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Vorwort

,Ernst zu nehmende Forschung erkennt man daran, dass plotzlich zwei Probleme existieren, wo

es vorher nur eines gegeben hat.*

Thorstein Bunde Veblen (1857-1929), amerikanische Soziologe u. Okonom

Widmung

Meiner Familie



Zusammenfassung

Die Optikus Atrophie 1 (OPA1) ist ein mitochondriales Protein, das zwischen der inneren und
duferen Mitochondrienmembran lokalisiert ist. Mutationen im OPAI-Gen wurden in Patienten
mit autosomal dominanter Optikus Atrophie (adOA) gefunden. Die adOA ist die am hdufigsten
auftretende erbliche optische Neuropathie. Die Erkrankung zeichnet sich durch zunehmenden
Verlust der Sehschérfe, zunehmendes Skotom, Farbfehlsichtigkeit und eine bilateral temporale
Sehnervatrophie aus (Alexander et. al., 2000). Der zu Grunde liegende Pathomechanismus fiir
adOA ist bislang unklar. Zugleich hdufen sich Beobachtungen, die Mutationen im OPAI-Gen
mit Symptomen weiterer Enzephalomyopathien als auch anderer Erkrankungen assoziieren.

In dieser Arbeit stand die Analyse verschiedener, Patienten-relevanter Mutationen der OPA1
GTPase Doméne im Mittelpunkt. Erstmals wurde der Einfluss derartiger OPA1 Mutanten bio-
chemisch auf die Verinderungen der GTPase Aktivitit und zellbiologisch auf Anderungen der
Mitochondrienmorphologie untersucht. Aulerdem wurde die Auswirkung der OPA1 Mutanten
Expression auf die Mitochondrienmorphologie in HeLa und in kiirzlich etablierten OPA1%"”
MEF Zellen (Song et al., 2007) analysiert. Zusétzlich wurde die Mitochondrienmorphologie und
Respirationskapazitét in Lyphoblastoiden-Zellen von adOA Patienten untersucht.

Die stéarksten Verluste der GTPase-Aktivitdt wurde fiir die OPA1 Mutante 300GTP gemessen. In
Zellkultur exprimiert zeigte das OPA1%*F Protein eine fehlende Fusionskompetenz, so dass
OPA 19" nicht in der Lage war die wildtyp Mitochondrienmorphologie in OPA1" Zellen wie-
derherzustellen. Stattdessen verblieben die Mitochondrien vesikuldr. Dem gegeniiber war der
Effekt von OPA1%*7"" vergleichbar dem exogen exprimierten wildtyp OPA1 in OPA1" Zellen.
So ermoglichte OPA17T mit 95% GTP-Hydrolyse-Aktivitit eine Wiederherstellung der wild-
typ-artigen tubuldren Mitochondrienmorphologie. Diese Ergebnisse zeigten tendenziell eine
starke Korrelation zwischen der OPA1 GTPase Aktivitdt und der Lange sowie Erscheinungsform
von Mitochondrien. Die Analyse der Patientenlymphozyten ergab, dass eine signifikante Verin-
derung der Mitochondrienmorphologie vorlag, aber ein Verlust an Respirationskapazitdt nicht
einheitlich nachweisbar war.

Zusammenfassend konnten die Ergebnissen nachweisen, dass die Aktivitdit der OPA1 GTPase
Domine essentiell fiir die korrekte OPA1 Funktion in der Zelle ist. Dabei stellt die Regulierung
der Mitochondrienstruktur eine primére Funktion des OPA1 Proteins dar. Weitere Einfliisse auf
Mitochondrienfunktionen, wie die zum Teil beobachtete Beeintrachtigung der Zellrespiration,

resultieren hochstwahrscheinlich aus diesem Priméreffekt.



Abstract

The Opticus Atrophy 1 (OPA1) is a mitochondrial protein localised between the inner and outer
membrane. Mutations in the OPAI gene were found in autosomal dominant opticus atrophy
(adOA) patients. AdOA is the most frequent inherited optic neuropathy. The disease is character-
ised by a loss of visual acuity, progressive scotoma, colour vision failure and temporal optic
nerve atrophy (Alexander ef al., 2000). The pathomechanism behind adOA is still unknown. Re-
cent observations suggest a connection between OPA [ mutations and further diseases.

This work is focused on studying different, patient-relevant mutations localised in the OPA1
GTPase domain. For the first time the influence of such OPA1 mutants was analysed bio-
chemically on GTPase activity changes and cell-biologically on mitochondrial morphology al-
terations. The effects that OPA1 mutant expression had on mitochondrial morphology in HeLa
and in newly made OPA1""” MEF cells (Song et al., 2007) were analysed. In addition mitochon-
drial morphology and respiration activity were measured in lymphocytes of adOA patients.

The most severe loss of GTPase activity was measured for the OPA1 mutant 300GTP. The
OPA 0 protein expressed in cell culture leads to fusion incompetence of mitochondria. This
results in an inability to rescue the mitochondrial morphology to a wild type appearance in
OPA 177 cells. Instead of this the mitochondria remained vesicular. On the other hand OPA 1T
showed a comparable effect to exogenously expressed wild type OPA1 in OPA1“” cells. There-
fore OPA1**""T was able to rescue mitochondrial morphology to wild type-like, tubular struc-
tures owing a GTP-hydrolysis-activity of 95 %. These results reflect that OPA1 GTPase activity
strongly tends to correlate with length and appearance of mitochondria. The analysis of patient’s
lymphocytes revealed a significant change in mitochondrial morphology but no consistent indi-
cation for a lost respiratory capacity.

Summarising results it could be proven that the activity of OPA1 GTPase domain plays an essen-
tial role for proper OPA1 function in cells. Thereby the regulation of mitochondrial morphology
represents a primary function of OPA1 protein. Additional effects on mitochondrial function, as

partially seen in affected respiration, most commonly arise out of the primary effect.
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1 Einleitung

1.1 Mitochondrien

Die eukaryontische Zelle ist in verschiedene Zellkompartimente unterteilt, die unterschiedliche
zelluldre Prozesse rdumlich voneinander abtrennen. Die einzelnen Kompartimente sind von Li-
pidmembranen umgeben. Man unterscheidet Kompartimente, die von einer einfachen Membran
umgeben sind (wie z.B. Endoplasmatisches Retikulum, Golgi-Apparat, Peroxisomen und Lyso-
somen), und solche, die einen komplexeren Aufbau besitzen (z.B. Zellkern, Mitochondrien oder
Chloroplasten).

Die evolutiondre Herkunft der Mitochondrien wird heute in der Endosymbiose zwischen prokay-
rotischen Zellen und a-Proteobakterien gesehen, die wihrend der Erhohung des Sauerstoffgehal-
tes der Erdatmosphére vor ca. 2 Billionen Jahren eingegangen wurde (Kurland und Andersson,
2000). Aufgrund ihres bakteriellen Ursprungs besitzen Mitochondrien ihre eigene ringformige
DNA (mtDNA) und eine Transkriptions- und Translationsmaschinerie. Proteine, welche auf der
mtDNA kodiert sind, konnen von den Mitochondrien selbst synthetisiert werden. Der prozentua-
le Anteil der von den Mitochondrien selbst synthetisierten Proteine ist jedoch gering und betrégt
beispielsweise in S. cerevisiae nur ca. 1%. Die restlichen in den Mitochondrien lokalisierten Pro-
teine sind kernkodiert (nDNA) und werden post-translational mit Hilfe verschiedener Trans-
lokalisationsmechanismen aus dem Zytosol in die Mitochondrien importiert (Neupert, 1997). Die
mtDNA wurde 1963 entdeckt (Nass et al., 1963) und liegt in der Matrix in unterschiedlich hoher
Kopienzahl vor. Eine Kopie der mtDNA setzt sich im Menschen aus 16.569 Basenpaaren zu-
sammen und kodiert fiir 13 mitochondrial Proteine, die 12S und 16S rRNAs sowie 22 tRNAs.
Unter anderem liegen die Gene der Untereinheiten der Respirationskomplexe fiir die oxidative
Phosphorylierung (OXPHOS) in der mtDNA vor, ausgenommen der nukledr kodierte Komplex
II (Succinat-Dehydrogenase). Der Begriff Mitochondrion, der sich aus dem Griechischen ableitet
und iibersetzt ,,Fadenkdrperchen* bedeutet (mitos, griech. Faden; chondros, griech. Korn), wurde
zum ersten Mal 1898 von C. Benda verwendet, als er lichtmikroskopische Beobachtungen intra-
zellulédrer Strukturen beschrieb. Mitochondrien kénnen bei der Zellteilung nicht de novo entste-
hen, sondern vermehren sich durch Teilung (Fission). Sie besitzen, abhéngig vom Zelltyp, unter-
schiedliche MaBe; im Durchschnitt einen Durchmesser von ca. 0,5-1pum und eine Lénge von 0,5-
10pum.

Mitochondrien sind an vielen Stoffwechselprozessen beteiligt, doch ihre Hauptaufgabe ist die
Bereitstellung von Energie in Form von ATP. Hierzu nutzen sie die oxidative Phosphorylierung

(OXPHOS), die von den Atmungskettenenzymen (Komplex I-V) katalysiert wird und zum mito-



chondrialen Energiegenerierungssystem (MEGS) gehort. Zu den MEGS zdhlen nicht nur die
OXPHOS Komplexe, sondern auch der Pyruvat Dehydrogenase Komplex, Citratzyklusenzyme
und mitochondriale Transportproteine, wie ANT (Adenin Nukleotid Translokator). Das gesamte
System ist zur effizienten Energiegewinnung in der Zelle notwendig. Storungen in einem Teil des
Systems konnen zu krankhaften Verdnderungen fiihren (Jansson, 2007). Des Weiteren sind die
Mitochondrien am Citratzyklus, Fettsdureabbau, Harnstoffzyklus, Kalziumhomeostasis, Bio-
synthese von Aminosduren, Assemblierung von prosthetischen Eisen/Schwefel-Gruppen, bei
Schritten der Synthese der Pyrimidine, der Nukleotide (nt) und von Phospholipiden beteiligt
(Scheftler, 2001). AuBerdem nehmen die Mitochondrien eine zentrale Rolle wéhrend der Apop-
tose und Zellalterung ein. Dabei wurde die Bedeutung der Morphologie und Dynamik der Mito-

chondrien in der Regulierung dieser zentralen zelluldren Prozesse erst seit kurzem erkannt.
1.1.1 Morphologie der Mitochondrien

Mitochondrien sind von zwei Membranen umgeben: der dulleren mitochondrialen Membran
(OMM) und inneren mitochondrialen Membran (IMM). Die Zusammensetzung der Mitochond-
rienmembranen unterscheidet sich deutlich von der Zytoplasmamembran durch das hohe Prote-
in-Phospholipid Verhéltnis. In der OMM betragt das Verhiltnis ungefahr 50%:50%, in der IMM
80% Protein zu 20% Phospholipid. Das Cardiolipin, das nur in Bakterien- und Mito-
chondrienmembranen vorkommt, liegt in erhdhter Konzentration in den Arealen vor, in denen
sich OMM und IMM sehr nahe kommen. Die Membranen unterteilen das Mitochondrium in drei
Kompartimente: 1. den Intermembranraum (IMS), zwischen OMM und IMM, 2. die Matrix, die
von der IMM umihiillt wird (siehe Abb.1) und 3. die Cristae, die aus den Einstiilpungen der IMM
in die Matrix entstehen. Der IMS wird somit durch die Cristae in physiologisch unterschiedliche
Kompartimente unterteilt (Frey und Mannella, 2000). Die innere Grenzschicht enthélt eine Reihe
von Transportproteinen, welche jene Molekiile durch die Membran leiten, die in der Matrix
verstoffwechselt werden sollen. Die IMM nihert sich an einigen Stellen rdumlich stark an und
bildet Cristae Junctions. Die Oberflichenvergroerung der IMM durch die Ausbildung der
Cristae dient der ATP Produktion, da die Proteine der Atmungskette (OXPHOS Komplexe) fiir
die oxidative Phosphorylierung in der IMM lokalisiert sind. Daher ist die Anzahl an Cristae in
Mitochondrien einer Herzmuskelzelle beispielsweise dreimal hoher als bei den Mitochondrien

einer Leberzelle, die weniger Energie bendtigt (Alberts ez al., 1997).
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/" Intermembranraum

HuBere Membran
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Abb. 1: Modell der Mitochondrien (Palade, 1952). Die dulere Mitochondriemmembran (OMM) umschlieft das
Mitochondrium. Die innere Mitochondrienmembran (IMM) bildet Cristae genannte Einstiilpungen, in der
die OXPHOS Proteine sitzen. Die IMM umschlieit die Matrix, in der der Citratzyklus stattfindet.

1.1.2 Funktion im Energiestoffwechsel

Mitochondrien nehmen eine zentrale Stellung im Energiestoffwechsel der Zelle ein. In der IMM
sind die Enzymkomplexe der Atmungskette lokalisiert, ebenso sind sie involviert in die Fett-
sdureoxidation und in den Citratzyklus.

Der Komplex I (NADH-Dehydrogenase) ist mit 980 kDa der grofite Komplex. Bisher wurden 45
Untereinheiten identifiziert, von denen 38 nukledr (nDNA) kodiert sind (Caroll ef al., 2006). Ein
Drittel der Patienten, die an Krankheiten des OXPHOS Systems leiden, zeigen eine Komplex I
Defizienz. Der Komplex II (Succinat-Dehydrogenase), mit einer Masse von ca. 130 kDa, besteht
aus 4 Untereinheiten, die alle in der nDNA kodiert sind. Der Komplex II ist sowohl am Citrat-
zyklus als auch an der Respirationskette beteiligt. Mutationen kommen im Komplex II nur selten
vor. So wurden bisher nur fiinf Mutationen beschrieben, die zur Komplex II Defizienz fiihren.
Der Komplex III (Cytochrom C Reduktase) mit einer relativen Masse von 500 kDa besteht aus
11 Untereinheiten, wovon eine von der mtDNA (cyt b) kodiert wird. Patienten mit einer aus-
schlieBlichen Komplex III Defizienz sind sehr selten. Es wurden 22 Mutationen im cyt b Gen auf
der mtDNA gefunden (MITOMAP, 2005), aber nur eine Mutation in einem nDNA kodiertem
Gen. In Genen fiir Proteine, die fiir die Zusammensetzung des Komplex III notwendig sind, wur-
den 2 Mutationen gefunden, die zu einer Komplex III Defizienz fiihrten (De Lonlay et al., 2001;
De Meirleir at al., 2003). Der Komplex IV (Cytochrom C Oxidase) ist ca. 200 kDa grof3 und
besitzt 13 Untereinheiten, wovon 10 nukledr (nDNA) kodiert sind. Neben 47 Mutationen in Ge-
nen des Komplexes IV in der mtDNA (MITOMAP, 2005) wurde keine Mutation in den kernko-
dierten Untereinheiten gefunden. Einige Mutationen wurden in Proteinen kodiert, die fiir die
Komplexassemblierung zustindig sind. Der Komplex V (ATP Synthase) mit einer relativen Mas-
se von 600 kDa besteht aus 14 Untereinheiten, davon sind 12 nukleér kodiert. Auch fiir Gene des
Komplexes V wurden nur Mutationen in der mtDNA, jedoch keine in der nDNA gefunden. Ne-

ben den OXPHOS Komplexen sind noch eine Vielzahl weiterer Proteine in das mitochondriale
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Energie-Generierungssystem (MEGS) zur ATP Produktion einbezogen: Pyruvat-Dehydrogenase
Komplex (PDH,), mitochondriale Transport und Assemblierungsproteine, etc. Am Anfang des
MEGS steht die Acetyl-CoA Produktion durch die Oxidation von Pyruvat (PDH.) oder 6-
Oxidation von Fettsduren. Im Citratzyklus entsteht in mehreren Schritten durch Oxidation von
Acetyl-CoA CO, und die Reduktionsdquivalente NADH/H" und FADH,. Die mitochondriale
Atmungskette katalysiert die Oxidation der Reduktionsidquivalente, transportiert die gewonnenen
Elektronen zu dem letztlichen Elektronenakzeptor O, bei gleichzeitigem Pumpen von Protonen
aus der Matrix in den IMS (elektrochemischer Protonengradient; Mitchell, 1961). Die Reduktion
von O, zu H,O wird vom Komplex IV katalysiert. In der nativen Membran vervollstindigen die
beweglichen Elektronen-Carrier Ubichinon und Cytochrom C die Elektronen-Transportkette,
indem sie zwischen den Enzymkomplexen pendeln. Der Protonengradient treibt die ATP-
Synthase (Komplex V) in der IMM an, indem sie die freiwerdende chemie-osmotische Energie
dazu nutzt, anorganische Phosphate auf ADP zu iibertragen. Durch die ATP-Synthase flieen die
Protonen zuriick in die Matrix. Das in dieser Reaktion synthetisierte ATP stellt die wichtigste

Speicher- und transportierbare Energieform fiir die Zelle dar.
1.1.3 Funktion wéhrend der Apoptose

Erst in jlingerer Zeit ist die zentrale Rolle der Mitochondrien in der Regulation und Auslésung
des programmierten Zelltodes (Apoptose) erkannt worden (Kroemer, 1998). Im Gegensatz zur
Nekrose (provozierter Zelltod), die meist durch eine Schadigung der Zelle von auflen verursacht
wird und zu einer Entziindungsreaktion im umliegenden Gewebe fiihrt, kommt es bei der Apop-

tose zu keiner Entziindungsreaktion und zu keiner Schidigung des angrenzenden Gewebes.

Apoptose Primére Nekrose

-Intakte Plasmamembran -Pathologisch

-Phosphatidylserin translokiert an die -Zerstorte Plasmamembran, frithes
Zytoplasmamembranoberfliche Austreten von Cytoplasma

-Keine oder nur schwache Entziindung -Entziindung

-Zelluldre Enzyme fiihren zu typischen -Biochemische und morphologische
biochemischen und morphologischen Verdnderungen, wie Anschwellen von

Reaktionen, wie DNA ‘Verdau, mitochondriale | Mitochondrien und der gesamten Zellen
Fragmentierung und Offnung der OMM

-Freisetzung von apoptogenen Faktoren (AIF; Sekundére Nekrose

Cytochrom C; Endonuklease G; etc.) -Zytolyse von apoptotischen Zellen, beim
-Selektive Proteindegradierung durch Ausbleiben der Phagozytose

spezifische Proteasen (Caspasen)

-Zellschrumpfung

Tab. 1: Eigenschaften im Verlauf von Apoptose und Nekrose. OMM: duflere Mitochondrienmembran; AIF: Apopto-
se Induktions Faktor;
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Die Apoptose ist u.a. ein wichtiges Funktionselement bei der Strukturbildung innerhalb der Emb-
ryonalentwicklung (Jacobson ef al., 1997). Bei der Regulation der Apoptose unterscheidet man
zwischen einem extrinsischen und intrinsischen Weg (Abb.2). Welcher der beiden Signaltrans-

duktionswege tatsdchlich wirksam wird, hangt neben dem apoptotischen Stimulus auch von dem

jeweiligen Zelltyp ab.
Exirinsischer Weg Iuirinsischer Weg
o TMF-Rezeptar
e
’ | FADD Adaptor e
~
....:'.*' Witoehandrlin
:.‘;"_vrn{'hwm C
g"‘l‘"’e‘? l/i.:upusg‘mr |
CP—

!

weitere Cnspasen

Apoptose

Abb. 2: Uberblick iiber den intrisichen und extrinsischen Apoptoseweg.

Der extrinsische Signalweg wird durch die Aktivierung von Zelloberflichenrezeptoren vermit-
telt. Rezeptoren wie z.B. der TNF-Rezeptor (Tumor Nekrose Faktor) leiten apoptotische Signale
in die Zelle weiter und fithren zur Aktivierung einer Kaskade sich autokatalytisch spaltender
Caspasen. Aktive TNF-Rezeptoren formen einen membrangebundenen Signalkomplex, welcher
aus den zytoplasmatisch gelegenen DD (Todes Doménen), den Rezeptoren und den Adaptermo-
lekiilen FADD (Fas assoziierte Todes Doménen) besteht. Dieser Komplex rekrutiert durch die
Adapterproteine FADD mehrere Procaspase 8 Molekiile. Caspasen gehoren zur Familie von Pro-
teasen mit einem Cystein im aktiven Zentrum. Sie spalten Peptidbindungen C-terminal von
Aspartat, daher ihr Name (Cysteinyl-Aspartat-spaltende Proteasen). Es wird zwischen Initiator-
und Effektorcaspasen unterschieden. Erstere spalten die Vorlduferformen nachgeschalteter Effek-
torcaspasen.

Der intrinsische Apoptoseweg wird iiber endogene Signale eingeleitet. Es kommt dabei zur Per-
meabilisierung der &duBleren Mitochondrienmembran. Die zur Permeabilisierung der Membran
flihrenden Mechanismen sind vielfdltig. Zum einen bilden Proteine der Bcl-2 Familie (z.B. Bax
und Bak) durch Oligomerisierung einen Kanal in der dulleren Membran (MOMP). Zum anderen
kann eine Permeabilititspore (PTP) gebildet werden, die aus dem spannungsabhingigen Anio-

nen-Kanal (VDAC), Adenin-Nukleotid-Translokator (ANT) und Cyclophilin D besteht. Diese
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Permeabilititspore fithrt zu einer Offnung der inneren und #uBeren Membran (Green und Kroe-
mer, 2004). Durch die Permeabilisierung der Membran werden proapoptotische Proteine (z.B.
Smac/Diablo, AIF, Cytochrom C) aus den Mitochondrien in das Zytosol freigesetzt (Luo et al.,
1998). Das freie Cytochrom C bildet zusammen mit dem Apaf-1 (Apoptotischer Protease Akti-
vierungs- Faktor) und Pro-Caspase-9 das Apoptosom, welches zur Aktivierung von Caspasen

fiihrt, die wie bei dem extrinsischen Apoptoseweg den Zelltod herbeifiihren.
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Abb. 3: Die mitochondriale Respirationskette im Zusammenhang mit Apoptose. In der IMM liegen die vier Kom-
plexe der Respirationskette: Komplexes I (gelb), -1I (hellgriin), -III (braun), -IV (dunkelgriin). Angegeben
sind auerdem die Substrate, Kofaktoren sowie Elektronenfluss (schwarze Pfeile). Der Protonenweg ist in
den Aufbau des Membranpotentials involviert (blaue Pfeile und Schrift). Das Membranpotential wird vom
Komplex V, der ATP Synthase (blau), genutzt, um die ATP Synthase anzutreiben. Radikale Sauerstoftver-
bindungen (ROS) entstehen bei Prozessen des Komplexes I und 111, ebenso wie Ubiquinol (UQH,). In der
OMM interagiert die Proteinpore VDAC (Volt-abhingiger Anionenkanal) mit verschiedenen zytosolischen
und mitochondrialen Proteinen sowie dem Adenin-Nukleotid-Translokator (ANT). Durch diese Interaktio-
nen bildet sich die Permeabilitétspore (PTP) aus, die zusammen mit dem Verlust des Membranpotentials
wihrend der Apoptose beobachtet werden kann. UQ: Ubiqunon (oxidiertes Ubiqunol) bzw. Coenzym Q;
NAD: Nicotinamidadenindinukleotid; FMN: Flavinmononukleotid bzw. Riboflavin-5'-phosphat; Fe-S: Ei-
sensulfat Cluster; FAD: Flavin-Adenin-Dinukleotid; Qo & Qi: duflere und innere Quinon Bindungsseite;
Cyt.bL & Cyt. bH: Cytochrom b mit niedrigem und hohem Potential; Cyt.cl & Cyt.c: Cytochrom C1 und
C; CuA und CuB: Kupfer Seite A & B; a, a3: Him a & a3; Fo & F1: membranstindige und katalytische
Matrix-stindige ATP Synthase Doménen; cyclo-D: Cyclophilin D; PBR: peripheraler Benzodiazepin Re-
zeptor; HK: Hexokinase; Baxn & Bakn: oligomerisiertes, in der OMM inseriertes Bax und Bak. (aus New-
meyer et al., 2003).

Die Schnittstelle beider Signaltransduktionswege liegt in der Aktivierung der Caspase-3. Eine
Interaktion zwischen den beiden Signaltransduktionswegen ist ebenfalls mdglich. Der intrin-

sische Weg kann z.B. durch DNA-Schidigung, ROS Produktion oder hohe Ca*-Konzentration
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induziert werden (Newmeyer et al., 2003). Mitochondrien bilden somit ein duBlerst wichtiges Ent-
scheidungszentrum fiir den Ablauf der intrinsischen Apoptose (Kroemer und Reed, 2000). Insbeson-
dere die Permeabilisierung der mitochondrialen Membranen ist dabei ein wichtiger Parameter fiir die

Einleitung des intrinsischen Apoptoseweges.
1.1.4 Mitochondriale Dynamik

Obwohl die interne Struktur der Mitochondrien stark konserviert ist, kann ihre dullere Gestalt von
Zelltyp zu Zelltyp stark variieren. Die Verdnderung der Mitochondrienmorphologie stellt eine Reak-
tion auf externe und interne Signale der Zelle dar (z.B. Energiestatus, Apoptose). Die Vielfalt der
Formen reicht von kleinen, kugelférmigen (vesikuldren) Organellen bis hin zu lang gestreckten (tu-
bulédren), netzartigen Mitochondrien (Bereiter-Hahn und Voth, 1994). Die in den meisten Zelltypen
auftretenden mitochondrialen Erscheinungsformen sind hoch dynamisch und komplex. Sie werden
von kontinuierlichen Teilungs- und Verschmelzungsereignissen bestimmt (Abb.4, Abb.5). Diese Be-
obachtung unterstiitzt die Annahme, dass die Mitochondrienmorphologie durch ein ausgeglichenes
Verhéltnis von Fission und Fusion aufrechterhalten wird. Die an der mitochondrialen Dynamik betei-

ligten Proteine werden im Folgenden ndher beschrieben.

OMM Fusion

Abb. 4: Mitochondriale Fusion and Fission. A) Standbilder von Zeitschaltaufnahmen, mit fluoreszent gefarbten
Mitochondrien in lebenden Maus Fibroblasten (MEF) Zellen. Die blau markierten Mitochondrien (s. Krei-
se) der oberen Reihe zeigen einen Fusionsvorgang, wahrend die untere Reihe eine Fissions- (Teilungs-)
Vorgang zeigt (aus Chen et al., 2003). B) In Sdugern erfolgt zuerst das Andocken und Annéhern benachbar-
ter Mitochondrien iiber Mfn1/Mfn2, wonach die OMM - und dann die IMM Fusion folgt. OMM: duf3ere

Mitochondrienmembran; IMM: innere Mitochondrienmembran

Fission > Fussion=Fission Fusion >
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Abb. 5: Das mitochondriale Netzwerk wird durch ausbalancierte Fusions- (Verschmelzungs-) und Fissions- (Tei-
lungs-) Ereignisse gebildet. Bei iberwiegender Fission entstehen vesikulére, bei iiberwiegender Fusion
hochgradig vernetzte, tubuldre Mitochondrien. In Balance sind die Mitochondrien oft tubulér, einfach ver-

netzt.
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Die Morphologie der Mitochondrien ergibt sich aus dem Gleichgewicht von Teilung (Fission)
und Fusion der einzelnen Mitochondrien. Der Verlust von Proteinen, die an der mitochondrialen
Teilung (Fission) beteiligt sind, fiihrt zur Bildung von zusammenhéngenden (tubulédren), netzartigen
Organellen. Der Phénotyp ergibt sich aus dem Fortschreiten der Fusionsvorgénge, wéihrend die Fissi-
on unterbunden ist. Wird die Fusion in den Mitochondrien inhibiert, kommt es zunehmend zur

Fragmentierung der Mitochondrien.

Humanes Protein S. cerevisiae Homolog Lokalisierung Funktion
OPA1 Mgml IMS, assoziierte an IMM Fusion
Mfnl,Mfn2 Fzol integriert in OMM Fusion
Ugol integriert in OMM Fusion
Drpl Dnm1 Zytosol, assoziiert an OMM Fission
hFis Fis integriert in OMM Fission
Mdvl Zytosol, assoziiert an OMM Fission
Caf4 Zytosol, assoziiert an OMM Fission

Tab. 2: Proteine, die die mitochondriale Dynamik beeinflussen. IMM: innere Mitochondrienmembran; OMM: duf3e-
re Mitochondrienmembran

1.1.4.1 Mitochondriale Fusion

Bei der mitochondrialen Fusion miissen sowohl die OMM als auch die IMM, die ein Membran-
potential besitzt, von zwei benachbarten Mitochondrien verschmelzen, und damit die Fusion von
vier Lipiddoppelschichten koordiniert werden. /n vitro Experimente in Hefen haben gezeigt, dass
die Fusion der OMM und IMM unabhéngig voneinander verlaufen koénnen (Meeusen et al.,
2004). So benoétigt die IMM Fusion eine ausreichende GTP Konzentration und ein elektrisches
Potential (Malka et al., 2005).

Fiir die Fusion wird an der OMM Mitofusin (Mfn) bendtigt, das die einzige in Sdugern bekannte
GTPase an der OMM darstellt (Chen et al., 2003; Santel und Fuller, 2001). Die Mitofusine be-
nachbarter Mitochondrien gehen eine trans-Interaktion miteinander ein und bringen so die Mito-
chondrien in die fiir die Fusion benétigte physikalische Néhe (Koshiba et al., 2004). Zellen, de-
nen Mfnl oder Mfn2 fehlt, zeigen fragmentierte Mitochondrien und damit einhergehend den
Verlust an Fusionsereignissen und der Mitochondrien Funktion. Hierbei kdnnen sich Mfnl und
Mifn2 gegenseitig funktional ersetzten. Beim Fehlen beider Varianten wird jedes Fusionsereignis
verhindert (Chen at al., 2005). Trotz Funktionsédhnlichkeiten unterscheiden sich Mfnl und Mfn2.
So erlangt Mfn1 eine hohere GTPase Aktivitit und bindet Mitochondrien enger aneinander (Is-
hihara et al., 2004), wohingegen Mutationen in Mfn2 zu Charcot-Marie-Tooth Neuropathie Typ
2A fiihren (Ziichner et al., 2004). Uber OPA1 RNAi Experimente zur Herunterregulierung der
OPA1 Expression konnte erkannt werden, dass OPA1 fiir die IMM Fusion notwendig ist (Chen et
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al., 2005). Derart behandelte Zellen zeigten fragmentierte Mitochondrien mit deutlich verénder-
ter Cristaestruktur (Griparic et al., 2004). Bisher konnte die Funktionsweise nicht eindeutig ge-
klirt werden, da die Uberexpression von wildtyp OPA1 abhiingig vom Zellsystem sowohl zur
Fragmentierung als auch zur Tubulierung fithren kann (Cipolat et al., 2004; Olichon et al., 2007).
Bislang ungeklart ist die genaue Funktion der einzelnen OPA1 Doménen, insbesondere der
GTPase und der zwei coiled-coil (CC) Doménen.

Fiir OPAL1 liegt eine sehr hohe Sequenzidentitdt von 88% auf Nukleotidebene und 97% auf Ami-
nosdureebene zwischen Mensch und Maus vor (Delettre et al., 2003). Das Saccharomyces cere-
visiae Ortholog Mgm1 weist eine 31%-ige Homologie auf. Die mitochondriale Fusion ist bisher
in Hefe am weitesten erforscht. Dort fand man die drei Schliisselproteine fiir die Fusion: Mgm1
(Ortholog von OPAL1), Fzol (Ortholog von Mfn1/2) und Ugol, fiir den kein orthologes Sauger-
protein identifiziert werden konnte. Mgm1 und Fzol sind essentiell fiir die Fusionskompetenz
von Hefemitochondrien. Dabei erfolgt die Fusion durch Bildung eines Fusionskomplexes. Dabei
bindet Ugol C-terminal Mgm1 und N-terminal Fzo1, so dass Ugol als Verbindungsprotein zwi-
schen OMM und IMM und damit wohl der Koordinierung dient (Sesaki und Jensen, 2004).

Die Deletion von Mgm1 in Hefen fiihrt neben der mitochondrialen Fragmentierung auch zu auf-
gequollenen, rudimentiren Cristae (Sesaki et al., 2003). Fiir eine effektive Fusion muss Mgm1
von der Rhomboidprotease Rbdlp in der IMM prozessiert werden, so dass L-Mgml (lange
Form) und S-Mgm1 (kurze Form) vorliegt. Auch OPA1 unterlduft eine post-translationale Pro-
zessierung. Als mogliche Prozessierungsenzyme wurden das humane Rhomboid Ortholog PARL
und die Protease Ymel identifiziert (Cipolat et al., 2006; Song et al., 2007). In OPA1 defizienten
Zellen konnte nachgewiesen werden, dass nur vier Isoformen nach der Prozessierung sowohl in
einer langen und kurzen OPA1 Form vorliegen (L-OPA1+S-OPA1). Nur die Kombination aus
beiden Formen ermdglicht eine effektive Fusion von Mitochondrien. Aus den Isoformen 1, -2, -

4, -7 konnen die OPA1 L- und S-Form entstehen (Song et al., 2007).
1.1.4.2 Mitochondriale Fission

Da Mitochondrien nicht de novo entstehen konnen, miissen sie bei der Vererbung auf die Toch-
terzellen durch die Fission gleichméBig verteilt werden. Bei der Fission spielt das Dynamin ver-
wandte Protein Drpl eine Hauptrolle. Es gehort zu der Familie der dynamin-&hnlichen GTPasen,
welche GTP binden und dieses hydrolysieren (Fukushima et al., 2001). Sowohl in Hefe als auch
in humanen Zellen wurde gezeigt, dass Mutationen in der GTPase Doméne oder Transfektionen
mit dominant negativem Drpl (Drp1****) sich in einer verminderten Fissionsaktivitit widerspie-

geln. Der Ablauf der mitochondrialen Teilung dhnelt sehr der Abschniirung von Vesikeln wie sie
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z.B. aus der Endozytose und Sekretion bekannt ist. Dort oligomerisieren die beteiligten Dynami-
ne zu Ringen und Helices (Sweitzer und Hinshaw 1998, Warnock et al., 1996).

Ein weiteres Schliisselprotein bei der mitochondrialen Fission ist das Fisl Protein. Es liegt
gleichmiBig tiber die OMM verteilt vor. Der C-Terminus von Fis1 ragt in den IMS, wéhrend der
N-terminale Abschnitt ins Zytoplasma zeigt (Mozdy et al., 2000). Bei der Herunterregulierung
der Expression von Drpl oder Fis1 wird die Fission inhibiert, so dass die Tubulierung von Mito-
chondrien erfolgt (Lee et al., 2004). In Hefen bindet das Dnm1 (Ortholog von Drpl) das Fisl an
der OMM, was von den zwei Adapterproteinen Mdv1 und Caf4 unterstiitzt wird (Mozdy et al.,
2000; Griffin et al., 2005). Das an zukiinftige Abschniirungsstellen an der OMM rekrutierte Drpl
oligomerisiert, wodurch die GTPase Aktivitit stimuliert wird (Warnock et al., 1996). Anschlie-
Bend wird vermutet, dass die Oligomere sich spiralférmig um die OMM winden und die Mito-
chondrien so abschniiren (Ingerman et al., 2005; Cerveny et al., 2007a). Wahrscheinlich indu-
ziert die Hydrolyse von GTP eine Konformationsinderung der Spirale, die zur Trennung der

Striange fiihrt (Fukushima ez al., 2001).
Matrix-Konstriktionen
m m
= ___/ e
Drpl Homooligomere
Abb. 6: Ausbildung von Matrixkonstriktionen Die Ausbildung von Einschniirungen (Matrix-Konstriktionen) ist
einer der ersten Schritte bei der mitochondrialen Zerteilung. Dabei lagert sich Drpl in Clustern an die

OMM, bildet Homooligomere, die dann zu spiralférmigen Abschniirungen fiithren (Youle und Karbowski,
2005).

Neuere Studien, die sich u.a. mit dem Zellzyklus beschiftigten, wiesen den Einfluss der
Phosphorylierung innerhalb der GED (GTPase Effektor Doméne) auf die Drpl-Aktivitit nach.
So kann die CyclinB-Cyclin abhéngige Kinase die mitochondriale Fragmentierung durch erhdhte
Drpl Aktivitdt fordern, wihrend die zyklische AMP- abhingige Kinase die Inhibierung der
GTPase Domine hervorruft. Des Weiteren wurde Drpl auch im Zusammenhang mit der Fission
wihrend der Apoptose durch die Bax/Bak-abhédngige Sumoylierung gebracht (Wasiak et al.,
2007). Neu Erkenntnisse zeigen eine Regulierung der Bindung von Drpl an die OMM mittels
Ubiquitinierung (Karbowski et al., 2007) und durch das Protein Numlp (Cerveny et al., 2007b).
Die genaueren Wirkmechanismen bediirfen jedoch noch weitergehender Forschung.

Das einzige bekannte Protein, welches bei der Fission der IMM involviert ist, wurde in Hefe
entdeckt und als Mdm33 bezeichnet (Messerschmitt et al., 2003). Zellen, denen das Mdm33-

Protein fehlt, enthalten ringéhnliche miteinander verbundene Mitochondrien, welche grof3e Hohl-
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kugeln ausbilden kénnen. Diese Organellen weisen extrem auseinander gezogene Abschnitte der

AuBen- und Innenmembran auf, die einen sehr schmalen Matrixspalt umschlieen.
1.2 Mitochondriale und neurodegenerative Erkrankungen

Im Hinblick auf den Alterungsprozess der Zelle als auch bei Neurodegenerationsprozessen steht
durch ihren hohen Energiebedarf insbesondere das Mitochondrium im Mittelpunkt. Da die
Nukleotide der mtDNA den membranassoziierten Atmungskettenkomponenten nah benachbart
sind, unterliegen sie durch die bei der OXPHOS entstehenden freien Radikale einer erhohten
Mutationswahrscheinlichkeit. Das Mutationsrisiko wird in den Mitochondrien durch das Fehlen
schiitzender Histone und ein nur geringeres Mall an DNA-Reparaturmechanismen verstérkt
(Croteau et al., 1999). Durch homologe Rekombination mit benachbarten Nukleotiden kann al-
lerdings eine Hiufung von somatischen Mutationen in den Mitochondrien verhindert werden
(Nakada et al., 2001; Navratil et al., 2008). Hierbei stellen kontinuierliche Fusions-und Fissions-
ereignisse eine stetige Durchmischung der mtDNA sicher und kénnen so mutationsbedingte
Fehlfunktionen komplementieren und sogar verhindern. Kiirzlich wurde die Abnahme von OPA1
in Mitochondrien im Zusammenhang mit Zellalterung beschrieben (Navratil et al., 2008).

Beim Menschen ist eine Reihe von Erkrankungen bekannt, die auf Mutationen der mtDNA zu-
riickzufiihren sind. Meist sind Gewebe mit hohem Energiebedarf betroffen, wie z. B. das Herz,
die Muskeln, neuronale Systeme. In einer Zelle kénnen sowohl Mitochondrien mit normaler
mtDNA als auch mit mutierter mtDNA vorliegen (Heteroplasmie). Neben mtDNA Mutationen
konnen auch nDNA Mutationen regulierende Proteine betreffen, z.B. Proteine zum Zusammen-
bau der Respirationskettenkomplexe, Elongationsfaktoren oder Proteine des Krebszyklus (Jans-
sen, 2007). Aufgrund ihrer Schliisselstellung im aeroben Stoffwechsel der Zelle fiihrt eine Sto-
rung der Mitochondrienfunktion meist zu einem klinischen Mischbild mit unterschiedlich
starken Schweregraden. Bei Patienten mit mitochondrialen Krankheiten treten haufig klinische
Abnormalititen auf, die zu heterogenen und oft unspezifischen Symptomatiken fithren. Daher
wird in der Regel erst von einer mitochondrialen Erkrankung gesprochen, wenn zwei entspre-
chende chronische und ansonsten unerklérliche Symptome bevorzugt in unterschiedlichen Ge-
weben auftreten (Rustin ef al., 1994; DiMauro et al., 1999). In der Regel sind das Gehirn (Epi-
lepsie, Ataxie, mentale Retardierung), die Muskulatur (Myopathie, Kardiomyopathie), die
endokrinen Organe (Hypothyreose, Diabetes mellitus 1), die Sinnesorgane (Optikus-Atrophie,
Retinitis pigmentosa, Innenohrschwerhdrigkeit), die Erythropoese (Anidmie) und die Nieren
(Niereninsuffizienz, Fanconi-Syndrom) betroffen. Bei einigen Mitochondriopathien findet man

typische Symptomenkomplexe: MELAS (mitochondriale Enzephalopathie, Laktatazidose und



-19-

Schlaganfall-dhnliche Episoden), MERRF (Myoklonusepilepsie mit Ragged-Red-Fibers) und

NARP (Neuropathie, Ataxie, Retinitis pigmentosa).

Krankheit Gen Funktion

Charcot-Marie-Tooth Typ 2A Mfn2 Mitochondrien-Fusion

(CMT2A)

Charcot-Marie-Tooth Typ 4A GDAPI Mitochondriale Dynamik (Fission?)
(CMT4A)

Autosomal dominante Optikus Atro- OPA1 Mitochondrien-Fusion und Cristae
phie (adOA) Struktur

Rezessive Opticus Atrophie OPA3 unbekannt

Leber’s vererbbare Opticus Neuropa- ND Gene in  Oxidative Phosphorylierung (Komplex
thie (LOHN) mtDNA I)

Vererbbare spastische Paraplegie Paraplegin Mitochondriale ATPase/Protease
Vererbbare spastische Paraplegie HSP60 Mitochondriale Hitzeschockprotein
Familidre amyotrophische laterale SOD1 Superoxid-dismutase

Sklerose

Parkinson PINK1 Mitochondriale Serin/Threonin Kinase
Friedreich’s Ataxie Frataxin Formation von Fe-S Clustern in den

Mitochondrien

Tab. 3: Kurze Ubersicht iiber mutierte Mitochondrienproteine, die zu neurodegenertaiven Krankheiten fiihren.

1.3 OPAl

1.3.1 OPALl Expression

Die OPA1 cDNA ist ca. 6031 Nukleotide lang und besteht aus 31 Exonen (Delettre et al., 2001).

Die cDNA kodiert fiir eine mitochondriale dynamin-verwandte groBe GTPase mit 960 Amino-

sduren (As). Durch alternatives Spleilen der Exone 4, 4b, 5b entstehen acht OPA1 Isoformen,

die ubiquitir im menschlichen Gewebe exprimiert werden (Alexander ef al., 2000).
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Abb. 7: Acht OPA1 Spliceformen entstehen durch alternatives spleiflen der Exone 4, 4b, 5b.

Im Gehirn dominiert die Isoform 1 (Delettre et al., 2001). Das OPA1 Protein liegt nicht aus-

schlieBlich in den retinalen Ganglienzellen (RGC) vor, sondern wurde auch in der dufleren und
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inneren Plexiform- sowie in der inneren nukledren Schicht in der Retina in erwachsenen Sdugern
nachgewiesen (Pesch et al., 2004; Kamei et al., 2005). Bislang wurden noch keine subzelluldren
Studien an Mitochondrien aus retinalen Ganglienzellen von adOA Patienten verdffentlicht. Kon-
troverse Ergebnisse liegen vor beziiglich der OPA1 Expression im optischen Nerv. Wahrend bei
der Maus eine hohe OPA1 Expression nachgewiesen werden konnte (Ju et al., 2005), war dies in
der Ratte nicht der Fall (Pesch et al., 2004). Interessanterweise konnte OPA1 im myelinisierten
Bereich des menschlichen optischen Nerves, in dem weniger Mitochondrien als im unmyelini-

sierten und damit unisolierten Bereich vorliegen, nachgewiesen werden (Aijaz ef al., 2004).

Da OPAL1 ubiquitdr in menschlichen Geweben exprimiert wird, ist bisher ungeklért, warum
hauptsédchlich nur der optische Nerv betroffen ist. Auf der anderen Seite werden seit kurzem im-
mer hédufiger Verdffentlichungen von OPA1 im Zusammenhang mit anderen Krankheitsbildern
wie Schidigung des Hornerves (Amati-Bonneau et al., 2005; Liguori et al., 2008), Be-
eintrachtigung der Augenmotorik, makrozytischer Andmie (Ferraris ef al., 2008) und in 3-Zellen

mit einer moglichen Ausbildung von Diabetis (Twig ef al., 2008) beobachtet.

1.3.2 Proteinstruktur und subzellulare Lokalisierung

Das OPA1 Protein gehort zur Unterfamilie der Dynamin-verwandten GTPasen (DRP). Die dy-
namin-verwandten GTPasen sind an Signaltransduktion, Proteinsynthese, Zelldifferenzierung
und -proliferation, Regulation des vesikuldren Transports und Membrantranslokation von Protei-
nen beteiligt. Anders als in den Dynaminen sind in DRP keine PH (Pleckstrin Homologie) Do-
mane und PR (Prolin-reiche) Domine enthalten (Praefcke und McMahon, 2004). Alle Dynamine
ebenso wie Dynamin-verwandte Proteine besitzen einen &hnlichen Aufbau (Abb.8B): eine N-
terminale GTPase Domine, eine Mitteldoméne und eine C-terminale GTPase-Effektor Doméne
(GED). Die OPA1 Proteinstruktur weist zahlreiche Ahnlichkeiten mit den Dynaminen auf:
GTPase Doméne mit sequenzkonservierten GTP-Bindungsmotiven (G1-G4), Mitteldomédne und

der Dynaminsignatur (Abb.8A).
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Abb. 8: Schematische Darstellung der Doménenstruktur der Dynamin Superfamilie. A) Doménenstruktur des OPA1
Proteins; MIS: mitochontriale Importsequenz; TM: transmembran Doméne; CC: Coiled-coil Doméne. B)
Unterschiedliche Doménen sind durch verschiedene Farben und Formen gekennzeichnet. Alle Dynamine
besitzen eine GTPase Doméne (orange) zur Hydrolyse von GTP, eine Mitteldomédne (griin) und eine C-
terminale GED (GTPase Effektor Doméne; blau), die in die Oligomerisierung des Proteins und damit in die
Stimulierung der GTPase Aktivitit involviert ist. Zusitzlich sind die meisten Dynamine im Besitz einer PH
(Pleckstrin Homologie) Doméne (rosa) zur Interaktion mit Lipiden und einer PRD (Prolin-reiche Doméne;
rot-braun), die zur Interaktion mit SH3 (Scr-Homologie-3) Doménen anderer Proteine dient. Die Mitglieder
der humanen Dynamin Superfamilie sind geméB ihrer Struktur gruppiert und die ID-Nummer ist angege-
ben. Der Familienbaum wurde mit Mac Vector Kalkuliert unter Anwendung der Aufbaumethode mit dem
Poisson-korrigiertem Abstand. DLP1: Dynamin-dhnliches Proteinl; GBP1: Guanylat-Bindungsprotein 1;
OPA1: Opticus Atrophie 1 (aus Pracfcke und McMahon, 2004).

N-terminal liegt die stark basische mitochondriale Importsequenz (MIS), die den Import des Pro-
teins in das Mitochondrium ermdglicht. Die Sequenz wird von der MPP (mitochondrialen Pro-
zessierungs- Peptidase) vom restlichen Protein wihrend des Imports abgeschnitten. Im Inter-
membranraum (IMS) der Mitochondrien liegt OPA1 eng assoziiert an die IMM vor (Misaka et
al., 2002; Olichon et al., 2002; Satoh et al., 2003). An die Importsequenz schlieBt sich eine
Transmembran (TM) Doméne an. Die Dynamine binden iiber ihre PH Doméne Lipide, wéihrend
OPA1 mit der Mitochondrienmembran iiber ihre Transmembran (TM) Doméne assoziiert ist.
Strukturvorhersagen zeigen eine sehr hohe Wahrscheinlichkeit fiir eine CC Domine N-terminal
nach der TM Doméne (Exon 6-7; 100%) und nach der Mitteldomine (Exon 27-28; 95%). Ob-
wohl bislang ungeklirt blieb, ob OPA1 eine GED (GTPase Effektor Domine) besitzt, vermutet
man eine stimulierende Funktion durch die Oligomerisierung iiber die OPA1 CC (coiled-coil)
Doménen. Diese Annahme ist u.a. deshalb nahe liegend, weil im Dynamin die CC Doméne der

GED entspricht. Die Funktion der Bindungsmotive wurde insbesondere mittels Kristallstruktur
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fiir das Dynamin DynA aus Dictostelium discoideum studiert (Niemann et al., 2001). Das G1
Motiv, auch P-Loop genannt (GXXXXGKS/T), koordiniert das Phosphat des GTPs. Das Lysin
bindet dabei nicht das B-Phosphat, sondern bildet Wasserstoftbriickenbindungen mit dem G3
Motiv aus. Direkt vor dem G2 Motiv liegt die flexible Switch 1 Region, die durch die GTP Hyd-
rolyse ihre Position veridndern kann. Das Threonin im G2 Motiv koordiniert das Mg®" im GTP
gebundenen Zustand und ist in die Katalyse involviert. Die bewegliche Switch 2 Region {iber-
lappt mit dem G3 Motiv (DXXG), welche das Mg”" iiber Wasserstoffbriickenbindungen koordi-
niert. Hierfiir entstehen im DynA Wechselwirkungen zum y-Phosphat des GTP und vom Aspartat
des G3 Motivs zum Lysin des P-Loops. Das G4 Motiv (N/TKXD) dient zur Koordinierung der
Ribose und der Guanin-Base des Nukleotides GTP. Das Lysin interagiert mit dem endozykli-
schen Sauerstoff der Ribose und das Lysin bildet Wasserstoftbriickenbindungen mit dem Nukleo-

tid aus. Die Funktion der C-terminal folgenden Mitteldoméne ist noch unbekannt.
1.3.3 OPA1 und autosomal dominante optische Atrophie (adOA)

Die autosomal dominante optische Atrophie (adOA; ADOA-MIM #165500), auch bekannt als
Kjer’s Optikusatrophie, ist mit einem Auftreten von 1:12.000 bis 1:50.000 die haufigste vererb-
bare optische Neuropathie (Kjer et al., 1996). Das fiir die adOA verantwortliche Gen liegt auf
dem Chromosom 3q28 (Alexander et al., 2000; Delettre et al., 2000) und wurde Opticus Atro-
phie Typl (OPA1) benannt. Als klinische Symptome treten innerhalb der ersten zwei Lebens-
dekaden zunehmender Verlust der Sehschérfe, Farbfehlsichtigkeiten (Blautone; Tritanopia), Be-
eintrichtigungen des Gesichtsfeldes und temporale Abblassung der Papille auf (Hoyt, 1980;
Votruba et al., 1998).
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Abb. 9: Ophtalmologische Untersuchung eines adOA Patienten mit einer Mutation im OPA1 Gen (B, D, F) und
einer gesunden Kontrollperson (A, C, E). A, B: Bild des Augenhintergrundes, die beim Patienten eine tem-
poral abgeblasster Papille zeigt. C, D: Farbsehtest mittels 15-Farbton Farnsworths Feld. Die zirkuldren Li-
nien weisen nach, dass die gesunde Kontrollperson in der Lage war harmonisch diel5 Farbtone zu klassifi-
zieren. Im Vergleich dazu, machte der adOA Patient eine disorganisierte Klassifizierung mit einer
verwirrten blau-gelb Achse (Tritanopia). E, F: Dynamische Perimetrie unter Verwendung des Goldman Ap-
parates. Die Vermessung des Gesichtfeldes zeigt bei der gesunden Kontrollperson den blinden Fleck als
kleinen schraffierten Bereich, wihrend beim adOA Patienten der Fleck bis zum zentralen Gesichtsfeld
(schraffierter Bereich) reicht; 3 Linien gleicher retinaler Empfindlichkeit sind dargestellt. (Olichon ef al.,
2006a).

Dabei streuen die Symptome und deren Schweregrad inter- und intrafamilidr sehr stark und bis-
lang ohne ersichtliche Korrelation zu Mutationsregionen (Votubra et al., 1989). Uber 100 Muta-

tionen wurden in adOA Patienten mittlerweile beschrieben, wobei es sich hauptsidchlich um Sub-

stitutions - Punktmutationen handelt (Abb.10; http://Ibbma.univ-angers.fr/eOPA1/). Ungefihr die
Hilfte der Mutationen fiihrt zu einem vorzeitigen Translationsabbruch. Bei diesen Patienten geht
man davon aus, dass nur noch die halbe Menge des OPA1 Proteins vorliegt und die Krankheit
durch eine Haploinsuftizienz ausgelost wird (Delettre et al., 2001). Daneben existieren die Muta-
tionen, die zu einer verdnderten Aminosduresequenz von OPA1 zumeist in der GTPase Doméne
fiihren. In diesem Fall vermutet man als Ursache eine Funktionsstérung des OPA1 Proteins, das

vom mutierten Allel abstammt (,,gain-of-function).
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Abb. 10: Mutationsspektrum von OPA1. Verteilung der Mutationen im OPA1 Gen abhéngig von der Mutationsart
(A), der Doméne (B) und Lokalisation im Gen (C). In (B) wurden nur Mutationen im Exon beriicksichtigt
Die Domanenbezeichnungen entsprechen denen aus der Abb.8B. In (C) entsprechen die Leerfliche zwi-
schen den Exonlinien den Intronpositionen (Olichon et al., 2006).
Die grundlegende Pathologie vermutet man in der Degeneration der retinalen Ganglienzellen
gefolgt von der zunehmenden Atrophie des Sehnervs und Abnahme der Myelinschicht (Johnston
et al., 1979; Kjer et al., 1983). Aggregierte Mitochondrien in Patienten Monozyten, lassen auf
die Beeinflussung der mitochondrialen Dynamik und Verteilung schlieBen (Delettre et al., 2000).
Weiterhin wurde ein Zusammenhang zwischen adOA und dem Energiemetabolismus in Muskel-
zellen von Patienten, die eine verringerte ATP Synthese aufwiesen, beobachtet (Lodi et al.,
2004). In Lymphozyten von adOA Patienten wurde ein Verlust an mtDNA beschrieben (Kim et
al., 2005). Seit kurzem zeichnet sich zusétzlich ab, dass OPA1 Mutationen zunehmend sowohl
mit Symptomen weiterer klassischer Enzephalomyopathien als auch mit anderen Erkrankungen
assoziiert werden konnen. So wurde OPA1 im Zusammenhang mit Horverlust (Amati-Bonneau
et al., 2005; Liguori et al., 2008), Ophtalmoplegie (Ferraris et al., 2008), Ptosis (Payne et al.,
2004), Ataxia (Amati-Bonneu et al., in press, Hudson ef al., in press), aber auch Diabetes (Twig

et al., 2008) beschrieben.
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1.3.4 OPA1 Funktion

In den Jahren seit Entdeckung des in adOA Patienten betroffenen OPA1 Gens (Alexander

et al., 2000) versucht man die Funktion des Proteins in den Zellen zu bestimmen. In Mgm1 defi-
zienten Hefezellen und OPA1 RNAi Experimenten konnte die Relevanz von OPA1 in der Mito-
chondrien Dynamik nachgewiesen werden. Dabei verloren die Mitochondrien ihre Fusions-
kompetenz, so dass die Zellen mit fehlendem OPA1 ihre tubuldre Mitochondrienmorphologie
verloren und in einer vesikuldren Form resultierten (Chen ef al., 2005; Cipolat et al., 2004; Lee
et al., 2004; Sesaki et al., 2003; Wong et al., 2003). AuBerdem konnte in der Feinstruktur der
Mitochondrien, denen OPA1/Mgm1 fehlte, eine unorganisierte Cristaestruktur in z.T. aufge-
quollenen Mitochondrien festgestellt werden. Somit ist OPA1 an der Regulierung der Cristae-
struktur beteiligt (Griparic et al., 2004; Olichon et al., 2003; Sesaki et al., 2003) und kénnte so in
die Fusionsprozesse eingebunden sein. OPA1 kann in Mfnl defizienten Zellen zwar die Cristae-
struktur wiederherstellen, jedoch nicht die Fusionskompetenz (Frezza et al., 2006). Das bedeutet,
dass sowohl OPAL1 als auch Mfnl fiir eine vollstindige Mitochondrienfusion notwendig sind.
Weiterhin zeigten OPA1 defiziente Zellen auch eine eingeschriankte Respirationskapazitéit (Chen
et al., 2005). Ob es sich hierbei um einen direkten oder indirekten Effekt handelt, ist bis dato un-
erforscht geblieben. Auch in die Mitochondrienfunktion der Apoptose ist OPA1 involviert. Pati-
entenfibroblasten gehen nach Apoptoseinduktion frither in die Apoptose als Kontrollzellen (Oli-
chon et al., 2007).
Zurzeit geht man von dem Modell aus, dass die Prozessierungsformen L-OPA1, das an die IMM
assoziiert ist, und das im IMS 16sliche S-OPA1 oligomerisieren. Diese Oligomere konnen die
Weite der Cristae Junction regulieren, in deren Tasche sich ein Teil des Cytochrom C aufhilt.
Durch das pro-apoptotische Protein Bid werden die Oligomere zerstort, es kommt zu einer Um-
organisierung der Cristaestruktur und Offnung der Cristae Junctions, so dass der Austritt von
Cytochrom C in den IMS ermdglicht wird. Das nun frei vorliegende Cytochrom C kann an-
schlieBend ungehindert durch die MOMP in Zytosol austreten (Bossy-Wetzel et al., 2003; Frezza
et al., 2006). Die Mfnl-abhingige Mitochondrienfusion von OPA1 ist unabhidngig von der mog-
lichen Funktion wihrend der Apoptose (Frezza et al., 2006).
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1.4 Fragestellung der Arbeit

OPAL1 ist ein mitochondriales Protein, das mutiert zumeist in Patienten mit der neuro-
ophtamologischen Erkrankung adOA (Optikusatrophie) gefunden wird.

Da bislang der Wirkmechanismus von OPA1 nicht aufgeklirt werden konnte, ist noch offen, auf
welche der mitochondrialen Funktionen OPA1 einen direkten oder indirekten Einfluss hat. Das
Verstiandnis der Funktion der einzelnen OPA1 Proteindoménen kann dabei einen wertvollen Bei-
trag zur ErschlieBung des OPA1 Wirkmechanismus leisten. Die Aufklarung der Doménen-
funktion konnte u.a. Aufschluss geben, warum bislang eine Korrelation von Mutationsort zu
Schweregrad der adOA Symptomatik fehlt.

Das Ziel diese Arbeit ist die Klarung der Frage, in wie weit Mutationen die Funktion der GTPase
Domine des OPA1 Proteins beeintrachtigen. Dabei soll u.a. gepriift werden, ob eine Korrelation
der GTPase Aktivitdt auf die OPA1 Funktion, sowie dem zelluldren Phinotyp besteht. Hierfiir
sollen Patienten-relevante OPA1 GTPase Mutanten biochemisch auf Verianderungen in ihrer
GTPase Hydrolyseaktivitit untersucht werden. AnschlieBend sollen zellbiologische Analysen der
OPA1 Mutanten in HeLa- und OPA1“”) MEF Zellen, wie auch in adOA Patienten-Lymphozyten
durchgefiihrt werden. Die Auswirkungen auf die Mitochondrienmorphologie miissen dabei quali-
tativ und quantitativ analysiert werden. Zunéchst erfolgt die Analyse in HeLa und OPA1“”) MEF
Zellen, die durch transiente Transfektion OPA1 Mutanten exprimieren. Im Anschluss wird die
Verdnderung der Mitochondrienmorphologie in den Lymphozytenzellen aus adOA Patient be-
stimmt. Zusétzlich soll in den Patientenlymphozyten die Respirationskapazitit tiberpriift werden.
Die gesammelten Daten zur Auswirkung der OPA1 GTPase Mutanten auf die gemessenen GTP-
Hydrolyse-Aktivitdten und die Mitochondrienmorphologie sollen als Grundlage dienen, um den
Einfluss der GTPase Domine auf die OPA1 Funktion zu bewerten. Vor diesem Hintergrund soll
im Anschluss durch Messungen der Respirationskapazitit der OPA 17 MEF und adOA Patienten

Zellen der Funktionsradius von OPA1 genauer definiert werden.

Das Ziel der Arbeit ist es, durch die Charakterisierung der GTPase Doméne einen Beitrag zur

Aufschliisselung des OPA1 Wirkmechanismus zu leisten.
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2 Materialien

2.1 Gerate

Filmprozessor

Gel Dokumentationssystem fiir Ethidiumbromid
gefarbte Agarose Gele

Fluoreszenzmikroskop
Gelelektrophorese System
GeneAmp PCR System 9600

Glaspotter
Inkubator
Phosphoimager Storm
Netzgerit

Schiittelinkubator

Semi dry Western blot Apparatur
Sonifizierer UP200 S (Ultraschall Desintegrator)

Spektrophotometer

Thermozykler

Zentrifugen

Curix 60, Agfa-Gevaert, NV, Mortsel, Belgien

Bio-Rad Chemidoc, BioRad Laboratories
GmbH, Miinchen

AxioPlan II, Carl Zeiss, Deutschland
Bio-Rad Mini Protean II, Deutschland

PE Biosystems, The Perkin Elmer Corporation,
USA

Polytron, Schweiz

Heraeus Instruments GmbH, Deutschland
Molecular Dynamics Inc., Californien, USA
Bio-Rad Laboratories GmbH, Deutschland

New Brunswick Scientific GmbH, Deutsch-
land

Bio-Rad Transblot SD apparatus; Deutschland
Dr. Hielscher GmbH, Deutschland

™
Bio-Rad Smart spec 3000, BioRad Labora-
tories GmbH, Deutschland
PTC100, MJ Research, Inc.; Watertown, USA
Biometra, Biometra GmbH, Deutschland
Bio-Rad Laboratories GmbH, Deutschland
RC-M150 GX, RC-5B, Ultra Pro80, Sorvall

GmbH, Deutschland
Mini spin plus, Eppendorf AG, Deutschland

2.2 Chemikalien, Reagenzien und Enzyme

ADP
Agarose
Ampicillin
Antimycin A
Benzonase
Bacto Agar
Bacto trypton

Sigma, Deutschland

Gibco Life Technologies, Deutschland
Sigma, Deutschland

Sigma, Deutschland

Merck, Deutschland

Difco, Becton Dickinson, Sparks, MD; USA
Difco, Becton Dickinson, Sparks, MD; USA



Bacto Hefeextrakt

BCIP/NBT Farbentwicklungs-Substrat
Bromophenolblau

Chloramphinicol

Complete Protease Inhibitor Cocktail
Cycloheximid

dATP, dCTP, dGTP, dTTP sodium salt
DNA molecular weight standards
DNase (RQ1 DNase)

DTT

Digitonin

ECL-Ldsungen

EDTA (Titriplex® III)
Ethidiumbromid, 1%

FuGene 6 Tranfektions Reagenz
Glucose

Glycerol

a-P*>-GTP

HEPES

Hoechst 33342

Hyperladder I DNA-Marker
Image-iT FX Signal Enhancer
Isopropanol

IPTG (Isolpropyl-1-thio-B-D-galactopyrosid)
Kanamycin

KCN

Lysozym

B-Mercaptoethanol

MitoTracker Green und Red
Ni-NTA Agarose

Nonidet P-40(NP-40)
Paraformaldehyd

-8 -

Difco, Becton Dickinson, Sparks, MD; USA
Promega, Deutschland

Sigma, Deutschland

Sigma, Deutschland

Sigma, Deutschland

Sigma, Deutschland

Amersham Pharmacia, Deutschland

MBI Fermentas, Deutschland

Promega, Deutschland

Serva, Deutschland

Merck, Deutschland

Amersham Biosciences, Deutschland
Merck, Deutschland

Fluka, Deutschland

Roche, Deutschland

Merck, Deutschland

Merck, Deutschland

Amersham, Deutschland

Sigma, Deutschland

Molecular Probes, Invitrogen, Deutschland
Bioline, Deutschland

Molecular Probes, Invitrogen, Deutschland
Merck, Deutschland

Amersham Biosciences, Deutschland
Sigma, Deutschland

Sigma, Deutschland

Boehringer Mannheim GmbH, Deutschland
Sigma, Deutschland

Molecular Probes, Invitrogen, Deutschland
Qiagen, Deutschland

Sigma, Deutschland

Sigma-Aldrich, Deutschland



PageRuler, vorgefarbter Protein Marker
PEG (Polyethylenglycol) 1500
Phenol

Restriktions Enzyme

Reverse Transcriptase (Superscript 11)
Poly-D-Lysin
PROLONG GOLD Einbettmedium

Protease Inhibitor Cocktail, complete-EDTA
frei

Rotenon

Roti-Loadl

Roti-Fekt Transfektions Reagenz
SDS (Sodiumdodecylsulfat)

TEMED (N,N,N',N'-Tetramethylethan-1,2-
diamin)

TRIS (2-Amino-2-[hydroxymethyl]propan-
1,3-diol)

Triton X-100
TRIzol

Tryptophanblau
Tween-20

Salze, Siuren, Basen und weitere Losungen, die nicht aufgefiirt werden, wurden als pro analysis

29

MBI Fermentas, Deutschland
Roche, Deutschland
Carl Roth, Deutschland

New England Biolabs, Amersham Pharmacia,
Deutschland

Gibco Life Technologies, Deutschland
Sigma, Deutschland
Molecular Probes, Invitrogen, Deutschland

Roche, Deutschland

Sigma, Deutschland

Carl Roth, Deutschland

Carl Roth, Deutschland
Merck, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deutschland

Merck, Deutschland

Sigma-Aldrich, Deutschland
Invitrogen, Deutschland

Invitrogen, Deutschland

Pierce Chemical, P/N 28320, Deutschland

Qualitit von Merck (Darmstadt, Deutschland) oder Sigma (Deisenhofen, Deutschland) bestellt.

2.3 Kits

Elongase Enzyme Mix

Gel Aufreinigungs Kit

HiSpeed Plasmid Aufreinigungs Kit (Mini, Midi)

Mitochondrienisolierungs Kit
PAGE Blue Protein Féarbelosung
PCR Aufreinigungs Kit

Plasmid Mini- und Midipreparation
RT-PCR

Invitrogen, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland

Pierce, Deutschland

Fermentas, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland
RETROScript, Ambion, Deutschland



-30 -

Quick Change XL site directed Mutagenesis Kit
Taq & AccuPOL DNA Polymerase
TOPO-XL PCR cloning kit

2.4 Verbrauchsmaterialien

3 MM Blotting Papier

Agar Platten Bio Assay Dish

Deckglaser (Durchmesser: 15mm, 22mm)
ECL- Filme

Eppendorf Reaktionsgefasse

Hybond-N Membran

Rinder IgG

Polypropylen Rohrchen 15 ml and 50 ml, sterile

Sterilfilter

Zellkulturflaschen, 12- und 6- well Platten (Zell-
kulturplatten mit Vertiefungen)

Zentrifugenfilter Microcon (Y-10 10kDa und Y-30
30kDa cut off)

2.5 Zellen und Vektoren

BL21-(DE3)-RIL kompetente Bakterien
COS7

DH5a chemokompetente Bakterien
HeLa

LCL (lymphoblastoide Zelllinien)

MEEF (e8,5; viral immortalisierte Zelllinien)

pcDNA3 Vektor
pET21d Vektor
XL-Gold chemokompetente Zellen

Stratagene, USA
Biomol, Deutschland

Invitrogen, Deutschland

Whatman GmbH, Géttingen, Deutschland
Nunc GmbH & Co. KG, Deutschland
Carl Roth, Deutschland

Amersham biosciences, Deutschland
Eppendorf, Deutschland

Amersham biosciences, Deutschland
Bio-Rad, Deutschland

Greiner Labortechnik GmbH, Deutsch-
land

Cellulose nitrate membrane 0,2 und 0,4
um; Deutschland

TPP, Schweiz

Millipore, Deutschland

Stratagene, USA

M.Gossen, MDC-Berlin, Deutschland
Invitrogen, Deutschland

M.Gossen, MDC-Berlin, Deutschland

M.Schiilke und T.Rosenberg, Charite-
Berlin, Deutschland

D.Chen, California Institut fiir Technolo-
gy, USA

Invitrogen, Deutschland
Merck Bioscience, Deutschland

Invitrogen, Deutschland
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2.6 LoOsungen, Puffer und Bakterienmedien

Antibiotika (1000x)

AP-Substratpuffer

6x DNA Ladepuffer

GTPase Hydrolyse Assay
Reaktionspuffer (10x)

Reaktionsmixtur (4x)

Aktivitdtspuffer

Laufmittel fir DC

5x Laemmli Puffer

LB Medium

LB-Agar

Mitochondrien Isolierungspuffer (fiir

Enzymaktivititsmessung)

50 mg/ml Ampicillin; 30 mg/ml Kanamycin
34 mg/ml Chloramphenicol

100 mM Tris-HC1

5 mM MgCl,

0,01 mM ZnCl,; pH 9,7

16,5 pl (50mg/ml) BCIP + 33 pl (50mg/ml) NBT

0,2% (w/v) Bromophenolblau
60% (v/v) Glyzerinl
60 mM EDTA

500 mM Tris-HC1
1 mM DTT

5 mM MgCl,
0,02%(w/v) BSA

1x Reaktionspuffer
0,6 mM GTP

10 puCi o*?P GTP ad 20ul H,O
Ix Reaktionsmixtur

1x Reaktionspuffer

1 pg Protein auf 30ul H,O

IM LiCl,/Acetat

1,5 g [19,8 mM] SDS

3,5 ml [479,6 mM] Glycerin

3,2 ml von 1M Tris-HCI [320 mM] ; pH 6,8
100 mg [14,4 mM] Bromphenolblau

2,5 ml [0,358mM] B-Mercaptoethanol

H,O auf 10ml

Bacto-trypton 10 g
Bacto-Hefeextrakt 5g
NaCl 10 g; pH 7,2

H,0 auf 1L autoklaviert

LB medium
15 g/l Bacto Agar

Losung A:1,5 M Saccharose
Losung B: 1 mM Tris-HCL; pH 7,6



Polarografie
Antimycin A
Ascorbat
Digitononl6sung
Dithionit

Glutamat
Glycerol-3-Phosphat
KCN

Medium A

Rotenon
TMPD
PBS

Proteinelutionspuffer

Proteinexpressionspuffer

SDS-Laufpuffer

TE Puffer

50x TAE Puffer

10x TBS
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10 uM in Ethanol

1 M in H,O, pH 7,0

50 pg/ml in Medium A

1 g/ml in H,O, pH 7,0

1 M in H,O, pH 7,0

1 M in H,O, pH 7,0

200 uM in Medium A, pH 8,0
20 mM HEPES, pH 7,1

250mM Sucrose

10 mM MgCl,

100 uM in Ethanol

40 mM in Medium A

PBS Dulbecco ohne Mg**, Ca*
25 mM Tris

192 mM Glycin

0,1% SDS

P1 : 50 mM NaH,PO,4, 300 mM NaCl;

0,1%(v/v)Triton-X100, 1 mg/ml Lysozym,
1 U/ml Benzonase; pH 8,0

P2: 50 mM NaH,PO4, 300 mM NaCl, 10%(v/v)

Glycerol,10 mM B-Mercaptoethanol, 60 mM
Imidazol; pH 8,0

P3: 50 mM NaH,PO,4, 300 mM NaCl, 10%(v/v)
Glyzerin, 10 mM B-Mercaptoethanol, IM
Imidazol; pH 8,0

25 mM Tris-HCI

190 mM Glycin

0.1% SDS

10 mM Tris-HCI
1 mM EDTA; pH 8,0

242 g Tris

57,1 ml Acetat (min 99,8%)
100 ml 0,5 M EDTA; pH 8,0
H,0 auf 1L

100 mM Tris-HC1

9% (w/v)NaCl; pH 7,4



Western Blot
Antikdrper-Losung

Transferpuffer

Waschpuffer

Blockierungslosung

Zelllysepuffer zur Proteinextraktion (fiir
Zellkultur)
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1x TBS
0,01% (v/v) Thimerosal
3% (w/v) BSA

25 mM Tris
190 mM Glycin
15% Methanol

1x TBS

0,5% (v/v) TWEEN 20
1x TBS
3% (w/v) BSA

50 mM Tris HCI

150 mM NacCl

SmM EDTA

10 mM EGTA

1% (v/v) NP-40

1x Proteaseinhibitor Cocktail; pH 7,0

Plasmidklone wurden in 25% (v/v) Glycerol bei -80°C gelagert.

2.7 Zellkultur L6sungen:

Maus Fibroblasten Medium (Feeder):

HelLa Medium

500 ml Dulbecco's MEM (DMEM) mit Glutamax I-
4,5 g/l Glucose- mit Pyridoxin, Natriumpyruvat (Gib-
co BRL)

60 ml fotales Kélberserum (FCS; Hitze inaktiviert bei
56°C fiir 45 min, Gibco BRL)

5,7 ml 100x nicht-essentielle Aminoséduren (Gibco
BRL)

5,7 ml Penicillin/Streptomycin-Lésung (10.000 U/ml
Penicillin G/10 mg/ml Streptomycin; Gibco BRL)

1,2 ml 50 mM B-Mercaptoethanol (Gibco BRL)

500 ml Dulbecco's MEM (DMEM) mit Glutamax I-
4,5 g/1 Glucose, mit Pyridoxin, Natriumpyruvat (Gib-
co BRL)

60 ml fotales Kalberserum (FCS; Hitze inaktiviert bei
56°C fiir 45 min, Gibco BRL)

5,7 ml Penicillin/Streptomycin-Lésung (10.000 U/ml
Penicillin G/10 mg/ml Streptomycin; Gibco BRL)



Medium fiir Lymphoblastoide Zellen (LCL)

Trypsin/EDTA

2.8 Antikorper

2.8.1 Priméare Antikorper
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500 ml RPMI 1640 mit L-Glutamin 300 mg/ml- 2
mg/l Glucose- Glutathion 1 mg/ml- HEPES 25mM

(Gibco BRL)

60 ml fotales Kdlberserum (FCS; Hitze inaktiviert bei

56°C fiir 45 min, Gibco BRL)

5,7 ml Penicillin/Streptomycin-Lésung (10.000 U/ml
Penicillin G/10 mg/ml Streptomycin; Gibco BRL)

0,05% Trypsin mit 0,53 mM EDTA*4Na (Gibco

BRL)

Antikorper Hersteller Verdinnung
Monoklonal Maus anti- § actin Sigma 1:5.000 WB
Monoklonal Maus anti-Cytochrom C BD Pharmingen 1:300 IHC
Polyklonal Kanninchen anti-Cytochrom C Santa Cruz Biotechnology 1:200 THC;
1:500 WB
Monoklonal Maus anti-HSP60 Sigma 1:300 THC
Monoklonal Maus anti-OPA1 (As 266- V.R. Akepati 1:5.000 WB;
520; GTPase Domine) 1:1.000 IHC
Polyklonal Kanninchen anti-Porin Abcam 1:300 WB
OXPHOS Complex Detection Cocktail MitoScience 1:250 WB
Tab. 4: Liste verwendeter primarer Antikorper
2.8.2 Sekundare Antikorper
Antikorper Hersteller Verdunnung
Ziege anti-Maus IgG, HRP gekoppelt Sigma 1:8.000 WB
Ziege anti-Maus IgG, AP gekoppelt
Ziege anti-Kanninchen, HRP gekoppelt Sigma 1:8.000 WB
Ziege anti-Kanninchen, AP gekoppelt
anti-Maus IgG AlexaFluo-594 Molecular Probes, Invitrogen 1:800 THC
anti-Maus IgG AlexaFluo-488 Molecular Probes, Invitrogen 1:800 THC
anti-Kanninchen IgG AlexaFluo-594 Molecular Probes, Invitrogen 1:800 THC
anti-Kanninchen IgG AlexaFluo-488 Molecular Probes, Invitrogen 1:800 IHC

Tab. 5: Liste verwendeter sekundérer Antikdrper
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2.9 Primer (Oligonukleotide)

2.9.1 Primer zur Mutagenese

Name Sequenz (5°-3")
Glu270Lys-F CAT GTA TTC TAA AGT TCT TGA TG
Glu270Lys-R CAT CAA GAA CTT TAG AAT ACA TG
Arg290Trp-F CAT CTG CCA TGG GTT GTT GTG
Arg290Try-R CAC AAC AAC CCA RTGG CAG ATG
Gly300Glu-F GAG TGC TGA AAA GAC TAG
Gly300Glu-R CTA GTC TTT TCA GCA CTC
Thr323Ala-F GAA GAT GAT GGC ACG TTC TCC AG
Thr323Ala-R CTG GAG AACGTG CCATCATCT CC
Leu396Arg-F AGG ATG GTG CGT GTT GAC TTA CC
Leu396Arg-R TAA GTC AAC ACG CAC CAT CCT
Thr503Lys-F GCT GTT GTA AAA GGA AAA GGG
Thr503Lys-R CCCTTTTCCTTT TAC AAC AGC

905STOP-F GAA GTT AGG TGA TTA GAG
905STOP-R CTC TAATCA CCT AACTTC

Tab. 6: Liste verwendeter Oligo-Nukleotide fiir die Mutagenese PCR; F: vorwirts; R: riickwarts

2.9.2 Primer zur Proteinexpression

Name Sequenz (5°-3")
F-Nhe-GTP_805 GTG GCT AGC ATG TAT TCT GAA GTT CTT GAT G
270 F-Nhe-GTP_805 GTG GCT AGC ATG TAT TCT AAA GTT CTT GAT G
R-Xho-GTP_1839 GCA CTC GAG AACCTG GCT CAG ACT GAT AACT

Tab. 7: Oligo-Nukleotide fiir die DNA Synthese zur Proteinexpression der OPA1 GTPase Domiéne

2.10 Software

analySIS Soft Image System GmbH, Deutschland
Axio vision 3.1 Carl Zeiss Vision GmbH, Deutschland
DNAStar Madison, Wisconsin, USA

Image Quant Molecular Dynamics Inc., Californien, USA

Photoshop Adobe, USA
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3 Methoden
3.1 Molekularbiologische Methoden

3.1.1 Phenolextraktion und Ethanolfallung

Fiir die Extraktion von DNA mit Phenol wurde die DNA-LOsung zuerst einmal mit einem Vo-
lumen Phenol und anschlieBend zweimal mit einem Volumen des Phenol/Chloroform-
/Isoamylalkohol Gemisches (Verhéltnis 25:24:1) ausgeschiittelt (Sambrook, 1989). Dabei sam-
melten sich die Proteinverunreinigungen an der Grenzflache zwischen organischer und wéssriger
Phase. Zur besseren Phasentrennung wurde jeweils fiir 5 min bei 16.100xg in einer Eppendort-
Tischzentrifuge zentrifugiert, bevor die obere wéssrige Phase abgenommen wurde. Mit Hilfe der
Ethanolféllung wurden wissrige DNA-Ldsungen konzentriert und unerwiinschte Salze entfernt.
Dazu wurde die Losung mit einem Volumen an 100% (v/v) Ethanol (-20°C) versetzt und 30 min
bei 4°C mit 16.000xg zentrifugiert. AnschlieBend wurde das Prézipitat mit eiskaltem 70% (v/v)
Ethanol gewaschen und nach erneuter 20 min Zentrifugation an der Luft getrocknet. Die isolierte

DNA wurde in sterilem Wasser aufgenommen.
3.1.2 Reinigung von PCR—Produkten und Plasmid-DNA

2,5 ml LB Medium wurden mit einzelnen Kolonien angeimpft und entsprechend des Plasmid-
resistenzgens mit Antibiotikum selektiv bei 37°C iiber Nacht unter Schiitteln angezogen. Die
Zellen wurden bei 10.000xg 1 min. pelletiert und die Plasmid DNA mittels QIAGEN Plasmid
Mini Kit isoliert. Gemil3 Herstellerprotokoll wurden die Zellen unter alkalischen Bedingungen
durch SDS lysiert und die DNA denaturiert. Die anschlieBende Neutralisation unter hoher Salz-
konzentration (3M) ermdglichte die Abtrennung der prézipitierten chromosomalen DNA, der
Proteine, der Zelldebris und des SDS von der kleineren renaturierten in Losung befindlichen
Plasmid DNA. Letztere bindet an die Silica-Gel Membran, wird mit 70% Ethanol gewaschen
und bei niedrieger Salzkonzentration in TE Puffer eluiert. Die Reinigung, Entsalzung und Eluti-
on mit TE Puffer von PCR-Produkten erfolgte ebenfalls mit Hilfe von Mikro-
zentrifugationssdulen (Quiagen Kit) gemil Herstellerprotokoll.

3.1.3 Konzentrationsbestimmung von DNA
Die Konzentration von DNA-L&sungen wurde durch Messung der Extinktion bei 260 nm
(OD260) mit einem UV/VIS Spektrophotometer bestimmt. Ein Wert von 1,0 bei OD260 ent-
spricht 50 pg/ml doppelstrangiger bzw. 33 pg/ml einzelstrangiger DNA. Gegebenenfalls wurden

die Losungen so verdiinnt, dass die Messung im linearen Bereich (OD260: 0,1 -1,0 Absorptions-
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einheiten) erfolgte. Zur Bestimmung der Qualitdt und damit der Proteinfreiheit der Proben wurde

der Quotient OD260/280 bestimmt, wobei ein Verhéltnis von rund 1,8 als gut bewertet wurde.
3.1.4 DNA-Amplifizierung durch Polymerasekettenreaktion (PCR)

Bei der Polymerasekettenreaktion (PCR) kann durch wiederholtes Durchlaufen eines Reaktions-
zyklus - die Trennung der Matrizenstringe, Anlagerung von kurzen spezifischen einzel-
strangigen Oligonukleotiden (Primern) an die einzelstringigen Matrizen und darauf folgende
Verlidngerung dieser Primer durch eine thermostabile DNA—Polymerase - eine exponentielle
Vervielfiltigung der Matrizen-DNA erreicht werden (Saiki et al., 1988; Saiki et al., 1985). Ein
typischer Reaktionsansatz von 50 ul enthielt 1-2 U der thermostabilen DNA-Polymerase, 5 pl
zehnfach konzentrierten Reaktionspuffers, 5 pM der beiden Oligonukleotide, 150 uM aller vier
dNTPs und ca. 1-100 ng der Matrizen-DNA. Da die DNA-Polymerasen magnesiumabhéngig
sind, war im zehnfach konzentrierten Reaktionspuffer Magnesiumchlorid fiir eine End-
konzentration von 1,5 mM vorhanden. Als thermostabile DNA-Polymerase wurden die 7Tag-
Polymerase aus Thermus aquaticus und die Pfu-Polymerase aus Pyrococcus furiosus verwendet.
Die Tag-Polymerase zeichnet sich durch hohe Prozessivitdt und Geschwindigkeit aus. Die Pfu-
Polymerase ist langsamer und weniger prozessiv, besitzt aber eine 3’-5"-Exonukleaseaktivitit,
die die Fehlerrate bei der Amplifikation erheblich verringert (,proofreading®). Ein typischer
Reaktionsverlauf begann mit einer fiinfminiitigen Vorinkubation bei 94°C, um die Matrizen-
stringe vollstandig zu denaturieren. Es folgten 25-35 Reaktionszyklen aus Denaturierung der
Matrizenstrange (mind. 1 min bei 94°C), Anlagerung der spezifischen Oligonukleotide (45 s bei
50-55°C) und Synthese der DNA (1 bis 6 min bei 72°C, je nach Lénge des Matrizenstranges).
Nach Ablauf der Reaktionszyklen wurden unvollstidndig synthetisierte DNA-Stringe durch fiinf-
miniitige Inkubation bei 72°C vervollstindigt. Die Entstehung des entsprechenden Produkts

wurde anschlieBend auf einem Agarosegel kontrolliert.
3.1.5 Restriktionsverdau

Die sequenzspezifische Spaltung von DNA erfolgte mit Restriktionsendonukleasen. Dabei wur-
den die vom Hersteller (New England Biolabs) mitgelieferten Puffer verwendet. Fiir 1 ug DNA
wurden 1-2 U des entsprechenden Restriktionsenzyms eingesetzt. Die Ansdtze wurden fiir min-

destens 2 h bei der vom Hersteller angegebenen Temperatur inkubiert.
3.1.6 Ligation von DNA

Die Ligation von DNA-Fragmenten erfolgte mit T4-DNA-Ligase (New England Biolabs). Dazu

wurden ca. 50 bis 200 ng des linearisierten Vektors und ein ungefihr vierfacher molarer Uber-
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schuss des zu klonierenden Fragments eingesetzt. Auflerdem enthielt ein 20 ul Ligationsansatz 2
pl des entsprechenden zehnfach konzentrierten Reaktionspuffers (Endkonzentration: 50 mM
Tris-HCL; 10 mM MgClp; 10 mM DTT; 1 mM ATP; 25 pg/ml BSA; pH 7,5), 1 U T4-DNA-
Ligase und die entsprechende Menge Wasser. Die Ligation erfolgte fiir mindestens 4 h, norma-

lerweise iiber Nacht, bei 16°C.
3.1.7 Mutagenese von Punkmutationen in OPAL1 pcDNA3

Gemil Herstellerprotokoll des Mutagenese Kits (Stratagene) wurde Plasmid-DNA mit enthalte-
ner humaner wildtyp OPA1-DNA (offener Leserahmen, Isoforml KIAA0567 in pcDNA Vektor -
Geschenk von C. Alexander) unter Verwendung spezieller o.g. Primer mittels PCR amplifiziert, so
dass die Tochter-DNA eine Basensubstitutionsmutation trug, die zu einer Verdnderung der ur-
spriinglich kodierten Aminosiure fithrte. Da die eingesetzte DNA aus dam’ Bakterienzellen
stammte und somit methyliert war, konnte durch einen Verdau mit Dpnl festgestellt werden, ob
die unmethylierte Tochter-DNA amplifiziert wurde. Nach dem Kontrollverdau mit Dpnl wurde
ungeschnittene Tochter-DNA in DH5a Zellen transformiert. Die gewachsenen Kolonien wurden

sequenziert und bei positivem Ergebnis erneut angezogen, um Plasmid-DNA aufzureinigen.

Exon | Name Basenaustausch | Aminosaureaustausch Referenz
8 2700PA 808G->A Glu270Lys Pesch et al., 2001
8 2900PA 868C->T Arg290Trp Pesch et al., 2001
9 3000PA 899G->A Gly300Glu Toomes et al., 2001
9 3230PA 976A -> G Thr323Ala abgeleitet nach Frank et
al., 2001
12 3960PA 1188T->G Leu396Arg Delettre et al., 2000
15 5030PA 1508C->A Thr503Lys Thiselton et al., 2002
25 9050PA 2647 C->T 905STOP abgeleitet nach Toomes et
(fehlende CC2-Domaéne) al. 2001,

Tab. 8: OPA1 DNA Mutationsvarianten erzeugt mittels Mutagenese

3.1.8 DNA—Sequenzierung

Die DNA Sequenzierung erfolgte durch die Firmen Invitek (Berlin) oder MWG Biotech GmbH
(Ebersberg).

3.1.9 Einklonierung der OPA1-GTPase Mutanten in den Bakte-
rienexpressionsvektor pet21d
Mit den Primern F-Nhe-GTP 805 bzw.270 F-Nhe-GTP_805 und R-Xho-GTP 1839 und der

DNA der OPA1 Mutationsvarianten als Matrize wurden die Mutationsvarianten der GTPase

Doménen von OPA1 amplifiziert. Mit Hilfe der Nhel und Xhol Schnittstellen wurden die PCR-
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Produkte nach einer Gelextraktion in den Bakterienexpressionsvektor pet21d, der eine C-

terminale 6xHis Markierung enthielt, kloniert.

Temperatur [°C] Zeit [s]
95 180
94 30
52 45 30 Zyklen
72 120
72 300

Tab. 9: PCR -Programm zur OPA1-GTPase Mutanten-DNA Amplifizierung

Unter Kontrolle des T7 Promotors wurden die sieben OPA1 Mutationsvarianten (2700PA,
2900PA, 3000PA, 3230PA, 3960PA, 5030PA) und die wildtyp OPA1 GTPase Doménen

exprimiert.
3.1.10 Agarosegel Elektrophorese (DNA)

Die konventionelle Agarosegelelektrophorese wurde zur Analyse von DNA Fragmenten verwen-
det. Die elektrophoretische Mobilitdt der DNA hingt hauptsidchlich von ihrer GroB3e ab, aber
auch die Konformation beeinflusst den Lauf. Je nach Fragmentgro3e wurden 1-2% Agarosegele
verwendet, denen 1 pug/ml Ethidiumbromid zur Visualisierung der DNA Banden zugesetzt war.

Die Elektrophorese wurde in 1x TAE Puffer durchgefiihrt.
3.1.11 Proteinextraktion aus eukaryotischen Zellen

Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen, trypsiniert und zum Abstoppen der Enzymreaktion in
Kulturmedium aufgenommen. Die Zellsuspension wurde bei 800xg fiir 6 min abzentrifugiert,
einmal mit PBS gewaschen und erneut pelletiert. Das Pellet wurde in Zelllysepuffer aufge-

nommen, 30 min auf Eis stehen gelassen und dann ultraschallbehandelt:

Amplitude Starke [%0] Zeit [s] | Wiederholung

0,5 40 20 3 Nach jeder Wiederholung er-
1.0 30 15 1 folgte 20 s Inkubation auf Eis

Tab. 10: Sonifizierungsintervalle zum Aufbrechen von eukaryontischen Zellen

Um die Zelldebris von den zytoplasmatischen Proteinen abzutrennen, wurde die Zellsuspension
bei 16.000xg fiir 20 min bei 4°C abzentrifugiert, und die Konzentration der 16slichen Proteine,

die sich im Uberstand befanden, nach Bradford bestimmt. Die Lagerung erfolgte bei -20°C.
3.1.12 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Die Konzentrationsbestimmung von Proteinen erfolgte nach der Methode von Bradford (Brad-

ford, 1976). Dazu wurde das ,,BioRad Proteinassay* Reagenz (BioRad) im Verhiltnis 1:5 mit
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Wasser verdiinnt und 1 ml zu den Proben gegeben. Nach 5 min Inkubation bei RT wurde die
Absorption bei 595 nm bestimmt. Anhand einer Eichkurve, ermittelt mit Rinder IgG, konnte die

Proteinkonzentration in den Proben berechnet werden.
3.1.13 SDS-Polyacrylamid-Gel Elektrophorese (SDS-PAGE)

Die Proteinproben wurden in Laemmlipuffer erhitzt (95°C fiir 5 min) und je nach Proteingrof3e
auf 8% -12% mini SDS-PAGE Gelen aufgetrennt (Mini-protein II Dual Slab Cell, Bio-Rad;
Laemmli 1970). Die Hitzeinkubation wurde bei Proben fiir die Detektion der Respirations-
komplexe ausgelassen, um die korrekte Antigenerkennung der Antikérper (OXPHOS Complex
Detection Cocktail, MitoScience) zu gewihrleisten. Die durch SDS denaturierten und durch 8-
Mercaptoethanol in ihren Thiol-Bindungen reduzierten Proteine erhalten eine stabdhnliche Form
und tragen eine einheitliche negative Ladung mit einem Ladungs-Massen-Verhiltnis, das sich
proportional zum Molekulargewicht verhilt. Die Gele wurden mit kolloidalem Coomassie G-250
(PageBlue, Fermentas) geféarbt und die Grof3e anhand des Laufverhaltens eines vorgefarbten Mo-

lekulargewichtmarkers bestimmt (PageRuler prestained Marker, Fermentas).

3.1.14 Proteintransfer auf Nitrozellulosemembranen (Western

Blot)

Um Proteine nach der elektrophoretischen Auftrennung immunologisch nachweisen zu konnen,
wurden sie nach dem Halbtrockenverfahren auf Nitrozellulosemembranen transferiert (Towbin et
al., 1979). Es wurde ein Sandwich aus Nitrozellulosemembran und Gel zusammengestellt, die
sich zwischen einer Lage extra dicken Whatman Filterpapier befanden. Alle Komponenten wur-
den zuvor in Transfer-Puffer (4°C) getrdnkt, in der o.g. Reihenfolge luftblasenfrei nacheinander
auf die untere Graphitelektrode (Anode) aufgelegt und dann mit der oberen Graphitelektrode
(Kathode) abgedeckt. Der Transfer der Proteine erfolgte fiir 55 min bei 10 V fiir Proteine zwi-
schen 80-180 kDa und 35 min bei 10 V fiir Proteine kleiner als 50 kDa. Um unspezifische Bin-
dungsstellen abzusittigen, wurde die Membran zweimal kurz mit dH,0 gespiilt und bei RT 1 h in
BSA- oder Magermilchpulver-haltiger Blockierungslosung geschwenkt. Danach erfolgte die
Antikdrperinkubation (Immundekoration). Zuerst wurde 1,5 h bei RT mit primiren Antikdrpern,
der in Verdiinnungspuffer vorlag, inkubiert und anschlieBend nach dem Waschen (3x10 min mit
Waschpuffer) die Inkubation mit sekunddrem Antikorper fiir 1 h. Dieser Antikdrper war abhan-
gig vom primédren Antikorper gegen IgG von Kaninchen oder Maus gerichtet, die an Meerret-
tich-Peroxidase (HRP) oder alkalische Phosphatase (AP) gekoppelt waren. Anschlieend wurde
erneut gewaschen und die gebundene Peroxidase iliber ein Chemolumineszenz-Substrat (ECL,

Amersham Biosciences) auf ECL-Film automatisch in einem Curix60 Filmprozessor entwickelt.
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AP-gebundene Antikorper wurden durch Zugabe des AP-Substratpuffers in Dunkelheit entwi-
ckelt und durch Spiilen mit destilliertem H,0 abgestoppt. Die so visualisierten spezifisch geférb-
ten Proteinbanden wurden zur Dokumentation mittels Matroxscanner eingelesen und als Bildda-

tei abgespeichert.
3.1.15 Expression und Aufreinigung von OPA1-GTPase Varianten

Die sechs Plasmide mit einer Punktmutation in der GTPase Domine von OPA1 und der Wildtyp
(ca. 42 kDa), sowie der Leervektor pet21 wurden in BL21(DE3)-RIL transformiert. Die trans-
formierten Zellen wurden in 500 ml LB-Medium bei 37°C unter Schiitteln kultiviert und bei ei-
ner OD600 von 0,4-0,6 die Proteinexpression durch Zugabe von 40 uM IPTG und einer weiteren
Inkubation bei 27°C fiir 2 h induziert. Alle folgenden Schritte erfolgten bei 4°C bzw. auf Eis und
vorgekiihlten Materialen und Losungen. Die Zellen wurden 10 min bei 10.000xg abzentrifugiert,
das Pellet mit Puffer P1 resuspendiert und 30 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde Protea-

seinhibitorcocktail (Roche) zugesetzt und die Zellsuspension sonifiziert:

Amplitude Stéarke [%0] Zeit [s] | Wiederholung

0,5 40 20 3 Nach jeder Wiederholung er-
1,0 30 30 1 folgte 20 s Inkubation auf Eis

Tab. 11: Sonifizierungsintervalle zum Aufbrechen von Bakterien

Die aufgebrochenen Zellen wurden bei 12.000xg 20 min abzentrifugiert und der Uberstand auf
mit P2-Puffer vordquilibrierte Ni-NTA Saulen (Séulenvolumen 1ml) geladen. Zur Bindung der
His-markierten Proteine an die Ni-NTA Matrix rotierte die Mischung fiir 1h auf einem Drehrad,
um die Sdule im Anschluss dreimal mit je einem Saulenvolumen P2 von unspezifisch gebunde-
nem Protein zu befreien. Die Proteine wurden mit 1 2 Sdulenvolumen P3 von der Sédule mittels
kompetetiver Verdringung des Histidin-Tags durch Imidazol eluiert und durch Zentrifugation in
YM-30 Zentrifugenfilterrdhrchen (Microcon, Millipore) bei 14.000xg aufkonzentriert. Die Be-

stimmung der Proteinkonzentration erfolgte nach Bradford.
3.1.16 GTPase Hydrolyseaktivitdtsmessung

Zuerst wurde der Aktivititspuffer auf Eis zusammengemischt aus 2,5 pl Reaktionspuffer, 5 pl
Reaktionsmixtur, 1pug Protein in Proteinelutionspuffer bzw. keinem Protein als Leerwert und
dann mit dH,O auf 30 pl Reaktionsvolumen aufgefiillt. Die Reaktion erfolgte bei 37°C fiir 1 h
unter leichtem Schiitteln. Zur Auftrennung des GTP** von den Reaktionprodukten P und GDP*
wurden zweimal 1 pl Tropfen der Reaktion auf PEI-Zelluloseplatte aufgetragen und in eine Glas-
kammer mit Laufmittel gestellt. Nachdem das Laufmittel sich von unterhalb des Auftragungs-

ortes bis kurz zum Plattenende hochgesaugt hatte, wurde die Platte getrocknet, in Frischhalte-
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folie gewickelt und auf eine wiederverwendbare Expositionsplatte gelegt. Nach einer Belichtung
von lh in einer Fotokassette wurden die radioaktiven Banden auf dem Phosphoimger (Molecular
Dynamics) eingelesen und mit ImageQuant die Intentsitdten quantifiziert. Als Positiv-Kontrolle
wurde wtGTP (100% Aktivitdt) und als Negativ-Kontrolle der Leervektor (pet; 0% Aktivitit)

verwendet.
3.1.17 Immunozytochemie

Séugerzellen (MEF, HeLa) wurden auf Deckgldsern ausgesit und setzten sich liber Nacht ab. Mit
300-500 nM MitoTrackerGreen oder Red (Molecular Probes) wurden die Mitochondrien in le-
benden Zellen gefarbt. Dabei durchdringt der Farbstoff die Zell- und Mitochondrienmembranen
und verbleibt aufgrund des Aktionspotentials spezifisch in den Mitochondrien. Hierfiir werden
die Zellen in Zellkulturmedium mit MitoTracker fiir 45 min bei 37°C inkubiert, und durch Aus-
tausch mit normalem Medium gewaschen (1 h, 37°C).

Danach wurden die Zellen, wie nach jedem noch folgenden Inkuationsschritt, 3-mal mit PBS
gewaschen. Bei notwendiger zusétzlicher Anfarbung des Zellkerns wurde Hoechst 33342
(1pg/ml) im Medium fiir 5 min verwendet. Nach der sich anschlieBenden Fixierung der Zellen
mit 4% (w/v) Paraformaldehyd in PBS fiir 30 min bei 4°C erfolgte entweder eine Antikorper-
farbung oder eine direkt Betrachtung der Proben unter dem Fluoreszenzmikroskop (AxioPlan II).
Bei der Antikorperfarbung wurden dem Fixiermedium zur Permeabilisierung 0,01% (v/v) Triton-
X100 zugesetzt, gefolgt von der Blockierung unspezifischer Bindungsstellen fiir 20 min bei RT
mit 3% BSA in PBS. Nach der Blockierung wurden zur Verminderung des Ausbleichens der
Fluoreszenzfarbstoffe die Proben in Image-iT FX Signal Enhancer (Molecular Probes) weitere
20 min bei RT geschwenkt. Die primdren Antikorper wurden in 3% (w/v) BSA/PBS verdiinnt
und bei 4°C {iiber Nacht oder bei RT, 2 h geschwenkt. Zur Detektion wurden fluoreszenz-
konjugierte (Alexa-488: griin; Alexa-594: rot) sekundédre Antikorper (2 h, RT) verwendet. Das
Einbetten der Proben erfolgte mit ProLong Gold Antifade (Molecular Probes).

Filtersatz (Zeiss)

Exitation [nm]

Emission [nm]

02 365 397
09 450-490 515-565
00 530-585 615

Tab. 12: Zeiss Filtersdtze wurden fiir das Fluroszensmikroskopie AxioPlan II verwendet.
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3.2 Zellbiologische Methoden

3.2.1 Kultivierung von LCL (lymphoblastoide) Zelllinien

Zum Erhalt lymphoblastoider Zellen wurden Lymphozyten aus Patienten isoliert und mit

Eppstein-Barr-Virus (EBV) immortalisiert. Folgende adOA-Patienten LCLs wurden uns von Dr.

T. Rosenberg (Koppenhagen, Danemark) zur Verfiigung gestellt:

LCL- Name/ | Sichtrechts | Farbsehen Visuelles Feld Alter bei Diagnose/
Geschlecht Sicht links Alter bei Untersu-
chung
KSP/ 0,1 schwer R/G | G IV/le normal rechts, 6/
m 0.05 zentral Skotoma links 43
LN/ 0,5 n.d. O klein parazentral und 28/
W 0.5 peripheral Skotoma 37
MMN/ 0,1 n.d. GI/leund IV/1e 7/
W 0,1 normal 48
MNJ/ 0,3 Medium G I/4e normal 5/
W 03 R/G/B 18
SBE/ 0,1 Medium G II/4¢ normal rechts, 7/
m 0.1 R/G/B kleines parazentrales 35
A) ’ Skotoma links
LCL-Name Mutation im OPA1 Gen
LN Bisher keine Mutation im OPA1 Gen detektiert
KSP 18 Nukleotid Deletion in Exon 2 (mitochondriale Leitsequenz) zwischen den
Nukleotiden 112-129, dadurch fehlen 6 Aminoséduren (c.112_129del 18 )
MNJ, Deletion von 16As, Insertion von 22As in Exon 28 (CC2-Doméne), mit Stop
MMN Kodon — Leserahmenverschiebung ( ¢.2826delT)
SBE 4 Nukleotid Substitution nach Exon 24 von Adenin zu Guanin, wodurch
B) Exon 24 tibersprungen wird (Exon 24 ¢.2496+4A>QG)

Tab. 13: A) Klinische Ubersicht LCLs Zellen aus Patienten mit optischer Atrophie. B) Ubersicht der Mutationen im
OPAL1 Gen fiir adOA LCL Zellen. m: méannlich, w: weiblich, R: rot, G: griin, B: blau, n.d.: nicht detek-
tierbar, G: Goldmann, O: Octopus
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Prof. Dr. M. Schiilke (Charite, Berlin) {iberlie3 uns folgende Kontroll-LCLs:

LCL-Name/ Geschlecht Art

171/ w Komplex I Mangel
324/ m Komplex IV Mangel
531/ m Komplex I Mangel
552/ w Normalkontrolle
267/ m Normalkontrolle
081/ m Normalkontrolle
109/ m Normalkontrolle
119/ w Normalkontrolle

Tab. 14: Ubersicht iiber Kontroll-LCLs; bei den Komplexen handelt es sich um die Respirationskomplexe

3.2.2 Kultivierung priméarer MEF (Maus embryonale Fibroblasten)

Zellen

Entnommene in PBS gewaschene Mausembryonen (OPA1™", OPA1 ™) des 12-ten embryonalen
Tages (e12) wurden mit einem Skalpell zerschnitten und in 0,05% Trypsin/EDTA mit DNAse
(1U) 45 min bei 37°C inkubiert. Nach der enzymatischen Aufspaltung wurden die Zellklumpen
erneut durch Scherkréfte mittels mehrfachen Auf- und Abpipettierens durch eine 1 ml Pipette
zerkleinert. Die Zellen wurden dann auf einer 12-Well Zellkulturplatte ausgesét und setzten sich
tiber Nacht bei 37°C, 5% CO, und 95% Luftfeuchtigkeit ab. Die Zellen wurden bei einer Zell-
dichte von 85% mit Trypsin/EDTA passagiert.

3.2.3 Kultivierung Viral-immortalisierter MEF Zellen

Maus embryonale Fibroblasten (MEFs) wurden aus OPA1"* und OPA1”~ Embryonen des 8,5-ten
embryonalen Tages (e8,5) im Labor von D. C. Chan (USA) gewonnen. OPA1™" Miuse
(C57BL/6 gekreuzt mit 129/0la) wurden zuerst mit dem Black Swiss Stamm riickgekreuzt, der
Wurf wurde seziert und die embryonalen Fibroblastenzellen wurden in DMEM mit 15% fotalem
Kalberserum, 1 mM L-Glutamin, 1 mM Pyruvat und 50 pg/ml Uridin kultiviert. Nach der ersten
Passage wurden die wildtyp (OPA1™") und OPA1 defizienten (knock-out; OPA17") Zellen
(MEF_wt, MEF ko) mittels SV40 large T Antigen viral immortalisiert (Chen et al., 2003). An-
schlieBend wurden die Zellen in Feeder Medium kultiviert und bei einer Zelldichte von 85%

mittels Trypsin/EDTA passagiert.
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3.2.4 Transformation von E. coli mit Plasmid—DNA

Die Transformation auf Eis aufgetauter chemokompetenter Zellen von E. Coli (DH5a, BL21-
(DE3)-RIL) mit Plasmid-DNA erfolgte durch Zugabe von 2-4 ul Plasmid—DNA oder Ligations
ansatz. Die Suspension wurde 30 min auf Eis stehen gelassen, anschlieBend 45 s bei 42°C inku-
biert, sofort wieder 2 min auf Eis gestellt und dann in 900 pul LB-Medium aufgenommen. Da-
nach wurde die Suspension fiir 1 h bei 37°C rotiert. Anschliefend wurden 100-300 pl der Sus-
pension auf LB-Agar Platten mit 100 pg/ml Ampicillin fiir pcDNA in DH5 o und zusitzlich 35
ug/ml Chloramphenicol fiir pet21D in BL21-(DE3)-RIL ausplattiert und die Platten iiber Nacht
bei 37°C inkubiert.

3.2.5 Transiente Transfektion und Expression von OPA1l Varianten

in Saugerzelllinien

Unter Kontrolle des CMV Promotors des pcDNA Vektors wurden die siecben OPA1 Mutanten
(2700PA, 2900PA, 3000PA, 3230PA, 3960PA, 5030PA, 9050PA) und das wildtyp OPA1
Konstrukt in HeLa Zellen mit Rotifect (Carl Roth) oder MEF Zellen mit Fugene6 (Invitrogen)
gemal} Herstellerprotokoll transfiziert. Als Negativ-Kontrolle erfolgte die transiente Transfektion
des Leervektors pcDNA. Die Expression wurde mittels fluoreszenzmarkierter spezifischer Anti-
korper iiber mikroskopische Aufnahmen nach 24 h oder 48 h dokumentiert und mit AxioVision

(Zeiss) ausgemessen.
3.2.6 PEG-Fusionsassay zur Verschmelzung von Zellmembranen

Der PEG-Fusionsassay wurde mit leichten Verdnderungen nach Chen et al. (2003) durchgefiihrt.
MEF Zellen wurden in 12-Wells Platten ausgesét und bis zum Erreichen einer konfluenten Zell-
schicht {iber Nacht in den Inkubator gestellt. Dann erfolgte die Férbung der einen Population A
mit MitoTrackerGreen in griin und die andere Population B mit MitoTrackerRed in rot (entspre-
chend Herstellerprotokoll). AnschlieBend wurde moglichst unter Lichtausschluss im Dunkeln
weitergearbeitet. Die unterschiedlich gefarbten Zellen wurden vorsichtig trypsiniert und auf ein
mit Poly-D-Lysin beschichtetes Deckglas in eine 6-Well Platte zusammen ausgesit. Nach Inku-
bation iiber Nacht wurden die Zellen mit PBS gewaschen und anschlieBend fiir 55 s mit 50%
PEG1500 (Roche) behandelt. Nach dreimaligem Waschen mit Medium wurden die Zellen fiir
mind. weitere 8 h -16 h in Medium mit 25 pg/ml Cycloheximid in den Inkubator gestellt. Das
PEG erlaubte die Verschmelzung der Zellmembranen benachbarter Zellen und damit auch ver-
schiedener Zellpopulationen. Dadurch kamen die Mitochondrien der verschieden gefdrbten Zel-

len in eine rdumliche Nihe, die in wildtyp Zellen die Mitochondrienfusion ermoglichte. Cyclo-
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heximid wurde zugesetzt, um die Neusynthese von Proteinen zu blockieren und so Verfalschung
der Ergebnisse durch Zellteilungen zu vermeiden. Um die Expression transfizierter Konstrukte in
Population B nachzuweisen, erfolgte die Rotfarbung nicht mit MitoTrackerRed sondern nach der
PEG Behandlung mittels spezifischen Antikorper gegen das exprimierte Protein und einem fluo-
reszenten sekundédren Antikorper (rot: Alexa 594). Zur Auswertung wurden die Zellen fixiert (4%
PFA), falls gewiinscht mit Antikdrpern gefdrbt und in ProLongAntifade (Molecular Probes) ein-
gebettet. Die Analyse wurde mit einem Fluoreszenzmikroskop durchgefiihrt, wobei das Fehlen
(rot oder griin) oder die Existenz ausgetauschter mitochondrialer Flureszenzfarbstofte (iiberlap-
pende Signale rot+griin=gelb) als Indikator fiir die mitochondriale Fusionskompetenz der Zell-

hybride galten.

3.2.7 Mitochondrienanreicherung zur Messung der Respirations-

komplex-Aktivitat

Zunichst wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen, trypsiniert und bei 600xg 10 min ab-
zentrifugiert. Das Zellpellet wurde mit PBS gewaschen und erneut abzentrifugiert. Ab diesem
Zeitpunkt wurden alle Arbeitsschritte auf Eis bzw. 4°C durchgefiihrt. Das Material wurde mit 2,9
ml Losung A resuspendiert und mit einem Potterstab homogenisiert, mit 0,6 ml Ldsung B vor-
sichtig gevortext und erneut abzentrifugiert. Zuvor wurde aus dem Homogenat ein Aliqout von
ca. 300 pl entnommen und fiir anschlieBende Western Blots bei -20°C eingefroren. Der letzte
600xg Uberstand wurde im Anschluss bei 14.000xg zentrifugiert. Das abgesetzte Mitochondrien-
pellet wurde mit 500 pl Losung A resuspendiert und aliquotiert. Die eingefrorenen Aliquots wur-
den in Kooperation mit Dr. A. Janssen (Labor fiir Pddiatrie und Neurologie; Universitdt Rad-
boud; Nijmegen, Niederlande) vermessen. Die Komplex I (NADH-Dehydrogenase) Aktivitét
wurde spektrophotometrisch gemessen. Die vom Komplex I durch Oxidation von NADH produ-
zierten Elektronen reduzierten das kiinstliche Substrate Decylubiquinon. Dieses wiederum tiber-
tragt Elektronen an DCIP (2,6-Dichloroindophenol), dessen Reduktion bei 600 nm gemessen
werden konnte. Aus der Tatsache, dass nur Elektronen vom Komplex I und nicht von anderen
NADH-Dehydrogenasen von Decylubiquinone akzeptiert wurden, ergab sich eine hohe Rotenon-
empfindliche Aktivitit (Jansson et al., 2007). Diese wurde kontrolliert, indem die Rotenonsensi-
tivitdt fiir den Komplex I (C1-RS) bestimmt wurde. Dafiir wird die NADH Oxidation in Ab- und
Anwesenheit von Rotenon gemessen. Die Messung der Komplex II (Succinat-Dehydrogenase)
Aktivitdt erfolgte durch Succinat-abhdngige Reduktion von DCIP und wurde ebenfalls bei 600
nm vermessen (Rustin ef al., 1994). Die Reduktion von Cytochrom C wurde in Anwesenheit von

Rotenon bei 550/540 nm betrachtet und so die Aktivitit des Komplexes III (Cytochrom C Re-
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duktase) ermittelt (Zheng et al., 1990). Umgekehrt ermdglichte die Abnahme des reduzierten
Cytochrom C bei 550 nm durch Oxidation von Cytochrom C die Bestimmung des Komplexes IV
(Cytochrom C Oxidase) Aktivitit (Cooperstein und Lazrow, 1951). Die Komplex V (ATP
Synthase) Aktivitit wurde tiber die Oxidation von NADH bei 340 nm gemessen (Buckle et al.,
1986). Dies wurde durchgefiihrt in Anwesenheit von Rotenon, Phosphoenolpyruvat, Pyruvatki-
nase und Laktat-Dehydrogenase. Die Reaktion begann durch Zugabe von ATP, das vom Kom-
plex V in ADP+P umgesetzt wurde. ADP reagierte zusammen mit Phosphoenolpyruvat unter
Einsatz von Pyruvatkinase u.a. zu Pyruvat und NADH, das wiederum von der Laktatdehydroge-
nase oxidiert wurde. Dieser Umsatz diente damit indirekt zur Messung der ATP Synthase. Als
Marker fiir die Messungen wurden entweder die Komplex II Aktivitdt, da Krankheiten im Zu-
sammenhang mit dem Komplex II nur sehr selten auftreten und dieser nuklear kodiert wird, oder
die Citratsynthase Aktivitit verwendet. Abhdngig von der Stabilitidt der Enzymaktivitéten in den
jeweiligen Zelllinien wurde ein Marker gewahlt, um ein Verhéltnis mit den tibrigen Komplexak-
tivitdten zu bilden und so einen Vergleich innerhalb der Gruppen (z.B. Kontrolle vs. Patient) zu
ermoglichen. Die Citratsynthase wurde bestimmt, indem nicht das Citrat direkt, sondern das Ne-
benprodukt CoA-Thiol aus der Reaktion von Oxalacetat und Acetyl-CoA detektiert wurde. Das
CoA-Thiol reagierte mit dem Elmansreagenz DTNB [5,5'-Dithiobis-(2-nitrobenzoesiure)] zu
einem Merkaptidion mit starker Adsorption bei 412 nm, so dass man auf die Citratsynthaseakti-

vitdt riickschlieBen konnte (Srere, 1969).

3.2.8 Polarografische Respirationsmessung von MEF Zellen

OPA1 wildtyp (OPA1"": MEF wt) and homozygote knockout (OPA1”: MEF ko) MEF Zellen
wuchsen bis zur Konfluenz, wurden trypsiniert, pelettiert und zweimal mit PBS gewaschen. Die
Permeabilisierung erfolgte direkt vor der Messung mit 50 pg/ml Digitonin fiir 30 s und wurde
mittels Trypanblau Ausschlusstest {iberpriift. Waren die Zellen blau gefarbt, war die Permeabili-
sierung lebender Zellen, die im Normalzustand Trypanblau nicht aufnehmen, erfolgreich. 8x10°
Zellen wurden in die Reaktionskammer (WPI, Sarasota, USA) injiziert und die Sauerstoffkon-
zentration wurde in 1 ml Reaktionsvolumen bei 37°C gemessen, geméll dem Standardprotokoll
(Hothaus et al. 1996). Sukzessiv wurden Substrate und Respirationskomplex-Inhibitoren in die
luftdicht geschlossene Kammer injiziert.

Alle Messungen wurden mindestens 3-mal wiederholt.

Schritt | Zugabe von Substrat bzw. Komplexinhibitor | Komplexaktivitatsbestimmung
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1. Je 7,5 ul Malat, Glutamat Komplex 1,-3,-4

2. Rotenon Komplex 1 Inhibitor

3. Je 7,5 ul Succinat, Glyerol-3-Phosphat Komplex 2, -3,- 4

4. Antymycin A Komplex 3 Inhibitor

5. 15 pl Ascorbat + 7,5 ul TMPD Komplex 4

6. 7,5 ul KCN Inhibierung gesamter Respiration
7. 100 pl Dithionit (DT) Sauerstoff Nulllinie

Tab. 15: Schritte bei der polarografischen Messung der Respirationskette.

3.3 Mikroskopie

3.3.1 Fluoreszenzmikroskopie

Die Fluoreszenzmikroskopie erfolgte mit einem Zeiss Axioplan 2 Fluoreszenzmikroskop,

welches mit einem Olimmersionsobjektiv ausgestattet war (Zeiss Plan Neofluar, 1000x, numeri-
sche Apertur 1,3). Digitale Aufnahmen der untersuchten Zellen wurden mit einer CCD-Kamera
(Zeiss) bei Raumtemperatur erstellt. Die Auswertung erfolgte iiber die AxioVision (Zeiss) und

Photoshop (Adobe) Software.
3.3.2 Elektronenmikroskopie (EM)

EM-Aufnahmen wurden in Kooperation von Fr. Schrader (Charite, Berlin) und Fr. Dr. Erdmann
(MDC, Berlin) durchgefiihrt. Die Zellen wurden bei 800xg, 5 min zentrifugiert mit Fixans (5%
Glutaraldehyd) resuspendiert und dann 3 x 10 min mit 0,1 M Cacodylatpuffer gespiilt. Anschlie-
Bend erfolgte die Inkubation fiir 1,5 h mit 2% OsO4, dann wurde 2 x 10 min mit Cacodylatpuffer
gespiilt. AnschlieBend wurde 100 ml Zellsuspension in ca. 100 ml 2% Agarose eingebettet. Das
erstarrte Pellet wurde nun in kleine Stiicke von ca. 1-2 mm Kantenldnge geschnitten. Folgende

Schritte schlossen sich an:

Reagenz Inkubationszeit
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50 % Ethanol 15 min
70 % Ethanol 2 x 10 min
95 % Ethanol 2 x 10 min
100 % Ethanol 3 x 10 min
Aceton , reinst 2 x15 min
Aceton / Epon Gemisch(2:1) lh
Aceton / Epon Gemisch (1:1) lh
Aceton / Epon Gemisch (1:2) lh
reines Epon iiber Nacht

Tab. 16: Inkubationsschritte am ersten Tag der Zellpraparation fiir das EM

Die einzelnen Probenstiicke wurden in entsprechende Einbettformen (z.B. Beemkapseln) iiber-
fiihrt, mit frischem reinen Epon aufgefiillt und 48 h bei 60°C auspolymerisiert. Nach zwei Tagen
wurden die Einbettformen entfernt. Der verfestigte Eponblock mit der Probe wurde anschlieBend
getrimmt. Es wurden Semidiinnschnitte (d= 0,5um) mit einem Leicamesser des Gerdtes RM
2065 hergestellt und mit Richardson Losung (Methylen/Azurblau) geférbt. Nach kurzer Priifung
der Semidiinnschnitte wurden Ultradiinnschnitte (d= 60-70 nm) mit Ultra Cut-S Leica auf Ni-
oder Cu-Gittern hergestellt. Die so erhaltenen Gitter wurden mit 5% Uranylacetat 15 min kon-
trastiert und anschlieBend mit dest. Wasser gewaschen. Nach der Farbung nach Reynolds mit Pb-
Citrat fiir 4 min wurden die so erhaltenen Schnitte getrocknet und mit EM 905 von Zeiss mikro-
skopiert. Die Messungen der Cristac und Mitochondrienfldchen erfolgten iiber das Programm

AnalySIS.
3.4 Statistische Auswertung

Der Mittelwert x gibt den durchschnittlichen mittleren Wert einer Datenreihe an. Er ist der Quo-
tient aus der Summe der Einzelwerte x; und der Anzahl der Beobachtungen n:
X = XX

n
Um festzustellen wie stark die Werte streuen, wurde die Standardabweichung bestimmt. In der

Statistik ist die Varianz ein StreuungsmaR fiir die Abweichung einer Zufallsvariable von ihrem
Erwartungswert. Die Varianz ist die Summe der quadrierten Abweichungen der Einzelwerte x;
der Versuche vom Mittelwert x dividiert durch die Anzahl der Beobachtungen n minus 1. Da die
Varianz eine andere Einheit als die Werte besitzt, wird die Quadratwurzel gezogen, so dass man

die Standardabweichung (StAbw) erhilt.
Varianz = Y (x-x)*


http://de.wikipedia.org/wiki/Statistik
http://de.wikipedia.org/wiki/Streuung_%28Statistik%29
http://de.wikipedia.org/wiki/Zufallsvariable
http://de.wikipedia.org/wiki/Erwartungswert
http://de.wikipedia.org/wiki/Kleinste_Quadrate
http://de.wikipedia.org/wiki/Quadratwurzel
http://de.wikipedia.org/wiki/Standardabweichung
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n-1
StAbw = \ Varianz
Fir die Darstellung der Daten wurden Balkendiagramme mit eingetragenen Standard-
abweichungen oder Boxplots verwendet. In einer Boxplot Darstellung entspricht die Ausdehnung
der Box dem Bereich zwischen 1. und 3. Quartil, umfasst damit die Halfte der Falle. Der Median
gibt den Wert an unter den 50% der Werte liegen. Quartile sind spezielle Perzentile. Das 50%
Perzentil gibt den Median an, wihrend das 25% Perzentil den Wert angibt, unter dem 25% und
iber 75% aller Félle liegen, das untere Quartil. Das 75% Perzentil bezeichnet man auch als obe-
res Quartil. Balken geben die kleinsten bzw. grofliten gemessenen Werte wieder. Ausreiler (Ab-
weichung um mehr als 1,5x Boxldnge vom oberen bzw. unteren Quartilwert) werden mit einem
Kreis, Extremwerte (Abweichungen um mehr als 3x Boxldnge) mit einem Stern markiert. Liegt
der Median nicht mittig, ist die Verteilung unsymmetrisch. Aufgrund der Quadrierung der Ab-
weichungen kann die Varianz von Ausreilern und Extremwerten stark beeinflussen werden, so
dass dann oft der weniger effektierte Median herangezogen wird. Die Bestimmung der Normal-
verteilung erfolgte {liber ein Histogramm. Fiir die Berechnung der signifikanten Unterschiede
zwischen zwei unabhingigen Gruppen (z.B. gesund-krank; Wildtyp-Mutante) wurde bei fehlen-
der Normalverteilung der nicht-parametrische Mann-Whitney Test verwendet. Der Mann-
Whitney-Test ("U-Test") dient zur Uberpriifung, ob zwei unabhiingige Verteilungen A und B
(z.B. gesund und krank) zu derselben Grundgesamtheit gehoren. Der Test wurde von Henry
Mann und Donald Whitney (1947) sowie Frank Wilcoxon (1945) entwickelt und wird deshalb
auch MWW-Test genannt. Signifikante Unterschiede bestehen bei zwei-seitiger Signifikanz mit
0<0,05 bzw. fir Transfektionsexperimente mit sieben verschiedenen OPA1 Mutanten mit
a<0,005. Die statistischen Berechnungen und Boxplot Darstellungen erfolgten mittels SPSS

Software Programm.

Bei nicht weiter aufgefiihrten Anwendungen wurden die Protokolle der Herstellerfirma verwen-

det.


http://de.wikipedia.org/wiki/Frank_Wilcoxon
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4.1 Mutationen in der OPA1l GTPase-Domane verandern die GTP-

Hydrolyseaktivitat

Um die Auswirkungen von pathogenen Mutationen in der OPA1 GTPase Doméne zu studieren,

wurden in adOA Patienten beschriebene Punktmutationen in die wildtyp Sequenz der OPAI-

cDNA (KIAA0567) eingefiihrt (Tab.8).

Name Aminosaureaustausch | GTP-Bindungs- Referenz
Motiv
270GTP Glu270Lys Gl Pesch et al., 2001
290GTP Arg290Trp Gl Pesch et al., 2001
300GTP Gly300Glu G1 Toomes et al., 2001
323GTP Thr323Ala G2 abgeleitet nach Frank et al.,
2001
396GTP Leu396Arg G3 Delettre et al., 2000
503GTP Thr503Lys nach G4 Thiselton et al., 2002

Tab. 17: Liste der OPA1 GTPase Mutanten; Definition der Bezeichnungen, der Mutation (Position, Aminoséure),

beeinflusster Ort im GTP-Bindungs-Motiv und entsprechende Referenz zu der Mutationen.

Die Aminosduren 268-613 kodierten fiir die OPA1 GTPase Doméne. Dieser Sequenzabschnitt

wurde in den pet21d Bakterienexpressionvektor kloniert und die Expression der GTPase Domi-

ne (ca. 39 kDa) induziert. Uber einen C-terminalen His-Tag wurden die Proteinfragmente auf

einer Nickelsdule gereinigt (Abb.11B). Die Konzentration des eluierten Proteins lag abhingig

vom Grad der Aufkonzentrierung zwischen 0,4-0,8 mg/ul bei einer Reinheit von durchschnittlich

90% (Abb.11).
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Abb. 11: A) Western Blot der exprimierten OPA1 GTPase Mutanten; Detektion mittels anti-OPA1; pet: Leervektor.

B) SDS-PAGE. 1: auf die Siule geladenes Proteinlysat; 2: Fraktion nach dem Waschen der Saule; 3: Eluat

aufkonzentriert; M: Proteinmarker.
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Abb. 12: Aktivitdtsmessung der OPA1 GTPase Domédnen; Wt-Wildtyp, Zahlen stehen fiir die GTPase Mutations-
varianten, s.0.; pet: Leervektor; w/o: Wasserkontrolle; GTP: radioaktives GTP; GDP: radioaktives GDP

Die Aktivitidt der GTPase Mutanten wurde iiber den Umsatz von radioaktiv markiertem GTP zu
GDP+P bestimmt (Abb.12; Kap.3.1.16).
Die Intensitdt der Signale wurde liber ImageQuant quantitativ bestimmt. Durch Subtraktion der

Intensitidt der Selbsthydrolyse (pet-Leervektor) von den jeweiligen Umsatzintensititen der

GTPase-Varianten, ergab sich folgende Hydrolyseaktivitit in Prozenten (Abb.13):
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Abb. 13: Hydrolyseaktivitit [%] der OPA1 GTPase-Varianten ermittelt aus je 3 unabhéngigen Messungen; Stan-
dardabweichungen markiert

Wiéhrend die Mutation 270GTP mit 95% eine &dhnliche Hydrolyseaktivitit wie die wildtyp

OPA1-GTPase (100%) aufwies, zeigten 290GTP mit 70%, 323GTP mit 64% und 503GTP mit

73% einen um 30% bis 40% reduzierten GTP-Umsatz (Abb.13). Ein auBBergewo6hnlicher Aktivi-

tatsverlust wurde fiir 300GTP mit nur 41% gemessen. Unerwartet hoch war hingegen die Aktivi-
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tat fiir 396GTP mit 107%. Damit zeigten OPA1 GTPase Mutanten mit einer Substitution von

einer hochkonservierten Aminosdure die grofiten Abweichungen zur wildtyp GTPase Aktivitit.

4.2 OPA1l in HeLa und MEF Zellen

4.2.1 OPA1l Lokalisation

Ein wesentlicher Faktor fiir das Verstindnis der Funktion von OPA1 ist die Kldrung seiner Loka-
lisierung. Die OPA1 Isoformen liegen in den Mitochondrien sowohl 16slich im intermembranen
Raum (IMS) als auch mit der Innenmembran (IMM) assoziiert vor. Dabei ist OPA1 iiber die
vorhergesagte N-terminale Transmembrandomine in der Innenmembran verankert und zeigt mit
dem C-terminalen Teil in den IMS hinein (Olichon et al., 2002; Griparic et al., 2004; Frezza et
al., 2006).

In den in dieser Arbeit verwendeten HeLLa und MEF Zellen wurden die Mitochondrien mittels
MitoTracker oder mit Cytochrom C Antikorper und Alexa594 in rot gefarbt. AnschlieBend er-
folgte der Nachweis mit OPA1 Antikorper und Alexa488 (griin), um auf Einzel-Zell-Ebene die
Lokalisation des OPA1 Proteins zu betrachten (Abb.14, Abb.15). Die Farben wurden mittels ent-

sprechendem Filtersatz getrennt aufgenommen und anschlieend tiberlappt. Die Kolokalisation

von OPA1 mit den Mitochondrien liel sich durch Farbverdnderung (griin+rot=gelb) feststellen
(Abb.15).

Abb. 14: Kolokalisation von OPA1 und mitochondrialem Marker in tubuldren Mitochondrien in MEF_wt Zellen.
rot: mOPA1; griin: MitoTracker Green; weiller Balken: 10 pm oder markierte 5 pm; Box: VergroBBerung

der Mitochondrien

Abb. 15: Kolokalisation von OPA1 und mitochondrialem Marker in tubuldren Mitochondrien in HeLa Zellen. rot:
MitoTrackerRed; griin: OPA1; weiler Malistab: 10um; Box: VergroBerung der Mitochondrien; weiller
Balken: 10 pm oder markierte 5 pm



-54 -

Die OPA1- und die Mitochondrien-Farbung stimmten iiberein, wobei keine flichendeckende
Uberlappung der punktiformen OPA1 Firbung mit den mitochondrialen Markern stattfand. Cyto-
chrom C liegt im IMS und der Matrix der Mitochondrien vor, wiahrend MitoTracker haupt-
sachlich in der Matrix lokalisiert. Das Auflosungvermdgen eines Fluroszenzmikroskopes (max.
1.000-facher Vergroferung) ist nicht in der Lage die feinen subkompartimentelle Unterschiede
(IMS, Matrix) und mogliche funktionsbedingte Konzentrierungen der Proteine in foci eindeutig

aufzulosen (Misaka et al., 2002).

In HeLa und wildtyp MEF (MEF_wt) Zellen wurden die Mitochondrien als ldngliche, vernetzte
Féaden (Tubuli) sichtbar, die sich im gesamten zytoplasmatischen Raum um den Nukleus herum
erstreckten (Abb.14, Abb.15). Die MEF Zellen zeigten dabei im Durchschnitt ldngere Mito-
chondrien als HeLa Zellen. Die transiente Kontroll-Transfektion mit dem Leervektor (pcDNA)

fiihrte zu keiner Verdnderung der Zell- oder Mitochondrien Morphologie.

4.2.2 Uberexpression von OPA1l Mutationsvarianten in HelLa Zel-

len verkirzen die Mitochondrien

Im Normalzustand weisen Zellen tubuldre Mitochondrien auf. In respirationsdefizienzten
MERRF Zellen (Duvezin-Caubet et al., 2007) und in apoptotischen Zellen (Kroemer et al.,1998)
wurde eine Verkiirzung bis hin zur volligen Vesikulierung von Mitochondrien beobachtet. Mito-
chondrienverkiirzungen kénnen durch fehlende mitochondriale Fusionsprozesse entstehen. OPA1
ist ein mitochondriales Protein, das zusammen mit anderen Proteinen in die Mitochondrienfusion
involviert ist (Cipolat et al., 2004). Wie OPA1 die Fusion begiinstigt, ist bisher unbekannt. Auf-
grund der Zugehorigkeit zur Dynaminfamile vermutet man eine aktive Beteiligung der OPA1
GTPase Doméne wihrend des Fusionsprozesses. Aus diesem Grund wurde die Mitochondrien-
morphologie in mit OPA1 GTPase Mutanten transfizierten Zellen untersucht.

Die verschiedenen OPA1-Mutationskonstrukte im pcDNA Vektor (2700PA, 2900PA, 3000PA,
3230PA, 3960PA, 5030PA, 9050PA) sowie der Wildtyp (wtOPA) wurden in HeLa bzw. MEF
Zellen transient transfiziert, um morphologische Veranderungen der Mitochondrien in den Zellen
unter dem Fluoreszenzmikroskop zu beobachten (Kap.3.2.5). Die transfizierten und fixierten
Zellen wurden mit einer hohen OPA1 Antikorperverdiinnug immungefarbt, so dass fiir endo-
genes OPA1 gegeniiber den OPA1 exogen exprimierenden Zellen nur eine sehr schwache, kaum
detektierbare Farbung auftrat. Dadurch konnten OPA1 iiberexprimierende Zellen (= transfizierte
Zellen) mikroskopisch von den Zellen mit endogenem Expressionsniveau unterschieden werden.
In beiden Zelltypen blieb dabei die spezifische Kofdarbung der Mitochondrien (MitoTracker, Cy-
tochrom C) unverédndert (Kap.3.1.17).
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Zur qualitativen Auswertung wurden die Erscheinungsformen der Mitochondrien eingeteilt in:

tubulér-Stiabchen/globulér-vesikuldr.

,-"I . \.\ . . :\
\___.\I- Ilrr_.r «—> \.I\ - /
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I »
(Wildtyp) intermedidre Formen: vesikulér Abb. 16: Unterteilung der
tubulér langliche Stébchen «>globulir Mitochondrienmorphologien

Zur quantitativen Auswertung wurden die Morphologien der Mitochondrien Langenmalen zuge-
ordnet. Die Mitochondrien wurden mittels AxioVision Programm (Zeiss) vermessen und die er-
haltenen Daten statistisch ausgewertet. Dadurch wurde der Vergleich der Auswirkungen der un-
terschiedlichen Konstrukte miteinander erleichtert. Die Mitochondrienformen wurden in
vesikuldre (klein, rund; 1<0,8um), tubuldre (lang gestreckt; 1>4,5um) und die beiden inter-
medidren Formen globuldr (gréBer, rund; 1>8um<1,5um) und Stdbchen (kurz, ldnglich;
1>1,5<2,5um bzw. 4,5 pm fiir MEF Zellen) unterteilt (Abb.16). Grafisch am eindeutigsten konn-
te die Diversitdt an Formen und Langen anhand der mittleren Lingen zusammen mit der Stan-

dardabweichung dargestellt werden.

Variabilitat der Mitochondrienmorphologie nach
Transfektion in Hel_a Zellen
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Abb. 17: Mitochondrienmorphologien [%] in unbehandelten (HeLa) und in HeLa Zellen nach Transfektion mit
OPA1 Varianten; Balken reprisentieren die Standardabweichung; n=100 Zellen aus 3 unabhdngigen Ex-

perimenten
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Abb. 18: Gemessene mittlere Lange der Mitochondrien in HeLa Zellen mit (re. Teil ab wtOPA) und ohne (Ktrl.)
Expression von OPA1 Mutanten; Balken repréisentieren die Standardabweichung; je OPA1-Variante n=100
transfizierte Zellen aus mind. 3 unabhingigen Versuchen; *: signifikanter Unterschied zwischen wtOPA
und 3000PA (p=0,003) sowie 9050PA (p=0,000).

Auffillig war die einheitliche Dominanz der vesikuldren Mitochondrien in allen exogen OPA1

exprimierenden Zellen.

Bei wtOPA Transfektion lagen im Durchschnitt 94% der Mitochondrien vesikulédr vor, die zu-

satzlich oft in perinukledren Clustern aggregierten (Abb.17, Abb.19). Nur vereinzelt wurden

noch liangliche stdbchenformige Mitochondrien gefunden.

Ahnliche morphologische Verinderungen wurden fiir 2700PA beobachtet. Jedoch fiihrte die

Transfektion mit der Mutation OPA1%7°* neben den vesikuliren (76%) und stadbchenformigen

(7%) Mitochondrien zusétzlich zu (17%) globuldren Mitochondrienstrukturen (Abb.17, Abb.20).

Eine weitere leichte Zunahme der globuldren Mitochondrien (25%) fand sich bei OPA1%*°T

(2900PA; Abb.17, Abb.21). OPA1®**T Zellen wiesen auBerdem 11% stibchenformige und 64%

vesikuldre Mitochondrien auf.

Herausstechend war die Mitochondrienmorphologie in OPA1%%F iiberexprimierenden Zellen

(Abb.17, Abb.22). Hier lagen die globuldren und vesikuldren Mitochondrien (45% bzw. 50%) in

nahezu gleichen Anteilen vor. Daraus folgte auch der kleinste beobachtete Anteil an vesikuldren

(50%) Mitochondrien.

Die zweitstirkste globuldre Anhdufung (27%) an Mitochondrien fand sich in Zellen, die

OPA17** {iberexprimierten (Abb.17, Abb.23). Der Anteil stibchenformiger Mitochondrien lag

bei 10%. Der Anteil vesikuldrer Mitochondrien (ca. 63%) war vergleichbar mit OPA1%*°"-HeLa

Zellen (64%).
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Bei OPA1""*® exprimierenden Zellen konnten nur sehr geringe Anteile an globuliren (11%) und
staibchenformigen (12%) Mitochondrien gesehen werden. Stattdessen lag die Mehrheit der Mito-
chondrien (77%) vesikularisiert vor (Abb.17, Abb.24). Dieser Phidnotyp dhnelte dem der
OPA 1% transfizierten Zellen.

Die Expression von OPA1"%* fiihrte zu 67% vesikuliren, 23% globuliren und 10% stibchen-
formigen Mitochondrien (Abb.17, Abb.25). Diese Werte dhnelten dem mitochondrialen Phianotyp
der OPA1****Y exprimierenden Zellen.

Die stirkste Morphologievarianz und Standardabweichung wurde fir OPA1°°*5T" beobachtet,
das als einziges Protein mehr stibchenformige (ca. 24%) Mitochondrien als globulére (ca. 16%)
induzierte. Aber auch hier war die am haufigsten gebildete Form die vesikuldre Form (60%:;
Abb.17, Abb.26, Abb.27).

Neben den Morphologieformen wurde zur statistischen Auswertung die Mitochondrienldngen
der transfizierten Zellen unter Verwendung des AxioVision Programmes (Zeiss) ausgemessen.
Das ermoglichte den Vergleich der mittleren Mitochondrienldngen, die durch exogene Expressi-
on der verschiedenen OPA1 Konstrukten resultierte. Die breite Varianz der Mitochondrienlédngen
in den transfizierten Zellen wurde anhand der hohen Standardabweichungen der gemessenen
Langen deutlich, bei der wtOPA die geringste Standardabweichung aufwies (Abb.18). Fiir die
OPA1 Mutationsvarianten hingegen wurden Standardabweichungen von tliber 50% gemessen.
Wiéhrend wtOPA im Durchschnitt zur Fragmentierung und zu kleinen Organellen von
0,4+0,15um fiihrte, vergroBerten sich die Mitochondrienldngen bei den Mutationsvarianten auf
bis zu 0,67+£0,41 pum fiir OPA1%%E ynd 0,71+0,45 um fiir OPA17955TOP, Insgesamt zeigten sich im
Hinblick auf die mittleren Mitochondrienlingen Ahnlichkeiten zwischen wWtOPA (0,4pm),
OPAI®™T (0,49um), OPAI™*® (0,47um) einerseits und OPAI*®™Y (0,55um), OPA1"#%
(0,57um) und OPA17%¥ (0,52 pum) andererseits. OPA 170°5TOP (0,71pum), das keine Mutation in
der GTPase Doméne besal3, sondern zu einem verfrithten Stopcodon und damit zu einem OPA1
Protein ohne CC2 Domiine fiihrte, zeigte Ahnlichkeiten in der mittleren Mitochondrienlinge mit
OPA19°% (0,67um). Durch den vergleichbar hohen Anteil an intermediiren Stibchen konnte die
hochste Durchschnittsldnge von 0,71+0,45um fiir das CC2 defiziente Konstrukt gemessenen
werden. Die Berechnungen nach Mann-Whitney zeigten fiir 3000PA und 9050PA einen signifi-
kanten Unterschied zu wtOPA in HeLa Zellen.

Aus den Beobachtungen war ersichtlich, dass alle OPA1 GTPase Mutationsvarianten in HelLa
Zellen zu unnatiirlich kurzen Mitochondrien fiihrten. Es konnten keine tubuldren Mitochondrien
in transfizierten Zellen gesehen werden. Die verdnderten GTPase Aktivititen fiihrten deutlich zu

Morphologieverdnderungen der Mitochondrien. Die transfizierten Zellen, die die Mutante
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3000PA mit der niedrigsten gemessenen GTPase Aktivitdt exprimierten (Kapitel 4.1), besal3en
signifikant verkiirzte Mitochondrien. Es konnten &hnliche Anteile an Mitochondrienformen zwi-
schen den Konstrukten 2700PA und 3960PA, sowie zwischen 2900PA, 3230PA und 5030PA
beobachtet werden. Neben der GTPase Doméne hatte auch die CC2 Doméne entscheidenden
Einfluss auf die Mitochondrienstruktur. Das CC2 Doménen defiziente OPA1 Konstrukt 9050PA
fiihrte ebenfalls zu einer signifikanten Verdnderung der Mitochondrienmorphologie. Die Streu-
ung der Mitochondrienldngen konnte auf die hohe Vielfalt der intermedidren (globulér, stabchen-
formig) Mitochondrienstrukturen zuriickgefiihrt werden. Die hohe Streuungsbreite beruht ver-
mutlich auf Nebenreaktionen durch das in HeLa Zellen endogen exprimierte OPA1 Protein-

reservoir.

4.2.2.1 Uberexpression von wtOPAL1 in HelLa

Abb. 19: Transfektion von wtOPA in HeLa Zellen fiihrt zur fast vollstdndigen Vesikulierung aller Mitochondrien.
rot: MitoTrackerRed, griin: OPA1; weiller Balken: 10 pm bzw. markierte 5 um; Box: Vergréflerung.

4.2.2.2 Uberexpression von 2700PA in HelLa

Abb. 20: A, B Transfektion von 2700PA in HeLa Zellen ergibt einen sehr hohen Anteil vesikuldrer Mitochondrien
bei einem Restanteil von einem Viertel an intermediéren, globuldren Mitochondrien. rot: Cytochrom C,

griin: OPA1; weiler Balken: 10 pm oder markierte 5 pm; Box: Vergréferung der Mitochondrien.
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4.2.2.3 Uberexpression von 2900PA in HelLa

Abb. 21: A, B Transfektion von 2900PA in HeLa Zellen fiihrt in %4 der Zellen zu globuldren und einem Hauptanteil
an vesikuldren Mitochondrien. rot: Cytochrom C, griin: OPA1; weiller Balken: 10 um oder markierte 5

pum; Box: Vergroflerung der Mitochondrien.

4.2.2.4 Uberexpression von 3000PA in HelLa

Abb. 22: A, B Transfektion von 3000PA in HeLa Zellen ergab in bis zu 49% vesikuldre und 45% der Zellen globu-
lare Mitochondrien. rot: Cytochrom C, griin: OPA1; weiler Balken: 10 um oder markierte 5 um; Box:

VergroBerung der Mitochondrien.
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4.2.2.5 Uberexpression von 3230PA in HelLa

Abb. 23: Transfektion von 3230PA in HeLa Zellen ergab neben vesikuldren in ca. % der Zellen globuldre Mito-
chondrien. rot: Cytochrom C94, griin: OPA1; weiller Balken: 10 um oder markierte 5 um; Box: Vergrofe-

rung der Mitochondrien.

4.2.2.6 Uberexpression von 3960PA in HelLa

| Im

1
Abb. 24: A, B Transfektion von 3960PA in HeLa Zellen fiihrte zum grofiten Teil zu vesikuldren und in % der Zellen
zu intermedidren (globuldren, ldnglichen) Mitochondrien. rot: Cytochrom C, griin: OPA1; weier Balken:

10 pm oder markierte 5 um; Box: VergroBerung der Mitochondrien.

4.2.2.7 Uberexpression von 5030PA in HelLa

Abb. 25 A, B: Transfektion von 5030PA in HeLa Zellen zum gréBten Teil zu vesikuldren und in %5 der Zellen zu
intermedidren Mitochondrien. rot: Cytochrom C, griin: OPA1; weiller Balken: 10 pm oder markierte 5

um; Box: Vergroflerung der Mitochondrien.
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4.2.2.8 Uberexpression von 9050PA in HelLa
Abb. 26: Transfektion von 9050PA in

HeLa Zellen fihrt in 40% der

Zellen zu globulédren und léngli-
chen (intermedidren) Mitochon-
drien. rot: Cytochrom C, griin:
OPA1; weiller Balken: 10 um
oder markierte 5 um; Box: Ver-

groBerung der Mitochondrien

Abb. 27: Transfektion von 905SOPA in HeLa Zellen ergab in
den meisten Zellen vesikuldre Mitochondrien. rot:
Cytochrom C, griin: OPA1; weiller Balken: 10 um
oder markierte 5 um; Box: VergroBerung der Mi-

tochondrien.

4.2.3 OPA1l Mutationen fuhren zu drastischen Veranderungen der

Mitochondrienmorphologie in OPA1¢"?) MEF Zellen

Aus einem OPAl-defizienten Mausmodel konnten aus Maus Embryonen Fibroblasten (MEF)
gewonnen werden. Diese OPA1" (MEF ko) Ziellinie ist weltweit die erste OPA1 defiziente
Zelllinie (Song et al., 2007). Die Abwesenheit aller OPA1 Isoformen in den MEF_ko (OPA17")
Zellen wurde in der Western Blot Analyse (Abb. 28) und immunohistochemisch auf Einzel- Zell-
ebene (Abb.32) gezeigt.

In dieser Arbeit konnten zum ersten Mal diese OPA1 defizienten Zelllinie (MEF ko) genutzt
werden, um individuell einzelne OPA1 Mutationsvarianten vor einem genetischen OPA1 null
Hintergrund zu untersuchen. Die Mutationskonstrukte wurden liber FuGene 6 vermittelte Trans-
fektion transient exprimiert. Wahrend die MEF _wt Zellen im Normalzustand ein tubuléres mito-
chondriales Netzwerk aufwiesen (Abb.29, Abb.30), in dem Cytochrom C, OPA1 und Mito-
Tracker kolokalisierten, wiesen die MEF ko (OPA1 defizienten) Zellen nur ungleichférmige,
vesikulidre Mitochondrien auf, ohne spezifische OPA1 Immuno-Féarbung (Abb.31, Abb.32). Die
Lokalisation der anderen verwendeten mitochondrialen Marker (MitoTracker, Cytochrom C) ist
nicht beeintrichtigt. Aufgrund der gréBeren globuldren Mitochondrienstrukturen und auf der EM
Ebene sichtbaren aufgequollenen Mitochondrien mit rudimentéren, unorganisierten Cristae-
strukturen (Abb.33) wire zu vermuten, dass die Respirationskomplexe (OXPHOS) oder das mi-
tochondriale Energiegenerierungs-System (MEGS: Pyruvatdehdrogenase Komplex, Citratzyklus-
enzyme, ANT) beeintrichtigt sind.
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Marker MEF wt MEF ko Abb. 28: Western Blot von ca. 50 pg Proteinextrakt aus

MEF_wt und MEF ko Zellen zeigen fehlendes
OPA1 Protein in MEF ko Zellen. Detektion
mittels OPA1 Antikorper.

100 kDa—,
72 kDa —»

Abb. 29: MEF_wt Zellen zeigen tubulires Mitochond-
rien-Netzwerk. rot: Cytochrom C; griin: Mi-
toTrackerGreen; weifler Balken: 10 um oder
markierte 5 um; Box: VergroBerung der Mi-

tochondrien.

Abb. 30: A, B In MEF_wt lokalisiert OPA1 in den
Mitochondrien. rot: mOPA1; griin: Mi-

toTracker Green; weiller Balken: 5 bzw.

10 uM; Box: Vergroflerung der Mito-

chondrien.

Abb. 31: MEF ko Zellen besitzen vesikuldre Mito-
chondrien. rot: MitoTrackerRed; griin: Cy-
tochrom C; weiller Balken: 10 um oder mar-
kierte 5 pm; Box: Vergroferung der

Mitochondrien.

Abb. 32: A, B In MEF ko Zellen konnte keine
Farbung mit OPA1 Antikdrpern
festgestellt werden. rot: Cytochrom
C; griin: mOPA1; weiller Balken: 10

um oder markierte 5 um; Box: Ver-

groBerung der Mitochondrien.
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Abb. 33: EM Aufnahmen von MEF Zellen. A)
Kontrolle. B), C) MEF ko Zellen
zeigen aufgequollen Mitochondrien
und unorganisierte, rudimentire

Cristae; schwarzer Balken: 1 pm.

Es wurde gepriift, ob die Expression von wildtyp OPA1 in MEF ko Zellen die wildtyp-artige,

tubuldre Mitochondrienmorphologie wiederherstellt, wie sie in MEF _wt Zellen vorherrschte.

Variabilitdt der Mitochondrienmorphologie nach

Transfektion in MEF ko Zellen

W vesikulir
120 100 [ | globuléir
100 - B Stibchen
86 B tubuldr

Morphologieanteil [%0]

OPAl-Varianten

Abb. 34: Morphologie Verteilung von unbehandelten und mit OPA1 Varianten transfiziereten MEF ko Zellen. Bal-

ken reprisentieren die Standardabweichung; je Konstrukt wurden n=100 transfizierte Zellen aus mind. 3

unabhéngigen Versuchen zu Grunde gelegt.
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Mitochondrie nlanqe n Abb. 35: A) Mittlere Mitochondrienldngen in unbehandelten
in MEF Zellen (MEF ko) und OPA1 Mutanten exprimierenden
— 10 MEF ko und Zellen; je Konstrukt erfolgten n=100
g_ 8 6,55 Messungen aus mind. 3 unabhéngigen Versuchen.
I; 6 *: signifikanter Unterschied (p=0,000) wurde zwi-
:g ; : 0,48 schen allen OPA1 Mutanten zu wtOPA gemessen.
- 0 | —— B) Mittlere Mitochondrienlénge in unbehandelten
MEF wt und MEF ko; n=100 Messungen; Balken:
B) ME F—Wt ME F_kO Standardabweichung.

Tatséchlich konnte eine Wiederherstellung der wildtypartigen tubuldren Strukturen nach Trans-
fektion mit dem Wildtyp OPA1 und einer der OPA1 Mutanten beobachtet werden. In wtOPA
Zellen waren ca. 18% der Mitochondrien tubuldr. 50% der Zellen, die wtOPA exprimierten, blie-
ben vesikulér, 9% globuldr und 23% besalen stibchenférmige Mitochondrien (Abb.34, Abb.36).
Neben dem wtOPA Konstrukt zeigte als einzige Mutante 2700PA ebenfalls ein Wieder-
herstellungs-Potenzial mit 8% tubuliren Mitochondrien (Abb.34, Abb.37). In OPA1**"" transfi-
zierten MEF ko Zellen wurde neben den tubuldren als zweitgrofte Fraktion die intermediiren
Stdbchen mit 26% gezdhlt (Abb.34, Abb.37). Damit war dieses Mutationskonstrukt dem mito-
chondrialen Phénotyp von wtOPA am &dhnlichsten. Alle anderen Mutanten waren nicht in der
Lage tubuldre Mitochondrien wiederherzustellen.

In mit OPA1****Y transfizierten MEF ko Zellen (Abb.34, Abb.38) konnten 51% vesikulire, 34%
globuldre und 14% stdbchenférmige Mitochondrien beobachtet werden. Bei der Mutante
OPA1"%A wurden 50% vesikulire 39% globulidre und 12% stibchenformige Mitochondrien
gezihlt (Abb.35A, Abb.40). In OPA1"*® MEF ko Zellen konnten 49% vesikulire, 34% globu-
lare und 17% stédbchenférmige Mitochondrien festgestellt werden (Abb.34, Abb.41). Zu 48%
vesikulédre, 37% globuldre und 15% stdbchenférmige Mitochondrien fiihrte die Expression von
OPA 17" (Abb.34, Abb.42). Damit ergab sich eine hohe Ahnlichkeit der Anteile an Mitochond-
rienformen fiir die Mutanten OPA 1Y, OPA17%%, OPA1-"*F und OPA1"%X,

Trotz der Unterteilung in vier Klassen erschwerte die hohe Variabilitdt der verschiedenen Mito-
chondrienformen die Mdglichkeit die unterschiedlichen Expressionstypen in Gruppen zu fassen.
Der mitochondriale Phéinotyp der OPA1%*%F

markant wie in HeLa Zellen. So waren die Mitochondrien der MEF ko, in denen OPA1%%F

Mutante erwies sich in MEF ko Zellen als ebenso

exprimiert wurde, zu 86% vesikuldr, mit einem kleinen globulidren Anteil von 14% und einem
verschwindend geringen Anteil ldnglicher Formen (Abb.34, Abb.39). Daher konnte diese Mutan-

te nicht eingruppiert werden.



- 65 -
Auch eine eindeutige Zuordnung von OPA1°%°5T0P
moglich (Abb.34, Abb.43). Durch den hohen Anteil vesikuldrer Formen (57%) bestand eine
Ahnlichkeit von 9050PA mit den iibrigen Mutationskonstrukten. Jedoch konnte das Konstrukt

exprimierenden MEF ko Zellen war nicht

durch die nahezu fehlenden stibchenformigen Mitochondrien bei vergleichbar hohem Anteil
globuldrer Formen (41%) den anderen OPA1 Mutanten nicht zugeordnet werden (Abb.34). An-
ders als in HeLa transfizierten Zellen, wo OPA1°"™" der Gruppe der 2900PA /3230PA
/5030PA exprimierenden Zellen deutlicher dhnelte.

Wie bei den HeLa Zellen wurden zur quantitativen Auswertung die Mitochondrienlédngen fiir alle
OPA1 Konstrukte mit dem AxioVision Programm (Zeiss) vermessen. Entsprechend der Morpho-
logieverteilung zeigten sich auch Ahnlichkeiten in den Mittelwerten der gemessenen Mito-
chondrienlédngen (Abb.35A). Wihrend die mittleren Langen bei 2700PA (1,42um) und 3960PA
(1,10um) iiber 1pm lagen, waren sie fiir 2900PA (0,96um), 3230PA (0,99um) und 5030PA
(1,0lpm) mit rund 1um kleiner. 9050PA lag mit 0,87um zwischen den Werten der Gruppe
2900PA/3230PA/5030PA und dem Wert fiir 3000PA (0,53 um). Auffillige Werte wurden wie in
HeLa Zellen auch in MEF ko Zellen fiir wtOPA (2,77um) und 3000PA (0,53 um) dokumentiert.
Zusétzlich war der Wert fiir 9050PA (0,87um) in den OPA1 defizienten Zellen auffillig
(Abb.35A). Anhand der Standardabweichungen im Balkendiagramm war zu erkennen, dass die
Werte zwar streuten, jedoch homogener waren als bei den Messungen in HeLa Zellen. Dies er-
leichterte den Vergleich der Mutanten untereinander. Die Berechnungen nach Mann-Whitney
zeigten signifikante Unterschiede der Mitochondrienldnge fiir alle OPA Mutanten zu wtOPA in
MEF ko Zellen.

Die aufgefiihrten Daten beweisen, dass OPA1 Mutanten mit hohen GTPase Aktivititen (wtOPA,
2700PA) in OPA1 defizienten (MEF ko) Zellen eine Wiederherstellung der tubulidren Mito-
chondrien erzielen konnten.

Das Ausbleiben einer 100% Wiederherstellung der Mitochondrien Morphologie durch das OPA1
Wildtyp Konstrukt (wtOPA) wiirde die Vermutung nahe legen, dass neben der reinen GTPase
Aktivitit weitere Faktoren auf die Tubulierung der Mitochondrien Einfluss haben; beispielsweise
das Einhalten eines bestimmten Expressionsniveaus oder das Zusammenspiel mit anderen Iso-
formen.

Die Ausnahme des Effektes, dass eine hohe GTPase Aktivitdt ein hohes Potential zur Wiederher-
stellung tubuldrer Mitochondrien beinhaltet, bildete das Konstrukt 3960PA. Trotz gemessener
hoher GTPase Aktivitit fiir die GTPase Domine konnte OPA1-*?*® keine Tubulierung der Mito-
chondrien herbeifiihren. In diesem Fall kdnnte die Tertidrstruktur des Gesamtproteins Aufschluss

in der Regulierung der Mitochondrienstruktur geben. Im Kapitel 4.1 wurde die separate GTPase
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Doméne betrachtet. Der Aminosdurenaustausch in OPA1 in Position 396 konnte zu fehlerhaften
Interaktionen mit einer GED Doméne nach sich ziehen, so dass die GTPase Doméne nicht aus
dem basalen in den stimulierten (50-100-fach erhohten) Aktivitdtszustand wechseln konnte.

Das OPA1 Konstrukt 3000PA mit der geringsten GTPase Aktivitét hatte den geringsten positiven
und damit verlingernden Einfluss auf die Mitochondrien in den MEF ko Zellen. Auch das CC2-
Dominen defiziente OPA1 Konstrukt 9050PA fiihrte nur zu geringen Verldngerungen der Mito-
chondrien. Damit wurde die Relevanz der OPA1 CC2 Doméne fiir die Verldngerung der Mito-
chondrien bestitigt.

Die Expression von OPA1 im OPAI1 defizienten Zellsystem fiihrte einerseits zu Werten, die we-
niger streuten als in HeLa Zellen, und andererseits zu signifikanten Unterschieden fiir alle OPA1

Mutationskonstrukte.

4.2.3.1 Expression von wtOPA in MEF_ko

Abb. 36: A, B Transfektion von wtOPA in
MEF ko Zellen fiihrte in knapp je-
der flinften Zelle zur Wieder-
gewinnung wildtypartiger tubuldrer
Mitochondrien. rot: Cytochrom C;
griin: OPA1; weiler Balken: 10 pm

oder markierte 5 um; Box: Ver-
groflerung des markierten Bereiches

der Mitochondrien.
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Abb. 37: A, B, C, D Transfektion von 2700PA in MEF ko Zellen ergab zu geringem Anteil tubulére (8%) und zu
groferen, anndhernd gleichen Teilen vesikuldre und intermedidre Mitochondrien. rot: Cytochrom C; griin:

OPAL1; weiller Balken: 10 um oder markierte 5 pm; Box: VergroBerung der Mitochondrien.

4.2.3.3 Expression von 2900PA in MEF_ko

Abb. 38: A, B, C Transfektion von 2900PA in MEF ko Zellen wies zum grofBten Teil vesikuldre, aber auch globulé-
re Mitochondrien auf. rot: Cytochrom C; griin: OPA1; weifler Balken: 10 pm oder markierte 5 um; Box:

VergroBerung der Mitochondrien.

4.2.3.4 Expression von 3000PA in MEF_ko

' —— ]
Abb. 39: A, B Transfektion von 3000PA in MEF ko Zellen fiihrte fast ausschlieBlich zu vesikuldren Mitochondrien.

rot: Cytochrom C; griin: OPA1; weiler Balken: 10 pm oder markierte 5 pm; Box: VergroBBerung der Mi-

tochondrien.
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4.2.3.5 Expression von 3230PA in MEF_ko

Abb. 40: A, B Transfektion von 3230PA in MEF ko Zellen fiihrte hauptsidchlich zu vesikuldren und globulédren
Mitochondrien. rot: Cytochrom C; griin: OPA1; weiller Balken: 10 pm oder markierte 5 pm; Box: Ver-

groBerung des der Mitochondrien.

4.2.3.6 Expression von 3960PA in MEF_ko

Abb. 41: A, B Transfektion von 3960PA in MEF ko Zellen fiihrte am Héufigsten zu vesikuldren und globulédren
Mitochondrien. rot: Cytochrom C; griin: OPA1; weiller Balken: 10 pm; Box: VergroBerung der Mitochond-

rien.

4.2.3.7 Expression von 5030PA in MEF_ko

Abb. 42: A, B, C Transfektion von 5030PA in
MEF ko Zellen ergab zu groflen Tei-
len vesikuldre und globulédre Mito-
chondrien. rot: Cytochrom C; griin:
OPA1; weiler Balken: 10 um oder

markierte 5 um; Box: Vergroflerung

der Mitochondrien.
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4.2.3.8 Expression von 9050PA in MEF_ko

Abb. 43: A, B, C Transfektion von 9050PA in MEF ko Zellen ergab einen groen Anteil globuldrer und am haufigs-
ten vesikuldre Mitochondrien. rot: Cytochrom C; griin: OPA1; weifler Balken: 10 um oder markierte 5 um;

Box: Vergrofierung der Mitochondrien.

4.2.4 Fusionseigenschaften der Mitochondrien in MEF Zellen

Die Mitochondrienmorphologie einer Zelle ergibt sich aus stetigen Fusions (Verschmelzungs)-
und Fissions (Teilungs)-Prozessen in den Zellen. Hierdurch entstehen die verschiedenen Formen
(z.B. tubulir, vesikulér), die in einer Momentaufnahme dokumentiert werden kénnen (Abb.16).
Durch die Anwendung eines Fusionassays sollte aufgeklidrt werden, in wie weit die Mito-
chondrien der beiden Zellinen fusionskompetent sind. Hierfiir wurden zwei verschiedene Zell-
populationen (MEF_wt, MEF ko, MEF ko mit OPA1 Konstrukten transfiziert) getrennt vonein-
ander mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen (MitoTracker oder konjugierte-Antikorper)
angefarbt. AnschlieBend wurden sie kokultiviert und dann erfolgte die durch PEG eingeleitete
Zellmembranfusion der Zellen (Zellhybride). Dies ermoglicht den Mitochondrien zweier Zellpo-
pulationen in eine rdumliche Ndhe zu kommen, um miteinander fusionieren zu konnen. Sind die

Mitochondrien fusionskompetent, so konnen sich die Mitochondrienfarbstoffe (rot und griin zu

B — @) vermischen und ein gelbes Farbsig-

nal abgeben (Kap.1.1.5)

Hierbei wurde festgestellt, dass MEF _wt Zellhybride gelb leuchteten, also verschmolzen waren
(Abb.44A). Fiir MEF ko Zellen konnte keine Fusion beobachtet werden (Abb.44B). Stattdessen

lagen die Mitochondrien in den MEF ko Zellen immer getrennt (nur rot oder griin) voneinander
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in den Zellhybriden vor, was die mitochondriale Fusions-Inkompetenz der MEF ko Zellen be-

wies (Abb.45).

Abb. 44: PEG-Fusionsassay der MEF_wt oder der MEF ko Zellen. MEF Zellen wurden vor der Fusion mit Mi-
toTrackerRed oder MitoTrackerGreen geféarbt. Gleichzeitiges Auftreten beider Farbstoffe in einem Mito-
chondrium (gelb) weist eine erfolgreiche mitochondriale Fusion nach. A) MEF_wt Zellen. B) MEF ko
Zellen. weiller Balken: 10pum. Stern markiert Zellkern.

Fusion von MEF Zellen Abb. 45: Fusionsassay von MEF wt und MEF ko;
120 | n=50 aus 3 unabhingigen Experimenten;

J M voll B teilweise E keine ‘ 100 .
) 100 Balken: Standardabweichungen; voll: volle
OZ' 80 7 55 Fusion Mitochondrien im Zellhybrid sind
'% .: gelb; teilweise: das stellenweise Ausblei-
L 0 0 — ben einer Uberlappung (Fusion) der Farb-
stoffe in einem sonst fusionierten Zellhyb-

MEF_wt MEF_ko rid; keine: keine Fusion

MEF-Zelltyp

Nach PEG Fusion von MEF wt mit MEF ko Zellen wurden fusionkompetente Mitochondrien

beobachtet, die allerdings nur in kurzen stibchenférmigen Mitochondrien (Abb.46) resultierten.

Abb. 46: Fusionsassay zwischen MEF_wt und MEF _ko; rot:
MEF wt mit MitoTrackerRed geférbt; griin:
MEF ko mit MitoTrackerGreen gefarbt. weiller
Balken: 10 pm. Stern markiert Zellkern.

Die MEF ko (OPA1 defiziente) Zellen wurden bis dato einmal (Song et al., 2007) publiziert, um
die OPA1 Prozessierung (Isoform 1-8) zu studieren. In diesem Zusammenhang konnte auch fest-
gestellt werde, dass das wildtyp OPA1 Isoform 1 Protein den Verlust mitochondrialer Fusion
wiederherstellen konnte (Song et al., 2007). Die fiir diese Arbeiten verwendeten OPA1 Mutanten
entsprachen alle der OPA1 Isofom 1. Aus diesem Grund sollte {iberpriift werden, ob die Expres-

sion der OPA1 GTPase Mutanten in den fusions-inkompetenten MEF ko Zellen die mito-
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chondriale Fusion beeinflussen. Diese Daten sollen Aufschluss iiber den Einfluss der GTPase
Domine auf die Funktion des OPA1 Proteins geben.

Die Dynamik der Mitochondrien wird beeinflusst durch die Fusionsereignisse. Die Féhigkeit der
OPA1 Mutanten, in den Zellen die Mitochondrienmorphologie zu Gunsten liangerer Mitochond-
rien zu beeinflussen, ermdglicht Riickschliisse auf die Fusions- und damit Funktionsfahigkeit der

OPA1 Proteine.

4.2.4.1 Mutationen in OPA1 beeintrachtigen seine Funktion zur Fusionierung

von Mitochondrien

Um zu tberpriifen, ob die OPA1 GTPase Aktivitit den Einfluss von OPA1 auf die Fusion von
Mitochondrien verdndert, wurden OPA1 defiziente MEF (MEF ko) Zellen mit der OPA1 Mutan-
te 3000PA transfiziert (Population A). Fiir diese OPA1 GTPase Mutation wurde die geringste
GTPase Aktivitit von nur 41% gemessen. Da die Expression von OPA1 wildtyp in den Mito-
chondrien von fusions-inkompetenten MEF ko in der Lage war, die Mitochondrien wider fusio-
nieren zu lassen, diente dieses Konstrukt als Positivkontrolle. Fiir den Fusionstest wurden unbe-
handelte fusions-inkompetente MEF ko Zellen (Population B) mit MitoTracker Green in griin
angefarbt und mit den 3000PA oder wtOPA transfizierten Zellen (Population A) auf einer Platte
gemeinsam ausgesit. Nach der Zellmembranverschmelzung (PEG-Fusionsassay, Kap.3.3.6) er-
folgte die Farbung des exprimierten OPA1 in den Mitochondrien durch Farbung mit OPA1 Anti-
korper (griin: OPA1-Alexa488). Die Mitochondrien aus Zellhybriden mit beiden Farben (rot
—OPA1 exprimierende MEF ko Zellen und griin —MEF ko Zellen) wurden ausgewertet.

Fusionvon OPA1

exprimierenden MEF ko Zellen
) 1201 M voll B teilweise ® keine 00
S, 100 - 1
s 80 28 37 -
ol ° N
S 40 [ 0 o

0 x

wtOPA ~ 3000PA
A) OPA1 Variante
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B)

Abb. 47: A) Fusionsassay von MEF_wt und MEF_ko; n=50 aus 3 unabhingigen Experimenten; Balken: Standard-
abweichungen; voll: volle Fusion; teilweise: das stellenweise Ausbleiben eines Farbstoffaustausches in ei-
nem Zellhybrid; keine: keine Fusion. B) und C) PEG-Fusionsassay fiir OPA1 Varianten OPA1%"* (B) und
wtOPA1 (C) exprimierende MEF ko Zellen (rot) mit unbehandelten MEF ko Zellen (griin). B) OPA19°%F
exprimierende MEF ko Zellen. C) wtOPA exprimierende MEF ko Zellen. Es konnte eine Mitochondrien-
fusion von wtOPA exprimierenden MEF ko Zellen mit unbehandelten MEF ko Zellen, aber keine Fusion
fir die OPA19*"F exprimierenden MEF ko Zellen mit unbehandelten MEF ko Zellen gesehen werden.
Griin: MitoTrackerGreen; rot: OPA1; weiller Balken: 10pum; Stern markiert Zellkern.

Die Ergebnissen zeigten, dass das OPA1 wildtyp Konstrukt die Fusion der ansonsten nicht fusi-

onsfahigen MEF ko Mitochondrien ermdglichte (34% volle Fusion). Die Mitochondrien mit

dem OPA19°°°® Protein konnten keine Fusion durchfiihren.

Diese Resultate bestitigen die Ergebnisse der Morphologieanalysen (Kap.4.2.2; Kap.4.2.3), dass

eine normale GTPase Aktivitit essentiell fur die Funktion bei der Fusion der Mitochondrien von

OPAL1 ist.

4.3 OPA1l Defizienz in MEF Zellen fuhrt zu einer Verringerung der

Respirationskapazitat

Um festzustellen, ob das Fehlen von OPA1 Protein in den Zellen einen Einfluss auf die Respira-
tionskettenkomplexe hat, wurden diese zuerst polarografisch mittels Sauerstoffmesselektrode
analysiert (Abb.48). Die Datenwerte wurden vom Programm direkt aufgezeichnet. Aus dem
Verbrauch an Sauerstoff innerhalb der Messkammer, konnte der absolute Differenzwert aus den
Werten der Steigungen nach Substratzusatz und Inhibitorzugabe berechnet werden, die mit der
Komplexaktivitdt korrelierten. Das bedeutete: Je aktiver der Komplex, desto grofler der Sauer-

stoffverbrauch, desto hoher der Differenzwert.
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Abb. 48: Darstellung aus dem Messprogramm fiir die polarographische Analyse der Oxidationsrate in permeabili-

sierten MEF_wt (OPA™") und MEF_ko (OPA™) Zellen; y-Achse entspricht der Sauerstoffkonzentration

[nmol/min]. A) Normale Respirationsrate von MEF _wt mit Inhibition der Respiration durch spezifische

Inhibitoren. B) MEF ko Zellen zeigen globuldre Respirationsdefizienz. DT: Dithionite; G3P: Glycerol-

3-phosphate; TMPD: N,N,N’,N’-Tetramethyl-p-phenyldiamin.

Steigungen des Sauerstoffverbrauchs (Komplexaktivitat)
Substrate + Inhibitoren MEF wt MEF ko
Malat, Glutamat + Rotenon
1,02 0,08
Komplex I Aktivitét
Succinat, Glyerol-3-Phosphat + Antymycin A
Y P ym 3,01 0,34
Komplex IIT Aktivitat
Ascorbat, TMPD + KCN
3,23 0,49
Komplex IV Aktivitét

Tab. 18: Datentabelle der Polarografiemessungen von 10° MEF_wt und MEF ko Zellen. Steigungsdifferenz nach

Substrat- und Inhibitorzugabe, entspricht der Komplexaktivitit und zeigt, dass in MEF ko kaum

OXPHOS Komplexaktivitit messbar war; mind. 3 unabhéngigen Messungen.

Anhand der Grafik (Abb.48) lieB3 sich erkennen, dass MEF_wt nach Zugabe von Substraten mit

Sauerstoffverbrauch (Absenken der Kurve) reagierte und nach Zugabe von Komplexinhibitoren

eine Verbrauchsstagnation (Gerade mit einer Steigung von nahe 0) eintrat. Damit zeigten

MEF wt Zellen einen normalen Respirationsverlauf. Ganz anders verhielt es sich bei den

MEF ko Zellen, dessen Respirationskomplexe kaum auf Substrat- oder Inhibitorzugabe reagier-

ten. Es wurde auf eine globuldre Respirationsdefizienz geschlossen (Tab.18). Die stirkste Beein-

trachtigung wurde fiir die Komplex I Aktivitit beobachtet. Die polarografische Messmethode
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ermdglicht die Messung der Atmungskettenkomplexe abhidngig voneinander, so dass nicht klar
ersichtlich war, ob es sich um eine Einschrankung eines (Komplex I) oder mehrer Komplexe
(Komplex I und IV) handelte. Um festzustellen, ob nur einer oder gleich mehrere Komplexe ver-
ringerte Aktivititen besaBlen, wurden die Komplexe separat voneinander gemessen. Bei den
Messungen wurden auch primidre el2 wildtyp (MEF wt el2: OPA1" ") und heterozygote
(MEF _het e12: OPA1™") MEF Zellen eingeschlossen, um zu testen, ob die Respirationskomplexe
in heterozygoten MEF Zellen eine Verdnderung aufwiesen. Die MEF OPA1 heterozygoten el2
Zellen waren im Vergleich zum wildtyp (MEF_wt e12) in ihrer Mitochondrienmorphologie un-

verdndert (Abb.49).

Abb. 49: A) Wildtyp und B) OPAl
heterozygote e12 MEF Zel-
len zeigten die gleiche Mi-
tochondrienmorphologie.

griim:  MitoTrackerGreen;

weiller Balken: 10 pm.

Um die OXPHOS-Aktivitdten miteinander Vergleichen zu kénnen, mussten sie in gleiche Ver-
héltnisse zueinander gesetzt werden. Dies wurde erreicht, indem die OXPHOS-Aktivititen im
Verhiltnis zu einem Markerenzym gesetzt wurden, der als Basislinie diente. Aufgrund seiner
stabilen Aktivitdt (mU/mg Protein) in allen MEF Zellinen wurde der Komplex II als Marker ge-
wéhlt. Er dient zum quantitativen, mitochodrialen Angleichen der Komplexaktivititen

(Kap.3.2.7).

Komplexaktivitidt der
Respirationskettekomplexe

>
S 10000 | @ MEF wtel2 B MEF hetel2

m

Ratiowerte

CIlmu/uCll ClllmU/uUCIl CIvmuU/UCII

Abb. 50: Komplexaktivitdten fiir Komplex I, -IIT und -IV in e12 MEF Zellen zeigten keinen Unterschied zwischen
OPA1 wildtyp und heterozygoten Zellen. Ratio mit der Komplex II Aktivitdt als Markerenzym. CI: Kom-
plex I; CII: Komplex II (Marker); CIII: Komplex III; CIV: Komplex IV.
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Bei der Betrachtung der Aktivititen, konnten keine Unterschiede der OXPHOS Komplex-
aktivitidten zwischen den el12 heterozygoten und wildtyp MEF Zellen festgestellt werden. Viel-
mehr lagen die Werte fiir Komplex I, III und -IV nahe beieinander (Abb.50).

Fir die MEF Zellen des embryonalen Tages e8,5 (wildtyp: MEF wt; OPA1 defizienten:
MEF ko) wurde die Expression der Respirationskomplexe mittels Western Blot betrachtet. Um
moglichst einheitliche Mitochondrienmengen zu vergleichen, wo die OXPHOS-Komplexe loka-
lisieren, wurde ein mitochondriales Aulenmembranprotein (Porin) zur Standardisierung der La-
demengen verwendet (Abb.51A). Auf dem Western Blot (Abb.51B) konnte man fiir die Respira-

tionskomplexe I und IV stark reduzierte Mengen erkennen.

Abb. 51: Western Blot zur Darstellung der Expression der

D
|;2.ﬂ Respirationskomplexe -V in wildtyp (MEF_wt)
2& = 4~ KomplexV und OPA1"” MEF Zellen (MEF_ko). A) An-

——
3% . Kompiex 11 gleichen der Lademenge mit Porin Antikdrper
Komplex IV

MEE_wt 24. # Komilex I (Mitochondrienmarker). B) Laden gleicher Mito-
MEF ko 0" chondrienmengen, Detektion mit OXPHOS
kDa 17 E - Komplex I . . . . .
53 u.l I.I.I Complex Detection Cocktail (MitoScience) Anti-
A) 24~ B) 11 UEJ UEJ korpern; pinke Punkte entsprechen von oben (ca.

55 kDa) nach unten (ca. 20 kDa): Komplex V, -I1I,
-V, -10L - L

Aufgrund der stabilen Werte fiir Komplex II wurde dieser wie bereits oben als Markerenzym fiir

die Aktivitdtsmessung gewahlt.

Komplexaktivitat der
Respirationskettenkomplexe

7000 4 |@ MEF _wte8.5 B MEF_ko e8.5

Ratiowerte [mu/U]

CimuiucCcil Cllilmu/uClIl CIvVmU/UCII

Abb. 52: Komplexaktivititen fir Komplex I, -III und -IV in 8,5 MEF Zellen zeigten eine starke Reduktion der
Komplex I und -IV Aktivitit fiir die OPA1”” (MEF_ko) Zellen. Ratio mit der Komplex II Aktivitit als
Markerenzym. CI: Komplex I; CII: Komplex II (Marker); CIII: Komplex III; C4: Komplex IV.
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MEF Zellen Genotyp Cl/CII [mu/U] | C HI/CII [mU/U] | C IVICII [mU/U]
MEF wtel2 | OPAIl wtel2 807 4043 9532
MEF hetel2 | OPAI hetel2 525 4652 8828

MEF wt OPA1 wt e8,5 667 3888 7224

MEF ko OPA1 ko e8,5 182 2312 3001

Tab. 19: Wertetabelle fiir die Aktivititen der Respirationskomplex in MEF Zellen. E12 MEF Zellen Abb.50; 8,5
MEF Zellen Abb.52; wt: wildtyp, OPA1"""; het: heterozygot, OPA1""”; ko: OPA1""”; e: embryonaler Tag;
CI: Komplex I; CII: Komplex II (Markerenzym); CIII: Komplex III; CIV: Komplex IV.

Die Abbildung 52 verdeutlichte, dass fiir die MEF Zellen des embryonalen Tages e8,5 deutliche

Aktivitatsunterschiede der OXPHOS-Komplexe zwischen den wildtyp (MEF_wt) und OPA1

defizienten (MEF ko) Zellen vorhanden waren. Insbesondere die Aktivitit des Komplexes |

(CI/CII), aber auch die des Komplex IV (CIV/CII) waren in den MEF ko Zellen stark vermin-

dert.

Bei der Untersuchung von OPA1 defizienten Zellen des embryonalen Tages 8,5 (MEF_ko) konn-

te im Vergleich zum Wildtyp eine deutliche Abnahme der Respirationskapazitidt nachgewiesen

werden. Insbesondere lag eine verringerte Komplex I und -IV Aktivitdt vor. Geringer war die

Aktivitdt des Komplexes III herabgesetzt.
4.4 Wachstum der MEF Zellen

Zur Beurteilung des Wachstumsverhaltens der OPA1 defizienten MEF ko Zellen im Vergleich zu

den MEF_ wt Zellen wurde eine Wachstumskurve aufgenommen.

Wachstumkurve
20
—a—MEF_wt
S 157 |=—MEF ko I ) 4
—
210 -
=
S 5]
>
N
0 A p— T T = T T T T
0 2 3 4 6 7 8 9
Zeit [d]

Abb. 53: Wachstumskurve fiir MEF ko und MEF wt Zellen zeigt eine Wachstumhemmung fiir die OPA1""

(MEF ko) Zellen; ermittelt aus drei unabhéngigen Messungen.
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Die Wachstumskurve (Abb.53) dokumentierte, dass die MEF ko Zellen nicht nur langsamer
wuchsen, sondern auch mit einer geringeren Zelldichte in die stationdre Phase eintraten. Das
schwichere Wachstumsverhalten der OPA1 defizienten MEF Zellen war durch die verringerte

OXPHOS Komplexaktivitit zu erwarten (Atmungskette; Kap.4.3).
4.5 Analyse Lymphoblastoider (LCL) Zellen aus adOA Patienten

Aus dem Blut von fiinf adOA Patienten (KSP, LN, MMN, MNJ, SBE) und fiinf Normal-
kontrollen wurden lymphoblastoide Zelllinien (LCLs) mittels Transfektion mit dem Epstein Barr
Virus gewonnen (Kap.3.2.1, Tab.13, Tab.14). Die aus adOA Patienten gewonnenen LCL Zellen
wurden auf ihre OPA1 Expression untersucht. Das typische humane OPA1 Bandenmuster beste-
hend aus fiinf Banden zwischen 75 und 100 kDa (Duvezin-Caubet et al., 2006) konnte sowohl in
der Normalkontrolle (Abb.54) als auch in den Patienten LCL Zellen beobachtet werden. Es zeig-
te sich, dass MNN- und MNJ-Zellen, die dieselbe Mutation trugen, gleich starke OPA1 Banden
aufwiesen. Die OPA1 Expression in KSP-Zellen hingegen war um ca. !5 reduziert und in den
LN-Zellen leicht erhoht. Die Reduktion des OPA1 Proteins in KSP Zellen konnte auf das Fehlen
des OPAL1 Proteins zuriickzufiihren sein, das von dem mutierten OPA1 Allel gelesen wird. Da die
Mutation im Exon 2 lokalisiert war und damit noch innerhalb der mitochondrialen Import-
sequenz lag, konnte es zu einer Behinderung des Imports des OPA1 Proteins in die Mito-
chondrien und zur anschlieBenden Degradierung durch regulierende Proteasen innerhalb der Zel-

le gekommen sein.

M MNJ LN
kDaM MMN MNJ KSP LN SBE MMN | KSP | SBE

e ||

72> 70+
A) B)

kDa

95,

72—
0

M  Kontrolle

Abb. 54: Western Blot A) Detektion von OPA1 im Zellhomogenat von Patienten-LCL Zellen. Fiir alle Patientenzel-
len wurde das OPA1 typische Bandenmuster beobachtet. B) Zur Ladung gleicher Mengen wurden die
Proben mittels mitochondrialem Protein HSP60 vorher angeglichen. C) OPA1 Banden in Nomalkontrolle.
M: Marker; MMN, MNJ, KSP, LN, SBE: adOA Patienten LCL Zellen (Tab.13, Kap.3.2.1)

Alle fiinf aus adOA gewonnenen Patientenzelllinien zeigen das normale OPA1 Protein-Banden-

muster und unterscheiden sich nur geringfiigig in der Expressionsstérke.
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4.5.1 Patientenzellen besitzen eine veranderte mitochondriale

Feinstruktur

Aufgrund der geringen GréBe der LCL Zellen (0,3-4um), fiihrte eine Morphologieanalyse der
Mitochondrien mittels géngiger Mikroskopie mit einem VergroBerungsfaktor von 1000 zu unbe-
friedigenden Ergebnissen. Daher wurde die Analyse unter Verwendung der Elektronenmikrosko-
pie (EM) vorgenommen. Es wurden EM Aufnahmen von den 5 Patienten-LCLs (KSP, LN,
MMN, MNJ, SBE) und Kontroll-LCLs gefertigt (Abb.55). Sowohl Cristaeldngen als auch Mito-
chondrienflaichen wurden mit Unterstiitzung des AnalySIS Programmes ermittelt (Abb.56). Da-
bei wurden gleichstarke Anzahlen an Messungen pro Linie ausgewertet. Die Patientenzellen
wurden zu einer Gruppe zusammengefasst, um diese mit den Zellen der Normalkontrollen als
Kontrollgruppe zu vergleichen. Um die Varianzen innerhalb der zwei Gruppen mdoglichst niedrig
zu halten, wurden zur Auswertung die Boxplot Darstellung gewéhlt. Im Boxplot wird u.a. der
Median (Wert, der 50% der Gesamtwerte entspricht) dargestellt (Kap.3.4).

Im Allgemeinen streuten die Patientenwerte etwas stérker als die Kontrollwerte. Wahrend die
Mitochondrienfliche der Patientenzellen (Median=0,257um?) deutlich groBer war als die der
Kontrollzellen (Median=0,185um?), waren die Cristaeldngen mit einem Median von 199,02um
deutlich kiirzer als bei den Kontrollen mit einem Median von 264,23um. Beim Vergleich der

Patientenmitochondrien mit denen der Kontrollzellen zeigte sich ein signifikanter Unterschied

sowohl bei den Mitochondrienfldchen als auch bei den Cristaeldngen.

Abb. 55: EM Aufnahmen von LCL Zellen. Die Aufnahmen der Patientenzellen zeigten zum Teil aufgequollene Mi-
tochondrien mit unorganisierten, rudimentéren Cristae. A) Kontrolle; B) KSP-LCL; C) LN-LCL; D)
MNIJ-LCL; E) MNN-LCL; F) SBE-LCL; schwarzer Balken entspricht 1 pm.
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Abb. 56: Boxplot der Kontroll- und Patienten LCL Zellen zeigten signifikante Unterschiede der Mitochondrienfein-
struktur. Die Mitochondrien der Patientenzellen weisen im Vergleich zu Kontrollen groBere Flichen und
kiirzere Cristealamellen auf. A) Mitochondrienflichen; n=240 Gesamtmessungen pro Gruppe und B)
Cristaeldnge; n=300 Gesamtmessungen pro Gruppe. Kontrolle: LCL Normallkontrollen; OPA1-Patienten:
LCL Zellen aus adOA Patienten; *: Extremwert.

Die Analyse von adOA Patientenzellen zeigte eindeutig, dass OPA1 Mutationen zu deformierten

mitochondrialen Feinstrukturen fiihren. Dieses Ergebnis bestitigt die Resultate aus den Trans-

fektionsversuchen, dass OPA 1 Mutationen zu einer deregulierten Mitochondrienstruktur fiihrt.

4.5.2 LCL Zellen aus adOA Patienten zeigen keine markanten

Veranderungen in den Aktivitaten der Respirationskomplexe

Mitochondrien wurden aus LCL Kontroll- und Patientenzellen angereichert und die Respirations-
komplexe vermessen. Unter den Kontrollen befanden sich nicht nur die fiinf Normalkontrollen,
sondern auch eine Komplex I defiziente Zelllinie und zwei Komplex IV defiziente Zelllinien.
Die Daten wurden mittels Boxplots grafisch ausgewertet. Anhand der Boxplots war zu erkennen,
dass die Werte fiir die Patientenzellen inhomogen waren und sich daher breite Boxplotflichen
ergaben (Abb.57A-E). AuBlerdem trat je ein Extremwert bei den Messungen fiir Komplex IV und
-V auf. Zwar kam auch je ein Extremwert bei den Messungen fiir Komplex I, -III und -1V in den
Normalkontrollen vor, jedoch waren die Werte ansonsten weitestgehend homogen. Da es auf-
grund unspezifischer NADH Oxidation anderer NADH Dehydrogenasen zu Fehlmessungen fiir
den Komplex I (NADH Dehydrogenase) kommen kann, wurde die Rotenon Sensitivitit gemes-
sen (Abb.57F): CI-RS [%]= {(NADHoxid)total “(NADHoxid)Rotenon} / (NADHoxid)wotal: Das bedeutet,
dass die Gesamtmenge an NADH Oxidation gemessen wurde, von der die Oxidationsrate in An-
wesenheit von Rotenon substrahiert wurde. AnschlieBend wurde der erhaltene Betrag durch die
Gesamtoxidationsrate dividiert (Kap.3.2.7). Je sensitiver also die Hemmung von Komplex I
durch Rotenon, desto kleiner der Wert fiir (NADH xid)Rotenon- Damit ndhert sich der Quotient dem

Wert 1 bzw. 100% und desto spezifischer ist damit die Messung. Mit Ausnahme der Komplex I
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defizienten Zelllinie zeigten alle Zelllinien einen hohen C1-RS Wert (Mediane >85%). Damit
zeigte die Messung eine hohe Komplex I Spezifitit fiir alle Linien. Die Komplex I defizienten
Zellen hatten aufgrund ihrer geringeren Komplex I Aktivitét einen kleineren CI-RS Wert (Medi-
an ca. 68%). Ahnliche Sensitivititsanalysen mussten auch fiir den Komplex V durchgefiihrt wer-
den, dessen Messwerte durch unspezifische ATPasen (z.B. Na/K-ATPasen) ebenfalls verfélscht
werden konnten. Die Oligomycin sensitive Hemmung der ATPase bestimmt die Sensitivitdt und
Zuverlassigkeit dieser Messung (Abb.57G). War nach Oligomycinzugabe noch eine hohe Kom-
plex V Aktivitdt vorhanden, wurden die Aktivitdtsmesswerte durch andere ungehemmte ATPasen
verfilscht (Kap.3.2.7). Um die Spezifitit der erhaltenen Komplex V Aktivititswerte zu beurtei-
len, wurde die Oligomycin Sensitivitit liber die ATP Hydrolyserate bestimmt: CV-OS [%]=
{(ATPhydro)iotal “(ATPhydro)otigomycin} / (ATPhydro)toral - Leider lagen die Werte fiir alle Zellen unter
35%, wobei die Patientenzellen am sensitivsten waren und den héchsten Wert erreichten (Median
ca. 30%). Um aussagekriftig zu sein, sollte dieser mind. tiber 50% liegen. Aus diesem Grund
konnten die Werte der Komplex V Akivititen nur als Hinweis fiir einen moglichen Trend dienen.
Zum quantitativen Angleich der gemessenen Aktivitdten wurde das mitochondriale Makerenzym
Citratsynthase verwendetes (Kap.3.2.7). Bei der Betrachtung der Aktivititen wurde deutlich,
dass sich die Mediane der adOA Patientenzellen und Normalkontrollen dhnlich verhielten und
am stirksten bei der Komplex III Aktivitit voneinander abwichen. Die Komplex I defizienten
LCL Zellen zeigten wie erwartet eine deutliche Abnahme zu den Normalkontrollen bei der Kom-
plex I Aktivitit. Bei den Komplex IV defizienten Zellen konnte wie erwartet eine Abnahme der
Komplex IV Aktivitit verzeichnet werden. Die defizienten Zellen dhnelten sich in ihrem Verhal-
ten, ausgenommen in der Komplexaktivitét, in der sie ihre Defizienz besalen. Dort waren sie je
drastisch reduziert. Die in den defizienten Zellen festgestellte erhohte Komplex II und -I1I Akti-

vitdt, konnte auf eine Kompensation der defizienten Zellen zuriickzufiihren sein.
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Aus diesen Daten wurde ersichtlich, dass die Komplexaktivititen in adOA Patientenzellen indi-
viduell stark streuten. So war vereinzelt in einem Patienten der Komplex I defizient. Aber als
Gruppe betrachtet wurde deutlich, dass es keine signifikanten Unterschiede zwischen den Respi-
rationsenzymaktivititen in Patientenzellen und den Normalkontrollen gab. Dieses Ergebnis zeig-

te damit Parallelen zu den unauffilligen Respirationsmessungen in OPA1 heterozygoten MEF

C1-Def C4-Def Kontrolle OPA1-Pat

C5-0Oligomycin ;
Sensitivitdt [%] 7|

Zellen (Kapitel 4.3).
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Abb. 57: A)-G): Boxplots fiir die Respirations-
aktivititen der Komplexe I-V in LCL
Zellen, dargestellt als Ratio Komplex-
Aktivitidt zu Citratsynthase (Marker). Es

war keine signifikante Abweichung der

Patientenzellen zu beobachten. F) CI-RS:
Komplex I Rotenon Sensitivitit [%] G)
Komplex V Oligomycin Sensitivitat [%];
Cl: Komplex I; C2: Komplex II; C3:
Komplex III; C4: Komplex 1V; CS5:

Komplex V; CS: Citratsynthase; Def: de-

fiziente Zellen; Pat: Patientenzellen.
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5 Diskussion

5.1 Mutationen in der OPA1l GTPase Doméane beeinflussen die

GTP-Hydrolyseaktivitat

Ungeféhr die Hailfte der Patienten mit adOA weisen gehduft Punktmutationen in der GTPase
Domine des OPA1 Gen auf. Im Rahmen dieser Arbeit wurde erstmalig der Einfluss einer Viel-
zahl an Substitutionspunktmutationen in OPA1 und ihre Auswirkung fiir die Hydrolyse-Aktivitéat
der GTPase biochemisch und zellbiologisch analysiert (Tab.13). Diese Analyse ist von besonde-
rer Bedeutung, da eine Korrelation zwischen Mutationslokus und Symptomstirke der adOA Pa-
tienten bislang nicht moglich war (Votruba et al., 1998; Pesch et al., 2001). OPA1 Mutationen
wurden mittlerweile auch mit Symptomen assoziiert, die nicht das Sehvermdgen betreffen. So
wurde fiir Patienten mit der OPA1 Mutation R455H oder G439V eine Schiadigung des Hornervs
mit einhergehendem Horverlust geschildert (Amati-Bonneau et al., 2005; Liguori et al., 2008).
Aber auch Beeintrdchtigung der Augenmotorik und makrozytische Andmie wurden in einem
Patienten mit einer Y582C-OPA1 Mutation beschrieben (Ferraris et al., 2008). Der Verlust von
OPA1 in Mitochondrien wurde mittlerweile auch in Zusammenhang mit Zellalterung gebracht
(Navratil ef al., 2008) und in B-Zellen mit einer moglichen Ausbildung von Diabetis (Twig et al.,
2008).

In einer Patientin mit besonders starken Symptomen (Pesch et al., 2001) waren zwei Mutationen
beschrieben worden. Diese Patientin wies je eine OPA1 Punktmutation pro Allel auf: Glu270Lys
(270GTP) und Arg290Trp (290GTP). Die Ergebnisse der GTPase Aktivitdtsbestimmung von
270GTP zeigte nur eine geringfiigige Reduktion um 5% zu wtGTP (Abb.13). OPA1*"%% befindet
sich am Ende der ersten coiled-coil Domine, in der o-Helix direkt vor dem G1-Motiv, und sub-
stituiert das hydrophile, negativ geladene Glutamat mit dem gréBeren, hydrophileren, positiv
geladenen Lysin. Dies entsprach einer konservativen Substitution zu einer stark hydrophilen und
positiv geladenen Aminoséure. So trigt das kristallisierte GTPase des DynA (Dynamin Ortholog
des Dyctostelium discoideum; Niemann et al., 2001) in dieser Position ein Lysin und im huma-
nem Dynl Protein steht eine ebenfalls basische, stark hydrophile Aminosédure, das Arginin. Die
konservierte Eigenschaft der Aminosdure an dieser Position wiirde die nur geringfiigige Abwei-
chung der GTPase Aktivitdt zum wtGTP erkldren.

Bei der zweiten Mutation 290GTP (OPA1%***Y) war die Hydrolyseaktivitit durch 30% Redukti-
on stirker eingeschrinkt. Die Mutation des nicht konservierten Arginins befand sich direkt vor
dem G1 Motiv, das u.a. die Bindung des Phosphates ermoglicht. Hierbei bindet die hoch konser-
vierte Aminosdure des DynA K38 (G1 Motiv) nicht direkt das Phosphat, sondern bildet Wasser-



-83 -

stoffbriickenbindungen zu D138 und L139 (G3 Motiv: koordiniert Mg®" und y-Phosphat mittels
Wasserstoffbriickenbindungen) aus. D138 wiederum koordiniert das Mg*" via eines Wasser-
molekiils und das G141 bildet eine Wasserstoftbriickenbindung zum y-Phosphat des Nukleotides
aus. Aber auch S36 (G1 Motiv) interagiert mit T207 (G4 Motiv) iliber eine Wasserstoft-
briickenbindung. Die Substitution des stark hydrophilen, positiv geladenen Arginins zum hydro-
phoben Tryptophan hat sehr wahrscheinlich einen negativen Einfluss auf die Ausbildung dieser
Interaktionen innerhalb der GTP-Bindungs-Motive gehabt und damit die GTPase Aktivitét be-
eintrachtigt.

Das Zusammenwirken beider Mutationen (OPA1%7%¢ OpPA 1%V

) in einem Patienten wiirde zu
einer verstiarkten Einschrinkung der GTPase Aktivitdt insbesondere im oligomerisierten und
damit stimulierten Zustand fiihren. Stimuliert wiirde so ein 50 bis 100-facher Aktivitdtsverlust
entstehen und damit einhergehend ein starker OPA1-Funktionsverlust. Der Funktionsverlust in
den Energie generierenden Mitochondrien wiirde die stark ausgepragte Symptomatik des Patien-
ten erkldren.

Eine extreme Abnahme der Aktivitit um ca. 60% wurde bei der GTPase Mutation 300GTP
(G300E) beobachtet, die sich in einer hoch konservierten Position im G1 Motiv befand. Bereits
fiir die Mutation K301 A wurde eine kaum vorhandene GTPase Hydrolyse Aktivitdt beschrieben
(Griparic et al., 2004). Wie erwartet behinderte der Austausch des hydrophoben Glycins mit dem
hydrophilen Glutamat in dieser Schliisselposition die GTPase Aktivitdt, wahrscheinlich durch
eine inadequate Bindung des Nukleotides.

Die OPA1 Mutation T323A (323GTP) liegt innerhalb des hoch konservierten G2 Motiv, das in
die katalytische Aktivitdt involviert ist. Da erneut eine Mutation in einer Schliisselposition vor-
lag, wurde eine stirkere Beeintrachtigung der Hydrolyse Aktivitit erwartet, die sich in einer Ab-
nahme von 40% erkennen lies. Bei der entsprechenden Mutation in Dyn1"** wurde eine Blo-
ckierung der GTP-Hydrolyse und der damit zusammenhéngenden eingeschriankten Endozytose
beschrieben (Marks et al., 2001). Eine vergleichbar starke Beeintrichtigung wie bei OPA19*%"
konnte durch die geringe GroBe von Alanin gemildert worden sein. Der Austausch einer kleinen
hydrophoben Aminosdure mit einer winzigen, hydrophoberen Aminosdure ist nicht so schwer-
wiegend wie z.B. mit einem groBeren Arginin.

Von Damke und Kollegen (Damke ef al., 2001) wurden die konservierten Threonin Aminoséuren
(T65F, T1089F, T135F) in Dynamin mutiert und in HeLa Zellen untersucht. Obwohl fiir alle Mu-
tationen erwartet, zeigte nur die Mutation T65F in den Versuchen einen negativen Effekt auf die
L396R.,

Endozytose. Ein ebenso iiberraschendes Ergebnis lieferte die Analyse von 396GTP (OPA1
G3 Motiv). Die Aktivitit dieser Mutation war im Durchschnitt sogar geringfiigig erhoht (107%
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+14%). Der Ersatz der hydrophoben Aminosdure mit dem hydrophilen Arginin kdnnte unterstiit-
zend auf die intramolekularen Wasserstoffbriickenbindungen zwischen G3 und G1 Motiven wir-
ken und so nur eine geringfligige basale Beeintrachtigung der Aktivitédt nach sich ziehen. Auf3er-

dem besaBen die ermittelten Werte fiir OPA1-7R

eine Standardabweichung von 14%, so dass
Einzelwerte existieren, die der Aktivitdt von 270GTP entsprechen. Aullerdem muss die Tatsache
beriicksichtigt werden, was fiir alle hier aufgefiihrten Mutationen gilt, dass nur basale Aktivitidten
gemessen wurden. Ein stimulierter Zustand konnte aufgrund des Fehlens eines GTPase aktivie-
renden Proteins (GAP), das moglicherweise zur Aktivierung der OPA1 GTPase existiert, nicht
gemessen werden. Fiir die Dynaminfamilie hat die GTPase Effektor Doméne (GED) die Funkti-
on eines GAPs iibernommen. Die GED-Doméne stimuliert die Oligomerisierung des Dynamins
(Praefcke & McMahon, 2004), wodurch sich die GTPase Aktivitdt um das 50 bis 100-fache er-
hoht (Marks et al., 2001). Da bei den biochemischen Analysen die GTPase Doméne als Frag-
ment verwendet wurde, stand keine potentielle GED zur Verfiigung, die eine Katalyse hétte be-
schleunigen konnen. Die coiled-coil Doménen (CC1 oder/und CC2) von OPA1 werden als
Interaktionsregionen vorhergesagt, die eine Oligomerisierung von OPA1 ermoglichen sollen
(Frezza et al., 2007) die wiederum die GTPase aktivieren. Da die Expression des Gesamtldngen
OPA1 Proteins in Bakterien zu Einschliissen fiihrte, konnten keine ausreichenden Mengen an
l6slichem OPA1 hergestellt werden. Daher wurden die Expressionsbedingungen fiir die optimale
Gewinnung der GTPase Dominen eingestellt. Die technischen Einschrankungen limitieren daher
die Analyse auf den Vergleich der basalen Aktivititen der GTPase Doménen. /n vivo konnte die
Mutation L396R sterisch unfihig sein, in den stimulierten Zustand tiberzugehen. So wére ein
Aktivitdtsverlust durchaus moéglich, der zu der in Patienten gesehenen adOA Symptomatik fiihrte
(Delettre et al., 2000).

Eine weitere in adOA Patienten gefundene Mutation OPA™*¥ (Thiselton et al., 2002), die eine
Substitution des kleineren, hydrophoben Threonins durch das hydrophile, groere Lysin beinhal-
tet, zeigte eine GTPase-Aktivitdt von 73%. Die Mutation entspricht der Position N238 in DynA,
in dem das kleine, relativ hydrophile Asparagin den exozyklischen Sauerstoff der Nukleotidbase
bindet. Der Wechsel zu einer hydrophilen Aminosdure konnte eine weitaus drastischere Absen-
kung der Aktivitit verhindert haben, wobei der groBBeren Rest zu sterischen Behinderungen und
Storung der B-Faltblattstruktur in dem Bereich fithren konnte. Diese Erlduterungen wiirde die
resultierende Absenkung der GTPase Aktivitidt um 30% erkléren.

Die Substitutionsmutationen in den hochkonservierten Schliisselpositionen der GTP-Bindungs-
motive zeigten die starksten Verluste in der Hydrolyseaktivitit der OPA1 GTPase-Doméne. Die

Aktivitdtsverluste waren aber unabhhéngig davon, welches Motiv von einer Mutation (G1-G4)
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betroffen war. Im Vergleich dazu zeigten sich nur geringe Beeintrachtigungen bei Substitutions-
mutationen in den konstitutiven Nukleotidpositionen innerhalb der GTPase-Doméne. Neben der
Berticksichtigung des Fehlens einer moglichen GED, sollte auch beriicksichtigt werden, dass
eine Verbindung von heterozygoten Mutationen in einem Individuum (OPA1%7%¢ + OPA1**'WY)
starkere Symptome als einzeln auftretende Mutationen bewirken (Pesch et al., 2001). Die milden
Krankheitssymptome in Patienten, die je nur eine Mutation in einem Allel tragen, korrelieren mit
den relativ geringen Beeintrachtigungen der GTPase Aktivitét (Pesch ef al., 2001).

Es sollte beachtet werden, dass die oben zu Grunde gelegten molekularen Wechselwirkungen auf
dem Model der kristallisierten DynA GTPase basieren (Niemann et al., 2001) und diese nicht
zwangsldufig mit den experimentellen Beobachtungen tibereinstimmen miissen. Es liegt bisher
keine Kristallstruktur fiir die OPA1 GTPase Doméne oder das OPA1 Gesamtprotein vor.

Um festzustellen, ob verschiedene OPA1-GTPase Mutationen im OPA1 Gesamtprotein unter-
schiedlich starke Auswirkungen auf die Mitochondrien haben, wurden diese in Zellkultur analy-
siert. Endogen OPA1 exprimierende HelLa Zellen ebenso wie OPA1 defiziente MEF (MEF ko;
OPA17) Zellen wurden mit den OPA 1 Mutanten transfiziert und mikroskopisch analysiert.

5.2 Abnorme Mitochondrienmorphologie durch Uberexpression

von OPA1l Mutanten in HeLa und MEF Zellen

Fiir diese Arbeit wurde der offene Leserahmen von humanem OPA1 Isoform 1 (KIAA0567;
MIM 165500) gewéhlt, da diese Isoform in Retina und Hirn als am stirksten exprimierte Form
vorliegt. Bei einer Sequenzidentitdt von 88% auf Nukleotidebene und 97% auf Aminosédureebene
zwischen Mensch und Maus, wurden alle Mutationsvarianten und Versuche mit dem humanen
OPA1 Isoform 1 durchgefiihrt (Delettre et al., 2003).

Wie aus bereits verdffentlichen Daten bekannt war, fithrt die Expression eines beliebigen mito-
chondrial lokalisierten Proteins nicht prinzipiell zu einer morphologischen Verdnderung der Or-
ganelle. Die Expression eines exogen zugefiihrten Proteins in die Mitochondrien, muss dort eine
Funktion erfiillen, um in relativ kurzer Zeit (1-2 Tage) eine messbare Verdnderung auf diese aus-
zuiiben (Cipolat et al., 2004; Chen et al., 2005). OPA1 lokalisiert in den Mitochondrien. Dort
liegt es 16slich im IMS vor und ist C-terminal eng an die IMM assoziiert, so dass der N-Terminus
sich ins IMS richtet (Olichon et al., 2002; Griparic et al., 2004; Cipolat et al., 2006).

Bei den verwendeten HeLa und MEF Zellen konnten im Normalzustand filamentdse, weit im
Zytosol verzweigte Mitochondrien beobachtet werden (Abb.14, Abb.15). Die Kontroll-

transfektion mit Leervektor hatte keine Auswirkungen auf die Morphologie.
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5.2.1 OPA1 Mutanten fuhren zu verkiirzten Mitochondrien in HelLa

Zellen

Humanes wildtyp OPA1 und Mutationsvarianten wurden in HelLa Zellen, die endogen OPA1
exprimieren, transfiziert. Die Uberexpression von wtOPA1 fiihrte hauptsichlich zu kleinen vesi-
kuldren Mitochondrien mit einer durchschnittlichen Lénge von 0,4pum, die oft in Clustern aggre-
gierten (Abb.17). Entsprechende Beobachtungen wurden in Zellkultur auch in COS7 und HeLa
Zellen beschrieben (Misaka et al., 2002; Griparic et al., 2004; Misaka et al., 2006; Olichon et al.,
2007). Jedoch wurden in 3T3 Zelllinien die Ausbildung lidngerer, hoher vernetzter Mito-
chondrienstrukturen festgestellt, was auf das Fehlen filamentoser und hochgradig vernetzter Mi-
tochondrien in den 3T3 wildtyp Zellen zuriickzufiihren war (Cipolat et al., 2004). D.h. der Effekt
der mitochondrialen Fragmentierung ist abhingig von der Ausgangsstruktur der Mitochondrien
in den transfizierten Zellen. Die beim wtOPA Konstrukt beobachtete Fragmentierung ist in die-
sem speziellen Fall nicht das Resultat fehlender Fusionsereignisse (Cipolat et al., 2006), sondern
ist begriindet in der fehlgeleiteten Balance zwischen den Fusions (Verschmelzungs)- und Fissi-
ons (Teilungs)- Ereignissen, die sich in der Zelle durch kurzzeitige rapide Produktion von OPA1
ergab (Olichon et al., 2006). Die Uberexpression der Mutationsvarianten von OPA1, die bevor-
zugt nukleus-nah in Clustern aggregierten, fithrten ebenfalls zu fragmentierten Mitochondrien.
Die Mutationskonstrukte, die im Zusammenhang mit der Optikus Atrophie beschrieben wurden
(Tab.8), beeinflussen die Mitochondrien durch ihre verdnderte GTPase Aktivitit. Daher zeigten
sich, anders als in wtOPA, auch globulidre Mitochondrien, die vereinzelt bis zu 1pm Lénge errei-
chen konnten. In HeLa Zellen, die OPA1"*7 exprimierten, lag die Anzahl globulirer Strukturen
bei ca. 17% mit einem rund 7% Anteil Stdbchen, so dass sich auch die mittlere Mitochondrien-
lange auf 0,49um erhohte (Abb.17, Abb.18). Der hohe Anteil kleiner vesikuldrer Mitochondrien
(ca. 76%), erinnert an die wildtyp Morphologie. Diese Ahnlichkeit wurde durch die nur gering-
fiigig eingeschrinkte GTPase-Aktivitdt (95%; Abb.13) untermauert. Wobei hier die erwartete
stimulierte, in einen Fusionskomplex eingebundene Form wahrscheinlich die Verschiebung von
der vesikuldren hin zur globuldren Form bedingte. Der klein bleibende Anteil intermediédrer Mi-
tochondrien kénnte ein Zwischenzustand wahrend der Umformierung zu kiirzeren oder langeren
Strukturen darstellen (Abb.16). Solche Effekte mit fragmentierten, globuldren Mitochondrien
wurden in COS7 Zellen, in denen OPA15*"% und OPA1°*"** {iberexprimiert wurden, publiziert
(Misaka et al., 2007).

Vergleichbare Auswirkungen wie in OPA1%7% wurden in OPA 1% mit ca. 77% vesikuldren,
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11% globulédren und einem hoheren Wert fiir Stabchen von 12% gesehen. Bei 3960PA verlagerte
sich der Strukturanteil leicht von den globulidren zu Gunsten der linglichen Mitochondrien. Ne-
ben den o.g. Ahnlichkeiten finden sich weitere zwischen OPA1R*™W OPA1T3%% und OPA1 ™%X,
in denen 64%, 63% bzw. 67% vesikuldre, 25%, 27% bzw. 23% globulire und 11%, 10% bzw.
10% stabchenformige Mitochondrien auftraten. Das wiirde auch mit den gemessenen GTP Hyd-
rolyseaktivititen iibereinstimmen: 70% fiir 290GTP, 64% fiir 323GTP und 73% fiir 503GTP.
OPA1™Y wurde zusammen mit OPA1"’% in einem stark betroffenen Patienten gefunden.
Betreffen die Mutationen nur eine Genkopie, dann treten nur leichte Krankheitssymptome auf
(Pesch et al., 2001). Im Laufe des Jahres 2007 wurde die Mutante OPA1***? in Patienten-
fibroblasten beschrieben (Olichon ef al., 2007). Dort wurden 60% vesikulédre, 37% intermediére
und 3% filamentdse Mitochondrien gefunden. Da es sich hierbei nicht um exogen OPAL1 iiber-
exprimierende Zellen handelt, sondern um Fibroblasten, die die Mutation endogen, in physiolo-
gisch normalen Mengen neben dem Wildtyp exprimieren, ist der geringe Rest an filamentdsen
(tubuldren) Mitochondrien nicht erstaunlich. In den von uns transfizierten Zellen wurden keine
filament6sen Mitochondrien gesehen, und die hier als globulédr und stdbchenférmig definierten
Mitochondrien stellen die schwer abzugrenzenden intermedidren Zwischenformen zwischen ve-
sikuldren und tubulédren Mitochondrien dar (Abb.16). Das Fehlen filamentdser Mitochondrien
konnte an dem unregulierbaren Expressionsniveaus in den einzelnen Zellen liegen. Wurden die
unterschiedlichen Unterteilungen der Morphologien in dieser Arbeit und der Verdffentlichung
(Olichon et al., 2007) angeglichen, wurden also die filamentosen mit den intermedidren
(3%+37%=40% nach Olichon et al.) addiert, ergab sich ungefihr die Summe, die bei der Additi-
on der in dieser Arbeit beschriebenen globuldr und stibchenférmigen (11%+25%=36%) Mito-
chondrien in den exogen exprimierten HeLa Zellen gezdhlt wurden. Damit deckten sich die Pha-
notypen fiir diese Mutation.

In derselben Publikation von Olichon et al. wurde die Mutation G300E in HeLa Zellen iiber-
exprimiert. Es wurden keine filamentdsen, 2% intermedidre und 98% punktiforme Mito-
chondrien beschrieben. Die in dem GTPase Aktivititsassay dieser Arbeit auffillig stark beein-
trachtigte Mutation 300GTP (OPA1%°°°F) mit nur noch 41% GTPase-Aktivitit (Abb.13), zeigte
auch im Morphologievergleich zu den {ibrigen OPA1 Mutanten hervorstechende Werte (Abb.
17). In OPA1%°"* exprimierenden HeLa Zellen traten in nahezu gleichem Verhiltnis globulire
(45%) und vesikuldr fragmentierte (49%) und in geringer Zahl (5%) ldngliche Mitochondrien
auf. Wurde die Zwischenform der globuldren zu den vesikuldren addiert, ergaben sich
(45%+50%) 95% abgerundete, fragmentierte Mitochondrien. Ein Wert der den punktiformen

98% von Olichon et al. entsprach. Diese Beispiele verdeutlichten wie schwierig der Vergleich
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verschiedener Zellsysteme und Arbeiten auch durch fehlende einheitliche Einteilungen aufgrund
der hohen natiirlichen Diversitit der Mitochondrienmorphologie ist. So wurden die inter-
medidren Formen, zwischen vesikuldr und tubulér, oft unterschiedlich eingeteilt.
Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit festgehalten werden, dass tendenziell mit der Abnah-
me der GTPase Aktivitit die Anzahl globulédrer und vesikuldrer Mitochondrien anstieg. Je mehr
die Hydrolyseaktivitidt der GTPase Doméne der wildtyp Aktivitét entsprach, hduften sich vesiku-
lare Mitochondrien in transfizierten HeLa Zellen. D.h., die GTPase Aktivitit hat direkten Ein-
fluss auf die OPA1 Funktion in der Regulierung der Mitochondrienmorphologie. Unter Beriick-
sichtigung, dass die Mitochondrienmorphologie in direktem Zusammenhang mit ihrer Funktion
steht (Mannella, 2006), konnten bereits kleine Veranderungen in Neuropathien enden (Li ef al.,
2004; Zuchner et al., 2004; Duvezin-Caubet et al., 2006; Huang et al., 2007; Twig et al., 2008).
In wie weit und fiir welche spezielle Funktion (Weitung der Cristae Junction, Selektion von feh-
lerhaften Mitochondrien durch Fusion, Auswirkungen auf die Effizienz der Respirationskette,
Zellalterung) die GTPase Doméne in OPA1 notwendig ist, wird bisher nur vermutet. Bisher ist
bekannt, dass OPA1 ein bifunktionales Protein ist. Es ist notwendig fiir die Mfn1-abhédngige mi-
tochondriale Fusion, und OPA1 Oligomere konnen davon unabhingig die mitochondriale Apop-
tose durch Freisetzung des Cytochrom C regulieren (Frezza et al., 2006).

Die Uberexpression von OPA1 mit fehlender CC2-Domine (OPA1°9°°™°F) fiel durch den stirks-
ten Anteil an stdbchenférmigen Mitochondrien auf (Abb.17). Da sich die OPA 1°95TOP Mutation
aullerhalb der GTPase Doméne befand, lagen keine Daten fiir die Hydrolyseaktivitdt vor. Damit
konnten Schliisse nur aus der Zellreaktion gezogen werden, d.h. aus den Daten der mikro-
skopischen Morphologiebestimmung. Es zeigte sich, dass dieses Konstrukt mit 60% einen nied-
rigen Wert fiir vesikulédr fragmentierte, den hochsten mit 24% fiir stdbchenformige und mit 16%
einen niedrigen Wert fiir globuldre Mitochondrien besall (Abb.17). Ganz anders als in der Publi-
kation von Olichon et al., in der ebenfalls ein CC2-fehlendes Konstrukt in HeLa Zellen iiber-
exprimiert wurde, konnte dort aber keine Verdnderung in der Morphologie festgestellt werden
(97% filamentds, 3% intermediér, 0% punktiform). Auch in Patientenfibroblasten, die eine OPA1
Mutation besaBBen, die zu einem CC2-Mangel im OPA1 Protein fiihrte, zeigten sich wildtyp-
dhnliche Mitochondrien. Jedoch konnte in den Patientenzellen keine Synthese des CC2-
verkiirzten OPA1 nachgewiesen werden. Stattdessen konnte man eine Abnahme des wildtyp
OPA1 Proteins um ca. die Hilfte erkennen. Dem gegeniiber stand zusétzlich die Beobachtungen
in OPAI**" Patientenfibroblasten (Amati-Bonneau et al., 2005), deren Mitochondrien als
fragmentiert beschrieben wurden und damit unsere Beobachtungen bestétigten. Weiterhin lag

eine Publikation aus dem Jahr 2004 vor, in der 3T3 Zellen mit OPA1°*5T°" transfiziert wurden,
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und eine deutliche Fragmentierung zu globuldren Mitochondrien dokumentiert wurde (Cipolat et
al., 2004). AuBlerdem wurde eine eingeschridnkte Funktionsfdhigkeit in Endozytoseassays fiir

K694 \var nicht zur Selbstinteraktion zwischen den GED

Dynamin CC2-Mutanten festgestellt. Dyn
Dominen fahig, zeigte aber keine negativen Auswirkungen auf die intrinsische Beschleunigung
der GTP Hydrolyse und konnte sich effektiv an der Endzytose beteiligen (Sever et al., 2000).
Bisher ist unklar, welche spezielle Funktion die CC2-Domine in OPA1 hat. Die CC2-Doméne
konnte mit einer zweiten CC2-Doméne oligomerisieren und als potentielle GAP Doméne dienen.
Dieses gilt allerdings auch fiir die CC1 Doméne, die selbstassoziieren kann (Akepati ef al., ein-
gereicht). Im Fall von 9050PA, konnte die CC1 Domine eine Assemblierung in die Protein-
komplexe unterstiitzen. Die volle Leistungsfahigkeit wiare durch mogliche Behinderungen in der
Interaktion beeintréchtigt. Vielleicht wire auf diese Weise eine frans- oder cis- homo-Interaktion,
wie sie bei Mfnl in trans notig ist (Ishihara et al., 2004), in den transfizierten Zellen blockiert.
Neben der Hydrolyseaktivitéit liegt, anhand der gefundenen nur 50% starken Expression des
wildtyp OPA1 in Patientenfibroblasten mit OPA1 CC2-Dominen Defizienz, vermutlich ein wei-
terer Schwerpunkt des OPA1 Wirkmechanismus in der Expressionsstirke. Die Expressionsstirke
wurde bereits sehr oft als ausschlaggebend in Enzephalomyopathien beschrieben (Ito et al.,
1999; Nakada et al., 2001). Das bedeutet, die Konzentrationsgrenze in der Zelle, ab der das ge-
sunde Protein die Funktion des krankhaften Proteins nicht mehr komplementieren kann, sondern
beginnt mit demselben um Funktionsprozesse zu konkurrieren. Im Fall von OPA1 geht man da-
von aus, dass es Homooligomere, wihrend der Fusionsprozesse moglicherweise auch heterooli-
gomere, Komplexe bildet (Frezza et al., 2006; Griparic et al., 2007; Song et al., 2007). Krank-
heitsverursachenden OPA1 Formen wiirden so in Komplexstrukturen integriert, und die
verringerte Aktivitdt der GTPase Doménen konnte die Funktion des Proteinkomplexes storen.
Dieser Mechanismus kann in Patienten bei der Kosynthese des Wildtyp- und Mutationsproteins
innerhalb einer Zelle auftreten (,,gain-of-function®). Wahrenddessen kommt es bei OPA1 Mutan-
ten mit fehlender CC2-Doménen im Patienten wohl zu einer Degradation des fehlerhaften Prote-
ins im Rahmen des internen Zellschutzes (,,haploinsufficiency*). So lieBe sich die 50%-ige Men-
ge an wildtyp OPA1 erkléren, der sowohl in Patienten (Olichon et al., 2007) als auch in OPA1"
Maiusen gefunden wurde (Davies ef al., 2007). Das Mausmodell basiert auf einer OPA1 Genmu-
tation, die zum vorzeitigen Abbruch der Proteinsynthese (vor der GTPase Doméne) fiihrte.

Bei der Abmessung der Mitochondrienldngen wurde festgestellt, dass die Mitochondrien ins-
besondere bei den OPA1 Mutationsvarianten eine hohe Standardabweichung besaflen. 3000PA
und 9050PA unterschieden sich als einzige Konstrukte signifikant von wtOPA. Die Varianz be-

ruhte generell auf der groen Inhomogenitét der Mitochondrienmorphologie.
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Diese hohe Inhomogenitidt des Mitochondriennetzwerkes spiegelt die beobachtete Symptom-
variabilitit der adOA wieder, die sich in der unvollstandigen Penetranz der Erkrankung ausdriickt
(Votubra et al., 1998; Cohn et al., 2007). Auch fiir Patienten mit mitochondrialen Zytopathien
zeigt sich oft eine heterogene und unspezifische Symptomatik, so dass auch klinische Befunde
unspezifisch sind (Janssen, 2007). Mittlerweile wurden weitere Krankheitsbilder in Zusammen-
hang mit Verdnderungen des OPA1 Proteins beschrieben. Beispielsweise wurde Taubheit (Amati-
Bonneau et al., 2005; Liguori et al., 2008), PEO (Progressive externe Ophtalmolegie) (Ferraris et
al., 2008), mtDNA Deletionen und daraus resultierendem Verlust der Respirationskapazitét, Ata-
xia (Amati-Bonneu et al., in press; Hudson et al., in press), aber auch Diabetes (Twig et al.,
2008) in Zusammenhang mit OPA1 gesehen. Es ist zu vermuten, dass die optische Atrophie pri-
mér durch Mutationen im OPAI Gen hervorgerufen wird. Sekundér scheinen aber weitere Ein-
flussgroBen individuell im Patient wie z.B. weitere beeintrachtigte mitochondrien-relevante Pro-
teine (MEGS Proteine, Proteine der Fusions- und Fissionsmaschinerie) zur Ausprigung des
Schweregrades der Symptome beizutragen.

Die iibermdssig starke ausgeprdgte Standardabweichung in HelLa Zellen lag hochst-
wahrscheinlich begriindet in der biologischen Ausgangsituation der Zellen. Diese Zellen besitzen
einen endogen OPA1-Pool aus acht Isoformen, der den Effekt der Uberexpression einer Mutante
beeinflussen konnte. Eine iiberhohte Varianz konnte durch die Expression der OPA1 Mutanten in

einem OPAL freien Zellsystem vermieden werden

5.2.2 Fahigkeit der OPA1 Mutanten zur Wiederherstellung der
wildtyp Mitochondrienmorphologie in OPA1¢” MEF Zellen
(MEF_ko)

In der Hefe wurde gezeigt, dass die Mitochondrienfusion in OMM- und IMM-Fusion unterteilt
werden kann. Es handele sich um zwei Prozesse, die getrennt voneinander ablaufen kénnen und
unterschiedliche Proteine und zellbiologische Voraussetzungen bendtigen (Malka et al., 2005).
Fiir die OMM-Fusion ist der GTP-Spiegel und das mitochondriale Membranpotential ebenso
notwendig wie das Protein Mfnl. Aus der erfolgreichen Fusion von MEF _wt Mitochondrien mit-
einander und der fehlenden Fusion der Mitochochondrien in MEF OPA1™” (MEF ko) Zellen
(Abb.44) kann man schliefen, dass ohne OPA1 keine Fusion der Mitochondrien moglich war.
Damit konnte gezeigt werden, dass OPA1 essentiell fiir die Mitochondrienfusion ist.

Des Weiteren konnte beobachtet werden, dass wildtyp (MEF_wt) mit OPA1 defizienten MEF
Zellen (MEF ko) fusionieren konnten, trotz Fusions-Inkompetenz der MEF ko Zellen (Abb.46).

Die Mengen an OPA1 aus den MEF_wt Zellen reichen also fiir die Fusion beider Mitochondrien-
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zellen aus. Wahrscheinlich kam es nach der Fusion der Aulenmembranen zu einem Austausch
des OPA1 wildtyp Proteins iiber den Intermembranraum (IMS) der nun verbundenen Mito-
chondrien, so dass die IMM-Fusion stattfinden konnte. Eine Mitochondrienfusion in OPA1 defi-
zienten MEF Zellen (MEF ko), die das Mutationskonstrukt 3000PA exprimierten, blieb aus
(Abb.47B). Gleichzeitig war das wildtyp OPA1 Protein (wtOPA) in der Lage die Mitochondrien
von fusions-inkompetenten MEF ko Zellen zu fusionieren (Abb.47C). Daraus konnte geschlos-
sen werden, das eine stark verringerte GTPase Aktivitdt im OPA1 Protein (41% fiir 300GTP;
Abb.13) dessen Fusionsfunktion behindert.

Eine eingeschriankte Fusion wiirde die Haufung verkiirzter (vesikulérer, globuldrer) Mitochond-
rien (Kap.4.2) erkldren. Dies konnte einerseits die rudimentiren, unorganisierten Cristae in den
MEF ko EM Aufnahmen (Abb.33) und andererseits auch die am hdufigsten auftretende Mito-
chondrienmorphologie (Vesikuli) in den transfizierten Zellen erkldren, die OPA1 GTPase Mutan-
ten exprimierten (Abb.34).

Veroffentlichungen, die aus ihren Untersuchungen an Mitochondrien folgerten, dass es einen Zu-
sammenhang zwischen Mitochondrienmorphologie und Funktion gibt, hduften sich in den ver-
gangenen Jahren (Li et al., 2004; Zuchner et al., 2004; Duvezin-Caubet et al., 2006; Manella,
2006; Huang et al., 2007; Navratil et al., 2008). Die Mitochondrienfusion und der damit verbun-
dene Austausch von Mitochondrieninhalten sind unter anderem notig, um mtDNA, Stoff-
wechselprodukte, und andere essentielle Mitochondrienproteine sowie das Membranpotential in
den Zellen zu stabilisieren und fehlerhafte Mitochondrien zu komplementieren (Nakada et al.,
2001; Skulachev VP, 2001; Chen et al., 2005; Chan DC, 2006; Twig et al., 2008). Die Akkumu-
lation von defekten mtDNA Molekiilen kann zu Respirationsproblemen fiihren. Diese konnen
sich in erhdhter ROS Produktion und sinkender ATP Synthese ausdriicken, was in der Zelle
Stress verursacht. Der Stress wiederum kann bei Zellen mit hohem Energiebedarf (z.B. Nerven-
zellen) im Zelltod enden. Das Phidnomen der Akkumulierung globulirer Mitochondrien wurde
bereits bei Untersuchungen des Zellalterungsprozesses beschrieben. Kiirzlich konnte gezeigt
werden, dass diese groflen Mitochondrien fusions-inkompetent sind und ein verringertes OPA1
Expressions Niveau besitzen (Navratil et al., 2008).

Die édhnlichen Effekte bestimmter OPA1 Mutanten auf die Morphologieverteilung der Mito-
chondrien (2700PA mit wtOPA; 2900PA mit 3230PA mit 3960PA mit 5030PA; Abb.34), die
bereits bei der Transfektion in HeLa Zellen beobachtet wurde (Abb.17), war auch in MEF ko
Zellen erkennbar.

Die Wirkungen von wtOPA und 3000PA hebt sich in beiden Zellsystemen (HeLa & MEF Zellen)

am auffilligsten von den iibrigen Konstrukten ab. Wihrend die Variante OPA1%%F bei Uber-
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expression in einem OPA1 endogen exprimierendem System (HeLa Zellen) vergleichbar starke
Anteile vesikuldrer und globuldrer Mitochondrien zeigte, trat bei der ausschlieBlichen Expression
von OPA1%*%F in MEF ko Zellen eine Verschiebung hin zu einem dominierenden Anteil vesiku-
larer (86%) und nur kleinen Anteilen der intermedidren Formen (14% globuldr und 0% stiabchen-
formig) auf. Die mitochondriale Morphologieverteilung von wtOPA dhnelte der Verteilung, wie
sie fiir 2700PA beobachtet wurde. Nur diese beiden Konstrukte (wtOPA, 2700PA) fiihrten zu
tubuldren Mitochondrien (18% fiir wtOPA, 8% fiir 2700PA). Fiir diese Varianten wurden im
Durchschnitt die lédngsten Mitochondrien gemessen, 2,77um fiir wtOPA und 1,42um fiir
2700PA.

Bei der Mutante OPA 1% blieb iiberraschenderweise trotz hoher Aktivitit der GTPase Domine
(396GTP) die Wiederherstellung von tubuldren Mitochondrienformen aus. In nachtriglich er-
zeugten stabilen 3960PA:MEF ko Zellen zeigte sich eine Instabilitit des OPA1-***® Proteins.
Vermutlich entsteht ein fehlgefaltetes OPA1“**® Protein, das zu fehlerhafter OPA1 Oligo-
merisierung fiihren konnte und von der Zelle erkannt und abgebaut wird. Dies ist bei der kurzzei-
tigen, transienten Expression des Proteins in hohen Mengen vom Protein-Kontroll-System der
Zelle nicht moglich.

In transient transfizierten MEF ko Zellen zeigte 905OPA kaum Stébchen (2%), dafiir 41% glo-
buldre und 57% vesikuldre Mitochondrien. Das Konstrukt besitzt zwar eine intakte GTPase Do-
méne, aber ihm fehlt die CC2-Doméne. Dieses Konstrukt war nicht in der Lage tubuldre Struktu-
ren in MEF ko Zellen zu unterstiitzen. Damit ist die CC2 Doméne essentiell fiir die Fusions-
funktion von OPA1. In OPA1°*™F transfizierten HeLa Zellen war der Anteil stibchenformiger
Mitochondrien mit 24% grofBer als in MEF ko Zellen (2%). Endogene OPA1 Formen in HeLa
Zellen kénnten demnach die Fusionseffizienz der OPA1°°°T°F Mutante unterstiitzen.

Bei den MEF ko handelt es sich um ein Zellsystem ohne endogenen OPA1 Expressions-
hintergrund, was einerseits den messbaren signifikanten Unterschied der Mitochondrienldngen
aller Mutationsvarianten zum Wildtyp, andererseits die zwar durch die Variabilitit der Mito-
chondrienmorphologie vorhandene, aber im Vergleich zu HeLa Zellen geringere Standardab-
weichung erkldren wiirde.

Zusammenfassend kann gefolgert werden, dass erstens in beiden Zellsystemen (mit und ohne
endogener OPA1 Expression) tendenziell dhnliche GTPase-Aktivititen einen vergleichbaren
Einfluss auf die Mitochondrienmorphologie haben. Das bedeutet, dass die GTPase Aktivitit mit
dem Ausmal} der morphologischen Verdnderungen korreliert. Zweitens spricht der Einfluss der

endogenen Formen fiir eine OPA1-Interaktion mit sich selbst und unterstiitzt die Vermutung der
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Komplexbildung. Die dritte wichtige Schlussfolgerung ist, dass zur Regulierung der Morpholo-
gie beide Doménen (GTPase und CC2-Doméne) essentiell sind.

Fiir zukiinftige Analysen sollten die acht OPA1 Isoformen im Mittelpunkt stehen. SchlieBlich
vermochte wtOPA zwar die normale tubuldre Netzwerkstruktur wiederherzustellen, aber nicht zu
100%. Stattdessen sind Tubuli zu 18% erkennbar, bei einem Hauptanteil vesikuldrer Mito-
chondrien (50%) und 23% intermedidrer Stdbchen (Abb.34). Das Fehlen der {ibrigen sieben Iso-
formen konnte die 100%-ige Tubularisierung im Zellsystem verhindert haben. So kdnnte mdgli-
cherweise eine Koexpression von verschiedenen Isoformen die Mitochondrienmorphologie
vollstindig wiederherstellen. AuBBerdem sollten sekundére Effekte in der Zelle, insbesondere
ausgelost durch Interaktionen der OPA1 Proteine miteinander und zu moglichen Interaktions-
partnern weiter analysiert werden. In diesem Zusammenhang muss nicht nur der Einfluss der

GTPase Doméne, sondern auch die CC2 Doméne ndher untersucht werden.
5.3 MEF_ko Zellen sind Respirationsdefizient

Die polarografische Analyse der Respiration in MEF ko Zellen zeigte im Vergleich zu den
MEF wt Zellen stark reduzierte Aktivititen der Atmungskettenkomplexe (Kap.4.3, Abb.48).
Eine Verringerung der Respirationskapazitit wurde in MEF Zellen beschrieben, deren OPA1
Expression experimentell mittels iRNA herunterreguliert wurde (Chen et al., 2005). Aus den
polarografischen Messungen dieser Arbeit konnte geschlossen werden, dass der Komplexes I
und/oder Komplex IV unfihig ist Elektronen innerhalb der Atmungskette zu {ibertragen. Da bei
der polarografischen Messung die OXPHOS Komplexe innerhalb der Atmungskette und damit
abhéngig voneinander vermessen werden, kann nicht genau bestimmt werden, welcher Komplex
defizient ist und die niedrigen Sauerstoff-Verbrauchswerte verursacht. Zur Lokalisierung und
Verifizierung der polarografischen Messungen wurden in Kooperation mit Dr. A. Janssen die
Komplexaktivititen separat vermessen.

Komplexes II wurde als Markerenzym gewihlt, weil konstante Aktivititen in allen Mitochon-
drienproben aus MEF Zellen ermittelt werden konnten. Wéhrend sich bei den e12 MEF Zellen
unauffillige Unterschiede in den Komplexaktivititen zwischen wildtyp und heterogenen Zellen
ergaben (Abb.50), waren diese Unterschiede in den MEF Zellen vom Tag e8,5 eindeutig. Hierbei
zeigte sich eine sehr starke Verringerung des Komplexes I und eine ebenfalls deutlich verringerte
Komplex IV Aktivitit (Abb.52). Dies konnte in den geringeren Mengen an Komplex I und 1V,
die im Western Blot detektiert wurden, begriindet liegen. Die verringerte Respirationskapazitét

wiirde wiederum die beobachtete Wachstumshemmung (Abb.53) erkldren.
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Aus der geringen Auswirkung in heterozygoten Zellen und starker Auspragung in MEF ko Zel-
len, zusammen mit den Beobachtungen der Mitochondrienmorphologien ldsst sich schlief3en,
dass mit einer geringeren Modifizierung der Mitochondrienmorphologie durch OPA1 nur eine
schwache Verringerung der Respirationsaktivitit einhergeht (MEF het e12). Dies steht im Ein-
klang mit unserer Vermutung, dass die verdnderte mitochondriale Feinstruktur die Komplex-
aktivitit beeintrichtigt. Bei starkem Verlust oder Beeintrachtigung von OPA1 durch Mutationen
folgt eine starke Verdnderung der Mitochondrienmorpholgie und Cristaestruktur, wodurch die
dort ablaufenden Respirationsprozesse gestort werden und zu einer reduzierten Respirationsakti-
vitdt fiilhren (MEF ko). Negative Beeinflussungen des Energiegenerierungssystems, wie sie auch
in Patientenfibroblasten (Amati-Bonneau et al., 2005) und Muskelgewebe von Patienten (Lodi et

al., 2004) beobachtet wurden, konnen eine indirekte Folge der OPA1 Fehlfunktion sein.

5.4 Beeinflussung der Cristaestrukturen, aber nicht der Respira-

tionsaktivitat in Lymphoblastoiden Patietenzellen

5.4.1 Deformierte Cristaemorphologie in adOA Patienten LCL

Die Feinstruktur der Mitochondrien wurde in LCL Zellen aus adOA Patienten und Kontrollen
analysiert und verglichen (Abb.56). Die Streuung der Daten fiir die Mitochondrienflache und
Cristaeldnge bei den Patientenzellen kann vermutlich auf den heterogenen Hintergrund (OPA1
wildtyp + Mutations Allel) zuriickgefiihrt werden. Die signifikant groBere Mitochondrienflédche
in den Patientenzellen ergibt sich durch die aufgequollenen Mitochondrien. Auch die signifikant
verringerte Cristaeldnge in den Patientenmitochondrien entspach den beobachteten kiirzeren, oft
unorganisierten und z.T. nur noch rudimentér vorhandenen Cristae. Beschreibungen von unge-
ordneten Cristaclamellen und gequollenen Mitochondrien wurden bereits in Zellen, deren OPA 1
Expression experimentell herunterreguliert wurde, beschrieben (Olichon et al., 2003; Griparic et
al., 2004; Arnoult et al., 2005). Die Beobachtungen dieser Arbeit an Patientenmitochondrien
zusammen mit den Ergebnissen aus den Transfektionsexperimenten von OPA1 Varianten in Zell-
kultur wiesen nach, dass die Regulierung der Mitochondrienmorphologie eine direkte OPA1

Funktion darstellt.

5.4.2 Normale Respirationskapazitat in Lymphoblastoiden Patien-

tenzellen

In OPA1***" Fibroblasten (Amati-Bonneau ef al., 2005) und im Muskelgewebe von Patienten
mit einer Deletionsmutation (Leserahmenverschiebung; ¢.2708-2711delTTAG), (Lodi et al.,

2004) wurde eine Verringerung in der ATP Synthese gemessen. In den Messungen fiir OPA1-
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LCL Zellen konnte dagegen kein markanter Unterschied zu den Kontrollen gefunden werden
(Kap.4.5.2, Abb.57). Bei den Messungen der einzelnen Komplexe I-V variierten die Werte in-
nerhalb der Patientengruppe aber stark (groe Boxplotfliche). Die Variationen und Diskrepanz
zu den fritheren Ver6ffentlichungen konnen mehrere Griinde haben:

1) Klinische Abnormalititen treten sehr oft auf in Patienten mit mitochondrialen Krankheiten,
die zu heterogenen und oft unspezifischen Symptomatiken fiihren. Daher wird in der Regel erst
von einer mitochondrialen Erkrankung gesprochen, wenn zwei entsprechende chronische und
ansonsten unerkldrliche Symptome bevorzugt in unterschiedlichen Geweben auftreten (Rustin et
al., 1994; DiMauro et al., 1999).

2) Es kommen Fehlmessungen vor, die zu falsch positiven oder negativen Ergebnissen fiihren
konnen. So kann es gewebespezifische Unterschiede in den Aktivititen geben. Beispielsweise
kann eine messbare Respirationsdefizienz in Muskelgewebe, Fibroblasten oder Lymphozyten
auftreten, sie muss jedoch nicht in allen Geweben gleichzeitig in einem Patienten auftreten (Trij-
bels et al., 1993). Damit kénnen basierend auf den zur Verfiigung stehenden Zelltypen wider-
spriichliche Ergebnissen erzielt werden.

3) Die bestehende Restaktivitit eines beeintridchtigten Enzyms aus der Respirationskette kann
ebenfalls zu falschen Ergebnissen fithren. So wurde in Fibroblasten aus Komplex I defizienten
Patienten, bei denen eine nuklear lokalisierte Mutation fiir eine Untereinheit des Enzyms ermit-
telt wurde, die Enzymaktivitdt gemessen. Erstaunlicherweise konnte eine unerklérliche Rest-
aktivitit von Komplex I zwischen 18% und 89% festgestellt werden (Jansson, 2007).

4) Es kann ein Defekt in der ANT (Adenin Nukleotid Translokase) zu Grunde liegen, was die
geringen ATP-Messwerte im aktiven Muskel (Lodi et al., 2004) erkldren kann.

5) Ein Defekt in einem Protein des MEGS (PDHc, Citratzyklus) konnte vorliegen, der mit den in
dieser Arbeit verwendeten Methoden nicht detektiert werden konnte.

6) Die Gegenwart des wildtyp OPA1 Proteins konnte den Funktionsverlust des mutierten Allels
in den Patientenzelllinien abpuffern. Eine Defizienz wiirde sich mdglicherweise erst bei einem
erhohten Energiebedarf der Zelle signifikant abzeichnen.

Zusammenfassend sind die Aktivititen der Respirationsenzyme in OPA1 heterzygoten LCL Zel-
len aus Patienten nicht signifikant verringert, zeigen aber, dass im einzelnen Individuum durch-
aus Aktivititsabnahmen vorkommen. Aus den signifikanten Unterschieden der Mitochondrien in
der Morphologieanalyse in Patienten (Kap.4.5.1) und den beschriebenen Zellsystemen (Kap.4.2)
lasst sich schlieBen, dass OPA1 wohl direkt die Morphologie der Mitochondrien reguliert, jedoch

nur indirekt die Respirationsfunktion der Mitochondrien beeinflusst.
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Dem zu Folge fiihren OPA1 Fehlfunktionen direkt zu Cristaeverdnderungen, in denen die
OXPHOS Enzyme und Transportproteine (z.B. ANT) sitzen. In den deformierten Cristaclamellen
konnten sich dann nicht mehr die Untereinheiten gréferer Transmembran-Proteine (z.B. Kom-
plex I mit 970 kDa) oder integraler Mitochondrienproteine zusammensetzen. Dadurch wére das
Energie-Generierungssystem der Zelle mehrfach betroffen, da auch die Translokation von Prote-
inen und Substraten (z.B. Pyruvat, ANT) durch die IMM in die Matrix nur noch eingeschréinkt
moglich wire. Eine solche Einschrinkung wurde erst kiirzlich erstmals als Krankheitsursache
beschrieben (Mayr et al., 2007). Die sekundédren Folgen der Verdnderung der Mitochondrien-
morphologie konnen daher zu krankhaften Effekten im Zusammenhang mit metabolischen Pro-
zessen (z.B. Citratzyklus, OXPHOS) fiithren. Welche Proteinkomplexe konkret betroffen sind,
wire als nédchstes zu untersuchen, um auch Lésungsansitze fiir Krankheiten zu finden, die erst

seit kurzem in Zusammenhang mit OPA1 gebracht werden konnten.

6 Ausblick

Als zukiinftige Fragestellungen sollten folgende Punkte weiter erforscht werden:

e Der Einfluss von OPA1 GTPase-Mutanten auf die Apoptose (in Kooperation mit Dr. R. You-
le, NIH, USA; Publikation in Vorbereitung).

o Kiristallisation des OPA1 Proteins, um Wechselwirkungen zwischen Oberflichen innerhalb
der OPA1 GTPase Doméine zu entschliisseln. Auerdem kdnnte die 3-D Struktur von OPA1
auch iiber mogliche Interaktionen zwischen den OPA1 Doménen (CC- und GTPase-Domine)

Aufschluss geben.

e Der Einfluss der Mitochondrienmorphologie auf die Assemblierung von integralen und peri-
pheren Membrankomplexen in der inneren Mitochondrienmembran (z.B. OXPHOS Kom-

plexe, ANT).
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