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Zusammenfassung

Mitochondrien sind hochdynamische Organellen, dievielen verschiedenen Zelltypen
regelmafig miteinander fusionieren und geteilt wardDie Backerhef&. cerevisiagst ein
idealer Modellorganismus, welcher sehr gut fur dlatersuchung der mitochondrialen
Dynamik geeignet ist.

Durch die Verwendung moderner licht- und elektronémoskopischer Methoden
wurden in dieser Arbeit verschiedene Aspekte deochbndrialen Dynamik is. cerevisiae
untersucht. Nach Herstellung einer Sammlung veesigmer mitochondrialer Markerplasmide
konnte mit Hilfe des photokonvertierbaren Fluoregpeoteins Dendra2 ein Assay etabliert
werden, der es ermoglicht, die Dynamik individueliditochondrien innerhalb einer Zelle
spezifisch zu verfolgen. Das Dynamin-verwandte énotDnm1l ist inS. cerevisiaedie
Schlusselkomponente der mitochondrialen Teilung.idgEgedoch nicht bekannt, ob Dnm1l
ausschliel3lich die Teilung der mitochondrialen Aulembran vermittelt oder es ebenfalls
fur die Teilung der mitochondrialen Innenmembramnawéwortlich ist. Proteine, welche die
Teilung der mitochondrialen Innenmembran vermittesmd bisher unbekannt. In dieser
Arbeit wurde untersucht, ob Dnm1 mdoglicherweise dam Teilung der mitochondrialen
Innenmembran beteiligt ist. In Kombination mit fleszenzmarkierten Dnm1-Varianten
konnte mittels Photokonversionsassay gezeigt werdass an den Assemblierungspunkten

1855 gine Diskontinuitat innerhalb der mitochondrialdmatrix

von Dnml und Dnm
vorhanden ist. Bei ultrastrukturellen Analysen nidiger Dnml-Bindestellen wurden
gegeniberliegende Cristae oder getrennte Innenna@@r an Einschnirungen der
mitochondrialen AuRenmembran beobachtet. Diese &dabngen sind Hinweise fur einen
koordinierten Ablauf bei der Teilung von mitochoadr Innen- und AuRenmembran.

In einem weiteren Teil dieser Arbeit wurde die Nuwetmittelte Verankerung der
Mitochondrien untersucht. Num1l ist ein 313 kDa @®f3kortikales Protein, welches eine
wichtige Rolle bei der Migration des Zellkerns dpiend an der Verankerung der
Mitochondrien am Zellkortex der Mutterzelle betgiliist. Elektronentomographische
Untersuchungen der mitochondrialen Verankerundsstelam Zellkortex zeigten
Einstilpungen der Plasmamembran, welche direkte takée zur mitochondrialen
AuBenmembran bildeten. Dementsprechend erfolgBdfestigung der Mitochondrien in der
Mutterzelle vermutlich tGber Kontakte mit der Plasmeanbran. Die hier beschriebenen
Einstilpungen der Plasmamembran an den mitochdedrierankerungsstellen zeigten eine

auffallende Ahnlichkeit zu den Membraneinstilpungeelche durch groRRe, heterodimere,
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unbewegliche Proteinkomplexe an der Plasmamemimagenannte Eisosomen, gebildet
werden. Ein unmittelbarer Zusammenhang zu den duElBosomen gebildeten
Membraninvaginationen konnte jedoch nicht nachgsevieverden.

Wahrend inS. cerevisiaeund S&augetieren die mitochondriale Dynamik sehr gu
untersucht und detailliert beschrieben wurde, ligridie mitochondriale Fusion in Algen und
hoéheren Pflanzen nur sehr wenig bekannt. Um dieioRuson Mitochondrien in der
einzelligen Grinalg&€hlamydomonas reinhardtiiachzuweisen, wurden die Mitochondrien
von Gameten unterschiedlichen Paarungstyps mitchmdenen Fluoreszenzfarbstoffen
gefarbt. Die Durchmischung der Fluoreszenzfarbstofh den Zygoten zeigte die
mitochondriale Fusion. Die Fusion der Mitochondrieonnte in Wildtypzygoten und mit
geringerer Effizienz in Zygoten von respiratorisciMutanten nachgewiesen werden. Daraus
wird geschlussfolgert, dass Mitochondrien regelmaidéi Chlamydomonas reinhardtii

fusionieren.
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Summary

Mitochondria are highly dynamic organelles thatstantly fuse and divide in many different
cell types. The bakers’ yeaSt cerevisiags an ideal model organism to study mitochondrial
dynamics.

Several aspects of yeast mitochondrial dynamic® Heeen investigated in this work
by using modern light and electron microscopic teghes. A versatile collection of
mitochondrial marker plasmids was produced. A nhitowria-targeted version of the
photoconvertible fluorescent protein Dendra2 wasdu® establish an assay that facilitates
the tracking of individual mitochondria in yeastel dynamin-related protein Dnm1 is the
key component of the mitochondrial fission3n cerevisiaeSo far it is not known whether
Dnml only mediates mitochondrial outer membransidis or if it is also responsible for
mitochondrial inner membrane fission. Specific pno$ that mediate mitochondrial inner
membrane fission are yet unknown. A putative pigditon of Dnm1l in the fission of the
mitochondrial inner membrane was addressed inwligk. In combination with different
variants of Dnm1 the photoconversion of mitochoadargeted Dendra2 revealed that the

£1855 assemble at the

mitochondrial matrix is constricted at sites whé&aml or Dnm
mitochondrial surface. Ultrastructural analysis mftative Dnml1 binding sites uncovered
opposing cristae structures or separated mitochendnner membranes at sites of
mitochondrial outer membrane constriction. Thesailte suggest a coordinated process for
the fission of the mitochondrial inner and outemmbeanes.

Another part of this study dealt with the Num1 na¢eld anchoring of mitochondria to
the cell cortex. Numl is a 313 kDa large cortigalt@in that is involved in nuclear migration
and also functions in mitochondrial anchoring ia thother cell. Electron tomography of the
anchoring sites revealed plasma membrane invagimgtidirectly contacting the
mitochondrial outer membrane. Thus, attachmentitdahondria in the mother appears to be
established by contacts to the plasma membraned@éeribed invaginations of the plasma
membrane showed a remarkable similarity to membiamaginations formed by large,
heterodimeric, immobile protein complexes that ealled eisosomes. However, a direct
coherence to the membrane invaginations formeddmgemes could not be proven.

While mitochondrial dynamics have been describegr@at detail ir5. cerevisia@and
mammals, only little is known about mitochondriakion in algae and higher plants. To
investigate whether mitochondrial fusion occurs the unicellular green algae

Chlamydomonas reinhardtiimitochondria were stained with fluorescent dyesgametes.
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The mixing of fluorescent markers was detected lopréscence microscopy in zygotes
indicating mitochondrial fusion. The fusion of ngétwndria was observed in wild type
zygotes, and also in respiratory mutants, albeihvgess efficiency. This suggests that

mitochondria readily fuse i@hlamydomonas reinhardtii
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1. Einleitung

Mitochondrien sind essentielle, semiautonome Onggman nahezu allen eukaryotischen
Zellen. Die mitochondriale Morphologie ist sehr Isatig und variabel. Bedingt durch
koordiniert ablaufende Fusions- und Teilungseragmisowie den mitochondrialen Transport
entlang des Zytoskeletts unterliegen Mitochondriestandigen  morphologischen
Veranderungen. Dabei variiert die Form und Anzaim Witochondrien und deren zellulare
Verteilung je nach Organismus und Zelltyp sowie deatabolischen Bedurfnissen der
jeweiligen Zelle (Bereiter-Hahn und Voth, 1994; Mani et al, 1997; Okamoto und Shaw,
2005; Hoppinget al, 2007; Benard und Karbowski, 2009; WestermantpapFriedman und
Nunnari, 2014). AulRer der Erzeugung von Energiedrm von ATP erflllen Mitochondrien
zahlreiche wichtige Funktionen innerhalb der Zellmd mitochondriale Fehlfunktionen
werden mit einer Reihe von humanen Krankheiten zigsb (Schapira, 2006; Detmer und
Chan, 2007; Westermann, 2010b; Ylikallio und Su@m&n, 2012; Nunnari und
Suomalainen, 2012).

1.1. Ursprung, Struktur und Funktionen von Mitochondrien

Die Entdeckung von Mitochondrien als zytoplasmégs©rganellen eukaryotischer Zellen
erfolgte vor Uber 100 Jahren. Sie lasst sich jedaatht auf eine einzelne Person
zuruckfuhren, da im Zeitraum von 1850 bis 1890 maehrzytologische Forscher von
granularen Strukturen oder ,Fadenkorpern® berigmetvon denen es sich bei einigen um
Mitochondrien gehandelt haben kdnnte. Als einerkisten beobachtete Albert von Kolliker
1857 kornartige Strukturen im Zytoplasma von Muz&kén (Lehninger, 1964). Im Jahre
1886 entwickelte der Zytologe Richard Altmann eirfeuchsin-Farbetechnik flr
Mitochondrien, welche er damals selbst noch al®pkisten* bezeichnete (Scheffler, 2008).
Der Begriff Mitochondrien bildet sich aus den ghachen Wértern fir Fadem({tos und
Korn (chondro3 und wurde 1898 durch Carl Benda gepréagt, weldaerit das Aussehen von
Mitochondrien in Spermatozyten als in Faden aufgeeeKorner beschrieb (Benda, 1898).
Jedoch sollte es weitere 50 Jahre dauern, bis Nbtmdrien als Ort des oxidativen
Energiemetabolismus identifiziert werden konnterer{kedy und Lehninger, 1949). lhren
evolutionaren Ursprung haben Mitochondrien wisskeafiichen Studien zufolge in einesn
Proteobakterium, welches sich vor schatzungsweigei Milliarden Jahren zu einem

Endosymbionten einer primitiven eukaryotischen &elbder eines Archaebakteriums
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entwickelte (Grayet al, 1999; Coxet al, 2008; Lane und Martin, 2010). Die Entwicklung
dieser urzeitlichena-Proteobakterien zu den modernen Mitochondrienehathe Reihe
molekularer Umstrukturierungen zur Folge: ganzeff®txrhselwege verschwanden, ein
Grolteil der genetischen Information fir die Stauktind Funktion von Mitochondrien
wurden in den Zellkern tbertragen (Adams und Pglr2é03; Timmiset al, 2004) und
zahlreiche Proteinfunktionen, wie z. B. die Protaportmaschinerie (Neupert und Hermann,
2007; Chacinskat al, 2009), sind erst durch die co-evolutionare Entlicg der Wirtszelle
notwendig geworden.

Hinweise fur die Richtigkeit der Endosymbiontenthedinden sich beispielsweise im
Aufbau und der Struktur von Mitochondrien. Genae Wire bakteriellen Vorfahren verfiigen
Mitochondrien Uber zwei voneinander getrennte wmtktionell verschiedene Membranen.
Die mitochondriale AuRenmembran und die Innenmembler Mitochondrien umschlie3en
den dazwischen liegenden Intermembranraum und g@remize proteinreiche Matrix im
Inneren der Mitochondrien vom Zytosol ab. Die Inmembran bildet als innere
Grenzmembran (IBM,inner boundary_membrape welche parallel zur Auf3enmembran
verlauft, und als Cristae-Membran zwei weitere Subpartimente, die Uber sogenannte
cristae junctiongca. 10-15 nm) miteinander verbunden sind. Alsi@da bezeichnet man die
zur OberflachenvergrofRerung dienenden, lamellarder dubularen Einstilpungen der
Innenmembran in die Mitochondrienmatrix (Palade53t9Perkinset al, 1997; Frey und
Mannella, 2000; Mannella, 2008). Die Subkompartiteesier Innenmembran unterscheiden
sich hinsichtlich ihrer Proteinzusammensetzungkst@aneinander. Wahrend beispielsweise
die Atmungskettenkomplexe und dieF5-ATP-Synthase, die gemeinsam mittels oxidativer
Phosphorylierung Energie in Form von ATP erzeudast ausschlie3lich in der Cristae-
Membran lokalisiert sind, befinden sich die Pratmportkomplexe der Innenmembran
vorwiegend in der IBM (Vogekt al, 2006; Wurm und Jakobs, 2006; Ziek al, 2009;
Wilkens et al, 2012). Die Diffusion dieser Innenmembranprotein@ischen beiden
Subkompartimenten wird vermutlich durch einen groBiltiproteinkomplex an dearistae
junctionsverhindert (Harneet al, 2011; Hoppint al, 2011; von der Malsburgt al, 2011).

Aus evolutionsbiologischer Sicht entspricht die auitondriale Innenmembran der
eigentlichen Zellmembran des urzeitlichen, symbsahiena-Proteobakteriums. Untermauert
wird dies durch eine fur Eubakterien typische Lmpisammensetzung der mitochondrialen
Innenmembran. So kommt beispielsweise das Phogth@iardiolipin ausschlief3lich in den
Membranen von Bakterien und in Mitochondrien (irssbelere in der mitochondrialen

Innenmembran) vor (Remt al, 2014). Verschiedene phylogenetische Analyseniesow
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zahlreiche Parallelen zwischen der mitochondrialeklP-Produktion Uber die
Elektronentransportkette und der Energiegewinnumeg dsProteobakterien untermauern
zusatzlich die Verwandtschaft von Mitochondrien wnBroteobakterien (Yangt al, 1985;
Grayet al, 1999; Grayet al, 2001). Der Ursprung der mitochondrialen Auf3eniorem ist
bisher umstritten, da sie Uber prokaryotische un#lasotische Eigenschaften verfugt.
Wabhrscheinlich handelt es sich jedoch eher um dithefe AuRenmembran des
Proteobakteriums als um eine phagosomale MembraWiltszelle (Cavalier-Smith, 1983).
Ein weiteres Merkmal der Mitochondrien, welches dimdosymbiontentheorie
bestatigt, ist das Vorhandensein eines eigenenchutalrialen Genoms (Nass und Nass,
1963; Lang et al, 1999). Der fur die mitochondriale DNA (mtDNA) mi#igte
Transkriptions- und Translationsapparat fungiertgeestandig und &hnelt dem
Proteinsyntheseapparat von Prokaryoten (Geayal, 1999; Attardi und Schatz, 1988;
Lecrenier und Foury, 2000; Kelly und Scarpulla, 200m Verlauf der Evolution wurde fast
das gesamte Genom des Endosymbionten eliminiertadwtteh Gentransfer in den Zellkern
integriert, wodurch sich die Mitochondrien zu sem@momen Organellen entwickelten
(Adams und Palmer, 2003; Timmist al, 2004). Infolgedessen verfigt beispielsweise
S. cerevisiadiber ca. 200 kerncodierte Proteine, welche fuiGkaexpression und den Erhalt
der mtDNA notwendig sind (Grivellet al, 1999; Sickmannet al, 2003). Da
interessanterweise viele der mtDNA-modifizieren&gzyme, wie zum Beispiel die mtDNA-
Polymerase, am nachsten mit Bakteriophagenproteieemandt sind (Lecrenieat al, 1997,
Tiranti et al, 1997), basiert die komplexe Maschinerie zur Acifiterhaltung und Expression
der mtDNA vermutlich auf einer Infektion des mitocilrialen Vorfahren. Je nach
Organismus codiert die mtDNA fir eine begrenzte akrianitochondrialer Faktoren wie zum
Beispiel rRNAs, tRNAs oder funktionell wichtige Wmeinheiten der Atmungsketten-
komplexe und mitochondrialer Ribosomen. Wahrend nmtochondrialen Genom des
Menschen 13 (Andersoet al, 1981) proteincodierende Gene vorhanden sinddewmein
Chlamydomonas reinhardt{iGray und Boer, 1988; Michaelet al, 1990) undS. cerevisiae
(Grivell et al, 1995; Fouryet al, 1998; Towpik, 2005) jeweils nur 8 Proteine aaf thtDNA
verschlisselt. Uber 99 % der mitochondrial lokalitsin Proteine werden im Zellkern codiert
(Sickmannet al, 2003; Gabaldon und Huynen, 2007) und misseriraoslational Uber die
in den mitochondrialen Membranen lokalisierten,h&onservierten Transportkomplexe aus
dem Zytoplasma in die Mitochondrien transportierereen (Attardi und Schatz, 1988;
Wiedemannet al, 2004; Neupert und Hermann, 2007; Chacinskaal, 2009). Um die
respiratorische Kompetenz als Funktionen von Mitochiien zu gewéhrleisten, ist unter
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anderem ein koordinierter Ablauf der Expression déxngenoms und der mtDNA
notwendig.

Zusatzlich zur Energieerzeugung in Form von ATP rdS®, 1999) sind
Mitochondrien an zahlreichen metabolischen Prozredssteiligt. Mitochondrien erfillen
wichtige Funktionen im Citratzyklus, im Harnstofktys, bei der Synthese einiger
Aminosauren, der Ham-Biosynthese und @ddxidation von Fettsauren (Scheffler, 2001).
Eine aulerordentlich wichtige Rolle spielen Mitootoen bei der Synthese von
Eisen/Schwefel-Clustern. Die Biogenese und Assembig von Eisen/Schwefel-Clustern
beginnt in den Mitochondrien, welche dadurch augh flkultativ anaerobe Organismen
essentiell sind. Die Eisen/Schwefel-Cluster biléssentielle Kofaktoren von Proteinen, die
im Elektronentransport, in der enzymatischen Ka®lyoder an der Regulation der
Genexpression beteiligt sind (Kispatlal, 2005; Lill und Mihlenhoff, 2006). Homologien in
der Biogenese von Eisen/Schwefel-Clustern bei Miboclrien und Bakterien bestatigen
erneut den bakteriellen Ursprung von MitochondiiBtrainet al, 1998; Kispakt al, 1999;
Lill und Mhlenhoff, 2006).

Die vielfaltigen Funktionen von Mitochondrien werdedurch die strukturelle
Aufteilung des Organells in verschiedene Reaktémsre mit unterschiedlicher
Proteinkomposition gewabhrleistet. Diese charakisdse Morphologie und die zelltypische
Verteilung der Mitochondrien innerhalb einer Zelend fur die Aufrechterhaltung
mitochondrial gesteuerter Prozesse sehr wichtiglflrektionen der Mitochondrien kdnnen
verschiedenste Krankheiten des Menschen verursabiaau gehodren Diabetes (Yoehal,
2011; Leem und Koh, 2012), Gruner Star (Lascaratosl, 2012) und eine Reihe von
neurodegenerativen Erkrankungen wie z. B.: Alzheirfarkinson und Chorea Huntington
(Schapira, 2006; Schapira, 2008; Schon und Przekibd011; Nunnari und Suomalainen,
2012; Itoh et al, 2013). Des Weiteren sind Mitochondrien an derguRaion von
Entwicklungsprozessen (Chan, 2006; van Blerkom920én zellularen Alterungsprozessen
(Balabanet al, 2005) und der Apoptose (Green und Reed, 1998ad@reer und Martinou,
2000; Perfettinet al, 2005; Youle und Karbowski, 2005) beteiligt. Hiaétuellen Studie zur
Folge wird auch die Migration und Invasion von Bkusbszellen durch die mitochondriale
Dynamik reguliert (Zhaeet al, 2013). Insgesamt sind bisher 184 mitochondadkaélisierte
Proteine bekannt, welche mit humanen Krankheitepzaert sind (Schwimmest al, 2006;
Chinault et al, 2009). Aus diesen Griunden ist die Entschlisselder komplexen
Zusammenhange zwischen mitochondrial assoziierteteiRen und der Morphologie von

Mitochondrien von grofRer Relevanz.
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1.2. Mitochondriale Dynamik in Saccharomyces cerevisiae

Viele wichtige Erkenntnisse uber die Verbindungsoskien der mitochondrialen Morphologie
und der Funktionalitst von Mitochondrien wurden ntiilfe des Modellorganismus
Saccharomyces cerevisi@@herman, 2002; Altmaret al, 2007) gewonnen. Die Béckerhefe
S. cerevisiaast ein fakultativ anaerober, einzelliger Pilzy dech leicht kultivieren lasst und
dessen ca. 12 Mbp groRes Genom vollstandig searersti (Goffeatet al, 1996). Aufgrund
der groRen Homologien zwische8. cerevisiaeund hoheren Eukaryoten konnen die
erhaltenen Resultate haufig auf komplexere, vikfgelOrgansimen ubertragen werden.
ZwischensS. cerevisiaaind dem Menschen besteht eine Homologie von 4b&tderet al.,
2001; Foury und Kucej, 2002) und ca. 17 % des Hafems kénnen orthologen Genfamilien
zugeordnet werden, die mit humanen Krankheitenzaéissosind (Heinickeet al, 2007).

Ein groRBer Vorteil von Hefe gegenuber hoheren BEydten ist die leichtere
genetische Manipulierbarkeit. Plasmide lassen sisfach durch Hitzeschock transformieren
(Gietz und Schiestl, 2007) und zur Untersuchungessxer Mutationen kdnnen
Veranderungen auf chromosomaler Ebene, wie z. Bid@8etionen oder Fusionen mit
Reportergenen, durch homologe Rekombination indidgh Hefestammen vorgenommen
werden (Sherman, 2002). V& cerevisia@xistieren Kollektionen von Deletionsstammen, in
denen nahezu jeder offene Leserahmen (@REN_reading framedes Genoms deletiert ist
(Winzeleret al, 1999; Giaeveet al, 2002; Kastenmayest al, 2006). Die Ergebnisse von
genomweiten Analysen zur Genexpression und Protahtierung (Ghaemmagharet al,
2003; Huhet al, 2003) sind gemeinsam mit zahlreichen anderersemnischaftlichen
Ergebnissen in einer 6ffentlichen Datenbank (Hitpastgenome.org) gespeichert.

Als fakultativ anaerober Organismus iSt cerevisiaein der Lage, den eigenen
Energiebedarf ausschliel3lich durch Fermentationdeoken (Tzagoloff und Dieckmann,
1990). Beim Wachstum auf einer fermentierbaren Ko$idoffquelle, wie beispielsweise
Glukose oder Fruktose, werden respiratorische kamémn durch Katabolitenrepression
unterdriickt (Gancedo, 1998), wodurch die oxidaBh@sphorylierung und die mtDNA nicht
weiter notwendig sind. Stehen keine fermentierbdtehlenstoffquellen zum Wachstum zur
Verfigung, werden Gene induziert, die fur die Atmgurendtigt werden und es der Zelle
ermoglichen, ATP aus nicht-fermentierbaren Kohlefigtiellen (Glyzerin, Ethanol, Laktat)
herzustellen (Johnston, 1999; Pisleir al, 2006). Die mitochondriale Morphologie wird
mal3geblich von der Art der verfligbaren Kohlensiadfte bestimmt. Wahrend Hefen beim

Wachstum auf einer fermentierbaren Kohlenstoffguelein malig verzweigtes
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mitochondriales Netzwerk ausbilden, verfigen Hdfeme die auf nicht-fermentierbaren
Kohlenstoffquellen wachsen, Utber mehr Mitochondriesse und stark verzweigte
Mitochondrien (Visseet al, 1995; Egneet al, 2002), welche mehr Cristae ausbilden. Ein
weiterer Faktor, welcher die mitochondriale Morgge pragt, ist die jeweilige
Wachstumsphase der Zelle. Wéahrend des WachstumsPatung und der Sporulation
verandert sich die mitochondriale Morphologie rew#Big. Fir die Anpassung der
mitochondrialen Morphologie an die physiologischHgadingungen und fir die Vererbung
von Mitochondrien sind die mitochondriale Fusiondufieilung sowie der gerichtete
Transport entlang des Zytoskeletts essentiell (Muret al, 1997; Gorsich und Shaw, 2004;
Okamoto und Shaw, 2005; Hoppieisal, 2007; Friedman und Nunnari, 2014).

Die Fusion und Teilung von Mitochondrien sind kdaorert ablaufende,
antagonistische Prozesse. In logarithmisch waclksehtefezellen besteht ein dynamisches
Gleichgewicht zwischen der mitochondrialen Fusiod Teilung (Sesaki und Jensen, 1999;
Shaw und Nunnari, 2002; Westermann, 2008) mit b 2,5 Fusions- und
Teilungsereignissen pro Zelle und Minute (Nunredrial, 1997; Jakobet al, 2003a). Die
Mitochondrien logarithmisch wachsender, wildtypischZellen bilden ein subkortikales
Netzwerk verzweigter Tubuli, deren Durchmesser 3t#-400 nm betragt (Hoffmann und
Avers, 1973; Egneet al, 2002; Weiet al, 2012). Wird das Gleichgewicht zwischen
mitochondrialer Fusion wund Teilung durch Deletioninee der Fusions- oder
Teilungskomponenten entsprechend in eine Richtuegschoben, bewirkt dies eine
dramatische Veranderung der mitochondrialen Mompdiel (Abb. 1-1). Zum Beispiel
verursacht die Deletion des fur Fzoflizzy onions homoldgcodierenden Gens, dass die
mitochondriale Fusion blockiert wird. Die fortscliemde Teilung fiuhrt zur Bildung
fragmentierter Mitochondrien und verursacht regpiiache Inkompetenz durch den Verlust
der mtDNA (Hermanret al, 1998; Rapapoet al, 1998). Wird hingegen die mitochondriale
Teilung beispielsweise durch Verlust von Dnmdyramin-relateyl blockiert, entsteht
aufgrund der weiterhin stattfindenden Fusion einof3gs, zusammenhangendes
Mitochondrium mit netzartigen Verzweigungen (Otsegaal, 1998). Bei der gleichzeitigen
und gleich starken Stérung beider Prozesse bildetvgieder ein wildtypisches Netzwerk aus
(Bleazardet al, 1999; Sesaki und Jensen, 1999).
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Fusionsdefekt Wildtyp Teilungsdefekt
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Abb. 1-1: Mitochondriale Morphologie bei Defekten i  n der Fusions- und Teilungsmaschinerie.
Abgebildet ist die mitochondriale Morphologie logarithmisch gewachsener Zellen, deren
mitochondriale Matrix durch GFP (mtGFP, Westermann und Neupert, 2000) markiert ist. In
wildtypischen Zellen (Mitte) entsteht durch das Gleichgewicht aus mitochondrialer Fusion und Teilung
ein verzweigtes Netzwerk tubularer Mitochondrien. Durch Fehlen einer der mitochondrialen
Fusionskomponenten (Afzol, Amgm1, Augol) kommt es bei fortschreitender mitochondrialer Teilung
zu Stérungen der Fusion und damit zur Ausbildung fragmentierter Mitochondrien (links am Beispiel
von Afzol). Umgekehrt filhren Stérungen der mitochondrialen Teilung, beispielsweise durch Verlust
einer der Teilungskomponenten (Adnm1, Afisl, Amdv1l), bei fortschreitender Fusion zur Bildung eines
einzelnen, zusammenhangenden Mitochondriums mit netzartigen Verzweigungen (rechts am Beispiel
von Adnm1l). Die Fluoreszenzaufnahmen sind Projektionen der maximalen Intensitdt von griinen
(mtGFP) z-Stapeln bestehend aus 20 Ebenen. Die Konturen der Zellen sind durch Strichlinien
dargestellt. Der Maf3stab entspricht 5 um.

Generell ist die mitochondriale Dynamik von erhefdir physiologischer Bedeutung (Youle
und van der Bliek, 2012). Die mitochondriale Fusigorgt beispielsweise fur die
Vermischung von Mitochondrien und bewirkt damit diEomplementation der
unterschiedlichen mitochondrialen Genome in hetaswpatischen Zellen (Zellen mit
wildtypischen und mutierten Varianten von mtDNAWs® die Kompensation verschiedener
somatischer Schaden auf Proteinebene (8a&b, 2006). Die Teilung von Mitochondrien ist
zum Beispiel fur deren Vererbung und Abbau wichfa Mitochondrien nichde novo
entstehen, sondern sich durch Wachstum besteh@rdanellen bilden, missen sie wahrend
der Zytokinese geteilt und an die Tochterzelle aregrerbt werden (Warren und Wickner,
1996, Westermann, 2014). Daruber hinaus spielt wdhiochondriale Teilung eine
entscheidende Rolle bei der Apoptose (Fannjetrag)., 2004; Jagasiat al, 2005; Youle und
Karbowski, 2005; Hoppins und Nunnari, 2012). Gersam sind die mitochondriale Fusion
und Teilung fur die Vermischung der OXPHOS-KompleX®XPHOS, _oxidative
Phosphorylierung) in den Cristae verantwortlich,dwah eine statische Situation mit fixen
Verteilungen innerhalb der Mitochondrien einer Zellerhindert wird (Musteet al, 2010;
Wilkenset al, 2012).

In der vorliegenden Arbeit werden verschiedene Rispeder mitochondrialen
Dynamik in S. cerevisiaeerOrtert. Einige hierfur wichtige Proteine sind Trabelle 1-1

zusammengefasst.
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Tab. 1-1: Ubersicht der fur diese Arbeit relevanten

Proteine von S. cerevisiae.

Protein Bedeutung des Proteinnamens Funktion Referenz
o Verpackung der Diffley und Stillman,
Abf2  ARS-inding factor mitochondrialen DNA 1991
y-Untereinheit im F;-
Atp3 ATP synthase Teil der F1Fo-ATP- Paul et al., 1994
Synthase
Caf4 CCR4 associated factor mitochondriale Teilung  Griffin et al., 2005
Dnm1 dynamin-related mitochondriale Teilung Otsuga et al., 1998
Fisl mitochondrial fission mitochondriale Teilung Mozdy et al., 2000
Fzol fuzzy onions homolog mitochondriale Fusion  Rapaport et al., 1998
Lspl long chain ba}ses stimulate H_auptkomponente der Zhang et al., 2004
phosphorylation Eisosomen
Bestandteil des
Mdm10 mitochondrial distribution and morphology ERMES-Komplexes, Sogo und Yaffe, 1994
Verteilung der mtDNA
Bestandteil des
Mdm12 mitochondrial distribution and morphology ERMES-Komplexes, Berger et al, 1997
Verteilung der mtDNA
Mdm31 mitochondrial distribution and morphology Erhalt der mtDNA Dimmer et al., 2005
Mdm32 mitochondrial distribution and morphology Erhalt der mtDNA Dimmer et al., 2005
Bestandteil des
Mdm34 mitochondrial distribution and morphology ERMES-Komplexes, Youngman et al., 2004
Verteilung der mtDNA
mitochondriale ;
Mdm36 mitochondrial distribution and morphology Verankerung in der gg{r(w)mermelster EBEL,
Mutterzelle
Mdvi1 mitochondrial division mitochondriale Teilung  Tieu und Nunnari, 2000
Mipl mitochondrial DNA polymerase Replikation der mtDNA  Foury, 1989
. . . mitochondriale Fusion,
Mgml  mitochondrial genome maintenance Erhalt der miDNA Wong et al., 2000
; . : Bestandteil des
Mmm21 %glrntﬁglince e e ERMES-Komplexes, Burgess et al., 1994
morp 9y Verteilung der mtDNA
mitochondriale
Verankerung in der Itoh et al., 2004,
Mmrl mitochondrial Myo2 receptor-related Knospe, Rekrutierung  Chernyakov et al.,
von Myo2 an 2013
Mitochondrien
Myo2 myosin .T:;%Csf;)%r:gnaler Itoh et al., 2002
Assemblierung der
mitotischen Spindel,
Num1 nuclear migration mitochondriale Kormanec et al., 1991
Verankerung in der
Mutterzelle
Pil1. Ehosphorylation inhibited by long chain H_auptkomponente der Zhang et al., 2004
ases Eisosomen
Bestandteil der Dorsman und Grivell
Qcr2 ubiguinol-cytochome C oxidoreductase mitochondrialen 1990 '
Atmungskette
Ugol ugo = japanisch fur Fusion mitochondriale Fusion gggik' el JEESE)
Erhalt von Struktur und
Yme2 yeast mitochondrial DNA escape Anzahl mitochondrialer Park et al., 2006

Nukleoide
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1.2.1. Transport und Vererbung von Mitochondrien

Mitochondrien kdnnen, genau wie viele andere Zghoellen, nichde novoentstehen und
missen wahrend der Zellteilung an die Tochterzelleitervererbt werden (Warren und
Wickner, 1996). Zur Untersuchung zellularer Meckaren bei der Verteilung und Vererbung
von Zellorganellen hat sicB. cerevisiaals ein guter Modellorganismus bewahrt (Catlett un
Weisman, 2000; Pruynet al, 2004; Fagarasanu und Rachubinski, 2007). Derclgete
Transport von Mitochondrien ist fur deren Vererbuegtscheidend und erfolgt in
S. cerevisiaausschlie3lich entlang des Aktinzytoskeletts (Dudt al, 1993; Lazzarinet
al., 1994; Hermann und Shaw, 1998; Fehrenbaclke¢r al, 2004) durch das
Myosinmotorprotein Myo2 (Altmanet al, 2008; Foértscret al, 2011) in die Knospe. Die
Menge der in der Knospe befindlichen Mitochondrishstark reguliert und korreliert mit
zunehmender KnospengroRe (Rafelsiti al, 2012). Durch das mitochondriale Aul3en-
membranprotein Mmrl werden die Mitochondrien am tikalen Endoplasmatischen
Retikulum (ER) in der Knospe verankert und somimvBUcktransport in die Mutterzelle
abgehalten (Swaynet al, 2011). Mmrl ist spezifisch an den Mitochondrierder Knospe
lokalisiert (Itoh et al, 2004) und assembliert in punkformigen Strukturerelche die
Mitochondrien mit dem kortikalen ER verbinden (Sweat al, 2011). Da in den Knospen
vonammrlZellen eine geringere Menge von Mitochondrien wonknt, ist Mmrl vermutlich
fur die korrekte Vererbung von Mitochondrien notain (Swayneet al, 2011). Einer
neueren Studie zufolge wird der Myo2-abhangige Jpart der Mitochondrien in die Knospe
ebenfalls durch Mmrl vermittelt (Chernyakev al, 2013). Anhand dieser Daten sind zwei
Modelle zur Funktion von Mmrl bei der Vererbung Mditochondrien denkbar. Einerseits
konnte Mmrl als Myo2-Rezeptor beim Transport detobtiondrien in die Knospe dienen,
andererseits konnte es sich bei Mmrl um einen Retesfiaktor der Mitochondrien in der
Knospe handeln.

Wahrend der Vererbung von Mitochondrien muss beiZaditeilung gleichzeitig die
Retention einiger Mitochondrien in der Mutterzediehergestellt werden (Yareg al, 1999).
Die dafur notwendigen Mechanismen und die daraeiliggen molekularen Komponenten
waren zu Beginn dieser Arbeit unbekannt. Eine nahgliKkomponente fur die mitochondriale
Verankerung am Zellkortex ist das ca. 313 kDa grefigein Num1 (Kormaneet al, 1991,
Cerveny et al, 2007). Numl ist ein kortikales Protein, welche# Dynein und den
Mikrotubuli interagiert und fur die Migration de®lkerns von der Mutterzelle in die Knospe

verantwortlich ist (Kormanecet al, 1991; Farkasovsky und Kintzel, 2001).
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Interessanterweise ist Numl auch an der mitochaledri Teilung beteiligt und fur die
Aufrechterhaltung der mitochondrialen Morphologmwge fur die richtige Verteilung der
Mitochondrien innerhalb der Zelle notwendig (Dimnegral, 2002; Cervenyet al, 2007).
Numl ist Uber eine C-terminale PH-Doméne (PH, RitkHomologie) am Zellkortex
verankert und interagiert mit Mdm36 und der mitauthialen Teilungskomponente Dnm1
(Cervenyet al, 2007, Hammermeisteat al, 2010; Lackneet al, 2013). In Zellen, denen
Numl fehlt, zeigen Mitochondrien einen starken Ref@ der mitochondrialen Teilung,
welcher dem Phanotyp voadnmZtZellen sehr ahnelt (Cervengt al, 2007). Da in
AdnmJAnumZXDoppelmutanten die Mutterzellen haufig keine Mitondrien besitzen,
spielen Numl und Dnml eine wichtige Rolle beim Hrhand der Verteilung von
Mitochondrien (Cervengt al, 2007).

Gemeinsam mit der Vererbung der Mitochondrien watech die Weitergabe der
mitochondrialen DNA gewahrleistet (Westermann, 2014 S. cerevisiaewird die
mitochondriale DNA, welche hauptséchlich in lingaaber auch in zirkularer Form vorliegt,
vermutlich nach dem ,rolling circle*-Mechanismus p@lifiziert (Maleszkaet al, 1991;
Williamson, 2002). Die mtDNA ist gemeinsam mit gi@n Proteinen, wie zum Beispiel der
MtDNA-Polymerase Mipl (Foury, 1989) oder dem DNAdenden Verpackungsprotein
Abf2 (Diffley und Stillman, 1991; Diffley und Stithan, 1992), in sogenannten Nukleoiden
organisiert. Eine Hefezelle besitzt ca. 10-40 Nokle, welche an der mitochondrialen
Innenmembran verankert sind (Meeusen und Nunn@3;2Dimmeret al, 2005), sich
gleichmalRig tber das mitochondriale Netzwerk vieme{Abb. 1-2) und jeweils ein bis zwei
Kopien der mtDNA enthalten (Williamson und Fenrf9Ii79; Chen und Butow, 2005; Kucej
und Butow, 2007). Fir die zielgerichtete Vererbuley mitochondrialen DNA wurde ein
grof3er Komplex postuliert, der unter anderem aus BRMES-Komplex ER-mitochondria
encounter_structufebesteht und beide mitochondrialen Membranen dyo@int, um die
mMtDNA-Nukleoide an das ER zu knipfen und die Repidn oder Verteilung der mtDNA zu
kontrollieren (Kornmann und Walter, 2010; Murley al, 2013). Der ERMES-Komplex
besteht aus den Proteinen Mmml, Mdm10, Mdm12 som@m34 und bildet eine
Verbindung zwischen ER und Mitochondrien (Kornmaginal, 2009). Diese Kontakte
ermoglichen den Lipidaustausch zwischen den be@eganellen (Achleitneet al, 1999;
Kornmannet al, 2009). Zusatzlich sorgt der ERMES-Komplex flnesiKopplung der
Nukleoide an eine extra-mitochondriale mtDNA-Segtemsmaschinerie (Hobbet al,
2001; Boldogtet al, 2003; Meeusen und Nunnari, 2003). Die beidererinmembranproteine
Mdm31 und Mdm32 zeigen eine genetische Interaktitnden Komponenten des ERMES-
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Komplexes und sind fiir den Erhalt der mitochonénaDNA notwendig (Dimmeket al,
2005). Die genauen Mechanismen zur gezielten Vengrlfunktioneller Mitochondrien und
intakter mtDNA sind bisher nicht vollstandig versign. Offenbar sind die Zellen jedoch in
der Lage, zwischen unterschiedlich aktiven Mitoargen innerhalb des kontinuierlichen
Netzwerks zu differenzieren und bevorzugt intaktétobhondrien mit einem hdheren
Redoxpotential an die nachfolgende Generation weeiteeben (Jakobst al, 2003b;

McFaline-Figueroat al, 2011).

Mitochondrien mtDNA-Nukleoide

Uberlagerung

Abb. 1-2: Mitochondrien und mtDNA-Nukleoide in S. cerevisiae. Dargestellt ist die Verteilung der
Mitochondrien und der mitochondrialen DNA-Nukleoide in wildtypischen Hefezellen, welche Abf2-GFP
(Dimmer et al., 2005) und in der mitochondrialen Matrix lokalisiertes ERFP (Scholz et al., 2013)
besitzen, in Minimalmedium mit fermentierbarer Kohlenstoffquelle zur logarithmischen
Wachstumsphase angezogen und mittels konfokaler 3D-Mikroskopie analysiert worden. Die Abbildung
zeigt zwei Zellen in unterschiedlichen Phasen des Zellzyklus mit Knospen verschiedener GréRRe. Die
Fluoreszenzbilder sind Projektionen der maximalen Intensitdt von roten (Mitochondrien), griinen
(mtDNA-Nukleoide) und Uberlagerten z-Stapeln bestehend aus 20 Ebenen. Die Umrisse der Zellen
sind durch Strichlinien angedeutet. Der GroRenmalfistab entspricht 5pum. Die fluoreszenz-
mikroskopischen Aufnahmen sind im Rahmen dieser Arbeit entstanden und wurden auch fir eine
Abbildung in Westermann (2014) verwendet.

1.2.2. Die mitochondriale Fusion

Die mitochondriale Fusion ist fur den Erhalt fukteller Mitochondrien notwendig und hilft
dabei, zellularen Stress zu verringern, indem g@largjeschadigte Mitochondrien durch
gegenseitige Vermischung komplementiert werden &dakt al, 2001; Oncet al, 2001). In
Saccharomyces cerevisiast die mitochondriale Fusion ebenfalls fir dier&bung der
mtDNA notwendig (Hermanet al, 1998; Rapapomtt al, 1998). Durch das Vorhandensein
der mitochondrialen Auf3en- und Innenmembran mussemer Fusion von Mitochondrien
zwei koordiniert ablaufende Membranfusionsereignissattfinden. Dies erfolgt durch
individuelle Maschinerien, welche sich jeweils iardAul3en- bzw. Innenmembran befinden
und funktionell aufeinander abgestimmt sind (Hopgihal, 2007).

Die mitochondriale Fusionsmaschinerie \®ncerevisiadesteht aus den beiden hoch
konservierten GTPasen Fzol und Mgml sowie dem petdschen Protein Ugol
(Westermann, 2008). Fzol a8scerevisiaaest das homologe Protein zu Fzo &ssophila
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melanogaster Fzo, welches erstmals in einer Studie Uber stemBinnlicheDrosophila
Mutanten als Mediator fur die mitochondriale Fusibeschrieben wurde, ist eine grol3e
GTPase der mitochondrialen Aul3enmembran, die amscleeidende Rolle bei der Fusion
von Mitochondrien wahrend der Differenzierung vgreB8natiden irDrosophilaspielt (Hales
und Fuller, 1997). Die Entdeckung von Fzo fiihrte lgentifizierung einer Reihe homologer
Proteine in zahlreichen anderen Organismen. Fumdil® Analysen von Proteinen dieser als
Mitofusine bezeichneten Proteinfamilie brachten I&s$elrollen bei der Fusion der
mitochondrialen AuRenmembran in Hefen (Hermaral, 1998; Rapaporet al, 1998),
Wiarmern (Breckenridget al, 2008; Rollancet al, 2009), Fliegen (Dengt al, 2008) und
Saugern (Santel und Fuller, 2001; Legebal, 2002; Cheret al, 2003) zum Vorschein.

Fzol ist Uber zwei Transmembrandoméanen in der miodrialen AuRenmembran
verankert und exponiert eine GTPase-Domane sowibkreree Coiled-Coil-Domanen ins
Zytosol. Die Loop-Region zwischen den zwei Transin@ndoméanen ragt hingegen in den
Intermembranraum und dient mdglicherweise zur &igon mit Komponenten der
mitochondrialen Innenmembran (Frigt al, 2001). Die grof3e Dynamin-verwandte GTPase
Mgml ist fur die Fusion der mitochondrialen Innemnmbean in Hefe notwendig (Worgg al,
2000; Meeuseret al, 2006). Entdeckt wurde Mgm1l in einem Screen nicitanten mit
einem Defekt im Erhalt der mitochondrialen DNA (8dsrund Fangman, 1992). Mgm1l ist
hoch konserviert und homologe Proteine, wie zumsfdel EAT-3 und OPAL, erfillen
ahnliche Funktionen bei der Fusion der mitochomeinialnnenmembran in Wirmern
(Breckenridgeet al, 2008; Kanazawat al, 2008; Rollancet al, 2009), Fliegen (McQuibban
et al, 2006) und Saugern (Olichat al, 2003; Cipolatet al, 2004). Mgm1 besitzt einen
hydrophoben Transmembrananker, eine GTPase-Doragérgemittiere Domane unbekannter
Funktion und eine GTPase-Effektordomane (Wehgl, 2000; Wonget al, 2003; Okamoto
und Shaw, 2005). In der Zelle kommt Mgm1 in eirerden (I-Mgm1) und einer kurzen (s-
Mgm1) Isoform vor. Letztere entsteht durch die Pobtse der Transmembrandomane von |-
Mgml. Wahrend die lange Isoform Uber die Transmamdwmane in der mitochondrialen
Innenmembran verankert wird, ist s-Mgm1 im Interrbeamraum peripher an die
Innenmembran assoziiert (Herlah al, 2003; McQuibbaret al, 2003; Wonget al, 2003).
Die dritte Fusionskomponente 8. cerevisiaeist Ugol, welches in der mitochondrialen
AulRenmembran verankert ist (Sesaki und Jensen,)20@bl ist ein polytopisches Protein,
dessen C-Terminus in den Intermembranraum ragbeSgzt drei Transmembrandoménen

und zwei vermeintliche Carrier-Doméanen (Coonetdal, 2007). Vermutlich dient Ugol als
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Adapter zwischen Fzol und Mgml und vermittelt dabeilnteraktion der beiden Proteine
bei der mitochondrialen Fusion (Sesaki und JerZ@®v; Hoppingt al, 2009).

Die mitochondriale Fusion erfolgt in mehreren ancdeiderfolgenden Schritten
(Okamoto und Shaw, 2005). Nach der initialen Bilglumon transKomplexen durch
Oberflachenproteine der fusionierenden AufRenmeneraarfolgt die Durchmischung der
Lipiddoppelschichten. In beiden Schritten UbernimrRzol eine Schlisselfunktion
(Westermann, 2008). Fzol besitzt eine ahnliche Demstruktur wie virale Fusionsproteine
oder SNARES goluble_Nethylmaleimide-sensitive factor attachment proteiceptor$ und
koénnte dementsprechend die benachbarten Membraoerh dAneinanderlagerung von
Coiled-Coil-Doméanen in unmittelbaren Kontakt bringand fur die Lipiddurchmischung
sorgen (Webeet al, 1998; Griffinet al, 2006; Westermann, 2008). Um die Energiebarriere
fur die Vermischung der Lipiddoppelschicht zu Ubeden, ware die von der GTPase-
Domane bereitgestellte Energie ausreichend (OkaomuddShaw, 2005; Hoppiret al, 2007,
Westermann, 2008). Im Anschluss an die Fusion diechondrialen Aulienmembranen kann
die Fusion der mitochondrialen Innenmembranen gefol Hierbei vermittelt Mgm1, analog
zu Fzol, die Verknipfung und Fusion der gegenldggehden Innenmembranen durch die
Bildung von transKomplexen (Meeuseret al, 2006; Westermann, 2008). Die genauen
Mechanismen der mitochondrialen Fusion sind bishmdrekannt. Es konnte jedoch gezeigt
werden, dass die Fusion der AuRenmembran getresmtder Fusion der Innenmembran
stattfinden kann (Meeuseat al.,, 2004; Liuet al, 2009). Die Fusion der Innenmembran muss
nicht zwangslaufig auf die Fusion der Auienmemibosgen, wenn letztere unmittelbar nach
ihrer Fusion durch die mitochondriale Teilungsmasehe wieder geteilt wird (Litet al,
2009).

1.2.3. Die mitochondriale Teilung

Die mitochondriale Teilung erméglicht die Bildunguer Mitochondrien und tragt zu deren
Qualitatskontrolle bei, indem sie den Abbau voncbésdigten Mitochondrien ermdglicht.
Zudem ist die mitochondriale Teilung malRgeblich der Apoptose beteiligt (Youle und
Karbowski, 2005) und in hoheren Eukaryoten entsidred fir Entwicklungsprozesse, wie
zum Beispiel die Embryonalentwicklung @. elegans(Labrousseet al, 1999) oder die
Synapsenbildung neuronaler Zellen étial, 2004).

Die Teilungsmaschinerie vors. cerevisiaeumfasst nach aktuellem Stand der

Forschung das AulRenmembranprotein Fisl und diezgitesolischen Proteine Dnm1, Mdv1l
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und Caf4 (Westermann, 2008). Der zentrale Akteurndiéochondrialen Teilung ist Dnm1,
ein hoch konserviertes, Dynamin-verwandtes Protaielches zu einer Familie grol3er
GTPasen gehort, die sich selbst assemblieren, umhvéstrukturen zu regulieren (Otsuga
et al, 1998; Lackner und Nunnari, 2009). Homologe Rneteon Dnm1 spielen in Wirmern
(Labrousseet al, 1999), Saugern (Smirnoea al, 2001) und hdheren Pflanzen (Arimura und
Tsutsumi, 2002; Jiet al, 2003; Arimuraet al, 2004a) ebenfalls eine wichtige Rolle bei der
mitochondrialen Teilung. Dnm1 besitzt eine N-teradn GTPase-Domane, eine mittlere
Domaéne, eine als Insert B bezeichnete, hydrophégidth sowie eine C-terminale GTPase-
Effektordomé&ne (Okamoto und Shaw, 2005; Hopmghsal, 2007; Westermann, 2008). Der
als Insert B bezeichnete Bereich vermittelt diedaktion mit dem Adapterprotein Mdv1 und
ist fur die Membranrekrutierung notwendig (Bei al, 2012). Die Mittel- und GTPase-
Effektordoméne von Dnm1l sind fur intra- und intetekallare Wechselwirkungen wichtig
und ermoglichen Dnm1 die Selbstassemblierung zGBeygin Multimeren (Fukushimet al,
2001; Bharet al, 2006). Diese Dnml-Multimere bilden vivo punktférmig aussehende
Strukturen (Otsuget al, 1998; Mozdyet al, 2000), welche hoch dynamisch sind und sich
durch fortwadhrende Assemblierung und Disassembigean der mitochondrialen Oberflache
auszeichnen (Legesse-Millest al, 2003). Untersuchungen zur Lokalisation von Dnml
zeigten, dass Dnml haufig an Einschnirungen deodidndrien oder an den Enden
mitochondrialer Tubuli vorkommt (Bleazaet al, 1999; Sesaki und Jensen, 1999). Durch
zeitaufgeloste  Fluoreszenzmikroskopie von GFP-reaidtn @ Dnml konnte das
Vorhandensein von Dnml-Komplexen an Stellen mitodnaler Teilungsereignisse
bestatigt werden (Legesse-Milleat al, 2003; Nayloret al, 2006). Von den an der
mitochondrialen Teilung beteiligten Proteinen istnl aktuellen Modellen zur Folge fir die
eigentliche Teilung der Mitochondrienmembran venamtlich (Okamoto und Shaw, 2005;
Hoppinset al, 2007; Westermanet al, 2008).

Das mitochondriale AufRenmembranprotein Fisl dierstbed vermutlich als
Membranrezeptor flr die mitochondriale Teilungsrhaserie. Fisl ist gleichmaRig tGber die
mitochondriale Oberflache verteilt und mittels @atealer Transmembrandoméane in der
mitochondrialen AuRenmembran verankert (Moetgl, 2000). Am N-Terminus besitzt Fisl
eine TPR-Domane (TPRetratricopeptide repeat welche in das Zytosol exponiert ist und
zur Interaktion mit Dnm1 Uber die Adapterproteinewil/Caf4 dient (Zhang und Chan,
2007). Mdv1l und Caf4 sind paraloge Proteine mitcgler Domanenstruktur und redundanten
Funktionen bei der mitochondrialen Teilung (Tiewudunnari, 2000; Griffiret al, 2005).

Im N-terminalen Bereich besitzen beide Proteinei andelices, welche zur Interaktion mit
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Fisl dienen. Auf eine mittlere Coiled-Coil-Doméane&glche vermutlich homotypische
Proteininteraktionen vermittelt, folgt bei beiderofinen eine C-terminale WD40-Domaéne,
die einen siebenblattrigen Propeller ausbildet. rUbdéese WD40-Domane interagiert
Mdv1/Caf4 mit Dnml (Tiewet al, 2002; Zhang und Chen, 2007). Homologe Proteore v
Mdv1 oder Caf4 in hoheren Eukaryoten sind bishelntekannt.

In der initialen Phase der mitochondrialen Teillnedfen Fisl und Mdvl/Caf4 bei der
Rekrutierung von Dnml an die Stellen fir die mitmutiriale Teilung und unterstitzen
zudem die dynamische Assemblierung von Dnm1 amitexchondrialen Oberflache (Tiext
al., 2002; Griffinet al, 2005; Nayloret al, 2006; Zhang und Chen, 2007; Lackeeral,
2009). Dnm1 assemblierh vitro selbststandig und bildet im nukleotidfreien odeDR5
gebundenen Zustand lange, gebogene Filamente ifiaget al, 2005; Mearst al, 2011).
Im GTP-gebundenen Zustand bildet Dnm1 ringformigaeten, deren Durchmessén {itro
ca. 129 nm) ungefahr mit dem Durchmesser mitochaledr Teilungsereignissein(vivo
109 £ 24 nm) Ubereinstimmt (Ingerman al, 2005; Mearst al, 2011). Dementsprechend
konnte Dnm1 sich an den Mitochondrien anlagernsedigpiralférmig umschlieRen und die
mitochondriale Teilung mittels der mechanochemiach&aft aus der GTP-Hydrolyse
vermitteln (Ingermaret al, 2005). Die aus Dnm1 gebildeten Spiralen sindg¢bdwesentlich
kleiner als der eigentliche Durchmesser von Mitoch@n (ca. 300-400 nm). Anhand
zeitaufgeldster Fluoreszenzmikroskopie wurde hegefusiden, dass bei der mitochondrialen
Teilung parallel zur Assemblierung von Dnml eineadehnirung des mitochondrialen
Tubulus erfolgt (Legesse-Millegt al, 2003). Die Einschniirung der Mitochondrien isteei
Grundvoraussetzung fir deren Teilung und erfolégnsichtlich unabhéangig von Dnm1 und
Fisl, da derartige Verengungen ebenfallsAdnmt und Afisl-Zellen zu beobachten sind
(Jakobset al, 2003a; Legesse-Milleat al, 2003; Ingermaet al, 2005; Mearst al, 2011).
Moglicherweise werden die mitochondrialen Einschingen durch das Endoplasmatische
Retikulum (ER) verursacht. Kontakte zwischen Mitmetirien und dem ER sind haufig und
bestehen auch unter dynamischen Bedingungen (Redktal, 2007; Kornmanmt al, 2009;
Friedman et al, 2010; Wei et al, 2012). Mit Hilfe von 3D-Rekonstruktionen
elektronentomographischer Daten konnten enge Ktmtakischen Mitochondrien und dem
ER hochauflésend visualisiert werden. In Bereichenyelchen die mitochondrialen Tubuli
Einschnirungen aufwiesen, umgab das ER die Mitahtem fast vollstandig (Friedmaet
al.,, 2011). Lichtmikroskopische Untersuchungen zurlleRodes Endoplasmatischen
Retikulums bei der mitochondrialen Teilung zeigtéass die Gberwiegende Mehrheit (87 %)

der mitochondrialen Teilungsevents in rAumlicheh&l@u Kontaktstellen von Mitochondrien



Einleitung |16

und ER lagen (Friedmaret al, 2011). Aufgrund der ER-vermittelten Bildung der
mitochondrialen Einschnirungen ist das Endoplastiai Retikulum entscheidend an der
Initiation der mitochondrialen Teilung beteiligt ri@dmanet al, 2011). Jedoch sind der
zustandige Mechanismus und die notwendigen Kriteripach denen die Stelle der
mitochondrialen Teilung festgelegt wird, bisherlkommen unverstanden. Nur ein Bruchteil
der Dnm1-Assemblierungen an Mitochondrien fuhrthatatsachlich zu einer Spiralisierung
und zur schlussendlichen Teilung (Legesse-Mékeal, 2003).

Wahrend die Teilung der mitochondrialen AuRenmemhrad die daran beteiligten
Komponenten sehr gut untersucht sind, ist der Aldau Innenmembranteilung und die dafur
notwendige Maschinerie unbekannt. Einerseits kgrem@log zur mitochondrialen Fusion,
eine eigenstandige Maschinerie fur die Teilung ldelenmembran existieren, andererseits
ware auch eine Beteiligung von Dnml an der Innenbmanteilung vorstellbar. Ein
mogliches Szenario wére beispielsweise, dass dielunbe der mitochondrialen
AuBenmembran durch die bekannte Teilungsmaschiners erfolgt, nachdem die
Innenmembran gegenuberliegender Cristae im Bewgchmitochondrialen Einschniirungen
fusioniert wurde. Um die Teilung der mitochondriallnnenmembran besser zu verstehen,
bedarf es weiterer wissenschaftlicher Untersuchungds sicher gilt jedoch, dass die
Regulation der mitochondrialen Teilung fur die natenZellfunktion entscheidend ist. Die
Ubermafige mitochondriale Teilung steht in Verbmglumit Diabetes und zahlreichen
neurodegenerativen Krankheiten (Cabal, 2010; Yoonet al, 2011; Itohet al, 2013).
Dartber hinaus verursachte eine dominant negatw&tidn im humanen DRP1 den Tod der
Patientin kurze Zeit nach der Geburt (Waterheimal, 2007; Changet al, 2010) und in
Mausen ist die Deletion von Drpl embryonal letahitharaet al, 2009; Wakabayaslet al,
2009).
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1.3. Mitochondrien in Chlamydomonas reinhardtii

Die einzellige Grunalg€hlamydomonas reinhardtist ein wichtiger Modellorganismus der
Botanik, Zell- und Molekularbiologie. D&hlamydomonasals fakultativ heterotropher
Organismus hauptsachlich Photosynthese betreibt, alch zum Wachstum auf Acetat als
alleiniger Kohlenstoffquelle befahigt ist, kann ditinalge relativ unkompliziert im Labor
kultiviert werden.Chlamydomonagignet sich ideal zur Untersuchung der Physiolodes
Reproduktionszyklus und der zellularen Architektan Grinalgen (Harris, 2001).

Die Morphologie von Mitochondrien i@hlamydomonasvurde bereits in den 1970er
Jahren elektronenmikroskopisch untersucht und ahham Serienschnitten rekonstruiert.
Wahrend des vegetativen Zellzyklus sind sowohindevereinzelte Mitochondrien, aber auch
grof3e verzweigte mitochondriale Netzwerke vorhan@@safuneet al, 1972). Darlber
hinaus wurde gezeigt, dass die Mitochondrien in &am ein grol3es, stark verzweigtes
Retikulum bilden (Grobe und Arnold, 1975). In Zyeotzerfallen die Mitochondrien in
kleine, unverzweigte Organellen, ohne dass ein &hea flir mitochondriale Fusion
gefunden werden konnten (Grobe und Arnold, 1977).urcB Verwendung
mitochondrienspezifischer  Fluoreszenzfarbstoffe riten die Existenz der zuvor
elektronenmikroskopisch beschriebenen mitochoretriaNetzwerke inChlamydomonas
bestatigt werden (Morris et al, 1985). Die Kombination von licht- und
elektronenmikroskopischen Methoden enthillte dier&Wderung der mitochondrialen
Morphologie im Verlauf des circadianen Licht-Dunigglklus vegetativer Zellen (Eharet
al., 1995). Einer aktuellen Studie zufolge vollzieRditochondrien in Zygoten eine Reihe
sehr dynamischer, morphologischer Veranderungechd&an die Zygoten flir eine Woche
bei Dunkelheit inkubiert wurden, fragmentierten digtochondrien in kleinere Einheiten.
Sobald die Zellen dem Licht ausgesetzt wurden, arerdie Mitochondrien wahrend der
Reifung der Zygoten schrittweise in tubulare undzwesigte Strukturen umgewandelt. Diese
akkumulieren um den Zellkern, bevor sie sich in gesamten Zelle ausbreiten und an die
Tochterzellen weitervererbt werden (Aoyaetaal, 2009). Die vorhandenen Indizien deuten
insgesamt darauf hin, dass Mitochondrien in Grigralgbenso dynamisch wie in Hefe und
Tieren sein koénnten.

Die mitochondriale Fusion wurde in einer VielzaldnvOrganismen des Pilz- und
Tierreiches beschrieben (Westermann, 2010a). Umittest ist die wichtige Rolle der
mitochondrialen Fusion bei der Vererbung mitochaldr DNA in Hefe (Hermanret al,
1998; Rapaportet al, 1998), bei der Aufrechterhaltung der Atmungsk#ga von
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Saugerzellen (Cheret al, 2005) sowie in zellularen Entwicklungsprozessemge
beispielsweise die Spermatogenese in Fliegen (Haled Fuller, 1997) oder die
Embryogenese von Mausen (Chenal, 2003). Daruber hinaus wirkt die mitochondriale
Fusion durch Komplementation mitochondrialer Gedpkte der Zellalterung entgegen
(Nakadaet al, 2001, Onoet al, 2001). Wesentlich weniger ist Gber die mitochald
Fusion im Pflanzenreich bekannt (Logan, 2010; Westen, 2010b). Homologe Proteine zu
bekannten Fusionsproteinen anderer Organismenzwie Beispiel Hefen, Wirmern oder
Saugern, wurden bisher nicht beschrieben. In Zdliéherer Pflanzen konnte jedoch die
Fusion von Mitochondrien beobachtet werden. Durcerwéndung des schaltbaren
Fluoreszenzproteins Kaede in der mitochondrialetridaon Zwiebelepidermiszellen konnte
nach Photokonversion von Kaede die mitochondrialsidh durch die Vermischung von
grinen und roten Mitochondrien nachgewiesen wel@emura et al, 2004b). Auch die
Fusion von kultivierten Tabakmesophyllprotoplasteeren Mitochondrien entweder rote
oder grine Fluoreszenzmarker enthielten, reswdtient massiver Mitochondrienfusion
(Sheaharet al, 2005). Die Proteine und molekularen Mechanismeziche die Fusion von
Mitochondrien in Pflanzenzellen verantworten, sinagtht bekannt. Auch von direkten
Beweisen fur die mitochondriale Fusion@mlamydomonasvurde bisher nicht berichtet und
selbst nach der Sequenzierung des Genom€&itamydomonas reinhardifMerchantet al,
2007) bleiben Orthologe von Fzol/Mitofusine oder nMIGEAT-3/OPALl Proteinen

unbekannt.
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1.4. Zielsetzung

Mitochondrien sind bedingt durch koordiniert ablende Fusions- und Teilungsereignisse
sowie den mitochondrialen Transport entlang de®skgletts sehr dynamische Organellen,
welche standigen morphologischen Veranderungenrlieagen. Obwohl die Prozesse der
mitochondrialen Dynamik in den letzten Jahrzehntdgansiv in S. cerevisiaaund hdheren
Eukaryoten untersucht wurden, sind die zugrundelidgn Mechanismen der
mitochondrialen Dynamik und die daran beteiligteat€ine nur teilweise entschlisselt.

In dieser Arbeit sollten bisher unbekannte Aspel@emitochondrialen Dynamik, wie
z. B. eine mogliche Beteiligung von Dnml bei derildreg der mitochondrialen
Innenmembran oder die Stellen der Verankerung vaiodiondrien am Zellkortex, durch
moderne licht- und elektronenmikroskopische Metimodatersucht werden. Hierflr sollte
zunéchst die bereits vorhandene Auswahl mitochalerMarkerplasmide fUB. cerevisiae
insbesondere in Hinsicht auf die Verwendung vongkanvertierbaren Fluoreszenzproteinen
erweitert werden. AnschlieBend sollte auf Grundlagies photokonvertierbaren
Fluoreszenzproteins Dendra2 ein Assay etabliertderer mit dessen Hilfe die Dynamik
individueller Mitochondrien oder bestimmter mitociubialer Komponenten spezifisch
innerhalb einer Zelle verfolgt werden kann. DurcerWendung des Photokonversionsassays
sollte ebenfalls untersucht werden, ob ein Zusanmawegm zwischen der Teilung der
mitochondrialen Innenmembran und der Assembliermy Dnm1 an der mitochondrialen
Aulenmembran besteht. Durch elektronenmikroskopiscbintersuchungen sollten
Erkenntnisse Uber die Ultrastruktur der Mitochoadran den Dnm1-Assemblierungspunkten
gewonnen werden. Um herauszufinden, auf welche &Veike Verankerung der
Mitochondrien am Zellkortex erfolgt, sollten dietoghondrialen Verankerungsstellen in der
Mutterzelle mittels Elektronentomographie untersweérden.

Im Vergleich zuS. cerevisiaaind Saugetieren ist in Algen und hoheren Pflamaen
wenig Uber die mitochondriale Dynamik, insbesonddre Fusion von Mitochondrien,
bekannt. Um die Fusion von Mitochondrien in der &lge Chlamydomonas reinhardtii
nachzuweisen, sollte ein Versuchsansatz verwendetem, der auf der Vermischung
verschiedenfarbiger Fluoreszenzmarker in Zygotesiebaund bereits erfolgreich in Hefe

dazu diente, die mitochondriale Fusion aufzude¢kmnariet al, 1997).
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2.1. Verwendete Organismen und Kultivierungsbedingngen

2.1.1. Hefestamme

FUr das Arbeiten miBaccharomyces cerevisiaaurde nach Standardprozeduren verfahren
(Sherman, 2002, Gietz und Schiestl, 2007). Die eedeten Hefedeletionsmutanten
stammen, sofern nicht anders angegeben, ausld&u-Deletionsbibliothek (Giaevest al.,
2002). Alle verwendeten Hefestamme waren isogeMRH500 (Sikorski und Hieter, 1989)
oder BY4741 bzw. BY4742 (Brachmaret al, 1998). Die fir diese Arbeit verwendeten

Hefestamme sind in Tabelle 2-1 aufgelistet.

Tab. 2-1: Auflistung der in dieser Arbeit verwendet  en Hefestamme.

Stamm Genotyp _ Referenz

MATa ade2-101°" his3-A200 leu2-Al lys2-801°™"  Sikorski und Hieter
YPH500 (WT) ’

trp1-A63 ura3-52 1989

MATa ade2-101°" his3-A200 leu2-A1l lys2-801°™
YDS006 trp1-A63 ura3-52 [pYX232-mtDendra?] i Scholz et al., 2013

MATa ade2-101°" his3-A200 leu2-A1 lys2-801°™" . .
VDO trp1-A63 ura3-52 LpYXlZZ—mthherry] . Gli2EiE A0 !

MATa ade2-101°" his3-A200 leu2-A1 lys2-801*™" . .
YDS009 trp1-A63 ura3-52 LpYX113—mthherry] i diese Arbeit

MATa ade2-101°" his3-A200 leu2-A1 lys2-801%™" . .
VRSl trp1-A63 ura3-52 [pYX223-mtmCherry] Gli2EiE A0 !

MATa ade2-101°" his3-A200 leu2-A1 lys2-801°™ . .
YDS011 trp1-A63 ura3-52 [pYX232-mtmCherry] diese Arbeit

MATa ade2-101°" his3-A200 leu2-A1l lys2-801*™ . )
VDI trp1-A63 ura3-52 [pYX142-mtmCherry] GizED AIe)
BY4742 MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0 . .

diese Arbeit

ATP3-3xDendra2
YPH500 Adnm1

(YKSD017)
YDS019

YDSO033

YDSO035

YDS047

YDS049

YDS052

ATP3-3xDendra2-HIS3MX6

MATa ade2-101°°" his3-A200 leu2-Al lys2-801%™*"
trp1-A63 ura3-52 dnm1A::HIS3

MATa ade2-101°°" his3-A200 leu2-Al lys2-801°™
trp1-A63 ura3-52 dnm1A::HIS3 [pYX232-mtDendra2]
MATa ade2-101°°" his3-A200 leu2-Al lys2-801%™*"
trp1-A63 ura3-52 [pYX232-mtDendra2]
[PRS415Met25-yEmRFP-DNM1]

MATa ade2-101°" his3-A200 leu2-A1l lys2-801°™
trp1-A63 ura3-52 dnm1A::HIS3 [pYX232-mtDendra?]
[PRS415Met25-yEmMRFP-DNM1]

MATa ade2-101°°" his3-A200 leu2-Al lys2-801%™*"
trp1-A63 ura3-52 [pYX232-mtDendra2]
[PRS415Met25-yEmRFP-DNM1 %3127

MATa ade2-101°°" his3-A200 leu2-Al lys2-801°™"
trp1-A63 ura3-52 dnm1A::HIS3 [pYX232-mtDendra2]
[PRS415Met25-yEmRFP-DNM1°3*%P]

MATa ade2-101°°" his3-A200 leu2-A1l lys2-801*™
trp1-A63 ura3-52 [pYX232-mtDendra2]
[pPRS415Met25-yEmRFP-dnm1°%°%]

Kai Stefan Dimmer,
LMU Miinchen

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit
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MATa ade2-101°°" his3-A200 leu2-A1 lys2-801%™°'

YDSO054 trp1-A63 ura3-52 dnmlA::HISS&)YXZSZ—mtDendraZ] diese Arbeit
[PRS415Met25-yEmRFP-dnm1°'%°9]
BY4742 (WT) MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0 Brachmann et al., 1998

BY4742 Anuml MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0 num1A::kanMX4  Giaever et al., 2002
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0

YMI149 [PRS426-MYO2-FIS1] Klecker et al., 2013

BY4742 Apill MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0 pillA::kanMX4 Giaever et al., 2002

MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0

YDS062 [pYX142-QCR2-Dendra2] diese Arbeit
YDS063 {\;I)é‘)l’(cigsgAclRlzelgeAr%lr);sﬁAo ura3A0 numl1A::kanMX4 diese Arbeit
YDS066 m;‘ilh:igﬁz"?giﬁgrgzs]m urasao diese Arbeit
YDS083 moﬁorgffﬁiéiﬁm lys2A0 ura3A0 diese Arbeit
YDS084 {\;IJCP;O%ESﬁiRI?:Lg]AO lys2A0 ura3A0 num1A::kanMX4 diese Arbeit
YDS087 l[\r/lJCPiOrngsirAniRlilIJDZ]A[gAl\)gle:Gu;g?ﬁSml-EGFP] diese Arbeit
ostas AT NS EUEG0 ISZHOUIO ML s e
YDS093 {\;I)CF;O%ESﬁ#RIT:uPZ]AO lys2A0 ura3A0 pillA::kanMX4 diese Arbeit
Ososa  MATESILIMO IO USAOPLIGINS  ge e
BY4741 MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0 Huh et al.. 2003
PIL1-GFP PIL1-GFP-HIS3MX6 '
YDS096 PILLGFPHISSVXG [PAGAISGPDNUMLDsRed] 01658 AT
YDS097 MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0 diese Arbeit

PIL1-GFP-HIS3MX6 [pAG415GPD-PIL1-DsRed]

2.1.2. Algenstamme

Die Chlamydomonas reinhardtiVildtypstamme CC-124nt und CC-125mt" (Proscholdet
al., 2005) und die Mutantenstamme CC-228Bnl1 mt (Matagneet al, 1989), CC-2654
duml mt (Randolph-Andersoet al, 1993), CC-340@um19 mt (Colin et al, 1995) und
CC-4098 duml1ll mt (Dorthu et al, 1992; Colin et al, 1995) wurden von der
Stammsammlung deShlamydomonadkesource Center, Universitat Minnesota, MN, USA
bezogen. Die Kultivierung der Zellen erfolgte baiez Temperatur von 19 °C und einem
Zyklus mit 12 h Licht und 12 h Dunkelheit in fligem M21-Minimalmedium (Sager und
Granick, 1953). Die Gametogenese vegetativer Zellerde ausgel6st, indem funf bis sechs
Tage alte Kulturen durch zehnminltige Zentrifugatibei 80 x g geerntet, in M1-
Minimalmedium ohne Stickstoffquelle (Sager und Gelnl1953) Uberfihrt und anschlielRend
fur 15 h bei kontinuierlicher Beleuchtung inkubievturden. Zygoten vorChlamydomonas
wurden durch Mischen von Gameten entgegengese®aarungstyps im Verhaltnis 1:1 und

eine anschlielRende Inkubation von bis zu 2,5 .ichi erzeugt.
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2.2. Plasmide, Primer und Klonierungsstrategien

Die Klonierung von Plasmiden und deren Amplifikatisvurden nach Standardmethoden
(Green und Sambrook, 2012) durchgefihrt. PCRs gteol mit Pfu- oder Phusion-DNA-

Polymerase (Thermo Fisher Scientific, Waltham, NUSA) nach Anleitung des Herstellers.
Zur Markierung von Mitochondrien irs. cerevisiaewurden Plasmide verwendet, durch
welche Fluoreszenzproteine mit einer mitochondnialéielsequenz exprimiert werden
konnten. Im Verlauf dieser Arbeit wurden viele n&lasmide flur die Fluoreszenzmarkierung
von Mitochondrien und anderen zellularen Struktukenstruiert (siehe Abschnitt 3-1). In

Tabelle 2-2 sind die in dieser Arbeit verwendeti&asmide zusammengefasst.

Tab. 2-2: Ubersicht der in dieser Arbeit verwendete  n Plasmide.

Plasmid Marker Promotor Referenz
pYX122-mtmCherry HIS3, Amp" TPI diese Arbeit
pYX113-mtmCherry URA3, Amp" GAL diese Arbeit
pYX142-mtmCherry LEU2, Amp"® TPI diese Arbeit
pYX223-mtmCherry HIS3, Amp" GAL diese Arbeit
pYX232-mtmCherry TRP1, Amp® TPI diese Arbeit
pYX122-mtDendra2 HIS3, Amp" TPI diese Arbeit
pYX113-mtDendra2 URA3, Amp~ GAL diese Arbeit
pYX142-mtDendra2 LEU2, Amp" TPI diese Arbeit
pYX223-mtDendra2 HIS3, Amp" GAL diese Arbeit
pYX232-mtDendra2 TRP1, Amp" TPI Scholz et al., 2013
pYX113-Abf2-Dendra2 URA3, Amp® GAL diese Arbeit
pAG415GAL-ccdB-Dendra2 LEU2, Amp", Cm" GAL diese Arbeit
pPAG425GAL-ccdB-Dendra2 LEU2, Amp®, Cm"®  GAL diese Arbeit
pAG415GPD-ccdB-Dendra2 LEU2, Amp", Cm" GPD diese Arbeit
pAG425GPD-ccdB-Dendra2 LEU2, Amp®, Cm"®  GPD diese Arbeit
pAG426GAL-ccdB-Dendra2 URA3, Amp", Cm"  GAL diese Arbeit
pAG416GPD-ccdB-Dendra2 URA3, Amp®, cm® GPD diese Arbeit
pAG415GAL-ccdB-mEo0s2 LEU2, Amp", Cm" GAL diese Arbeit
pAG425GAL-ccdB-mEo0s2 LEU2, Amp®, Cm"  GAL diese Arbeit
pAG415GPD-ccdB-mEos2 LEU2, Amp", Cm~ GPD diese Arbeit
pAG425GPD-ccdB-mEos2 LEU2, Amp®, Cm® GPD diese Arbeit
pAG416GAL-ccdB-mEo0s2 URA3, Amp~,Cm" GAL diese Arbeit
pAG426GAL-ccdB-mEo0s2 URA3, Amp®, Cm"  GAL diese Arbeit
pAG416GPD-ccdB-mEos2 URA3, Amp"~, Cm" GPD diese Arbeit
pPAG416GPD-ccdB-E2-Crimson URA3, Amp", cm®  GPD diese Arbeit
pYM28-Dendra2 HIS3MX6, Amp" diese Arbeit
pYM28-3xDendra2 HIS3MX6, Amp"® diese Arbeit
pRS415Met25-yEmRFP-Dnm1 LEU2, Amp" MET25 diese Arbeit
pRS415Met25-yEmMRFP-Dnm1%***°  LEU2, Amp" MET25 diese Arbeit
pRS415Met25-yEmRFP-Dnm1°'*°  LEU2, Amp" MET25 diese Arbeit
PRS426-Myo2Fis1 URA3, Amp~ MYO2 Fortsch et al., 2011
PVT100U-mtRFP URA3, Amp* ADH Mark Darr, AG Westermann,
Universitat Bayreuth
pAG415GPD-Num1-EGFP LEU2, Amp" GPD diese Arbeit
pAG415GPD-Num1-DsRed LEU2, Amp" GPD diese Arbeit
pAG415GPD-Pill-DsRed LEU2, Amp"® GPD diese Arbeit

Till Klecker, AG Westermann,

R
pYX142-Qcr2-Dendra?2 LEU2, Amp TPI Universitit Bayreuth
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Fur die Klonierung der mitochondrialen pYX-Repoptesmide wurden die von Westermann
und Neupert (2000) publizierten pYX-Plasmide verdetrund das&sFP-Gen dieser Plasmide
gegen die codierende Sequenz von mCherry bzw. B2ndusgetauscht. Das Plasmid
pPpRSET-B mCherry (Shanet al, 2004) wurde als Vorlage verwendet, um dezherryGen
mittels der Oligonukleotide-GCG CGC GGA TCC ATG GTG AGC AAG-3und5'-CGC GCG AAG
CTT CGA ATT CTT ACT-3' zu amplifizieren. Durch den enzymatischen VerdauBanHI und
Hindlll wurde das amplifizierte Fragment zwischen digsprechenden Schnittstellen in die
pYX-Vektoren (Westermann und Neupert, 2000) klaniend somit eine Reihe von
mitochondrialen Reporterplasmiden mit einem robvfészierenden Markerprotein konstruiert
(Abb. 3-1). Fur die Klonierung des Plasmids pYX28fbendra2 (Abb. 3-2; Abb. 3-3;
Scholzet al, 2013) wurde die fur Dendra2 codierende Sequenzhdenzymatischen Verdau
mit BanH|l und Hindlll aus pDendra2-B (Plasmid FP823, Evrogen, MosKaussland,;
Gurskayaet al, 2006) herausgeschnitten. Das entstandene Fragieame anschlieRend
dazu, die fir GFP codierende Sequenz in pYX232-rRt@Nestermann und Neupert, 2000)
zu ersetzen. Diese Klonierungsstrategie wurde aelisrdngewandt, um d&FP-Gen in den
anderen mitochondrialen pYX-Reporterplasmiden (\&esann und Neupert, 2000) bzw. im
Plasmid pYX113-Abf2-GFP (Dimmeet al, 2005) gegen die codierende Sequenz von
Dendra2 auszutauschen.

Zur Erweiterung der Sammlung von Gateway-Plasmi@deberti et al, 2007) wurde
eine Reihe von Vektoren konstruiert, mit deren édfusionsproteine mit Dendra2 (Gurskaya
et al, 2006), mEos2 (McKinnegt al, 2009) oder E2-Crimson (Straekt al, 2009) am C-
terminalen Ende exprimiert werden kdonnen (Tab..3Higrzu gehoren unter anderen die
Plasmide pAG415GPD-ccdB-Dendra2, pAG425GAL-ccdB-stEand pAG416GPD-ccdB-
E2-Crimson (Abb. 3-4). Die Klonierungen dieser Riaie folgten der gleichen Strategie. Zu
Beginn war es jedoch erforderlich die interkindlll-Schnittstelle im mEos2Gen des
Ausgangsvektors pmEos2-N1 (McKinney al, 2009) durch zielgerichtete Mutagenese zu
entfernen. Dies erfolgte unter Verwendung der Qligdeotide5-GGG TAT TCG TGG GAA
CGA AGT TTG ACT TTC GAA GAC GGG-3und5-CCC GTC TTC GAA AGT CAA ACT TCG TTC CCA
CGA ATA ccc-3 durch Einbringen einer stillen Mutation an Stetler internenHindlll-
Schnittstelle. Die resultierende Sequenz mdfos2wurde mittels der Oligonukleotid®GCG
CGC GCA AGC TTA ATG AGT GCG ATT AAG-3'Uund5-GCG CGC CTC GAG TTA TCG TCT GGC
ATT GTC-3' anschlie3end so amplifiziert, dass vor bzw. nashabdierenden Sequenz eine
Hindlll- bzw. Xhd-Schnittstelle eingefiigt wurde. Durch den enzyswiten Verdau des

PCR-Produkts mitHindlll und Xhd konnte das modifiziertemEos2 zwischen die
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entsprechenden Schnittstellen in pAG425GAL-ccdB-BGAlbertiet al, 2007) kloniert und
somit dieEGFP-Sequenz ersetzen werden. Die Amplifikation dere@den Sequenzen von
Dendra2 und E2-Crimson erfolgte auf Grundlage dasrRide pDendra2-B (Evrogen) bzw.
YIPlac204TKC-E2-Crimson-HDEL (Plasmid #38771, Addge Cambridge, MA, USA;
Stracket al, 2009). AuclDendra2undE2-Crimsonwurden mit Hilfe der Oligonukleotidg-
ATA TAT ATA AGC TTA ATG AAC ACC CCG GGA-3' und5'-ATA TAT CTC GAG TCA CTT GTA
CAC GCC GCT-3'bzw.5-GCA GTA CGA AGC TTA ATG GAT AGC ACT GAG AAC GTC3* und5'-
GA TAG TGT CTC GAG CTA CTG GAA CAG GTG GTG G-350 amplifiziert, dass sie von einer
Hindlll- und Xhd-Schnittstelle flankiert wurden. Die amplifiziend®CR-Produkte wurden
ebenfalls mitHindlll- und Xhd verdaut und an Stelle d&FP-Gens in pAG415GPD-ccdB-
EGFP (Albertiet al, 2007) bzw. pAG416GPD-ccdB-EGFP (Albegtial, 2007) kloniert.

Um pYM28-Dendra2 (Abb. 3-5 A) herzustellen, wurde dodierende Sequenz von
Dendra2 mit Hilfe der Oligonukleotid&-GCA CTG GTC GAC GGA GCA GGT GCT GGT GCT
GGT GCT GGA GCA ATG AAC ACC CCG GGA ATT A-3und5-CGT AGG GGA TCC TCA CTT GTA
CAC GCC GCT GTC G-3'von pDendra2-B (Evrogen) amplifiziert und nach yenatischen
Verdau mitSal und BanHI in den Zielvektor pYM28 (Janket al, 2004) kloniert. Auf diese
Weise konnte die GFP-codierende Sequenz in pYMg@meie DNA-Sequenz von Dendra2
ausgetauscht werden. Das Plasmid pYM28-3xDendraBb.(A3-5 A) wurde aus den
Plasmiden pYM28 (Janket al, 2004) und pUC19-3xDendra2 (hergestellt von Narti
Mazurova, AG Westermann, Universitat Bayreuth) kanert. Hierfir wurde der Vektor
pUC19-3xDendra2 mit den Restriktionsenzyntad und Bglll verdaut und das ca. 2,3 kb
grol3e Fragment, welches fiur ein Fusionsprotein dres aufeinanderfolgenden Dendra2-
Molektlen (3xDendra2) codiert, flr die Klonierung den Zielvektor pYM28 verwendet.
Durch den enzymatischen Verdau von pYM28 8l und BanHI konnte die codierende
Sequenz von GFP entfernt und gegen dasSalitund Bglll verdaute 3©endra2Fragment
ausgetauscht werden. Die Ligation der duBaeinH! und Bglll verursachten Uberhange fiihrte
zum Verlust der Schnittstelle am 3'-Ende de®8mdra2Fragments (Abb. 3-5 A). Um die
Funktionalitdt dieses Konstruktes zu testen, wupdM28-3xDendra2 nach dem von
Jankeet al. (2004) beschriebenen Protokoll als Grundlagedi@ér genomische Markierung
von ATP3 verwendet. Mit Hilfe der Oligonukleotidg-C ATT ACT AAT GAA CTG GTT GAT
ATT ATT ACT GGT GCT TCC TCT TTG GGA CGT ACG CTG CAGTC GAC-3' (ATP3-S3-Primer)
und5'-CC TTT TCT ATT TAA GGT ATT CTT TGG ATA TAT ACT TG TCT CAT CAA GTC TTA ATC
GAT GAA TTC GAG CTC G-3' (ATP3-S2-Primer) konnte mittels PCR ein ca. 4 kbi3gs

Fragment von pYM28-3xDendra2 amplifiziert werdenied2s Fragment besteht aus der
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codierenden Sequenz von 3xDendra2 und eHE3MX6Kassette, welche bereits im
Ursprungsvektor pYM28 (Janket al, 2004) vorhanden war und als Selektionsmarkenrteie
Das amplifizierte Fragment wurde mittels Transfdiorain den wildtypischen Hefestamm
BY4742 (Brachmanret al, 1998) eingebracht und durch homologe Rekomizinadin dem
3'-Ende vonATP3integriert (Abb. 3-5 B). Auf diese Weise wurde &amm BY474ATP3
3xDendra2(Tab. 2-1; Abb. 3-5 C) hergestellt.

Das Plasmid pRS415Met25-GFP-Dnm1 (Prof. Janet MwSkniversitat Utah, Salt
Lake City, UT, USA) diente zur Herstellung d@NM1-VariantenDNM1%3*2P unddnm 8>3
welche durch zielgerichtete Mutagenese @M1 unter Verwendung des QuickChafige
Site-Directed Mutagenesis Kits (Stratagene, LaaJ@lA, USA) erzeugt wurden (hergestellt
von Sandra Merz-Jakob, AG Westermann, Universitjr&uith). Fir die Konstruktion des
Plasmids pAG415Met25-yEmRFP-Dnm1(Abb. 3-6; Abb.)3nrTusste zunéchst die interne
Xba-Schnittstelle inDNM1 entfernt werden. Dies erfolgte durch zielgeriohtbtutagenese
(Mutagenese Kit, Stratagene) mit Hilfe der Oligolewiide 5-GGG ACT AAT GCT TTA GAT
ATC TTG TCT GG-3'Und5'-CCA GAC AAG ATA TCT AAA GCA TTA GTC CC-3'und resultierte in
einer stillen Mutation. Anschlielend wurde die evdhde Sequenz von YEmRFP (Keppler-
Rosset al, 2008) mit Hilfe der Oligonukleotid&-GCG CGC TCT AGA ATG GTT TCA AAA GGT-

3 und 5-GCG CGC GGG CCC TTT ATA TAA TTC ATC c-3amplifiziert und Uber den
enzymatischen Verdau m¥bal und Apa zwischen die entsprechenden Schnittstellen von
pAG415Met25-GFP-Dnml inseriert. Auf diese Weise rkendas GFP-Gen durch die
codierende Sequenz von YEmMRFP ersetzt werden. Doeidfung von pAG415Met25-
yEMRFP-DNmE3*'?® und pAG415Met25-yEmRFP-Dnif*° erfolgte nach der selben
Vorgehensweise.

Die Plasmide pAG415GPD-Numl1-EGFP, pAG415GPD-NumRé&ak und
pAG415GPD-Pill-DsRed wurden mit Hilfe des Gatev@ystems (Invitrogen, Darmstadt,
Deutschland) konstruiert. Hierzu diente genomisdfe DNA, welche mittels MasterPure™
Yeast DNA Purification Kit (EPICENTRE Biotechnoleg, Madison, WI, USA) prépariert
wurde, als Template fur die Amplifikation vadUM1 und PIL1. Die Amplifikation von
NUM1 erfolgte mit den Oligonukleotiden-GGGG ACA AGT TTG TAC AAA AAA GCA GGC TTC
GAA GGA GAT AAA AAA ATG TCC CAC AAC AAC AGG C-3' Und5-GGG GAC CAC TTT GTA CAA
GAA AGC TGG GTC TCG TAA ATT GCC AAA TGA TCG GC-3'Fir die Amplifikation vonPIL1
wurden die Oligonukleotide'-GGGG ACA AGT TTG TAC AAA AAA GCA GGC TTC GAA GGA
GAT AAA AAA ATG CAC AGA ACT TAC TCT TTA AGA AAT-3' und5-GGG GAC CAC TTT GTA
CAA GAA AGC TGG GTC AGC TGT TGT TTG TTG GGG A-3verwendet. Danach wurden die
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amplifizierten PCR-Produkte mittels Gateway-Teclbga in die Vektoren pAG415GPD-
ccdB-EGFP (Albertiet al, 2007) oder pAG415GPD-ccdB-DsRed (Albegti al, 2007)

kloniert.

2.3. Fluoreszenzmikroskopie

2.3.1. Generelle Bedingungen, Mikroskope und Zubehd

Fur lichtmikroskopische Untersuchungen wurden dieuntersuchenden Zellen mit 0,5 %
Low Melting Point Agarose zwischen Objekttrager ubebckglas immobilisiert. Die

Epifluoreszenzmikroskopie erfolgte an einem Axiopla Mikroskop (Carl Zeiss

Lichtmikroskopie, Gottingen, Deutschland), welchas einem Plan-Neofluar 100x/1,30 Ph3
Olobjektiv (Carl Zeiss Lichtmikroskopie) ausgestativar. Die mikroskopischen Aufnahmen
wurden mit einer Evolution VF Mono Cooled Monochrttamera (Intas, Gottingen,
Deutschland) erstellt und mit Image Pro Plus 5.@ @tope Pro 4.5 Software (Media
Cybernetics, Silver Spring, MD, USA) verarbeiteiir lie konfokale Mikroskopie wurde ein
TCS SP5 System (Leica Microsystems, Wetzlar, Détlasd) in Kombination mit einem
inversen Leica DMI 6000 CS Trino Mikroskop verwetdeelches mit einem HCX PL APO
CS 63,0x/1,40 OIL UV Olobjektiv und einem 63,0xQ,&BLYC UV Glyzerinobjektiv

ausgestattet war. Dieses System ist mit LAS AF $fé€&olLab Software versehen und
verfugt Uber einen UV-Diodenlaser (405 nm/5 mWeai Argon-Laser (458 nm/5 mW,
476 nm/5 mW, 488 nm/20 mW, 496 nm/5 mW, 514 nm/2¥)mund einen DPSS-Laser
(561 nm/20 mW) sowie die entsprechenden akustamptisgelbaren Filter (AOTFRcusto-

optic tuneable filters

2.3.2. Photokonversion des Fluoreszenzproteins Deaa@

Die Photokonversion von Dendra2 erfolgte am konerké.eica TCS SP5 im LiveDataMode.
Vor Beginn des eigentlichen Assays wurde durch \mdung von Weitfeld-
Fluoreszenzmikroskopie mit einer geringen Anregumgasitat kontrolliert, dass
ausschlieBlich grine und keine roten Fluoreszenakgvon Dendra2 vorhanden sind.
AnschlieRend wurde ein passender Bereich mit Zelesgewahlt und ein z-Stapel bestehend
aus DIC (differentieller Interferenzkontrast), gein Fluoreszenz (Anregung: 488 nm,
Emission: 500-550 nm) und roter Fluoreszenz (Anmgglb61 nm, Emission: 575-700 nm)
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aufgenommen. Die Aufnahme von DIC- und Fluoresziaein erfolgte zeitgleich und im
bidirektionalem Scanmodus. In einem zweiten Scleifolgte die Photokonversion von
Dendra2 durch UV-Bestrahlung (405 nm) in einer zumesgewahlten Region von Interesse
(ROI, region of interegt Unmittelbar im Anschluss an die Photokonversiurden weitere
z-Stapel zu verschiedenen Zeitpunkten aufgenom8afern nicht anders angegeben, wurden
die folgenden Einstellungen fur die Photokonversison Dendra2 verwendet: UV-
Diodenlaser eingeschaltet, Argon-Laser (20 % LegiuDPSS-Laser eingeschaltet, AOTF
(405) 10 %, AOTF (488) 4 %, AOTF (561) 20 %.

2.3.3. MitoTracker-Farbung von Mitochondrien in C. reinhardtii

Zur Farbung der Mitochondrien vegetativer Zellerraan vier bis sechs Tage alte Kulturen
ungefahr 1-3 h nach Beginn der Beleuchtungsperitgieh zehnminitige Zentrifugation bei
80 x g geerntet und in 1 ml M1-Medium resuspendi@ameten wurden ebenfalls fir 10 min
bei 80 x g zentrifugiert und anschlie3end in 1 tidkstofffreiem M1-Medium resuspendiert.
Die Zellen wurden entweder mit 0,5 uM MitoTrackere& FM (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) oder 1,0 uM MitoTracker Orange CMTMRos gefaubd fir 30 min bzw. 45 min bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend wurden dedled mindestens zweimal durch

Zentrifugation fir 3 min bei 80 x g in Medium gewhsn.

2.3.4. FRAP-Experimente inChlamydomonas reinhardtii

Die FRAP-Experimente (FRAP,fluorescence _recovery_ after_ photobleachingur
Untersuchung der mdglichen Diffusion von MitoTrackarbstoffen zwischen verschiedenen
Mitochondrien inChlamydomonas reinhardterfolgten am konfokalen Leica TCS SP5 mit
dem LiveDataMode. Hierfir wurden Gameten der wipikghen Stamme CC-12#t und
CC-125 mtf" wie zuvor beschrieben kultiviert und mit MitoTraskGreen oder
MitoTracker Orange gefarbt. Vor dem gezielten Aaglflen des griinen bzw. orangen
MitoTracker-Farbstoffes wurde ein z-Stapel bestdhans DIC und griner Fluoreszenz
(Anregung: 488 nm, Emission 500-550 nm) bzw. DIG] uoter Fluoreszenz (Anregung:
561 nm, Emission: 575-650 nm) aufgenommen. Die Aadofme der DIC- und
Fluoreszenzbilder erfolgte zeitgleich und im bilirenalem Scanmodus. Im Anschluss
erfolgte das Ausbleichen des jeweiligen MitoTraekarbstoffes in einem definierten Bereich

durch intensive Bestrahlung mit dem Licht des Lesder auch zur Anregung des griinen
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bzw. orangen MitoTracker-Farbstoffes verwendet wutdnmittelbar nach dem Ausbleichen
wurden weitere z-Stapel in Zeitintervallen von zwdinuten aufgenommen. Folgende
Einstellungen wurden fur die FRAP-Experimente verslet: Argon-Laser (20 % Leistung),
AOTF (488) 10 % bzw. 100 % innerhalb der ROI zunsBleichen von MitoTracker Green;
DPSS-Laser eingeschaltet, AOTF (561) 10 % bzw. %0@nerhalb der ROI fir das
Ausbleichen von MitoTracker Orange.

2.4. Elektronenmikroskopische Methoden

2.4.1. Praparation und Einbettung von Hefezellen

Die Praparation und Einbettung der Hefezellen férElektronenmikroskopie erfolgte nach
einem fur Hefe etablierten Protokoll (Bauet al, 2001). Dazu wurden logarithmisch
gewachsene Zellen bei 4 °C in Na-PBS-Puffer gewaascimd flr 30 min in Fixierpuffer mit
2 % Glutaraldehyd fixiert. Nach dreimaligem Waschen0,1 M Na-Cacodylat mit 1 mM
CaCl erfolgte der enzymatische Verdau der Zellwand H#ymolyase 20T (Seikagaku
Biobusiness, Tokyo, Japan) fur 10 min bei Raumteatpe AnschlieRend wurden die Zellen
erneut mit Cacodylat-Puffer gewaschen und zweimal % min bei 4°C in 0,5%
Osmiumtetroxid und 0,8 % Kaliumferrocyanid inkulbieNach dreimaligem Waschen in
ddH,O wurden die Zellpellets in 2% Agar Noble (Difc®D, Sparks, MD, USA)
eingebettet, in kleine Bléckchen geschnitten und4b®C Uber Nacht in 1 % Uranylacetat-
Lésung kontrastiert. Im Anschluss wurden die Proineginer Ethanolreihe mit ansteigenden

Konzentrationen entwassert und in Epon eingebettet.

2.4.2. Standardelektronenmikroskopie und Elektronetomographie

Aus den in Epon eingebetteten Proben wurden mé@neiDiamantmesser (DIATOME, Biel,
Schweiz) ca. 60 nm dinne Schnittbander am Ultrad@T Ultramikrotom (Leica
Microsystems) hergestellt. Die Nachkontrastierueg dItradiinnschnitte erfolgte fir 30 min
mit 2 % Uranylacetat in ddi® und fir 3 min mit Bleicitrat (Reynolds, 1963).eDiProben
wurden bei 80 kV in einem JEM-2100 (JEOL Ltd., Tokyapan) oder einem CEM 902 A
(Carl  Zeiss)  Transmissionselektronenmikroskop  woienit.  Zur  Anfertigung
elektronenmikroskopischer Aufnahmen wurde eine @ 3% 050 Pixel Erlangshen ES500W
CCD Kamera (Gatan, Pleasanton, CA, USA) und diat&ligMicrograph Software Version
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1.80.70 (Gatan) verwendet. Fur die Elektronentomolge wurden am JEM-2100
Transmissionselektronenmikroskop (TEM) Kippserien60Q°) von 200-220 nm dinnen
Serienschnitten erstellt. Hierzu wurde das Mikrgskioei 200 kV betrieben und eine
4 080 x 4 080 Pixel UltraScan 4000 CCD Kamera (atowie die SerialEM Software
(Mastronarde, 2005) verwendet. Mit Hilfe des IMODft#%arepakets der Version 4.5.7
(Kremeret al, 1996) wurden aus den elektronenmikroskopischate® 3D-Tomogramme

erstellt und handsegmentierte 3D-Modelle rekonsttui

2.4.3. Cryo-Elektronenmikroskopie

Die Cryo-Elektronenmikroskopie erfolgte nach einauni S. cerevisiae@daptierten Protokoll
(Griffith et al, 2008) der Tokuyasu-Methode (Tokuyasu, 1973)radievurden logarithmisch
gewachsene Zellen mit 2 % PFA/0,2 % GA in 0,1 M RHEuffer fixiert, fur 1 h in 1 %
Periodsaure inkubiert und in 12 % Gelatine eingeheAus den eingebetteten Proben wurden
ca. 1 mni kleine Blockchen angefertigt, welche tiber Nactit4eC mit 2,3 M Saccharose
infiltriert und anschlieBend in flissigem Stick$tefngefroren wurden. Die mit Saccharose
infiltrierten Proben wurden mit einem Cryo-Diamaesser (DIATOME) bei -120 °C am EM
UC6i Cryo-Ultramikrotom in Kombination mit einer BC Cryo-Kammer (Leica
Microsystems) geschnitten und auf Formvar Carbathiehtete Kupfergrids tbertragen.
Anschlie3end erfolgte die Kontrastierung der Crptu8tte mit 2 % Uranyloxalat (pH 7) und
1,8 % Methylcellulose/0,6 % Uranylacetat (pH 4) j@weils 10 min bei 4 °C (Griffitket al,
2008). Die Untersuchung der Proben erfolgte bek\80am CEM 902 A (Carl Zeiss)

Transmissionselektronenmikroskop.

2.5. Bioinformatik, Bildbearbeitung und Software

Die Suche nach Homologien erfolgte mit Hilfe desABTp Algorithmus (Altschulet al,
1990). Phylogenetische Analysen wurden mittels@estal W 2.0 Software (Larkiet al,
2007) durchgefuhrt. Fur die Montage der Abbildungeirde die Leica LAS AF Software
Version 2.3.6 (Leica Microsystems) und die AdobetBshop CS Software Version 8.0.1
(Adobe Systems Inc., San Jose, CA, USA) verwenldét.Ausnahme von geringfligigen
Veranderungen von Helligkeit und Kontrast wurde nkeiweitere Bildmanipulation
durchgefuhrt. Das Erstellen von Plasmidkarten gtéomit der Clone Manager Professional 9
Software (Scientific & Educational Software, CaxgC, USA).
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3. Ergebnisse und Diskussion

3.1. Herstellung von Plasmiden zur Fluoreszenzmar&rung zelluléarer

Strukturen in S. cerevisiae

3.1.1. Mitochondriale Reporterkonstrukte mit mCherry als Fluoreszenzmarker

Fluoreszenzproteine, wie das grun fluoreszierendeeld (GFP) aug\equorea victoriasind
wichtige zellbiologische Werkzeuge, die sowohl kakalisierung von Proteinen als auch zur
Untersuchung dynamischer Prozesse in lebenden nZelerwendet werden. Fur die
Verwendung von Fluoreszenzproteinersincerevisia&ann auf eine Vielzahl von Plasmiden
zuruckgegriffen werden (Westermann und Neupert020@nkeet al, 2004; Albertiet al,
2007). In mitochondrialen Reporterkonstrukten fBrcerevisiae ist GFP ein haufig
verwendeter Marker (Westermann und Neupert, 200@). GFP auch sehr haufig zur
Markierung von mitochondrial assoziierten Proteivemvendet wird, bendtigt man fir die
Lokalisierung dieser Proteine an den Mitochondrigieichzeitig einen andersfarbigen
mitochondrialen Fluoreszenzmarker.

Um Mitochondrien mit einem rot fluoreszierenden tBimo markieren zu konnen,
wurde jeweils die GFP-codierende Sequenz in den Wastermann und Neupert (2000)
beschriebenen pYX-Plasmiden durch die Sequenz \©hemy (Shaneet al, 2004) ersetzt.
Das schnellreifende Fluoreszenzprotein mCherry Uggrfiber eine hohe Photostabilitat
(Shaneret al, 2004) und eignet sich als Monomer sehr gut férluoreszenzmarkierung
von Mitochondrien. Auf diese Weise wurden f8r cerevisiaefinf neue mitochondriale
Reporterplasmide mit mCherry als Fluoreszenzmahnkegestellt (Abb. 3-1 A; Klonierungs-
strategien sind ausfuhrlich in  Abschnitt 2.2 bemdlen). Die hergestellten
Reporterkonstrukte verfiigen Uber verschiedene Katige oder induzierbare Promotoren
sowie unterschiedliche Auxotrophiemarker fur di@nsformation inS. cerevisiaeletztere
ermoglichen die Verwendung der Plasmide in eineel2dhl verschiedener genetischer
Hintergriinde. Nach der Transformation in den wibitghen Hefestamm YPH500 (Sikorski
und Hieter, 1989) konnte bei allen mitochondrial@eporterkonstrukten eine intensive
Rotfluoreszenz des tubularen Mitochondriennetzwsetl@bachtet werden (Abb. 3-1 B). Mit
Hilfe der Plasmide pYX113-mtmCherry und pYX223-mthe@ry wurde der mitochondriale
Marker mtmCherry, ein Fusionsprotein aus mitoch@belr Zielsequenz und mCherry, unter

der Kontrolle desGAL-Promotors exprimiert. Dadurch war die Fluoreszeswkierung der
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Abb. 3-1: Mitochondriale Reporterkonstrukte fir die Markierung der Mitochondrien in

S. cerevisiae mit mCherry. (A) Dargestellt sind die pYX-Plasmide, in welche die codierenden
Sequenz von mCherry (pink markiert) kloniert wurde. WeiRe Pfeile stellen Promotoren dar.
Schraffierte Felder markieren den entsprechenden hefespezifischen Replikationsursprung.
Auxotrophiemarker fur die Transformation in S. cerevisiae sind durch dunkelgraue Felder dargestellt.
pra SU9, mitochondriale Prasequenz der Untereinheit 9 von der Fo-ATPase aus Neurospora crassa
(Westermann und Neupert, 2000). Fir die Klonierung verwendete Restriktionsenzyme sind
gekennzeichnet. Unbekannte Sequenzbereiche sind durch eine unterbrochene Linie dargestellt. Die
abgebildeten Plasmidkarten sind nicht maRRstabsgetreu gezeichnet. (B) Kontrolle der Funktionalitat der
hergestellten Plasmide. Wildtypische Hefezellen wurden mit dem jeweiligen Plasmid transformiert, bis
zur logarithmischen Wachstumsphase in Minimalmedium mit Glukose bzw. Galaktose kultiviert und
fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Die Fluoreszenzaufnahmen zeigen die mit mCherry markierten
Mitochondrien in einer Zellebene. Fir die Aufnahmen wurden identische Belichtungszeiten verwendet.
Weil3e Strichlinien markieren den Umriss der Zellen. Der MaR3stab entspricht 5 pm.



Ergebnisse und Diskussion | 32

Mitochondrien ausschlie3lich wahrend des Wachstders Hefen in Minimalmedium mit
Galaktose zu beobachten. Wéahrend des Wachstumsukosghaltigem Minimalmedium
wurde die Expression des mitochondrialen Markerst@mdig unterdriickt. Erwartungs-
gemal konnte unter diesen Bedingungen kein mitabiedas Fluoreszenzsignal beobachtet
werden (Abb. 3-1 B).

Demzufolge sind alle hier beschriebenen Reportenpide funktionell und fir die
spezifische Markierung von Mitochondrien$ cerevisiaenit dem roten Fluoreszenzprotein

mCherry ideal geeignet.

3.1.2. Visualisierung der Dynamik von Mitochondrienund mitochondrialen Nukleoiden

inS. cerevisiae mit Hilfe der Photokonversion von Dendra2

Durch die Entdeckung von GFP (Shimometaal, 1962; Prashest al, 1992; Chalfiect al,
1994; Tsien, 1998; Shimomura, 2005) und dem dasribundenen genetischen Engineering
anderer Fluoreszenzproteine (Lippincott-Schwartad uatterson, 2003; Verkhusha und
Lukyanov, 2004) ist insbesondere im letzten Jahzeleine groRe Vielzahl
verschiedenfarbiger Fluoreszenzproteine verfligb&awogden. Hierzu gehéren auch
zahlreiche photoaktivierbare bzw. photokonvertiegli@uoreszenzproteine (Lukyaneval,
2005; Lippincott-Schwartz und Patterson, 2008; Gikog et al, 2010) wie zum Beispiel die
beiden griin-zu-rot konvertierbaren Proteine Dendf@drskayaet al, 2006) und mEos2
(McKinneyet al, 2009).

Um die bestehende Auswahl der mitochondrialen Repgamstrukte hinsichtlich der
Verwendung von photokonvertierbaren Fluoreszengpreh inS. cerevisiaezu erweitern,
wurde in den von Westermann und Neupert (2000) Hredienen pYX-Plasmiden die
codierende Sequenz von GFP gegen die codierendeei®egon Dendra2 ersetzt (Abb. 3-2;
detaillierte Klonierungsstrategien sind in AbschgiR beschrieben). Die funf auf diese Weise
hergestellten mitochondrialen Reporterkonstruktendglichen es, ein Fusionsprotein
bestehend aus mitochondrialer Zielsequenz und @&n{ntDendra2) unter der Kontrolle
verschiedener konstitutiver oder induzierbarer Ritomen inS. cerevisiaezu exprimieren.
Die Funktionalitat der einzelnen Plasmide wurde hnager Transformation in den
wildtypischen Hefestamm YPH500 (Sikorski und Hiet#889) fluoreszenzmikroskopisch
kontrolliert. Jedes der getesteten Reporterplasmide funktionell und fihrte in den
transformierten Hefen zu einer intensiven, grumau- photokonvertierbaren

Fluoreszenzmarkierung der Mitochondrien (siehe AbB.flr ein reprasentatives Beispiel).
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Demzufolge konnten die Mitochondrien durch Verwamglder hier beschriebenen Plasmide
spezifisch mit Dendra2 markiert und die Dynamikividleller Mitochondrien durch die
Photokonversion von Dendra2 untersucht werden. &astailliertes Protokoll fur die
Photokonversion von Dendra2 wird im weiteren Vedrlaeschrieben und anhand eines
reprasentativen Beispiels, YPH500 transformiert wém Plasmid pYX232-mtDendra2
(Abb. 3-2; Scholzt al, 2013), in Abbildung 3-3 dargestellt.

BamH| BamHI

TPI prasu9 TPI prasug

Hindill

pYX122-mtDendra2

CEN/ARS 7,67 kb
HIS3

CEN/ARS

pYX232-mtDendra2
9,15 kb

TRP1

TPI

pYX142-mtDendra2
8,72 kb

BamHI LEU2 BamHI

prasug

GAL GAL prasu9

pYX113-mtDendra2

CEN/ARS 6.75 kb
URA3

Abb. 3-2: Mitochondriale Reporterkonstrukte fir die Fluoreszenzmarkierung der Mitochondrien

in S.cerevisiae mit Dendra2. Dargestellt sind die Plasmidkarten der verschiedenen
Reporterplasmide. WeiRe Pfeile stellen Promotoren dar. Schraffierte Felder markieren den
entsprechenden hefespezifischen Replikationsursprung. Die fir die Transformation in S. cerevisiae
notwendigen Auxotrophiemarker sind durch dunkelgraue Felder dargestellt. pra SU9, mitochondriale
Prasequenz der Untereinheit9 von der Fo-ATPase aus Neurospora crassa (Westermann und
Neupert, 2000). Die codierende Sequenz von Dendra?2 ist griin hervorgehoben. Die Schnittstellen der
fur die Klonierung verwendeten Restriktionsenzyme BamHI und Hindlll sind gekennzeichnet.
Unbekannte Sequenzbereiche der pYX-Vektoren sind durch eine unterbrochene Linie dargestellt. Die
abgebildeten Plasmidkarten sind nicht maRstabsgetreu gezeichnet.

pYX223-mtDendra2
8,50 kb

HIS3
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Mitochondrien sind wie die meisten membrangebundeDeganellen eukaryotischer Zellen
sehr dynamisch. Eine wichtige Methode fiur die Usuehung der mitochondrialen Dynamik
ist die Fluoreszenzmikroskopie von lebenden Zdllakobs, 2006). Mit Hilfe dieser Methode
konnen sowohl sehr schnell ablaufende ProzessB. (mitochondriale Fusions- oder
Teilungsereignisse) aber auch langandauernde Ess@(z. B. der mitochondriale Transport
in den Axonen von Nervenzellen oder die Vererbumg Mitochondrien) untersucht werden.

Um das dynamische Verhalten individueller Mitochoen in Hefezellen mittels
Photokonversion von Dendra2 zu untersuchen, wumdidtitypische Hefezellen mit dem
Plasmid pYX232-mtDendra2 (Abb. 3-2; Schokt al, 2013) transformiert, bis zur
logarithmischen Wachstumsphase in glukosehaltigemnMilmedium angezogen und mittels
konfokaler 3D-Mikroskopie analysiert. Der Photokersionsassay erfolgte in drei
aufeinanderfolgenden Schritten (Abb. 3-3 A). Naclfrahme eines initialen z-Stapels wurde
die Photokonversion von Dendra2 mit Hilfe eines UA&ers in einer definierten Region
(ROI, region of interegt durchgefuhrt. In diesem Schritt konnten entwedlividuelle
Mitochondrien oder eine beliebige Subpopulation Witochondrien innerhalb einer Zelle
spezifisch ausgewahlt werden. Unmittelbar im Angsbl an die Photokonversion von
Dendra2 wurden weitere z-Stapel in definierten atanden aufgenommen. Durch die
Uberlagerung der unkonvertierten und konvertierignale konnte die mitochondriale
Bewegung analysiert und die Fusion von Mitochomdieobachtet werden (Abb. 3-3 B).
Unmittelbar nachdem verschiedenfarbige Mitochondriisioniert waren, erfolgte ein
schneller Austausch loslicher Matrixbestandteilelcler sich in der rasanten Durchmischung
der Signale des unkonvertierten und konvertiertemdda2 innerhalb der mitochondrialen
Matrix widerspiegelt. Die Photokonversion von Deaftlist somit eine elegante Methode fir
die Untersuchung der mitochondrialen Dynamik undr z@Beobachtung von
Fusionsereignissen individueller Mitochondrien irradb einer spezifischen Zelle.

Um mit Hilfe der Photokonversion von Dendra2 diertédung verschiedener
Nukleoide innerhalb einer Zelle zu untersuchen,deulas Plasmid pYX113-Abf2-Dendra2
hergestellt (siehe Abschnitt 2-2 fir eine detailée Klonierungsstrategie) und fir die
Transformation des wildtypischen Hefestammes BY47@&tachmannet al, 1998)
verwendet. Mit Hilfe von pYX113-Abf2-Dendra2 kanmd-usionsprotein, welches aus dem
DNA-bindenden Protein Abf2 und Dendra2 (Abf2-Derjrhesteht, unter der Kontrolle des
induzierbarenGAL-Promotors exprimiert werden. Hierfur wurden di@nsformierten Zellen
zunachst in glukosehaltigem Minimalmedium bis zogdrithmischen Wachstumsphase

angezogen, anschlieend in Minimalmedium mit Gakktiberfuhrt und fir weitere sechs
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Stunden inkubiert. Die fluoreszenzmikroskopischetdtsuchung der Zellen erfolgte wie
zuvor beschrieben mittels konfokaler 3D-Mikroskopfenhand der Expression von Abf2-
Dendra2 konnte die Verteilung der mitochondrialéONukleoide in den Zellen beobachtet
werden (Abb. 3-3 C). Die Nukleoide waren innerhd#y Zellen, mit Ausnahme der kleinen
Knospen, gleichmafig verteilt. Durch die Photokasmva von Abf2-Dendra2 war es
maoglich, einige Nukleoide spezifisch zu markierespdass sie Uber den gesamten
Beobachtungszeitraum in ihrer Bewegung verfolgt wnd Nukleoiden, bei denen Abf2-
Dendra2 nicht konvertiert wurde, eindeutig untersgén werden konnten. Interessanterweise
bewegten sich die Nukleoide Uber den gesamten afitrvon 45 min nur geringflgig
innerhalb der Zellen. Dieses Beispiel zeigt, dassRhotokonversion von Dendra2 auch fir
die Untersuchung langandauernder Prozesse, wie dieBzellulare Verteilung einzelner
Nukleoide oder die Vererbung individueller Mitochivien, verwendet werden kann.

pra Uv 0 min 5 min 10 min 15 min 20 min 45 min

Abf2-Dendra2 0

Abb. 3-3: Visualisierung der Dynamik von Mitochondr ien und mitochondrialen Nukleoiden mit
Hilfe der Photokonversion von Dendra2.  (Beschreibung der Abbildung siehe Seite 36.)
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Abb. 3-3: Visualisierung der Dynamik von Mitochondr ien und mitochondrialen Nukleoiden mit
Hilfe der Photokonversion von Dendra2. (A) Schematische Darstellung zum Ablauf des
Photokonversionsassays am Beispiel der in (B) abgebildeten Zellen. Nach einem initialen Scan
(pra UV) erfolgt die Photokonversion von Dendra2 mit Hilfe eines UV-Lasers (UV). Die anschlieBende
Dokumentation der Fluoreszenzsignale des unkonvertierten und konvertierten Dendra2 kann zu
individuellen Zeitpunkten erfolgen. (B) Photokonversion von Dendra2 in der mitochondrialen Matrix
von Hefezellen. Wildtypische Hefezellen, welche das Plasmid pYX232-mtDendra2 exprimierten,
wurden in glukosehaltigem Minimalmedium bis zur logarithmischen Wachstumsphase herangezogen
und mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Die Photokonversion erfolgte anhand von
sechs Scans innerhalb der markierten Region (ROI). AnschlieRend wurde die Bewegung der
Mitochondrien in Abstdanden von 10 s beobachtet. Die Bilder sind Projektionen der maximalen
Intensitat der Uberlagerten grinen und roten Fluoreszenzsignale. préd UV, Fluoreszenz vor der
Photokonversion. Die Pfeile markieren ein mitochondriales Fusionsereignis unmittelbar vor (griiner
Pfeil) bzw. direkt nach (weil3er Pfeil) der Fusion von zwei verschieden groRen Mitochondrien (die
Fusion der Mitochondrien wird durch die Vermischung der griinen und magentafarbenen Markierung
ersichtlich). WeiRe Strichlinien markieren den Umriss der Zellen. Die hier abgebildeten
Fluoreszenzaufnahmen sind im Rahmen dieser Arbeit entstanden und wurden in &hnlicher Form
bereits fur eine Abbildung in Scholz et al. (2013) verwendet. (C) Markierung von individuellen mtDNA-
Nukleoiden in S. cerevisiae mit Hilfe der Photokonversion von Dendra2. Die Kultivierung der
wildtypischen Hefezellen, welche mit dem Plasmid pYX113-Abf2-Dendra2 transformiert wurden,
erfolgte zunachst in glukosehaltigem Minimalmedium. Fir die Expression von Abf2-Dendra2 wurden
die Zellen in Minimalmedium mit Galaktose Uberfuhrt und fir weitere sechs Stunden in diesem
Medium inkubiert. Anschlieend wurden die Zellen am konfokalen Fluoreszenzmikroskop untersucht
und die Verteilung der mitochondrialen Nukleoide beobachtet. Die Photokonversion erfolgte nach der
zuvor beschriebenen Vorgehensweise anhand von drei Scans innerhalb der markierten Region (ROI).
Im Anschluss wurde die Bewegung der Nukleoide in Abstanden von 5 min verfolgt. Die Aufnahmen
sind Projektionen der maximalen Intensitéat der tiberlagerten griinen und roten Fluoreszenzsignale von
z-Stapeln mit sechs Ebenen. pra UV, Fluoreszenz vor der Photokonversion. Die Strichlinien markieren
den Umriss der Zellen. Samtliche GréRenmalistabe entsprechen 5 um.

Klassische Fusionsassays basieren auf der Farbemilitbchondrien verschiedener Zellen
mit Hilfe verschiedenfarbiger FluoreszenzproteideroVitalfluoreszenzfarbstoffe gefolgt von
der anschlieRenden Zellfusion. Die mitochondrialsién wird anhand des Vermischens der
verschiedenfarbigen Marker nach der Zellfusionobttich. Diese Methode wurde bereits
erfolgreich inS. cerevisiagdNunnariet al, 1997) undC. reinhardtii (Abschnitt 3.4; Scholz
und Westermann, 2013) sowie pflanzlichen Zellk@tur(Sheahanet al, 2005) und
Saugerzellen (Legrast al, 2002; Cheret al, 2003; Ishihara&t al, 2003; Mattenbergest al.,
2003) verwendet. Es bedarf jedoch erheblicher feihengen, bevor die Zellen Gberhaupt
miteinander fusioniert werden kénnen. Bei dem hierwendeten Photokonversionsassay
kann das dynamische Verhalten und insbesonderEusi®n der Mitochondrien unmittelbar
untersucht werden, da die aufwendige Vorbereituag Zellen entfallt. Das Prinzip der
Photokonversion diente bereits in einigen Organismer Untersuchung der Fusion von
Mitochondrien. Hierzu gehodren beispielsweise dieotBkonversion von GFP unter
verringerter Sauerstoffkonzentration in Hefen (et al, 2003b) und die Verwendung von
Kaede in Zwiebelepidermiszellen (Arimued al, 2004b) oder von PAGFP in Saugerzellen
(Karbowskiet al, 2004; Molina und Shirihai, 2009). In einer akkeie Studie wurde Dendra2
dazu verwendet, Mauslinien mit photokonvertierbakditochondrien herzustellen, um die
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mitochondriale Dynamik in verschiedenen Gewebetypend krankheitsassoziierten
Mausmodellen untersuchen zu kdénnen (Pkaal, 2012).

Der Photokonversionsassay eignet sich jedoch niaht fir die Untersuchung
dynamischer Ereignisse, die in kurzer Zeit statfim Er kann auch sehr gut fur die
Untersuchung langandauernder Prozesse verwenddemve®o konnte beispielsweise durch
die Expression von Abf2-Dendra2 die Verteilung vodividuellen Nukleoiden tber einen
langeren Zeitraum beobachtet werden. Dementsprdcbetet die Photokonversion eine
ideale fluoreszenzmikroskopische Methode fiir digetbuchung der dynamischen Prozesse
von Mitochondrien und mtDNA-Nukleoiden. Die hierépentierten Plasmide stellen in

diesem Zusammenhang ein vielseitiges undfinerevisia@ptimiertes System dar.

3.1.3. Herstellung von Gateway-Plasmiden mit den &breszenzmarkern meos2,

Dendra2 und E2-Crimson

Die Gateway-Klonierung ist im Vergleich zu herkénehen Klonierungsstrategien eine sehr
effiziente Klonierungstechnik, die auf dem spezlfisn Rekombinationssystem des Phagen
basiert (Hartleyet al, 2000; Walhoutt al, 2000). Aufgrund der einfachen Handhabung und
der hohen Effizienz kommt die Gateway-Technologet biner Vielzahl verschiedener
Modellorganismen zum Einsatz. F8r cerevisia@xistiert eine umfangreiche Sammlung von
Gateway-Plasmiden, welche die Verwendung verschi&de Kombinationen von
Auxotrophiemarkern, konstitutiven oder induzierlmafromotoren und haufig verwendeten
Markern fur die Herstellung von N- oder C-terminatarkierten Fusionsproteinen
ermdoglichen (Albertet al, 2007).

Um diese Sammlung von hefespezifischen Gatewayevekt mit zusétzlichen
Markern zu erweitern, wurde ein Teil der von Albettal (2007) hergestellten Plasmide mit
den photokonvertierbaren Fluoreszenzmarkern Den@@a2skayaet al, 2006) bzw. mEos2
(McKinney et al, 2009) oder dem im tiefroten Spektrum fluoresaielen E2-Crimson
(Strack et al, 2009) ausgestattet. Hierfir wurde in den verwésd Gateway-Plasmiden
jeweils die codierende Sequenz von EGFP gegen dderende Sequenz der neuen
Fluoreszenzmarker ersetzt (siehe Abschnitt 2-2 #usfuhrliche Informationen zur
Klonierung). Eine Ubersicht der auf diese Weise hergestellten Gateway-Plasmide ist in
Tabelle 3-1 zusammengefasst.
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Tab. 3-1: Eigenschaften der fir S. cerevisiae neu hergestellten Gateway-Plasmide.
hefespezifischer

Plasmid Selektionsmarker Promotor o
Replikationsursprung

pAG415GAL-ccdB-Dendra2 LEU2, Amp", Cm" GAL CEN/ARS
pAG425GAL-ccdB-Dendra2 LEU2, Amp®, Cm" GAL 2u
pAG415GPD-ccdB-Dendra2* LEU2, Amp®, Cm" GPD CEN/ARS
pAG425GPD-ccdB-Dendra2 LEU2, Amp~, Cm"® GPD 2u
pAG426GAL-ccdB-Dendra2 URA3, Amp®,Cm®  GAL 21
pAG416GPD-ccdB-Dendra2 URA3, Amp",Cm"  GPD CEN/ARS
pAG415GAL-ccdB-mEo0s2 LEU2, Amp®, Cm"® GAL CEN/ARS
PAG425GAL-ccdB-mE0s2* LEU2, Amp", Cm" GAL 2u
pAG415GPD-ccdB-mE0s2 LEU2, Amp®, Cm" GPD CEN/ARS
pAG425GPD-ccdB-mEos2 LEU2, Amp~, Cm"® GPD 2u
pAG416GAL-ccdB-mE0s2 URA3, Ampt,cm®  GAL CEN/ARS
pAG426GAL-ccdB-mE0s2 URA3, Amp",Cm"  GAL 2u
pAG416GPD-ccdB-mE0s2 URA3, Amp",Ccm®  GPD CEN/ARS
pAG416GPD-ccdB-E2-Crimson*  URA3, Amp", Cm®  GPD CEN/ARS

*  Die Plasmidkarten dieser exemplarisch ausgewéhlten Plasmide sind in Abb. 3-4 dargestellt.

Bei allen in Tabelle 3-1 aufgelisteten Plasmidenrike die korrekte Insertion der jeweiligen

Fluoreszenzmarker durch Sequenzierung des entgpréeh Sequenzbereichs (SeqlLab
Gottingen, Goéttingen, Deutschland) bestétigt wer@@aten nicht gezeigt). In Abbildung 3-4

sind die Plasmidkarten fiir drei exemplarisch ausdete Gateway-Plasmide dargestellt.

'Il"
CEN/ARS

pBR322 ori
pAG415GPD-ccdB-Dendra2

pAG416GPD-ccdB-E2-Crimson
8,16 kb pBR322 ori

pAG425GAL-ccdB-mEos2
9,92 kb

pBR322 ori

Abb. 3-4: Hefespezifische Gateway-Plasmide mit den neuen Fluoreszenzmarkern Dendra2,
mEos2 und E2-Crimson. Dargestellt sind die Plasmidkarten von drei exemplarisch ausgewahlten
Gateway-Plasmiden, welche im Verlauf dieser Arbeit neu hergestellt wurden (siehe Tab. 3-1). WeilRe
Pfeile stellen Promotoren dar. Schraffierte Felder markieren den entsprechenden hefespezifischen
Replikationsursprung. Auxotrophiemarker fur die Transformation in S. cerevisiae sind durch
dunkelgraue Felder dargestellt. attR-Rekombinationsstellen flankieren die Gateway-spezifische
Selektionskassette der pAG-Vektoren (Alberti et al., 2007). AmpR, Ampicillinresistenzkassette; cm®,
Resistenzkassette fur Chloramphenicol (beides Selektionsmarker fir E.coli). Die neu eingebrachten
Fluoreszenzmarker Dendra2, mEos2 und E2-Crimson sind verschieden griin bzw. rot hervorgehoben.
Die Schnittstellen der fur die Klonierung verwendeten Restriktionsenzyme Hindlll und Xhol sind
gekennzeichnet. Alle abgebildeten Plasmidkarten sind mafR3stabsgetreu gezeichnet.
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Wahrend die mit Dendra2 bzw. mEos2 ausgestattetieway-Plasmide speziell fur die
Verwendung im Photokonversionsassay (Abschnit3.lgeeignet sind, kann das Plasmid
pAG416GPD-ccdB-E2-Crimson aufgrund der Fluoreszeom E2-Crimson im tiefroten
Spektrum (Straclet al, 2009) ideal mit anderen Reporterplasmiden kormahkinverden. Auf
Grundlage der Gateway-Technologie lassen sich it kier gezeigten Plasmiden leicht
beliebige Fusionsproteine mit C-terminaler Dendra2Eos2- bzw. E2-Crimson-Markierung
herstellen. Durch Einfiigen einer N-terminalen &glsenz anstelle der Gateway-spezifischen
Selektionskassette konnen diese Vektoren ebenfedisht in ein mitochondriales
Reporterkonstrukt umgewandelt werden.

Die hier prasentierten Plasmide sind dementsprecheinzliche und vielseitig
einsetzbare Konstrukte, welche die Sammlung voedpeizifischen Gateway-Plasmiden um

die Fluoreszenzmarker Dendra2, mEos2 und E2-CriraBeaitern.

3.1.4. Plasmide fur die Markierung von ORFs im Genm von S. cerevisiae mit Dendra2

Die genomische Markierung eines spezifischen Geisimem Fluoreszenzmarker ist eine
gangige Methode fir die Expression eines fluoreanamkierten Proteins unter der Kontrolle
des jeweils endogenen Promotors. Der wohl gro3teeValieser Methode gegeniber der
Expression eines fluoreszenzmarkierten Proteins gorem Plasmid ist, dass bei der
genomischen Markierung das entsprechend markiediiR gleichermal3en in allen Zellen
vorkommt. Die genomische Markierung &P wurde beispielsweise in einer genomweiten
Studie zur Lokalisierung samtlicher ProteineSncerevisiaeverwendet (Hulet al, 2003).
Des Weiteren existiert fUB. cerevisiaeeine Sammlung verschiedener Plasmide, mit deren
Hilfe zahlreiche gangige Marker mittels PCR ampidit und durch homologe
Rekombination ins Genome eingebracht werden ké(iaarkeet al, 2004).

Um individuelle Proteine inS. cerevisiaedurch die genomischen Markierung der
entsprechenden Gene mit Dendra2 markieren zu kdnmerden die Plasmide pYM28-
Dendra2 und pYM28-3xDendra2 (Abb. 3-5 A, siehe Alpstt 2-2 fir die jeweils verwendete
Klonierungsstrategie) konstruiert. Von diesen Pldem lassen sich nach dem von
Jankeet al (2004) beschriebenen Protokoll PCR-Fragmente iimten, welche aus der
codierenden Sequenz von Dendra2 bzw. einddeBdrazKassette sowie einer fur die
Selektion notwendigeRIS3MX6Kassette besteht. Je nach Sequenz der fur dieifkapbn
des PCR-Fragments verwendeten Primer kann jedesbigel Gen am 3'-Ende markiert

werden. Getestet wurde die Funktionalitat der Hergestellten Plasmide, inde&TP3
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welches fur diey-Untereinheit der mitochondrialenfo-ATP-Synthase codiert, im Genom
eines wildtypischen Hefestammes markiert wurdeAbbildung 3-5 B ist die genomische
Markierung des wildtypischeATP3Gens exemplarisch am Beispiel vAiTP33xDendra2
dargestellt (siehe Abschnitt 2-2 fur detailliertdormationen zur Herstellung des Stammes
BY4742ATP33xDendra). Die Zellen des Stammes BY47AZP33xDendra2 zeigten
beim Wachstum in YPG-Medium (mit Glyzerin als niéatmentierbarer Kohlenstoffquelle)
keinen Wachstumsdefekt. Bei der fluoreszenzmikrpgahen Untersuchung dieser Zellen
konnte eine intensive, grun-zu-rot konvertierbalwFeszenzmarkierung von Mitochondrien
mit einer wildtypischen Morphologie beobachtet ward(Abb. 3-5 C). Diese Ergebnisse
lassen die Schlussfolgerung zu, dass die genomiStarkierung vonATP3 weder einen
Einfluss auf die Funktionalitdt von Atp3 noch au€ dnitochondriale Morphologie hatte.
Ahnliche Beobachtungen konnten auch fir Zellen $t@snmes BY4742TP3Dendra2 der
auf Grundlage von pYM28-Dendra2 hergestellt wurgemacht werden. Jedoch war bei
diesen Zellen die Fluoreszenzintensitat wesentjehnger (Daten nicht gezeigt). Die hier
hergestellten Plasmide pYM28-Dendra2 und pYM28-3xiba2 sind dementsprechend sehr

natzliche Werkzeuge fir die genomische Markierung®beliebigen Gens B. cerevisiae

A Sall
Dendra2 [1]
Dendra2 [Il] 3xDendra2
pYM28-Dendra2 pYM28-3xDendra2 sact
4,78 kb 6,33 kb
pBR322 ori
Dendra2 [lll]
Q S. pombe his5*
HIS3MX6
B -ATP3-3xDendra2-
ATP3- 528 kb ATP3-
S3-Primer HIS3MX6 S2-Primer
ATP3 3xDendra2
| > a >
S. pombe his5*
C BY4742 ATP3-3xDendra2
rotes Signal rotes Signal
vor der griines Signal nach der Uberlagerung
Photokonversion Photokonversion

Abb. 3-5: Plasmide fir die genomische Markierung in  dividueller Gene in S. cerevisiae mit
Dendra2. (Beschreibung der Abbildung siehe Seite 41.)
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Abb. 3-5: Plasmide fir die genomische Markierung in  dividueller Gene in S. cerevisiae mit
Dendra2. (A) Dargestellt sind die Plasmidkarten von pYM28-Dendra2 und pYM28-3xDendra2. Die fir
Dendra2 bzw. ein Fusionsprotein aus drei aufeinanderfolgenden Dendra2-Molekilen (3xDendra2)
codierenden Sequenzen sind grin hervorgehoben. HIS3MX6, hefespezifischer Auxotrophiemarker mit
dem Schizosaccharomyces pombe his5" Gen fiir die Selektion in S. cerevisiae; AmpR, Ampicillin-
resistenzkassette. Die Schnittstellen der fir die Klonierung verwendeten Restriktionsenzyme sind
gekennzeichnet. Aufgrund der verwendeten Klonierungsstrategie (siehe Abschnitt 2-2) ging die
Schnittstelle am 3'-Ende der 3xDendra2-Kassette in pYM28-3xDendra2 verloren. Die abgebildeten
Plasmidkarten sind mafstabsgetreu gezeichnet. (B) Genomische Markierung von ATP3 mit
3xDendra2. Der abgebildete Sequenzbereich zeigt das PCR-Fragment, welches nach der von
Janke et al. (2004) beschriebenen Methode mit den angegebenen Primern (gelbe Pfeile) von pYM28-
3xDendra2 (A) amplifiziert und durch homologe Rekombination am 3‘-Ende von ATP3 (blau) integriert
wurde. (C) Photokonversion des Atp3-3xDendra2-Fusionsproteins. Zellen des Stammes BY4742
ATP3-3xDendra2 wurden bis zur logarithmischen Wachstumsphase in YPG-Medium kultiviert und an
einem  Epifluoreszenzmikroskop  untersucht. Die Photokonversion des Atp3-3xDendra2-
Fusionsproteins erfolgte nach der Aufnahme der unkonvertierten Fluoreszenzsignale durch die
Bestrahlung mit blauem Licht. Die Fluoreszenzaufnahmen, welche unmittelbar nacheinander
aufgenommen wurden, zeigen die durch Atp3-3xDendra2 markierten Mitochondrien in einer
Zellebene. WeilRe Stichlinien markieren den Umriss der Zellen. Der Maf3stab entspricht 5 um.

3.1.5. Markierung von Dnm1 mit einem rot fluoreszieenden Protein

Das Dynamin-verwandte Protein Dnml ist # cerevisiaedie Hauptkomponente der
mitochondrialen Teilung (Otsugat al, 1998). Wahrend die Beteiligung von Dnm1 bei der
Teilung der mitochondrialen AuRenmembran unumetritfeststeht, sind bisher keine
Komponenten fur die Teilung der mitochondrialendnmembran bekannt. Im zweiten Teil
dieser Arbeit wird eine mdgliche Beteiligung vonrdh bei der Teilung der mitochondrialen
Innenmembran untersucht (Abschnitt 3.2.).

Um in Kombination mit dem in Abschnitt 3.1.2. besebenen Photokonversionsassay
eine mogliche Beteiligung von Dnml an der mitochr@aidn Innenmembranteilung
untersuchen zu konnen, wurde das Plasmid pRS415M&RFP-DNM1 hergestellt
(Abb. 3-6). Mit Hilfe dieses Plasmids kann Dnm1eé¥rtinal mit einem auf Hefe adaptierten
mRFP (yEmRFP, Keppler-Rost al, 2008) markiert werden. Zur Kontrolle des Dnm1-
Reporterkonstruktes wurden wildtypische Zellen #egestammes YPH500 (Sikorski und
Hieter, 1989) mit diesem Plasmid transformiert bslzur logarithmischen Wachstumsphase
in Minimalmedium mit Glukose herangezogen. FurEk@ression des fluoreszenzmarkierten
Dnm1 unter Kontrolle deMET25Promotors wurde dem Medium kein Methionin beigéfiig
Die mikroskopische Untersuchung der Zellen erfolgte einem Epifluoreszenzmikroskop.
Das markierte Dnml war anhand von intensiv leuaddan punktférmigen
Fluoreszenzsignalen zu erkennen (Abb. 3-6 B). Dpesitformigen Dnm1-Signale waren im
Zytosol verteilt und haufig an den MitochondrieRadbsiert (Abb. 3-6 B; siehe Abschnitt 3.2.

fur die Kolokalisation von Dnm1 und Mitochondrierariber hinaus konnte durch die
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Expression des fluoreszenzmarkierten Dnml der imitodriale Teilungsphanotyp von
AdnmZZellen komplementiert werden (siehe Abb. 3-7 A).
Diese Ergebnisse zeigen, dass das hier praserflaxdenid ideal fir die Markierung

von Dnm1 mit einem rot fluoreszierenden Proteingyest ist.

A

yEmRFP-Dnm1

pBR322 ori
pRS415Met25-yEmRFP-Dnm1

f1 ori

Abb. 3-6: Markierung von Dnml in S. cerevisiae mit einem rot fluoreszierenden Protein. (A)
Abgebildet ist das Reporterplasmid mit dessen Hilfe Dnm1 (Gensequenz in blau dargestellt) mit einem
auf Hefe adaptierten mRFP (yEmRFP, Keppler-Ross et al.,, 2008) markiert werden kann. Die
Expression dieses Fusionsproteins erfolgt unter Kontrolle des induzierbaren MET25-Promotors
(weiRer Pfeil). Das schraffierte Feld markiert den hefespezifischen Replikationsursprung. Der fur die
Transformation in S. cerevisiae notwendige Auxotrophiemarker ist in dunkelgrau dargestellt. AmpR
markiert die Ampicillinresistenzkassette fur die Selektion in E. coli. Die Schnittstellen der fur die
Klonierung dieses Plasmides verwendeten Restriktionsenzyme Xbal und Apal sind gekennzeichnet.
Die abgebildete Plasmidkarte ist mafistabsgetreu gezeichnet. (B) Zellulare Verteilung des
fluoreszenzmarkierten Dnm1 in S. cerevisiae. Zellen des wildtypischen Stammes YPH500 (Sikorski
und Hieter, 1989), welche das in (A) abgebildete Plasmid trugen, wurden bis zur logarithmischen
Wachstumsphase in glukosehaltigem Minimalmedium (ohne Methionin) kultiviert und am
Epifluoreszenzmikroskop untersucht. Die Bilder sind Aufnahmen einer mittleren Zellebene. Die weil3en
Strichlinien markieren den Umriss der Zellen. Der abgebildete MaRRstab entspricht 5 um.

Insgesamt sind die in dieser Arbeit hergestelltégsiide ein optimiertes und vielseitig
einsetzbares System von Hefevektoren, welche siagtsbesondere fir die
fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der mitodhialen Morphologie und Dynamik in

S. cerevisiaeignen.
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3.2. Untersuchungen zur Rolle von Dnm1 bei der Teihg der mitochon-

drialen Innenmembran

3.2.1. Diskontinuitat der mitochondrialen Matrix an der Dnm1-Bindestelle

Die mitochondriale Teilung wurde irS. cerevisiaeund hoheren Eukaryoten intensiv
untersucht und ein grol3er Teil der an der mitochateh Teilung beteiligten Proteine konnte
bereits identifiziert werden (Okamoto und Shaw, 20doppinset al, 2007; Westermann,
2008). Bei der Teilung der Mitochondrien muissen izMembranen, die mitochondriale
Aullenmembran und die Innenmembran der Mitochondigeteilt werden. Wahrend die
Teilung der mitochondrialen AuRenmembran bereity ggit untersucht wurde, ist bisher
nicht bekannt, wie die Teilung der mitochondrialemenmembran erfolgt und welche
Komponenten an der Innenmembranteilung beteilighd.si Fir die Teilung der
mitochondrialen Innenmembran konnte einerseits eigenstandige Teilungsmaschinerie
existieren, andererseits ware es moglich, dassellang der mitochondrialen Innenmembran
durch die Teilungsmaschinerie der mitochondrialeénmembran erfolgt.

In S. cerevisiaest Dnm1 die Hauptkomponente der mitochondrialefiuhg (Otsuga
et al, 1998; Bleazaret al, 1999). Um eine mdgliche Beteiligung von Dnm1d&n Teilung
der mitochondrialen Innenmembran nachzuweisen, evordl Hilfe des zuvor beschriebenen
Photokonversionsassays (Abschnitt 3.1.2.) in Kowfgém mit dem Dnml-Reporterplasmid
pRS415Met25-yEmRFP-Dnm1 (Abb. 3-6) untersucht, mh slas in der mitochondrialen
Matrix befindliche Dendra2 nach der Photokonversidrer die durch yEmRFP-Dnm1 rot
markierten Teilungsstellen hinweg ausbreiten kamhe Funktionalitat des Dnml-
Reporterkonstrukts wurde dberpruft, indem WT- uthdnmZXZellen, welche bereits das
Plasmid pYX232-mtDendra2 (Abb. 3-2, Schelzal, 2013) exprimierten, mit dem Plasmid
pRS415Met25-yEmRFP-Dnm1 transformiert wurden. Dié&raskopische Untersuchung
erfolgte mit logarithmisch gewachsenen Zellen amfékalen Fluoreszenzmikroskop. Das
Fusionsprotein yEmRFP-Dnm1 verfuigte tUber ein stafdeoreszenzsignal und war in der
Lage, den mitochondrialen Teilungsphanotyp deinmXiMutante zu komplementieren
(Abb. 3-7 A). Dementsprechend war Dnm1 durch dieeiinale Markierung mit yYEmRFP
nicht in seiner Funktionalitat gestort.

Fur den Photokonversionsassay wurden logarithmgelwachseneAdnmlZellen
verwendet, welche mit pYX232-mtDendra2 und pRS41&28e/EmRFP-Dnm1 transformiert

wurden. Da in diesen Zellen ausschlieRlich fluosegmarkiertes Dnm1 vorhanden war,
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konnten sadmtliche Dnm1-Assemblierungen an den Mdaodrien beobachtet werden. Mit
Hilfe des Photokonversionsassays wurde untersothsich die Bindung von Dnm1 an den
Mitochondrien auf die Kontinuitat der mitochondealMatrix und dementsprechend auch auf
die mitochondriale Innenmembran auswirkt. Hierfiurge das in der mitochondrialen Matrix
lokalisierte Dendra2 auf einer Seite einer DnmleBstelle konvertiert und die Ausbreitung
des konvertierten Signals in der Matrix verfolgufgrund der hohen Dynamik von Dnm1l
gestaltete es sich jedoch &uRerst schwierig, gemgrDnml-Bindestellen fur die
Photokonversion zu finden. Einerseits war die nitowriale Teilung bereits abgeschlossen,
bevor die Photokonversion durchgefiihrt werden kenAhdererseits war die mitochondriale
Bindung vieler Dnm1-Komplexe nur von sehr kurzeuBraund nur wenige Dnm1-Komplexe
fuhrten auch tatséachlich zur Teilung der Mitochaoewlr Bei der Giberwiegenden Mehrheit der
Versuche konnte sich das konvertierte Dendra2 undeht tber die Dnml-Bindestellen
hinweg innerhalb der mitochondrialen Matrix austami (Abb. 3-7 B). Jedoch konnte in
einem der insgesamt 74 durchgefuhrten Experimergebdrhtet werden, dass das
konvertierte Dendra2 sich nicht weiter Uber die DrBindestelle hinaus in der
mitochondrialen Matrix ausbreitete (Abb. 3-7 C).eBe Diskontinuitat der mitochondrialen
Matrix an der Dnml-Bindestelle wurde jedoch nichurath ein mitochondriales
Teilungsereignis verursacht. Anhand des unkonvetieDendra?2 ist eindeutig zu erkennen,
dass das Mitochondrium an der Dnml-Bindestelle tngdteilt wurde. Die vollstandige
Teilung des Mitochondriums kénnte mdglicherweisgt @&n Anschluss an den untersuchten
Beobachtungszeitraum erfolgt sein.

Dnml kann dementsprechend zu einer Diskontinuitddar mitochondrialen Matrix
fuhren und die Ausbreitung von Dendra2 Uber die DiBmdestellen hinweg verhindern,
selbst wenn keine Teilung zu beobachten ist und Te#lung der mitochondrialen
AulRenmembran mdglicherweise erst spater erfolgt. geeignete Dnml-Bindestellen
zuverlassig bestimmen zu kodnnen, war ein verandexiperimenteller Versuchsansatz
notwendig (siehe Abschnitt 3.2.2.).
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- YEmRFP-DNM1 + yEmRFP-DNM1
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Abb. 3-7: Diskontinuitéat der mitochondrialen Matrix an der Dnm1-Bindestelle. (Beschreibung der
Abbildung siehe Seite 46.)
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Abb. 3-7: Diskontinuitat der mitochondrialen Matrix an der Dnml-Bindestelle. (A) Bestimmung
der mitochondrialen Morphologie in WT- und Adnml-Zellen ohne (links) bzw. mit dem Plasmid
pRS415Met25-yEmRFP-Dnm1 (rechts). Die Markierung der Mitochondrien erfolgte mit Dendra2,
welches mittels mitochondrialer Zielsequenz in die mitochondriale Matrix eingebracht wurde. Die
Zellen wurden bis zur logarithmischen Wachstumsphase in glukosehaltigem Minimalmedium
herangezogen und am konfokalen Fluoreszenzmikroskop untersucht. Die Aufnahmen zeigen die
Projektion der maximalen Intensitdt der Fluoreszenzsignale aus z-Stapeln mit 10 Ebenen.
Mitochondrien sind in griin, Dnm1 ist in magenta dargestellt. Die Konturen der Zellen sind durch
Strichlinien markiert. (B, C) Die Kultivierung der Zellen erfolgte wie in (A) beschrieben. Fur den
Photokonversionsassay wurden Adnml-Zellen verwendet, welche mit den Plasmiden pYX232-
mtDendra2 und pRS415Met25-yEmRFP-Dnm1 transformiert wurden. Die Photokonversion erfolgte
nach der Aufnahme eines initialen z-Stapels (pr& UV) anhand von vier Scans mit dem UV-Laser in
den blau markierten Regionen (ROI). AnschlieRend wurde die Ausbreitung des konvertierten Dendra2
in der mitochondrialen Matrix in Abstdnden von 15 Sekunden verfolgt. Die Aufnahmen sind
Projektionen der maximalen Intensitat aus Uberlagerten griinen und roten, griinen oder roten
Fluoreszenzsignalen von z-Stapeln mit 10 Ebenen. Griin, unkonvertiertes Dendra2 in der
mitochondrialen Matrix; magenta, Dnm1 und konvertiertes Dendra2. Die Pfeile (B) markieren Dnm1-
Bindestellen, an denen sich das photokonvertierte Dendra2 ungehindert in der mitochondrialen Matrix
ausbreiten konnte. Eine Dnml-Bindestelle, an welcher das photokonvertierte Dendra2 an der
vollstandigen Ausbreitung innerhalb der mitochondrialen Matrix gehindert wurde, ist mit Pfeilspitzen
(C) markiert. Strichlinien zeigen die Konturen der Zellen. Die Gré3enmal3stdbe entsprechen 5 pum
bzw. 2,5 um in den Ausschnittsvergré3erungen.

3.2.2.DNM1%**?" ynd dnm1®*®*: Mutationen von DNM1 homolog zushibire® aus

Drosophila melanogaster

DasshibireGen audDrosophila melanogasterodiert Dynamin, welches fir die Endozytose
von Vesikeln an der Plasmamembran notwendig istefClet al, 1991). In
temperatursensitivershibireMutanten §hibiré®) konnte eine reversible Blockierung der
Abschnirung von Endozytosevesikeln an der Plasmdmammeuronaler Zellen beobachtet
werden (Kosaka und Ikeda, 1983a, b; Koenig unddkd®89). Bei restriktiver Temperatur
bildeten sich stabile Teilungsintermediate der esotpntrten Plasmamembran, welche nicht
zur Abschnirung von Vesikeln fuhrten. Dieser Efféddnnte durch den Transfer zur
permissiven Temperatur rickgangig gemacht werden.

Um die Assemblierung von Dnml an den Mitochondrimumf &hnliche Weise
regulieren zu kénnen, wurden auf Grundlage der &sthomologie zwischeshibire® und
DNM1 zwei Varianten vonDNM1 (DNM1%%*?° und dnm*®3 erzeugt (hergestellt von
Sandra Merz-Jakob, AG Westermann, Universitat Baiile Um zunachst die Eigenschaften

von Dnm#3?P ynd Dnm£S

zu testen, wurden WT- unsbinmZZellen, welche bereits das
Plasmid pYX232-mtDendra2 besaRen, zuséatzlich min deweils fir DnmE3*2° bzw.

Dnm1°*°% codierenden Plasmid transformiert. Die mikroskopés Untersuchung der
Transformanten erfolgte mit logarithmisch gewaclksen Zellen am konfokalen

leSS

Fluoreszenzmikroskop. Dnrfit*?® und Dnm waren im Gegensatz zum homologen

Protein ausDrosophila nicht temperatursensitiv (Daten nicht gezeigt)e Bissemblierung
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von DnmP3*%° pbzw. Dnm£*®° an den Mitochondrien konnte somit nicht durch eine
Temperaturveranderung reguliert werden. Unabh&wgigder Temperatur, bei welcher die
Zellen kultiviert wurden, hatte die Expression vdnm1°**?° bzw. Dnm#£*#°°verschiedene

Auswirkungen auf die mitochondriale Morphologie. rDEinfluss von Dnm¥**?° bzw.

G185S
1

Dnm auf die mitochondriale Morphologie wurde genaudrarakterisiert, um

£1855und dem zuvor beschriebenen

herauszufinden, ob mit Hilfe von Dnf#t?° bzw. Dnm
Photokonversionsassay (Abschnitt 3.2.1.) weiteremDiBindestellen hinsichtlich einer
Diskontinuitat der mitochondrialen Matrix unterbtigverden kénnen.

DnmlGSlZD
den Mitochondrien (Abb. 3-8 A und B). Der mitochoate Teilungsdefekt dendnmkt

Mutante konnte durch die Expression VDNM1%3'?P nicht gerettet werden (Abb. 3-8 B).

war Uberwiegend im Zytosol lokalisiert und asseert® nur vereinzelt an

Dariiber hinaus verursachte Dnfi¥°in WT-Zellen die Ausbildung eines groRen, netzarti
verzweigten Mitochondriums, wie es fur dielnmXMutante typisch ist (Abb. 3-8 A vgl.
Abb. 3-7 A). Dementsprechend handelt es sich ben13i*“® um eine dominant negative
Variante von Dnml, die nicht zur Teilung der Mitocdklrien fahig ist. In den grof3en,
netzartig verzweigten Mitochondrien breitete siels gghotokonvertierte Dendra2 unmittelbar
nach der Photokonversion ungehindert in der gesatrix aus (Abb. 3-8 B). Aus diesen
Griinden eignete sich Dnfft2° nicht fiir die weitere Untersuchung der Dnm1-Binelisn
mittels Photokonversionsassay.

$'°° rettete Dnm¥*%°° den mitochondrialen Teilungsdefekt

Im Gegensatz zu Dnrft
der AdnmiMutante (Abb.3-8C vgl. Abb.3-7 A). Dnifif*®> war haufig an den
Mitochondrien lokalisiert und blieb fest mit diesererbunden. Dementsprechend war

Dnm 161858

ein guter Kandidat daftr, die Diskontinuitat deitaohondrialen Matrix an der
Dnm1l-Bindestelle mit dem zuvor beschriebenen Plarte&rsionsassay (Abschnitt 3.2.1.)
genauer zu untersuchen. Bei drei von insgesamufidizivanzig untersuchten Zellen konnte
beobachtet werden, dass Driftff® zentral an einem mitochondrialen Tubulus assemiélie
und das Fluoreszenzsignal von Dendra2 in der Maaix diesen mitochondrialen
Assemblierungspunkten von Dnfft#° unterbrochen war (Abb. 3-8 C). Nach der
Photokonversion, welche nur auf einer Seite deremddierungspunkte von Dnrif®s
erfolgte, wurde die Ausbreitung des konvertierteen@a2 an den Assemblierungspunkten
verzégert. Die mitochondriale Teilung durch Dri#fff® konnte innerhalb des
Untersuchungszeitraums nicht beobachtet werden.lith&gweise erfolgte die Teilung der

Mitochondrien erst nach dem untersuchten Beobagkagitraum.
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A B

+ yEmRFP-DNM163120

Adnm1 + yEmRFP-DNM16312D

Abb. 3-8: Dnm1-Mutanten zur Untersuchung der Diskon tinuitat innerhalb der mitochondrialen
Matrix an Dnm1-Bindestellen. (Beschreibung der Abbildung siehe Seite 49.)
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Abb. 3-8: Dnml1-Mutanten zur Untersuchung der Diskon tinuitat innerhalb der mitochondrialen
Matrix an Dnml-Bindestellen. WT- und Adnm1-Zellen, deren mitochondriale Matrix durch das
Plasmid pYX232-mtDendra2 mit Dendra2 markiert war, wurden zusatzlich mit einem Plasmid
transformiert, das fiir yEmRFP-Dnm1%*'*® oder yEmRFP-Dnm1%'®*° codiert. Die Zellen wurden bei
30 °C his zur logarithmischen Wachstumsphase in glukosehaltigem Minimalmedium herangezogen
und am konfokalen Fluoreszenzmikroskop untersucht. Alle Aufnahmen sind Projektionen der
maximalen Intensitat von Uberlagerten grUnen und roten, griinen oder roten Fluoreszenzsignalen von
z-Stapeln mit 10 Ebenen. (A) Dnm1l 320 st eine dominant negative Dnm1l-Variante, die einen
mitochondrialen Teilungsdefekt in wildtypischen Zellen verursacht. Mitochondrien sind in grin,
Dnm1%%*%® ist in magenta dargestellt. (B, C) Fir den Photokonversionsassay wurden Adnm1-Zellen
verwendet, deren mitochondriale Matrix mit Dendra2 markiert ist. Zusétzlich hatten diese Zellen ein
Plasmid, welches fiir eine der fluoreszenzmarkierten Dnm1-Varianten Dnm1%%%° (B) oder Dnm1%'%>S
(C) codiert. Die Photokonversion erfolgte wie in Abb. 3-7 beschrieben. Wé&hrend Dnm1%**° die
mitochondriale Teilung blockierte und sich das konvertierte Dendra2 ungehindert in der Matrix
ausbreiten konnte, wurde die Ausbreitung des konvertierten Dendra2 an den Assemblierungspunkten
von Dnm1®'®*® stark verzogert. pra UV, Fluoreszenz vor der Photokonversion; ROI, Bereich in
welchem die Photokonversion durchgefiihrt wurde. Grin, unkonvertiertes Dendra2 in der
mitochondrialen Matrix; rot, Dnm1 und konvertiertes Dendra2. Die Pfeile (B) bzw. Pfeilspitzen (C)
markieren die Dnm1-Bindestellen. Die Konturen der Zellen sind durch Strichlinien dargestellt. Die
GrolRenmalistabe entsprechen 5 um oder 2,5 um fir AusschnittsvergréRerungen.

Wiahrend das dominant negative Drifftf° die mitochondriale Teilung blockierte, bewirkte
Dnm1°*®°3 dass die Mitochondrien inklusive der mitochoniériaMatrix an den Dnnf1%>%
Bindestellen stark verengt waren. Anhand des Plooidesionsassays konnte die zuvor bei
wildtypischem Dnm1 beobachtete Diskontinuitat déiloohondrialen Matrix an einer Dnm1-

1855 mehrfach beobachtet werden. Die hier und in

Bindestelle mit Hilfe von Dnm
Abschnitt 3.2.1. beschriebene Diskontinuitat detochiondrialen Matrix an den Bindestellen
von Dnm1 bzw. Dnm1*®**deutet darauf hin, dass die mitochondriale Innenbran an den

besagten Bindestellen sehr stark eingeschnirt sogar vollstandig geteilt ist. Um eine
maogliche Ursache fir die Diskontinuitat der mitoodoalen Matrix zu finden, wurde die
Ultrastruktur der Mitochondrien an moglichen DnmihdRestellen mit verschiedenen

elektronenmikroskopischen Methoden untersucht (Abitic3.2.3.).
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3.2.3. Ultrastrukturelle Untersuchung moglicher mitochondrialer Teilungsereignisse in
DNM1-, DNM1%**%"- und dnm1°***>.exprimierenden Zellen

Bei der Photokonversion von Dendra2 in der mitochiaten Matrix konnte mehrfach eine
Diskontinuitdt der Matrix an Dnml-Bindestellen baobtet werden (Abb. 3-7 C, Abb. 3-
8 C). Um die Ultrastruktur der Mitochondrien an d@nm1-Bindestellen zu untersuchen und
eine Ursache fiir die Diskontinuitat zu finden, wvemd®NM1-, DNM1%322. ynd dnm 182
exprimierende Zellen elektronenmikroskopisch untens. Fir jede Probe wurden die
Mitochondrien mehrerer hundert Zellen analysiertierbei wurde insbesondere nach
Einschnirungen an den Mitochondrien oder MitochemdER-Kontakten gesucht, da es sich
bei diesen Stellen um mogliche Teilungsereignissedbin kénnte. Bei der Expression des
wildtypischenDNML1 zeigten die Mitochondrien eine wildtypische Ultraktur (Abb. 3-9 A
und B). Einschnirungen konnten an den mitochorefrialubuli jedoch nur vereinzelt
gefunden werden (Abb. 3-9 B). Die Expression denidant negativen VarianteNM1%3!2P
fuhrte in WT- und AdnmZXZellen zur Bildung eines grof3en, zusammenhdngenden
Mitochondriums (Abb. 3-9 C - E). Die Mitochondriém DNM1%3**?P.exprimierenden Zellen
verfigten Uber Einschnirungen, an welchen verdinzed Endoplasmatischen Retikulum zu
erkennen war und die Mitochondrien einen Durchmegse ca. 110 nm besal3en. Aufgrund
der dominant negativen Eigenschaft von Df¥ ist es jedoch unwahrscheinlich, dass es
sich bei allen Einschnirungen um Dnm1l-Bindestellemdelt. Eine Diskontinuitat der
mitochondrialen Matrix war an den Einschniirungem Nétochondrien in DNM1%3'%2
exprimierenden Zellen nicht festzustellen. @nmf'%2exprimierenden AdnmzZellen
zeigten die Mitochondrien eine wildtypische Ultragtur. Die Mitochondrien dieser Zellen
verfugten haufig Gber Einschnirungen, in deren Nélb&tronendichtes Material innerhalb
der Matrix zu sehen war (Abb.3-9F-1I). In einefall waren eindeutig zwei
gegeniberliegende Cristae zu erkennen, welche itliemondriale Matrix unmittelbar neben
einer ca. 70 nm schmalen Einschnirung verengtenb.(@4# F). Durch elektronen-
tomographische Untersuchungen vamm$*'®2exprimierenden AdnmztZellen wurden
Mitochondrien mit zwei getrennten Innenmembranen @mner eingeschnirten
mitochondrialen Aul3enmembran beobachtet (Abb. B-9 J

Bei den hier beobachteten Einschnirungen der Miodhen kodnnte es sich
maoglicherweise um Dnm1-Bindestellen handeln. Desmrthend kdnnte die Diskontinuitat
der mitochondrialen Matrix durch gegenilberliegen@@istae oder eine geteilte

Innenmembran verursacht werden.
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(Beschreibung der Abbildung siehe Seite 52.)
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Abb. 3-9: Unterbrechungen der mitochondrialen Matri x an Einschniirungen der Mitochondrien.
Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen zeigen die m|tochondr|ale UItrastruktur und magliche
Dnm1-Bindestellen in Zellen, die wildtypisches DNM1, DNM1%**?" oder dnm1°*%°° von einem Plasmid
exprimierten. (A, B) Die Expression des wildtypischen DNM1 hatte keinen Einfluss auf die
mitochondriale Ultrastruktur wildtypischer Zellen. Einschniirungen der Mitochondrien konnten bei der
elektronenmikroskopischen Untersuchung nur vereinzelt beobachtet werden. Das Endoplasmatische
Retikulum (A) |st durch ein Sternchen markiert. (C - E) Bei der Expression der dominant negativen
Variante DNM1%%*° in wildtypischen Zellen (C) oder in der Adnm1-Mutante (D, E) wurde ein groR3es,
zusammenhéangendes Mitochondrium gebildet. Mehrere Einschnirungen sind zu erkennen. Eine
veranderte Ultrastruktur der Innenmembran oder der Matrix konnte nicht beobachtet werden. Die
Sternchen in (C) markieren das Endog)lasmatlsche Retikulum, welches zu den Einschnirungen am
Mitochondrium ragt. (F - 1) In dnm1®***-exprimierenden Adnm1-Zellen besitzen Mitochondrien eine
wildtypische Ultrastruktur. An manchen Einschnirungen der Mitochondrien konnten elektronendichte
Strukturen (Pfeilspitzen) im Inneren der Mitochondrien beobachtet werden. Zwei direkt
gegeniberliegende Cristae sind in (F) erkennbar. Das Sternchen (J) Elektronentomographlsche
Untersuchung der Mitochondrien in Adnm1-Zellen, die das rezessive dnm1%'8>S exprimierten. Die
Aufnahmen sind x/y-Ebenen des selben Tomogramms. Die Pfeilspitzen markieren eine Einschniirung
der mitochondrialen AuRenmembran. An dieser Einschniirung sind zwei getrennte Innenmembranen
erkennbar. Die dargestellten GroRenmafstéabe entsprechen 200 nm.

Durch die Photokonversion von Dendra2 in der mibmchialen Matrix konnte eine
Diskontinuitat der mitochondrialen Matrix an den rBh+Bindestellen der Mitochondrien
beobachtet werden. Bei der ultrastrukturellen Untelhung von mutmalllichen Dnm1-
Assemblierungspunkten konnten gegeniberstehend@a€nder die vollstdndige Teilung der
Innenmembran als mégliche Ursachen fir die Diskaniit der mitochondrialen Matrix
identifiziert werden. Eine direkte Beteiligung vBmm1 bei der Teilung der mitochondrialen
Innenmembran kann anhand dieser Ergebnisse nigideig nachgewiesen werden.
Offenbar besteht aber ein Zusammenhang zwischersigemblierung von Dnm1l an der
mitochondrialen AuRenmembran und der Kontinuitar deitochondrialen Matrix. In
Mitochondrien verschiedener Saugerzelltypen wuidesdhnelle und ungehinderte Diffusion
von GFP innerhalb der mitochondrialen Matrix besdben (Partikiaret al, 1998). Durch
Photokonversion von Dendra2 konnte auclSincerevisiaeeine schnelle Ausbreitung von
Proteinen innerhalb der Matrix gezeigt werden (A®B3.B; Scholzt al, 2013). Unmittelbar
nach der Fusion zweier verschiedenfarbig markieM@ochondrien erfolgte eine rasante
Durchmischung des unkonvertierten und photokorerteth Dendra2. Eine
Bewegungseinschrankung von Dendra2 innerhalb dedochondrialen Matrix konnte
ausschlieBlich an Stellen beobachtet werden, arerdédnmil oder DnnfE®*S an den
Mitochondrien assemblierte (Abb. 3-7 C; Abb. 3-8 Cpie an den mitochondrialen
Assemblierungspunkten von Dnfft#>° beobachtete Unterbrechung der Fluoreszenzsignale
von Dendra2 in der mitochondrialen Matrix ist vetholn auf eine starke Einschnirung der
Mitochondrien durch Dnnf1®® zuriickzufilhren. Fir wildtypisches Dnml betragt der
Durchmesser des Lumens von kontrahierten Dnml-Ringe ca. 25 nm (Mearst al,
2011).
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Dnm 1K41A

(Naylor et al, 2006) ist eine weitere geeignete Dnm1l-Variatedie gezielte
Untersuchung der Dnml1-Assemblierungspunkte sowierendglichen Funktion von Dnm1l
bei der Teilung der mitochondrialen Innenmembranm**** besitzt keine eigene GTPase-
Aktivitat und kann dementsprechend nicht zur Talaler Mitochondrien fuhren (Naylat
al., 2006). Im Gegensatz zur dominant negativen iggi®nm£3'?® (Abb. 3-8 A) fordert
Dnm1“** die Aktivitat des wildtypischen Dnm1 und treibtsden Selbstassemblierung voran
(Naylor et al, 2006). Bei Anwesenheit von GTP kann Drf? selbstassemblieren und
ringformige  Strukturen bilden, deren Durchmesser61l(x 13 nm) gegeniber dem
Durchmesser wildtypischer Dnm1-Ringe (109 + 16 msighifikant erhoht ist (Nayloet al,
2006). Dariiber hinaus bindet Dnfif* ausschlieRlich an Mitochondrien (Naylet al,
2006). Aufgrund dieser Eigenschaften sollte Dif1zukiinftig fir den zuvor beschriebenen
Photokonversionsassay verwendet werden.

Elektronenmikroskopische Untersuchungen zeigtess d2nm1 an Einschnirungen
der Mitochondrien lokalisiert ist (Bleazaet al, 1999) und Spiralen bildet, welche dem
Umfang der Einschnirungen von Mitochondrien entdpea (Ingermart al, 2005).In vitro
besitzen diese Spiralen einen Umfang von ca. 128mantspannten Zustand bzw. ca. 59 nm
im verengten Zustand (Meaet al, 2011). Bei der Mehrheit der in Abb. 3-9 abgedién
Mitochondrien betrug der Durchmesser an der Einsahmg ca. 70-110 nm.
Dementsprechend konnte es sich bei den elektrokeoskiopisch beschriebenen
Einschnirungen der Mitochondrien um Dnm1l-Bindestelhandeln. Ohne einen immuno-
elektronenmikroskopischen Nachweis kann jedoch tnahdeutig bestimmt werden, ob
Dnm1 tats&chlich an den mitochondrialen Einschngieariokalisiert ist. Daher kdnnte es sich
beispielsweise bei dem Mitochondrium in Abb. 3-3dwohl um ein Teilungs- oder
Fusionsintermediat handeln.

Anhand der hier prasentierten Ergebnisse und Bensmrhandener Daten kann
vielseitig Uber eine mogliche Rolle von Dnml beir deeilung der mitochondrialen
Innenmembran spekuliert werden. Gemeinsam mit @duidg der Au3enmembran kdnnte
die Teilung der mitochondrialen Innenmembran direkirch Dnml erfolgen. In der
teilungsdefizientemfisl-Mutante kann die Einschnirung der mitochondrialéstrix und
damit eventuell auch die Teilung der mitochondnalenenmembran erfolgen, wéahrend die
Teilung der mitochondrialen AulBenmembran ausbleidakobs et al, 2003a).
Dementsprechend existieren vermutlich zwei untéesiiche Maschinerien fur die Teilung
der mitochondrialen Innen- bzw. Auf3enmembran. Dis@&nirung der Matrix wurde mittels

Photokonversionsassay ausschliel3lich an Assembyspunkten von Dnml beobachtet.
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Dementsprechend konnte die Teilung der mitochotariannenmembran koordiniert zur
Teilung der AuRenmembran an den Dnm1-Bindestetitfiaden.

Auf welche Weise die Teilung der Innenmembran gtfdkann bisher nur spekuliert
werden. Die Beobachtung von gegenuberliegendenta€rishn unmittelbarer Nahe einer
maoglichen Dnm1-Bindestelle kdnnte darauf hindeutiss die Teilung der mitochondrialen
Innenmembran durch die Fusion zweier dicht beialediegender Cristae verursacht wird.
Die Dynamin-verwandte GTPase Mgml ist fur die Fasider mitochondrialen
Innenmembran notwendig (Worgg al, 2000; Meeusert al, 2006). Aufgrund seiner Lage
im Intermembranraum ist Mgml, anders als urspriéhglvon Wong et al (2000)
vorgeschlagen, vermutlich nicht fir die Fusion gedeerliegender Cristae und
dementsprechend auch nicht fur die Teilung der chitadrialen Innenmembran
verantwortlich. Es kann jedoch nicht ausgeschlosgerden, dass eine bisher unbekannte
Maschinerie fur die Fusion gegenuberliegender @sistxistiert. Ebenso gut kdonnte eine
eigenstandige Teilungsmaschinerie fir die mitochialel Innenmembran existieren. So
konnte mdglicherweise das Innenmembranprotein Md@i88 Rolle bei der Teilung der
mitochondrialen Innenmembran spielen (Messerschatital, 2003; bisher unpublizierte
Daten von Till Klecker, AG Westermann, UniversiBayreuth). Die Entschlisselung von
Komponenten, welche fur die Teilung der mitochoalém Innenmembran erforderlich sind,
kann zukunftig dazu beitragen den Mechanismusrd@rimembranteilung zu verstehen.

Die hier prasentierten Daten unterstitzen eher Madell, dass die Teilung der
mitochondrialen Innenmembran nicht direkt durch Dnemnfolgt, aber in Koordination mit
den Assemblierungspunkten von Dnm1 stattfindet.
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3.3. Das kortikale Protein Num1: mitochondriale Dyramik und Zell-

architektur

3.3.1. Ultrastrukturelle Charakterisierung mitochondrialer Verankerungsstellen

innerhalb der Retentionszone der Mutterzlle

Da Mitochondrien nichtle novogebildet werden kdnnen, missen sie bei der Zeittgian
die nachfolgende Generation weitervererbt werddeicfizeitig muss jedoch der Verbleib
einiger Mitochondrien in der Mutterzelle sichergd#istwerden. Bei der Verteilung der
Mitochondrien inS. cerevisiadungieren die Proteine Numl und Mmrl in antagasuser
Weise (Kleckeret al, 2013). Wahrend Mmrl die Mitochondrien der Knogpe kortikalen
ER verankert (Swaynet al, 2011), nimmt Num1 eine Schlisselrolle bei deravikerung der
Mitochondrien in der Mutterzelle ein (Klecket al, 2013). Bei fluoreszenzmikroskopischen
Langzeituntersuchungen lebender Hefezellen konmt@nchondriale Verankerungspunkte
am Zellkortex der Mutterzelle beobachtet werdenesBi Verankerungspunkte lagen bei
NUMZ1-exprimierenden Zellen in der Region gegenuberKiaspe und fehlten inumt
Mutanten vollstandig (Kleckest al, 2013). Durch gleichzeitige Fluoreszenzmarkieruag
Mitochondrien und Numl wurde die Lokalisation vorumhll an den mitochondrialen
Verankerungspunkten in der Mutterzelle bestatigeé¢Keret al, 2013).

Um diese Verankerungspunkte der Mitochondrien i dRetentionszone der
Mutterzellen ultrastrukturell zu charakterisiereiente die Elektronentomographie als ideale
Methode. Fur eine eindeutige ldentifizierung deteRgonszonen in den Ultradiinnschnitten
wurden wildtypische Hefezellen verwendet, die mend Plasmid pRS426-Myo2-Fisl
transformiert wurden. Myo2-Fis1 ist ein Fusionspiot welches aus dem Motorprotein Myo2
und der Membrandoméne von Fisl besteht und einamakieristischen mitochondrialen
Phanotyp verursacht (Fortsehal, 2011). In diesen Zellen befindet sich fast des&ntheit
der Mitochondrien in der Knospe und nur ein odeeizmitochondriale Tubuli bleiben in der
Mutterzelle verankert, sodass sich die Verankenoungjste leicht identifizieren lassen. Die
Mitochondrien in der Retentionszone der Mutterzekéanden sich haufig in der Nahe von
elektronendichtem Material, welches von der Plasemabran in die Zelle ausstrahlte
(Abb. 3-10 A - D; Filme siehe Anhang). In einigedillEn war eindeutig zu erkennen, dass die
Plasmamembran Einstllpungen ausbildete und die mkn8ambran der Mitochondrien
berthrte. Bei zwei der insgesamt flunfzehn elekintmraographisch untersuchten Zellen
konnte in der Retentionszone auch das kortikaledo&bbachtet werden (Abb. 3-10 C und D).
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Abb. 3-10: Kontaktstellen von Mitochondrien und der Plasmamembran. (Beschreibung der
Abbildung siehe Seite 57.)
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Abb. 3-10: Kontaktstellen von Mitochondrien und der Plasmamembran. (A) Elektronen-
tomographische Untersuchung einer WT-Hefezelle, die mit dem Plasmid pRS426-Myo2-Fisl
transformiert wurde und Myo2-Fisl exprimierte. Das linke und mittlere Bild zeigen zwei x/y-Ebenen
des selben Tomogramms (Film 6-1 A). Abgebildet ist die Region der Mutterzelle, welche der Knospe
gegeniber liegt. Die Pfeile zeigen Invaginationen der Plasmamembran, welche in Richtung der
Mitochondrien ragen. Unterschiedliche Membraninvaginationen werden durch verschiedenfarbige
Pfeile markiert. Das rechte Bild zeigt die 3D-Rekonstruktion des Tomogramms (Film 6-2). Die
Plasmamembran ist in blau, die mitochondriale AuBenmembran ist in gelb dargestellt. Der vergréRerte
Bildausschnitt zeigt den mit einem weiRen Pfeil markierten Mitochondrien-Plasmamembran-Kontakt
aus einem anderen Blickwinkel. (B - D) Die Tomogramme dreier anderer Zellen wurden wie in (A)
beschrieben angefertigt und sind im Anhang beigefugt (Filme 6-1 B und C; Film 6-3). Die Bilder in (C)
zeigen zwei x/y-Ebenen des selben Tomogramms. Die Sternchen markieren das kortikale ER. (E)
Elektronenmikroskopische Aufnahme von einem Ultradiinnschnitt einer wildtypischen Zelle ohne
pRS426-Myo2-Fisl. (F) Elektronenmikroskopische Aufnahme von einem Ultradiinnschnitt einer
Anum1l-Zelle. (a-d) Die Abbildungen sind AusschnittsvergréRerungen der in (A - D) dargestellten
Kontakte zwischen Mitochondrien und Plasmamembran. Die verschiedenfarbigen Pfeile markieren die
entsprechenden Membraninvaginationen. Sternchen zeigen das kortikale ER. Samtliche Aufnahmen
sind im Rahmen dieser Arbeit entstanden und wurden mit Ausnahme von Abbildung (C) fir eine
Abbildung in Klecker et al. (2013) verwendet. Die GréRenmaflistédbe entsprechen 250 nm bzw. 100 nm
fur die AusschnittsvergréRerungen.

Das kortikale ER war jedoch nur in einem Fall direkn der Kontaktstelle eines
Mitochondriums und der Plasmamembran vorzufinddm(/-10 C).

Ahnliche Kontakte zwischen Mitochondrien und deagPhamembran wurden mittels
Standardelektronenmikroskopie ebenfalls in WT-Zellgefunden, die kein Plasmid
exprimierten (Abb. 3-10 E). Myo2-Fisl ist demenésgirend nicht fir die Ausbildung der
Plasmamembraninvaginationen verantwortlich. Da Idieaginationen der Plasmamembran
ebenfalls in AnumtZellen zu finden waren (Abb. 3-10 F), hangt die sBidung der
Membraneinsttlpungen auch nicht von Num1 ab. Isszneterweise konnten bei der Deletion
von NUM1 in mehr als einhundert analysierten Zellen kein&hondrien gefunden werden,
die in Kontakt mit den Invaginationen der Plasmainem standen. Bei den hier
beschriebenen Strukturen handelt es sich mdglicsieenvum die Verankerungsstellen der
Mitochondrien am Zellkortex. Dementsprechend etfdlg Befestigung der Mitochondrien in
der Mutterzelle vermutlich tber die Kontakte mit @&asmamembran.

Numl tGbernimmt eine Schliusselfunktion bei der Vkeaang der Mitochondrien am
Zellkortex inS. cerevisiadKleckeret al, 2013). Das Protein verfugt Uber eine N-terminale
Coiled-Coil-Domane, ein mégliches EF-Hand-Motiv filie Bindung von Cd, einen
repetitiven Mittelteil und eine C-terminale PH-Dome& die spezifisch Phosphatidylinositol-
4,5-bisphosphat erkennt (Kormanetcal, 1991; Yuet al, 2004). Die N-terminale Doméne
von Numl ist in ihrer Struktur und Funktion sehrnlith zu BAR-Domanen
(BinfAmphiphysin/Rvs) (Tanget al, 2012). BAR-Doméanen fungieren als Sensoren fér di
Krimmung von Membranen (Petet al, 2004). In Mutanten mit einer um die Coiled-Coil-

Doméne verklrzten Variante von Numl ging die Veeankg der Mitochondrien am
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Zellkortex verloren. Die verkirzte Numl-Variantéebl am Zellkortex assoziiert, wohingegen
sich das Verteilungsmuster dieses Proteins andBee. mitochondriale Phéanotyp dieser
Mutanten ahnelte der mitochondrialen MorphologisAmumXtMutanten (Tanget al, 2012;
Lackneret al, 2013). Ein ahnlicher mitochondrialer Phanotymite auch in Mutanten mit
einer um die PH-Domane verkirzten Form von Numbbebtet werden. Diese Variante von
Numl blieb an den Mitochondrien assoziiert undoredlien Kontakt zum Zellkortex (Tared
al., 2009; Lackneet al, 2013). Aufgrund der Doménenstruktur von Numldist folgende
Mechanismus flr die Verankerung der Mitochondrienzellkortex der Mutterzelle denkbar.
Die BAR-d&hnliche Domane von Numl konnte zur Erkewpuder stark gekrimmten
Membraninvaginationen der Plasmamembran (Abb. 3di)en und somit, wie von Tarmedg
al. (2012) vorgeschlagen, die Position der Assembligr von Numl am Zellkortex
bestimmen. An diesen Assemblierungspunkten konNtenl1-Molekule, welche mittels ihrer
PH-Domaéne stabil mit der Plasmamembran verbundeh sinen direkten Kontakt zu einem
bisher unbekannten Rezeptor auf der Mitochondrierfi@ézhe herstellen.

In einer aktuellen Studie konnte anhand von Protamatysen undreast two-hybrid
Experimenten gezeigt werden, dass das mitochondsabziierte Protein Mdm36 an der
durch Num1 vermittelten Verankerung der Mitochoedrbeteiligt ist (Lackneet al, 2013).
Mdm36 war in unmittelbarer Umgebung von Num1 lodialit (Lackneret al, 2013) und die
Deletion vonMDMS36 bzw. NUML1 resultiert in einem &hnlichen mitochondrialen Rit§ip
(Hammermeisteet al, 2010). Der mitochondriale TeilungsdefektAnum: und Amdma36
Mutanten wird durch den Verlust der mitochondriaarankerungspunkte am Zellkortex
verursacht und kann durch artifizielle Membranankexder gerettet werden (Klecket al,
2013). Basierend auf diesen Ergebnissen konntéckshei Mdm36 um ein Adapterprotein
handeln, welches spezifisch die Verankerung dero®ibndrien am kortikalen Numl
vermittelt. An diesem Prozess sind aufler Mdm36 sitichrscheinlich noch weitere
Faktoren beteiligt, da die Kontakte zwischen Numd den Mitochondrien auch limdm36
Mutanten beobachtet werden konnten (Lackeeml, 2013). Da in lichtmikroskopischen
Untersuchungen das Endoplasmatische Retikulum in Nihe der Numl-vermittelten
Verankerungspunkte von Mitochondrien zu sehen wat HR-assoziierte Proteine durch
Bindung an Numl prazipitiert werden konnten, wurdme aktive Beteiligung des
Endoplasmatischen Retikulums bei der mitochondriaderankerung am Zellkortex
angenommen (Lackneet al, 2013). In den in der vorliegenden Arbeit angéjézn
Tomogrammen war das ER jedoch nur selten in deerfdehszone der Mitochondrien zu
finden (Abb. 3-10 C und D; Filme siehe Anhang). Hirekter Kontakt des kortikalen ER zu
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den Mitochondrien oder der Plasmamembran konnte @ar einziges Mal in der
mitochondrialen Retentionszone beobachtet werddmb.(8-10 C; Film 6-3). Dies spricht
jedoch nicht unmittelbar fir eine direkte Beteiligudes ER an der Verankerung der
Mitochondrien. In wildtypischen Hefezellen sind c80% der Plasmamembran auf der
zytosolischen Seite mit dem kortikalen ER assdzffeiedman und Voeltz, 2011, Manfoed

al., 2012; Weiet al, 2012) und von Kontakten zwischen Mitochondrie dem ER wurde
bereits im Zusammenhang mit der mitochondrialenungi (Friedmanet al, 2011), der
Mitophagie (Bockler und Westermann, 2014) und weite physiologischen Prozessen
(Kornmann und Walter, 2010) berichtet. Die Aufkidguder exakten Rolle des kortikalen ER
bei der Verankerung der Mitochondrien und die Idemtrung mitochondrialer Proteine,
welche mit Num1l interagieren, bleiben Herausfordgan fir zukinftige Experimente. Die
in der vorliegenden Arbeit gezeigten Tomogrammedmen eher gegen eine Beteiligung des
Endoplasmatischen Retikulums an der mitochondri®erankerung. Die hier beschriebene
Bindung der Mitochondrien an die Invaginationen BEsmamembran passt hingegen gut zur
Bindung von BAR-Doménen an gekrimmte Membranen.

Die Kontakte der Mitochondrien zur Plasmamembrama €in bestimmender Faktor
fur die mitochondriale Morphologie und Dynamik iretd. In h6heren Eukaryoten sind keine
homologen Proteine zu Numl oder Mdm36 bekannt. dfiije Untersuchungen muissen
zeigen, ob &hnliche Mechanismen fir die Verankerdeg Mitochondrien in anderen

eukaryotischen Zellen existieren.

3.3.2. Untersuchung zur Beteiligung von Eisosomemaler Verankerung von

Mitochondrien

Die in dieser Arbeit durch Elektronentomographisdbhgiebenen Membraninvaginationen in
der Retentionszone der Mutterzelle (Abb. 3-10)thesi eine groRe Ahnlichkeit zu den zuvor
in Hefe beschriebenen furchenartigen EinstilpurdgmPlasmamembran (Stradalcetaal,
2009), welche durch die Eisosomen (Waltaerl, 2006) gebildet werden. Eisosomen sind
grol3e, unbewegliche Komplexe, die peripher an tesnPamembran assoziiert sind (Walther
et al, 2006) und eine Rolle im Sphingolipid-Signalweggeten (Frohlichet al, 2009). Die
ursprunglich vermutete Funktion der Eisosomen, erEshdozytose beteiligt zu sein (Walther
et al, 2006), wurde ausgeschlossen (Grossneral, 2008; Braclet al, 2011). Die beiden
Hauptkomponenten der Eisosomen, Pill und Lspljigerf Gber BAR-Doméanen (Olivera-

Coutoet al, 2011), welche die Krimmung der Membran bewirkere durch Eisosomen
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gebildeten Membraninvaginationen sind ca. 300 nng land 50 nm tief (Stradalowet al.,
2009) und Uberlappen nicht mit dem kortikalen ERg&lovaet al, 2012). Ausfuhrliche
Informationen Uber die Eisosomen wurden von Douglad (2011) zusammengefasst.

Um herauszufinden, ob es sich bei den Membrandmstgen der Num1-vermittelten
Mitochondrienverankerung am Zellkortex und den sisoalen Membraneinstilpungen um
dieselben Strukturen handelt, wurden zunéchst dimbfaneinstilpungen in WT- uigbill-
Zellen genauer untersucht. Hierfir wurden WT- wxlll-Zellen bis zur logarithmischen
Wachstumsphase in YPD-Medium kultiviert, nach eirfeefespezifischen Protokoll (Griffith
et al, 2008) der Tokuyasu-Methode eingebettet und mlekhmikroskopisch analysiert.
Anhand der elektronenmikroskopischen Untersuchuoig WT- und Apill-Zellen konnte
gezeigt werden, dass die Membraneinstilpungen dreDdletion vonPIL1 sehr viel langer
als im WT sind und sich blasenartig in das Zytasstrecken (Abb. 3-11). Dementsprechend
ist Pill an der Regulation der Lange von den Memdrsstllpungen beteiligt. Von einer
derartigen Membranmorphologie wurde bereits vesinzim Zusammenhang mit
verschiedenen Eisosomenkomponenten berichtet (@f&tlal, 2006; Moreiraet al, 2012).

Abb. 3-11: Das Eisosomenprotein Pill bestimmt die M orphologie von Membraneinstilpungen
der Plasmamembran. Dargestellt sind elektronenmikroskopische Aufnahmen von Membran-
invaginationen in WT- und Apill-Zellen. Die Zellen wurden bis zur logarithmischen Wachstumsphase
in YPD-Medium angezogen, nach dem hefespezifischen Protokoll (Griffith et al., 2008) der Tokuyasu-
Methode eingebettet und anschlielend elektronenmikroskopisch untersucht. Die Membranen
erscheinen aufgrund der Negativfarbung weil3. Der GréRenmaf3stab entspricht 200 nm.
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Um herauszufinden, ob sich die veranderte Morphelater Membraninvaginationen in
Apill-Zellen (Abb. 3-11) auf die Numl-vermittelte Verankng der Mitochondrien und
somit auch auf die mitochondriale Morphologie auktyi wurde die mitochondriale
Morphologie in WT-, Anum} und Apill-Zellen untersucht. Hierfir wurden die
entsprechenden Zellen mit dem mitochondrialen Regdasmid pVT100U-mtRFP (Mark
Durr, AG Westermann, Universitat Bayreuth) transfart, bis zur logarithmischen
Wachstumsphase in glukosehaltigem Minimalmediumtikatt und anschlielend am
konfokalen Fluoreszenzmikroskop untersucht (Abh23-Wahrend in fast allen WT-Zellen
erwartungsgemal ein verzweigtes Netzwerk von tubal®itochondrien beobachtet werden
konnte, verfugten dieAnumXZellen typischerweise Uber ein vollstandig verbemes
Mitochondrium, welches teilweise aggregiert odezadig verzweigt war und nicht mehr in
der Mutterzelle verankert wurde (Abb. 3-12 A). Dmetochondriale Morphologie impill-
Zellen war nicht wildtypisch und unterschied sicheefalls von der mitochondrialen
Morphologie in derAnumXMutante (Abb. 3-12 A). In deApill-Mutante waren haufig nur
bis zu drei Mitochondrien mit einer komma- bzw. #estonartigen Form zu beobachten.
Demzufolge fuhrt die Deletion vorPIL1 zu einer Verdnderung der mitochondrialen
Morphologie, welche sich jedoch von der Morpholoder Mitochondrien im\numtZellen
unterscheidet. Diese verschiedenen mitochondridlgimotypen deuten darauf hin, dass Pill
und Num1 die mitochondriale Morphologie auf untaredliche Weise beeinflussen.

Fur die Beantwortung der Frage, ob die veranderteorphblogie der
Membraneinsttlpungen inpill-Zellen die Lokalisation von Num1 beeinflusst uratldrch
der veranderte mitochondriale PhanotypApil1l-Zellen verursacht wird, wurden Zellen der
bereits verwendeten Stdmme zusatzlich mit pAG415@GRM1-EGFP transformiert und
fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Durch die Egpion von Numl1l-EGFP konnte der
mitochondriale Phanotyp deinumXMutante fast vollstdndig gerettet werden (Abb. 3-
12 A und B). Die Fluoreszenzsignale von Num1-EGFPen in allen Stammen gleichmalig
am Zellkortex verteilt. Interessanterweise fiihrie dberexpression voNUM1-EGFP unter
Kontrolle desGPD-Promotors auch teilweise zur Rettung des mitochalah Phénotyps bei
einigenApill-Zellen (Abb. 3-12 A und B). Anhand dieser Ergebai&onnte gezeigt werden,
dass die veradnderte Morphologie der Membraninvdiginan in derApill-Mutante keinen
Einfluss auf die Lokalisation von Numl-EGFP hati@ie veradnderte mitochondriale
Morphologie derApill-Mutante kann jedoch durch die Uberexpression vamMNEGFP

beeinflusst werden.
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Abb. 3-12: Beeinflussung der mitochondrialen Morpho logie durch Numl1 und das Eisosomen-

protein Pill. (A) Die linken Bilder zeigen die mitochondrialen Phanotypen von logarithmisch
gewachsenen WT-, Anuml- und Apill-Zellen, die mit Hilfe von pVT100U-mtRFP einen rot
fluoreszierenden Mitochondrienmarker (mtRFP) exprimierten und am konfokalen
Fluoreszenzmikroskop untersucht wurden. Die Aufnahmen sind Projektionen der maximalen Intensitét
des roten Fluoreszenzsignals aus einem z-Stapel mit 20 Ebenen. Die rechte Bildtafel zeigt die
mitochondriale Morphologie sowie die kortikale Verteilung von Numl1-EGFP in WT-, Anuml- und
Apill-Zellen. Die logarithmisch gewachsenen Zellen verfugten Uber pAG415GPD-Num1-EGFP und
pVT100U-mtRFP und wurden wie zuvor beschrieben untersucht. Die Aufnahmen sind Projektionen
der maximalen Intensitdit wvon Uberlagerten, roten (Mitochondrien) und grinen (Numl)
Fluoreszenzsignalen aus einem z-Stapel mit 20 Ebenen. Das Bild ganz rechts (Num1 [Median]) zeigt
die Fluoreszenzverteilung von Numl in einer mittleren Fokusebene. Die Strichlinien zeigen die
Konturen der Zellen. Der GroBenmalstab entspricht 5um. (B) Die Quantifizierung der
mitochondrialen Morphologie erfolgte in drei unabhangigen Experimenten anhand der in (A)
beschriebenen Zellen ohne bzw. mit der Expression von Numl-EGFP. Bei jedem der drei
Experimente wurden von jedem Stamm jeweils 100 Zellen ausgezahlt. Dargestellt ist der Anteil der
Zellen, welche Uber eine wildtypische Mitochondrienmorphologie verfugten. Die Balken zeigen den
Mittelwert von drei unabhangig durchgefiihrten Experimenten mit jeweils 100 ausgezahlten Zellen. Die
Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung der drei durchgefiihrten Experimente.
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Das kortikale Verteilungsmuster von Num1 (Abb. 3-&4Bnelte sehr stark der punktférmigen
Verteilung von Pill und anderen Eisosomenkompomemi@ Zellkortex (Waltheet al,
2006; Moreira et al, 2012). Bei Proteomanalysen wurden Pill und weeitere
Eisosomenkomponenten identifiziert, die gemeinsatrNlum1 interagierten (Lacknest al,
2013). Um zu Uberprufen, ob Numl und Pill am Zetho kolokalisieren, wurde eiRIL1-
GFP exprimierender WT-Stamm (Huét al, 2003) mit pAG415GPD-Num1-DsRed oder
pPpAG415GPD-Pil1-DsRed transformiert und fluoreszeikzoskopisch untersucht. Wahrend
Pil1-GFP und Pil1-DsRed vollstandig kolokalisiertgonnte keine gemeinsame Lokalisation
von Pill und Numl beobachtet werden (Abb. 3-13)mlluund Pil1l sind am Zellkortex

raumlich voneinander getrennt.

Ausschnitts-

Pil1-GFP Num1-DsRed Uberlagerung vergréBerung

Ausschnitts-
vergréBerung

Abb. 3-13: Numl und das Eisosomenprotein Pill sind nicht gemeinsam am Zellkortex
lokalisiert. Zellen des wildtypischen Hefestammes BY4741, welche ein genomisch codiertes Pill-
GFP (Huh et al., 2003) exprimierten, wurden mit einem Plasmid transformiert, das entweder fir Num1-
DsRed oder Pill-DsRed codierte. Die Untersuchung zur Kolokalisation erfolgte am
Epifluoreszenzmikroskop. Die Aufnahmen zeigen die kortikale Verteilung von Num1 und Pill in einer
mittleren Zellebene. Weile Pfeile markieren Stellen, an denen Numl und Pill sehr dicht
nebeneinander vorkommen aber nicht kolokalisieren. Die Konturen der Zellen sind durch Strichlinien
dargestellt. Die GroRenmalistab entspricht 5 pm bzw. 2,5 um fir die Ausschnittsvergréf3erungen.
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Aufgrund der Interaktion von Num1 mit Pill und arete Eisosomenkomponenten (Lackner
et al, 2013) sowie der Beobachtung von morphologisahiiétren Membraneinstulpungen
bei der Numl-vermittelten MitochondrienverankeryAgb. 3-10 A-D, Kleckeret al, 2013)
und bei Eisosomen (Stradalow al, 2009) wurde zunachst angenommen, dass Numl
gemeinsam mit Pill und anderen Eisosomenkomonemeten Membraneinstilpungen am
Zellkortex lokalisiert sein konnten. Jedoch konnflioreszenzmikroskopisch keine
gemeinsame Lokalisation von Numl und Pill am Zeltkobeobachtet werden (Abb. 3-13).
Dementsprechend kénnte es sich bei den beschrielhdambraneinstilpungen einerseits um
funktionell verschiedene Kompartimente handeln, eaexeits wéare auch eine zeitliche
Abfolge der Proteinbindung an identischen Membnastéipungen denkbar. In diesem Fall
konnte zunachst die Bildung einer Membraninvagomatiurch die Eisosomen erfolgen um
anschlieBend fiur die Numl-vermittelte Mitochondvierankerung am Zellkortex zu dienen.
Ein derartiges Modell kdnnte durch zeitaufgelostekiEonentomografie getestet werden.
Diese korrelative Mikroskopiemethode diente ber@tfolgreich dazu, die zeitliche und
raumliche Abstimmung der komplexen Proteinmascienséhrend der Membranumformung
bei der Endozytose aufzuklaren (Kukulskial, 2012).

Um herauszufinden, ob sich Numl tatsachlich an dewaginationen der
Plasmamembran befindet, wurde die Lokalisation Wumml am Zellkortex immuno-
elektronenmikroskopisch untersucht. Hierfur wuklgM1 mit einem 3¥1A-Marker versehen
und unter Kontrolle verschiedener Promotoren indiypischen Zellen exprimiert. Bei der
Expression vonNUM1-3xHA unter Kontrolle des endogenen Promotors bzw. @B§-
Promotors konnte bisher jedoch keine spezifischmunmogoldmarkierung beobachtet werden
(Daten nicht gezeigt). Auch durch die Uberexprassion NUM1-GFP unter Kontrolle des
MET25Promotors wurden keine eindeutigen Signale bei Idekalisierung von Numl
festgestellt (personliche Kommunikation mit Prouhko Reggiori, UMC Utrecht). Die
vergleichsweise geringe Anzahl an Num1-Molekulamenhalb der Zelle (Ghaemmaghasti
al., 2003) konnte eine mdogliche Ursache fur die stk Detektierbarkeit von Num1l in
immuno-elektronenmikroskopischen Untersuchungersteien. Jedoch konnte auch die
Uberexpression von markiertetNUM1 unter der Kontrolle desGPD- bzw. MET25
Promotors nicht dazu beitragen, Num1l am Zellko#exokalisieren. Ein moglicher Grund
hierfur konnte die Tatsache sein, dass die mitodhalen Verankerungspunkte unter
normalen Bedingungen in wildtypischen Zellen elekénmikroskopisch schwer zu

identifizieren sind. Um die immuno-elektronenmikkopische Lokalisierung von Numl zu
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erleichtern, kénnte erneut die Expression von MFaZ (Abschnitt 3.3.1.) zur besseren
Identifizierung der mitochondrialen Verankerungskterverwendet werden.

Die genaue Lokalisation von Numl1 am Zellkortex winel weitere Untersuchung des
maoglichen Zusammenhangs zwischen Eisosomen undNderl-vermittelten Verankerung

von Mitochondrien bleiben wichtige Aufgaben, diaresler Zukunft zu I6sen gilt.

3.3.3. Bestimmung der biologischen Funktion der dwh Numl vermittelten

Verankerung von Mitochondrien

Numl ist inS. cerevisiaeine Schliisselkomponente bei der mitochondrialerabkerung am
Zellkortex der Mutterzelle (Kleckeet al, 2013; Lackneret al, 2013). Die molekularen
Mechanismen fiir die mitochondriale Verankerung digddamit verbundenen Funktionen fir
die Vererbung der Mitochondrien sind bisher wegebend unverstanden. Durch
zeitaufgeloste  Fluoreszenzmikroskopie wurde gezeigass die Numl-vermittelte
Verankerung von Mitochondrien fir eine gleichmaRigerteilung der Mitochondrien
zwischen Mutter- und Tochterzellen wichtig ist (Bker et al, 2013). In diesem
Zusammenhang koénnte die mitochondriale Verankeauup dazu beitragen, die Verteilung
der mtDNA zu regulieren und die gezielte Vererbuiigktioneller Mitochondrien zu
gewahrleisten. Fir die Uberprifung dieser Hypothasellt der zuvor beschriebene
Photokonversionsassay eine geeignete Methode dar.

Um die Photokonversion von Dendra2 auch fur Lartgméersuchungen zur
Verteilung individueller Mitochondrien oder Nukle@ nutzen zu kénnen, musste zunéchst
Dendra2 in seiner freien Bewegung moglichst eingesikt werden. In Sdugerzellen wurde
bereits beobachtet, dass die Atmungskettenkomplaexggrund ihrer eingeschrankten
Diffusion auch in dynamischen Mitochondrien nur teegt zwischen verschiedenen Cristae
ausgetauscht werden (Wilkees al, 2012). Basierend auf dieser Beobachtung wurd,Qc
eine Untereinheit des Atmungskettenkomplexes Hteninal mit Dendra2 markiert und im
Photokonversionsassay verwendet. Hierfir wurden Wid AnumZXZellen, welche das
Plasmid pYX142-Qcr2-Dendra2 exprimierten, zunadhsilukosehaltigem Minimalmedium
angezogen, anschlieRend fur mindestens sechs &tumdéPG-Medium kultiviert und am
konfokalen Fluoreszenzmikroskop untersucht. Dertékumversionsassay erfolgte wie zuvor
beschrieben (Abschnitt 3.1.2.). Wéahrend in den tyidschen Zellen die Signale von Qcr2-
Dendra2 fast Uber den gesamten Beobachtungszeistatisch an der gleichen Stelle blieben

(Abb. 3-14 A), war in derAnumXMutante eine starke Bewegung von Qcr2-Dendra2 zu
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Abb. 3-14: Zellulare Bewegung von Qcr2 in WT- und Anum1-Zellen. WT- und Anuml-Zellen,
welche pXY142-Qcr2-Dendra2 exprimierten, wurden zunachst in glukosehaltigem Minimalmedium
angezogen und anschlieBend fir mindestens sechs Stunden in YPG-Medium Kkultiviert. Die
Photokonversion von Qcr2-Dendra2 erfolgte nach dem zuvor beschriebenen Ablauf (Abschnitt 3.1.2.).
prauV, initialer z-Stapel vor der Photokonversion; ROI, Region in welcher die Photokonversion
durchgefuhrt wurde. (A, B) Die Abbildung zeigt die Bewegung von Qcr2-Dendra2 in WT- (A) und
Anum1l-Zellen (B). Die Bilder sind Projektionen der maximalen Intensitdt von Uberlagerten, griinen
(unkonvertiert) und roten (konvertiert) Fluoreszenzsignalen aus z-Stapeln mit 10 Ebenen. Die z-Stapel
wurden nach der Photokonversion in Abstidnden von 2,5 min aufgenommen. Die Konturen der Zellen
sind durch Strichlinien dargestellt. Die Maf3stabe entsprechen 5 pm.
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beobachten (Abb. 3-14 B). Diese verstarkte Bewegasgltiert vermutlich von der fehlenden
Verankerung der Mitochndrien idnumXZellen. Durch die Markierung von Qcr2 mit
Dendra2 konnten unkonvertierte und konvertierteofdazenzsignale stabil Gber einen langen
Beobachtungszeitraum verfolgt werden, ohne dass zes einem Austausch des
Fluoreszenzmarkers und somit zu einer Vermischenyerschiedenen Signale kam. Anhand
dieser Beobachtungen kann geschlussfolgert werdass Qcr2 als Komponente der
Atmungskette bei der Bewegung innerhalb der mitadnalen Innenmembran sehr stark
eingeschrankt ist. Durch die Fluoreszenzmarkienong langsam diffundierenden Proteinen,
hier am Beispiel von Qcr2 gezeigt, lasst sich déptékonversionsassay sehr gut flr
Langzeituntersuchungen verwenden.

Aufbauend auf diesem initialen Experiment konntés machfolgend beschriebenen
Experimente zur Untersuchung der Vererbung indeildn Mitochondrien oder spezifischer
Nukleoide durchgefuhrt werden. Da bei der Markigriwon Qcr2 mit Dendra2 nicht das
komplette mitochondriale Netzwerk markiert ist, kamach dem bisherigen Versuchsaufbau
nicht genau bestimmt werden, ob die Mitochondriersammmenhéangend oder getrennt
vorliegen. Um bei diesem Experiment gleichzeitige dBewegung des gesamten
mitochondrialen Netzwerkes zu beobachten, bedagines weiteren Fluoreszenzmarkers, der
die Mitochondrien markiert und sich in seiner Favile® dem unkonvertierten griinen bzw.
dem konvertierten roten Fluoreszenzsignal von Dehdmterscheidet. Hierfir kdnnte man
das Plasmid pAG416GPD-ccdB-E2-Crimson (Abb. 3-4¥ &rundlage der Gateway-
Technologie mit einer mitochondrialen Zielsequerersehen und auf diese Weise die
mitochondriale Matrix mit dem im tiefroten Spektritnoreszierenden E2-Crimson (Strack
et al, 2009) markieren. Eine vielversprechende Alteweazur Markierung von Qcr2 mit
Dendra2, bei welcher das mitochondriale Netzwerkrcldu einen zuséatzlichen
Fluoreszenzmarker (z. B. E2-Crimson) markiert werdemuisste, konnte die
Fluoreszenzmarkierung der ATP-Synthase-UntereinAgt3 mit Dendra2 darstellen. In
ersten Vorversuchen, bei welchen d&BP3im Hefegenom mit einem BendrazMarker
versehen wurde, konnte durch Expression von AtpBedba2 das gesamte mitochondriale
Netzwerk markiert werden (Abb. 3-5). Da Atp3 alssBadteil der ATP-Synthase in seiner
freien Bewegung innerhalb der mitochondrialen Irmembran ahnlich eingeschrankt ist wie
Qcr2, konnten durch die Photokonversion von AtpB&xdra2 einzelne Bereiche des
mitochondrialen Netzwerkes markiert und die Bewegdar markierten Mitochondrien tber
einen langeren Zeitraum beobachtet werden, ohnes d&s zur Vermischung der

unterschiedlichen Dendra2-Signale kam (vorlaufigeeld, nicht gezeigt). Dementsprechend
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konnte die mitochondriale Vererbung mit Hilfe von tp&-3xDendra2 im
Photokonversionsassay untersucht werden, ohne alasweiterer Fluoreszenzmarker zur
Markierung des gesamten mitochondrialen Netzwenkésendig ist.

In einer aktuellen Studie wurde das mitochondriRéporterkonstrukt pRS415GPD-
mtKillerRed dazu verwendet, Mitochondrien durch dieluzierte Bildung von reaktiven
Sauerstoffspezies zu schadigen (ldeal, 2013). KillerRed, eine mutierte Variante von RFP
produziert bei Bestrahlung mit grinem Licht rea&tiSauerstoffspezies wie z. B. Singulett-
Sauerstoff und Superoxide (Bulird al, 2006). Mit Hilfe von mtKillerRed in Verbindung
mit dem Photokonversionsassay konnte man sowohVdrerbung von Mitochondrien als
auch die Bedeutung der Numl-vermittelten Verankgioe der mitochondrialen Vererbung
untersuchen. Um in diesem Zusammenhang die Vantgiller mtDNA zu verfolgen, konnte
das integrale Membranprotein Yme2 mit Dendra2 nearkiverden. Yme2 ist in der
Innenmembran der Mitochondrien lokalisiert und Bgiei der Erhaltung von Struktur und
Anzahl mitochondrialer Nukleoide eine wichtige Ro(Parket al, 2006). Auf diese Weise
konnte man vermutlich die Bewegung individuellerkiwide fiir langere Zeit beobachten.
Erste Experimente, bei denen fir die MarkierungNigkleoide zunachst das DNA-bindende
Protein Abf2 mit Dendra2 markiert wurde (Abb. 3-B €rmoglichten bereits die spezifische
Markierung einzelner Nukleoide durch die Photokes von Dendra2. Fur weitere
Experimente zur Untersuchung der Vererbung mitodhaler DNA ist Yme2 aufgrund
seiner Verankerung in der mitochondrialen Innennmrambméglicherweise besser geeignet
als Abf2. Bei der Photokonversion von Abf2-Dendfathnte in einem Fall der Austausch
von fluoreszenzmarkiertem Abf2 zwischen verschiedeiukleoiden beobachtet werden.
Um individuelle Nukleoide bei der Untersuchung Xtarerbung der mitochondrialen DNA
eindeutig identifizieren zu kdnnen, ist es wichtigss sich die Signale der spezifisch
markierten Nukleoide nicht vermischen kdnnen. DutehFluoreszenzmarkierung des in der
mitochondrialen Innenmembran verankerten Yme2 meitdda2 sollte sich ein Austausch von
fluoreszenzmarkierten Proteinen zwischen den anereNukleoiden verhindern lassen.

Die hier beschriebenen Experimente kénnten zukginftibei helfen, die biologische
Funktion der Numl-vermittelten Verankerung von Mhondrien zu bestimmen und die
Prozesse bei der mitochondrialen Vererbung zu efeest Durch die Fluoreszenzmarkierung
von Qcr2 mit Dendra2 konnte im Photokonversionsaggazeigt werden, dass Qcr2 bei der
Bewegung innerhalb der mitochondrialen Innenmemisem stark eingeschrénkt ist. Auf
Grundlage dieser Beobachtung lasst sich der Photaksionsassay sehr gut fur verschiedene

Langzeitexperimente zur Vererbung der Mitochondvierwenden.
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3.4. Mitochondriale Fusion in Zygoten vonChlamydomonas reinhardtii

3.4.1. Beschreibung der Mitochondrienmorphologie iwildtypischen vegetativen Zellen

und Gameten

Wahrend inS. cerevisiaaund Saugetieren die mitochondriale Dynamik intensitersucht
und ausfuhrlich beschrieben wurde, ist in Algen tdtieren Pflanzen nur sehr wenig tber
die mitochondriale Dynamik, insbesondere die Fusion Mitochondrien, bekannt. Fir den
Nachweis der mitochondrialen Fusion in der Grunalgamydomonas reinhardtiisiehe
Abschnitt 3.4.2.) wurde ein Versuchsansatz verwgnder auf der Vermischung von
verschiedenfarbigen Fluoreszenzmarkern in Zygotesielt und bereits erfolgreich in Hefe
dazu diente, die mitochondriale Fusion aufzude¢kmnariet al, 1997).

Um zunachst die mitochondriale Morphologie @hlamydomonas reinhardtizu
beschreiben, wurden wildtypische vegetative Zellamd Gameten mit den
Vitalfluoreszenzfarbstoffen MitoTracker Green und itdMracker Orange gefarbt und
fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Die MitoTraekarbstoffe sind speziell fur die
Farbung von Mitochondrien geeignet, da sie selektm Mitochondrien aufgenommen
werden. In Ubereinstimmung mit vorherigen Berich{@safuneet al, 1972; Grobe und
Arnold, 1975; Morriset al, 1985; Eharat al, 1995) erschienen die Mitochondrien in den
vegetativen Zellen (Abb. 3-15 A) und Gameten (AR5 B) typischerweise als lange,
verzweigte Tubuli. Dieser Phanotyp wurde in mindest 98 % der Zellen beobachtet
(Abb. 3-15 C) und unterschied sich weder zwischen kleiden Paarungstypen oder bei der
Verwendung der zwei verschiedenen Fluoreszenztafbst

Dementsprechend sind die Fluoreszenzfarbstoffe Tviicker Green  und
MitoTracker Orange ideal fur die Markierung der ddihondrien irC. reinhardtiiverwendbar

und optimal fur die Untersuchung der mitochondndteision geeignet.
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Abb. 3-15: Mitochondriale Morphologie in vegetative n Zellen und Gameten wildtypischer
C. reinhardtii-Stamme (Scholz und Westermann, 2013). (A) Vegetative Zellen der Wildtypstamme
CC-124 mt und CC-125 mt" wurden nach vier- bis sechstégiger Inkubation in Fliissigmedium wahrend
der Lichtperiode geerntet und die Mitochondrien mit den Farbstoffen MitoTracker Green oder
MitoTracker Orange gefarbt. AnschlieRend wurden die Zellen gewaschen und mittels
Fluoreszenzmikroskopie analysiert. Links, differentieller Interferenzkontrast; rechts, Fluoreszenz-
mikroskopie. Der Maf3stab entspricht 5 um. (B) Die Gametogenese wurde durch den Transfer der
Zellen in stickstofffreies Medium und die anschlieende Inkubation bei kontinuierlicher Beleuchtung
fir 15 h induziert. Die Untersuchung der mitochondrialen Morphologie von Gameten erfolgte wie zuvor
beschrieben. Links, differentieller Interferenzkontrast; rechts, Fluoreszenzmikroskopie. Der Mal3stab
entspricht 5 um. (C) Quantifizierung der mitochondrialen Morphologie in vegetativen Zellen und
Gameten. Die Balken zeigen Mittelwerte von drei unabhangigen Experimenten mit je 100
untersuchten Zellen. Die Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichung dreier unabhangiger
Experimente. g, MitoTracker Griin; o, MitoTracker Orange; 124, CC-124 mt’; 125, CC-125 mt".
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3.4.2. Fusion der Mitochondrien in Wildtypzygoten

Ein Assay zum Nachweis der mitochondrialen Fusiowivo wurde bereits ful. cerevisiae
entwickelt. In diesem Assay werden die Mitochomdriehaploider Hefezellen
entgegengesetzten Paarungstyps entweder mit emdar Mitochondrienmatrix lokalisierten
GFP oder einem rot fluoreszierenden Reporterprateankiert bzw. mit MitoTracker Red
angefarbt. Nach der Paarung und der Bildung vono#yg werden die Mitochondrien
fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Durch die Mscinung der grinen und roten
Mitochondrienmarker innerhalb der Zygoten wird diasion der Mitochondrien gezeigt
(Nunnari et al, 1997). Ahnlichein vivo Assays basieren ebenfalls auf der Vermischung
mitochondrialer Marker und wurden bereits erfolghezum Nachweis der mitochondrialen
Fusion in Saugerzellen (Legraa al, 2002; Chenet al, 2003; Ishiharaet al, 2003;
Mattenbergeret al, 2003), pflanzlichen Zellkulturen (Sheahat al, 2005) und in
myelinisierten Axonen von Fréschen (Zhastaal, 2012) eingesetzt.

Um der Frage nachzugehen, ob mitochondriale Fusioch in Chlamydomonas
reinhardtii stattfindet, wurde in dieser Arbeit nach dem Hpndes oben beschriebenen
Fusionsassays vorgegangen. Zellen ©n reinhardtii sind normalerweise haploid und
besitzen einen Paarungstyp, welcher entweder nafs (maternal) odermt (paternal)
bezeichnet wird. Bei Stickstoffmangel entwickelohsidie haploiden vegetativen Zellen zu
Gameten, die sich mit Gameten des entgegengesdé®aarungstyps paaren und Zygoten
ausbilden konnen (Harris, 2001). Wildtypische Gametder entgegengesetzten
Paarungstypen wurden mit MitoTracker Green oder oM#écker Orange gefarbt, im
Verhéltnis 1:1 gemischt und anschlieBend die Zygyditeoreszenzmikroskopisch untersucht.
Bereits 15 min nach dem Beginn der Paarung koriet®drchmischung der mitochondrialen
Marker beobachtet werden. Wahrend zu Beginn irgemiZygoten noch unfusionierte oder
teilweise fusionierte Mitochondrien auftauchtenrevadie Mitochondrien 60 min nach dem
Vermischen der Gameten in fast allen Zygoten \éidig fusioniert (Abb. 3-16 A und
Abb. 3-19 B). Die vollstandige Fusion von Mitochoieth in Zygoten konnte ebenfalls durch
konfokale 3D-Fluoreszenzmikroskopie gezeigt werghdrb. 3-16 B).

Anhand dieser Beobachtungen kann geschlussfolgendes, dass Mitochondrien in

Zygoten vonChlamydomonas reinhardtihne Weiteres fusionieren.
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Abb. 3-16: Mitochondriale Fusion in wildtypischen Z ygoten von C.reinhardtii (Scholz und
Westermann, 2013). (A) Die Gameten des WT-Stammes CC-124 mt wurden mit MitoTracker Green
und die Gameten des WT-Stammes CC-125mt" wurden mit MitoTracker Orange gefarbt.
AnschlieRend wurden die Gameten miteinander vermischt und bei Licht inkubiert. Die entstandenen
Zygoten wurden 5-45 min nach Vermischung der Gameten fluoreszenzmikroskopisch untersucht.
Abgebildet sind verschiedene, reprasentative Zygoten, deren Mitochondrien entweder nicht fusioniert
(oben), teilweise fusioniert (Mitte) oder vollstandig fusioniert (unten) waren. DIC, differentieller
Interferenzkontrast. Der Maf3stab entspricht 5pum. (B) Wildtypische Zygoten wurden wie zuvor
beschrieben hergestellt und mittels konfokaler Mikroskopie untersucht. Dargestellt sind zwei
reprasentative Zygoten mit vollstandig fusionierten Mitochondrien. Die Fluoreszenzbilder sind
Projektionen der maximalen Intensitat mehrerer konfokaler Ebenen. Der Grof3enmalstab entspricht
5 um.
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Um sicher zu stellen, dass die beobachtete FusanMitochondrien (Abb. 3-16) nicht
aufgrund von Diffusion der Fluoreszenzfarbstoffeisohen den Mitochondrien zustande
kommt, wurden FRAP-Experimente an wildtypischen &gm mit griin oder rot markierten
Mitochondrien durchgefihrt (siehe Abschnitt 2.3i4. ein detailliertes Protokoll). Bei den
FRAP-Experimenten wurde ein kleiner Bereich des MitoTracker-Farbstoff gefarbten
mitochondrialen Netzwerkes von wildtypischen Gameteisgebleicht und die eventuelle
Regeneration des Signals im gebleichten Bereicliolger (Abb. 3-17 A). Da bei beiden
MitoTracker-Farbstoffen eine Regeneration der Fdapenzsignale auch 8 min nach dem
Ausbleichen der Farbstoffe in einzelnen Mitochoedrausblieb, konnte die mitochondriale
Spezifitat der MitoTracker-Farbstoffe belegt werdBariber hinaus konnte bei einigen der
im Fusionsassay untersuchten Zygoten neben ausBtii grin oder orange gefarbten
Mitochondrien gleichzeitig Mitochondrien beobachkt&terden, die lGber beide Fluoreszenz-
farbstoffe verfligten (Abb. 3-17 B). Eine derartierteilung von unterschiedlich angefarbten
Mitochondrien innerhalb einer Zelle wére nicht ziwarten, wenn die mitochondrialen
Fluoreszenzfarbstoffe aufgrund von Diffusion durgisosol ausgetauscht werden wirden.
Dementsprechend kann davon ausgegangen werden,dolad3oppelfarbung von

Mitochondrien aufgrund erfolgreicher mitochondrrdi@isionsereignisse zustande kommt.

A

pra UV Ausbleichen 0 min 2 min 4 min 6 min 8 min

CC-124 mt-x CC-125 mt*
DIC griin orange Uberlagerung

Abb. 3-17: MitoTracker-Farbstoffe werden nicht aufg  rund von Diffusion durch das Zytosol
zwischen Mitochondrien ausgetauscht.  (Beschreibung der Abbildung siehe Seite 74.)
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Abb. 3-17: MitoTracker-Farbstoffe werden nicht aufg  rund von Diffusion durch das Zytosol
zwischen Mitochondrien ausgetauscht. (A) Far die FRAP-Experimente wurden wildtypische
Gameten der Stdmme CC-124 mt (oben) und CC-125mt" (unten) wie angegeben mit
MitoTracker Green oder MitoTracker Orange gefarbt. Von links nach rechts: pra UV, Projektion der
maximalen Intensitdt mehrerer konfokaler Ebenen vor dem Ausbleichen (Pfeile markieren einzelne
Mitochondrien, die nicht mit dem mitochondrialen Netzwerk verbunden sind.); differentieller
Interferenzkontrast-Aufnahme, welche die Region des Ausbleichens (weiBer Bereich) zeigt;
Projektionen der maximalen Intensitat mehrerer konfokaler Ebenen wurden unmittelbar nach dem
Ausbleichen und anschlieBend in Abstdnden von 2 min aufgenommen. Der GroéRenmalstab
entspricht 5um. (B) Eine Zygote mit teilweise fusionierten Mitochondrien wurde wie zuvor in
Abbildung 3-16 beschrieben mittels konfokaler 3D-Mikroskopie untersucht. Abgebildet sind DIC-
(differentieller Interferenzkontrast) und Fluoreszenzaufnahmen der mit MitoTracker Green (griin) und
MitoTracker Orange (orange, in magenta dargestellt) gefarbten Mitochondrien sowie die Uberlagerung
aus gruner und oranger Fluoreszenz. Griner Pfeil, Mitochondrium mit ausschlieBlich gruner
Markierung; magentafarbener Pfeil, Mitochondrium mit ausschlie3lich oranger Markierung; weil3er
Pfeil, fusioniertes Mitochondrium mit griner und oranger Markierung. Die in (B) abgebildeten
Aufnahmen sind im Rahmen dieser Arbeit entstanden und wurden fiir eine Abbildung in Scholz und
Westermann (2013) verwendet. Der GréRenmalistab entspricht 5 um.

Die in dieser Arbeit gemachte Beobachtung, dass Mi@chondrien in Zygoten von
Chlamydomonas reinhardtifusionieren, wirkt sich auf den Vererbungsmechans der
mitochondrialen DNA aus. In der isogamen Grunalg@ reinhardtii werden
Organellengenome uniparental vererbt. Wéahrend deso®@ der Plastiden von den als
maternal bezeichnetermt’'-Gameten weitervererbt wird, erfolgt die Vererburps
mitochondrialen Genoms paternal von aeftGameten (Boyntort al, 1987; Birky, 2001,
Kuroiwa, 2010; Miyamura, 2010; Nakamura, 2010). Dikeitergabe der mtDNA ist im
Wildtyp fast zu 100 % und in mitochondrialen Mutmtzu mehr als 70 % paternal
(Nakamura, 2010). Anhand von Southern-Hybridisiga@axperimenten, PCR-Analysen, der
Fluoreszenzmarkierung mitochondrialer DNA und Faszenzn-situ-Hybridisierungen
(FISH) konnte gezeigt werden, dass die maternal@NAtdrei bis acht Stunden nach dem
Vermischen der Gameten und unmittelbar vor dereersteiotischen Zellteilung eliminiert
wird (Beckerset al, 1991; Nakamurat al, 2003; Aoyamaet al, 2006). Das langsame und
graduelle Verschwinden der maternalen mtDNA futoigher zu der Annahme, dass die
maternale mtDNA durch den Abbau und Verlust deremmatlen Mitochondrien verschwindet
(Beckerset al, 1991). In dieser Arbeit konnte jedoch gezeigtdee, dass die Fusion der
Mitochondrien bereits wenige Minuten nach der Zggbildung stattfindet und zumindest im
Wildtyp etwa 60 min nach dem Vermischen der Gamésh vollstandig abgeschlossen ist
(Abb. 3-19 A). Demzufolge sind die Mitochondrienidex Elternstdmme zum Zeitpunkt der
Eliminierung der maternalen mtDNA bereits vermisdbas Verschwinden der maternalen
mMtDNA kann demnach nicht durch den selektiven Abblau maternalen Mitochondrien
erfolgen. Dementsprechend muss entweder die mé&emi@NA selektiv fir den Abbau

markiert werden oder die paternale mtDNA wird denaodifiziert, dass sie vor dem Abbau
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in den fusionierten Mitochondrien geschuitzt isne&eumfassende Methylierung der mtDNA
findet jedoch beim Abbau vermutlich nicht statt ¢Berset al, 1991).

In Saugerzellen wurde beobachtet, dass Mitochomdriéd zwei verschiedene Arten
fusionieren kbnnen. AulRer der vollstandigen mitexhi@len Fusion wurde ein als ,kiss-and-
run“ bezeichneter Mechanismus beschrieben, bei Béwchondrien transient fusionierten
und sich unmittelbar nach dem Austausch I6slichatridkomponenten wieder teilten (Lat
al., 2009). Es ist bisher jedoch nicht bekannt, ob Ghlamydomonasein ahnlicher
Mechanismus existiert. Aus diesem Grund kann nmiggeschlossen werden, dass die
Mitochondrien in den Zygoten vo@hlamydomonasur transient fusionieren, die maternale
und paternale mtDNA jedoch solange voneinanderegetrbleiben, bis die Mitochondrien
mit der maternalen mtDNA abgebaut werden. Der Miigmaus fur den selektiven Abbau der
maternalen mtDNA in fusionierten Mitochondrien vddhlamydomonasbleibt bisher
unverstanden.

Mit Hilfe des hier verwendeten Assays konnte ertdrdae Fusion von Mitochondrien
in der Grunalge&Chlamydomonas reinhardtibeschrieben werden. Um die zugrundeliegenden
Mechanismen der mitochondrialen FusiorCinreinhardtii besser zu verstehen, sind weitere

Untersuchungen zur Fusion von Mitochondriehlamydomonasrforderlich.

3.4.3. Mitochondriale Morphologie und Fusion in repiratorischen Mutanten

Um herauszufinden, ob die Mitochondrien von respitachen Mutanten ebenfalls
fusionieren kénnen, wurden die folgenden atmunga@aten Mutanten untersucht: CC-2255
duml mt, besitzt eine Deletion im mitochondrial@ob-Gen, welches fur Cytochrom
codiert (Matagnet al, 1989); CC-2654lum1imt, ein Subklon von CC-225%t (Randolph-
Andersonet al, 1993); CC-3400uml19mt besitzt einen Frameshift im mitochondrialen
coxL:Gen (Colinet al, 1995) und CC-4098uml1lmt besitzt eine 0,7 kb Deletion icob-
Gen und der angrenzenden Genregion (Domthual, 1992; Colinet al, 1995). Die
bioenergetischen Eigenschaften dieser Mutanten emulereits ausgiebig untersucht. Allen
Mutanten fehlt eine essentielle Untereinheit deméngskette, weshalb die mitochondriale
Atmung vollstandig blockiert ist und die Mutanterinen obligat photoautotrophen
Wachstumsphanotyp zeigen. Der Sauerstoffverbraieded Mutanten ist nicht empfindlich
gegenuber Cyanid, was darauf hindeutet, dass daer8aff durch andere Oxidasen

verbraucht wird und die Respiration Uber Cytochidolockiert ist. Dartiber hinaus sind die
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Mutanten unempfindlich gegeniber Myxothiazol undtiduycin A, welche als Inhibitoren
des Atmungskettenkomplex Il fungieren (DorthiLal, 1992; Remaclet al, 2001).

Zur Farbung der Mitochondrien in den atmungsddiitede Mutanten wurde
MitoTracker Green verwendet. Im Gegensatz zu amddvBtoTracker-Derivaten farbt
MitoTracker Green die Mitochondrien unabhangig demnen Membranpotential (Pendergrass
et al, 2004). Die mitochondriale Morphologie der atmsuhefizienten Mutanten entsprach
der Morphologie der Mitochondrien in wildtypischgellen (Abb. 3-18 A und B vgl. Abb. 3-
15). Um auszuschliel3en, dass in den atmungsde@rnidviutanten weniger oder veranderte
Mitochondrien vorliegen, wurden die mit MitoTrackereen gefarbten Zellen der WT-
Stamme und Mutanten mittels konfokaler 3D-Mikroskopntersucht. Jedoch konnte auch
durch die konfokale 3D-Mikroskopie kein Unterschiedder mitochondrialen Morphologie
von wildtypischen Zellen und Mutanten festgeste#irden (Abb. 3-18 C). Die Gameten der
mit MitoTracker Green gefarbten Mutantent] wurden mit MitoTracker Orange gefarbten,
wildtypischen Gametemn(f’) gekreuzt. Bei allen Kreuzungen konnte mitochaaldriFusion
in den Zygoten beobachtet werden (reprasentatigotén aus der Kreuzung von CC-2654
mt mit dem Wildtyp CC125nt" sind in Abb. 3-18 D abgebildet). Dementsprechend &

C. reinhardtiiauch atmungsdefiziente Mitochondrien in der Lagéusionieren.

Um herauszufinden, ob die Effizienz der mitochoal@m Fusion in den Zygoten der
atmungsdefizienten Mutanten verandert ist, wurdelltypische oder atmungsdefiziente
Gameten 1fit) mit wildtypischen mt'-Gameten gekreuzt und der Anteil der gebildeten
Zygoten zu verschiedenen Zeitpunkten nach dem \éelmn der Gameten bestimmt.
Wahrend bei den Kreuzungen von CC-125 mit CC-124mt oder CC-3400nt die Zygoten
am effizientesten gebildet wurden, erfolgte diedBrig der Zygoten bei den Kreuzungen von
CC-125 mt" mit CC-2255 mf, CC-2654 mt oder CC-4098mf mit 10-20 miniitiger
Verzogerung (Abb. 3-19 A). Alle mitochondrialen Muaten bildeten dennoch ausreichend
viele Zygoten, um die mitochondriale Fusion inndshder Zygoten zu quantifizieren
(Abb. 3-19 B). In den wildtypischen Zygoten kontereits 15 min nach dem Mischen der
Gameten mitochondriale Fusion beobachtet werdemanl einer Stunde enthielten mehr als
80 % der wildtypischen Zygoten teilweise oder uéiglig fusionierte Mitochondrien. Im
Vergleich dazu war der Beginn mitochondrialer Fosgreignisse in den Zygoten, die aus den
Kreuzungen der mitochondrialen Mutanten mit demdiyp entstanden, verzdgert. Dieser
verzogerte Beginn der mitochondrialen Fusionseresgnkann jedoch auf die verzdgerte
Bildung von Zygoten zurlckgefuhrt werden. Darlbenabs war die Effizienz der

mitochondrialen Fusion in den Zygoten der MutanteanVergleich zum Wildtyp erheblich
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Abb. 3-18: Mitochondriale Morphologie und Fusion in atmungsdefizienten Mutanten von

C. reinhardtii (Scholz und Westermann, 2013). (A) Die atmungsdefizienten Mutanten wurden wie
zuvor beschrieben (Abb. 3-15 A) kultiviert, mit MitoTracker Green gefarbt und anschlieBend
fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Der Malstab entspricht 5 um. (B) Die Gametogenese und
Analyse der atmungsdefizienten Mutanten erfolgte wie in Abb. 3-15 B. Die Mitochondrien wurden mit
MitoTracker Green gefarbt. Mal3stab, 5 um. (C) Vergleich der mitochondrialen Gesamtmenge in WT-
Stammen und Mutanten. Die Gameten wurden mit MitoTracker Green gefarbt und mittels konfokaler
3D-Mikroskopie analysiert. Abgebildet sind Projektionen der maximalen Intensitat mehrerer konfokaler
Ebenen von reprasentativen Zellen. Mal3stab, 5 um. (D) Die Gameten des atmungsdefizienten
Stammes CC-2654 mt wurden mit MitoTracker Green und die Gameten des WT-Stammes CC-
125 mt" wurden mit MitoTracker Orange gefarbt. Im Anschluss wurden die Gameten miteinander
vermischt und bei Licht inkubiert. Die Zygoten wurden 10-60 min nach Vermischung der Gameten, wie
in Abb. 3-16 A beschrieben, fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Der Mal3stab entspricht 5 um.
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Abb. 3-19: Quantifizierung mitochondrialer Fusionse reignisse in Zygoten von C. reinhardtii.
(Beschreibung der Abbildung siehe Seite 79.)
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Abb. 3-19: Quantifizierung mitochondrialer Fusionse reignisse in Zygoten von C. reinhardtii. (A)
Verzogerte Zygotenbildung bei Kreuzungen mit mitochondrialen Mutanten. Die Zygoten wurden durch
die Paarung von wildtypischen (CC-124) oder atmungsdefizienten (CC-2255; CC-2654; CC-3400 oder
CC-4098) mt-Gameten mit wildtypischen mt’-Gameten (CC-125) gebildet. Pro Stamm und
Zeitintervall wurden mind. 50 Zellen analysiert. Die Balken zeigen den prozentualen Anteil der
Zygoten an der Gesamtzahl der Zellen in der Suspension (% der Zellen). Die Werte sind Mittelwerte
von vier unabhéngigen Experimenten. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung. (B) Die
Quantifizierung der mitochondrialen Fusion erfolgte anhand der in (A) beschriebenen Zygoten, welche
durch die Paarung wildtypischer bzw. atmungsdefizienter mt-Gameten mit wildtypischen mt'-Gameten
entstanden. Pro Stamm und Zeitintervall wurden mind. 50 Zellen analysiert. Die Balken zeigen den
prozentualen Anteil von Zygoten, die Uber teilweise oder vollstandig fusionierte Mitochondrien
verflgten. Die Werte sind Mittelwerte von vier unabhangigen Experimenten. Fehlerbalken zeigen die
Standardabweichung. Datenpunkte mit weniger als drei Zygoten mit beiden Farbstoffen wurden nicht
bertcksichtigt. Der verzdgerte Beginn der mitochondrialen Fusion in Zygoten der atmungsdefizienten
Mutanten ist auf die verzégerte Zygotenbildung dieser Mutanten zurlickzufihren (vgl. Abb. 3-19 A).
Die dargestellten Quantifizierungen entstanden im Rahmen dieser Arbeit und wurden bereits in Scholz
und Westermann (2013) veréffentlicht.

verringert. Selbst nach mehr als zwei Stunden, dexohdie Gameten der Mutanten mit dem
wildtypischen Gameten gekreuzt worden, enthieltarr etwa 20-50 % der Zygoten
fusionierte Mitochondrien (Abb. 3-19 B). Bei ein@rheblichen Anteil dieser Zygoten waren
die Mitochondrien nur teilweise fusioniert. Die wzikrte Effizienz der mitochondrialen
Fusion kénnte moglicherweise auf das Fehlen von pamnten der Atmungskette und dem
damit verbundenen Verlust des Membranpotentialsickaufihren sein. In diesem
Zusammenhang ware die Untersuchung der mitochdedrfusion in Zygoten, welche aus
der Kreuzung von ausschlieR3lich atmungsdefizienienundmt' -Gameten stammen, auRRerst
interessant. Leider sind die entsprechenden atndefig&ntenmt’-Stamme nicht verfiigbar.
Durch die Kreuzung vomt-Mutanten mit dem Wildtypstamm CC-128t", gefolgt von der
Zygosporenbildung und der anschlieBRenden Tetradseklion wurde versucht,
atmungsdefizientent-Mutanten herzustellen. Aus unbekannten Grindeangeks jedoch
nicht, Nachkommen mit dem passenden Genotyp zitenha

Zygoten mit fusionierten und unfusionierten Mitoodden wurden bereits bei
Hefemutanten beschrieben, welche eine reduzieer anicht vollstandig blockierte,
mitochondriale Fusionsaktivitat besitzen (Hammestegiet al., 2010). InS. cerevisiaaund
Saugerzellen steht die Effizienz der mitochondnaléusion in Verbindung mit dem
energetischen Zustand der Mitochondrien (Westerma@h2). Mitochondrien, die in ihrer
Funktionalitdt gestort sind, fusionieren selteneit dem mitochondrialen Netzwerk als
respiratorisch aktive Mitochondrien (Herlah al, 2004; Twiget al, 2008a). Dadurch sind
Zellen in der Lage, geschadigte und respiratoriswktive Mitochondrien selektiv zu
entfernen und mittels Autophagie abzubauen. InetiieZusammenhang wird angenommen,
dass regelmafige Zyklen aus mitochondrialer Fusiwh Teilung zur Qualitatskontrolle der
Mitochondrien in Hefen und Saugern beitragen (Tetigl, 2008b; Westermann, 2010b). Die
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physiologische Bedeutung der mitochondrialen Fusion Chlamydomonasist bisher
unbekannt. In dieser Arbeit konnte erstmals die idfusvon Mitochondrien in
Chlamydomonas reinhardtibeschrieben werden. Die mitochondriale Fusion eumd
wildtypischen Zygoten und in Zygoten von respireitiien Mutanten beobachtet. Hierbei
wurde eine verringerte Haufigkeit der mitochondmaFusionsereignisse in den Zygoten von
atmungsdefizienten Mutanten festgestellt. Anhandeseli Beobachtungen wird
geschlussfolgert, dass die MitochondrierCinreinhardtii regelméafiig fusionieren. Es bedarf
jedoch weiterer Experimente um herauszufinden, mb nditochondriale Teilung in den
Mutanten auf eine &hnliche Weise beeintrachtigt istd das Gleichgewicht aus
mitochondrialer Fusion und Teilung i€hlamydomonaseine &hnliche Rolle in der
mitochondrialen Qualitatskontrolle Ubernimmt, wige sereits bei Hefe und Saugern
beschrieben wurde.

Die molekularen Komponenten der mitochondrialenidghgnaschinerie sind im Pilz-
und Tierreich evolutionar konserviert (Westerm&®1,0a, b). In den sequenzierten Genomen
von Algen und héheren Pflanzen sind hingegen keingéeutigen Orthologe zu den aus Hefe
und Vielzellern bekannten mitochondrialen Fusioasgnen zu finden. Im Genom von
Chlamydomonas reinhardt{Merchantet al, 2007) wird ein einziges Homolog zu Fzol aus
S. cerevisiaecodiert. Dieses vorhergesagte, bisher uncharalggg Protein @hnelt jedoch
eher dem FZL_(EZQike) Protein ausArabidopsis thalianaals dem Fzol aus Hefe oder den
Mitofusinen des Menschen (Abb. 3-20).

FZL

|
L— Chlamy

— Mfn1
—— Mfn2

Fzo1

Abb. 3-20: Phylogenetischer Baum von Fzol Homologen (Scholz und Westermann, 2013). Der
phylogenetische Baum wurde mit Hilfe der Software Clustal W 2.0 (Larkin et al., 2007) erstellt.
Folgende Einstellungen wurden verwendet: Baumformat, PHYLIP; Abstandskorrektur, tatséchlich;
Licken ausschlieBen, tatsachlich; Clustermethode, Neighbor-Joining; Prozent-ldentitdtsmatrix,
unecht. Die dargestellten Proteine und deren Zugangsnummer sind nachfolgend aufgefiihrt: FZL,
FZO-ahnliches Protein Arabidopsis thaliana, NP_171815.3; Chlamy, vorhergesagtes Protein
Chlamydomonas reinhardtii, XP_001689811.1; Mfnl Homo sapiens, NP_284941.2; Mfn2 Homo
sapiens, NP_055689.1; Fzol Saccharomyces cerevisiae, NP_009738.

Da das FZL Protein auArabidopsisausschlief3lich in den Chloroplasten lokalisiettusd
eine Rolle bei der Organisation der Thylakoide Isfg@aoet al, 2006), ist eine Beteiligung
des homologen Proteins vonChlamydomonas an der mitochondrialen Fusion

unwahrscheinlich. Eukaryotische Organismen verfugbar mehrere Dynamin-verwandte



Ergebnisse und Diskussion |81

GTPasen, die an verschiedenen Umformungsprozesean Membranen beteiligt sind
(Praefcke und McMahon, 2004). Das Genom @hamydomonasimfasst sieben Gene, die
fur mogliche Dynamin-verwandte Proteine codierendérs als bei Mgm1 in Hefe oder bei
OPALl in Vielzellern besitzt keines dieser vorheeggen Chlamydomona®roteine eine
charakteristische mitochondriale Prasequenz am msiifies. Aus diesem Grund muss davon
ausgegangen werden, dass diese Proteine der Dymamiia nicht an der Fusion der
mitochondrialen Innenmembran, sondern an anderembmaumformenden Prozessen
beteiligt sind. Dariiber hinaus codiert das Genom @o reinhardtii kein Homolog zum
mitochondrialen Au3enmembranprotein Ugol, welché& icerevisiaéir die mitochondriale
Fusion notwendig ist (Sesaki und Jensen, 2001). IDentifizierung von Proteinen der
mitochondrialen Fusionsmaschinerie in Pflanzen died damit verbundenen molekularen
Mechanismen und physiologischen Funktionen bleilmnme Herausforderung, die es

zuklnftig zu l6sen qilt.



Schlussfolgerungen und Ausblick 82

4.  Schlussfolgerungen und Ausblick

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden verscmed@spekte der mitochondrialen
Dynamik mit Hilfe von unterschiedlichen licht- uretektronenmikroskopischen Methoden in
S. cerevisiaaintersucht. Um die mitochondriale Morphologie ubyghamik inS. cerevisiae
zeitaufgelost verfolgen zu konnen, wurde eine eiéty einsetzbare Sammlung von
Reporterplasmiden hergestellt, welche insbesonddig die Verwendung im
Photokonversionsassay geeignet sind. Auf Grundldge grin-zu-rot konvertierbaren
Fluoreszenzproteins Dendra2 konnten individuelleobhondrien spezifisch markiert und die
Bewegung dieser Mitochondrien innerhalb einer Zefiehverfolgt werden.

Da das Dynamin-verwandte Protein Dnml, welches Sncerevisiae eine
Schlusselkomponente der mitochondrialen Teilungstd#ir, zusatzlich zur Teilung der
mitochondrialen Auenmembran auch fir die Teilueg ohitochondrialen Innenmembran
verantwortlich sein kénnte, wurde der Photokonwersassay daftir verwendet, eine moégliche
Beteiligung von Dnm1 an der Teilung der mitochoaldm Innenmembran zu untersuchen. In
Kombination mit fluoreszenzmarkierten Dnm1l-Variantewurde mit Hilfe des
Photokonversionsassays gezeigt, dass an den Assamgkpunkten von Dnml eine
Diskontinuitat innerhalb der mitochondrialen Matartsteht. Bei elektronenmikroskopischen
Untersuchungen von mutmalllichen Dnm1l-Bindestellenntien vollstdndig voneinander
getrennte Innenmembranen oder sich gegenuberlieg€nidtae als mdgliche Ursachen fir
die Diskontinuitat der mitochondrialen Matrix idéiziert werden. Um mit Sicherheit
festzustellen, ob es sich bei den ultrastrukturetitersuchten Einschnirungen der
Mitochondrien tatsachlich um Dnm1l-Bindestellen hgfhd muss der immuno-
elektronenmikroskopische Nachweis von Dnm1 an déoncimondrialen Einschnirungen in
zukinftigen Experimenten erfolgen.

Anhand der in dieser Arbeit erzielten Ergebnissenke eine direkte Beteiligung von
Dnm1 bei der Teilung der mitochondrialen Innenmeanbnicht eindeutig nachgewiesen
werden. Es besteht aber offenbar ein Zusammenhaisglen der Assemblierung von Dnm1
an der mitochondrialen Auf3enmembran und der Koitéihwler mitochondrialen Matrix.
Basierend auf diesen Beobachtungen wurde gescblgedf dass die Teilung der
mitochondrialen Innenmembran nicht direkt durch Dnemnfolgt, aber in Koordination mit
den Assemblierungspunkten von Dnml stattfindet. Wjenau die Teilung der
mitochondrialen Innenmembran erfolgt und welche Igonmenten daran beteiligt sind,

missen zukinftige Experimente zeigen. Dartber Birsallt sich die Frage, auf welche
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Weise die Teilung der mitochondrialen Innenmembrander Teilung der mitochondrialen
AulRenmembran koordiniert wird. Auch die Frage nad¥ichen Kriterien die Stellen der
mitochondrialen Teilung festgelegt werden, bleibishbr unbeantwortet und muss in
zukinftigen Untersuchungen gel6st werden.

Ein weiterer Aspekt der im Zusammenhang mit deroambndrialen Dynamik in
dieser Arbeit untersucht wurde, ist die Num1-verait¢ Verankerung der Mitochondrien. Bei
elektronentomographischen Untersuchungen der nutwbialen Verankerungsstellen am
Zellkortex konnten Einstilpungen der Plasmamemlaobachtet werden, welche direkte
Kontakte zur mitochondrialen Auf3enmembran bildeteBDementsprechend wurde
angenommen, dass die Befestigung der Mitochondnieter Mutterzelle Uber Kontakte mit
der Plasmamembran erfolgt. Um die genaue Lokadisation Numl am Zellkortex zu
bestimmen, sind in Zukunft weitere immuno-elektroméroskopische Untersuchungen
notwendig.

Obwohl eine groRe Ahnlichkeit zwischen den Membirstélpungen der
mitochondrialen ~ Verankerungsstellen und den durchisoddmen  gebildeten
Membraneinsttlpungen besteht, konnte kein unmételb Zusammenhang von Eisosomen
und der Numl-vermittelten Verankerung von Mitochoerd nachgewiesen werden. Aus
diesem Grund konnte es sich bei den beschrieberembk&neinstilpungen einerseits um
funktionell verschiedene Kompartimente handeln,eaadeits ware es auch denkbar, dass
zunachst die Bildung einer Membraninvagination Hudie Eisosomen erfolgt und die
gebildete Membraneinstllpung anschlieBend fir diemNvermittelte Mitochondrien-
verankerung am Zellkortex dient. Ein derartiges Blbdkonnte in zukinftigen
Untersuchungen durch zeitaufgeloste Elektronentoafieg(Kukulskiet al, 2012) getestet
werden. Die Kontakte zwischen den Mitochondrien whet Plasmamembran sind ein
bestimmender Faktor fur die mitochondriale Morplgedound Dynamik in Hefe. In héheren
Eukaryoten sind jedoch keine homologen ProteindNaml bekannt. Demzufolge missen
zuklnftige Untersuchungen zeigen, ob ahnliche Meish@en fir die Verankerung der
Mitochondrien in anderen eukaryotischen Zellen teetien. Eine weitere zentrale Frage,
welche im Zusammenhang mit Numl weiterfihrend woigt werden sollte, ist die
biologische Bedeutung der Numl-vermittelten Verankg von Mitochondrien. Es wird
angenommen, dass die Verankerung von Mitochondderch Numl fir die richtige
Vererbung der Mitochondrien und die Weitergabe mi@&ochondrialen DNA endscheidend
ist. In der vorliegenden Arbeit konnte durch veredene Experimente, beispielsweise

anhand der Expression von Abf2-Dendra2, gezeigt dever dass sich der
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Photokonversionsassay ideal fur die Untersuchumgrda®chondrialen Vererbung bzw. der
Weitergabe von Nukleoiden eignet.

Wahrend die verschiedenen Prozesse der mitochterridynamik inS. cerevisiae
und Saugetieren sehr gut untersucht sind, existigber die Dynamik der Mitochondrien in
Algen und hoheren Pflanzen nur sehr wenige Daten.Rlahmen dieser Arbeit konnte
erstmals gezeigt werden, dass die mitochondriakoRuauch in der einzelligen Grunalge
C. reinhardtii beobachtet werden kann. Die mitochondriale Fuswoinde in wildtypischen
Zygoten und mit geringerer Effizienz in Zygoten vaimungsdefizienten Mutanten
festgestellt. Anhand dieser Ergebnisse wurde gessfdigert, dass die Mitochondrien in
C. reinhardtii regelméaf3ig fusionieren. Da die an der mitochomheliaFusion beteiligten
Proteine inChlamydomonas®isher vollkommen unbekannt sind, bleibt deremiifieierung
eine wichtige Aufgabe fir zukinftige Untersuchungen

Durch die Verwendung von unterschiedlichen lichtd welektronenmikroskopischen
Methoden lieBen sich im Rahmen dieser Arbeit zaitiee neue Erkenntnisse Uber die
verschiedenen Prozesse der mitochondrialen Dynayewinnen. Basierend auf den hier
gezeigten Daten stellen sich jedoch zahlreichergegante Fragen, die es zukinftig zu

beantworten gilt.
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6. Anhang

Die gedruckte Version dieser Arbeit enthélt eineeROM mit folgenden Filmen.

Filme 6-1: Ultrastrukturelle Charakterisierung der mitochondrialen Verankerungspunkte in der
Retentionszone der Mutterzelle (Originaldaten zu KI  ecker et al.,, 2013). (A-C) Fur diese
Experimente wurden WT-Hefen verwendet, die das Plasmid pRS426-Myo2-Fis1 exprimierten. Diese
Zellen wurden bis zum logarithmischen Wachstum auf glukosehaltigem Minimalmedium angezogen,
nach Standardmethoden in Epon eingebettet und mittels Elektronentomographie analysiert. In den
Tomogrammen ist die Region der Mutterzelle abgebildet, welche der Knospe gegeniiberliegt. Die
dargestellten Tomogramme stammen von unterschiedlichen Zellen und gehdéren zu den
entsprechenden Aufnahmen in Abb. 3-10 A, B und D. Das Tomogramm in (C) ist um 90° nach links
gekippt (vgl. Abb. 3-10 D). Jeder Grol3enmalstab entspricht 250 nm.

Film 6-2: Animierte 3D-Rekonstruktion der mitochond rialen Verankerungspunkte am Zellkortex
der Mutterzelle. Die Rekonstruktion wurde auf Grundlage des Tomogramms in Film 5-1 A durch
Nachzeichnen der Plasmamembran (blau) und der mitochondrialen AuRenmembran (gelb) erstellt.
Der Mal3stab entspricht 200 nm.

Film 6-3: Vorhandensein von kortikalem ER an einem mitochondrialen Verankerungspunkt in
der Retentionszone der Mutterzelle. Das Tomogramm wurde auf die zuvor beschriebene Weise
angefertigt (Filme 6-1). Das kortikale ER befindet sich direkt zwischen dem Mitochondrium und der
Plasmamembran oberhalb der Membraninvagination. Das Tomogramm ist um 90° nach rechts gekippt
(vgl. Abb. 3-10 C). Der GréRenmalistab entspricht 200 nm.



Publikationen | 100

Publikationen

Folgende Veroffentlichungen entstanden im Rahmen dser Arbeit:

Scholz, O, und Westermann, B. (2013). Mitochondrial fusior€hlamydomonas reinhardtii
zygotes. Eur. J. Cell Biof2, 80-86.

Scholz, D, Fortsch, J., Béckler, S., Klecker, T., und Wesann, B. (2013). Analyzing
membrane dynamics with live cell fluorescence nscapy with a focus on yeast
mitochondria. Methods Mol. Bioll033 275-283.

Klecker, T., Scholz, D, Fortsch, J., und Westermann, B. (2013). The tyealt cortical
protein Num1l integrates mitochondrial dynamics icgétlular architecture. J. Cell Sdi26
2924-2930.



Erklarungen | 101

Erklarungen

Hiermit erklére ich eidesstattlich, dass ich diellegende Dissertation selbststandig verfasst

und keine anderen als die von mir angegebenen &uetid Hilfsmittel verwendet habe.

Ich habe die Dissertation nicht bereits zur Erlarggaines akademischen Grades anderweitig
eingereicht und habe auch nicht bereits diese eider gleichartige Doktorprifung endgiltig

nicht bestanden.

Die Hilfe von gewerblichen Promotionsberatern bzwermittlern wurde bisher nicht und

wird auch kunftig nicht von mir in Anspruch genonmme
Ich erklare mich damit einverstanden, dass dietelelsche Fassung meiner Dissertation

unter Wahrung meiner Urheberrechte und des Datatmeh einer gesonderten Uberpriifung
hinsichtlich der eigenstandigen Anfertigung derd@isation unterzogen werden kann.

Bayreuth, den 19.12.2014

Dirk Scholz



Danksagung | 102

Danksagung

Ich bedanke mich bei...

...meinem Doktorvater Prof. DrBenedikt Westermann fur die Aufnahme in seine
Arbeitsgruppe, die einwandfreie fachliche Betreugogie seine Unterstitzung wahrend
der gesamten Zeit meiner Promotion am Institut Zigéllbiologie an der Universitat
Bayreuth. Danke fir viele interessante Erfahrungahdie lehrreiche Zeit.

...den Mitgliedern meines Mentorats, Prof. Benedikt Westermann Prof. Dr. Stefan
Schuster und PD Dr. Stefan Geimer fur die wissenschaftlichen Ratschlage und die

hilfreichen Ideen auch aul3erhalb der planmaRigemtddatstreffen.

...der Deutschen Forschungsgemeinschaft fur die Besbung finanzieller Mittel zur

Unterstitzung dieser Arbeit.

...all den netten, aktuellen und ehemaligen Laboeggh fir die zahlreichen
wissenschaftlichen Diskussionen, die angenehme it&dimosphare und die gute

Zusammenarbeit im Labor.
...Christine Leibiger fir das Korrekturlesen dieser Arbeit und fur dga®im Labor.

...den Elektronenmikroskopikern: PD D@&tefan Geimer fur sein fachliches Know-how,
Ann-Katrin Unger und Michaela Rogowski fur die Einfihrung in die Techniken der
Cryo-Elektronenmikroskopie und Elektronentomograpbhowie Rita Grotjahn fir die

Bereitstellung einiger Puffer und Loésungen in diskBEonenmikroskopie.

...Annette Suskefir ihre Ubersicht in allen organisatorischen Beken und ihren Einsatz fiir
einen reibungslosen Laboralltag sowie die gelegdalUnterstitzung bei der Anzucht der
Algenkulturen.

...Petra Heliesfur den unermudlichen Einsatz in der Spulkiches Hilfsbereitschaft und
die gesamte moralische Unterstiitzung. Sie hatteeinein offenes Ohr und brachte viel

Spal’ ins Labor.

...meiner gesamten Familigtr den bedingungslosen Ruckhalt in allen Lebeyesia

Ein ganz besonderer Dank gilt Frau Bnnegret Hampel nicht nur fir das Korrekturlesen
dieser Arbeit. Ich danke Dir fur Deine uneingesokté Unterstitzung, Deine unendliche
Geduld und Deine Liebe. Danke fur Alles!



