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Abkürzungsverzeichnis
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DIC Differential interference contrast; Differentieller Interferenz

Kontrast
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mitochondrialen Innenmembran
TMS Two membrane spanning structure; membrandurchspannender

Komplex
TOM Translocase of the outer membrane; Proteintranslokase der
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1. Summary

As mitochondria cannot be synthesized de novo, the coordinated inheritance of mitochondria

and mitochondrial DNA (mtDNA) ensures the maintenance of functional organelles in the

cells during cytokinesis. In the model organism Saccharomyces cerevisiae it is well

established that the actin cytoskeleton is responsible for these mitochondrial transport events.

Furthermore a two membrane spanning structure (TMS) is suggested to link mtDNA to the

cytosolic segregation apparatus during cytokinesis. At present the mechanism and the

components of actin-dependent mitochondrial movement as well as the overall structure of

the TMS are poorly understood.

In this work a systematic screen for essential mitochondrial morphology and distribution

components was performed. 119 strains of a yeast strain collection harbouring essential genes

under control of a regulatable promoter showed aberrant mitochondria after promoter shut-

off. This led to the identification of five cellular pathways that are important for maintenance

of mitochondrial morphology: ergosterol biosynthesis, vesicular trafficking, mitochondrial

protein import, ubiquitin/26S proteasome-dependent protein degradation and actin

cytoskeleton-dependent transport. Two components of the latter group, the class V myosin

Myo2 and its essential light chain Mlc1, were found to display an especially interesting

phenotype. Fluorescence microscopy and electron microscopy revealed a ring-shaped

mitochondrial morphology in mutant cells, and mitochondrial cristae structures were absent.

These defects could be observed in cells with a normal actin cytoskeleton indicating a primary

effect of Myo2 on the interaction between mitochondria and the actin cytoskeleton. This

suggestion was corroborated by in vitro actin-binding assays demonstrating a severely

impaired binding capacity for mitochondria isolated from strains lacking Myo2 or Mlc1 as

well as from strains carrying specific point mutations in the cargo-binding domains of Myo2.

Additionally, time resolved fluorescence microscopy of myo2 point mutants revealed that

Myo2 is responsible for the bud-directed anterograde movement of mitochondria. These

results demonstrate for the first time that a myosin motor protein plays an important and

direct role for mitochondrial motility and distribution in S. cerevisiae.

Furthermore Mdm31 and Mdm32, two functionally independent subunits of two complexes in

the mitochondrial inner membrane (IM), have been established as components necessary for

coordinated mtDNA inheritance. It could be shown that deletion of both genes resulted in a
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loss of interaction between mtDNA and a known outer membrane protein of the TMS. This

points to a function of Mdm31 and Mdm32 as inner membrane TMS components.
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2. Zusammenfassung

Da Mitochondrien nicht de novo synthetisiert werden können, wird durch die koordinierte

Vererbung von Mitochondrien und mitochondrialer DNA (mtDNA) sichergestellt, dass

während der Zytokinese alle Zellen im Besitz funktioneller Organellen bleiben. Dabei ist

bekannt, dass im Modellorganismus Saccharomyces cerevisiae das Aktinzytoskelett für diese

mitochondrialen Transportereignisse verantwortlich ist. Weiterhin wird angenommen, dass

über einen beide mitochondriale Membranen durchspannenden Komplex (TMS) die mtDNA

während der Zytokinese an den Segregationsapparat im Zytosol gebunden wird. Allerdings

sind der Mechanismus und die Komponenten der aktinabhängigen Bewegung genauso wie die

Gesamtstruktur des TMS bisher nur wenig verstanden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein systematischer Screen nach essentiellen, mitochondrialen

Morphologie- und Verteilungskomponenten durchgeführt. 119 Stämme einer Hefe-

Bibliothek, in der die Genexpression über einen Fremd-Promotor reguliert wird, zeigten nach

Abschalten des Promotors einen veränderten mitochondrialen Phänotyp. Dies ermöglichte die

Identifizierung fünf zellulärer Prozesse, die für die mitochondriale Morphogenese von

entscheidender Bedeutung sind: Ergosterol-Biosynthese, vesikulärer Transport,

mitochondrialer Proteinimport, Ubiquitin/26S Proteasom-abhängiger Proteinabbau und

aktinzytoskelettabhängiger Transport. Zwei Mitglieder der letzten Gruppe, das Klasse V

Myosin Myo2 und seine leichte Kette Mlc1, wiesen dabei besonders interessante Phänotypen

auf. Fluoreszenz- und elektronenmikroskopische Untersuchungen ergaben eine ringähnliche

mitochondriale Morphologie in den mutanten Zellen. Cristaestrukturen fehlten vollständig.

Da diese Defekte in Zellen mit einem normal ausgeprägten Aktinzytoskelett beobachtet

werden konnten, übt Myo2 wahrscheinlich einen primären Effekt auf die Interaktion zwischen

Mitochondrien und den Aktinkabeln aus. Diese Vermutung wurde durch in vitro

Aktinbindungs-Assays bestärkt. Dabei zeigten isolierte Mitochondrien aus Stämmen ohne

Myo2 und Mlc1 und aus Stämmen mit spezifischen Punktmutationen in den Cargo-

Bindungsdomänen von Myo2 eine stark beeinträchtigte Bindungskapazität. Zusätzlich ergab

zeitauflösende Fluoreszenzmikroskopie der myo2-Punktmutanten, dass Myo2 auch für die

knospengerichtete anterograde Bewegung von Mitochondrien verantwortlich ist. Diese

Ergebnisse belegen zum ersten Mal die wichtige und direkte Beteiligung eines Myosins an der

mitochondrialen Bewegung und Vererbung in S. cerevisiae.
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Darüber hinaus wurden Mdm31 und Mdm32, zwei funktionell unabhängige Untereinheiten

zweier Komplexe der mitochondrialen Innenmembran (IM), als notwendige Komponenten

der koordinierten Vererbung von mtDNA etabliert. In vorliegender Arbeit konnte dabei

gezeigt werden, dass die Deletion beider Gene jeweils in dem Verlust der Interaktion

zwischen mtDNA und Mmm1, einer Außenmembrankomponente des TMS, resultierte. Dies

deutet auf eine Funktion von Mdm31 und Mdm32 als Innenmembrankomponenten des TMS

hin.
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3. Einleitung

Mitochondrien sind Zellorganellen, die in fast allen eukaryotischen Zellen vorkommen.

Neben der Energiegewinnung erfüllen sie weitere wichtige Aufgaben, die in allen

eukaryotischen Zellen für das Überleben essentiell sind. Mutationen, die Form, Funktionalität,

Verteilung oder Vererbung von Mitochondrien betreffen, führen daher in den meisten Fällen

zu beeinträchtigem Zellwachstum oder sogar zum Zelltod. Aus diesem Grund wird zur

Erforschung mitochondrialer Prozesse häufig die Bäckerhefe Saccharomyces cerevisiae (S.

cerevisiae) verwendet, die als fakultativ anaerober Organismus eine große Anzahl andernfalls

tödlicher, mitochondrialer Funktionsdefekte tolerieren kann. Doch auch hier gilt: Hefezellen

ohne Mitochondrien sind nicht überlebensfähig. Da Mitochondrien nicht de novo synthetisiert

werden können, ist während der Zellteilung besonders die Sicherstellung der Vererbung des

gesamten Organells sowie der mitochondrialen DNA (mtDNA) zwischen Mutter- und

Tochterzelle von essentieller Bedeutung. Die dazu nötigen zellulären Transportprozesse sind

allerdings bis heute kaum verstanden. Es gilt zwar als bewiesen, dass Mitochondrien in der

Bäckerhefe aktinabhängig in der Zelle bewegt werden (Drubin et al., 1993; Lazzarino et al.,

1994), noch fehlt aber die Kenntnis zugehöriger Mechanismen und Proteine. Die Vererbung

mitochondrialen Erbguts wird dabei vermutlich durch die indirekte Bindung an die

Segregationsmaschinerie über einen Komplex, der beide mitochondriale Membranen

durchspannt (TMS), gewährleistet (Berger & Yaffe, 2000; Meeusen & Nunnari, 2003). Doch

auch hier besteht über Zusammensetzung und das Funktionsprinzip dieser Maschinerie

Unklarheit.

3.1 Ursprung, Funktion, Aufbau und Morphologie von Mitochondrien

Es wurden zahlreiche Szenarien postuliert, die den Ursprung der eukaryotischen Zelle durch

Fusion oder Endosymbiose zwischen einem Archaebakterium oder einer primitiven

eukaryotischen Zelle und einem respirationskompetenten α-Proteobakterium erklären.

Mittlerweile gilt es als gesichert, dass alle modernen Eukaryoten von einem einzigen

Vorgänger mit Mitochondrien abstammen (Embley et al., 2003; Tovar et al., 2003; van der

Gietzen & Tovar, 2005; Embley & Martin, 2006), da es keine lebenden Eukaryoten gibt, die

nicht zumindest degenerierte mitochondriale Strukturen wie Mitosomen oder

Hydrogenosomen aufweisen (Andersson & Kurland, 1999; Embley et al., 2003; Leon-Avila
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& Tovar, 2004). Unklar ist allerdings, ob andere eukaryoten-spezifische Strukturen wie der

Zellkern, das ER und lineare Chromosomen zeitlich vor oder nach der Entstehung von

Mitochondrien einzuordnen sind. Nach der Integration des „Urmitochondrions“ in die

ursprüngliche Euzyte wurde im Verlauf der Evolution beinahe das vollständige Genom des

Endosymbionten über Gentransfer in den Zellkern übertragen oder in Form von redundanten

Genen ausgesondert (Gray, 1993; Martin & Herrmann, 1998; Gray et al., 1999). Nur wenige

Gene, die für Komponenten metabolischer Aktivitäten und Faktoren zur Expression des

mitochondrialen Genoms codieren, verblieben im mitochondrialen Genom selbst.

Funktionell sind die Mitochondrien an einer Vielzahl verschiedener Stoffwechselprozesse

beteiligt. Obwohl sie hauptsächlich wegen ihrer zentralen Rolle bei der Versorgung der Zelle

mit ATP bekannt sind, erfüllen die Organellen auch in anderen Bereichen für das Überleben

der Zelle notwendige Funktionen. So findet in Mitochondrien die Assemblierung von Eisen-

Schwefel-Clustern statt (Kispal et al., 2005; Lill & Mühlenhoff, 2005). Fe/S-Cofaktoren

kommen u.a. in Proteinen vor, die für den Export von Ribosomenuntereinheiten aus dem

Zellkern ins Zytoplasma benötigt werden und somit für die Synthese aller kerncodierten

Proteine unverzichtbar sind (Kispal et al., 2005; Yarunin et al., 2005) Darüber hinaus sind

Mitochondrien an wichtigen Prozessen wie dem Fettsäureabbau, dem Harnstoffzyklus und der

Synthese des Hämmoleküls, der Nukleotide, der Pyrimidine und einiger Phospholipide

beteiligt (Scheffler, 2001). In den letzten Jahren richtete sich der Focus der mitochondrialen

Forschung besonders auf die Rolle der Organellen bei der Regulation des programmierten

Zelltodes, der Apoptose (Bernardi, 1999; Bernardi et al., 2001). Die Mitochondrien schütten

dabei verschiedene Substanzen (Cytochrom c, Apoptose induzierende Faktoren (AIFs),

Diablo/Smac und Caspase aktivierte DNAse (CAD)) ins Zytosol aus und aktivieren so

verschiedene Caspasen, die den Beginn der Apoptose einleiten. AIF und CAD werden in den

Zellkern transportiert und führen dort zum Abbau von Chromatin (Wallace, 1999). Weiterhin

stellen Mitochondrien einen zentralen Bestandteil des Zell-Alterungsprozesses dar. Durch

Akkumulierung von Nebenprodukten der oxidativen Phosphorylierung, den so genannten

ROS (reaktive Sauerstoffverbindungen), werden Mutationen in der mtDNA begünstigt. Dies

resultiert in einer Herabsetzung der mitochondrialen Lebensdauer (Wallace, 1999) und somit

in der Minderversorgung der entsprechenden Zellen mit ATP, was schlussendlich zum Altern

und Tod der Zelle führt.

Der Aufbau der Mitochondrien konnte bereits in den 50er Jahren durch
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elektronenmikroskopische Betrachtungen aufgeklärt werden: Zwei Membranen, die

mitochondriale Innen- und Außenmembran, begrenzen die Matrix und trennen den

Intermembranraum vom Cytosol ab. Dabei ist die Struktur der inneren Membran, deren

Oberfläche durch Membraneinstülpungen (Cristae) vergrößert wird, sehr variabel und hängt

von der Art und metabolischen Aktivität des jeweiligen Zelltyps ab (Munn, 1974; Smith &

Ord, 1983, Perkins et al., 2003). Eine weitere Besonderheit neben der Doppelmembran stellt

die Existenz eines eigenen Genoms dar. In S. cerevisiae liegt die mtDNA in Form von ca. 20

Nukleoiden pro Zelle vor. Nukleoide sind große membranassoziierte Komplexe (Williamson

& Fennell, 1979), bestehend aus mehreren DNA-Molekülen, der mtDNA-Polymerase Mip1

(Foury, 1989), dem DNA-bindenden Verpackungsprotein Abf2 (Diffley & Stillman, 1991;

Diffley & Stillman, 1992) und einem weiteren DNA-bindenden Protein Mgm101, das für die

Reparatur oxidativer mtDNA-Schäden verantwortlich ist (Chen et al., 1993; Meeusen et al.,

1999). Das meist zirkuläre DNA-Molekül codiert, abhängig vom jeweiligen Organismus,

allerdings nur für wenige Faktoren, darunter tRNAs, rRNAs, Untereinheiten der

mitochondrialen Ribosomen und einige Proteine der Atmungskette. Der Großteil der

mitochondrial benötigten Proteine wird hingegen vom Kern-Genom codiert, im Zytoplasma

synthetisiert und posttranslational über Proteinkomplexe der mitochondrialen Außen- (TOM)

und Innenmembran (TIM) in die Organellen importiert (Neupert, 1997; Neupert & Brunner,

2002; Pfanner et al., 2004).

Das äußere Erscheinungsbild der Mitochondrien ist sehr vielfältig und hängt stark vom

Organismus und Zelltyp ab. Die typisch nierenförmige Gestalt, die in vielen Lehrbüchern

propagiert wird, ist eine höchst vereinfachte Darstellung der tatsächlichen Organellengestalt,

denn die mitochondriale Morphologie stellt sich in den meisten Organismen und Zelltypen als

dynamisch agierendes verzweigtes Netzwerk dar, das gleichermaßen komplex wie

anpassungsfähig ist (Hoffmann & Avers, 1973; Bereiter-Hahn, 1990; Bereiter-Hahn & Voth,

1994; Warren & Wickner, 1996; Griparic & van der Bliek, 2001). Vier übergeordnete

Prozesse sind für die Aufrechterhaltung dieser mitochondrialen Struktur zuständig: Fusion,

Teilung, Tubulation und Transport (Nunnari et al., 1997; Hermann & Shaw, 1998; Yaffe,

1999). Dabei wirken Fusion und Teilung als antagonistische Prozesse, die sich gegenseitig

regulieren und so das mitochondriale Retikulum aufbauen und erhalten (Nunnari et al., 1997;

Sesaki & Jensen, 1999; Shaw & Nunnari, 2002). Fällt eine der beiden Maschinerien aus,

entstehen schwere morphologische Verformungen (Abbildung 3-1): eng geknüpfte

„Fischernetze“ im Falle einer Teilungsstörung und fragmentierte Mitochondrien bei Vorliegen
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Wildtyp

Teilungs-
mutante

Fusions-
mutante

Tubulations-
mutante

Transport-
mutante

eines Fusiondefektes (Hermann & Shaw, 1998; Rapaport et al., 1998; Bleazard et al., 1999;

Sesaki & Jensen, 1999).

Abbildung 3-1: Mitochondriale Morphologie in der Bäckerhefe S. cerevisiae. Dargestellt sind der
Wildtyp und charakteristische Mutanten, die Defekte bei Fusion (Δugo1), Teilung (Δmdv1), Tubulation

(Δmdm10) und Transport (myo2) aufweisen (nach Merz et al., 2007

).

Für eine intakte mitochondriale Morphologie werden neben Fusion und Teilung auch die

Komponenten der Tubulationsmaschinerie benötigt. Vermutlich bilden Tubulationsproteine

Ankerpunkte für die Verbindung des Organells mit Bestandteilen des Zytoskelettes oder

intramitochondrialen Strukturen, die wiederum maßgeblich an der Aufrechterhaltung der

tubulären Morphologie beteiligt sind (Merz et al., 2007). Die Deletion von Tubulationsgenen

resultiert in der Ausbildung großer, unbeweglicher, sphärischer Mitochondrien (Abbildung 3-

1), Störungen in der mitochondrialen Vererbung von Mutter- auf Tochterzelle und einer

fehlerhaften Organisation und Vererbung von mtDNA (Burgess et al., 1994; Sogo & Yaffe,

1994; Berger et al., 1997; Boldogh et al., 1998; Aiken Hobbs et al., 2001; Dimmer et al.,

2002; Boldogh et al., 2003; Youngman et al., 2004; Dimmer et al., 2005*). Neben Fusion,

Teilung und Tubulation existiert ein vierter Prozess, der einerseits für die Aufrechterhaltung

mitochondrialer Morphologie, andererseits für die Verteilung der Organellen von Mutter- auf

Tochterzelle während der Zellteilung von Bedeutung ist: der Transport entlang des

Zytoskelettes. Bewegungsdefekte ziehen ausgeprägte Organisationsstörungen der

mitochondrialen Morphologie und Vererbung nach sich (Abbildung3-1). Die Mitochondrien


Der Stern weist auf eigene Publikationen hin, die im Anhang dieser Arbeit zu finden sind.



3. Einleitung 9

bilden ringförmige Aggregate, die oft auf der zur Knospe distal gelegenen Seite der

Mutterzelle lokalisiert sind (Boldogh et al., 2004). Während die Grundlagen von Fusion und

Teilung zum großen Teil entschlüsselt sind, ist der Ablauf des aktinabhängigen Transports

von Mitochondrien großteils nicht bekannt.

3.2 Identifizierung mitochondrialer Morphologie- und Vererbungskomponenten in
S. cerevisiae

Um die basalen Prozesse der mitochondrialen Funktion und Vererbung zu entschlüsseln, ist

die Identifizierung und Charakterisierung aller beteiligten molekularen Komponenten

unumgänglich. Daher wurde in den vergangenen Jahrzehnten versucht, zunächst einen

Großteil der für das respiratorische Wachstum (Tzagoloff & Dieckmann, 1990; Contamine &

Picard, 2000) und den Aufbau und die Aufrechterhaltung der mitochondrialen Struktur

benötigten Proteine (Hermann & Shaw, 1998; Jensen et al., 2000; Boldogh et al., 2001b)

aufzuklären. Zur Identifizierung mitochondrialer Morphologie- und Transportkomponenten

erwiesen sich dabei morphologische Screens zufallsgesteuert mutagenisierter Hefestämme,

deren Mitochondrien durch spezifische Fluoreszenzmarker angefärbt wurden, als besonders

geeignet (McConnell et al., 1990; Burgess et al., 1994; Hermann et al., 1997; Sesaki &

Jensen, 1999). Danach ermöglichte die postgenomische Ära die Untersuchung vollständiger

Gensätze hinsichtlich ihrer spezifischen Funktion durch systematische, genomweite Screens

(Winzeler et al., 1999; Vidan & Snyder, 2001). Im Jahre 2002 wurde schließlich anhand eines

systematischen Screens einer Deletions-Bibliothek von nicht-essentiellen Hefegenen ein

Großteil aller Gene bestimmt, die an der mitochondrialen Strukturgebung und Funktionalität

beteiligt sind (Dimmer et al., 2002). Die identifizierten Proteinkomponenten ermöglichten

einerseits die Erweiterung bereits bestehender Modelle von Fusion, Teilung, Tubulation und

Transport (Dimmer et al., 2005*), andererseits die Entdeckung gänzlich neuer Komplexe, wie

der Teilungsmaschinerie der mitochondrialen Innenmembran (Messerschmitt et al., 2003).

Obwohl eine überwiegende Mehrheit der mitochondrialen Morphologie- und

Vererbungsvorgänge durch nicht essentielle Genprodukte gesteuert wird, scheint zumindest

die intakte Vererbung der Organellen für Hefezellen ein essentieller Prozess zu sein (Dimmer

et al., 2005*). Somit besteht die hohe Wahrscheinlichkeit, dass neben den nicht essentiellen

auch essentielle Proteine für die Vererbung und damit auch für den Transport von

Mitochondrien von Bedeutung sein könnten.
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3.3 Vererbung von Mitochondrien und mitochondrialer DNA in S. cerevisiae

Mitochondrien sind Organellen, deren Funktionen für die Zelle unabdingbar sind. Daher ist es

notwendig, während der Zellteilung sicherzustellen, dass Mutter- und Tochterzelle im Besitz

funktionsfähiger Mitochondrien bleiben. Dies geschieht, indem sich früh im Zellzyklus die

Mitochondrien zunächst an die spätere Knospungsstelle annähern. Während der S- und G2-

Phase werden die Organellen dann in die wachsende Knospe transportiert und an der Spitze

der Tochterzelle immobilisiert (Simon et al., 1997). Gleichzeitig werden am distal gelegenen

Ende der Mutterzelle ebenfalls Mitochondrien fixiert (Yang et al., 1999). Nach Abschluss der

Zytokinese werden die Mitochondrien aus den Verankerungen gelöst und können sich nun

neu verteilen (Boldogh et al., 2001b). Dieser Prozess stellt sicher, dass jede Zelle mit

Mitochondrien versorgt ist. Die Vererbung des Organells an sich gewährleistet allerdings

noch nicht die Aufrechterhaltung der mitochondrialen Funktion, die wesentlich vom

Vorhandensein der mtDNA bestimmt wird. Also ist von entscheidender Bedeutung, dass

während des Segregationsprozesses Mitochondrien mit mindestens einer intakten Kopie

mtDNA in die Tochterzelle gelangen bzw. in der Mutterzelle verbleiben.

Die koordinierte Verteilung der mtDNA auf Mutter- und Tochterzelle erfolgt dabei nicht

passiv, sondern in einem aktiven, kontrollierten Prozess (Azpiroz & Butow, 1993; Okamoto

et al., 1998; Berger und Yaffe, 2000; Garrido et al., 2003; Meeusen & Nunnari, 2003). Dabei

stellt die Ausbildung des TMS (Berger und Yaffe, 2000; Aiken Hobbs et al., 2001; Boldogh et

al., 2003; Meeusen & Nunnari, 2003) sicher, dass über die mitochondriale Doppelmembran

hinweg die Nukleoide genau an der Stelle an die Innenmembran angelagert werden, an der die

Außenmembran mit dem Aktinzytoskelett interagiert (Abbildung 3-2). Da das Zytoskelett

Mediator für mitochondriale Bewegungen und Vererbung ist, kann durch die indirekte

Verknüpfung der mtDNA mit den Aktinkabeln die Bewegung des Organells mit der

Verteilung der mtDNA synchronisiert werden (Berger & Yaffe, 2000).

Der postulierte Aufbau des TMS stellt sich dabei folgendermaßen dar: drei Proteine, Mmm1,

Mdm10 und Mdm12, die als Komponenten der Tubulationsmaschinerie identifiziert wurden,

bilden einen Proteinkomplex (Mmm1-Komplex) in der äußeren Membran, der entweder

direkt oder indirekt an das Aktinzytoskelett bindet (Burgess et al., 1994; Sogo & Yaffe, 1994;

Berger et al., 1997; Boldogh et al., 1998; Aiken Hobbs et al., 2001; Boldogh et al., 2003;
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Youngman et al., 2004). Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen zeigen, dass alle

Proteine des Komplexes in der Nachbarschaft von mtDNA-Nukleoiden vorliegen (Aiken

Hobbs et al., 2001; Boldogh et al., 2003), während Deletionen der Gene in einer

Fehlorganisation von mtDNA resultieren. Beide Erkenntnisse weisen darauf hin, dass ein

membrandurchspannender Komplex die Nukleoide mit der Segregationsmaschinerie im

Zytosol verbindet. Da Mmm1 in Hefe beide mitochondrialen Membranen durchspannt

(Kondo-Okamoto et al., 2003), wäre es möglich, dass die mtDNA direkt an den

Proteinkomplex der äußeren Membran gebunden vorliegt. Dagegen sprechen Daten aus

Neurospora crassa, die zeigen, dass hier das homologe Protein MMM1 weder die

Innenmembran durchspannt, noch für den Erhalt der mtDNA benötigt wird (Prokisch et al.,

2000). Daher erscheint es plausibler, dass der Mmm1-Komplex über Proteine der inneren

Membran mit der mtDNA verbunden ist (Dimmer et al., 2005). Ein weiteres Protein der

äußeren Membran, Mmm2, das ebenfalls für die Aufrechterhaltung der tubulären

mitochondrialen Gestalt benötigt wird, scheint zwar nicht stabil mit dem ternären Komplex

der äußeren Membran assoziiert zu sein, kooperiert aber möglicherweise auf dynamische Art

Abbildung 3-2: Hypothetische Struktur des membrandurchspannenden Komplexes zur
Vererbung von mtDNA in S. cerevisiae (verändert nach B. Westermann, unveröffentlicht)
Der Mmm1-Komplex, bestehend aus den Proteinen Mdm10, Mdm12, und Mmm1 (grün),
interagiert direkt oder indirekt mit aktinbindenden Proteinen des Zytoskeletts. Über mögliche
Interaktionen mit zwei Proteinen der Innenmembran, Mdm31 und Mdm32 (rot), könnte eine
Verknüpfung der mtDNA mit der Segregationsmaschinerie erzielt und damit die Vererbung der
mtDNA mit der Vererbung der Mitochondrien synchronisiert werden. AM=Außenmembran,
IM=Innenmembran.
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mit Mmm1 und wirkt somit auf den Erhalt der mtDNA ein (Youngman et al., 2004).

3.4 Transport von Mitochondrien in S. cerevisiae

Mitochondrien werden in der Zelle entlang zytoskelettaler Strukturen transportiert.

Organismusabhängig können sowohl Mikrofilamente als auch Mikrotubuli als

Transportgeleise verwendet werden. Die Vererbung und die Aufrechterhaltung der

mitochondrialen Morphologie resultiert allerdings immer aus Interaktionen zwischen

Proteinen der mitochondrialen Außenmembran und der entsprechenden Zytoskelettklasse

(Nangaku et al., 1994; Morris & Hollbeck, 1995; Langford, 1995; Pereira et al., 1997; Ligon

& Steward, 2000). Die wiederholten und möglicherweise kurzlebigen Bindungen führen dabei

einerseits zu Transportereignissen im herkömmlichen Sinn, können andererseits aber auch auf

die Gesamtstruktur und Verteilung des mitochondrialen Retikulums innerhalb der Zelle

regulierend einwirken (Yaffe, 1999). Da in S. cerevisiae Mitochondrien ausschließlich über

das Aktinzytoskelett bewegt werden (Drubin et al., 1993; Lazzarino et al., 1994; Hermann &

Shaw, 1998) ist die Bäckerhefe ein geeigneter Modellorganismus für Untersuchungen zum

aktinabhängigen mitochondrialen Transport.

3.5 Aufbau und Funktion des Aktinzytoskelettes

Das Aktinzytoskelett besteht hauptsächlich aus dem Protein Aktin, dessen Interaktion an einer

Vielzahl bindender und assoziierter Proteine die Zusammensetzung und Struktur der

Mikrofilamente bestimmt. In S. cerevisiae wird das Protein von einem einzelnen essentiellen

Gen, ACT1, codiert, das speziesübergreifend stark konserviert ist. In der Zelle liegt Aktin

entweder als 43 kDa großes Monomer (G-Aktin) (Kabsch et al., 1990; Schutt et al., 1993;

Otterbein et al., 2001) oder als Polymer, dem Filament (F-Aktin) vor (Holmes et al., 1990;

Milligan et al., 1990). Das F-Aktin weist anhand von unterschiedlich schnell wachsenden

Enden intrinsische Polarität auf. Die funktionellen Aktinfilamente des Zytoskeletts werden

schließlich von zwei helixartig umeinander gewundenen Ketten F-Aktin gebildet. Durch

ständige Polymerisierungs- und Depolymerisierungsereignisse wird eine hohe Dynamik des

Aktinzytoskeletts erreicht (Pollard & Cooper, 1986). Neben der Unterscheidung zwischen

monomerem G-Aktin und assembliertem Mikrofilament lässt sich in S. cerevisiae das F-Aktin

selbst in zwei strukturell divergente Gruppen unterteilen: Zytoplasmatische Kabel in der
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Mutterzelle, die aus longitudinal verlaufenden Bündeln von Aktinfilamenten bestehen

(Adams & Pringle, 1984), und kortikale Patches, die als Filament-Knäuel charakterisiert sind

und in der Knospe an Stellen des polarisierten Wachstums lokalisiert sind (Kilmartin &

Adams, 1984; Ford & Pringle, 1991; Mulholland et al., 1994; Pruyne et al., 1998) (Abbildung

3-3).

Der eigentliche Assemblierungsprozess von monomerem Aktin zu Mikrofilamenten und

deren polarisierte Ausrichtung in der Zelle wird durch eine Vielzahl so genannter aktin-

bindender Proteine (ABPs) reguliert, die sowohl an die monomere als auch an die polymere

Aktinform binden können (Pollard, 1993). Zu dieser Gruppe zählen neben den essentiellen

Proteinen Profilin (Haarer et al., 1990; Magdolen et al., 1988) und Cofilin (Iida et al., 1993;

Mirzayan et al., 1992) auch Myosine und myosinähnliche Proteine. Weiterhin existieren

Proteine, die einen aktinähnlichen strukturellen Aufbau besitzen, allerdings klar von der

Familie der klassischen Aktine getrennt werden: die aktin-verwandten Proteine (actin-related

proteins, ARPs) (Schwob & Martin, 1992). Zu den ARPs gehört auch das essentielle Protein

Arp2, das zusammen mit Arp3 als Arp2/3 Komplex (Machesky et al., 1994) für

Verzweigungen an oder nahe den Enden bereits existierender Filamente verantwortlich ist

(Amann & Pollard, 2000; Blanchoin et al., 2000; Robinson et al., 2001).

Ebenso vielfältig wie die Proteine, die am Aufbau des Aktinzytoskelettes beteiligt sind,

stellen sich auch die Funktionen der Mikrofilamente in der Zelle dar. Untersuchungen an

temperatursensitiven Mutanten zeigen einerseits die Beteiligung des Aktinzytoskeletts an der

Aufrechterhaltung der Zellstruktur und am polarisierten Wachstum (Pruyne et al., 2004),

A B

Abbildung 3-3: Polymerisierte Strukturen des Aktinzytoskelettes:
A: Differentielle Interferenz Kontrast (DIC) Aufnahme einer knospenden Hefezelle. Der
Balken entspricht einer Länge von 5µm. B: Inverse Darstellung eines mit Rhodamin-
Phalloidin gefärbten Aktinzytoskeletts. Der rote Pfeil markiert ein zytoplasmatisches
Kabel, der blaue Pfeil die kortikalen Patches. Die Anzucht der Zellen, die Färbung der
Aktinfilamente und die Aufnahme der Bilder erfolgte wie in Teilarbeit A beschrieben.
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andererseits agiert Aktin als „Gleis“ für die Beförderung von Membranvesikeln und

Organellen, wie Vakuolen, Peroxisomen oder Mitochondrien (Wertman et al., 1992; Drubin et

al., 1993; Bretscher, 2003; Pruyne et al., 2004).

3.6 Potentielle Motoren für den aktinabhängigen mitochondrialen Transport

Während in S. cerevisiae die „Gleis-Funktion“ des Aktinzytoskeletts für den mitochondrialen

Transport als gesichert gilt (Drubin et al., 1993; Simon et al., 1995; Simon et al., 1997;

Hermann & Shaw, 1998; Fehrenbacher et al., 2004), bleibt die Frage nach dem zugehörigen

Motor, also dem eigentlichen Bewegungsantrieb, nach wie vor ungeklärt.

Forschungsergebnisse der letzten Jahre zeigen allerdings, dass sowohl ein Motorprotein aus

der MyosinV-Familie (Itoh et al., 2002; Boldogh et al., 2004), als auch der Arp2/3 Komplex

(Boldogh et al., 2001a) potentiell für die Rolle als aktinassoziierte Motoren geeignet sind.

Hinweise auf den Transport von Mitochondrien unter Beteiligung des Motorproteins Myo2
aus der Klasse V der Myosine

Molekulare Motorproteine stellen den gebräuchlichsten Antriebsmechanismus für den

intrazellularen Transport von Zellorganellen dar. Sie bewegen ihre „Fracht“ entlang

zytoskelettaler Bahnen, wobei für verschiedene Zytoskelettstrukturen unterschiedliche Sätze

von Motorproteinen benötigt werden: Kinesine und Dyneine für den mikrotubuliassoziierten

Transport, Myosine für Bewegungen entlang des Aktinzytoskelettes.

Viele Mitglieder der Myosin-Familie sind dabei nach ähnlichem Muster aufgebaut. Die

konservierte N-terminale Domäne (Myosin-Kopf) besitzt eine ATPase Funktion, die sowohl

zur Antriebserzeugung als auch für die Bindung an das Aktinfilament notwendig ist (Korn &

Hammer, 1988). Darauf folgt eine ebenfalls konservierte „Neck“-Region, die durch die

Bindung von EF-Hand Proteinen an ihre regulatorische Domäne die Aktivierung der ATPase

ermöglicht (Johnston et al., 1991). Die globuläre Tail-Struktur ist innerhalb der Myosine

deutlich variabler, was auf eine Verwendung für unterschiedliche zelluläre Funktionen

hindeutet (Kiehart, 1990; Cheney et al., 1993; Wright & Jackson, 1996). Weiterhin besitzen

alle Myosine mindestens eine leichte Kette, die über ein IQ-Motiv an die schwere Kette

bindet (Cheney & Mooseker, 1992; Rayment et al., 1993; Xie et al., 1994).
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In der Bäckerhefe wurden insgesamt 5 Proteine aus unterschiedlichen Klassen der Myosin-

Familie identifiziert, darunter auch das Motorprotein Myo2, ein unkonventionelles Myosin

der Klasse V, das, ebenso wie seine assoziierte leichte Kette Mlc1, für das Wachstum von S.

cerevisiae essentiell ist (Stevens & Davis, 1998). Proteine dieser Myosin-Klasse sind im

Allgemeinen als multifunktionelle Cargo-Transporter charakterisiert und an einer großen

Bandbreite von Bewegungen in der Zelle beteiligt (Reck-Peterson et al., 2000). Myo2, ein

Myosin der Klasse V stellt in S. cerevisiae den Mediator für den aktinabhängigen

sekretorischen Vesikeltransport dar (Govindan et al., 1995; Johnston et al., 1991; Schott et al.,

1999). Darüber hinaus ist dieses Myosin als Motor für den vakuolären und peroxisomalen

Transport beschrieben (Catlett & Weisman, 1998; Fagarasanu et al., 2006a; Fagarasanu et al.,

2006b) und am Prozess des polarisierten Wachstums beteiligt (Brockerhoff et al., 1992;

Brockerhoff et al., 1994). Die Koordination dieser unterschiedlichen Cargo-Bindungen an den

Myo2-Transporter erfolgt durch spezielle Subdomänen des C-Terminus. Die Mutagenese der

Cargo-Bindungsdomäne zeigt, dass für den Transport von sekretorischen Vesikeln und der

Vakuole zwei verschiedene, cargo-spezifische Regionen in der globulären C-terminalen

Myo2 Domäne benötigt werden (Catlett et al., 2000) (Abbildung 3-4).

Subdomäne I

Subdomäne
II
Abbildung 3-4: Molekulare Darstellung der globulären Tail-Domäne des Myosin V
Proteins Myo2 aus S. cerevisiae.
Die Bindungsstellen für sekretorische Vesikel und die Vakuole sind innerhalb des C-Terminus
strukturell voneinander getrennt. Oberflächenreste der Subdomäne I sind blau, die der
Subdomäne II rot dargestellt. Die Vakuolenbindestelle ist hellblau markiert, die Bindestelle für
sekretorische Vesikel ist gelb hervorgehoben. Vakuolen- und vesikelspezifische
Aminosäurereste sind für die jeweiligen Bindedomänen angegeben (nach Pashkova et al.,

2006).
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Dabei dient die eine Subdomäne der Bindung von Vakuolen, die andere der Bindung von

sekretorischen Vesikeln. Die Regionen liegen auf entgegen gesetzten Seiten der länglichen

Cargo-Bindungsdomäne. Beide Bereiche weisen an der Oberfläche eine Anzahl

hochkonservierter Aminosäurereste auf, die als Bindungsstellen für cargo-spezifische

Rezeptoren fungieren (Pashkova et al., 2006).

Während mit Myo2 also ein Myosin als Motorprotein für fast alle Zellorganellen agiert,

konnte eine Beteiligung von Myosinen im Allgemeinen und Myo2 im Speziellen am

aktinabhängigen Transport von Mitochondrien in S. cerevisiae bisher nicht belegt werden.

Allerdings gibt es bereits indirekte Hinweise, die auf eine Beteiligung von Myo2 auch am

mitochondrialen Transport schließen lassen. Zum einen weist eine temperatursensitive

Mutante, myo2-573, starke Beeinträchtigungen der mitochondrialen Morphologie und

Verteilung auf (Itoh et al., 2002). Wesentlich dabei ist, dass der veränderte Phänotyp in

Gegenwart eines normal ausgeprägten Aktinzytoskeletts vorliegt. Somit kann ein sekundärer

Effekt durch eine Myo2-bedingte Störung der zytoskelettalen Struktur ausgeschlossen

werden. Zum anderen zeigen verschiedene Beispiele aus der Literatur, dass mit den Myosinen

verwandte Proteine in anderen Organismen durchaus am Transport von Mitochondrien

beteiligt sind. So konnte ein unkonventionelles Myosin auf Mitochondrien in Photorezeptoren

von Heuschrecken nachgewiesen werden (Stürmer & Baumann, 1998), während in

Caenorhabditis elegans Mutanten der Myosin Klasse VI die Verteilung von Mitochondrien

während der Spermatogenese gestört ist (Kelleher et al., 2000). Ein pflanzenspezifisches

Myosin der Klasse XI kolokalisiert in Maiszellen sowohl mit Mitochondrien als auch mit

Chloroplasten (Wang & Pescreta, 2004). Zusätzlich liegen in Säuger-Melanomzellen

Mitochondrien mit einem Myosin Klasse V assoziiert vor, das von dem dilute Gen codiert

wird (Nascimento et al., 1997).

Mitochondrialer Transport durch Arp2/3-Komplex vermittelte Aktinpolymerisation

Der Arp2/3 Komplex ist ein evolutionär hoch konservierter Proteinkomplex, dessen

Hauptfunktion in der Initiation der Aktinpolymerisation liegt (Mullins & Pollard, 1999). Zu

den Untereinheiten zählen neben den beiden Hauptkomponenten Arp2 und Arp3 noch fünf

weitere Proteine (Gournier et al., 2001; Robinson et al., 2001). Nach Aktivierung des

Komplexes durch Proteine der WASp/Scar Familie (Welch et al., 1998; Machesky et al.,
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1999) bilden Arp2 und Arp3 ein Heterodimer aus, das strukturell dem Aktin-Dimer stark

ähnelt. Somit kann der Arp2/3-Komplex freie Aktin-Enden imitieren, die als Nukleationskeim

für neue Aktinfilamente in der Zelle verwendet werden (Blanchoin et al., 2000; Robinson et

al., 2001).

Diese Funktion des Arp2/3 Systems wird in der Natur auch für Bewegungen von

intrazellulären Organismen „zweckentfremdet“. Bakterielle Pathogene wie Listeria

monocytogenes (L. monocytogenes) aktivieren den Komplex durch ein bakterielles Protein

ActA und rekrutieren den Arp2/3 Komplex an ihr hinteres Zellende. Dort wird dann die

Polymerisierung von Aktinfilamenten initiiert, die letztendlich zu einer vorwärtsgerichteten

Bewegung des Bakteriums innerhalb der Wirtszelle führt (Welch et al., 1997; Welch et al.,

1998; Stevens et al., 2006). Beobachtungen am Lichtmikroskop zeigen dabei die wachsenden

Aktinfilamente als Struktur, die einem Kometenschweif ähnelt.

Jüngere Forschungsergebnisse postulieren, dass in S. cerevisiae dieser

Bewegungsmechanismus auch zum mitochondrialen Transport entlang des Aktinzytoskelettes

eingesetzt wird (Boldogh et al, 2001a). Hinweise darauf geben Experimente, die

Untereinheiten des Arp2/3-Komplexes an der mitochondrialen Oberfläche lokalisieren.

Zusätzlich weisen Zellen, die eine Mutation im ARP2 Gen tragen, verminderte

Transportgeschwindigkeit und den Verlust linearer, anterograder Bewegung auf (Boldogh et

al., 2001a). Weiterhin zeigen lichtmikroskopische Beobachtungen so genannte Aktin-Wolken

in der direkten Nähe von Mitochondrien, die auch bei L. monocytogenes als Intermediate bei

der Bildung von Aktinschweifen auftreten (Welch et al., 1997; Welch et al., 1998). Allerdings

unterscheidet sich die aktinabhängige Bewegung von Mitochondrien in einem wesentlichen

Punkt von anderen polymerisierungsabhängigen Bewegungsvorgängen: Mitochondriale

Bewegung erfolgt an bereits bestehenden Aktinkabeln (Fehrenbacher et al., 2004), während

bakterielle Pathogene und internalisierte Endosomen durch das Wachstum eines neu

erzeugten kometenähnlichen Aktinendes vorangetrieben werden (Stevens et al., 2006).
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4. Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

Obwohl bereits seit über einem Jahrzehnt bekannt ist, dass der mitochondriale Transport in

der Bäckerhefe aktinabhängig erfolgt, ist der eigentliche Ablauf der Bewegungsereignisse

kaum verstanden und viele Zusammenhänge bleiben lückenhaft oder ungeklärt. Bereits die

Frage nach dem eigentlichen Bewegungsmotor und dessen Rezeptoren auf der

mitochondrialen Außenmembran wird kontrovers diskutiert. Stellt ein Mitglied der

Myosinfamilie den Motor für den Transport dar oder treibt Aktinpolymerisation die

Bewegung voran? Welche mitochondrialen Außenmembranproteine kommen als Rezeptoren

für die Bindung an das Aktinzytoskelett in Frage? Welche weiteren Proteine sind an der

Regulation von Bindung und Bewegung beteiligt? Darüber hinaus bleibt in diesem

Zusammenhang zu klären, wie die Segregation von Mitochondrien während Transport- und

Vererbungsereignissen an die Vererbung der mtDNA gekoppelt wird. Wie ist der

verantwortliche membrandurchspannende Komplex aufgebaut? Erfüllen die beiden

Innenmembranproteine Mdm31 und Mdm32 tatsächlich eine Rolle als Komponenten dieses

Komplexes?

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war es, eine Hefestamm-Sammlung, die 2/3 aller essentiellen

Gene unter Kontrolle eines reprimierbaren Promotors beinhaltet (Mnaimneh et al., 2004),

systematisch nach bisher unbekannten Mutanten mit mitochondrialen Defekten zu

durchmustern. Es sollten dabei essentielle Proteine und zelluläre Prozesse erfasst werden, die

an der mitochondrialen Morphogenese und Verteilung beteiligt sein könnten. Darauf

aufbauend sollten anhand des Screens identifizierte Komponenten der mitochondrialen

Morphogenese funktionell charakterisiert werden. Insbesondere sollte anhand von

molekularbiologischen und zytologischen Methoden die Frage geklärt werden, ob eines der

ermittelten essentiellen Proteine als Mediator der Interaktion zwischen Mitochondrien und

dem Aktinzytoskelett und/oder als Motor für den mitochondrialen Transport in Frage kommt.

Zusätzlich sollte geklärt werden, welchen Anteil die beiden mitochondrialen Innenmembran-

Proteine Mdm31 und Mdm32 an der zytoskelettabhängigen, koordinierten Vererbung von

mtDNA besitzen. Dazu sollte untersucht werden, ob in Mdm31-, bzw. Mdm32-

Deletionsmutanten die räumliche Nähe von mtDNA-Nukleoiden und mitochondrialen

Außenmembranproteinen des TMS aufgehoben wird.
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5. Ergebnisse und Diskussion

5.1 Durchmusterung einer Hefe-Bibliothek essentieller Gene nach Mutanten mit
Morphologie- und Verteilungsdefekten

Für die Identifizierung essentieller mitochondrialer Morphologie- und

Vererbungskomponenten wurde eine Hefe-Bibliothek essentieller Gene systematisch

durchgemustert. Die Expression jedes dieser Gene kann durch Zugabe von Doxyzyklin

(DOX) über einen spezifischen regulierbaren Promotor (TetO7) ausgeschaltet werden

(Mnaimneh et al., 2004). Zur Durchführung des Screens wurden alle TetO7-Stämme mit und

ohne Zugabe von DOX angezogen und hinsichtlich ihres mitochondrialen Phänotyps

untersucht. Um die Morphologie fluoreszenzmikroskopisch erfassen zu können, wurden die

Organellen dazu mit spezifischen Farbstoffen angefärbt.

Nach Aussonderung aller morphologisch unauffälligen Stämme blieben 119 Mutanten übrig,

die schwere mitochondriale Defekte aufwiesen (Altmann & Westermann, 2005*
,

Supplemental Material). Die jeweils verantwortlichen Gene und deren Produkte wurden nach

Angaben der Saccharomyces Genome Database (Christie et al., 2004) und der Comprehensive

Yeast Genome Database (Güldener et al., 2005) funktionellen Gruppen zugeordnet. Fünf

dieser Kategorien enthielten einen signifikant hohen Prozentsatz an Mutanten mit veränderter

mitochondrialer Morphologie (Altmann & Westermann, 2005*, Abbildung 1): „Ergosterol

Biosynthese“, „Mitochondrialer Proteinimport“, „Vesikulärer Transport und Sekretion“,

„Ubiquitin/26S Proteasom-abhängiger Proteinabbau“, „Aktinzytoskelettabhängiger

Transport“. Die Prozesse, die diesen fünf Kategorien zu Grunde liegen, spielen folglich für

die Aufrechterhaltung der mitochondrialen Morphologie eine wesentliche Rolle. Ob der

Einfluss der identifizierten Mutanten auf die Strukturgebung allerdings primärer oder

sekundärer Natur ist und welches dieser essentiellen Proteine als mögliche mitochondriale

Transportkomponente in Frage kommen könnte, wird nachfolgend diskutiert.

Die Beteiligung der Ergosterol-Biosynthese an der mitochondrialen Strukturgebung

Alle elf in der Bibliothek enthaltenen Stämme mit promotorregulierten Genen, die für

Komponenten des Ergosterol-Biosyntheseweges codieren, zeigten nach DOX-Zugabe

aggregierte, geschwollene Mitochondrien (Altmann & Westermann, 2005*, Abbildung 2). Das
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in Pilzen vorliegende Membranlipid, das im Wesentlichen dem Cholesterin von Tieren

entspricht, ist also wesentlich an der Aufrechterhaltung der mitochondrialen Struktur beteiligt.

Aktuelle Veröffentlichungen, die die Ergosterole als Komponenten der homotypischen

Vakuolenfusion in Hefe beschreiben, weisen dabei auf eine direkte Beteiligung der Lipide an

der mitochondrialen Morphogenese hin (Kato & Wickner, 2001; Fratti et al., 2004). Aufgrund

des niedrigen Gehalts von Ergosterolen in der vakuolären Membran wird postuliert, dass sich

die Aufgabe der Lipide während der Vakuolenfusion nicht auf die Modulation physikalischer

Eigenschaften der Membranen beschränkt. Vielmehr erstreckt sie sich spezifisch auf die

Aktivierung und/oder Anordnung von Fusionsproteinen. Eine ähnliche Funktion der

Ergosterole als Komponenten der Fusionsmaschinerie wäre auch im Falle der Mitochondrien

vorstellbar.

Die Rolle von Proteinimport- bzw. Proteinassemblierung bei der Aufrechterhaltung der

mitochondrialen Morphologie

Auch ein Großteil der untersuchten mitochondrialen Proteinimport- und

Proteinassemblierungsmutanten zeigten eine veränderte Morphologie (Altmann &

Westermann, 2005*, Abbildung 3), die u.a. durch das Fehlen essentieller Untereinheiten des

TOM-Komplexes, des TIM23-Komplexes und des SAM-Komplexes (Sortierungs- und

Assemblierungsmaschinerie) verursacht wird. Daher liegt die Schlussfolgerung nahe, dass der

Proteinimport und die Proteinassemblierung für den Erhalt der mitochondrialen Struktur

benötigt werden. Analoge Befunde für Tom7, einer nicht-essentiellen Untereinheit des TOM-

Komplexes, stützen diese These (Dimmer et al., 2002). Die postulierte Beteiligung des SAM-

Komplexes an der mitochondrialen Morphogenese wird durch Daten gestärkt, die für

temperatursensitive Mutanten der Komplexuntereinheit Sam50 ähnliche morphologische

Defekte beschreiben (Meisinger et al., 2004). Dabei wird angenommen, dass Sam50

zusammen mit weiteren Außenmembranproteinen für den Aufbau eines funktionalen TOM-

Komplexes verantwortlich ist. Allerdings scheint die Beteiligung der Import- und

Assemblierungsmaschinerie an der mitochondrialen Morphogenese in erster Linie ein

sekundärer Effekt zu sein, da viele der bekannten strukturbildenden mitochondrialen Proteine

in die Mitochondrien importiert und in eine der beiden Membranen eingebaut werden. Daher

resultiert eine Störung des Imports oder der Sortierung von primären
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Morphologiekomponenten in die Subkompartimente zwangsläufig in der Ausprägung von

Mitochondrien mit gestörter Morphologie.

Die Verbindung zwischen vesikulärem Transport und der mitochondrialen Morphologie

Ungefähr die Hälfte der promotorregulierten Gene, die für vesikuläre Transportproteine

codieren, zeigten nach Inkubation mit DOX fragmentiert-aggregierte Mitochondrien

(Altmann & Westermann, 2005*, Abbildung 5). Erwähnenswert sind aus dieser Gruppe die

Proteine Sec17 und Sec18, Homologe der Säugerproteine alpha-SNAP und NSF, die dort für

die Regulation der Disassemblierung von SNARE-Komplexen verantwortlich sind, sowie das

Translokon SEC61 und Srp101, die Alpha-Untereinheit des SRP-Rezeptors (Signal

Recognition Particle). Unter Berücksichtigung bereits publizierter Fakten müssen diese

Ergebnisse des Screens allerdings unterschiedlich bewertet werden. Während

temperatursensitive sec18 Mutanten keinerlei Beeinträchtigung der mitochondrialen

Morphologie aufweisen (Nunnari et al., 1997) zeigten temperatursensitive srp101 Mutanten

ebenfalls fragmentierte Mitochondrien (Prinz et al., 2002). Eine Beteiligung des ER und des

gesamten Sekretionsprozesses an der mitochondrialen Morphogenese bleibt auf Grund des

hohen prozentualen Anteils von Morphologiemutanten trotzdem sehr wahrscheinlich. Dieses

Ergebnis eröffnet einen vollständig neuen Weg, um den Lipidaustausch zwischen dem ER

und den Mitochondrien zu untersuchen.

Einfluss des Ubiquitin/26S Proteasom-Systems auf die mitochondriale Morphogenese

Ungefähr zwei Drittel aller Stämme mit promotorregulierten Genen, die für essentielle

Untereinheiten des Proteasoms codieren, weisen nach Abschalten des Promotors starke

Störungen des mitochondrialen Reticulums in Form von fragmentiert-aggregierten

Mitochondrien auf (Altmann & Westermann, 2005*, Abbildung 6). Hingegen scheinen

Stämme, denen zellzyklus-spezifische Faktoren für den Proteinabbau fehlen, in der

mitochondrialen Morphologie nicht beeinträchtigt. Frühere Beobachtungen zeigten bereits,

dass Ubiquitin (Fisk & Yaffe, 1999), das 26S-Proteasom (Rinaldi et al., 1998) und der SCF-

abhängige Proteinabbau (Fritz et al., 2003) an der Aufrechterhaltung der mitochondrialen
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Morphologie beteiligt sind. Dabei kontrolliert das Ubiquitin/26S-Proteasomsystem Fusions-

und Spaltungsereignisse vermutlich sekundär durch den Abbau von regulierenden Faktoren.

Beteiligung von Komponenten des Aktinzytoskelettes an der mitochondrialen Struktur

Mitochondrien bewegen sich in allen Organismen entlang zytoskelettaler Strukturen. In der

Bäckerhefe übernehmen speziell die Aktinfilamente die Rolle dieser Transportgleise

(Hermann & Shaw, 1998; Jensen et al., 2000; Boldogh et al., 2001b). Fehler in der

Anordnung der Filamente oder die Depletion von strukturgebenden Aktinkomponenten

resultieren also zwangsläufig in der Ausbildung von mitochondrialen Transport- und

Vererbungsdefekten. Zwei Drittel der Stämme mit essentiellen Genen, die für aktinassoziierte

oder aktinbindende Protein codieren, zeigten nach Ausschalten des Promotors aggregierte

oder ringförmige Mitochondrien (Altmann & Westermann, 2005*, Abbildung 4). Nach

Doppelfärbung von Aktin und Mitochondrien konnten anhand von

fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen diese Stämme in zwei Kategorien aufgeteilt

werden: Klasse A (Veränderte Mitochondrien und fehlorganisiertes Aktinzytoskelett) und

Klasse B (Veränderte Mitochondrien und intaktes Aktinzytoskelett). Zu den Mitgliedern der

Klasse A gehörten neben Komponenten des ARP2/3 Komplexes auch Untereinheiten des

CCT Chaperons, das für die Aktin- und Tubulinfaltung verantwortlich ist. Weiterhin zählten

auch das Motorprotein Myo2 und weitere Faktoren der Aktinorganisation zu dieser Gruppe.

Die Klasse B enthielt lediglich Mlc1, eine leichte Kette, die in S. cerevisiae mit den

Motorproteinen Myo2 und Myo1 assoziiert vorliegt.

Während einerseits durch den prozentual hohen Anteil an Mutanten in der Gruppe der

Aktinkomponenten die wichtige Rolle des Aktinzytoskeletts für die mitochondriale

Morphogenese unterstrichen wird, bleibt andererseits allerdings die Frage offen, ob die

Einwirkung der Mutanten auf die Gestaltbildung primärer oder sekundärer Natur ist. Es

scheint plausibel, dass die Senkung des Expressionslevels sämtlicher Proteine der

Aktinassemblierung bzw. der Aktinorganisation in der Fehlorganisation des Aktinzytoskeletts

resultiert. Daher ist der Einfluss dieser Komponenten auf die Morphogenese sicherlich

sekundärer Natur.
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Dagegen wurde bereits in anderen Publikationen ein möglicher primärer Einfluss des Arp2/3

Komplexes (Boldogh et al., 2001a; Fehrenbacher et al., 2004) und des Motorproteins Myo2

(Itoh et al., 2002; Boldogh et al., 2004; Itoh et al., 2004) auf den aktinabhängigen,

mitochondrialen Transport und damit auch auf die Morphologie postuliert. Welcher der

beiden Komplexe nun tatsächlich als Motor in Frage kommt ist umstritten (Boldogh et al.,

2001a; Boldogh et al., 2004; Itoh et al., 2004). Die Ergebnisse aus der Durchmusterung der

Bibliothek lassen allerdings vermuten, dass Myo2 und seine assoziierte leichte Kette Mlc1

eine weitaus bedeutendere Rolle am mitochondrialen Transport spielen könnten als bisher

angenommen wurde. Denn für die Zellen der Stämme TetO7-mlc1 und TetO7-myo2 wurden

auch ohne Inkubation mit DOX mitochondriale Defekte in Gegenwart eines intakten

Aktinzytoskeletts beobachtet (Altmann & Westermann, 2005*, Abbildung 4). Dies spricht

dafür, dass unter nicht-reprimierenden Bedingungen die Expression über den DOX-

regulierbaren Promotor nicht dem physiologischen Expressionslevel des endogenen

Promotors gleicht. Somit liegen also auch ohne Induktion beide Proteine in nicht-

physiologischen Konzentrationen, vermutlich überexprimiert, in der Zelle vor. Dieser

Proteinüberschuss könnte im Stamm TetO7-myo2 aufgrund der limitierenden Menge der

essentiellen leichten Kette Mlc1 zu den toxischen Effekten führen (Stevens & Davis, 1998),

die in der Ausprägung der ringähnlichen Mitochondrien resultieren. Da gleichzeitig mit den

veränderten Phänotypen in den Stämmen TetO7-mlc1 und TetO7-myo2 ein normal

ausgeprägtes Aktinzytoskelett zu beobachten war, handelt es sich bei dem Einfluss der

Mutationen auf die mitochondriale Morphogenese mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht um

einen sekundären Effekt. Vielmehr kann vermutet werden, dass Myo2 und Mlc1 eine primäre

Rolle zumindest bei der Bindung von Mitochondrien an die Aktinfilamente spielen. Damit

sind beide Proteine Kandidaten für Komponenten des mitochondrialen Transportes und

werden nachfolgend (Altmann et al., 2007*) als solche näher charakterisiert.

5.2 Beteiligung des Motorproteins Myo2 und seiner leichten Kette Mlc1 am
Transport und der Vererbung von Mitochondrien in S. cerevisiae

Der Ablauf des aktinabhängigen Transports von Mitochondrien ist bis heute ungeklärt.

Aktuelle Hypothesen stützen sich entweder auf Myosine als mögliche Bewegungsmotoren

(Itoh et al., 2002; Itoh et al., 2004) oder favorisieren die Arp2/3-Komplex-vermittelte

Aktinpolymerisation als Antrieb für den Transport der Organellen (Boldogh et al., 2001b;

Fehrenbacher et al., 2004). Ein wichtiges Resultat des Screens war die Identifizierung zweier
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Proteine, des Myosin-Motorproteins Myo2 und seiner leichte Kette Mlc1, deren Einfluss auf

die mitochondriale Morphologie auf eine mögliche direkte Beteiligung beider Proteine am

Transport der Organellen schließen ließ. Durch nachfolgend beschriebene Untersuchungen

sollten tiefere Einblicke in die Rolle von Myo2 am mitochondrialen Transport gewonnen

werden.

Depletion von Myo2 und Mlc1 verändert die mitochondriale Gestalt und Funktion

Zunächst war es notwendig, zu belegen, dass der veränderte mitochondriale Phänotyp in den

TetO7-myo2 und TetO7-mlc1-Stämmen nicht das Resultat einer Fehlorganisation des

Aktinzytoskeletts ist, sondern einen primären Effekt darstellt, der ausschließlich auf die

Abwesenheit beider Proteine zurückzuführen ist. Dazu wurden Zellen beider Stämme für

unterschiedliche Zeitspannen in Gegenwart von DOX inkubiert, um die Struktur von

Mitochondrien und Aktin bei unterschiedlichen Myo2-Konzentrationen beobachten zu

können. Untersuchungen am Fluoreszenzmikroskop zeigten dabei, dass im Zeitraum 0-15 h

nach DOX-Zugabe mit 30-50% eine signifikante Anzahl von Zellen ringförmige

Mitochondrien in Gegenwart eines intakten Zytoskeletts aufwiesen. (Altmann et al., 2007*,

Abbildung 1A). Dies verdeutlicht, dass in den TetO7-myo2 und TetO7-mlc1-Stämmen die

gestörte Morphogenese eindeutig primäre Konsequenz der Myo2- bzw. Mlc1-Depletion ist

und nicht durch Veränderungen des Zytoskeletts erklärt werden kann.

Nach den fluoreszenzmikroskopischen Beobachtungen sollten elektronenmikroskopische

Untersuchungen genaueren Aufschluss über die Ultrastruktur der Mitochondrien aus den

TetO7-myo2 und TetO7-mlc1-Stämmen geben. Auch hier wiesen die Organellen eine

ringförmig-aggregierte Gestalt auf (Altmann et al., 2007*, Abbildung 1B). Das Fehlen von

Cristaestrukturen legte die Vermutung nahe, dass beide Mutanten, ähnlich wie andere Stämme

mit Morphologiedefekten (Berger & Yaffe, 2000), das mitochondriale Genom verloren haben

könnten. Tatsächlich wiesen Zellen der TetO7-myo2 und TetO7-mlc1-Stämme, in denen durch

einen interkalierenden Farbstoff die mtDNA angefärbt wurde, keine Nukleoidstrukturen auf

(Altmann et al., 2007*, Abbildung 1C). Dies verdeutlicht, dass physiologische

Konzentrationen von Myo2 und Mlc1 für die Vererbung funktioneller Mitochondrien wichtig

sind.
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Spezifische Mutationen in der globulären Tail-Domäne von Myo2 zeigen einen Einfluss auf

die mitochondriale Morphogenese

Nachdem anhand der Stämme TetO7-myo2 und TetO7-mlc1 der direkte Einfluss von Myo2 auf

die mitochondriale Morphogenese und Funktionsfähigkeit gezeigt werden konnte, stellte sich

nun die Frage, welche Domäne von Myo2 für die Aufrechterhaltung der mitochondrialen

Struktur verantwortlich sein könnte. Dabei ist aus der Literatur bereits bekannt, dass die

globuläre Tail-Domäne von Myo2 die Bindung des Motorproteins an verschiedene Cargo-

Membranen wie Vakuolen oder sekretorische Vesikel vermittelt (Catlett & Weisman, 1998;

Schott et al., 1999; Pashkova et al., 2006). Folglich liegt die Vermutung nahe, dass diese

Domäne auch für die Anbindung von Myo2 an die Mitochondrien von Bedeutung sein

könnte. Die dadurch erzeugte Interaktion zwischen den Organellen und dem Aktinzytoskelett

wäre dann maßgeblich für eine wildtypische mitochondriale Morphologie.

Um diese Hypothese zu überprüfen, wurden temperatursensitive myo2-Stämme mit

Punktmutationen in vakuolen- und vesikelspezifischen Subdomänen des C-Terminus (Catlett

& Weisman, 1998; Catlett et al., 2000; Pashkova et al., 2006) hinsichtlich Störungen der

mitochondrialen Verteilung und Morphologie fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Dabei

zeigten alle Punktmutanten mit Aminosäureaustauschen in der vesikelspezifischen Domäne

wildtypische mitochondriale Tubuli in Mutter- und Tochterzelle. Hingegen wiesen sechs von

acht vakuolenspezifischen Mutanten aggregierte Mitochondrien in Gegenwart eines intakten

Aktinzytoskeletts auf. Die Verteilung der Organellen auf die Tochterzellen war stark gestört;

der Großteil aller Knospen wies keine Mitochondrien auf (Altmann et al., 2007*, Abbildung

3A, 3C und 5B). Die Tatsache, dass zwei Aminosäureaustausche in dieser Domäne keinen

Effekt zeigen, gibt einen Hinweis darauf, dass der Proteinabschnitt zur Bindung von

Mitochondrien zwar mit der Bindungsstelle für Vakuolen überlappen könnte, nicht aber mit

dieser identisch ist. Dieses Ergebnis macht deutlich, dass die für die Bindung der Vakuolen

verantwortliche C-terminale Subdomäne von Myo2 auch einen Anteil an der

Aufrechterhaltung der mitochondrialen Morphologie und Verteilung innehat.
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Myo2 und Mlc1 sind notwendig für die Interaktion zwischen Mitochondrien und

Aktinfilamenten in vitro

Um die Beteiligung von Myo2 und Mlc1 an der Interaktion zwischen Mitochondrien und

Aktinfilamenten zu untermauern, wurde auf den etablierten in vitro Sedimentations-Assay

zurückgegriffen (Lazzarino et al., 1994). In diesem Versuch werden isolierte Mitochondrien

und polymerisierte Aktinfilamente in An- bzw. Abwesenheit von ATP miteinander inkubiert,

über ein Saccharosekissen zentrifugiert und die Menge an gebundenem Aktin im

Mitochondrien-Pellet per Westernblot-Analyse quantifiziert. Während ohne ATP eine

irreversible Bindung eintritt, findet nach Zugabe von ATP keine stabile Interaktion zwischen

den Komponenten statt. Auch nach Salzextraktion der peripheren Membranproteine der

Mitochondrien ist eine Bindung zwischen den Organellen und Aktin nicht möglich. Die

Zugabe von peripheren Membranproteinen (Salzextrakt) zu den extrahierten Mitochondrien

stellt die Bindungskapazität vollständig wieder her (Altmann et al., 2007*, Abbildung 2A),

was darauf hinweist, dass die ATP-sensitive Bindung der Organellen an das Zytoskelett durch

periphere Membranproteine vermittelt wird.

Für nachfolgend beschriebenen Sedimentations-Assay wurden Mitochondrien aus den

Stämmen TetO7-myo2 bzw. TetO7-mlc1 sowie aus zwei temperatursensitiven Punktmutanten

mit Aminosäureaustauschen in der vakuolenspezifischen Bindungsdomäne isoliert. Das

Experiment ergab in Abwesenheit von ATP für die Mitochondrien aller Stämme eine

Verringerung der Aktin-Bindungskapazität auf ungefähr 50% gegenüber der

Bindungskapazität von Wildtypmitochondrien (Altmann et al., 2007*, Abbildung 2B und 4A).

Die Inkubation von TetO7-myo2 bzw. TetO7-mlc1-Mitochondrien mit Salzextrakt aus

Wildtyp-Mitochondrien vor der Zugabe der Organellen zu den Aktinfilamenten stellte die

Bindungskapazität fast gänzlich wieder her (Altmann et al., 2007*, Abbildung 2C). Zusätzlich

inhibiert die Zugabe von Antikörpern gegen Myo2 zu Wildtyp-Mitochondrien die ATP-

sensitive Aktinbindung vollständig. (Altmann et al., 2007*, Abbildung 2D).

Um die beschriebenen Beobachtungen auch fluoreszenzmikroskopisch visualisieren zu

können, wurde der in vitro Assay modifiziert. Mitochondrien wurden von mtGFP

exprimierenden Wildtyp-, TetO7-myo2- und TetO7-mlc1-Zellen sowie den beiden

Punktmutanten isoliert. Die gereinigten Organellen wurden mit Alexa Fluor 568-markierten

Aktinfilamenten in Abwesenheit von ATP inkubiert und danach direkt
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fluoreszenzmikroskopisch untersucht. (Altmann et al., 2007*, Abbildungen 2E, 2F und 4B).

Dabei stimmten die Ergebnisse mit den Resultaten des Sedimentationsassays gut überein.

Diese Ergebnisse zeigen, dass mitochondrial gebundenes Myo2 und seine leichte Kette Mlc1

die Interaktion zwischen Aktin und den Mitochondrien vermitteln. Dabei scheint besonders

die intakte Struktur der C-terminalen, vakuolenspezifischen Bindungsdomäne von Myo2

wesentlich für die Anbindung der Organellen an die Filamente in vitro zu sein. Allerdings

genügt eine Restexpression der Proteine in den TetO7-myo2 bzw. TetO7-mlc1 Stämmen

offensichtlich für die immer noch vorhandene, wenn auch eingeschränkte Möglichkeit der

Mitochondrien an Aktinfilamente zu binden. Dagegen blockiert die Zugabe des Myo2

gerichteten Antikörpers die Funktion des Proteins komplett. In den temperatursensitiven

Stämmen scheint auch unter restriktiven Bedingungen noch genügend funktionsfähiges Myo2

vorhanden zu sein, um ein geringes Maß an Interaktion zwischen Organellen und Filamenten

zu ermöglichen.

Myo2 ist ein aktiver Motor für den anterograden Transport von Mitochondrien in die Knospe

In temperatursensitiven myo2-Stämmen mit Punktmutationen in der vakuolenspezifischen

Bindungsdomäne war zu beobachten, dass die Vererbung der Organellen auf die

Tochterzellen nur stark eingeschränkt erfolgte. Da dies Resultat eines mitochondrialen

Transportsdefekts darstellen könnte, wurde mittels zeitaufgelöster 3D-Mikroskopie lebender

Zellen versucht, die Bewegungsereignisse von Mitochondrien in den Zellen einer

Punktmutante nachzuvollziehen.

Dabei war zu beobachten, dass sich die Mitochondrien über einen Zeitraum von 30 min nur

langsam und über geringe Distanzen bewegten. Häufig wurden Knospen verschiedenster

Größe gänzlich ohne Mitochondrien vorgefunden (Altmann et al., 2007*, Abbildungen 5A).

Eine detaillierte Betrachtung der Aufnahmen ergab, dass, verglichen mit Wildtypzellen, nur

ein geringer prozentualer Bruchteil von Mitochondrien in der Mutante noch in der Lage war,

die Knospungsstelle zu passieren.

Dieses Resultat zeigt, dass der knospengerichtete Transport in Punktmutanten mit

Aminosäureaustauschen in der vakuolenspezifischen Bindungs-Domäne am Myo2 C-
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Terminus fast vollständig blockiert ist. Dieses Ergebnis impliziert eine direkte Beteiligung des

Myosins am anterograden Transport von Mitochondrien. Damit ist erstmalig bewiesen, dass

ein Motorprotein aus der Familie der Myosine in S. cerevisiae direkt in die koordinierte,

aktive Bewegung von Mitochondrien involviert ist.

5.3 Die Beteiligung der beiden mitochondrialen Innenmembranproteine Mdm31 und
Mdm32 an der Vererbung von mtDNA in S. cerevisiae

Die mtDNA liegt in der mitochondrialen Matrix in Form von Proteinkomplexen vor, den so

genannten Nukleoiden. Von ihr codierte Proteine sind für die Funktion der Mitochondrien

von wichtiger Bedeutung. Dies impliziert, dass neben der Vererbung des gesamten Organells

auch die koordinierte Weitergabe von mtDNA in die Tochterzelle einen wesentlichen Prozess

darstellt. Dabei wird die Verteilung wahrscheinlich in Zusammenarbeit mit einer

zytoskelettabhängigen Segregationsmaschinerie im Zytosol erreicht (Aiken Hobbs et al.,

2001; Berger & Yaffe, 2000; Boldogh et al., 2003; Meeusen & Nunnari, 2003). Ein Komplex

(TMS), der beide mitochondrialen Membranen umschließt, dient dabei als Linker zwischen

dem Segregationsapparat und den Nukleoiden in der mitochondrialen Matrix. Der TMS

scheint dabei als eine Art Gerüststruktur zu agieren. Er bietet Ankerpunkte, über die die

Mitochondrien an das Aktinzytoskelett gebunden werden (Boldogh et al., 1998) und somit in

der Lage sind, ihre tubuläre Struktur aufrechtzuerhalten. Gleichzeitig kann durch die

Anbindung von Nukleoiden die Vererbung von mtDNA in morphologisch intakten

Mitochondrien sichergestellt werden. Während bereits einige Proteine (Mdm10, Mdm12,

Mmm1) identifiziert wurden, die als außenmembranständige Komponenten des TMS in Frage

kommen (Aiken Hobbs et al., 2001; Boldogh et al., 2003; Meeusen & Nunnari, 2003), besteht

über die Identität der Innenmembran-Komponenten noch Unklarheit. Im Rahmen der

Durchmusterung einer Deletions-Bibliothek nicht-essentieller Hefegene wurden allerdings

zwei Gene entdeckt, MDM31 und MDM32, deren Deletion große, sphärische Mitochondrien

erzeugt, wie sie auch in den Mutanten Δmdm10, Δmdm12 und Δmmm1 zu beobachten waren

(Dimmer et al., 2002). Dies gab einen ersten Hinweis darauf, dass die Proteine Mdm10,

Mdm12 und Mmm1 am selben Prozess, nämlich der Vererbung von mtDNA, beteiligt sein

könnten.

Mdm31 und Mdm32 wurden daraufhin hinsichtlich einer möglichen Rolle als Intermembran-

Komponenten des membranumspannenden Komplexes untersucht (Dimmer et al., 2005*). Kai
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Stefan Dimmer lokalisierte über Zellfraktionierungs-Experimente beide Proteine in der

mitochondrialen Innenmembran und untermauerte mit dem Nachweis der synthetischen

Letalität von Δmdm31- und Δmdm32-Stämmen mit Δmmm1-, Δmdm10- und Δmdm12-

Mutanten die Hypothese, dass diese Proteine an derselben zellulären Funktion beteiligt sein

könnten. Außerdem zeigte er durch fluoreszenzmikroskopische Analysen für beide

Deletionsmutanten starke Störungen in der mitochondrialen Verteilung, Bewegung und

Fusion, die nicht auf einer inhibierten Interaktion der Mitochondrien mit dem Zytoskelett

beruhen. Eine wahrscheinlichere Erklärung für die stark ausgeprägten Morphologiedefekte

liegt in der elektronenmikroskopisch erkennbaren, stark veränderten Ultrastruktur der

Mitochondrien aus den Δmdm31- und Δmdm32-Stämmen. Ein ähnlicher Phänotyp ließ sich

bereits für Mitochondrien aus Δmmm1-Stämmen beobachten, der mit dem Fehlen interner

Gerüststrukturen und dem daraus resultierenden Verlust von mtDNA in Zusammenhang

gebracht wurde (Aiken Hobbs et al., 2001). Dies lässt vermuten, dass auch Mdm31 und

Mdm32, zusammen mit Mmm1, an der Aufrechterhaltung der Struktur beteiligt sind und

gleichzeitig Ankerpunkte für mtDNA-Nukleoide darstellen könnten.

In meinem Teil dieser Arbeit beschäftigte ich mich mit der fluoreszenzmikroskopischen

Bestätigung dieser Hypothese. Falls Mdm31 und Mdm32 tatsächlich zusammen mit Mmm1

Komponenten derselben mtDNA-bindenden Gerüststruktur sind, dann sollte nach Deletion

beider Gene die in Wildtypzellen vorhandene räumliche Nähe zwischen Mmm1 in der

äußeren Membran und den Nukleoiden in der Matrix (Aiken Hobbs et al., 2001; Boldogh et

al., 2003; Meeusen & Nunnari, 2003) aufgehoben sein. Für den experimentellen Nachweis

wurde in Δmdm31- und Δmdm32-Stämmen Mmm1 mit einem Fluoreszenzmarker versehen.

Gleichzeitig wurde eine Komponente des Nukleoidkomplexes (Abf2) mit einem GFP-Tag

markiert, bzw. die mtDNA selbst angefärbt. In beiden Deletionsmutanten war daraufhin zu

beobachten, dass zwischen den Mmm1-Foci und den Nukleoiden große räumliche Abstände

lagen. Die mtDNA-Strukturen waren diffus organisiert (Dimmer et al., 2005*).

Das Experiment zeigt, dass Mdm31 und Mdm32 als Bindeglieder zwischen der mtDNA und

dem Mmm1-Komplex in der äußeren Membran agieren. Dies belegt zusammen mit den

Ergebnissen von Kai Stefan Dimmer eine Beteiligung beider Innenmembranproteine am TMS

und beweist die Bedeutung der Proteine für die koordinierte Anbindung der mtDNA an den

Segregationsapparat.
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5.4 Schlussfolgerungen und Ausblick

Die Resultate der vorliegenden Arbeit belegen die Rolle von Myo2 und seiner assoziierten

leichten Kette Mlc1 als Mediatoren der Interaktion zwischen Mitochondrien und

Aktinfilamenten. Dies geht mit Beobachtungen anderer Arbeiten konform, die zeigen, dass

Mutationen in den Myo2 Bindungsstellen auf den Aktinkabeln bzw. die Sättigung dieser

Stellen mit funktionslosen Myo2-Kopfdomänen in einem Verlust der Aktin-

Bindungskapazität von Mitochondrien resultieren (Drubin et al., 1993; Lazzarino et al., 1994).

In der vorliegenden Arbeit konnte zusätzlich belegt werden, dass das Myosin als Motor für

den anterograden Transport der Organellen benötigt wird. Beide Beobachtung stehen in

direktem Widerspruch zu dem Modell, das eine direkte Rolle von Myo2 am mitochondrialen

Transport ablehnt und den Arp2/3-Komplex als Motor und Mediator der Interaktion zwischen

Mitochondrien und dem Aktinzytoskelett favorisiert (Boldogh et al., 2004). Als

Hauptargument gegen Myo2 als Motorprotein für den mitochondrialen Transport wird dabei

angeführt, dass in bestimmten myo2-Mutanten keine negative Beeinflussung der

Bewegungsgeschwindigkeit von Mitochondrien festzustellen ist (Boldogh et al., 2004).

Dieses Argument ist allerdings nicht stichhaltig, da die Geschwindigkeit von Myo2 für die

Bewegungsgeschwindigkeit der Mitochondrien nicht zwangsläufig ein limitierender Faktor

sein muss. Denn es ist davon auszugehen, dass vermutlich mehrere Motoren gleichzeitig für

den Transport großer Organellen wie den Mitochondrien verantwortlich sind. In diesem Fall

würde die Geschwindigkeit eines einzelnen, sich prozessiv bewegenden Motorproteins keine

wesentliche Auswirkung auf die Geschwindigkeit des Gesamtprozesses zeigen. Damit

konform gehen auch Beobachtungen, die für Mitochondrien aus Wildtypzellen große

Schwankungen in der Bewegungsgeschwindigkeit aufzeigen (Fehrenbacher et al., 2004). Die

Hypothese vom Arp2/3-Komplex vermittelten mitochondrialen Transport sieht für Myo2

zwar auch eine Funktion bei der mitochondrialen Vererbung, diese beschränkt sich allerdings

auf die Rolle als Transporter von Faktoren, die in die Knospe für die Retention von

Mitochondrien während der Zytokinese benötigt werden (Boldogh et al., 2004). Dagegen

sprechen einerseits die in-vitro Assays, die für Myo2 und Mlc1 eine essentielle Bedeutung bei

der Interaktion zwischen Aktinfilamenten und den Mitochondrien zeigen, andererseits die

Defekte in der anterograden Bewegung, die durch das Fehlen von Retentionsfaktoren in der

Knospe nicht erklärt werden können. Somit lassen die vorliegenden Ergebnisse den Schluss

zu, dass Myo2 als Mediator der Interaktion zwischen Mitochondrien und dem
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Aktinzytoskelett bzw. als Motor für die anterograde Bewegung den Hauptmechanismus für

den mitochondrialen Transport in Hefe darstellt, während der Arp2/3 Komplex nur einen

geringen Anteil an den Bewegungsereignissen innezuhaben scheint.

Für die Etablierung der Myo2-vermittelten Bewegung von Mitochondrien wird in der Zukunft

zunächst die Identifizierung von Myo2 Rezeptoren an der mitochondrialen Oberfläche von

entscheidender Bedeutung sein. Zwei kürzlich identifizierte Proteine, Ypt11, eine kleine rab-

ähnliche GTPase, und Mmr1, ein in der Knospe mitochondrial gebundenes Protein, wären

theoretisch als Interaktionspartner für Myo2 geeignet. Während die Doppelmutante

Δypt11Δmmr1 tatsächlich schwere Defekte in der korrekten Verteilung der Mitochondrien auf

Mutter- und Tochterzellen zeigt (Itoh et al., 2002; Itoh et al., 2004), weisen allerdings die

Einzelmutanten kaum Störungen in der mitochondrialen Morphologie oder Verteilung auf

(Dimmer et al., 2002; Itoh et al., 2002; Itoh et al., 2004). Somit kommt sicherlich keines der

Proteine für sich als mitochondrialer Myo2 Rezeptor in Frage. Daher ist davon auszugehen,

dass zusätzlich mindestens noch ein oder mehrere, bisher uncharakterisierte Proteine, für die

Verankerung von Myo2 an den Mitochondrien verantwortlich sind.
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Supplementary Material

Supplemental Table 1. Yeast mutants of essential genes screened for aberrant mitochondrial morphology.

Genes were catalogued according to their cellular functions using criteria from the Saccharomyces Genome

Database (SGD), Comprehensive Yeast Genome Database (CYGD) and manual annotation. The first column

indicates the systematic gene name, the second column indicates the standard gene name, "+" indicates a

mitochondrial morphology defect in the presence of doxycycline, "-" indicates wild type-like mitochondria in the

presence of doxycycline, the right column gives a brief description of the protein's function according to SGD.

An asterisk (*) indicates that less than 70% of cells were viable after incubation in doxycycline-containing

medium. Numbers indicate for each group the number of mutants with aberrant mitochondrial morphology, the

total number of mutants, and the percentage of mutants with aberrant mitochondrial morphology.

Total (119/768=15%)

Ergosterol biosynthesis (11/11=100%)

YGL001c ERG26 + C-3 sterol dehydrogenase
YGR060w ERG25 + C-4 sterol methyl oxidase
YGR175c ERG1 + Squalene monooxygenase
YHR042w NCP1 + NADP-cytochrome P450 reductase
YHR072w ERG7 + Lanosterol synthase
YLR100w ERG27 + 3-keto sterol reductase
YML126c ERG13 + 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme a synthase
YMR208w ERG12 + Mevalonate kinase
YMR220w ERG8 + Phosphomevalonate kinase
YNR043w MVD1 + Mevalonate pyrophosphate decarboxylase
YPL028w ERG10 + Acetyl-CoA-acetyltransferase, cytosolic

Mitochondrial protein import (7/10=70%)

YHR083w SAM35 + Sorting and assembly machinery (SAM) complex subunit
YLR008c PAM18 + Mitochondrial import motor
YNL026w SAM50 + Sorting and assembly machinery (SAM) complex subunit
YNL131w TOM22 + Outer membrane import receptor complex
YNL310c ZIM17 + Essential component of the mitochondrial import system
YOL026c MIM1 + Protein required for mitochondrial import
YOR232w MGE1 + Heat-shock protein-chaperone
YDL217c TIM22 - TIM22 subunit of the TIM22 complex
YLR163c MAS1 - Mitochondrial processing peptidase
YPL063w TIM50 - Mitochondrial inner membrane import translocase subunit

Actin cytoskeleton-related factors (10/15=67%)

YBR234c ARC40 + Essential subunit of the ARP2/3 complex
YDL029w ARP2 + Actin-like protein (ARP2/3 complex)
YDL143w CCT4 + Required for the assembly of actin and tubulins in vivo
YDR188w CCT6 + Required for the assembly of actin and tubulins in vivo
YGL106w MLC1 + Myo2p light chain
YLL050c COF1 + Cofilin, actin binding and severing protein
YNR035c ARC35 + Subunit of the ARP2/3 complex
YOR122c PFY1 + Profilin



YOR326w MYO2 + Myosin heavy chain
YPL242c IQG1 + Protein involved in cytokinesis
YDR208w MSS4 - Phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinase
YGR245c SDA1 - Required for normal organization of the actin cytoskeleton
YHR023w MYO1 - Myosin-1 isoform heavy chain
YIR006c PAN1 - Actin-cytoskeleton assembly protein
YOR181w LAS17 - Component of actin cortical patches

Vesicular transport and secretion (35/57=61%)

YBL050w SEC17 + Transport vesicle fusion protein
YBR080c SEC18 + Vesicular-fusion protein, functional homolog of NSF
YBR254c TRS20 + Targeting and fusion of ER to golgi transport vesicles
YDL092w SRP14 + Signal recognition particle subunit
YDL195w SEC31 + Component of the COPII coat of ER-golgi vesicles
YDR166c SEC5 + Required for exocytosis
YDR189w SLY1 + Suppressor of YPT1 and member of the Sec1p family
YDR238c SEC26 + Coatomer complex beta chain of secretory pathway vesicles
YDR292c SRP101 + Signal recognition particle receptor, alpha chain
YDR299w BFR2 + Involved in protein transport steps at the Brefeldin A blocks
YDR407c TRS120 + Targeting and fusion of ER to golgi transport vesicles
YDR498c SEC20 + Secretory pathway protein
YER008c SEC3 + Component of exocyst complex
YFL005w SEC4 + GTP-binding protein of the ras superfamily
YFL045c SEC53 + Folding and glycosylation of secretory proteins
YFR051c RET2 + Coatomer complex delta chain
YGL098w USE1 + Complex with the SNAREs Sec22p, Sec20p and Ufe1p
YGL137w SEC27 +* Coatomer complex beta chain of secretory pathway vesicles
YGL233w SEC15 + Vesicular traffic control protein
YGR172c YIP1 + Golgi membrane protein
YKL122c SRP21 + Signal recognition particle subunit
YKL154w SRP102 + Signal recognition particle receptor, beta chain
YLR026c SED5 + Syntaxin (T-SNARE)
YLR166c SEC10 + Required for exocytosis
YLR208w SEC13 + Protein transport protein
YLR378c SEC61 + ER protein-translocation complex subunit
YML105c SEC65 + Signal recognition particle subunit
YMR079w SEC14 + PI/PC transfer protein
YNL258c DSL1 + Required for Golgi-ER-transport
YNL272c SEC2 + Protein transport protein
YNL287w SEC21 +* Involved in ER to Golgi transport of selective cargo
YOR254c SEC63 + ER protein-translocation complex subunit
YPL210c SRP72 + Signal recognition particle protein
YPL243w SRP68 + Signal recognition particle protein
YPR055w SEC8 + Protein transport protein
YDL058w USO1 - Intracellular protein transport protein
YDL145c COP1 - Coatomer complex alpha chain of secretory pathway vesicles
YDR164c SEC1 - Protein transport protein
YDR170c SEC7 - Component of the non-clathrin vesicle coat
YDR246w TRS23 - Targeting and fusion of ER to golgi transport vesicles
YGL145w TIP20 - TIP20 required for ER to Golgi transport
YGR120c SEC35 - Conserved oligomeric golgi complex
YIL004c BET1 - Protein transport protein
YIR022w SEC11 - Signal sequence processing protein
YKL006c-a SFT1 - SNARE-like protein
YKL196c YKT6 - SNARE protein for Endoplasmic Reticulum-Golgi transport
YKR068c BET3 - Targeting and fusion of ER to golgi transport vesicles
YLR066w SPC3 - Signal peptidase subunit
YLR078c BOS1 - Secretory pathway protein
YML077w BET5 - Targeting and fusion of ER to golgi transport vesicles
YMR197c VTI1 - v-SNARE; involved in Golgi retrograde protein traffic



YMR218c TRS130 - Targeting and fusion of ER to golgi transport vesicles
YNL006w LST8 - Transport of permeases to the plasma membrane
YNL263c YIF1 - Slh1 Interacting Factor
YNR026c SEC12 - GDP/GTP exchange factor for Sar1p
YPL010w RET3 - Coatomer complex zeta chain
YPR105c COG4 - Conserved oligomeric golgi complex

Protein degradation (11/34=32%)

Proteasome subunits (7/11=64%)

YDL007w RPT2 + 26S proteasome regulatory subunit
YER012w PRE1 + 20S proteasome subunit C11 (beta4)
YJL001w PRE3 + 20S proteasome subunit (beta1)
YMR314w PRE5 + 20S proteasome subunit (alpha6)
YOL038w PRE6 + 20S proteasome subunit (alpha4)
YOR259c RPT4 +* 26S proteasome regulatory subunit
YOR261c RPN8 + 26S proteasome regulatory subunit
YDL147w RPN5 - 26S proteasome regulatory subunit
YFR004w RPN11 - 26S proteasome regulatory subunit
YGL048c RPT6 - 26S proteasome regulatory subunit
YML092c PRE8 - 20S proteasome subunit Y7 (alpha2)

Cell cycle-specific protein degradation factors (0/11=0%)

YBL084c CDC27 - Subunit of anaphase-promoting complex/cyclosome
YDL008w APC11 - Subunit of anaphase-promoting complex/cyclosome
YDL064w UBC9 - Subunit of anaphase-promoting complex/cyclosome
YDR118w APC4 - Subunit of anaphase-promoting complex/cyclosome
YGL116w CDC20 - Cell division control protein
YGR098c ESP1 - Required for sister chromatide separation
YHR166c CDC23 - Subunit of anaphase-promoting complex/cyclosome
YKL022c CDC16 - Subunit of anaphase-promoting complex/cyclosome
YLR127c APC2 - Subunit of anaphase-promoting complex/cyclosome
YOR249c APC5 - Subunit of anaphase-promoting complex/cyclosome
YPL020c ULP1 - Ubl-specific protease

Other protein degradation factors (4/12=33%)

YDL132w CDC53 + Cullin; subunit of SCF ubiquitin ligase complex
YDR054c CDC34 + Skp1-Cullin-F-box ubiquitin protein ligase (SCF) subunit
YGR048w UFD1 + Ubiquitin fusion degradation protein
YKL210w UBA1 + E1-like (ubiquitin-activating) enzyme
YBR170c NPL4 - Recognizes ubiquitinated proteins in the ER
YDL126c CDC48 - Retrotranslocation of ubiquitinated proteins from the ER
YDR177w UBC1 - E2 ubiquitin-conjugating enzyme
YIL046w MET30 - Regulation of sulfur assimilation genes and cell cycle
YIR011c STS1 - Transport of Rna15p from the cytoplasm to the nucleus
YLR167w RPS31 - Ubiquitin/40S small subunit ribosomal protein
YOL133w HRT1 - Skp1-Cullin-F-box ubiquitin protein ligase (SCF) subunit
YOR057w SGT1 - Subunit of SCF ubiquitin ligase complex

Proteins of unknown function (5/65=8%)

YDR339c + Uncharacterized ORF
YMR134w + Uncharacterized ORF
YNL149c + Uncharacterized ORF
YNL150w + Dubious ORF, overlaps with YNL149c
YOR060c + Uncharacterized ORF
YBL073w - Dubious ORF



YBL077w - Dubious ORF
YBR190w - Dubious ORF
YCL053c - Dubious ORF
YCR013c - Dubious ORF
YCR072c - Uncharacterized ORF
YDL016c - Dubious ORF
YDL193w - Uncharacterized ORF
YDL196w - Dubious ORF
YDR196c - Uncharacterized ORF
YDR267c - Uncharacterized ORF
YDR327w - Dubious ORF
YDR367w - Uncharacterized ORF
YDR396w - Dubious ORF
YDR412w - Uncharacterized ORF
YDR413c - Dubious ORF
YDR437w - Uncharacterized ORF
YGL108c - Uncharacterized ORF
YGR046w - Uncharacterized ORF
YGR198w - Uncharacterized ORF
YGR251w - Uncharacterized ORF
YGR283c - Uncharacterized ORF
YHR036w - Uncharacterized ORF
YHR122w - Uncharacterized ORF
YJL009w - Dubious ORF
YJL097w - Uncharacterized ORF
YJL202c - Dubious ORF
YJR067c - Uncharacterized ORF
YJR141w - Uncharacterized ORF
YKL033w - Uncharacterized ORF
YKL083w - Dubious ORF
YKL088w - Uncharacterized ORF
YKL111c - Dubious ORF
YKR022c - Uncharacterized ORF
YKR071c - Uncharacterized ORF
YLL037w - Dubious ORF
YLR076c - Dubious ORF
YLR101c - Dubious ORF
YLR132c - Uncharacterized ORF
YLR140w - Dubious ORF
YLR198c - Dubious ORF
YLR243w - Uncharacterized ORF
YLR419w - Uncharacterized ORF
YLR440c - Uncharacterized ORF
YML125c - Uncharacterized ORF
YNL171c - Dubious ORF
YNL181w - Uncharacterized ORF
YNL260c - Uncharacterized ORF
YNL313c - Uncharacterized ORF
YOL022c - Uncharacterized ORF
YOR004w - Uncharacterized ORF
YOR102w - Dubious ORF
YOR146w - Dubious ORF
YOR169c - Dubious ORF
YOR218c - Dubious ORF
YOR262w - Uncharacterized ORF
YOR287c - Uncharacterized ORF
YPL142c - Dubious ORF
YPR085c - Uncharacterized ORF
YPR169w - Uncharacterized ORF



Other proteins (40/576=7%)

YBL030c PET9 + Mitochondrial ADP/ATP carrier
YBR253w SRB6 + DNA-directed RNA polymerase II suppressor protein
YDL047w SIT4 + Ser/thr protein phosphatase
YDR168w CDC37 + Cell division control protein
YDR232w HEM1 + 5-aminolevulinate synthase
YDR236c FMN1 + Riboflavin kinase
YDR302w GPI11 + Glycosylphosphatidylinositol (GPI) biosynthesis
YER165w PAB1 + mRNA polyadenylate-binding protein
YFL002c SPB4 + ATP-dependent RNA helicase of DEAH box family
YGL103w RPL28 + Large (60S) ribosomal subunit
YGL155w CDC43 + Geranylgeranyltransferase beta subunit
YGL238w CSE1 + Importin-beta-like protein
YGR091w PRP31 + Pre-mRNA splicing factor
YKL052c ASK1 + Outer kinetochore protein - part of Dam1 complex
YKL165c MCD4 + Involved in GPI anchor synthesis
YKR002w PAP1 + Poly(A) polymerase
YKR008w RSC4 + Member of RSC complex
YKR037c SPC34 +* Outer kinetochore protein - part of Dam1 complex
YLR033w RSC58 + Chromatin Remodeling Complex subunit
YLR212c TUB4 + Gamma tubulin
YLR223c IFH1 + Pre rRNA processing machinery control protein
YML127w RSC9 + Remodels the Structure of Chromatin
YMR168c CEP3 + Kinetochore protein complex, 71KD subunit
YNL061w NOP2 + Nucleolar protein
YNL256w FOL1 + Dihydroneopterin aldolase
YNR046w TRM112 + Subunit of adoMet tRNA methyltransferase complex
YOL120c RPL18a + Protein component of the large (60S) ribosomal subunit
YOL142w RRP40 + Protein involved in ribosomal RNA processing
YOR168w GLN4 + Glutamine tRNA synthetase
YOR236w DFR1 + Dihydrofolate reductase
YOR370c MRS6 + Geranylgeranyltransferase regulatory subunit
YPL082c MOT1 + Transcriptional accessory protein
YPL204w HRR25 + Involved in regulating vesicular trafficking
YPL211w NIP7 + Required for efficient 60S ribosome subunit biogenesis
YPL231w FAS2 +* Fatty-acyl-CoA synthase, alpha chain
YPL252c YAH1 + Iron-sulfur protein of the mitochondrial matrix
YPR034w ARP7 + Component of SWI-SNF global transcription activator complex
YPR082c DIB1 + Required for mitosis
YPR107c YTH1 + Protein of the 3^ processing complex
YPR183w DPM1 + Dolichyl-phosphate beta-D-mannosyltransferase
YAL003w EFB1 - Translation elongation factor eEF1 beta
YAL025c MAK16 - Nuclear viral propagation protein
YAL033w POP5 - Required for processing of tRNAs and rRNAs
YAL034w-a MTW1 - Determines metaphase spindle length
YAL038w CDC19 - Pyruvate kinase
YAL043c PTA1 - Pre-tRNA processing protein / PF I subunit
YAR008w SEN34 - tRNA splicing endonuclease gamma subunit
YAR019c CDC15 - Protein kinase of the MAP kinase kinase family
YBL004w UTP20 - U3 snoRNP protein
YBL014c RRN6 - RNA polymerase I specific transcription initiation factor
YBL018c POP8 - Required for processing of tRNAs and rRNAs
YBL020w RFT1 - Nuclear division protein
YBL034c STU1 - Mitotic spindle protein
YBL035c POL12 - DNA-directed DNA polymerase alpha, 70KD subunit
YBL040w ERD2 - ER lumen protein-retaining receptor
YBL074c AAR2 - A1 cistron splicing factor
YBL076c ILS1 - Cytoplasmic isoleucyl-tRNA synthetase
YBR002c RER2 - Cis-prenyltransferase, a key enzyme in dolichol synthesis
YBR011c IPP1 - Cytoplasmic inorganic pyrophosphatase (PPase)
YBR029c CDS1 - CDP-diacylglycerol synthase



YBR049c REB1 - Transcription factor
YBR055c PRP6 - snRNP (U4/U6)-associated splicing factor
YBR060c ORC2 - Origin recognition complex, 72KD subunit
YBR070c ALG14 - Second step of dolichyl-linked oligosaccharide synthesis
YBR079c RPG1 - Translation initiation factor eIF3
YBR086c IST2 - Plasma membrane protein, involved in osmotolerance
YBR087w RFC5 - DNA replication factor C, 40KD subunit
YBR088c POL30 - Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA)
YBR102c EXO84 - Exocyst protein essential for secretion
YBR110w ALG1 - Beta-mannosyltransferase
YBR135w CKS1 - Cyclin-dependent kinases regulatory subunit
YBR136w MEC1 - Cell cycle checkpoint protein
YBR140c IRA1 - Inhibitory regulator protein of the ras-cyclic AMP pathway
YBR142w MAK5 - ATP-dependent RNA helicase
YBR143c SUP45 - Translational release factor
YBR153w RIB7 - HTP reductase
YBR155w CNS1 - Component of Hsp90p chaperone machinery
YBR167c POP7 - Nuclear Rnase P subunit
YBR168w PEX32 - Peroxisomal integral membrane protein
YBR192w RIM2 - Protein of the mitochondrial carrier family (MCF)
YBR193c MED8 - Transcriptional regulation mediator
YBR196c PGI1 - Glucose-6-phosphate isomerase
YBR198c TAF5 - TFIID and SAGA unit
YBR202w CDC47 - Cell division control protein
YBR211c AME1 - Regulator of microtubule stability
YBR236c ABD1 - mRNA cap methyltransferase
YBR237w PRP5 - Pre-mRNA processing RNA-helicase
YBR243c ALG7 - UDP-N-acetylglucosamine-1-phosphate transferase
YBR252w DUT1 - dUTP pyrophosphatase precursor
YBR256c RIB5 - Riboflavin synthase, alpha chain
YBR257w POP4 - Involved in processing of tRNAs and rRNAs
YCL004w PGS1 - Phosphatidylglycerophosphate synthase
YCL017c NFS1 - Biogenesis of Iron-Sulfur cluster protein
YCL059c KRR1 - Required for 40S ribosome biogenesis
YCR035c RRP43 - Protein involved in rRNA processing
YCR042c TAF2 - Component of TFIID complex
YDL015c TSC13 - ER protein involved in very long chain fatty acid synthesis
YDL028c MPS1 - Serine/threonine/tyrosine protein kinase
YDL030w PRP9 - Pre-mRNA splicing factor
YDL031w DBP10 - Putative RNA helicase involved in ribosome biogenesis
YDl043c PRP11 - Pre-mRNA splicing factor
YDL045c FAD1 - Flavin adenine dinucleotide (FAD) synthetase
YDL055c PSA1 - Mannose-1-phosphate guanyltransferase
YDL060w TSR1 - Processing of 20S pre-rRNA in the cytoplasm
YDL087c LUC7 - U1 snRNP protein with a role in 5´ splice site recognition
YDL098c SNU23 - Putative RNA binding zinc finger protein
YDL102w CDC2 - DNA-directed DNA polymerase delta, catalytic 125 KD subunit
YDL103c QRI1 - UDP-N-acetylglucosamine pyrophosphorylase
YDL105w QRI2 - Role in function of the Smc5p-Rhc18p DNA repair complex
YDL108w KIN28 - Cyclin dependent ser/thr protein kinase
YDL111c RRP42 - Protein involved in rRNA processing
YDL139c SCM3 - Suppressor of chromosome misseggregation
YDL140c RPO21 - DNA-directed RNA polymerase II, 215 KD subunit
YDL141w BPL1 - Biotin holocarboxylase synthetase
YDL148c NOP14 - Possible role in ribosome biogenesis
YDL150w RPC53 - DNA-directed RNA polymerase III, 47 KD subunit
YDL153c SAS10 - Involved in silencing
YDL164c CDC9 - DNA ligase
YDL166c FAP7 - Oxidative stress response
YDL207w GLE1 - RNA export mediator
YDL208w NHP2 - Nucleolar rRNA processing protein
YDL209c CWC2 - Involved in mRNA splicing



YDL220c CDC13 - Cell division control protein
YDR013w PSF1 - Part of GINS, replication multiprotein complex
YDR021w FAL1 - Required for maturation of 18S rRNA
YDR023w SES1 - Seryl-tRNA synthetase
YDR037w KRS1 - Lysyl-tRNA synthetase
YDR044w HEM13 - Coproporphyrinogen III oxidase
YDR045c RPC11 - RNA polymerase III subunit C11
YDR047w HEM12 - Uroporphyrinogen decarboxylase
YDR050c TPI1 - Triose-phosphate isomerase
YDR052c DBF4 - Regulatory subunit for Cdc7p protein kinase
YDR060w MAK21 - Protein required for large (60S) ribosomal subunit biogenesis
YDR062w LCB2 - Serine C-palmitoyltransferase subunit
YDR087c RRP1 - Processing rRNA precursors species to mature rRNAs
YDR088c SLU7 - Pre-mRNA splicing factor involved in 3' splice site choices
YDR091c RLI1 - Protein promoting preinitiation complex assembly
YDR113c PDS1 - Cell cycle regulator
YDR141c DOP1 - Involved in establishing cellular polarity and morphogenesis
YDR145w TAF12 - TFIID and SAGA subunit
YDR167w TAF10 - TFIID and SAGA subunit
YDR182w CDC1 - Cell division control protein
YDR190c RVB1 - RUVB-like protein
YDR201w SPC19 - Outer kinetochore protein - part of Dam1 complex
YDR211w STN1 - Involved in telomere length regulation
YDR228c PCF11 - Component of pre-mRNA 3^-end processing factor CF I
YDR235w PRP42 - U1 snRNP associated protein, required for pre-mRNA splicing
YDR240c SNU56 - U1 snRNP protein
YDR243c PRP28 - Pre-mRNA splicing factor RNA helicase of DEAD box family
YDR280w RRP45 - Protein involved in rRNA processing
YDR288w NSE3 - Protein required for cell viability
YDR301w CFT1 - Pre-mRNA 3´-end processing factor
YDR308c SRB7 - DNA-directed RNA polymerase II holoenzyme
YDR311w TFB1 - TFIIH subunit 75KD
YDR324c UTP4 - U3 snoRNP protein
YDR325w YCG1 - Yeast Condensin G
YDR341c YDR341c - Cytosolic arginyl-tRNA synthetase
YDR353w TRR1 - Thioredoxin reductase
YDR356w NUF1 - Spindle pole body component
YDR361c BCP1 - Nuclear export of cytoskeleton organization protein Mss4p
YDR365c ESF1 - 18 S rRNA Factor
YDR373w FRQ1 - Regulator of phosphatidylinositol-4-OH kinase protein
YDR376w ARH1 - Mitochondrial protein putative ferredoxin-NADP+ reductase
YDR397c NCB2 - Negative regulator of RNA polymerase II holoenzyme
YDR398w UTP5 - U3 snoRNP protein
YDR416w SYF1 - Synthetic lethal with CDC40
YDR429c TIF35 - Translation initiation factor eIF3
YDR434w GPI17 - Glycosylphosphatidylinositol transamidase complex
YDR449c UTP6 - U3 snoRNP protein
YDR454c GUK1 - Guanylate kinase
YDR460w TFB3 - TFIIH subunit (transcription/repair factor)
YDR464w SPP41 - Negative regulator of PRP3 and PRP4 gene expression
YDR473c PRP3 - Essential splicing factor
YDR478w SNM1 - RNA binding protein of Rnase MRP
YDR489w SLD5 - Part of GINS, replication multiprotein complex
YDR527w RBA50 - RNA polymerase II associated protein 50
YDR531w YDR531w - Pantothenate kinase
YEL002c WBP1 - Oligosaccharyl transferase beta subunit precursor
YEL019c MMS21 - DNA repair protein
YEL032w MCM3 - Replication initiation protein
YEL034w HYP2 - Translation initiation factor eIF-5A
YEL055c POL5 - Required for the synthesis of rRNA
YEL058w PCM1 - Phosphoacetylglucosamine mutase
YER003c PMI40 - Mannose-6-phosphate isomerase



YER006w NUG1 - Nuclear GTPase (involved in ribosome biogenesis)
YER009w NTF2 - Nuclear transport factor
YER022w SRB4 - DNA-directed RNA polymerase II holoenzyme
YER023w PRO3 - Delta 1-pyrroline-5-carboxylate reductase
YER026c CHO1 - CDP-diacylglycerol serine O-phosphatidyltransferase
YER043c SAH1 - S-adenosyl-L-homocysteine hydrolase,
YER048c CAJ1 - DnaJ homolog
YER082c UTP7 - U3 snoRNP protein
YER093c TSC11 - Lipid biosynthesis, binding of TOR
YER112w LSM4 - Sm-like protein
YER127w LCP5 - Ngg1p interacting protein
YER146w LSM5 - Sm-like protein
YER168c CCA1 - tRNA nucleotidyltransferase
YER171w RAD3 - DNA helicase/ATPase
YER172c BRR2 - RNA helicase related protein
YFL008w SMC1 - Chromosome segregation protein
YFL018w-a LPD1 - Dihydrolipoamided dehydrogenase precursor
YFL024c EPL1 - Histone H4/H2A acetyltransferase complex
YFL029c CAK1 - Cdc-activating protein kinase
YFL035c MOB2 - Required for maintenance in ploidy
YFL035c-a MOB2 - Required for maintenance in ploidy
YFR003c YPI1 - Inhibitor of the type I protein phosphatase Glc7p
YFR005c SAD1 - SnRNP assembly defective
YFR031c SMC2 - Chromosome segregation protein
YFR037c RSC8 - Subunit of the RSC complex
YGL018c JAC1 - Molecular chaperone
YGL044c RNA15 - Component of pre-mRNA 3´-end processing factor
YGL047w ALG13 - Second step of dolichyl-linked oligosaccharide synthesis
YGL061c DUO1 - Outer kinetochore protein - part of Dam1 complex
YGL065c ALG2 - Mannosyltransferase
YGL068w MNP1 - Putative mitochondrial-nucleoid specific ribosomal protein
YGL073w HSF1 - Heat shock transcription factor
YGL075c MPS2 - Required for spindle pole body assembly
YGL091c NBP35 - Nucleotide binding protein
YGL092w NUP145 - Nuclear pore protein
YGL093w SPC105 - Spindle pole body protein
YGL112c TAF6 - TFIID and SAGA subunit
YGL122c NAB2 - Nuclear polyadenylated RNA-binding protein
YGL130w CEG1 - mRNA guanylyltransferase
YGL142c GPI10 - Required for Glycosyl Phosphatdyl Inositol synthesis
YGL171w ROK1 - ATP-dependent RNA helicase
YGL172w NUP49 - Nuclear pore protein
YGL207w SPT16 - General chromatin factor
YGL245w YGL245w - Glutamyl-tRNA synthetase
YGL247w BRR6 - Nuclear envelope integral membrane protein
YGR002c GOD1 - SWR Complex member
YGR005c TFG2 - Transcription initiation factor TFIIF subunit
YGR030c POP6 - Required for processing of tRNAs and rRNAs
YGR065c VHT1 - Biotin (vitamin H) permease
YGR074w SMD1 - U6 snRNP protein
YGR075c PRP38 - Component of the U4/U6.U5 tri-snRNP particle
YGR090w UTP22 - Possibly involved in maturation of pre-18S rRNA
YGR094w VAS1 - Valyl-tRNA synthetase
YGR095c RRP46 - Involved in rRNA processing
YGR099w TEL2 - Involved in controlling telomere length and position effect
YGR103w NOP7 - Synthesis of 60S ribosomal subunits
YGR116w SPT6 - Transcription elongation protein
YGR119c NUP57 - Nuclear pore protein
YGR128c UTP8 - U3 snoRNP protein
YGR147c NAT2 - N-acetyltransferase for N-terminal methionine
YGR158c MTR3 - Involved in mRNA transport
YGR173w GIR1 - Similarity to mammalian GTP-binding protein



YGR179c OKP1 - Outer kinetochore protein
YGR186w TFG1 - TFIIF subunit, 105KD
YGR195w SKI6 - Required for 3´ end formation of 5.8S rRNA
YGR211w ZPR1 - Protein binds to translation elongation factor eEF-1
YGR216c GPI1 - N-acetylglucosaminyl phosphatidylinositol synthesis
YGR255c COQ6 - Monooxygenase
YGR264c MES1 - Methionyl-tRNA synthetase
YGR267c FOL2 - GTP cyclohydrolase I
YGR274c TAF1 - TFIIH subunit 145KD
YGR278w CWC22 - Involved in pre-mRNA splicing,
YGR280c PXR1 - Component of the ribosomal RNA processing machinery
YHR005c GPA1 - GTP-binding protein alpha subunit of the pheromone pathway
YHR019c DED81 - Asparaginyl-tRNA synthetase
YHR040w BCD1 - Required for box C/D snoRNA accumulation
YHR058c MED6 - RNA polymerase II transcriptional regulation mediator
YHR062c RPP1 - Required for processing of tRNAs and rRNAs
YHR068w DYS1 - Deoxyhypusine synthase
YHR069c RRP4 - Required for 3´ end formation of 5.8S rRNA
YHR070w TRM5 - tRNA (mG37) methyltransferase
YHR072w-a NOP10 - Nucleolar rRNA processing protein
YHR074w QNS1 - Glutamine-dependent NAD(+) synthetase
YHR085w IPI1 - May be involved in rRNA processing
YHR088w RPF1 - Assembly of the large ribosomal subunit
YHR089c GAR1 - Nucleolar rRNA processing protein
YHR090c YNG2 - Component of NuA4 histone acetyltransferase complex
YHR099w TRA1 - Component of the Ada-Spt transcriptional regulatory complex
YHR101c BIG1 - Big cells phenotype
YHR107c CDC12 - Septin
YHR118c ORC6 - Origin recognition complex, 50KD subunit
YHR143w-a RPC10 - DNA-directed RNA polymerases I, II, III 7.7 KD subunit
YHR164c DNA2 - DNA helicase
YHR165c PRP8 - U5 snRNP protein, pre-mRNA splicing factor
YHR169w DBP8 - ATP-dependent helicase involved in rRNA processing
YHR172w SPC97 - Spindle pole body component
YHR174w ENO2 - Enolase II (2-phosphoglycerate dehydratase)
YHR186c KOG1 - Subunit of TORC1
YHR188c GPI16 - Glycosylphosphatidylinositol transamidase complex
YHR196w UTP9 - U3 snoRNP protein
YHR197w IPI2 - Ribosome export protein
YHR205w SCH9 - Serine/threonine protein kinase involved in stress response
YIL003w CFD1 - Cytoplasmic Fe-S cluster assembly factor
YIL021w RPB3 - DNA-directed RNA-polymerase II, 45 kDa
YIL026c IRR1 - Nuclear cohesin protein
YIL048w NEO1 - P-type ATPase, a proposed aminophospholipid translocase
YIL061c SNP1 - U1snRNP 70K protein homolog
YIL078w THS1 - Threonyl-tRNA synthetase
YIL106w MOB1 - Required for completion of mitosis and maintenance of ploidy
YIL115c NUP159- - Nuclear pore protein
YIL126w STH1 - Subunit of the RSC complex
YIL144w TID3 - Outer kinetochore protein - part of Ndc80p complex
YIL147c SLN1 - Two-component signal transducer
YIL150c MCM10 - Required for S-phase initiation or completion
YIR008c PRI1 - DNA polymerase alpha 48KD subunit (DNA primase)
YIR010w DSN1 - Important for chromosome segregation
YIR012w SQT1 - Suppresses mutants of the ribosomal protein QSR1
YIR015w RPR2 - Rnase P subunit
YJL011c RPC17 - RNA polymerase III subunit C17
YJL033w HCA4 - Can suppress the U14 snoRNA rRNA processing function
YJL039c NUP192- - Nucleoporin localize at the inner site of the nuclear membrane
YJL042w MHP1 - Microtubule-associating protein
YJL050w MTR4 - Involved in necleocytoplasmic transport of mRNA
YJL061w NUP82 - Nuclear pore protein



YJL069c UTP18 - Possibly involved in maturation of pre-18S rRNA
YJL072c PSF2 - Part of GINS, replication multiprotein complex
YJL074c SMC3 - Required for structural maintenance of chromosomes
YJL076w NET1 - Required for rDNA silencing and nucleolar integrity
YJL081c ARP4 - Nuclear actin-related protein
YJL087c TRL1 - tRNA ligase
YJL090c DPB11 - Involved in DNA replication and S-phase checkpoint
YJL091c GWT1 - Formation of glucosaminyl(acyl)phosphatidylinositol
YJL194w CDC6 - Cell division control protein
YJL203w PRP21 - Pre-mRNA splicing factor
YJR002w MPP10 - Component of the U3 small nucleolar ribonucleoprotein
YJR007w SUI2 - Translation initiation factor eIF2
YJR017c ESS1 - Processing/termination factor1
YJR022w LSM8 - Splicing factor
YJR041c YJR041c - Metabolism of the rRNA primary transcript
YJR042w NUP85 - Nuclear pore protein
YJR058c APS2 - AP-2 complex subunit, sigma2 subunit, 17 KD
YJR068w RFC2 - DNA replication factor C, 41KD subunit
YJR072c YJR072c - Association with pre-ribosomal particles
YJR076c CDC11 - Septin
YKL009w MRT4 - mRNA turnover 4
YKL014c URB1 - Required for the normal accumulation of 25S and 5.8S rRNAs
YKL018w SWD2 - Subunit of the COMPASS complex
YKL021c MAK11 - Involved in cell growth and replication of M1 dsRNA virus
YKL035w UGP1 - UTP--glucose-1-phosphate uridylyltransferase
YKL045w PRI2 - DNA directed DNA polymerase alpha 58KD subunit
YKL059c MPE1 - 3' end formation of mRNA
YKL078w DHR2 - RNA helicase, involved in ribosomal RNA maturation
YKL082c YKL082c - Protein putative involved in cell differentiation
YKL095w YJU2 - Putative spliceosomal component involved in mRNA splicing
YKL099c UTP11 - U3 snoRNP protein
YKL108w SLD2 - Chromosomal DNA replication protein
YKL112w ABF1 - ARS - binding factor
YKL125w RRN3 - RNA polymerase I specific transcription factor
YKL139w CTK1 - Carboxy-terminal domain (CTD) kinase, alpha subunit
YKL141w SDH3 - Cytochrome b subunit of succinate dehydrogenase
YKL144c RPC25 - DNA-directed RNA polymerase III, 25 KD subunit
YKL172w EBP2 - Pre rRNA processing and ribosomal subunit assembly
YKL180w RPL17a - Ribosomal protein L17.e
YKL186c MTR2 - mRNA transport protein
YKL189w HYM1 - Component of the RAM signaling network
YKL193c SDS22 - Mitotic function of type I protein phosphatase
YKL203c TOR2 - Phosphatidylinositol 3-kinase
YKR025w RPC37 - Pol III transcription
YKR062w TFA2 - TFIIE subunit (transcription initiation factor), 43 KD
YKR079c TRZ1 - Protein required for cell viability
YKR083c DAD2 - Outer kinetochore protein - part of Dam1 complex
YKR086w PRP16 - RNA-dependent ATPase
YLL003w SFI1 - Function in budding yeast spindle pole body duplication
YLL004w ORC3 - Origin recognition complex, 62KD subunit
YLL008w DRS1 - RNA-helicase of the DEAD box family
YLL018c DPS1 - Aspartyl-tRNA synthetase
YLL034c RIX7 - Biogenesis and nuclear export of 60S ribosomal subunits
YLL035w GRC3 - Possibly involved in rRNA processing
YLR002c NOC3 - Maturation and intranuclear transport of pre-ribosomes
YLR005w SSL1 - TFIIH subunit (transcription initiation factor), factor B
YLR007w NSE1 - Essential nuclear protein required for DNA repair
YLR009w RPL24 - 60S large subunit ribosomal protein L24.e.A
YLR010c TEN1 - Protein involved in telomeric pathways
YLR022c SDO1 - Required for cell viability localised to cytoplasm and nucleus
YLR029c RPL15A - 60s large subunit ribosomal protein L15.e.c12
YLR045c STU2 - Supressor of a cs tubulin mutation



YLR060w FRS1 - Phenylalanyl-tRNA synthetase
YLR071c RGR1 - DNA-directed RNA polymerase II holoenzyme subunit
YLR086w SMC4 - Stable maintenance of chromosomes
YLR088w GAA1 - Required for attachment of GPI anchor onto proteins
YLR103c CDC45 - Required for initiation of chromosomal DNA replication
YLR105c SEN2 - Subunit of the tRNA splicing endonuclease
YLR106c MDN1 - Associated with 60S pre-ribosomes (large subunit precursor)
YLR115w CFT2 - Cleavage and polyadenylation specificity factor, part of CF II
YLR117c CLF1 - Pre-mRNA splicing factor
YLR145w RMP1 - Involved in RNA processing in mitochondria
YLR147c SMD3 - Required for pre-mRNA splicing
YLR153c ACS2 - Acetyl-coenzyme A synthetase
YLR175w CBF5 - Putative rRNA pseuduridine synthase
YLR186w EMG1 - Essential for mitotic growth
YLR195c NMT1 - N-myristoyl transferase
YLR196w PWP1 - Resembles members of beta-transducine superfamily
YLR229c CDC42 - GTP-binding protein of RAS superfamily
YLR249w YEF3 - Translation elongation factor eEF3
YLR259c HSP60 - Heat shock protein - chaperone, mitochondrial
YLR272c LOC7 - Subunit of condensine protein complex
YLR274w CDC46 - Cell division control protein
YLR275w SMD2 - U1 snRNP protein of the Sm class
YLR276c DBP9 - Involved in biogenesis of the 60S ribosomal subunit
YLR277c YSH1 - Component of pre-mRNA polyadenylation factor PF I
YLR291c GCD7 - Translation initiation factor eIF2B
YLR298c YHC1 - Associated with the U1 snRNP complex
YLR305c STT4 - Phosphatidylinositol-4-kinase
YLR310c CDC25 - GDP/GTP exchange factor for RAS1p ans RAS2p
YLR314c CDC3 - Cell division control protein
YLR316c TAD3 - Subunit of tRNA-specific adenosine-34-deaminase
YLR323c CWC24 - Essential protein, component of a complex containing Cef1p
YLR336c SGD1 - Involved in HOG pathway
YLR347c KAP95 - Karyopherin-beta
YLR355c ILV 5 - Ketol-acid reducto-isomerase
YLR359w ADE13 - Adenylosuccinate lyase
YLR383w RHC18 - Recombination repair protein
YLR424w SPP382 - Essential protein present in native splicing complexes
YLR430w SEN1 - Positive effector of tRNA-splicing endonuclease
YLR438w CAR2 - Ornithine aminotransferase
YLR457c NBP1 - Nap1p binding protein
YLR459w CDC91 - Involved in attachment of GPI anchors to proteins
YML015c TAF11 - TFIID subunit 40KD
YML023c NSE5 - Protein putative involved in DNA repair
YML025c YML6 - Mitochondrial ribosomal protein of the large subunit
YML031w NDC1 - Nuclear envelope protein
YML043c RRN11 - RNA polymerase I specific transcription initiation factor
YML046w PRP39 - Pre-mRNA splicing factor
YML049c RSE1 - Involved in RNA splicing and ER to Golgi transport
YML064c TEM1 - GTP binding protein of ras superfamily
YML065w ORC1 - Origin recognition complex, 104KD subunit
YML069w POB3 - Protein that binds to DNA polymeraseI (PolI)
YML085c TUB1 - Alpha-1-tubulin
YML091c RPM2 - Ribonuclease P precursor, mitochondrial
YML098w TAF13 - TFIID subunit 19KD
YML114c TAF65 - TBP Associated Factor 65 KDa
YML130c ERO1 - Required for protein disulfide bond formation in the ER
YMR001c CDC5 - Protein kinase, involved in regulation of DNA replication
YMR005w TAF4 - Required for protein synthesis
YMR013c SEC59 - Dolichol kinase
YMR028w TAP42 - Component of the TOR signaling pathway
YMR033w ARP9 - Actin-related protein
YMR043w MCM1 - Transcription factor of the MADS box family



YMR047c NUP116 - Nuclear pore protein
YMR059w SEN15 - tRNA splicing endonuclease
YMR061w RNA14 - component of pre-mRNA 3^-end processing factor CF I
YMR076c PDS5 - precocious dissociation of sister chromatides
YMR093w UTP15 - Nucleolar protein
YMR094w CTF13 - Kinetochore protein complex, 58KD subunit
YMR112c MED11 - Mediator complex subunit
YMR113w FOL3 - Dihydrofolate synthetase
YMR117c SPC24 - Outer kinetochore protein - part of Ndc80p complex
YMR128w ECM16 - Putative DEAH-box RNA helicase
YMR146c TIF34 - Translation initiation factor eIF3
YMR149w SWP1 - Oligosaccharyl transferase glycoprotein complex
YMR186w HSC82 - Heat shock protein
YMR200w ROT1 - Mutant suppresses tor2 mutation
YMR211w DML1 - May function in the segregation of chromosomes
YMR213w CEF1 - Required during G2/M transition
YMR227c TAF7 - TFIID subunit 67KD
YMR235c RNA1 - GTPase activating protein
YMR236w TAF9 - TFIID and SAGA subunit
YMR239c RNT1 - Double stranded ribonuclease
YMR240c CUS1 - U2 snRNP protein
YMR268c PRP24 - Pre-mRNA splicing factor
YMR270c RRN9 - RNA polymerase I specific transcription initiation factor
YMR288w HSH155 - Component of a multiprotein splicing factor
YMR290c HAS1 - Required for 40S ribosomal subunit biogenesis
YMR308c PSE1 - Beta karyopherin
YMR309c NIP1 - Associated with 40s ribosomal subunit
YNL002c RLP7 - Nucleolar protein related to ribosomal protein L7
YNL038w GPI15 - GlycosylPhosphatidylInositol anchor biosynthesis protein
YNL088w TOP2 - Essential type II topoisomerase
YNL102w POL1 - DNA directed polymerase alpha, 180KD subunit
YNL110c NOP15 - Constituent of 66S pre-ribosomal particles
YNL118c DCP2 - Suppressor protein of yeast pet mutant
YNL124w NAF1 - Nuclear Assembly Factor
YNL126w SPC98 - Spindle pole body component
YNL151c RPC31 - DNA-directed RNA polymerase III, 31 KD subunit
YNL158w YNL158w - Required for maturation of Gas1p and Pho8p
YNL161w CBK1 - Protein kinase involved in cell wall biosynthesis
YNL163c RIA1 - Translation elongation factor eEF4
YNL182c IPI3 - Part of noncoding RNA-processing machinery
YNL188w KAR1 - Cell division control protein
YNL207w RIO2 - Protein required for cell viability
YNL216w RAP1 - DNA-binding protein with repressor and activator activity
YNL221c POP1 - Protein component of ribonuclease P and ribonuclease MRP
YNL222w SSU72 - Suppressor of cs mutant of sua7
YNL232w CSL4 - Core component of the 3´-5´exosome
YNL244c SUI1 - Translation initiation factor eIF3
YNL245c CWC25 - Involved in pre-mRNA splicing
YNL247w YNL247w - Cysteine-tRNA ligase synthetase
YNL251c NRD1 - Involved in regulation of nuclear pre-mRNA abundance
YNL261w ORC5 - Origin recognition complex, 50KD subunit
YNL282w POP3 - Required for processing of tRNAs and rRNAs
YNL290w RFC3 - DNA replication factor C, 40KD subunit
YNL308c KRI1 - KRRI-Interacting protein1
YNL312w RFA2 - DNA replication factor A, 36KD subunit
YNL317w PFS2 - Polyadenylation factor I subunit 2
YNR003c RPC34 - DNA-directed RNA polymerase III, 34 KD subunit
YNR038w DBP6 - RNA helicase required for 60S ribosomal subunit assembly
YNR053c NOG2 - Associates with pre-60S ribosomal subunits in the nucleolus
YNR054c ESF2 - Eighteen S rRNA processing factor
YOL005c RPB11 - DNA-directed RNA polymerase II subunit, 13.6 kD
YOL010w RCL1 - RNA terminal phosphate cyclase-like protein



YOL021c DIS3 - Required for 3´ end formation of 5.8S rRNA
YOL034w SMC5 - Structural maintenance of chromosomes (SMC) protein
YOL069w NUF2 - Outer kinetochore protein-part of Ndc80p complex
YOL077c BRX1 - Nucleolar protein
YOL078w AVO1 - May have a role in regulation of cell growth
YOL094c RFC4 - DNA replication factor C, 37KD subunit
YOL097c WRS1 - Tryptophanyl-tRNA synthetase
YOL102c TPT1 - tRNA 2'-phosphotransferase
YOL123w HRP1 - CF Ib (RNA3´ Cleavage factor Ib)
YOL130w ALR1 - Transporter of magnesium and other divalent cations
YOL135c MED7 - RNA Polymerase II transcriptional regulation mediator
YOL139c CDC33 - Translation initiation factor eIF4E
YOL144w NOP8 - Nucleolar protein
YOR048c RAT1 - 5´-3´exoribonuclease
YOR063w RPL3 - Protein component of the large (60S) ribosomal subunit
YOR074c CDC21 - Thymidylate synthase
YOR077w RTS2 - Involved in UV response and DNA replication
YOR095c RKI1 - D-ribose-5-phosphate ketol-isomerase
YOR098c NUP1 - Nuclear pore protein
YOR103c OST2 - Oligosaccharyltransferase epsilon subunit
YOR110w TFC7 - RNA polymerase III transcription initiation factor
YOR116c RPO31 - DNA-directed RNA polymerase III, 160 KD subunit
YOR119c RIO1 - Essential protein that plays a role in cell cycle progression
YOR143c THI80 - Thiamine pyrophosphokinase
YOR145c PNO1 - Protein required for cell viability
YOR149c SMP3 - Protein kinase C pathway protein
YOR151c RPB2 - DNA-directed RNA polymerase II, 140 kDa chain
YOR159c SME1 - Required for mRNA splicing
YOR174w MED4 - Transcription regulation mediator
YOR176w HEM15 - Ferrochelatase precursor
YOR204w DED1 - ATP-dependent RNA helicase
YOR206w NOC2 - Intranuclear movement of ribosomal precursor particles
YOR210w RPB10 - DNA-directed polymerase I, II, III 8.3 subunit
YOR224c RPB8 - RNA polymerase subunit ABC14.5
YOR244w ESA1 - Histone acetyltransferase
YOR272w YTM1 - Microtubule-interacting protein
YOR278w HEM4 - Uroporphyrinogen III synthase,
YOR281c PLP2 - Likely to be involved in regulation of pheromone response
YOR294w RRS1 - Regulator of ribosome synthesis
YOR335c ALA1 - Cytoplasmic alanyl-tRNA synthetase,
YOR336w KRE5 - Killer toxin-resistance protein
YOR340c RPA43 - DNA-directed RNA polymerase I, 36 KD subunit
YOR361c PRT1 - Translation initiation factor eIF3
YOR372c NDD1 - Protein required for nuclear division
YPL007c TFC8 - RNA Polymerase III transcription initiation factor TFIIIC
YPL011c TAF3 - Component of the TBP-associated protein complex
YPL012w RRP12 - Protein required for normal pre-rRNA processing
YPL043w NOP4 - Nucleolar protein
YPL075w GCR1 - Transcriptional activator
YPL076w GPI2 - N-acetylglucosamyl-phosphatidylinositol biosynthetic protein
YPL083c SEN54 - tRNA splicing endonuclease alpha subunit
YPL093w NOG1 - Associates with free 60S ribosomal subunits in the nucleolus
YPL124w SPC29 - Spindle pole body component
YPL126w NAN1 - Part of small (ribosomal) subunit (SSU) processosome
YPL128c TBF1 - Telomere TTAGGG repeat-binding factor 1
YPL151c PRP46 - Splicing factor
YPL169c MEX67 - Factor for nuclear mRNA export
YPL190c NAB3 - Polyadenylated RNA-binding protein
YPL217c BMS1 - Required for distinct steps of 40S ribosome biogenesis
YPL218w SAR1 - GTP-binding protein of the ARF family
YPL228w CET1 - RNA 5´-triphosphatase (mRNA capping enzyme, beta subunit)
YPL235w RVB2 - RUVB-like protein



YPR016c TIF6 - Translation initiation factor elF5
YPR019w CDC54 - Member of the Cdc46p/Mcm2p/Mcm3p family
YPR033c HTS1 - Mitochondrial histidine tRNA synthetase
YPR048w TAH18 - Potential role in DNA replication
YPR086w SUA7 - TFIIB subunit (transcription initiation factor), factor E
YPR094w RDS3 - Protein required for cell viability
YPR110c RPC40 - DNA-directed RNA polymerase I, III 40 KD subunit
YPR112c MRD1 - Protein that associates with 35S precursor rRNA
YPR133c IWS1 - Protein is Spt6-interacting putative elongation factor
YPR137w RRP9 - Protein associated with the U3 small nucleolar RNA
YPR144c NOC4 - Nucleolar protein
YPR161c SGV1 - Ser/thr protein kinase
YPR162c ORC4 - Origin recognition complex, 56KD subunit
YPR168w NUT2 - Negative transcription regulator from artificial reporters
YPR175w DPB2 - DNA-directed DNA polymerase epsilon, subunit B
YPR178w PRP4 - U4/U6 snRNP 52 KD protein
YPR180w AOS1 - Forms heterodimeric activating enzyme for Smt3p
YPR186c PZF1 - TFIIIA (transcription initiation factor)
YPR187w RPO26 - DNA-directed RNA polymerase I, II, III 18 KD subunit
YPR190c RPC82 - DNA-directed RNA polymerase III, 82 KD subunit
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Darstellung des Eigenanteils

Alle Experimente und sämtliche Abbildungen, bis auf nachfolgend erwähnte, sind Resultate

meiner Arbeit. Unter meiner Anleitung entstanden in Zusammenarbeit mit Martina Frank die

visuellen Aktinbindungsassays (Abbildung 2E und 2F; Abbildung 4B). Die

Bewegungsaufnahmen von Mitochondrien der Punkmutante L1301P entstanden am Max-

Planck-Institut für Biophysikalische Chemie in Göttingen. Dr. Stefan Jakobs stellte mir seine

Instrumente zur Verfügung, während in Zusammenarbeit mit Daniel Neumann die

Bildaufnahmen entstanden (siehe Abbildung 5A).

Verfasst wurde diese Teilarbeit von Prof. Dr. Benedikt Westermann.



























Supplementary Material

Figure S1.Wild-type and TetO7-myo2 cells were grown to logarithmic growth
phase in glucose-containing medium. TetO7-myo2 cells were incubated in the
presence of 30 µg/ml Dox for 15 h to deplete Myo2. Ultrathin sections were analyzed
by electron microscopy. Asterisks indicate the matrix space.

http://www.jcb.org/content/vol181/issue1/images/data/jcb.200709099/DC1/JCB_200709099_FS1.jpg


Figure S2.Mitochondria were isolated by differential centrifugation from wild-
type and TetO7-myo2 cells grown in Dox-containing medium, further purified by
sucrose gradient centrifugation, and analyzed by electron microscopy.

http://www.jcb.org/content/vol181/issue1/images/data/jcb.200709099/DC1/JCB_200709099_FS2.jpg
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The Journal of Cell Biology 168, 103-115

Darstellung des Eigenanteils

Mein Anteil an Teilarbeit C (Abbildung 6b) beschäftigte sich mit der Frage, ob in Mdm31-,

bzw. Mdm32-Deletionsmutanten die Bindung von mtDNA-Nukleoiden und den

mitochondrialen Außenmembranproteinen des membrandurchspannenden Komplexes

aufgehoben wird.

Verfasst wurde diese Teilarbeit von Benedikt Westermann.
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Saccharomyces cerevisiae as a model organism to study mitochondrial biology
General considerations and basic procedures
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Darstellung des Eigenanteils

Mein Anteil an Teilarbeit D erstreckte sich auf Beiträge zum Text und die Abbildung 1.

Die Arbeit wurde hauptsächlich von Benedikt Westermann verfasst.
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Molecular machinery of mitochondrial dynamics in yeast
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Mein Anteil an Teilarbeit E erstreckte sich auf Beiträge zum Abschnitt „Mitochondrial

Motility“. In Abbildung 1 stammen das Bild der Wildtypzelle und der Bewegungsmutante
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Verfasst wurde diese Teilarbeit von Benedikt Westermann mit Beiträgen der anderen Co-

Autoren.
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