der OPAL- und OMAZ1-Oligomere unter Stress (Abb. 16) ndher zu untersuchen und zu prifen, ob
eventuell ein Zusammenhang bei der Destabilisierung dieser Proteine besteht, sah ich mir als ndchstes
die Auswirkungen der Entkopplung der Atmungskette im Zeitverlauf an, wenn man dem Wildtyp sowie
AMIC10-Zellen die Gelegenheit dazu gibt, sich im Anschluss an eine zweistiindige Zugabe von 50 uM

FCCP vom Stressor zur regenerieren.

Es bestétigte sich hierbei die bereits beobachtete Erkenntnis, dass die Zugabe des Entkopplers FCCP
zum Erscheinen einer zweiten, um einige Dalton kleineren OMA1-Bande fiihrt (Abb. 15 und 17), welche
vermutlich die eigentlich aktive OMAZ1-Form reprasentiert. Diese wiederum ist dann dazu in der Lage
L-OPA1 an der S1-Schnittstelle proteolytisch zu prozessieren, sodass kurze OPA1-Isoformen entstehen

kdnnen (Abb. 7) [55]. Letzteres konnte ich ebenfalls im Rahmen dieses Experiment bestétigen, da sich
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die Verschiebung des Gleichgewichts zwischen L-/S-OPAL hin zu ausschlieflich kurzen OPAL-
Isoformen in eben jenem Zeitfenster abspielt, in dem auch die aktive OMAZ1-Form detektierbar ist (Abb.
17). Da diese Beobachtungen beziiglich OPA1 und OMA1 sowohl im Wildtyp als auch in AMIC10
identisch sind, scheint die Aktivierung von OMA1, sowie die daraus resultierende Prozessierung von
OPAL1 unabhangig von der An- bzw. Abwesenheit des MIC10-Proteins zu sein (Abb. 17).

Wiéhrend ich im Rahmen der BN-PAGE sowohl im Wildtyp als auch in AMIC10 noch eine deutliche
Destabilisierung des MICOS-Komplexes nach FCCP-Zugabe mit sich anschlielender achtstiindiger
Regeneration beobachten konnte (Abb. 16), zeigte sich bei Durchfiihrung einer SDS-PAGE im Wildtyp
uberraschenderweise keine Reduktion des Gehalts an den zum MIC60-Subkomplex gehdrenden
Proteinen MIC60, MIC19 und MIC25 (Abb. 17). Auch in AMIC10 reprisentierte sich im Zeitverlauf
nur eine geringfugige Destabilisierung der Proteine MIC60, MIC19 und MIC25 nach FCCP-Zugabe
(Abb. 17), welche deutlich geringer ausféllt als man nach Analyse der BN-PAGE (Abb. 16) hitte
erwarten konnen. Daraus leite ich ab, dass die Destabilisierung des MIC60-Subkomplexes unter
mitochondrialem Stress, welche sowohl von mir und auch Viana et al., 2021 beobachtet werden konnte,
keineswegs zum direkten Abbau der einzelnen Bestandteile des Subkomplexes fihrt. Vielmehr scheinen
die einzelnen Proteine weiterhin in den Zellen in freier Form vorzuliegen (Abb. 17) [128]. Uber die
Ursache fiir meine Beobachtung, dass die MIC60-Proteine, trotz MICOS-Destabilisierung, nicht
abgebaut werden, sondern weiterhin in freier Form innerhalb der Zellen vorzuliegen scheinen, kann ich
an dieser Stelle nur spekulieren. Eine mégliche Erklarung konnte sein, dass die Neusynthese von MIC60
zu aufwendig waére, weshalb die Zelle auf den Abbau des Proteins verzichtet und stattdessen nach
Verschwinden des mitochondrialen Stresses zum Neuaufbau des MIC60-Subkomplexes die
urspriinglichen Proteine verwendet und sozusagen recycelt. Eine weitere Hypothese ist, dass MIC60,
trotz Destabilisierung seiner Oligomere unter mitochondrialem Stress, aus dem Grund nicht abgebaut
wird, da es bekanntlich essenziell fur die Stabilitat des gesamten MIC10-Subkomplexes ist und deren
Abbau vermutlich auch den Verlust des zweiten MICOS-Subkomplexes zur Folge hatte [53,57,131].

Daruber hinaus stelle ich fest, dass mitochondrialer Stress offenbar keine Auswirkungen auf den MIB-
bzw. SAM-Komplexes zu haben scheint, da bei Untersuchung des wichtigen Kanalproteins SAM50
weder im Wildtyp noch in AMICIO Verdnderungen beziiglich des quantitativen Gehalts des
Kanalproteins beobachtet werden konnten (Abb. 17).

Interessanterweise konnte ich eine deutliche Destabilisierung des MIC10-Proteins im Wildtyp nach
Zugabe des Entkopplers FCCP beobachten, welche ihr Maximum Uberraschenderweise nicht direkt nach
FCCP-Zugabe hatte, sondern am starksten nach acht- bis zehnstiindiger Regeneration der Zellen
ausgepragt war (Abb. 17). Bemerkenswert ist zudem, dass die MIC10-Destabilisierung scheinbar
reversibel ist, da der quantitative MIC10-Gehalt nach etwa 20stiindiger Regeneration wieder auf
demselben Niveau wie unter basalen Bedingungen ist (Abb. 17). Auffallig ist zudem, dass die

Regeneration von MIC10 in ebenjenem Zeitfenster abgeschlossen ist, in dem auch erstmals wieder lange
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OPAIl-Isoformen detektiert sind (Abb. 17). Auf die tbrigen zum MIC10-Subkomplex gehdrenden
Proteine MIC26, MIC27 und QIL1 scheint die Erzeugung mitochondrialen Stresses im Wildtyp dagegen
keine Auswirkungen zu haben, da ihr quantitativer Gehalt im Zeitverlauf konstant blieb (Abb. 17).

Ein anderes Bild repréisentierte sich dagegen in den AMIC10-Zellen, in denen ich eine drastische
Destabilisierung mit sich anschlieRendem Abbau der Proteine MIC26, MIC27 und QIL1 nach
Entkoppler-Zugabe beobachten konnte, wobei ich im Falle von MIC26 und MIC27 sogar die
vermutlichen Spaltprodukte dieses Abbaus nachweisen konnte (Abb. 17). Auch hier konnte ich daruber
hinaus feststellen, dass die Destabilisierung der zum MIC10-Subkompex gehdrenden Proteine in
AMICI10 reversibel ist, wobei die vollstindige Regeneration erneut in eben jenes Zeitfenster der
Ruckkehr der langen OPA1-1soformen fallt (Abb. 17).

Aus all diesen Beobachtungen leite ich ab, dass das MIC10-Protein im Wildtyp eine schiitzende
Funktion fir die tbrigen zum MIC10-Subkomplex gehorigen Proteine MIC26, MIC27 und QIL1 zu
haben scheint, sodass diese auch unter mitochondrialem Stress weiterhin stabil sind, wahrend MIC10
abgebaut wird (Abb. 17). Diese Hypothese wird gestiitzt durch die drastische Destabilisierung von
MIC26, MIC27 und QIL1 in AMIC10-Zellen nach Zugabe des Stressors (Abb. 17). Bei Abwesenheit
von MIC10 scheint der Schutzfaktor, den MIC10 normalerweise ausiibt, wegzufallen, sodass die tbrigen
zum MIC10-Subkomplex gehdrenden Proteine destabilisiert und infolgedessen abgebaut werden (Abb.
17).

Die potenziell schiitzende Funktion von MIC10 auf die Ubrigen zum MIC10-Subkomplex gehdrigen
Proteine unter Membrandepolarisierung spiegelt sich auch bei meiner durchgefiihrten Analyse der
Sauerstoffverbrauchsrate wider (Abb. 13). So ist der Sauerstoffverbrauch vor FCCP-Zugabe sowohl im
Wildtyp als auch in AMIC10 auf dhnlichem Niveau (etwa 5 pmol/min/Protein, Abb. 13A). Nach Zugabe
des Entkopplers FCCP steigt sie im Wildtyp bis auf etwa 14 pmol/min/Protein an (Abb. 13A), trotz der
in Abb. 17 beobachteten MIC10-Destabilisierung. Dagegen lésst sich dieser Parameter in AMIC10, bei
der es unter Membrandepolarisierung wie beobachtet zur Destabilisierung von MIC26, MIC27 und
QIL1 kommt (Abb. 17), nur auf ca. 10 pmol/min/Protein steigern (Abb. 13A). Daraus lasst sich ableiten,
dass die Anwesenheit des gesamten MIC10-Subkomplexes und nicht nur des MIC10-Proteins

entscheidend fur eine optimale mitochondriale Respiration zu sein scheint.

Nachdem ich den Abbau von MIC10 im Wildtyp bzw. des gesamten MIC10-Subkomplexes in AMIC10
unter mitochondrialem Stress beobachten konnte (Abb. 17), stellte ich mir die Frage, wer oder was fiir
den Abbau dieser Proteine zustdndig ist. Aufschluss auf diese Frage geben mir die beobachteten
Verdnderungen des OPA1l- und OMAIL-Phédnotyps unter mitochondrialem Stress bzw. deren
Regeneration. So ist aufféllig, dass sich der Abbau der Proteine MIC10, MIC26, MIC27 und QIL1 in
eben jenem Zeitfenster abspielt, in dem OMAL in einem aktivierten Zustand vorliegt und OPAL eine
verstarkte Prozessierung hin zu ausschlieBlich kurzen Isoformen erfahrt (Abb. 17). Die beobachtete

Regeneration der zum MIC10-Subkomplex gehdrenden Proteine scheint dartiber hinaus zeitgleich zur
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Inaktivierung von OMAL und der Riickkehr der langen OPAL-Isoformen stattzufinden (Abb. 17). Aus
diesen Beobachtungen leite ich ab, dass es offenbar einen Zusammenhang zwischen der Destabilisierung
bzw. dem Abbau des MIC10-Subkomplexes, der Aktivierung von OMAL und Prozessierung von OPA1
zu geben scheint. Drei mdgliche Theorien habe ich hierbei daftr, wie genau sich der Abbau des MIC10-
Subkomplexes abspielen konnte.

Eine Hypothese ist, dass die Aktivierung der Metalloprotease OMA1 unter mitochondrialem Stress nicht
nur dazu fuhrt, dass OPA1 von ihr verstarkt an S1 prozessiert wird, sondern auch direkt fiir den Abbau
der Proteine MIC10, MIC26, MIC27 und QIL1 verantwortlich ist, indem die Protease sie an definierten
Sequenzen spaltet, wie es die beobachteten Spaltprodukte im Falle von MIC26 und MIC27 nahelegen
(Abb. 17). Dies wirde dabei die in Kapitel 6.3 aufgestellte Hypothese, nach der die proteolytische
OMAZ1-Aktivitat moglicherweise von der durch MIC10 induzierten Membrankrimmung abhéngig ist,
widerlegen, da diese folglich bei Abwesenheit von MIC10 nicht fiir den Abbau von MIC26, MIC27 und

QIL1 verantwortlich gemacht werden kdnnte.

Alternativ kdnnten aber auch die durch die OMAL1-Aktivierung verstérkt entstehenden kurzen OPA1-
Isoformen fiir den Abbau des MIC10-Subkomplexes unter mitochondrialem Stress verantwortlich sein,
sodass OMAL nicht direkt in deren Abbau eingreift, sondern vielmehr Gber den Zwischenschritt der
verstarkten OPAL-Prozessierung am Abbau von MIC10, MIC26, MIC27 und QIL1 mitwirkt. Diese
verstarkte Prozessierung von L-OPA1 durch OMAL hétte namlich, wie von mir im Rahmen einer BN-
PAGE beobachtete zur Folge, dass es zu einer Destabilisierung der OPAL1-Oligomere kommt (Abb. 16).
Wie bereits in Kapitel 3.11 genauer beschrieben, hatte dies wiederum als Konsequenz, dass es zu einer
Verénderung der Cristae-Struktur und schlieBlich zur Freisetzung von Cytochrom c aus den Cristae-
Speichern ins Zytosol kommt, womit die apoptotische Kaskade eingeleitet wiirde (s. Kap. 3.10 und
3.11). Es ist daher auch denkbar, dass die von mir beobachtete Destabilisierung von MIC10 im Wildtyp
bzw. MIC26, MIC27 und QIL1 in AMIC10 Ausdruck einer beginnenden durch Zugabe des Entkopplers

induzierten Apoptose ist, an deren Anfang die verstarkte Prozessierung von L-OPAL zu S-OPAL1 steht.

Es ist weiterhin nicht auszuschlieBen, dass OPA1 selbst dazu in der Lage ist, Proteasen wie bspw. OMAL
oder YMELL zu aktivieren, die im Anschluss wiederum fiir die von mir beobachtete Destabilisierung
des MIC10-Subkomplexes unter mitochondrialem Stress sorgen kénnten. Welche der verschiedenen

Hypothesen letztendlich zutreffend ist, gilt es in Zukunft weiter zu untersuchen.

Somit konnte ich insgesamt einen funktionellen Zusammenhang zwischen dem MIC10-Subkomplex,
OPA1 und OMAL nachweisen, welcher insbesondere unter mitochondrialem Stress zum Tragen kommt.
Um die Auswirkungen der beobachteten Verdnderungen von OMAZL, OPA1l und des MIC10-
Subkomplexes unter Stress auf die Cristae-Morphologie zu untersuchen, ware es in Zukunft interessant,
diese im Rahmen einer elektronenmikroskopischen Untersuchung genauer zu erforschen, um ein noch
besseres Verstandnis fur die Entstehung und Aufrechterhaltung der Cristae-Struktur und der an ihr

beteiligen Proteine zu erhalten.
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6.10 Fazit der Arbeit

Im Rahmen meiner Forschung konnte ich zahlreiche in der Literatur beschriebenen Erkenntnisse, wie
das Wechselspiel von MICOS, OMA1 und OPAL1 die Cristae-Biogenese und -Dynamik beeinflusst,

bestatigen. Dariiber hinaus gelang es mir, einige ganz neue Erkenntnisse zu diesem Thema beizusteuern:

1. L-OPA1l bzw. dessen Oligomere weisen auch bei Abwesenheit des MIC10-Proteins eine
ahnliche Stabilitat wie im Wildtyp auf mit dem Ziel, den Verlust der verbliebenen crista
junctions in diesen Zellen zu verhindern. L-OPA1 leistet damit einen Beitrag bei der
Aufrechterhaltung der crista junctions und wird daher bei Abwesenheit von MIC10 vermindert
durch OMAL1 prozessiert.

2. Zellen exprimieren als Reaktion auf eine gefahrdete Cristae-Architektur geringere Mengen an
OMAU1 zum Schutze der crista junctions.

3. Der Verlust der crista junctions fuhrt zu einer verringerten Effektivitit der mitochondrialen
Atmungskette.

4. Das MIC10-Protein hat eine schutzende Funktion auf die tbrigen zum MIC10-Subkomplex
gehdrenden Proteine MIC26, MIC27 und QIL1. MIC10 wird unter mitochondrialem Stress
zuerst abgebaut, wahrend die restlichen zum MIC10-Subkomplex gehdrenden Proteine unter
diesen Bedingungen nach wie vor stabil sind.

5. Die Destabilisierung des MIC10-Subkomplexes unter mitochondrialem Stress ist reversibel.

Damit konnte ich einen Beitrag zur Untersuchung des komplexen Wechselspiels von MICOS, OMAL
und OPAL1 bei der Entstehung und Aufrechterhaltung der mitochondrialen Cristae-Morphologie leisten.
Meine Erkenntnisse kénnen dabei zukinftig helfen zu verstehen, wie Zellen auf eine geféhrdete Cristae-
Architektur reagieren bzw. welche Auswirkungen mitochondrialer Stress auf die Cristae-Morphologie
hat. Insbesondere aufgrund der grof3en klinischen Relevanz der Cristae-Architektur bzw. der an ihr
beteiligten Proteine OPALl, OMAL und MICOS bei bspw. der Tumorentstehung bedarf es auch in
Zukunft dringend weiterer Forschung zu diesem Thema, um diese Erkrankungen besser verstehen und

therapeutische Ansatzmoglichkeiten entwickeln zu kénnen.
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ATP Adenosintriphosphat

Bad Bcl-2-Antagonist-of-Cell-Death

Bax Bcl-2-associated X protein

Bcl-2 B-cell lymphoma 2

Bid BH3 interacting domain death agonist

Bis-Tris Bis(2-hydroxyethyl)amino-
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BN-PAGE blue native polyacrylamide gel electrophoresis
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ca. circa

Cas9 CRISPR-associated protein 9

CCCP Carbonylcyanid 3-chlorophenylhydrazon

CJ crista junctions

Cm Zentimeter

CRISPR clustered regularly interspaced short palindromic
repeats

C-terminal Carboxy-terminal

DELE1 DAP3-binding cell death enhancer 1
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DRP1 dynamin-related protein 1

DTT Dithiothreitol
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F1 F1-Fraktion der mitochondrialen ATP-Synthase
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FCS fetales Rinderserum

Fo Oligomycin-sensitive Fraktion der mitochondrialen
ATP-Synthase

GTP Guanosintriphosphat

h Stunde

H.O Wasser

HEK human embryonic kidney cells

HSP Hitzeschockprotein

IgG Immunglobulin G

IP Immunprézipitation

ISR integrated stress response

Kap. Kapitel

kB Kilobasen

kDa Kilodalton
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KO knockout

L-OPAl long OPA1

M Molare Masse

m/s Meter pro Sekunde

mA Milliampere

MEF mouse embryo fibroblasts

MES 2-(N-Morpholino)ethansulfonsdure

MEN Mitofusin

mg Milligramm

Mgm1 mitochondrial genome maintenance 1 protein

MIA mitochondrial intermembrane space import and
assembly pathway

MIB mitochondrial intermembrane space bridging
complex

MICOS mitochondrial contact site and cristae organizing
system

min Minute

mM Millimolar

MOPS 3-(N-Morpholino)propansulfonséure

MPP mitochondrial processing peptidase

MRNA messenger-RNA

mMtDNA mitochondriale DNA

MTS mitochondrial targeting sequence

NaCl Natriumchlorid

nm Nanometer

N-terminal Amino-terminal

02 Sauerstoff

OCR 0xygen consumption rate

OMA1 overlapping with m-AAA-Protease

OPA1l optic atrophy type 1

PBS Phosphate-buffered saline

pmol Pikomol

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

PVDF Polyvinylidenfluorid

RNA ribonucleic acid

ROS reactive oxygen species

S. siehe

Sl Schnittstelle 1

S2 Schnittstelle 2

SAM sorting and assembly machinery

SDS-PAGE sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel
electrophoresis

siRNA small interfering RNA

S-OMA1l short OMA1

S-OPAl short OPAl

Tab. Tabelle

TBS Tris-buffered saline

TCA Trichloressigséure

TEM Transmissionselektronenmikroskopie

TEMED Tetramethylendiamin

™ Transmembrandomane

TOM translocase of the outer mitochondrial membrane

Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan

\ Volt
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WT Wildtyp
Xg Einheit der relativen Zentrifugalbeschleunigung
YMEI1L yeast mitochondrial DNA escape 1-like
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