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Zelluldre Integritat

Mitochondrien unter Stress: Die Rolle
der Prasequenzprotease MPP
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The majority of mitochondrial proteins are encoded in the nuclear
genome, so that the nearly entire proteome is assembled by
post-translational preprotein import from the cytosol. Proteomic
imbalances are sensed and induce cellular stress response pathways

to restore proteostasis. Here, the mitochondrial presequence protease

MPP serves as example to illustrate the critical role of mitochondrial
protein biogenesis and proteostasis on cellular integrity.
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B Der Aufbau des mitochondrialen Pro-
teoms erfordert die koordinierte Expression
von Proteinen, die in zwei verschiedenen
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Genomen codiert werden. Wéahrend der
Hauptteil des Proteoms im Zellkern codiert
ist, befindet sich die Information fiir acht Pro-

< Abb. 1: Mitochon-
driale Proteinbioge-
nese. Mitochondriale
Proteine sind sowohl
im Zellkern als auch
im mitochondrialen
Genom (mtDNA)
codiert. Fir den
Import von Prapro-
teinen aus dem Cyto-
sol besitzen Mito-
chondrien Importma-
schinerien, die die
Translokation und
Sortierung in die ver-
schiedenen mito-
chondrialen Subkom-
partimente ausfiih-
ren. Zentral fiir die
Biogenese der meis-
ten mitochondrialen
Praproteine ist die
mitochondriale Pro-
zessierungsprotease
MPP, die die Signal-
sequenzen nach dem
Import in der Matrix
abspaltet. AM:

AuBenmembran; IMR:

Intermembranraum;
IM: Innenmembran.

teine (Hefe) bzw. 13 Proteine (Mensch) in der
mitochondrialen DNA (mtDNA) (Abb. 1). Die
Expression beider Genome wird durch eine
rege Kommunikation zwischen den Organel-
len aufeinander abgestimmt. Die Synthese
mitochondrialer Praproteine an cytosoli-
schen Ribosomen birgt dabei einige Heraus-
forderungen, da die Vorstufenproteine zum
Organell und dort an die richtige Stelle trans-
portiert werden miissen [1]. Mitochondrien
bestehen aus zwei Lipiddoppelschichten, der
auBeren und inneren Membran, die den
Intermembranraum und die Matrix begren-
zen. Transportsignale in den Vorstufenprote-
inen vermitteln den Import und die Sortie-
rung in das richtige Subkompartiment [1].
Hierfiir besitzen Mitochondrien mehrere
komplexe Proteinimportmaschinerien, die
fiir die Translokation tiber — bzw. die Assem-
blierung in — die Membran bendtigt werden
(Abb. 1). Die Mehrheit der Vorstufenproteine
wird entlang des Prdasequenzimportwegs
importiert. Als Signal dient eine N-terminale
Sequenz (Prasequenz), die von den Trans-
lokasen der AuBen- und Innenmembran
(TOM und TIM23) erkannt wird und das Pro-
tein in die Matrix schleust. Hier trifft das
Vorstufenprotein auf ein komplexes Netz-
werk an Proteasen, die neu importierte Pro-
teine prozessieren und somit ihre Funktiona-
litat und Stabilitdt mitbestimmen [2, 3]. Eine
zentrale Rolle nimmt die essenzielle mito-
chondriale Prasequenzprotease (MPP) ein.
MPP ist ein Heterodimer, das aus zwei mit-
einander strukturell verwandten Proteinen
besteht: Die B-Untereinheit (PMPCB in huma-
nen Zellen, Mas1 in Hefe), in der sich das
aktive Zentrum befindet und die o-Unterein-
heit (PMPCA, bzw. Mas2), die vermutlich
eine Rolle bei der Substraterkennung spielt
[2, 4]. MPP ist eine zinkabhédngige Metallo-
protease und die Struktur des Hefeenzyms
konnte zeigen, dass eine flexible glycinreiche
Schleife in der a-Untereinheit bei der Sub-
stratbindung bzw. dem Freisetzen des reifen
Proteins eine wichtige Rolle spielt [5].
Wiahrend weitere mitochondriale Pro-
teasen ebenfalls an der Prozessierung von
Préaproteinen beteiligt sind, dabei allerdings

BIOspektrum | 04.21 | 27.Jahrgang 4 Springer



nur eine sehr geringe Anzahl an Sub-
straten haben, gilt MPP als die Haupt-
prasequenzprotease [2, 6]. Studien aus
der Backerhefe legen nahe, dass ca. 70
Prozent aller mitochondrialen Vorstu-
fenproteine eine spaltbare Prasequenz
als Importsignal verwenden und dass
MPP die Mehrheit dieser Proteine nach
dem Import prozessiert [7].

Da nach der Spaltung durch MPP hau-
fig Phenylalanin, Tyrosin oder Leucin
als N-terminale Aminosdure vorliegt,
was mit einer verringerten Proteinhalb-
wertszeit korreliert, werden diese Prote-
ine ein zweites Mal prozessiert: Die Ent-
fernung einer weiteren einzelnen Ami-
nosaure durch die intermediate cleaving
peptidase Icp55 oder von acht Amino-
sauren durch die mitochondrial interme-
diate protease MIP/Oct1 bildet reife Pro-
teine, die mit einer stabilisierenden
Aminosdure (meist Serin oder Alanin)
beginnen (mitochondriale N-end-Regel)
[2, 6,7]. Das System aus MPP, Icp55 und
MIP/Oct1 bildet so eine zentrale proteo-
lytische Qualitdtskontrolle beim Aufbau
eines funktionellen mitochondrialen
Proteoms.

MPP-Mutationen fiihren zu
schweren neurologischen
Erkrankungen

MPP kommt eine essenzielle Rolle beim
Aufbau des mitochondrialen Proteoms
zu. Deutlich wird dies auch durch Punkt-
mutationen in MPP, die in beiden Unter-
einheiten des humanen Enzyms in Pati-
enten mit schweren neurologischen
Symptomen identifiziert wurden [8-10].
Diese umfassen Storungen der Bewe-
gungskoordination (cerebelldre Ataxie),
Epilepsie und Neurodegeneration, die
sich bereits im friihen Kindesalter ent-
wickeln. Patienten mit Mutationen in
der katalytischen Untereinheit PMPCB
scheinen schwerere Krankheitsverldufe
zu entwickeln, wahrend bei PMPCA die
Nahe der Mutation zu der fiir die Subst-
raterkennung wichtigen glycinreichen
Schleife mit einem schwereren Krank-
heitsbild korreliert [8-10]. Wéahrend die
Menge der mutierten PMPCA- oder
PMPCB-Proteine meist stark reduziert
ist, konnte bei der Analyse von MPP-
Substraten bisher nur eine aberrante
Prozessierung von Frataxin (FXN) ent-
deckt werden. FXN ist ein besonderes
MPP-Substrat, da es zweimal hinterein-
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ander von MPP gespalten wird. In den
Patienten konnte eine Akkumulierung
des intermediaren und eine Verringe-
rung des reifen FXN detektiert werden.
FXN spielt eine Rolle bei der Synthese
von Eisen-Schwefel-Zentren und Analy-
sen von Patientenproben konnten eine
verminderte Aktivitat von Proteinen, die
Fe-S-Zentren besitzen (beispielsweite
der mitochondrialen Atmungskette), im
Muskel nachweisen [10]. Defekte in der
Synthese von Fe-S-Zentren haben auch
Auswirkungen auf andere Zellkomparti-
mente, da diese Ko-Faktoren aus den
Mitochondrien exportiert und in viele
extra-mitochondriale Proteine eingebaut
werden [11]. Dadurch kénnen die Muta-
tionen in MPP auch zelluldre Funktio-
nen in anderen Kompartimenten beein-
trachtigen. Zwar konnten bisher nur
FXN-Prozessierungsdefekte in humanen
Patientenproben identifiziert werden, es
ist allerdings unwahrscheinlich, dass
keine weiteren MPP-Substrate betroffen
sind. Hierfiir spricht auch eine Analyse
im Modellorganismus Backerhefe, in der
Patientenmutationen in das homologe
Mas1 eingefiigt wurden und zu einer
defekten Prozessierung aller getesteten
MPP-Substrate fiihrte [10]. Es ist anzu-
nehmen, dass FXN aufgrund der zweifa-
chen MPP-Spaltung besonders sensitiv
auf Dysfunktionen reagiert und Prozes-
sierungsdefekte daher am friihesten zu
detektieren sind.

MPP kann auch in der Pathogenese
von humanen Erkrankungen eine Rolle
spielen, bei denen im Enzym selbst kei-
ne Mutationen oder Defekte vorliegen.
So kann es durch Punktmutationen in
der Prdsequenz zu einem Verlust der
MPP-Prozessierung kommen, die dann
nur dieses einzelne Praprotein betrifft.
Ein Beispiel hierfiir ist YME1L: Bei Pati-
enten mit einer Mitochondriopathie
wurde entdeckt, dass eine Punktmuta-
tion in der Prdsequenz zu einer vermin-
derten MPP-Prozessierung fiihrt [12].
Die Aktivitat von MPP kann auch durch
Storungen in der Prasequenzprozessie-
rung nachgeschalteten Prozessen
beeintrachtigt werden. Fehlt beispiels-
weise die mitochondriale Prasequenz-
peptidase PreP, die abgespaltene Prése-
quenzen abbaut, konnen die akkumu-
lierenden Signalpeptide eine riickwar-
tige Inhibition von MPP auslosen [13,
14]. Die Funktionalitit von MPP ist

Hier steht
eine Anzeige.
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A Abb. 2: Zellulare Stressantwort auf MPP-Dysfunktion. Defekte in MPP fiihren zur Akkumulie-
rung von nicht prozessierten Vorstufenproteinen in der Matrix, die rasch aggregieren. Die Zelle
antwortet mit der vermehrten Transkription von mitochondrialen Chaperonen und Proteasen
(mitochondrial unfolded protein response). Zudem wird der Transkriptionsfaktor Rox 1 nicht mehr
in den Zellkern, sondern in die Mitochondrien transportiert, wo er an die mitochondriale DNA
(mtDNA) bindet und die Expression des mitochondrialen Genoms aufrechterhalt.

damit an den Prdsequenzpeptidabbau
gekoppelt. Dieser Mechanismus ist von der
Hefe bis zu humanen Zellen konserviert und
konnte auch bei der Alzheimer Erkrankung
eine Rolle spielen, bei der die Aktivitit von
PreP herabgesetzt ist [13].

Zellulare Stressantwort auf
MPP-Dysfunktion

Eine verminderte MPP-Aktivitat hat schwer-
wiegende Konsequenzen fiir den Organis-
mus. Was passiert auf molekularer Ebene,
wenn die Prdsequenzen mitochondrialer
Vorstufenproteine nicht effizient abgespalten
werden? Versuche im Modellsystem Backer-
hefe, in dem eine Punktmutation in Mas1
(mas1®) eingefiigt wurde, geben hier erste
Erkenntnisse [10, 15]. Der Austausch von
nur einer Aminosédure resultierte in einem
temperatursensitiven Phanotyp: Bei niedri-
ger Temperatur wachsen die masi®-Zellen
wie der Wildtyp. Erhoht man die Temperatur,
wird die MPP-Funktion inaktiviert und das
Zellwachstum wird stark verlangsamt. Eine
Temperaturanderung ermoglicht somit ein
direktes An-bzw. Ausschalten der MPP-Akti-
vitat und damit die Analyse der direkten

Konsequenzen von MPP-Dysfunktion auf
molekularer Ebene [10, 15].

Aufgrund von Studien an einzelnen MPP-
Substraten ging man davon aus, dass Prapro-
teine nicht funktionell sind und schnell abge-
baut werden. Mit der mas15-Variante konn-
ten nun die Eigenschaften von unreifen
Vorstufenproteinen global untersucht wer-
den. Dabei stellte sich heraus, dass nicht
prozessierte Praproteine direkt nach ihrem
Import in die Matrix aggregieren (Abb. 2).
Diese Aggregate sind nicht funktionell und
mit der Zeit kommt es zu einer Abnahme an
reifen Proteinen. Uberraschenderweise wur-
den die aggregierten Praproteine aber nicht
schneller, sondern deutlich langsamer als
prozessierte reife Proteine abgebaut und bil-
deten groBere Verklumpungen [15].

Wie reagiert die Zelle auf diese Matrix-
aggregate und den Verlust an funktionellen
Proteinen? Studien im Modellorganismus
Caenorhabditis elegans und in humanen Zel-
len zeigen, dass mitochondriale Dysfunktio-
nen an den Zellkern signalisiert werden und
eine transkriptionelle Anderung ausldsen,
die mitochondrial unfolded protein response
(mtUPR) genannt wird [16, 17]. Als Folge

werden vor allem mitochondriale Proteasen
und Chaperone verstirkt transkribiert, um
so die aus der Balance geratene mitochon-
driale Proteostase wieder herzustellen. Eine
globale Analyse konnte starke transkriptio-
nelle Veranderungen bereits nach sehr kur-
zer MPP-Inaktivierung auch in der Hefe mes-
sen (friihe mtUPR) [15].

Wahrend noch unklar ist, wie der MPP-
Defekt an den Zellkern gemeldet wird, brach-
te die Analyse nukledrer Transkriptionsfak-
toren eine iiberraschende Entdeckung. Der
normalerweise im Zellkern lokalisierte Tran-
skriptionsfaktor Rox1 wird nach der MPP-
Inaktivierung in die Mitochondrien transpor-
tiert [15]. Rox1 bindet an die mtDNA, stabi-
lisiert sie und halt die Transkription und so
die Synthese der in der mtDNA codierten
Proteine aufrecht (Abb. 2). Bei mitochondri-
alem Stress ist Rox1 damit essenziell fiir das
Uberleben der Zellen: Normalerweise wird
die mtDNA von einem Protein der TFAM-
Familie bedeckt, das in Hefe Abf2 heift. Abf2
besitzt eine klassische Prasequenz und wird
nach dem Import von MPP prozessiert. Ist
MPP inaktiv, kann kein neues funktionelles
Abf2 mehr gebildet werden. Genau hier liegt
der Unterschied zu Rox1: Wie Abf2 wird es
zwar entlang des Prasequenzweges in die
Matrix importiert, seine Signalsequenz wird
aber nicht von MPP abgespalten, sondern ist
Bestandteil des reifen funktionellen Proteins
[15]. Rox1 ist also MPP-unabhdngig und
kann so unter Stressbedingungen Abf2
ersetzen und die Expression der mtDNA auf-
rechterhalten.

Waihrend nukleédre Transkriptionsfaktoren
in der mtUPR in anderen Organismen eben-
falls eine zentrale Rolle spielen, liberrascht
die Relokalisierung von Rox1 vom Kern in
die Mitochondrien, denn bisher war fiir die
bislang bekannten Transkriptionsfaktoren
das Gegenteil beschrieben worden: Die duale
Lokalisierung wurde hier in die andere Rich-
tung verschoben, so wird beispielsweise
ATFS-1 in C. elegans aufgrund eines vermin-
derten mitochondrialen Imports statt in die
Mitochondrien in den Zellkern importiert,
um die Transkriptionsdnderungen auszulo-
sen [16, 17]. Eine mogliche Erklarung fiir
diese entgegengesetzten Beobachtungen
konnte eine stufenweise zeitliche Abfolge in
der mtUPR sein, bei der Rox1 in einer frithen
Phase und ATFS-1 in einer spiteren Phase
relokalisiert wird. Neben der Frage nach der
zeitlichen Abfolge in der mtUPR sind auch
noch viele andere Fragen in diesem noch
relativ jungen Forschungsgebiet offen: Wie
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wird der Defekt festgestellt und dem Kern
signalisiert? Sind die Prozesse von der Hefe
hin zu humanen Zellen konserviert? Unter-
scheiden sich Stressantworten in verschiede-
nen Geweben? Und spielen zelluldare Stress-
antworten eine Rolle bei der Pathogenese von
humanen Erkrankungen?
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