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1 Zusammenfassung

In der vorliegenden Dissertation wurden altersabhingige Verdnderungen des mitochondrialen
Proteoms des filamentosen Pilzes Podospora anserina, des Fadenwurms Caenorhabditis elegans,
der Schwarzbéduchigen Taufliege Drosophila melanogaster sowie des extrem kurzlebigen

Tiirkisen Prachtgrundkarpflings Nothobranchius furzeri untersucht.

Fiir Podospora anserina wurde eine detaillierte Quantifizierung der Komplexe I, III, und IV
und der aus ihnen aufgebauten Superkomplexe der oxidativen Phosphorylierung (OxPhos)
sowie der ATP-Synthase (Komplex V) durchgefiihrt. Dies erfolgte durch die Kombination von
2-dimensionaler (2D) Gelelektrophorese, der Farbung mit dem Fluoreszenzfarbstoff
SYPRO® Ruby und die Quantifizierung mit der Software Delta2D. Um auch Membranproteine
wie beispielsweise die Komplexe der oxidativen Phosphorylierung analysieren zu konnen und
Protein-Protein-Interaktionen zu erhalten, wird fiir die Auftrennung in der ersten Dimension
die blau-native Polyacrylamid-Gelelektrophorese (BN-PAGE) verwendet. Es standen Mito-
chondrien von je drei 6, 9 und 13 Tage alten sowie seneszenten (14 bzw. 15 Tage alt)
P. anserina Kulturen zur Verfiigung. Es konnte eine generelle Abnahme aller Komplexe und
Superkomplexe der oxidativen Phosphorylierung bezogen auf die mit 6 Tagen jlingste Alters-
stufe festgestellt werden, wobei von den 6 iiber die 9 zu den 13 Tage alten Kulturen meist
eine kontinuierliche Abnahme erfolgt, so dass die Menge des betrachteten Komplexes oder
Superkomplexes in der Regel bei den 13 Tage alten Proben am geringsten ist. Die seneszenten
Kulturen setzen diesen Trend nie fort, sondern weisen oft in etwa die gleiche Menge wie die
9 Tage alten Proben auf. Dies kann hochstwahrscheinlich auf Unterschiede in der Gewinnung
der seneszenten Proben zuriickgefithrt werden. Die ATP-Synthase konnte sowohl als
Monomer als auch als Dimer detektiert werden, wobei das Monomer stets in leichtem Uber-
schuss zum Dimer vorliegt. Bei den 13 Tage alten P. anserina Kulturen konnte auflerdem ein
im Vergleich mit den 6 und 9 Tage alten Proben um 38% hoheres Monomer-Dimer-Verhéiltnis
der ATP-Synthase festgestellt werden. Ebenfalls detektierbar war freier F;-Teil der ATP-
Synthase, dessen Vorkommen jedoch nur zwischen 2,3% bei den seneszenten und 4,6% bei
den 9 Tage alten Kulturen betrégt. Die Menge an freiem F;-Teil nimmt zwar mit zunehmen-
dem Alter ab, da dies jedoch auch fiir Gesamtmenge der ATP-Synthase gilt, liegt unabhéngig
vom Alter der gleiche Prozentsatz der ATP-Synthase in Form von freiem F;-Teil vor. Unab-
héngig vom Alter konnten in allen Proben die Superkomplexe b (I;III,IV;) und c (I;I11,IV,)
identifiziert werden, wobei stets etwa 4-mal so viel Superkomplexb wie c vorliegt. Im
Vergleich mit den 6 und 9 Tage alten Kulturen ist das Verhéltnis von Superkomplex b zu c bei
den 13 Tage alten Proben allerdings um 28% hoher. Die in einer fritheren Arbeit bei Podo-

spora anserina identifizierten Superkomplexe a (I1II,) und III,IV,;" konnten in der vorliegen
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Arbeit nicht gefunden werden. Wahrend die Mengen der Komplexe und Superkomplexe der
OxPhos mit dem Alter abnehmen, was auch fiir die Gesamtmenge der Komplexe I und III,,
bestehend aus der Menge von individuellem und in Superkomplexen vorliegendem Komplex,
gilt, dndert sich die prozentuale Verteilung dieser beiden Komplexe auf individuellen Komplex
sowie die Superkomplexe b und ¢ nicht mafgeblich mit dem Alter. Die in der vorliegenden
Arbeit beobachtete Abnahme der Komplexe und Superkomplexe der oxidativen Phospho-
rylierung mit dem Alter fiihrt mit grof3er Wahrscheinlichkeit zu einer Beeintrachtigung des
Energiehaushalts der Zelle und kénnte somit eine der Ursachen und/oder Konsequenzen des

Alternsprozesses sein.

In Zusammenarbeit mit Dr. Ansgar Poetsch und Dr. Sascha Rexroth aus der Arbeitsgruppe von
Prof. Dr. Matthias Rogner an der Ruhr-Universitit Bochum wurden im Rahmen der vorlie-
genden Arbeit auBerdem altersabhédngige posttranslationale Modifikationen der ATP-Synthase
von Podospora anserina untersucht. Dabei konnten die spezifische Oxidation eines
Tryptophan-Restes der ATP-Synthase a-Untereinheit sowie eine ebenfalls spezifische
4-Hydroxy-2-nonenal (HNE) Modifikation eines Histidin-Restes der B-Untereinheit festgestellt
werden. Im Falle der Oxidation des Tryptophans konnte dessen Umsetzung zu Hydroxy-
Tryptophan, N-Formylkynurenin und Kynurenin beobachtet werden. Quantifizierung dieser
Tryptophan-Modifikationen mittels Fliissig-Chromatographie Elektrospray-lonisierungs
Tandem-Massenspektrometrie (LC-ESI-MS/MS) und Spectral Counting konnte zeigen, dass die
prozentuale Verteilung der drei Modifikationen unabhédngig vom Alter der Kultur und dem
Oligomerisierungsgrad der ATP-Synthase ist und N-Formylkynurenin mit einem Anteil von
64% bezogen auf die Menge an unmodifiziertem Tryptophan am héaufigsten vorkommt.
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass das ATP-Synthase Dimer unabhidngig vom Alter
starker von der Tryptophan-Oxidation betroffen ist als das Monomer. Unabhéngig vom Oligo-
merisierungsgrad der ATP-Synthase zeigten seneszente im Vergleich mit 9 Tage alten,
juvenilen P. anserina Kulturen einen grolderen Prozentsatz an modifiziertem Tryptophan. Die
Methode des Spectral Counting erlaubt allerdings nur eine relative Quantifizierung, so dass,
um die Oxidation des im Rahmen dieser Arbeit identifizierten Tryptophan-Restes der ATP-
Synthase a-Untereinheit von P. anserina zukiinftig auch absolut quantifizieren zu konnen,
entsprechende Uberginge fiir die Analyse mittels Multiple Reaction Monitoring optimiert
wurden. Zusétzlich wurde der Einfluss der in vitro Oxidation mittels Fenton-Reagenz, des
Einsatzes des kommerziell erhiltlichen Antioxidantien-Cocktails SVAVEGR™ bei der
Solubilisierung sowie des Einsatzes des Eisenchelators Desferal bei der Isolierung der Mito-
chondrien auf den Oxidationsgrad dieses Tryptophan-Restes analysiert. Der Einsatz von

SCAVEGR™ bei der Solubilisierung kann nicht empfohlen werden, da insbesondere die
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Menge an detektierbarem Hydroxy-Tryptophan dadurch zunimmt und der Antioxidantien-
Cocktail somit keine protektive sondern eine artifiziell oxidierende Funktion zeigt. Anders
verhédlt es sich bei der Verwendung des Eisenchelators Desferal bei der Isolierung der
Mitochondrien. Diese hat einen positiven Effekt, da fiir das Dimer der ATP-Synthase eine
statistisch signifikante Abnahme der Mengen an Hydroxy-Tryptophan und N-Formyl-
kynurenin festgestellt wurde. Auf die Oxidation des Tryptophan-Restes beim Monomer hatte
der Einsatz des Eisenchelators jedoch keine Auswirkungen. Ein Einsatz von Desferal bei der
Isolierung von Mitochondrien aus Podospora anserina wird empfohlen, um artifizielle
Oxidation bei der Probenhandhabung zu unterbinden und wird, basierend auf den in der
vorliegenden Arbeit erzielten Ergebnisse auch bereits durchgefiihrt. Die in vitro Oxidation
mittels Fenton-Reagenz resultierte zwar in einem verdnderten Bandenmuster bei der blau-
nativen Gelelektrophorese, hatte jedoch keine Auswirkungen auf den Oxidationsgrad des im
Rahmen dieser Arbeit identifizierten Tryptophan-Restes der ATP-Synthase a-Untereinheit von
P. anserina. Um weitere fiir die Alternsforschung vielversprechende Zielproteine posttrans-
lationaler Modifikationen zu identifizieren, wurde die multidimensionale Proteinidenti-
fikations-Technik (MudPIT) eingesetzt. Dabei konnte unter anderem die Oxidation von
Tryptophan zu Kynurenin bei der Cytochrom-c-Oxidase (Komplex IV) der oxidativen Phospho-
rylierung sowie der Isocitrat-Dehydrogenase und der Citrat-Synthase des Citratzyklus fest-

gestellt werden.

Eine altersabhidngige Analyse des mitochondrialen Proteoms des Caenorhabditis elegans
Wildtyps sowie der langlebigen daf-2(e1370)-Mutante ergab eine erhebliche altersabhingige
Abnahme der Komplexe und Superkomplexe der oxidativen Phosphorylierung beim Wildtyp,
die in der daf-2(e1370)-Mutante abgemildert wird und mit den auf anderen Methoden
basierenden Erkenntnissen von Brys et al. (2010) 2] {ibereinstimmt, die an den selben Proben
gewonnen wurden. Individueller KomplexI konnte bei keiner der untersuchten Proben
detektiert werden, und auch die Komplexe III, und IV liegen nur in sehr geringer Menge als
individuelle Komplexe vor, so dass die Gesamtmenge von Komplex I und die Hauptmengen
der Komplexe III, und IV in Form von Superkomplexen vorliegen. Dabei konnten nur Super-
komplexe mit der Beteiligung von Komplex I und III,, also der Zusammensetzung I;I11,IV.,
identifiziert werden. Die daf-2-(e1370)-Mutante scheint dabei unabhingig vom Alter eine
etwas grofdere Menge von Superkomplexen zu besitzen als der Wildtyp. Die ATP-Synthase
kann als Monomer, Dimer und Tetramer identifiziert werden, wobei Monomer und Dimer den
weitaus grofleren Teil ausmachen und unabhéngig vom Alter sowohl beim Wildtyp als auch

bei der Mutante im gleichen Verhéltnis vorliegen.
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Bei der Analyse des mitochondrialen Proteoms von Drosophila melanogaster wurde ein von
anderen Organismen abweichendes Proteinmuster festgestellt, das insbesondere im Bereich
der ATP-Synthase auffillig ist, fiir die wesentlich mehr Banden erkennbar sind als erwartet.
Eine Analyse mittels Peptide Mass Fingerprinting (PMF) ergab eine sehr haufige Identifizierung
der a- und B-Untereinheit der ATP-Synthase, auch an Positionen im 2D-BN/SDS-Gel wo diese
nicht zu erwarten wére. Eine Riicksprache mit der Arbeitsgruppe von Prof. Tanguay von der
Université Laval in Québec City, Kanada, die die Proben zur Verfiigung gestellt hatte, machte
klar, dass die Mitochondrien-Proben von Drosophila melanogaster eine recht hohe
Kontamination mit Lysosomen aufweisen. Diese fiihrt zu einer teilweisen Proteolyse der in der
Probe enthaltenen Proteine so dass verschiedene Produkte des proteolytischen Abbaus auf den
2D-BN/SDS-Gelen zu finden sind und die zusitzlichen Proteinbanden sowie die haufige
massenspektrometrischen Identifizierung von a- und B-Untereinheit der ATP-Synthase im
geringeren Massenbereich bedingen. Aus diesem Grund war eine Analyse altersabhingiger
Veranderungen des mitochondrialen Proteoms von Drosophila melanogaster mit diesen Proben

nicht sinnvoll.

In der vorliegenden Arbeit wurde weiterhin das mitochondriale Proteom des extrem
kurzlebigen Tiirkisen Prachtgrundkérpflings Nothobranchius furzeri untersucht. Dabei konnte
neben den bei den anderen Organismen identifizierten Superkomplexen auch I;IV; ohne
Beteiligung des Komplex IIl, Homodimers identifiziert werden. Dieser Superkomplex war
bisher nur aus Rinderherzmitochondrien®*', dem filamentdsen Pilz Neurospora crassa'®”’ und
der Hefe Yarrowia lipolytica™ bekannt und beweist eine direkte Interaktion der Komplexe I
und IV der oxidativen Phosphorylierung. Der Vergleich zwischen ad libitum erndhrten Fischen
und solchen mit lebenslanger oder kurzzeitiger Kalorienrestriktion ergab eine erhebliche
Abnahme der ATP-Synthase Menge und ein vollstdndiges Vorliegen dieser als Monomer bei
lebenslanger Kalorienrestriktion. Bei Tieren mit kurzzeitiger Kalorienrestriktion konnte ein im
Vergleich zur ad libitum erndhrten Kontrolle verdndertes Monomer-Dimer-Verhéltnis der ATP-
Synthase festgestellt werden. Auflerdem wurde nur in Proben von Fischen mit kurzzeitiger
Kalorienrestriktion der Superkomplex III,IV; identifiziert. Weiterhin wurden erste Hinweise
auf eine Verdnderung des mitochondrialen Proteoms von Nothobranchius furzeri durch die
Verabreichung des natiirlichen Antioxidans Resveratrol gefunden. Diese scheinen sich
insbesondere auf die Oligomerisierung der ATP-Synthase sowie das Vorliegen von individu-
ellem Komplex IV; auszuwirken, da die Proben von mit Resveratrol behandelten Tieren eine
etwas grollere Menge von ATP-Synthase Dimer, Trimer und Tetramer sowie weniger

individuellen Komplex IV; zu besitzen scheinen.
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2  Einleitung

2.1 Modellorganismen der Alternsforschung

Auch wenn das Ziel der Alternsforschung (Gerontologie) das Verstandnis des Alternsprozesses
beim Menschen ist, konnen viele Experimente nicht oder nur schwer am Menschen selbst
durchgefiihrt werden, so dass der Einsatz von Modellorganismen erforderlich ist, an denen
stellvertretend fiir den Menschen geforscht wird. Welcher Organismus dafiir gewéhlt wird,
hingt von verschiedenen Faktoren, nicht zuletzt von der untersuchten Fragestellung ab. So
besitzt die Bierhefe Saccharomyces cerevisiae beispielsweise keine NADH-Ubichinon-Oxido-
reduktase (Komplex I der oxidativen Phosphorylierung)® ", so dass sie fiir die Analyse von
Defekten dieses Enzyms, dessen Mangelfunktion die am weitesten verbreitete Ursache fiir

Fehlfunktionen der Atmungskette ist"'* !

, nicht geeignet ist. Auch die Lebensspanne spielt
eine entscheidende Rolle bei der Auswahl des passenden Modellorganismus. Wahrend der
Fadenwurm Caenorhabditis elegans nur 2 Wochen und die Schwarzbéduchige Taufliege Droso-
phila melanogaster 2 Monate lebt, werden Miuse (Mus musculus) etwa zwei Jahre alt!™*. Je
alter ein Organismus wird, desto langsamer er also altert, umso ldnger dauert es auch, bis ein
umfassendes gerontologisches Experiment mit verschieden alten Individuen abgeschlossen
werden kann. Auch die Kosten fiir die Haltung steigen in erheblichem Mal3e mit der Lebens-
dauer des Organismus, so dass auch die verfiigbaren Gelder bei der Auswahl des geeigneten
Modellsystems nicht unberiicksichtigt bleiben sollten. Im gleichen Mafl3e steigen die Kosten fiir
die Haltung auferdem mit der evolutiondren Ndhe eines Organismus zum Menschen. So
gelten fiir Sdugetiere oder gar Primaten wesentlich striktere Richtlinien und sind Genehmi-
gungen fiir bestimmte Experimente unter Umstédnden schwieriger zu erhalten als fiir Inverte-
braten oder niedere Vertebraten wie beispielsweise Fische. Auch die Verfiigbarkeit von fiir die
Alternsforschung relevanten Mutanten, wie beispielsweise der langlebigen daf-2(e1370)-

[2, 15]

Mutanten von Caenorhabditis elegans oder der vorzeitig alternden mtDNA Mutator-

[16]

Maus'* und von Techniken fiir Mutagenese und RNA-Interferenz (RNAi) spielt eine Rolle bei

der Auswahl des geeigneten Organismus.

Die Entscheidung fiir oder gegen einen bestimmten Modellorganismus ist somit auch immer
von Kompromissen geprédgt, da Lebensspanne, verfiigbare genetische Techniken und Mutan-
ten sowie die Kosten fiir die Haltung und durchfiihrbare Experimente gegeneinander abgewo-

gen und auf die untersuchte Fragestellung abgestimmt werden miissen.

Nachfolgend wird detaillierter auf die vier in der vorliegenden Arbeit verwendeten Modell-
organismen Podospora anserina, Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster und Notho-

branchius furzeri eingegangen.
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2.2.1 Podospora anserina

Der Schlauchpilz (Ascomycet) Podospora anserina ist in der Natur auf dem Dung von

[17]

Pflanzenfressern zu finden'"”" und gehort zu den wenigen filamentdsen Pilzen die nicht

[18, 19]

unsterblich sind, sondern sich durch eine spezifische Lebensspanne auszeichnen . Diese

(201 " Seit der

betrdgt beim am intensivsten untersuchten Wildstamm ,s“ im Mittel 25 Tage
ersten Beschreibung des seneszenten Phanotyps durch Rizet (1953)"" hat sich P. anserina als
Modellsystem fiir die Analyse biologischer Grundlagen des Alterns etabliert. Die in alten
Kulturen des Pilzes auftretenden Verdnderungen des Phanotyps werden als ,Seneszenz-
Syndrom“ bezeichnet ?*! und umfassen eine verringerte Wachstumsrate, den Verlust der
Fertilitdt sowie eine verstirkte Pigmentierung des Myzels'*®. Auf der mikroskopischen Ebene
konnen ebenfalls altersabhingige Verinderungen beobachtet werden". Schlussendlich
kommt es zu einem totalen Wachstumsstillstand und dem Tod des Myzels an den Hyphen-
spitzen"? ?*!, Abbildung 2.2.1** zeigt eine Podospora anserina Kultur mittleren Alters sowie
eine seneszente Kultur im Vergleich, so dass sich die stirkere Pigmentierung und das irregu-
lare Wachstum der seneszenten Kultur gut erkennen lassen. Neben Wildstdmmen, die an
verschiedenen Orten aus der Natur entnommen wurden, existieren auch zufillig isolierte
sowie gezielt erstellte Mutanten von P. anserina, die jeweils eine charakteristische Lebens-

spanne aufweisen'®”

. Dazu zahlt beispielsweise die langlebige Mutante grisea, bei der eine
Funktionsverlustmutation im fiir den Transkriptionsfaktor GRISEA codierenden Gen vorliegt.
Das Fehlen dieses Transkriptionsfaktors fiihrt wiederum dazu, dass das fiir einen Kupfer-

Transporter codierende PaCtr3-Gen nicht exprimiert wird'>> ¢!

. Da Kupfer ein Co-Faktor fiir
die Cytochrom-c-Oxidase (Komplex IV der oxidativen Phosphorylierung) ist, fithrt die Grisea-

Mutation zur Inaktivierung von Komplex IV?”), Podospora anserina besitzt jedoch eine

mittelalt seneszent

Abbildung 2.2.1 Vergleich einer Podospora anserina Kultur mittleren Alters und einer seneszenten Kultur auf
synthetischem Medium. Es lasst sich erkennen, dass der seneszente Phdnotyp durch irreguldres Wachstum und
verstarkte Pigmentierung gekennzeichnet ist!?2,
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sogenannte ,alternative Oxidase* (AOX)™® so dass die grisea Mutante nicht letal ist, sondern
im Gegenteil sogar eine um etwa 60% verlingerte Lebensspanne aufweist?”. Dies ist wahr-
scheinlich darauf zuriickzufiihren, dass bei der ,alternativen“ Atmung Elektronen von
Komplex I mittels Ubichinon direkt auf die AOX iibertragen werden, wodurch Komplex III, —

neben Komplex I der Hauptproduzent von Superoxidradikal-Anionen (O, )?%3"

d[20]

- umgangen
und die Produktion von O,  vermindert wird“”. Somit treten auch weniger Folgeprodukte
des Superoxidradikal-Anions wie das hochreaktive Hydroxyl-Radikal auf, so dass die grisea
Mutante im Vergleich zum Wildtyp weniger durch reaktive Sauerstoffspezies (ROS, von engl.
reactive oxygen species) und die durch diese verursachten Schiden an Proteinen, Lipiden und
DNA belastet ist?”. Die P. anserina Mutante ex1 weist eine Deletion des Hauptteils des CoxI-
Gens in der mitochondrialen DNA (mtDNA) auf, das fiir eine Untereinheit von Komplex IV
codiert, so dass auch diese Mutante auf die Atmung mittels AOX angewiesen ist. Im Vergleich
zur grisea Mutanten lebt ex1 jedoch nicht nur ldnger als der Wildtyp, sondern scheint sogar
unsterblich zu sein, da der entsprechende Stamm mittlerweile seit iiber 20 Jahren im Labor

wichst ohne Anzeichen des Alterns zu zeigen™”

. Das die grisea Mutante nicht ebenfalls
unsterblich ist hdngt damit zusammen, dass durch das Fehlen des GRISEA Transkriptions-
faktors auch die beiden Superoxiddismutasen SOD1 und SOD2 nicht aktiv sind®” und ihr
somit ein wichtiger Teil des Schutzmechanismus gegen ROS fehlt. Sowohl die grisea als auch
die ex1 Mutante wurden zusammen mit Kulturen des Wildtyps ,,s* bereits in der Dissertation
von Krause (2004)™ qualitativ mittels gelelektrophoretischer Methoden untersucht, wodurch
erstmalig Superkomplexe der oxidativen Phosphorylierung bei Podospora anserina identifiziert
werden konnten. Bei den beiden Mutanten konnte auferdem der bis dato unbekannte Super-

komplex LIII, sowie ein Homodimer von Komplex I nachgewiesen werden!"

. Der Alterungs-
prozess des P. anserina Wildtyps, der auch im Rahmen der vorliegenden Arbeit analysiert
wird, ist gekennzeichnet durch eine umfassende Reorganisation der mtDNAP**), Dabei wird
das erste Intron des PaCox1-Gens, das fiir die erste Untereinheit von Komplex IV der oxida-
tiven Phosphorylierung codiert und auch als pl-Intron bezeichnet wird, freigesetzt und immer
starker amplifiziert®*3%. Aus diesem formt sich wihrend des Alternsprozesses die sogenannte
pIDNA oder senDNAq, die in den Mitochondrien akkumuliert wird. Die pIDNA umfasst
2,5 kbp und liegt ringférmig vor, so dass eine grofe Ahnlichkeit mit bakteriellen Plasmiden
besteht?® 3 37 Durch diese massive Umorganisation der mtDNA und die Freisetzung des
PaCox1-Introns in Form von pIDNA kommt es schlie8lich zum Verlust grof3er Teile der mtDNA

[20]

inklusive des PaCox1-Gens“". Die Freisetzung und Amplifizierung des pl-Introns und die

Akkumulation der pIDNA in den Mitochondrien wurden lange als Ursache des Alterns-

[20]

prozesses bei Podospora anserina angenommen', jedoch konnte mittlerweile festgestellt
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werden, dass das pl-Intron bei einigen Stimmen stabil in die mtDNA integriert ist und nicht

[27, 38-40]

freigesetzt wird, diese aber trotzdem altern . Diese Stimme, zu denen auch die schon

erwiahnten Mutanten grisea und ex1 gehoren, sind jedoch alle langlebig, so dass die pIDNA als

eine Art Beschleuniger des Alternsprozesses zu wirken scheint'*?,

Aufgrund seiner relativ geringen Lebensspanne von nur etwa 25 Tagen beim Wildtyp ,s“/2”

und der Vielzahl an verfiigbaren Mutanten eignet sich der filamentose Pilz Podospora anserina
gut als Modellorganismus fiir die Alternsforschung. Allerdings sind Pilze evolutionsbiologisch
recht weit vom Menschen entfernt, so dass diese sicherlich auch ihnen eigene Mechanismen
des Alterns besitzen, die nicht auf das humane Altern {ibertragbar sind. Nichtsdestotrotz kann
auch ein Pilz aufschlussreiche Ergebnisse iiber evolutiondr konservierte Mechanismen geben,
sobald diese identifiziert sind. Interessant ist in diesem Zusammenhang beispielsweise, dass
bei P. anserina eine Lebensverlingerung durch verminderte Kalorienzufuhr (CR, von engl.

calorie restriction) festgestellt werden konnte!* wie sie auch schon bei Miusen™,

[46]

Ratten"™ und den ebenfalls im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersuchten Organismen

[51-53] .[54]

Caenorhabditis elegans"’>" | Drosophila melanogaster und Nothobranchius furgeri™™ nach-
gewiesen werden konnte. Dabei konnte es sich also um einen allgemeingiiltigen Mecha-
nismus handeln, der wesentlich schneller und kostengiinstiger an kurzlebigen Spezies mit

geringen Haltungskosten und einem grof3en Experimentierspielraum erforscht werden kann.

Auch das altersabhédngige Vorliegen von beispielsweise durch ROS verursachten posttrans-
lationalen Modifikationen (PTMs) lasst sich anhand kurzlebiger Organismen, die in einem
kurzen Zeitraum eine Vielzahl von Proben unterschiedlichen Alters liefern konnen, wesentlich
effektiver untersuchen. Bei der Analyse juveniler und seneszenter Podospora anserina Kulturen
konnte beispielsweise neben einer generellen Zunahme der Menge von SAM-abhéngiger
O-Methyltransferase (SAM-OMT) in seneszenten Kulturen auch die N-Formylkynurenin-
Modifikation dieses Enzyms festgestellt werden"™'. Die Modifikation war dabei spezifisch auf
drei Tryptophan-Reste beschrankt und wéhrend in juvenilen Kulturen etwa 25% der SAM-
OMT modifiziert waren, trugen in den seneszenten Proben circa 50% die Modifikation. Vor
allem bei Proteinen, die stark evolutionar konserviert sind und bei denen eine grof3e Sequenz-
homologie zum entsprechenden Protein in Sdugern existiert, ist eine umfassende Analyse auf
altersabhingige PTMs bei kurzlebigen Organismen wie Podospora anserina sinnvoll, da so in
einer vergleichsweise kurzen Zeitspanne ein umfangreiches Altersprofil verschiedener Modifi-
kationen erstellt werden kann. Von den identifizierten PTMs werden dann nur die interessan-

testen und vielversprechendsten auch in Sdugern oder gar dem Menschen selbst analysiert.
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2.2.2 Caenorhabditis elegans

Der Fadenwurm (Nematode) Caenorhabditis elegans ist bereits seit den 70er Jahren des 20.

156,571 Er lebt im Boden

Jahrhunderts ein etablierter Modellorganismus der Alternsforschung
gemiRigter Klimazonen und ernihrt sich hauptsichlich von Bakterien®® >, Es existieren zwei
Geschlechter, Hermaphroditen (XX) und Méannchen (X0) (siehe Abbildung 2.2.2)% Herma-
phroditen besitzen ein weibliches Soma und produzieren sowohl Spermien als auch Oozyten.
Sie konnen sich durch Selbstbefruchtung oder Paarung mit einem Mannchen fortpflanzen. Bei
der Selbstbefruchtung entstehen Mannchen nur mit einer Wahrscheinlichkeit von etwa 1:500,
wahrend der Nachwuchs aus der Paarung eines Hermaphroditen mit einem Méannchen je 50%
beider Geschlechter enthilt!®. C. elegans weist das Phinomen der sogenannten Eutelie
(Zellkonstanz) auf, das heildt, jedes erwachsene Individuum besitzt die gleiche Gesamtzahl an

161, 621 jeder erwachsene

Zellen und auch jeweils die gleiche Anzahl an Zellen pro Zelltyp
Hermaphrodit besitzt genau 959 und jedes erwachsene Minnchen genau 1031 Zellen'. Der
Lebenszyklus von C. elegans ist recht einfach und dauert unter optimalen Bedingungen nur
2,5 Tage"®. Steht nur wenig Futter zur Verfiigung oder ist die Populationsdichte sehr hoch,

konnen L2-Larven in das sogenannte Dauer-Stadium iibergehen. Dabei wird kein Futter aufge-

Hermaphrodit (XX)

Eierstock Eierstock

Samenblase
Samenleiter

Kloake giranien

Abbildung 2.2.2 Schematische Darstellung der beiden Geschlechter von  Caenorhabdlitis elegans.
Hermaphroditen (XX) produzieren sowohl Spermien als auch Oozyten und kénnen sich entweder durch
Selbstbefruchtung oder durch Paarung mit einem Mannchen (X0) vermehren. Die beiden Geschlechter
unterscheiden sich bedeutend in KérpergréoBe und —aufbau. Das Mannchen besitzt zwar mehr Zellen, ist mit
einer Korperlinge von ca. 0,8 mml® aber trotzdem deutlich kleiner als der 1,2 mm-1,5mm lange
Hermaphrodit®®l. GroBe Unterschiede gibt es auBerdem beim Nervensystem, insbesondere dem im mannlichen
Schwanz lokalisierten Teil'®3!. (modifiziert nach Zarkower (2006)!%)
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nommen und es kann eine erhohte Stressresistenz beobachtet werden. In diesem Stadium
kann C. elegans mehrere Monate iiberleben™® ®®”), Verbessern sich die Lebensbedingungen,
kann durch Hautung direkt vom Dauer- in das L4-Stadium iibergangen werden und es werden
im Weiteren reguliare Entwicklung und Alternsprozess unabhédngig von der Zeitspanne des
Dauer-Stadiums durchlaufen'®. Die mittlere Lebensspanne von C. elegans betrigt 10 Tage,
die maximale 20 Tage bei einer Temperatur von 25 °C"®?) und ist einer der Vorteile dieses
Fadenwurms bei seiner Verwendung als Modellorganismus der Alternsforschung. Ebenfalls
vorteilhaft ist die Moglichkeit, C. elegans unbeschadet in fliissigem Stickstoff zu lagern®® *®,
so dass stets eine ausreichende Menge sowie eine grof3e Vielfalt an Stdimmen verfiigbar ist.
Das Genom von C. elegans wurde als das erste eines Vielzellers bereits 1998 sequenziert'®”

und es stehen Techniken fiir Mutagenese und RNAi zur Verfiigung®®. Der Alternsprozess von

C. elegans wird durch charakteristische Verdnderungen des Phénotyps begleitet. Zu diesen

[70-73] 1[74]

zahlen neben einem exponentiellen Anstieg der Mortalititsrate , korperlichem Verfal

[75-81] auch

und einer Abnahme von Fruchtbarkeit, Bewegung, Futteraufnahme und Kotabsatz
die Akkumulation von Deletionen in der mtDNA"®%* 83 Die Lebensspanne von C. elegans kann
auf vielféltige Weise beeinflusst werden, wobei sowohl genetische als auch pharmakologische
Faktoren sowie die Eingriffe in die Lebensbedingungen des Nematoden eine Rolle spielen™®.
Generell ist eine Kultivierung im Temperaturbereich zwischen etwa 10 °C und 25 °C méglich,
wobei die Lebensspanne stark von der Umgebungstemperatur abhidngt und Individuen, die bei
15°C kultiviert werden etwa 2,5-mal ldnger leben als solche bei einer Temperatur von
25 °C!*8 %8 84 711 den evolutionir konservierten Regulatoren des Alternsprozesses gehoren

[85, 86]

Insulindhnliche Wachstumsfaktoren , die auch bei C. elegans die Lebensspanne beein-

flussen. Bei diesem codiert das daf-2-Gen fiir den einzigen in diesem Fadenwurm exprimierten

Insulin/IGF-1 Rezeptor™®”

und Mutationen dieses Gens fithren zu einer Verldngerung der
Lebensspanne um bis zu 150%7> %%, proben der daf-2-(e1370)-Mutante aus dem Labor von
Prof. Dr. Jacques R. Vanfleteren, Universitat Gent, Belgien, werden auch im Rahmen der vor-
liegenden Arbeit analysiert. Im Vergleich zum Wildtyp weisen sie einen verdnderten Metabo-
lismus auf, der teilweise Ahnlichkeiten mit dem Dauer-Stadium aufweist’®. Erwachsene daf-
2(e1370) Tiere nehmen erheblich weniger Futter auf und verbrauchen weniger CO, als der
Wildtyp®”. Wie schon in Abschnitt 2.2.1 iiber den filamentdsen Pilz Podospora anserina
erwahnt, fiihrt eine verminderte Kalorienzufuhr (CR, von engl. calorie restriction) bei einer
Vielzahl von Organismen zu einer Verlingerung der Lebensspanne'**®>*% Dies ist auch fiir
Caenorhabditis elegans der Fall"’>" und wie schon im Falle von P. anserina gilt auch hier, dass

dieser Mechanismus an einem kurzlebigen Organismus wesentlich schneller und

kostengiinstiger erforscht werden kann als beispielsweise an Mausen oder Ratten.
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2.2.3 Drosophila melanogaster

Die Schwarzbduchige Taufliege Drosophila melanogaster gehort zu den genetisch am besten
charakterisierten Organismen der Alternsforschung und ihr Genom wurde bereits im Jahr
2000 vollstindig sequenziert’®". Thre Lebensspanne liegt zwischen 2 und 3 Monaten"™* ** und
ist einer der grof3en Vorteile dieses Modellorganismus. D. melanogaster ist auerdem recht

einfach in der Haltung und es existiert eine Vielzahl von Techniken fiir die Mutagenese, um

[93]

beispielsweise die Lebensspanne zu beeinflussen'””. Erwachsene Fliegen besitzen fast aus-

nahmslos postmitotische Zellen; nur einige Zellen der Keimdriisen und des Darms besitzen
noch immer die Fahigkeit sich zu teilen'¥. Der Alternsprozess von D. melanogaster kann somit

sehr gut anhand der postmitotischen Zellen untersucht werden, die nach dem Eintritt ins

d[95]

Erwachsenenalter bis zum Tod préasent sind””'. Wie bei dem Nematoden Caenorhabditis

elegans (siehe Abschnitt 2.2.2) gibt es auch bei Drosophila melanogaster einen inversen

Zusammenhang zwischen Umgebungstemperatur und Lebensspanne, so dass eine Reduzier-

ung der Umgebungstemperatur auf 18 °C die Lebensspanne mehr als verdoppeln kann®**®.

Auch eine verminderte Kalorienzufuhr fithrt zu einer Verldngerung der Lebensspanne®™ ™,

wie sie auch bei Mausen'®', Ratten*® und den ebenfalls im Rahmen der vorliegenden Arbeit

[41-44]

untersuchten Organismen Podospora anserina™™*", Caenorhabditis elegans™’>" und Notho-

branchius furzeri®¥ beobachtet werden kann. Weiterhin konnte festgestellt werden, dass die

Uberexpression des 22 kDa Hitzeschockproteins (Hsp22) bei Drosophila melanogaster einen

t[99]

lebensverldngernden Effekt hat und die Resistenz gegen oxidativen Stress erhoht™'. Diese

Mutante aus dem Labor von Prof. Dr. Robert M. Tanguay, Université Laval, Québec City,
Kanada, steht auch in der vorliegenden Arbeit zur Analyse altersabhingiger Veranderungen
des mitochondrialen Proteoms zur Verfiigung. Hsp22 gehort zu den sogenannten kleinen

Hitzeschockproteinen (sHsps, von engl. small heat shock proteins) und seine Expression ist ab-

t[100]

héngig vom Entwicklungsstadium regulier . Es ist in der mitochondrialen Matrix lokali-

siert® und das am haufigsten vorkommende Hitzeschockprotein in D. melanogaster™®" %,

Wiahrend junge Fliegen nur wenig Hsp22 exprimieren, enthalten alte Individuen sogar eine

groere Menge als nach einem induzierten Hitzeschock™%.

Abbildung 2.2.3 Individuum der Schwarzbduchigen Taufliege
Drosophila melanogaster. Sie besitzt eine Lebensspanne von 2 bis
3 Monaten!™ 2 und eignet sich aufgrund dessen sowie ihres
vollstandig entschliisselten Genoms®'! sehr gut als Modell-
organismus der Alternsforschung. (Bild von Rickard Ignelll'®3!)
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2.2.4 Nothobranchius furzeri

Der Tiirkise Prachtgrundkarpfling Nothobranchius furzeri gehort zu einer Familie afrikanischer
Zahnkarpflinge, die sich alle durch eine fiir einen Vertebraten sehr kurze Lebensspanne
auszeichnen. Bei N. furzeri liegt diese — abhédngig vom betrachteten Wildstamm - zwischen
12 - 13 Wochen (GRZ-Stamm)"%" %! und 25 - 32 Wochen"®. Diese kurze Lebensspanne
hingt mit dem Lebensraum des Fisches zusammen, der sich typischerweise in Uberschwem-
mungsgebieten befindet in denen wéhrend der Regenzeit saisonale Tiimpel entstehen. Durch
die Entwicklung Diirre-resistenter Eier, die bis zu zwei Jahre in Diapause die Trockenzeit
{iberstehen konnen, haben sich die Fische optimal an ihre Umwelt angepasst"®'. Durch das
Besetzen einer solchen 6kologischen Nische entgehen sie aulerdem dem Konkurrenzkampf
mit anderen Knochenfischen, da auller Spezies der Nothobranchiidae nur noch Lungenfische

in diesen saisonalen Tiimpeln anzutreffen sind''%*'%

. Letztere verfolgen jedoch eine entge-
gengesetzte Strategie, da nicht die Eier sondern der erwachsene Fisch die Trockenzeit im
Schlamm {iiberdauern kann. Dementsprechend werden Lungenfische auch wesentlich alter;
ihre Lebenserwartung in Gefangenschaft betrigt iiber 20 Jahre"®. N. furzeri zeigt — wie alle
Spezies der Nothobranchiidae — einen ausgepriagten Sexualdichromatismus. Wahrend die
Weibchen eher unscheinbar gefiarbt sind, sind die Mannchen sehr farbenprichtig (siehe

Abbildung 2.2.4)"* was die Nothobranchiidae auch zu beliebten Aquarienfischen macht'*.

Abbildung 2.2.4 Mannchen (links) und Weibchen (rechts) des Nothobranchius furzeri Stamms GRZ. Der Sexual-

dichromatismus lasst sich deutlich erkennen. (Bilder von Alexander Dorn!'%)

Als Modellorganismus der Alternsforschung ist Nothobranchius furzeri insofern von grof3em
Interesse, dass er nicht nur eine kurze Lebensspanne besitzt, denn das erfiillen ja auch
weitaus besser etablierte Modellorganismen wie Caenorhabditis elegans (siehe Abschnitt 2.2.2)
oder Drosophila melanogaster (siehe Abschnitt 2.2.3), sondern es sich auf3erdem auch um
einen Vertebraten handelt und somit die evolutiondre Ndhe zum Menschen grofer ist als bei

Nematoden oder Insekten. Modellorganismen, die ebenfalls eine grof3ere evolutiondre Ndhe
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zum Menschen aufweisen, sind beispielsweise Miuse oder Ratten, die mit 2 bis 5 Jahren!** %!

jedoch auch eine wesentlich ldngere Lebensspanne besitzen. Als Nachteil ist der zurzeit noch
geringe Umfang verfiigbarer Techniken fiir Mutagenese und RNAi zu nennen. Mit einer Grol3e

[111]

von etwa 5 cm sind die Fische aufSerdem recht klein, so dass ein einzelnes Individuum nur

wenig Material fiir altersabhédngige Studien des Proteoms liefert.

Wie bei Caenorhabditis elegans (siehe Abschnitt 2.2.2) und Drosophila melanogaster (siehe Ab-
schnitt 2.2.3) kann auch bei N. furgeri die Lebensspanne durch die Umgebungstemperatur
beeinflusst werden. Reduktion der Wassertemperatur von 25 °C auf 22 °C fiihrt zu einer
Verldngerung von mittlerer und maximaler Lebensspanne gleichermafen und verlangsamt die
Entstehung altersbedingter Defizite der Lernfihigkeit und des Bewegungsapparats'''® '3,
Auch eine reduzierte Kalorienzufuhr verldngert das Leben von N. furzeri. Die vergleichende
Analyse eines Laborstamms und eines direkt aus dem Habitat entnommenen Stamms ergab

hierbei unterschiedliche Reaktionen™*

. Zwar wurde die maximale Lebensspanne bei beiden
Stimmen durch die Kalorienrestriktion verldngert, beim Laborstamm jedoch stirker als bei
dem direkt aus dem Habitat entnommenen. Bei letzterem kam es weiterhin zu einer erhohten

Sterbewahrscheinlichkeit im jungen Alter™"

. Proben von N. furzeri die einer lebenslangen
oder kurzzeitigen Kalorienrestriktion unterworfen waren, werden auch in der vorliegenden
Arbeit untersucht und wurden von Dr. Alessandro Cellerino vom Leipniz-Institut fiir Alterns-
forschung in Jena zur Verfiigung gestellt. Von diesem stammen auch Proben von Fischen, die
das Antioxidans Resveratrol verabreicht bekommen haben. Resveratrol ist in der Lage bei
verschiedenen Organismen, darunter auch Caenorhabditis elegans und Drosophila
melanogaster[114], Effekte zu imitieren, die eigentlich durch Kalorienrestriktion auftreten, und

so die Lebensspanne zu verlingern™'

. Bei N. furgeri konnte beobachtet werden, dass die
Verabreichung von Resveratrol in einer Dosis von 600 ug pro Gramm Futter bei erwachsenen
Tieren zu einer Verlingerung der mittleren und maximalen Lebensspanne um 56 % bzw. 59%
fiihrt™®. Weitere Effekte, die in N. furzeri durch Resveratrol hervorgerufen wurden, sind der
Erhalt der lokomotorischen Funktion sowie eine verminderte Neurodegeneration bei

9 Wochen alten Fischen im Vergleich mit einer nicht behandelten Kontrollgruppe'®..
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2.2 Motivation

Da der Prozess des Alterns alle Menschen betrifft und wie sonst wohl kaum ein anderer
physiologischer oder biochemischer Vorgang auch bei der breiten Allgemeinheit auf unge-
heures und ganz personliches Interesse stof3t, erscheint es nicht verwunderlich, dass Alchemie
und Wissenschaft schon seit Menschengedenken versuchen, ihn zu verstehen, zu verlang-
samen oder gar aufzuhalten oder umzukehren. Doch trotz des enormen Interesses an diesem
Prozess, dem sich mit Ausnahme von einigen Mikroorganismen weder Mensch noch Tier noch
Pflanze zu entziehen wissen und dessen Auswirkungen jedem nur allzu gut bekannt sind, ist
noch sehr wenig iiber die eigentlichen Ursachen des Alterns bekannt. Sicher ist nur, dass es
sich um einen sehr komplexen Vorgang handelt, bei dem genetische, biochemische und zell-
physiologische Defekte und Verdnderungen ebenso eine Rolle spielen wie natiirliche Abnutz-
ungserscheinungen und dulere Einfliisse. Der Prozess des Alterns unterscheidet sich teilweise
erheblich zwischen verschiedenen Spezies und bei einigen Organismen konnten auch ganz

,private“ Mechanismen identifiziert werden, die deren Lebensspanne beeinflussen™.

www.smetek.de - illustrator, graphic designer, painter.
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Es existieren jedoch auch Mechanismen des Alterns die sowohl beim Menschen als auch bei
bestimmten Modellorganismen der Alternsforschung eine Rolle spielen, so dass anhand von
Maéusen, Fliegen, Wiirmern oder Pilzen gewonnene Erkenntnisse durchaus auch Relevanz fiir
die Alterung des Menschen haben kénnen. Modellorganismen bieten zudem den Vorteil, dass
sie, zumindest in den meisten Fallen, nicht nur genetisch manipuliert werden konnen sondern
auch diirfen und auflerdem zu jedem beliebigen Zeitpunkt innerhalb ihrer Lebensspanne das
gewiinschte Probenmaterial entnommen werden kann. Beim Menschen ist eine genetische
Manipulation fiir gerontologische Untersuchungen verstindlicherweise ausgeschlossen und
die Entnahme von Gewebe extrem beschrankt. Wahrend beispielsweise Blut-, Haut- oder auch
Muskel-Proben unter bestimmten Bedingungen noch vom lebenden ,Objekt“ Mensch zu
verschiedenen Zeitpunkten seines Lebens zu erhalten sind, so ist dies fiir Gewebe wie das
Gehirn oder das Herz quasi ausgeschlossen. Proben dieser menschlichen Organe lassen sich in
aller Regel nur posthum analysieren. Der Einsatz von Modellorganismen fiir die Alterns-
forschung ist somit unzweifelhaft von groer Bedeutung und auch im Rahmen dieser Arbeit
wird auf solche, namentlich den filamentosen Pilz Podospora anserina, den extrem kurzlebigen
Tiirkisen Prachtgrundkérpfling Nothobranchius furzeri sowie die Schwarzbduchige Taufliege

Drosophila melanogaster und den Fadenwurm Caenorhabditis elegans, zuriickgegriffen.

Theorien fiir die Ursache des Alternsprozesses gibt es viele, Medvedev (1990)™'”! listet gar
iiber 300 verschiedene auf, die durch zusitzliche Erkenntnisse und Fortschritte in der
Forschung auf diesem Gebiet jedoch gliicklicherweise auf eine iiberschaubarere Zahl reduziert
werden konnten. Dazu gehoren beispielsweise die ,,somatische Mutationstheorie®, die auf dem
Zusammenhang von DNA-Reparaturmechanismen und langer Lebensdauer beruht*® sowie
die Telomer-Theorie, die eine Verkiirzung der die Chromosomen-Enden schiitzenden
Telomere bei der Zellteilung und somit mit fortschreitendem Alter postuliert!**”’. Innerhalb
etwa der letzten zwei Jahrzehnte wurde jedoch vermehrt erkannt, dass der komplexe Prozess
des Alterns mit grofler Wahrscheinlichkeit nicht auf einem einzigen Prozess basiert, sondern
eine Vernetzung unterschiedlicher Vorgédnge darstellt, die miteinander wechselwirken und

Synergien bilden kénnen"?"

. So basiert auch das Thema der vorliegenden Arbeit sowohl auf
der , mitochondrialen Theorie* des Alterns, die die Akkumulation von Mutationen in der mito-
chondrialen DNA (mtDNA) wahrend des Alterns und ein damit verbundenes Energiedefizit
postuliert’*! sowie der ,Theorie der Freien Radikale“, die die Anhidufung von durch reaktive
Sauerstoffspezies (ROS, von engl. reactive oxygen species) verursachten Schiaden an Makromo-
lekiilen fiir das Altern verantwortlich macht"??!. Da die Komplexe I und III, der in der inneren
Mitochondrienmembran lokalisierten oxidativen Phosphorylierung die Hauptquelle fiir die

[30, 31, 123]

endogene ROS-Produktion bilden , sind Lipide und Proteine des Mitochondriums
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sowie die mtDNA auch das néchstgelegene Ziel fiir diese und eine Verbindung der beiden
Theorien ist hergestellt. Da Mitochondrien weiterhin im Vergleich mit der Kern-DNA nur iiber

(124, 1251 " ist auch eine Uber-

rudimentédr ausgebildete DNA-Reparaturmechanismen verfiigen
schneidung mit der somatischen Mutationstheorie gegeben. Auflerdem muss somit von der
Etablierung einer Art ,Teufelskreis“ ausgegangen werden, da die mtDNA der vermehrten
Schadigung durch die bei der oxidativen Phosphorylierung produzierten ROS ausgesetzt ist,
es durch unzureichende Reparaturmechanismen zur Akkumulation von Mutationen in der
mtDNA kommt und somit fehlerhafte Atmungskettenkomplexe exprimiert werden, die
wiederum zu einer vermehrten ROS-Produktion fithren. Mitochondrien und auch die in ihrer
inneren Membran lokalisierten Komplexe der oxidativen Phosphorylierung scheinen also eine

zentrale Rolle beim Prozess des Alterns und auch bei vielen mit dem Alter assoziierten Krank-

heiten wie beispielsweise der Alzheimer-Krankheit zu spielen.

Aus den oben genannten Griinden sollen im Rahmen dieser Arbeit neue Erkenntnisse iiber
altersabhingige Verdnderungen im Vorkommen und der Interaktion der Komplexe der
oxidativen Phosphorylierung bei verschiedenen Modellorganismen gewonnen werden. Da die
Ausbildung stochiometrischer Superkomplexe aus mehreren individuellen Komplexen der
Atmungskette Vorteile wie Dbeispielsweise Steigerung der Kkatalytischen Aktivitat,
Stabilisierung der individuellen Komplexe und die Verhinderung der Generierung reaktiver

]

Intermediate mittels Substratkanalisierung umfassen®, sind auch diese Gegenstand der

vorliegenden Arbeit.

Da weiterhin die lebensverlingernde Wirkung einer verminderten Kalorienzufuhr ohne

dadurch auftretende Mangelernihrung bereits seit Anfang des 20. Jahrhunderts bekannt ist™*®

126] [41-54]

und bei vielen verschiedenen Organismen nachgewiesen werden konnte , sind auch
Auswirkungen dieser, im englischen Sprachraum als ,calorie restriction“ (CR) bezeichneten,
Erndhrungsumstellung auf die Komplexe und Superkomplexe der oxidativen Phosphorylier-
ung Gegenstand der vorliegenden Arbeit. Daneben existieren auch sogenannte Mimetika fiir
CR, meist kleinere organische Molekiile, deren Verabreichung ebenfalls die positiven, lebens-
verlingernden Auswirkungen von CR hervorruft™?”), Interessant ist in diesem Zusammenhang
beispielsweise das unter anderem in Schale und Kernen der roten Weinbeere enthaltene

Resveratro]'?®!

, das bei verschiedenen Organismen nachweislich zu einer Verlangerung der
Lebensspanne fithrt!"*" 1*11®! ynd dessen Auswirkungen auf das mitochondriale Proteom —
insbesondere die Komplexe und Superkomplexe der oxidativen Phosphorylierung — deswegen

ebenfalls im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersucht werden.

16 Einleitung



3 Materialien

3.1 Chemikalien

a-Cyano-p-hydroxyzimtsaure Sigma C-2020
B-Mercaptoethanol Sigma M-6250
B-NADH, reduziert, Dinatriumsalz-Hydrat Sigma N-6005
4-lodphenylboronsaure Aldrich 471933
6-Amino-hexansaure Fluka 07260
Acetonitril ROTISOLV® Roth T195.2
Acrylamid (30 %-ige wassrige Losung) Roth 3037.1
Acrylamid / Bisacrylamid 29:1 (40 %-ige wassrige Losung) Roth A515.1
Adenosin-5'-triphospaht, Dinatriumsalz (Na-ATP), Grade I, Sigma A3377
min. 99%
Albumin Fraktion V (BSA) Roth 8076.2
Ameisensdure p.a. Merck 264
Ammoniakldsung, 25% p.a. Merck 5432
Ammoniumhydrogencarbonat Fluka 09832
Ammoniumperoxodisulfat (APS) Fluka 09915
Ammoniumsulfid, 20 %-ige Losung in Wasser Sigma A1952
Bacteriorhodopsin (BR)/ Purpurmembran Frau Christine Schrépfer, AG Dencher
Bisacrylamid (2 %-ige wassrige Losung) Roth 3039.1
Calciumchlorid-Dihydrat Roth 5239
Coomassie® Brilliant Blue R 250 Fluka 27816
D(+)-Saccharose Roth 4621.2
Deferoxaminmesylat (Desferal) Sigma D9533
Digitonin Acros 407565000
(Charge A0280740)
Digitonin Calbiochem 300410
(Charge D00033214)
Dimethylsulfoxid (DMSO) fir die Molekularbiologie 2 99,5 % Roth A994.2
EDTA Dinatriumsalz Dihydrat (Titrierkomplex Ill) Roth 8043.3
Eisen(ll)chlorid-Tetrahydrat Merck 1.03861
Essigsidure ROTIPURAN® Roth 3738.5
Ethanol ROTIPURAN® Roth 9065.3
Ethanol ROTISOLV® Roth P076.2
Ethanol, techn. Chemikalienausgabe des FB 7 Chemie
Ethanol, vergallt = 99,8 %, mit ca. 1% MEK Roth K928.3
Formaldehyd-Lésung, 37 % ROTIPURAN® Roth 4979.1
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Formaldehyd-Lésung, 37 Gew. % in H,O

Glycerin ROTIPURAN®

Glycin

HeavyPeptide™ HSLVIFDDLS(KLYS(+8DA))

HeavyPeptide™ NH,-lle(13C6, 15N)-LQWEADFLSHLK-COOH

HeavyPeptide™ NH,-lle(13C6, 15N)-LQ-Trp(OH)-EADFLSHLK-
COOH

HeavyPeptide™ NH,-lle(13C6, 15N)-LQ-Kyn-EADFLSHLK-COOH
HEPES

HMW Calibration Kit For Native Electrophoresis
Imidazol

Isopropanol, techn.

Kaliumacetat

Kaliumchlorid

Kaliumhexacyanoferrat(lll)
Kupfer(ll)sulfat-Pentahydrat

LMW Calibration Kit For SDS Electrophoresis
Luminol

k™ Western Protein Standard

MagicMar
Magnesiumsulfat-Heptahydrat

Methanol ROTISOLV®

Methanol, techn.

Milchpulver, Blotting Grade

Natriumcarbonat wasserfrei

Natriumchlorid

Natriumsuccinat-Hexahydrat

Natriumthiosulfat-Pentahydrat

Natriumthiosulfat wasserfrei

PeppermintStick™ Phosphoprotein Molecular Weight Standard

Pro-Q® Diamond phosphoprotein gel stain

Protease Inhibitor Cocktail for use with mammalian call and
tissue extracts

Protein-Free T20 (PBS) Blocking Buffer
Roti®-Block 10x-Konzentrat

Roti®-Blot 2A 10x-Konzentrat, Anodenpuffer
Roti®-Blot 2K 10x-Konzentrat, Kathodenpuffer

Roti®-Blue 5x-Konzentrat

Sigma-Aldrich 25,254-9
Roth 3783.2

Roth 3908.2

Thermo Scientific
Thermo Scientific

Thermo Scientific

Thermo Scientific

AppliChem A1069

GE Healthcare / Amersham 17-0445-01
Fluka 56750

Chemikalienausgabe des FB 7 Chemie
Fluka 60034

Roth 6781.3

Fluka 60300

Merck 1.02790

GE Healthcare / Amersham 17-0446-01
Fluka 09253

Invitrogen LC5600

Roth P027.2

Roth X948.2

Chemikalienausgabe des FB 7 Chemie
Roth T145.3

Roth A135.2

Roth 3957.1

Sigma-Aldrich S2378

Merck 6516

Fluka 72049

Molecular Probes P27167

Invitrogen / Molecular Probes P33300

Sigma P8340

ThermoScientific # 37573
Roth A151.2
Roth P037.1
Roth P038.1

Roth A152.1
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Salzsaure Suprapur®

SCAVEGR™

SDS Pellets

SDS ultra pure

Sequazyme™ Peptide Mass Standard Kit
Sequencing Grade Modified Trypsin
Serva Blue G (Coomassie G 250)

Silbernitrat

SuperSignal® West Dura Extended Duration Substrate

SYPRO® Ruby Protein Gel Stain, 1x (1L)

SYPRO® Ruby Protein Gel Stain, 1x (5L Kanister)
TRICINE PUFFERAN®

Trifluoressigsaure zur (Peptid)-Synthese

TRIS PUFFERAN®

Trockeneis

Wasserstoffperoxid 30% (Perhydrol®)

3.2 Gerate

8-Kanal-Pipette Research 10, 100, 300 L
Bio-Imaging-System ViewPix 900

Combitips plus 50, 25, 10, 5, 2,5, 0,5, 0,2 mL
Densitometer GS-800

Digitalkamera EOS 300D

Drucker HP Color LaserJet 4700dn

Dual Gel Caster SE 245

Electronicriihrer MULTIPOINT HP

Electrophoresis Power Supply EPS 301
Electrophoresis Power Supply EPS 600
Electrophoresis Power Supply EPS 601
Electrophoresis Power Supply EPS 1001
FolienschweiBgerat

FolienschweiBgerat

Gelelektrophorese-Apparatur Mighty Small Il SE 250
Gelelektrophorese-Apparatur Mighty Small Il SE 260
Gelelektrophorese-Apparatur SE 400 Ruby™

Gelelektrophorese-Apparatur SE 600 Ruby™

Merck 1.00318
BrainBitsLLC / USA

Roth CN30.1

Roth 2326.1

PE Biosystems P2-3143-00
Promega V5111

Serva 35050

Roth 7908.2

Thermo Scientific 34076
Bio-Rad #170-3125
Bio-Rad #170-3138

Roth 6977.3

Roth P088.1

Roth 4855.2
Chemikalienausgabe des FB 7 Chemie

Merck 1.07209

Eppendorf

Biostep / Epson

Eppendorf

Bio-Rad

Canon

HP

Hoefer

Variomag

Amersham Biosciences
Pharmacia

Amersham Pharmacia Biotech
Amersham Pharmacia Biotech
Severin

SilverCrest

Hoefer

Hoefer

Hoefer / Pharmacia Biotech

Amersham Biosciences
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Gelelektrophorese-Apparatur SE 600 Chroma™

Gradientenmischer

Hebebilihne Boy 115

Hebeblihne DIN 12897
Homogenisator-Gefaf3, 2 mL

Image Analyzer LAS-3000

Kopierer iR1022A

Labor-pH-Meter CG 842
Laborrihrwerk EUROSTAR digital
Lichtplatte

Lichttisch G-2004

Magnetriihrer CB161

Magnetrihrer Combimag RCT
Magnetriihrer Combimag REO
Magnetrihrer MAG-H

Magnetrihrer MR 3001
Magnetrihrer RCTbasic

MALDI Probenplatte V 700666 REV.C
Massenspektrometer LTQ Orbitrap XL

Massenspektrometer Voyager-DE™ PRO
BioSpectrometry™ Workstation

Microplate Reader POLARstar Galaxy
Multipette® plus
Peristaltikpumpe MINIPULS® 3

Pipette LabMate 1000 uL

Pipetten Pipetman 2, 10, 20, 100, 200, 1000, 5000 pL

Pipette SL-Pette Autoclavable 100 pL
Schittelapparat 3016

Schiittelapparat HS 260 basic
Sicherheitswerkbank LaminAir® HLB 2448
Spectrofluorophotometer RF-1501
Tischzentrifuge micro CENTRIFUGETTE® 4214
Tischzentrifuge MicroV

Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell

TSQ Vantage Triple Stage Quadrupole Massenspektrometer

Ultra-Low Temperature Freezer MDF-430865S

Ultraschallbad SONOREX TK 52 H

Hoefer

Werkstatt FB Chemie
Rudolf Grauer AG
Bochem

B. Braun

Fujifilm

Canon

Schott

IKA

Hama

GEPE

Bibby Scientific

IKA

IKA

Gerhardt

Heidolph

IKA

PerSeptive Biosystems
Thermo Scientific

Applied Biosystems

BMG
Eppendorf
Gilson

Abimed

Gilson

SLG

GFL

IKA

Heraeus
Shimadzu

ALC
FisherScientific
Bio-Rad
Thermo Scientific
Sanyo

Bandelin
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UV-VIS Spektrometer UV-2401PV Shimadzu
Vakuumkonzentrator Univapo 150H UniEquip
Vakuumpumpe Unijet Il UniEquip

Vortex Schiittler VF2

Janke & Kunkel / IKA

Waage H 54 Mettler
Waage R 200 D Sartorius
Wasseraufbereitungssystem Simplicity Millipore
Wasserbad thermed electronic 5001 GFL
Wasserheizbad GFL
Water Still Distinction D4000 Stuart
Zentrifuge 5804 R Eppendorf
Zentrifuge Biofuge primoR Heraeus
Zentrifugenrotor 7500 3325 Heraeus
Zentrifugenrotor F-34-6-38 Eppendorf
Zentrifugenrotor F-45-30-11 Eppendorf
3.3 Verbrauchsmaterialien
Einweg-Pasteurpipetten, graduiert, LDPE Roth EA62.1
Einweg-Pasteurpipetten mit diinner Spitze, LDPE Roth EA58.1

Kapillar-Pipettenspitzen, MicroTips XL, 10 L

Kapillar-Pipettenspitzen 200 uL

Kapillar-Pipettenspitzen, MultiFlex Round Tips, 200 uL

Klebefolie

MultiScreen™ Solvinert 96-well Filtration System

OMNITIP™ FASTRACK 10 pL Reload
pH-Elektrode BlueLine 14 pH
Pipettenspitzen 10 uL
Pipettenspitzen 200 uL
Pipettenspitzen 1000 L
Pipettenspitzen Gilson®-Style 1000 pL

Pipettenspitzen Standard MAKRO 1,5 mL

PLASTIBRAND® Einmal-Kivetten, 1,5 mL, halbmikro, PMMA

PP-Microplatte, 96 K
PP-ROhrchen, steril, 15 mL
PP-R6hrchen, steril,50 mL

Prazisionswischtlicher

Biozym 729025
Biozyme 729015
Sorenson 28480
greiner bio-one 676070
Millipore MSRLN0410
ULPlast 81710

Schott 163-6233381
Biozyme 720015
greiner bio-one 739290
greiner bio-one 686290
greiner bio-one 740290
Roth 5846.1

BRAND 7591 15
Greiner BIO-ONE 651201
greiner bio-one 188 271
greiner bio-one 210 270

Kimberly-Clark 05511

Materialien
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ReaktionsgefaB3e PP, 1,5 mL, mit Deckel

Rotilabo®-Blottingpapier 1,5 mm

rotiprotect®-LATEX, puderfreie Latex-Einmalhandschuhe, Gré6Be M

Safe-Lock Tubes 1,5 mL

Safe-Lock Tubes 2,0 mL

Schutzarmel, PE

Schutzérmel, PE

Sequi-Blot™ PVDF Membran

Simpak® 2 fiir Wasseraufbereitungssystem Simplicity
ZipTipca

ZipTipcig

3.4 Software

Delta2D 3.6
BioworksBrowser 3.3.1
ChemSketch 12.0 Rel. 2
CorelDRAW 11

Corel PHOTO-PAINT 11
Excel 2007

Image Reader LAS-3000 2.1
MASCOT

Pinpoint

Powerpoint 2007
Quantity One 4.4
SEQUEST

UVProbe 1.11

Word 2007

Xcalibur 2.0.5

Glasgeratebau Ochs 10-00122
Roth CL75.1

Roth L950.1

Eppendorf 0030 120.086
Eppendorf 0030 120.094
Roth L090.1

Roth KP24.1

Bio-Rad 162-0182

Millipore SIMPAKOD2
Millipore ZTC045096

Millipore ZTC18M960

Decodon
Thermo Fisher Scientific
ACD Labs

Corel

Corel

Microsoft

Fuji

Matrix Science
Thermo Scientific
Microsoft
Bio-Rad

Thermo Finnigan
Shimadzu
Microsoft

Thermo Electron Corporation
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3.5 Organismen
3.5.1 Podospora anserina

Die isolierten Mitochondrien des filamentosen Pilzes Podospora anserina wurden von der
Arbeitsgruppe ,Molekulare Entwicklungsbiologie“ unter Leitung von Prof. Dr. Heinz D.
Osiewacz, Institut fiir Molekulare Biowissenschaften, Fachbereich Biowissenschaften, Goethe-
Universitdt Frankfurt am Main, zur Verfligung gestellt. Anzucht des Pilzes, Isolierung der
Mitochondrien und Bestimmung der Proteinkonzentration wurden von Alexandra Werner
durchgefiihrt, die in der Arbeitsgruppe von Prof. Osiewacz als Technische Assistentin tatig ist.
Fir die spatere Auswertung der erhaltenen Ergebnisse muss erwdhnt werden, dass die
Gewinnung der seneszenten Podospora-Kulturen sich von der der anderen drei Altersstufen
malf3geblich unterscheidet. Wahrend die 6, 9 und 13 Tage alten Proben durch Vorkultivierung
auf festem Medium und anschliefende Weiterkultivierung in Fliissigmedium bis zum
gewiinschten Alter gewonnen werden, wird fiir die seneszenten Proben bis zum Wachstums-
stillstand auf festem Medium kultiviert, um anschliefSend 2 bis 3 cm hinter der Wachstums-
front Myzel zu entnehmen und mit diesem eine Fliissigkultur anzuimpfen, die noch weitere 5
bis 7 Tage kultiviert wird. Eine detaillierte Beschreibung der Anzucht findet sich in der
Diplomarbeit von Saager (2010)""*”'. Die Isolierung der Mitochondrien erfolgte in Anlehnung
an Gredilla et al. (2006)™% jedoch wurden die Mitochondrien nach der 20-miniitigen
Zentrifugation bei 15.000 g direkt in Isolierungs-Puffer ohne BSA resuspendiert ohne weitere
Waschschritte durchzufiihren. Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte nach

Bradford 3" 132

Eine Besonderheit von P. anserina ist, dass im Gegensatz zu anderen Modellorganismen
Proben unterschiedlicher Altersstufen vom selben Individuum (derselben Spore) stammen.

Somit kann das individuelle Altern fiir jedes Individuum analysiert werden.

Fiir eine erste Analyse standen isolierte Mitochondrien von je einer juvenilen (juv, 9 d) und
einer seneszenten (sen) Kultur zur Verfiigung. Zur Verifizierung der erhaltenen Ergebnisse
wurden jeweils eine weitere juvenile (9 d) und seneszente Kultur von Podospora anserina
untersucht. Die Kultivierung erfolgte hierbei nicht mit dem bei Saager (2010)"**’ beschrie-
benen Medium, so dass ein Alter von 9 Tagen hier einem juvenilen Stadium entspricht. Die
seneszenten Proben wurden wiederum durch Anzucht auf einem anderen Medium gewonnen
welches ein friiheres Erreichen des Seneszenzstadiums bewirkt. Dadurch kann jedoch leider
auch keine genaue Angabe {iber das Alter der seneszenten Proben in Tagen gemacht werden.
In Tabelle 3.5.1 findet sich eine Ubersicht der vier fiir eine erste Analyse verwendeten Proben

von P. anserina.
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Tabelle 3.5.1 Fir eine erste Analyse verwendeten Proben von Podospora anserina unter Angabe von Individuum,
Alter, Kulturnummer und Proteinkonzentration.

Individuum Alter Kulturnummer Proteinkonzentration [ug/uL]

s(-)F69190 ) #33 44,8
9d (juv)
s(-)F89041 #46 29,0
s(-)F69190 #40 30,9
sen
s(-)F89041 #47 34,6

Fiir eine umfangreichere Analyse altersabhédngiger Verdnderungen des mitochondrialen
Proteoms von P. anserina stand ein Set aus 12 Proben, bestehend aus 3 Individuen zu je 4
verschiedenen Zeitpunkten, zur Verfiigung (siehe Tabelle 3.5.2). Die Gruppe mit den éltesten

Individuen wird dabei als seneszent (sen) bezeichnet.

Tabelle 3.5.2 12-teiliges Probenset fiir eine umfangreiche Analyse altersabhéngiger Veranderungen des mitochon-
drialen Proteoms von Podospora anserina unter Angabe von Individuum, Alter, Kulturnummer, zugeordneter
Altersstufe und Proteinkonzentration.

Individuum Alter [d] Kulturnummer Altersstufe Proteinkonzentration [ug/pL]

s(-)F89830 6 #52 6d 36,0
s(-)F89840 6 #53 6d 18,3
s(-)F89851 6 #55 6d 31,4
s(-)F89830 9 #64 od 61,1
s(-)F89840 9 #65 9d 36,0
s(-)F89851 9 #66 od 35,1
s(-)F89830 13 #54 13d 26,6
s(-)F89840 13 #56 13d 39,4
s(-)F89851 13 #57 13d 50,4
s(-)F89830 15 #61 sen 38,7
s(-)F89840 14 #62 sen 34,7
s(-)F89851 15 #60 sen 26,9

Zukiinftige Analysen von P. anserina Mitochondrien sollen zu einem grof3en Teil oxidative
Verdnderungen des Proteoms durch den Alternsprozess beriicksichtigen. Um verldssliche
Daten zu erhalten muss eine artifizielle Oxidation durch die Probengewinnung und
-bearbeitung bestmoglich ausgeschlossen werden. Dafiir soll der Effekt der Zugabe des
Eisenchelators Desferal bei der Isolierung der Mitochondrien auf den Oxidationsgrad des
mitochondrialen Proteoms von P. anserina untersucht werden. Zu diesem Zweck wurden
Mitochondrien derselben Kultur einmal mit und einmal ohne Zusatz von Desferal isoliert. Eine

kurze Ubersicht dieser Proben findet sich in Tabelle 3.5.3.
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Tabelle 3.5.3 Podospora anserina Proben mit und ohne Zusatz des Eisenchelators Desferal bei der Isolierung der
Mitochondrien unter Angabe von Individuum, Alter, Kulturnummer und Proteinkonzentration.

Individuum Alter [d] Kulturnummer Desferal Proteinkonzentration [ug/uL]
s(-)F111241 7 #81 - 12,1
s(-)F111241 7 #81 + 15,8

3.5.2 Caenorhabditis elegans

Die isolierten Mitochondrien des Fadenwurms Caenorhabditis elegans wurden von der Arbeits-
gruppe von Prof. Dr. Jacques R. Vanfleteren, Universitdt Gent, Belgien, zur Verfiigung gestellt.
Dabei handelt es sich einerseits um Proben unterschiedlicher alter Tiere und andererseits um
Proben des Wildtyps (N2) sowie einer langlebigen daf-2-Mutante (daf-2(e1370)). Das daf-2-
Gen codiert in C. elegans einen Insulin-dhnlichen Rezeptor®”’. Die Arbeitsgruppe von Cynthia
Kenyon konnte zeigen, dass Mutationen des daf-2-Gens eine erhebliche Lebensverldngerung

89 Der N2 Wildtyp stammt aus dem Caenorhabditis Genetics Center

bei C. elegans bewirken
der Universitat von Minnesota, detaillierte Informationen hierzu und iiber die daf-2-Mutante
finden sich bei Bryseral (2010)"® und Houthoofd ez al. (2005)™"*. Fiir eine vergleichende
Analyse altersabhingiger Verdnderungen des mitochondrialen Proteoms von Wildtyp und
langlebiger daf-2-Mutante (daf-2(e1370)) standen zwei Probensétze isolierter Mitochondrien
von 2 und 8 Tage alten Nematoden zur Verfiigung (siehe Tabelle 3.5.4). Dabei handelt es sich
um einen ,alten“ und einen ,,neuen“ Probensatz, bezogen auf den Zeitpunkt der Isolierung der

Mitochondrien und die Dauer der Lagerung. Die ,alten“ Proben werden fiir eine erste Analyse

und die Optimierung der Solubilisierung und Gelelektrophorese verwendet.

Tabelle 3.5.4 Caenorhabditis elegans Proben fiir eine vergleichende Analyse altersabhéngiger Verédnderungen des
mitochondrialen Proteoms bei Wildtyp (N2) und langlebiger daf2-Mutante (daf-2(e1370)) unter Angabe von
Probenbezeichnung, Alter, Stamm und Proteinkonzentration. Bezogen auf den Zeitpunkt der Isolierung der Mito-
chondrien sind die Proben mit ,alt” bzw. ,neu” bezeichnet.

Probe Alter [d] Stamm Proteinkonzentration [ug/pL]
N2_2_neu 2 12,13
N2_2_alt 2 19,12
N2
N2_8_neu 8 17,91
N2_8_alt 8 16,51
daf-2_2_neu 2 11,82
daf-2_2_alt 2 20,31
daf2(e1370)
daf-2_8_neu 8 7,97
daf-2_8_alt 8 13,68
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3.5.3 Drosophila melanogaster

Die isolierten Mitochondrien der Schwarzbauchigen Taufliege Drosophila melanogaster
wurden von der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Robert M. Tanguay, Université Laval, Québec
City, Kanada, zur Verfiigung gestellt. Dabei handelt es sich einerseits um Proben unter-
schiedlich alter Tiere und andererseits um Proben des Wildtyps (WT) sowie einer Hsp22-
Uberexpressionsmutanten (Hsp22-OE). Die Uberexpression des 22 kDa Hitzeschockproteins
(Hsp22) hat bei Drosophila einen lebensverlingernden Effekt® (siehe Abb. 3.5.1). Ein
Vergleich altersabhédngiger Verdnderungen des (mitochondrialen) Proteoms von Wildtyp und
Mutante konnte neue Hinweise auf die Mechanismen des Alterns hervorbringen. Eine
Ubersicht der von der Arbeitsgruppe von Prof. Tanguay zur Verfiigung gestellten Proben

findet sich in Tabelle 3.5.5.

110

Abbildung 3.5.1 Uberlebenskurve des Drosophila
A1 A2 Wildtyps (gestrichelte Linie) sowie der Hsp22-Uber-
100 expressionsmutanten (durchgezogene Linie). Der
lebensverlangernde Effekt der Hsp22-Uberexpression
. 9 ist deutlich zu erkennen. Die Markierungen A1 bis A3
= R sowie C1 bis C3 zeigen, zu welchen Zeitpunkten
.§ 80 T Mitochondrien isoliert wurden, namlich nach 1, 25
% £ und 55 Tagen.
2
=70
60 = %
—— A (Hsp22-Uberexpressions-Mutante) ‘C3
- = - C (Wildtyp) "
50 T T — - -
0 10 20 30 40 50 60

Zeit [Tage]

Tabelle 3.5.5 Drosophila melanogaster Proben fiir eine vergleichende Analyse altersabhdngiger Verdnderungen
des mitochondrialen Proteoms bei Wildtyp (WT) und Hsp22-Uberexpressionsmutante (Hsp22-OE) unter Angabe
von Probenbezeichnung, Alter, Stamm und Proteinmenge. Die Proteinkonzentration der Proben ist nicht bekannt.

Probe Alter[d] Stamm Proteinmenge [pg]
A1 1 824
A2 25 Hsp22-OE 1040
A3 55 1055
1 1 914
2 25 WT 1120
c3 55 1044
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3.5.4 Nothobranchius furzeri

Die Proben des Tiirkisen Prachtgrundkirpflings Nothobranchius furzeri (GRZ-Stamm!%")
wurden von Dr. Alessandro Cellerino vom Leipniz-Institut fiir Alternsforschung in Jena zur
Verfiigung gestellt. Dabei handelt es sich jeweils um das letzte Stiick Muskel vor der Schwanz-
flosse, wobei Grite und Haut noch vorhanden sind. In Abbildung 3.5.2 sind zur Verdeut-

lichung eine Probe eines ménnlichen und eine Probe eines weiblichen Individuums gezeigt.

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersuchten Proben von N. furzeri stammen nicht
von unterschiedlich alten Individuen, sondern von Tieren mit unterschiedlichem Erndhrungs-

status sowie von mit dem Antioxidans Resveratrol behandelten Fischen. Eine Untersuchung

altersabhingiger Proteomverdnderungen bei N. furzeri findet sich in der Diplomarbeit von

Bloeck (2011)1%,

Abbildung 3.5.2 Gewebe eines mannlichen (links, &) und eines
weiblichen (rechts, ?) Individuums von Nothobranchius furzeri, wie es
von Dr. Alessandro Cellerino vom Leipniz-Institut fur Alternsfor-
schung in Jena zur Verfligung gestellt wurde. Das Gewebe méann-
licher Fische ist dabei in der Regel leicht an seiner Farbenprachtigkeit
im Vergleich zur zurlickhaltenden Farbung der Weibchen zu erken-
nen. Weiterhin sind mannliche Individuen stets groBer als weibliche
Tiere desselben Alters, so dass erstere auch mehr Probenmaterial
liefern. Zur Verdeutlichung der GroéBenverhéltnisse ist eine 1 Cent
Minze abgebildet.

Die zur Verfiigung stehenden Proben werden in drei Gruppen analysiert. Die Proteinkonzen-

tration wird stets mit der Methode nach Bradford"?" '

bestimmt (siehe auch
Abschnitt 4.2.).Die erste Gruppe umfasst Individuen mit lebenslanger Kalorienrestriktion (CR,
von engl. calorie restriction) sowie mit kurzzeitiger Kalorienrestriktion fiir zwei Wochen (SCR,
von engl. short-term calorie restriction). Alle Tiere waren zum Zeitpunkt ihrer Totung
10 Wochen alt. Diese Proben dienen einer erste Analyse und werden zur Isolierung der Mito-
chondrien (siehe 4.1.1) entweder komplett mit Hilfe eines Skalpells zerkleinert, oder es
werden vorher Haut und Grite oder nur die Haut so gut wie moglich entfernt. Eine Ubersicht

der verwendeten Proben inklusive ermittelter Proteinkonzentration findet sich in

Tabelle 3.5.6.
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Tabelle 3.5.6 Fir eine erste Analyse verwendeten Proben von MNothobranchius furzeri unter Angabe von
Probennummer, Individuenanzahl, Geschlecht, Erndhrungsstatus, Probenbehandlung fir die Mitochondrien-
isolierung und ermittelter Proteinkonzentration.

Anzahl Erndhrungs-  Proben- Proteinkonzen-
Probe . Geschlecht .
Individuen status behandlung tration [pg/uL]
1 1 vermutl. o CR - Haut, - Grate 0,633
2 1 vermutl. o CR 0,507
3 3 vermutl. alle ¢ CR - Haut 0,631
4 4 vermutl. 2x o+ 2x ¢ SCR - Haut 0,667

Eine zweite Gruppe, die ebenfalls CR- und SCR-Individuen sowie eine ad libitum erndhrte
Kontroll-Gruppe (Ctrl, von engl. control) von N. furzeri beinhaltet, wird verwendet um den
Einfluss des Erndhrungsstatus auf das mitochondriale Proteom zu untersuchen. Alle Tiere
dieser Gruppe waren zum Zeitpunkt ihrer Totung 10 Wochen alt. Bei der Mitochondrien-
isolierung wird nunmehr lediglich die Haut entfernt, auf eine Entfernung der Gréte wird
verzichtet. In Tabelle 3.5.7 sind alle dieser Gruppe angehodrigen Proben inklusive ermittelter

Proteinkonzentration aufgelistet.

Tabelle 3.5.7 Nothobranchius furzeri Proben zur Analyse des Einflusses des Erndhrungsstatus auf das mitochon-
driale Proteom unter Angabe von Probennummer, Individuenanzahl, Geschlecht, Erndhrungsstatus und ermittelter
Proteinkonzentration.

Anzahl Erndhrungs-  Proteinkonzen-
Probe . Geschlecht .
Individuen status tration [pg/uL]
1 1 ? Ctrl 0,988
2 4 3x '+ 1x SCR 0,395
3 6 1x o+ 5x ¢ CR 0,523

Bei der dritten Gruppe von N. furzeri-Proben handelt es sich um Fische die ab einem Alter von
5 Wochen das Antioxidans Resveratrol verabreicht bekommen haben sowie eine Kontroll-
Gruppe bei der dies nicht der Fall war. Der Einfluss des Resveratrols auf das mitochondriale
Proteom soll analysiert werden. Alle Tiere dieser Gruppe waren zum Zeitpunkt ihrer Totung
9 Wochen alt. Die Verabreichung des Resveratrols begann in der entsprechenden Gruppe in
einem Alter von 5 Wochen. Eine Ubersicht der genannten Proben inklusive ermittelter

Proteinkonzentration findet sich in Tabelle 3.5.8.
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Tabelle 3.5.8 Nothobranchius furzeri Proben zur Analyse des Einflusses des Antioxidans Resveratrol auf das mito-
chondriale Proteom unter Angabe von Probenbezeichnung, Individuenanzahl, Geschlecht und ermittelter Protein-
konzentration.

Anzahl Proteinkonzen-
Probe . Geschlecht .

Individuen tration [pg/uL]
Ctrl 2 IXd+1x 2 0,806
Resveratrol 9 IX @ +8x ? 0,494

Materialien 29






4 Methoden

4.1 Isolierung der Mitochondrien

Von den Modellorganismen Podospora anserina, Drosophila melanogaster und Caenorhabditis
elegans stehen bereits isolierte Mitochondrien zur Verfiigung (siehe 3.5); die Isolierung der

Mitochondrien aus Nothobranchius furzeri erfolgt nach dem in 4.1.1 beschriebenen Protokoll.

4.1.1 Nothobranchius furzeri

Das bei -80 °C gelagerte Gewebe (letztes Stiick Muskel vor der Schwanzflosse, siehe 3.5.4)
von Nothobranchius furgzeri wird bei Zimmertemperatur aufgetaut und anschliel3end gewogen.
Flir eine erste Analyse und zur Optimierung der Isolierung werden die Proben entweder
komplett mit Hilfe eines Skalpells zerkleinert oder es werden vorher Haut und Grate oder nur

die Haut so gut wie moglich entfernt.

Die Isolierung der Mitochondrien aus N. furzeri erfolgt in Anlehnung an die Isolierung aus
Rattenskelettmuskel wie sie in der Dissertation von Reifschneider (2006)"** und bei Radék et

al. (2000)"% beschrieben ist. Alle benétigten Losungen sind in Tabelle 4.1.1 aufgelistet.

Die Gewebestiicke werden mit der 10-fachen Menge (w/v) eisgekiihltem Homogenisierungs-
puffer versetzt und in ein 2 mL Homogenisator-Gefaf3 (B. Braun) {iiberfiihrt. Anschlie3end
werden zehn Hiibe mit 1.500 U/min im tight-fit Homogenisator (Glas/ Teflon) durchgefiihrt.
Das Homogenisat wird in ein 15 mL Blue-Cap-Rohrchen {iberfiihrt und fiir 10 min bei 4 °C in
der Eppendorf-Zentrifuge 5804 R (Rotor F-34-6-38) mit 650 g (2.248 rpm) zentrifugiert. Das
Sediment, welches Zelltriimmer, nicht zerkleinertes Gewebe sowie eventuell Griten und/oder
Hautstiicke enthilt, wird verworfen. Der Uberstand wird in ein neues Blue-Cap-Réhrchen
tiberfithrt und ein zweites Mal unter den oben genannten Bedingungen zentrifugiert. Das
Sediment wird erneut verworfen und der Uberstand in ein neues Zentrifugenréhrchen
tiberfithrt. AnschlieRend erfolgt die Abtrennung der Mitochondrien durch einen Zentrifuga-
tionsschritt von 10 min bei 4 °C und 14.000 g (10.435 rpm, Eppendorf-Zentrifuge 5804 R,
Rotor F-34-6-38). Der Uberstand wird verworfen und das mit 2 mL. Homogenisierungspuffer
pro Gramm eingesetztem Gewebe resuspendierte Sediment ein weiteres Mal fiir 10 min bei
4°C und 14.000 g zentrifugiert. Der Uberstand wird wiederum verworfen und das Sediment
in 1 bis 2 mL Lagerlosung pro Gramm eingesetztem Gewebe resuspendiert, aliquotiert, in

fliisssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.
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Tabelle 4.1.1 Fir die Isolierung der Mitochondrien aus Nothobranchius furzeri verwendete L&sungen. Beide
Lésungen werden mit MilliQ-Wasser angesetzt, steril filtriert und bei 4 °C gelagert.

Homogenisierungspuffer Lagerlosung

100 mM Kdl 250 mM Saccharose

50 mM Tris direkt vor Benutzung frisch hinzufiigen
1mM Na-ATP 0,5% (v/v) PIC

5 mM MgSO, 2% (v/V) SCAVEGR™

1mM EDTA

pH 7,4 mit HCl einstellen

direkt vor Benutzung frisch hinzufiigen
0,5% (v/v) Protease Inhibitor Cocktail (PIC)
2% (v/v)  SCAVEGR™

Tabelle 4.1.2 Zusammensetzung des Antioxidantien-Cocktails SCAVEGR™!"3¢],

SCAVEGR™

2,5pug/mL  Superoxid-Dismutase
5,0 ug/mL  Katalase

1,0 ug/mL  Vitamin E

1,0 ug/mL  Vitamin E Acetat

1,0 ug/mL  Glutathion, reduziert
1,0 mg/mL  Albumin

4.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration ist nur fiir die aus Nothobranchius furzeri isolierte
Mitochondrienfraktion notwendig. Von Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster und
Podospora anserina stehen bereits isolierte Mitochondrien zur Verfiigung (siehe hierzu 3.5 und

4.1), deren Proteinkonzentration bereits in der jeweiligen Arbeitsgruppe ermittelt wurde.

Die Proteinkonzentration der N. furzeri-Proben wird, wie in meiner Diplomarbeit!**¥

beschrieben, mittels Roti®-Nanoquant bestimmt.
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4.3 Solubilisierung von Membranproteinen fiir BN- und CN-PAGE

Zur Solubilisierung von Membranproteinen wird im Rahmen dieser Arbeit fast ausschlieBlich
das nichtionische Detergens Digitonin verwendet. Dieses solubilisiert Membranprotein-
komplexe und -superkomplexe unter Aufrechterhaltung von Protein-Protein-Wechselwirk-
ungen in ihrer nativen Form' und macht sie fiir die blau-native (BN) und farblos-native (CN;
von engl. clear- oder colorless-native) Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) zugénglich.
Neben Digitonin kommen in dieser Arbeit die ebenfalls nichtionischen Detergenzien
n-Dodecyl-g-D-maltosid (DDM) und Triton® X-100 zur Solubilisierung fiir BN- und CN-PAGE

zum Einsatz.

Grundsétzlich werden alle Schritte der Solubilisierung auf Eis durchgefithrt und sédmtliche
verwendeten Gerdte und Losungen auf 4 °C vorgekiihlt. Die Detergenskonzentration betragt
bei allen Solubilisierungsansidtzen 1% (w/v), so dass die Proteinkonzentration vom
Protein/ Detergens-Verhéltnis abhéngig ist. Fiir die beiden am h&ufigsten eingesetzten
Verhéltnisse ergibt sich eine Proteinkonzentration von 1,25 mg/mL (1:8 (w/w)) bzw.
2,5mg/mL (1:4 (w/w)). Es werden zwei verschiedene Solubilisierungspuffer verwendet
(siehe Tabelle 4.3.1), wobei fiir alle Organismen mit Ausnahme von Nothobranchius furzeri

mit dem 1,11-fachen Puffer gearbeitet wird.

Tabelle 4.3.1 Zusammensetzung der beiden verwendeten Solubilisierungspuffer.

Solubilisierungspuffer (1,11x) Solubilisierungspuffer (2x)

55,55 mM Nadcl 60 mM HEPES

55,55 mM Imidazol 300 mM Kaliumacetat

11,11% /w/v)  Glycerin 20% /w/v)  Glycerin

5,55 mM e-Aminocapronsaure

pH 7,0 mit HCl einstellen pH 7,4 mit NaOH einstellen

Die zu solubilisierenden Mitochondrienmembranen werden bei 4 °C aufgetaut und zunichst
mit ca. 1 uL Solubilisierungspuffer pro ug Protein versetzt und, wenn notig, resuspendiert, um
einen Wechsel von Lager- auf Solubilisierungspuffer zu gewahrleisten. Anschlief3end werden
die Proben 8 min bei 4 °C und 20.817 g (14.000 rpm) im F-45-30-11 Rotor der Eppendorf
Zentrifuge 5804 R zentrifugiert. Der Uberstand wird abgenommen und fiir weitere Analysen
bei -20 °C gelagert. Das Sediment enthilt die zu solubilisierenden Membranen und wird
zunichst in Solubilisierungspuffer resuspendiert. Das Detergens wird als 10%-ige wassrige

Losung (100 mg/mL) hinzugefiigt. Im Einzelfall wird bei der Solubilisierung von Podospora
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anserina-Proben auflerdem der Eisenchelator Deferoxaminmesylat (Desferal) in einer

Konzentration von 1 mM (ausgehend von einer 10 mM wassrigen Stammlosung) hinzugefiigt.

Die Solubilisierungsansitze werden 30 min auf Eis inkubiert und dabei alle fiinf bis zehn
Minuten kurz geschiittelt (Vortex Schiittler VF2, Janke & Kunkel), anschliefend wird 10 min
bei 4°C und 20.817 g (14.000 rpm) im F45-30-11 Rotor der Eppendorf Zentrifuge S804 R
zentrifugiert. Der erhaltene Uberstand entspricht dem Solubilisat, welches direkt auf ein
vorbereitetes BN- oder CN-Gel aufgetragen wird. Das Sediment enthélt Membrantriimmer und

nicht solubilisierte Proteine und wird fiir weitere Analysen bei -20 °C gelagert.

4.4 Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

4.4.1 BN-und CN-PAGE

In der vorliegenden Arbeit kommen in der Regel 16 x 18 cm® grofRe Gele (AufRenmaf, H x B)
mit einer Dicke von 1,5 mm zum Einsatz. Steht nur eine geringe Proteinmenge zur Verfiigung,
werden kleine oder mittlere BN-Gele mit einem Aufenmaff von 8,2x 10cm? bzw.
10,5 x 10 cm? verwendet. Alle BN- und CN-Gele sind diskontinuierliche Gradientengele mit
einer Totalacrylamidkonzentration von T = 3 - 13% im Trenngel und T = 3% im Sammelgel.
Der Vernetzungsgrad betrdgt jeweils C = 3%. Fiir alle in dieser Arbeit untersuchten Orga-

nismen kommt das Imidazol-System zum Einsatz.

Alle weiteren Details zur Vorbereitung und Durchfithrung einer BN-PAGE finden sich bereits

t[132] )[137]

in meiner Diplomarbei sowie in der Dissertation von Heidrich (2011

CN-PAGE beschrieben ist.

, wo auch die

4.4.2 2D-SDS-PAGE

Stammt der mittels 2D-SDS-PAGE zu analysierende Gelstreifen aus einem groen BN- oder
CN-Gel (AuRenmaR 16x 18 cm? HxB), so wird auch die zweite Dimension mit einem
solchen durchgefiihrt, wiahrend fiir die zweite Dimension kleiner oder mittlerer BN- und CN-
Gelstreifen stets ein mittelgrofles Gel (Auflenmafd 10,5 x 10 cm?, HxB) verwendet wird.
Jedes 2D-Gel setzt sich aus drei unterschiedlichen Gelen zusammen: einem Trenngel mit
T = 13% sowie einem denaturierenden und einem nativen Sammelgel mit je T = 5%. Der
Vernetzungsgrad betrédgt bei allen drei Gelen C = 3%. Alle weiteren Details zur Vorbereitung
und Durchfithrung einer 2D-BN/SDS-PAGE finden sich bereits in meiner Diplomarbeit**
sowie in der Dissertation von Heidrich (2011)™*”), wo auch die 2D-CN/SDS-PAGE beschrieben

ist.
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4.4.3 Glycin-SDS-PAGE

Fiir die denaturierende SDS-PAGE werden in der Regel kleine Gele (AufenmaR 8,2 x 10 cm?,
Hx B) verwendet. Fiir anschlieffendes Western-Blotting kommen dabei 0,75 mm anstatt
1,5 mm dicke Gele zum Einsatz. Im Einzelfall werden auch grofe (AufRenmafl 16 x 18 cm?,
H x B) SDS-Gele verwendet. Alle Glycin-SDS-Gele bestehen aus einem Trenngel mit T = 13%
und C = 4% sowie einem Sammelgel mit T = 5% und C = 3,3%. Alle weiteren Details zur

t[132]

Vorbereitung und Durchfiihrung finden sich bereits in meiner Diplomarbei sowie in der

Dissertation von Heidrich (2011)"%71,

4.4.4 Gelfairbemethoden
4.4.4.1 Roti®Blue-Farbung

Samtlich Details zur kolloidalen Coomassie-Farbung mittels Roti®-Blue finden sich bereits in

meiner Diplomarbeit'3?!,

4.4.4.2 Coomassie-Farbung

Neben der Roti®-Blue-Firbung mit kolloidalem Coomassie wird auch eine Modifikation der

)[138]

Coomassie-Farbung nach Rexroth et al. (2003 verwendet, bei der eine Mischung aus

Coomassie G-250 und R-250 eingesetzt wird. Eine detaillierte Beschreibung dieser Farbe-

methode findet sich in der Dissertation von Heidrich (2011)1%7.

4.4.4.3 Silber-Farbung

Die Silber-Farbung von 2D-Gelen erfolgt leicht abgewandelt nach Blum et al. (1987)"*" und
Rabilloud et al. (1988)"'*%! wie sie in der Dissertation von Heidrich (2011)"*”! beschrieben ist.
Auf die Verwendung einer Lagerlosung wird dabei verzichtet und die Gele werden stattdessen
nach beendetem Stoppschritt fiir mindestens 10 min in bidest. Wasser inkubiert und nach der

densitometrischen Visualisierung in Folie eingeschwei3t und bei 4 °C gelagert.

4.4.4.4 SYPRO® Ruby-Farbung

Samtlich Details zur Fluoreszenzfirbung mit SYPRO®Ruby finden sich bereits in meiner

Diplomarbeit!*¥,

4.4.4.5 Pro-Q® Diamond-Farbung

Die Fluoreszenzfirbung von Phosphoproteinen mit Pro-Q® Diamond wird bereits in meiner

Diplomarbeit*** beschrieben.
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4.4.5 In-Gel Enzymaktivitatstests

Eine ausfiihrliche Beschreibung der verschiedenen in-Gel Enzymaktivitétstests fiir alle fiinf
Komplexe der oxidativen Phosphorylierung findet sich in der Dissertation von Heidrich
(2011)™7), Im Rahmen der vorliegenden Arbeit spielen vor allem die Aktivititstests fiir

Komplex I, II und IV sowie fiir die ATP-Synthase (Komplex V) eine Rolle.

4.5 Western-Blotting

Zum immunologischen Nachweis von Proteinen wird in dieser Arbeit die Technik des Semi-
Dry Western-Blottings eingesetzt, wobei elektrophoretisch aufgetrennte Proteine durch
Anlegen eines senkrecht zum Gel gerichteten elektrischen Feldes auf eine Polyvinyliden-
difluorid (PVDF) Membran iibertragen und somit immobilisiert werden. Infolgedessen kann
mit Hilfe eines gegen das gesuchte Protein gerichteten primiren Antikorpers sowie eines an
diesen bindenden, mit dem Enzym Meerrettichperoxidase (HRP von engl. horse raddish

peroxidase) gekoppelten, sekundédren Antikorpers, ein bestimmtes Protein detektiert werden.

Samtliche Informationen zur Durchfithrung des Western-Blottings und zur anschliellenden

Chemilumineszenz-Detektion finden sich in der Dissertation von Heidrich (2011)1%77,

Eine Liste der im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendeten primdren Antikorper findet
sich in Tabelle 4.5.1. Die sekunddren Antikorper werden in einer Verdiinnung von 1:2000
eingesetzt und sind alle mit HRP gekoppelt. Dem priméiren Antikorper entsprechend sind sie
gegen Kaninchen bzw. Maus gerichtet. Fiir die Chemilumineszenz-Detektion kann ein nach
Haan & Behrmann (2007)™*!! selbst angesetztes ECL-Reagenz (siehe Tabelle 4.5.2; ECL von
engl. enhanced chemiluminescence) oder das kommerziell erhiltliche SuperSignal® West Dura-

Kit von Thermo Scientific eingesetzt werden.

Tabelle 4.5.1 Verwendete Priméarantikorper.

Antigen Organismus Verdinnung AK-Ursprung
Porin Podospora anserina 1:5000 Kaninchen
mt Aconitase Podospora anserina 1:400 Kaninchen
Hsp22 Drosophila melanogaster 1:5000 Kaninchen
Hsp23 Drosophila melanogaster 1:100 Maus

Hsp27 Drosophila melanogaster 1:100 Maus

HSP60 Homo sapiens, verwendet fur  1:5000 Kaninchen

Drosophila melanogaster
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Tabelle 4.5.2 Zusammensetzung des nach Haan & Behrmann (2007)!"*" selbst angesetzten ECL-Reagenz.

ECL-Reagenz

100 MM Tris-HCl pH 8,8

1,25 mM Luminol

2mM 4-lodphenylboronséure (in DMSO)
53mM  H,0,(30%)

4.6 Massenspektrometrische Methoden

Generell werden samtliche Arbeitsschritte der Probenvorbereitung, des Verdaus und — im
Falle der MALDI-Massenspektrometrie — des Probenauftrags in einer staubfreien Arbeitsbank
(Flow Lamin Air) durchgefiihrt, um eine Verunreinigung der Probe, insbesondere durch
Keratin des Experimentators, zu verhindern. Da schon geringe Mengen an Ionen wie beispiels-
weise Na*, K™ oder Ca®" die Qualitit der Analyse erheblich beeintrichtigen kénnen, werden
ausschlief3lich MilliQ-Wasser sowie Chemikalien hoher Reinheit (HPLC grade oder besser)

verwendet.

4.6.1 Peptide Mass Fingerprinting (PMF)

Die Methode des Peptide Mass Fingerprintings (PMF) wird eingesetzt, um Proteine aus 2D-
Gelen zu identifizieren. Dazu werden die entsprechenden Spots ausgeschnitten und die darin
enthaltenen Proteine mit Hilfe einer Protease, meist Trypsin, verdaut, d.h. in spezifische
Peptide gespalten, die anschlief3end massenspektrometrisch analysiert werden. Man erhélt fiir
jedes Protein die Massen seiner (tryptischen) Peptide und kann diese anschliefend mit Hilfe
entsprechender Software mit einer Datenbank vergleichen, um das urspriingliche Protein zu
identifizieren. Der grol3e Vorteil dieser Methode ist die relativ einfache und schnelle Identifi-
zierung unbekannter Proteine im Vergleich zur sehr viel zeitaufwéandigeren de novo-Sequen-
zierung mit Hilfe des Edman-Abbaus. Im Gegenzug muss das zu identifizierende Protein (also
der entsprechende Organismus) in Form seiner Aminosdure- oder zumindest Basensequenz

bekannt und in der entsprechenden Datenbank vorhanden sein.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wird fiir die Analyse der erzeugten Peptide die Matrix-
unterstiitzte Laser-Desorptions/Ionisations-Flugzeit-Massenspektrometrie (engl. matrix-
assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry, MALDI-TOF-MS) einge-

setzt.
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Samtliche Details zu Probenvorbereitung, tryptischem Verdau, Peptidextraktion, Proben-
auftrag, Durchfiihrung der Messung und Identifikation der Proteine finden sich bereits in
meiner Diplomarbeit™®?. In Tabelle 4.6.1 sind die fiir die analysierten Organismen

eingestellten Taxa aufgelistet.

Tabelle 4.6.1 Zur Identifikation der Peptide mittels MASCOT verwendete Einstellungen fiir die Taxa der analy-
sierten Organismen.

Organismus Taxon

Caenorhabditis elegans Eukaryota - Metazoa - Caenorhabditis elegans
Drosophila melanogaster Eukaryota - Metazoa - Drosophila
Nothobranchius furzeri Eukaryota - Metazoa - Chordata - Actinopterygii - Other Actinopterygii

Podospora anserina Eukaryota - Fungi - Other Fungi

4.6.2 Fliissig-Chromatographie Elektrospray-lonisierungs Tandem-Massenspektrometrie
(LC-ESI-MS/MS)

4.6.2.1 LC-ESI-MS/MS einzelner Proteinbanden

Soll ein bestimmtes Protein bzw. ein bestimmter Proteinkomplex analysiert werden und ist
dessen Position im BN-Gel bekannt, wird die entsprechende Gelbande in der staubfreien
Arbeitsbank mit Hilfe eines Skalpells ausgeschnitten und zerkleinert. Die entsprechenden
Gelstiicke werden jeweils in ein Reaktionsgefaf3 {iberfiihrt. Dabei sollten ausschlief3lich mit
der nach Rexroth et al. (2003)**® modifizierten Methode Coomassie-gefirbte Gele verwendet
werden (siehe 4.4.4.2), da mit kolloidalem Coomassie gefarbte Gele eine schlechtere Kompati-

bilitdt mit der massenspektrometrischen Analyse gezeigt haben.

Die zerkleinerten Gelstiicke werden zundchst 20 min in 200 uL. einer 50 mM Ammoniumbi-
carbonat-Losung inkubiert, anschlieRend wird die Losung entfernt und 2x je 20 min in 200 uL
einer 50 mM Ammoniumbicarbonat-Losung mit 50% (v/v) Acetonitril inkubiert, um die Gel-
stiicke zu entfarben. Sind die Gelstiicke nach der zweimaligen Inkubation noch nicht voll-
standig entfarbt, wird der Schritt wiederholt, bis keine Farbung mehr zu erkennen ist; dabei
kann es sinnvoll sein, iiber Nacht bei Zimmertemperatur zu inkubieren. Nach vollstdndiger
Entfarbung der Gelstiicke erfolgt eine 5-miniitige Inkubation in 200 uL. Acetonitril, wodurch
dem Gel Wasser entzogen wird, die Stiicke schrumpfen und eine milchig-weille Farbung
annehmen. Anschlieffend wird die Losung entfernt und die Gelstiicke werden in einem
Vacuumkonzentrator getrocknet. Damit wird die vollstindige Entfernung des Acetonitrils

gewdahrleistet, welches den folgenden tryptischen Verdau storen wiirde.
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Tabelle 4.6.2 Behandlung der zerkleinerten Gelstiicke zur Vorbereitung auf die LC-ESI-MS/MS-Analyse. Alle
Lésungen werden nach der entsprechenden Inkubationszeit wieder entfernt. Der Uberstand nach dem Verdau
wird entnommen und in ein frisches ReaktionsgefdB Uberflihrt, die durch die Peptidextraktion erhaltenen
Uberstidnde werden diesem hinzugefiigt.

Schritt Volumen Losung
200 pL, 1x 20 min 50 mM NH4HCO;3

Entfarben/ Vorbereitung 200 pL, 2x 20min 50 mM NH4HCOs/ 50 % (v/v) Acetonitril
200 pL, 1x 5 min 100 % Acetonitril

Acetonitril im Vacuumkonzentrator vollstandig entfernen.
10-20 pL, 1x 20 min, 4 °C, 10 pg/mL Trypsin in 25 mM NH4HCO;
anschlieBend min. 6 h, 37 °C mit 20 % (v/v) Methanol
50% (v/v) Acetonitril/ 0,5% (v/v)

Ameisensdure

Verdau

Peptidextraktion 50 L, 2x 15 min sonifizieren

Vereinte Uberstdnde im Vacuumkonzentrator vollstandig eindampfen.
2% (v/v) Acetonitril/ 0,1% (v/v)

Ameisensdure

Resuspendierung 20 pL, 1x 3 min sonifizieren

Das fiir den Verdau verwendete Trypsin wird als lyophilisiertes Pulver a 20 ug geliefert und
sollte moglichst in diesem Zustand gelagert werden, da in wassriger Losung Selbstverdau
stattfindet. Um eine rasche Verfiigbarkeit zu gewéhrleisten wird jedoch stets eine kleine
Menge des Trypsins in Aliquots a 50 uL. mit einer Konzentration von 20 ug/mL (entsprechend
1lug Trypsin) in 25 mM Ammoniumbicarbonat-Losung vorgehalten und bei -20 °C gelagert.
Dabei ist mehrmaliges Einfrieren und Auftauen der Aliquots nicht ratsam und es sollte immer

nur die benotigte Menge aufgetaut und ein eventueller Rest verworfen werden.

Vor Benutzung werden pro Trypsin-Aliquot 30 uL. 25 mM Ammoniumbicarbonat-Losung sowie
20 uL. Methanol hinzugefiigt. Durch die Zugabe von Methanol soll dabei eine leichtere
Zuganglichkeit der hydrophoben Bereiche von Membranproteinen erreicht werden. In jedes
Reaktionsgefald werden 10 bis 20 uL der so erhaltenen Trypsin-Losung gegeben, wobei darauf
zu achten ist, dass die Gelstiicke vollstindig mit Fliissigkeit bedeckt sind. Ist dies nicht der Fall
wird weitere 25 mM Ammoniumbicarbonat-Lésung zugegeben**. Die durch die Behandlung
mit Acetonitril geschrumpften Gelbanden absorbieren die Fliissigkeit und nehmen dadurch
wieder ihre urspriingliche Grof3e an. Um eine optimale Aufnahme der Trypsin-Losung in das
Gel zu gewihrleisten, werden die Proben zunidchst 20 min bei 4 °C inkubiert, so dass der
Selbstverdau des Trypsins groRtenteils unterdriickt ist und die Losung das Gel moglichst voll-
stindig durchdringen kann. AnschlieRend erfolgt der eigentliche Verdau fiir mindestens 6 h

bei 37 °C.
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Nach erfolgtem Verdau wird zunichst der Uberstand in ein frisches Reaktionsgefif iiberfiihrt.
Anschliel3end erfolgt die Extraktion der Peptide aus dem Gel durch zweimalige Sonifizierung
in 50% (v/v) Acetonitril/0,5% (v/v) Ameisensaure fiir je 15 min. Der erhaltene Uberstand
wird jeweils mit dem direkt nach dem Verdau erhaltenen vereint, so dass am Ende fiir jede
Probe eine sich aus drei Uberstinden zusammensetzende Losung erhalten wird. Die Peptid-
l6sung wird anschlief3end in einem Vacuumkonzentrator bis zur vollkommenen Trockenheit
lyophilisiert. In diesem Zustand konnen die Peptide problemlos mehrere Wochen und auch

Monate bei -20 °C gelagert werden. Transport oder Versand sind auch ohne Kiihlung moglich.

Direkt vor der massenspektrometrischen Analyse werden die Peptide durch 3-miniitiges
Sonifizieren in 20 uL. 2% (v/v) Acetonitril/0,1% (v/v) Ameisensdure resuspendiert. Die
Messungen werden an einem LTQ Orbitrap Massenspektrometer von Thermo Scientific in der
Arbeitsgruppe von Prof. Rogner an der Ruhr-Universitit Bochum von Dr. Ansgar Poetsch und

Dr. Sascha Rexroth durchgefiihrt.

4.6.2.2 LC-ESI-MS/MS komplexer Mitochondrienproben

Ist noch nicht bekannt, welche Proteine oder Proteinkomplexe eine Rolle beim Alternsprozess
spielen, kann mittels LC-ESI-MS/MS nach Verdnderungen in der Proteinmenge sowie nach

posttranslationalen Modifikationen gesucht werden.

Dafiir werden die isolierten Mitochondrien mit SDS solubilisiert und anschlieend 10 ug
Protein (vor Solubilisierung) pro Probe in jeweils eine Spur eines kleinen SDS-Gels (siehe
Abschnitt 4.4.3) aufgetragen. Da alle enthaltenen Proteine analysiert werden sollen, wird die
Elektrophorese gestoppt, nachdem die Lauffront etwa 1 cm weit ins Trenngel eingelaufen ist.
So erhélt man fiir jede Probe nur eine Bande, die durch den Bromphenolblau-haltigen SDS-
Auftragspuffer blau gefarbt ist, wodurch eine nachtrigliche Farbung des Gels nicht notwendig
ist. Beim Durchlaufen des Sammelgels konnen auf diese Weise Verunreinigungen abgetrennt

werden.

Die Bande wird nach Beendigung der Elektrophorese in der staubfreien Arbeitsbank mit Hilfe
eines Skalpells ausgeschnitten und zerkleinert. Die Gelstiicke werden in ein Reaktionsgeféa(}
tiberfithrt. Da das Gel nicht zusétzlich gefarbt und die Proteine somit auch nicht fixiert
wurden, muss dies direkt nach der Elektrophorese geschehen. Das Gel darf keines Falls {iber
Nacht gelagert werden, da sich die Banden durch Diffusion stark verbreitern und somit inein-
anderlaufen, was eine Vermischung mit den Proteinen benachbarter Spuren zur Folge hat. Die
Vorbereitung fiir die LC-ESI-MS/MS-Analyse erfolgt wie in Abschnitt 4.6.2.1 beschrieben
(siehe auch Tabelle 4.6.2).
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4.6.2.3 Multidimensionale Proteinidentifikations-Technik (MudPIT)

Als Ergdanzung zur Analyse von Proteinen aus Polyacrylamidgelen ist die von Yates et al.
(2001)143% 144 entwickelte multidimensionalen Proteinidentifikations-Technik (MudPIT, von
engl. multidimensional protein identification technology) geeignet. Da die Proteine dabei zuerst
denaturiert und anschlie@end chemisch oder enzymatisch verdaut werden, erfolgt die
Trennung erst auf Peptidebene. Dort spielen Loslichkeitsprobleme eine sehr viel geringere
Rolle, so dass diese Technik vor allem auch fiir die Analyse von Membranproteinen sehr gut
geeignet ist"*!. Nach dem Verdau werden die Peptide in selbst-gepackten Quarzglas-Saulen
durch zwei orthogonale Phasen getrennt und ins Massenspektrometer eluiert. Fiir die
Trennung eignet sich beispielweise die Kombination von reversed phase- und starker Kationen-

austausch-Chromatographie (SCX, von engl. strong cation e)_cchange)“%].

Im Rahmen dieser Arbeit wird die MudPIT verwendet, um oxidativ modifizierte Proteine aus
isolierten Mitochondrien von Podospora anserina zu identifizieren. Da die Theorie der Freien
Radikale davon ausgeht, dass oxidative Schdden wéhrend des Alternsprozesses akkumuliert

werden!??

, erfolgt die Analyse anhand von Mitochondrien seneszenter P. anserina mit einem
Alter von 14 bzw. 15 Tagen (Kulturnummern #60, #61 und #62, sieche Tabelle 3.5.2). Die
drei Proben werden dabei im Verhiltnis 1:1:1 gemischt. Die Probenvorbereitung erfolgt
ausgehend von den sedimentierten Mitochondrien. Es werden 300 ug Protein (100 ug je
Kultur) eingesetzt. Das im Folgenden beschriebene Vorgehen bezieht sich auf die Probenvor-

bereitung von 100 ug Protein.

Die sedimentierte Probe wird mit 60 ul. Methanol versetzt und durch 10-miniitiges Sonifi-
zieren resuspendiert. Anschliefend werden 40ul 25 mM Ammoniumbicarbonat-Losung
(pH 8,6; eingestellt mit 25%-iger NH3-Losung) zugegeben. Diese sollte maximal eine Woche
bei 4°C gelagert werden. Nach Zugabe von 1pug Trypsin, entsprechend 2ul einer
Stammlosung mit einer Konzentration von 0,5 mg/mlL, erfolgt der Verdau iiber Nacht bei
37°C. AnschlieBend werden die Membraniiberreste durch Zentrifugation bei 4°C
(15.000 rpm =21.885 g, 137 min, Heraeus Biofuge primo R, Winkelrotor 75007593) abge-
trennt. Der die Peptide enthaltende Uberstand wird in ein neues Reaktionsgefif? {iberfiihrt
und mit 25 ul. 2% (v/v) Acetonitril/0,1% (v/v) Ameisensdure versetzt. AnschlieRend wird
die Peptidlosung in einem Vacuumkonzentrator bis zur vollkommenen Trockenheit lyophili-
siert. Die massenspektrometrische Analyse erfolgt an einem LTQ Orbitrap Massenspektro-
meter von Thermo Scientific in der Arbeitsgruppe von Prof. Rogner an der Ruhr-Universitét

Bochum und wird von Dr. Ansgar Poetsch und Dr. Sascha Rexroth durchgefiihrt.
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4.6.3 Multiple Reaction Monitoring (MRM)

Das “Multiple Reaction Monitoring” (MRM) ist eine Variante des “Selected Reaction Monitoring”
(SRM). Wahrend MRM eine vergleichsweise neue Technik in der Massenspektrometrie
darstellt, wird SRM schon seit einigen Dekaden in der Toxikologie und Pharmakokinetik
eingesetzt"*”), Beide Methoden sind hochspezifisch und erméglichen die gezielte Detektion
eines einzelnen (bekannten) Analyten aus einer komplexen Mischung. Gemessen werden
dabei sogenannte Uberginge, namlich die Fragmentierung eines spezifischen Vorldufer-Ions
in ein (SRM) oder mehrere (MRM) Fragment-Ionen. Hier wird auch der Unterschied zwischen
SRM und MRM deutlich: Wahrend beim Selected Reaction Monitoring nur ein einzelner Uber-
gang gemessen wird, konnen dies beim Multiple Reaction Monitoring mehrere pro Vorlaufer-
Ion sein oder auch mehrere Analyten (= Vorldufer-lonen) mit ebenfalls mehreren Ubergingen

(1471 Dabei kommen in der

zu spezifischen Fragment-lonen gleichzeitig gemessen werden
Regel Triple-Quadrupol-Instrumente zum Einsatz"*”): Der erste (Q1) und dritte (Q3) Quadru-
pol werden als Massenfilter eingesetzt. In Q1 wird die Masse des Vorlaufer-Ions selektiert und
nur diese Ionen gelangen in den zweiten Quadrupol (Q2), wo sie fragmentiert werden. Dafiir
wird die sogenannte Kollisions-vermittelte Dissoziation (CID, von engl. collision-induced
dissociation) verwendet!'*”) bei der die Ionen durch Kollision mit einem inerten Stol3gas (He,
N,, Ar) fragmentiert werden*®). In Q3 wird schlieRlich die Masse des gewiinschten Fragment-
Ions selektiert und nur diese zum Detektor durchgelassen (siehe Abbildung 4.6.1). Somit sind
fiir einen Ubergang stets zwei Ionen (Vorldufer- und zugehoriges Fragment-Ion) notwendig,
um ein Signal zu erzeugen, so dass es sich bei SRM und MRM um extrem spezifische

Methoden mit sehr geringem Hintergrund und entsprechend grofRer Sensitivitit handelt*”,

Ql Q2 Q3
B T | | MRM-Signal
@_-o ® 0 L ) ® .
..o..o..'l. .éo ...‘ e—>»o_o0o0 o o ® —b%
200 LI
s . S | et
Selektion des Fragmentierung Selekfion des
Vorlaufer-lons Fragment-lons

Abbildung 4.6.1 Schematische Darstellung des Selected bzw. Multiple Reaction Monitoring. Verwendet wird
ein Triple-Quadrupol Massenspektrometer, bei dem der erste (Q1) und dritte (Q3) Quadrupol als Massenfilter
und der zweite Quadrupol (Q2) als Kollisionszelle dienen. In Q1 wird die Masse des gewtinschten Vorlaufer-lons
selektiert und ausschlieBlich lonen der selektierten Masse gelangen in Q2, wo sie mittels collision-induced
dissociation (CID) fragmentiert werden. In Q3 wird schlieBlich die Masse des gewtinschten Fragment-lons selek-
tiert; nur lonen entsprechender Masse werden zum Detektor weitergeleitet. Die Selektion und Analyse eines
bestimmten Vorlaufer-lons mit dazugehérigem Fragment-lon bezeichnet man als Ubergang (engl. transition).
Um ein MRM-Signal zu erzeugen sind somit stets zwei lonen (Vorldufer- und zugehdériges Fragment-lon) not-
wendig, was diese Methode extrem spezifisch macht sowie zu einem sehr geringen Hintergrund und einer ent-
sprechend hohen Sensitivitat fihrt.
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Wie viele Uberginge gleichzeitig gemessen werden koénnen hingt von verschiedenen Faktoren
ab, von denen die sogenannte ,cycle-time*“ (deutsch: Zyklusdauer, Durchlaufzeit) des Massen-
spektrometers die wichtigste ist."*”! Die cycle-time ist die Zeitspanne, die das Instrument fiir
Separation und Detektion jedes einzelnen Ubergangs braucht und ist direkt proportional zur
sogenannten ,dwell-time“ (deutsch: Verweilzeit). Letztere ist die Zeit, die fiir die Analyse jedes
einzelnen Ubergangs notwendig ist, also die Zeit wihrend der ein Massenanalysator lediglich

ein Ton misst und detektiert!**”

. Cycle- und dwell-time beeinflussen sowohl die Anzahl
moglicher Ubergéinge als auch die Sensitivitit. Eine Erhéhung der dwell-time erh6ht auch die
Sensitivitit fithrt jedoch gleichzeitig zu einer ldngeren cycle-time, so dass weniger Uberginge
gleichzeitig gemessen werden koénnen'**”). Die dwell-time sollte somit fiir jedes Experiment
optimiert werden. Um die Vorteile des MRM moglichst vollstidndig ausschopfen zu koénnen,
miissen auBerdem sinnvolle Uberginge ausgewihlt werden. Sowohl Vorldufer- als auch
Fragment-Ionen sollten mit der gewdhlten Methode gut und in ausreichendem Mal3e

ionisierbar sein und es ist zwingend erforderlich, dass nur solche Fragment-lonen gewahlt

werden, die eine fiir das Vorlaufer-Ion spezifische Masse aufweisen.

In Kombination mit AQUA (fiir engl. absolute quantification, sieche Abschnitt 4.8.2.3) kann die
MRM-Technik fiir die spezifische Identifizierung und entsprechend genaue, absolute Quantifi-
zierung verwendet werden. Dies soll bei zukiinftigen Analysen von Podospora anserina als
Methode der Wahl eingesetzt werden sobald eine interessante altersabhidngige Modifikation
identifiziert wurde. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit werden die Uberginge fiir die
Quantifizierung der oxidativen Modifizierung eines spezifischen Tryptophan-Rests der ATP-
Synthase von Podospora anserina optimiert (Abschnitt 5.1.2.1). Eine relative Quantifizierung
ist durch den Vergleich der Peakfldchen (siehe Abschnitt 4.8.2.2) der erhaltenen MRM-Signale
moglich. Die MRM-Analysen erfolgen — sofern nicht anders angegeben — mit einem TSQ
Vantage Triple-Quadrupol Massenspektrometer von Thermo Scientific und werden in der
Arbeitsgruppe von Prof. Rogner an der Ruhr-Universitdt Bochum von Dr. Ansgar Poetsch und
Dr. Sascha Rexroth durchgefiihrt. Die Probenvorbereitung erfolgt wie in Kapitel 4.6.2.1 fiir die
Analyse einzelner Banden mittels LC-ESI-MS/MS beschrieben.
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4.7 In vitro Oxidation

Um bei der Analyse oxidativer Proteinmodifikationen sicherzustellen, dass diese physio-
logischen Ursprungs sind, ist eine Positivkontrolle notwendig. Dazu wird eine in vitro

Oxidation basierend auf der Fenton-Reaktion durchgefiihrt.

Bei der Fenton-Reaktion handelt es sich um den Eisensalz-abhédngigen Zerfall von Wasserstoff-

peroxid, wobei Fe?* zu Fe*" oxidiert wird und ein hochreaktives Hydroxylradikal entsteht!**”,

Fe?* + H,0, — Fe*" + OH + OH

Die Fe®*-Ionen stammen dabei in der Regel aus der bereits 1932 von Haber & Weiss!"*"

beschrieben Reaktion von Fe**-Ionen und Superoxidradikal-Anionen (O, 7). Letztere entstehen
wiederum hauptsachlich an den Komplexen I und III, der oxidativen Phosphorylierung in der

inneren Mitochondrienmembran'?*-3!,

F63+ + 02.- — Fez+ + 02

Manzanares et al. (2007)"*"  beschreiben die in vitro Oxidation von bovine lipid extract
surfactant (BLES), einer durch eine Lungenspiilung aus Rind gewonnenen Mischung aus
Proteinen und Phospholipiden, die beim Menschen zur Behandlung von ANS (Atemnot-

syndrom des Neugeborenen) eingesetzt wird!**?

. Mittels Fluoreszenzspektroskopie konnten
Manzanares et al. (2007)"*"! die Oxidation von Tryptophan zu N-Formylkynurenin (NFKyn)
und Kynurenin (Kyn) nach Behandlung mit Fenton-Reagenz nachweisen, da beide Oxidations-

151 Da im Rahmen

produkte unterschiedliche Excitations- und Emissionsmaxima aufweisen
der vorliegenden Arbeit das altersabhédngige Auftreten eben dieser Modifikationen untersucht
werden soll, wird die von Manzanares et al. (2007)"*>! eingesetzte Methode zur Herstellung
einer Positivkontrolle getestet. Dafiir werden zundchst BSA und Bacteriorhodopsin (BR)

eingesetzt. Die verwendeten Losungen sind in Tabelle 4.7.1 beschrieben.

Tabelle 4.7.1 Fir die /n vitro Oxidation nach Manzanares et a/. (2007)!">" verwendete Lésungen. Beide Lésungen
werden mit MilliQ-Wasser angesetzt und bei 4 °C gelagert.

Arbeitslosung (100x) FeCl,/ EDTA-Stammlosung (10x)
2M Tris 6,5 mM FeCl,

150 mM  Cadl, 6,5 mM EDTA
15mM  Nadl

pH 7,4 mit HCl einstellen
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Die Oxidation erfolgt jeweils mit 5 mg BSA bzw. BR fiir 24 h bei 37 °C im Wasserbad. Als
Referenz werden jeweils 5 mg/mL BSA bzw. BR in 1x Arbeitslosung angesetzt und zusammen
mit dem Oxidations-Ansatz 24 h bei 37 °C im Wasserbad inkubiert. Die Zusammensetzungen
von Oxidations-Ansatz und Referenz sind in Tabelle 4.7.2 beschrieben. Fiir die Oxidation von

BSA wird eine 50 mg/mL Stammlosung verwendet.

Tabelle 4.7.2 Zusammensetzung von /n vitro Oxidations-Ansatz und Referenz nach Manzanares et al. (2007)!"1.

In vitro Oxidations-Ansatz Referenz

5 mg BSA oder BR 5 mg BSA oder BR

10 uL Arbeitsldsung (100x) 10 uL Arbeitslésung (100x)

100 L FeCl,/ EDTA-Stamml&sung (10x) mit MilliQ-Wasser auf 1 mL auffillen

3 HL H202 (30%)

mit MilliQ-Wasser auf 1 mL auffillen

Nach 24-stiindiger Inkubation werden die Proben im Fluoreszenzspektrometer vermessen, um
die Prasenz von NFKyn und Kyn zu iiberpriifen. Dabei werden die in Tabelle 4.7.3 ange-

gebenen Wellenlidngen fiir Excitation und Emission verwendet.

Tabelle 4.7.3 Fir den fluoreszenzspektroskopischen Nachweis von NFKyn und Kyn verwendete Excitations- und
Emissionswellenldngen.

Trp-Derivat Excitation [nm] Emission [nm]
NFKyn 325 425
Kyn 365 449

Die in vitro Oxidation von Podospora anserina Proben findet wiahrend der 30-miniitigen Inku-
bation fiir die Solubilisierung statt. Fiir diese wird der in Tabelle 4.7.4 aufgefiihrte, mit

Fenton-Reagenz versetzte Solubilisierungspuffer verwendet.

Tabelle 4.7.4 Mit Fenton-Reagenz versetzter Solubilisierungspuffer fir die /in vitro Oxidation von Podospora
anserina Proben.

Solubilisierungspuffer fiir die /n vitro Oxidation

1% (w/v) Digitonin

1% (v/v) Arbeitslésung (100x)

10% (v/v) FeCl,/ EDTA-Stammldsung (10x)
0,3% (v/v) H,0, (30%)

in Solubilisierungspuffer (1,11x) aus Tabelle 4.3.1
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4.8 Quantifizierung

4.8.1 Gelelektrophoretische Methoden

4.8.1.1 Quantifizierung aus der ersten Dimension mit Quantity One

Gelbanden aus Coomassie-gefarbten BN-Gelen oder SDS-Gelen der ersten Dimension konnen
mit Hilfe der Software Quantity One quantifiziert werden. Eine ausfiihrliche Beschreibung der

Vorgehensweise findet sich bereits in meiner Diplomarbeit**

. Dabei kann die Farbung
sowohl mit kolloidalem Coomassie (siehe Abschnitt4.4.4.1) als auch mit dem nach
Rexroth et al. (2003)!"*¥ modifizierten Farbeprotokoll erfolgen (siche Abschnitt 4.4.4.2). Im
Gegensatz zur Quantifizierung aus der zweiten Dimension wird in der ersten Dimension kein
Standard zum Ausgleich von Farbeunterschieden eingesetzt und es findet keine entsprech-
ende Normierung der Daten statt. Diese Art der Quantifizierung sollte somit nur fiir den
Vergleich von Proben angewandt werden, die sich auf demselben Gel befinden. Desweiteren
ist die Zuordnung von Banden sowie die exakte Trennung und Unterscheidung im Gegensatz
zu 2D-Gelen erschwert, so dass insbesondere im hohen Massenbereich des Gels, wo sich

Oligomere der ATP-Synthase und Superkomplexe der oxidativen Phosphorylierung befinden,

die Quantifizierung weniger genau ausfallen kann.

4.8.1.2 Quantifizierung aus der zweiten Dimension mit Delta2D

Fiir die Quantifizierung aus der zweiten Dimension (2D-BN/SDS-PAGE) werden mit den
Fluoreszenzfarbstoffen SYPRO®Ruby bzw. Pro-Q®Diamond gefiarbte Gele verwendet, wobei
Pro-Q®Diamond spezifisch phosphorylierte Proteine anfirbt. Fiir die Quantifizierung der
Gesamtmenge an Protein werden stets SYPRO®Ruby-gefirbte Gele eingesetzt. Eine
ausfiihrliche Beschreibung der Vorgehensweise und noétigen Einstellungen bei der

132 sowie

Quantifizierung mit der Software Delta2D findet sich bereits in meiner Diplomarbei
bei Frenzel (2006)'*!. Im Gegensatz zur ersten Dimension, bei der mehrere Proben auf
dasselbe Gel aufgetragen werden konnen, gibt es fiir jede Probe ein eigenes 2D-BN/SDS-Gel,
so dass ein Vergleich zwischen verschiedenen Gelen zwingend notwendig ist. Um diesen
Vergleich zu ermoglichen ist es notwendig, die von Gel zu Gel existierenden Unterschiede in
der Firbeintensitit auszugleichen. Dazu wird, wie schon in meiner Diplomarbeit'*** und bei
Frenzel (2006)™"°* beschrieben, auf jedes Gel die gleiche Menge des LMW-Massenstandards
aufgetragen, um so einen Normierungsfaktor fiir jedes einzelne Gel zu berechnen. Dieser

spiegelt die Abweichung der Farbeintensitdt eines Gels von der durchschnittlichen Farbe-

intensitit aller betrachteten Gele wider.
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Um den Normierungsfaktor F fiir ein Gel zu erhalten, muss zunichst ein Faktor Fy fiir jede
Bande des Markers berechnet werden. Hierfiir wird zuerst das durchschnittliche Volumen V,
iiber alle n betrachteten Gele gebildet. Die notwendigen Werte fiir die Volumina Vi in GU

(Grauwerteinheiten, von engl. gray-units) stammen aus der Auswertung mit Delta2D.

Z%:l Vk
Vo =LK
4 n
Der Faktor Fy fiir eine Markerbande eines Gels ergibt sich als Quotient ihres durchschnitt-
lichen Volumens V, auf allen n Gelen und ihres Volumens Vy auf dem betrachteten Gel.
Vo

F, =

Abhingig von einem gleichmaf3igen und reproduzierbaren Laufverhalten werden m Marker-
banden zur Berechnung des Normierungsfaktors F herangezogen. Dieser stellt das geo-

metrische Mittel aller zur Normierung herangezogenen Markerbanden dar.

Schlie8lich werden die Volumina aller Proteinspots eines Gels mit dem entsprechenden

Normierungsfaktor F multipliziert.

4.8.2 Massenspektrometrische Methoden
4.8.2.1 Spectral Counting

Die Methode des ,,Spectral Counting, also des einfachen Zahlens der Anzahl an Spektren, die
fiir ein bestimmtes Protein erhalten wurden, gehort zu den so genannten ,label-free“
Methoden und basiert auf der 2001 von Washburn et al."**¥ formulierten Annahme, dass in
grolerer Menge vorhandene Proteine bei MS/MS-Analysen auch héufiger selektiert und frag-
mentiert werden und somit eine groere Anzahl von Spektren erzeugen als in der unter-
suchten Probe weniger hiufig vorhandene Proteine. Auch Pang et al. (2002)"* sowie
Gao et al. (2003)***! sahen einen Zusammenhang zwischen Anzahl der Spektren und Hiufig-
keit des entsprechenden Proteins. 2004 konnten Liu et al."*® dies schlieRlich validieren.
Durch LC-MS/MS-Analyse verschiedener Mischungen der sechs Proteine eines SDS-Gel
Massenstandards in einem Hefezell-Lysat konnte ein linearer Zusammenhang zwischen
Haufigkeit des Proteins in der Mischung und Anzahl der erhaltenen MS/MS-Spektren {iiber
zwei Grollenordnungen und mit guter Reproduzierbarkeit festgestellt werden. Somit kann die

Methode des Spectral Counting als einfache und kostengiinstige Methode zur relativen Quanti-
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fizierung von Proteinen in komplexen Mischungen verwendet werden. Dabei ist jedoch unbe-
dingt darauf zu achten, die sogenannte ,dynamic exclusion“ Funktion abzuschalten, die Ionen,

die schon einmal fragmentiert wurden, fiir eine erneute Fragmentierung ausschliet">”),

4.8.2.2 Peakflache

Die Verwendung der Peakfldache eines Peptids zur Quantifizierung von Proteinen anhand von
MS/MS-Daten gehort wie das Spectral Counting zu den label-free-Methoden und basiert auf
der Annahme, dass die Peakfldache eines Peptids mit seiner Konzentration und damit auch mit
der Konzentration des entsprechenden Proteins korreliert. Chelius & Bondarenko™® konnten
2002 am Beispiel von Myoglobin einen linearen Zusammenhang zwischen Peakflache und
Konzentration in einem Bereich von 10 fmol bis 100 pmol nachweisen. Auch in komplexen
Mischungen konnten sie ihre Ergebnisse validieren. Die Methode der Quantifizierung anhand
der Peakflache kann fiir LC-basierte massenspektrometrische Methoden verwendet werden, da
die Flache unter dem Chromatogramm fiir das gewiinschte Peptid integriert wird. Wie beim
Spectral Counting handelt es sich auch hierbei um eine Methode zur relativen Quantifi-
zierung, die jedoch ebenfalls breite Anwendung findet™"**'**), Wenn mit dieser Methode quan-
tifiziert werden soll, ist es sinnvoll ein moglichst hochauflosendes Massenspektrometer zu

verwenden, um Interferenzen durch Peptide dhnlicher Masse zu minimieren™*”).

4.8.2.3 Absolute Quantifizierung mittels interner Standards (AQUA)

Wiéhrend die Methoden des Spectral Counting und der Bestimmung der chromatographischen
Peakflache des gewiinschten Peptids lediglich eine relative Quantifizierung ermoglichen, kann
durch den Einsatz isotopenmarkierter Standards eine absolute Quantifizierung erreicht
werden. Bereits 1983 von Disiderio & Kai''®*' beschrieben, hat sich der Zusatz isotopen-
markierter Standardpeptide zur absoluten Quantifizierung von Proteinen mittels Massen-
spektrometrie unter dem Namen AQUAM (fiir absolute Quantifizierung) in der Wissenschaft
etabliert. Dabei werden ein oder mehrere Peptide des zu analysierenden Proteins ausgewahlt
und von diesen isotopenmarkierte Standardpeptide synthetisiert. Im Rahmen der vorliegen-
den Arbeit werden mit >C und N an der N-terminalen Aminosidure markierte Standard-
peptide von Thermo Scientific (HeavyPeptide™) verwendet. Diese Standardpeptide werden in
einer definierten Menge — in der Regel im Bereich von 10 bis 100 fmol"®*' — zur Probe zuge-
geben und zusammen mit dieser massenspektrometrisch analysiert. Dadurch, dass die Stan-
dardpeptide die gleiche Aminosduresequenz besitzen, verhalten sie sich hinsichtlich Ionisier-

barkeit und Fragmentierung nahezu identisch zu ihren natiirlichen Pendants. Aufgrund ihrer
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Isotopenmarkierung weisen sie im Chromatogramm jedoch eine hohere Masse und somit eine
leichte Verschiebung auf und konnen eindeutig identifiziert werden. Fiir die absolute Quanti-
fizierung werden nun Peakfldche des isotopenmarkierten Standardpeptids und Peakfldche des
dazugehorigen Peptids der Probe ermittelt, so dass die Stoffmenge an Peptid in der Probe
iiber einfachen Dreisatz bestimmt werden kann. Fiir diese Art der Quantifizierung eignet sich
im Besonderen die in Abschnitt 4.6.3 beschriebene Methode des Multiple Reaction Monitoring
(MRM). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wird AQUA fiir die Quantifizierung der
oxidativen Modifizierung eines spezifischen Tryptophan-Rests der ATP-Synthase von
P. anserina (siehe Abschnitt 5.1.2.1) eingesetzt. Dafiir stehen die in Tabelle 4.8.1 aufgefiihrten
Standardpeptide zur Verfiigung. Die Synthese des entsprechenden isotopenmarkierten Peptids

mit einem zu N-Formylkynurenin oxidierten Tryptophan-Rest war nicht erfolgreich.

Tabelle 4.8.1 Standardpeptide fiir die absolute Quantifizierung der oxidativen Modifizierung eines spezifischen
Tryptophan-Rests der ATP-Synthase von Podospora anserina.

Molekulargewicht

Tryptophan- Peptidsequenz } Reinheit
Derivat REESEH experimentell  (HPLC)
berechnet
(Ms)
unmodifiziert NHy-lle(13C6, 15N)-LQWEADFLSHLK-COOH 1606,9 1607,6 >95%
Hydroxy-Trp NH,-lle(13C6, 15N)-LQ-Trp(OH)-EADFLSHLK-COOH 1621,9 1620,6 >95%
Kynurenin NH-1le(13C6, 15N)-LQ-Kyn-EADFLSHLK-COOH 1610,8 1610,7 >95%
- HSLVIFDDLS(KLYS(+8DA)) 1281,5 1282,5 >90%

Die Standardpeptide werden in Form eines lyophilisierten Pulvers geliefert und miissen gelost
und aliquotiert werden. Das Lyophilisat der in Tabelle 4.8.1 aufgefiihrten Standardpeptide
wird zundchst in 100uL einer 50%-igen (v/v) wadssrigen Acetonitril-Losung gelost;
anschlieffend wird das Volumen mit MilliQ-Wasser auf 1 mL aufgefiillt. Somit liegen die
Peptide in wéssriger Losung mit 5% (v/v) Acetonitril vor. Die erhaltenen Losungen werden
jeweils a 20 uL aliquotiert, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert. In
Tabelle 4.8.2 sind die von Thermo Scientific gelieferten Massen und Stoffmengen sowie die
durch das Losen resultierenden Konzentrationen und Stoffmengen pro Aliquot fiir die vier

verwendeten isotopenmarkierten Standardpeptide aufgefiihrt.
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Tabelle 4.8.2 Masse und Stoffmenge der fiir die absolute Quantifizierung verwendeten Standardpeptide von
Thermo Scientific (siehe auch Tabelle 4.8.1), sowie Angabe der Konzentration nach dem L&sen in 5%-iger (v/v)
Acetonitril-Lésung und der Stoffmenge pro Aliquot.

Standardpeptid  Masse [mg]  Stoffmenge [nmol]  Konzentration [uM] Stoffmenge pro Aliquot

[nmol]

unmodifiziert 0,28 173,8 173,8 3,476
Hydroxy-Trp 0,34 207,0 207,0 4,140
Kynurenin 0,19 119,7 119,7 2,394
Referenz 0,70 546,3 546,3 10,926

4.9 Statistische Methoden

4.9.1 Standardabweichung des Mittelwerts

Da insbesondere die aus den 2D-BN/SDS-Gelen gewonnenen quantitativen Daten oft das
arithmetische Mittel mehrerer Werte — meist aus verschiedenen Gelen — wiedergeben, ist die
Angabe der Standardabweichung als ein sowohl mathematisches als auch visuelles Mal} fiir

die mittlere Abweichung vom Mittelwert''®®’

unerlasslich. Die Standardabweichung s berech-
net sich aus der Wurzel der Varianz s> ,Die Varianz ist ein Mag fiir die Streuung, welches die
quadratische Abweichung der Stichprobenwerte vom Mittelwert quantifiziert.“!'®® Die
quadratische Abweichung ergibt sich dabei aus dem Quadrat der Differenz (X — x;)? fiir alle n

Daten, wobei x fiir den arithmetischen Mittelwert steht, der folgendermalden definiert ist

x|
Il
S|k

Die Varianz ergibt sich somit zu

1 n
2 _ ) )
s Tn-1 E(x *i)
i=1

wobei zu beachten ist, dass die Summe der Abweichungsquadrate durch n-1 und nicht durch

[166] Diese

n geteilt wird. Dies hingt mit der sogenannten Parameterschdtzung zusammen
spielt immer dann eine Rolle, wenn Aussagen {iiber ein bestimmtes Merkmal einer Grund-
gesamtheit, die stets eine Verteilungsfunktion aufweist, gemacht werden sollen. ,,Héufig kennt
man zwar die Art der Verteilungsfunktion, aber Parameter wie Mittelwert u oder Varianz o
sind unbekannt. Mit Hilfe der Parameterschiatzung bestimmt man auf der Basis einer Stich-
probe Schitz- oder Ndherungswerte fiir diese unbekannten Parameter und versucht dabei
auch méglichst noch eine Aussage iiber die Qualitit der Schitzung zu erhalten.“!'®® Die
Schéatzfunktion fiir die Varianz ist nur dann erwartungsgetreu, wenn die Summe der Abweich-
ungsquadrate durch n-1 geteilt wird. Teilt man hingegen durch n, wird die Varianz ¢” immer

t[166]

zu gering geschitzt und somit die Schitzung verzerr . Fiir eine detailliertere Erklarung
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von Parameterschiatzen und Schitzfunktionen siehe Oestreich & Romberg (2009) , Keine Panik

vor Statistik!“, Kapitel 101°°),

Da die Varianz sich aus der Summe der Abweichungsquadrate ergibt, wird auch die Dimen-
sion der Ursprungsdaten quadriert, wodurch sie nur schwer zu interpretieren und wenig
anschaulich ist. Aus diesem Grund wird die Standardabweichung, die sich aus der Wurzel der
Varianz ergibt und somit dieselbe Dimension wie die Ursprungsdaten besitzt, verwendet, um

einen Uberblick iiber die Verteilung der Daten zu erhalten.

n
s=vs2 = niliz;(f—xi)z

,Die Standardabweichung ist das wichtigste Mal fiir die Streuung der Werte in einer Stich-

probe. [...] Sie ist, aufgrund der Addition von Quadraten, nie negativ (wird ja auch als Ent-

fernung interpretiert) und nur im Falle, dass alle Werte identisch sind, gleich 0. Wie schon

beim Mittelwert, der ja in die Berechnung der Standardabweichung eingeht, besteht aller-

dings auch hier die Gefahr einer Beeinflussung durch AusreiSer. Extrem grof3e oder kleine

Werte im Verhiltnis zum Rest kénnen die Standardabweichung stark verdndern.“®®

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wird die Standardabweichung s stets in Excel 2007 mit
der Funktion STABW berechnet, die die oben angegebene Formel verwendet. Die Funktion

«[167]

,schitzt die Standardabweichung ausgehend von einer Stichprobe und ,,geht davon aus,

dass die ihr iibergebenen Argumente eine Stichprobe, gezogen aus einer Grundgesamtheit,

darstellen.“*®”)

4.9.2 Wilcoxon-Rangsummentest

Der Wilcoxon-Rangsummentest, auch Wilcoxon-Mann-Whitney-Test, Mann-Whitney-U-Test
oder nur U-Test genannt, ist ein nicht-parametrischer statistischer Homogenitétstest. Er wird
verwendet, um die Signifikanz des Unterschieds zwischen zwei Mittelwerten zu berechnen.
Dabei wird jedem Messwert ein, seinem nummerischen Wert entsprechender, Rang
1,2,3,...n zugewiesen, was einen schnellen Uberblick iiber die Signifikanz der in einem
Experiment gemessenen Unterschiede ermoglicht."®® Der Test wurde 1945 von Frank Will-

coxon entwickelt"® und zwei Jahre spiter von Henry Mann und Donald Whitney erginzt!®.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wird der Wilcoxon-Rangsummentest anhand einer aus-
fiihrlichen Anleitung aus ,The Excel Guide to accompany Practical Business Statistics“ von

Andrew F. Siegel™”” in Microsoft Excel 2007 ausgefiihrt. Dazu werden zunichst die Mess-

Methoden 51



werte beider zu vergleichender Gruppen - beispielsweise ,,alt“ und ,,jung“ — in einer gemein-
samen Spalte aufgelistet und in der angrenzenden Spalte mit der jeweiligen Gruppen-
bezeichnung (hier: ,alt“ bzw. ,jung®) versehen (siehe Abbildung 4.9.1 A). Anschlief3end wird
nach ansteigendem Wert sortiert. Dafiir wird in Microsoft Exel 2007 unter dem Meniipunkt
,Daten“ die Funktion ,Sortieren“ verwendet. Fiir das in Abbildung 4.9.1 dargestellte Beispiel
muss Spalte B nach aufsteigender Grol3e sortiert werden. Es resultiert eine Tabelle, in der die
Messwerte der Gruppen ,alt“ und ,jung“ nicht mehr getrennt, sondern — aufsteigend nach
ihrer Grof3e sortiert — vermischt vorliegen (siehe Abbildung 4.9.1 B). Jetzt wird jedem Wert
sein Rang zugeteilt. Dabei ist zu beachten dass fiir identische Werte der gemittelte Rang
eingesetzt werden muss. Um hierbei keinen Fehler zu machen ist es sinnvoll, zunéchst eine
neue Spalte C zu generieren, in der jedem Wert eine fortlaufende Nummer, beginnend bei 1,
zugeteilt wird. Anschlie@end kann der Rang jedes Wertes mit der Formel
SUMMEWENN (Wertebereich; Wert;123Bereich)/ZAHLENWENN (Wertebereich;Wert) ~ berechnet
werden. Fiir das in Abbildung 4.9.1 B gezeigte Beispiel ergibt sich der Rang in Zelle D2 somit

A B
A B A B C D

1 Gruppe | Wert 1 Gruppe | Wert | 1,2, 3, ... | Rang
2 2 1 1
3 3 2 2
4 4 3 3
5 5 4 4
6 6 5 6
7 7 6 6
8 8 7 6
9 9 8 8
9 9
10| 10,5
11| 10,5
12 12

Abbildung 4.9.1 (A) Beispiel-Datensatz eines Experiments mit Messwerten fir die beiden Gruppen
LJung” und ,alt”. Um den Wilcoxon-Rangsummentest mit Hilfe von Microsoft Excel durchfiihren zu
kénnen, mussen zundchst alle Messwerte der beiden Gruppen in einer gemeinsamen Spalte (hier
Spalte B) aufgelistet und in der angrenzenden Spalte (hier Spalte A) mit der jeweiligen Gruppenbe-
zeichnung ,jung” bzw. ,alt” versehen werden. (B) AnschlieBend werden die Daten aufsteigend nach
ihrem Wert sortiert, so dass eine Tabelle resultiert, in der die Messwerte der beiden Gruppen nicht
mehr getrennt, sondern vermischt vorliegen. In Spalte C wird nun jedem Wert eine fortlaufende
Nummer zugewiesen, um anschlieBend in Spalte D den Rang jedes Wertes zu berechnen. Dabei muss
fur identische Werte der gemittelte Rang eingesetzt werden, was durch Verwendung der Formel
SUMMEWENN(Wertebereich;Wert; 123Bereich)/ZAHLENWENN(Wertebereich;Wert) gewahrleistet wird.

52 Methoden



aus der Formel SUMMEWENN ($B$2:$B$13;B2;$C$2:$C$13)/ZAHLENWENN($B$2:$B$13;B2).
Die Benutzung von Formeln bietet hier den Vorteil, dass auch sehr grofde Datensétze problem-
los bearbeitet werden konnen und aul’erdem die zu vergleichenden Gruppen auch — anders
als im Beispiel gezeigt — unterschiedlich viele Messwerte enthalten kénnen. Um eine Aussage
iiber die Signifikanz der Unterschiede zwischen den Datensitzen ,jung“ und ,alt“ zu erhalten,
werden als nichstes die mittleren Rénge fiir beide Gruppen berechnet, wobei
SUMMEWENN (BereichGruppe;“jung*;BereichRang)/ZAHLENWENN (BereichGruppe;‘jung®)  als
Formel verwendet wird. Fiir die Beispieldaten aus Abbildung 4.9.2 kommt somit die Formel
SUMMEWENN ($A$2:$A$13;A2;$D$2:$D$13)/ZAHLENWENN ($A$2:$A$13;A2) zur Berechnung
des durchschnittlichen Rangs der Gruppe ,jung“ zur Anwendung. Fiir die Gruppe ,alt“ gilt
entsprechend SUMMEWENN ($A$2:$A$13;A4;$D$2:$D$13)/ZAHLENWENN ($A$2:$A$13;A4).
Die entsprechenden Ergebnisse finden sich in Abbildung 4.9.2. Anschlieffend wird mit Hilfe
der Formel ABS(mittlererRang“jung“-mittlererRang“alt“) die mittlere Differenz der Rénge
bestimmt. Die Funktion ABS gewdhrleistet dabei, dass stets ein positives Ergebnis erhalten
wird. Fiir das in Abbildung 4.9.2 dargestellt Beispiel ergibt sich die mittlere Differenz der
Ringe aus ABS(E3-E5). Der Standardfehler dieser mittleren Differenz wiederum kann mittels
der Formel (a+b)*WURZEL((a+b+1)/(12*a*b)) berechnet werden, wobei a und b den
Probenumfang der beiden betrachteten Gruppen darstellen (hier gilt also a = b = 6). Durch
Division der mittleren Differenz der Range durch den Standardfehler ergibt sich die Priifgrof3e
aus welcher sich mittels der Formel 2*(1-STANDNORMVERT(ABS(Priifgrofie))) der p-Wert
berechnen lisst. Der p-Wert, englisch p-value, auch Uberschreitungswahrscheinlichkeit oder
Signifikanzwert genannt, kann Werte zwischen 0 und 1 annehmen und ,,ist die Wahrschein-
lichkeit unter Hy, den beobachteten Priifgrofdenwert oder einen in Richtung der Alternative
extremeren Wert zu erhalten.“!'’"! Je kleiner der erhaltene p-Wert ist, desto mehr spricht das
erhaltene Ergebnis gegen die Nullhypothese Hy. Um mit Hilfe des p-Wertes Riickschliisse auf
die Signifikanz eines gemessenen Unterschieds ziehen zu konnen, wird vorher eine Grenze —
meist 5%, also p < 0,05 - festgelegt, unter welcher die Nullhypothese abgelehnt wird. Fiir das
Beispiel in Abbildung 4.9.2 wéren die Unterschiede zwischen den Gruppen ,jung“ und ,alt*

mit einem p-Wert von 0,025 somit als signifikant anzunehmen.
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A B C D E
Rang

1 1 | mittlerer Rang ,jung”
2 2| 4,17
3 3 | mittlerer Rang ,alt”
4 4 | 8,83
5 6 | mittlere Differenz der Range
6 6 | 4,67 =ABS(E3-E5)
7 6 | Standardfehler der mittleren Differenz der Rénge
8 8] 208 =(6+6)*WURZEL((6+6+1)/(12*6%*6))
9 9 | PrufgroBe

10| 10,5224 =E7/E9

11| 10,5 | p-Wert

12 12 | 0,025 =2* (1-STANDNORMVERT (ABS (E11)))

Abbildung 4.9.2 Nachdem allen Werten ein Rang zugewiesen wurde (sieche Abbildung 4.9.1) wird fur beide
Gruppen der mittlere Rang berechnet. Dieser ergibt sich fur die Gruppe ,jung” aus der Formel
SUMMEWENN($A$2:$A$13;A2;$D$2:$D$13)/ZAHLENWENN($A$2:$A$13;A2) und fiir die Gruppe ,alt” aus der
Formel SUMMEWENN($A$2:$A$13;A4;$D$2:$D$13)/ZAHLENWENN($A$2:3A%$13;A4). Mittels der Formel
ABS(E3-E5) kann anschlieBend die mittlere Differenz der Range berechnet werden. Deren Standardfehler
wiederum berechnet sich mittels (a+b)*WURZEL((a+b+1)/(12*a*b)), wobei a und b den Probenumfang der
beiden betrachteten Gruppen darstellen (hier gilt also a = b = 6). Aus der Division der mittleren Differenz der
Rénge durch den Standardfehler (E7/E9) erhalt man die PrifgroBe und aus dieser mittels der Formel
2*(1-STANDNORMVERT(ABS(PriifgréBe))) schlieBlich den p-Wert. Im hier dargestellten Beispiel gilt
0,025 = p < 0,05, so dass die gemessenen Unterschiede zwischen den Gruppen ,jung” und ,alt” als signifi-
kant angesehen werden kdénnen.
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5 Ergebnisse und Diskussion

5.1 Podospora anserina
5.1.1 Quantifizierung der Atmungskettenkomplexe und —superkomplexe von P. anserina

Um eine Aussage iiber die Veranderung der Mengen von Komplexen und Superkomplexen der
oxidativen Phosphorylierung mit dem Alter treffen zu konnen, wird im Rahmen dieser Arbeit
die Kombination aus blau-nativer und denaturierender Gelelektrophorese (2D-BN/SDS-PAGE)
mit anschlieBender Firbung durch den Fluoreszenzfarbstoff SYPRO®Ruby und Quantifi-
zierung mit der Software Delta2D eingesetzt. Diese Vorgehensweise konnte bereits von
Frenzel (2006, 2010)™** 7 und S6hn (2010)!"”* fiir Rattenhirn sowie von Thilmany
(2008)™"7 fiir Rattenleber und in der Diplomarbeit von Bloeck (2011)"** fiir den extrem
kurzlebigen Tiirkisen Prachtgrundkarpfling Nothobranchius furzeri erfolgreich angewandt
werden. Ahnliche Ansitze finden sich auch bei Lombardi et al. (2009)'7%! die altersabhingige
Verdnderungen des Proteoms aus Rattenmuskel mittels 2D-IEF/SDS-PAGE und 1D-BN-PAGE
analysierten, bei Gémez et al. (2009)"7%1 die mittels 1D-BN-PAGE eine Abnahme der Menge
an Superkomplexen der oxidativen Phosphorylierung im alternden Rattenherz feststellen
konnten sowie bei Dani et al. (2010)!"7”), wo mittels der DIGE-Technik (engl. difference
gel electrophoresis) altersabhingige Verdnderungen der Atmungskettenkomplexe und -

superkomplexe aus Rattenleber analysiert wurden.

Tabelle 5.1.1 12-teiliges Probenset von P. anserina Mitochondrien fir die quantitative Analyse der Komplexe und
Superkomplexe der oxidativen Phosphorylierung. Angabe von Individuum, Alter, Kulturnummer und zugeordneter
Altersstufe sowie Vergleich der Proteinkonzentrationen "alt" und "neu". Alle Proteinkonzentrationen wurden
mittels der Bradford-Methode in der Arbeitsgruppe von Prof. Osiewacz (Institut fiir Molekulare Biowissenschaften,
Fachbereich Biowissenschaften, Goethe-Universitdt Frankfurt am Main) ermittelt. Dabei erfolgte die Bestimmung
der "alten" Proteinkonzentrationen fiir jede Altersstufe an einem anderen Tag und unter Verwendung einer
anderen Standardgeraden wahrend die "neuen" Proteinkonzentrationen alle am selben Tag und unter Verwen-
dung derselben Standardgeraden ermittelt wurden.

Individuum Alter [d] Kulturnummer Altersstufe Proteinkonzentration [ug/uL]

alt neu
s(-)F89830 6 #52 6d 36,0 21,0
s(-)F89840 6 #53 6d 18,3 24,0
s(-)F89851 6 #55 6d 31,4 27,0
s(-)F89830 9 #64 9d 61,1 30,0
s(-)F89840 9 #65 9d 36,0 25,0
s(-)F89851 9 #66 9d 35,1 40,0
s(-)F89830 13 #54 13d 26,6 28,0
s(-)F89840 13 #56 13d 39,4 27,5
s(-)F89851 13 #57 13d 50,4 16,5
s(-)F89830 15 #61 sen 38,7 21,0
s(-)F89840 14 #62 sen 34,7 13,2
s(-)F89851 15 #60 sen 26,9 23,0
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Um verldssliche quantitative Ergebnisse zu erhalten, sind bei Probenhandhabung und Daten-
auswertung einige wichtige Punkte zu beriicksichtigen. Die fiir die Quantifizierung verwen-
deten 2D-BN/SDS-Gele basieren auf isolierten Mitochondrien, deren Proteine solubilisiert und
gelelektrophoretisch aufgetrennt werden. Bei allen dabei notwendigen Schritten konnen
Fehler auftreten, die eine quantitative Analyse beeintrachtigen, so dass moglichst sorgfaltig
und ohne Materialverlust gearbeitet werden muss. Somit ist die Anfertigung mehrerer Repli-
kate pro Probe empfehlenswert, um Fehler aus der Probenhandhabung moglichst zu mini-
mieren. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit werden fiir jede Probe von Podospora anserina
drei 2D-BN/SDS-Gele angefertigt. Um Proben verschiedener Individuen vergleichen zu
konnen, ist weiterhin eine entsprechende Vergleichsgrofde unabdingbar. Hierfiir bietet sich
natiirlich zunéchst die pro Gel verwendete Proteinmenge an, so dass fiir jedes 2D-BN/SDS-Gel
dieselbe Proteinmenge, basierend auf den in Tabelle 3.5.2 angegebenen Proteinkonzen-
trationen, solubilisiert wird. Zu vergleichende Proben sind dabei zwingend mit demselben
Protein/ Detergens-Verhéltnis zu solubilisieren. Des Weiteren wird das fiir die Solubilisierung
verwendete Detergens Digitonin durch Extraktion aus dem Roten Fingerhut (Digitalis
purpurea) gewonnen, was starke Schwankungen der Qualitdt zur Folge haben kann. Diese
beschranken sich nicht nur auf von unterschiedlichen Firmen angebotenes Digitonin; bereits
zwischen zwei Chargen ein und desselben Anbieters konnen enorme Qualitdtsunterschiede
auftreten. Aus diesem Grund ist die Verwendung von Digitonin aus nur einer einzigen Charge
essentiell, um verlassliche quantitative Daten zu erhalten. Sdmtliche in diesem Kapitel vorge-
stellte Daten wurden basierend auf Solubilisaten mit Digitonin der Charge D00033214 von
Calbiochem (Katalognummer 300410) gewonnen. Die Verwendung der eingesetzten Protein-
menge als Vergleichsgrofe ist jedoch aus verschiedenen Griinden nicht ganz unproblematisch.
Fiir alle in dieser Arbeit verwendeten Proben wurde die Proteinkonzentration mit der
Methode nach Bradford (1976)™*" in der Arbeitsgruppe von Prof. Osiewacz (Institut fiir
Molekulare Biowissenschaften, Fachbereich Biowissenschaften, Goethe-Universitdt Frankfurt
am Main) ermittelt, aus der auch die fiir die vorliegende Arbeit verwendeten Proben von
P. anserina stammen. Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte dabei fiir jede Alters-
stufe an einem anderen Tag und unter Verwendung einer anderen Standardgeraden (,alte“
Proteinkonzentration in Tabelle 5.1.1). Um eine moglichst gute Vergleichbarkeit auch
zwischen den Altersstufen zu gewéhrleisten, ist eine Bestimmung der Proteinkonzentrationen
aller Proben am selben Tag und unter Verwendung derselben Standardgeraden wiinschens-
wert. Dies sollte in Zukunft wann immer moglich bevorzugt werden, wenn quantitative
Analysen durchgefiihrt werden. Die Methode nach Bradford ist im Hinblick auf quantitative

Analysen jedoch noch mit weiteren Unzuldnglichkeiten verbunden. Da es sich bei den in der
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vorliegenden Arbeit verwendeten Proben um Mitochondriensuspensionen handelt, sind nicht
alle in einer Probe enthaltenen Proteine auch fiir den bei der Bradford-Methode eingesetzten
Farbstoff zugénglich. Grundséatzlich tragen nur Proteine auf’erhalb der Mitochondrien zur
Proteinkonzentration bei. Sind jedoch defekte Mitochondrien anwesend, deren Membranen
zerstort sind, so steuern diese Proteine von Matrix und Intermembranraum zur Proteinkon-
zentration bei. Somit ergibt sich fiir eine Probe mit einem grol3eren Anteil solcher defekten
Mitochondrien im Vergleich zu einer Probe gleicher Gesamtproteinkonzentration aber mit
ausschlief3lich intakten Mitochondrien, ein hoherer Wert fiir die Proteinkonzentration. Da es
sich beim Bradford-Test um eine absorptionsspektroskopische Methode handelt, wirkt sich
zusatzlich das grofe Streuvermogen der Mitochondriensuspension negativ auf die Reprodu-

zierbarkeit aus.

Um fiir die in der vorliegenden Arbeit verwendeten zwolf Proben zumindest den durch die
Verwendung unterschiedlicher Standardgeraden entstandenen Fehler zu eliminieren, wurde
von Dr. Andrea Hamann aus der Arbeitsgruppe von Prof. Osiewacz nachtriglich eine erneute
Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford durchgefiihrt, wobei alle zwolf Proben
am selben Tag und unter Verwendung derselben Standardgeraden vermessen wurden. Eine
Gegentiiberstellung dieser ,neuen“ und der ,alten“ Proteinkonzentration findet sich in
Tabelle 5.1.1. Dabei wére zu erwarten gewesen, dass sich zwar die Absolutwerte verandern,
die Verhiltnisse der Proteinkonzentrationen zwischen den einzelnen Proben, vor allem bei
Proben derselben Altersstufe, jedoch gleich bleiben. Dies ist aber leider nicht der Fall.
Betrachtet man beispielsweise die Individuen der Altersstufe 9d so féllt auf, dass beim Indivi-
duum s(-)F89830 die ,neue” Proteinkonzentration nur noch ca. 50% der ,alten“ betragt,
wiahrend beim Individuums(-)F89840 immerhin noch etwa 70% des alten Wertes erreicht
werden und die Proteinkonzentration beim dritten Individuum dieser Altersstufe sogar um ca.
14% hoher liegt. Dieses Bild von recht willkiirlich anmutenden Zu- und Abnahmen der
Proteinkonzentration zwischen ,alter” und ,neuer“ Messung findet sich auch bei den anderen
drei Altersstufen und verdeutlicht nochmals die Problematik der Bradford-Methode. Vor allem
muss daraus jedoch der Schluss gezogen werden, dass keine der beiden Bestimmungen der
Proteinkonzentration ausreichend sichere und reproduzierbare Ergebnisse liefert, um als
Vergleichsgrof3e fiir quantitative Analysen herangezogen werden zu konnen. Ein zuséatzliches
Problem ergibt sich aus der Tatsache, dass alle im Rahmen der vorliegenden Arbeit disku-
tierten Gele von Podospora anserina und damit auch die fiir die quantitative Analyse herange-
zogenen 2D-BN/SDS-Gele auf einem auf Basis der ,alten” Proteinkonzentration berechneten
Protein/ Detergens-Verhéltnis beruhen, da zum Zeitpunkt der Probenbearbeitung nur diese

zur Verfiigung stand und die weitreichenden Konsequenzen dieser Entscheidung noch nicht
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vollends abzusehen waren. Das fiir die Solubilisierung tatsichlich verwendete
Protein/ Detergens-Verhaltnis entspricht somit nicht dem erwiinschten und variiert zudem
zwischen den einzelnen Proben. Diese Tatsache muss bei Betrachtung der erhaltenen

Ergebnisse beriicksichtigt werden.

Um trotzdem eine Vergleichsgrol3e fiir die quantitative Analyse der Daten zur Verfiigung zu
haben werden im Rahmen dieser Arbeit zwei Moglichkeiten in Betracht gezogen. Zum einen
ist die Normierung der Daten bezogen auf ein sogenanntes housekeeping Protein moglich,
welches altersunabhéngig in stets derselben Menge vorliegt. Um ein solches zu identifizieren,
wurde eine LC-ESI-MS/MS-Analyse der Mitochondrien der drei 6 Tage alten und der drei
seneszenten Individuen von Podospora anserina durchgefiihrt, wie sie in Kapitel 4.6.2.2
beschrieben ist. Die massenspektrometrische Analyse und die Datenauswertung erfolgte durch
Dr. Sascha Rexroth aus dem Arbeitskreis von Prof. Rogner an der Ruhr-Universitdt Bochum.
Dabei wurden fiir jede Probe drei unabhédngige Messungen durchgefiihrt, so dass fiir die
beiden Zustdnde juvenil (drei 6 Tage alte Individuen) und seneszent jeweils neun LC-ESI-
MS/MS-Analysen vorliegen. Im Rahmen dieser Analyse konnten 680 Proteine identifiziert
werden, von denen fiir lediglich 60 eine altersabhidngige Regulation der Proteinmenge belegt
werden kann (Daten nicht gezeigt), so dass eine umfangreiche Liste potentieller housekeeping
Proteine vorhanden ist, die keine altersabhidngige Verdnderung zeigen und somit als
VergleichsgroRe fiir quantitative Analysen eingesetzt werden konnten. Um aus diesen
Kandidaten eine Wahl zu treffen, ist es sinnvoll den NPAF (engl. normalized protein abundance
factor) heranzuziehen. Dieser beruht auf dem von Powelletal (2004)!"7® und
McAfee et al. (2006)17°! etablierten PAF (engl. protein abundance factor), welcher wiederum
auf der Methode des Spectral Countings (siehe Kapitel 4.8.2.1) basiert und semi-quantitative
Aussagen iiber die Proteinmenge ermoglicht. Dabei werden die Spectral Counts auf das
Molekulargewicht des betrachteten Proteins normiert, so dass ein Vergleich von Protein-
mengen sowohl innerhalb einer Probe als auch probeniibergreifend moglich ist. Der PAF stellt
somit eine schnelle und einfache Methode zur Identifizierung signifikanter Unterschiede in
der Proteinmenge dar.!"’”?’ Der NPAF wird fiir Proteinkomplexe verwendet die aus mehreren
Untereinheiten bestehen. Dabei wird der PAF jeder Untereinheit auf die Gesamtzahl nicht
redundanter Spektren normiert, die zum betrachteten Proteinkomplex gehéren''’®). Der NPAF
kann aullerdem — wie in diesem Fall — verwendet werden, um den Anteil eines Proteins in
Prozent (mol/mol) an der Gesamtproteinmenge abzuschitzen. Diese Information ist sehr
wertvoll, da ein als Vergleichsgrof3e fiir quantitative Daten verwendetes housekeeping Protein
nicht nur altersunabhéngig in unverdnderter, sondern auch in ausreichender Menge vorliegen

sollte, um eine genaue Detektion und Quantifizierung zu ermoglichen. Dieses Kriterium
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erfiillen gleich mehrere der potentiellen Kandidaten aus Podospora anserina, wobei jedoch das
Porin der &ufleren mitochondrialen Membran besonders hervorzuheben ist. Es zeigt keine
statistisch signifikante Verdnderung der Proteinmenge mit dem Alter und ist bei der massen-
spektrometrischen Analyse auf Platz 6 der am hé&ufigsten identifizierten Proteine (Daten nicht
gezeigt). Da der Fokus der vorliegenden Arbeit auf den altersabhédngigen Verdnderungen der
Proteinkomplexe und —superkomplexe der oxidativen Phosphorylierung liegt, die sich in der
inneren Mitochondrienmembran befinden, ist es aullerdem sinnvoll, als housekeeping Protein
ebenfalls ein Membranprotein heranzuziehen. Das Porin erfiillt auch dieses Kriterium und
bietet dariiber hinaus noch den Vorteil, dass es sich sogar um ein mitochondriales Protein —
wenn auch der dufleren und nicht der inneren Membran — handelt. Porine kommen sowohl in
der dulleren Membran Gram-negativer Bakterien als auch in der &uflleren Mitochondrien-
membran vor und sind fiir Aufnahme und Austausch von Metaboliten wie beispielsweise
Nucleosiden oder Zuckern im Bereich bis etwa 800 Da verantwortlich™®®'. Mitochondriale
Porine werden auch als spannungsabhidngige Anionenkanéle (VDAC, von engl. yoltage-
dependent anion channel) bezeichnet''®!. Die Position des Porins im 1D-BN-Gel sowie im 2D-
BN/SDS-Gel ist nicht bekannt, eine Quantifizierung ist aber recht schnell und einfach durch
den Einsatz eines spezifischen Antikdrpers und mittels Western-Blotting (siehe Abschnitt 4.5)
moglich. Der entsprechende Blot fiir die zwolf in Tabelle 5.1.1 aufgefiihrten Proben von
Podospora anserina ist in Abbildung 5.1.1 gezeigt. Der verwendete Priméarantikorper wurde
von der Arbeitsgruppe von Prof. Osiewacz (Institut fiir Molekulare Biowissenschaften, Fach-
bereich Biowissenschaften, Goethe-Universitat Frankfurt am Main) zur Verfiigung gestellt und
speziell fiir die Detektion des Porins der dufderen Mitochondrienmembran von P. anserina
hergestellt. Wie Abbildung 5.1.1 erkennen lésst, ist der Antikorper sehr spezifisch, da fiir jede
Probe nur eine Bande zu erkennen ist und so gut wie keine Hintergrundfarbung vorliegt. Die
Position der Bande auf dem Blot ldsst auf eine Masse von etwa 30 kDa schliel3en, was mit dem

Literaturwert iibereinstimmt, der fiir das Monomer mit 30,007 kDa!'%!

angegeben ist. Damit
bietet dieser Blot ideale Voraussetzungen zur Quantifizierung der Banden mittels der
Software Quantity One, wodurch man fiir jede der zwolf Proben einen Wert fiir die optische
Dichte (OD) der Porin-Bande erhilt. Um daraus die Normierungsfaktoren fiir die quantitative
Auswertung der 2D-BN/SDS-Gele zu erhalten, dient eine Probe als Referenz und ihr Faktor
wird auf den Wert 1 festgelegt. Die Faktoren fiir alle weiteren Proben ergeben sich dann
durch Divison der OD der jeweiligen Probe durch die OD der Referenzprobe. Die auf diese

Weise ermittelten Normierungsfaktoren finden sich im Anhang.

Eine weitere Moglichkeit eine Vergleichsgrol3e fiir die quantitative Analyse zu erhalten ist die

Normierung auf die Gesamtproteinmenge einer Probe, ermittelt anhand der Gesamtfarbe-
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intensitit auf einem Glycin-SDS-Gel, wie sie auch von Dr. Sascha Rexroth fiir massenspektro-
metrische Daten verwendet wird. Basierend auf der "alten" Proteinkonzentration aus
Tabelle 5.1.1 wird fiir jedes der zwolf Individuen die ,,gleiche“ Proteinmenge mit SDS solubi-
lisiert und auf ein kleines Glycin-SDS-Gel (siehe Abschnitt 4.4.3) aufgetragen. Nach beendeter
Elektrophorese wird das Gel mit Coomassie gefarbt (siehe Abbildung 5.1.2) und anschlieend
mit der Software Quantity One ausgewertet. Dafiir wird, wie schon in der Diplomarbeit von
So6hn (2010)'7% beschrieben, jeweils die gesamte Spur markiert und eine markante, gut abge-
grenzte Bande ausgewahlt. Mit Hilfe der Software erhilt man nicht nur den Wert fiir die
optische Dichte (OD) dieser Bande sondern auch einen Wert fiir deren prozentualen Anteil an
der Gesamt-OD der Spur, so dass die Gesamt-OD jeder einzelnen Spur und somit jeder ein-
zelnen Probe berechnet werden kann. Indem eine der zwolf Proben auf den Wert 1 festgelegt
wird kénnen nun durch Division der Gesamt-OD jeder Probe durch die Gesamt-OD der als

Referenz dienenden Probe Normierungsfaktoren berechnet werden (siehe Anhang).

MagicMark™
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Abbildung 5.1.1 Western-Blot eines Glycin-SDS-Gels der zwolf in Tabelle 5.1.1 beschriebenen Proben von Podo-
spora anserina. Der gegen das Porin der duBeren Mitochondrienmembran von P. anserina gerichtete Primar-
antikorper wird in einer 1:5000-Verdiinnung eingesetzt. Das Signal des HRP-gekoppelten sekundaren Antikorpers
wird mittels des SuperSignal® West Dura-Kits von Thermo Scientific und dem Image Analyzer LAS-3000 von
Fujifilm detektiert. Von jeder Probe wurden 5 ug Protein, basierend auf der ,alten” Proteinkonzentration aus
Tabelle 5.1.1 aufgetragen. Die Spuren sind mit dem Alter der Proben (6d = 6 Tage, 9d =9 Tage, 13d = 13 Tage,
sen = seneszent = 14 oder 15Tage) und ihrer Kulturnummer gekennzeichnet. Die linke Spur enthdlt 4 pL
MagicMark™ als Massenstandard. Die Banden des Porins der duBeren Mitochondrienmembran sind durch einen
roten Kasten gekennzeichnet. Der verwendete primare Antikorper ist sehr spezifisch, da fiir jede Probe nur eine
Bande zu erkennen ist und so gut wie keine Hintergrundfdrbung vorliegt. Die Position der Bande auf dem Blot
lasst auf eine Masse von etwa 30 kDa schlieBen, was mit dem Literaturwert Gbereinstimmt, der fir das Monomer
des Porins mit 30,007 kDa!'®?! angegeben ist. Somit kann von einer zweifelsfreien Identifizierung des Porins aus-
gegangen werden und der Blot kann mittels der Software Quantity One quantifiziert und zur Berechnung von
Normierungsfaktoren flr die quantitative Analyse von 2D-BN/SDS-Gelen von Podospora anserina herangezogen
werden.
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Abbildung 5.1.2 Mit der nach Rexroth et al. (2003)!"*! modifizierten Methode Coomassie-gefarbtes Glycin-SDS-
Gel der zwolf in Tabelle 5.1.1 beschriebenen Proben von Podospora anserina. Um eine VergleichsgroBe fir die
quantitative Analyse von 2D-BN/SDS-Gelen von P. anserina zur Verfligung zu haben, wurden anhand der Aus-
wertung mit der Software Quantity One Normierungsfaktoren fiir die Gesamtproteinmenge pro Spur berechnet.
Von jeder Probe wurden 10 pg Protein, basierend auf der ,alten” Proteinkonzentration aus Tabelle 5.1.1 aufge-
tragen. Die Spuren sind mit dem Alter der Proben (6d = 6 Tage, 9d = 9 Tage, 13d = 13 Tage, sen = seneszent = 14
oder 15Tage) und ihrer Kulturnummer gekennzeichnet. Die linke Spur enthélt 1 puL Low Molecular Weight
(LMW) Massenstandard. Obwohl fiir jede Spur die ,,gleiche” Menge Protein aufgetragen wurde, lassen die unter-
schiedlichen Farbeintensitdten der einzelnen Spuren auf unterschiedliche Gesamtproteinmengen schlieBen und
eine Normierung auf die Gesamt-OD sinnvoll erscheinen. Auffallig ist weiterhin ein verédndertes Bandenmuster
der seneszenten Proben, die im oberen Massenbereich einige zusatzliche Banden zeigen (rote Markierung).

Somit stehen nun vier Vergleichsgrol3en fiir die Analyse der aus den 2D-BN/SDS-Gelen von
Podospora anserina gewonnenen quantitativen Daten zur Verfiigung: ,alte“ und ,neue“
Proteinkonzentration der Proben (Tabelle5.1.1), das Porin der &ufleren Mitochondrien-
membran sowie die Gesamtfdrbeintensitdt im Glycin-SDS-Gel. Die Verwendung einer der
beiden in Tabelle 5.1.1 aufgefiihrten Proteinkonzentrationen ist, wie bereits ausfiihrlich
dargelegt, nicht sinnvoll, da die Methode nach Bradford vor allem in Kombination mit den im
Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendeten Mitochondriensuspensionen keine ausreichend
sicheren und reproduzierbaren Ergebnisse liefert. Die Entscheidung, ob eine Normierung der
quantitativen Daten auf das Porin der duf3eren Mitochondrienmembran oder die Gesamtfarbe-
intensitdt im Glycin-SDS-Gel sinnvoller ist, ist nicht trivial. Zwar lasst sich durch Vergleich der
Gesamtfarbeintensitdten aller Proben auf einem Glycin-SDS-Gel und Berechnung der
entsprechenden Normierungsfaktoren die Proteinmenge auf ein zwar unbekanntes aber
gleiches Mal umrechnen, jedoch gilt dies nur fiir die Proteinmenge vor Solubilisierung fiir die
2D-BN/SDS-Gele. Es ist jedoch schon seit langem bekannt, dass sich die Eigenschaften biolo-

[183]

gischer Membranen mit dem Alter verdndern °”. Der Gehalt an ungeséttigten Fettsduren

nimmt ab, wahrend der Cholesterol-Gehalt steigt, so dass Membranen élterer Organismen
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eine geringere Fluiditit aufweisen!'®”'. Dieser Umstand beeinflusst natiirlich auch die Solubili-
sierungseffizienz von Membranproteinen, die bei alten Membranen schlechter ist als bei jiing-
eren. Frenzel et al. (2010)*7?! konnten dies durch eine vergleichende Solubilisierung von
Mitochondrien aus Rattencortex mit einem Digitonin/ Protein-Verhéltnis von 4:1 (w/w) bzw.
8:1 (w/w) belegen. Eine Normierung auf die Gesamtfiarbeintensitdt im Glycin-SDS-Gel lasst
diesen Punkt vollig auBer Acht, da hierbei lediglich die Proteinmenge vor Solubilisierung
berticksichtigt wird. Fiir die quantitative Bestimmung der Porin-Menge mittels Western-
Blotting wurde jedoch bereits solubilisiertes Material verwendet, so dass den unterschied-
lichen Membraneigenschaften der verschieden alten Proben Rechnung getragen wird und
man Werte fiir die tatsdchlich solubilisierte anstatt fiir die Gesamtmenge an Porin erhilt. Ein

weiterer Vorteil des Porins ist, dass es das am héaufigsten vorkommende Protein der duf3eren

t[184] t[185].

Mitochondrienmembran is und somit auch als Marker fiir diese Verwendung finde
Zwar befinden sich die im Rahmen der vorliegenden Arbeit betrachteten Komplexe und
Superkomplexe der oxidativen Phosphorylierung in der inneren Mitochondrienmembran,
jedoch ist die Verwendung eines Membranproteins, dessen Menge auf einem 2D-BN/SDS-Gel
ebenso von der Solubilisierung abhingig ist, wie die der analysierten Proteine, als Referenz
durchaus von grofdem Wert und der Verwendung eines nicht membranstdndigen Proteins in
jedem Fall vorzuziehen. Trotzdem sollte nicht auller Acht gelassen werden, dass duflere und
innere Mitochondrienmembran stark unterschiedliche Protein/Lipid-Verhéltnisse besitzen.
Wahrend Proteine in der dulleren Membran von Mitochondrien ca. 50 Gew.-% ausmachen,

liegt in der inneren ein Verhéltnis von tber 3:1 (w/w) vor!18¢!

. Die Verwendung der Porin-
Menge als Vergleichsgrofe ist noch aus einem weiteren Grund nicht unproblematisch, denn
obwohl die massenspektrometrische Analyse der Podospora anserina Proben keine Verdn-
derung der Porinmenge mit dem Alter zeigt, finden sich in der Literatur dennoch einige Hin-
weise, dass diese doch einer (altersabhdngigen) Regulation unterliegt. Beispielsweise konnten
Chorna et al. (2010)*®”! sowohl ein erhchtes mRNA Expressionslevel als auch eine vermehrte
Proteinexpression von Porin im Herzen alten Ratten im Vergleich zu jungen, erwachsenen
Tieren feststellen und in Escherichia coli wird die Porin-Expression durch Umweltbe-
dingungen, wie beispielsweise pH-Wert, Hunger oder verdnderte Néhrstoffbedingungen

t[188]

beeinfluss . Auch im Gewebe des menschlichen Darmschleimhautepithels konnte eine

(1891 Es finden

signifikante Hochregulation der Porin-Expression im Alter festgestellt werden
sich jedoch auch Ergebnisse, die mit den bei P. anserina gewonnenen iibereinstimmen. So
konnten Hofer et al. (2009)""°% keine Abhingigkeit der Porin-Menge von Alter oder Ernihr-
ungsstatus in subsarkolemmalen und interfibrillaren Mitochondrien des Rattenherzens finden

und auch im Herzen des Nacktmulls konnte keine signifikante Verdnderung der Expression
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mit dem Alter festgestellt werden"!. Da die zu analysierenden Daten der 2D-BN/SDS-Gele
auf der vorherigen Solubilisierung der Membranproteine beruhen und die anhand der
verwendeten Proben gewonnen massenspektrometrischen Daten auf ein altersunabhéngiges
Vorkommen bei Podospora anserina schlief3en lassen, wird die Menge an Porin der duf3eren
Mitochondrienmembran als Vergleichsgrofde gewdhlt. Alle im Weiteren in diesem Kapitel
dargestellten Daten beziehen sich — soweit nicht anders angegeben — auf diese Normierung.
Die mittels der drei anderen Moglichkeiten analysierten quantitativen Daten der 2D-BN/SDS-
Gele finden sich im Anhang. Am Beispiel der ATP-Synthase Gesamtmenge werden die
Auswirkungen der vier verschiedenen Normierungsmethoden vergleichend diskutiert (siehe

Abbildung 5.1.11 und 5.1.12).

LMW
M, [kDa] Abbildung 5.1.3 Ausschnitt aus einem SYPRO®Ruby gefiarbten 2D-BN/SDS-Gel des
¢ 970 9 Tage alten Individuums s(-)F89830 (Kulturnummer #64). Gezeigt ist lediglich der als
' Massenstandard und zum Vergleich von Farbeunterschieden aufgetragene LMW-
66.0 Massenstandard. Die zur Berechnung der Normierungsfaktoren verwendeten finf
Markerbanden sind rot markiert. Die Berechnung erfolgte wie in Kapitel 4.8.1.2
beschrieben. Eine Tabelle mit allen Normierungsfaktoren findet sich im Anhang.
45,0
30,0
20,1
14,4

Da bei der quantitativen Analyse der Komplexe und Superkomplexe der oxidativen Phospho-
rylierung mittels 2D-BN/SDS-Gelelektrophorese fiir jede Probe ein eigenes Gel angefertigt
werden muss, kommt es natiirlich — bedingt durch geringfiigig unterschiedliche Farbedauern
oder Farbung bei verschiedenen Umgebungstemperaturen — zu Unterschieden in der Farbein-
tensitit. Um trotzdem die Intensititen verschiedener Gele vergleichen zu konnen, ist es
notwendig, diese Unterschiede auszugleichen. Dazu wird, wie in Kapitel 4.8.1.2 beschrieben

)13 angewandt, auf jedes Gel die gleiche Menge des LMW-

und erstmals von Frenzel (2006
Massenstandards aufgetragen und ein Normierungsfaktor fiir jedes einzelne Gel berechnet,
welcher die Abweichung der Farbeintensitdt eines Gels von der durchschnittlichen Farbein-
tensitdt aller betrachteten Gele widerspiegelt. Im Rahmen dieser Arbeit werden fiir die

Normierung die fiinf in Abbildung 5.1.3 markierten Markerbanden von Phosphorylase b
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(97,0 kDa), Albumin (66,0 kDa), Ovalbumin (45,0 kDa), Carboanhydrase (30,0 kDa) sowie
Trypsin-Inhibitor (20,1 kDa) herangezogen. Die mit 14,4 kDa kleinste Markerbande des
a-Lactalbumins ist durch ihre Position am unteren Rand des Gels sehr oft in ihrer Laufform
beeintriachtigt und bildet keine distinkte Bande. Somit kann sie nicht mit ausreichender
Genauigkeit und Reproduzierbarkeit quantifiziert werden und wird deswegen nicht fiir die

Berechnung der Normierungsfaktoren zum Ausgleich der Farbeunterschiede verwendet.

Der Effekt der Normierung zum Ausgleich der unterschiedlichen Féarbeintensitdten kann leicht
anhand der Intensitdten der Markerbanden in GU (Grauwerteinheiten, von engl. gray-units)
nachvollzogen werden. In Abbildung 5.1.4 sind die Intensitdten der zur Normierung verwen-
deten Markerbanden vor und nach Multiplikation mit dem jeweiligen Normierungsfaktor
dargestellt. Es lasst sich erkennen, dass die Zusammensetzung des Markers aus seinen
verschiedenen Bestandteilen jeweils nahezu identisch ist. Die dennoch vorhandenen, gering-
fligigen Abweichungen sind hochstwahrscheinlich auf Unterschiede bei der Detektion der
Banden zuriickzufiihren. Vergleicht man die Intensitdten aller Markerbanden auf allen Gelen
vor und nach durchgefiihrter Normierung, so zeigt sich, dass die Schwankungsbreite der
einzelnen Markerbanden nach der Normierung deutlich abgenommen hat. Dies ldsst sich
zusatzlich an der Darstellung des Mittelwerts jeder Bande vor und nach Normierung mit
Angabe der entsprechenden Standardabweichung in Form eines Fehlerbalkens veran-
schaulichen (Abbildung 5.1.5). Zwar bleibt der Mittelwert jeder Bande natiirlich derselbe,
doch ist die Standardabweichung nach der Normierung signifikant verringert, da die
Schwankungsbreite der Einzelwerte ebenfalls abgenommen hat. Diese Visualisierung des
Effekts der Normierung zeigt, dass die Verwendung mehrerer Banden des LMW-Massen-
standards zur Berechnung von Normierungsfaktoren fiir den Ausgleich von Unterschieden in
der Farbeintensitdt sinnvoll und praktikabel ist. Samtliche in diesem Kapitel prasentierten
quantitativen Ergebnisse basierend auf 2D-BN/SDS-Gelen von Podospora anserina beruhen auf
der vorherigen Normierung mittels des LMW-Massenstandards. Die verwendeten Normier-

ungsfaktoren finden sich im Anhang.
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Abbildung 5.1.4 Intensitdten der fur die Normierung herangezogenen Markerbanden des LMW-Massenstan-
dards in GU vor (A) und nach (B) Multiplikation mit dem jeweiligen Normierungsfaktor. Die x-Achsenbeschriftung
gibt jeweils das Alter und die Kulturnummer des Podospora anserina Individuums sowie die Nummer des Gel-
replikats an. Die Zusammensetzung des Markers auf den verschiedenen Gelen ist jeweils nahezu identisch.
Kleinere Schwankungen kommen hochstwahrscheinlich durch Unterschiede bei der Detektion der Banden
zustande. Beim Vergleich der Intensitaten aller Markerbanden auf allen Gelen vor und nach der Normierung lasst
sich eine deutliche Abnahme der Schwankungsbreite bei den normierten Daten erkennen.
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Vergleich der Mittelwerte der Markerbanden vor und nach Normierung
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Abbildung 5.1.5 Mittelwerte der flir die Normierung herangezogenen Markerbanden des LMW-Massenstan-
dards in GU vor und nach der Normierung mit Angabe der jeweiligen Standardabweichung in Form eines Fehler-
balkens. Auf der x-Achse sind die finf verwendeten Markerbanden dargestellt. Es ist deutlich zu erkennen, dass
sich der Mittelwert jeder Bande durch die Normierung zwar nicht verdndert, die Standardabweichung aber
signifikant verringert wird. Dies ist darauf zurlickzufiihren, dass durch die Normierung auch die Schwankungs-
breite der Einzelwerte reduziert wird.

5.1.1.1 ATP-Synthase (Komplex V)

Die FoF;-ATP-Synthase (Komplex V der oxidativen Phosphorylierung) spielt in allen lebenden
Organismen eine zentrale Rolle bei der ATP-Synthese. Sie kommt sowohl in der Plasma-
membran von Bakterien und der Thylakoidmembran von Chloroplasten als auch in der

1921 " Bereits 1998 konnten Arnold et al."*** mittels BN-

inneren Mitochondrienmembran vor
PAGE und milden Solubilisierungsbedingungen zeigen, dass in Hefe neben der monomeren

Form auch Homodimere der ATP-Synthase existieren. Dies wurde seitdem fiir viele weitere

[4, 5, 193-197] [198]

Organismen — darunter auch Podospora anserina — belegt. 2002 zeigten
Giraud et al." — ebenfalls in Hefe und mittels BN-PAGE — dass die ATP-Synthase nicht nur
als Dimer sondern auch in grof3eren Stochiometrien als Oligomer existieren kann. Somit wird
im Rahmen dieser Arbeit nicht nur die Gesamtmenge an mitochondrialer FoF;-ATP-Synthase
aus Podospora anserina betrachtet, sondern auch deren Verteilung auf ihre oligomeren
Formen. Oft kann neben Monomer, Dimer und etwaigen Oligomeren der ATP-Synthase
zusitzlich freier F;-Teil auf dem 2D-BN/SDS-Gel detektiert werden™®> 153 173 1741
Frenzel et al''’? zeigten 2010, dass dieser unabhingig von den Solubilisierungsbedingungen
auftritt, so dass sein Vorkommen vermutlich auf bereits in der Zelle dissoziierter oder nicht
assemblierter ATP-Synthase beruht. Wittig et al (2006)2°! konnten auerdem einen Zusam-
menhang zwischen freier F;-Kopfgruppe und dem Auftreten mitochondrialer Funktions-

storungen feststellen.
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Fiir die Quantifizierung der ATP-Synthase aus den 2D-BN/SDS-Gelen werden die a- sowie die
B-Untereinheit herangezogen. Beide gehoren zum Matrix-stdndigen F;-Teil der ATP-Synthase
und sind in der Kern-DNA codiert"?. Weitere Untereinheiten werden nicht herangezogen, da
sie nicht mittels Peptide Mass Fingerprinting (PMF, Abschnitt 4.6.1) identifiziert werden

konnten und auch ein Vergleich mit Daten von Neurospora crassa'®

keine eindeutige Zuord-
nung ermoglichte. Abbildung 5.1.6 zeigt auf einem Ausschnitt aus einem 2D-BN/SDS-Gel
jeweils a- und B-Untereinheit des ATP-Synthase Monomers (V;), Dimers (V,) und des freien
F-Teils (F;). Hohere Oligomere der ATP-Synthase konnten im Rahmen der vorliegenden
Arbeit bei Podospora anserina nicht gefunden werden. a- und B-Untereinheit der freien
F1-Kopfgruppe zeigen nur sehr geringe Intensititen. Alle in diesem Kapitel dargestellten Daten

sind — soweit nicht anders angegeben — auf das Porin der dulleren Mitochondrienmembran

normiert.
o
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Abbildung 5.1.6 Ausschnitt aus einem SYPRO®Ruby gefarbten 2D-BN/SDS-Gel des 6 Tage alten Individuums
s(-)F89830 (Kulturnummer #52). o- und B-Untereinheit von Monomer (V,) und Dimer (V,) sowie freiem F;-Teil (F,)
der ATP-Synthase sind rot markiert. Die mit Hilfe der Software Delta2D erhaltenen Intensitdten dieser beiden
Untereinheiten werden fir die nachfolgende quantitative Analyse der ATP-Synthase in P. anserina verwendet.
Neben dem Dimer lassen sich keine weiteren Oligomere der ATP-Synthase erkennen. o- und B-Untereinheit der
freien F,-Kopfgruppe zeigen nur sehr geringe Intensitaten.

Monomer und Dimer der ATP-Synthase

Abbildung 5.1.7 zeigt die Menge der a- und p-Untereinheit des ATP-Synthase Monomers und
Dimers fiir alle zwolf Proben von Podospora anserina (siehe Tabelle 5.1.1). Das Verhaltnis von
a- und B-Untereinheit ist bei allen Proben nahezu 1, was mit dem Aufbau der ATP-Synthase
vereinbar ist, deren F;-Teil hauptsachlich aus einem af-Hexamer, (0fy); mit alternierender
Anordnung der beiden Untereinheiten besteht, das auch den katalytisch aktiven Teil des

t[201]

Enzyms darstell . Vergleicht man die Intensititen von Monomer und Dimer, lasst sich
erkennen, dass stets mehr Monomer vorliegt, das Verhaltnis von Monomer zu Dimer jedoch
nahezu gleichbleibend ist. Die in Form von Fehlerbalken visualisierten Standardabweichungen
reprasentieren die Unterschiede der drei pro Probe angefertigten Gele. Interessanterweise
sind die Fehler bei hoheren Intensitdten grofer als bei kleineren. Fiir dasselbe Individuum ist
die Standardabweichung bei Monomer und Dimer etwa gleich grof3. Dies ldsst darauf
schliel3en, dass die tatsidchlichen Unterschiede zwischen den Gelreplikaten dargestellt sind

und keine zusétzlichen Fehler bei der quantitativen Analyse der Spots mit Delta2D entstehen.
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Abbildung 5.1.7 Altersabhéngigkeit der Intensitdten der a- und B-Untereinheit des ATP-Synthase Monomers (A)
und Dimers (B). Die x-Achsenbeschriftung gibt jeweils das Alter und die Kulturnummer des Podospora anserina
Individuums an. Das Verhaltnis von o- und B-Untereinheit ist bei allen Proben nahezu 1, was den Aufbau des F;-
Teils der ATP-Synthase aus einem of-Hexamer mit alternierender Anordnung der beiden Untereinheiten wider-
spiegelt. Ein Vergleich der Intensitdten von Monomer und Dimer zeigt, dass der groBere Teil der ATP-Synthase in
monomerer Form vorliegt; das Verhaltnis von Monomer zu Dimer bleibt dabei nahezu identisch. Die Standardab-
weichung zwischen den drei pro Probe angefertigten Gelreplikaten ist in Form von Fehlerbalken visualisiert.
Interessanterweise zeigen Proben mit hdheren Intensitdten auch eine gréBere Standardabweichung. Die Quanti-
fizierung mittels der Software Delta2D scheint gut reproduzierbare Ergebnisse zu liefern, da die Standard-
abweichungen derselben Probe bei Monomer und Dimer etwa gleich groB sind.
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Um die Verteilung der ATP-Synthase auf Monomer und Dimer zu analysieren, ist es sinnvoll,
die drei Individuen jeder Altersstufe zusammenzufassen sowie das Monomer-Dimer-Verhéltnis
der verschieden alten Kulturen von P.anserina graphisch darzustellen. Dies ist in
Abbildung 5.1.8 geschehen, wobei fiir 5.1.8 A auch a- und B-Untereinheit zusammengefasst
wurden, da sie unabhédngig vom Vorliegen der ATP-Synthase als Monomer oder Dimer im
Verhéltnis 1:1 vorliegen (siehe Abbildung 5.1.7). Die Standardabweichung reprasentiert nun
die Unterschiede zwischen den drei Individuen pro Altersstufe. Konnte man anhand von
Abbildung 5.1.7 noch annehmen, dass sich das Verhéltnis von Monomer und Dimer der ATP-
Synthase nicht verdndert, so ldsst sich nun eine signifikante Erhohung desselben bei der
Altersstufe 13d erkennen (6d:13dp =0,0113; 9d:13d p = 0,0031; 13d:senp = 0,0017).
Waihrend das Monomer-Dimer-Verhiltnis bei den 6 und 9 Tage alten sowie seneszenten
Podospora-Kulturen im Mittel 1,26 betrégt, liegt es bei den 13 Tage alten Proben um 38%
hoher bei 1,74. Liasst man zunichst einmal die seneszenten Proben aufder Acht und beriick-
sichtigt, dass die 13 Tage alten Kulturen von P. anserina bereits zwischen 87 % und 93 % ihrer
Lebenserwartung erreicht haben, kann man einen signifikanten Anstieg des Monomer-Dimer-
Verhéltnisses zum Ende der Lebensspanne hin feststellen. Dies konnte die These von
Arnold et al. (1998)""°% bestitigen, die eine identische Aktivitit von Monomer und Dimer in
Hefe feststellen konnten, wobei das Dimer jedoch die stabilere Form des Enzyms darzustellen
scheint. Im Fall der fiir P. anserina erhaltenen Daten wire also eine Destabilisierung der ATP-
Synthase mit dem Alter zu erkennen, da hier vermehrt die monomere Form vorliegt. Dies
konnte weitreichende Folgen fiir den Energiehaushalt der Zelle nach sich ziehen, da das insta-
bilere Monomer vermutlich starker zu Dissoziation und/ oder Entfaltung neigt als das stabilere
Homodimer. Somit wird weniger Energie produziert und es muss mehr Aufwand in Repara-
tur, Neufaltung und Neusynthese der ATP-Synthase investiert werden. Andererseits zeigten
Tomasetig et al. (2002)?°% an Rinderherzmitochondrien, dass das ATP-Synthase-Dimer zwar
stabil, im Gegensatz zum Monomer aber inaktiv ist. Fiir die bei P. anserina beobachtete alters-
abhéngige Verdnderung des Verhéltnisses von Monomer und Dimer wiirde dies eine Zunahme
an aktivem Monomer im Alter aufgrund von erhohtem Energiebedarf bedeuten. Diese Ergeb-

) [5]

nisse stehen jedoch im Widerspruch zu Krause et al. (2005)"" und sind nur schwer mit der

Erkenntnis vereinbar, dass ATP-Synthase-Dimere mafgeblich an der Ausbildung der mito-

chondrialen Cristae beteiligt sind'**

und Gewebe mit erhohtem Energiebedarf — beispiels-
weise das Herz — wesentlich stérker gefaltete innere Mitochondrienmembranen besitzen als
solche mit geringerem Energieverbrauch'?®. Diese stirkere Faltung fiihrt einerseits zu einer
groleren Membranoberfldche, die mehr Platz fiir die Komplexe und Superkomplexe der

oxidativen Phosphorylierung bietet, logischerweise aber auch zu einem erh6éhten Vorkommen
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Abbildung 5.1.8 Altersabhédngiger Vergleich von Monomer und Dimer der ATP-Synthase (A) und altersab-
héngige Verdnderung des Monomer-Dimer-Verhéltnisses der ATP-Synthase (B). Die x-Achsenbeschriftung gibt
jeweils das Alter der Podospora anserina Individuen an. (A) Die in Abbildung 5.1.7 dargestellten Werte fiir die
drei Individuen pro Altersstufe wurden gemittelt, die Intensitdten fir o- und p-Untereinheit der ATP-Synthase
wurden addiert. Lediglich bei den 6 Tage alten Proben ist der Intensitdtsunterschied zwischen Monomer und
Dimer statistisch signifikant (*, p = 0,0118). (B) Monomer-Dimer-Verhaltnis der ATP-Synthase bei den vier Alters-
stufen. Gezeigt ist ebenfalls der Mittelwert fir die drei Individuen pro Altersstufe, die Werte basieren auf der
Summe von o- und B-Untereinheit. Sowohl von 6d nach 13d (p = 0,0113) als auch von 9d nach 13d (p = 0,0031)
zeigt sich eine statistisch signifikante Zunahme des Monomer-Dimer-Verhaltnisses, anschlieBend erfolgt eine -
ebenfalls statistisch signifikante - Abnahme (p =0,0017). Im Mittel ist das Monomer-Dimer-Verhéltnis bei den
13 Tage alten Kulturen um 38% hoéher als bei den 6 und 9 Tage alten sowie seneszenten Proben. (* p <0,05; **
p<0,01, *** p<0,005, **** p<0,001)
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von ATP-Synthase-Dimeren. Eine solch grof3e Anzahl inaktiven Enzyms bei Zellen mit hohem
Energiebedarf ist eher unwahrscheinlich, so dass die Inaktivitit des ATP-Synthase-Dimers
ebenso unwahrscheinlich erscheint. Jedoch fanden Buzhynskyy et al. (2007) [205] i Hefemito-
chondrien Dimere mit zwei unterschiedlich groflen Abstinden zwischeneinander und
schlussfolgerten, dass jene mit dem geringeren Abstand — die {iber a- und B-Untereinheit mit-
einander verbunden sind - eine inaktive Form darstellen, wihrend die Dimere mit dem gro-
Reren Abstand die aktive Form reprasentieren. Die Beteiligung von ATP-Synthase Dimeren an
der Ausbildung der Cristae scheint auferdem insofern schliissig, dass Brust et al. (2010)12%!
starke Unterschiede in der Morphologie der inneren Mitochondrienmembran juveniler, 6 Tage
alter und seneszenter, 20 Tage alter Kulturen von P. anserina feststellen konnten. Wahrend
der Grof3teil der Mitochondrien aus juvenilen Kulturen lamellenartige Cristae aufweist und
nur 25% retikuldre Cristae zeigen, ist bei seneszenten Kulturen ein umgekehrtes Bild zu beo-
bachten; bei diesen weisen 86% der Mitochondrien retikuldre Cristae auf und nur 14 % zeigen

die regulire, lamellenartige Morphologie. Brust et al. (2010)1%

schlussfolgerten, dass es sich
bei dieser altersabhidngigen morphologischen Verdnderung der inneren Mitochondrien-
membran um einen Seneszenz-Marker fiir Podospora anserina handelt. Diese Ergebnisse
konnen sehr gut mit der im Rahmen der vorliegenden Arbeit festgestellten altersabhingigen
Zunahme des Monomer-Dimer-Verhaltnisses sowie der generellen Abnahme der ATP-Synthase
Menge (vgl. Abbildung 5.1.8) in Einklang gebracht werden. Das verringerte Vorkommen von
ATP-Synthase Dimeren bei alten P. anserina Kulturen scheint einen erheblichen Einfluss auf
die Morphologie der inneren Mitochondrienmembran zu haben. Da Brust et al. (2010) [206] Hej
einer die mitochondriale Prolyl-cis,trans-Isomerase Cyclophilin D iiberexprimierenden
Mutante von P. anserina (PaCypD_OEx), die eine verkiirzte Lebensspanne besitzt, ein fast voll-
standiges Vorliegen verdnderter, retikulédrer Cristae feststellen konnten, wére eine Analyse des
Monomer-Dimer-Verhéltnisses sowie der ATP-Synthase Gesamtmenge fiir diese Mutante
wichtig. Sollte PaCypD OEx ein gegeniiber des Wildtyps erheblich hoheres Monomer-Dimer-
Verhéltnis und/ oder eine signifikant geringere ATP-Synthase Gesamtmenge aufweisen, wére

dies ein deutlicher Hinweis fiir die Beteiligung der ATP-Synthase Dimere an der Ausbildung

der Morphologie der inneren Mitochondrienmembran.

Die Interpretation der Zunahme des Monomer-Dimer-Verhéltnisses der ATP-Synthase gegen
Ende der Lebensspanne von P. anserina ist nicht trivial. Die genaue Rolle der Dimere ist noch
nicht geklart, aulerdem konnen diese in unterschiedlichen Formen auftreten*® die mit der
im Rahmen der vorliegenden Arbeit angewandten Methodik nicht unterscheidbar sind.
Weiterhin lassen sich in anderen Organismen auch noch hohere Oligomere der ATP-Synthase

finden™ ', die hier nicht vorhanden sind. Unter der Annahme, dass es sich bei der dimeren
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Form der ATP-Synthase nicht oder — unter Beriicksichtigung der Ergebnisse von Buzhyn-
skyy et al. (2007)%? — zumindest nicht ausschlieRlich um eine inaktive Form handelt, kénnte
ein Anstieg des Monomer-Dimer-Verhéltnisses im Alter ein Defizit bei der Energieversorgung
der Zelle nach sich ziehen. Durch eine geringere Anzahl an Dimeren kommt es zu weniger
Cristae, einer kleineren Oberfldche der inneren Mitochondrienmembran und somit ebenfalls
zu weniger Komplexen und Superkomplexen der oxidativen Phosphorylierung und einer Ab-
nahme der Gesamtmenge an ATP-Synthase. Sollte sich letzteres im Rahmen der in der vorlie-
genden Arbeit durchgefiihrten Quantifizierung der Komplexe und Superkomplexe der
Atmungskette bestétigen lassen, wire dies ein weiterer Beleg fiir die soeben aufgestellte

Theorie.

Bei der bisherigen Diskussion der in Abbildung 5.1.8 A dargestellten altersabhidngigen Veran-
derung des Monomer-Dimer-Verhéltnisses der ATP-Synthase aus P. anserina wurde das fiir die
seneszenten Proben erhaltene FErgebnis zunidchst aufler Acht gelassen. Nachdem das
Verhaltnis von Monomer zu Dimer zunéchst von im Mittel 1,30 bei den 6 und 9 Tage alten
Proben auf 1,74 bei den 13 Tage alten ansteigt, sinkt es danach statistisch signifikant
(13d:sen p = 0,0017) auf einen Wert von 1,17 ab. Eine auf den Erkenntnissen iiber die Rolle
von Monomer und Dimer der ATP-Synthase bei der Energieversorgung der Zelle und der
Morphologie der inneren Mitochondrienmembran beruhende Erklarung fiir diese Beobach-
tung ist leider nicht moglich. Allerdings muss bei der Diskussion dieser Daten berticksichtigt
werden, dass die Gewinnung der seneszenten Podospora-Kulturen sich von der der anderen
drei Altersstufen maf3geblich unterscheidet (siehe hierzu Abschnitt 3.5.1), so dass eine direkte
Vergleichbarkeit zwischen den Mitochondrien seneszenter und jiingerer Kulturen nicht
gegeben ist. Dies konnte eine mogliche Erklarung fiir den erneuten Riickgang des Monomer-

Dimer-Verhaltnisses von den 13 Tage alten zu den seneszenten Individuen sein.
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Gesamtmenge der ATP-Synthase

Neben der Verteilung auf die monomere und dimere Form ist vor allem die Gesamtmenge an
ATP-Synthase von Interesse. Dazu werden die aus der Summe der Intensitdten von a- und -
Untereinheit gewonnenen Intensitdten des Monomers und Dimers addiert. Abbildung 5.1.9
zeigt die Intensititen der Gesamtmenge an ATP-Synthase fiir alle zwolf Proben (siehe
Tabelle 5.1.1) sowie die entsprechenden Mittelwerte der drei Individuen pro Altersgruppe.
Betrachtet man alle Proben getrennt (Abbildung 5.1.9 A) sind bei den Altersstufen 9d und 13d
teilweise sehr gro3e Unterschiede der ATP-Synthase Gesamtmenge zu erkennen, wéhrend bei
den 6 Tage alten und besonders bei den seneszenten Proben eine wesentlich geringere Varia-
tion der drei Individuen pro Altersstufe vorhanden ist. Dies schldgt sich auch entsprechend in
den Standardabweichungen der Mittelwerte pro Altersgruppe (Abbildung 5.1.9 B) nieder.
Anhand der in Abbildung 5.1.8 dargestellten Daten wurde die These aufgestellt, dass im Alter
mit einer Abnahme der ATP-Synthase Gesamtmenge zu rechnen ist, da es zu einer Erhohung
des Monomer-Dimer-Verhéltnisses kommt. Die entsprechenden Daten (Abbildung 5.1.9 B)
untermauern dies, denn die 6 Tage alten Individuen besitzen im Mittel 94% mehr ATP-
Synthase als die 9 und 13 Tage alten sowie seneszenten Proben. Dieser dramatische Riickgang
auf — im Mittel — nur noch 52% der Menge der 6 Tage alten Individuen ist dabei stets
statistisch signifikant (6d:9d p = 0,0054; 6d:13d p = 0,0009; 6d:sen p = 0,0031), wahrend
zwischen 9 und 13 Tage alten, 13 Tage alten und seneszenten sowie 9 Tage alten und
seneszenten Proben kein signifikanter Unterschied besteht. Die Abnahme der Gesamtmenge
an ATP-Synthase zusammen mit der Zunahme des Monomer-Dimer-Verhéaltnisses (vgl.
Abbildung 5.1.8) spricht fiir ein Defizit im Energiehaushalt alternder Organismen hervorge-
rufen durch verringerte Faltung der inneren Mitochondrienmembran aufgrund von zu wenig
dimerer ATP-Synthase'?*). Die groRere ATP-Synthase Gesamtmenge bei den juvenilen, 6 Tage
alten Podospora-Kulturen, die erst zwischen 40% bis 43% ihrer Lebenserwartung erreicht
haben, konnte auflerdem auf einen erhohten Energiebedarf in der friithen Lebensphase hin-
weisen, wihrend der der Organismus noch eine stirkere Entwicklung durchlduft. Eine
grolere ATP-Synthase Gesamtmenge bei jungen Individuen konnte auch schon fiir Ratten-

[173]

mitochondrien aus Cortex!'’?, Gesamthirn!"’* und Leber’¥ festgestellt werden. Im Muskel-

gewebe des kurzlebigen Tiirkisen Prachtgrundkérpflings Nothobranchius furzeri nimmt die
ATP-Synthase Gesamtmenge ebenfalls zunichst ab, steigt aber zum Ende des Lebens hin

wieder sehr stark an'®%,

Ergebnisse und Diskussion 73



A

Gesamtmenge ATP-Synthase

1400 -

1200

1000

800

600

Intensitat [GU]

400

200

Gesamtmenge ATP-Synthase

* k%

1200 * % K %

1000

800

600

Intensitat [GU]

400

200

6d 9d 13d sen

Abbildung 5.1.9 Altersabhéngigkeit der ATP-Synthase Gesamtmenge. Aufgetragen ist jeweils die Summe der
Intensitdten von Monomer und Dimer in GU. Die x-Achsenbeschriftung gibt das Alter und (bei A) die Kultur-
nummer des Podospora anserina Individuums an. (A) Gesamtmenge der ATP-Synthase fir alle zwolf Proben
(siehe Tabelle 5.1.1). Bei den Altersstufen 9d und 13d sind teilweise sehr grof3e Unterschiede der ATP-Synthase
Gesamtmenge zu erkennen, wahrend bei den 6 Tage alten und besonders bei den seneszenten Proben eine
wesentlich geringere Variation der drei Individuen pro Altersstufe vorhanden ist. (B) Mittelwerte der ATP-
Synthase Gesamtmenge pro Altersstufe. Ausgehend von den 6 Tage alten Individuen findet eine statistisch signi-
fikante Abnahme (6d:9d p = 0,0054; 6d:13d p = 0,0009; 6d:sen p =0,0031) um im Mittel 48% statt, so dass bei
den 9 und 13 Tage alten sowie seneszenten Proben nur noch 52% der bei den 6 Tage alten Individuen vorlie-
genden Menge an ATP-Synthase vorhanden sind. Zwischen den 9 und 13 Tage alten, 13 Tage alten und
seneszenten sowie 9 Tage alten und seneszenten Proben besteht kein statistisch signifikanter Unterschied.
(*p<0,05 **p<0,01, *** p<0,005, **** p<0,001)
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Freie F,-Kopfgruppe

Wie bereits zu Anfang erwahnt, kann zuséatzlich zur monomeren und dimeren Form und
etwaigen Oligomeren der ATP-Synthase oft auch freier F;-Teil auf dem 2D-BN/SDS-Gel detek-
tiert werden!*** 3% 73 174 Dje im Rahmen der vorliegenden Arbeit fiir Podospora anserina
erhaltenen Daten sind in Abbildung 5.1.10 dargestellt. Die Menge an freier F;-Kopfgruppe
nimmt mit dem Alter ab. Bei den 9 Tage alten Individuen kann im Mittel nur noch 60% so
viel F;-Teil detektiert werden wie bei den 6 Tage alten Proben (p = 0,0243); bei den 13 Tage
alten Kulturen sind es nur noch 28% (p = 0,0007) und bei den seneszenten Individuen 35%
(p = 0,0005). Wahrend die 53%-ige Abnahme von den 9 Tage zu den 13 Tage alten Proben
ebenfalls statistisch signifikant ist (p = 0,0469), gilt dies fiir den leichten Anstieg von den
13 Tage alten zu den seneszenten Proben nicht. Da Frenzel et al. (2010)117% zeigen konnten,
dass die Menge an freier F;-Kopfgruppe vom Digitonin/ Protein-Verhéltnis unabhéngig ist, ist
deren Vorkommen vermutlich auf bereits in der Zelle dissoziierte oder nicht assemblierte ATP-
Synthase zuriickzufithren. Eine Abnahme der Menge an freiem F;-Teil mit dem Alter konnte
einerseits auf eine erhohte Stabilisierung im Alter hinweisen, sehr viel wahrscheinlicher ist
jedoch ein einfacher Zusammenhang mit der Gesamtmenge an ATP-Synthase, so dass unab-
héngig vom Alter in etwa die gleiche Menge an freiem F;-Teil vorliegt. Tatsiachlich betragt der
Anteil des F;-Teils an der ATP-Synthase Gesamtmenge nur zwischen 2,3% (sen) und 4,6%
(9d) wahrend in Rattenmitochondrien aus verschiedenen Gehirnarealen bei den alten Tieren
4% bis 9% freie F;-Kopfgruppe detektiert werden konnten”. Aufgrund dieser sehr geringen
Menge wird auf eine Darstellung der ATP-Synthase Gesamtmenge inklusive der F;-Kopf-
gruppe verzichtet. Die geringen Intensititen fiir den F;-Teil fiihren aulerdem zu teilweise
sehr groflen Standardabweichungen. Im Fall der 13 Tage alten Kulturen ist diese zusétzlich
durch die Tatsache zu erkldren, dass auf einem Gel des Individuums mit der Kulturnummer

#57 gar keine freie F,-Kopfgruppe detektiert werden konnte. Im Gegensatz zu den hier erhal-

[132, 173] [172]

tenen Ergebnissen konnte in Rattenmitochondrien aus Gesamthirn , Cortex und
Leber”* ein deutlicher Anstieg der Menge an freiem F;-Teil mit dem Alter beobachtet
werden. Im Fall von Rattenmitochondrien aus dem Cortex zeigen 30 Monate alte Tiere im
Vergleich mit 5 Monate alten eine um den Faktor 2,8 grof3ere Menge an freier F;-Kopfgruppe,
was mit einer altersbedingten Instabilitdt der ATP-Synthase oder einer geringeren Menge an

assembliertem Enzym zusammenhingen konnte!'”?

. Die im Rahmen dieser Arbeit gewon-
nenen Daten fiir den freien F;-Teil der ATP-Synthase (Abbildung 5.1.10) weisen hingegen auf

keinen derartigen Zusammenhang hin.
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Abbildung 5.1.10 Altersabhdngiges Auftreten von freier F;-Kopfgruppe der ATP-Synthase. Aufgetragen ist
jeweils die Summe der Intensitaten der o- und B-Untereinheit in GU. Die Intensitaten fiir die drei Gelreplikate pro
Kultur sowie die drei Individuen pro Altersstufe wurden zusammengefasst, dargestellt ist der entsprechende
Mittelwert pro Altersstufe. Es zeigt sich eine statistisch signifikante Abnahme der Menge an freiem F;-Teil um
40% von den 6 Tage zu den 9 Tage alten Proben (p =0,0243); um 72% von den 6 Tage zu den 13 Tage alten
Kulturen (p = 0,0007) und um 65% von den 6 Tage alten zu den seneszenten Individuen (p = 0,0005). Die 53%ige
Abnahme von den 9 Tage zu den 13 Tage alten Proben ist ebenfalls statistisch signifikant (p = 0,0469), wahrend
dies fiir den leichten Anstieg von den 13 Tage alten zu den seneszenten Proben nicht gilt. Im Gegensatz zu den
hier erhaltenen Ergebnissen konnte in Rattenmitochondrien aus Gesamthirn!*% 73], Cortex!'7?! und Leber!"’¥! ein
deutlicher Anstieg der Menge an freiem F;-Teil mit dem Alter beobachtet werden. Als mégliche Ursache fir die
Abnahme an freiem F;-Kopfteil mit dem Alter bei Podospora anserina kann ein einfacher Zusammenhang mit der
Gesamtmenge an ATP-Synthase angenommen werden, so dass unabhédngig vom Alter in etwa die gleiche Menge
an freiem F;-Teil vorliegt. Insgesamt betrdgt der Anteil des F;-Teils an der ATP-Synthase Gesamtmenge nur
zwischen 2,3% (sen) und 4,6% (9d), wahrend bei der Analyse von Rattenmitochondrien aus verschiedenen
Gehirnarealen bei den alten Tieren 4% bis 9% freie F;-Kopfgruppe detektiert werden konnten?®’), (* p < 0,05; **
p < 0,01, *** p < 0,005, **** p<0,001)
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Vergleich der vier Normierungsmethoden anhand der ATP-Synthase Gesamtmenge

Alle bis hierher gezeigten Daten fiir die ATP-Synthase aus Podospora anserina beruhen auf der
Normierung auf die Menge des Porins der dufleren Mitochondrienmembran. Abschliel3end
sollen am Beispiel der ATP-Synthase Gesamtmenge die Auswirkungen der vier verschiedenen
Normierungsmethoden vergleichend diskutiert werden (Normierungsfaktoren im Anhang).
Die entsprechenden Diagramme finden sich in den Abbildungen 5.1.11 und 5.1.12. Als
Gesamtmenge wird die Summe aus Monomer und Dimer angegeben. Auf eine Einbeziehung
der freien F;-Kopfgruppe wird verzichtet, da diese bei allen Normierungsmethoden lediglich
2,3% bis 4,6% ausmacht. Die entsprechenden Diagramme der ATP-Synthase Gesamtmenge

inklusive des freien F;-Teils finden sich im Anhang.

Die mittels Normierung auf das Porin der &dufleren Mitochondrienmembran erhaltenen
Ergebnisse aus den 2D-BN/SDS-Gelen fiir die Gesamtmenge der ATP-Synthase wurden bereits
diskutiert (vgl. Abbildung 5.1.9), wobei sich ein drastischer Riickgang von den 6 Tage alten zu
den 9 und 13 Tage alten sowie seneszenten Proben zeigt, so dass bei letzteren im Mittel nur
noch 52% der ATP-Synthase-Menge der 6 Tage alten Individuen vorliegen. Zwischen den 9
und 13 Tage alten, 13 Tage alten und seneszenten sowie 9 Tage alten und seneszenten
Proben konnte dabei kein signifikanter Unterschied festgestellt werden. Vergleicht man dieses
Ergebnis nun mit den auf die "alte" (Abbildung 5.1.11 B) bzw. "neue" Proteinkonzentration
(Abbildung 5.1.12 A) oder die Gesamtfarbeintensitiat im Glycin-SDS-Gel (Abbildung 5.1.12 B)
normierten Daten, so besteht eine wesentlich groflere Gemeinsamkeit mit den auf die ,alte”
Proteinkonzentration und den auf die Gesamtfarbeintensitdt im Glycin-SDS-Gel normierten
Daten als mit den auf die ,neue“ Proteinkonzentration normierten. Auflerdem gleichen sich
die durch Normierung auf die ,alte“ Proteinkonzentration (Abbildung5.1.11B) und das
Glycin-SDS-Gel (Abbildung 5.1.12 B) normierten Daten durch die graduelle Abnahme der
ATP-Synthase Gesamtmenge von den 6 zu den 13 Tage alten Kulturen. Bei den auf Porin
normierten Daten kommt es zu einer schlagartigeren Abnahme der ATP-Synthase Menge
(Abbildung 5.1.11 A). Bei Normierung auf die Gesamtfarbeintensitdt im Glycin-SDS-Gel zeigt
sich wie bei der Normierung auf Porin ein drastischer Riickgang von den 6 Tage alten zu den
9 und 13 Tage alten sowie seneszenten Proben, wobei bei letzteren im Mittel nur noch 53 %
der ATP-Synthase-Menge der 6 Tage alten Individuen vorliegen. Sowohl bei Normierung auf
das Porin der dulleren Mitochondrienmembran als auch auf die Gesamtfdrbeintensitdt im
Glycin-SDS-Gel ist die ATP-Synthase-Menge bei den 13 Tage alten Individuen am geringsten.
Es findet eine statistisch signifikante Abnahme um 58% (Porin, p = 0,0009) bzw. 61% (SDS-
Gel, p = 0,0041) bezogen auf die Altersstufe 6d statt. Die fiir statistisch signifikante Ander-

ungen ermittelten Werte fiir die Abnahme der ATP-Synthase Gesamtmenge unterscheiden sich
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zwischen der Normierung auf Porin und der auf die Gesamtfarbeintensitidt im Glycin-SDS-Gel
nur um maximal 10 Prozentpunkte. Verwendet man hingegen die ,,alte“ (Abbildung 5.1.11 B)
oder ,neue“ Proteinkonzentration (Abbildung 5.1.12 A) als Vergleichsgrof3e, ergibt sich ein
ganz anderes Bild. Zwar zeigt sich auch hier eine Abnahme der Gesamtmenge an ATP-
Synthase bei den 9 und 13 Tage alten sowie seneszenten Proben im Vergleich zu den 6 Tage
alten Individuen, jedoch fallt diese im Vergleich mit den auf Porin (Abbildung 5.1.11 A) bzw.
die Gesamtfarbeintensitdt im Glycin-SDS-Gel (Abbildung 5.1.12 B) normierten Daten deutlich
geringer aus. Wahrend die 9 und 13 Tage alten sowie seneszenten Proben bei letzteren nur
noch 52% bzw. 53% der ATP-Synthase-Menge der 6 Tage alten Individuen besaf3en, sind es
bei Normierung auf die ,alte” Proteinkonzentration noch 66 %, bei Verwendung der ,,neuen
Proteinkonzentration sogar noch 88%. Normiert man auf die ,neue“ Proteinkonzentration,
erhdlt man aullerdem die grofste ATP-Synthase-Menge bei den seneszenten Proben, anstatt —
wie bei allen anderen Normierungsmethoden — bei den 6 Tage alten Kulturen. Betrachtet man
die statistisch signifikanten Unterschiede so sind dies bei Normierung auf die ,alte“ Protein-
konzentration die 25 %-ige Abnahme von 6d zu 9d, die 56%-ige Abnahme von 6d zu 13d, die
41%-ige Abnahme von 9d zu 13d sowie die 77 %-ige Zunahme von 13d zu den seneszenten
Proben, wihrend bei Verwendung der ,neuen® Proteinkonzentration die 48%-ige Abnahme
von 6d nach 13d, die 42%-ige Abnahme von 9d nach 13d sowie die 134 %-ige Zunahme von

13d zu den seneszenten Proben statistisch signifikant sind.

Wiéhrend die auf die ,alte” Proteinkonzentration (Abbildung 5.1.11 B) und die Gesamtférbe-
intensitdt im Glycin-SDS-Gel normierten Daten (Abbildung 5.1.12 B) denen der Normierung
auf das Porin der dufleren Mitochondrienmembran (Abbildung 5.1.11 A) noch mehr oder
weniger dhnlich sind, unterscheiden sich die auf die ,neue“ Proteinkonzentration®
(Abbildung 5.1.12 A) normierten Daten deutlich von allen drei anderen Normierungs-
methoden, inklusive der ,alten“ Proteinkonzentration. Dieses Ergebnis demonstriert
anschaulich, dass die Verwendung der Proteinkonzentration als Vergleichsgroe fiir auf 2D-
BN/SDS-Gelen beruhende quantitative Daten nicht sinnvoll ist und bestitigt somit einmal
mehr die Unzulidnglichkeiten der Methode nach Bradford™! in Verbindung mit Mitochon-
driensuspensionen. Auch fiir zukiinftige Projekte ist daher eine Normierung auf Porin oder die

Gesamtfarbeintensitdt im Glycin-SDS-Gel empfehlenswert.
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Abbildung 5.1.11 Altersabhangigkeit der ATP-Synthase Gesamtmenge. Aufgetragen ist jeweils die Summe der
Intensitdten von Monomer und Dimer in GU. Die x-Achsenbeschriftung gibt jeweils das Alter der Podospora
anserina Individuen an. (A) Normiert auf das Porin der duBeren Mitochondrienmembran (Normierungsfaktoren
siehe Anhang Tabelle A.1). Statistisch signifikante Anderungen sind jeweils zwischen den 6 und 9 Tage alten
(-48%, p = 0,0054), den 6 und 13 Tage alten (-58%, p = 0,0009) sowie den 6 Tage alten und seneszenten Proben
(-39%, p = 0,0031) vorhanden. Im Mittel liegen bei den 9 und 13 Tage alten sowie seneszenten Proben nur noch
52% der bei den 6 Tage alten Individuen vorhandenen Menge an ATP-Synthase vor. (B) Normiert auf die "alte"
Proteinkonzentration (siehe Tabelle 5.1.1). Statistisch signifikante Anderungen sind jeweils zwischen den 6 und
9 Tage alten (-25%, p =0,0380), den 6 und 13 Tage alten (-56%, p = 0,0009), den 9 und 13 Tage alten (-41%,
p = 0,0469) sowie den 13 Tage alten und seneszenten Proben (+77 %, p = 0,0193) vorhanden. Im Mittel liegen bei
den 9 und 13 Tage alten sowie seneszenten Proben nur noch 66% der bei den 6 Tage alten Individuen vorhan-
denen Menge an ATP-Synthase vor. (* p <0,05; ** p<0,01, *** p <0,005, **** p <0,001)
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Abbildung 5.1.12 Altersabhéngigkeit der ATP-Synthase Gesamtmenge. Aufgetragen ist jeweils die Summe der
Intensitdten von Monomer und Dimer in GU. Die x-Achsenbeschriftung gibt jeweils das Alter der Podospora
anserina Individuen an. (A) Normiert auf die "neue" Proteinkonzentration (siehe Tabelle 5.1.1, Normierungs-
faktoren sieche Anhang Tabelle A.1). Statistisch signifikante Anderungen sind jeweils zwischen den 6 und 13 Tage
alten (-48%, p = 0,0003), den 9 und 13 Tage alten (-42%, p = 0,0031) sowie den 13 Tage alten und seneszenten
Proben (+134%, p = 0,0009) vorhanden. Im Mittel liegen bei den 9 und 13 Tage alten sowie seneszenten Proben
nur noch 88% der bei den 6 Tage alten Individuen vorhandenen Menge an ATP-Synthase vor. (B) Normiert auf
die Gesamtfarbeintensitat in einem Glycin-SDS-Gel (Normierungsfaktoren siehe Anhang Tabelle A.1). Statistisch
signifikante Anderungen sind jeweils zwischen den 6 und 9 Tage alten (-38%, p = 0,0305), den 6 und 13 Tage
alten (-61%, p =0,0041) sowie den 6 Tage alten und seneszenten Proben (-43%, p =0,0071) vorhanden. Im
Mittel liegen bei den 9 und 13 Tage alten sowie seneszenten Proben nur noch 53% der bei den 6 Tage alten
Individuen vorhandenen Menge an ATP-Synthase vor. (* p <0,05; ** p < 0,01, *** p < 0,005, **** p<0,001)

80 Ergebnisse und Diskussion



5.1.1.2 Cytochrom-c-Oxidase (Komplex V)

Die Komplexe I bis IV der oxidativen Phosphorylierung sind bei Eukaryoten in der inneren
Mitochondrienmembran und bei Prokaryoten in der Cytoplasmamembran lokalisiert"®! so
also auch die Cytochrom-c-Oxidase (Komplex IV). Diese katalysiert den finalen Schritt der
Atmungskette: die Reduktion von molekularem Sauerstoff zu Wasser durch gleichzeitige
Oxidation von Cytochrom c. Dabei werden vier Protonen aus der Matrix (bzw. in Prokaryoten
aus dem Cytoplasma) fiir die Wassersynthese verwendet und weitere vier Protonen aus der

Matrix (dem Cytoplasma) in den Intermembranraum transportiert™?®!,

Somit tragt
Komplex IV der oxidativen Phosphorylierung zum Aufbau eines elektrochemischen Gradienten
tiber die innere Mitochondrienmembran bei, der fiir die Phosphorylierung von ADP zu ATP
durch die ATP-Synthase (Komplex V) notwendig ist. Mittels Rontgenstrukturanalyse konnten
Tsukihara et al. (1996)**' nachweisen, dass Komplex IV als Homodimer vorliegt, was durch

(2102121 Mittels blau-nativer

weitere Kristallstrukturanalysen bestédtigt werden konnte
Gelelektrophorese und Solubilisierung mit dem milden Detergens Digitonin kann Komplex IV
jedoch primér als Monomer detektiert werden. Sowohl Monomer als auch Homodimer sind
aktiv®®!, Durch die Kombination von hochauflésender farblos-nativer Gelelektrophorese und

in-Gel Aktivititstests konnten Wittig et al. (2007)

sogar aktives Tetramer nachweisen.
Zusétzlich kann Komplex IV in Kombination mit dem Komplex III Dimer und/oder Komplex I
in Form von spezifischen Superkomplexen vorliegen'* 2% 2!52!8] Djes konnte auch schon fiir
P. anserina bestitigt werden*® 2?1 Alle im Rahmen dieser Arbeit auf 2D-BN/SDS-Gelen von
P. anserina detektierten Superkomplexe werden in Kapitel 5.1.1.5 besprochen. Im aktuellen
Kapitel liegt das Augenmerk auf dem Monomer von Komplex IV (IV;), da das Dimer (IV,) auf
den 2D-BN/SDS-Gelen nicht identifiziert werden konnte. Dies war auch schon bei der quanti-

tativen Analyse von Rattenhirnmitochondrien im Rahmen meiner Diplomarbeit!*** der Fall.

Fiir die Quantifizierung von Komplex IV aus den 2D-BN/SDS-Gelen werden die Unterein-
heiten IT und Vb sowie der Polypeptid V Precursor herangezogen. Die Identifizierung auf dem

Gel erfolgte mittels Vergleich mit Daten von Neurospora crassa'®

, da Podospora anserina in der
MASCOT-Datenbank zur Analyse von Peptide Mass Fingerprinting (PMF, Abschnitt 4.6.1)
Daten nur sehr schlecht annotiert ist. Untereinheit Vb sowie der Polypeptid V Precursor sind in
der Kern-DNA codiert, UntereinheitIl in der mitochondrialen DNA (mtDNA)?2%.
Abbildung 5.1.13 zeigt auf einem Ausschnitt aus einem 2D-BN/SDS-Gel die drei fiir die quan-
titative Analyse verwendeten Untereinheiten von Komplex IV. Alle in diesem Kapitel darge-
stellten Daten sind auf das Porin der &dufleren Mitochondrienmembran normiert, die

entsprechenden Daten fiir die anderen drei Normierungsmethoden finden sich im Anhang

(Abschnitt A.1.2).
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In Abbildung 5.1.14 A sind die Intensitdten der Untereinheiten II und Vb sowie des Polypep-
tid V Precursors (VP) fiir alle zwolf Proben von Podospora anserina (siehe Tabelle 5.1.1) dar-
gestellt. Abbildung 5.1.14 B zeigt jeweils den Mittelwert der drei Individuen pro Altersstufe.
Untereinheit Vb hat stets die grofdte Intensitdt, gefolgt von Untereinheit II und dem Poly-
peptid V Precursor. Die Verhéltnisse der Intensitdten der drei Untereinheiten von Komplex IV,
sind dabei iiber alle Proben hinweg sehr konstant. Fiir die gemittelten Werte (Abbildung
5.1.14 B) liegen sie im Bereich von 0,45+ 0,09 (UE II/ UE Vb), 1,40+ 0,28 (UE II/ VP) und
3,22 £ 0,72 (UE Vb/ VP). Ein konstantes Verhéltnis der Intensitidten der verschiedenen Unter-
einheiten spricht fiir eine akkurate und reproduzierbare Quantifizierung. Betrachtet man die
Intensitdten der drei Untereinheiten fiir die einzelnen Individuen (Abbildung 5.1.14 A), so
fallt direkt die hohe Intensitdt fiir das 9 Tage alte Individuum mit der Kulturnummer #65
(vgl. Tabelle 5.1.1) auf. Dieses Individuum zeigt von allen zwolf die hochste Intensitat fiir die
Komplex IV Untereinheiten, wohingegen die Intensititen der anderen beiden Individuen
dieser Altersstufe wesentlich geringer sind. Dies schlédgt sich bei der Zusammenfassung der
drei Proben pro Altersgruppe auch entsprechend in den Standardabweichungen nieder, die
entsprechend grol$ ausfallen. Dasselbe Individuum hat auch schon beim Monomer und Dimer
der ATP-Synthase (vgl. Abbildung 5.1.7) und der ATP-Synthase Gesamtmenge (vgl. Abbildung
5.1.9 A) wesentlich gro3ere Intensitdten gezeigt, als die beiden anderen Individuen derselben
Altersstufe. Zwar sind auch die Gel-zu-Gel Unterschiede dieser Kultur recht grof3, wie die

Standardabweichungen in Abbildung 5.1.14 A zeigen, jedoch kann anhand der Rohdaten
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Abbildung 5.1.14 Altersabhangige Intensitaten der Untereinheit Il und Vb sowie des Polypeptid V Precursors (VP)
von Komplex IV in GU fir alle 12 Proben von Podospora anserina (A) und gemittelt fir die vier betrachteten
Altersstufen (B). Die x-Achsenbeschriftung gibt jeweils das Alter und bei A zusatzlich die Kulturnummer des
Podospora anserina Individuums an. Die Verhaltnisse der Intensitdten der drei Untereinheiten von Komplex 1V
sind Uber alle Proben hinweg sehr konstant. Fir die gemittelten Werte (B) liegen sie im Bereich von 0,45 + 0,09
(UEIl/ UE Vb), 1,40%0,28 (UEIl/VP) und 3,22+0,72 (UE Vb/VP). Wie schon im Falle des ATP-Synthase
Monomers und Dimers (vgl. Abbildung 5.1.7) und der Gesamtmenge an ATP-Synthase (vgl. Abbildung 5.1.9 A)
zeigt das 9 Tage alte Individuum mit der Kulturnummer #65 eine im Vergleich zu den anderen beiden Individuen
dieser Altersstufe stark erhohte Intensitat. Anhand der Mittelwerte der drei Individuen pro Altersstufe (B) lasst
sich eine Abnahme der Komplex IV, Menge von den 6 zu den 13 Tage alten Individuen vermuten, wobei die
seneszenten Kulturen - wie auch schon bei der ATP-Synthase - diesen Trend nicht fortsetzen, sondern sogar am
meisten Komplex IV, zu besitzen scheinen.
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sowohl von Komplex IV als auch der ATP-Synthase kein einzelnes der drei angefertigten Gel-
replikate fiir diese Tatsache verantwortlich sein. Anhand der im Anhang aufgefiihrten zusatz-
lichen Daten fiir die drei anderen Normierungsmethoden wird auflerdem deutlich, dass
Kultur #65 nur im Falle der Normierung auf Porin dieses Verhalten zeigt. Dies wére durch
einen Fehler bei der Quantifizierung der entsprechenden Porin-Bande zu erklaren, diese ist
aber klar abgegrenzt und zeigt ein deutliches Signal (vgl. Abbildung 5.1.1), so dass dies eher
unwahrscheinlich ist. Die im Vergleich zu den beiden anderen Kulturen gleichen Alters stark
erhohte Intensitdt — sowohl fiir Komplex IV als auch fiir die ATP-Synthase — kann somit
entweder auf Fehler bei der Solubilisierung der Proben zuriickgefiithrt werden, wobei dies
stets fiir alle Individuen einer Altersstufe am selben Tag und unter Verwendung derselben
Digitonin-Stammlésung geschah, oder ist auf ein tatsdchlich erhohtes Vorkommen von
Komplex IV und ATP-Synthase in diesem Individuum zuriickzufithren. Auch fiir die anderen
drei Altersstufen entsprechen die Unterschiede zwischen den einzelnen Kulturen im Grol3en
und Ganzen denen, die auch schon beim ATP-Synthase Monomer und Dimer (vgl.
Abbildung 5.1.7) und der ATP-Synthase Gesamtmenge (vgl. Abbildung 5.1.9 A) beobachtet
werden konnten. Anhand der in Abbildung 5.1.14 B dargestellten Mittelwerte der drei
Individuen pro Altersstufe ldsst sich eine Abnahme der Komplex IV Menge von den 6 zu den
13 Tage alten Individuen vermuten, wobei die seneszenten Kulturen — wie auch schon bei der
ATP-Synthase — diesen Trend nicht fortsetzen, sondern in etwa die gleiche Komplex IV Menge
besitzen wie die 6 Tage alten Proben. Um die altersabhingige Verdnderung der Menge von
Komplex IV ausfiihrlicher diskutieren zu konnen, ist in Abbildung 5.1.15 jeweils die Summe
aller drei betrachteten Untereinheiten pro Altersstufe dargestellt. Es zeigt sich eine statistisch
signifikante Abnahme der Komplex IV Menge um 44 % von den 6 zu den 13 Tage alten Proben
sowie eine ebenfalls statistisch signifikante Zunahme um 88% von den 13 Tage alten zu den
seneszenten Individuen. Auf die Intensitdten bezogen liegt somit bei den 6 Tage alten und den
seneszenten Proben nahezu die gleiche Menge an Komplex IV vor, wobei die seneszenten
etwa 6% mehr besitzen. Dieser Unterschied ist jedoch nicht statistisch signifikant und durch
die unterschiedliche Gewinnung der seneszenten im Vergleich zu den 6, 9 und 13 Tage alten
Podospora-Kulturen (siehe hierzu Abschnitt 3.5.1) ist auch keine direkte Vergleichbarkeit
zwischen seneszenten und jlingeren Proben gegeben. Betrachtet man also lediglich die 6, 9
und 13 Tage alten Kulturen, ist eine Abnahme der Menge von Komplex IV Monomer im
fortgeschrittenen Alter zu beobachten (die 13 Tage alten Individuen haben schon 87% bis
93% ihrer Lebenserwartung erreicht). Da Komplex IV bei der Reduktion von molekularem
Sauerstoff zu Wasser gleichzeitig vier Protonen aus der mitochondrialen Matrix in den Inter-

membranraum transportiert®® trigt er zusammen mit den Komplexen I und III, zum Aufbau
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eines elektrochemischen Protonengradienten iiber die innere Mitochondrienmembran bei,

mittels dessen die ATP-Synthase angetrieben wird"®"

. Eine Abnahme der Komplex IV Menge
konnte somit — vor allem in Kombination mit einer gleichzeitigen Abnahme von Komplex I
und III, — zu einem verringerten elektrochemischen Gradienten fiihren, wodurch die antrei-
bende Kraft fiir die ATP-Synthase geringer wird und es zu einem Energiedefizit fiir die
gesamte Zelle kommt. Komplex IV Mangelfunktion ist auferdem eine der am weitesten
verbreiteten Atmungskettendefekte beim Menschen und mit einer ganzen Reihe unterschied-

[220]

licher Krankheitsbilder verbunden=", so dass auch eine pathogene Auswirkung von zu wenig

Komplex IV nicht ausgeschlossen werden kann.

Die Diskussion der Gesamtmenge von Komplex IV inklusive der Komplex IV-enthaltenden
Superkomplexe und die prozentuale Verteilung des Komplexes auf diese verschiedenen

Formen erfolgt separat in Kapitel 5.1.1.5.
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Abbildung 5.1.15 Altersabhéngigkeit der Gesamtmenge an Komplex IV;. Aufgetragen ist jeweils die Summe der
Intensitaten der Untereinheiten Il und Vb sowie des Polypeptid V Precursors von Komplex IV, in GU. Die Intensi-
taten fir die drei Gelreplikate pro Kultur sowie die drei Individuen pro Altersstufe wurden zusammengefasst,
dargestellt ist der entsprechende Mittelwert pro Altersstufe. Es zeigt sich eine statistisch signifikante Abnahme
der Komplex IV Menge um 44% von den 6 zu den 13 Tage alten Kulturen sowie eine ebenfalls statistisch signifi-
kante Zunahme um 88% von den 13 Tage alten zu den seneszenten Individuen. Somit liegt bei den 6 Tage alten
und seneszenten Proben nahezu die gleiche Menge von Komplex IV, vor, wobei die seneszenten Kulturen etwa
6% mehr besitzen. Dieser Unterschied ist jedoch nicht statistisch signifikant und aufgrund der unterschiedlichen
Gewinnung der seneszenten Podospora-Kulturen sind diese nicht direkt mit den jingeren vergleichbar.
(*p<0,05 ** p<0,01, *** p<0,005, **** p<0,001)
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5.1.1.3 Ubichinol-Cytochrom-c-Oxidoreduktase (Komplex IIl;)

Als Bestandteil der oxidativen Phosphorylierung kommt die Ubichinol-Cytochrom-c-Oxido-

reduktase (KomplexIll,, auch Cytochrom-bcl-Komplex) in der inneren Mitochondrien-

membran von Eukaryoten und der Cytoplasmamembran von Prokaryoten vor!'®!

[208]

. Sie liegt
stets als Homodimer vor und kann als individueller Komplex auch nur in dieser Form auf
den BN- und 2D-BN/SDS-Gelen detektiert werden. Zusammen mit Komplex IV und/oder
KomplexI kann KomplexIll, aullerdem in Form stochiometrischer Superkomplexe

[4, 200, 215-218]

vorkommen , wobei auch hier stets das Homodimer beteiligt ist. Entsprechende

Superkomplexe mit Beteiligung von Komplex III, konnten auch schon fiir Podospora anserina

nachgewiesen werden!'? 2%

und sind auch auf den im Rahmen der vorliegenden Arbeit
angefertigten 2D-BN/SDS-Gelen zu finden. In diesem Kapitel wird jedoch nur das Vorliegen
des Komplex III Homodimers behandelt. Quantifizierung und Diskussion der Superkomplexe

erfolgt separat in Kapitel 5.1.1.5.

In Sdugern besteht ein Komplex III Monomer aus bis zu elf Untereinheiten, von denen ledig-
lich eine — das Cytochrom b — in der mitochondrialen DNA codiert ist®?!!. Als Teil der oxida-
tiven Phosphorylierung katalysiert Komplex III, die Ubertragung von zwei Elektronen des
Ubichinols auf Cytochrom ¢, wodurch das Cytochrom ¢ reduziert und Ubichinol zu Ubichinon
oxidiert wird®**. Dabei werden fiir jedes oxidierte Ubichinol zwei Protonen aus der mito-
chondrialen Matrix in den Intermembranraum transportiert®* % so dass Komplex III, wie
auch Komplex IV zum Aufbau des fiir die ATP-Synthase notwenigen Protonengradienten
beitragt. Zusammen mit Komplex I stellt Komplex III, auerdem die Hauptquelle fiir Super-
oxidradikal-Anionen (0,”) dar'®?! die weitere reaktive Sauerstoffspezies (ROS von engl.
reactive oxygen species), wie beispielsweise Wasserstoffperoxid (H,O,) generieren konnen,
welches wiederum bei Anwesenheit von Eisen(II)-Ionen durch die Fenton-Reaktion Hydroxyl-
radikale (OH") erzeugt''*” ?**! (siche Abschnitt 4.7). Durch Reaktion mit Stickstoffmonoxid

[226]

(NO’) erzeugen Superoxidradikal-Anionen aul’erdem Peroxynitrit (ONOQO) . Zwar dient

die Produktion von ROS einerseits als metabolisches Signal™’*** und ist fiir die Zelle ein
normaler Zustand, da etwa 1% des umgesetzten Sauerstoffs zu ROS fithren®* 31
andererseits kann eine gesteigerte ROS-Produktion, beispielsweise durch beeintrachtigte
Funktion der Komplexe III, oder I**¥, das mitochondriale Schutzsystem iiberfordern und es
kommt zu Mutationen der mtDNA, Strukturverdnderungen von Proteinen und Kohlen-
hydraten, Peroxidation von Lipiden und Schidigung der Membranen'®*. Trotzdem gehoren
Komplex ITII, Mangelfunktionen zu den am wenigsten verbreiteten Atmungskettendefekten

[220, 236]

beim Menschen , werden allerdings meistens durch Mutationen der einzigen mitochon-

drial codierten Untereinheit (Cytochrom b) verursacht'??",
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Fiir die Quantifizierung von Komplex III, aus den 2D-BN/SDS-Gelen werden Core Protein 1
und 2 herangezogen, die beide in der Kern-DNA codiert sind'**"). Wie schon bei den Unterein-
heiten von Komplex IV erfolgt die Identifizierung auf dem Gel durch Vergleich mit Daten von

Neurospora CT'ClSSCl[6]

, da Podospora anserina in der MASCOT-Datenbank zur Analyse von
Peptide Mass Fingerprinting (PMF, Abschnitt 4.6.1) Daten nur sehr schlecht annotiert ist.
Abbildung 5.1.16 zeigt auf einem Ausschnitt aus einem 2D-BN/SDS-Gel die beiden fiir die
quantitative Analyse verwendeten Untereinheiten von Komplex III,. Alle in diesem Kapitel
dargestellten Daten sind auf das Porin der dufleren Mitochondrienmembran normiert, die
entsprechenden Daten fiir die anderen drei Normierungsmethoden finden sich im Anhang

(Abschnitt A.1.3).
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Abbildung 5.1.16 Ausschnitt aus einem SYPRO®Ruby gefarbten 2D-BN/SDS-Gel des 6 Tage alten Individuums
s(-)F89830 (Kulturnummer #52). Core Protein 1 und 2 des Komplex Il Homodimers (lll,) sind rot markiert. Die
mit Hilfe der Software Delta2D erhaltenen Intensitdten dieser beiden Untereinheiten werden fiir die nachfol-
gende quantitative Analyse von Komplex Ill, in P. anserina verwendet. Die Quantifizierung der Komplex Ill,
enthaltenden Superkomplexe erfolgt separat in Kapitel 5.1.1.5.

In Abbildung 5.1.17 A sind die Intensitdten von Core Protein 1 und 2 fiir alle zwolf Proben
von Podospora anserina (siehe Tabelle 5.1.1) dargestellt. Abbildung 5.1.17 B zeigt jeweils den
Mittelwert der drei Individuen pro Altersstufe. Dabei féllt auf, dass das Verhaltnis von Core
Protein 1 zu Core Protein 2 sich mit dem Alter dndert, denn wahrend bei den 6 und 9 Tage
alten Kulturen Core Protein 1 {iberwiegt, ist bei den 13 Tage alten und seneszenten Proben
mehr Core Protein 2 als 1 vorhanden. Dies gilt nicht nur fiir den Mittelwert der drei Indivi-
duen pro Altersstufe sondern fiir jedes einzelne Individuum (Abbildung 5.1.17 A). Von den 6
zu den 13 Tage alten Kulturen nimmt das Verhéltnis von Core Protein 1 zu Core Protein 2
kontinuierlich ab (6d: 1,14 + 0,16, 9d: 1,20 = 0,07, 13d: 0,41 + 0,12). Zu den seneszenten
Proben hin gibt es wieder einen leichten Anstieg (0,71 + 0,21), die Intensititen fiir das
Core Protein 2 sind aber noch immer hoher als die des Core Protein 1. Wie diese verdnderte
Zusammensetzung der Untereinheiten von Komplex III, zustande kommt und in welchem
Zusammenhang sie mit dem Alternsprozess steht ist unbekannt. Unabhingig vom Verhéltnis

der beiden betrachteten Untereinheiten ldsst sich eine Abnahme der Komplex III, Menge von
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Abbildung 5.1.17 Altersabhdngige Intensitdten des Core Proteins 1 und 2 von Komplex Il in GU fir alle 12
Proben von Podospora anserina (A) und gemittelt flr die vier betrachteten Altersstufen (B). Die x-Achsen-
beschriftung gibt jeweils das Alter und bei A zusatzlich die Kulturnummer des P. anserina Individuums an.
Wahrend bei den 6 und 9 Tage alten Kulturen Core Protein 1 Uberwiegt, ist bei den 13 Tage alten und senes-
zenten Proben mehr Core Protein 2 als 1 vorhanden. Unabhangig vom Verhaltnis der beiden betrachteten Unter-
einheiten lasst sich eine Abnahme der Komplex Ill, Menge von den 6 zu den 13 Tage alten Podospora-Kulturen
beobachten, die von den seneszenten Proben jedoch nicht fortgesetzt wird. (A) Die Individuen der 6 Tage alten
und seneszenten Kulturen sind sich jeweils relativ ahnlich. Kultur #65 der Altersstufe 9d zeigt — wie schon bei der
ATP-Synthase und Komplex IV, — eine hohere Intensitat als die beiden anderen Individuen dieser Gruppe, der
Unterschied ist hier jedoch geringer. Die 13 Tage alten Individuen zeigen erneut sehr unterschiedliche Intensi-
taten, die von Kultur #54 zu #57 abnehmen und in einer sehr groBen Standardabweichung fir die gemittelten
Werte (B) resultieren.
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den 6 zu den 13 Tage alten Podospora-Kulturen beobachten, die — wie auch schon bei ATP-
Synthase und Komplex IV; — von den seneszenten Proben nicht fortgesetzt wird. Die Frage ob
im hohen Alter tatsichlich eine verdnderte Menge dieser Atmungskettenkomplexe vorliegt
oder die unterschiedlichen Verfahren bei der Gewinnung der seneszenten und der jiingeren
Proben (siehe hierzu Abschnitt 3.5.1) eventuell zu einer Verjliingung oder einer anderen Art
von Verdnderung bei den seneszenten Kulturen fiihren, kann nicht mit Sicherheit beantwortet
werden. Wéhrend sich die Individuen der 6 Tage alten und seneszenten Kulturen im Bezug
auf die Intensitdten fiir Core Protein 1 und 2 von Komplex III, jeweils relativ dhnlich sind,
zeigt Kultur #65 der Altersstufe 9d wie schon bei der ATP-Synthase und Komplex IV; eine
hohere Intensitit als die beiden anderen Individuen dieser Gruppe, wobei der Unterschied
hier jedoch geringer ausfillt. Die 13 Tage alten Individuen zeigen — ebenfalls wie schon zuvor
bei ATP-Synthase und Komplex IV; — sehr unterschiedliche Intensitidten, die von Kultur #54
zu #57 abnehmen und in einer sehr groBen Standardabweichung fiir die gemittelten Werte
(Abbildung 5.1.17 B) resultieren. Um die altersabhdngige Verdnderung der Menge von
Komplex III, ausfiihrlicher diskutieren zu konnen, ist in Abbildung 5.1.18 jeweils die Summe
der beiden betrachteten Untereinheiten pro Altersstufe dargestellt. Es zeigt sich eine statis-
tisch signifikante Abnahme der Komplex III, Menge sowohl von den 6 zu den 9 Tage alten
(-44%, p = 0,0118) als auch von den 9 zu den 13 Tage alten Kulturen (-63%, p = 0,0092).
Auch die 79%-ige Abnahme von den 6 zu den 13 Tage alten Individuen ist statistisch hoch
signifikant (p = 0,0003), so dass — ohne Beriicksichtigung der seneszenten Kulturen — eine
graduelle Abnahme der Komplex III, Menge mit dem Alter zu verzeichnen ist. Die seneszenten
Kulturen, bei denen durch ihre andersartige Gewinnung (siehe hierzu Abschnitt 3.5.1) keine
direkte Vergleichbarkeit mit den jiingeren Proben gegeben ist, enthalten in etwa so viel
Komplex III, wie die 9 Tage alten Kulturen. Das entspricht einer 50%-igen Abnahme
verglichen mit den 6 Tage alten (p = 0,0017) sowie einer 144 %-igen Zunahme ausgehend
von den 13 Tage alten Proben (p = 0,0041). Wiederum kann nicht mit Sicherheit gesagt
werden, ob im hohen Alter tatsdchlich eine drastische Erhohung der der Komplex III, Menge
vorliegt oder die unterschiedlichen Methoden der Probengewinnung bei den seneszenten und
den jiingeren Kulturen einen Vergleich altersabhingiger Unterschiede unmoglich machen. Da
Komplex III, zusammen mit den Komplexen IV und I zum Aufbau eines elektrochemischen
Protonengradienten iiber die innere Mitochondrienmembran beitragt, mittels dessen die ATP-
Synthase angetrieben wird"®" kénnte eine Abnahme der Komplex III, Menge — vor allem in
Kombination mit einer gleichzeitigen Abnahme von KomplexI und IV - zu einem stark
verringerten elektrochemischen Protonengradienten und somit zu verminderter ATP-Synthese

fiihren, was ein Energiedefizit fiir die gesamte Zelle nach sich ziehen sollte. Da Komplex III,
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Mangelfunktionen zu den am wenigsten verbreiteten Atmungskettendefekten beim Menschen

[220, 236]

gehoren und meistens durch Mutationen der mitochondrial codierten Untereinheit

Cytochrom b verursacht werden™*”’

, ist eine zusatzliche pathogene Auswirkung einer vermin-
derten Komplex III, Menge zwar nicht auszuschlieen aber unwahrscheinlich. Interessant
wdre, ob mit der bei den 13 Tage alten im Vergleich mit den 6 Tage alten Kulturen stark
verringerten Komplex III, Menge eine entsprechend verringerte Produktion von ROS einher-
geht. Entsprechende Messungen wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht durchge-
fiihrt, allerdings wird in Kapitel 5.1.2 auf nicht-enzymatische oxidative Proteinmodifikationen

der ATP-Synthase aus Podospora anserina eingegangen.

Die Diskussion der Gesamtmenge von Komplex III; inklusive der Komplex III;-enthaltenden
Superkomplexe und die prozentuale Verteilung des Komplexes auf diese verschiedenen

Formen erfolgt separat in Kapitel 5.1.1.5.

Gesamtmenge Komplex Ill,
* k%
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Abbildung 5.1.18 Altersabhangigkeit der Gesamtmenge an Komplex lll,. Aufgetragen ist jeweils die Summe der
Intensitdten des Core Proteins 1 und 2 von Komplex Ill; in GU. Die Intensitdten fur die drei Gelreplikate pro
Kultur sowie die drei Individuen pro Altersstufe wurden zusammengefasst, dargestellt ist der entsprechende
Mittelwert pro Altersstufe. Es zeigt sich eine statistisch signifikante Abnahme der Komplex 111, Menge sowohl von
den 6 zu den 9 Tage alten (-44%, p=0,0118) als auch von den 9 zu den 13 Tage alten Kulturen (-63%,
p =0,0092). Auch die 79%-ige Abnahme von den 6 zu den 13 Tage alten Individuen ist statistisch signifikant
(p =0,0003), so dass - ohne Berlicksichtigung der seneszenten Kulturen - eine graduelle Abnahme der
Komplex lll, Menge mit dem Alter zu verzeichnen ist. Die seneszenten Kulturen, bei denen durch ihre anders-
artige Gewinnung (siehe hierzu Abschnitt 3.5.1) keine direkte Vergleichbarkeit mit den jlingeren Proben gege-
ben ist, enthalten in etwa so viel Komplex Ill, wie die 9 Tage alten Kulturen. Das entspricht einer 50 %-igen Ab-
nahme verglichen mit den 6 Tage alten (p=0,0017) sowie einer 144%-igen Zunahme ausgehend von den
13 Tage alten Proben (p = 0,0041). (* p <0,05; ** p<0,01, *** p<0,005, **** p <0,001)
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5.1.1.4 NADH-Ubichinon-Oxidoreduktase (Komplex I)

Die NADH-Ubichinon-Oxidoreduktase (KomplexI) ist mit einer molaren Masse von etwa
1 MDa in Eukaryoten®”' der groRte Komplex der oxidativen Phosphorylierung und liegt in
der inneren Mitochondrienmembran von Eukaryoten und der Cytoplasmamembran von Pro-

karyoten vor''8!

. Sie katalysiert die Oxidation von NADH aus Glycolyse und Citratzyklus,
wobei die beiden freiwerdenden Elektronen zur Reduktion von Ubichinon zu Ubichinol
dienen und fiir jedes iibertragene Elektron zwei Protonen aus der Matrix in den Intermem-
branraum transportiert werden®® #*?!, Somit tragt Komplex I, wie auch die Komplexe III, und
IV, zum Aufbau eines elektrochemischen Protonengradienten bei, mittels dessen die ATP-
Synthase angetrieben wird. Komplex I aus Rinderherzmitochondrien besteht aus 46 Unterein-

(2401 von denen sieben in der mitochondrialen DNA codiert sind®*" **/, Der prokary-

heiten
otische Komplex besteht aus 14 Untereinheiten und hat eine molare Masse von etwa
500 kDa'®*”), Einige Untereinheiten von Komplex I scheinen zusitzliche Funktionen zu haben,
wie beispielsweise GRIM-19. Diese Untereinheit wurde zuerst als Interferon-B- und Retinol-
saure-induzierter Regulator fiir den Zelltod identifiziert®* 2**! spiter aber als Untereinheit
von Komplex I erkannt?*! die eine entscheidende Rolle bei der Elektronen-Transferaktivitit
spielt?*!. Auf welche Weise GRIM-19, das nicht wie andere Apoptose-Faktoren im Intermem-
branraum lokalisiert ist, aus dem Mitochondrium exportiert wird ist noch unklar®®.
Komplex I Mangelfunktion ist die am weitesten verbreitete Ursache fiir Fehlfunktionen der

[12.131 ind zieht ein breites Spektrum von Krankheitsbildern nach sich'**®, Muta-

Atmungskette
tionen der mitochondrial codierten Untereinheiten konnen beispielsweise zur Leber‘schen
Hereditdaren Optikusneuropathie (LHON) fiihren, einer Form der Blindheit, bei der lediglich

t[246, 247]

der Sehnerv betroffen is . Ebenfalls mit dem Defekt von Komplex I verbunden sind

Erkrankungen wie das Leigh-Syndrom, das bereits in frithester Kindheit auftritt und mit

progressiver Neurodegeneration einhergeht*®

sowie die Parkinson-Krankheit, da Defekte
von Komplex I am Absterben dopaminerger Gehirnzellen beteiligt sind"®**”’. Mittels BN- und
2D-BN/SDS-PAGE kann Komplex I als individueller Komplex, vor allem jedoch in Form von
Superkomplexen mit Beteiligung von Komplex III, und/oder IV detektiert werden. Es gibt
auRerdem erste Hinweise auf das Vorkommen von Komplex I Homodimeren' 7> ®. Im Hirn-
gewebe von Ratten liegt der tiberwiegende Teil von Komplex I in Form von Superkomplexen

172, 1781 ' Im Rahmen

vor und es kann nur wenig individueller Komplex detektiert werden
meiner Diplomarbeit lag Komplex I im Gesamthirn von Ratten verschiedener Altersstufen nur
in Form von Superkomplexen vor und es konnte gar kein individueller Komplex identifiziert
werden™??. Dies deckt sich mit der Tatsache, dass die Ausbildung von Superkomplexen fiir

Stabilitdt und eventuell auch Assemblierung von Komplex I essentiell ist, da beispielsweise
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fehlender Komplex III, oder IV im Bakterium Paracoccus denitrificans zu einer verringerten
Komplex I Menge fiihrt®®. Auch im Menschen konnte nachgewiesen werden, dass Komplex I
durch Assoziation mit Komplex III, stabilisiert wird und Mutationen von Komplex III,,
beispielsweise des mitochondrial codierten Cytochrom b Gens oder der in der Kern-DNA
codierten BCS1L Untereinheit, sekundire Defekte von Komplex I nach sich ziehen?*® 2°% 221,
Es ist zwar kein aktiver, jedoch vollstdndig assemblierter Komplex III, notwendig, um eine

ausreichende Stabilisierung von Komplex I zu gewihrleisten'?*!2>%

. Es wird vermutet, dass
auch Komplex IV bei Assemblierung und Stabilitit von KomplexI eine Rolle spielt®* 231,
Zwar ist mittlerweile offensichtlich, dass die Ausbildung von Superkomplexen die Stabilitét
von Komplex I verbessert, jedoch ist noch immer unklar, ob diese Stabilisierung ein Resultat
der Unterstiitzung der Assemblierung des Komplexes ist oder erst nach dieser erfolgt'**®). Es
gibt jedoch erste Hinweise darauf, dass KomplexI schon vor seiner vollstindigen
Assemblierung Superkomplexe ausbilden kann und sich auch in seiner Abwesenheit Super-
komplexe bestehend aus Komplex I, und IV bilden kénnen'®. Diese konnten eventuell als
eine Art Geriist fiir Komplex I Intermediate wahrend dessen Assemblierung dienen und dabei

sowohl der Stabilisierung als auch dem Schutz vor Abbau dienen'**®,

8 8
2 8 3 3
—_ — N 0
LMW (kDay
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Abbildung 5.1.19 Ausschnitt aus einem SYPRO®Ruby gefarbten 2D-BN/SDS-Gel des 6 Tage alten Individuums
s(-)F89830 (Kulturnummer #52). Das 78 kDa FeS-Protein sowie die 49 kDa und 40 kDa Untereinheit von
Komplex | sind rot markiert. Die mit Hilfe der Software Delta2D erhaltenen Intensitdten dieser drei Unterein-
heiten werden fiir die nachfolgende quantitative Analyse von individuellem Komplex I in P. anserina verwendet.
Die Quantifizierung der Komplex | enthaltenden Superkomplexe erfolgt separat in Kapitel 5.1.1.5.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnen auf 2D-BN/SDS-Gelen von Podospora anserina
sowohl individueller Komplex I als auch Superkomplexe mit dessen Beteiligung detektiert
werden. Homodimere, wie sie fiir Neurospora crassa”’, Yarrowia lipolytica™ sowie die lang-
lebige P. anserina Mutante ex1™ beschrieben werden, kénnen nicht identifiziert werden. In

diesem Kapitel wird nur das Vorliegen von individuellem Komplex I behandelt; Quantifizier-
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ung und Diskussion der Superkomplexe erfolgt separat in Kapitel 5.1.1.5. Fiir die Quantifizier-
ung von KomplexI aus den 2D-BN/SDS-Gelen werden das 78 kDa FeS-Protein sowie die
49 kDa und 40 kDa Untereinheit herangezogen, die alle in der Kern-DNA codiert sind'® #*®),
Wie schon bei den Untereinheiten der Komplexe IV und III, erfolgte die Identifizierung auf
dem Gel durch Vergleich mit Daten von Neurospora crassa'®, da Podospora anserina in der
MASCOT-Datenbank zur Analyse von Peptide Mass Fingerprinting (PMF, Abschnitt 4.6.1)
Daten nur sehr schlecht annotiert ist. Abbildung 5.1.19 zeigt auf einem Ausschnitt aus einem
2D-BN/SDS-Gel die fiir die quantitative Analyse verwendeten Untereinheiten von Komplex I.
Alle in diesem Kapitel dargestellten Daten sind auf das Porin der &ufleren Mitochondrien-
membran normiert, die entsprechenden Daten fiir die anderen drei Normierungsmethoden

finden sich im Anhang (Abschnitt A.1.4).

In Abbildung 5.1.20 A sind die Intensitdten des 78 kDa FeS-Proteins sowie der 49 kDa und
40 kDa Untereinheit fiir alle zwolf Proben von P. anserina (siehe Tabelle 5.1.1) dargestellt.
Abbildung 5.1.17 B zeigt jeweils den Mittelwert der drei Individuen pro Altersstufe. Die
Intensitdten der 49 kDa Untereinheit sind stets am grof3ten, die des 78 kDa FeS-Proteins am
geringsten. Wie schon bei der Quantifizierung der Komplexe IV und III, zeigen auch hier die
drei Individuen der 6 Tage alten und seneszenten Kulturen recht einheitliche Intensitéten,
wiahrend bei den 9 Tage alten Proben das Individuum mit der Kulturnummer #65 — wie
bisher immer - eine gegeniiber den anderen beiden Individuen dieser Altersstufe erhohte
Intensitét zeigt und die Menge an Komplex I innerhalb der Gruppe der 13 Tage alten Kulturen
von Probe #54 zu #57 abnimmt. Aus der Tatsache, dass auf allen im Rahmen der vorliegen-
den Arbeit angefertigten 2D-BN/SDS-Gelen von P. anserina nur sehr wenig individueller
Komplex I vorliegt (nur etwa 5 bis 25 GU pro betrachteter Untereinheit), resultieren sehr
grofBe Standardabweichungen. Betrachtet man die in Abbildung 5.1.20 B dargestellten Mittel-
werte der einzelnen Untereinheiten fiir die vier verschiedenen Altersstufen, so scheinen zwar
die 9 und 13 Tage alten Kulturen etwas weniger individuellen Komplex I zu besitzen als die
6 Tage alten und seneszenten Proben, jedoch lésst sich aufgrund der schon erwdhnten grof3en
Standardabweichungen zunéchst keine klare Aussage treffen. Um die altersabhéngige Verén-
derung der Menge von individuellem KomplexI genauer diskutieren zu konnen, ist in
Abbildung 5.1.21 jeweils die Summe der drei betrachteten Untereinheiten pro Altersstufe dar-
gestellt. Es zeigt sich eine statistisch signifikante Abnahme der Menge an individuellem
Komplex I um 31% von den 6 zu den 9 Tage alten und um 42% von den 6 zu den 13 Tage
alten Kulturen, wahrend weder die 16 %-ige Abnahme von den 9 zu den 13 Tage alten Proben
noch die 56%-ige Zunahme von den 13 Tage alten zu den seneszenten Individuen statistisch

signifikant ist. Somit ist eine altersbedingte Abnahme der Menge an individuellem Komplex I
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Abbildung 5.1.20 Altersabhéngige Intensitdten des 78 kDa FeS-Proteins sowie der 49 kDa und 40 kDa Unterein-
heit von individuellem Komplex I in GU fiir alle 12 Proben von Podospora anserina (A) und gemittelt fur die vier
betrachteten Altersstufen (B). Die x-Achsenbeschriftung gibt jeweils das Alter und bei A zusatzlich die Kultur-
nummer des P. anserina Individuums an. A Die Intensitdten der 49 kDa Untereinheit sind stets am gréBten, die
des 78 kDa FeS-Proteins am geringsten. Wéhrend die drei Individuen der 6 Tage alten und seneszenten Kulturen
recht einheitliche Intensitdten zeigen, ist die Intensitdt des 9 Tage alten Individuums mit der Kulturnummer #65
gegentber den anderen beiden Individuen dieser Altersstufe deutlich erhéht und innerhalb der Gruppe der
13 Tage alten Kulturen kann eine Abnahme der Komplex | Menge von Probe #54 zu #57 festgestellt werden.
B Die 9 und 13 Tage alten Kulturen scheinen etwas weniger individuellen Komplex | zu besitzen als die 6 Tage
alten und seneszenten Proben. Aufgrund der durch die niedrigen Intensitdten von nur etwa 5 bis 25 GU beding-
ten hohen Standardabweichungen kann diesbezlglich jedoch keine klare Aussage getroffen werden.

94 Ergebnisse und Diskussion



bereits zu Anfang der Lebensspanne zu beobachten, die — wie schon bei der ATP-Synthase und
den Komplexen III, und IV — von den seneszenten Kulturen nicht fortgefiihrt wird. Dies ist
hochstwahrscheinlich auf die andersartige Gewinnung der seneszenten Kulturen (siehe hierzu
Abschnitt 3.5.1) zurilickzufiihren, wodurch keine direkte Vergleichbarkeit mit den jiingeren

Kulturen gewéhrleistet ist.

Das nur wenig individueller Komplex I detektiert werden kann deckt sich mit friiheren Ergeb-

1[172, 173]

nissen aus Rattenhirngewebe, wo der iiberwiegende Tei oder sogar die komplette

[132]

Komplex I Menge in Form von Superkomplexen vorliegt. Dies deckt sich weiterhin mit der

Tatsache, dass Komplex III, fiir eine ausreichende Stabilisierung von Komplex I notwendig
ist®*253 und vermutlich auch Komplex IV bei Assemblierung und Stabilitit von Komplex I
eine Rolle spielt'*** >/, Die Abnahme der Menge an individuellem Komplex I mit dem Alter
ist schwer zu interpretieren, da dies natiirlich einerseits — fiir den Fall, dass Komplex I
iiberwiegend in Superkomplexen vorliegt — positiv zu sehen ist, da individuell vorliegender
Komplex I vermutlich instabil und gegeniiber des in Superkomplexen stabilisierten Komplexes
weniger aktiv und leistungsfdahig ist sowie vermutlich mehr reaktive Sauerstoffspezies
produziert. Fiir den Energiehaushalt der Zelle ist somit das Vorliegen von moglichst wenig
individuellem Komplex I vorteilhaft. Letztendlich ist aber die Gesamtmenge von Komplex I

und vor allem die Verteilung dessen auf individuellen Komplex und Superkomplexe entschei-

dend, wie sie in Kapitel 5.1.5 diskutiert wird.

Ergebnisse und Diskussion 95



Gesamtmenge Komplex |

80 - | *

70

40 -

30 A

Intensitat [GU]

6d 9d 13d sen

Abbildung 5.1.21 Altersabhéngigkeit der Gesamtmenge von individuellem Komplex I. Aufgetragen ist jeweils die
Summe der Intensitdten des 78 kDa FeS-Proteins sowie der 49 kDa und 40 kDa Untereinheit von Komplex | in GU.
Die Intensitédten fir die drei Gelreplikate pro Kultur sowie die drei Individuen pro Altersstufe wurden zusammen-
gefasst, dargestellt ist der entsprechende Mittelwert pro Altersstufe. Es zeigt sich eine statistisch signifikante
Abnahme der Menge an individuellem Komplex | um 31% von den 6 zu den 9 Tage alten (p = 0,0305) und um
42% von den 6 zu den 13 Tage alten Kulturen (p = 0,0305). Die 16%-ige Abnahme von den 9 zu den 13 Tage
alten Proben und die 56%-ige Zunahme von den 13 Tage alten zu den seneszenten Individuen sind nicht
statistisch signifikant. Es ist eine altersbedingte Abnahme der Menge an individuellem Komplex | bereits zu
Anfang der Lebensspanne zu beobachten, die — wie schon bei der ATP-Synthase und den Komplexen Ill, und IV -
von den seneszenten Kulturen nicht fortgefiihrt wird. Dies ist hochstwahrscheinlich auf die andersartige Gewin-
nung der seneszenten Kulturen (siehe hierzu Abschnitt 3.5.1) zurlickzufiihren, wodurch keine direkte Vergleich-
barkeit mit den jingeren Proben gegeben ist. (* p <0,05; ** p < 0,01, *** p < 0,005, **** p <0,001)

5.1.1.5 Superkomplexe

Wie schon bei der Diskussion der quantitativen Ergebnisse fiir die Komplexe I, III, und IV
erwahnt, konnen diese nicht nur individuell oder in Form von Homooligomeren sondern auch
als spezifische Superkomplexe vorliegen. Bereits 1955 postulierten Chance & Williams™® das
sogenannte "steady state" oder "solid state" Modell, nach dem die Atmungskettenkomplexe I bis

IV geordnet vorliegen und spezifisch zu Superkomplexen zusammengelagert sind™. Im

)[257]

Gegensatz dazu steht das von Hackenbrock et al. (1986 veroffentlichte "Random Collision"

Modell, das davon ausgeht, dass die innere Mitochondrienmembran eine grof3e Fluiditét
besitzt und dass die Proteinkomplexe und Redoxkomponenten der oxidativen Phospho-
rylierung unabhingig voneinander lateral in der Membran diffundieren. Der Elektronen-
transfer erfolgt nach diesem Modell durch zuféllige Zusammenstof3e der Komplexe I bis IV mit
Ubichinon und Cytochrom c. Lange Zeit war das Random Collision Modell die in der Wissen-

schaft vorherrschende Meinung, basierend unter anderem auf der Isolierung funktionaler

[258]

individueller Atmungskettenkomplexe und fehlender elektronenmikroskopischer Auf-

[259]

nahmen assoziierter Komplexe”'. Selbst die Isolierung erster stabiler Superkomplexe von

[215]

Komplex Il und IV aus Paracoccus denitrificans'*">', dem thermophilen Bakterium PS31¢”

7[261]

und dem ebenfalls thermophilen Archaeon Sulfolobus sp. strain konnte dies nicht

96 Ergebnisse und Diskussion



andern, da dies als besondere Eigenart dieser beiden Reiche (Bacteria und Archaea) inter-
pretiert wurde. Nichtsdestotrotz konnten Ragan & Heron'**® bereits 1978 zeigen, dass die
Elektronentransferrate rekonstituierter Atmungskettenproteine hoher ist, wenn die Komplexe
in einer bestimmten Stochiometrie vorliegen und bei der Isolierung und Reinigung von

Proteinkomplexen der oxidativen Phosphorylierung konnte schon in den 60er Jahren des

20. Jahrhunderts oft die Co-Isolierung mehrerer Komplexe beobachtet werden!?® 26%267],

Wiéhrend der letzten 10 bis 15 Jahre konnten schlief3lich immer mehr Belege fiir die Existenz

spezifischer Superkomplexe erbracht werden, die das solid state Modell unterstiitzen. Die erste

biochemische Charakterisierung von Superkomplexen gelang Cruciat et al. (2000)°®) die in

Saccharomyces cerevisiae einen aus einem Komplex III Homodimer und einer Kopie von
Komplex IV  bestehenden Superkomplex identifizieren konnten sowie Schigger &
Pfeiffer (2000)™, die Superkomplexe mit einer Kopie von Komplex I, einem Homodimer von
Komplex III und bis zu vier Kopien von Komplex IV in Rinderherzmitochondrien identifizieren
konnten. Seitdem konnten Superkomplexe der oxidativen Phosphorylierung durch Verwen-
dung von nativer Gelelektrophorese, Gelfiltration und Immunopréazipitation in vielen verschie-

denen Organismen nachgewiesen werden, darunter Bakterien wie P. denitrificans™®®, hohere

[197, 269, 270] [5, 271, 272]

Pflanzen , verschiedene Saugetiere und auch die beiden filamentosen Pilze

[6 [198, 219]

Neurospora crassa® und Podospora anserina . Die Existenz stochiometrischer Super-

komplexe wird jedoch noch immer kontrovers diskutiert. Als mogliche Vorteile von Super-
komplexen gegeniiber dem Vorliegen individueller Komplexe werden eine Steigerung der
katalytischen Aktivitdt, Substratkanalisierung, Stabilisierung der individuellen Komplexe
sowie die Verhinderung der Generierung reaktiver Intermediate diskutiert”. Neuere Studien

legen sogar eine weitere, libergeordnete Strukturierung der Superkomplexe in sogenannte

[273] n[200, 218]

Megakomplexe oder '"respiratory strings nahe. Die am hiufigsten identifizierten

und am besten charakterisierten Superkomplexe sind III,IV; und IIL,IV, die beispielsweise in

4 yorkommen sowie I;III, und L,IIL,IV,. die unter anderem in Arabi-

[4, 194, 197, 216, 269]

Saccharomyces cerevisiae
dopsis thaliana und Rinderherzmitochondrien nachgewiesen werden konnten
Auch der Superkomplex I;IV; ohne Beteiligung von Komplex III, konnte bereits in verschie-

denen Organismen nachgewiesen werden'* ©% 27+ 273

Die Succinat-Dehydrogenase
(Komplex IT), die im Gegensatz zu den Komplexen I, III, und IV nicht als Protonenpumpe
fungiert und das Schliisselenzym des Citratzyklus darstellt'”’® *’7) konnte bisher nicht als

[4, 216, 268, 275, 278, 279]’ was auch

Bestandteil mitochondrialer Superkomplexe identifiziert werden
mit den Ergebnissen von Bianchi et al. (2004) 279 {ibereinstimmt, die kinetische Belege fiir die
Unabhéngigkeit von Komplex II liefern. Obwohl Superkomplexe der oxidativen Phosphorylier-

ung bisher in allen daraufhin untersuchten Organismen nachgewiesen werden konnten, ist die

Ergebnisse und Diskussion 97



Zusammensetzung der Atmungskette aus individuellen Komplexen und Superkomplexen
Spezies- und oft auch gewebespezifisch. In Pflanzen ist der Superkomplex LIII, der am

[194]

héaufigsten vorkommende'”™, wéhrend in Rinderherzmitochondrien vor allem I;III,IV;

t[213] t[9-11]

vorlieg . In Saccharomyces cerevisiae, die keinen Komplex I besitz , dominieren die
Superkomplexe III,IV; und IILIV,"™. Neuere Daten fithren auferdem zu der Annahme, dass
auch die Interaktionen der individuellen Komplexe innerhalb der Superkomplexe spezies-
oder reichspezifisch sind***’. Neben den Wechselwirkungen der individuellen Komplexe
untereinander spielt aul’erdem das Phospholipid Cardiolipin eine entscheidende Rolle bei der

[280-282]

Stabilisierung von Superkomplexen, wie bereits flir Saccharomyces cerevisiae und

[283]

Patienten mit Barth-Syndrom nachgewiesen werden konnte. Daraus konnte geschlossen

werden, dass Cardiolipin spezifisch fiir die Stabilisierung von Komplex III, und IV Interak-

tionen verantwortlich ist!?!%,

Im Rahmen dieser Arbeit konnen auf den 2D-BN/SDS-Gelen von Podospora anserina zwei
Superkomplexe mit den Stochiometrien LIILIV; und LIILIV, identifiziert werden, die in
fritheren Arbeiten mit b und ¢ bezeichnet wurden, was auch hier iibernommen werden soll. In
der Dissertation von Krause (2004)!" konnte zusatzlich Superkomplex a (I;11I,) bei P. anserina
detektiert werden und auch der in Saccharomyces cerevisiae dominierende™ Superkomplex
III,IV;, der unter anderem auch in Spinat“97] und verschiedenen Geweben von Rattus

(2721 yorkommt, konnte von Krause in P. anserina identifiziert werden'. Dabei stellt

norvegicus
III,IV; in Mitochondrien von seneszenten Wildtyp-Kulturen sogar den am héaufigsten vorkom-
menden Superkomplex dar, wdhrend in den entsprechenden juvenilen Kulturen Super-
komplex b (I;III,IV;) dominiert und IIL,IV; in wesentlich geringerer Menge vorliegt. Das
genaue Alter der mit ,juvenil“ und ,seneszent“ bezeichneten Kulturen ist in der Dissertation
von Krause (2004)™ nicht angegeben, was einen direkten Vergleich mit den im Rahmen der
vorliegenden Arbeit gewonnen Daten schwierig macht. Allerdings stammt der von Krause
verwendete Wildtyp ebenfalls aus dem Arbeitskreis von Prof. Osiewacz an der Goethe-
Universitdt Frankfurt am Main, so dass zumindest in dieser Hinsicht eine Vergleichbarkeit
gewahrleistet ist. Da zum Zeitpunkt der Dissertation von Krause (2004)™M die Methode der
quantitativen Fluoreszenzfarbung noch nicht im Arbeitskreis etabliert war, konnen diese
Daten aul’erdem nur qualitativ betrachtet und auch nur qualitativ mit den in dieser Arbeit
beschriebenen quantitativen Daten verglichen werden. In der Dissertation von Krause
(2004)™ wurde auRerdem die langlebige Mutante grisea untersucht, bei der eine Funktions-
verlustmutation im fiir den Transkriptionsfaktor GRISEA codierenden Gen vorliegt. Das

Fehlen dieses Transkriptionsfaktors fiihrt wiederum dazu, dass das fiir einen Kupfer-Trans-

porter codierende PaCtr3-Gen nicht exprimiert wird®” 2!, Da Kupfer ein Co-Faktor fiir die
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Cytochrom-c-Oxidase (Komplex IV) ist, fithrt die Grisea-Mutation zur Inaktivierung von
Komplex IV*”. Die Lebensspanne dieser Podospora-Mutante ist um etwa 60% verlingert™”,
Die in der Dissertation von Krause (2004)" gezeigten silbergefirbten 2D-BN/SDS-Gele der
grisea-Mutante von P. anserina zeigen, obwohl dort nicht diskutiert, ebenfalls Superkomplex
III,IV;, wobei dessen Menge — und die Menge von Superkomplexen im Allgemeinen — durch
die Zugabe von Kupfersulfat zum Kulturmedium deutlich erhoht werden konnte. Obwohl in
der vorliegenden Arbeit ebenfalls der im Arbeitskreis von Prof. Osiewacz kultivierte Wildtyp-
Stamm von P. anserina analysiert wird, konnen die Superkomplexe LIII, und III,IV; auf
keinem der fluoreszenz- oder silbergefarbten 2D-BN/SDS-Gele der zwolf Proben unterschied-
lichen Alters (vgl. Tabelle 5.1.1) detektiert werden. Dies konnte zum einen mit den im
Vergleich zu Krause (2004)™"' harscheren Solubilisierungsbedingungen (Digitonin/ Protein-
Verhéltnis 8:1 (w/w) anstatt 4:1 (w/w)) zusammenhédngen oder andererseits auf eine Veran-
derung des Podospora-,Wildtyps* aus dem Arbeitskreis von Prof. Osiewacz im Laufe der Zeit
zuriickzufiihren sein, da die in der vorliegenden Arbeit analysierten Proben aus dem Jahr
2009 stammen, wahrend die von Krause untersuchten Mitochondrien bereits 2003 oder
friither isoliert wurden. Zusétzlich ist anzumerken, dass die Isolierung der in der vorliegenden
Arbeit analysierten Mitochondrien in Anlehnung an Gredilla et al. (2006)*” erfolgte (vgl. Ab-
schnitt 3.5.1), wihrend die von Krause (2004)™ untersuchten Mitochondrien nach
Krause et al. (2004)*! isoliert sowie zusitzlich mittels Dichtegradienten-Zentrifugation

gereinigt wurden.

Fiir die Quantifizierung der Superkomplexe b (I;II[,IV;) und ¢ (II1I,IV,) aus den 2D-BN/SDS-
Gelen werden das 78 kDa FeS-Proteins sowie die 49 kDa und 40 kDa Untereinheit von
Komplex I und Core Protein 1 und 2 von Komplex III, herangezogen, die alle in der Kern-DNA

codiert sind'® 2t 238

. Da die entsprechenden Untereinheiten der individuellen Komplexe
bereits durch Vergleich mit Daten von Neurospora crassa identifiziert wurden (vgl. Ab-
schnitt 5.1.3 und 5.1.4) ist ihre Zuordnung innerhalb der Superkomplexe ebenfalls moglich.
Untereinheiten von Komplex IV sind zwar ebenfalls vorhanden, was ja auch zur Identifi-
zierung der beiden Superkomplexe als b (I;III,IV;) und c (LIII,IV,) beigetragen hat, zeigen
jedoch nur geringe Intensitdten und sind schwerer eindeutig zu identifizieren, so dass sie
nicht fiir die Quantifizierung der Superkomplexe herangezogen werden. Abbildung 5.1.22
zeigt auf einem Ausschnitt aus einem 2D-BN/SDS-Gel die fiir die Quantifizierung der Super-
komplexe verwendeten Untereinheiten von Komplex I und III,. Alle in diesem Kapitel darge-
stellten Daten sind auf das Porin der dufleren Mitochondrienmembran normiert, die ent-

sprechenden Daten fiir die anderen drei Normierungsmethoden finden sich im Anhang

(Abschnitt A.1.5).
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Abbildung 5.1.22 Ausschnitt aus einem SYPRO®Ruby gefirbten 2D-BN/SDS-Gel des 6 Tage alten Individuums
s(-)F89830 (Kulturnummer #52). Das 78 kDa FeS-Protein sowie die 49 kDa und 40 kDa Untereinheit von
Komplex | und Core Protein 1 und 2 von Komplex lll, als Bestandteile der Superkomplexe b (I4111,1V,) und ¢
(11111,1V5) sind rot markiert. Die mit Hilfe der Software Delta2D erhaltenen Intensitdten dieser Untereinheiten
werden flr die nachfolgende quantitative Analyse dieser beiden Superkomplexe in P. anserina verwendet.

Superkomplex b (I1111,1V;) und ¢ (I;111,1V>)

Abbildung 5.1.23 zeigt die Intensitdten des 78 kDa FeS-Proteins sowie der 49 kDa und 40 kDa
Untereinheit von Komplex I und des Core Proteins 1 und 2 von Komplex III, als Bestandteile
der Superkomplexe b (I;III,IV;) und ¢ (I;IIL,IV,) fiir alle zwolf Proben von Podospora anserina
(siehe Tabelle 5.1.1). Superkomplex b (I;II,IV;)liegt in allen Proben in deutlich grof3erer
Menge — etwa um den Faktor 4 — vor als Superkomplex ¢ (I;I1I,IV,). Das Verhéltnis von Super-
komplex b zu c scheint dabei jeweils konstant zu bleiben. Bei den 6 Tage alten Individuen sind
die Verhaltnisse der Intensitdten fiir die einzelnen Untereinheiten recht konstant und bilden
eine Art Pyramide, bei der das Core Protein 1 von Komplex III, die hochste Intensitét besitzt.
Auch untereinander zeigen die drei Individuen dieser Altersstufe sehr einheitliche Intensi-
taten. Beide Beobachtungen gelten fiir Superkomplex b und c gleichermal3en. Die Intensitidten
der 9 und 13 Tage alten Individuen sind untereinander weniger konsistent als die 6 Tage
alten oder seneszenten Kulturen. Bei den 13 Tage alten Proben zeigt sich — wie auch schon fiir
die individuellen Komplexe I, III, und IV sowie die ATP-Synthase beobachtet — eine Abnahme
der Intensitdt von Kultur #54 zu #57. Das 9 Tage alte Individuum mit der Kulturnummer #65
weist erneut eine gegeniiber den anderen beiden Individuen dieser Altersstufe erhohte
Intensitdt auf. Auch diese Beobachtungen gelten fiir Superkomplexb (I;II[,IV;) und
¢ (ILII,IV,) gleichermalen. Im Vergleich zu den 6 Tage alten Kulturen zeigt sich bei den
anderen drei Altersstufen eine leicht verdnderte Zusammensetzung aus den fiinf betrachteten
Untereinheiten. Bei den 9 Tage alten Kulturen besitzt das Core Protein 1 von Komplex III,
noch immer die hochste Intensitdt, jedoch ist die bei den 6 Tage alten Proben vorhandene

Pyramiden-Form abhanden gekommen, da hier vor allem die 40 kDa Untereinheit von
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Abbildung 5.1.23 Altersabhéngige Intensitaten des 78 kDa FeS-Proteins sowie der 49 kDa und 40 kDa Unterein-
heit von Komplex | und des Core Proteins 1 und 2 von Komplex Ill, als Bestandteil der Superkomplexe b (I;111;1V,)
(A) und c (I4111,1V;) (B) aller zwolf Proben von Podospora anserina (siehe Tabelle 5.1.1) in GU. Die x-Achsen-
beschriftung gibt jeweils das Alter und die Kulturnummer des P. anserina Individuums an. Zur besseren Vergleich-
barkeit wurde fiir beide Diagramme der gleiche Maximalwert fir die y-Achse gewahlt. Da die Balken fiir Super-
komplex c somit aber sehr klein werden sind dessen Intensitdten in Abbildung 5.1.23 C ein weiteres Mal darge-
stellt. Bei allen Proben liegt etwa 4-mal so viel Superkomplex b wie c vor, wobei das Verhaltnis der beiden Super-
komplexe jeweils recht konstant bleibt. Die Individuen der 6 Tage alten und seneszenten Kulturen zeigen unter-
einander sehr ahnliche Intensitdten, wahrend bei den 13 Tage alten Proben die Intensitat von Kultur #54 zu #57
abnimmt und das 9 Tage alte Individuum #65 eine wesentlich groBere Intensitat aufweist als die beiden anderen
Individuen dieser Gruppe. Bei den 6 und 9 Tage alten Kulturen weist stets das Core Protein 1 von Komplex Ill, die

hochste Intensitat auf, wahrend dies bei den 13 Tage alten und seneszenten Proben fiir die 49 kDa und 40 kDa
Untereinheit von Komplex | gilt.
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Abbildung 5.1.23 C  Eine detaillierte Abbildungsbeschriftung befindet sich auf der vorhergehenden Seite.

Komplex I eine vergleichsweise grol3ere Intensitdt aufweist. Bei den 13 Tage alten und senes-
zenten Proben weisen die 49 kDa und 40 kDa Untereinheit von Komplex I die hochsten Inten-
sititen auf, wihrend das Core Protein 1 von Komplex III, nun nach der 78 kDa Untereinheit
von Komplex I die zweitgeringste Intensitdt besitzt. Dies gilt fiir die 13 Tage alten Kulturen
und die seneszenten Individuen #62 und #60 gleichermalfen fiir Superkomplex b (I;IIL,IV;)
und c (I,III,IV,), das seneszente Individuum mit der Kulturnummer #61 zeigt hingegen nur
bei Superkomplex b dieses Verhalten, wahrend fiir Superkomplex c die Pyramiden-Form der
6 Tage alten Kulturen zu erkennen ist. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass diese
vermeintlichen Verdnderungen der Zusammensetzung der Superkomplexe auf Ungenauig-
keiten bei der quantitativen Auswertung mit der Software Delta2D zuriickzufiihren sind, da
die Proteinbanden teilweise sehr dicht aneinander liegen und nur geringe Intensitdten
aufweisen. Andererseits sind die Verhéltnisse der Intensitdten innerhalb einer Altersstufe
recht konstant und auch zwischen Superkomplex b und c stimmen diese grof3tenteils {iberein
und zeigen keine zufdllige Verteilung. Da auch die gezeigten Standardabweichungen
zwischen den drei Gelreplikaten pro Probe nicht hoher sind als bei der Quantifizierung der
individuellen Komplexe oder der ATP-Synthase, kann dennoch davon ausgegangen werden,
dass die erhaltenen Daten ausreichend verldsslich und reproduzierbar sind. Um eine {iber-
sichtlichere Darstellung zu ermoglichen und da die Verhéltnisse der einzelnen Untereinheiten,
wie bereits erwdhnt, zumindest innerhalb einer Gruppe weitestgehend konstant sind, werden
die Intensitidten der fiinf betrachteten Untereinheiten von Komplex I bzw. III, aufaddiert und
es wird jeweils der Mittelwert der drei Individuen pro Altersstufe gebildet. Die daraus resul-
tierenden Intensititen fiir die vier Gruppen sowie das jeweilige Verhiltnis von Superkom-

plex b und c sind in Abbildung 5.1.24 dargestellt.
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Abbildung 5.1.24 Altersabhangiger Vergleich von Superkomplex b (11111,1V;) und c (I1111,1V;) (A) und Altersab-
hdngigkeit des Verhaltnisses der Intensitdten von Superkomplex b und c¢ (B). Die x-Achsenbeschriftung gibt
jeweils das Alter der Podospora anserina Individuen an. (A) Die Intensitaten fir die funf betrachteten Unterein-
heiten von Komplex | bzw. Ill, wurden addiert und die Werte fir die drei Individuen pro Altersstufe gemittelt. Bei
allen Altersstufen liegt deutlich mehr Superkomplex b als ¢ vor und der Unterschied der aufsummierten Intensi-
taten ist dabei innerhalb einer Gruppe stets statistisch signifikant (6d, 9d, sen: p <0,001; 13d: p <0,005). Die
6 Tage alten Kulturen scheinen insgesamt mehr Superkomplexe zu besitzen, als die anderen drei Altersstufen.
(B) Verhéltnis der Intensitaten von Superkomplex b zu c bei den vier Altersstufen. Gezeigt ist der Mittelwert fir
die drei Individuen pro Altersstufe, die Werte basieren auf der Summe der finf betrachteten Untereinheiten von
Komplex I bzw. IlI,. Es zeigt sich eine statistisch signifikante Zunahme des Verhaltnisses von Superkomplex b zu ¢
um jeweils 28% von den 6 bzw. 9 Tage alten zu den 13 Tage alten Kulturen (p = 0,0380 bzw. 0,0243). (* p < 0,05;
**p<0,01, *** p<0,005, **** p<0,001)
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In Abbildung 5.1.24 A lésst sich nochmals eindeutig erkennen, dass bei allen vier Altersstufen
jeweils deutlich mehr Superkomplex b (I;1I1,IV;) als ¢ (I;III,IV,) vorliegt. Der Unterschied der
aufsummierten Intensititen fiir Superkomplex b und c innerhalb einer Gruppe ist dabei stets
statistisch signifikant (6d, 9d, sen: p < 0,001; 13d: p < 0,005). Die 6 Tage alten Kulturen
besitzen offensichtlich eine grofere Menge an beiden Superkomplexen, als die drei anderen
Altersstufen. Dies wird anhand der Gesamtmenge der Superkomplexe in Abbildung 5.1.25
ausfiihrlich diskutiert. Das Verhéltnis von Superkomplex b zu c ist fiir alle Altersstufen grof3er
4, so dass Superkomplex b mit einer Kopie von Komplex I einem Homodimer von Komplex III
und einer Kopie von Komplex IV stets dominiert. Dies stimmt zum Teil mit den Daten aus der
Dissertation von Krause (2004)" iiberein, wo in juvenilen Wildtyp-Kulturen von Podospora
anserina ebenfalls Superkomplex b vorherrscht, in seneszenten Kulturen allerdings III,IV; den
am héaufigsten vorkommenden Superkomplex darstellt, der in der vorliegenden Arbeit gar
nicht identifiziert werden konnte. Fiir die 6 und 9 Tage alten Kulturen ist das Verhéltnis der
beiden Superkomplexe mit 4,55 und 4,57 nahezu gleich grol3, wéahrend es bei den 13 Tage
alten und seneszenten Proben mit 5,84 und 5,41 deutlich hoher liegt. Dabei ist aber nur die
jeweils 28%-ige Zunahme von den 6 bzw. 9 Tage alten zu den 13 Tage alten Kulturen
statistisch signifikant (p = 0,0380 bzw. 0,0243) und das Verhéltnis von Superkomplex b zu c
weist bei den 13 Tage alten Proben eine sehr gro3e Standardabweichung auf. Nichtsdesto-
trotz ist eine signifikante Zunahme der Menge an Superkomplex b (I;III,IV;) im Vergleich zu
Superkomplex ¢ (I;III,IV,) gegen Ende der Lebensspanne hin zu verzeichnen. Dies korreliert
mit der Beobachtung, dass die Menge an individuellem Komplex IV Monomer von den 6 zu
den 13 Tage alten Kulturen ebenfalls um 44% abnimmt (vgl. Abbildung 5.1.15), so dass in
alteren Podospora-Kulturen vermehrt Superkomplex b mit nur einer anstatt zwei Kopien von
Komplex IV gebildet wird. Welche Auswirkungen dies auf den Energiemetabolismus hat ist
schwer zu beurteilen, da nicht geklart ist, welcher Superkomplex bei Podospora anserina der
in Hinsicht auf Substratkanalisierung, Enzymaktivitatssteigerung etc. effektivste ist. Allerdings
zeigten Schifer et al. (2006)*”* in Rinderherzmitochondrien, dass die Aktivitit von Komplex I
in Superkomplex a (I;III,) nur halb so grof3 ist wie in Superkomplex b (I;II[,IV;) und auch die
Komplex III,-Aktivitdt in Superkomplex a wesentlich geringer ist als in Superkomplex b.
Wernicke et al. (2010)"*% konnten dies fiir die Komplex I-Aktivitit eines Parkinson-Modells in
Ratten bestitigen und Frenzel et al. (2010)"? ermittelten ebenfalls LIILIV; als den Super-
komplex mit der hochsten Komplex [-Aktivitit (analysiert: I;III,IVj3) in Rattencortex. Nimmt
man an, dass diese fiir Sduger gewonnenen Ergebnisse auch fiir den filament6sen Pilz Podo-
spora anserina giiltig sind, ware zu erwarten, dass die im Rahmen der vorliegenden Arbeit

ermittelte starke Abnahme der Menge an Superkomplex b bei den 13 im Vergleich zu den
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6 Tage alten Kulturen sowie die Zunahme des Verhaltnisses von Superkomplex b zu c schwer-
wiegende Auswirkungen auf den Energiemetabolismus des Organismus hat. Um dies besser
beurteilen zu konnen, sollten weiterfiihrende Studien die Aktivitit der Atmungsketten-
komplexe in ihrer individuellen Form sowie in den verschiedenen Superkomplexen beriick-
sichtigen. Zur noch jungen Theorie der sogenannten respiratory strings'>** *'®! kénnen die hier
gewonnen Daten zunéchst nicht beitragen, da fiir Sdugetiere der Aufbau aus L,II,IV,- und
I11,IV,-Einheiten™® und fiir Pflanzen (Kartoffel) LIII,IV, als Grundeinheit™®”® postuliert wird,

die bei P. anserina alle nicht detektiert werden konnten.

Gesamtmenge der Superkomplexe

Abbildung 5.1.25 zeigt die Gesamtmenge an Superkomplexen bei den vier Altersstufen von
Podospora anserina. Daflir wurden die Intensitdten fiir Superkomplexb (I;II[,IV;) und c
(III1,IV,) addiert. Wie bereits anhand von Abbildung 5.1.24 A zu erwarten, besitzen die
6 Tage alten Kulturen am meisten Superkomplexe und es lassen sich statistisch signifikante
Abnahmen um 47% (6d:9d, p = 0,0071), 63% (6d:13d, p = 0,0007) und 39% (6d:sen,
p = 0,0017) feststellen. Am wenigsten Superkomplexe besitzen dabei die 13 Tage alten
Kulturen, von denen aus ein statistisch signifikanter Anstieg der Superkomplex-Menge um
68% (p = 0,0305) zu den seneszenten Proben zu beobachten ist. Damit enthalten die senes-
zenten nach den 6 Tage alten Kulturen am zweitmeisten Superkomplexe und fithren den
Trend einer Abnahme der Superkomplex-Menge mit dem Alter nicht fort. Dieses Verhalten
war auch schon bei der quantitativen Analyse der individuellen Atmungskettenkomplexe (vgl.
5.1.2 bis 5.1.4) und der ATP-Synthase (vgl. 5.1.1) zu beobachten und ist vermutlich auf die
andersartige Gewinnung der seneszenten Podospora-Kulturen zuriickzufiihren (siehe hierzu
Abschnitt 3.5.1), wodurch keine direkte Vergleichbarkeit mit den 6, 9 und 13 Tage alten

Proben gegeben ist.

Eine Abnahme der Superkomplex-Menge mit dem Alter konnte erhebliche Auswirkungen auf
den Energiehaushalt einer Zelle und die Produktion reaktiver Nebenprodukte haben, da die
Aufgaben spezifischer Superkomplexe der Atmungskettenkomplexe neben Stabilisierung der
individuellen Komplexe — speziell Komplex I'**® 250221 _ ynd Steigerung der katalytischen
Aktivitit insbesondere auch Substratkanalisierung und die Verhinderung der Bildung
reaktiver Intermediate umfassen'¥. Frenzel et al. (2010)"7* stellten ebenfalls eine 1,6-fache
Abnahme der Gesamtmenge der Superkomplexe I,II[,IV,3; (a-d) in Rattencortex fest. Die
Abnahme fiir die Superkomplexe b (I;III,IV;) und ¢ (I;III,IV,) betrug dabei 31% bzw. 41 %.

Andere Hirnareale zeigen jedoch teilweise sehr unterschiedliche Ergebnisse'*”). Da das
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Phospholipid Cardiolipin eine essentielle Rolle bei der Stabilisierung von Superkomplexen'®

280-283] [218]

— insbesondere der Komplex III, und IV Interaktionen — spielt, ist eine ergdnzende
Analyse der Cardiolipin-Menge sinnvoll. Dies wurde in der Diplomarbeit von Saager
(2010)™*°" mit den selben Proben, die fiir die hier diskutierte quantitative Analyse der
Atmungskettenkomplexe und Superkomplexe verwendet werden (siehe Tabelle 5.1.1), durch-
gefiihrt. Die Lipide wurden nach Appel (2008)"**' basierend auf Bligh & Dyer (1959) ¢!
isoliert und die Lipidzusammensetzung mittels Diinnschichtchromatographie bestimmt. Nach
Farbung mit Kupfersulfat-Phosphorsdure-Reagenz und anschlieRender Veraschung kénnen die
einzelnen Lipidklassen densitometrisch quantifiziert werden. Neben Cardiolipin konnte
Saager in ihrer Diplomarbeit!'*”) Phosphatidylcholin, Phosphatidylethanolamin und Phospha-
tidylinositol in den Mitochondrienmembranen von P. anserina detektieren und quantifizieren.
Bei allen vier Altersstufen ist Cardiolipin nur in geringen Mengen vorhanden und seine Menge
— angegeben in nmol Phosphat pro mg Protein — verdndert sich mit dem Alter nicht. Auch der
prozentuale Anteil des Cardiolipins an den betrachteten Lipiden verdndert sich nach den
Daten von Saager (2010)™?°! kaum. Somit scheint bei P. anserina kein Zusammenhang
zwischen der altersabhidngigen Abnahme der Superkomplex-Menge und der Cardiolipin-
Menge zu bestehen. Dabei muss allerdings beriicksichtigt werden, dass die Ergebnisse von
Saager (2010)"**! sich auf die ,alte“ Proteinkonzentration (sieche Tabelle 5.1.1) beziehen, da
zum Zeitpunkt der Anfertigung der Diplomarbeit nur diese zur Verfiigung stand. Eine direkte
Vergleichbarkeit mit den in der vorliegenden Arbeit auf Basis der Menge an Porin der duf3eren
Mitochondrienmembran diskutierten Daten ist somit nicht gegeben. Desweiteren postuliert
die sogenannte ,,membrane pacemaker® (,Membran-Schrittmacher”) Theorie des Alterns — eine
Erweiterung der Theorie der Freien Radikale — eine Verdnderung der Fettsdurezusammen-
setzung von Lipiden mit dem Alter, was eine grof3e Rolle bei der Lipidperoxidation und somit
auch beim Alternsprozess spielt®®”). Tatsichlich erkannten Lewin & Timiras bereits 1984, dass
sich die Fettsdurezusammensetzung von Lipiden — darunter auch Cardiolipin — mit dem Alter
verdndert?®, Neuere Studien zeigen beispielsweise eine Zunahme ungesittigter Fettsiuren
beim Cardiolipin des Rattenherzens, wobei die Menge an Cardiolipin jedoch konstant
bleibt'?**! sowie eine verinderte Fettsdurezusammensetzung bei Patienten mit Barth-Syndrom,
die entsprechend auch destabilisierte Superkomplexe aufweisen'?®*. Eine erginzende Analyse
der altersabhéngigen Fettsdurezusammensetzung von Podospora anserina Cardiolipin ist somit
fiir ein besseres Verstdndnis der hier beobachteten altersabhingigen Abnahme der Super-

komplex-Menge wiinschenswert.
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Abbildung 5.1.25 Altersabhédngige Intensitdten der Gesamtmenge an Superkomplexen, gewonnen aus der
Summe der Intensitdten von Superkomplex b (14111,1V;) und c (I1111,1V,). Die x-Achsenbeschriftung gibt jeweils das
Alter der Podospora anserina Individuen an. Die 6 Tage alten Kulturen besitzen am meisten Superkomplexe und
es zeigt sich eine statistisch signifikante Abnahme zu den 9 (-47%, p =0,0071) und 13 Tage alten (-63%,
p =0,0007) sowie seneszenten (-39%, p = 0,0017) Proben. Am wenigsten Superkomplexe besitzen die 13 Tage
alten Kulturen. Von diesen zu den seneszenten Proben erfolgt ein statistisch signifikanter Anstieg um 68%
(p = 0,0305), so dass die seneszenten nach den 6 Tage alten Kulturen am zweitmeisten Superkomplexe besitzen.
Damit fuhren die seneszenten Kulturen einmal mehr den Trend einer altersabhdngigen Abnahme nicht fort, was
héchstwahrscheinlich auf ihre andersartige Gewinnung (siehe hierzu Abschnitt 3.5.1) zurlckzufiihren ist,
wodurch keine direkte Vergleichbarkeit mit den 6, 9 und 13 Tage alten Proben gegeben ist. (* p <0,05; **
p<0,01, *** p<0,005, **** p<0,001)

Gesamtmenge individueller Komplex + Superkomplexe fir die Komplexe 11, und |

Mit Hilfe der quantitativen Daten fiir die Superkomplexe b (I;11I,IV;) und c ([;II[,IV,) kénnen
zusatzlich die Gesamtmenge der Komplexel und III, als individuelle Komplexe und als
Bestandteil von Superkomplexen sowie die prozentuale Verteilung auf die verschiedenen
Formen berechnet werden. Da Untereinheiten von Komplex IV in den Superkomplexen nur
geringe Intensitdten zeigen und schwer eindeutig zu identifizieren sind, werden sie nicht fiir
die Quantifizierung der Superkomplexe herangezogen und es ist folglich auch keine Berech-
nung der Gesamtmenge von Komplex IV inklusive der Komplex IV-enthaltenden Superkom-
plexe und der prozentuale Verteilung des Komplexes auf diese verschiedenen Formen

moglich.
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Gesamtmenge Komplex lll, inklusive Superkomplexe

In Abbildung 5.1.26 A ist die Gesamtmenge von Komplex III,, bestehend aus der Summe der
Intensitédten fiir Core Protein 1 und 2 des individuellen Komplexes und der Superkomplexe b
(IIII,IVy) und c (I;I1,IV,) dargestellt. Zum besseren Vergleich ist in Abbildung 5.1.26 B
zusatzlich nochmals die Gesamtmenge von individuellem Komplex III, ohne Berticksichtigung
der Superkomplexe gezeigt (siehe auch Abbildung 5.1.18). Beide Diagramme zeigen ein
nahezu identisches Bild. Wie individueller Komplex III, nimmt auch die Gesamtmenge dieses
Komplexes von den 6 zu den 13 Tage alten Kulturen stark ab, wéhrend die seneszenten
Proben in etwa die gleiche Menge an Komplex III, aufweisen wie die 9 Tage alten Kulturen.
Die 13 Tage alten Podospora-Kulturen besitzen nur noch 23 % der Komplex IlI,-Gesamtmenge
der 6 Tage alten Proben (p = 0,0003); bei individuellem KomplexIIl, sind es 21%
(p = 0,0003). Bezogen auf die Gesamtmenge von Komplex III, inklusive seinem Vorliegen in
Superkomplexen besitzen die 9 Tage alten Kulturen noch 53 % der Komplex III,-Gesamtmenge
der 6 Tage alten Proben (p = 0,0071); bei individuellem KomplexIIl, sind es 56%
(p = 0,0118). Die auf andere Weise als die jlingeren Proben gewonnenen seneszenten
Kulturen (siehe hierzu Abschnitt 3.5.1) setzen diesen Trend einer Abnahme der Gesamtmenge
von Komplex III, wie bereits erwdhnt nicht fort, sondern besitzen in etwa so viel Komplex III,
wie die 9 Tage alten Proben. Dies ist durch einen statistisch signifikanten Anstieg um 134 %
(p = 0,0041; individueller Komplex III, 144%, p = 0,0041) von den 13 Tage alten zu den
seneszenten Kulturen gekennzeichnet. Die Komplex III, Gesamtmenge zeigt somit unabhéngig
vom Vorliegen des Komplexes als individuelles Homodimer oder Bestandteil eines der Super-
komplexe b (I;II[,IV;) oder ¢ (I;III,IV,) die gleiche altersabhidngige Abnahme. Dieses Ergebnis
geht konform mit der ebenfalls altersabhidngigen Abnahme der Superkomplex-Menge (vgl.
Abbildung 5.1.25). Dabei scheint stets der gleiche Anteil von Komplex III, individuell bzw. in
Form von Superkomplexen vorzuliegen. Um dies zu {iiberpriifen ist in Abbildung 5.1.27 die
prozentuale Verteilung von Komplex III, auf individuelles Homodimer, Superkomplex b und
Superkomplex ¢ gezeigt. Es lasst sich erkennen, dass sich die prozentuale Verteilung von
Komplex III, auf die drei in der vorliegenden Arbeit vorkommenden und betrachteten Formen
im Verlauf des Alterns tatsdchlich kaum verdndert. Im Mittel liegen 43% als individueller
Komplex III,, 47 % als Superkomplex b (I;I1II,IV;) und 10% als Superkomplex ¢ (I;III,IV,) vor.
Bei den 13 Tage alten und seneszenten Kulturen von P. anserina zeigt sich jedoch eine leichte
Verschiebung zugunsten von Superkomplex b. Wahrend bei den 6 und 9 Tage alten Proben
nahezu der gleiche Prozentsatz von Komplex III, in Form von individuellem Komplex und
Superkomplex b vorliegt, verzeichnet der Superkomplex bei den 13 Tage alten und senes-

zenten Kulturen im Mittel 9 Prozentpunkte mehr als der individuelle Komplex III,.
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Abbildung 5.1.26 Altersabhéngigkeit der Gesamtmenge von Komplex Ill,, bestehend aus der Summe der Intensi-
taten flir Core Protein 1 und 2 des individuellen Komplexes und der Superkomplexe b (I4111,1V;) und ¢ (I4111,1V5)
(A) sowie Summe der Intensitdten des Core Proteins 1 und 2 von individuellem Komplex Il in GU (B). Die
x-Achsenbeschriftung gibt jeweils das Alter der Podospora anserina Individuen an. (A) Es zeigt sich eine statistisch
signifikante Abnahme der Komplex Ill, Menge sowohl von den 6 zu den 9 Tage alten (-47 %, p = 0,0071) als auch
von den 9 zu den 13 Tage alten Kulturen (-58%, p = 0,0305). Auch die 77 %-ige Abnahme von den 6 zu den
13 Tage alten Individuen ist statistisch signifikant (p = 0,0003). Fur B zeigt sich ein nahezu identisches Bild. Von
den 6 zu den 9 Tage alten Kulturen nimmt die Menge an individuellem Komplex 11l, um 44% ab (p = 0,0118), von
den 9 zu den 13 Tage alten um 63% (p = 0,0092). Auch die 79 %-ige Abnahme von den 6 zu den 13 Tage alten
Individuen ist statistisch signifikant (p = 0,0003). Die seneszenten Kulturen fihren den Trend einer graduellen Ab-
nahme der Komplex Ill, Menge weder bei A noch bei B fort. Daraus ergibt sich eine Zunahme um 134% bzw.
144% von den 13 Tage alten zu den seneszenten Kulturen (jeweils p = 0,0041). (* p<0,05; ** p<0,01, ***
p < 0,005, **** p <0,001)

Ergebnisse und Diskussion 109



Wie bereits in Kapitel 5.1.3 erwahnt, tragt Komplex III, zusammen mit den Komplexen I und
IV zum Aufbau eines elektrochemischen Protonengradienten {iber die innere Mitochondrien-
membran bei, mittels dessen die ATP-Synthase angetrieben wird"®!. Eine Abnahme der
Komplex ITII, Menge — vor allem in Kombination mit einer gleichzeitigen Abnahme von
Komplex I und IV - kénnte zu einem verringerten elektrochemischen Gradienten und somit zu
verminderter ATP-Synthese fithren, was ein Energiedefizit fiir die gesamte Zelle nach sich
zieht. Die prozentuale Verteilung von Komplex III, auf individuelles Homodimer und die
Superkomplexe b (I;11I,IV;) und ¢ (IIII,IV,) dndert sich zwar nicht maf3geblich mit dem Alter,
allerdings liegen dadurch in alteren Podospora-Kulturen aber auch insgesamt weniger Super-
komplexe vor. Wie bereits vorher diskutiert, konnte eine Abnahme der Superkomplex-Menge
mit dem Alter erhebliche Auswirkungen auf den Energiehaushalt einer Zelle und die Produk-
tion reaktiver Nebenprodukte haben, da Superkomplexe fiir die Stabilisierung der individu-

ellen Komplexe — insbesondere Komplex [2%% 2502521

— wichtig sind und auflerdem zur Steiger-
ung der katalytischen Aktivitit beitragen und durch Substratkanalisierung die Bildung reak-
tiver Intermediate vermindern'®. Bei Krause (2004)!"! liegen in juvenilen Podospora-Kulturen
etwa 50% der Gesamtmenge von Komplex III; in den Superkomplexen a-c (I;III,IV,,) vor,
wiahrend in seneszenten Kulturen individueller Komplex III, {iberwiegt. Im Gegensatz zu den
in der vorliegenden Arbeit gewonnenen Daten konnte Krause (2004)™ also eine altersab-
héngige Verdnderung der prozentualen Verteilung feststellen. Wie hier beschrieben fand

Krause (2004)™ jedoch auch eine generelle Abnahme des Gehalts an den Atmungsketten-

komplexen I, III,, IV und V (ATP-Synthase) in seneszenten, verglichen mit juvenilen Kulturen.

Gesamtmenge Komplex | inklusive Superkomplexe

In Abbildung 5.1.28 A ist die Gesamtmenge von Komplex I, bestehend aus der Summe der
Intensitiaten fiir das 78 kDa FeS-Protein sowie die 49 kDa und 40 kDa Untereinheit des
individuellen Komplexes und der Superkomplexe b (I;I1I,IV;) und ¢ (I;II[,IV,) dargestellt. Zum
besseren Vergleich ist in Abbildung 5.1.28 B zusidtzlich nochmals die Gesamtmenge von
individuellem KomplexI ohne Beriicksichtigung der Superkomplexe gezeigt (siehe auch
Abbildung 5.1.21). Es zeigt sich zunichst ein dhnliches Bild auf beiden Diagrammen, aller-
dings nimmt die Gesamtmenge von Komplex I mit Beriicksichtigung der Superkomplexe b und
c im Verlauf des Alterns etwas stérker ab als die Menge an individuellem Komplex I. In beiden
Féllen besitzen die 13 Tage alten Podospora-Kulturen am wenigsten KomplexI. Fiir die
Gesamtmenge von Komplex I sind es 49% weniger (p = 0,0041) als bei den 6 Tage alten
Kulturen, fiir individuellen KomplexI 42% (p = 0,0305). Von den 6 zu den 9 Tage alten
Proben ist eine Abnahme der Komplex I Menge um 41% (p = 0,0092), verglichen mit 31%
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Abbildung 5.1.27 Altersabhdngige prozentuale Verteilung von Komplex I, auf individuelles Homodimer sowie
Superkomplex b (11111,1V4) und c (14111,1V5). Die x-Achsenbeschriftung gibt jeweils das Alter der Podospora anserina
Individuen an. Es zeigt sich kaum eine Veranderung der prozentualen Verteilung von Komplex Ill, auf die drei in
der vorliegenden Arbeit vorkommenden und analysierten Formen mit dem Alter. Im Mittel liegen 43% von
Komplex Il als individuelles Homodimer, 47 % in Superkomplex b und 10% in Superkomplex c vor. Es zeigt sich
jedoch eine leichte Verschiebung zugunsten von Superkomplex b bei den 13 Tage alten und seneszenten
Kulturen. Wahrend bei den 6 und 9 Tage alten Proben nahezu der gleiche Prozentsatz von Komplex Ill, in Form
von individuellem Komplex und Superkomplex b vorliegt, verzeichnet der Superkomplex bei den 13 Tage alten
und seneszenten Kulturen im Mittel 9 Prozentpunkte mehr als individueller Komplex Il1,.

beim individuellen Komplex I (p = 0,0305) zu verzeichnen. Die seneszenten Kulturen besitzen
sowohl bei Betrachtung der Gesamtmenge als auch bei individuellem KomplexI nach den
6 Tage alten Proben am zweitmeisten KomplexI. Doch wéhrend sie bei individuellem
Komplex I nahezu die gleiche Menge, wie die 6 Tage alten Kulturen besitzen (-10%, statis-
tisch nicht signifikant), sind es bei der Gesamtmenge inklusive der Superkomplexe b und c
27% weniger (p = 0,0031). Das die seneszenten Kulturen den von den jiingeren Proben
gezeigten Trend nicht fortfiihren, ist im Rahmen der vorliegenden Arbeit fiir die gesamte
quantitative Analyse der Atmungskettenkomplexe und -superkomplexe von Podospora
anserina charakteristisch und mit groer Wahrscheinlichkeit auf die andersartige Gewinnung
der seneszenten Kulturen zuriickzufiihren (siehe hierzu Abschnitt 3.5.1). Im Gegensatz zu
Komplex III, nimmt die Menge an Komplex I bereits am Anfang der Lebensspanne recht stark
ab, da bei den 9 und 13 Tage alten Kulturen nahezu die gleiche Menge an Komplex I vorliegt,
wahrend die Komplex III, Menge sukzessive von den 6 zu den 13 Tage alten Kulturen
abnimmt (vgl. Abbildung 5.1.26). Wie schon Komplex III, zeigt jedoch auch die Gesamtmenge
von Komplex I unabhingig vom Vorliegen als individueller Komplex oder Bestandteil eines

der Superkomplexe b (I;III,IV;) und ¢ (I,III,IV,) die gleiche altersabhdngige Abnahme. Dieses

Ergebnisse und Diskussion 111



Ergebnis geht wiederum konform mit der ebenfalls altersabhidngigen Abnahme der Super-
komplex-Menge (vgl. Abbildung 5.1.25). Wie schon bei Komplex III, scheint auch bei
Komplex I stets der gleiche Anteil individuell bzw. in Form von Superkomplexen vorzuliegen.
Um dies zu liberpriifen ist in Abbildung 5.1.29 die prozentuale Verteilung von Komplex I auf
individuellen Komplex, Superkomplex b (I;II[,IV;) und Superkomplex c (I;III,IV,) gezeigt. Wie
schon bei Komplex III, zeigt sich auch bei Komplex I keine signifikante Verdnderung der
Verteilung auf individuellen Komplex und die Superkomplexeb und c¢ mit dem Alter. Im
Mittel liegen 26% der Komplex I Gesamtmenge als individueller Komplex, 63% als Super-
komplexb und 11% als Superkomplexc vor. In Ubereinstimmung mit den Daten fiir
Komplex III, (vgl. Abbildung 5.1.27) liegt auch bei KomplexI der geringste Prozentsatz als
Superkomplex ¢ (I;III,IV,) vor. Anders als bei Komplex III, verteilen sich die restlichen
Prozente jedoch nicht nahezu gleich auf individuellen Komplex und Superkomplex b
(I,III,IVy), sondern letzterer enthdlt mit im Mittel 63% den Grofteil der Gesamtmenge an
Komplex I. Im Vergleich zu den 6 Tage alten Kulturen kann man bei den dlteren Proben einen
leichten Anstieg des Prozentsatzes an freiem Komplex I von 23 % bei den 6 Tage alten auf im
Mittel 27% bei den 9 und 13 Tage alten sowie seneszenten Proben feststellen, der jedoch

nicht statistisch signifikant ist.

Wie Komplex III, trdgt auch KomplexI zum Aufbau eines elektrochemischen Protonen-
gradienten {iber die innere Mitochondrienmembran bei, mittels dessen die ATP-Synthase
angetrieben wird"®". Die Abnahme der KomplexI Gesamtmenge mit dem Alter in
Kombination mit der ebenfalls festgestellten Abnahme der Mengen von Komplex III, (vgl.
Abbildung 5.1.26) und - wenn auch weniger stark — Komplex IV (vgl. Abbildung 5.1.15)
konnte somit ein verringertes elektrochemisches Potential und daraus resultierend eine
verminderte ATP-Synthese nach sich ziehen, was ein Energiedefizit fiir die gesamte Zelle,
gegebenenfalls aber auch eine verminderte Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies
bedeuten wiirde. In Ubereinstimmung mit den Daten fiir KomplexIIl, dndert sich die
Verteilung von Komplex I auf individuellen Komplex und die Superkomplexe b (I;III,IV;) und
¢ (LLIIL,IV,) zwar nicht maldgeblich mit dem Alter, allerdings liegen dadurch in é&lteren
Podospora-Kulturen auch insgesamt weniger Superkomplexe vor. Wie ebenfalls bereits frither
diskutiert sind Superkomplexe fiir die Stabilisierung der individuellen Atmungsketten

Komplexe — insbesondere Komplex [?3% 250-252]

— wichtig, tragen zur Steigerung der kataly-
tischen Aktivitdit bei und konnen durch Substratkanalisierung die Bildung reaktiver
Intermediate vermindern'”. Eine Abnahme der Superkomplex-Menge mit dem Alter kénnte
somit erhebliche Auswirkungen auf den Energiehaushalt einer Zelle und die Produktion

reaktiver Nebenprodukte haben. Krause (2004)™ konnte ebenfalls eine starke Abnahme der
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Abbildung 5.1.28 Altersabhéngigkeit der Gesamtmenge von Komplex I, bestehend aus der Summe der Intensi-
taten fir das 78 kDa FeS-Protein sowie die 49 kDa und 40 kDa Untereinheit des individuellen Komplexes und der
Superkomplexe b (1;111;1V4) und ¢ (4111,1V,) (A) sowie Summe der Intensitaten des 78 kDa FeS-Proteins sowie der
49 kDa und 40 kDa Untereinheit von individuellem Komplex | (B) in GU. Die x-Achsenbeschriftung gibt jeweils das
Alter der Podospora anserina Individuen an. (A) Es zeigt sich eine statistisch signifikante Abnahme der Komplex |
Menge von den 6 Tage alten Kulturen zu den 9 Tage alten (-41%, p = 0,0092), 13 Tage alten (-49%, p = 0,0041)
sowie seneszenten (-27%, p = 0,0031) Proben. Fiir B zeigt sich ein nahezu identisches Bild. Von den 6 zu den
9 Tage alten Kulturen nimmt die Menge an individuellem Komplex | um 31% ab (p = 0,0305), von den 6 zu den
13 Tage alten um 42% (p = 0,0305). Die seneszenten Kulturen fiihren den Trend einer Abnahme der Komplex |
Menge bereits zu Beginn der Lebensspanne weder bei A noch bei B fort. Bei B enthalten sie jedoch fast genauso
viel Komplex | wie die 6 Tage alten Proben (-10%, statistisch nicht signifikant). (* p <0,05; ** p<0,01, ***
p <0,005, **** p <0,001)
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Abbildung 5.1.29 Altersabhédngige prozentuale Verteilung von Komplex | auf individuellen Komplex sowie Super-
komplex b (I411131V4) und c (11111,1V5). Die x-Achsenbeschriftung gibt jeweils das Alter der Podospora anserina Indi-
viduen an. Es zeigt sich kaum eine Verédnderung der prozentualen Verteilung von Komplex | auf die drei in der
vorliegenden Arbeit vorkommenden und analysierten Formen mit dem Alter. Im Mittel liegen 26% von
Komplex | als individueller Komplex, 63% in Superkomplexb und 11% in Superkomplex ¢ vor. In Uberein-
stimmung mit den Daten fiir Komplex 111, (vgl. Abbildung 5.1.27) liegt auch bei Komplex | der geringste Prozent-
satz als Superkomplex c vor. Anders als bei Komplex Ill, verteilen sich die restlichen Prozente jedoch nicht nahezu
gleich auf individuellen Komplex und Superkomplex b, sondern letzterer enthalt mit im Mittel 63 % den GrofBteil
der Gesamtmenge an Komplex I. Im Vergleich zu den 6 Tage alten Kulturen kann man bei den &alteren Proben
einen leichten Anstieg des Prozentsatzes an freiem Komplex | von 23% bei den 6 Tage alten auf im Mittel 27 %
bei den 9 und 13 Tage alten sowie seneszenten Proben feststellen, der jedoch nicht statistisch signifikant ist.

Menge an Komplex I in seneszenten verglichen mit juvenilen Podospora-Kulturen feststellen.
Im Gegensatz zu den in der vorliegenden Arbeit erhaltenen Daten fand Krause (2004)"
jedoch zusétzlich ein vermehrtes Vorliegen von individuellem KomplexI (> 50%) in senes-
zenten Kulturen, wihrend in juvenilen Proben die Hauptmenge von Komplex I in den Super-
komplexen a-c (I;III,IV,,) vorlag. Dass der iiberwiegende Teil von KomplexI in Form von
Superkomplexen vorliegt, wurde auch schon von Séhn (2010)"”' in Rattenhirn und Frenzel
et al. (2010)!"7% in Rattencortex festgestellt. Im Rahmen meiner Diplomarbeit lag Komplex I
im Gesamthirn von Ratten verschiedener Altersstufen ausschliellich in Form von Superkom-

1321 Dies lasst

plexen vor und es konnte gar kein individueller Komplex identifiziert werden
sich mit der Tatsache erkldren, dass die Ausbildung von Superkomplexen fiir Stabilitdt und
eventuell auch Assemblierung von KomplexI essentiell ist, da beispielsweise fehlender
Komplex III, oder IV im Bakterium Paracoccus denitrificans zu einer verringerten Komplex I
Menge fiihrt'®®” und auch im Menschen Mutationen von Genen fiir verschiedene Unterein-
heiten von Komplex III, sekundire Defekte von Komplex I nach sich ziehen'?** %% %521 vermut-

lich spielt auch Komplex IV bei Assemblierung und Stabilitit von Komplex I eine Rolle®* 5],
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5.1.1.6 Zusammenfassung

Durch die Kombination von blau-nativer und denaturierender Gelelektrophorese (2D-
BN/SDS-PAGE) und anschlieBende Firbung mit dem Fluoreszenzfarbstoff SYPRO®Ruby
konnten altersabhéngige Verdnderungen in der Menge der Komplexe und Superkomplexe der
oxidativen Phosphorylierung (OxPhos) von Podospora anserina mittels der Software Delta2D
ermittelt werden. Dabei wurde neben den individuellen Komplexen I, III, und IV auch die
ATP-Synthase (Komplex V) in ihrer monomeren und dimeren Form, sowie das Vorliegen von
freier F;-Kopfgruppe analysiert. Zusitzlich konnten die Superkomplexe b (I;III,IV;) und c
(III1,IV,) und damit auch die Gesamtmenge der Komplexe I und III, quantifiziert werden. In
Tabelle 5.1.2 sind die prozentualen Verdnderungen der untersuchten Komplexe und Super-
komplexe der oxidativen Phosphorylierung bezogen auf die jlingste Altersstufe (6 Tage)

zusammenfassend dargestellt.

Grundsatzlich kann eine Abnahme aller Komplexe und Superkomplexe der oxidativen Phos-
phorylierung bezogen auf die mit 6 Tagen jiingste Altersstufe festgestellt werden. Lediglich fiir
Komplex IV zeigen die seneszenten Kulturen eine Zunahme um 6% verglichen mit den 6 Tage
alten Proben (vgl. Tabelle 5.1.2). Wahrend von den 6 zu den 13 Tage alten Kulturen stets eine
kontinuierliche Abnahme erfolgt, so dass die Menge des betrachteten Komplexes oder Super-
komplexes bei den 13 Tage alten Proben immer am geringsten ist, setzen die seneszenten
Kulturen diesen Trend nie fort, sondern weisen oft in etwa die gleiche Menge wie die 9 Tage
alten Proben auf. Das dies tatsédchlich auf eine Zunahme der Menge an Komplexen und Super-
komplexen der oxidativen Phosphorylierung von den 13 Tage alten, zu den nur ein oder zwei
Tage élteren, seneszenten Kulturen (vgl. Tabelle 5.1.1) zuriickzufiihren ist, erscheint eher
unwahrscheinlich. Die seneszenten Kulturen wurden jedoch auf etwas andere Weise gewon-
nen als die 6, 9 und 13 Tage alten (siehe hierzu Abschnitt 5.3.1), so dass keine direkte
Vergleichbarkeit gegeben ist. Die in Tabelle 5.1.2 dargestellten Werte zeigen, dass die Menge
der Atmungskettenkomplexe und -superkomplexe bei Podospora anserina schon bei den
9 Tage alten Kulturen — also nach Erreichen von 60% bis 64 % ihrer Lebensspanne — um ein
Drittel bis die Halfte abgenommen hat. Lediglich Komplex IV bildet hier eine Ausnahme, da
dessen Menge von den 6 zu den 9 Tage alten Kulturen lediglich um 13% abnimmt. Bei den
13 Tage alten Kulturen ist schlieRlich selten noch mehr als die Hilfte der urspriinglichen
Menge bei den 6 Tage alten Proben vorhanden. Die Menge von individuellem Komplex III,
nimmt sogar um 79% ab, die Komplex III, Gesamtmenge unter Einbeziehung der Superkom-
plexe b (LIII,IV;) und ¢ (LII,IV,) um 77%. Die Menge an freier F;-Kopfgruppe der ATP-
Synthase ist bei den 13 Tage alten Kulturen zwar ebenfalls 77 % niedriger als bei den 6 Tage

alten, jedoch hat dies quasi keinen Einfluss auf die ATP-Synthase Gesamtmenge, so dass
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unabhingig vom Alter in etwa der gleiche Prozentsatz der ATP-Synthase als freier F;-Kopfteil

vorliegt. Das Monomer-Dimer-Verhéltnis der ATP-Synthase (vgl. Abbildung 5.1.8) liegt bei
den 13 Tage alten Proben um 38% hoher als bei den 6 und 9 Tage alten sowie seneszenten
Podospora-Kulturen. Die prozentuale Verteilung der KomplexeI und III, auf individuellen
Komplex sowie die Superkomplexe b und c (vgl. Abbildung 5.1.27 und 5.1.29) andert sich

nicht maldgeblich mit dem Alter.

Eine Abnahme der Komplexe und Superkomplexe der oxidativen Phosphorylierung mit dem
Alter fithrt mit gro3er Wahrscheinlichkeit zu einer Beeintrachtigung des Energiehaushalts der
Zelle und konnte eine der Ursachen und/oder Konsequenzen des Alternsprozesses sein.
Zusétzlich ist jedoch auch mit einer Abnahme der Menge an reaktiven Sauerstoffspezies

(ROS) zu rechnen, da die Atmungskettenkomplexe — insbesondere Komplex I und III, — deren

Hauptquelle sind™*3Y,

Tabelle 5.1.2 Altersabhédngige Verdanderungen in der Menge der Komplexe und Superkomplexe der oxidativen
Phosphorylierung von Podospora anserina, ermittelt anhand von SYPRO®Ruby gefarbten 2D-BN/SDS-Gelen. Alle
Veranderungen sind in Prozent bezogen auf die jingste Altersgruppe (6 Tage) angegeben. Innerhalb jeder Alters-
stufe standen drei Individuen zur Verfligung (sieche Tabelle 5.1.1) und es wurden jeweils drei Gelreplikate pro Indivi-
duum angefertigt. In der Regel ist eine Abnahme der Komplexe und Superkomplexe der oxidativen Phospho-
rylierung mit dem Alter zu verzeichnen; die Zunahme an Komplex IV bei den seneszenten Kulturen ist in rot
gekennzeichnet. Die Ergebnisse beziehen sich auf die Normierung auf das Porin der duBeren Mitochondrien-
membran (Normierungsfaktoren im Anhang, Tabelle A.1). Sédmtliche Werte wurden durch Mittelung der drei Gele
pro Individuum sowie der drei Individuen pro Altersstufe gewonnen; alle Veranderungen sind unabhangig von
ihrer statistischen Signifikanz aufgelistet.

OxPh Veranderung bezogen auf die 6 Tage alten Kulturen
xPhos
9 Tage 13 Tage seneszent
Komplex IV -13% -44% +6%
Individuelle
K | Komplex Ill, -44% -79% -50%
omplexe
Komplex | -31% -42% -10%
b (1;111,1V4) -47% -62% -37%
Superkomplexe
c (I411131V3) -47% -70% -47 %
Monomer -50% -55% -42%
ATP-Synthase Dimer -46 % -62% -34%
freier Fy-Teil -40% -72% -65%
Komplex Ill, -47 % -77% -47 %
Komplex | -41% -49% -27%
Gesamtmenge ATP-Synthase -48% -58% -39%
ATP-Synthase (inkl. F;-Teil) -48% -59% -40%
Superkomplexe -47 % -63% -39%
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5.1.2 Analyse posttranslationaler Modifikationen mittels LC-ESI-MS/MS

Die Abnahme der Syntheserate fiir Proteine ist zwar eine der am hé&ufigsten beobachteten
altersabhingigen Verianderungen auf biochemischer Ebene!®”, der Prozess des Alterns beein-
flusst jedoch auch das Vorkommen posttranslationaler Modifikationen. Es ist eine Vielzahl
verschiedener posttranslationaler Modifikationen bekannt, die unter anderem Aktivitét,
Stabilitit, Spezifitit, Transport und Lebensspanne eines Proteins bestimmen™®”. Etliche dieser
Modifikationen unterliegen einer strengen enzymatischen Regulation, im Rahmen dieser
Arbeit liegt das Augenmerk jedoch auf zufillig auftretenden nicht-enzymatischen Modifika-

tionen, die keiner Regulierung unterliegen'*" %!,

Dass reaktive Sauerstoffspezies (ROS von engl. reactive oxygen species) beim Alternsprozess

eine Rolle spielen, wurde bereits 1956 von Harman'**

postuliert und ist mittlerweile eine
vielbeachtete wissenschaftliche Hypothese. In den letzten Jahren entwickelte sich schlief3lich
die sogenannte ,garbage catastrophe theory“ (Miillkatastrophen-Theorie), die ROS fiir die
Akkumulation altersabhingiger Schiadigungen von Biomolekiilen verantwortlich macht!?*+2%¢),

Studien oxidativ modifizierter Proteine zeigen unter anderem eine altersabhédngige Zunahme

[297] [298] [299]

carbonylierter Proteine'*””’, oxidierter Methionin-Reste'*”™, vernetzter und glycosylierter

Proteine®®”. Da die Komplexe I und III, der oxidativen Phosphorylierung die Hauptquelle fiir

Superoxidradikal-Anionen (O,") darstellen™*3"

, und bei Eukaryoten in der inneren Mitochon-
drienmembran lokalisiert sind, sind mitochondriale Proteine — und natiirlich auch Lipide und
die mtDNA - besonders von oxidativen Schiden betroffen. Hunzinger et al. (2006)7°"
konnten bei der mitochondrialen Aconitase-2 aus Rinderherzmitochondrien die oxidative
Modifikation N-Formylkynurenin identifizieren, die auf einen zweifach oxidierten Trypto-
phan-Rest zuriickgeht. N-Formylkynurenin kann enzymatisch und nicht-enzymatisch

entstehen™%

und reflektiert ein direktes Ereignis innerhalb der Kette oxidativer Schéadi-
gungen, da Tryptophan ein direktes Angriffsziel fiir ROS darstellt®!. Hunzinger
et al. (2006)° sowie vor ihnen bereits Taylor et al. (2003)?% konnten auRerdem zeigen,
dass N-Formylkynurenin relativ leicht massenspektrometrisch analysiert werden kann.
Groebe et al. (2007)™ analysierten Mitochondrien juveniler und seneszenter Podospora
anserina Kulturen und konnten neben einer generellen Zunahme der Menge von SAM-
abhingiger O-Methyltransferase (SAM-OMT) in seneszenten Kulturen aul3erdem N-Formyl-
kynurenin-Modifikationen dieses Enzyms feststellen. Diese beschrinkten sich spezifisch auf
drei Tryptophan-Reste und wéhrend in juvenilen Kulturen etwa 25% der SAM-OMT
modifiziert waren, trugen in den seneszenten Proben circa 50% die Modifikation. Aufbauend

auf diesen Erkenntnissen werden im Rahmen der vorliegenden Arbeit ebenfalls Mitochondrien

juveniler und seneszenter P. anserina Kulturen (zur Verfiigung gestellt von der AG Osiewacz,
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Goethe-Universitdt Frankfurt am Main) auf diese Modifikation, sowie Hydroxy-Tryptophan
und Kynurenin (Strukturformeln in Abbildung 5.1.30) analysiert. Dabei wird die ATP-
Synthase als unverzichtbarer Energielieferant der Zelle als Untersuchungsobjekt ausgewahlt
und es stehen die in Tabelle 5.1.3 aufgefiihrten Proben zur Verfiigung (siehe auch
Abschnitt 3.5.1). Zusatzlich wird der Einfluss des kommerziell erhiltlichen Antioxidantien-
Cocktails SCAVEGR™ (Zusammensetzung siehe Tabelle 4.1.2) bei der Solubilisierung unter-
sucht. Ebenfalls analysiert wird der Effekt der Zugabe des Eisenchelators Desferal bei der
Isolierung der Mitochondrien auf den Oxidationsgrad des mitochondrialen Proteoms, da
zukiinftige Analysen von P. anserina Mitochondrien zu einem grof3en Teil oxidative Verdnder-
ungen des Proteoms durch den Alternsprozess beriicksichtigen sollen und dafiir eine artifi-
zielle Oxidation durch Probengewinnung und -bearbeitung bestmoglich ausgeschlossen
werden muss. Zu diesem Zweck wurden Mitochondrien derselben Kultur von Alexandra
Werner (AG Osiewacz, Goethe-Universitdt Frankfurt am Main) einmal mit und einmal ohne

Zusatz von Desferal isoliert (siehe Tabelle 5.1.4).

HaN-~ . HaNL . HaN-~
OO 0 O
/ o} (0]
NH H\K(H NH;,
(0]
Tryptophan Hydroxy-Tryptophan  AFormylkynurenin Kynurenin

Abbildung 5.1.30 Strukturformeln von Tryptophan sowie seinen oxidativen Modifikationen Hydroxy-Tryptophan,
MFormylkynurenin und Kynurenin.

Tabelle 5.1.3 Isolierte Mitochondrien von Podospora anserina fir die massenspektrometrische Analyse der ATP-
Synthase auf oxidative Modifikationen des Tryptophans (Hydroxy-Tryptophan, AtFormylkynurenin, Kynurenin,).
Angabe von Individuum, Alter, Kulturnummer und Proteinkonzentration.

Individuum  Alter Kulturnummer Proteinkonzentration [ug/pL]

s(-)F69190 ) #33 44,8
9d (juv)
s(-)F89041 #46 29,0
s(-)F69190 #40 30,9
sen
s(-)F89041 #47 34,6

Tabelle 5.1.4 Mit und ohne Zusatz des Eisenchelators Desferal isolierte Mitochondrien von Podospora anserina
unter Angabe von Individuum, Alter, Kulturnummer und Proteinkonzentration.

Individuum Alter [d] Kulturnummer Desferal Proteinkonzentration [ug/pL]
s(-)F111241 7 #81 - 12,1
s(-)F111241 7 #81 + 15,8
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Ebenfalls von Interesse ist die Reaktion des Elektrophils 4-Hydroxy-2-nonenal (HNE, Struktur-
formel in Abbildung 5.1.31) mit Proteinen. HNE entsteht endogen durch die Peroxidation n-6-
polyungesittigter Fettsiuren wie Arachidonsiure oder Linolsdure®®. Etwa 1-8% des in der
Zelle gebildeten HNE modifiziert Proteine**’. Dabei werden Michael-Addukte mit der Thiol-

t [304]

bzw. Amino-Gruppe von Cystein-, Histidin- oder Lysin-Resten gebilde , wobei die Reaktion

ti3%) Es konnten schon zahlreiche durch HNE modifizierte

mit Lysin jedoch reversibel is
Proteine nachgewiesen werden"”! darunter auch Komplex IV?*% %) und 11®'% der Atmungs-
kette. HNE konnte auch eine Rolle bei der Alzheimer-Krankheit spielen, da im Liquor von
Alzheimer-Patienten eine erhohte HNE-Konzentration gefunden wurde, was auf eine
verstarkte Lipidperoxidation hindeutet und HNE zu einem moglichen Biomarker fiir diese

Krankheit macht™!",

(0]
HSC\M\NH

OH

Abbildung 5.1.31 Strukturformel von 4-Hydroy-2-nonenal.

5.1.2.1 Spezifische Oxidation eines Tryptophan-Restes der ATP-Synthase a-Untereinheit von

P. anserina

Zur Analyse posttranslationaler Modifikationen der ATP-Synthase werden Mitochondrien der
juvenilen Kulturen #33 und #46 sowie der seneszenten Kulturen #40 und #47 (siehe
Tabelle 5.1.3) mit dem nichtionischen Detergens Digitonin und einem Protein/Detergens-
Verhiltnis von 1:4 (w/w) solubilisiert und anschlieend mittels blau-nativer Gelelektro-

)38 modifi-

phorese aufgetrennt. Nach Farbung der Gele mit einem nach Rexroth et al. (2003
zierten Coomassie-Farbeprotokoll (siehe Abschnitt 4.4.4.2) werden die Banden des ATP-
Synthase Monomers und Dimers ausgeschnitten und wie in Abschnitt 4.6.2.1 beschrieben fiir
die massenspektrometrische Analyse vorbereitet. Diese wird im Arbeitskreis von Prof. Rogner
an der Ruhr-Universitit Bochum von Dr. Sascha Rexroth und Dr. Ansgar Poetsch durchge-
fiihrt. Die mittels LC-ESI-MS/MS erhaltenen Daten werden mit der Software Xcalibur
(Thermo Electron Corporation) und dem BioworksBrowser von Thermo Fisher Scientific
verarbeitet. Die Analyse der MS/MS-Spektren erfolgt mittels des Software-Algorithmus
SEQUEST, der eine Kreuzkorrelations (XCorr) Scoring Routine verwendet, um Tandem-
Massenspektren mit einem anhand der Peptidsequenzen erstellten Muster-Spektrum zu
vergleichen. Fiir die Bewertung einer Ubereinstimmung wird dabei die Differenz zwischen
£13121

den beiden Sequenzen mit dem hochsten Rang (ACn) verwende Fur die

Datenauswertung im Rahmen der vorliegenden Arbeit werden die in Tabelle 5.1.5 aufge-
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fiihrten Filter verwendet. Fiir die Analyse der MRM-Daten (TSQ Vantage) werden Pinpoint
(Thermo Scientific) und der BioworksBrowser verwendet. Monoisotopische und mittlere

Massenabweichungen fiir alle betrachteten posttranslationalen Modifikationen werden der

«[313]

Online-Datenbank ,,UNIMOD protein modifications for mass spectrometry entnommen.

Zusétzlich wird stets die Oxidation von Methionin bertiicksichtigt, da diese bekanntermalien

t[314]

als Artefakt der Probenhandhabung entsteh und beispielsweise durch Reste von Peroxid

beim Gellauf hervorgerufen werden kann.

Tabelle 5.1.5 Fir die Analyse der MS/MS-Spektren mittels BioworksBrowser und SEQUEST verwendete Filter.

Typ Bereich Parameter
Peptid Peptid Wahrscheinlichkeit 0,001
Peptid XCorr vs. Ladungszustand 1,00, 2,00, 2,50, 3,00
Protein Protein Wahrscheinlichkeit 0,001

Quantifizierung mittels Spectral Counting

Mittels LC-ESI-MS/MS konnen in den untersuchten Proben jeweils die a- und B-Untereinheit
sowie weitere Untereinheiten der ATP-Synthase und teilweise einige zuséatzliche Proteine
identifiziert werden (Daten nicht gezeigt). Tryptophan-Reste sind in den Untereinheiten a, v,

[315], wobei in samtlichen

g, D, J, 4 und 6 der ATP-Synthase von Podospora anserina vorhanden
im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Analysen die a-Untereinheit als einzige
modifizierte Tryptophan-Reste aufweist. Die ATP-Synthase o-Untereinheit von P. anserina
besitzt drei Tryptophan-Reste®'® die sich in den Peptiden ILQWEADFLSHLK,
YSIVVAATASEAAPLQYLAPFTGASIGEWFR und KRWNSGNDETKK befinden, wobei letzteres
bei keiner der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten massenspektrometrischen Analysen
identifiziert werden kann. Die Berechnung des Instabilitdts-Index (II) fiir dieses Peptid mittels

ProtParam'®!”]

ergibt allerdings auch einen Wert von 87,27 und Proteine gelten ab einem
II > 40 als instabil®®. Von den beiden identifizierten Tryptophan-haltigen Peptiden
YSIVVAATASEAAPLQYLAPFTGASIGEWFR und ILQWEADFLSHLK kann lediglich letzteres
auch mit zu Hydroxy-Tryptophan (TrpOH), N-Formylkynurenin (NFKyn) oder Kynurenin
(Kyn) oxidiertem Tryptophan-Rest detektiert werden. Der Tryptophan-Rest des Peptids
ILQWEADFLSHLK der ATP-Synthase a-Untereinheit von Podospora anserina scheint somit
spezifisch oxidiert zu werden. Da Proben von juvenilen und seneszenten Proben gleicher-
malen analysiert werden und durch die Verwendung von blau-nativer Gelelektrophorese
zusatzlich zwischen monomerer und dimerer Form der ATP-Synthase unterschieden werden

kann, konnen sowohl die Altersabhédngigkeit des Vorkommens der drei Tryptophan-Modifika-

tionen TrpOH, NFKyn und Kyn als auch mogliche Unterschiede beziiglich Monomer und
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Dimer untersucht werden. Die Daten basieren auf zwei biologischen (verschiedene Individuen
von P.anserina) Replikaten pro Altersstufe sowie zwei technischen Replikaten
(Solubilisierung, BN-Gel, Verdau, MS-Analyse) pro Probe. In Abbildung 5.1.32 A sind die
Spectral Counts des modifizierten (TrpOH, NFKyn, Kyn), bezogen auf die Spectral Counts des
unmodifizierten Peptids ILQWEADFLSHLK fiir Monomer und Dimer der ATP-Synthase aus
juvenilen bzw. seneszenten Kulturen von Podospora anserina dargestellt. Die Daten fiir die
beiden Kulturen pro Altersstufe sowie die technischen Replikate sind bereits gemittelt.
Unabhidngig von Alter und Oligomerisierungsgrad der ATP-Synthase ist N-Formylkynurenin
(NFKyn) stets die am héaufigsten vertretene Modifikation, gefolgt von Hydroxy-Tryptophan
(TrpOH) und Kynurenin (Kyn). Die prozentuale Verteilung auf die drei betrachteten Modifika-
tionen des Tryptophans ist recht konstant und zeigt keine prdgnanten Unterschiede zwischen
juvenilen und seneszenten Kulturen oder Monomer und Dimer der ATP-Synthase. Im Mittel
liegen 28% TrpOH, 64 % NFKyn und 8 % Kyn, bezogen auf die Gesamtheit von modifiziertem
Peptid vor. Abbildung 5.1.32 B zeigt die aufsummierten Spectral Counts aller drei Modifika-
tionen bezogen auf die Spectral Counts des unmodifizierten Peptids ILQWEADFLSHLK, was
dem Prozentsatz an modifiziertem Peptid in der jeweiligen Probe entspricht. Das Dimer ist
sowohl bei den juvenilen als auch bei den seneszenten Kulturen starker modifiziert, jedoch ist
nur der Unterschied der juvenilen Kulturen — bei denen das Dimer 1,68-mal starker
modifiziert ist als das Monomer - statistisch signifikant (p = 0,0209). Das Dimer der
seneszenten Proben ist 1,66-mal stirker modifiziert als das Monomer, so dass die beiden
Formen der ATP-Synthase unabhidngig vom Alter im gleichen Verhiltnis von Tryptophan-
Oxidationen betroffen zu sein scheinen. Allerdings ist der Prozentsatz an modifiziertem Peptid
bei den seneszenten Proben grof3er, als bei den juvenilen Kulturen. Wahrend bei letzteren
11% des Monomers und 19% des Dimers modifiziert sind, so sind es bei den seneszenten

Proben 15% des Monomers und 24 % des Dimers (statistisch nicht signifikant).

Quantifizierung anhand der Peakfldche

Die in Tabelle 5.1.3 aufgefiihrten juvenilen und seneszenten Kulturen von Podospora anserina
werden zusdtzlich auch mittels MRM (multiple reaction monitoring, siehe Abschnitt 4.6.3)
analysiert, wobei jedoch nur ein technisches Replikat zur Verfiigung steht. Die Quantifi-
zierung erfolgt dabei anhand der Peakflache (siehe Abschnitt 4.8.2.2). Die Messungen werden
im Arbeitskreis von Prof. Rogner an der Ruhr-Universitdt Bochum von Dr. Sascha Rexroth und
Dr. Ansgar Poetsch an einem LTQ Orbitrap Massenspektrometer von Thermo Scientific unter
Verwendung der in Tabelle 5.1.6 aufgelisteten Ubergéinge durchgefiihrt. Dabei wird jeweils

ein Ubergang zu einem den Tryptophan-Rest und somit gegebenenfalls die Modifikation
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Abbildung 5.1.32 Altersabhéngiger Vergleich der Haufigkeit der oxidativen Tryptophan-Modifikationen
Hydroxy-Tryptophan (TrpOH), AtFormylkynurenin (NFKyn) und Kynurenin (Kyn) im Peptid ILQWEADFLSHLK der
ATP-Synthase o-Untereinheit von Podospora anserina. Aufgetragen sind die Spectral Counts des modifizierten,
bezogen auf die Spectral Counts des unmodifizierten Peptids. Die Werte fir die technischen und biologischen
Replikate wurden jeweils gemittelt. (A) Vergleich des altersabhdngigen Auftretens von TrpOH, NFKyn und Kyn
beim ATP-Synthase Monomer und Dimer juveniler und seneszenter Kulturen von P. anserina. NFKyn ist bei allen
Proben die haufigste Modifikation, gefolgt von TrpOH und Kyn. Die prozentuale Verteilung der drei Modifika-
tionen ist dabei unabhédngig vom Alter der Kultur und vom Oligomerisierungsgrad der ATP-Synthase. Im Mittel
liegen 28% TrpOH, 64% NFKyn und 8% Kyn, bezogen auf die Gesamtheit von modifiziertem Peptid vor.
(B) Aufsummierte Spectral Counts aller Modifikationen bezogen auf die Spectra/ Counts des unmodifizierten
Peptids. Sowohl in juvenilen als auch in seneszenten Kulturen ist das Dimer starker modifiziert, jedoch ist nur der
Unterscheid bei den juvenilen Kulturen - wo das Dimer 1,68-mal starker modifiziert ist als das Monomer -
statistisch signifikant (p =0,0209). Das Dimer der seneszenten Proben ist 1,66-mal starker modifiziert als das
Monomer, so dass die beiden Formen der ATP-Synthase unabhdngig vom Alter im gleichen Verhaltnis von
Tryptophan-Oxidationen betroffen zu sein scheinen. Der Prozentsatz an modifiziertem Peptid ist jedoch bei den
seneszenten Proben groBer als bei den juvenilen Kulturen. Wahrend bei letzteren 11% des Monomers und 19%
des Dimers modifiziert sind, so sind es bei den seneszenten Proben 15% des Monomers und 24% des Dimers
(statistisch nicht signifikant). (* p <0,05; ** p < 0,01, *** p < 0,005, **** p <0,001)
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tragenden Peptid sowie ein weiterer Ubergang zu einem Referenzfragment ohne den
Tryptophan-Rest gemessen. Wihrend die Uberginge zu den Tryptophan-haltigen Fragment-
Ionen lediglich dazu dienen, den Modifikationsgrad des Tryptophans zu bestimmen, wird das
Referenzfragment — das stets das Gleiche ist (vgl. Tabelle 5.1.6) — fiir die Quantifizierung
verwendet. Dafiir wird jeweils die Peakflache des Vorldufer-lons bestimmt. Wie schon bei der
Quantifizierung mittels Spectral Counting wird auch hier die Menge an modifiziertem pro
unmodifiziertem Peptid betrachtet, so dass fiir jede Probe der Quotient der Fldchen des

modifizierten und des unmodifizierten Peptids gebildet wird.

Tabelle 5.1.6 Vorlaufer- und Fragment-lonen fiir die Analyse der Oxidation eines spezifischen Tryptophan-Restes
der ATP-Synthase o-Untereinheit von Podospora anserina mittels MRM und eines LTQ Orbitrap Massenspektro-
meters. Es wird jeweils ein Ubergang zu einem Trp-haltigen Fragment-lon sowie zu einem Referenzpeptid
(ADFLSHLK) ohne den Tryptophan-Rest gemessen. Angegeben sind jeweils Peptidsequenz, Ladung und Masse
sowie beim Fragment-lon zusatzlich der lonentyp.

Vorlaufer-lon Fragment-lon
Peptidsequenz Ladung Masse Peptidsequenz lonen-Typ Ladung Masse
ILQWEADFLSHLK +2 800,43 WEADFLSHLK y10 +1 1245,63
ILQ(TrpOH)EADFLSHLK +2 808,43 ILQ(TrpOH)E b5 +1 686,35
ILQ(NFKyn)EADFLSHLK +2 816,43 Q(NFKyn)EADFLSHLK y11 +1 1405,67
ILQ(Kyn)EADFLSHLK +3 535,29 | Q(Kyn)EADFLSHLK y11 +2 689,34
ILQWEADFLSHLK +2 800,43
ILQ(TrpOH)EADFLSHLK +2 808,43
ADFLSHLK y8 +1 930,50
ILQ(NFKyn)EADFLSHLK +2 816,43
ILQ(Kyn)EADFLSHLK +2 802,43

In Abbildung 5.1.33 sind die Quotienten aus der Peakflache des modifizierten und des unmo-
difizierten Peptids einmal fiir alle drei Modifikationen des Tryptophans (A) und einmal fiir die
Summe der drei Modifikationen (B) aufgetragen. Da die Ergebnisse auf nur einem tech-
nischen Replikat beruhen, spiegeln die in Form von Fehlerbalken dargestellten Standardab-
weichungen die Unterschiede zwischen den Kulturen wider. Diese fallen teilweise sehr grof3
aus, insbesondere fiir das ATP-Synthase Dimer der juvenilen Kulturen. Da die gleichen
Podospora-Kulturen analysiert werden wie auch bei der Auswertung mittels Spectral Counting,
sind eigentlich vergleichbare Ergebnisse zu erwarten. Dies ist allerdings nicht der Fall. Schon
die Verteilung der drei Tryptophan-Modifikationen Hydroxy-Tryptophan (TrpOH), N-Formyl-
kynurenin (NFKyn) und Kynurenin (Kyn) stimmt nicht mit der mittels Spectral Counting erhal-
tenen {iberein (vgl. Abbildung 5.1.32 A). Wahrend dort stets NFKyn die am hé&ufigsten vor-
kommende Modifikation war — gefolgt von TrpOH und Kyn - zeigt die Auswertung anhand
der Peakfldchen ein vollkommen anderes Bild (Abbildung 5.1.33 A). Beim Dimer der juvenilen

Kulturen scheinen alle drei Modifikationen in gleicher Menge vorzukommen, wéhrend das
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Abbildung 5.1.33 Altersabhangiger Vergleich der Haufigkeit der oxidativen Tryptophan-Modifikationen
Hydroxy-Tryptophan (TrpOH), AtFormylkynurenin (NFKyn) und Kynurenin (Kyn) im Peptid ILQWEADFLSHLK der
ATP-Synthase a-Untereinheit von Podospora anserina. Aufgetragen ist jeweils das Verhaltnis der Peakflachen von
modifiziertem und unmodifiziertem Peptid. Die Werte fiir die beiden biologischen Replikate wurden gemittelt.
Da die Ergebnisse auf nur einem technischen Replikat beruhen, spiegeln die in Form von Fehlerbalken darge-
stellten Standardabweichungen die Unterschiede zwischen den Kulturen wider. Diese fallen teilweise sehr grof3
aus, insbesondere fir das ATP-Synthase Dimer der juvenilen Kulturen. (A) Vergleich des altersabhangigen
Auftretens von TrpOH, NFKyn und Kyn beim ATP-Synthase Monomer und Dimer juveniler und seneszenter
Kulturen von P. anserina. Im Gegensatz zur Auswertung anhand der Spectral Counts zeigt sich keine einheitliche
Verteilung auf die drei Modifikationen des Tryptophans. (B) Die Unterschiede in der Modifikation der ATP-
Synthase a-Untereinheit sind bei der Auswertung anhand der Peakflachen wesentlich geringer und aufgrund der
teilweise sehr groBen Standardabweichungen, sowie der geringen Anzahl technischer (1) und biologischer (2)
Replikate auch nicht statistisch signifikant. Tendenziell scheinen die juvenilen Kulturen geringfligig mehr modifi-
ziertes Tryptophan im Peptid ILQWEADFLSHLK der ATP-Synthase a-Untereinheit von Podospora anserina aufzu-
weisen, als die seneszenten.
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Dimer der seneszenten Proben etwa doppelt so viel NFKyn wie TrpOH jedoch gar kein Kyn
aufweist. Das Monomer zeigt sowohl bei den juvenilen als auch bei den seneszenten Proben in
etwa die gleiche Menge an TrpOH und NFKyn, jedoch ist diese bei den juvenilen grof3er und
bei den seneszenten geringer als die Menge an Kyn. Dementsprechend unterscheiden sich
auch die aufsummierten Werte fiir alle drei Modifikationen des Tryptophans (Abbil-
dung 5.1.33 B) von den anhand der Spectral Counts erhaltenen (vgl. Abbildung 5.1.32 B). Die
Unterschiede in der Modifikation der ATP-Synthase a-Untereinheit sind bei der Auswertung
anhand der Peakflichen wesentlich geringer und aufgrund der teilweise sehr groflen Stan-
dardabweichungen sowie der geringen Anzahl technischer (1) und biologischer (2) Replikate
auch nicht statistisch signifikant. Tendenziell scheinen die juvenilen Kulturen geringfiigig
mehr modifiziertes Tryptophan im Peptid ILQWEADFLSHLK der ATP-Synthase a-Untereinheit

von Podospora anserina aufzuweisen als die seneszenten.

Vergleich der Quantifizierungsmethoden

Ob eher die Ergebnisse des Spectral Counting oder der Quantifizierung mittels MRM und
Bestimmung der Peakfldche des Vorlaufer-lons den tatsdchlich in der Proben vorliegenden
Oxidationszustand des Tryptophan-Restes im Peptid ILQWEADFLSHLK der ATP-Synthase
a-Untereinheit von Podospora anserina widerspiegeln kann nicht mit Sicherheit gesagt
werden. Die Technik des Multiple Reaction Monitoring (MRM) ist zwar eine sehr spezifische
Methode (vgl. Abschnitt 4.6.3), jedoch ist das fiir diese Analyse eingesetzte Massenspektro-
meter (LTQ Orbitrap) nicht speziell fiir diese Technik ausgelegt und es wurden nur ein
technisches und zwei biologische Replikate verwendet. Zum Zeitpunkt dieser Messungen
stand das erheblich besser fiir die Anwendung der MRM-Technik geeignete TSQ Vantage
Triple-Quadrupol Massenspektrometer jedoch noch nicht zur Verfiigung. Fiir zukiinftige
Analysen wird empfohlen, die schnell und einfach durchzufithrende Methode des Spectral
Counting zu verwenden, wenn ein erster Uberblick {iber das Vorkommen einer oder mehrerer
Modifikationen gewiinscht wird. Sobald eine spezielle Modifikation eines bestimmten Proteins
bzw. Peptids jedoch von grof3erem wissenschaftlichen Interesse ist, sollte die absolute Quanti-

fizierung (AQUA) mittels interner Peptidstandards (siehe Abschnitt 4.8.2.3) genutzt werden.
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Absolute Quantifizierung (AQUA) — Auswahl und Optimierung der MRM-Ubergénge

Wie bereits im vorherigen Abschnitt iiber die Quantifizierung der Modifikationen des
Tryptophan-Restes im Peptid ILQWEADFLSHLK der ATP-Synthase o-Untereinheit von
Podospora anserina erwahnt, ist die absolute Quantifizierung mittels interner Standards
(AQUA) wie sie in Kapitel 4.8.2.3 beschrieben ist, die Methode der Wahl, wenn interessante
posttranslationale Modifikationen eines bestimmten Proteins bzw. Peptids analysiert werden
sollen. Auch im Rahmen der vorliegenden Arbeit wird die Kombination aus Multiple Reaction
Monitoring (MRM) und AQUA bevorzugt, um altersabhédngige Verdnderungen der Mengen an
Hydroxy-Tryptophan (TrpOH), N-Formylkynurenin (NFKyn) und Kynurenin (Kyn) im Peptid
ILQWEADFLSHLK der a-Untereinheit der ATP-Synthase in ihrer monomeren oder dimeren
Form zu quantifizieren. Dabei werden kommerziell erhéltliche, isotopenmarkierte Standard-
peptide (sieche Tabelle 4.8.1 und 4.8.2) verwendet. Neben dem unmodifizierten Peptid
ILQWEADFLSHLK sowie den die Modifikationen TrpOH, NFKyn und Kyn tragenden Analo-
gons wird aul’erdem ein weiteres isotopenmarkiertes Peptid der ATP-Synthase a-Unterein-
heit, das keine leicht oxidierbaren Aminosaurereste (vor allem Tryptophan, Methionin,
Glutamin und Asparagin) enthélt als Referenz fiir die Gesamtmenge an ATP-Synthase in einer
Probe verwendet. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wird dafiir das Peptid mit der Sequenz

HSLVIFDDLSK gewahlt.

Die Auswahl der MRM-Uberginge erfolgt anhand von Probemessungen mit den isotopen-
markierten Standardpeptiden. Da die Synthese des N-Formylkynurenin-tragenden Peptids
nicht erfolgreich war (siehe Abschnitt 4.8.2.3), werden die Uberginge fiir dieses anhand der
Intensitdten, die bei fritheren Messungen mit dem LTQ Orbitrap Massenspektrometer erzielt
wurden, ausgewihlt. Ebenso wird fiir die Uberginge der Peptide HSLVIFDDLSK und
EVAAFAQFGSDLDAATK verfahren, da ersteres zum Zeitpunkt der Optimierung noch nicht als
isotopenmarkiertes Standardpeptid zur Verfiigung stand und zweiteres sehr kurzfristig als
zusatzliches Peptid fiir die Identifizierung und Quantifizierung der ATP-Synthase a-Unterein-
heit herangezogen wurde, so dass das entsprechende Standardpeptid ebenfalls nicht vorhan-
den war. Fiir die Vorlaufer-Ionen des Peptids ILQWEADFLSHLK in seiner unmodifizierten
Form sowie mit TrpOH und Kyn gilt, dass die entsprechende dreifach positiv geladene Spezies
stets in wesentlich groBerer Menge vorhanden ist als die zweifach geladene. Es werden
sowohl fiir das zweifach als auch fiir das dreifach positiv geladene Vorlaufer-lon des Peptids
ILQWEADFLSHLK und seine drei modifizierten Analogons fiinf Uberginge sowie fiir die
beiden Referenzpeptide HSLVIFDDLSK und EVAAFAQFGSDLDAATK sechs Uberginge ausgeh-

end von den zweifach geladenen Vorldufer-Ionen bestimmt (siehe Tabelle 5.1.7 und 5.1.8).
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Tabelle 5.1.7 MRM-Ubergénge fiir das Peptid ILQWEADFLSHLK in unmodifizierter Form, sowie mit Hydroxy-
Tryptophan (TrpOH) und A:Formylkynurenin (NFKyn). Angegeben sind Peptidsequenz, Ladung und Masse des Vor-
laufer-lons sowie Peptidsequenz, lonentyp, Ladung und Masse des Fragment-lons und die verwendete Kollisions-
energie (KE). Die Massen in Klammern beziehen sich auf das entsprechende isotopenmarkierte Standardpeptid.

Vorlaufer-lon

Fragment-lon

KE [V]
Peptidsequenz Ladung Masse | Peptidsequenz lon Ladung Masse
LQWEADFLSHLK y12 +2 743,89 25
FLSHLK y6 +1 744,44 32
800,4
+
2 (803,9) ADFLSHLK y8 +1 930,50 25
EADFLSHLK y9 +1 1059,55 27
WEADFLSHLK y10 +1 1245,63 28
ILQWEADFLSHLK
ADFLSHLK y8 +2 465,76 17
LSHLK y5 +1 597,37 22
+3 >34,0 WEADFLSHLK 10 +2 623,32 16
(536,3) y '
QWEADFLSHLK y11 +2 687,35 15
FLSHLK y6 +1 744,44 17
686,35
ILQ(TrpOH)E b5 +1 (693.37) 27
FLSHLK y6 +1 744,44 32
9 808,4
(811,9) ADFLSHLK y8 +1 930,50 26
EADFLSHLK y9 +1 1059,55 25
(TrpOH)EADFLSHLK y10 +1 1261,63 27
ILQ(TrpOH)EADFLSHLK
EADFLSHLK y9 +2 530,28 15
(TrpOH)EADFLSHLK y10 +2 631,31 17
539,3 686,35
+3 (541.6) | "\Q(TrPOH)E b5 +1 (693.37) 18
Q(TrpOH)EADFLSHLK y11 +2 695,34 15
LQ(TrpOH)EADFLSHLK  y12 +2 751,89 16
FLSHLK y6 +1 744,44 32
LQ(NFKyn)EADFLSHLK  y12 +2 759,89 23
+2 816,4 | ADFLSHLK y8 +1 930,50 26
EADFLSHLK y9 +1 1059,55 25
(NFKyn)EADFLSHLK y10 +1 1277,63 27
ILQ(NFKyn)EADFLSHLK
EADFLSHLK y9 +2 530,28 15
(NFKyn)EADFLSHLK y10 +2 639,32 17
+3 544,6 | Q(NFKyn)EADFLSHLK y11 +2 703,35 18
LQ(NFKyn)EADFLSHLK  y12 +2 759,89 20
ILQ(NFKyn)EAD b7 +1 888,42 24
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Tabelle 5.1.8 MRM-Uberginge fir das die Kynurenin-Modifizierung (Kyn) enthaltende Peptid ILQWEADFLSHLK
sowie die beiden Referenzpeptide HSLVIFDDLSK und EVAAFAQFGSDLDAATK. Angegeben sind Peptidsequenz,
Ladung und Masse des Vorldufer-lons sowie Peptidsequenz, lonentyp, Ladung und Masse des Fragment-lons und
die verwendete Kollisionsenergie (KE). Die Massen in Klammern beziehen sich auf das entsprechende isotopen-
markierte Standardpeptid.

Vorlaufer-lon Fragment-lon
KE [V]
Peptidsequenz Ladung Masse | Peptidsequenz lon Ladung Masse
Q(Kyn)EADFLSHLK y11 +2 689,34 22
FLSHLK y6 +1 744,44 32
802,4 745,39
+2 (805.9) | 'LQ(KYn)EA b6 +1 (752.41) 23
ADFLSHLK y8 +1 930,50 26
(Kyn)EADFLSHLK y10 +1 1249,62 16
ILQ(Kyn)EADFLSHLK
(Kyn)EADFLSHLK y10 +2 625,31 16
Q(Kyn)EADFLSHLK y11 +2 689,34 16
+3 2353 | ElsHLK v6 +1 744,44 17
(337.6) 745,39
ILQ(Kyn)EA b6 +1 (752.41) 15
LQ(Kyn)EADFLSHLK y12 +2 745,89 20
HSLV b4 +1 437,25 25
DLSK y4 +1 462,26 25
HSLVI b5 +1 550,33 25
HSLVIFDDLSK +2 637,3
FDDLSK y6 +1 724,35 25
IFDDLSK y7 +1 837,44 25
VIFDDLSK y8 +1 936,50 25
SDLDAATK y8 +1 820,40 33
FGSDLDAATK y10 +1 1024,49 33
QFGSDLDAATK y11 +1 1152,55 33
EVAAFAQFGSDLDAATK +2 870,9
AQFGSDLDAATK y12 +1 1223,59 33
EVAAFAQFGSDLDA b14 +1 1422,65 33
EVAAFAQFGSDLDAA b15 +1 1493,60 33

Nach Auswahl der Uberginge werden fiir jeden Ubergang Kollisionsenergie (KE) und ,,S-Lens“
optimiert. Bei der sogenannten S-Lens handelt es sich um ein fiir das TSQ Vantage Triple-
Quadrupol Massenspektrometer neuartig entwickeltes, ionenoptisches Einlass-System, das ein
elektrostatisches Feld verwendet, um moglichst jedes erzeugte Ion effizient in das Massen-

3191 Fiir alle in den Tabellen 5.1.7 und 5.1.8 aufgefiihrten Uberginge

spektrometer zu leiten
wird eine S-Lens Einstellung von 66V verwendet. Zukiinftig kann die Kynurenylierung des
Peptids ILQWEADFLSHLK der ATP-Synthase a-Untereinheit von Podospora anserina mit Hilfe
der in den Tabellen 5.1.7 und 5.1.8 aufgefiihrten Angaben fiir geeignete MRM-Ubergénge und

den isotopenmarkierten Standardpeptiden somit absolut quantifiziert werden. Mit dieser
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Kombination aus MRM und AQUA wird im Rahmen der vorliegenden Arbeit auch der Einfluss
der Zugabe des Eisenchelators Desferal bei der Isolierung der Mitochondrien analysiert. Die
entsprechenden Daten werden in Abschnitt 5.1.2.4 vorgestellt und diskutiert. Des Weiteren
wird diese Methode im folgenden Kapitel 5.1.2.2 verwendet, um den Einfluss artifizieller

in vitro Oxidation mittels Fenton-Reagenz (siehe Abschnitt 4.7) zu analysieren.

5.1.2.2 Einfluss artifizieller /n vitro Oxidation mittels Fenton-Reagenz auf die Oxidation eines

spezifischen Tryptophan-Restes der ATP-Synthase a-Untereinheit von P. anserina

Bei der Analyse oxidativer Proteinmodifikationen ist es notwendig sicherzustellen, dass diese
physiologischen Ursprungs sind und nicht artifiziell durch Probenhandhabung und
-bearbeitung entstehen. Eine Positivkontrolle zeigt, ob die Proben durch die Einwirkung
zusdtzlichen oxidativen Stresses auch — wie zu erwarten wére — eine erhOhte Menge
oxidativer Modifikationen zeigen. Da bei der ATP-Synthase a-Untereinheit von Podospora
anserina die spezifische Oxidation des Tryptophan-Restes im Peptid ILQWEADFLSHLK zu
Hydroxy-Tryptophan (TrpOH), N-Formylkynurenin (NFKyn) und Kynurenin (Kyn) nachge-
wiesen werden konnte (vgl. Abschnitt 5.1.2.1), wird eine in vitro Oxidation der Proben nach
Manzanares et al. (2007)15! durchgefiihrt (siehe auch Kapitel 4.7). Diese konnten nach der
Behandlung von bovine lipid extract surfactant (BLES) mit Fenton-Reagenz fluoreszenzspektro-
skopisch NFKyn und Kyn nachweisen. Die Bestdtigung dieser Ergebnisse an Bacteriorho-
dopsin (BR) oder Rinderserumalbumin (BSA) war nicht moglich (Daten nicht gezeigt).
Obwohl ein fluoreszenzspektroskopischer Nachweis von NFKyn und Kyn nach 24-stiindiger
Inkubation bei 37°C bei diesen beiden Probesubstanzen nicht moglich war, wird im
Folgenden der Einfluss der Zugabe von Fenton-Reagenz bei der Solubilisierung von Membran-
proteinen aus Mitochondrien von Podospora anserina untersucht. Dafiir werden die juvenilen
Kulturen #33 und #40 sowie die seneszenten Kulturen #46 und #47 (siehe Tabelle 5.1.3)
jeweils einmal mit reguldrem und einmal mit Fenton-Reagenz-haltigem Solubi-
lisierungspuffer (siehe Tabelle 4.7.4) solubilisiert, mittels blau-nativer Gelelektrophorese
aufgetrennt und das resultierende Gel mit der nach Rexroth et al. (2003)138 modifizierten
Methode Coomassie-gefarbt (siehe Abschnitt 4.4.4.2). Im Vergleich zwischen oxidierter Probe
und Kontrolle lassen sich bereits auf dem Gel Unterschiede feststellen (siehe Abbil-
dung 5.1.34). Alle vier Kulturen zeigen nach der Behandlung mit Fenton-Reagenz eine
Verringerung der Bande von Superkomplex b (I,III,IV;), wihrend die Intensitdt der direkt
darunter gelegenen Bande (rote Pfeile in Abbildung 5.1.34) im Vergleich mit den nicht-
oxidierten Proben zugenommen hat. Es wird vermutet, dass es sich bei dieser Band um Super-

komplex a (I;III;) handelt. Dieser wurde zwar bei der Quantifizierung der Atmungsketten-
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komplexe und -superkomplexe (Kapitel 5.1.1) nicht identifiziert, allerdings wurden dort
andere Podospora-Kulturen analysiert, die aullerdem mit einem anderen Medium kultiviert
wurden (vgl. Abschnitt 3.5.1). Es kann also angenommen werden, dass die Inkubation mit
Fenton-Reagenz wahrend der Solubilisierung zu einer teilweisen Abspaltung der Komplex IV-
Kopie des Superkomplexes b und somit zu einem grof3eren Vorkommen von Superkomplex a
fiihrt. In Ubereinstimmung damit ist auBerdem eine im Vergleich zu den Kontroll-Proben
erhohte Menge an freiem Komplex IV zu erwarten. Zumindest fiir die beiden juvenilen
Kulturen ist dies auch der Fall, hier kann eine grof3ere Bandenintensitdt von Komplex IV; bei
den oxidierten als bei den unbehandelten Proben festgestellt werden (gelbe Pfeile in Abbil-
dung 5.1.34). Bei den beiden seneszenten Kulturen kann aufgrund der generell geringeren
Bandenintensitdten keine Aussage zu einer verdnderten Intensitit dieser Bande getroffen
werden. Diese Ergebnisse zeigen, dass die in vitro Oxidation mit Fenton-Reagenz definitiv
einen Einfluss auf die Probe hat — hier ganz konkret auf die Stabilitdt von Superkomplex b —
geben jedoch keine Auskunft, inwiefern oxidative Modifikationen im Allgemeinen und die

Kynurenylierung des Tryptophan-Restes im Peptid ILQWEADFLSHLK der ATP-Synthase

juvenil #33  seneszent #40  juvenil #46 seneszent #47
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Abbildung 5.1.34 Mit der nach Rexroth et a/. (2003)!'*®! modifizierten Methode Coomassie-gefarbtes BN-Gel. In
den beiden linken Spuren sind 15 pL HMW-Massenstandard sowie 70 ug Rinderherzmitochondrien als Referenz
aufgetragen. Es folgen je 250 pg mit einem Digitonin/ Protein-Verhéltnis von 4:1 (w/w) solubilisierte Podospora
anserina Mitochondrien der juvenilen Kulturen #33 und #46 sowie der seneszenten Kulturen #40 und #47, die
jeweils einmal mit reguldrem und einmal mit Fenton-Reagenz-haltigem (ox) Solubilisierungspuffer solubilisiert
wurden. Die oxidierten Proben zeigen eine Abnahme der Bandenintensitat fur Superkomplex b (14111,1V4) und
gleichzeitig eine verstarkte Intensitdt der direkt darunter gelegenen Bande (rote Pfeile), bei der es sich
vermutlich um Superkomplex a (I411l,) handelt. In Ubereinstimmung damit zeigt sich eine Zunahme der Komplex
IV,-Bande (gelbe Pfeile) bei den mit Fenton-Reagenz behandelten Proben - zumindest der juvenilen Kulturen.
Bei den seneszenten Proben sind die Bandenintensitdten generell geringer, so dass bei diesen keine Aussage
Uber eine veranderte Intensitdt der Komplex 1V,-Bande gemacht werden kann.
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a-Untereinheit von Podospora anserina im Besonderen betroffen sind. Um dies zu analysieren
werden die Banden des ATP-Synthase Monomers (V;) und Dimers (V,) ausgeschnitten und
wie in Abschnitt 4.6.2.1 beschrieben fiir die massenspektrometrische Analyse mittels MRM
(Abschnitt 4.6.3) vorbereitet. MS-Analyse und Auswertung der Messdaten wurden von
Dr. Sascha Rexroth und Dr. Ansgar Poetsch im Arbeitskreis von Prof. Rogner an der Ruhr-
Universitdt Bochum durchgefiihrt. Bei den mit Fenton-Reagenz behandelten Proben kann eine
grolere Menge des Peptids ILQWEADFLSHLK, sowohl unmodifiziert als auch in Form von
Hydroxy-Tryptophan, N-Formylkynurenin und Kynurenin, festgestellt werden (Daten nicht
gezeigt). Ob dies auf einen effektiveren Verdau, eine effektivere Solubilisierung oder einen
anderen Grund zuriickzufiihren ist, kann nicht beantwortet werden. Die Menge an unmodifi-
ziertem Peptid bleibt jedoch, unabhingig von der vorherigen in vitro Oxidation, innerhalb
einer Kultur gleich (Daten nicht gezeigt), so dass die Methode nach Manzanares et al.
(2007)"*Y bei Anwendung wihrend der 30-miniitigen Inkubationszeit der Solubilisierung
keinen Effekt auf die Kynurenylierung - zumindest des Tryptophan-Restes im Peptid
ILQWEADFLSHLK der ATP-Synthase a-Untereinheit von Podospora anserina — zu haben

scheint.

5.1.2.3 Einfluss von SCAVEGR™ auf die Oxidation von Tryptophan-Resten der ATP-Synthase

aus P. anserina

Um aussagekraftige Daten iiber oxidative Modifizierungen von Proteinen im Alter zu erhalten,
ist es wichtig, artifizielle Oxidationen, die bei der Probenhandhabung und -vorbereitung
entstehen konnen, moglichst auszuschliel3en. Meist werden dazu Mischungen verschiedener
Antioxidantien eingesetzt, die bei der Isolierung der Mitochondrien und/ oder Solubilisierung
der Membranproteine zugegeben werden. Brewer et al."*® konnten 2004 zeigen, dass die
Zugabe des Antioxidantien-Cocktails SCAVEGR™ (Zusammensetzung siehe Tabelle 4.1.2) bei
der Isolierung von Mitochondrien aus Rattenhirn zu einer Reduktion oxidierter Lipide um
40% sowie einer Erhohung der Respirations-Rate um 15% fiihrt. Da im Rahmen der vorlie-
genden Arbeit bereits isolierte Mitochondrien aus Podospora anserina zur Verfligung stehen,
ist eine Untersuchung des Einflusses von SCAVEGR™ bei der Isolierung der Mitochondrien
nicht moglich. Stattdessen wird iiberpriift, ob die Verwendung des Antioxidantien-Cocktails
bei der Solubilisierung der Mitochondrien einen Einfluss hat. Da bereits festgestellt werden
konnte, dass einer von drei Tryptophan-Resten der ATP-Synthase a-Untereinheit spezifisch
oxidiert bzw. kynurenyliert wird (siehe Abschnitt 5.1.2.1), wird der Einfluss von SCAVEGR™

ebenfalls anhand dieser Tryptophan-Reste analysiert.
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Analysiert werden die juvenile Kultur #33 sowie die seneszente Kultur #40 (siehe
Tabelle 5.1.3). Die isolierten Mitochondrien beider Kulturen werden mittels Digitonin bei
einem Detergens/ Protein-Verhaltnis von 4:1 (w/w) solubilisiert und anschliefend mittels BN-
PAGE aufgetrennt. Dabei erfolgt die Solubilisierung sowohl der juvenilen als auch der senes-
zenten Probe einmal mit und einmal ohne Zusatz von 2% (v/v) SCAVEGR™ zum Solubilisier-
ungspuffer (vgl. Tabelle 4.3.1). Zusatzlich werden als Referenz ebenfalls mit und ohne Zusatz
von SCAVEGR™ solubilisierte Rinderherzmitochondrien (BHM, von engl. bovine heart
mitochondria) aufgetragen. Das resultierende, mit kolloidalem Coomassie gefiarbte (siehe
Abschnitt 4.4.4.1) BN-Gel ist in Abbildung 5.1.35 gezeigt. Die Probenvorbereitung fiir die LC-
ESI-MS/MS-Analyse erfolgt wie in Kapitel 4.6.2.1 beschrieben. Die massenspektrometrische
Analyse wird von Dr. Sascha Rexroth in der Arbeitsgruppe von Prof. Rogner an der Ruhr-
Universitdt Bochum durchgefiihrt. Analysiert werden jeweils Dimer, Monomer und freier F;-
Teil der ATP-Synthase aus den Podospora anserina Proben (siehe Abbildung 5.1.35). Die
massenspektrometrischen Daten werden mittels der Software Xcalibur (Thermo Electron
Corporation) und des BioworksBrowser von Thermo Fisher Scientific verarbeitet. Die Analyse

der MS/MS-Spektren erfolgt mittels des Software-Algorithmus SEQUEST. Die monoiso-
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Abbildung 5.1.35 Mit Roti®-Blue gefirbtes BN-Gel. Aufgetragen sind je 70 ug mit und ohne Zugabe des Antioxi-
dantien-Cocktails SCAVEGR™ solubilisierte Rinderherzmitochondrien (BHM) sowie je 250 ug Mitochondrien aus
juvenilen (juv) bzw. seneszenten (sen) Kulturen von Podospora anserina, ebenfalls mit und ohne Zugabe von
SCAVEGR™. Die Solubilisierung erfolgt in allen Féllen mit dem nichtionischen Detergens Digitonin und einem
Protein/ Detergens-Verhaltnis von 1:4 (w/w). Angegeben ist die Proteinmenge vor Solubilisierung. Die juvenilen
und seneszenten Podospora-Proben stammen aus den Kulturen #33 und #40 (siehe Tabelle 5.1.3). Die Rinder-
herzmitochondrien dienen als Massenstandard und zur Identifizierung der ausgewahlten Banden in den Proben
von P, anserina. Die durch Zugabe von SCAVEGR™ bei der Solubilisierung zusatzlich vorhandenen, sehr stark
ausgepragten Banden, die durch Albumin und die weiteren Bestandteile (siehe hierzu Tabelle 4.1.2) des
Antioxidantien-Cocktails verursacht werden sind beschriftet. Die flir die massenspektrometrische Analyse ausge-
wahlten Banden des ATP-Synthase Dimers (V,), Monomers (V;) und der freien F-Kopfgruppe (F;) sind ebenfalls
beschriftet sowie durch rote Kasten markiert.
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topischen und mittleren Massenabweichungen fiir Hydroxy-Tryptophan (TrpOH), N-Formyl-
kynurenin (NFKyn) und Kynurenin (Kyn) werden der Online-Datenbank ,,UNIMOD protein

«[313]

modifications for mass spectrometry entnommen. Zusitzlich wird die Oxidation von

Methionin beriicksichtigt, da diese hiufig als Artefakt bei der Probenhandhabung entsteht'*'4],
Es werden die gleichen Filter fiir die Analyse der MS/MS-Spektren mittels des
BioworksBrowser und SEQUEST verwendet, wie schon in Abschnitt5.1.2.1 (siehe
Tabelle 5.1.5). Wie ebenfalls bereits in Abschnitt 5.1.2.1, konnen auch bei der Analyse von
P. anserina Mitochondrien mit und ohne Zugabe von SCAVEGR™ bei der Solubilisierung die
beiden Tryptophan-haltigen Peptide YSIVVAATASEAAPLQYLAPFTGASIGEWFR und
ILQWEADFLSHLK der ATP-Synthase o-Untereinheit identifiziert werden. Der dritte
Tryptophan-Rest dieser Untereinheit, der sich in der Sequenz KRWNSGNDETKK befindet'®!,
wird abermals nicht identifiziert. TrpOH, NFKyn und Kyn konnen - wie bereits in
Abschnitt 5.1.2.1 gezeigt — lediglich fiir das Peptid ILQWEADFLSHLK festgestellt werden.
Mittels der Methode des Spectral Counting (vgl. Abschnitt 4.8.2.1) wird die Haufigkeit des
Auftretens der drei Modifikationen im Bezug auf unmodifiziertes Tryptophan untersucht.
Verglichen werden die Daten fiir Monomer, Dimer und freie F;-Kopfgruppe der ATP-Synthase
juveniler und seneszenter Podospora-Kulturen mit und ohne Zugabe des Antioxidantien-
Cocktails SCAVEGR™. In Abbildung 5.1.36 A sind die Spectral Counts des modifizierten
(TrpOH, NFKyn, Kyn), bezogen auf die Spectral Counts des unmodifizierten Peptids
ILQWEADFLSHLK fiir die juvenile Podospora-Kultur #33 mit und ohne Zugabe von
SCAVEGR™ dargestellt. In Abbildung 5.1.36 B findet sich das entsprechende Diagramm fiir
die seneszente Kultur #40. Bei der juvenilen Kultur kann fiir die freie F;-Kopfgruppe der ATP-
Synthase weder mit noch ohne Zugabe von SCAVEGR™ oxidiertes Tryptophan identifiziert
werden. Allerdings kann bei der Probe des F;-Teils der juvenilen Kultur mit SCAVEGR™ nur
das Peptid IGLFGGAGVGK der ATP-Synthase identifiziert werden. Das im Rahmen dieser
Analyse betrachtete Peptid ILQWEADFLSHLK wird weder mit oxidiertem noch mit unmodifi-
ziertem Tryptophan-Rest detektiert. Da freier F;-Kopfteil der ATP-Synthase bei Podospora
anserina nur in sehr geringer Menge vorkommt (vgl. Abschnitt 5.1.1.1 und hier insbesondere
Abbildung 5.1.10), musste das Ausschneiden der entsprechenden Bande im BN-Gel (siehe
Abbildung 5.1.35) anhand der ungefdhren Position basierend auf der molaren Masse des F;-
Teils geschehen, da keine Bande erkennbar war. Es konnen folglich auch nur wenige Peptide
der ATP-Synthase in diesen Proben detektiert werden und die anhand der F;-Kopfgruppe
erhaltenen Ergebnisse fiir den Einfluss von SCAVEGR™ auf die Oxidation des Tryptophan-
Restes des Peptids ILQWEADFLSHLK der ATP-Synthase a-Untereinheit miissen als nicht repra-

sentativ betrachtet werden. Vergleicht man die Ergebnisse fiir Monomer und Dimer der juve-
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Abbildung 5.1.36 Altersabhéngiger Vergleich der Haufigkeit der oxidativen Tryptophan-Modifikationen Hydroxy-
Tryptophan (TrpOH), AtFormylkynurenin (NFKyn) und Kynurenin (Kyn) im Peptid ILQWEADFLSHLK der ATP-
Synthase a-Untereinheit von Podospora anserina in Bezug auf unmodifiziertes Tryptophan. Aufgetragen sind die
Spectral Counts des modifizierten (TrpOH, NFKyn, Kyn), bezogen auf die Spectra/ Counts des unmodifizierten
Peptids flr die juvenile Kultur #33 (A) sowie die seneszente Kultur #40 (B), jeweils mit und ohne Zugabe des
Antioxidantien-Cocktails SCAVEGR™ bei der Solubilisierung. Die x-Achsenbeschriftung gibt an, ob es sich um eine
Probe mit oder ohne Zusatz von SCAVEGR™ handelt und ob Monomer, Dimer oder freie F;-Kopfgruppe (F,) der
ATP-Synthase analysiert wurden. (A) Beim F;-Teil konnen keine modifizierten Tryptophan-Reste identifiziert
werden, allerdings wurde das Peptid ILQWEADFLSHLK in der Probe ohne SCAVEGR™ gar nicht identifiziert. Dies
ist hochstwahrscheinlich auf den sehr geringen Anteil von freier F-Kopfgruppe bei P. anserina (vgl. Abbil-
dung 5.1.10) zurickzufiihren. Das Dimer ist bei der Probe ohne Antioxidantien-Cocktail nicht modifiziert; bei
Zugabe von SCAVEGR™ treten jedoch TrpOH und NFKyn auf. Beim Monomer ist die Menge an TrpOH bezogen
auf unmodifiziertes Peptid bei der Probe mit SCAVEGR™ geringer, es kann jedoch wesentlich mehr NFKyn detek-
tiert werden als bei der Probe ohne Antioxidantien. (B) Die Zugabe von SCAVEGR™ bewirkt beim Dimer eine Ab-
nahme an NFKyn, allerdings kann wesentlich mehr TrpOH detektiert werden. Beim ATP-Synthase Monomer sind
alle drei Modifikationen des Tryptophans bei der mit dem Antioxidantien-Cocktail behandelten Probe in groBerer
Menge vorhanden. Da die in der vorliegenden Arbeit analysierten P. anserina Proben nur sehr wenig freien F;-Teil
besitzen, sind die Daten fiir diesen nicht aussagekraftig und nur der Vollstandigkeit halber dargestellt.
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nilen Kultur mit und ohne Zugabe von SCAVEGR™ bei der Solubilisierung (Abbild-
ung 5.1.36 A), so féllt auf, dass das Dimer ohne Zugabe des Antioxidantien-Cocktails keine
modifizierten Tryptophan-Reste enthélt, obwohl das unmodifizierte Peptid ILQWEADFLSHLK
7-mal identifiziert werden konnte (Daten nicht gezeigt). Das Monomer weist — unabhingig
von der Zugabe von SCAVEGR™ - alle drei oxidativen Modifikationen des Tryptophans auf.
Im Vergleich zur Probe ohne SCAVEGR™ zeigt die mit Zugabe des Antioxidantien-Cocktails
eine Zunahme von NFKyn - der zweifach oxidierten Modifikation des Tryptophans — im
Vergleich zum TrpOH. Kyn liegt in beiden Fillen nur in geringer Menge vor. Bei den senes-
zenten Proben mit und ohne SCAVEGR™ (Abbildung 5.1.36 B) sind die Ergebnisse fiir die
freie F;-Kopfgruppe der ATP-Synthase der Vollstdndigkeit halber ebenfalls dargestellt, miissen
jedoch aus den gleichen Griinden wie schon bei der juvenilen Kultur als nicht reprasentativ
eingestuft werden. Im Vergleich zwischen den Proben mit und ohne Zusatz des Antioxi-
dantien-Cocktails ist ein vermehrtes Auftreten oxidierter Peptide bei der Probe mit
SCAVEGR™ zu erkennen. Beim Dimer bleibt die Menge an Kyn gleich und die Menge an
NFKyn nimmt ab, allerdings kann wesentlich mehr TrpOH detektiert werden als bei der Probe
ohne Antioxidantien. Beim ATP-Synthase Monomer treten alle drei Modifikationen des

Tryptophans bei der mit SCAVEGR™ behandelten Probe in gréferer Menge auf.

Um den Einfluss der SCAVEGR™.-Zugabe bei der Solubilisierung auf die Oxidation des Trypto-
phan-Rests im Peptid ILQWEADFLSHLK der ATP-Synthase a-Untereinheit besser bewerten zu
konnen, sind in Abbildung 5.1.37 die addierten Spectral Counts fiir die oxidierten Formen des
Tryptophans bezogen auf die Spectral Counts des unmodifizierten Peptids fiir die juvenile und
seneszente Kultur mit und ohne Zugabe von SCAVEGR™ dargestellt. Da die Daten fiir die
freie F,-Kopfgruppe, wie bereits friiher erlautert, nicht reprisentativ sind, wird auf eine Dar-
stellung verzichtet. Der Vergleich der Proben mit und ohne Verwendung des Antioxidantien-
Cocktails bei der Solubilisierung zeigt deutlich, dass die Zugabe von SCAVEGR™ zu einem
erh6hten Vorkommen von oxidierten Tryptophan-Resten fiihrt. Das Dimer der juvenilen Probe
zeigt ohne den Antioxidantien-Cocktail gar keine oxidierten Tryptophan-Reste; beim Mono-
mer fiihrt die SCAVEGR™-Zugabe zu einem um 23% erhéhten Vorkommen von TrpOH,
NFKyn und Kyn. Bei der seneszenten Probe zeigt sich ein dhnliches Bild: Bei Verwendung des
Antioxidantien-Cocktails liegen beim Dimer 14% und beim Monomer sogar 122% mehr
oxidierte Tryptophan-Reste pro unmodifiziertem Peptid vor als ohne SCAVEGR™. Vom
Einsatz bei der Solubilisierung kann somit nur abgeraten werden, da der Antioxidantien-
Cocktail die artifizielle oxidative Modifikation — zumindest von Tryptophan - nicht
unterbindet oder verringert, sondern sogar zu einem vermehrten Auftreten dieser fiihrt. Dass

SCAVEGR™ auflerdem durch das Einbringen von zusitzlichen Proteinen (hauptsédchlich BSA)
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Abbildung 5.1.37 Addierte Spectral/ Counts fur die oxidierten Formen des Tryptophans (TrpOH, NFKyn, Kyn)
bezogen auf die Spectral Counts des unmodifizierten Peptids ILQWEADFLSHLK der ATP-Synthase a-Untereinheit
einer juvenilen (#33) und einer seneszenten (#40) Kultur von Podospora anserina mit (B) und ohne (A) Zugabe
von SCAVEGR™ bei der Solubilisierung. Die x-Achsenbeschriftung gibt Alter der PodosporaKultur und Oligomeri-
sierungsgrad der ATP-Synthase an. Auf eine Darstellung der Daten fir die freie F;-Kopfgruppe wird verzichtet, da
diese — wie bereits friiher erldutert — nicht reprasentativ sind. Die Gegenliberstellung der Ergebnisse fur die
Solubilisierung mit (B) und ohne (A) Zusatz von SCAVEGR™ zeigt deutlich, dass die Verwendung des Antioxi-
dantien-Cocktails zu einem erhdéhten Vorkommen von oxidierten Tryptophan-Resten fihrt. Das Dimer der
juvenilen Probe zeigt ohne SCAVEGR™ gar keine oxidierten Tryptophan-Reste; beim Monomer filhren die Anti-
oxidantien zu einem um 23% erhéhten Vorkommen von TrpOH, NFKyn und Kyn. Bei der seneszenten Probe
zeigt sich ein dhnliches Bild: Bei Verwendung von SCAVEGR™ liegen beim Dimer 14% und beim Monomer sogar
122% mehr oxidierte Tryptophan-Reste pro unmodifiziertem Peptid vor als ohne den Antioxidantien-Cocktail.
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in die Probe, sehr markante Banden in der ersten (vgl. Abbildung 5.1.35) und zweiten Gel-
dimension verursacht, die andere interessante Proteine iiberdecken konnen, und tiiberdies
recht kostspielig ist, sind zwei weitere Punkte, die eher gegen seinen Einsatz sprechen. In der
Dissertation von Frenzel (2011)?%! wurde der Einfluss von SCAVEGR™ bei der Isolierung von
Mitochondrien aus Rattenhirngewebe untersucht. Dabei konnte festgestellt werden, dass
Protein-Protein-Interaktionen durch die Verwendung von SCAVEGR™ bei der Isolierung
stabiler sind, was an einer groleren Menge von ATP-Synthase Dimeren sowie der Super-
komplexe IIL,IV;, [III, und LIII,IV, festgemacht wurde. Die spezifischen Enzymaktivitdten der
Komplexe I und IV wurden von der Verwendung von SCAVEGR™ nicht beeinflusst. Die
Inkubation der isolierten Mitochondrien mit H,O, fithrte interessanterweise zu einer erhéhten
Enzymaktivitit von KomplexI in den Superkomplexen I III, und LII,IV, bei der ohne
SCAVEGR™ isolierten Probe, wihrend die Probe mit Antioxidantien-Zusatz keine Verin-
derung zeigte. Dieses Ergebnis steht in Kontrast zur Theorie der Freien Radikale™®?!) kann

aber mit der schon von Paracelsus formulierten Theorie der Hormesis™2"

in Einklang gebracht
werden. Eine weitere Analyse des Einflusses von SCAVEGR™ wurde von Sandra Thilmany im
Arbeitskreis von Prof. Dr. N. A. Dencher an der Technischen Universitdt Darmstadt durchge-
fiihrt (Ergebnisse noch unveroffentlicht). Dafiir wurde der Einfluss der Verwendung von
SCAVEGR™ bei der Isolierung und/oder Solubilisierung von Rinderherzmitochondrien
untersucht. Die Quantifizierung der carbonylierten Proteine mittels OxyBlot identifizierte die
Solubilisierung als kritischen Schritt, bei dem der Grof3teil der Proteinoxidation stattfindet.
Ein Vergleich der Menge carbonylierter Proteine vor und nach Solubilisierung zeigte, dass
Proteine, die unter Verwendung von SCAVEGR™ isoliert wurden, auch ohne erneute Zugabe
des Antioxidantien-Cocktails bei der Solubilisierung kein erhohtes Vorkommen carbonylierter
Proteine aufweisen. Die Intensitit des OxyBlot-Signals wurde durch Zugabe von SCAVEGR™
bei der Solubilisierung nicht beeinflusst. Proben die ohne SCAVEGR™ isoliert wurden, zeigten
eine groRere Menge carbonylierter Proteine, wenn bei der Solubilisierung ebenfalls auf den
Antioxidantien-Cocktail verzichtet wurde. Die Verwendung von SCAVEGR™ bei der
Solubilisierung dieser Proben fiihrte zur etwa gleichen Menge carbonylierter Proteine wie bei
den Mitochondrien, die mit Antioxidantien isoliert wurden. In Ubereinstimmung mit den LC-
ESI-MS/MS-Daten fiir mit und ohne SCAVEGR™ solubilisierte Podospora anserina Mitochon-
drien zeigen die Daten von Thilmany (noch unveréffentlicht), dass ein Einsatz des Antioxi-
dantien-Cocktails bei der Solubilisierung nicht notwendig oder sogar nachteilig (vgl.
Abbildung 5.1.37) ist. Die Verwendung bei der Isolierung der Mitochondrien scheint hingegen
[136, 207]

einen positiven Effekt zu haben

SCAVEGR™ gzusatzliche Proteine, insbesondere BSA (vgl. Tabelle 4.1.2), in die Probe ein-

. Allerdings sollte berticksichtigt werden, dass
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bringt und somit die Bestimmung der Proteinkonzentration beeinflusst (Thilmany, Daten
nicht veroffentlicht). Da eine moglichst genaue Kenntnis der Proteinkonzentration einer Probe
jedoch fiir eine korrekte Berechnung des Protein/ Detergens-Verhéltnisses notwendig ist, sollte
der Einsatz von SCAVEGR™ nie uniiberlegt geschehen. Eine Protein-freie Alternative zum
Antioxidantien-Cocktail SCAVEGR™ bietet beispielsweise der Eisenchelator Desferal. Durch
die Chelatierung von Fe**-Ionen wird die Entstehung von Fe®*-Ionen iiber die Haber-Weiss-

Reaktion'*”

und damit die Entstehung hochreaktiver Hydroxylradikale bei der Fenton-
Reaktion*”! (vgl. Abschnitt 4.7) verhindert. Der Einfluss der Verwendung von Desferal bei

der Isolierung von Mitochondrien aus P. anserina Kulturen wird in Kapitel 5.1.2.4 diskutiert.

5.1.2.4 Einfluss von Desferal auf die Oxidation von Tryptophan-Resten der ATP-Synthase aus

P. anserina

Da bei der Analyse oxidativer Modifikationen von Proteinen soweit moglich gewéhrleistet
werden muss, dass durch Probenhandhabung und -bearbeitung keine zusatzlichen artifiziellen
Oxidationen entstehen, um den tatsdchlich in der Zelle vorliegenden Zustand zu analysieren,
ist die Verwendung von Antioxidantien sinnvoll wenn nicht sogar notwendig. Da der Einsatz
des kommerziell erhiltlichen Antioxidantien-Cocktails SCAVEGR™ zumindest fiir die Analyse
der Kynurenylierung des Tryptophan-Restes im Peptid ILQWEADFLSHLK der ATP-Synthase
a-Untereinheit von Podospora anserina eher nachteilig zu sein scheint (vgl. Abschnitt 5.1.2.3),
wird stattdessen der Einsatz des Eisenchelators Deferoxaminmesylat (Desferal) in Erwdgung

gezogen. Dieser soll direkt bei der Isolierung der Mitochondrien eingesetzt werden und durch

[150] [149]

die Chelatierung von Fe’*-Ionen die Haber-Weiss-'">"' und somit auch die Fenton-Reaktion
verhindern, da durch letztere hochreaktive Hydroxylradikale gebildet werden. Um zu
entscheiden, ob fiir zukiinftige Analysen Desferal bei der Isolierung der Mitochondrien aus
Kulturen von P. anserina eingesetzt werden soll, wurden in der Arbeitsgruppe von Prof.
Osiewacz an der Goethe-Universitit Frankfurt am Main Mitochondrien ein und derselben
Kultur einmal mit und einmal ohne Zusatz von Desferal (Endkonzentration 100 uM) isoliert
(siehe Tabelle 5.1.4). Von diesen beiden Proben werden 2D-BN/SDS-Gele angefertigt, mit der
nach Rexroth et al. (2003)!"*® modifizierten Methode Coomassie-gefarbt (siehe Abschnitt
4.4.4.2) und die a-Untereinheiten des Monomers und Dimers der ATP-Synthase ausge-
schnitten und wie in Kapitel 4.6.2.1 beschrieben fiir die massenspektrometrische Analyse
mittels MRM (Abschnitt 4.6.3) vorbereitet. MS-Analyse und Datenauswertung werden von
Dr. Sascha Rexroth im Arbeitskreis von Prof. Rogner an der Ruhr-Universitdt Bochum durch-

gefiihrt. Das unmodifizierte Peptid ILQWEADFLSHLK sowie seine Hydroxy-Tryptophan und
Kynurenin-Analogons und das Referenzpeptid HSLVIFDDLSK werden mit Hilfe von
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35 Menge des Hydroxy-Tryptophan- und Kynurenin-modifizierten Peptids ILQWEADFLSHLK
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Abbildung 5.1.38 Vergleich der oxidativen Modifizierungen des Peptids ILQWEADFLSHLK der ATP-Synthase
a-Untereinheit von Podospora anserina fir Monomer und Dimer der ATP-Synthase mit und ohne Verwendung
des Eisenchelators Desferal bei der Isolierung der Mitochondrien. Aufgetragen ist jeweils die mittels MRM und
AQUA erhaltene Stoffmenge des Peptids ILQWEADFLSHLK bezogen auf die ebenfalls mittels MRM und AQUA
ermittelte Stoffmenge des Referenzpeptids HSLVIFDDLSK flr das Hydroxy-Tryptophan (TrpOH) und Kynurenin
(Kyn) enthaltende (A) sowie das unmodifizierte Peptid ILQWEADFLSHLK (B). Die x-Achsenbeschriftung gibt
neben dem Oligomerisierungsgrad der ATP-Synthase an, ob Desferal bei der Isolierung der Mitochondrien
verwendet wurde oder nicht. (A) Das Dimer zeigt grundsatzlich mehr modifiziertes Peptid als das Monomer. Die
Menge an Kynurenin wird durch die Verwendung von Desferal nicht beeinflusst, die von Hydroxy-Tryptophan
lediglich beim ATP-Synthase Dimer, wo die mit Desferal isolierten Mitochondrien 69 % weniger TrpOH aufweisen
als die ohne den Eisenchelator gewonnenen. (B) Das Vorliegen von unmodifiziertem Peptid ILQWEADFLSHLK ist
beim Dimer unabhangig von der Verwendung des Desferals, beim Monomer scheint es zu einer leichten Verring-
erung der Menge an unmodifiziertem Peptid durch Einsatz des Eisenchelators zu kommen (statistisch nicht
signifikant). Bei den ohne Desferal isolierten Kontroll-Proben zeigt das Dimer eine statistisch signifikant
verringerte Menge an unmodifiziertem Peptid gegeniiber dem Monomer (p = 0,0039). (* p <0,05; ** p<0,01,
*** p<0,005, **** p<0,001)
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Standardpeptiden absolut quantifiziert (AQUA, siehe Abschnitt 4.8.2.3). Dabei werden 8 fmol
pro Standardpeptid eingesetzt und die Mengen an Hydroxy-Tryptophan, Kynurenin und
unmodifiziertem Peptid ILQWEADFLSHLK konnen in fmol pro fmol Referenzpeptid
HSLVIFDDLSK angegeben werden, wobei das Referenzpeptid als Marker fiir die Menge an
ATP-Synthase dient. Da fiir das N-Formylkynurenin-modifizierte Peptid ILQWEADFLSHLK
kein isotopenmarkiertes Standardpeptid zur Verfiigung steht (siehe Abschnitt 4.8.2.3), ist hier
nur eine relative Quantifizierung basierend auf dem Verhaltnis der Peakflachen von NFKyn-
modifiziertem Peptid und Referenzpeptid HSLVIFDDLSK moglich. Abbildung 5.1.38 A zeigt
die Mengen an Hydroxy-Tryptophan- und Kynurenin-modifiziertem Peptid ILQWEADFLSHLK
in fmol pro fmol Referenzpeptid HSLVIFDDLSK. Die entsprechenden Ergebnisse fiir das
unmodifizierte Peptid sind separat in Abbildung 5.1.38 B dargestellt, da von diesem in allen
Proben eine erheblich groldere Menge vorliegt als von den modifizierten Peptiden. Es kann
festgestellt werden, dass das Dimer der ATP-Synthase grundsatzlich starker oxidiert wird als
das Monomer. Dies konnte auch schon bei der Analyse von Podospora-Mitochondrien, die
ohne Zusatz von Desferal isoliert wurden, festgestellt werden (vgl. Abschnitt 5.1.2.1,
insbesondere Abbildung 5.1.32) und wird besonders bei Betrachtung der Mengen an unmodi-
fiziertem Peptid (Abbildung 5.1.38 B) deutlich, bei dem ein signifikanter Unterschied
zwischen Monomer und Dimer der Kontroll-Proben festgestellt werden kann (p = 0,0039).
Die Verwendung von Desferal bei der Mitochondrienisolierung hat keinen Einfluss auf die
Menge an unmodifiziertem Peptid beim Dimer, wohingegen die mit Zusatz des Eisenchelators
isolierten Mitochondrien beim ATP-Synthase Monomer eine geringfiigig geringere Menge
unmodifizierten Peptids zeigen (statistisch nicht signifikant). Die Mengen an Hydroxy-
Tryptophan- und Kynurenin-modifiziertem Peptid ILQWEADFLSHLK (Abbildung 5.1.38 A)
werden beim Monomer nicht von der Desferal-Zugabe beeinflusst. Beim Dimer verringert sich
jedoch durch die Verwendung des Eisenchelators die Menge an Hydroxy-Tryptophan-haltigem
Peptid um 69% (p = 0,0039) verglichen mit den ohne Desferal isolierten Proben. Die
Kynurenin-Menge ist auch beim Dimer unabhingig von der Verwendung von Desferal bei der
Isolierung der Mitochondrien. Diese Ergebnisse werden auch von den fiir die N-Formyl-
kynurenin-Modifizierung gewonnenen bestétigt (Abbildung 5.1.39). Ohne Verwendung von
Desferal besitzt das Dimer 29% mehr NFKyn als das Monomer (p = 0,0104), mit Desferal
kann beim Dimer 30% weniger NFKyn-modifiziertes Peptid gefunden werden als beim
Monomer (statistisch nicht signifikant). Das Monomer zeigt bei NFKyn wie schon bei TrpOH
und Kyn (vgl. Abbildung 5.1.38 A) keine Verdnderung der Menge an modifiziertem Peptid
durch den Einsatz des Eisenchelators. Beim Dimer lasst sich jedoch eine signifikante Abnahme

der NFKyn-Menge um 50% durch die Verwendung von Desferal feststellen (p = 0,0039).

140 Ergebnisse und Diskussion



Menge an MFormylkynurenin-haltigem Peptid ILQWEADFLSHLK

* k%
r

Peakflache ILQ(NFKyn)EADFLSHLK/ Peakflache
HSLVIFDDLSK

Kontrolle + Desferal Kontrolle + Desferal

Monomer Dimer

Abbildung 5.1.39 Vergleich der A:Formylkynurenin-Modifizierungen des Peptids ILQWEADFLSHLK der ATP-
Synthase a-Untereinheit von Podospora anserina fiur Monomer und Dimer der ATP-Synthase mit und ohne
Verwendung des Eisenchelators Desferal bei der Isolierung der Mitochondrien. Aufgetragen ist jeweils die mittels
MRM erhaltene Peakfldche des Peptids ILQ(NFKyn)EADFLSHLK bezogen auf die ebenfalls mittels MRM ermittelte
Peakflache des Referenzpeptids HSLVIFDDLSK. Die x-Achsenbeschriftung gibt neben dem Oligomerisierungsgrad
der ATP-Synthase an, ob Desferal bei der Isolierung der Mitochondrien verwendet wurde oder nicht. Ohne
Verwendung von Desferal besitzt das Dimer 29% mehr NFKyn als das Monomer (p = 0,0104), mit Desferal kann
beim Dimer 30% weniger NFKyn-modifiziertes Peptid gefunden werden als beim Monomer (statistisch nicht
signifikant). Das Monomer zeigt bei NFKyn wie schon bei TrpOH und Kyn (vgl. Abbildung 5.1.38 A) keine
Veranderung der Menge an modifiziertem Peptid durch den Einsatz des Eisenchelators. Beim Dimer lasst sich
jedoch eine signifikante Abnahme der NFKyn-Menge um 50% durch die Verwendung von Desferal feststellen
(p =0,0039). (* p<0,05; ** p<0,01, *** p<0,005, **** p<0,001)

Es kann geschlussfolgert werden, dass die Verwendung des Eisenchelators Desferal bei der
Isolierung von Mitochondrien aus Podospora anserina Kulturen die artifizielle Entstehung
oxidativer Modifizierungen teilweise verringert. Die massenspektrometrische Analyse des
Peptids ILQWEADFLSHLK der ATP-Synthase o-Untereinheit von P. anserina zeigt keinen
Einfluss des Desferals auf das ATP-Synthase Monomer, fiir das Dimer kann jedoch eine
statistisch signifikante Abnahme der Mengen an Hydroxy-Tryptophan und N-Formylkynurenin
bei Zusatz des Eisenchelators festgestellt werden (vgl. Abbildungen 5.1.38 und 5.1.39). Fiir
zukiinftige Analysen empfiehlt sich somit die Verwendung von Desferal bei der Isolierung der

Mitochondrien.
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5.1.2.5 Spezifische 4-Hydroxy-2-nonenal Modifikation eines Histidin-Restes der ATP-Synthase

B-Untereinheit von P. anserina

Die Podospora anserina Kulturen #33 (juvenil) und #40 (seneszent, siehe Tabelle 5.1.3)
werden zusitzlich zur Kynurenylierung auch auf die Modifikation durch das bei der Lipidper-
oxidation entstehende 4-Hydroxy-2-nonenal (HNE) analysiert. Probenvorbereitung und
Datenanalyse erfolgen wie in 5.1.2.1 beschrieben. Die massenspektrometrische Analyse wird
von Dr. Sascha Rexroth im Arbeitskreis von Prof. Rogner an der Ruhr-Universitdt Bochum
durchgefiihrt. Da HNE unter Bildung von Michael-Addukten mit Thiol- und Amino-Gruppen
reagiert®, konnen potentiell Cystein-, Histidin- oder Lysin-Reste modifiziert werden, wobei
die Reaktion mit Lysin jedoch reversibel ist'**®!. Es konnten bereits zahlreiche durch HNE

B971 " darunter auch die Komplexe IVE%: 3! ynd

modifizierte Protein nachgewiesen werden
11¥1% der Atmungskette. Mittels der Analyse einer seneszenten und einer juvenilen Kultur von
P. anserina soll im Folgenden geklart werden, ob auch die ATP-Synthase durch HNE
modifiziert wird. Mittels LC-ESI-MS/MS koénnen in den untersuchten Proben jeweils die
a- und B-Untereinheit sowie weitere Untereinheiten der ATP-Synthase und teilweise einige
zuséatzliche Proteine identifiziert werden (Daten nicht gezeigt). Bis auf ¢, 8 und 9 enthalten
alle Untereinheiten der ATP-Synthase von P.anserina mindestens einen Cystein- oder
Histidin-Rest'®" und kénnen somit potentiell durch HNE modifiziert werden. Im Rahmen
dieser Arbeit wird jedoch lediglich der Histidin-Rest des Peptids
LPIHAEAPEFIEQSTTAEILVTGIK der ATP-Synthase B-Untereinheit als HNE-Michael-Addukt
identifiziert, obwohl diese Untereinheit fiinf weitere Histidin- sowie einen Cystein-Rest
besitzt™"!. Die nicht von der HNE-Modifikation betroffenen Histidin-Reste der ATP-Synthase
B-Untereinheit konnen dabei alle mittels LC-ESI-MS/MS identifiziert werden, das Cystein-
haltige Peptid CIAMDGTEGLVR™ jedoch nicht, obwohl es einen Instabilitit-Index von
18,147 besitzt. Das es trotzdem nicht identifiziert werden kann, ist eventuell auf eine
schlechte Ionisierbarkeit des Peptids zuriickzufiihren. Aufler der B-Untereinheit sind keine
weiteren Untereinheiten der ATP-Synthase von HNE-Modifikationen betroffen. Es liegt also
eine spezifische Modifikation des Histidin-Restes im Peptid LPIHAEAPEFIEQSTTAEILVTGIK
der ATP-Synthase B-Untereinheit von Podospora anserina vor. In Abbildung 5.1.40 ist die
Quantifizierung der Menge an HNE-modifiziertem Peptid bezogen auf unmodifiziertes Peptid
mittels Spectral Counting (siehe Abschnitt 4.8.2.1) dargestellt. Analysiert werden jeweils
Monomer, Dimer und freie F;-Kopfgruppe der juvenilen und seneszenten Kulturen #33 und
#40 (siehe Tabelle 5.1.3). Da die Analyse der HNE-Modifikationen mit nur einem biolo-
gischen Replikat pro Altersstufe und auch nur anhand eines technischen Replikats durchge-

fiihrt wird, konnen keine Standardabweichungen berechnet werden und die quantitativen
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Daten konnen lediglich als vorldufige Einschédtzung betrachtet werden. Bei der juvenilen
Probe lésst sich kein Unterschied in der Menge an HNE-modifiziertem Peptid zwischen den
verschiedenen Formen der ATP-Synthase erkennen, wéihrend bei der seneszenten Kultur das
Monomer stédrker als das Dimer und die freie F;-Kopfgruppe wiederum stirker als das Mono-
mer modifiziert ist. Im Vergleich mit der juvenilen Probe zeigt das Monomer der seneszenten
Kultur keine Verdnderung; das Dimer ist weniger und der freie F;-Teil starker modifiziert als
bei der juvenilen Probe. Eine mogliche Erklarung fiir dieses Ergebnis wére ein verstéarkter
Abbau HNE-modifizierter ATP-Synthase in seneszenten Kulturen, so dass diese einerseits
weniger modifiziertes ATP-Synthase Dimer, andererseits aber auch eine grof3ere Menge modi-
fizierten F;-Teils aufweisen als juvenile Proben. Da die hier gewonnen quantitativen Ergeb-
nisse der HNE-Modifizierung der ATP-Synthase von Podospora anserina aber, wie bereits
erwahnt, nur auf je einem biologischen sowie technischen Replikat beruhen, ist eine ein-
deutige Aussage nicht moglich. Es kann jedoch festgehalten werden, dass lediglich ein
einziger Histidin-Rest der ATP-Synthase B-Untereinheit von Podospora anserina spezifisch
durch HNE modifiziert wird, wahrend andere Histidin- oder Cystein-Reste der gleichen Unter-

einheit, sowie andere Untereinheiten der ATP-Synthase nicht betroffen sind.

Modifizierung der ATP-Synthase B-Untereinheit durch HNE

0,7 1

0,6 -
0,5 A
0,4 A
0,3 A
0,2 A
0,1 A
0
‘ F1
|

Dimer Monomer Dimer Monomer

Spectral Counts modifiziert/ Spectral
Counts unmodifiziert

juvenil ‘ seneszent

Abbildung 5.1.40 Vergleich der Menge an HNE-modifiziertem Histidin im Peptid LPIHAEAPEFIEQSTTAEILVTGIK
der ATP-Synthase B-Untereinheit von Podospora anserina flir Monomer, Dimer und freie F-Kopfgruppe (F1) der
juvenilen und seneszenten Kulturen #33 und #40 (siehe Tabelle 5.1.3). Aufgetragen sind jeweils die mittels LC-ESI-
MS/MS erhaltenen Spectral Counts des modifizierten Peptids bezogen auf die ebenfalls mittels LC-ESI-MS/MS
ermittelten Spectral Counts des unmodifizierten Peptids. Die x-Achsenbeschriftung gibt neben dem Alter der
Kultur auBerdem an, ob es sich um Monomer, Dimer oder freien F,-Teil der ATP-Synthase handelt. Die juvenile
Kultur zeigt unabhangig davon, ob Monomer, Dimer oder freie F;-Kopfgruppe betrachtet werden, die gleiche
Menge an HNE-modifiziertem Peptid. Bei der seneszenten Probe ist hingegen das Monomer starker modifiziert
als das Dimer und der F;-Teil weist nochmals mehr Modifikationen auf als das Monomer. Im Vergleich zwischen
juveniler und seneszenter Kultur zeigt sich beim Monomer kein Unterschied; das Dimer der seneszenten Kultur ist
jedoch weniger und der F;-Teil starker modifiziert als bei der juvenilen Probe.
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5.1.2.6 Identifizierung posttranslational modifizierter Proteine aus P. anserina mittels
MudPIT

Mittels der in Abschnitt 4.6.2.3 beschriebenen multidimensionalen Proteinidentifikations-
Technik (MudPIT, von engl. multidimensional protein identification technology) werden die im
Verhiltnis 1:1:1 gemischten seneszenten Kulturen #60, #61 und #62 von Podospora anserina
(siehe Tabelle 5.1.1) auf das Vorhandensein posttranslationaler Modifikationen untersucht.
Da dabei die isolierten Mitochondrien in ihrer Gesamtheit verdaut werden, umfasst diese
Analyse potentiell alle in der Probe enthaltenen Proteine. Die Identifizierung weiterer post-
translationaler Modifikationen ist wichtig, um fiir weiterfithrende Studien vielversprechende
Zielproteine zur Verfiigung zu haben, deren intensivere Analyse fiir die Alternsforschung von
Bedeutung sein konnte. Die MudPIT-Analyse wird von Dr. Ansgar Poetsch in der Arbeits-
gruppe von Prof. Régner an der Ruhr-Universitit Bochum durchgefiihrt. Die Datenanalyse
erfolgt ebenfalls durch Dr. Ansgar Poetsch sowie durch freundliche Unterstiitzung von

Dr. Christian Trotschel.

Neben weiteren Proteinen mit einer Kynurenin-Modifizierung konnen Proteine mit Allysin,
acetyliertem Lysin und zu Glutamat-Semialdehyd (GluSA) umgesetztem Arginin identifiziert
werden. Bei Allysin handelt es sich um ein Derivat des Lysins bei dem die Aminogruppe der

[321] In

Seitenkette durch eine oxidative Desaminierung zum Aldehyd umgesetzt wurde
Tabelle 5.1.9 findet sich eine Ubersicht der identifizierten Proteine mit diesen Modifikationen.
Zusétzlich weist eine sehr grol3e Anzahl von Proteinen oxidierte Prolin-Reste auf (Daten nicht
gezeigt). Wie Tabelle 5.1.9 zeigt, konnen neben weiteren Proteinen der oxidativen Phospho-
rylierung unter anderem auch Histone, Transkriptionsfaktoren, Proteine aus Citratzyklus und
Glycolyse sowie ein Protein der fiir Pilze charakteristischen Woronin-Koérper identifiziert
werden. Bei drei verschiedenen Histonen sind acetylierte Lysin-Reste vorhanden. Dabei
handelt es sich jedoch um eine enzymatisch regulierte posttranslationale Modifikation, da
bestimmte Lysin-Reste bei Histonen der Acetylierung und Deacetylierung durch Histon-
Acetyltransferasen und Histon-Deacetylasen unterliegen, was der Regulierung der
Transkription dient™®". Neuere Studien zeigen jedoch, dass die Acetylierung von Histonen fiir
die normalen kognitiven Funktionen verantwortlich ist und eine Deregulierung womoglich an
der Pathogenese verschiedener neurodegenerativer Krankheiten, wie beispielsweise Chorea

Huntington und der Alzheimer- sowie Parkinson-Krankheit beteiligt ist!**2-324

. Eine Analyse
der altersabhidngigen Acetylierung von Histonen ist somit durchaus von Interesse, sollte
jedoch aufgrund ihrer potentiellen Auswirkungen auf kognitive Fahigkeiten in Vertebraten
und nicht in Podospora anserina untersucht werden. Von potentiellem Interesse — auch fiir

eine Analyse in P. anserina — sind weiterhin die Kynurenine bei der Cytochrom-c-Oxidase
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(Komplex IV) sowie Enzymen des Citratzyklus, wie Isocitrat-Dehydrogenase und Citrat-
Synthase. Die im Rahmen der MudPIT-Analyse beispielsweise bei der ATP-Synthase,
Komplex IV und einem Hitzeschockprotein identifizierte Oxidation von Lysin zu Allysin wurde
unter anderem auch im Crystallin des menschlichen Auges gefunden und steht dort im

Zusammenhang mit Altern und Diabetes®®*

, so dass eine Analyse dieser Modifikation
ebenfalls von Interesse sein konnte. Als ein moglicher Marker fiir das Altern kommt aufl3erdem
das Vorliegen von Glutamat-Semialdehyd (GluSA) in Frage, da Requena et al.'**® bereits 2001
GluSA zusammen mit Allysin als Hauptprodukt Metall-katalysierter Proteinoxidation wahrend

des Alternsprozesses postulierten.

Die mittels der MudPIT-Analyse gewonnen Daten iiber posttranslationale Modifikationen von
Proteinen seneszenter Podospora anserina Kulturen liefern Zielproteine fiir die zukiinftige
Analyse altersabhédngiger Veranderungen des (mitochondrialen) Proteoms dieses Modell-
organismus und Anregungen fiir die Suche nach ebensolchen Modifikationen bei anderen

Organismen wie beispielsweise Ratte oder auch in menschlichen Zellkulturen.

Tabelle 5.1.9 Mittels MudPIT-Analyse der Mitochondrien aus drei im Verhaltnis 1:1:1 gemischten seneszenten
Podospora anserina Kulturen identifizierte, posttranslational modifizierte Proteine. Angegeben sind jeweils das
Protein mit dem dazugehdorigen Peptid, das die Modifikation tréagt sowie Art und Position der Modifikation. Mittels
der CDS-Nummer kann auf die Sequenz-Information des entsprechenden Proteins zugegriffen werden!®'l. GluSA:
Glutamat-Semialdehyd, Kyn: Kynurenin.

Protein L
CcDS ) Modifikation
Peptid
Oxidative Phosphorylierung
Pa_7_570 Putative cytochrome c oxidase polypeptide IV
TMADYVKPEYW Kyn W11

Pa_6_5480 cytochrome c oxidase polypeptide 5 encoded by the cox5 gene
AFAKPAPATMTKEWQEATNEYLK Allysin K4

Pa_2_12970 Putative Cytochrome b-c1 complex subunit 7

QMGLKADDLISEENADVLKALGR Allysin K5+K19
Pa_3_8090 Putative mitochondrial ATP synthase subunit 5 precursor

DPKLVGILEAPTLSAADKSAIVSELTK Allysin K3
Pa_6_5610 Putative Mitochondrial precursor of ATP synthase subunit beta

GAKAVDTGAPITIPVGPATLGR AIIysin K3
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Tabelle 5.1.9 Fortsetzung.

cps Protein Modifikation
Peptid
Citratzyklus und Glycolyse
Pa_5_5370 Putative dihydrolipoyllysine-residue succinyltransferase
QEESKPAASAPPPPK Allysin K5
Pa_3.2310 Putative mitochondrial dihydrolipoyllysine-residue acetyltransferase
component of pyruvate dehydrogenase complex precursor
MPALSPTMTAGNIGAWNK Kyn W16
Pa_6_2730 Putative Isocitrate dehydrogenase .NAD. subunit 2
TPISWEPINVDPILKDGK Kyn W5
Pa_3_6780 citrate synthase mitochondrial precursor encoded by the cit1 gene
APGGSEPLPEGLFWLLLTGEVPTEQQVR Kyn W14
DLSADWAAR Kyn W6
Pa_3_9290 Putative ATP-citrate synthase subunit 1
GQELLYAGMPISDVFREDIGIGGVMSLLWFRRR GluSA R31+R32+R33
VKSRNNPDLRVELVK GIuSA R10
Histone
Pa_5_5410 Histone H2B
KPANKAPATASKAPEK Acetyl K1+K5+K12
DAGKKTAASGEK Acetyl K4+K5
Pa_7_2550 Putative histone H4
GKGGKGLGKGGAKR Acetyl K2+K5+K9+K13
Pa_6_5350 Putative Histone H3
YQKSTELLIR Acetyl K3
Chaperone
Pa_6_2570 Putative Mitochondrial of precursor Heat shock protein SSC1
KDSNIDLTGDRMAIQR Allysin K1
Transporter
Pa_3_9000 Putative Protein transport protein SEC31
DVGAWNDLPESMAAK Kyn W5
Aminosaure-Metabolismus
Pa_1.14630 Putative mitochondrial protein arg-6 precursor .Contains. N-acetyl-
gamma-glutamyl-phosphate reductase.
ATSVAIIHPGDLQKELFTDSGAGTLIR Allysin K14
Transkription und Translation
Pa_6_2660 Putative cytosolic translation elongation factor 2 .eEF2.
VLADDFGWDVTDAR Kyn W8
IWAFGPDGNGANLLVDQTK Kyn W12
Pa_1._19720 Cytosolic translation elongation factor 1 subunit A .eEF1A. encoded by
the AS4 gene
FNENKETSNFIK Allysin K6+K13
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Tabelle 5.1.9 Fortsetzung.

DS Protein Modifikation

Peptid

Transkription und Translation - Fortsetzung

n/a Putative translation initiation factor

RDPTNYRPRINKASSHSSWR Kyn W19
Pa_5_4340 Putative eukaryotic translation initiation factor 3 subunit 9

SFAQQDTPAGPDGEAK Allysin K16
Pa_1_14470 Putative nascent polypeptide-associated complex subunit beta

KLNVQPIQAIEEVNMFKSDGNVIHFAAPK Allysin K1+K17+K29
Pa_1_610 Putative cytosolic 60S ribosomal protein Rpl23

LNRLPAGGVGDMVMATVK Allysin K18
Pa_2_2360 Putative cytosolic 60S ribosomal protein Rpl36 isoform 1

RTAFVRDLVKEVAGLAPYER GluSA R6+R20
Pa_3_9410 Putative PAB1-binding protein

KQADAARHSKARVDK élllalss,l: :11;K1 0+K15
Pa_6_6670 Putative Bifunctional aminoacyl-tRNA synthetase

SALKKAEKAAKMAAQK Allysin K8+K11+K16
Pa_1_20630  Ami1 nuclear positioning protein encoded by the ami1 gene

MLQDARDEVEKLRSDPHPAPKK é:lalss:: IL(G‘I':R‘I 3
Pa_7_6470 Pamus-53 DNA ligase 4 encoded by the Pamus-53 gene

VKEEEKER GIuSA R8

FRKLRLDK GIuSA R2+R5

Andere Proteine

Pa_1_17000 Putative Woronin body major protein precursor HEX1

QNLPVIDQSSLWNR Kyn W12
Pa_3_10800 Putative Sulfide.quinone oxidoreductase. mitochondrial precursor

NVWSAGDASSLPTSK Kyn W3

RAFYHLKKDFFPWVYYK Allysin K7+K8
Pa_1_13340 mtHMG 1 mitochondrial protein encoded by the mthmg1 gene

NDAALINWITTYPVETIEAANLAR Kyn W8
Pa_6_5220 Putative Vesicular-fusion protein SEC18

TLIARQIGKMLNAREPK é:lalss:: :51 /
Pa_1_23950 Guanine nucleotide-binding protein alpha subunit encoded by the

mod-D gene

SNKIDRDLEEDSKRLR GIuSA R6+R14

Pa_6_3140 Putative Syntaxin-binding protein 2

RQVENRQRIIVFVAGGATYSEAR

GIuSA R1+R8+R23
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5.2 Caenorhabditis elegans

5.2.1 Einfluss des Alterns auf das mitochondriale Proteom des C. elegans Wildtyps N2 und
die Mutante daf-2 (e1370)

Das daf-2-Gen von Caenorhabditis elegans codiert fiir den einzigen in diesem Fadenwurm

exprimierten Insulin/IGF-1 Rezeptor'®”

und Mutationen dieses Gens fiihren zu einer gravier-
enden Verlingerung der Lebensspanne um bis zu 150%> % %% Anhand der in Tabelle 3.5.4
aufgelisteten Proben von je 2 oder 8 Tage alten Tieren des C. elegans Wildtyps N2 und einer
langlebigen daf-2-Mutante (daf-2(e1370)) sollen altersabhéngige Verdnderungen des mito-
chondrialen Proteoms - insbesondere der Komplexe und Superkomplexe der oxidativen
Phosphorylierung — vergleichend untersucht werden. Die Proben wurden von der Arbeits-
gruppe von Prof. Dr. Jacques R. Vanfleteren, Universitit Gent, Belgien, zur Verfiigung gestellt.
Die daf-2(e1370) Tiere besitzen einen im Vergleich zum Wildtyp verdnderten Metabolismus,
der teilweise Ahnlichkeiten mit dem Dauer-Stadium aufweist’®. Das Dauer-Stadium ist ein
Entwicklungsstadium, das auf das langzeitige Uberleben des Organismus ohne Nahrstoff-
zufuhr ausgelegt ist und fiihrt zu einer Verringerung des Stoffwechsels und dem Ubergang zu
einer teilweise anaeroben Lebensweise!®®”). Erwachsene daf-2(e1370) Tiere nehmen
erheblich weniger Futter auf und verbrauchen weniger CO, als der Wildtyp®”. Bei der
Analyse der Mitochondrien aus C. elegans muss weiterhin beachtet werden, dass dieser
mehrere Isoformen des Vitellogenins exprimiert®®”', das ein Vorldufer-Protein fiir das
wichtigste Eidotterprotein Vitellin ist®®®. Vitellogenin kommt in nahezu allen Weibchen

3291 in geringeren Mengen auch bei minnlichen und noch nicht

oviparer Organismen vor
geschlechtsreifen Tieren®** **") Die eigentliche Aufgabe des Vitellogenins ist es, als Energie-
reserve bei der Entwicklung des Embryos zur Verfiigung zu stehen. Neuere Studien zeigen
jedoch, dass es dariiber hinaus noch weitere Funktionen zu besitzen scheint™*®). Fiir C. elegans
konnte beispielsweise eine antioxidative und damit lebensverldngernde Wirkung des Vitello-
genins festgestellt werden®®?. Da das Vitellogenin bei der Gewinnung der Mitochondrien nur
schwer abzutrennen ist, muss immer damit gerechnet werden, dass es zu einem gewissen
Anteil in den Proben von C. elegans vorliegt und bei der gelelektrophoretischen Analyse
eventuell andere Proteine {iberdeckt. Auch bei der Bestimmung der Proteinkonzentration
konnte es sich negativ auswirken, da bei einem hohen Vitellogenin-Gehalt wesentlich weniger

andere Proteine in der Probe enthalten sind als in einer Probe mit identischer Proteinkonzen-

tration aber geringerem Vitellogenin-Gehalt.
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Tabelle 5.2.1 Fir die in Abbildung 5.2.1 dargestellten 2D-BN/SDS-Gele von Caenorhabditis elegans solubilisierte
Proteinmengen unter Angabe von Stamm und Alter.

Stamm Alter [d] solubilisierte Proteinmenge [ug]
2 303,3
N2
8 447,7
2 236,5
daf2(e1370)
8 199,2

In Abbildung 5.2.1 sind 2D-BN/SDS-Gele der vier verschiedenen Proben von Caenorhabditis
elegans dargestellt. Untersucht werden Verdnderungen zwischen dem Wildtyp (N2) und der
Mutanten daf-2(e1370) (daf-2) von jeweils 2 und 8 Tage alten Tieren. Dabei muss beriick-
sichtigt werden, dass die 2D-BN/SDS-Gele auf der Solubilisierung unterschiedlicher Protein-
mengen beruhen (siehe Tabelle 5.2.1). Wahrend das 2D-BN/SDS-Gel des 8 Tage alten
Wildtyps — obwohl hier die grofdte Proteinmenge aufgetragen ist — eine starke allgemeine Ab-
nahme der Menge an Komplexen und Superkomplexen der oxidativen Phosphorylierung und
eine starke Zunahme der Vitellogenin-Menge verglichen mit dem 2 Tage alten Wildtyp zeigt,
ist bei der daf-2-Mutanten generell weniger Vitellogenin vorhanden — bei alten Tieren sogar
eher weniger als bei jungen — und der altersabhingige Riickgang der Menge an Atmungs-
kettenkomplexen und —superkomplexen ist wesentlich geringer. Beriicksichtigt man, dass auf
dem 2D-BN/SDS-Gel der 8 Tage alten daf-2-Mutanten sogar etwas weniger Protein aufge-
tragen ist als bei den 2 Tage alten, so kann sogar ein kompletter Erhalt der Proteinmenge
angenommen werden. Individueller Komplex I kann bei keiner der Proben detektiert werden
und individueller Komplex IV liegt jeweils nur in sehr geringer Menge vor (gelbe Pfeile). Bei
der Probe des 8 Tage alten Wildtyps ist eine Identifizierung von Komplex IV aufgrund der
enormen Vitellogenin-Menge gar nicht moéglich. Auch individuelles Komplex III Homodimer
(III;) kommt in allen Proben nur in geringer Menge vor (griine Pfeile). Die Gesamtmenge von
Komplex I und jeweils der Hauptteil der Komplexe III, und IV liegt in Form von Superkom-
plexen vor. Identifiziert werden kénnen nur Superkomplexe, die Komplex I und III, enthalten
(rote Pfeile), also die Zusammensetzung [,1I,IV,, aufweisen. Es kann weder der Superkom-
plex IILIV;, der aus diversen Organismen bekannt ist™> * 3% 197 2681 " noch 1V, identifiziert

werden. Letzterer konnte bisher jedoch auch nur in Rinderherzmitochondrien®®, dem

71 und der Hefe Yarrowia lipolytica®® gefunden werden

filamentosen Pilz Neurospora crassa
und wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit erstmalig auch im Tiirkisen Prachtgrund-
karpfling Nothobranchius furzeri nachgewiesen (siehe Kapitel 5.4.2). Da die hier verwendete
Silberfarbung keinen linearen Zusammenhang zwischen Proteinmenge und Férbeintensitét
aufweist und den 2D-BN/SDS-Gelen aulderdem unterschiedliche Proteinmengen zugrunde

liegen (siehe Tabelle 5.2.1), sind qualitative Aussagen schwierig. Jedoch scheinen bei den
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Abbildung 5.2.1 Silbergefdrbte 2D-BN/SDS-Gele der Caenorhabditis elegans Proben aus Tabelle 3.5.4. Fur die
erste Dimension werden die in Tabelle 5.2.1 aufgefiihrten Proteinmengen mit einem Digitonin/ Protein-Verhalt-
nis von 4:1 (w/w) solubilisiert. Links sind jeweils 2 uL des LMW-Massenstandards aufgetragen. Uber jedes 2D-
BN/SDS-Gel ist ein ungefarbter Gelstreifen derselben Probe in der ersten Dimension gelegt, um die Migration der
denaturierten Komplexe und Superkomplexe in ihre Untereinheiten zu visualisieren. a- und B-Untereinheit des
mutmaflichen ATP-Synthase Tetramers (V,) sind durch einen blauen Kreis gekennzeichnet. Die gelben Pfeile
weisen auf individuellen Komplex 1V, die griinen auf individuellen Komplex Ill, und die roten auf die Superkom-
plexe [1111,1Vq, hin. Wahrend der Wildtyp (N2) eine starke generelle Abnahme der Proteinmenge mit dem Alter
zeigt, ist dies bei der daf-2Mutanten nicht der Fall, obwohl beim 8 Tage alten Wildtyp 447,7 ug und bei der
gleich alten Mutante nur 199,2 ug Protein aufgetragen sind. Die Vitellogenin-Menge ist beim Wildtyp generell
hoher als bei der daf-2Mutanten und nimmt bei diesem mit dem Alter enorm zu, wahrend auf dem Gel der
8 Tage alten daf-2Mutante tendenziell eher weniger Vitellogenin vorhanden ist als auf dem der 2 Tage alten.
Individueller Komplex | kann auf keinem der vier Gele detektiert werden, und auch die Komplexe Ill, (griine
Pfeile) und IV (gelbe Pfeile) liegen nur in sehr geringer Menge als individuelle Komplexe vor. Beim 8 Tage alten
Wildtyp kann aufgrund der enormen Vitellogenin-Menge gar kein individueller Komplex IV detektiert werden.
Somit liegen die Gesamtmenge von Komplex | und die Hauptmengen der Komplexe Ill, und IV in Form von
Superkomplexen vor. Dabei kénnen nur Superkomplexe mit der Beteiligung von Komplex | und lll,, also der
Zusammensetzung I4ll1,1V,, identifiziert werden. Soweit eine solche Aussage anhand silbergefarbter Gele
moglich ist, liegen bei der 2 Tage alten daf-2Mutante geringfligig mehr Superkomplexe vor als beim gleich alten
Wildtyp. Kaum noch Superkomplexe sind - trotz der hohen aufgetragenen Proteinmenge (vgl. Tabelle 5.2.1) -
auf dem 2D-BN/SDS-Gel des 8 Tage alten Wildtyps zu erkennen, wahrend bei der gleich alten daf-2-Mutante die
Menge erheblich gréBer ist und in etwa der des 2 Tage alten Wildtyps zu entsprechen scheint. Die ATP-Synthase
kann auf allen vier Gelen in ihrer monomeren (V) und dimeren (V,) Form detektiert werden, wobei das Verhalt-
nis dieser beiden Formen unabhangig vom Alter sowohl beim Wildtyp als auch bei der daf-2Mutante etwa 1:1
betragt. Ebenfalls bei allen Proben identifiziert werden kann ein héheres Oligomer der ATP-Synthase, vermutlich
das Tetramer (V, blaue Kreise), welches beim 2 Tage alten Wildtyp in etwas gréBerer Menge vorzuliegen
scheint als bei der gleich alten Mutante.
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2 Tage alten daf-2-Mutanten — trotz geringerer aufgetragener Proteinmenge — mehr Super-
komplexe vorzuliegen als beim gleich alten Wildtyp. Da die Menge der Atmungskettenkom-
plexe mit dem Alter generell abnimmt — bei der daf-2-Mutante allerdings in wesentlich
geringerem Mafe als beim Wildtyp - ist dies auch fiir die Superkomplexe der Fall. Doch
wahrend der 8 Tage alte Wildtyp nur noch eine sehr geringe Menge von Superkomplexen
besitzt, scheinen es bei der gleich alten Mutante nur geringfiigig weniger zu sein, als beim
2 Tage alten Wildtyp. Die ATP-Synthase kann in allen vier Proben als Monomer (V;) und
Dimer (V,) detektiert werden, wobei das Verhéiltnis dieser beiden Formen — soweit dies
anhand silbergefarbter Gele abgeschétzt werden kann — etwa 1:1 betrdgt. Das Monomer-
Dimer-Verhaltnis scheint sich dabei, unabhingig vom Alter sowohl beim Wildtyp als auch bei
der daf-2-Mutante, nicht zu verdndern. Neben monomerer und dimerer ATP-Synthase konnen
im hoheren Massenbereich aller Proben ein weiteres Mal die charakteristischen Banden der
a- und B-Untereinheit detektiert werden (blauer Kreis). Dabei handelt es sich wahrscheinlich
um das Tetramer (V,) der ATP-Synthase. Bei den Proben 2 Tage alter C. elegans scheint der
Wildtyp eine geringfiigig grollere Menge V, zu besitzen als die daf-2-Mutante, wahrend es sich
bei den 8 Tage alten Proben umgekehrt verhélt. Allerdings ist beim 2 Tage alten Wildtyp auch
eine grollere Proteinmenge aufgetragen als bei der gleich alten daf-2-Mutante und beim
alternden Wildtyp nimmt die Gesamtproteinmenge generell stirker ab. Das Ergebnis einer
betrachtlichen altersabhidngigen Abnahme wichtiger Proteinkomplexe beim Wildtyp, die in
der daf-2-Mutanten erheblich abgemildert wird, stimmt auch mit den Erkenntnissen von Brys
et al. (2010)™ {iberein, die an den gleichen Proben wie in dieser Arbeit gewonnen wurden. In
derselben Studie konnte auflerdem festgestellt werden, dass die daf-2-Mutante unabhéngig
vom Alter stets eine geringere Anzahl Kopien fiir die mitochondriale DNA auf-weist. Trotzdem
kommt es, verursacht durch den auch in der vorliegenden Arbeit festgestellten, enormen
Riickgang der Menge von Atmungskettenkomplexen und —superkomplexen zu einer stark ver-
ringerten Energieproduktion in alten Wildtyp Tieren. Dieser Effekt tritt bei der Mutante in
stark abgemilderter Form auf, da die Abnahme der Komplexe und Superkomplexe der oxida-
tiven Phosphorylierung bei dieser wesentlich geringer ist. Alte daf-2 Tiere weisen weiterhin
ein hoheres Membranpotential sowie eine vermehrte Produktion reaktiver Sauerstoffspezies
(ROS) auf, was jedoch nur zu geringen Schdden an mitochondrialen Proteinen und mtDNA
fiihrt””. Die in der vorliegenden Arbeit festgestellten Unterschiede zwischen 2 und 8 Tage
alten C. elegans des Wildtyps N2 sowie der Mutanten daf-2(e1370) gehen konform mit der
von Brys et al. (2010)'* formulierten Schlussfolgerung, dass die verringerte daf-2-Funktion
der daf-2-Mutanten den Alternsprozess von C. elegans durch einen indirekten Schutzeffekt fiir

die mitochondriale Funktion beeinflusst, dessen Mechanismus jedoch noch ungeklart ist.
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5.2.2 Identifizierung von Proteinen aus Caenorhabditis elegans mittels Peptide Mass
Fingerprinting

Da die Analyse von Mitochondrien des Fadenwurms Caenorhabditis elegans noch nicht in der

Arbeitsgruppe von Prof. Dencher an der Technischen Universitdt Darmstadt etabliert ist und

im Rahmen der vorliegenden Arbeit erstmalig erfolgt, ist die Identifizierung moglichst vieler

Proteine auf einem typischen 2D-BN/SDS-Gel dieses Organismus sinnvoll. Dazu wird die in

Kapitel 4.6.1 beschriebene Technik des Peptide Mass Fingerprinting (PMF) verwendet. Da

C. elegans der erste Vielzeller ist, dessen Genom sequenziert wurde'®”’

, ist er auch sehr gut in
der verwendeten MASCOT-Datenbank annotiert. Trotzdem werden teilweise zusitzlich die
BLAST-Suchen (fir engl. Basic Local Alignment Search Tool) des  Swiss Institute of

Bioinformatics (SIB)®** sowie der WormBase®*%

verwendet, um unklare Ergebnisse zu
verifizieren. Auf den in Abbildung 5.2.2 dargestellten 2D-BN/SDS-Gelen sind die mittels PMF
erfolgreich identifizierten Proteine markiert und in Tabelle 5.2.2 findet sich eine detaillierte

Auflistung dieser.
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Abbildung 5.2.2 (A) Silbergeférbtes 2D-BN/SDS-Gel der 8 Tage alten daf-2(e1370)-Mutanten von Caenor-
habditis elegans (Isolierung der Mitochondrien im Februar 2007, Probe daf-2_8d_alt in Tabelle 3.5.4). (B) Aus-
schnitt aus einem silbergefarbten 2D-BN/SDS-Gel des 8 Tage alten Wildtyps N2 von Caenorhabditis elegans
(Isolierung der Mitochondrien im Februar 2007, Probe N2_8d_alt in Tabelle 3.5.4). Fiir die erste Dimension
wurden 205 ug (A) bzw. 248 ug (B) Protein mit einem Digitonin/ Protein-Verhaltnis von 4:1 (w/w) solubilisiert.
Links sind jeweils 2 yL des LMW-Massenstandards aufgetragen. Proteine die mittels Peptide Mass Fingerprinting
(PMF) identifiziert werden konnten sind nummeriert und durch farbige Kreise gekennzeichnet (gelb: Komplex |,
blau: Komplex Ill,, rot: ATP-Synthase, weif3: sonstige Proteine). In Tabelle 5.2.2 findet sich eine detaillierte
Auflistung der identifizierten Proteine.
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Tabelle 5.2.2 Mittels Peptide Mass Fingerprinting (PMF) identifizierte Untereinheiten der Komplexe | und Ill, der
oxidativen Phosphorylierung von Caenorhabditis elegans. Die Nummerierung bezieht sich auf die in Abbil-
dung 5.2.2 dargestellten 2D-BN/SDS-Gele. Ergebnisse mit einem Score grdoBer 57 sind statistisch signifikant
(p <0,05).

Nr. Protein NCBInr Score Mg [kDa] pl

NADH-Ubichinon-Oxidoreduktase (Komplex I)

1 NADH Ubiquinone Oxidoreductase family member
(nuo-5)
BLAST Suche (SIB): NADH-ubiquinone oxidoreductase
75 kDa subunit

17565758 58 79307 6,29

Ubichinol-Cytochrom-c-Oxidoreduktase (Komplex lll,)

2 Ubiquinol-Cytochrome c oxidoReductase complex

family member (ucr-1)
BLAST Suche (SIB): Ubiquinol-cytochrome-c reductase 17553678 84 >1704 6,07
complex core protein 1

3 Ubiquinol-Cytochrome c oxidoReductase complex
family member (ucr-2.1)
BLAST Suche (SIB): Ubiquinol-cytochrome ¢

oxidoreductase complex protein 2.3

17570205 30 42742 7,79

Ubiquinol-Cytochrome c oxidoReductase complex
family member (ucr-2.1)
BLAST Suche (SIB): Ubiquinol-cytochrome ¢

oxidoreductase complex protein 2.3

32566323 30 44408 8,79

12 Ubiquinol-Cytochrome c oxidoReductase complex
family member (ucr-1)
BLAST Suche (SIB): Ubiquinol-cytochrome-c reductase

complex core protein 1

17553678 110 51704 6,07

13 Ubiquinol-Cytochrome c oxidoReductase complex
family member (ucr-2.1)
BLAST Suche (SIB): Ubiquinol-cytochrome ¢

oxidoreductase complex protein 2.3

17570205 68 42742 7,79

Ubiquinol-Cytochrome ¢ oxidoReductase complex

family member (ucr-2.1)

BLAST Suche (SIB): Ubiquinol-cytochrome c 32566323 67 44408 879
oxidoreductase complex protein 2.3

14 Iron-Sulfur Protein family member (isp-1)
BLAST Suche (WormBase): Ubiquinol cytochrome ¢ 17540418 73 29691 8,81

reductase, subunit RIP1

15  TO02H6.11
BLAST Suche (WormBase): Ubiquinol cytochrome ¢ 17535957 91 15111 7,98
reductase, subunit QCR7
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Tabelle 5.2.2 Fortsetzung. Mittels Peptide Mass Fingerprinting (PMF) identifizierte Untereinheiten der ATP-
Synthase von Caenorhabditis elegans. Die Nummerierung bezieht sich auf die in Abbildung 5.2.2 dargestellten 2D-
BN/SDS-Gele. Ergebnisse mit einem Score gréBer 57 sind statistisch signifikant (p < 0,05).

Nr. Protein NCBInr Score Mg [kDa] pl

ATP-Synthase (Komplex V)

5 H28016.1d
BLAST Suche (SIB): ATP synthase subunit alpha, 71988080 160 54986 8,25
mitochondrial
H28016.1a
BLAST Suche (SIB): ATP synthase subunit alpha, 71988063 160 57752 8,98
mitochondrial
H28016.1c
BLAST Suche (SIB): ATP synthase subunit alpha, 71988074 136 54121 9,10

mitochondrial

6 ATP synthase subunit family member (atp-2)
BLAST Suche (SIB): ATP synthase subunit beta, 25144756 174 57491 5,52

mitochondrial

7 Y69A2AR.18b
BLAST Suche (WormBase): FOF1-type ATP synthase, 17544028 90 34580 9,29
gamma subunit
Y69A2AR.18a
BLAST Suche (WormBase): FOF1-type ATP synthase, 17544026 78 32362 9,10
gamma subunit
Y69A2AR.18c
BLAST Suche (WormBase): FOF1-type ATP synthase, 32565975 68 21374 10,31

gamma subunit

8 ATP synthase subunit family member (atp-5)
BLAST Suche (WormBase): Mitochondrial F1FO-ATP 17557712 74 21784 6,67
synthase, subunit d/ATP7

9 ATP synthase subunit family member (atp-3)
BLAST Suche (WormBase): Mitochondrial F1FO-ATP 71984710 32 22376 9,82
synthase, subunit OSCP/ATP5
ATP synthase subunit family member (atp-3)
BLAST Suche (WormBase): Mitochondrial F1FO-ATP 71984717 32 24932 9,84
synthase, subunit OSCP/ATP5

10 R534
BLAST Suche (WormBase): Mitochondrial F1FO-ATP 17535649 68 18738 10,04

synthase, subunit f

11 ATP Synthase G homolog family member (asg-2)
BLAST Suche (WormBase): Mitochondrial F1FO-ATP 17551134 72 14825 9,73
synthase, subunit g/ATP20
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Tabelle 5.2.2 Fortsetzung. Weitere mittels Peptide Mass Fingerprinting (PMF) identifizierte Proteine von Caenor-
habditis elegans. Die Nummerierung bezieht sich auf die in Abbildung 5.2.2 dargestellten 2D-BN/SDS-Gele. Ergeb-
nisse mit einem Score groBer 57 sind statistisch signifikant (p < 0,05).

Nr. Protein NCBInr Score Mg [kDa] pl

Sonstige Proteine

4 gaLECtin family member (lec-5)

BLAST Suche (SIB): Galectin LEC-5 1753511921 83 35415 7,74
16 Heat Shock Protein family member (hsp-60) 17555558 53 60064 5,31
17 ZK829.4
BLAST Suche (WormBase): putative glutamate 17544676 209 58758 6,90
dehydrogenase
18  CiTrate Synthase family member (cts-1)
BLAST Suche (WormBase): citrate synthase, predicted 17555174 65 51507 7,68
to be mitochondrial
19  Temporarily Assigned Gene name family member (tag-
61)
) ) 71991728 52 33023 9,74
BLAST Suche (WormBase): Mitochondrial ADP/ATP
carrier proteins
ADP/ATP translocase 735952 51 33190 9,82
20  CalReTiculin family member (crt-1)
BLAST Suche (WormBase): Calreticulin 17565428 69 45588 4,59
21 Vitellogenin structural genes (yolk protein genes
. d . d (yolk p d ) 152001234 51 180809 7,30
protein 2, isoform b
Vitellogenin-2 precursor 1722702 50 187951 6,42
vitellogenin:ISOTYPE=2 227988 50 187953 6,42
C42D8.2
BLAST Suche (WormBase): vitellogenin homolog 17570195 50 187604 6,24
YP170

Der in Tabelle 5.2.2 angegebene ,,Score“ errechnet sich mittels -10-log(P), wobei P die Wahr-
scheinlichkeit fiir eine zufillige Ubereinstimmung ist. Ergebnisse mit einem Score iiber 57
sind statistisch signifikant (p < 0,05)**). Zum Teil werden auch Proteine mit einem gering-
eren Score in die Tabelle aufgenommen. Dies ist immer dann der Fall, wenn weitere Indizien
auf eine korrekte Identifizierung hinweisen. Ein Beispiel dafiir sind die verschiedenen bei
Nr. 21 (fiir die Nummerierung vgl. Abbildung 5.2.2) identifizierten Isoformen des Vitello-
genins, fiir die zwar nur Scores von 50 oder 51 erzielt werden konnten, deren Position auf
dem 2D-BN/SDS-Gel aber bereits im Vorfeld bekannt war und die auf dem Gel des 8 Tage
altes Wildtyps zusétzlich in enorm groer Menge vorliegen. Es konnen sieben verschiedene

Untereinheiten der ATP-Synthase (a, B, y, d, OSCP, f und g) sowie vier Untereinheiten von
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Komplex III, (Core Protein 1 und 2, RIP1 und QCR?7) identifiziert werden. Core Protein 1 und
2 von Komplex III, werden nicht nur an der Position des individuellen Komplexes (Nr. 12 und
13) sondern auch im hoheren Massenbereich des zugrunde liegenden BN-Gels (Nr. 2 und 3)
identifiziert. Hier kann auch die 75 kDa Untereinheit von KomplexI (Nr. 1) identifiziert
werden, was fiir das tatsichliche Vorliegen eines Superkomplexes der Stochiometrie I;111,IVy.,
spricht. Untereinheiten von Komplex IV der oxidativen Phosphorylierung konnten nicht identi-
fiziert werden. Neben diesen Untereinheiten von Komplexen der oxidativen Phosphorylierung
und mehreren Vitellogenin-Isoformen konnen noch einige weitere Proteine identifiziert
werden. Darunter das 60 kDa Hitzeschockprotein (HSP60, Nr. 16), die Citrat-Synthase des
Krebs-Zyklus (Nr. 18), die fiir den Stickstoffmetabolismus wichtige Glutamatdehydrogenase
(Nr. 17) und ein mitochondriales ADP/ ATP Carrier-Protein (Nr. 19). Bei dem in Nr. 20 identi-
fizierten Calreticulin handelt es sich um ein Calcium-bindendes Chaperon des endoplas-

[328]

matischen Retikulums und das in Nr. 4 identifizierte Protein gehort zur Familie der

Galectine, die Kohlenhydrate, insbesondere B-Galactoside, binden'®*®!.
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5.3 Drosophila melanogaster

5.3.1 Identifizierung von Proteinen aus Drosophila melanogaster mittels Peptide Mass
Fingerprinting

Da die 2D-BN/SDS-Gele von Drosophila melanogaster ein von anderen Organismen abweich-
endes Proteinmuster zeigen, das insbesondere im Bereich der ATP-Synthase aufféllig ist, fiir
die wesentlich mehr Banden erkennbar sind als erwartet (sieche Abbildung 5.3.1) und die
Analyse von Mitochondrien dieser Taufliege noch nicht in der Arbeitsgruppe von Prof.
Dencher an der Technischen Universitit Darmstadt etabliert ist sondern im Rahmen der
vorliegenden Arbeit erstmalig erfolgt, ist die Identifizierung moglichst vieler Proteine auf
einem typischen 2D-BN/SDS-Gel dieses Organismus sinnvoll. Dazu wird die in Kapitel 4.6.1
beschriebene Technik des Peptide Mass Fingerprinting (PMF) verwendet. Da die Sequenzier-

ung des Genoms von D. melanogaster bereits im Jahr 2000 abgeschlossen wurde™"

, ist sie
auch sehr gut in der verwendeten MASCOT-Datenbank annotiert. Trotzdem wird teilweise
zusitzlich die BLAST-Suche des Swiss Institute of Bioinformatics (SIB)***! verwendet, um
unklare Ergebnisse zu verifizieren. Auf dem in Abbildung 5.3.1 dargestellten 2D-BN/SDS-Gel
sind die mittels PMF erfolgreich identifizierten Proteine markiert und in Tabelle 5.3.1 findet

sich eine detaillierte Auflistung dieser.
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Abbildung 5.3.1 Silbergefirbtes 2D-BN/SDS-Gel der einen Tag alten Hsp22-Uberexpressionsmutanten von
Drosophila melanogaster (siehe Tabelle 3.5.5). Fir die erste Dimension wurden 206 ug Protein mit einem
Digitonin/ Protein-Verhaltnis von 4:1 (w/w) solubilisiert. Links auf dem Gel sind 2 L des LMW-Massenstandards
aufgetragen. Proteine die mittels Peptide Mass Fingerprinting (PMF) identifiziert werden konnten sind
nummeriert und durch farbige Kreise gekennzeichnet (rot: ATP-Synthase, weif3: sonstige Proteine). In
Tabelle 5.3.1 findet sich eine detaillierte Auflistung der identifizierten Proteine.
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Tabelle 5.3.1 Mittels Peptide Mass Fingerprinting (PMF) identifizierte Untereinheiten der ATP-Synthase von Droso-
phila melanogaster. Die Nummerierung bezieht sich auf das in Abbildung 5.3.1 dargestellte 2D-BN/SDS-Gel. Ergeb-
nisse mit einem Score groBer 60 sind statistisch signifikant (p < 0,05).

Nr. Protein NCBInr Score Mg [kDa] pl

ATP-Synthase (Komplex V)

1 ATP synthase beta subunit 287945 43 53487 5,19
ATP synthase-beta CG11154-PA, isoform A 24638766 43 54074 5,14
2 ATP synthase beta subunit 287945 55 53487 5,19
ATP synthase-beta CG11154-PA, isoform A 24638766 54 54074 5,14

3 bellwether CG3612-PA

BLAST Suche (SIB): ATP synthase subunit alpha, 24658560 122 59384 9,09

mitochondrial precursor

ATP synthase beta subunit 287945 89 53487 5,19

ATP synthase-beta CG11154-PA, isoform A 24638766 189 54074 5,14
4 ATP synthase beta subunit 287945 111 53487 5,19

ATP synthase-beta CG11154-PA, isoform A 24638766 110 54074 5,14
5 ATP synthase beta subunit 287945 114 53487 5,19

ATP synthase-beta CG11154-PA, isoform A 24638766 113 54074 5,14
6  ATP synthase-gamma chain CG7610-PA, isoform A 24651125 82 32850 9,28

7 bellwether CG3612-PA
BLAST Suche (SIB): ATP synthase subunit alpha, 24658560 106 59384 9,09

mitochondrial precursor

8  bellwether CG3612-PA
BLAST Suche (SIB): ATP synthase subunit alpha, 24658560 110 59384 9,09

mitochondrial precursor

9 CG4692 CG4692-PB, isoform B
BLAST Suche (SIB): Putative ATP synthase subunit f, 19922916 68 12475 10,09

mitochondrial

10  lethal (2) 06225 CG6105-PA, isoform A
BLAST Suche (SIB): mitochondrial proton-transporting 21356001 66 10865 9,78

ATP synthase complex, coupling factor F(o)

18  ATP synthase beta subunit 287945 110 53487 5,19
ATP synthase-beta CG11154-PA, isoform A 24638766 109 54074 5,14
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Tabelle 5.3.1 Fortsetzung. Weitere mittels Peptide Mass Fingerprinting (PMF) identifizierte Proteine von Droso-
phila melanogaster. Die Nummerierung bezieht sich auf das in Abbildung 5.3.1 dargestellte 2D-BN/SDS-Gel. Ergeb-
nisse mit einem Score groBer 60 sind statistisch signifikant (p < 0,05).

Nr. Protein NCBInr Score Mg [kDa] pl

Sonstige Proteine

1 Ferritin 2 light chain homologue CG1469-PA, isoform A 24651364 98 25227 5,90
ferritin 2 light chain homolog 6409191 98 25255 5,90
ferritin 2 light chain homolog 6409185 98 25261 5,90

12 SD06594p

BLAST Suche (SIB): 60 kDa heat shock protein, 33636453 125 60758 5,38

mitochondrial

Heat shock protein 60 CG12101-PA, isoform A 24641191 108 60771 5,38

heat shock protein 60 3757828 67 60871 5,56
13 Aconitase CG9244-PB, isoform B 17864292 78 84345 8,49
14  CG7430 CG7430-PA

BLAST Suche (SIB): Dihydrolipoyl dehydrogenase 21358499 74 53052 6,41
15  knockdown CG3861-PA, isoform A

BLAST Suche (SIB): Probable citrate synthase, 24640126 119 51542 8,89

mitochondrial

knockdown CG3861-PB, isoform B

BLAST Suche (SIB): Isoform B of Probable citrate 24640124 112 58180 9,10

synthase
16 CG7998 CG7998-PA

BLAST Suche (SIB): L-malate dehydrogenase activity 24647881 128 35296 3,20
17  Protein disulfide isomerase CG6988-PA, isoform A 17647799 70 55746 4,72

Der in Tabelle 5.3.1 angegebene ,,Score“ errechnet sich mittels -10-log(P), wobei P die Wahr-
scheinlichkeit fiir eine zufillige Ubereinstimmung ist. Ergebnisse mit einem Score iiber 60
sind statistisch signifikant (p < 0,05)**). Zum Teil werden auch Proteine mit einem gering-
eren Score in die Tabelle aufgenommen. Dies ist immer dann der Fall, wenn weitere Indizien
auf eine korrekte Identifizierung hinweisen. Bei der Analyse der Ergebnisse der PMF-Analyse
von Drosophila melanogaster fallt auf, dass a- und B-Untereinheit der ATP-Synthase sehr oft
identifiziert werden konnen. Die Identifizierung der B-Untereinheit bei Nr.2 (vgl. Abbil-
dung 5.3.1) ist nicht tiberraschend, da sie hier als Bestandteil des ATP-Synthase Monomers zu
erwarten war und auch bei Nr. 1 ist ihr Vorhandensein nicht ungewdéhnlich, da es sich hierbei
um das Tetramer oder eventuell ein noch hoheres Oligomer der ATP-Synthase handeln
konnte. Selbst die Identifizierung der B-Untereinheit der ATP-Synthase bei Nr. 18, im extrem
niedrigen Massenbereich der ersten Dimension ist nicht auergewohnlich, da dies auch im

Rattenherz und fiir die a-Untereinheit in Rattenmuskel beobachtet werden konnte'?’?. Dies ist
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hochstwahrscheinlich auf das Vorliegen von freier B- bzw. a-Untereinheit in der ersten
Geldimension zuriickzufiihren. Ungewohnlich sind hingegen die Identifizierungen der ATP-
Synthase B-Untereinheit bei Nr. 3,4 und 5 sowie der a-Untereinheit bei Nr. 3, 7 und 8, die
alle statistisch signifikant sind. Nach Riicksprache mit der Arbeitsgruppe von Prof. Tanguay,
Université Laval, Québec City, Kanada, von der die Proben stammen, wurde klar, dass diese
Identifizierungen und auch das im Vergleich mit anderen Organismen verdnderte Protein-
muster auf den 2D-BN/SDS-Gelen von Drosophila melanogaster auf eine recht hohe Kontami-
nation der Mitochondrien-Proben mit ca. 25% Lysosomen zuriickzufithren sind. Lysosomen
sind vesikuldre Organellen tierischer Zellen, die sich eine Vielzahl hydrolytische Enzyme ent-
halten, die sowohl Proteine als auch Lipide, Nucleinsduren und Polysaccharide abbauen
konnen?*. Eine Kontamination mit Lysosomen fiihrt somit zu einer teilweisen Proteolyse der
in der Probe enthaltenen Proteine. Somit finden sich verschiedene Produkte des proteo-
lytischen Abbaus auf dem 2D-BN/SDS-Gel, was zu den zusétzlichen Proteinbanden und der
massenspektrometrischen Identifizierung von a- und B-Untereinheit der ATP-Synthase im
geringeren Massenbereich fiihrt. Durch die starke Kontamination mit Lysosomen und die
daraus resultierende partielle Proteolyse erscheint eine Analyse altersabhidngiger Verdander-
ungen des mitochondrialen Proteoms von Wildtyp und Hsp22-Uberexpressionsmutanten mit

diesen Proben nicht sinnvoll.

Es konnen jedoch auch die Untereinheiten y (Nr. 6) und f (Nr. 9) sowie ein ,coupling factor
(Nr. 10) der ATP-Synthase sowie weitere Proteine, darunter drei Enzyme des Citrat-Zyklus —
Aconitase (Nr. 13), Citrat-Synthase (Nr. 15) und Malatdehydrogenase (Nr. 16) — identifiziert
werden. Nr. 12 konnte dem 60 kDa Hitzeschockprotein und Nr. 11 dem Eisenspeicher-Protein
Ferritin zugordnet werden. Die Dihydrolipoyl-Dehydrogenase (Nr. 14) spielt eine Rolle beim
Metabolismus reaktiver Stickstoffspezies (RNS, von engl. reactive nitrogen species)®*” 3381
wiahrend die Protein-Disulfid-Isomerase (Nr.17) — ein im endoplasmatischen Retikulum
vorliegendes Chaperon - die Bildung, Isomerisierung und Reduktion von Disulfidbriicken

katalysiert™®*,
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5.4 Nothobranchius furzeri

5.4.1 Optimierung der Isolierung von Mitochondrien aus M. furzeri

Die Isolierung von Mitochondrien aus dem letzten Stiick Muskel vor der Schwanzflosse des
Tiirkisen Prachtgrundkarpflings Nothobranchius furzeri erfolgt wie in Abschnitt 4.1.1 beschrie-
ben in Anlehnung an Radak et al. (2000)!** und Reifschneider (2006)**. Im Gegensatz zu
Muskelgewebe aus Ratte besitzt das verwendete Gewebe von N. furzeri Haut und Gréte, die
bei der Isolierung der Mitochondrien storen konnen. Um die Methode diesen Gegebenheiten
anzupassen werden die in Tabelle 5.4.1 aufgefiihrten Proben, die von Dr. Alessandro Cellerino
vom Leipniz-Institut fiir Alternsforschung in Jena zur Verfiigung gestellt wurden, unter-
schiedlich fiir die Homogenisierung vorbereitet. Alle zur Verfiigung stehenden Individuen
waren zum Zeitpunkt ihrer Tétung 10 Wochen alt und unterlagen entweder einer lebens-
langen (CR) oder kurzzeitigen Kalorienrestriktion fiir zwei Wochen (SCR). Die CR-Individuen
werden in drei Gruppen eingeteilt und unterschiedlich fiir die Homogenisierung vorbereitet.
Waihrend bei Probe 1 Haut und Gréte entfernt werden, wird das Gewebe fiir Probe 2 so wie es
ist zerkleinert und bei Probe 3 wird lediglich die Haut entfernt. Probe 4 umfasst die vier zur
Verfiigung stehenden SCR-Individuen; bei diesen wird ebenfalls lediglich die Haut entfernt.
Auf den Einfluss der Kalorienreduktion auf das mitochondriale Proteom von N. furgeri wird in

Kapitel 5.4.3 eingegangen.

Tabelle 5.4.1 Fur die Optimierung der Isolierung von Mitochondrien aus Nothobranchius furzeri verwendete
Proben unter Angabe von Probennummer, Individuenanzahl, Geschlecht, Erndhrungsstatus sowie der Probenbe-
handlung fir die Homogenisierung.

Anzahl Erndhrungs-  Proben-
Probe Geschlecht

Individuen status behandlung
1 1 vermutl. o CR - Haut, - Grate
2 1 vermutl. o CR
3 vermutl. alle ¢ CR - Haut
4 4 vermutl. 2x &+ 2x ¢ SCR - Haut

Nach Isolierung der Mitochondrien aller vier Proben und Bestimmung der Proteinkonzen-
tration wie in den Abschnitten 4.1.1 und 4.2 beschrieben, werden je 100 ug Probe mit einem
Digitonin/ Protein-Verhéltnis von 1:8 (w/w) solubilisiert und mittels blau-nativer Gelelektro-
phorese aufgetrennt. Das resultierende, mit Roti®-Blue Coomassie-gefiarbte Gel ist in Abbil-
dung 5.4.1 dargestellt. Probe 1, bei der Haut und Grite vor der Homogenisierung entfernt
wurden, zeigt wesentlich weniger Banden als die anderen Proben, vor allem im hohen
Massenbereich. Probe 2, bei der weder Haut noch Grite entfernt wurden, zeigt ein mit

Probe 3, bei der lediglich die Haut entfernt wurde, vergleichbares Bandenmuster jedoch mit
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Abbildung 5.4.1 Mit Roti®Blue gefarbtes BN-Gel der in Tabelle 5.4.1 aufgefiihrten Proben von Nothobranchius
furzeri. Die Solubilisierung erfolgt mit einem Digitonin/ Protein-Verhaltnis von 8:1 (w/w), aufgetragen sind je
100 pg Protein (vor Solubilisierung). In der linken Spur sind zusatzlich 15 uL des HMW-Massenstandards aufge-
tragen. Probe 1, bei der Haut und Grate vor der Solubilisierung entfernt wurden, zeigt wesentlich weniger
Banden als die anderen Proben, vor allem im hohen Massenbereich. Probe 2, bei der weder Haut noch Grate ent-
fernt wurden zeigt ein mit Probe 3, bei der lediglich die Haut entfernt wurde, vergleichbares Bandenmuster
jedoch etwas geringere Intensitaten. Probe 4, die im Gegensatz zu den anderen drei Proben aus Individuen mit
kurzzeitiger Kalorienrestriktion stammt und bei der ebenfalls lediglich die Haut entfernt wurde, zeigt wie
Probe 3 ein sehr deutliches Bandenmuster und auch viele Banden im hohen Massenbereich, wo die Superkom-
plexe der oxidativen Phosphorylierung zu finden sind. Die Zuordnung der markierten Banden zu den Komplexen
und Superkomplexen der oxidativen Phosphorylierung sowie dem Hitzeschockprotein HSP60 erfolgt mit Hilfe
des in Abbildung 5.4.2 dargestellten 2D-BN/SDS-Gels von Probe 4. Die ATP-Synthase kann hauptsachlich in Form
des Monomers (V;) detektiert werden, die Bande des Dimers (V,) ist in allen Proben sehr schwach und bei
Probe 1 gar nicht zu erkennen. Ebenfalls identifiziert werden kénnen die individuellen Atmungskettenkomplexe
I, Il und IV, sowie die Superkomplexe a (1411l;) und b (I;111,1V,) und weitere Banden im héheren Massenbereich,
die vermutlich weitere Superkomplex-Spezies darstellen. Interessanterweise kann auBerdem der Superkomplex
11IV;4 ohne Beteiligung des Komplex Ill, Homodimers identifiziert werden.

etwas geringeren Intensititen. Probe 4, die im Gegensatz zu den anderen drei Proben aus
Individuen mit kurzzeitiger Kalorienrestriktion stammt und bei der ebenfalls lediglich die
Haut entfernt wurde, zeigt wie Probe 3 ein sehr deutliches Bandenmuster und auch viele
Banden im hohen Massenbereich, wo die Superkomplexe der oxidativen Phosphorylierung zu
finden sind. Fiir die Isolierung von Mitochondrien aus Nothobranchius furzeri Muskelgewebe
scheint somit die Entfernung von Haut und Grate (Probe 1) nicht sinnvoll zu sein, da vor
allem die Atmungskettensuperkomplexe dadurch verloren zu gehen scheinen. Diese Art der
Probenpréparation ist auferdem verhéaltnismal3ig zeitaufwendig und mit einem recht grof3en
Verlust von Material verbunden, da nicht das gesamte Muskelgewebe von der Griate zu
trennen ist. Die Entfernung der Haut scheint hingegen eher einen positiven Effekt zu haben
(vgl. Probe 2 mit und Probe 3 ohne Haut) und ist aullerdem — vor allem bei ménnlichen

Tieren — recht einfach. Im Gegensatz zum Entfernen der Grite ist das Entfernen der Haut
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auch mit weniger Materialverlust verbunden. Wird die Haut nicht entfernt, kommt es nach
der Homogenisierung aul’erdem recht haufig zur Verstopfung der Pipette durch kleine Haut-
stlicke, was die Probenhandhabung beeintrachtigt. Die Griate hat hingegen keine stérenden
Auswirkungen auf die Homogenisierung und wird im anschlieBenden Zentrifugationsschritt
abgetrennt. Aus diesen Griinden werden alle weiteren im Rahmen der vorliegenden Arbeit
verwendeten Proben von N. furgeri durch Entfernen der Haut aber ohne Entfernen der Grite

gewonnen.

5.4.2 Identifizierung des Superkomplexes 1,1V, in Nothobranchius furzeri

Um die fiir die Optimierung der Mitochondrienisolierung verwendeten Proben aus
Tabelle 5.4.1 weitergehend zu untersuchen und die Banden auf dem BN-Gel in Abbil-
dung 5.4.1 den Komplexen und Superkomplexen der Atmungskette zuordnen zu konnen,
werden 2D-BN/SDS-Gele angefertigt. In Abbildung 5.4.2 ist exemplarisch das silbergefarbte
2D-BN/SDS-Gel von Probe 4 (SCR) dargestellt. Es ist wiederum deutlich zu erkennen, dass
die ATP-Synthase fast ausschlieBlich als Monomer vorliegt. Die Auswertung des in
Abbildung 5.4.1 dargestellten BN-Gels mittels QuantityOne ergibt ein Monomer/Dimer-
Verhéltnis von 8:1 fiir Probe 4. Neben den individuellen Atmungskettenkomplexen I, III, und
IV; konnen auch verschiedene Superkomplexe identifiziert werden. Sehr deutlich zu erkennen
sind die Superkomplexe a (I;III;) und b (I;III,IV;) und etwas schwacher auch Superkomplex c
mit einer zweiten Kopie von Komplex IV. Der Superkomplex II[,IV;, der beispielsweise in

t1 so dass dieser dort

Saccharomyces cerevisiae vorkommt, die keinen Komplex I besitz
zusammen mit IIL,IV, den Hauptteil an Superkomplex ausmacht™, kann bei den Proben 1 bis
4 von N. furgeri (siehe Tabelle 5.4.1) nicht detektiert werden. Anstatt dessen ist interessanter-
weise Superkomplex [;IV; ohne Beteiligung des Komplex III, Homodimers vorhanden, der
bisher nur in Rinderherzmitochondrien®*, dem filamentésen Pilz Neurospora crassa'® 7 und

8] jdentifiziert werden konnte und eine direkte Interaktion der

der Hefe Yarrowia lipolytica
Komplexe I und IV der oxidativen Phosphorylierung beweist. Auch in der Diplomarbeit von
Bloeck (2011)"% in der altersabhingige Verinderungen des mitochondrialen Proteoms von
N. furzeri untersucht wurden, konnte dieser Superkomplex nicht identifiziert werden. Dabei
muss jedoch angemerkt werden, dass bei Bloeck (2011)!"%*¥ allgemein keine Superkomplexe
der oxidativen Phosphorylierung detektiert werden konnten, was vermutlich auf die
mangelhafte Qualitdt des neueren Probenmaterials zuriickzufiihren ist. Bei den im Rahmen
der vorliegenden Arbeit untersuchten Organismen kann der Superkomplex I;IV; ebenfalls nur

bei Nothobranchius furgzeri, nicht aber bei Podospora anserina, Caenorhabditis elegans oder

Drosophila melanogaster identifiziert werden.
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Abbildung 5.4.2 Silbergefdrbtes 2D-BN/SDS-Gel der Nothobranchius furzeri Probe 4 aus Tabelle 5.4.1. Fur die
erste Dimension wurden 100 ug Protein mit einem Digitonin/ Protein-Verhaltnis von 8:1 (w/w) solubilisiert. Auf
dem 2D-BN/SDS-Gel sind links 2 uL des LMW-Massenstandards aufgetragen. Ein mit Roti®-Blue Coomassie-
gefarbter Gelstreifen der gleichen Probe in der ersten Dimension ist Gber das 2D-BN/SDS-Gel gelegt, um die
Migration der denaturierten Komplexe und Superkomplexe in ihre Untereinheiten zu visualisieren. Es lasst sich
deutlich erkennen, dass die Hauptmenge der ATP-Synthase als Monomer (V,) vorliegt. Dimer (V,) ist zwar auch
vorhanden, jedoch ergab die Quantifizierung aus der ersten Dimension (Abbildung 5.4.1) ein Monomer/ Dimer-
Verhaltnis von 8:1 (w/w). Ebenfalls identifiziert werden kénnen die individuellen Atmungskettenkomplexe |, 111,
und 1V, sowie die Superkomplexe a (I4lll;) und b (I411I;1V;) und in geringerem MaBe auch Superkomplex c
(11111,1V5, nicht beschriftet). Interessanterweise kann neben diesen aus vielen Organismen bekannten Superkom-
plexen auch der Superkomplex 1,1V, ohne Beteiligung des Komplex Il Homodimers identifiziert werden, der eine
direkte Wechselwirkung der Komplexe | und IV beweist und bisher nur in Rinderherzmitochondrien®*, dem
filamentésen Pilz Neurospora crassa® 7 sowie der Hefe Yarrowia ljpolytica® nachgewiesen werden konnte.

5.4.3 Einfluss von Kalorienrestriktion auf das mitochondriale Proteom von N. furzeri

Erste Hinweise auf eine Lebensverlingerung durch Verringerung der Kalorienaufnahme

[126]

konnten bereits 1917 von Osborne et al. an Ratten gefunden werden und wurden 1935

l [46]

von MacCay et a — ebenfalls an Ratten — untermauert. Seitdem konnte die lebensver-

langernde Wirkung einer verminderten Kalorienzufuhr - ohne dass dabei eine

Mangelerndhrung auftritt — bei vielen verschiedenen Organismen nachgewiesen werden,

[45] [46, 126]

darunter neben Mausen™ und Ratten auch die im Rahmen der vorliegenden Arbeit

[41-44] [47-50]

untersuchten Organismen Podospora anserina , Caenorhabditis elegans und Droso-

[51-53]

phila melanogaster . Auch fiir Nothobranchius furzeri wurde der Einfluss von Kalorien-

restriktion bereits analysiert, wobei ein Laborstamm und ein direkt aus dem Habitat entnom-

[54]

mener Stamm verglichen wurden und unterschiedliche Reaktionen zeigten™™. Zwar wurde

die maximale Lebensspanne bei beiden Stdmmen durch die Kalorienrestriktion verldngert,
beim Laborstamm jedoch starker als bei dem direkt aus dem Habitat entnommenen. Bei

letzterem kam es weiterhin zu einer erhohten Sterbewahrscheinlichkeit im jungen Alter™.
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Die Auswirkungen der Kalorienrestriktion auf das mitochondriale Proteom von Notho-
branchius furzeri sind jedoch nicht bekannt und werden im Rahmen dieser Arbeit anhand der
in Tabelle 3.5.7. aufgelisteten Proben untersucht. Neben Individuen mit lebenslanger (CR)
und kurzzeitiger Kalorienrestriktion (fiir zwei Wochen, SCR) steht auch eine ad libitum
erndhrte Kontroll-Gruppe (Ctrl) zur Verfiigung. Da die Probenmenge limitiert ist, werden fiir
die erste Dimension Gele mit einem Aufenmaf von 10,5x 10 cm®? (HxB) anstatt der
{iblichen 16 x 18 cm* (H x B) verwendet, was jedoch auch zu einer geringeren Trennschérfe,
vor allem im hochmolekularen Bereich, fiihrt. Das gleiche gilt fiir die Gele der zweiten

Dimension, die in der GroRe 8,2 x 10 cm? (AuBenmaR, H x B) angefertigt werden.

In Abbildung 5.4.3 sind auf einem BN-Gel die Proben von N. furzeri mit lebenslanger (CR)
und kurzzeitiger Kalorienrestriktion (SCR) sowie die ad libitum erndhrte Kontroll-Gruppe
(Ctrl) verglichen. Es zeigen sich deutliche Unterschiede im Bandenmuster und in den Banden-
intensitdten. Wahrend zwischen den einer kurzzeitigen Kalorienrestriktion unterzogenen
(SCR) und den ad libitum erndhrten (Ctrl) Fischen noch eine gewisse Gemeinsamkeit erkannt
werden kann, zeigt insbesondere die Probe der einer lebenslangen Kalorienrestriktion
unterworfenen Tiere (CR) ein signifikant verdndertes Bandenmuster. Wahrend die Intensi-
taten der Banden fiir individuellen Komplex I und III, mit denen der anderen beiden Proben
vergleichbar sind, scheint die Menge des ATP-Synthase Monomers (V;) in gravierendem MalRe
abgenommen zu haben und eine Bande fiir das Dimer kann in dieser Probe gar nicht identifi-
ziert werden. Vergleicht man die mittels der Software QuantityOne ermittelten Bandenintensi-
taten fiir das ATP-Synthase Monomer, so liegt bei der CR Probe nur noch 13% der Menge von
Kontroll- bzw. SCR Probe vor. Da die ATP-Synthase einen Grol3teil der benétigten Energie fiir
eine Zelle bereitstellt, sollte anzunehmen sein, dass eine solch enorme Reduzierung der
Menge an ATP-Synthase schwerwiegende negative Konsequenzen fiir den Organismus nach
sich zieht. In der Studie von Terzibasi et al. (2009)®*, wo ebenfalls die Auswirkung lebens-
langer Kalorienrestriktion bei N. furzeri untersucht wird, konnte jedoch kein solcher Effekt
festgestellt werden. Ein grober Fehler bei der Bestimmung der Proteinkonzentration, der in
einer zu geringen Proteinmenge fiir die CR Probe auf dem BN-Gel resultieren wiirde, ist zwar
nicht auszuschlielen, aber eher unwahrscheinlich, da die Bandenintensititen fiir die
Komplexe I und III, bei allen drei Proben vergleichbar sind. Auch die Superkomplexe a (I;1II,)
und b (IIII,IV,) zeigen bei der CR Probe nur unwesentlich geringere Intensitédten als die der
Kontroll- und SCR Probe. Es muss also davon ausgegangen werden, dass eine lebenslange
Kalorienrestriktion im Muskelgewebe von Nothobranchius furzeri zu einer drastischen
Abnahme der ATP-Synthase Menge und einem voélligen Verlust dimerer ATP-Synthase fiihrt.

Dieses Ergebnis bedarf jedoch noch der weiteren Verifizierung durch zuséatzliche Experimente.
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Abbildung 5.4.3 Mit Roti®Blue gefarbtes BN-Gel der in Tabelle 3.5.7 aufgefiihrten Proben von Nothobranchius
furzeri. Die Solubilisierung erfolgt mit einem Digitonin/ Protein-Verhaltnis von 8:1 (w/w), aufgetragen sind je
20 g Protein (vor Solubilisierung). In der linken Spur sind zusatzlich 20 ug Rinderherzmitochondrien als Massen-
standard aufgetragen. Wahrend zwischen der Kontroll-Probe (Ctrl) und der Probe von Individuen mit kurz-
zeitiger Kalorienrestriktion (SCR) noch eine gewisse Gemeinsamkeit erkannt werden kann, zeigt die Probe der
Fische mit lebenslanger Kalorienrestriktion (CR) ein signifikant verandertes Bandenmuster. Die Intensitdten flr
die Banden der individuellen Atmungskettenkomplexe | und Ill, zeigen &hnliche Intensitdaten wie bei der
Kontroll- und SCR Probe, die Bande des ATP-Synthase Monomers (V;) zeigt jedoch eine drastische Abnahme der
Bandenintensitdt. Die Quantifizierung dieser Bande fir alle drei Proben mit der Software QuantityOne zeigt,
dass bei der CR Probe nur noch 13% der Menge an ATP-Synthase Monomer von Kontroll- bzw. SCR Probe
vorliegt. Wie bereits erwahnt, zeigen Kontroll- und SCR Probe ein &hnliches Bandenmuster mit ebenfalls
ahnlichen Intensitdten, jedoch kann der Superkomplex 11,1V, nur in der SCR Probe identifiziert werden. Der
Superkomplex I411V,, der bei den Proben aus Tabelle 3.5.6 sowohl bei CR als auch bei SCR Individuen detektiert
werden konnte, kann hier in keiner der drei Proben gefunden werden. Neben monomerem Komplex IV (1V,)
kann bei den CR und SCR Proben auch das Dimer (IV,) dieses Komplexes identifiziert werden. Deutlicher wird
dies auf den in Abbildung 5.4.4 gezeigten 2D-BN/SDS-Gelen, die auch fur die Zuordnung der Banden der Kom-
plexe und Superkomplexe der oxidativen Phosphorylierung in der ersten Dimension herangezogen wurden.

Wie bereits erwahnt zeigen die Proben von Fischen mit ad libitum Fiitterung (Ctrl) und kurz-
zeitiger Kalorienrestriktion (SCR) zwar grofere Gemeinsamkeiten jedoch kann der Super-
komplex III,IV; nur bei der SCR Probe identifiziert werden. Superkomplex I;IV;, der bei den
Proben aus Tabelle 3.5.6 sowohl bei CR als auch bei SCR Individuen detektiert werden konnte
(vgl. hierzu auch Abbildung 5.4.2), kann hier in keiner der drei analysierten Proben gefunden
werden. Dass der Superkomplex III,IV; nur in der SCR Probe identifiziert werden kann,
konnte auf einen Zerfall von Superkomplexa (I;II[,IV;) in individuellen KomplexI und
Superkomplex II[,IV; zurlickzufiihren sein. Untermauert wird diese Hypothese von der
Tatsache, dass die Menge von individuellem KomplexI in der SCR Probe gegeniiber der
Kontroll-Probe um 134% hoher ist. Allerdings zeigt die SCR Probe generell leicht hohere
Intensitdten als die Kontrolle und auch eine gréRere Menge von Superkomplex a, so dass
nicht mit Sicherheit gesagt werden kann, ob der Superkomplex III,IV; aus dem Zerfall von

Superkomplex a resultiert. In den beiden Proben von Individuen, die einer kalorien-
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reduzierten Erndhrung unterworfen waren, kann weiterhin neben dem Komplex IV Monomer
(IV;) auch das Dimer (IV,) identifiziert werden. Dies wird auf den in Abbildung 5.4.4
gezeigten 2D-BN/SDS-Gelen deutlicher (rote Pfeile). Interessanterweise scheint bei der
CR Probe das Komplex IV Monomer und bei der SCR Probe das Komplex IV Dimer zu
iiberwiegen. Auf den 2D-BN/SDS-Gelen lésst sich weiterhin nochmals der enorme Riickgang
der ATP-Synthase Menge bei der Probe von Individuen mit lebenslanger Kalorienrestriktion
(CR) erkennen. a- und B-Untereinheit des ATP-Synthase Monomers — bei der Kontroll- und
SCR-Probe auch des Dimers — sind durch einen weifen Kreis markiert. Wahrend bei der
Kontrollprobe und der Probe von Fischen mit nur kurzzeitiger Kalorienrestriktion (SCR) beide
Untereinheiten deutlich zu erkennen sind, zeigt die CR Probe hier nur sehr geringe Intensi-
taten und auch dies nur fiir das Monomer der ATP-Synthase. Bei der Kontroll-Probe scheint
das Monomer-Dimer-Verhéltnis der ATP-Synthase etwas geringer zu sein als bei der SCR
Probe, da fiir die Silberfarbung jedoch kein linearer Zusammenhang zwischen Farbeintensitét
und Proteinmenge besteht, kann dies nicht mit Sicherheit gesagt werden. Die Bestimmung des
Monomer-Dimer-Verhéltnisses aus der ersten Dimension ergibt einen Wert von 2,2 fiir die
Kontrolle und von 1,6 fiir die SCR Probe, steht somit also der Abschitzung aus dem 2D-
BN/SDS-Gel entgegen. Da insbesondere die Gelspur der Kontrolle im oberen Massenbereich
der ersten Dimension einige Schlieren aufweist (vgl. Abbildung 5.4.3), kann nicht von einer
akkuraten Quantifizierung ausgegangen werden. Auf dem 2D-BN/SDS-Gel der CR Probe sind
zusatzlich die zum Superkomplex II[,IV; gehorenden Core Protein 1 und 2 Untereinheiten von

Komplex III, durch einen blauen Kreis gekennzeichnet.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die lebenslange Kalorienrestriktion im Muskel-
gewebe von Nothobranchius furzeri zu einer erheblichen Abnahme der ATP-Synthase Menge
und einem vollstindigen Vorliegen dieser als Monomer zu fithren scheint. Auch die kurz-
zeitige Kalorienrestriktion (SCR) scheint eine Verdnderung in Menge und Zusammensetzung
der Komplexe und Superkomplexe der oxidativen Phosphorylierung zu bewirken, da sich das
Monomer-Dimer-Verhéltnis im Vergleich zur ad libitum erndhrten Kontrolle verdndert und die
SCR Probe auferdem als einzige den Superkomplex III,IV; besitzt. Auch lassen sich nur bei
den 2D-BN/SDS-Gelen der CR und SCR Probe Komplex IV Monomer (IV;) und Dimer (IV,)
unterscheiden, wobei bei der CR Probe das Monomer und bei der SCR Probe das Dimer zu
iiberwiegen scheint (vgl. Abbildung 5.4.4). Da diese Ergebnisse jedoch nur anhand einer
Probe pro Erndhrungszustand gewonnen wurden und fiir die CR und SCR Probe auf3erdem
Gewebe mannlicher und weiblicher Tiere in unterschiedlichem Verhaltnis verwendet wurden,
wahrend als Kontrolle nur Gewebe eines einzigen weiblichen Fisches zur Verfiigung stand,

sind weiterfiihrende Untersuchungen notwendig, um verlésslichere Daten zu gewinnen.
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Abbildung 5.4.4 Silbergefdrbte 2D-BN/SDS-Gele der Nothobranchius furzeri Proben aus Tabelle 3.5.7. Fir die
erste Dimension werden 40 ug Protein mit einem Digitonin/ Protein-Verhaltnis von 8:1 (w/w) solubilisiert. Links
auf jedem Gel ist jeweils 1 uL des LMW-Massenstandards aufgetragen. Uber jedes 2D-BN/SDS-Gel ist ein mit
Roti®-Blue Coomassie-gefarbter Gelstreifen der gleichen Probe in der ersten Dimension gelegt, um die Migration
der denaturierten Komplexe und Superkomplexe in ihre Untereinheiten zu visualisieren. Im Gegensatz zur
Kontroll-Probe kdénnen bei den Proben von M. furzeri Individuen mit lebenslanger (CR) oder kurzzeitiger
Kalorienrestriktion (SCR) Monomer (IV,) und Dimer (1V,) von Komplex IV deutlich unterschieden werden (rote
Pfeile). Interessanterweise scheint dabei bei der CR Probe das Monomer und bei der SCR Probe das Dimer von
Komplex IV zu Gberwiegen. Deutlich zu erkennen ist weiterhin, dass in der CR Probe einerseits kein ATP-Synthase
Dimer vorhanden ist und andererseits auch die Menge des Monomers im Vergleich mit den beiden anderen
Proben wesentlich geringer ist (weiBe Kreise; jeweils a- und B-Untereinheit). Das Verhéltnis von ATP-Synthase
Monomer und Dimer scheint bei der Kontroll-Probe etwas geringer zu sein als bei der SCR Probe, aufgrund der
hier verwendeten, nicht quantitativen Silberfarbung kann dies jedoch nicht mit Sicherheit gesagt werden. Der
Superkomplex IV, kann nur in der SCR Probe identifiziert werden. Auf dem entsprechenden 2D-BN/SDS-Gel
sind die zu diesem Superkomplex gehérenden Core Protein 1 und 2 Untereinheiten von Komplex Ill, durch ein
blaues Oval gekennzeichnet.
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5.4.4 Einfluss des Antioxidans Resveratrol auf das mitochondriale Proteom von N. furzeri

Das Antioxidans Resveratrol gehort zu den Phytoalexinen und kommt in verschiedenen

[340] [128]

Pflanzen"™", unter anderem in Schale und Kernen der roten Weinbeere vor und wird bei
Pilzbefall gebildet®*®***, Es existieren zwei Konformationsisomere — cis- und trans-
Resveratrol (siehe Abbildung 5.4.5) — von denen nur das trans-Isomer biologisch aktiv istH1>,
Im Weiteren ist, wenn von ,Resveratrol“ die Rede ist, immer das trans-Isomer gemeint. In das
Licht der wissenschaftlichen Offentlichkeit riickte Resveratrol durch das sogenannte ,Fran-
zOsische Paradox“, das die Tatsache beschreibt, dass Franzosen trotz einer eher fettreichen
Erndhrung und dem vermehrten Konsum von Rotwein ein geringes Vorkommen kardio-
vaskuldrer Erkrankungen zeigen und dies eventuell auf im Rotwein vorkommende sekundére

t [343]

Pflanzenstoffe zuriickzufiihren is . Resveratrol ist in diesem Zusammenhang besonders

interessant, da es bei verschiedenen Organismen, darunter auch Caenorhabditis elegans,

[114] +[111, 116]

Drosophila melanogaster und Nothobranchius furzeri , Effekte, die eigentlich durch
eine Kalorienrestriktion auftreten, imitiert und somit zu einer Verldngerung der Lebensspanne
fiihrt™". In N. furgzeri konnte eine Verlingerung der mittleren und maximalen Lebensspanne
um 56% bzw. 59% bei einer Verabreichung von Resveratrol in einer Dosis von 600 ug pro
Gramm Futter fiir erwachsene Tiere festgestellt werden™'®!. Weitere Effekte, die in N. furzeri
durch Resveratrol hervorgerufen wurden, sind der Erhalt der lokomotorischen Funktion sowie
eine verminderte Neurodegeneration bei 9 Wochen alten Fischen im Vergleich mit einer nicht

behandelten Kontrollgruppe!*®'.

Anhand der in Tabelle 3.5.8 aufgefithrten Proben von
N. furgeri Individuen, denen ab einem Alter von 5 Wochen {iber das Futter Resveratrol
verabreicht wurde und einer Kontrollgruppe, die Resveratrol-freies Futter bekam, soll im
Rahmen der vorliegenden Arbeit der Einfluss dieses Antioxidans auf das mitochondriale
Proteom, insbesondere die Komplexe und Superkomplexe der oxidativen Phosphorylierung,
untersucht werden. Wie schon bei der Analyse des Einflusses von Kalorienrestriktion auf das
mitochondriale Proteom von N. furgeri (Abschnitt 5.4.3) ist auch hier die Probenmenge

limitiert und es werden Gele mit einem Auffenmaf von 10,5 x 10 cm? (H x B) fiir die erste

und mit einem Auflenmaf von 8,2 x 10 cm? (H x B) fiir die zweite Dimension angefertigt.

HO OH
X
HO
X
OH
OH OH
c/s-Resveratrol trans-Resveratrol

Abbildung 5.4.5 Strukturformeln des biologisch inaktiven cis und des aktiven #ransResveratrols.
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In Abbildung 5.4.6 sind die Proben der mit Resveratrol behandelten Tiere (Resv.) und der
Kontrollgruppe (Ctrl) auf einem BN-Gel verglichen. Bandenmuster und —intensitdten sind bei
beiden Proben vergleichbar, es sind keine ausgeprédgten Unterschiede erkennbar. Bei beiden
Proben konnen die individuellen AtmungskettenkomplexeI, III, und IV, sowie die ATP-
Synthase in monomerer (V;) und dimerer (V,) Form identifiziert werden und es sind Banden
fiir die Superkomplexe III,IVy, I;IV; und a-c (I;111,IVy.,) erkennbar. Auch die charakteristische,
sehr schmale Bande fiir das Hitzeschockprotein 60 (HSP60) kann in beiden Proben identifi-
ziert werden. Um eventuelle Unterschiede zwischen der Probe der mit Resveratrol behandel-
ten Individuen von N. furgeri und der Kontrollgruppe besser sichtbar zu machen, wird von

beiden Proben ein 2D-BN/SDS-Gel angefertigt (Abbildung 5.4.7). Auch hier zeigt sich fiir

BHM Ctrl Resv.
’ Abbildung 5.4.6 Mit Roti®Blue gefirbtes BN-Gel der in

—c (LIL,V,) Tabelle 3.5.8 aufgefiihrten Proben von Nothobranchius furzeri.
b(,lllv,) Die Solubilisierung erfolgt mit einem Digitonin/ Protein-
a (L) Verhéltnis von 8:1 (w/w), aufgetragen sind je 80 ug Protein (vor
IV, Solubilisierung). In der linken Spur sind zusatzlich 20 ug Rinder-
herzmitochondrien als Massenstandard aufgetragen. Ausge-
750 — LIV, pragte Unterschiede zwischen den mit Resveratrol behandelten
. Tieren (Resv.) und der Kontrollgruppe (Ctrl) sind nicht
B : erkennbar. Beide Proben zeigen ein vergleichbares Banden-
muster und ebenfalls vergleichbare Bandenintensitdten. Es
: koénnen jeweils die individuellen Atmungskettenkomplexe |, 1,
200_"‘* ‘ IV, sowie Monomer (V) und Dimer (V,) der ATP-Synthase
identifiziert werden. Auch Banden fir die Superkom-
plexe l,1V,, 111V, und a-c (41I,1Vy,;) sowie das Hitzeschock-
protein 60 (HSP60) sind erkennbar.

BHM
M, [kDa]

1700
1500

beide Proben zunéchst ein vergleichbares Bild, einige Unterschiede lassen sich aber dennoch
erkennen. So scheint die Resveratrol-Probe weniger individuellen Komplex IV; (blauer Pfeil)
und eine etwas grofsere Menge an ATP-Synthase Dimer (V,) zu besitzen als die Kontrollprobe.
Auch die trimere (V3) und tetramere (V4) Form der ATP-Synthase — die beide auf dem BN-Gel
noch nicht eindeutig identifiziert werden konnten — scheinen in der Resveratrol-Probe in
groflerer Menge vorzuliegen. Bei dieser Interpretation muss jedoch beriicksichtigt werden,
dass bei der Farbung mit Silber kein linearer Zusammenhang zwischen Proteinmenge und
Farbeintensitit besteht, so dass quantitative Aussagen nur in einem sehr beschrankten Mal3e

moglich sind.
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Abbildung 5.4.7 Silbergefarbte 2D-BN/SDS-Gele der Nothobranchius furzeri Proben aus Tabelle 3.5.8. Fiir die
erste Dimension wurden 100 pg Protein mit einem Digitonin/ Protein-Verhaltnis von 8:1 (w/w) solubilisiert. Auf
jedem 2D-BN/SDS-Gel ist links 1L des LMW-Massenstandards aufgetragen. Ein mit Roti®-Blue Coomassie-
gefarbter Gelstreifen der gleichen Probe in der ersten Dimension ist Gber beide 2D-BN/SDS-Gele gelegt, um die
Migration der denaturierten Komplexe und Superkomplexe in ihre Untereinheiten zu visualisieren. Die a- und
B-Untereinheit des ATP-Synthase Monomers (V,), Dimers (V,), Trimers (V3) und Tetramers (V,4) sind in rot
gekennzeichnet. Die Gele der mit Resveratrol behandelten Tiere und der Kontrollgruppe (Ctrl) weisen zunachst
ein vergleichbares Bild auf, es lassen sich jedoch kleinere Unterschiede feststellen. So scheint in der Resveratrol-
Probe weniger individueller Komplex IV, (blaue Pfeile) und eine etwas groBere Menge dimerer ATP-Synthase
(V) vorhanden zu sein als bei der Kontroll-Gruppe. Auch die trimere (V3) und tetramere (V,;) Form der ATP-
Synthase - die beide auf dem BN-Gel noch nicht eindeutig identifiziert werden konnten - scheinen in der
Resveratrol-Probe in gréBerer Menge vorzuliegen. Bei dieser Interpretation muss jedoch berticksichtigt werden,
dass bei der Farbung mit Silber kein linearer Zusammenhang zwischen Proteinmenge und Farbeintensitat
besteht, so dass quantitative Aussagen nur in einem sehr beschrankten MafBe moglich sind.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass erste Hinweise auf eine Verdnderung des mito-
chondrialen Proteoms im Muskelgewebe von Nothobranchius furzeri durch die Verabreichung
von Resveratrol gefunden werden konnten. Diese scheinen sich insbesondere auf die Oligo-
merisierung der ATP-Synthase sowie das Vorliegen von individuellem Komplex IV; auszu-
wirken. Um verlassliche Aussagen iiber die Auswirkungen von Resveratrol in diesem Kontext
treffen zu konnen sind jedoch noch weiterfithrende Analysen notwendig. Zusétzlich kann fest-
gehalten werden, dass in den untersuchten Proben von Tieren mit und ohne Verabreichung
von Resveratrol ebenso wie bei den in Abschnitt 5.4.1 und 5.4.2 untersuchten Proben der

Superkomplex I;IV; identifiziert werden konnte, der bislang nur aus Rinderherzmito-

[3-5] [6, 71

chondrien™™, dem filamentdsen Pilz Neurospora crassa und der Hefe Yarrowia lipolytica™
bekannt ist und eine direkte Interaktion der KomplexeI und IV der oxidativen Phosphory-
lierung beweist. Bei den in Abschnitt 5.4.3 untersuchten, unabhédngigen Proben von Notho-

branchius furzeri konnte dieser Superkomplex jedoch nicht gefunden werden.
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6 Abkurzungsverzeichnis

1D

2D

AK
AOX
app.
AQUA
ATP

B

BHM
bidest.
BLAST
BN

BR
BSA
bzw.

C

CDS

C elegans
CID
CN

CR
Ctrl
daf-2
DDM
dest.
DIGE
DMSO
DNA
Drosophila
ECL
EDTA
engl.
ESI

9
GIuSA

erste Dimension

zweite Dimension

Antikorper

alternative Oxidase

apparent

absolute Quantifizierung (von Proteinen mittels interner Standards)
Adenosintriphosphat

Breite

Rinderherzmitochondrien (von engl. bovine heart mitochondlria)

zweifach entionisiert (bidestilliert)

engl. Basic Local Alignment Search Tool

blau-nativ

Bacteriorhodopsin

Rinderserumalbumin (von engl. bovine serum albumin)
beziehungsweise

Vernetzungsgrad (von engl. crosslinker concentration)
engl. Coding Sequence

Caenorhabdlitis elegans

engl. collision-induced dissociation

farblos-nativ (von engl. colorfess- oder clear-native)
Kalorienrestriktion (von engl. calorie restriction)
Kontrolle (von engl. control)

darf-2(e1370)

n-Dodecyl-f-p-maltosid

entionisiert (destilliert)

engl. difference gel electrophoresis

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonucleinsdure (von engl. deoxyribonucleic acid)
Drosophila melanogaster

engl. enhanced chemiluminescence
Ethylendiamintetraessigsaure (von engl. ethylenediaminetetraacetic acid)
Englisch

Elektrospray-lonisation

Erdschwerebeschleunigung (1 g = 9,81 m-s?)

Glutamat-Semialdehyd

Abkdirzungsverzeichnis 173



GRz Gona Re Zhou (ein Nationalpark in Zimbabwe aus dem der gleichnamige Stamm von Nothobranchius
furzeristammt)

GU Grauwerteinheiten (von engl. gray-units)

H Hohe

Ho Nullhypothese

HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure

HMW engl. high molecular weight

HNE 4-Hydroxy-2-nonenal

HPLC Hochleistungsflussigkeitschromatographie (von engl. high performance liquid chromatography)

HRP Meerrettichperoxidase (von engl. horse raddish peroxidase)

Hsp22 22 kDa Hitzeschockprotein

Hsp23 23 kDa Hitzeschockprotein

Hsp27 27 kDa Hitzeschockprotein

HSP60 60 kDa Hitzeschockprotein

IEF Isoelektrische Fokussierung

1l Instabilitats-Index

juv Juvenil

kbp Kilobasenpaare

KE Kollisionsenergie

Kyn Kynurenin

LC Flissigkeitschromatographie (von engl. /iquid chromatography)

LMW engl. Jow molecular weight

MALDI Matrix-unterstitzte Laser-Desorption/lonisation (von engl. matrix-assisted laser
desorption/ionization)

mtDNA mitochondriale DNA

MilliQ-Wasser  gereinigtes, zweifach entionisiertes Wasser, Widerstand 18 MQ, frei von Partikeln > 0,22 ym

Mg Molekularmasse

MRM engl. multiple reaction monitoring

MS Massenspektrometrie

MS/MS Tandem-Massenspektrometrie

MudPIT multidimensionalen Proteinidentifikations-Technik (von engl. multidimensional protein identification
technology)

NFKyn MFormylkynurenin

N. furzeri Nothobranchius furzeri

NPAF engl. normalized protein abundance factor

oD optische Dichte

OE Uberexpression (von engl. overexpression)

OSCP engl. Oligomycin sensitivity conferral protein
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OxPhos
p

PAF
PAGE
P. anserina
PIC
pIDNA
PMF
PTMs
PVDF
Q1

Q2

Q3
Resv.
RNAI
RNS
ROS
rom
SAM
SAM-OMT
SCR
SCX
SDS
sen
sHsps
SIB
SOD
SRM

T

TOF
Trp
TrpOH
UE
VDAC
vgl.
WT

Oxidative Phosphorylierung

Uberschreitungswahrscheinlichkeit, Signifikanzwert (engl. p-value von probability)
engl. protein abundance factor
Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Podospora anserina

Protease Inhibitor Cocktail

plasmide-like DNA

engl. peptide mass fingerprinting

posttranslationale Modifikationen

Polyvinylidendifluorid

Quadrupol 1

Quadrupol 2

Quadrupol 3

Resveratrol

RNA-Interferenz

reaktive Stickstoffspezies (von engl. reactive nitrogen species)
reaktive Sauerstoffspezies (von engl. reactive oxygen species)
Rotationen pro Minute

SAdenosylmethionin

SAM-abhangige O-Methyltransferase
Kurzzeit-Kalorienrestriktion (von engl. short-term calorie restriction)
starke Kationenaustausch-Chromatographie (SCX, von engl. strong cation exchange)
Natriumdodecylsulfat (von engl. sodium dodecyl! sulfate)
Seneszent

kleine Hitzeschockproteine (von engl. small heat shock proteins)
Swiss Institute for Bioinformatics

Superoxiddismutase

engl. selected reaction monitoring
Totalacrylamidkonzentration

Flugzeit (von engl. time-of-flight)

Tryptophan

Hydroxy-Tryptophan

Untereinheit

engl. voltage-dependent anion channel

Vergleiche

Wildtyp

Abkdirzungsverzeichnis 175






7

Literatur

(1]

(2]

(3]

(4]

(5]

(6]

[7]

(8]

(91

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

Krause, F. (2004). "Biochemische Charakterisierung der supramolekularen Organisation der mitochondrialen
OXPHOS-Komplexe von Sdugern, Pilzen und Pflanzen." Dissertation, Technische Universitdt Darmstadt.

Brys, K., Castelein, N., Matthijssens, F., Vanfleteren, J.R. & Braeckman, B.P. (2010). "Disruption of insulin
signalling preserves bioenergetic competence of mitochondria in ageing Caenorhabditis elegans." BMC Biol 8
91.

Krause, F. (2006). "Detection and analysis of protein-protein interactions in organellar and prokaryotic
proteomes by native gel electrophoresis: (Membrane) protein complexes and supercomplexes." Electrophoresis
27 (13): 2759-2781.

Schégger, H. & Pfeiffer, K. (2000). "Supercomplexes in the respiratory chains of yeast and mammalian
mitochondria." Embo J 19 (8): 1777-1783.

Krause, F., Reifschneider, N.H., Goto, S. & Dencher, N.A. (2005). "Active oligomeric ATP synthases in
mammalian mitochondria." Biochem Biophys Res Commun 329 (2): 583-590.

Marques, I., Dencher, N.A., Videira, A. & Krause, F. (2007). "Supramolecular organization of the
respiratory chain in Neurospora crassa mitochondria." Eukaryot Cell 6 (12): 2391-2405.

Duarte, M. & Videira, A. (2009). "Effects of mitochondrial complex III disruption in the respiratory chain of
Neurospora crassa." Mol Microbiol 72 (1): 246-258.

Niibel, E., Wittig, 1., Kerscher, S., Brandt, U. & Schigger, H. (2009). "Two-dimensional native
electrophoretic analysis of respiratory supercomplexes from Yarrowia lipolytica." Proteomics 9 (9): 2408-
2418.

De Vries, S., Van Witzenburg, R., Grivell, L.A. & Marres, C.A. (1992). "Primary structure and import
pathway of the rotenone-insensitive NADH-ubiquinone oxidoreductase of mitochondria from Saccharomyces
cerevisiae." Eur J Biochem 203 (3): 587-592.

Luttik, M.A., Overkamp, K.M., Kotter, P., de Vries, S., van Dijken, J.P. & Pronk, J.T. (1998). "The
Saccharomyces cerevisiae NDE1 and NDE2 genes encode separate mitochondrial NADH dehydrogenases
catalyzing the oxidation of cytosolic NADH." J Biol Chem 273 (38): 24529-24534.

Small, W.C. & McAlister-Henn, L. (1998). "Identification of a cytosolically directed NADH dehydrogenase in
mitochondria of Saccharomyces cerevisiae." J Bacteriol 180 (16): 4051-4055.

Skladal, D., Halliday, J. & Thorburn, D.R. (2003). "Minimum birth prevalence of mitochondrial respiratory
chain disorders in children." Brain 126 (Pt 8): 1905-1912.

Loeffen, J.L., Smeitink, J.A., Trijbels, J.M., Janssen, A.J., Triepels, R.H., Sengers, R.C. & van den Heuvel,
L.P. (2000). "Isolated complex I deficiency in children: clinical, biochemical and genetic aspects." Hum Mutat
15 (2): 123-134.

Kim, S.K. (2007). "Common aging pathways in worms, flies, mice and humans." J Exp Biol 210 (Pt 9):
1607-1612.

Houthoofd, K., Braeckman, B.P., Lenaerts, L., Brys, K., Matthijssens, F., De Vreese, A., Van Eygen, S. &
Vanfleteren, J.R. (2005). "DAF-2 pathway mutations and food restriction in aging Caenorhabditis elegans
differentially affect metabolism." Neurobiol Aging 26 (5): 689-696.

Trifunovic, A., Wredenberg, A., Falkenberg, M., Spelbrink, J.N., Rovio, A.T., Bruder, C.E., Bohlooly, Y.M.,
Gidlof, S., Oldfors, A., Wibom, R., Tornell, J., Jacobs, H.T. & Larsson, N.G. (2004). "Premature ageing in
mice expressing defective mitochondrial DNA polymerase." Nature 429 (6990): 417-423.

King, R.C. (1974). "Handbook of Genetics: Volume 1: Bacteria, Bacteriophages, and Fungi." 1* Edition,
Springer, New York.

Osiewacz, H.D. (2002). "Aging in fungi: role of mitochondria in Podospora anserina." Mech Ageing Dev 123
(7): 755-764.

Literatur

177



[19]

[20]

[21]

[22]

(23]

[24]

[25]

[26]

[27]

(28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

Osiewacz, H.D. & Borghouts, C. (2000). "Mitochondrial oxidative stress and aging in the filamentous fungus
Podospora anserina." Ann N'Y Acad Sci 908 31-39.

Osiewacz, H.D. (2007). "Was ein Pilz iiber das Altern verrdt." Biologie in unserer Zeit 3 (37): 164-172.

Rizet, G. (1953). "[Impossibility of obtaining uninterrupted and unlimited multiplication of the ascomycete
Podospora anserina]." C R Hebd Seances Acad Sci 237 (15): 838-840.

Scheckhuber, C.Q. & Osiewacz, H.D. (2008). "Podospora anserina: a model organism to study mechanisms
of healthy ageing." Mol Genet Genomics 280 (5): 365-374.

Thimann, K.V. (1980). "Senescence in Plants." CRC Press, Boca Raton.

Delay, C. (1963). "Observations inframicroscopiques sur le mycelium "senescent" du Podospora anserina " CR
Acad Sci Paris 256 (22): 4721-&.

Borghouts, C. & Osiewacz, H.D. (1998). "GRISEA, a copper-modulated transcription factor from Podospora
anserina involved in senescence and morphogenesis, is an ortholog of MAC1 in Saccharomyces cerevisiae." Mol
Gen Genet 260 (5): 492-502.

Osiewacz, H.D. & Nuber, U. (1996). "GRISEA, a putative copper-activated transcription factor from
Podospora anserina involved in differentiation and senescence." Mol Gen Genet 252 (1-2): 115-124.

Borghouts, C., Scheckhuber, C.Q., Werner, A. & Osiewacz, H.D. (2002). "Respiration, copper availability
and SOD activity in P. anserina strains with different lifespan." Biogerontology 3 (3): 143-153.

Osiewacz, H.D. & Stumpferl, S.W. (2001). "Metabolism and aging in the filamentous fungus Podospora
anserina." Arch Gerontol Geriatr 32 (3): 185-197.

Muller, F. (2000). "The Nature and Mechanism of Superoxide Production by the Electron Transport Chain: Its
Relevance to Aging." J Amer Aging Assoc 23 227-253.

Barja, G. (1999). "Mitochondrial oxygen radical generation and leak: sites of production in states 4 and 3,
organ specificity, and relation to aging and longevity." J Bioenerg Biomembr 31 (4): 347-366.

Votyakova, T.V. & Reynolds, I.J. (2001). "DeltaPsi(m)-Dependent and -independent production of reactive
oxygen species by rat brain mitochondria." J Neurochem 79 (2): 266-277.

Osiewacz, H.D. & Esser, K. (1984). "The mitochondrial plasmid of Podospora anserina: a mobile intron of a
mitochondrial gene." Curr Genet 8 (4): 299-305.

Belcour, L., Begel, O., Mossé, M.O. & Vierny, C. (1981). "Mitochondrial DNA amplification in senescent
cultures of Podospora anserina: variability between the retained, amplified genes." Curr Genet 3 (1): 13-21.

Kiick, U., Stahl, U. & Esser, K. (1981). "Plasmide-like DNA is part of mitochondrial DNA in Podospora
anserina." Curr Genet 3 (2): 151-156.

Kiick, U., Osiewacz, H.D., Schmidt, U., Kappelhoff, B., Schulte, E., Stahl, U. & Esser, K. (1985). "The onset
of senescence is affected by DNA rearrangements of a discontinuous mitochondrial gene in Podospora
anserina." Curr Genet 9 (5): 373-382.

Cummings, D.J., Belcour, L. & Grandchamp, C. (1979). "Mitochondrial-DNA from Podospora anserina. II.
Properties of mutant DNA and multimeric circular DNA from senescent cultures." Molecular & General
Genetics 171 (3): 239-250.

Stahl, U., Lemke, P.A., Tudzynski, P., Kuck, U. & Esser, K. (1978). "Evidence for plasmid like DNA in a
filamentous fungus, the ascomycete Podospora anserina." Molecular & General Genetics 162 (3): 341-343.

Borghouts, C., Kimpel, E. & Osiewacz, H.D. (1997). "Mitochondrial DNA rearrangements of Podospora
anserina are under the control of the nuclear gene grisea." Proceedings of the National Academy of Sciences
of the United States of America 94 (20): 10768-10773.

Borghouts, C., Werner, A., Elthon, T. & Osiewacz, H.D. (2001). "Copper-modulated gene expression and
senescence in the filamentous fungus Podospora anserina." Molecular and Cellular Biology 21 (2): 390-399.

178

Literatur



[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

[52]

[53]

[54]

[55]

[56]

[57]

Dufour, E., Boulay, J., Rincheval, V. & Sainsard-Chanet, A. (2000). "A causal link between respiration and
senescence in Podospora anserina." Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America 97 (8): 4138-4143.

van Diepeningen, A.D., Debets, A.J., Slakhorst, S.M. & Hoekstra, R.F. (2008). "Mitochondrial pAL2-1
plasmid homologs are senescence factors in Podospora anserina independent of intrinsic senescence."
Biotechnol J 3 (6): 791-802.

Boivin, A., Gaumer, S. & Sainsard-Chanet, A. (2008). "Life span extension by dietary restriction is reduced
but not abolished by loss of both SIR2 and HST2 in Podospora anserina." Mech Ageing Dev 129 (12): 714-
721.

van Diepeningen, A.D., Maas, M.F., Huberts, D.H., Goedbloed, D.J., Engelmoer, D.J., Slakhorst, S.M.,
Koopmanschap, A.B., Krause, F., Dencher, N.A., Sellem, C.H., Sainsard-Chanet, A., Hoekstra, R.F. &
Debets, A.J. (2010). "Calorie restriction causes healthy life span extension in the filamentous fungus
Podospora anserina." Mech Ageing Dev 131 (1): 60-68.

Maas, M.F., de Boer, H.J., Debets, A.J. & Hoekstra, R.F. (2004). "The mitochondrial plasmid pAL2-1
reduces calorie restriction mediated life span extension in the filamentous fungus Podospora anserina." Fungal
Genet Biol 41 (9): 865-871.

Weindruch, R., Walford, R.L., Fligiel, S. & Guthrie, D. (1986). "The retardation of aging in mice by dietary
restriction: longevity, cancer, immunity and lifetime energy intake." J Nutr 116 (4): 641-654.

McCay, C.M., Crowell, M.F. & Maynard, L.A. (1935). "The effect of retarded growth upon the length of life
span and upon the ultimate body size. ." J Nutr 10 (1): 63-79.

Houthoofd, K. & Vanfleteren, J.R. (2006). "The longevity effect of dietary restriction in Caenorhabditis
elegans." Exp Gerontol 41 (10): 1026-1031.

Klass, M.R. (1977). "Aging in the nematode Caenorhabditis elegans: major biological and environmental
factors influencing life span." Mech Ageing Dev 6 (6): 413-429.

Houthoofd, K., Gems, D., Johnson, T.E. & Vanfleteren, J.R. (2007). "Dietary restriction in the nematode
Caenorhabditis elegans." Interdiscip Top Gerontol 35 98-114.

Braeckman, B.P., Demetrius, L. & Vanfleteren, J.R. (2006). "The dietary restriction effect in C. elegans and
humans: is the worm a one-millimeter human?" Biogerontology 7 (3): 127-133.

Good, T.P. & Tatar, M. (2001). "Age-specific mortality and reproduction respond to adult dietary restriction
in Drosophila melanogaster." J Insect Physiol 47 (12): 1467-1473.

Pletcher, S.D., Macdonald, S.J., Marguerie, R., Certa, U., Stearns, S.C., Goldstein, D.B. & Partridge, L.
(2002). "Genome-wide transcript profiles in aging and calorically restricted Drosophila melanogaster." Curr
Biol 12 (9): 712-723.

Chippindale, A.K., Leroi, A.M., Kim, S.B. & Rose, M.R. (1993). "Phenotypic Plasticity and Selection in
Drosophila Life-History Evolution .1. Nutrition and the Cost of Reproduction." Journal of Evolutionary
Biology 6 (2): 171-193.

Terzibasi, E., Lefrancois, C., Domenici, P., Hartmann, N., Graf, M. & Cellerino, A. (2009). "Effects of
dietary restriction on mortality and age-related phenotypes in the short-lived fish Nothobranchius furzeri."
Aging Cell 8 (2): 88-99.

Groebe, K., Krause, F., Kunstmann, B., Unterluggauer, H., Reifschneider, N.H., Scheckhuber, C.Q., Sastri,
C., Stegmann, W., Wozny, W., Schwall, G.P., Poznanovic, S., Dencher, N.A., Jansen-Durr, P., Osiewacz,
H.D. & Schrattenholz, A. (2007). "Differential proteomic profiling of mitochondria from Podospora anserina,
rat and human reveals distinct patterns of age-related oxidative changes." Exp Gerontol 42 (9): 887-898.

Braeckman, B.P. & Vanfleteren, J.R. (2007). "Genetic control of longevity in C. elegans." Exp Gerontol 42
(1-2): 90-98.

Klass, M. & Hirsh, D. (1976). "Non-ageing developmental variant of Caenorhabditis elegans." Nature 260
(5551): 523-525.

Literatur

179



[58]

[59]

[60]

[61]

[62]

[63]

[64]

[65]

[66]

[67]

[68]

[69]

[70]

[71]

[72]

(73]

[74]

[75]

[76]

[77]

Houthoofd, K. & Vanfleteren, J.R. (2007). "Public and private mechanisms of life extension in
Caenorhabditis elegans." Mol Genet Genomics 277 (6): 601-617.

Kurz, C.L. & Tan, M.W. (2004). "Regulation of aging and innate immunity in C. elegans." Aging Cell 3 (4):
185-193.

D. Zarkower
"WormBook, ed. The C. elegans Research Community, WormBook, doi/10.1895/wormbook.1.84.1,
http://www.wormbook.org. ", 2006-02-10.

Maduro, M.F. "Cell fate specification in the C. elegans embryo." Dev Dyn 239 (5): 1315-1329.

Sulston, J.E., Schierenberg, E., White, J.G. & Thomson, J.N. (1983). "The embryonic cell lineage of the
nematode Caenorhabditis elegans." Dev Biol 100 (1): 64-119.

Strange, K. (2003). "From genes to integrative physiology: ion channel and transporter biology in
Caenorhabditis elegans." Physiol Rev 83 (2): 377-415.

Atlas Of C. elegans Anatomy - an illustrated handbook
"http://www.wormatlas.org/verl/handbook/anatomyintro/anatomyintro.htm", 2009-07-31.

Burnell, A.M., Houthoofd, K., O'Hanlon, K. & Vanfleteren, J.R. (2005). "Alternate metabolism during the
dauer stage of the nematode Caenorhabditis elegans." Exp Gerontol 40 (11): 850-856.

McElwee, J.J., Schuster, E., Blanc, E., Thomas, J.H. & Gems, D. (2004). "Shared transcriptional signature
in Caenorhabditis elegans Dauer larvae and long-lived daf-2 mutants implicates detoxification system in
longevity assurance." J Biol Chem 279 (43): 44533-44543.

McElwee, J.J., Schuster, E., Blanc, E., Thornton, J. & Gems, D. (2006). "Diapause-associated metabolic
traits reiterated in long-lived daf-2 mutants in the nematode Caenorhabditis elegans." Mech Ageing Dev 127
(5): 458-472.

Cassada, R.C. & Russell, R.L. (1975). "The dauerlarva, a post-embryonic developmental variant of the
nematode Caenorhabditis elegans." Dev Biol 46 (2): 326-342.

C. elegans Sequencing Consortium (1998). "Genome sequence of the nematode C. elegans: a platform for
investigating biology." Science 282 (5396): 2012-2018.

Vanfleteren, J.R., De Vreese, A. & Braeckman, B.P. (1998). "Two-parameter logistic and Weibull equations
provide better fits to survival data from isogenic populations of Caenorhabditis elegans in axenic culture than
does the Gompertz model." J Gerontol A Biol Sci Med Sci 53 (6): B393-403; discussion B404-398.

Johnson, T.E. (1990). "Increased life-span of age-1 mutants in Caenorhabditis elegans and lower Gompertz
rate of aging." Science 249 (4971): 908-912.

Brooks, A., Lithgow, G.J. & Johnson, T.E. (1994). "Mortality rates in a genetically heterogeneous population
of Caenorhabditis elegans." Science 263 (5147): 668-671.

Vaupel, J.W., Johnson, T.E. & Lithgow, G.J. (1994). "Rates of mortality in populations of Caenorhabditis
elegans." Science 266 (5186): 826; author reply 828.

Herndon, L.A., Schmeissner, P.J., Dudaronek, J.M., Brown, P.A., Listner, K.M., Sakano, Y., Paupard, M.C.,
Hall, D.H. & Driscoll, M. (2002). "Stochastic and genetic factors influence tissue-specific decline in ageing C.
elegans." Nature 419 (6909): 808-814.

Kenyon, C., Chang, J., Gensch, E., Rudner, A. & Tabtiang, R. (1993). "A C. elegans mutant that lives twice
as long as wild type." Nature 366 (6454): 461-464.

Duhon, S.A. & Johnson, T.E. (1995). "Movement as an index of vitality: comparing wild type and the age-1
mutant of Caenorhabditis elegans." J Gerontol A Biol Sci Med Sci 50 (5): B254-261.

Russell, R.L. & Seppa, R.I. (1987). "Genetic and environmental manipulation of aging in Caenorhabditis
elegans." Basic Life Sci 42 35-48.

180

Literatur



[78]

[79]

[80]

[81]

[82]

[83]

[84]

[85]

[86]

[87]

[88]

[89]

[90]

[91]

Bolanowski, M.A., Russell, R.L. & Jacobson, L.A. (1981). "Quantitative measures of aging in the nematode
Caenorhabditis elegans. 1. Population and longitudinal studies of two behavioral parameters." Mech Ageing
Dev 15 (3): 279-295.

Johnson, T.E. (1987). "Aging can be genetically dissected into component processes using long-lived lines of
Caenorhabditis elegans." Proc Natl Acad Sci U S A 84 (11): 3777-3781.

Hosono, R. (1978). "Age dependent changes in the behavior of Caenorhabditis elegans on attraction to
Escherichia coli." Exp Gerontol 13 (1-2): 31-36.

Croll, N.A., Smith, J.M. & Zuckerman, B.M. (1977). "The aging process of the nematode Caenorhabditis
elegans in bacterial and axenic culture." Exp Aging Res 3 (3): 175-189.

Melov, S., Lithgow, G.J., Fischer, D.R., Tedesco, P.M. & Johnson, T.E. (1995). "Increased frequency of
deletions in the mitochondrial genome with age of Caenorhabditis elegans." Nucleic Acids Res 23 (8): 1419-
1425.

Melov, S., Hertz, G.Z., Stormo, G.D. & Johnson, T.E. (1994). "Detection of deletions in the mitochondrial
genome of Caenorhabditis elegans." Nucleic Acids Res 22 (6): 1075-1078.

Lakowski, B. & Hekimi, S. (1996). "Determination of life-span in Caenorhabditis elegans by four clock
genes." Science 272 (5264): 1010-1013.

Kenyon, C. (2005). "The plasticity of aging: insights from long-lived mutants." Cell 120 (4): 449-460.

Tatar, M., Bartke, A. & Antebi, A. (2003). "The endocrine regulation of aging by insulin-like signals."
Science 299 (5611): 1346-1351.

Kimura, K.D., Tissenbaum, H.A., Liu, Y. & Ruvkun, G. (1997). "daf-2, an insulin receptor-like gene that
regulates longevity and diapause in Caenorhabditis elegans." Science 277 (5328): 942-946.

Gems, D., Sutton, A.J., Sundermeyer, M.L., Albert, P.S., King, K.V., Edgley, M.L., Larsen, P.L. & Riddle,
D.L. (1998). "Two pleiotropic classes of daf-2 mutation affect larval arrest, adult behavior, reproduction and
longevity in Caenorhabditis elegans." Genetics 150 (1): 129-155.

Dorman, J.B., Albinder, B., Shroyer, T. & Kenyon, C. (1995). "The age-1 and daf-2 genes function in a
common pathway to control the lifespan of Caenorhabditis elegans." Genetics 141 (4): 1399-1406.

Van Voorhies, W.A. & Ward, S. (1999). "Genetic and environmental conditions that increase longevity in
Caenorhabditis elegans decrease metabolic rate." Proc Natl Acad Sci U S A 96 (20): 11399-11403.

Adams, M.D., Celniker, S.E., Holt, R.A., Evans, C.A., Gocayne, J.D., Amanatides, P.G., Scherer, S.E., Li,
P.W., Hoskins, R.A., Galle, R.F., George, R.A., Lewis, S.E., Richards, S., Ashburner, M., Henderson, S.N.,
Sutton, G.G., Wortman, J.R., Yandell, M.D., Zhang, Q., Chen, L.X., Brandon, R.C., Rogers, Y.H., Blazej,
R.G., Champe, M., Pfeiffer, B.D., Wan, K.H., Doyle, C., Baxter, E.G., Helt, G., Nelson, C.R., Gabor, G.L.,
Abril, J.F., Agbayani, A., An, H.J., Andrews-Pfannkoch, C., Baldwin, D., Ballew, R.M., Basu, A., Baxendale,
J., Bayraktaroglu, L., Beasley, E.M., Beeson, K.Y., Benos, P.V., Berman, B.P., Bhandari, D., Bolshakov, S.,
Borkova, D., Botchan, M.R., Bouck, J., Brokstein, P., Brottier, P., Burtis, K.C., Busam, D.A., Butler, H.,
Cadieu, E., Center, A., Chandra, I., Cherry, J.M., Cawley, S., Dahlke, C., Davenport, L.B., Davies, P., de
Pablos, B., Delcher, A., Deng, Z., Mays, A.D., Dew, 1., Dietz, S.M., Dodson, K., Doup, L.E., Downes, M.,
Dugan-Rocha, S., Dunkov, B.C., Dunn, P., Durbin, K.J., Evangelista, C.C., Ferraz, C., Ferriera, S.,
Fleischmann, W., Fosler, C., Gabrielian, A.E., Garg, N.S., Gelbart, W.M., Glasser, K., Glodek, A., Gong, F.,
Gorrell, J.H., Gu, Z., Guan, P., Harris, M., Harris, N.L., Harvey, D., Heiman, T.J., Hernandez, J.R., Houck,
J., Hostin, D., Houston, K.A., Howland, T.J., Wei, M.H., Ibegwam, C., Jalali, M., Kalush, F., Karpen, G.H.,
Ke, Z., Kennison, J.A., Ketchum, K.A., Kimmel, B.E., Kodira, C.D., Kraft, C., Kravitz, S., Kulp, D., Lai, Z.,
Lasko, P., Lei, Y., Levitsky, A.A., Li, J., Li, Z., Liang, Y., Lin, X., Liu, X., Mattei, B., McIntosh, T.C., McLeod,
M.P., McPherson, D., Merkulov, G., Milshina, N.V., Mobarry, C., Morris, J., Moshrefi, A., Mount, S.M.,
Moy, M., Murphy, B., Murphy, L., Muzny, D.M., Nelson, D.L., Nelson, D.R., Nelson, K.A., Nixon, K.,
Nusskern, D.R., Pacleb, J.M., Palazzolo, M., Pittman, G.S., Pan, S., Pollard, J., Puri, V., Reese, M.G.,
Reinert, K., Remington, K., Saunders, R.D., Scheeler, F., Shen, H., Shue, B.C., Siden-Kiamos, 1., Simpson,
M., Skupski, M.P., Smith, T., Spier, E., Spradling, A.C., Stapleton, M., Strong, R., Sun, E., Svirskas, R.,
Tector, C., Turner, R., Venter, E., Wang, A.H., Wang, X., Wang, Z.Y., Wassarman, D.A., Weinstock, G.M.,
Weissenbach, J., Williams, S.M., WoodageT, Worley, K.C., Wu, D., Yang, S., Yao, Q.A., Ye, J., Yeh, R.F.,
Zaveri, J.S., Zhan, M., Zhang, G., Zhao, Q., Zheng, L., Zheng, X.H., Zhong, F.N., Zhong, W., Zhou, X.,

Literatur

181



[92]

[93]

[94]

[95]

[96]

[97]

[98]

[99]

[100]

[101]

[102]

[103]

[104]

[105]

[106]

[107]

[108]

[109]

[110]

[111]

Zhu, S., Zhu, X., Smith, H.O., Gibbs, R.A., Myers, E.W., Rubin, G.M. & Venter, J.C. (2000). "The genome
sequence of Drosophila melanogaster." Science 287 (5461): 2185-2195.

Helfand, S.L. & Rogina, B. (2003). "Genetics of aging in the fruit fly, Drosophila melanogaster." Annu Rev
Genet 37 329-348.

Helfand, S.L. & Rogina, B. (2003). "From genes to aging in Drosophila." Adv Genet 49 67-109.

Johnson, T.E., Lithgow, G.J. & Murakami, S. (1996). "Hypothesis: interventions that increase the response
to stress offer the potential for effective life prolongation and increased health." J Gerontol A Biol Sci Med Sci
51 (6): B392-395.

Arking, R. (2006). "Biology of Aging: Observations and Principles." 3" Edition, Oxford University Press,
Oxford, New York.

Helfand, S.L. & Rogina, B. (2003). "Molecular genetics of aging in the fly: is this the end of the beginning?"
Bioessays 25 (2): 134-141.

Loeb, J. & Northrop, J.H. (1916). "Is There a Temperature Coefficient for the Duration of Life?" Proc Natl
Acad SciU S A 2 (8): 456-457.

Miquel, J., Lundgren, P.R., Bensch, K.G. & Atlan, H. (1976). "Effects of temperature on the life span, vitality
and fine structure of Drosophila melanogaster." Mech Ageing Dev 5 (5): 347-370.

Morrow, G., Samson, M., Michaud, S. & Tanguay, R.M. (2004). "Overexpression of the small mitochondrial
Hsp22 extends Drosophila life span and increases resistance to oxidative stress." FASEB J 18 (3): 598-599.

Morrow, G., Inaguma, Y., Kato, K. & Tanguay, R.M. (2000). "The small heat shock protein Hsp22 of
Drosophila melanogaster is a mitochondrial protein displaying oligomeric organization." J Biol Chem 275
(40): 31204-31210.

Wheeler, J.C., Bieschke, E.T. & Tower, J. (1995). "Muscle-specific expression of Drosophila hsp70 in
response to aging and oxidative stress." Proc Natl Acad Sci U S A 92 (22): 10408-10412.

King, V. & Tower, J. (1999). "Aging-specific expression of Drosophila hsp22." Dev Biol 207 (1): 107-118.

Informationsdienst Wissenschaft
"http://idw-online.de/pages/de/news281266", 2008-10-02.

Terzibasi, E., Valenzano, D.R., Benedetti, M., Roncaglia, P., Cattaneo, A., Domenici, L. & Cellerino, A.
(2008). "Large differences in aging phenotype between strains of the short-lived annual fish Nothobranchius
furzeri." PLoS One 3 (12): e3866.

Genade, T., Benedetti, M., Terzibasi, E., Roncaglia, P., Valenzano, D.R., Cattaneo, A. & Cellerino, A.
(2005). "Annual fishes of the genus Nothobranchius as a model system for aging research." Aging Cell 4 (5):
223-233.

Seegers, L. (1997). "Aqualog: Killifishes of the World: Old World Killis II." Germany: Morfelden-Walldorf.
Murphy, W.J. & Collier, G.E. (1999). "Phylogenetic Relationships of African Killifishes in the Genera
Aphyosemion and Fundulopanchax Inferred from Mitochondrial DNA Sequences." Mol Phy Evol 11 (3): 351-
360.

Hrbek, T. & Larson, A. (1999). "The evolution of diapause in the killifish Family Rivulidae (Atherinomorpha,
Cyprinodontiformes): a molecular phylogenetic and biogeographic perspective." Evolution 53 1200-1216.

Nothobranchius.de
"http://www.nothobranchius.de/html/furzeri-populationen.html", 2008-10-31.

Seluanov, A., Chen, Z., Hine, C., Sasahara, T.H., Ribeiro, A.A., Catania, K.C., Presgraves, D.C. &
Gorbunova, V. (2007). "Telomerase activity coevolves with body mass not lifespan." Aging Cell 6 (1): 45-52.

Valenzano, D.R. & Cellerino, A. (2006). "Resveratrol and the pharmacology of aging: a new vertebrate
model to validate an old molecule." Cell Cycle 5 (10): 1027-1032.

182

Literatur



[112]

[113]

[114]

[115]

[116]

[117]

[118]

[119]

[120]

[121]

[122]

[123]

[124]

[125]

[126]

[127]

[128]

[129]

[130]

[131]

[132]

Terzibasi, E., Valenzano, D.R. & Cellerino, A. (2007). "The short-lived fish Nothobranchius furzeri as a new
model system for aging studies." Exp Gerontol 42 (1-2): 81-89.

Valenzano, D.R., Terzibasi, E., Cattaneo, A., Domenici, L. & Cellerino, A. (2006). "Temperature affects
longevity and age-related locomotor and cognitive decay in the short-lived fish Nothobranchius furzeri." Aging
Cell 5 (3): 275-278.

Wood, J.G., Rogina, B., Lavu, S., Howitz, K., Helfand, S.L., Tatar, M. & Sinclair, D. (2004). "Sirtuin
activators mimic caloric restriction and delay ageing in metazoans." Nature 430 (7000): 686-689.

Anekonda, T.S. (2006). "Resveratrol - a boon for treating Alzheimer's disease?" Brain Res Rev 52 (2): 316-
326.

Valenzano, D.R., Terzibasi, E., Genade, T., Cattaneo, A., Domenici, L. & Cellerino, A. (2006). "Resveratrol
prolongs lifespan and retards the onset of age-related markers in a short-lived vertebrate." Curr Biol 16 (3):
296-300.

Medvedev, Z.A. (1990). "An attempt at a rational classification of theories of ageing." Biol Rev Camb Philos
Soc 65 (3): 375-398.

Promislow, D.E. (1994). "DNA repair and the evolution of longevity: a critical analysis." J Theor Biol 170
(3): 291-300.

Kim, S., Kaminker, P. & Campisi, J. (2002). "Telomeres, aging and cancer: In search of a happy ending."
Oncogene 21 (4): 503-511.

Kirkwood, T.B., Boys, R.J., Gillespie, C.S., Proctor, C.J., Shanley, D.P. & Wilkinson, D.J. (2003). "Towards
an e-biology of ageing: integrating theory and data." Nat Rev Mol Cell Biol 4 (3): 243-249.

Wallace, D.C. (1999). "Mitochondrial diseases in man and mouse." Science 283 (5407): 1482-1488.

Sohal, R.S. & Weindruch, R. (1996). "Oxidative stress, caloric restriction, and aging." Science 273 (5271):
59-63.

Muller, F. (2000). "The Nature and Mechanism of Superoxide Production by the Electron Transport Chain: Its
Relevance to Aging." J Amer Aging Assoc 23 227-253.

LeDoux, S.P., Wilson, G.L., Beecham, E.J., Stevnsner, T., Wassermann, K. & Bohr, V.A. (1992). "Repair of
mitochondrial DNA after various types of DNA damage in Chinese hamster ovary cells." Carcinogenesis 13
(11): 1967-1973.

Thyagarajan, B., Padua, R.A. & Campbell, C. (1996). "Mammalian mitochondria possess homologous DNA
recombination activity." J Biol Chem 271 (44): 27536-27543.

Osborne, T.B., Mendel, L.B. & Ferry, E.L. (1917). "The Effect of Retardation of Growth Upon the Breeding
Period and Duration of Life of Rats." Science 45 (1160): 294-295.

Lane, M.A,, Roth, G.S. & Ingram, D.K. (2007). "Caloric restriction mimetics: a novel approach for
biogerontology." Methods Mol Biol 371 143-149.

Langcake, P. & Pryce, R.J. (1977). "A new class of phytoalexins from grapevines." Experientia 33 (2): 151-
152.

Saager, M. (2010). "Abhdngigkeit des Lipidmusters in biologischen Membranen vom physiologischen
Zustand." Diplomarbeit, Technische Universitdt Darmstadt.

Gredilla, R., Grief, J. & Osiewacz, H.D. (2006). "Mitochondrial free radical generation and lifespan control
in the fungal aging model Podospora anserina." Exp Gerontol 41 (4): 439-447.

Bradford, M.M. (1976). "A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram quantities of
protein utilizing the principle of protein-dye binding." Anal Biochem 72 248-254.

Schéfer, E.R. (2007). "Vergleich des mitochondrialen Rattenhirnproteoms verschiedener Altersstufen mit 2D-
Gelelektrophorese und MALDI-Massenspektrometrie." Diplomarbeit, Technische Universitdt Darmstadt.

Literatur

183



[133]

[134]

[135]

[136]

[137]

[138]

[139]

[140]

[141]

[142]

[143]

[144]

[145]

[146]

[147]

[148]

[149]

[150]

[151]

[152]

Bloeck, F. (2011). "Age-Associated Changes in the Mitochondrial Proteome of the Annual Killifish
Nothobranchius furzeri." Diplomarbeit, Technische Universitdt Darmstadt.

Reifschneider, N.H. (2006). "Elektrophoretische und massenspektrometrische Analyse des mitochondrialen
Proteoms von Eukaryonten." Dissertation, Technische Universitdt Darmstadt.

Radék, Z., Sasvari, M., Nyakas, C., Taylor, A.W., Ohno, H., Nakamoto, H. & Goto, S. (2000). "Regular
training modulates the accumulation of reactive carbonyl derivatives in mitochondrial and cytosolic fractions
of rat skeletal muscle." Arch Biochem Biophys 383 (1): 114-118.

Brewer, G.J., Jones, T.T., Wallimann, T. & Schlattner, U. (2004). "Higher respiratory rates and improved
creatine stimulation in brain mitochondria isolated with anti-oxidants." Mitochondrion 4 (1): 49-57.

Heidrich, N.G. (2011). ‘'Isolierung, Charakterisierung und strukturelle Untersuchung von
Membranproteinkomplexen aus verschiedenen Organismen." Dissertation, Technische Universitét
Darmstadt.

Rexroth, S., Meyer zu Tittingdorf, J.M., Krause, F., Dencher, N.A. & Seelert, H. (2003). "Thylakoid
membrane at altered metabolic state: challenging the forgotten realms of the proteome." Electrophoresis 24
(16): 2814-2823.

Blum, H., Beier, H. & Gross, H.J. (1987). "Improved silver staining of plant proteins, RNA and DNA in
polyacrylamide gels." Electrophoresis 8 93-99.

Rabilloud, T., Carpentier, G. & Tarroux, P. (1988). "Improvement and simplification of low-background
silver staining of proteins by using sodium dithionite." Electrophoresis 9 (6): 288-291.

Haan, C. & Behrmann, I. (2007). "A cost effective non-commercial ECL-solution for Western blot detections
yielding strong signals and low background." J Immunol Methods 318 (1-2): 11-19.

Shevchenko, A., Wilm, M., Vorm, O. & Mann, M. (1996). "Mass spectrometric sequencing of proteins silver-
stained polyacrylamide gels." Anal Chem 68 (5): 850-858.

Wolters, D.A., Washburn, M.P. & Yates, J.R., 3rd (2001). "An automated multidimensional protein
identification technology for shotgun proteomics." Anal Chem 73 (23): 5683-5690.

Washburn, M.P., Wolters, D. & Yates, J.R., 3rd (2001). "Large-scale analysis of the yeast proteome by
multidimensional protein identification technology." Nat Biotechnol 19 (3): 242-247.

Wu, C.C. & Yates, J.R., 3rd (2003). "The application of mass spectrometry to membrane proteomics." Nat
Biotechnol 21 (3): 262-267.

Wolters, D.A. (2004). "Anwendungen der MudPIT Technologie." BIOspektrum 10 (2): 162-164.

Yocum, A.K. & Chinnaiyan, A.M. (2009). "Current affairs in quantitative targeted proteomics: multiple
reaction monitoring-mass spectrometry." Brief Funct Genomic Proteomic 8 (2): 145-157.

Gross, J.H. (2004). "Mass Spectrometry: A Textbook." Springer-Verlag, Berlin, Heidelberg.

McNaught, A.D., Wilkinson, A. (1997). "IUPAC Compendium of Chemical Terminology." 2" Edition,
Blackwell Science, Oxford.

Haber, F., Weiss, J. (1932). "Uber die Katalyse des Hydroperoxydes." Naturwissenschaften 20 (51): 948-
950.

Manzanares, D., Rodriguez-Capote, K., Liu, S., Haines, T., Ramos, Y., Zhao, L., Doherty-Kirby, A., Lajoie,
G. & Possmayer, F. (2007). "Modification of tryptophan and methionine residues is implicated in the
oxidative inactivation of surfactant protein B." Biochemistry 46 (18): 5604-5615.

Resource Processing Industries Branch
"http://www.ic.gc.ca/app/ccc/srch/nvgt.do?lang=eng&prtl=1&sbPrtl=&estblmntNo=123456216271&p
rofile=cmpltPrfl&profileld=201&app=sold", 2009-04-30.

184

Literatur



[153]

[154]

[155]

[156]

[157]

[158]

[159]

[160]

[161]

[162]

[163]

[164]

[165]

[166]

[167]

[168]

[169]

[170]

[171]

[172]

Frenzel, M. (2006). "Altersabhdngige Untersuchung des Proteoms von Rattus norvegicus." Diplomarbeit,
Technische Universitdt Darmstadt.

Pang, J.X., Ginanni, N., Dongre, A.R., Hefta, S.A. & Opitek, G.J. (2002). "Biomarker discovery in urine by
proteomics." J Proteome Res 1 (2): 161-169.

Gao, J., Opiteck, G.J., Friedrichs, M.S., Dongre, A.R. & Hefta, S.A. (2003). "Changes in the protein
expression of yeast as a function of carbon source." J Proteome Res 2 (6): 643-649.

Liu, H., Sadygov, R.G. & Yates, J.R., 3rd (2004). "A model for random sampling and estimation of relative
protein abundance in shotgun proteomics." Anal Chem 76 (14): 4193-4201.

Bantscheff, M., Schirle, M., Sweetman, G., Rick, J. & Kuster, B. (2007). "Quantitative mass spectrometry in
proteomics: a critical review." Anal Bioanal Chem 389 (4): 1017-1031.

Chelius, D. & Bondarenko, P.V. (2002). "Quantitative profiling of proteins in complex mixtures using liquid
chromatography and mass spectrometry." J Proteome Res 1 (4): 317-323.

Wang, W., Zhou, H., Lin, H., Roy, S., Shaler, T.A., Hill, L.R., Norton, S., Kumar, P., Anderle, M. & Becker,
C.H. (2003). "Quantification of proteins and metabolites by mass spectrometry without isotopic labeling or
spiked standards." Anal Chem 75 (18): 4818-4826.

Wang, G., Wu, W.W., Zeng, W., Chou, C.L. & Shen, R.-F. (2006). "Label-Free Protein Quantification Using
LC-Coupled Ion Trap or FT Mass Spectrometry: Reproducibility, Linearity, and Application with Complex
Proteomes." J Proteome Res 5 (5): 1214-1223.

Higgs, R.E., Knierman, M.D., Gelfanova, V., Butler, J.P. & Hale, J.E. (2005). "Comprehensive Label-Free
Method for the Relative Quantification of Proteins from Biological Samples." J Proteome Res 4 (4): 1442-
1450.

Wiener, M.C., Sachs, J.R., Deyanova, E.G. & Yates, N.A. (2004). "Differential mass spectrometry: a label-
free LC-MS method for finding significant differences in complex peptide and protein mixtures." Anal Chem
76 (20): 6085-6096.

Desiderio, D.M. & Kai, M. (1983). "Preparation of stable isotope-incorporated peptide internal standards for
field desorption mass spectrometry quantification of peptides in biologic tissue." Biomed Mass Spectrom 10
(8): 471-479.

Gerber, S.A., Rush, J., Stemman, O., Kirschner, M.W. & Gygi, S.P. (2003). "Absolute quantification of
proteins and phosphoproteins from cell lysates by tandem MS." Proc Natl Acad Sci U S A 100 (12): 6940-
6945.

Kettenbach, A.N., Rush, J. & Gerber, S.A. "Absolute quantification of protein and post-translational
modification abundance with stable isotope-labeled synthetic peptides." Nat Protoc 6 (2): 175-186.

Oestreich, M., Romberg, O. (2009). "Keine Panik vor Statistik!" 2., {iiberarbeitete Auflage,
Vieweg+ Teubner Verlag, Wiesbaden.

Microsoft
"http://office.microsoft.com/de-de/excel-help/stabw-HP005209277.aspx", 2011-03-16.

Wilcoxon, F. (1945). "Individual Comparisons by Ranking Methods." Biometrics Bulletin 1 (6): 80-83.

Mann, H.B. & Whitney, D.R. (1947). "On a Test of Whether One of 2 Random Variables Is Stochastically
Larger Than the Other." Annals of Mathematical Statistics 18 (1): 50-60.

A.F. Siegel
"http://www.scribd.com/doc/14752535/Excel-Manual", 2011-03-25.

Center fiir Digitale Systeme (CeDiS) Freie Universitit Berlin
"http://web.neuestatistik.de/inhalte_web/content/MOD_32593/html/comp_32647.html", 2005-11-07.

Frenzel, M., Rommelspacher, H., Sugawa, M.D. & Dencher, N.A. (2010). "Ageing alters the supramolecular
architecture of OxPhos complexes in rat brain cortex." Exp Gerontol 45 (7-8): 563-572.

Literatur

185



[173]

[174]

[175]

[176]

[177]

[178]

[179]

[180]

[181]

[182]

[183]

[184]

[185]

[186]

[187]

[188]

[189]

[190]

Sohn, M. (2010). "Der Einfluss von Altern und Kalorienreduktion auf das mitochondriale Proteom des
Rattenhirns." Diplomarbeit, Technische Universitdt Darmstadt.

Thilmany, S. (2008). "Effekte des Alterns und der kurzzeitigen Kalorienrestriktion auf das mitochondriale
Proteom der Rattenleber." Diplomarbeit, Technische Universitdt Darmstadt.

Lombardi, A., Silvestri, E., Cioffi, F., Senese, R., Lanni, A., Goglia, F., de Lange, P. & Moreno, M. (2009).
"Defining the transcriptomic and proteomic profiles of rat ageing skeletal muscle by the use of a cDNA array,
2D- and Blue native-PAGE approach." J Proteomics 72 (4): 708-721.

Gomez, L.A., Monette, J.S., Chavez, J.D., Maier, C.S. & Hagen, T.M. (2009). "Supercomplexes of the
mitochondrial electron transport chain decline in the aging rat heart." Arch Biochem Biophys 490 (1): 30-
35.

Dani, D., Shimokawa, 1., Komatsu, T., Higami, Y., Warnken, U., Schokraie, E., Schnolzer, M., Krause, F.,
Sugawa, M.D. & Dencher, N.A. (2010). "Modulation of oxidative phosphorylation machinery signifies a
prime mode of anti-ageing mechanism of calorie restriction in male rat liver mitochondria." Biogerontology
11 (3): 321-334.

Powell, D.W., Weaver, C.M., Jennings, J.L., McAfee, K.J., He, Y., Weil, P.A. & Link, A.J. (2004). "Cluster
analysis of mass spectrometry data reveals a novel component of SAGA." Mol Cell Biol 24 (16): 7249-7259.

McAfee, K.J., Duncan, D.T., Assink, M. & Link, A.J. (2006). "Analyzing proteomes and protein function
using graphical comparative analysis of tandem mass spectrometry results." Mol Cell Proteomics 5 (8):
1497-1513.

Zeth, K. & Thein, M. (2010). "Porins in prokaryotes and eukaryotes: common themes and variations."
Biochem J 431 (1): 13-22.

Berg, J.M., Tymoczko, J.L. & Stryer, L. (2003). "Biochemie." 5. Auflage, Spektrum Akademischer Verlag,
Heidelberg.

UniProtKB
"http://www.uniprot.org/uniprot/B2B736", 2011-03-08.

Hegner, D. (1980). "Age-dependence of molecular and functional changes in biological membrane properties."
Mech Ageing Dev 14 (1-2): 101-118.

Goncalves, R.P., Buzhynskyy, N., Prima, V., Sturgis, J.N. & Scheuring, S. (2007). "Supramolecular
assembly of VDAC in native mitochondrial outer membranes." J Mol Biol 369 (2): 413-418.

O'Toole, J.F., Patel, H.V., Naples, C.J., Fujioka, H. & Hoppel, C.L. (2010). "Decreased cytochrome c
mediates an age-related decline of oxidative phosphorylation in rat kidney mitochondria." Biochem J 427
(1):105-112.

Karp, G. (2010). "Cell and Molecular Biology: Concepts and Experiments." 6™ Edition, John Wiley & Sons
Inc., Hoboken.

Chorna, S.V., Dosenko, V., Strutyns'ka, N.A., Vavilova, H.L. & Sahach, V.F. (2010). "Increased expression of
voltage-dependent anion channel and adenine nucleotide translocase and the sensitivity of calcium-induced
mitochondrial permeability transition opening pore in the old rat heart." Fiziol Zh 56 (4): 19-25.

Heyde, M., Laloi, P. & Portalier, R. (2000). "Involvement of carbon source and acetyl phosphate in the
external-pH-dependent expression of porin genes in Escherichia coli." J Bacteriol 182 (1): 198-202.

Li, M., Xiao, Z.Q., Chen, Z.C., Li, J.L., Li, C., Zhang, P.F. & Li, M.Y. (2007). "Proteomic analysis of the
aging-related proteins in human normal colon epithelial tissue." J Biochem Mol Biol 40 (1): 72-81.

Hofer, T., Servais, S., Seo, A.Y., Marzetti, E., Hiona, A., Upadhyay, S.J., Wohlgemuth, S.E. &
Leeuwenburgh, C. (2009). "Bioenergetics and permeability transition pore opening in heart subsarcolemmal
and interfibrillar mitochondria: effects of aging and lifelong calorie restriction." Mech Ageing Dev 130 (5):
297-307.

186

Literatur



[191]

[192]

[193]

[194]

[195]

[196]

[197]

[198]

[199]

[200]

[201]

[202]

[203]

[204]

[205]

[206]

[207]

[208]

[209]

Csiszar, A., Labinskyy, N., Orosz, Z., Xiangmin, Z., Buffenstein, R. & Ungvari, Z. (2007). "Vascular aging in
the longest-living rodent, the naked mole rat." Am J Physiol Heart Circ Physiol 293 (2): H919-927.

Arnold, I., Pfeiffer, K., Neupert, W., Stuart, R.A. & Schagger, H. (1998). "Yeast mitochondrial F1FO-ATP
synthase exists as a dimer: identification of three dimer-specific subunits." Embo J 17 (24): 7170-7178.

Rexroth, S., Meyer Zu Tittingdorf, J.M., Schwassmann, H.J., Krause, F., Seelert, H. & Dencher, N.A.
(2004). "Dimeric H+-ATP synthase in the chloroplast of Chlamydomonas reinhardtii." Biochim Biophys Acta
1658 (3): 202-211.

Eubel, H., Heinemeyer, J., Sunderhaus, S. & Braun, H.P. (2004). "Respiratory chain supercomplexes in
plant mitochondria." Plant Physiol Biochem 42 (12): 937-942.

van Lis, R., Atteia, A., Mendoza-Hernandez, G. & Gonzalez-Halphen, D. (2003). "Identification of novel
mitochondrial protein components of Chlamydomonas reinhardtii. A proteomic approach." Plant Physiol 132
(1): 318-330.

Dudkina, N.V., Heinemeyer, J., Keegstra, W., Boekema, E.J. & Braun, H.P. (2005). "Structure of dimeric
ATP synthase from mitochondria: an angular association of monomers induces the strong curvature of the
inner membrane." FEBS Lett 579 (25): 5769-5772.

Krause, F., Reifschneider, N.H., Vocke, D., Seelert, H., Rexroth, S. & Dencher, N.A. (2004).
""Respirasome"-like supercomplexes in green leaf mitochondria of spinach." J Biol Chem 279 (46): 48369-
48375.

Krause, F., Scheckhuber, C.Q., Werner, A., Rexroth, S., Reifschneider, N.H., Dencher, N.A. & Osiewacz,
H.D. (2006). "OXPHOS Supercomplexes: respiration and life-span control in the aging model Podospora
anserina." Ann N'Y Acad Sci 1067 106-115.

Giraud, M.F., Paumard, P., Soubannier, V., Vaillier, J., Arselin, G., Salin, B., Schaeffer, J., Brethes, D., di
Rago, J.P. & Velours, J. (2002). "Is there a relationship between the supramolecular organization of the
mitochondrial ATP synthase and the formation of cristae?" Biochim Biophys Acta 1555 (1-3): 174-180.

Wittig, 1., Carrozzo, R., Santorelli, F.M. & Schagger, H. (2006). "Supercomplexes and subcomplexes of
mitochondrial oxidative phosphorylation." Biochim Biophys Acta 1757 (9-10): 1066-1072.

Gibbons, C., Montgomery, M.G., Leslie, A.G. & Walker, J.E. (2000). "The structure of the central stalk in
bovine F;-ATPase at 2.4 A resolution." Nat Struct Biol 7 (11): 1055-1061.

Tomasetig, L., Di Pancrazio, F., Harris, D.A., Mavelli, I. & Lippe, G. (2002). "Dimerization of FOFIATP
synthase from bovine heart is independent from the binding of the inhibitor protein IF1." Biochim Biophys
Acta 1556 (2-3): 133-141.

Paumard, P., Vaillier, J., Coulary, B., Schaeffer, J., Soubannier, V., Mueller, D.M., Brethes, D., di Rago,
J.P. & Velours, J. (2002). "The ATP synthase is involved in generating mitochondrial cristae morphology."
Embo J 21 (3): 221-230.

Nelson, D. & Cox, M. (2001). "Lehninger Biochemie." Springer-Verlag, Berlin Heidelberg.

Buzhynskyy, N., Sens, P., Prima, V., Sturgis, J.N. & Scheuring, S. (2007). "Rows of ATP synthase dimers in
native mitochondrial inner membranes." Biophys J 93 (8): 2870-2876.

Brust, D., Daum, B., Breunig, C., Hamann, A., Kuhlbrandt, W. & Osiewacz, H.D. (2010). "Cyclophilin D
links programmed cell death and organismal aging in Podospora anserina." Aging Cell 9 (5): 761-775.

Frenzel, M. (2011). "Mitochondrial ageing in rat brain areas and human fibroblasts." Doktorarbeit,
Technische Universitdt Darmstadt.

Schultz, B.E. & Chan, S.I. (2001). "Structures and proton-pumping strategies of mitochondrial respiratory
enzymes." Annu Rev Biophys Biomol Struct 30 23-65.

Tsukihara, T., Aoyama, H., Yamashita, E., Tomizaki, T., Yamaguchi, H., Shinzawa-Itoh, K., Nakashima, R.,
Yaono, R. & Yoshikawa, S. (1996). "The whole structure of the 13-subunit oxidized cytochrome c oxidase at
2.8 A." Science 272 (5265): 1136-1144.

Literatur

187



[210]

[211]

[212]

[213]

[214]

[215]

[216]

[217]

[218]

[219]

[220]

[221]

[222]

[223]

[224]

[225]

[226]

[227]

[228]

Yoshikawa, S., Shinzawa-Itoh, K., Nakashima, R., Yaono, R., Yamashita, E., Inoue, N., Yao, M., Fei, M.J.,
Libeu, C.P., Mizushima, T., Yamaguchi, H., Tomizaki, T. & Tsukihara, T. (1998). "Redox-coupled crystal
structural changes in bovine heart cytochrome c oxidase." Science 280 (5370): 1723-1729.

Tsukihara, T., Shimokata, K., Katayama, Y., Shimada, H., Muramoto, K., Aoyama, H., Mochizuki, M.,
Shinzawa-Itoh, K., Yamashita, E., Yao, M., Ishimura, Y. & Yoshikawa, S. (2003). "The low-spin heme of
cytochrome c oxidase as the driving element of the proton-pumping process." Proc Natl Acad Sci U S A 100
(26): 15304-153009.

Muramoto, K., Hirata, K., Shinzawa-Itoh, K., Yoko-o, S., Yamashita, E., Aoyama, H., Tsukihara, T. &
Yoshikawa, S. (2007). "A histidine residue acting as a controlling site for dioxygen reduction and proton
pumping by cytochrome c oxidase." Proc Natl Acad Sci U S A 104 (19): 7881-7886.

Vonck, J. & Schafer, E. (2009). "Supramolecular organization of protein complexes in the mitochondrial
inner membrane." Biochim Biophys Acta 1793 (1): 117-124.

Wittig, I., Karas, M. & Schagger, H. (2007). "High resolution clear native electrophoresis for in-gel functional
assays and fluorescence studies of membrane protein complexes." Mol Cell Proteomics 6 (7): 1215-1225.

Berry, E.A. & Trumpower, B.L. (1985). "Isolation of ubiquinol oxidase from Paracoccus denitrificans and
resolution into cytochrome bcl and cytochrome c-aa3 complexes." J Biol Chem 260 (4): 2458-2467.

Schigger, H. & Pfeiffer, K. (2001). "The ratio of oxidative phosphorylation complexes I-V in bovine heart
mitochondria and the composition of respiratory chain supercomplexes." J Biol Chem 276 (41): 37861-
37867.

Schigger, H. (2002). "Respiratory chain supercomplexes of mitochondria and bacteria." Biochim Biophys
Acta 1555 (1-3): 154-159.

Wittig, I. & Schagger, H. (2009). "Supramolecular organization of ATP synthase and respiratory chain in
mitochondrial membranes." Biochim Biophys Acta 1787 (6): 672-680.

Krause, F., Scheckhuber, C.Q., Werner, A., Rexroth, S., Reifschneider, N.H., Dencher, N.A. & Osiewacz,
H.D. (2004). "Supramolecular organization of cytochrome c oxidase- and alternative oxidase-dependent
respiratory chains in the filamentous fungus Podospora anserina." J Biol Chem 279 (25): 26453-26461.

Fernandez-Vizarra, E., Tiranti, V. & Zeviani, M. (2009). "Assembly of the oxidative phosphorylation system
in humans: what we have learned by studying its defects." Biochim Biophys Acta 1793 (1): 200-211.

Vazquez-Acevedo, M., Antaramian, A., Corona, N. & Gonzalez-Halphen, D. (1993). "Subunit structures of
purified beef mitochondrial cytochrome bcl complex from liver and heart." J Bioenerg Biomembr 25 (4):
401-410.

Crofts, A.R. (2004). "The cytochrome bcl complex: function in the context of structure." Annu Rev Physiol
66 689-733.

Mitchell, P. (1976). "Possible molecular mechanisms of the protonmotive function of cytochrome systems." J
Theor Biol 62 (2): 327-367.

Hinkle, P.C., Kumar, M.A., Resetar, A. & Harris, D.L. (1991). "Mechanistic stoichiometry of mitochondrial
oxidative phosphorylation." Biochemistry 30 (14): 3576-3582.

Fariss, M.W., Chan, C.B., Patel, M., Van Houten, B. & Orrenius, S. (2005). "Role of mitochondria in toxic
oxidative stress." Mol Interv 5 (2): 94-111.

Beckman, J.S. & Koppenol, W.H. (1996). "Nitric oxide, superoxide, and peroxynitrite: the good, the bad, and
ugly." Am J Physiol 271 (5 Pt 1): C1424-1437.

Acker, H. (2005). "The oxygen sensing signal cascade under the influence of reactive oxygen species." Philos
Trans R Soc Lond B Biol Sci 360 (1464): 2201-2210.

Brookes, P.S., Yoon, Y., Robotham, J.L., Anders, M.W. & Sheu, S.S. (2004). "Calcium, ATP, and ROS: a
mitochondrial love-hate triangle." Am J Physiol Cell Physiol 287 (4): C817-833.

188

Literatur



[229]

[230]

[231]

[232]

[233]

[234]

[235]

[236]

[237]

[238]

[239]

[240]

[241]

[242]

[243]

[244]

[245]

[246]

Waypa, G.B., Marks, J.D., Guzy, R., Mungai, P.T., Schriewer, J., Dokic, D. & Schumacker, P.T. (2010).
"Hypoxia triggers subcellular compartmental redox signaling in vascular smooth muscle cells." Circ Res 106
(3): 526-535.

Nemoto, S., Takeda, K., Yu, Z.X., Ferrans, V.J. & Finkel, T. (2000). "Role for mitochondrial oxidants as
regulators of cellular metabolism." Mol Cell Biol 20 (19): 7311-7318.

Werner, E. & Werb, Z. (2002). "Integrins engage mitochondrial function for signal transduction by a
mechanism dependent on Rho GTPases." J Cell Biol 158 (2): 357-368.

Dada, L.A., Chandel, N.S., Ridge, K.M., Pedemonte, C., Bertorello, A.M. & Sznajder, J.I. (2003). "Hypoxia-
induced endocytosis of Na,K-ATPase in alveolar epithelial cells is mediated by mitochondrial reactive oxygen
species and PKC-zeta." J Clin Invest 111 (7): 1057-1064.

Ischiropoulos, H. & Beckman, J.S. (2003). "Oxidative stress and nitration in neurodegeneration: cause,
effect, or association?" J Clin Invest 111 (2): 163-169.

Lenaz, G. (2001). "The mitochondrial production of reactive oxygen species: mechanisms and implications in
human pathology." TUBMB Life 52 (3-5): 159-164.

Schilling, G. (2010). "Oxidativer Stress." labor&more 6 (3): 50-52.

Bénit, P., Lebon, S. & Rustin, P. (2009). "Respiratory-chain diseases related to complex III deficiency."
Biochim Biophys Acta 1793 (1): 181-185.

Brandt, U., Kerscher, S., Drose, S., Zwicker, K. & Zickermann, V. (2003). "Proton pumping by
NADH:ubiquinone oxidoreductase. A redox driven conformational change mechanism?" FEBS Lett 545 (1): 9-
17.

Lazarou, M., Thorburn, D.R., Ryan, M.T. & McKenzie, M. (2009). "Assembly of mitochondrial complex I and
defects in disease." Biochim Biophys Acta 1793 (1): 78-88.

Fearnley, I.M. & Walker, J.E. (1992). "Conservation of sequences of subunits of mitochondrial complex I and
their relationships with other proteins." Biochim Biophys Acta 1140 (2): 105-134.

Carroll, J., Fearnley, .M., Shannon, R.J., Hirst, J. & Walker, J.E. (2003). "Analysis of the subunit
composition of complex I from bovine heart mitochondria." Mol Cell Proteomics 2 (2): 117-126.

Chomyn, A., Mariottini, P., Cleeter, M.W., Ragan, C.I., Matsuno-Yagi, A., Hatefi, Y., Doolittle, R.F. &
Attardi, G. (1985). "Six unidentified reading frames of human mitochondrial DNA encode components of the
respiratory-chain NADH dehydrogenase." Nature 314 (6012): 592-597.

Chomyn, A., Cleeter, M.W., Ragan, C.I., Riley, M., Doolittle, R.F. & Attardi, G. (1986). "URF6, last
unidentified reading frame of human mtDNA, codes for an NADH dehydrogenase subunit." Science 234
(4776): 614-618.

Fearnley, I.M., Carroll, J., Shannon, R.J., Runswick, M.J., Walker, J.E. & Hirst, J. (2001). "GRIM-19, a cell
death regulatory gene product, is a subunit of bovine mitochondrial NADH:ubiquinone oxidoreductase
(complex I)." J Biol Chem 276 (42): 38345-38348.

Lufei, C., Ma, J., Huang, G., Zhang, T., Novotny-Diermayr, V., Ong, C.T. & Cao, X. (2003). "GRIM-19, a
death-regulatory gene product, suppresses Stat3 activity via functional interaction." Embo J 22 (6): 1325-
1335.

Huang, G., Lu, H., Hao, A., Ng, D.C., Ponniah, S., Guo, K., Lufei, C., Zeng, Q. & Cao, X. (2004). "GRIM-19,
a cell death regulatory protein, is essential for assembly and function of mitochondrial complex I." Mol Cell
Biol 24 (19): 8447-8456.

Brown, M.D., Starikovskaya, E., Derbeneva, O., Hosseini, S., Allen, J.C., Mikhailovskaya, I.E., Sukernik,
R.I. & Wallace, D.C. (2002). "The role of mtDNA background in disease expression: a new primary LHON
mutation associated with Western Eurasian haplogroup J." Hum Genet 110 (2): 130-138.

Literatur

189



[247]

[248]

[249]

[250]

[251]

[252]

[253]

[254]

[255]

[256]

[257]

[258]

[259]

[260]

[261]

[262]

[263]

Valentino, M.L., Barboni, P., Ghelli, A., Bucchi, L., Rengo, C., Achilli, A., Torroni, A., Lugaresi, A., Lodi, R.,
Barbiroli, B., Dotti, M., Federico, A., Baruzzi, A. & Carelli, V. (2004). "The ND1 gene of complex I is a
mutational hot spot for Leber's hereditary optic neuropathy." Ann Neurol 56 (5): 631-641.

Loeffen, J., Smeitink, J., Triepels, R., Smeets, R., Schuelke, M., Sengers, R., Trijbels, F., Hamel, B.,
Mullaart, R. & van den Heuvel, L. (1998). "The first nuclear-encoded complex I mutation in a patient with
Leigh syndrome." Am J Hum Genet 63 (6): 1598-1608.

Marella, M., Seo, B.B., Yagi, T. & Matsuno-Yagi, A. (2009). "Parkinson's disease and mitochondrial complex
I: a perspective on the Ndil therapy." J Bioenerg Biomembr 41 (6): 493-497.

Stroh, A., Anderka, O., Pfeiffer, K., Yagi, T., Finel, M., Ludwig, B. & Schégger, H. (2004). "Assembly of
respiratory complexes I, III, and IV into NADH oxidase supercomplex stabilizes complex I in Paracoccus
denitrificans." J Biol Chem 279 (6): 5000-5007.

Acin-Perez, R., Bayona-Bafaluy, M.P., Fernandez-Silva, P., Moreno-Loshuertos, R., Perez-Martos, A.,
Bruno, C., Moraes, C.T. & Enriquez, J.A. (2004). "Respiratory complex III is required to maintain complex I
in mammalian mitochondria." Mol Cell 13 (6): 805-815.

de Lonlay, P., Valnot, I., Barrientos, A., Gorbatyuk, M., Tzagoloff, A., Taanman, J.W., Benayoun, E.,
Chretien, D., Kadhom, N., Lombes, A., de Baulny, H.O., Niaudet, P., Munnich, A., Rustin, P. & Rotig, A.
(2001). "A mutant mitochondrial respiratory chain assembly protein causes complex III deficiency in patients
with tubulopathy, encephalopathy and liver failure." Nat Genet 29 (1): 57-60.

Fernandez-Vizarra, E., Bugiani, M., Goffrini, P., Carrara, F., Farina, L., Procopio, E., Donati, A., Uziel, G.,
Ferrero, I. & Zeviani, M. (2007). "Impaired complex III assembly associated with BCSI1L gene mutations in
isolated mitochondrial encephalopathy." Hum Mol Genet 16 (10): 1241-1252.

Diaz, F., Fukui, H., Garcia, S. & Moraes, C.T. (2006). "Cytochrome c oxidase is required for the
assembly/stability of respiratory complex I in mouse fibroblasts." Mol Cell Biol 26 (13): 4872-4881.

Li, Y., D'Aurelio, M., Deng, J.H., Park, J.S., Manfredi, G., Hu, P., Ly, J. & Bai, Y. (2007). "An assembled
complex IV maintains the stability and activity of complex I in mammalian mitochondria." J Biol Chem 282
(24): 17557-17562.

Chance, B. & Williams, G.R. (1955). "A method for the localization of sites for oxidative phosphorylation."
Nature 176 (4475): 250-254.

Hackenbrock, C.R., Chazotte, B. & Gupte, S.S. (1986). "The random collision model and a critical
assessment of diffusion and collision in mitochondrial electron transport." J Bioenerg Biomembr 18 (5): 331-
368.

Hatefi, Y. (1985). "The mitochondrial electron transport and oxidative phosphorylation system." Annu Rev
Biochem 54 1015-1069.

Capaldi, R.A. (1982). "Arrangement of proteins in the mitochondrial inner membrane." Biochim Biophys
Acta 694 (3): 291-306.

Sone, N., Sekimachi, M. & Kutoh, E. (1987). "Identification and properties of a quinol oxidase super-complex
composed of a bcl complex and cytochrome oxidase in the thermophilic bacterium PS3." J Biol Chem 262
(32): 15386-15391.

Iwasaki, T., Wakagi, T., Isogai, Y., lizuka, T. & Oshima, T. (1995). "Resolution of the aerobic respiratory
system of the thermoacidophilic archaeon, Sulfolobus sp. strain 7. II. Characterization of the archaeal
terminal oxidase subcomplexes and implication for the intramolecular electron transfer." J Biol Chem 270
(52): 30893-30901.

Ragan, C.I. & Heron, C. (1978). "The interaction between mitochondrial NADH-ubiquinone oxidoreductase
and ubiquinol-cytochrome c oxidoreductase. Evidence for stoicheiometric association." Biochem J 174 (3):
783-790.

Fowler, L.R. & Richardson, S.H. (1963). "Studies on the electron transfer system. L. On the mechanism of
reconstitution of the mitochondrial electron transfer system." J Biol Chem 238 456-463.

190

Literatur



[264]

[265]

[266]

[267]

[268]

[269]

[270]

[271]

[272]

[273]

[274]

[275]

[276]

[277]

[278]

[279]

[280]

[281]

[282]

[283]

Hatefi, Y. & Rieske, J.S. (1967). "The preparation and properties of DPNH-cytochrome c reductase (complex
I-II of the respiratory chain)." Methods Enzymol 10 225-231.

Fowler, L.R. & Hatefi, Y. (1961). "Reconstitution of the electron transport system. III. Reconstitution of
DPNH oxidase, succinic oxidase, and DPNH, succinic oxidase." Biochem Biophys Res Commun 5 203-208.

Tisdale, H.D. (1967). "Preparation and properties of succinic-cytochrome c reductase (complex II-III)."
Methods Enzymol 10 213-216.

Blair, P.V. (1967). "Preparation and properties of repeating units of electron transfer." Methods Enzymol 10
208-212.

Cruciat, C.M., Brunner, S., Baumann, F., Neupert, W. & Stuart, R.A. (2000). "The cytochrome bcl and
cytochrome c oxidase complexes associate to form a single supracomplex in yeast mitochondria." J Biol Chem
275 (24): 18093-18098.

Eubel, H., Jansch, L. & Braun, H.P. (2003). "New insights into the respiratory chain of plant mitochondria.
Supercomplexes and a unique composition of complex II." Plant Physiol 133 (1): 274-286.

Eubel, H., Heinemeyer, J. & Braun, H.P. (2004). "Identification and characterization of respirasomes in
potato mitochondria." Plant Physiol 134 (4): 1450-1459.

Schigger, H., de Coo, R., Bauer, M.F., Hofmann, S., Godinot, C. & Brandt, U. (2004). "Significance of
respirasomes for the assembly/stability of human respiratory chain complex 1." J Biol Chem 279 (35):
36349-36353.

Reifschneider, N.H., Goto, S., Nakamoto, H., Takahashi, R., Sugawa, M., Dencher, N.A. & Krause, F.
(2006). "Defining the mitochondrial proteomes from five rat organs in a physiologically significant context
using 2D blue-native/SDS-PAGE." J Proteome Res 5 (5): 1117-1132.

Bultema, J.B., Braun, H.P., Boekema, E.J. & Kouril, R. (2009). "Megacomplex organization of the oxidative
phosphorylation system by structural analysis of respiratory supercomplexes from potato." Biochim Biophys
Acta 1787 (1): 60-67.

Schifer, E., Seelert, H., Reifschneider, N.H., Krause, F., Dencher, N.A. & Vonck, J. (2006). "Architecture of
active mammalian respiratory chain supercomplexes." J Biol Chem 281 (22): 15370-15375.

Wittig, I. & Schégger, H. (2005). "Advantages and limitations of clear-native PAGE." Proteomics 5 (17):
4338-4346.

Ackrell, B.A., Kearney, E.B. & Edmondson, D. (1975). "Mechanism of the reductive activation of succinate
dehydrogenase." J Biol Chem 250 (18): 7114-7119.

Hagerhall, C. (1997). "Succinate: quinone oxidoreductases. Variations on a conserved theme." Biochim
Biophys Acta 1320 (2): 107-141.

Schifer, E., Dencher, N.A., Vonck, J. & Parcej, D.N. (2007). "Three-dimensional structure of the respiratory
chain supercomplex I1III2IV1 from bovine heart mitochondria." Biochemistry 46 (44): 12579-12585.

Bianchi, C., Genova, M.L., Parenti Castelli, G. & Lenaz, G. (2004). "The mitochondrial respiratory chain is
partially organized in a supercomplex assembly: kinetic evidence using flux control analysis." J Biol Chem
279 (35): 36562-36569.

Pfeiffer, K., Gohil, V., Stuart, R.A., Hunte, C., Brandt, U., Greenberg, M.L. & Schagger, H. (2003).
"Cardiolipin stabilizes respiratory chain supercomplexes." J Biol Chem 278 (52): 52873-52880.

Zhang, M., Mileykovskaya, E. & Dowhan, W. (2005). "Cardiolipin is essential for organization of complexes
IIT and IV into a supercomplex in intact yeast mitochondria." J Biol Chem 280 (33): 29403-29408.

Mileykovskaya, E., Zhang, M. & Dowhan, W. (2005). "Cardiolipin in energy transducing membranes."
Biochemistry (Mosc) 70 (2): 154-158.

McKenzie, M., Lazarou, M., Thorburn, D.R. & Ryan, M.T. (2006). "Mitochondrial respiratory chain
supercomplexes are destabilized in Barth Syndrome patients." J Mol Biol 361 (3): 462-469.

Literatur

191



[284]

[285]

[286]

[287]

[288]

[289]

[290]

[291]

[292]

[293]

[294]

[295]

[296]

[297]

[298]

[299]

[300]

[301]

[302]

[303]

Wernicke, C., Hellmann, J., Zieba, B., Kuter, K., Ossowska, K., Frenzel, M., Dencher, N.A. &
Rommelspacher, H. (2010). "9-Methyl-beta-carboline has restorative effects in an animal model of
Parkinson's disease." Pharmacol Rep 62 (1): 35-53.

Appel, T.R. 'Lipidanalyse-Kit - Quantitative Diinnschichtchromatographie." appel@gymnasium-
otterndorf.de.

Bligh, E.G. & Dyer, W.J. (1959). "A rapid method of total lipid extraction and purification." Can J Biochem
Physiol 37 (8): 911-917.

Hulbert, A.J. (2005). "On the importance of fatty acid composition of membranes for aging." J Theor Biol
234 (2): 277-288.

Lewin, M.B. & Timiras, P.S. (1984). "Lipid changes with aging in cardiac mitochondrial membranes." Mech
Ageing Dev 24 (3): 343-351.

Lee, H.J., Mayette, J., Rapoport, S.I. & Bazinet, R.P. (2006). "Selective remodeling of cardiolipin fatty acids
in the aged rat heart." Lipids Health Dis 5 2.

Rattan, S.I. (2009). "Synthesis, modification and turnover of proteins during aging." Adv Exp Med Biol 694
1-13.

Soskic, V., Groebe, K. & Schrattenholz, A. (2008). "Nonenzymatic posttranslational protein modifications in
ageing." Exp Gerontol 43 (4): 247-257.

Stefani, M. (2008). "Protein folding and misfolding on surfaces." Int J Mol Sci 9 (12): 2515-2542.

Harman, D. (1956). "Aging: a theory based on free radical and radiation chemistry." J Gerontol 11 (3): 298-
300.

Stadtman, E.R. (2006). "Protein oxidation and aging." Free Radic Res 40 (12): 1250-1258.

Stadtman, E.R., Van Remmen, H., Richardson, A., Wehr, N.B. & Levine, R.L. (2005). "Methionine
oxidation and aging." Biochim Biophys Acta 1703 (2): 135-140.

Stadtman, E.R. (2004). "Role of oxidant species in aging." Curr Med Chem 11 (9): 1105-1112.

Levine, R.L. (2002). "Carbonyl modified proteins in cellular regulation, aging, and disease." Free Radic Biol
Med 32 (9): 790-796.

Wells-Knecht, M.C., Lyons, T.J., McCance, D.R., Thorpe, S.R. & Baynes, J.W. (1997). "Age-dependent
increase in ortho-tyrosine and methionine sulfoxide in human skin collagen is not accelerated in diabetes.
Evidence against a generalized increase in oxidative stress in diabetes." J Clin Invest 100 (4): 839-846.

Squier, T.C. & Bigelow, D.J. (2000). "Protein oxidation and age-dependent alterations in calcium
homeostasis." Front Biosci 5 D504-526.

Baynes, JW. (2001). "The role of AGEs in aging: causation or correlation." Exp Gerontol 36 (9): 1527-
1537.

Hunzinger, C., Wozny, W., Schwall, G.P., Poznanovic, S., Stegmann, W., Zengerling, H., Schoepf, R.,
Groebe, K., Cahill, M.A., Osiewacz, H.D., Jagemann, N., Bloch, M., Dencher, N.A., Krause, F. &
Schrattenholz, A. (2006). "Comparative profiling of the mammalian mitochondrial proteome: multiple
aconitase-2 isoforms including N-formylkynurenine modifications as part of a protein biomarker signature for
reactive oxidative species." J Proteome Res 5 (3): 625-633.

Korlimbinis, A. & Truscott, R.J. (2006). "Identification of 3-hydroxykynurenine bound to proteins in the
human lens. A possible role in age-related nuclear cataract." Biochemistry 45 (6): 1950-1960.

Taylor, S.W., Fahy, E., Murray, J., Capaldi, R.A. & Ghosh, S.S. (2003). "Oxidative post-translational
modification of tryptophan residues in cardiac mitochondrial proteins." J Biol Chem 278 (22): 19587-
19590.

192

Literatur



[304]

[305]

[306]

[307]

[308]

[309]

[310]

[311]

[312]

[313]

[314]

[315]

[316]

[317]

[318]

[319]

[320]

[321]

[322]

Mattson, M.P. (2009). "Roles of the lipid peroxidation product 4-hydroxynonenal in obesity, the metabolic
syndrome, and associated vascular and neurodegenerative disorders." Exp Gerontol 44 (10): 625-633.

Siems, W. & Grune, T. (2003). "Intracellular metabolism of 4-hydroxynonenal." Mol Aspects Med 24 (4-5):
167-175.

Nadkarni, D.V. & Sayre, L.M. (1995). "Structural definition of early lysine and histidine adduction chemistry
of 4-hydroxynonenal." Chem Res Toxicol 8 (2): 284-291.

Poli, G., Schaur, R.J., Siems, W.G. & Leonarduzzi, G. (2008). "4-hydroxynonenal: a membrane lipid
oxidation product of medicinal interest." Med Res Rev 28 (4): 569-631.

Chen, J., Robinson, N.C., Schenker, S., Frosto, T.A. & Henderson, G.I. (1999). "Formation of 4-
hydroxynonenal adducts with cytochrome c oxidase in rats following short-term ethanol intake." Hepatology
29 (6): 1792-1798.

Musatov, A., Carroll, C.A., Liu, Y.C., Henderson, G.I., Weintraub, S.T. & Robinson, N.C. (2002).
"Identification of bovine heart cytochrome c oxidase subunits modified by the lipid peroxidation product 4-
hydroxy-2-nonenal." Biochemistry 41 (25): 8212-8220.

Lashin, O.M., Szweda, P.A., Szweda, L.I. & Romani, A.M. (2006). "Decreased complex II respiration and
HNE-modified SDH subunit in diabetic heart." Free Radic Biol Med 40 (5): 886-896.

Lovell, M.A., Ehmann, W.D., Mattson, M.P. & Markesbery, W.R. (1997). "Elevated 4-hydroxynonenal in
ventricular fluid in Alzheimer's disease." Neurobiol Aging 18 (5): 457-461.

MacCoss, M.J., Wu, C.C. & Yates, J.R., 3rd (2002). "Probability-based validation of protein identifications
using a modified SEQUEST algorithm." Anal Chem 74 (21): 5593-5599.

UNIMOD protein modifications for mass spectrometry
"http://www.unimod.org/modifications_list.php?", 2011-05-08.

Potgieter, H.C., Ubbink, J.B., Bissbort, S., Bester, M.J., Spies, J.H. & Vermaak, W.J. (1997). "Spontaneous
oxidation of methionine: effect on the quantification of plasma methionine levels." Anal Biochem 248 (1):
86-93.

Podospora anserina Genome Project
"http://podospora.igmors.u-psud.fr/", 2010-07-13.

UniProtKB
"http://www.uniprot.org/uniprot/B2A947", 2011-04-05.

Swiss Institute of Bioinformatics
"http://expasy.org/tools/protparam.html", 2003-01-22.

Guruprasad, K., Reddy, B.V. & Pandit, M.W. (1990). "Correlation between stability of a protein and its
dipeptide composition: a novel approach for predicting in vivo stability of a protein from its primary
sequence." Protein Eng 4 (2): 155-161.

SelectW3
"http://www.selectscience.net/product-news/thermo-fisher-scientific/thermo-fisher-scientifics-new-tsq-
vantage-lc-ms+ms-delivers-highest-sensitivity--up-to-10-times-more-than-existing-
systems/?artID=15072", 2011-05-06.

Stebbing, A.R. (1982). "Hormesis - the stimulation of growth by low levels of inhibitors." Sci Total Environ
22 (3): 213-234.

Sell, D.R., Strauch, C.M., Shen, W. & Monnier, V.M. (2007). "2-aminoadipic acid is a marker of protein
carbonyl oxidation in the aging human skin: effects of diabetes, renal failure and sepsis." Biochem J 404 (2):
269-277.

Abel, T. & Zukin, R.S. (2008). "Epigenetic targets of HDAC inhibition in neurodegenerative and psychiatric
disorders." Curr Opin Pharmacol 8 (1): 57-64.

Literatur

193



[323]  Fischer, A., Sananbenesi, F., Mungenast, A. & Tsai, L.H. (2010). "Targeting the correct HDAC(s) to treat
cognitive disorders." Trends Pharmacol Sci 31 (12): 605-617.

[324] Sananbenesi, F. & Fischer, A. (2009). "The epigenetic bottleneck of neurodegenerative and psychiatric
diseases." Biol Chem 390 (11): 1145-1153.

[325] Fan, X., Zhang, J., Theves, M., Strauch, C., Nemet, L., Liu, X., Qian, J., Giblin, F.J. & Monnier, V.M.
(2009). "Mechanism of lysine oxidation in human lens crystallins during aging and in diabetes." J Biol Chem
284 (50): 34618-34627.

[326] Requena, J.R., Chao, C.C., Levine, R.L. & Stadtman, E.R. (2001). "Glutamic and aminoadipic semialdehydes
are the main carbonyl products of metal-catalyzed oxidation of proteins." Proc Natl Acad Sci U S A 98 (1):
69-74.

[327]  Blumenthal, T., Squire, M., Kirtland, S., Cane, J., Donegan, M., Spieth, J. & Sharrock, W. (1984). "Cloning
of a yolk protein gene family from Caenorhabditis elegans." J Mol Biol 174 (1): 1-18.

[328] Fallert-Miiller, A. (1999/2000). '"Lexikon der Biochemie." 1. Auflage, Elsevier GmbH, Spektrum
Akademischer Verlag, Miinchen, Heidelberg.

[329] Zhang, S., Wang, S., Li, H. & Li, L. (2011). "Vitellogenin, a multivalent sensor and an antimicrobial
effector." Int J Biochem Cell Biol 43 (3): 303-305.

[330] Engelmann, F. (1979). "Insect vitellogenin: identification, biosynthesis, and the role in vitellogenesis." Adv
Insect Physiol 14 49-108.

[331] Piulacks, M.D., Guidugli, K.R., Cruz, J., Simoes, Z.I1.P. & Belles, X. (2003). "The vitellogenin of the honey
bee Apis mellifera: structural analysis of the cDNA and expression study." Insect Biochem Mol Biol 33 459-
465.

[332] Nakamura, A., Yasuda, K., Adachi, H., Sakurai, Y., Ishii, N. & Goto, S. (1999). "Vitellogenin-6 is a major
carbonylated protein in aged nematode, Caenorhabditis elegans." Biochem Biophys Res Commun 264 (2):
580-583.

[333]  Swiss Institute of Bioinformatics
"http://expasy.org/tools/blast/", 2011-05-20.

[334] WormBase
"http://www.wormbase.org/db/searches/blast_blat", 2011-05-20.

[335] Matrix Science Limited
"http://www.matrixscience.com/cgi/search_form.pl?FORMVER =2&SEARCH=PMF", 2011-05-20.

[336] Camby, I., Le Mercier, M., Lefranc, F. & Kiss, R. (2006). "Galectin-1: a small protein with major functions."
Glycobiology 16 (11): 137R-157R.

[337] Chen, H.J., Chen, Y.M. & Chang, C.M. (2002). "Lipoyl dehydrogenase catalyzes reduction of nitrated DNA
and protein adducts using dihydrolipoic acid or ubiquinol as the cofactor." Chem Biol Interact 140 (3): 199-
213.

[338] Sengupta, R., Billiar, T.R., Atkins, J.L., Kagan, V.E. & Stoyanovsky, D.A. (2009). "Nitric oxide and
dihydrolipoic acid modulate the activity of caspase 3 in HepG2 cells." FEBS Lett 583 (21): 3525-3530.

[339] Freedman, R.B. (1989). "Protein disulfide isomerase: multiple roles in the modification of nascent secretory
proteins." Cell 57 (7): 1069-1072.

[340] de la Lastra, C.A. & Villegas, I. (2005). "Resveratrol as an anti-inflammatory and anti-aging agent:
mechanisms and clinical implications." Mol Nutr Food Res 49 (5): 405-430.

[341] Fremont, L., Belguendouz, L. & Delpal, S. (1999). "Antioxidant activity of resveratrol and alcohol-free wine
polyphenols related to LDL oxidation and polyunsaturated fatty acids." Life Sci 64 (26): 2511-2521.

[342] Pervaiz, S. (2003). "Resveratrol: from grapevines to mammalian biology." FASEB J 17 (14): 1975-1985.

194 Literatur



[343] Nanji, A.A. & French, S.W. (1986). "Alcoholic beverages and coronary heart disease." Atherosclerosis 60 (2):
197-198.

Literatur 195






Anhang

A Podospora anserina
A1 Quantifizierung der Atmungskettenkomplexe und -superkomplexe

Normierungsfaktoren

Um Proben verschiedener Individuen vergleichen zu konnen, ist eine entsprechende
Vergleichsgrof3e unabdingbar. Normiert man auf die eingesetzte Proteinmenge und berechnet
diese anhand der in Tabelle 5.1.1 angegebenen Werte der ,alten“ Proteinkonzentration, so
miissen keine zusétzlichen Normierungsfaktoren berechnet werden, da die tatsachlich fiir die
2D-BN/SDS-Gele eingesetzte Proteinmenge anhand eben dieser Konzentration berechnet
wurde. Mochte man die quantitativen Daten jedoch auf die ebenfalls in Tabelle 5.1.1 ange-
gebene ,neue“ Proteinkonzentration normieren, miissen entsprechende Faktoren berechnet

werden. Dies geschieht mit Hilfe folgender Formel.

Mait _ Mait

Mpyeu (malt ’ Cneu)/calt

F =

Die auf diese Weise berechneten Normierungsfaktoren fiir alle Individuen finden sich in

Tabelle A.1.

Ebenfalls als Vergleichsgro3e herangezogen werden konnen die Menge an Porin der dulderen
Mitochondrienmembran oder die Gesamtfarbeintensitit auf einem Glycin-SDS-Gel
(Erlauterung hierzu siehe Abschnitt 5.1.1). Die entsprechenden Faktoren finden sich ebenfalls

in Tabelle A.1.

Um Unterschiede in der Farbeintensitidt der 2D-BN/SDS-Gele auszugleichen und somit den
Vergleich verschiedener Gele moglich zu machen, wird, wie in Kapitel 4.8.1.2 ausfiihrlich
beschrieben, auf jedes Gel die gleiche Menge des LMW-Massenstandards aufgetragen und ein
Normierungsfaktor fiir jedes einzelne Gel berechnet, welcher die Abweichung der Farbe-
intensitdt eines Gels von der durchschnittlichen Farbeintensitit aller betrachteten Gele wider-
spiegelt. Im Gegensatz zu den als Vergleichsgrol3e eingesetzten Normierungsfaktoren erhélt
man somit nicht nur fiir jedes Individuum sondern auch fiir jedes Gel einen eigenen

Normierungsfaktor. Diese sind in Tabelle A.2 aufgelistet.
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Tabelle A.1

Art des Normierungsfaktors sowie zugehdriges Alter und Kulturnummer des jeweiligen Individuums.

Normierungsfaktoren fiir die Verwendung der ,,neuen” Proteinkonzentration (siehe Tabelle 5.1.1),
der Menge an Porin der duB3eren Mitochondrienmembran oder der Gesamtfarbeintensitat auf einem Glycin-SDS-Gel
als VergleichsgréBe fur die quantitative Analyse der 2D-BN/SDS-Gele von Podospora anserina. Angegeben sind die

Alter Kulturnummer Art der Normierung Normierungsfaktor
neue Proteinkonzentration 1,71428571
#52 SDS-Gel 1,00000000
Porin 1,00000000
neue Proteinkonzentration 0,76250000
6d #53 SDS-Gel 1,40233297
Porin 0,92094326
neue Proteinkonzentration 1,16296296
#55 SDS-Gel 1,14889831
Porin 1,05257737
neue Proteinkonzentration 2,03666667
#64 SDS-Gel 0,51668592
Porin 0,66755890
neue Proteinkonzentration 1,44000000
9d #65 SDS-Gel 1,10686375
Porin 1,04735145
neue Proteinkonzentration 0,87750000
#66 SDS-Gel 1,23049013
Porin 0,32914240
neue Proteinkonzentration 0,95000000
#54 SDS-Gel 1,25536830
Porin 0,96150152
neue Proteinkonzentration 1,43272727
13d #56 SDS-Gel 0,95390807
Porin 0,97061145
neue Proteinkonzentration 3,05454545
#57 SDS-Gel 0,53504544
Porin 0,76251162
neue Proteinkonzentration 1,84285714
#61 SDS-Gel 0,85675387
Porin 0,76113708
neue Proteinkonzentration 2,62878788
sen #62 SDS-Gel 0,64806291
Porin 0,99054133
neue Proteinkonzentration 1,16956522
#60 SDS-Gel 1,10688543
Porin 0,62058473
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Tabelle A.2 Anhand der ersten fiinf Banden des LMW-Massenstandards ermittelte Normierungsfaktoren zum
Ausgleich von Gel-zu-Gel-Variationen der Farbeintensitat auf allen 36 2D-BN/SDS-Gelen von Podospora anserina
unter Angabe von Alter, Kulturnummer und Gelreplikat.

Alter Kulturnummer Gelreplikat Normierungsfaktor
1 1,68648022
#52 2 1,49924916
3 0,61271533
1 1,68304292
6d #53 2 1,25029745
3 1,62156567
1 1,07525192
#55 2 1,39072583
3 1,46189457
1 0,74738888
#64 2 0,67035063
3 0,79114071
1 0,87127155
9d #65 2 1,52558270
3 1,08855177
1 1,64555347
#66 2 0,74415323
3 1,01049521
1 1,61729174
#54 2 1,87451684
3 1,55757468
1 0,87584973
13d #56 2 0,61966436
3 0,78078280
1 0,44855238
#57 2 0,85098166
3 0,55091980
1 1,15490276
#61 2 1,80807283
3 2,39945891
1 0,89107575
sen #62 2 0,91133642
3 1,08123808
1 1,66885599
#60 2 0,65059246
3 1,64180937
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Rohdaten

Tabelle A.3 Intensitdaten der Markerbanden von Phosphorylase b (97,0 kDa), Albumin (66,0 kDa) und Ovalbumin
(45,0 kDa) des LMW-Massenstandards in GU auf allen 36 2D-BN/SDS-Gelen von Podospora anserina; vor jeglicher
Normierung.

Alter Kulturnummer Gelreplikat Intensitat [GU]

Phosphorylase b Albumin Ovalbumin

1 81,83711 202,47834 353,40369

#52 2 116,38718 201,48013 326,91298

3 350,38050 485,30083 727,21192

1 101,14383 191,75343 292,41651

6d #53 2 160,74026 239,44831 372,23894
3 119,66456 163,67126 284,53816

1 186,80082 258,81016 445,96580

#55 2 168,07648 214,05023 287,34115

3 85,20855 218,51559 346,54163

1 248,25092 393,53268 611,66459

#64 2 311,46697 458,85116 657,02153

3 242,62116 368,52438 548,79509

1 182,38979 323,62640 514,01997

9d #65 2 105,45695 128,56715 328,53989
3 175,08542 290,90654 350,85362

1 106,89546 167,02565 269,55396

#66 2 326,85632 362,98350 555,76442

3 212,94212 251,62611 433,20317

1 117,33733 192,66613 319,23288

#54 2 115,13553 170,65995 281,50341

3 109,59934 210,85118 302,07784

1 208,99500 389,63824 556,89560

13d #56 2 379,09671 558,94945 704,28028
3 250,57436 442,78889 590,78518
1 392,78592 650,11398 1152,63217

#57 2 233,77633 449,12850 637,19039

3 340,92522 602,56544 866,67257

1 197,40009 279,09363 403,32212

#61 2 118,08547 175,18743 251,08833

3 58,38378 106,79467 230,77403

1 273,52558 341,47819 528,08267

sen #62 2 240,57522 327,34568 523,26246
3 170,79811 234,41794 473,66082

1 135,86499 177,63421 270,45821

#60 2 355,38892 473,04982 719,35953

3 121,34798 195,50532 290,32290
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Tabelle A4 Intensitdten der Markerbanden von Carboanhydrase (30,0 kDa), Trypsin-Inhibitor (20,1 kDa) und
a-Lactalbumin (14,4 kDa) des LMW-Massenstandards in GU auf allen 36 2D-BN/SDS-Gelen von Podospora ansering;
vor jeglicher Normierung.

Alter Kulturnummer Gelreplikat Intensitat [GU]
Carboanhydrase Trypsin-Inhibitor a-Lactalbumin
1 190,95470 196,51672 497,73344
#52 2 271,22350 190,35756 499,00554
3 603,90657 464,90114 1113,70138
1 220,62977 177,42367 347,73213
6d #53 2 306,81054 223,22396 553,85914
3 261,50579 183,48626 450,18096
1 361,55200 267,57929 529,11138
#55 2 282,23090 197,51652 436,48193
3 283,52102 245,44236 415,99002
1 514,07469 418,49633 950,34270
#64 2 539,33426 437,32519 1043,19187
3 471,39113 418,19696 992,99702
1 477,81257 411,89485 919,48762
9d #65 2 291,78946 279,12218 527,75555
3 392,13317 279,91592 558,96727
1 259,29891 199,10732 451,67285
#66 2 510,56480 390,24633 893,60787
3 388,73079 315,36023 811,69841
1 209,58874 179,13361 364,27364
#54 2 192,33289 121,76182 347,05846
3 243,99815 192,00047 191,80052
1 397,53338 322,65856 219,91983
13d #56 2 538,90901 408,00920 858,47654
3 439,47042 358,66770 673,81703
1 836,34887 670,72822 1257,18601
#57 2 290,12975 346,10065 377,29337
3 671,76818 493,91966 924,96046
1 361,43348 181,69010 532,92076
#61 2 184,75639 161,67060 391,89111
3 163,58985 160,13431 368,51157
1 347,39060 311,44549 653,40858
sen #62 2 358,39158 322,92937 629,15961
3 379,56612 281,83867 110,87420
1 259,98871 136,47494 361,41198
#60 2 522,23311 407,25811 919,27723
3 240,79487 151,53144 133,66506

Anhang 201



Tabelle A.5 Mittelwerte der sechs Banden des LMW-Massenstandards aus allen 36 P. anserina 2D-BN/SDS-Gelen
in GU, beruhend auf den in Tabelle A.3 und A.4 aufgelisteten Werten mit zusatzlicher Angabe der zugehdrigen

Standardabweichung.

Intensitat [GU]

Markerbande

vor Normierung

nach Normierung

Mittelwert

Standardabweichung

Mittelwert

Standardabweichung

Phosphorylase b

197,27223000

94,26655279

195,05130312

29,34245605

Albumin

302,75056944

139,35181805

302,40910667

33,71529868

Ovalbumin

466,87745583

202,53488260

473,88351364

42,67968327

Carboanhydrase

368,49135194

152,31496323

376,00958725

41,09694595

Trypsin-Inhibitor

291,77960306

124,22399879

296,26239650

41,82062563

o-Lactalbumin

591,92841778

291,90506498

605,22894590

181,27103047

Tabelle A.6  Mittels der Software Quantity One ermittelte Intensitdten des Porin-Signals der zwolf in Tabelle 5.1.1
aufgelisteten Proben von P. anserina, beruhend auf dem in Abbildung 5.1.1 dargestellten Western-Blot.

Alter Kulturnummer Intensitat Porin [GU]
#52 980688
6d #53 903158
#55 1032250
#64 654667
9d #65 1027125
#66 322786
#54 942933
13d #56 951867
#57 747786
#61 746438
sen #62 971412
#60 608600
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Tabelle A.7

Mittels der Software Quantity One ermittelte Intensitdten einer markanten, gut abgegrenzten Bande
des in Abbildung 5.1.2 dargestellten Glycin-SDS-Gels mit allen zwolf in Tabelle 5.1.1 aufgelisteten Proben von
P. anserina. Die Software gibt auBerdem den prozentualen Anteil der betrachteten Bande an der Gesamtintensitat
der Spur an, so dass diese berechnet werden kann. Die Gesamtintensitat wird fir die Berechnung der in Tabelle A.1
angegebenen Normierungsfaktoren benétigt.

Intensitat ausgewahlte

Anteil an

Alter Kulturnummer Gesamtintensitat [GU]
Bande [GU] Gesamtintensitat [%]
#52 0,193 6,160 3,13311688
6d #53 0,250 5,690 4,39367311
#55 0,196 5,445 3,59963269
#64 0,066 4,077 1,61883738
od #65 0,146 4,210 3,46793349
#66 0,244 6,329 3,85526939
#54 0,245 6,229 3,93321560
13d #56 0,172 5,755 2,98870547
#57 0,098 5,846 1,67635990
#61 0,071 2,645 3,46800143
sen #62 0,048 2,364 2,68431002
#60 0,097 2,797 2,03045685
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Gelbilder

LMW [kDa]

M, [kDq]
97,0 —

66,0 —

45,0 —
30,0 —

20,1—

14,4 —

Abbildung A.1  SYPRO®Ruby-gefarbtes 2D-BN/SDS-
Gel des 6 Tage alten Podospora anserina Individuums
s(-)F89830 (Kulturnummer #52) - Replikat 1 von 3.
Aufgetragen sind 125pug Protein (Berechnung
anhand der ,alten” Proteinkonzentration aus Tabelle
5.1.1) vor Solubilisierung (Digitonin, 8:1 (w/w)).
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Abbildung A.3 SYPRO®Ruby-gefarbtes 2D-BN/SDS-
Gel des 6 Tage alten Podospora anserina Individuums
s(-)F89830 (Kulturnummer #52) - Replikat 3 von 3.
Aufgetragen sind 125ug Protein (Berechnung
anhand der ,alten” Proteinkonzentration aus Tabelle
5.1.1) vor Solubilisierung (Digitonin, 8:1 (w/w)).
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Abbildung A.2 SYPRO® Ruby-gefarbtes 2D-BN/SDS-
Gel des 6 Tage alten Podospora anserina Individuums
s(-)F89830 (Kulturnummer #52) - Replikat 2 von 3.
Aufgetragen sind 125pug Protein (Berechnung
anhand der ,alten” Proteinkonzentration aus Tabelle
5.1.1) vor Solubilisierung (Digitonin, 8:1 (w/w)).
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Abbildung A.4 SYPRO® Ruby-gefarbtes 2D-BN/SDS-
Gel des 6 Tage alten Podospora anserina Individuums
s(-)F89840 (Kulturnummer #53) - Replikat 1 von 3.
Aufgetragen sind 125ug Protein (Berechnung
anhand der ,alten” Proteinkonzentration aus Tabelle
5.1.1) vor Solubilisierung (Digitonin, 8:1 (w/w)).
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Abbildung A.5 SYPRO®Ruby-gefarbtes 2D-BN/SDS-
Gel des 6 Tage alten Podospora anserina Individuums
s(-)F89840 (Kulturnummer #53) - Replikat 2 von 3.
Aufgetragen sind 125ug Protein (Berechnung
anhand der ,alten” Proteinkonzentration aus Tabelle
5.1.1) vor Solubilisierung (Digitonin, 8:1 (w/w)).
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Abbildung A.7 SYPRO®Ruby-gefirbtes 2D-BN/SDS-
Gel des 6 Tage alten Podospora anserina Individuums
s(-)F89851 (Kulturnummer #55) — Replikat 1 von 3.
Aufgetragen sind 125pug Protein (Berechnung
anhand der ,alten” Proteinkonzentration aus Tabelle
5.1.1) vor Solubilisierung (Digitonin, 8:1 (w/w)).
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Abbildung A.6 SYPRO® Ruby-gefarbtes 2D-BN/SDS-
Gel des 6 Tage alten Podospora anserina Individuums
s(-)F89840 (Kulturnummer #53) - Replikat 3 von 3.
Aufgetragen sind 125ug Protein (Berechnung
anhand der ,alten” Proteinkonzentration aus Tabelle
5.1.1) vor Solubilisierung (Digitonin, 8:1 (w/w)).
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Abbildung A.8 SYPRO® Ruby-gefarbtes 2D-BN/SDS-
Gel des 6 Tage alten Podospora anserina Individuums
s(-)F89851 (Kulturnummer #55) - Replikat 2 von 3.
Aufgetragen sind 125pug Protein (Berechnung
anhand der ,alten” Proteinkonzentration aus Tabelle
5.1.1) vor Solubilisierung (Digitonin, 8:1 (w/w)).
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Abbildung A.9 SYPRO®Ruby-gefarbtes 2D-BN/SDS-
Gel des 6 Tage alten Podospora anserina Individuums
s(-)F89851 (Kulturnummer #55) - Replikat 3 von 3.
Aufgetragen sind 125ug Protein (Berechnung
anhand der ,alten” Proteinkonzentration aus Tabelle
5.1.1) vor Solubilisierung (Digitonin, 8:1 (w/w)).
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Abbildung A.11 SYPRO®Ruby-gefarbtes 2D-BN/SDS-
Gel des 9 Tage alten Podospora anserina Individuums
s(-)F89830 (Kulturnummer #64) - Replikat 2 von 3.
Aufgetragen sind 125pug Protein (Berechnung
anhand der ,alten” Proteinkonzentration aus Tabelle
5.1.1) vor Solubilisierung (Digitonin, 8:1 (w/w)).
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Abbildung A.10 SYPRO® Ruby-gefarbtes 2D-BN/SDS-
Gel des 9 Tage alten Podospora anserina Individuums
s(-)F89830 (Kulturnummer #64) - Replikat 1 von 3.
Aufgetragen sind 125ug Protein (Berechnung
anhand der ,alten” Proteinkonzentration aus Tabelle
5.1.1) vor Solubilisierung (Digitonin, 8:1 (w/w)).
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Abbildung A.12 SYPRO® Ruby-gefarbtes 2D-BN/SDS-
Gel des 9 Tage alten Podospora anserina Individuums
s(-)F89830 (Kulturnummer #64) - Replikat 3 von 3.
Aufgetragen sind 125pug Protein (Berechnung
anhand der ,alten” Proteinkonzentration aus Tabelle
5.1.1) vor Solubilisierung (Digitonin, 8:1 (w/w)).
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Abbildung A.13 SYPRO®Ruby-gefarbtes 2D-BN/SDS-
Gel des 9 Tage alten Podospora anserina Individuums
s(-)F89840 (Kulturnummer #65) — Replikat 1 von 3.
Aufgetragen sind 125pug Protein (Berechnung
anhand der ,alten” Proteinkonzentration aus Tabelle
5.1.1) vor Solubilisierung (Digitonin, 8:1 (w/w)).
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Abbildung A.15 SYPRO®Ruby-gefarbtes 2D-BN/SDS-
Gel des 9 Tage alten Podospora anserina Individuums
s(-)F89840 (Kulturnummer #65) — Replikat 3 von 3.
Aufgetragen sind 125pug Protein (Berechnung
anhand der ,alten” Proteinkonzentration aus Tabelle
5.1.1) vor Solubilisierung (Digitonin, 8:1 (w/w)).
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Abbildung A.14 SYPRO® Ruby-gefarbtes 2D-BN/SDS-
Gel des 9 Tage alten Podospora anserina Individuums
s(-)F89840 (Kulturnummer #65) - Replikat 2 von 3.
Aufgetragen sind 125pug Protein (Berechnung
anhand der ,alten” Proteinkonzentration aus Tabelle
5.1.1) vor Solubilisierung (Digitonin, 8:1 (w/w)).
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Abbildung A.16 SYPRO® Ruby-gefarbtes 2D-BN/SDS-
Gel des 9 Tage alten Podospora anserina Individuums
s(-)F89851 (Kulturnummer #66) - Replikat 1 von 3.
Aufgetragen sind 125pug Protein (Berechnung
anhand der ,alten” Proteinkonzentration aus Tabelle
5.1.1) vor Solubilisierung (Digitonin, 8:1 (w/w)).
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Abbildung A.17 SYPRO®Ruby-gefarbtes 2D-BN/SDS-
Gel des 9 Tage alten Podospora anserina Individuums
s(-)F89851 (Kulturnummer #66) - Replikat 2 von 3.
Aufgetragen sind 125ug Protein (Berechnung
anhand der ,alten” Proteinkonzentration aus Tabelle
5.1.1) vor Solubilisierung (Digitonin, 8:1 (w/w)).
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Abbildung A.19 SYPRO®Ruby-gefarbtes 2D-BN/SDS-
Gel des 13 Tage alten Podospora anserina Individu-
ums s(-)F89830 (Kulturnummer #54) - Replikat 1 von
3. Aufgetragen sind 125pug Protein (Berechnung
anhand der ,alten” Proteinkonzentration aus Tabelle
5.1.1) vor Solubilisierung (Digitonin, 8:1 (w/w)).
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Abbildung A.18 SYPRO® Ruby-gefarbtes 2D-BN/SDS-
Gel des 9 Tage alten Podospora anserina Individuums
s(-)F89851 (Kulturnummer #66) - Replikat 3 von 3.
Aufgetragen sind 125ug Protein (Berechnung
anhand der ,alten” Proteinkonzentration aus Tabelle
5.1.1) vor Solubilisierung (Digitonin, 8:1 (w/w)).
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Abbildung A.20 SYPRO® Ruby-gefarbtes 2D-BN/SDS-
Gel des 13 Tage alten Podospora anserina Individu-
ums s(-)F89830 (Kulturnummer #54) - Replikat 2 von
3. Aufgetragen sind 125pg Protein (Berechnung
anhand der ,alten” Proteinkonzentration aus Tabelle
5.1.1) vor Solubilisierung (Digitonin, 8:1 (w/w)).
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Abbildung A.21 SYPRO®Ruby-gefarbtes 2D-BN/SDS-
Gel des 13 Tage alten Podospora anserina Individu-
ums s(-)F89830 (Kulturnummer #54) - Replikat 3 von
3. Aufgetragen sind 125pug Protein (Berechnung
anhand der ,alten” Proteinkonzentration aus Tabelle
5.1.1) vor Solubilisierung (Digitonin, 8:1 (w/w)).
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Abbildung A.23 SYPRO®Ruby-gefarbtes 2D-BN/SDS-
Gel des 13 Tage alten Podospora anserina Individu-
ums s(-)F89840 (Kulturnummer #56) — Replikat 2 von
3. Aufgetragen sind 125pug Protein (Berechnung
anhand der ,alten” Proteinkonzentration aus Tabelle
5.1.1) vor Solubilisierung (Digitonin, 8:1 (w/w)).
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Abbildung A.22 SYPRO® Ruby-gefarbtes 2D-BN/SDS-
Gel des 13 Tage alten Podospora anserina Individu-
ums s(-)F89840 (Kulturnummer #56) - Replikat 1 von
3. Aufgetragen sind 125ug Protein (Berechnung
anhand der ,alten” Proteinkonzentration aus Tabelle
5.1.1) vor Solubilisierung (Digitonin, 8:1 (w/w)).
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Abbildung A.24 SYPRO® Ruby-gefarbtes 2D-BN/SDS-
Gel des 13 Tage alten Podospora anserina Individu-
ums s(-)F89840 (Kulturnummer #56) - Replikat 3 von
3. Aufgetragen sind 125ug Protein (Berechnung
anhand der ,alten” Proteinkonzentration aus Tabelle
5.1.1) vor Solubilisierung (Digitonin, 8:1 (w/w)).
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Abbildung A.25 SYPRO®Ruby-gefarbtes 2D-BN/SDS-
Gel des 13 Tage alten Podospora anserina Individu-
ums s(-)F89851 (Kulturnummer #57) - Replikat 1 von
3. Aufgetragen sind 125ug Protein (Berechnung
anhand der ,alten” Proteinkonzentration aus Tabelle
5.1.1) vor Solubilisierung (Digitonin, 8:1 (w/w)).
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Abbildung A.27 SYPRO®Ruby-gefarbtes 2D-BN/SDS-
Gel des 13 Tage alten Podospora anserina Individu-
ums s(-)F89851 (Kulturnummer #57) - Replikat 3 von
3. Aufgetragen sind 125ug Protein (Berechnung
anhand der ,alten” Proteinkonzentration aus Tabelle
5.1.1) vor Solubilisierung (Digitonin, 8:1 (w/w)).
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Abbildung A.26 SYPRO® Ruby-gefarbtes 2D-BN/SDS-
Gel des 13 Tage alten Podospora anserina Individu-
ums s(-)F89851 (Kulturnummer #57) - Replikat 2 von
3. Aufgetragen sind 125ug Protein (Berechnung
anhand der ,alten” Proteinkonzentration aus Tabelle
5.1.1) vor Solubilisierung (Digitonin, 8:1 (w/w)).
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Abbildung A.28 SYPRO® Ruby-gefarbtes 2D-BN/SDS-
Gel des seneszenten Podospora anserina Individuums
s(-)F89830 (Kulturnummer #61) - Replikat 1 von 3.
Aufgetragen sind 125ug Protein (Berechnung
anhand der ,alten” Proteinkonzentration aus Tabelle
5.1.1) vor Solubilisierung (Digitonin, 8:1 (w/w)).
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Abbildung A.29 SYPRO®Ruby-gefarbtes 2D-BN/SDS-
Gel des seneszenten Podospora anserina Individuums
s(-)F89830 (Kulturnummer #61) - Replikat 2 von 3.
Aufgetragen sind 125ug Protein (Berechnung
anhand der ,alten” Proteinkonzentration aus Tabelle
5.1.1) vor Solubilisierung (Digitonin, 8:1 (w/w)).

— 1700
— 1500
—1000
— 750
—500
—450
—200

LMW [kDa]

M, [kDa]
97,0 —

66,0—

45,0—

30,0 —

20,1—

14,4 —

Abbildung A.31 SYPRO®Ruby-gefarbtes 2D-BN/SDS-
Gel des seneszenten Podospora anserina Individuums
s(-)F89840 (Kulturnummer #62) - Replikat 1 von 3.
Aufgetragen sind 125ug Protein (Berechnung
anhand der ,alten” Proteinkonzentration aus Tabelle
5.1.1) vor Solubilisierung (Digitonin, 8:1 (w/w)).
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Abbildung A.30 SYPRO® Ruby-gefarbtes 2D-BN/SDS-
Gel des seneszenten Podospora anserina Individuums
s(-)F89830 (Kulturnummer #61) - Replikat 3 von 3.
Aufgetragen sind 125ug Protein (Berechnung
anhand der ,alten” Proteinkonzentration aus Tabelle
5.1.1) vor Solubilisierung (Digitonin, 8:1 (w/w)).
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Abbildung A.32 SYPRO® Ruby-gefarbtes 2D-BN/SDS-
Gel des seneszenten Podospora anserina Individuums
s(-)F89840 (Kulturnummer #62) - Replikat 2 von 3.
Aufgetragen sind 125ug Protein (Berechnung
anhand der ,alten” Proteinkonzentration aus Tabelle
5.1.1) vor Solubilisierung (Digitonin, 8:1 (w/w)).
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Abbildung A.33 SYPRO®Ruby-gefarbtes 2D-BN/SDS-
Gel des seneszenten Podospora anserina Individuums
s(-)F89840 (Kulturnummer #62) - Replikat 3 von 3.
Aufgetragen sind 125ug Protein (Berechnung
anhand der ,alten” Proteinkonzentration aus Tabelle
5.1.1) vor Solubilisierung (Digitonin, 8:1 (w/w)).

—1700
— 1500
— 1000
—750
—500
—450
—200

LMW [kDa]

M, [kDa]
97,0 —

66,0 —

45,0—

30,0 —

20,1 —

14,4 —

Abbildung A.35 SYPRO®Ruby-gefarbtes 2D-BN/SDS-
Gel des seneszenten Podospora anserina Individuums
s(-)F89851 (Kulturnummer #60) - Replikat 2 von 3.
Aufgetragen sind 125ug Protein (Berechnung
anhand der ,alten” Proteinkonzentration aus Tabelle
5.1.1) vor Solubilisierung (Digitonin, 8:1 (w/w)).
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Abbildung A.34 SYPRO® Ruby-gefarbtes 2D-BN/SDS-
Gel des seneszenten Podospora anserina Individuums
s(-)F89851 (Kulturnummer #60) - Replikat 1 von 3.
Aufgetragen sind 125ug Protein (Berechnung
anhand der ,alten” Proteinkonzentration aus Tabelle
5.1.1) vor Solubilisierung (Digitonin, 8:1 (w/w)).
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Abbildung A.36 SYPRO® Ruby-gefarbtes 2D-BN/SDS-
Gel des seneszenten Podospora anserina Individuums
s(-)F89851 (Kulturnummer #60) - Replikat 3 von 3.
Aufgetragen sind 125ug Protein (Berechnung
anhand der ,alten” Proteinkonzentration aus Tabelle
5.1.1) vor Solubilisierung (Digitonin, 8:1 (w/w)).
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A.1.1  ATP-Synthase (Komplex V)

Rohdaten

Tabelle A.8

2D-BN/SDS-Gelen von P. anserina in GU; vor jeglicher Normierung.

Intensitdten fir a- und B-Untereinheit (UE) des ATP-Synthase Monomers und Dimers auf allen 36

Intensitat [GU]
Alter Kulturnummer Gelreplikat Monomer Dimer
a-UE B-UE a-UE B-UE
1 162,67851 161,62133 132,76594 130,85080
#52 2 152,42986 160,30149 122,53121 122,16237
3 220,20134 278,75909 181,17545 204,41791
1 232,75471 246,16216 172,19310 167,93393
6d #53 2 223,27890 240,22734 189,68927 177,70106
3 160,10695 192,41917 131,54522 145,24492
1 294,03703 341,54073 203,13288 225,43635
#55 2 155,98267 176,32523 116,47584 124,38755
3 189,00040 203,30674 145,91148 150,04977
1 221,91670 215,87651 171,87671 175,64495
#64 2 242,69746 203,72364 176,26036 159,05573
3 235,39719 208,92322 193,23790 161,26412
1 239,07073 200,61588 151,68682 143,02414
9d #65 2 211,61671 201,46410 169,08867 159,64492
3 144,46169 139,95299 155,69050 152,48571
1 145,44460 137,49113 110,10857 101,84427
#66 2 246,12821 252,53497 203,73434 189,83778
3 266,88354 263,80169 199,88771 186,47802
1 152,17932 134,74296 78,23615 87,88516
#54 2 119,68067 124,29718 77,34043 82,66978
3 137,18421 135,18621 90,56713 101,80505
1 149,33765 164,56956 103,24976 119,71441
13d #56 2 161,33219 169,38421 102,21305 103,38833
3 111,14408 105,14855 77,68963 90,69741
1 104,32078 97,99734 63,95825 73,45994
#57 2 98,51804 113,85428 27,99217 39,64445
3 84,49992 86,64582 43,21181 36,23886
1 141,91583 133,39083 85,26221 107,37226
#61 2 143,49087 140,83659 101,45388 114,26984
3 93,07530 106,78267 79,30445 94,94371
1 196,75937 181,40954 124,59965 145,17508
sen #62 2 166,53642 188,42628 161,01114 193,29853
3 171,51594 170,76437 154,60571 178,23867
1 135,48858 148,77017 119,30632 127,38996
#60 2 256,13671 245,94928 203,05684 208,90341
3 164,13349 163,24485 158,15673 148,26603
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Tabelle A.9

Intensitaten fir a- und B-Untereinheit (UE) des ATP-Synthase F,-Teils auf allen 36 2D-BN/SDS-Gelen von
P. anserina in GU; vor jeglicher Normierung.

Intensitat [GU]
Alter Kulturnummer Gelreplikat
a-UE B-UE
1 16,68043 14,33185
#52 2 18,84247 13,10443
3 21,53696 17,06052
1 17,63259 13,17702
6d #53 2 15,74701 12,75207
3 12,00166 11,85263
1 14,12454 16,40290
#55 2 10,56954 13,82367
3 13,88331 18,36742
1 18,08109 10,01411
#64 2 23,31987 12,87842
3 17,33257 13,02968
1 17,92383 16,02052
9d #65 2 18,49049 18,94818
3 15,73767 21,44634
1 14,64332 7,38343
#66 2 28,99411 20,28470
3 20,30468 18,52457
1 10,37235 7,62658
#54 2 8,68341 4,99864
3 7,89438 4,92329
1 6,33845 6,30042
13d #56 2 5,93068 4,67517
3 1,97002 2,91276
1 6,87285 8,34932
#57 2 2,14702 4,28920
3 0,00000 0,00000
1 3,18920 5,45458
#61 2 3,36915 7,30613
3 1,19086 3,88353
1 3,54307 9,24338
sen #62 2 4,03412 14,17797
3 5,26758 17,90742
1 3,86290 7,64765
#60 2 12,06754 17,26069
3 10,48875 8,12633
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Zusatzliche Daten

A

ATP-Synthase Monomer

"alte" Proteinkonzentration

450
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Abbildung A.37 Altersabhéngigkeit der Intensitdten der a- und B-Untereinheit des ATP-Synthase Monomers (A)
und Dimers (B), basierend auf der ,alten” Proteinkonzentration (siehe Tabelle 5.1.1). Die x-Achsenbeschriftung
gibt jeweils das Alter und die Kulturnummer des Podospora anserina Individuums an. Unterschiede zu den auf
das Porin der duBeren Mitochondrienmembran normierten Daten (vgl. Abbildung 5.1.7) finden sich vor allem bei
den 9 Tage alten Proben und hier bei den Individuen mit den Kulturnummern #64 und #66.
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Abbildung A.38 Altersabhadngigkeit der Intensitaten der a- und p-Untereinheit des ATP-Synthase Monomers (A)
und Dimers (B), basierend auf der ,neuen” Proteinkonzentration (siehe Tabelle 5.1.1, Normierungsfaktoren in
Tabelle A.1). Die x-Achsenbeschriftung gibt jeweils das Alter und die Kulturnummer des Podospora anserina
Individuums an. Sowohl im Vergleich mit den auf das Porin der duBeren Mitochondrienmembran normierten
Daten (vgl. Abbildung 5.1.7) als auch im Vergleich mit den auf die ,alte” Proteinkonzentration (Abbildung A.37)
und den auf die Gesamtfarbeintensitdt im Glycin-SDS-Gel (Abbildung A.39) normierten Daten finden sich groBBe
Unterschiede bei allen Altersstufen.
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Abbildung A.39 Altersabhdngigkeit der Intensitaten der a- und p-Untereinheit des ATP-Synthase Monomers (A)
und Dimers (B), normiert auf die Gesamtfarbeintensitdt in einem Glycin-SDS-Gel (Normierungsfaktoren siehe
Tabelle A.1). Die x-Achsenbeschriftung gibt jeweils das Alter und die Kulturnummer des Podospora anserina
Individuums an. Sowohl im Vergleich mit den auf das Porin der duBeren Mitochondrienmembran normierten
Daten (vgl. Abbildung 5.1.7) als auch im Vergleich mit den auf die ,alte” oder ,neue” Proteinkonzentration
normierten Daten (Abbildung A.37 und A .38) finden sich groBe Unterschiede bei allen Altersstufen.
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Abbildung A.40 Altersabhédngiger Vergleich von Monomer und Dimer der ATP-Synthase (A) und altersab-
héngige Verdnderung des Monomer-Dimer-Verhéltnisses der ATP-Synthase (B), normiert auf die ,alte”
Proteinkonzentration (sieche Tabelle 5.1.1). Die x-Achsenbeschriftung gibt jeweils das Alter der Podospora
anserina Individuen an. (A) Die Werte fiir die drei Individuen pro Altersstufe wurden gemittelt, die Intensitaten
fir o- und B-Untereinheit der ATP-Synthase wurden addiert. Wie bei den auf das Porin der &uBeren
Mitochondrienmembran normierten Daten (vgl. Abbildung 5.1.8) ist lediglich bei den 6 Tage alten Proben ein
statistisch signifikanter (*, p =0,0118) Intensitdtsunterschied zwischen Monomer und Dimer vorhanden. (B) Das
Monomer-Dimer-Verhaltnis der ATP-Synthase bleibt von der Art der Normierung unbeeinflusst. Im Mittel ist das
Monomer-Dimer-Verhaltnis bei den 13 Tage alten Kulturen um 38% hoher als bei den 6 und 9 Tage alten sowie
seneszenten Proben (vgl. Abbildung 5.1.8). (* p < 0,05; ** p < 0,01, *** p < 0,005, **** p <0,001)
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Abbildung A.41 Altersabhéngiger Vergleich von Monomer und Dimer der ATP-Synthase (A) und altersab-
hdngige Veranderung des Monomer-Dimer-Verhéltnisses der ATP-Synthase (B), normiert auf die ,,neue” Protein-
konzentration (siehe Tabelle 5.1.1, Normierungsfaktoren in Tabelle A.1). Die x-Achsenbeschriftung gibt jeweils
das Alter der Podospora anserina Individuen an. (A) Die Werte flr die drei Individuen pro Altersstufe wurden
gemittelt, die Intensitaten fur a- und p-Untereinheit der ATP-Synthase wurden addiert. Im Gegensatz zu den auf
das Porin der duBeren Mitochondrienmembran (vgl. Abbildung 5.1.8) sowie den auf die ,alte” Proteinkonzen-
tration normierten Daten (vgl. Abbildung A.40) ist sowohl bei den 6 Tage alten (*, p =0,0379) als auch bei den
13 Tage (***, p =0,0031) alten Proben ein statistisch signifikanter Intensitatsunterschied zwischen Monomer und
Dimer vorhanden. (B) Das Monomer-Dimer-Verhéltnis der ATP-Synthase bleibt von der Art der Normierung
unbeeinflusst. Im Mittel ist das Monomer-Dimer-Verhaltnis bei den 13 Tage alten Kulturen um 38% hoher als bei
den 6 und 9 Tage alten sowie seneszenten Proben (vgl. Abbildung 5.1.8). (* p <0,05; ** p<0,01, *** p < 0,005,
* KKk p< 0’001)
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Abbildung A.42 Altersabhédngiger Vergleich von Monomer und Dimer der ATP-Synthase (A) und altersab-
hdngige Verdanderung des Monomer-Dimer-Verhéltnisses der ATP-Synthase (B), normiert auf die Gesamtfarbe-
intensitat in einem Glycin-SDS-Gel (Normierungsfaktoren siehe Tabelle A.1). Die x-Achsenbeschriftung gibt jeweils
das Alter der Podospora anserina Individuen an. (A) Die Werte fiir die drei Individuen pro Altersstufe wurden
gemittelt, die Intensitaten fur a- und p-Untereinheit der ATP-Synthase wurden addiert. Im Gegensatz zu den auf
das Porin der duBeren Mitochondrienmembran (vgl. Abbildung 5.1.8) sowie die ,alte” und ,neue” Proteinkon-
zentration normierten Daten (vgl. Abbildung A.40 und A.41) ist bei keiner der vier Altersstufen ein statistisch
signifikanter Intensitdtsunterschied zwischen Monomer und Dimer vorhanden. (B) Das Monomer-Dimer-Verhalt-
nis der ATP-Synthase bleibt von der Art der Normierung unbeeinflusst. Im Mittel ist das Monomer-Dimer-
Verhéltnis bei den 13 Tage alten Kulturen um 38% hoher als bei den 6 und 9 Tage alten sowie seneszenten
Proben (vgl. Abbildung 5.1.8). (* p <0,05; ** p< 0,01, *** p< 0,005, **** p<0,001)
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Abbildung A.43 Altersabhéngigkeit der ATP-Synthase Gesamtmenge. Aufgetragen ist jeweils die Summe der
Intensitaten von Monomer und Dimer in GU. Die x-Achsenbeschriftung gibt jeweils das Alter und die Kultur-
nummer des Podospora anserina Individuums an. (A) Normiert auf die ,alte” Proteinkonzentration (siehe
Tabelle 5.1.1). Im Gegensatz zu den auf das Porin der duBeren Mitochondrienmembran normierten Daten (vgl.
Abbildung 5.1.9) zeigt hier nur die Altersstufen 13d groBe Unterschiede zwischen den drei Individuen. Bei den
9 Tage alten Kulturen ist der Unterschied wesentlich geringer. (B) Normiert auf die ,neue” Proteinkonzentration
(siehe Tabelle 5.1.1, Normierungsfaktoren in Tabelle A.1). Im Gegensatz zu den auf das Porin der duBeren Mito-
chondrienmembran normierten Daten (vgl. Abbildung 5.1.9) zeigen die Altersstufen 6d, 9d und 13d hier nur
geringe Intensitatsunterschiede zwischen den drei Individuen, wéhrend die Variation bei den seneszenten
Proben zugenommen hat. Auffallig ist, dass hier die Intensitaten der seneszenten Proben von Kulturnummer #61
zu #60 ansteigen, wahrend dies bei den anderen Normierungsmethoden genau umgekehrt ist.
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Abbildung A.44 Altersabhangigkeit der ATP-Synthase Gesamtmenge. Aufgetragen ist jeweils die Summe der
Intensitdten von Monomer und Dimer in GU, normiert auf die Gesamtfarbeintensitdt in einem Glycin-SDS-Gel
(Normierungsfaktoren siehe Tabelle A.1). Die x-Achsenbeschriftung gibt jeweils das Alter und die Kulturnummer
des Podospora anserina Individuums an. Hier zeigen alle vier Altersgruppen mehr oder weniger groBe
Intensitatsunterschiede zwischen den drei Individuen wobei diese fir 9d und 13d am gréBten sind.
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Abbildung A.45 Summe der Intensitdten der o- und p-Untereinheit flr den freien F;-Kopfteil der ATP-Synthase
in GU, normiert auf die ,alte” Proteinkonzentration (siehe Tabelle 5.1.1). Im Gegensatz zu den auf das Porin der
duBeren Mitochondrienmembran normierten Daten (vgl. Abbildung 5.1.10) ist nicht bereits von den 6 zu den
9 Tage alten sondern erst von den 9 zu den 13 Tage alten Proben eine signifikante Abnahme um 70%
(p =0,0007) zu verzeichnen. Ebenfalls signifikant sind die 65 %-ige Abnahme von 9d nach 13d (p = 0,0023), die
55%-ige Abnahme von 6d nach sen (p =0,0007) sowie die 47 %-ige Abnahme von 9d nach sen (p =0,0031).
Insgesamt betragt der Anteil des F;-Teils an der ATP-Synthase Gesamtmenge nur zwischen 2,3% (sen) und 4,5%
(9d). (* p <0,05; ** p<0,01, *** p < 0,005, **** p < 0,001)
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Abbildung A.46 Altersabhdngiges Auftreten von freier F;-Kopfgruppe der ATP-Synthase. Aufgetragen ist
jeweils die Summe der Intensitdten der a- und B-Untereinheit in GU. (A) Normiert auf die ,,neue” Proteinkonzen-
tration (siehe Tabelle 5.1.1, Normierungsfaktoren in Tabelle A.1). Wie auch bei den auf die ,alte” Proteinkonzen-
tration normierten Daten (vgl. Abbildung A.45) ist, im Gegensatz zu den auf das Porin der duBeren Mitochon-
drienmembran normierten Daten (vgl. Abbildung 5.1.10) nicht bereits von den 6 zu den 9 Tage alten sondern
erst von den 9 zu den 13 Tage alten Proben eine signifikante Abnahme um 68% (p = 0,0005) zu verzeichnen.
Ebenfalls signifikant sind die 67 %-ige Abnahme von 9d nach 13d (p = 0,0003) sowie die 113%-ige Zunahme von
13d nach sen (p =0,0071). Insgesamt betrdgt der Anteil des Fi-Teils an der ATP-Synthase Gesamtmenge nur
zwischen 2,3% (sen) und 4,4% (9d). (B) Normiert auf die Gesamtfarbeintensitdt in einem Glycin-SDS-Gel
(Normierungsfaktoren siehe Tabelle A.1). Auch hier ist erst von 6d nach 13d eine statistisch signifikante
Abnahme um 72% (p = 0,0009) vorhanden. Ebenfalls signifikant sind die 62%-ige Abnahme von 9d nach 13d
(p =0,0071), die 66 %-ige Abnahme von 6d nach sen (p = 0,0005) sowie die 54 %-ige Abnahme von 9d nach sen
(p = 0,0305). Insgesamt betrdgt der Anteil des F;-Teils an der ATP-Synthase Gesamtmenge nur zwischen 2,4%
(sen) und 4,6 % (9d). (* p <0,05; ** p< 0,01, *** p< 0,005, **** p<0,001)
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Abbildung A.47 Altersabhéngigkeit der Gesamtmenge an ATP-Synthase inklusive freiem F;-Teil, gewonnen aus
der Summe der Intensitdten von Monomer, Dimer und freier F-Kopfgruppe. Die x-Achsenbeschriftung gibt
jeweils das Alter der Podospora anserina Individuen an. (A) Normiert auf das Porin der duBeren Mitochondrien-
membran (Normierungsfaktoren in Tabelle A.1). Statistisch signifikante Anderungen sind jeweils zwischen den 6
und 9 Tage alten (-48%, p =0,0071), den 6 und 13 Tage alten (-59%, p = 0,0009) sowie den 6 Tage alten und
seneszenten Proben (-40%, p = 0,0023) vorhanden. Im Mittel liegen bei den 9 und 13 Tage alten sowie senes-
zenten Proben nur noch 51% der bei den 6 Tage alten Individuen vorhandenen Menge an ATP-Synthase vor. (B)
Normiert auf die ,alte” Proteinkonzentration (siche Tabelle 5.1.1). Statistisch signifikante Anderungen sind
jeweils zwischen den 6 und 9 Tage alten (-25%, p = 0,0469), den 6 und 13 Tage alten (-57 %, p = 0,0009), den 9
und 13 Tage alten (-42%, p =0,0469) sowie den 13 Tage alten und seneszenten Proben (+77%, p =0,0193)
vorhanden. Im Mittel liegen bei den 9 und 13 Tage alten sowie seneszenten Proben nur noch 65% der bei den
6 Tage alten Individuen vorhandenen Menge an ATP-Synthase vor. (* p <0,05; ** p<0,01, *** p <0,005, ****
p <0,001)
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Abbildung A.48 Altersabhdngigkeit der Gesamtmenge an ATP-Synthase inklusive freiem F;-Teil, gewonnen aus
der Summe der Intensitdten von Monomer, Dimer und freier F-Kopfgruppe. Die x-Achsenbeschriftung gibt
jeweils das Alter der Podospora anserina Individuen an. (A) Normiert auf die ,,neue” Proteinkonzentration (siehe
Tabelle 5.1.1, Normierungsfaktoren in Tabelle A.1).Statistisch signifikante Anderungen sind jeweils zwischen den
6 und 13 Tage alten (-48%, p = 0,0003), den 9 und 13 Tage alten (-43%, p = 0,0017) sowie den 13 Tage alten und
seneszenten Proben (+134%, p = 0,0009) vorhanden. Im Mittel liegen bei den 9 und 13 Tage alten sowie senes-
zenten Proben nur noch 87 % der bei den 6 Tage alten Individuen vorhandenen Menge an ATP-Synthase vor. (B)
Normiert auf die Gesamtfarbeintensitdt in einem Glycin-SDS-Gel (Normierungsfaktoren siehe Tabelle A.1).
Statistisch signifikante Anderungen sind jeweils zwischen den 6 und 9 Tage alten (-38%, p = 0,0305), den 6 und
13 Tage alten (-62%, p = 0,0041) sowie den 6 Tage alten und seneszenten Proben (-44 %, p = 0,0071) vorhanden.
Im Mittel liegen bei den 9 und 13 Tage alten sowie seneszenten Proben nur noch 52% der bei den 6 Tage alten
Individuen vorhandenen Menge an ATP-Synthase vor. (* p <0,05; ** p < 0,01, *** p < 0,005, **** p<0,001)
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A.1.2 Cytochrom-c-Oxidase (Komplex IV)

Rohdaten

Tabelle A.10

Intensitaten fir die Untereinheiten Il und Vb sowie den Polypeptid V Precursor des Komplex IV
Monomers auf allen 36 2D-BN/SDS-Gelen von P. anserina in GU; vor jeglicher Normierung.

Intensitat [GU]

Alter Kulturnummer Gelreplikat
UE Il UE Vb Polypeptid V Precursor
1 44,59768 97,03450 34,52796
#52 2 45,66647 97,60496 40,77617
3 66,34115 173,37379 70,65441
1 48,38799 110,95489 13,23244
6d #53 2 62,41559 156,29972 71,50451
3 51,85927 112,11920 45,55689
1 71,17868 142,99026 51,59016
#55 2 49,25217 102,84179 40,38184
3 55,11437 82,27855 15,04056
1 102,69784 174,81921 79,29093
#64 2 108,33684 204,97864 81,03975
3 103,36101 206,49574 59,43130
1 86,35315 203,65968 76,95622
9d #65 2 119,95088 201,68812 68,19161
3 92,70105 172,73072 59,54249
1 24,89717 66,52679 12,05943
#66 2 122,08496 249,34913 94,36854
3 102,00699 205,33686 81,17687
1 40,78264 102,81135 32,45574
#54 2 31,90910 84,47965 26,32683
3 39,66964 106,81207 28,01480
1 40,77060 124,95012 28,51545
13d #56 2 39,39965 128,17810 31,88193
3 23,37804 91,64680 25,78672
1 36,29099 144,88208 38,75407
#57 2 23,88258 49,75631 1,65266
3 31,32280 144,88141 36,60784
1 60,05924 121,61317 40,41039
#61 2 68,83497 134,11928 52,57295
3 46,41035 112,91720 25,99411
1 110,74102 212,45173 65,55099
sen #62 2 122,98697 230,10472 60,49049
3 98,68142 185,16858 38,59069
1 40,53440 98,95830 48,28603
#60 2 110,62403 257,26426 115,30227
3 66,68341 154,99899 69,62980
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Zusatzliche Daten
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Abbildung A.49 Altersabhéngige Intensitaten der Untereinheit Il und Vb sowie des Polypeptid V Precursors (VP)
von Komplex IV in GU fiir alle 12 Proben von Podospora anserina (A) und gemittelt fir die vier betrachteten
Altersstufen (B), normiert auf die "alte" Proteinkonzentration (siehe Tabelle 5.1.1). Die x-Achsenbeschriftung gibt
jeweils das Alter und bei A zuséatzlich die Kulturnummer des Podospora anserina Individuums an. Die Verhéltnisse
der Intensitaten der drei Untereinheiten von Komplex IV, sind lber alle Proben hinweg sehr konstant. Fur die
gemittelten Werte (B) liegen sie im Bereich von 0,45 + 0,09 (UE 1I/ UE Vb), 1,40 £ 0,28 (UE Il/ VP) und 3,22 + 0,72
(UE Vb/ VP). Anhand der Mittelwerte der drei Individuen pro Altersstufe (B) lasst sich eine geringere Komplex IV
Menge bei den 13 Tage alten Individuen im Vergleich zu den drei anderen Altersstufen erkennen.
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Abbildung A.50 Altersabhéngige Intensitaten der Untereinheit Il und Vb sowie des Polypeptid V Precursors (VP)
von Komplex IV in GU fiir alle 12 Proben von Podospora anserina (A) und gemittelt fir die vier betrachteten
Altersstufen (B), normiert auf die "neue" Proteinkonzentration (siehe Tabelle 5.1.1, Normierungsfaktoren in
Tabelle A.1). Die x-Achsenbeschriftung gibt jeweils das Alter und bei A zusatzlich die Kulturnummer des Podo-
spora anserina Individuums an. Die Verhéltnisse der Intensitdten der drei Untereinheiten von Komplex IV, sind
Gber alle Proben hinweg sehr konstant. Fir die gemittelten Werte (B) liegen sie im Bereich von 0,45 0,09
(UE 1I/ UE Vb), 1,40 £0,28 (UE II/ VP) und 3,22 £ 0,72 (UE Vb/ VP). Anhand der Mittelwerte der drei Individuen
pro Altersstufe (B) lasst sich eine wesentlich hohere Komplex IV Menge bei den seneszenten Individuen im
Vergleich zu den drei anderen Altersstufen erkennen.
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Abbildung A.51 Altersabhéngige Intensitaten der Untereinheit Il und Vb sowie des Polypeptid V Precursors (VP)
von Komplex IV in GU fiir alle 12 Proben von Podospora anserina (A) und gemittelt fir die vier betrachteten
Altersstufen (B), normiert auf die Gesamtfarbeintensitdt in einem Glycin-SDS-Gel (Normierungsfaktoren in
Tabelle A.1) Die x-Achsenbeschriftung gibt jeweils das Alter und bei A zusatzlich die Kulturnummer des Podo-
spora anserina Individuums an. Die Verhéltnisse der Intensitdten der drei Untereinheiten von Komplex IV, sind
Gber alle Proben hinweg sehr konstant. Fir die gemittelten Werte (B) liegen sie im Bereich von 0,45 0,09
(UE 1I/ UE Vb), 1,40 £ 0,28 (UE II/ VP) und 3,22 £ 0,72 (UE Vb/ VP). Anhand der Mittelwerte der drei Individuen
pro Altersstufe (B) lasst sich eine etwas geringere Komplex IV Menge bei den 13 Tage alten Individuen im
Vergleich zu den drei anderen Altersstufen erkennen.
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Abbildung A.52 Altersabhéngigkeit der Gesamtmenge an Komplex IV;, gewonnen aus der Summe der Intensi-
taten der Untereinheiten Il und Vb sowie des Polypeptid V Precursors von Komplex IV in GU, normiert auf die
Lalte” Proteinkonzentration (siehe Tabelle 5.1.1). Die Intensitdten fur die drei Gelreplikate pro Kultur sowie die
drei Individuen pro Altersgruppe wurden zusammengefasst, dargestellt ist der entsprechende Mittelwert pro
Altersgruppe. Es zeigt sich eine statistisch signifikante Abnahme der Komplex IV; Menge um 40-% von den 6 zu
den 13 Tage alten Kulturen (p = 0,0054) sowie um 50-% von den 9 zu den 13 Tage alten Kulturen (p = 0,0054).
Wie bei den auf das Porin der duBeren Mitochondrienmembran normierten Daten (vgl. Abbildung 5.1.15) zeigt
sich also eine Abnahme der Menge von Komplex IV Monomer im fortgeschrittenen Alter. Es sind allerdings auch
statistisch signifikante Unterschiede zwischen den 6 Tage alten und den seneszenten sowie den 13 Tage alten
und seneszenten Kulturen vorhanden, die einer 32-%-igen bzw. 122-%-igen Zunahme entsprechen (6d:sen
p=0,0152, 13d:sen p=0,0009). Aufgrund der unterschiedlichen Gewinnung der seneszenten Podospora
Kulturen sind diese jedoch nicht direkt mit den jlingeren vergleichbar. (* p <0,05; ** p<0,01, *** p <0,005,
*k kK p < 0’001)
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Abbildung A.53 Altersabhéngigkeit der Gesamtmenge an Komplex IV;, gewonnen aus der Summe der Intensi-
taten der Untereinheiten Il und Vb sowie des Polypeptid V Precursors von Komplex IV in GU, normiert auf die
.neue” Proteinkonzentration (siche Tabelle 5.1.1, Normierungsfaktoren in Tabelle A.1). Die Intensitdten fir die
drei Gelreplikate pro Kultur sowie die drei Individuen pro Altersgruppe wurden zusammengefasst, dargestellt ist
der entsprechende Mittelwert pro Altersgruppe. Es zeigt sich eine statistisch signifikante Abnahme der
Komplex IV; Menge um 25-% von den 6 zu den 13 Tage alten Kulturen (p = 0,0380) sowie um 48-% von den 9 zu
den 13 Tage alten Kulturen (p = 0,0092). Auch der 45-%-ige Anstieg von den 6 zu den 9 Tage alten Individuen ist
statistisch signifikant (p = 0,0469). Wie schon bei den auf das Porin der duBeren Mitochondrienmembran (vgl.
Abbildung 5.1.15) und die ,alte” Proteinkonzentration (sieche Abbildung A.52) normierten Daten besitzen die
seneszenten Kulturen am meisten Komplex IV Monomer. Statistisch signifikant sind hier die Zunahme um 111%
von den 6 Tage alten zu den seneszenten (p = 0,0023) sowie die 182-%-ige Zunahme von den 13 Tage alten zu
den seneszenten Individuen (p=0,0003). Aufgrund der unterschiedlichen Gewinnung der seneszenten
PodosporaKulturen sind diese jedoch nicht direkt mit den jlingeren vergleichbar. (* p<0,05; ** p<0,01, ***
p <0,005, **** p <0,001)
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Abbildung A.54 Altersabhangigkeit der Gesamtmenge an Komplex IV;, gewonnen aus der Summe der Intensi-
taten der Untereinheiten Il und Vb sowie des Polypeptid V Precursors von Komplex IV in GU, normiert auf die
Gesamtfarbeintensitadt in einem Glycin-SDS-Gel (Normierungsfaktoren in Tabelle A.1). Die Intensitaten fir die drei
Gelreplikate pro Kultur sowie die drei Individuen pro Altersgruppe wurden zusammengefasst, dargestellt ist der
entsprechende Mittelwert pro Altersgruppe. Es zeigt sich eine statistisch signifikante Abnahme der Komplex 1V,
Menge um 49-% von den 6 zu den 13 Tage alten Kulturen (p = 0,0469) sowie um 47-% von den 9 zu den 13 Tage
alten Kulturen (p=0,0305). Wie bei den auf das Porin der &uBeren Mitochondrienmembran (vgl.
Abbildung 5.1.15) und den auf die ,alte” Proteinkonzentration (siehe Abbildung A.52) normierten Daten zeigt
sich also eine Abnahme der Menge von Komplex IV Monomer im fortgeschrittenen Alter. Es ist allerdings auch
eine statistisch signifikante Zunahme der Komplex IV; Menge um 86-% von den 13 Tage alten zu den
seneszenten Kulturen vorhanden (p =0,0193). Aufgrund der unterschiedlichen Gewinnung der seneszenten
PodosporaKulturen sind diese jedoch nicht direkt mit den jlingeren vergleichbar. (* p<0,05; ** p<0,01, ***
p <0,005, **** p<0,001)
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A.1.3 Ubichinol-Cytochrom-c-Oxidoreduktase (Komplex Ill;)

Rohdaten

Tabelle A.11 Intensitaten fir Core Protein 1 und 2 des Komplex Il Homodimers (lll,) auf allen 36 2D-BN/SDS-
Gelen von P. anserina in GU; vor jeglicher Normierung.

Intensitat [GU]
Alter Kulturnummer Gelreplikat
Core Protein 1 Core Protein 2
1 55,75767 44,86375
#52 2 61,40882 35,69076
3 53,12491 76,48994
1 64,50196 59,03146
6d #53 2 75,08904 67,42704
3 35,11696 51,13329
1 106,22737 78,35763
#55 2 30,17900 32,02460
3 60,70748 45,72744
1 84,88046 78,35476
#64 2 90,02974 76,19678
3 78,30323 64,74517
1 75,93060 60,93257
9d #65 2 73,85214 59,63664
3 21,76329 15,82803
1 36,78550 25,94179
#66 2 99,36638 92,02356
3 96,64401 92,92023
1 15,03502 29,35851
#54 2 13,59193 26,50126
3 10,96402 30,01700
1 9,31914 30,23926
13d #56 2 8,36965 26,28878
3 2,23903 10,94536
1 1,07320 7,64164
#57 2 1,80491 6,48939
3 1,15427 3,79138
1 39,70599 44,57424
#61 2 36,69667 43,87472
3 12,87784 27,91164
1 18,20171 39,66867
sen #62 2 32,26862 44,35120
3 6,34765 32,88478
1 42,76335 45,01016
#60 2 75,67375 98,71122
3 45,24802 48,03201
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Zusatzliche Daten

A

Komplex lll, - einzelne Individuen
"alte" Proteinkonzentration

140 +

120

100

80

60

Intensitat [GU]

40

20

mCore Protein 1 ®Core Protein 2

Komplex 11,
"alte" Proteinkonzentration

100 -

90 A
70 -
60 -

50

30 -+

Intensitat [GU]

20 A

10 -

10 - 6d 9d 13d sen

mCore Protein 1 ®Core Protein 2

Abbildung A.55 Altersabhdngige Intensitdten des Core Proteins 1 und 2 von Komplex Ill, in GU fiur alle 12
Proben von Podospora anserina (A) und gemittelt fir die vier betrachteten Altersstufen (B), normiert auf die
»alte” Proteinkonzentration (sieche Tabelle 5.1.1). Die x-Achsenbeschriftung gibt jeweils das Alter und bei A
zusatzlich die Kulturnummer des P. anserina Individuums an. Wéahrend bei den 6 und 9 Tage alten Kulturen
Core Protein 1 Uberwiegt, ist bei den 13 Tage alten und seneszenten Proben mehr Core Protein 2 als 1
vorhanden. Unabhéngig vom Verhaltnis der beiden betrachteten Untereinheiten lasst sich eine Abnahme der
Komplex Ill, Menge von den 6 zu den 13 Tage alten Podospora-Kulturen beobachten, die von den seneszenten
Proben jedoch nicht fortgesetzt wird, da diese fast die gleiche Menge an Komplex IIl, aufweisen wie die 9 Tage
alten Kulturen.
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Abbildung A.56 Altersabhdngige Intensitdten des Core Proteins 1 und 2 von Komplex lll, in GU fiur alle 12
Proben von Podospora anserina (A) und gemittelt fir die vier betrachteten Altersstufen (B), normiert auf die
»neue” Proteinkonzentration (siehe Tabelle 5.1.1, Normierungsfaktoren in Tabelle A.1). Die x-Achsenbeschriftung
gibt jeweils das Alter und bei A zuséatzlich die Kulturnummer des P. anserina Individuums an. Wahrend bei den 6
und 9 Tage alten Kulturen Core Protein 1 Uberwiegt, ist bei den 13 Tage alten und seneszenten Proben mehr
Core Protein 2 als 1 vorhanden. Unabh&ngig vom Verhéltnis der beiden betrachteten Untereinheiten besitzen die
6 und 9 Tage alten sowie seneszenten Kulturen in etwa die gleiche Menge an Komplex Ill,, die 13 Tage alten
Proben jedoch wesentlich weniger. Lasst man die seneszenten Kulturen auBer Acht, ergibt sich somit eine starke
Abnahme der Komplex Ill, Menge im hohen Alter.
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Abbildung A.57 Altersabhéngige Intensitdten des Core Proteins 1 und 2 von Komplex Ill, in GU fiur alle 12
Proben von Podospora anserina (A) und gemittelt fir die vier betrachteten Altersstufen (B), normiert auf die
Gesamtfarbeintensitdt in einem Glycin-SDS-Gel (Normierungsfaktoren in Tabelle A.1). Die x-Achsenbeschriftung
gibt jeweils das Alter und bei A zuséatzlich die Kulturnummer des P. anserina Individuums an. Wahrend bei den 6
und 9 Tage alten Kulturen Core Protein 1 Uberwiegt, ist bei den 13 Tage alten und seneszenten Proben mehr
Core Protein 2 als 1 vorhanden. Unabhédngig vom Verhdltnis der beiden betrachteten Untereinheiten lasst sich
eine Abnahme der Komplex Ill, Menge von den 6 zu den 9 und von den 9 zu den 13 Tage alten Podospora
Kulturen beobachten, die von den seneszenten Proben jedoch nicht fortgesetzt wird.
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Abbildung A.58 Altersabhédngigkeit der Gesamtmenge an Komplex Ill,, gewonnen aus der Summe der
Intensitdten des Core Proteins 1 und 2 von Komplex I, in GU, normiert auf die ,alte” Proteinkonzentration
(siehe Tabelle 5.1.1). Die Intensitaten fir die drei Gelreplikate pro Kultur sowie die drei Individuen pro Altersstufe
wurden zusammengefasst, dargestellt ist der entsprechende Mittelwert pro Altersstufe. Es zeigt sich eine
statistisch signifikante Abnahme der Komplex Ill, Menge von den 6 zu den 13 Tage alten (-79%, p = 0,0003) und
von den 9 zu den 13 Tage alten Kulturen (-75%, p = 0,0009). Die 16 %-ige Abnahme von den 6 zu den 9 Tage
alten Individuen ist nicht statistisch signifikant. Von den 13 Tage alten zu den seneszenten Kulturen kommt es zu
einer statistisch signifikanten Zunahme der Komplex Ill, Menge um 216% (p =0,0041). Im Vergleich zu den
6 Tage alten liegt bei den seneszenten Proben 33% weniger Komplex Il vor (p =0,0469). Ohne Berlick-
sichtigung der seneszenten Kulturen, die auf andere Weise gewonnen wurden (sieche hierzu Abschnitt 3.5.1),
kann somit eine starke Abnahme der Komplex Ill, Menge gegen Ende der Lebensspanne festgestellt werden.
(* p<0,05 ** p<0,01, *** p<0,005, **** p<0,001)
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Abbildung A.59 Altersabhdngigkeit der Gesamtmenge an Komplex Ill;, gewonnen aus Summe der Intensitdten
des Core Proteins 1 und 2 von KomplexIll, in GU, normiert auf die ,neue” Proteinkonzentration (siehe
Tabelle 5.1.1, Normierungsfaktoren in Tabelle A.1). Die Intensitaten fir die drei Gelreplikate pro Kultur sowie die
drei Individuen pro Altersstufe wurden zusammengefasst, dargestellt ist der entsprechende Mittelwert pro
Altersstufe. Wahrend die Komplex Ill, Menge bei den 6 und 9 Tage alten sowie seneszenten Kulturen nahezu
identisch ist, zeigt sich eine erheblich geringere Menge bei den 13 Tage alten Proben. Im Vergleich mit den
6 Tage alten Kulturen liegen 79% (p = 0,0003), im Vergleich mit den 9 Tage alten ebenfalls 79% (p = 0,0009) und
im Vergleich mit den seneszenten Kulturen 78% (p =0,0003) weniger Komplex Ill, vor. Das entspricht einer
357 %-igen Zunahme der Komplex Ill, Menge von den 13 Tage alten zu den seneszenten Kulturen. Lasst man
letztere aufgrund ihrer andersartigen Gewinnung auBer Acht (siehe hierzu Abschnitt 3.5.1), so lasst sich eine
starke Abnahme der Komplex Ill, Menge gegen Ende der Lebensspanne feststellen. (* p <0,05; ** p<0,01, ***
p <0,005, **** p<0,001)
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Abbildung A.60 Altersabhdngigkeit der Gesamtmenge an Komplex Ill;, gewonnen aus Summe der Intensitdten
des Core Proteins 1 und 2 von Komplex Ill, in GU, normiert auf die Gesamtfarbeintensitat in einem Glycin-SDS-Gel
(Normierungsfaktoren in Tabelle A.1). Die Intensitdten fir die drei Gelreplikate pro Kultur sowie die drei
Individuen pro Altersstufe wurden zusammengefasst, dargestellt ist der entsprechende Mittelwert pro
Altersstufe. Es zeigt sich eine statistisch signifikante Abnahme der Komplex I1l, Menge von den 6 zu den 13 Tage
alten (-80%, p = 0,0009) und von den 9 zu den 13 Tage alten Kulturen (-70%, p = 0,0118). Die 32 %-ige Abnahme
von den 6 zu den 9 Tage alten Individuen ist nicht statistisch signifikant. Von den 13 Tage alten zu den
seneszenten Kulturen kommt es zu einer statistisch signifikanten Zunahme der Komplex Ill, Menge um 155%
(p =0,0193). Im Vergleich zu den 6 Tage alten liegt bei den seneszenten Proben 48% weniger Komplex Ill, vor
(p = 0,0118). Ohne Berlicksichtigung der seneszenten Kulturen, die auf andere Weise gewonnen werden (siehe
hierzu Abschnitt 3.5.1), kann somit eine graduelle Abnahme der Komplex Ill, Menge mit dem Alter festgestellt
werden. (* p <0,05; ** p<0,01, *** p<0,005, **** p<0,001)
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A.1.4 NADH-Ubichinon-Oxidoreduktase (Komplex I)

Rohdaten

Tabelle A.12 Intensitaten fir das 78 kDa FeS-Protein, sowie die 49 kDa und 40 kDa Untereinheit von Komplex |
auf allen 36 2D-BN/SDS-Gelen von P. anserina in GU; vor jeglicher Normierung.

Intensitat [GU]
Alter Kulturnummer Gelreplikat
78 kDa FeS-Protein | 49 kDa Untereinheit | 40 kDa Untereinheit
1 8,61242 11,99701 8,05530
#52 2 7,22243 13,07660 6,69769
3 19,27382 27,29560 18,36295
1 11,49160 18,53660 12,02165
6d #53 2 15,19786 19,10771 16,00748
3 8,84311 20,84790 14,22831
1 13,53616 27,12407 14,83003
#55 2 9,61988 21,32427 11,87976
3 18,91302 23,58354 18,51878
1 17,37987 30,82028 26,85411
#64 2 22,57531 34,44639 34,35087
3 18,36593 32,64558 23,48290
1 10,97647 30,00229 21,27588
9d #65 2 14,86024 24,87378 20,34485
3 11,20455 15,87097 13,94968
1 7,58965 14,59248 11,00174
#66 2 12,13883 26,68536 23,76097
3 13,54604 23,13547 23,85251
1 9,66065 27,44375 15,43090
#54 2 9,81428 17,42794 7,35436
3 6,90539 20,03124 14,16480
1 11,10669 18,52839 8,54678
13d #56 2 7,74702 12,37812 10,65368
3 2,54241 12,75412 6,29146
1 4,79966 21,41598 14,89827
#57 2 2,92879 9,94641 5,02887
3 1,42203 16,08171 11,28305
1 11,22252 18,33031 13,14553
#61 2 8,24341 16,50999 12,04604
3 6,82042 15,21686 10,94113
1 9,97557 24,44898 19,15129
sen #62 2 10,87543 31,93439 17,89281
3 15,00288 26,31997 15,30767
1 17,06113 25,05359 18,09216
#60 2 36,88957 33,82678 26,18645
3 19,17270 28,22806 22,45220
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Zusatzliche Daten
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Abbildung A.61 Altersabhdngige Intensitdten des 78 kDa FeS-Proteins sowie der 49 kDa und 40 kDa Unterein-
heit von Komplex | in GU fur alle 12 Proben von Podospora anserina (A) und gemittelt fur die vier betrachteten
Altersstufen (B), normiert auf die ,alte” Proteinkonzentration (siehe Tabelle 5.1.1). Die x-Achsenbeschriftung gibt
jeweils das Alter und bei A zuséatzlich die Kulturnummer des P. anserina Individuums an. A Die Intensitaten der
49 kDa Untereinheit sind stets am groBten, die des 78 kDa FeS-Proteins am geringsten. Wahrend die drei Indivi-
duen der 9 Tage alten Kulturen sehr einheitliche Intensitdten zeigen und auch bei den 6 Tage alten und senes-
zenten Kulturen nur verhédltnismaBig geringe Intensitdtsunterschiede zwischen den drei Individuen vorliegen,
weist das 13 Tage alte Individuum mit der Kulturnummer #54 eine gegentiiber den anderen beiden Individuen in
dieser Gruppe stark erhohte Komplex | Menge auf. B Insgesamt liegen nur geringe Unterschiede der Komplex |
Menge zwischen den vier Altersstufen vor. Aufgrund der teilweise recht hohen Standardabweichungen kann be-
zliglich der altersabhangigen Verdanderung der Komplex | Menge jedoch keine klare Aussage getroffen werden.
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Abbildung A.62 Altersabhdngige Intensitdten des 78 kDa FeS-Proteins sowie der 49 kDa und 40 kDa Unterein-
heit von Komplex | in GU fur alle 12 Proben von Podospora anserina (A) und gemittelt fur die vier betrachteten
Altersstufen (B), normiert auf die ,neue” Proteinkonzentration (siehe Tabelle 5.1.1, Normierungsfaktoren in
Tabelle A.1). Die x-Achsenbeschriftung gibt jeweils das Alter und bei A zusatzlich die Kulturnummer des
P. anserina Individuums an. A Die Intensitdten der 49 kDa Untereinheit sind stets am groBten, die des 78 kDa FeS-
Proteins am geringsten. Alle vier Altersstufen zeigen mehr oder weniger groBe Intensitdtsschwankungen
zwischen den jeweiligen Individuen. B Die seneszenten Kulturen scheinen mehr individuellen Komplex | zu
besitzen als die 6, 9 und 13 Tage alten Proben. Durch ihre andersartige Gewinnung (siehe hierzu Abschnitt 3.5.1)
sind sie jedoch auch nicht direkt mit den jingeren Kulturen vergleichbar.
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Abbildung A.63 Altersabhdngige Intensitdten des 78 kDa FeS-Proteins sowie der 49 kDa und 40 kDa Unterein-
heit von Komplex | in GU fur alle 12 Proben von Podospora anserina (A) und gemittelt fur die vier betrachteten
Altersstufen (B), normiert auf die Gesamtférbeintensitdt in einem Glycin-SDS-Gel (Normierungsfaktoren in
Tabelle A.1). Die x-Achsenbeschriftung gibt jeweils das Alter und bei A zusatzlich die Kulturnummer des
P. anserina Individuums an. A Die Intensitdten der 49 kDa Untereinheit sind stets am groBten, die des 78 kDa FeS-
Proteins am geringsten. Bei allen vier Altersstufen zeigt ein Individuum eine gegeniuiber den anderen beiden
erhéhte Komplex | Menge. B Aufgrund der teilweise sehr groBen Standardabweichungen und der nur minimalen
Unterschiede zwischen den vier Altersstufen kann keine klare Aussage Uber die altersabhédngige Verdanderung
der Komplex | Menge gemacht werden.
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Abbildung A.64 Altersabhdngige Veranderung der Gesamtmenge an individuellem Komplex I. Aufgetragen ist
jeweils die Summe der Intensitdten des 78 kDa FeS-Proteins sowie der 49 kDa und 40 kDa Untereinheit von
Komplex I in GU, normiert auf die ,alte” Proteinkonzentration (siehe Tabelle 5.1.1). Die Intensitaten fir die drei
Gelreplikate pro Kultur sowie die drei Individuen pro Altersstufe wurden zusammengefasst, dargestellt ist der
entsprechende Mittelwert pro Altersstufe. Wahrend die 6 und 9 Tage alten Kulturen praktisch die gleiche Menge
an individuellem Komplex | aufweisen, liegen bei den 13 Tage alten Proben 37% bzw. 39% weniger vor. Diese
Abnahme ist jedoch nicht statistisch signifikant. Bei den seneszenten Kulturen liegt am meisten individueller
Komplex I, vor; 92% mehr als bei den 13 Tage alten Proben (p = 0,0380) und im Mittel 19% mehr als bei den 6
und 9 Tage alten Kulturen (nicht statistisch signifikant). (* p <0,05; ** p <0,01, *** p < 0,005, **** p < 0,001)
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Abbildung A.65 Altersabhdngige Veranderung der Gesamtmenge an individuellem Komplex I. Aufgetragen ist
jeweils die Summe der Intensitdten des 78 kDa FeS-Proteins sowie der 49 kDa und 40 kDa Untereinheit von
Komplex I in GU, normiert auf die ,neue” Proteinkonzentration (siche Tabelle 5.1.1, Normierungsfaktoren in
Tabelle A.1). Die Intensitaten fur die drei Gelreplikate pro Kultur sowie die drei Individuen pro Altersstufe
wurden zusammengefasst, dargestellt ist der entsprechende Mittelwert pro Altersstufe. Bei den 6 und 9 Tage
alten Kulturen liegt eine dhnliche Menge an individuellem Komplex | vor, bei den 13 Tage alten am wenigsten
und bei den seneszenten Proben die gréBte Menge. Es zeigen sich statistisch signifikante Anderungen zwischen
den 6 und 13 Tage alten(-27 %, p = 0,0380), den 6 Tage alten und seneszenten (+80%, p = 0,0009), den 9 und
13 Tage alten (-42%, p = 0,0469), den 9 Tage alten und seneszenten (+44%, p = 0,0243) sowie den 13 Tage alten
und seneszenten Kulturen (+146 %, p = 0,0005). (* p <0,05; ** p<0,01, *** p < 0,005, **** p <0,001)
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Abbildung A.66 Altersabhdngige Veranderung der Gesamtmenge an individuellem Komplex I. Aufgetragen ist
jeweils die Summe der Intensitdten des 78 kDa FeS-Proteins sowie der 49 kDa und 40 kDa Untereinheit von
Komplex |1 in GU, normiert auf die Gesamtfarbeintensitdt in einem Glycin-SDS-Gel (Normierungsfaktoren in
Tabelle A.1). Die Intensitaten fur die drei Gelreplikate pro Kultur sowie die drei Individuen pro Altersstufe
wurden zusammengefasst, dargestellt ist der entsprechende Mittelwert pro Altersstufe. Statistisch signifikante
Anderungen sind nicht vorhanden, jedoch lasst sich als Trend eine Abnahme der Menge an individuellem
Komplex | von den 6 zu den 13 Tage alten Kulturen erkennen. Die seneszenten Proben setzen diesen Trend nicht
fort, was vermutlich mit ihrer andersartigen Gewinnung (siehe hierzu Abschnitt 3.5.1) zusammenhéangt.
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A.1.5 Superkomplexe

Rohdaten

Tabelle A.13 Intensitaten fur das 78 kDa FeS-Protein, sowie die 49 kDa und 40 kDa Untereinheit von Komplex |
als Bestandteil des Superkomplexes b (I4111,1V;) auf allen 36 2D-BN/SDS-Gelen von P. anserina in GU; vor jeglicher
Normierung.

Intensitat [GU]
Alter Kulturnummer Gelreplikat
78 kDa FeS-Protein | 49 kDa Untereinheit | 40 kDa Untereinheit
1 33,18317 47,20253 38,18679
#52 2 29,20760 47,58259 38,92886
3 40,57452 69,27872 64,69990
1 30,87047 50,93825 49,70051
6d #53 2 39,53715 52,15605 59,41067
3 26,02808 48,20064 42,59210
1 45,98085 72,79983 57,86111
#55 2 27,81166 38,14730 34,10796
3 29,57066 36,16724 45,16991
1 36,66705 45,02686 53,74922
#64 2 34,31525 46,19258 48,34548
3 31,97987 60,38442 57,98346
1 27,62307 52,47808 56,86969
9d #65 2 24,77321 55,10474 57,68824
3 29,64967 46,28298 57,42411
1 18,46390 38,18134 35,23954
#66 2 39,42509 65,71545 76,46903
3 39,04131 73,01846 77,06003
1 10,56384 35,47436 30,32700
#54 2 16,22762 34,52959 30,06366
3 20,46383 39,53417 45,67881
1 21,46732 49,27643 40,51031
13d #56 2 30,44820 43,35668 51,18732
3 16,10417 37,83386 36,06621
1 12,61045 50,39483 53,91049
#57 2 4,91930 22,91203 21,65537
3 4,93698 29,77482 28,56710
1 20,80070 36,69093 33,17574
#61 2 22,50405 50,88417 37,18947
3 12,57006 30,77617 30,23050
1 32,96736 62,32605 53,88255
sen #62 2 30,41413 71,73400 65,08553
3 26,24881 63,89310 47,25103
1 21,32799 34,93915 31,89889
#60 2 67,21506 60,95326 50,64833
3 22,90005 47,22341 40,36471
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Tabelle A.14

Intensitat [GU]

Intensitaten fiir Core Protein 1 und 2 des Komplex Il Homodimers (lll,) als Bestandteil des
Superkomplexes b (14111,1V;) auf allen 36 2D-BN/SDS-Gelen von P. anserina in GU; vor jeglicher Normierung.

Alter Kulturnummer Gelreplikat
Core Protein 1 Core Protein 2
1 58,10736 42,23427
#52 2 52,06940 42,50143
3 94,36025 77,81778
1 79,43771 56,38686
6d #53 2 83,27657 62,54435
3 54,39008 48,69390
1 78,07663 68,91542
#55 2 49,16362 39,38639
3 52,27932 40,90419
1 78,67594 54,57456
#64 2 61,99754 44,90298
3 79,71035 56,02281
1 64,20221 50,19364
od #65 2 69,03626 48,57632
3 53,07749 49,85869
1 38,32917 34,97897
#66 2 70,09288 61,16950
3 71,00131 63,39345
1 9,66177 15,19847
#54 2 23,56017 23,69001
3 30,73167 30,80934
1 31,00684 32,87893
13d #56 2 23,32926 30,12119
3 15,80890 16,60201
1 19,66737 14,25489
#57 2 9,17066 7,04787
3 10,16974 11,98822
1 35,14218 40,85075
#61 2 43,49459 40,56350
3 24,76196 28,28496
1 45,80127 52,68162
sen #62 2 59,14960 61,13124
3 36,23552 39,41682
1 39,94293 40,25492
#60 2 66,81575 81,44591
3 40,89247 45,76950
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Tabelle A.15 Intensitaten fur das 78 kDa FeS-Protein, sowie die 49 kDa und 40 kDa Untereinheit von Komplex |
als Bestandteil des Superkomplexes c (I4111,1V,) auf allen 36 2D-BN/SDS-Gelen von P. anserina in GU; vor jeglicher
Normierung.
Intensitat [GU]
Alter Kulturnummer Gelreplikat
78 kDa FeS-Protein | 49 kDa Untereinheit | 40 kDa Untereinheit
1 1,31528 8,47008 4,89180
#52 2 3,84038 5,46864 531771
3 7,04918 9,03349 7,44871
1 10,37644 14,59107 9,09923
6d #53 2 9,98674 19,85673 12,12505
3 4,72744 6,55229 6,07039
1 9,60928 10,06271 11,86345
#55 2 4,88341 8,64088 7,63854
3 8,56399 9,21997 7,62512
1 4,78079 11,59805 7,32848
#64 2 6,87889 7,86700 7,97140
3 4,38563 10,62725 5,23380
1 4,57507 9,98758 8,51638
9d #65 2 4,10636 12,39503 9,72483
3 7,74360 10,72102 11,56861
1 3,40362 9,73405 5,71400
#66 2 11,41056 19,49238 18,56222
3 11,34321 18,59844 16,13043
1 4,57111 12,73013 8,26004
#54 2 3,25711 6,90440 7,43467
3 4,22397 10,57255 7,02773
1 2,73802 4,67286 3,37516
13d #56 2 3,01146 2,99489 4,45736
3 1,57755 4,19913 3,42390
1 0,88176 4,63510 3,31780
#57 2 0,42129 2,18018 1,37810
3 0,28080 2,61318 1,15172
1 1,53610 527118 5,63091
#61 2 2,67770 7,42773 3,91423
3 1,49052 6,41364 4,08701
1 2,15135 6,37739 4,44306
sen #62 2 3,47958 13,04787 6,85583
3 2,98950 10,81953 7,44089
1 10,29120 10,86726 7,10617
#60 2 16,23339 18,21260 15,26004
3 7,37313 13,32113 8,27451
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Tabelle A.16

Intensitat [GU]

Intensitaten fir Core Protein 1 und 2 des Komplex Il Homodimers (lll,) als Bestandteil des
Superkomplexes c (I4111,1V,) auf allen 36 2D-BN/SDS-Gelen von P. anserina in GU; vor jeglicher Normierung.

Alter Kulturnummer Gelreplikat
Core Protein 1 Core Protein 2
1 16,07617 8,62554
#52 2 12,37952 9,40339
3 18,60819 13,28568
1 21,80171 14,57684
6d #53 2 22,32480 14,45345
3 12,20995 10,25745
1 30,02206 17,32200
#55 2 12,82470 8,19155
3 13,82246 12,79100
1 12,60984 8,52296
#64 2 15,37604 8,80644
3 17,52915 6,65064
1 19,13440 13,19680
ad #65 2 21,45643 8,86213
3 18,25925 10,80491
1 10,62110 4,51000
#66 2 21,19324 10,69509
3 31,58476 14,09583
1 4,93748 4,53654
#54 2 4,78350 4,72377
3 4,97053 4,08893
1 2,14150 2,59512
13d #56 2 2,41993 1,71249
3 2,01434 1,54965
1 2,53819 0,87239
#57 2 0,98540 0,45725
3 1,50501 0,67750
1 7,14339 6,23200
#61 2 6,94197 5,78946
3 3,65757 1,96797
1 9,37723 7,95921
sen #62 2 10,42618 8,23684
3 7,98849 6,14586
1 13,38610 9,93745
#60 2 26,62300 17,61263
3 16,96310 10,99466
250 Anhang



Zusatzliche Daten

A
Superkomplex b (I;111,1V,)
"alte" Proteinkonzentration
140 -
120 -
5 100 -
9, I
" 80 -
o]
h~4
2 60 - || I
S ]
-
£ 40 I
20
0 4
#62 #60
6d ‘ 9d ‘ 13d ‘ sen ‘

@78 kDa FeS-Protein (I) @49 kDa Untereinheit (I) @Core Protein1 (1112) ®Core Protein 2 (1112) ® 40 kDa Untereinheit ()

B
Superkomplex c (1,111,1V,)
"alte" Proteinkonzentration
140 -
120
5 100 -
S
= 80 -
Hol
x
2 60 -
[
)
£

6d 9d 13d sen

@78 kDa FeS-Protein (1) 049 kDa Untereinheit (1) BCore Protein1 (1112) BCore Protein 2 (1112) B 40 kDa Untereinheit (1)

Abbildung A.67 Altersabhédngige Intensitdten des 78 kDa FeS-Proteins sowie der 49 kDa und 40 kDa Unterein-
heit von Komplex | und des Core Proteins 1 und 2 von Komplex Ill, als Bestandteil der Superkomplexe b (I;111;1V,)
(A) und c (4111,1V;) (B) aller zwolf Proben von Podospora anserina in GU, normiert auf die ,alte” Proteinkonzen-
tration (siehe Tabelle 5.1.1). Die x-Achsenbeschriftung gibt jeweils das Alter und die Kulturnummer des
P. anserina Individuums an. Bei allen Proben liegt etwa 4-mal so viel Superkomplex b wie ¢ vor, wobei das
Verhéltnis der beiden Superkomplexe jeweils recht konstant bleibt. Bei den 6 und 9 Tage alten Kulturen weist
stets das Core Protein 1 von Komplex Ill, die héchste Intensitdt auf, wahrend dies bei den 13 Tage alten und
seneszenten Proben — mit Ausnahme des seneszenten Individuums mit der Kulturnummer #61 - fir die 49 kDa
und 40 kDa Untereinheit von Komplex | gilt.
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Abbildung A.68 Altersabhédngige Intensitdten des 78 kDa FeS-Proteins sowie der 49 kDa und 40 kDa Unterein-
heit von Komplex | und des Core Proteins 1 und 2 von Komplex IlI, als Bestandteil der Superkomplexe b (I;111;1V,)
(A) und c (41111V;) (B) aller zwolf Proben von Podospora anserina in GU, normiert auf die ,neue” Proteinkonzen-
tration (siehe Tabelle 5.1.1, Normierungsfaktoren in Tabelle A.1). Die x-Achsenbeschriftung gibt jeweils das Alter
und die Kulturnummer des P. anserina Individuums an. Bei allen Proben liegt etwa 4-mal so viel Superkomplex b
wie ¢ vor, wobei das Verhéltnis der beiden Superkomplexe jeweils recht konstant bleibt. Bei den 6 und 9 Tage
alten Kulturen weist stets das Core Protein 1 von Komplex lll, die hochste Intensitat auf, wahrend dies bei den 13
Tage alten und seneszenten Proben — mit Ausnahme des seneszenten Individuums mit der Kulturnummer #61 -
fir die 49 kDa und 40 kDa Untereinheit von Komplex | gilt.
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Abbildung A.69 Altersabhédngige Intensitdten des 78 kDa FeS-Proteins sowie der 49 kDa und 40 kDa Unterein-
heit von Komplex | und des Core Proteins 1 und 2 von Komplex Ill, als Bestandteil der Superkomplexe b (I;111;1V,)
(A) und c (I4111,1V,) (B) aller zwélf Proben von Podospora anserina in GU, normiert auf die Gesamtfarbeintensitat
in einem Glycin-SDS-Gel (Normierungsfaktoren in Tabelle A.1). Die x-Achsenbeschriftung gibt jeweils das Alter
und die Kulturnummer des P. anserina Individuums an. Bei allen Proben liegt etwa 4-mal so viel Superkomplex b
wie ¢ vor, wobei das Verhéltnis der beiden Superkomplexe jeweils recht konstant bleibt. Bei den 6 und 9 Tage
alten Kulturen weist stets das Core Protein 1 von Komplex lll, die hochste Intensitat auf, wahrend dies bei den 13
Tage alten und seneszenten Proben — mit Ausnahme des seneszenten Individuums mit der Kulturnummer #61 -
fir die 49 kDa und 40 kDa Untereinheit von Komplex | gilt.
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Abbildung A.70 Altersabhdngige Veranderung der Superkomplexe b (I4111,1V;) und c (I4111,1V;) im Vergleich (A)
und Altersabhangigkeit des Verhaltnisses der Intensitdten von Superkomplex b und c (B), normiert auf die ,alte”
Proteinkonzentration (sieche Tabelle 5.1.1). Die x-Achsenbeschriftung gibt jeweils das Alter der Podospora
anserina Individuen an. (A) Die Intensitaten fir die funf betrachteten Untereinheiten von Komplex | bzw. 1lI,
wurden addiert und die Werte fir die drei Individuen pro Altersstufe gemittelt. Bei allen Altersstufen liegt deut-
lich mehr Superkomplex b als c vor und der Unterschied der aufsummierten Intensitaten ist dabei innerhalb einer
Gruppe stets statistisch signifikant (6d, 9d, sen: p <0,001; 13d: p < 0,005). Die 6 Tage alten Kulturen scheinen ins-
gesamt am meisten und die 13 Tage alten Proben am wenigsten Superkomplexe zu besitzen. Die 9 Tage alten
und seneszenten Kulturen besitzen in etwa die gleiche Menge. (B) Verhaltnis der Intensitdten von Superkom-
plex b zu c bei den vier Altersstufen. Gezeigt ist der Mittelwert fiir die drei Individuen pro Altersstufe, die Werte
basieren auf der Summe der fUnf betrachteten Untereinheiten von Komplex | bzw. lll,. Es zeigt sich eine statis-
tisch signifikante Zunahme des Verhaltnisses von Superkomplex b zu ¢ um 30% bzw. 32% von den 6 bzw. 9 Tage
alten zu den 13 Tage alten Kulturen (p =0,0380 bzw. 0,0243). (* p<0,05; ** p<0,01, *** p<0,005 ****
p <0,001)
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Abbildung A.71 Altersabhédngige Veranderung der Superkomplexe b (I4111,1V;) und ¢ (I4111,1V5) im Vergleich (A)
und Altersabhangigkeit des Verhéltnisses der Intensitdten von Superkomplex b und ¢ (B), normiert auf die
»neue” Proteinkonzentration (siehe Tabelle 5.1.1, Normierungsfaktoren in Tabelle A.1). Die x-Achsenbeschriftung
gibt jeweils das Alter der Podospora anserina Individuen an. (A) Die Intensitdten fir die finf betrachteten
Untereinheiten von Komplex | bzw. Ill, wurden addiert und die Werte fiir die drei Individuen pro Altersstufe
gemittelt. Bei allen Altersstufen liegt deutlich mehr Superkomplexb als ¢ vor und der Unterschied der
aufsummierten Intensitdten ist dabei innerhalb einer Gruppe stets statistisch signifikant (p <0,001). Erstaunlich-
erweise scheinen hier die seneszenten Kulturen am meisten Superkomplexe zu besitzen. (B) Verhéltnis der
Intensitaten von Superkomplex b zu c bei den vier Altersstufen. Gezeigt ist der Mittelwert fiir die drei Individuen
pro Altersstufe, die Werte basieren auf der Summe der fiinf betrachteten Untereinheiten von Komplex | bzw. Ill,.
Es zeigt sich eine statistisch signifikante Zunahme des Verhaltnisses von Superkomplex b zu ¢ um 49% bzw. 50%
von den 6 bzw. 9 Tage alten zu den 13 Tage alten Kulturen (p = 0,0380 bzw. 0,0243). (* p<0,05; ** p <0,01, ***
p <0,005, **** p <0,001)
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Abbildung A.72 Altersabhdngige Veranderung der Superkomplexe b (I4111,1V;) und c (I4111,1V;) im Vergleich (A)
und Altersabhangigkeit des Verhéltnisses der Intensitdten von Superkomplex b und ¢ (B), normiert auf die
Gesamtfarbeintensitat in einem Glycin-SDS-Gel (Normierungsfaktoren in Tabelle A.1). Die x-Achsenbeschriftung
gibt jeweils das Alter der Podospora anserina Individuen an. (A) Die Intensitaten fir die fUnf betrachteten
Untereinheiten von Komplex | bzw. Ill, wurden addiert und die Werte fiir die drei Individuen pro Altersstufe
gemittelt. Bei allen Altersstufen liegt deutlich mehr Superkomplexb als ¢ vor und der Unterschied der
aufsummierten Intensitdten ist dabei innerhalb einer Gruppe stets statistisch signifikant (6d, 9d, sen: p <0,001;
13d: p<0,01). Erstaunlicherweise scheinen hier die seneszenten Kulturen am meisten Superkomplexe zu
besitzen. (B) Verhaltnis der Intensitdten von Superkomplex b zu c bei den vier Altersstufen. Gezeigt ist der Mittel-
wert fiir die drei Individuen pro Altersstufe, die Werte basieren auf der Summe der fiinf betrachteten Unterein-
heiten von Komplex | bzw. Ill,. Es zeigt sich eine statistisch signifikante Zunahme des Verhaltnisses von Super-
komplex b zu c um 21% bzw. 26 % von den 6 bzw. 9 Tage alten zu den 13 Tage alten Kulturen (p = 0,0380 bzw.
0,0243). (* p<0,05; ** p<0,01, *** p< 0,005, **** p<0,001)
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Abbildung A.73 Altersabhédngige Verdnderung der Gesamtmenge an Superkomplexen, gewonnen aus der
Summe der Intensitdten von Superkomplex b (I4111;1V;) und c (11111,1V;), normiert auf die ,alte” Proteinkonzen-
tration (siehe Tabelle 5.1.1). Die x-Achsenbeschriftung gibt jeweils das Alter der Podospora anserina Individuen
an. Die 6 Tage alten Kulturen besitzen am meisten Superkomplexe und es zeigt sich eine statistisch signifikante
Abnahme zu den 13 Tage alten (-62%, p = 0,0007) und seneszenten (-22%, p = 0,0305) Proben sowie von den 9
zu den 13 alten Kulturen (-50%, p = 0,0071). Am wenigsten Superkomplexe besitzen die 13 Tage alten Kulturen.
AnschlieBend erfolgt ein statistisch signifikanter Anstieg um 104% (p = 0,0054), so dass die seneszenten nach den
6 Tage alten Kulturen am zweitmeisten Superkomplexe besitzen. Damit fiihren die seneszenten Kulturen einmal
mehr den Trend einer altersabhangigen Abnahme nicht fort, was héchstwahrscheinlich auf ihre andersartige
Gewinnung (siehe hierzu Abschnitt 3.5.1) zurtickzufiihren ist, wodurch keine direkte Vergleichbarkeit mit den 6,
9 und 13 Tage alten Proben gegeben ist. (* p <0,05; ** p<0,01, *** p < 0,005, **** p <0,001)
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Abbildung A.74 Altersabhédngige Verdnderung der Gesamtmenge an Superkomplexen, gewonnen aus der
Summe der Intensitaten von Superkomplex b (11111,1V4) und c (I4111,1V;), normiert auf die ,neue” Proteinkonzen-
tration (siehe Tabelle 5.1.1, Normierungsfaktoren in Tabelle A.1). Die x-Achsenbeschriftung gibt jeweils das Alter
der Podospora anserina Individuen an. Es zeigt sich eine statistisch signifikante Abnahme von den 6 (-55%,
p =0,0003) und 9 Tage alten (-50%, p = 0,0009) zu den 13 alten Kulturen. Allerdings besitzen die seneszenten
Proben am meisten Superkomplexe, so dass von den 13 Tage alten zu den seneszenten Kulturen ein statistisch
signifikanter Anstieg um 172% (p = 0,0003) zu verzeichnen ist. Damit fiihren die seneszenten Kulturen einmal
mehr den Trend einer altersabhangigen Abnahme nicht fort, was héchstwahrscheinlich auf ihre andersartige
Gewinnung (siehe hierzu Abschnitt 3.5.1) zurtickzufiihren ist, wodurch keine direkte Vergleichbarkeit mit den 6,
9 und 13 Tage alten Proben gegeben ist. (* p <0,05; ** p <0,01, *** p < 0,005, **** p <0,001)
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Abbildung A.75 Altersabhédngige Veranderung der Gesamtmenge an Superkomplexen, gewonnen aus der
Summe der Intensitaten von Superkomplex b (I4111,1V) und ¢ (I4111,1V;), normiert auf die Gesamtfarbeintensitat in
einem Glycin-SDS-Gel (Normierungsfaktoren in Tabelle A.1). Die x-Achsenbeschriftung gibt jeweils das Alter der
Podospora anserina Individuen an. Die 6 Tage alten Kulturen besitzen am meisten Superkomplexe und es zeigt
sich eine statistisch signifikante Abnahme zu den 9 (-36%, p =0,0469) und 13 Tage alten (-66%, p =0,0017)
sowie seneszenten (-42%, p=0,0092) Proben. Am wenigsten Superkomplexe besitzen die 13 Tage alten
Kulturen. AnschlieBend erfolgt ein statistisch signifikanter Anstieg um 68% (p = 0,0469), so dass die seneszenten
Kulturen fast die gleiche Menge Superkomplexe besitzen wie die 9 Tage alten Proben. Damit flihren die
seneszenten Kulturen einmal mehr den Trend einer altersabhdngigen Abnahme nicht fort, was héchstwahr-
scheinlich auf ihre andersartige Gewinnung (siehe hierzu Abschnitt 3.5.1) zuriickzufiihren ist, wodurch keine
direkte Vergleichbarkeit mit den 6, 9 und 13 Tage alten Proben gegeben ist. (* p<0,05; ** p<0,01, ***
p < 0,005, **** p <0,001)
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Abbildung A.76 Altersabhdngige Veranderung der Gesamtmenge von Komplex Ill,, bestehend aus der Summe
der Intensitaten flr Core Protein 1 und 2 des individuellen Komplexes und der Superkomplexe b (I4111,1V;) und ¢
(11111,1V3) (A) sowie prozentuale Verteilung von Komplex I, auf individuelles Homodimer sowie Superkomplex b
und c (B), normiert auf die ,alte” Proteinkonzentration (sieche Tabelle 5.1.1). Die x-Achsenbeschriftung gibt
jeweils das Alter der Podospora anserina Individuen an. (A) Es zeigt sich eine statistisch signifikante Abnahme der
Komplex Ill, Menge sowohl von den 6 zu den 13 Tage alten (-77%, p = 0,0003) als auch von den 6 Tage alten zu
den seneszenten Kulturen (-31%, p =0,0092). Von den 9 zu den 13 Tage alten Proben kann eine 70%-ige
Abnahme (p =0,0003) festgestellt werden; von den 13 Tage alten zu den seneszenten Kulturen nimmt die
Gesamtmenge von Komplex Ill, wieder um 194% zu (p = 0,0013). (B) Es zeigt sich kaum eine Verdnderung der
prozentualen Verteilung von Komplex Ill, mit dem Alter. Im Mittel liegen 43% von Komplex IlI; als individuelles
Homodimer, 47% in Superkomplex b und 10% in Superkomplex c vor. Bei den 13 Tage alten und seneszenten
Kulturen zeigt sich jedoch eine leichte Verschiebung zugunsten von Superkomplex b. Wéhrend bei den 6 und
9 Tage alten Proben nahezu der gleiche Prozentsatz von Komplex Ill, in Form von individuellem Komplex und
Superkomplex b vorliegt, verzeichnet der Superkomplex bei den 13 Tage alten und seneszenten Kulturen im
Mittel 9 Prozentpunkte mehr als individueller Komplex Ill,. (* p <0,05; ** p < 0,01, *** p < 0,005, **** p <0,001)
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Abbildung A.77 Altersabhédngige Verdnderung der Gesamtmenge von Komplex Ill,, bestehend aus der Summe
der Intensitaten fur Core Protein 1 und 2 des individuellen Komplexes und der Superkomplexe b (I4111,1V;) und ¢
(1111,1V5) (A) sowie prozentuale Verteilung von Komplex Ill, auf individuelles Homodimer Superkomplex b und ¢
(B), normiert auf die ,neue” Proteinkonzentration (siehe Tabelle 5.1.1, Normierungsfaktoren in Tabelle A.1). Die
x-Achsenbeschriftung gibt jeweils das Alter der Podospora anserina Individuen an. (A) Es zeigt sich eine statistisch
signifikante Abnahme der Komplex Ill, Menge von den 6 zu den 13 Tage alten (-75%, p = 0,0003) sowie von den
9 zu den 13 Tage alten Proben (-73%, p = 0,0003), wobei die 6 und 9 Tage alten Kulturen nahezu die gleiche
Menge an Komplex I, besitzen. Von den 13 Tage alten zu den seneszenten Kulturen nimmt die Gesamtmenge
von Komplex I, wieder um 311% zu (p = 0,0003), so dass die seneszenten Kulturen ebenfalls in etwa die gleiche
Komplex Ill; Menge aufweisen wie die 6 und 9 Tage alten Proben. (B) Im Mittel liegen 42% von Komplex lll; als
individuelles Homodimer, 48% in Superkomplex b und 10% in Superkomplex c vor. Bei den 13 Tage alten und
seneszenten Kulturen zeigt sich eine Verschiebung zugunsten von Superkomplex b. Wéahrend bei den 6 und
9 Tage alten Proben nahezu der gleiche Prozentsatz von Komplex Ill, in Form von individuellem Komplex und
Superkomplex b vorliegt, verzeichnet der Superkomplex bei den 13 Tage alten und seneszenten Kulturen im
Mittel 13 Prozentpunkte mehr als individueller Komplex Ill,. (* p<0,05; ** p<0,01, *** p<0,005 ****
p <0,001)
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Abbildung A.78 Altersabhédngige Verdnderung der Gesamtmenge von Komplex Ill,, bestehend aus der Summe
der Intensitaten flr Core Protein 1 und 2 des individuellen Komplexes und der Superkomplexe b (I4111,1V;) und ¢
(11111,1V3) (A) sowie prozentuale Verteilung von Komplex Ill, auf individuelles Homodimer Superkomplex b und ¢
(B), normiert auf die Gesamtfarbeintensitat in einem Glycin-SDS-Gel (Normierungsfaktoren in Tabelle A.1). Die
x-Achsenbeschriftung gibt jeweils das Alter der Podospora anserina Individuen an. (A) Es zeigt sich eine statistisch
signifikante Abnahme der Komplex Ill, Menge sowohl von den 6 zu den 9 Tage alten (-37 %, p = 0,0380) als auch
von den 6 zu den 13 Tage alten (-78%, p = 0,0007) sowie von den 6 Tage alten zu den seneszenten Kulturen
(-48%, p =0,0071). Von den 9 zu den 13 Tage alten Proben kann eine 66 %-ige Abnahme (p = 0,0092) festgestellt
werden; von den 13 Tage alten zu den seneszenten Kulturen nimmt die Gesamtmenge von Komplex Ill, wieder
um 140% zu (p =0,0152). (B) Im Mittel liegen 44% von Komplex Ill, als individuelles Homodimer, 46% in
Superkomplex b und 10% in Superkomplex c vor. Bei den 13 Tage alten und seneszenten Kulturen zeigt sich eine
leichte Verschiebung zugunsten von Superkomplex b Wé&hrend bei den 6 und 9 Tage alten Proben nahezu der
gleiche Prozentsatz von KomplexIll, in Form von individuellem Komplex und Superkomplex b vorliegt,
verzeichnet der Superkomplex bei den 13 Tage alten und seneszenten Kulturen im Mittel 6 Prozentpunkte mehr
als individueller Komplex lll,. (* p <0,05; ** p< 0,01, *** p <0,005, **** p <0,001)
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Abbildung A.79 Altersabhdngige Veranderung der Gesamtmenge von Komplex I, bestehend aus der Summe
der Intensitdten fiir das 78 kDa FeS-Protein sowie die 49 kDa und 40 kDa Untereinheit des individuellen
Komplexes und der Superkomplexe b (I4111;1V4) und c (I41111,1V,) (A) sowie prozentuale Verteilung von Komplex |
auf individuellen Komplex, Superkomplex b und ¢ (B), normiert auf die ,alte” Proteinkonzentration (siehe
Tabelle 5.1.1). Die x-Achsenbeschriftung gibt jeweils das Alter der Podospora anserina Individuen an. (A) Es zeigt
sich eine statistisch signifikante Abnahme der Komplex | Menge um 47% von den 6 zu den 13 Tage alten
Kulturen (p = 0,0054) sowie eine ebenfalls statistisch signifikante Zunahme um 75% von den 13 Tage alten zu
den seneszenten Kulturen (p = 0,0243). Somit liegt bei den seneszenten Kulturen fast die gleiche Gesamtmenge
von Komplex | vor wie bei den 6 Tage alten. (B) Es zeigt sich kaum eine Veranderung der prozentualen
Verteilung von Komplex I mit dem Alter. Im Mittel liegen 26 % von Komplex | als individueller Komplex, 62% in
Superkomplex b und 12% in Superkomplex c vor. Wie bei Komplex I, liegt auch bei Komplex | der geringste
Prozentsatz als Superkomplex c vor. Anders als bei Komplex Ill, verteilen sich die restlichen Prozente jedoch nicht
nahezu gleich auf individuellen Komplex und Superkomplex b, sondern letzterer enthélt mit im Mittel 62% den
GroBteil der Gesamtmenge an Komplex I. Im Vergleich zu den 6 Tage alten Kulturen kann man bei den éalteren
Proben einen leichten Anstieg des Prozentsatzes von individuellem Komplex | von 22% bei den 6 Tage alten auf
im Mittel 27% bei den 9 und 13 Tage alten sowie seneszenten Proben feststellen, der jedoch nicht statistisch
signifikant ist. (* p <0,05; ** p< 0,01, *** p < 0,005, **** p <0,001)
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Abbildung A.80 Altersabhdngige Veranderung der Gesamtmenge von Komplex I, bestehend aus der Summe
der Intensitdten fiir das 78 kDa FeS-Protein sowie die 49 kDa und 40 kDa Untereinheit des individuellen
Komplexes und der Superkomplexe b (I41111V4) und c (I4111,1V,) (A) sowie prozentuale Verteilung von Komplex |
auf individuellen Komplex, Superkomplex b und c (B), normiert auf die ,neue” Proteinkonzentration (siehe
Tabelle 5.1.1, Normierungsfaktoren in Tabelle A.1). Die x-Achsenbeschriftung gibt jeweils das Alter der Podo-
spora anserina Individuen an. (A) Die 6 und 9 Tage alten Kulturen besitzen nahezu die gleiche Gesamtmenge an
Komplex I. Es zeigt sich eine statistisch signifikante Abnahme der Komplex | Menge um 36% von den 6 zu den
13 Tage alten Kulturen (p = 0,0031) sowie um 37% von den 9 zu den 13 Tage alten Kulturen (p = 0,0054). Die
seneszenten Proben besitzen am meisten Komplex | (6d:sen +46 %, p = 0,0243; 9d:sen +44%, p = 0,0305; 13d:sen
+129%, p = 0,0005). (B) Im Mittel liegen 25% von Komplex | als individueller Komplex, 64 % in Superkomplex b
und 11% in Superkomplex c vor. Wie bei Komplex Ill, liegt auch bei Komplex | der geringste Prozentsatz als
Superkomplex c vor. Die restlichen Prozente verteilen sich jedoch nicht nahezu gleich auf individuellen Komplex
und Superkomplex b, sondern letzterer enthéalt mit im Mittel 64 % den GroBteil der Gesamtmenge an Komplex I.
Im Vergleich zu den 6 Tage alten Kulturen kann man bei den alteren Proben einen leichten Anstieg des Prozent-
satzes von individuellem Komplex | von 22 % bei den 6 Tage alten auf im Mittel 27 % bei den 9 und 13 Tage alten
sowie seneszenten Proben feststellen, der jedoch nicht statistisch signifikant ist. (* p <0,05; ** p<0,01, ***
p <0,005, **** p <0,001)
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Abbildung A.81 Altersabhdngige Veranderung der Gesamtmenge von Komplex I, bestehend aus der Summe
der Intensitdten fiir das 78 kDa FeS-Protein sowie die 49 kDa und 40 kDa Untereinheit des individuellen
Komplexes und der Superkomplexe b (I41111V4) und c (I41111,1V,) (A) sowie prozentuale Verteilung von Komplex |
auf individuellen Komplex, Superkomplex b und c (B), normiert auf die Gesamtfarbeintensitat in einem Glycin-
SDS-Gel (Normierungsfaktoren in Tabelle A.1). Die x-Achsenbeschriftung gibt jeweils das Alter der
Podospora anserina Individuen an. (A) Es zeigt sich eine statistisch signifikante Abnahme der Komplex | Menge
um 53% von den 6 zu den 13 Tage alten Kulturen (p = 0,0152) sowie um 31% von den 6 Tage alten zu den
seneszenten Kulturen (p =0,0305) (B) Es zeigt sich kaum eine Verdnderung der prozentualen Verteilung von
Komplex I mit dem Alter. Im Mittel liegen 26 % von Komplex | als individueller Komplex, 62% in Superkomplex b
und 12% in Superkomplex c vor. Wie bei Komplex Ill, liegt auch bei Komplex | der geringste Prozentsatz als
Superkomplex c vor. Die restlichen Prozente verteilen sich jedoch nicht nahezu gleich auf individuellen Komplex
und Superkomplex b, sondern letzterer enthélt mit im Mittel 62% den GroBteil der Gesamtmenge an Komplex I.
Im Vergleich zu den 6 Tage alten Kulturen kann man bei den é&lteren Proben einen leichten Anstieg des
Prozentsatzes von individuellem Komplex | von 23% bei den 6 Tage alten auf im Mittel 27% bei den 9 und
13 Tage alten sowie seneszenten Proben feststellen, der jedoch nicht statistisch signifikant ist. (* p <0,05; **
p<0,01, *** p<0,005, **** p<0,001)
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Tabelle A.17 Altersabhédngige Veranderungen in der Menge der Komplexe und Superkomplexe der oxidativen
Phosphorylierung von Podospora anserina, ermittelt anhand von SYPRO®Ruby gefarbten 2D-BN/SDS-Gelen,
normiert auf die ,alte” Proteinkonzentration (siehe Tabelle 5.1.1). Alle Veranderungen sind in Prozent bezogen auf
die jingste Altersstufe (6 Tage) angegeben. Innerhalb jeder Altersstufe standen drei Individuen zur Verfligung
(siehe Tabelle 5.1.1) und es wurden jeweils drei Gelreplikate pro Individuum angefertigt. In der Regel ist eine
Abnahme der Komplexe und Superkomplexe der oxidativen Phosphorylierung mit dem Alter zu verzeichnen;
Zunahmen sind in rot gekennzeichnet. Samtliche Werte wurden durch Mittelung der drei Gele pro Individuum
sowie der drei Individuen pro Altersstufe gewonnen; alle Verdnderungen sind unabhéngig von ihrer statistischen
Signifikanz aufgelistet.

oxPh Veranderung bezogen auf die 6 Tage alten Kulturen
xPhos
9 Tage 13 Tage seneszent
Komplex IV +18% -40% +32%
Individuelle
Komplex Ill, -16% -79% -33%
Komplexe
Komplex | 2% -39% +18%
b (1;111,1V4) -23% -60% -20%
Superkomplexe
c (I411131V3) -23% -69% -29%
Monomer -26% -53% -26%
ATP-Synthase Dimer -23% -60% -17%
freier F,-Teil -15% -70% -55%
Komplex Il -23% -77% -31%
Komplex | -15% -47 % 7%
Gesamtmenge ATP-Synthase -25% -56% -22%
ATP-Synthase (inkl. F;-Teil) -25% -57% -23%
Superkomplexe -23% -62% -22%

Tabelle A.18 Altersabhédngige Veranderungen in der Menge der Komplexe und Superkomplexe der oxidativen
Phosphorylierung von Podospora anserina, ermittelt anhand von SYPRO®Ruby gefarbten 2D-BN/SDS-Gelen,
normiert auf die ,neue” Proteinkonzentration (siehe Tabelle 5.1.1, Normierungsfaktoren in Tabelle A.1). Alle
Veranderungen sind in Prozent bezogen auf die jiingste Altersstufe (6 Tage) angegeben. Innerhalb jeder Alters-
stufe standen drei Individuen zur Verfligung (sieche Tabelle 5.1.1) und es wurden jeweils drei Gelreplikate pro Indivi-
duum angefertigt. In der Regel ist eine Abnahme der Komplexe und Superkomplexe der oxidativen Phospho-
rylierung mit dem Alter zu verzeichnen; Zunahmen sind in rot gekennzeichnet. Samtliche Werte wurden durch
Mittelung der drei Gele pro Individuum sowie der drei Individuen pro Altersstufe gewonnen; alle Veranderungen
sind unabhangig von ihrer statistischen Signifikanz aufgelistet.

OxPh Veranderung bezogen auf die 6 Tage alten Kulturen
xPhos
9 Tage 13 Tage seneszent
Komplex IV +45% -25% +111%
Individuelle
Komplex Ill, +1% -79% -3%
Komplexe
Komplex | +25% -27% +80%
b (1111151V4) -9% -52% +26%
Superkomplexe
c (14111V3) -8% -68% +5%
Monomer 1% -42% +16%
ATP-Synthase Dimer -7% -55% +31%
freier Fy-Teil -4% -68% -33%
Komplex Ill, -7% -75% +3%
Komplex | +1% -36% +46 %
Gesamtmenge ATP-Synthase -10% -48% +23%
ATP-Synthase (inkl. F;-Teil) -9% -48% +20%
Superkomplexe -9% -55% +22%
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Tabelle A.19 Altersabhédngige Verdnderungen in der Menge der Komplexe und Superkomplexe der oxidativen
Phosphorylierung von Podospora anserina, ermittelt anhand von SYPRO®Ruby gefirbten 2D-BN/SDS-Gelen,
normiert auf die Gesamtfarbeintensitat in einem Glycin-SDS-Gel (Normierungsfaktoren in Tabelle A.1). Alle Veran-
derungen sind in Prozent bezogen auf die jliingste Altersstufe (6 Tage) angegeben. Innerhalb jeder Altersstufe
standen drei Individuen zur Verfligung (siehe Tabelle 5.1.1) und es wurden jeweils drei Gelreplikate pro Indivi-
duum angefertigt. In der Regel ist eine Abnahme der Komplexe und Superkomplexe der oxidativen Phospho-
rylierung mit dem Alter zu verzeichnen; Zunahmen sind in rot gekennzeichnet. Sémtliche Werte wurden durch
Mittelung der drei Gele pro Individuum sowie der drei Individuen pro Altersstufe gewonnen; alle Verdnderungen
sind unabhangig von ihrer statistischen Signifikanz aufgelistet.

oxPh Veranderung bezogen auf die 6 Tage alten Kulturen
xPhos
9 Tage 13 Tage seneszent
Komplex IV -3% -49% -4%
Individuelle
K | Komplex Ill, -32% -80% -48%
omplexe
Komplex | -23% -45% -11%
b (1;111,1V4) -36% -65% -42%
Superkomplexe
c (141151V3) -34% -71% -46%
Monomer -39% -59% -46 %
ATP-Synthase Dimer -37% -64% -38%
freier Fy-Teil -27% -72% -66 %
Komplex Il -37% -78% -48%
Komplex | -30% -53% -31%
Gesamtmenge ATP-Synthase -38% -61% -43%
ATP-Synthase (inkl. F;-Teil) -38% -62% -44%
Superkomplexe -36% -66 % -42%
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A.2  Analyse posttranslationaler Modifikationen mittels Massenspektrometrie

A.2.1 Spezifische Oxidation eines Tryptophan-Restes der ATP-Synthase a-Untereinheit von P.
anserina

Rohdaten

Tabelle A.20 Spectral Counts der LC-ESI-MS/MS-Analyse der juvenilen Kulturen #33 und #46 sowie der senes-
zenten Kulturen #40 und #47 von Podospora anserina (vgl. Tabelle 5.1.3) fir das Peptid ILQWEADFLSHLK der ATP-
Synthase a-Untereinheit in seiner unmodifizierten Form sowie als Hydroxy-Tryptophan (TrpOH), AtFormylkynurenin
(NFKyn) und Kynurenin (Kyn). Verglichen werden Dimer (V,) und Monomer (V,) der ATP-Synthase fir zwei
technische Replikate.

Spectral Counts Technisches Replikat 1

ATP-Synthase a-Untereinheit juvenil #33 seneszent #40 juvenil #46 seneszent #47
Peptid ILQWEADFLSHLK v, v, v, v, Vv, V, Vv, v,
unmodifiziert 502 242 53 436 584 664 325 689
TrpOH 27 0 0 26 31 25 30 17
NFKyn 52 4 0 57 54 61 59 51
Kyn 8 0 0 13 8 6 9 6
Spectral Counts Technisches Replikat 2

ATP-Synthase a-Untereinheit juvenil #33 juvenil #33 juvenil #33 juvenil #33
Peptid ILQWEADFLSHLK v, v, v, v, v, v, v, v,
unmodifiziert 409 601 217 480 554 544 225 369
TrpOH 37 31 24 25 23 7 3 4
NFKyn 65 44 37 41 58 50 33 37
Kyn 13 2 3 7 17 4 0 3

Tabelle A.21 Peakflachen der MRM-Analyse (LTQ Orbitrap Massenspektrometer) der juvenilen Kulturen #33 und
#46 sowie der seneszenten Kulturen #40 und #47 von Podospora anserina (vgl. Tabelle 5.1.3) fiir das Peptid
ILQWEADFLSHLK der ATP-Synthase a-Untereinheit in seiner unmodifizierten Form sowie als Hydroxy-Tryptophan
(TrpOH), AFormylkynurenin (NFKyn) und Kynurenin (Kyn). Verglichen werden Dimer (V,) und Monomer (V,) der
ATP-Synthase.

Peakflachen

juvenil #33 seneszent #40 juvenil #46 seneszent #47
ATP-Synthase a-UE
Peptid ILQWEADFLSHLK Vv, v, V, V, V, V, Vv, v,
unmodifiziert 576647 | 1471771 | 389559 | 1524538 | 1775217 | 1871465 | 826211 | 1380132
TrpOH 83011 | 115278 9209 22208 44558 | 124674 | 30444 40144
NFKyn 49921 | 101089 | 15789 12392 48234 | 145720 | 74588 52298
Kyn 42510 59564 0 25665 70914 41728 0 93842

268 Anhang



A.2.2 Einfluss von SCAVEGR™ auf die Oxidation von Tryptophan-Resten der ATP-Synthase

aus P. anserina

Rohdaten

Tabelle A.22 Spectral Counts der LC-ESI-MS/MS-Analyse der Kulturen #33 (juvenil) und #40 (seneszent) von Podo-
spora anserina (vgl. Tabelle 5.1.3) fiir das Peptid ILQWEADFLSHLK der ATP-Synthase a-Untereinheit in seiner
unmodifizierten Form sowie als Hydroxy-Tryptophan (TrpOH), AtFormylkynurenin (NFKyn) und Kynurenin (Kyn).
Verglichen werden Dimer (V;), Monomer (V,) und freier F;-Teil (F;) der ATP-Synthase aus der juvenilen sowie der
seneszenten Kultur, jeweils mit und ohne Zugabe des Antioxidantien-Cocktails SCAVEGR™ (Zusammensetzung in
Tabelle 4.1.2) bei der Solubilisierung.

Spectral Counts juvenil seneszent
ATP-Synthase a-Untereinheit -SCAVEGR™ +SCAVEGR™ -SCAVEGR™ +SCAVEGR™
Peptid ILQWEADFLSHLK V, V, F, V, V, Fq \'A V, F, \'A V, Fq
unmodifiziert 7 8 3 1 7 0 5 5 6 5 6 1
TrpOH 0 7 0 5 5 0 3 1 1 6 3 0
NFKyn 0 4 0 4 8 0 3 1 1 1 3 1
Kyn 0 2 0 0 1 0 1 1 0 1 2 0
chV,l Villl, cbV,l Vi, IV
LT | 1]l |
~ - - — -
juvenil #33 v
L]
+SCAVEGR™
V, Vv,

seneszent #40

+SCAVEGR™

Abbildung A.82 Mit Roti®-Blue gefirbte 2D-BN/SDS-Gele der juvenilen und seneszenten Podospora anserina
Kulturen #33 und #40. Monomer (V;) und Dimer (V,) der ATP-Synthase sowie die Komplexe |, 1ll, und IV, der
oxidativen Phosphorylierung und die Superkomplexe b (I;111,1V4) und c (I;111,1V,) sind gekennzeichnet. Die Solu-
bilisierung erfolgte mit einem Protein/ Digitonin-Verhaltnis von 1:4 (w/w). Es sind 250 ug (juvenil) bzw. 125 ug
(senes-zent) Protein aufgetragen, bezogen auf die Menge vor der Solubilisierung. Bei jeweils einer juvenilen
und einer seneszenten Probe wurden dem Solubilisierungspuffer 2% (v/v) des kommerziell erhéltlichen
Antioxidantien-cocktails SCAVEGR™ zugefligt, was in deutlich zu erkennenden, zuséatzlichen Banden resultiert,
die die (quanti-tative) Analyse beeintrachtigen kénnen.
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A.2.3 Einfluss von Desferal auf die Oxidation von Tryptophan-Resten der ATP-Synthase aus ~.
anserina

Tabelle A.23 Peakflachen der MRM-Analyse der ohne Zusatz von Desferal isolierten Mitochondrien der Podospora
anserina Kultur #81 (vgl. Tabelle 5.1.4) fir das Peptid ILQWEADFLSHLK der ATP-Synthase a-Untereinheit in
unmodifizierter Form, als Hydroxy-Tryptophan (TrpOH), AFormylkynurenin (NFKyn) und Kynurenin (Kyn) sowie
das Referenzpeptid HSLVIFDDLSK und die entsprechenden isotopenmarkierten Standardpeptide. Monomer und
Dimer der ATP-Synthase werden getrennt analysiert.

#81 Kontrolle
Peakflachen (MRM)
Monomer
ATP-Synthase a-UE
Peptid ILQWEADFLSHLK Gel 1 Gel 2
MRM 1 MRM 2 MRM 3 MRM 1 MRM 2 MRM 3
unmodifiziert 51260000 51200000 41590000 55670000 48210000 60300000
TrpOH 1262000 1280000 1060000 1146000 868300 1191000
NFKyn 2755000 2874000 2494000 2592000 2067000 2873000
Kyn 828800 830700 860900 768300 619500 830700
Referenzpeptid
HSLVIFDDLSK 11610000 12410000 10430000 11110000 8061000 10320000
Isotopenmarkierte
Standardpeptide
unmodifiziert 10190 10040 8044 9103 8760 10720
TrpOH 8638 9451 8634 8125 6489 9305
Kyn 21930 24350 2573 18240 14620 19300
Referenzpeptid
HSLVIFDDLSK 36900 41670 33630 40130 29190 38800
Peakflichen (MRM) #81 Kontrolle
ATP-Synthase a-UE Dimer
Peptid Gel 1 Gel 2
ILQWEADFLSHLK MRM 1 MRM 2 MRM 3 MRM 1 MRM 2 MRM 3
unmodifiziert 37210000 35830000 33190000 25090000 16300000 20210000
TrpOH 1836000 1644000 1339000 1075000 639000 827900
NFKyn 2318000 2275000 2325000 2220000 1202000 1723000
Kyn 770900 706800 704800 2752000 1559000 2089000
Referenzpeptid
HSLVIFDDLSK 7027000 6387000 6653000 6546000 4954000 6020000
Isotopenmarkierte
Standardpeptide
unmodifiziert 20450 18590 17940 11430 7361 9008
TrpOH 12490 12810 11430 9141 5005 7282
Kyn 3593 2727 3747 17490 9000 11350
Referenzpeptid
HSLVIFDDLSK 50860 47790 49400 40650 30670 37060
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Tabelle A.24 Peakflachen der MRM-Analyse der mit Zusatz von Desferal isolierten Mitochondrien der Podospora
anserina Kultur #81 (vgl. Tabelle 5.1.4) fur das Peptid ILQWEADFLSHLK der ATP-Synthase o-Untereinheit in
unmodifizierter Form, als Hydroxy-Tryptophan (TrpOH), A-Formylkynurenin (NFKyn) und Kynurenin (Kyn) sowie
das Referenzpeptid HSLVIFDDLSK und die entsprechenden isotopenmarkierten Standardpeptide. Monomer und
Dimer der ATP-Synthase werden getrennt analysiert.

#81 +Desferal
Peakflachen (MRM)
Monomer
ATP-Synthase a-UE
Peptid ILQWEADFLSHLK Gel 1 Gel 2
MRM 1 MRM 2 MRM 3 MRM 1 MRM 2 MRM 3
unmodifiziert 31370000 23880000 26470000 56550000 42150000 49410000
TrpOH 281000 276900 261700 1139000 1005000 1190000
NFKyn 777500 814000 807600 3125000 2252000 3172000
Kyn 481200 403300 437300 1637000 1136000 1404000
Referenzpeptid
HSLVIFDDLSK 4789000 5777000 3998000 11280000 9393000 9734000
Isotopenmarkierte
Standardpeptide
unmodifiziert 10290 7746 6354 14100 12790 12520
TrpOH 6091 7945 5934 10880 7174 11330
Kyn 5492 5570 2106 28080 19560 24580
Referenzpeptid
HSLVIFDDLSK 26000 30820 20040 43130 35860 37130
Peakflichen (MRM) #81 +Desferal
ATP-Synthase a-UE Dimer
Peptid Gel 1 Gel 2
ILQWEADFLSHLK MRM 1 MRM 2 MRM 3 MRM 1 MRM 2 MRM 3
unmodifiziert 24170000 26090000 20500000 27670000 18520000 25500000
TrpOH 534000 531100 484600 144200 113300 131400
NFKyn 1341000 1398000 1202000 433700 218500 386200
Kyn 551900 548000 859000 509000 317500 424400
Referenzpeptid
HSLVIFDDLSK 5590000 5881000 5569000 4187000 3392000 4467000
Isotopenmarkierte
Standardpeptide
unmodifiziert 16840 17870 14400 17000 10330 16050
TrpOH 12510 11640 13200 8023 6065 7543
Kyn 36350 35760 34740 2112 1155 1353
Referenzpeptid
HSLVIFDDLSK 42880 48380 43760 47220 35370 47520
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A.2.4 Spezifische 4-Hydroxy-2-nonenal Modifikation eines Histidin-Restes der ATP-Synthase -
Untereinheit von P. anserina

Tabelle A.25 Spectral Counts der LC-ESI-MS/MS-Analyse der Kulturen #33 (juvenil) und #40 (seneszent) von Podo-
spora anserina (vgl. Tabelle 5.1.3) fur das Peptid LPIHAEAPEFIEQSTTAEILVTGIK der ATP-Synthase B-Untereinheit.
Verglichen wird die 4-Hydroxy-2-nonenal (HNE) Modifizierung von Dimer, Monomer und freiem F;-Teil der ATP-
Synthase aus der juvenilen und der seneszenten Kultur.

Spectral Counts juvenil seneszent

ATP-Synthase B-Untereinheit

Peptid LPIHAEAPEFIEQSTTAEILVTGIK Dimer Monomer F,-Teil Dimer Monomer F,-Teil

unmodifiziert 20 31 12 12 17 6

HNE 11 17 6 5 9 4
272
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B Caenorhabditis elegans

B.1 Einfluss des Alterns auf das mitochondriale Proteom des C. elegans Wildtyps N2 und
die Mutante daf-2(e1370)
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Abbildung B.1 Silbergefarbte 2D-CN/SD-Gele der Caenorhabditis elegans Proben aus Tabelle 3.5.4. Fiur die
erste Dimension werden die in Tabelle 5.2.1 aufgefiihrten Proteinmengen mit einem Digitonin/Protein-
Verhaltnis von 4:1 (w/w) solubilisiert. Links sind jeweils 2 uL des LMW-Massenstandards aufgetragen. Durch die
Verwendung der farblos-nativen Gelelektrophorese in der ersten Dimension kann auf dem Gel der 2 Tage alten
daf-2Mutante nur noch ATP-Synthase Dimer (V,) detektiert werden wéhrend im entsprechenden 2D-BN/SDS-
Gel Monomer und Dimer etwa im Verhaltnis 1:1 vorliegen (vgl. Abbildung 5.2.1). Beim 2 Tage alten Wildtyp (N2)
betragt das Monomer-Dimer-Verhéltnis unabhéngig von der Verwendung von BN- oder CN-PAGE in der ersten
Dimension in etwa 1:1. Beim 8 Tage alten Wildtyp verschiebt sich das Monomer-Dimer-Verhéltnis der ATP-
Synthase zu Gunsten des Dimers, wenn in der ersten Dimension ein CN- anstatt ein BN-Gel eingesetzt wird. Auf
dem 2D-CN/SDS-Gel der 8 Tage alten daf-2Mutante liegt nicht mehr nur ATP-Synthase Dimer vor, wie bei der
jungeren Mutante, sondern das Monomer-Dimer-Verhaltnis betragt in etwa 1:1 wie auch auf dem entsprech-
enden 2D-BN/SDS-Gel (vgl. Abbildung 5.2.1).
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