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Mitochondrien Uben viele essentielle Funktionen in eukaryotischen Organismen aus. lhre
Aufgaben bestehen zum Beispiel in der Bereitstellung von Energie in Form von ATP durch die
oxidative Phosphorylierung sowie in der Bildung von Eisen-Schwefel-Clustern.
Mitochondrien bilden ein Netzwerk, dessen Form sich hochdynamisch an spezifische
Bedingungen und Anderungen im Metabolismus anpassen kann. Die Bedeutung einer
intakten Dynamik wird dann offensichtlich, wenn man die Auswirkungen der Fehlregulierung
dieses Prozesses betrachtet. Die Storung der mitochondrialen Fusion geht in Sdugern mit
einer Reihe von schweren Erkrankungen, wie Charcot-Marie-Tooth Neuropathie Typ 2A oder
Dominanter Optischer Atrophie einher. Zudem spielen Mitochondrien und die
mitochondriale Dynamik eine zentrale Rolle beim programmierten Zelltod (Apoptose). Die
Fragmentierung der Mitochondrien ist dabei ein entscheidender Schritt beim Ablauf dieses
Prozesses. Auch in der Backerhefe Saccharomyces cerevisiae, einem fakultativ anaeroben
eukaryotischen Organismus, spielen mitochondriale Teilung und Fusion eine wichtige Rolle
bei der Apoptose. Bis heute sind jedoch kaum negative Auswirkungen fehlgesteuerter
mitochondrialer Dynamik auf andere Prozesse wie Zelldifferenzierung oder Alterung in

Hefezellen bekannt.

In dieser Arbeit wurde der Effekt von gestorter mitochondrialer Teilung und Fusion auf die
Sporulation von Hefezellen sowie auf deren Lebensdauer untersucht. Dabei wurde auch der
Zusammenhang zwischen Apoptose und Zellalterung in Hefekulturen ndher betrachtet. Die
Ergebnisse dieser Arbeit zeigten, dass die Deletion von Mdm30 (mitochondrial distribution
und morphology protein 30), einem Regulator des mitochondrialen Fusionsproteins Fzol
(fuzzy onions homolog 1), zu einer eingeschriankten Sporulationseffizienz sowie zu
mitochondrialen Vererbungsdefekten in den einzelnen Sporen fihrt. Des Weiteren zeigten
die Untersuchungen, dass eine intakte mitochondriale Dynamik ausschlaggebend fir die
Alterung von Hefekulturen ist. Die gleichzeitige Blockade der mitochondrialen Fusion und
Teilung durch Deletion der Fusionskomponente Fzol und des mitochondrialen
Teilungsproteins Dnm1 (dynamin-related protein 1) hat negative Auswirkungen auf das
Wachstum und die Fitness der Hefekulturen. Der mitochondriale Fusionsdefekt fiihrt zudem
zu einer stark herabgesetzten chronologischen Lebensdauer verbunden mit verstarkter

Apoptose der Hefezellen. Eine direkte Blockade der Apoptose durch die Deletion des

IX
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proapoptotischen Faktors Ycal (yeast caspase 1) fiuhrt ebenfalls zu einer Reduktion der
chronologischen Lebensdauer von Hefekulturen. Interessanterweise verlangert die
gleichzeitige Inkubation der Mutante mit wildtypischen Zellen die Lebensdauer der Aycal-
Zellen. Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hin, dass Hefekulturen vom
programmierten Zelltod einzelner Zellen profitieren konnen, was zu einer Verlangerung der
chronologischen Lebensspanne fihrt. Obwohl Sinn und Nutzen des programmierten
Zelltodes fir S. cerevisiae immer noch kontrovers diskutiert werden, liefern die in dieser
Arbeit erzielten Erkenntnisse weitere Argumente fir die Notwendigkeit der Apoptose fir

diese einzelligen Organismen.



SUMMARY

SUMMARY

Mitochondria are an important part of many metabolic processes such as the supply of
energy by oxidative phosphorylation or the production of iron-sulfur-clusters, which is an
essential process for every eukaryotic organism. In addition they play a central role in the
pathway of programmed cell death (apoptosis). Mitochondria build a network which is
highly dynamic and can be adjusted to specific conditions and changes in metabolism. For
this, a permanent fusion and division of these organelles is essential. The importance of an
intact machinery of mitochondrial dynamics becomes obvious when the consequences of
mis-regulation of this process are regarded. Defects in mitochondrial fusion lead to several
severe diseases like Charcot-Marie-Tooth Neuropathy Type 2A or Dominant Optic Atrophy.
Furthermore, mitochondria and their dynamics play a central role during programmed cell
death. In this process mitochondrial fragmentation is an important step. In baker’s yeast
Saccharomyces cerevisiae, a facultative anaerobic eukaryotic organism, mitochondrial
dynamics are crucial for apoptosis, as well. However, only little is known about the effects of

mis-regulated mitochondrial fusion and fission on other processes like cell differentiation or

aging.

In this work the impact of impaired mitochondrial fusion and division on sporulation as well
as on the lifespan of yeast cells was investigated. In addition the relation between apoptosis
and aging in yeast cell-cultures was studied in more detail. The data show that mitochondrial
fusion is important for sporulation of yeast cells. Deletion of Mdm30 (mitochondrial
distribution and morphology protein 30), a regulator of the mitochondrial fusion protein
Fzol (fuzzy onions homolog 1), leads to impaired sporulation as well as to an inheritance
defect for mitochondria in spores. It could also be shown that an intact and dynamic
mitochondrial network is important during aging of yeast cultures. The inhibition of both
mitochondrial fusion and division by deletion of the fusion-component Fzol and the
division-protein Dnm1 (dynamin-related protein 1) negatively affects growth and fitness of
yeast cultures. Defective mitochondrial fusion leads to a severe decrease of the
chronological lifespan of yeast cells combined with increased apoptosis. Direct inhibition of
programmed cell death by deletion of the pro-apoptotic factor Ycal (yeast caspase 1) causes
a reduction of the chronological lifespan of yeast cultures, as well. Incubation together with

wild-type cells, however, increases the lifespan of the mutant. This leads to the assumption

Xl
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that yeast cultures are able to benefit from apoptosis of single cells, which positively affects
the chronological lifespan of the whole culture. Although meaning and benefit of
programmed cell death for S. cerevisiae are still discussed controversially, the results in this

work deliver more arguments for the advantage of apoptosis for this unicellular organism.
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1 EINLEITUNG

1.1 Mitochondrien

1.1.1 Funktion und Ursprung

Mitochondrien sind Organellen, die eine Reihe wichtiger Funktionen in eukaryotischen
Zellen wahrnehmen. Zu ihren Aufgaben gehoren neben der Erzeugung von Energie in Form
von ATP durch oxidative Phosphorylierung (Saraste, 1999) auch die essentielle Bildung von
Eisen-Schwefel-Clustern (Lill und Muhlenhoff, 2005). AulRerdem spielen sie eine bedeutende
Rolle beim programmierten Zelltod (Desagher und Martinou, 2000; Youle und Karbowski,

2005).

Mitochondrien sind prokaryotischen Ursprungs. Vermutlich entstanden sie durch die
Aufnahme eines o-Proteobakteriums in eine eukaryotische oder archaebakterielle Zelle
(Gray et al., 1999; Wallace, 2005). Durch unvollstiandige Phagozytose wurde das Bakterium
von der Plasmamembran der Wirtszelle umschlossen, was zur Bildung einer doppelten
Membran fihrte. Aufgrund ihrer Doppelmembran werden Mitochondrien in vier
Kompartimente unterteilt: Die dulRere Membran, der Intermembranraum, die innere
Membran und die Matrix. Durch diese Kompartmentierung koénnen Reaktionen und
Molekile rdumlich voneinander getrennt und wichtige Funktionen wie der programmierte

Zelltod gezielt reguliert werden.

1.1.2 Die mitochondriale DNA

Wegen ihrer prokaryotischen Herkunft besitzen Mitochondrien eine eigene mitochondriale
DNA (mtDNA). Die meisten mitochondrialen Gene sind jedoch im Laufe der Evolution in den
Zellkern der eukaryotischen Zelle gewandert. Daher codiert die mtDNA je nach Organismus
nur noch fiir einige ribosomale Proteine, tRNAs und Untereinheiten der Atmungskette. Die
kerncodierten mitochondrialen Proteine werden im Cytosol gebildet und mittels einer
Prasequenz in die Mitochondrien transportiert. Die Anzahl an mtDNA Molekiilen ist reguliert
und betragt in der Backerhefe S. cerevisiae ca. 20-50 (Hall et al., 1976), wobei mehrere
Molekile ein Nukleoid bilden, das an der mitochondrialen Innenmembran verankert ist
(Dimmer et al., 2005). Aufgrund der Fahigkeit von Hefe, fakultativ anaerob zu wachsen, ist

die mtDNA in diesem Organismus nicht essentiell. Jedoch filhren Mutationen oder Verlust
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der mtDNA zu respiratorischer Inkompetenz, wodurch die Zellen nicht mehr in der Lage sind,

auf nicht-fermentierbaren Kohlenstoffquellen zu wachsen (Okamoto und Shaw, 2005).

1.1.3 Morphologie und Dynamik

In den meisten Organismen bilden Mitochondrien lange Schlduche, die verzweigt sind
(Hoffmann und Avers, 1973; Nunnari et al., 1997). Die Organellen sind sehr dynamisch und
durchlaufen stindige Fusions- und Teilungsprozesse (Bereiter-Hahn, 1990; Okamoto und
Shaw, 2005). Die Dynamik der Organellen sowie ihre standige Bewegung sind wichtig fir ihre
Funktionen bei unterschiedlichsten Prozessen. Dazu zdhlen Spermatogenese (Honda und
Hirose, 2003), Ubermittlung von Calciumsignalen (Szabadkai et al., 2006), Apoptose (Heath-
Engel und Shore, 2006; Parone und Martinou, 2006) sowie Alterung (Sato et al., 2006). In der
Backerhefe S. cerevisiae bilden die Mitochondrien ebenfalls ein verzweigtes Netzwerk aus,
wobei die Morphologie je nach Wachstumsphase, Nahrstoffangebot oder Zellstadium
variieren kann. Beim Wechsel von Wachstum auf fermentativen Kohlenstoffquellen hin zu
Wachstum auf nicht-fermentativen Kohlenstoffquellen erhoht sich die Masse der
Organellen, und die Anzahl der Verzweigungen nimmt stark zu (Visser et al., 1995; Egner et
al., 2002). In der stationdren Phase (die Zellen bilden keine Knospen) liegen die
Mitochondrien dagegen als kleine Fragmente vor (Stevens, 1981). Wahrend der Sporulation
(diploide Hefezellen bilden unter bestimmten Bedingungen haploide Sporen) wechseln die
Organellen sogar mehrere Male zwischen Netzwerk und Fragmenten (Gorsich und Shaw,

2004; Diirr et al., 2006).

Die hohe Dynamik der Mitochondrien erfordert ein reguliertes Gleichgewicht zwischen
Fusions- und Teilungsprozessen. Bei blockierter mitochondrialer Teilung bildet sich aufgrund
der weiterhin stattfindenden Fusionsprozesse ein engmaschiges mitochondriales Netz aus
(Merz et al., 2007). Im Gegensatz dazu fihrt die Deletion von Fusionskomponenten zur
Fragmentierung der Mitochondrien (Merz et al., 2007). Die gestorte Fusionsfahigkeit der
Mitochondrien bewirkt in Hefe auRerdem den Verlust mitochondrialer DNA und damit einen
respiratorischen Wachstumsdefekt, was die Bedeutung einer ausgeglichenen mitochon-
drialen Morphologie widerspiegelt (Chen und Butow, 2005; Merz et al., 2007). In hoheren
Organismen (wie z.B. Sdugern) haben Fusions- und Teilungsdefekte sogar noch
gravierendere Auswirkungen auf die Zellen und den gesamten Organismus. Beispielsweise

stehen Fusionsdefekte im Zusammenhang mit neurodegenerativen Erkrankungen, wie der
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Dominanten Optischen Atrophie und Charcot-Marie-Tooth Neuropathie Typ 2A (Alexander
et al., 2000; Delettre et al., 2000; Zuchner et al., 2006). Die mitochondriale Fusion ist wichtig
fiir viele verschiedene zellulare Prozesse, wie der Bildung von Spermien in der Fruchtfliege
Drosophila melanogaster (Hales und Fuller, 1997) oder der Embryonalentwicklung in
Mausen (Chen et al., 2003). Die mitochondriale Teilung hingegen spielt eine wichtige Rolle
beim programmierten Zelltod (Fannjiang et al., 2004; Jagasia et al., 2005; Youle und

Karbowski, 2005).

1.1.4 Die mitochondriale Teilung in Hefe

In Hefe erfolgt die Teilung der Mitochondrien durch die Proteine Fis1l (mitochondrial fission
protein 1), Dnm1, Mdv1 (mitochondrial division protein 1) und Caf4 (CCR4 associated factor
4). Mdv1 ist ein cytosolisches Protein, das ein WD-40 Motiv sowie eine coiled-coil Struktur
besitzt. Es bindet zusammen mit Dnm1, einer Dynamin-verwandten GTPase, an Fis1 auf der
mitochondrialen Oberflache. Bei diesem Vorgang bilden mehrere Dnm1-Molekile
vermutlich einen Ring, der zur Einschniirung und schlieBlich zur Durchtrennung des
Mitochondrions fuhrt (Ingerman et al., 2005; Merz et al., 2007). Caf4, ein Protein mit WD-40
Motiv, ist ebenfalls an der Teilung der Mitochondrien beteiligt. Seine strukturelle Ahnlichkeit
zu Mdv1l und die Tatsache, dass bei gleichzeitiger Deletion des Gens CAF4 der Effekt der
MDV1-Deletion verstarkt wird, deutet auf eine redundante Funktion beider Proteine hin
(Griffin et al., 2005). Caf4 und Mdv1 wurden bis dato nur in Hefe identifiziert, wohingegen in
anderen Spezies, wie Sdugern, Homologe zu Dnm1 und Fis1 gefunden wurden (Okamoto und

Shaw, 2005).

Bis heute ist unklar, ob die Teilung der mitochondrialen Aufenmembran und der
Innenmembran gemeinsam (evtl. durch die Einschniirung der Mitochondrien durch Dnm1)
oder getrennt ablaufen. In S. cerevisiage wurde das Protein Mdm33 (mitochondrial
distribution und morphology protein 33) identifiziert, ein integrales Innenmembranprotein,
das coiled-coil Domanen besitzt, welche in die Matrix ragen. Die Deletion des Gens MDM33
fihrt zur Ausbildung von stark vergrofRerten, ringartigen Mitochondrien. Dagegen bewirkt
die Uberexpression des Gens eine Septenbildung innerhalb der Organellen. Somit kénnte
Mdm33 spezifisch fiir die Teilung der mitochondrialen Innenmembran verantwortlich sein

(Messerschmitt et al., 2003).
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1.1.5 Fusion von Mitochondrien in S. cerevisiae

Die mitochondriale Fusion in Hefe erfolgt durch das Zusammenspiel der Proteine Fzo1, Ugo1l
(UGO, japanisch fiir Fusion) und Mgm1 (mitochondrial genome maintenance protein 1) in
einem Fusionskomplex. Fzol ist eine 98 kDa groRe, in die mitochondriale AuBenmembran
integrierte GTPase (Hermann et al., 1998; Rapaport et al., 1998). Das Protein besitzt coiled-
coil Doménen, die in das Cytosol ragen. Vermutlich dienen diese Strukturen der Interaktion
von Fzol-Molekilen zweier Mitochondrien bei der Fusion (Rojo et al., 2002; Koshiba et al.,
2004). In den Intermembranraum ragt ein Loop, der die beiden Transmembrandomaénen
verbindet und wichtig fir die Ausbildung des Fusionskomplexes ist (Fritz et al., 2001). Mgm1,
eine Dynamin-verwandte GTPase, ist in der mitochondrialen Innenmembran lokalisiert und
ragt in den Intermembranraum (Wong et al., 2000). Das Protein bildet Homooligomere und
vermittelt dadurch vermutlich wahrend des Fusionsprozesses die Innenmembranfusion
(Wong et al., 2003). Mgm1 liegt in zwei Isoformen vor: Die lange I|-Isoform ist mit dem N-
Terminus in der Innenmembran integriert, die kurze s-Isoform liegt dagegen als |6sliches
Protein im Intermembranraum vor. Beide Isoformen sind wichtig fir die mitochondriale
Fusion, da die Deletion jeder der beiden Formen in vivo zur Fragmentierung der
Mitochondrien fiihrt (Herlan et al.,, 2003). Vermutlich dient die Verschiebung des
Gleichgewichts zwischen beiden Isoformen dazu, die mitochondriale Fusion an die
Bediirfnisse der Zelle anzupassen (Herlan et al.,, 2004). In vitro Untersuchungen zur
mitochondrialen Fusion konnten die direkte Beteiligung von Mgm1 an der mitochondrialen
Innenmembranfusion zeigen (Meeusen et al., 2006). Zudem konnte beobachtet werden,
dass die Fusion der Aufenmembran und die der Innenmembran getrennt voneinander
ablaufen (Meeusen et al., 2004). Das dritte Protein des Fusionskomplexes, Ugo1, konnte bis
heute nur in S. cerevisiae nachgewiesen werden. Ugol ist in der mitochondrialen
AuBenmembran lokalisiert und besitzt mehrere Transmembrandoméanen (Coonrod et al.,
2007). Vermutlich funktioniert das Protein als Adapter zwischen Fzol und Mgm1l und
vermittelt dabei die Interaktion der beiden Proteine bei der mitochondrialen Fusion (Sesaki

und Jensen, 2004).

Bis heute konnten drei Proteine identifiziert werden, die direkt an der Regulation der
mitochondrialen Fusion beteiligt sind. Pcp1 (processing of cytochrom c peroxidase protein 1)
und Ups1 (unprocessed 1) sind fiir die Prozessierung von Mgm1 verantwortlich (Herlan et

al., 2004, Sesaki et al., 2003), wohingegen das Protein Mdm30 den Turn-over von Fzol
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reguliert (Fritz et al., 2003). Pcp1, ein Mitglied der Rhomboid-verwandten Proteasen, trennt
den membranstandigen N-terminalen Teil von Mgm1l ab, wodurch die kurze, l6sliche
s-Isoform des Proteins entsteht (McQuibban et al., 2003; Sesaki et al., 2003; Herlan et al.,
2004). Upsl ist im Intermembranraum lokalisiert und reguliert die Pcpl-abhangige
Prozessierung von Mgm1 wahrend dem Import des Teilungsproteins in die Mitochondrien.
Allerdings ist Ups1 nur bei Wachstum auf fermentierbaren Kohlenstoffquellen notwendig,
was darauf schlieBen I|3sst, dass das Protein die Anpassung der mitochondrialen
Morphologie an die metabolischen Aktivitaten der Zelle reguliert (Sesaki et al., 2006).
Mdm30 ist ein mit der mitochondrialen AuRenmembran assoziiertes F-Box Protein. Proteine
der F-Box Familie sind haufig Untereinheiten von Skp1-Cullin-F-Box (SCF) Ubiquitin Ligasen,
die viele zelluldre Prozesse regulieren und unter anderem den proteasomalen Abbau von
Proteinen vermitteln (Petroski und Deshaies, 2005). Cohen et al. (2008) konnten zeigen, dass
der durch Mdm30 vermittelte Abbau von Fzol tatsachlich mittels Ubiquitinierung und
Verdau im 26S Proteasom erfolgt. Auch der Abbau von Fzol in Zellen, die mit a-Faktor in der
G1-Phase des Zellzyklus arretiert wurden, ist abhdngig vom 26S Proteasom. Allerdings wird
der Prozess in diesem Fall nicht von Mdm30 reguliert (Neutzner und Youle, 2005; Escobar-
Henriques et al., 2006). Die Deletion des Gens MDM30 fihrt zur Fragmentierung und
Aggregierung der Mitochondrien, da vermutlich durch den langsameren Turn-over von Fzol
inaktive Fzo1l-Komplexe gebildet werden, welche die mitochondriale Fusion inhibieren (Fritz

etal., 2003; Dirr et al., 2006).

Mfb1 (mitochondria-associated f-box protein 1) ist ein weiteres, mitochondrial lokalisiertes
Protein, dessen Deletion zur Fragmentierung und Aggregierung der Mitochondrien fuhrt.
Das 53 kDa groRe Protein besitzt wie Mdm30 ein F-Box Motiv am N-Terminus (Dirr et al.,
2006). Eine Studie zur ldentifikation von Proteinkomplexen mittels Massenspektrometrie
zeigte eine Interaktion von Mfbl mit Skpl — einer Komponente des SCF-Ubiquitin-Ligase-
Komplexes (Ho et al., 2002). Dies deutet darauf hin, dass Mfb1l neben Mdm30 eventuell am
Ubiquitin-vermittelten Proteinabbau beteiligt ist. Eine weitere Studie zur subzelluldren
Lokalisation des Hefeproteoms mittels GFP-Fusionsproteinen deutete auf eine
mitochondriale Lokalisation von Mfb1 hin (Huh et al., 2003). Diese Beobachtungen lassen
darauf schlieRen, dass Mfb1l in einem bis dato noch unbekannten regulativen Signalweg fiir
die Morphologie der Mitochondrien verantwortlich ist. Ndhere Untersuchungen zur

Funktion von Mfb1 und Mdm30 wurden in dieser Arbeit durchgefiihrt.
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1.2 Der Zusammenhang zwischen Alterung und mitochondrialer
Morphologie

In S. cerevisiae unterscheidet man zwischen zwei Typen der Zellalterung — der replikativen
und der chronologischen Alterung. Die replikative Lebensspanne ist definiert durch die
maximale Anzahl an Knospen, die eine Mutterzelle produzieren kann, bevor sie stirbt. Die
chronologische Lebensspanne hingegen bestimmt den Zeitraum, den Hefezellen in
stationdrer Phase, also ohne sich zu teilen, Uberleben konnen. Diese beiden
Alterungsformen spiegeln die Alterung von proliferierenden Zellen und nicht-
proliferierenden Zellen wie postmitotischem Gewebe wider. Mit der Backerhefe steht somit
ein ideales Werkzeug zur Studie dieser Alterungsprozesse in einem leicht zu kultivierenden
einzelligen Organsimus zur Verfigung (Kaeberlein et al., 2007). In verschiedenen
Untersuchungen konnten mehrere Faktoren identifiziert werden, die einen Einfluss auf die
Lebensdauer von Hefezellen haben. Beispielsweise fiihrt eine Reduktion der Kalorienzufuhr
sowohl zu einer Verldangerung der replikativen als auch der chronologischen Lebensspanne
(Jiang et al., 2000; Lin et al., 2000; Fabrizio et al., 2003; Reverter-Branchat et al., 2004;
Fabrizio et al., 2005). Auch in anderen Organismen wie Wirmern, Fliegen und Nagern
bewirkt eine Limitierung der Kalorienzufuhr eine Erhéhung der Lebensspanne (Weindruch,

1996; Masoro, 2005).

Generell fiihrt Alterung zur Abnahme mitochondrialer Funktionen, wie der oxidativen
Phosphorylierung. Zudem steigt mit zunehmendem Alter die Anzahl an Mutationen in der
mtDNA, es bilden sich anormale mitochondriale Cristaestrukturen und die Konzentration an
freien Radikalen steigt (Lenaz, 1998). Die Fusion von Mitochondrien kann hingegen mtDNA
Mutationen komplementieren (Nakada et al., 2001) und kénnte somit als Schutz gegen
Alterung dienen. Tatsachlich konnte beobachtet werden, dass eine Blockade der
mitochondrialen Teilung in S. cerevisiae durch Deletion des mitochondrialen
Teilungsproteins Dnm1 die Lebensdauer und Fitness der Zellen erhéht. Gleichzeitig waren
die Zellen resistenter gegen die Aktivierung des programmierten Zelltodes, was auf einen
engen Zusammenhang zwischen Alterung, mitochondrialer Dynamik und Apoptose schlieRen

lasst (Scheckhuber et al., 2007).
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1.3 Der programmierte Zelltod

Apoptose ist ein wichtiger Mechanismus zur Beseitigung beschadigter oder nicht mehr
bendtigter Zellen in Metazoen. Dabei profitiert der gesamte Organismus vom Tod einzelner
Zellen, z.B. bei der Embryogenese oder der Bildung von Geweben (Parone und Martinou,
2006). Obwohl dieser Mechanismus in einzelligen Organismen wie S. cerevisiae ebenfalls
nachgewiesen werden konnte, sind Sinn und Nutzen in diesem Fall umstritten (Bittner et al.,
2006). In Hefe konnten verschiedene typische Apoptosemarker identifiziert werden. Dazu
gehoren die Externalisierung von Phosphatidylserin, Chromatinkondensation und DNA-
Fragmentierung (Madeo et al., 1997). AuBerdem erfolgt in Hefe ebenfalls eine Freisetzung
von Cytochrom c¢ aus Mitochondrien (Madeo et al., 1997; Ludovico et al., 2002). Zudem
fragmentieren die Mitochondrien und verlieren ihr Membranpotential (Pozniakovsky et al.,
2005). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass Apoptose in Hefe durch die Expression von
Bax, einem proapoptotischen Faktor aus Sdugern, induziert werden kann (Pavlov et al.,

2001).

Eine zentrale, evolutionar konservierte Rolle beim programmierten Zelltod spielen reaktive
Sauerstoffspezies (ROS). Stark erhohte ROS Konzentrationen der Zelle fiihren zur Ausbildung
typischer apoptotischer Marker, zur Freisetzung von Cytochrom c sowie zur Aktivierung
proapoptotischer Caspasen, zentraler Komponenten des programmierten Zelltodes (Schulz
et al., 1997; Madeo et al., 1999; Madeo et al., 2004). In den letzten Jahren wurde auch in
Hefe eine Reihe apoptotischer Regulatoren identifiziert. Dazu gehoéren die Hefecaspase Ycal
sowie der Apoptose-induzierende Faktor Aifl (apoptosis-inducing factor 1). Beide sind
Komponenten des ROS-induzierten programmierten Zelltodes (Madeo et al., 2002; Wissing
et al., 2004; Madeo et al., 2009). Weitere Faktoren sind die apoptotische Serinprotease
Nmalll (nuclear mediator of apoptosis 111) (Fahrenkrog et al., 2004), deren
antiapoptotisches Substrat Birl (baculoviral IAP repeat-containing protein 1) (Walter et al.,
2006), Endonuclease G (Bittner et al., 2007), Ndil (NADH dehydrogenase internal 1) (Li et
al., 2006) und konservierte proteasomale Signalwege wie der Abbau von Cdc6 (cell division
cycle 6) (Ligr et al., 2001; Blanchard et al., 2002). Ycal ist ein wichtiger Faktor, der fur liber
40% der apoptotischen Szenarios in Hefe essentiell ist. Bei der Caspase-unabhangigen

Apoptose spielen Aifl und die Endonuclease G eine zentrale Rolle (Madeo et al., 2009).
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Die mitochondriale Morphologie stellt ebenfalls eine wichtige Komponente des
programmierten Zelltodes dar, da ein wichtiger Schritt wdhrend der Apoptose die
Fragmentierung der Mitochondrien ist (Youle und Karbowski, 2005). Interessanterweise
fihrt die Inhibierung von Drpl (dynamin-related protein 1), dem Sdugerhomolog von Dnm1,
neben dem Verlust der mitochondrialen Teilungsfahigkeit auch zur Verlangsamung der
Caspaseaktivierung und damit des apoptotischen Prozesses in Sdugerzellen (Frank et al.,
2001; Karbowski et al., 2002; Breckenridge et al., 2003; Sugioka et al., 2004). Auch in
Caenorhabditis elegans konnte mittlerweile eine Rolle der Mitochondrien bei der
Aktivierung von Caspasen beim programmierten Zelltod nachgewiesen werden (Youle und
Karbowski, 2005). Neben Drp1 sind auch andere mitochondriale Morphologiekomponenten
wichtig fur die Apoptose. Die Inhibierung von hFis1, dem Sdugerhomolog von Fis1 aus Hefe,
blockiert ebenfalls den programmierten Zelltod in Saugerzellen (Lee et al., 2004),
wohingegen die Uberexpression von hFisl die Apoptose aktiviert (James et al., 2003). Die
mitochondrialen Fusionskomponenten haben die entgegengesetzte Funktion. Zum einen
verhindert die Uberexpression von FzolA/B (Homologe des Hefeproteins Fzol) in
Rattenzellen die Apoptose. Gleichzeitig fihrt die Inhibierung der Expression von Fzo1lA/B
sowie von Mfn1/2 (mitofusin-1/2; Homologe von Fzol aus Homo sapiens) zur
Fragmentierung von Mitochondrien und zur Aktivierung des programmierten Zelltodes in
Ratten- bzw. in humanen Zellen (Sugioka et al., 2004). Die Inhibierung der Expression von
Opal (optic atrohpy 1), dem Saugerhomolog der mitochondrialen Fusionskomponente
Mgm1 aus Hefe, flihrt zur Fragmentierung der Mitochondrien, der Ausschittung von
Cytochrom c sowie der Aktivierung des programmierten Zelltodes in Sdugerzellen (Olichon et
al., 2003). In Hefe wirken die mitochondrialen Teilungskomponenten Dnm1 und Mdvl
ebenfalls proapoptotisch. Interessanterweise hat Fisl in Hefe im Gegensatz zu seinem
Sdugerhomolog eine antiapoptotische Funktion. Zudem kann es in Hefezellen funktionell
durch die humanen antiapoptotischen Proteine Bcl-2 und Bcl-x ersetzt werden (Fannjiang et
al., 2004). Diese Ergebnisse deuten auf eine zentrale Funktion der Mitochondrien beim

programmierten Zelltod hin.
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1.4 Apoptose und Alterung

Neben ihrer Schlisselrolle beim programmierten Zelltod haben ROS (reaktive Sauerstoff-
Spezies) auch eine wichtige evolutionar konservierte Funktion bei der Alterung (Schulz et al.,
1997; Madeo et al., 1999). ROS akkumulieren in gealterten Zellen (Laun et al., 2007). Zudem
zeigen sowohl replikativ als auch chronologisch gealterte Hefezellen neben einer erhéhten
ROS-Konzentration auch typische apoptotische Marker wie Externalisierung von
Phosphatidylserin an der Plasmamembran, Fragmentierung der DNA und Chromatin-
kondensation (Laun et al., 2001; Herker et al., 2004). Zuséatzlich weisen gealterte Hefezellen
eine erhohte Caspaseaktivitat auf (Herker et al., 2004). Tatsachlich fuhrt die Blockierung des
programmierten Zelltodes oder die Beseitigung von ROS zur Verlangerung der Lebensspanne
(Fabrizio et al., 2004; Herker et al., 2004; Piper et al., 2006). Zum Beispiel fiihrt die Deletion
der Gene AIF1, YCA1, NDI1 oder NMA111 zur Verzogerung der alterungsbedingten Apoptose
(Madeo et al., 2002; Wissing et al., 2004; Li et al., 2006; Walter et al., 2006). Andererseits
fuhrt die Uberexpression des Gens YCA1 zur Verkiirzung der chronologischen Lebensspanne,
wohingegen die Uberexpression von BIR1 die chronologische Lebensspanne in Hefe erhdht
(Walter et al., 2006). Diese Untersuchungen zeigen, dass Apoptose und Alterung sehr eng

miteinander verbunden sind.

1.5 Zusammenhang zwischen Alterung und Autophagozytose

Autophagozytose oder Autophagie ist ein wichtiger Prozess, bei dem Proteine und
Organellen in Lysosomen (bei Hefe- und Pflanzenzellen in der Vakuole) verdaut und die
entstandenen Nahrstoffe wichtigen Stoffwechselprozessen zur Verfiigung gestellt werden
(Yorimitsu und Klionsky, 2005). Dieser Abbau kann zum einen der Beseitigung von
beschiadigtem Material dienen. Aber auch N&hrstoffknappheit kann zur Aktivierung der
Autophagozytose flihren (Kaeberlein et al., 2007). Man kann drei Prozesse der Autophagie
unterscheiden: Mikroautophagie, Makroautophagie und Chaperon-vermittelte Autophagie.
Bei der Mikroautophagie gelangen cytosolische Bestandteile durch Einstililpung der
Vakuolenmembran in die Vakuole und werden anschlieBend verdaut. Beim Prozess der
Makroautophagie kdnnen ganze Organellen abgebaut werden, indem sie von sogenannten

Autophagosomen umschlossen und zur Vakuole transportiert werden. Chaperon-vermittelte
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Autophagie hingegen dient dem selektiven Abbau l6slicher cytosolischer Proteine oder

spezifischer Substrate (Reggiori und Klionsky, 2002).

Autophagie hat vermutlich auch eine wichtige Funktion bei der Regulation der Alterung. In
Ratten nimmt die Autophagie zum Beispiel mit zunehmendem Alter ab (Vittorini et al., 1999;
Cuervo und Dice, 2000; Cuervo, 2004; Martinez-Vicente et al., 2005). Zudem konnte gezeigt
werden, dass Autophagozytose fiir die Verlangerung der Lebensspanne in der C. elegans
Mutante daf-2 (abnormal dauer formation 2) notwendig ist (Melendez et al., 2003). In Hefe
wird Autophagozytose beim Eintritt in die stationare Phase aktiviert — vermutlich als Antwort
auf Nahrstoffknappheit (Kamada et al., 2004). Dementsprechend besitzen einige
Autophagiemutanten eine verkiirzte chronologische Lebensspanne, da die Nahrstoff-
knappheit vermutlich nicht mehr durch den Verdau von Zellkomponenten kompensiert
werden kann (Powers et al., 2006). Eine Verlangerung der chronologischen Lebensspanne
kann auch durch Wachstum unter Stickstoffmangel oder durch Behandlung mit Rapamycin
hervorgerufen werden, da dadurch die Autophagozytose aktiviert wird (Kamada et al., 2004;

Powers et al., 2006).

Einige Aufgaben der Autophagie in alternden Zellen kdnnten die Beseitigung von oxidativ
beschadigten Proteinen, die Verhinderung der Proteinaggregation sowie die Verwertung von
beschadigten Mitochondrien sein (Kaeberlein et al., 2007). Twig et al. (2008b) konnten
zeigen, dass eine Art Qualitdtskontrolle existiert, wonach Mitochondrien mit niedrigem
Membranpotential nicht mehr fusionieren, sondern in der Vakuole abgebaut werden.
Zudem reduziert die RNAi-vermittelte Verringerung von Fisl oder die Uberexpression der

k38%) die mitochondriale

dominant negativen Isoform von Drpl (nichtfunktionelles Drpl
Autophagie in Saugerzellen (Arnoult et al., 2005; Barsoum et al., 2006; Twig et al., 2008a).
Diese Beobachtungen lassen vermuten, dass eine direkte Verbindung zwischen der
mitochondrialen Dynamik und der autophagozytotischen Beseitigung von beschadigten
Mitochondrien in alternden Zellen besteht. Die mitochondriale Alterungstheorie verbindet
ebenfalls die Alterung mit der Funktion von Mitochondrien. Demnach fiihrt die
Akkumulation von ROS mit zunehmendem Alter zur Schadigung von mitochondrialen
Proteinen und Membranen sowie von mtDNA, da ROS wéhrend der Atmung hauptséachlich in

diesen Organellen entstehen. Mutationen der mtDNA kodnnen zwar durch Reparatur-

mechanismen (Doudican et al., 2005), Komplementation bei Fusionsprozessen (Sato et al.,
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2006) oder durch den Abbau der Organellen in der Vakuole verringert werden (Kaeberlein et
al., 2007). Jedoch kann die Zelle nicht verhindern, dass sich solche Schiden mit
zunehmendem Alter anhaufen. Dies fihrt zu einem Funktionsverlust der Mitochondrien und

schliefRlich zum Tod der Zelle (Jacobs, 2003; Balaban et al., 2005).
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1.6 Zielsetzung

Die Bedeutung der Mitochondrien und ihrer Dynamik fir die eukaryotische Zelle ist
unumstritten. Fehlregulationen kénnen zu einer Reihe von Erkrankungen fihren oder die
embryonale Entwicklung stéren. Ebenfalls entscheidend ist die mitochondriale Morphologie
fir die Regulation wichtiger Prozesse, wie z.B. dem programmierten Zelltod. Nachdem ein
enger Zusammenhang zwischen Apoptose und der Alterung von Zellen besteht (Herker et
al., 2004), konnte die mitochondriale Dynamik auch eine bedeutende Rolle bei der Alterung
spielen. Bis heute ist jedoch noch nicht vollstandig geklart, inwieweit die mitochondriale
Dynamik wichtig fiir Alterungsprozesse in S. cerevisiage oder anderen eukaryotischen
Organismen ist. Ziel dieser Arbeit war es, weitere Erkenntnisse Uber die Regulation der
mitochondrialen Morphologie sowie fiir die Bedeutung und Notwendigkeit der
mitochondrialen Fusion und Teilung fiir die Entwicklung und die Alterung von
eukaryotischen Zellen zu finden. Zusatzlich sollte der programmierte Zelltod und sein Nutzen

fiir den einzelligen Organismus S. cerevisiae ndher untersucht werden.

Im ersten Teil der Arbeit wurde die Funktion der beiden mitochondrialen F-Box Proteine
Mfb1l und Mdm30 bei der Regulation der mitochondrialen Morphologie in Hefe untersucht.
Um die Auswirkungen der Fehlregulierung der mitochondrialen Morphologie auf die
zellulare Entwicklung zu untersuchen, wurde die Sporulation von Hefezellen mit Hilfe der
Fusionsmutanten Amdm30 und Amfb1 im Detail betrachtet. Dabei sollte Gberprift werden,
inwieweit der Verlust der mitochondrialen Fusion Auswirkungen auf die Vererbung der
Mitochondrien sowie auf die Entwicklung der Sporen selbst hat. Weiterhin wurden die
Auswirkungen des programmierten Zelltodes auf Mitochondrien sowie auf das langfristige
Uberleben von Hefezellen niher betrachtet. Mittels Elektronenmikroskopie wurde die
Integritdt von isolierten, in vitro mit dem proapoptotischen Faktor Bax behandelten
Mitochondrien untersucht. In Wachstumsexperimenten mit einer Aycal-Mutante sollten die
Auswirkungen einer blockierten oder zumindest verzogerten Apoptose auf die langfristige
Uberlebensfihigkeit von Hefezellen {iberpriift werden. Durch Inkubation mit wildtypischen
Zellen in unterschiedlichen Mischungsverhéltnissen wurde zudem untersucht, inwieweit
Hefezellen vom programmierten Zelltod anderer Hefezellen profitieren konnen. Als nachstes
wurden die Auswirkungen von fehlregulierter mitochondrialer Morphologie auf das

Uberleben von Hefezellen unter Hungerbedingungen niher betrachtet. Dabei wurde auch
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der Zusammenhang zwischen Apoptose und Alterung untersucht. Im letzten Teil der Arbeit
sollte eine mogliche Relation zwischen mitochondrialer Dynamik und dem replikativen Alter
von Hefezellen untersucht werden. Dazu wurde die mitochondriale Fusions- und
Teilungsdoppelmutante Afzol/Adnm1 hergestellt. Von dieser Doppelmutante wurden
replikativ gealterte Zellen isoliert und damit verschiedene Experimente durchgefiihrt, um zu
erfahren, inwieweit mitochondriale Fusion und Teilung wichtig fir die Alterung von

Hefekulturen sind.
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2 MATERIALIEN UND METHODEN

Chemikalien wurden generell von den Firmen Carl Roth (Karlsruhe) und Sigma-Aldrich
(Steinheim) im Reinheitsgrad p.a. oder ,Fir Mikrobiologie” bezogen. Die eingesetzten

Enzyme waren, falls nicht anders angegeben, von Fermentas (St. Leon-Rot).

2.1 Molekularbiologische Methoden

2.1.1 Isolierung genomischer DNA aus S. cerevisiae

Zur Isolierung von genomischer DNA aus Hefe wurde das YeaStar™ Genomic DNA Kit (Zymo

Research, Orange, USA) verwendet.

2.1.2 Amplifikation von DNA-Fragmenten mittels PCR

Ein Reaktionsansatz enthielt neben dem vom Hersteller mitgelieferten Reaktionspuffer, PCR
Nukleotid Mix, Primer (Reverse Primer und Forward Primer), DNA-Polymerase und Plasmid-
DNA bzw genomische DNA aus S. cerevisiae. Der Ansatz wurde zunachst bei 95°C zur
vollstdndigen Denaturierung der Matrizenstrange vorinkubiert. Danach folgten 30 Zyklen,
bestehend aus Denaturierung der DNA, Anlagerung der Oligonukleotidprimer und Synthese
der DNA. SchlieRlich erfolgte eine Nachinkubation bei 72°C zur Vervollstandigung der DNA-
Synthese. Fir die Standardbedingungen, den Nachweis von Deletionen und den Nachweis
des Paarungstyps wurden Reagenzien der Firma Promega (Mannheim) verwendet. Alle
Primer stammen von Metabion (Martinsried). Die PCR-Reaktionen erfolgten in einem
Mastercycler ep Gradient S der Firma Eppendorf (Hamburg). AnschlieBend wurden die PCR-
Produkte mit einem PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden) aufgereinigt. Die Kontrolle der
Amplifikation erfolgte auf einem Agarosegel (Kap. 2.1.6). In Tabelle 2.1 sind die
Reaktionsbedingungen fir die einzelnen PCR-Ansdtze und in Tabelle 2.2 alle verwendeten

Primer aufgefiihrt.
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Tabelle 2.1 PCR-Bedingungen

1 ul mtDNA (100 ng)
0,2 ul Gotaq Polymerase (1 U)
12,3 pl ddH,O

Experiment Komponenten Protokoll
4 ul Gotaq Puffer (5x) ;Zilgt;[hlr 2 min
0,5 ul dNTP-Mix (10 mM) Schritt 2 (30 Zyklen):
1 ul Forwardprimer (10 uM) 94°C fiir 30 s
Standardbedingungen 1 ul Reverseprimer (10 uM)

55°C fiir 30 s
72°C fiir 1 min
Schritt 3:

72°C fiir 1 min

Nachweis des
Paarungstyps

4 ul Gotaq Puffer (5x)

0,5 ul ANTP-Mix (10 mM)

1 ul Forwardprimer (10 uM)

1 ul Reverseprimer (10 uM)

1 ul gen. DNA (ca. 100 ng)
0,2 ul Gotaq Polymerase (1 U)
12,3 pl ddH,O

Schritt 1:

94°C fiir 2 min
Schritt 2 (30 Zyklen):
94°C fiir 10 s

55°C fir 10 s

72°C fiir 30 s

Schritt 3:

72°C fiir 1 min

Nachweis von
Deletionen

4 ul Gotaq Puffer (5x)

0,5 pul ANTP-Mix (10 mM)

1 ul Forwardprimer (10 uM)

1 ul Reverseprimer (10 uM)

1 ul gen. DNA (ca. 100 ng)
0,2 ul Gotaq Polymerase (1 U)
12,3 pl ddH,O

Schritt 1:

95°C fiir 2 min
Schritt 2 (30 Zyklen):
97°C fiir 15 s

55°C fir 15 s

72°C fiir 1 min
Schritt 3:

72°C fiir 1 min

Tabelle 2.2 Verwendete Primer

Primer Sequenz (5 — 3Y)
Primer zur Bestimmung des Paarungstyps

MAT1 AGT CAC ATC AAG ATC GTT TAT GG

MAT2 GCA CGG AAT ATG GGA CTACTT CG

MAT3 ACT CCA CTT CAAGTAAGAGTT TG

Primer fiir Deletionsnachweise
DNM1 in FW GGG CGA TAT AGA TGA CCT TGA AAA CGC
DNM1 out RV TAA CCT AGA AATTTC GTT CATCTA G
KAN Kassette FW CCG GAT TCA GTC GTC ACT CAT GG

HIS3 Kassette CAT GCA GGC TGG AGCTTACGAC
FZO1 out RV CGA CAA TAT GCG AAA CTG TACC
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2.1.3 Klonierung von DNA-Fragmenten

2.1.3.1 Restriktionsverdau

Die Verwendung von zwei verschiedenen Restriktionsenzymen mit unterschiedlichen
Erkennungssequenzen garantiert den korrekten Einbau des Fragments in das Plasmid. Daher
wurden vor allen Klonierungsexperimenten das Fragment sowie der Vektor mit zwei
unterschiedlichen Restriktionsenzymen verdaut. Der Enzymverdau erfolgte in allen Fallen

parallel.

2.1.3.2 Dephosphorylierung

Um die Religation der verdauten Plasmide zu verhindern, wurden diese dephosphoryliert.
Dazu wurden 5 ul Antarctic Phosphatase-Puffer (NEB, Ipswich, USA), 30 ul Plasmid-DNA und
5 U Antarctic Phosphatase (NEB, Ipswich, USA) vermischt und mit sterilem ddH,O auf 50 ul
aufgefillt. Nach 1 h Inkubation bei 37°C wurde eine Hitzeinaktivierung (20 min, 80°C) der

Phosphatase durchgefiihrt.

2.1.3.3 Ligation

Die Ligation der Fragmente mit dem entsprechenden Vektor erfolgte mit T4-Ligase. Dazu
wurden je 5 upl von Fragment und Vektor, 2 ul T4-Ligasepuffer, 0,5 ul T4-Ligase und
7,5 ul ddH,0 gemischt und 1 h bei RT inkubiert. Die Inaktivierung der Ligase erfolgte bei 65°C

fur 20 min.

2.1.4 Hitzeschocktransformation von E. coli-Zellen

100 pl kompetente E. coli-Zellen (XL1-Blue) wurden auf Eis aufgetaut. Der gesamte
Ligationsansatz wurde zu den Zellen gegeben und fiir 20 min auf Eis inkubiert. Es folgte ein
Hitzeschock fir 90 s bei 42°C und sofortiges Abkiihlen auf Eis. Nach Zugabe von 500 ul
LB-Medium (1% (w/v) Pepton, 0,5% (w/v) Hefeextrakt (Serva, Heidelberg), 1% (w/v) NaCl)
wurden die Zellen 30 min bei 37°C geschuttelt. SchlieRlich wurde 100 pl Suspension auf
LB™-Platten (LB-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin und 2% (w/v) Agar-Agar) ausplattiert.

Die Platten wurden Uber Nacht bei 37°C inkubiert.
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2.1.5 Plasmidreinigung aus E. coli

Die Reinigung von kleineren Mengen Plasmid-DNA aus E. coli-Zellen fir einen
anschlieRenden Testverdau erfolgte mit Hilfe der alkalischen Lyse. Dazu wurden E. coli-Zellen
in 1,5 ml LB"™-Medium inokuliert, Gber Nacht bei 37°C geschiittelt und in ein
1,5 ml Reaktionsgefall Gberfihrt. Die Zellen wurden durch Zentrifugation fir 1 min bei RT
und 18.000 x g geerntet und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde in 100 pl GTE-Puffer
(25 mM Tris-HCI, pH 8,0, 10 mM EDTA, 50 mM Glukose, 2 mg/ml RNaseA) resuspendiert und
nach Zugabe von 200 pl NaOH/SDS (0,2 M NaOH, 1% (w/v) SDS) und Invertieren fiir 5 min
auf Eis lysiert. Nach Zugabe von 150 ul KOAc (5 M, pH 4,8) und mischen durch Invertieren
wurde der Ansatz erneut 5 min auf Eis inkubiert. Die Lysate wurden fir 10 min bei 4°C und
18.000 x g zentrifugiert, 0,3 ml Uberstand abgenommen, 0,6 ml 96% Ethanol zugegeben und
invertiert. Nach Zentrifugation bei 18.000 x g fur 15 min bei 4°C wurde das Pellet mit
70% Ethanol gewaschen, der Uberstand abgenommen und ein weiteres Mal kurz
abzentrifugiert. Der restliche Uberstand wurde nun abgenommen und das Pellet kurz bei RT
stehen gelassen. Das trockene Pellet wurde in 50 pl EB-Puffer (10 mM Tris-HCI, pH 8,5)

aufgenommen, 10 min bei RT inkubiert und anschliefend gevortext.

Fiir die Reinigung gréRerer Mengen Plasmid-DNA wurde das QIAGEN® Plasmid Midi Kit
(Qiagen, Hilden) verwendet. Dazu wurden transformierte E. coli-Zellen in 50 ml LB*™-
Medium inokuliert und tber Nacht bei 37°C im Schittler inkubiert. Die anschlieBende
Praparation der Plasmid-DNA erfolgte nach Angaben des Herstellers. Die Bestimmung der

DNA-Konzentration erfolgte mit einem NanoDrop®-Spektralphotometer (Thermo,

Wilmington, USA). Der Abgleich erfolgte gegen EB-Puffer.

2.1.6 Agarose-Gelelektrophorese zur Auftrennung von DNA-Fragmenten

Fiir die Auftrennung von DNA-Fragmenten wurden 0,8%ige Agarose-Flachgele verwendet.
Die Agarose wurde in TBE-Puffer (90 mM Tris, 90 mM Borsaure, 2,5 mM EDTA, pH 8,35)
aufgekocht und anschlieBend in Flachgelformen gegossen. Die Proben wurden in DNA-
Probenpuffer (4 M Harnstoff, 10 mM EDTA, 50% (v/v) Glycerin, 0,1% (w/v) Bromphenolblau)
aufgenommen und aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte in TBE-Puffer bei einer Spannung
von 110 V. Nach Beendigung der Elektrophorese wurden die DNA-Banden mit
Ethidiumbromid angefarbt und mit UV-Licht bei 312 nm sichtbar gemacht.

17



MATERIALIEN UND METHODEN

2.1.7 Verwendete Plasmide

Tabelle 2.3 zeigt eine kurze Beschreibung der in der Doktorarbeit verwendeten Plasmide.

Tab. 2.3 Plasmidliste

Plasmid Organismus Promotor Gen Expression Marker Referenz
Alkohol-
VT100U- S. isiae, . West d
P cerews./ae Dehydrogenase- mtGFP konstitutiv URA3/Amp" (Westermann un
mtGFP E. coli Neupert, 2000)
Promotor (ADH)
S. cerevisiae Galaktose- (Westermann und
pYX113-mtGFP | ™ .| GAL-Promotor mtGFP induzierte URA3/Amp"
E. coli N . Neupert, 2000)
Uberexpression
S. cerevisiae, Galaktose- (Mozdy et al
pRS416-mtRFP | = .| GAL-Promotor mtRFP induzierte URA3/Amp" y v
E. coli " . 2000)
Uberexpression
.. Triosephosphat-
S. , o West d
pYX122-mtGFP cerews./ae Isomerase- mtGFP Konstitutiv HIS3/Ampr (Westermann un
E. coli Neupert, 2000)
Promotor (TP/)
Alkohol-
VT100U- S. isiae, . Y Brede, Uni
P cerews./ae Dehydrogenase- mtRFP konsitutiv URA3/Amp" vonne brede, Lni
mtRFP E.coli Bayreuth
Promotor (ADH)
S. cerevisige Induziert in
WP1055-erGFP | = E coli ’ | MET25-Promotor erGFP Abwesenheit von | URA3/Amp’ | (Prinz et al., 2000)
' Methionin
S.cerevisiae, CuSOy-induzierte (Escobar-
pJDCEX2 ’ .| CUP1-Promotor o . LEU2/Amp" | Henriques et al.,
E. coli Uberexpression
2006)
pIDCEX2-MFB1 | >C€€VISI9€ | o1 promotor | mpsr | CuSOsinduzierte | o p” | (Diirr et al., 2006)
E. coli Uberexpression
pJDCEX2- S.cerevisiae, CuSOy-induzierte r .
- b1-Afb - .
mfb1-Afbox £ coli CUP1-Promotor | mfl ox (berexpression LEU2/Amp’ | (Durr et al., 2006)
. . . (Escobar-
JDCEX2- S. , CuSO,-ind t )
P cereWS{ae CUP1-Promotor MDM30 u 4in uzngr € LEU2/Amp' Henriques et al.,
MDM30 E. coli Uberexpression
2006)
.. . . (Escobar-
pJDCEX2- S.cerevisiae, mdm30- | CuSOg-induzierte r .
mdm30-Afbox E. coli CUP1-Promotor Afbox Uberexpression LEU2/Amp’ |  Henriques et al.,
2006)
S.cerevisiae, N r (Sikorski und
pRS313 E coli konstitutiv HIS3/Amp Hieter, 1989)
S.cerevisiae, o + | Yvonne Brede, Uni
pRS313-YCA1 E coli YCA1 konstitutiv HIS3/Amp Bayreuth
pRS425-YCA1- | S.cerevisiae, . r | Yvonne Brede, Uni
GEP E coli YCA1-GFP konstitutiv LEU2/Amp Bayreuth
Galaktose-
S. isiae, . . Ok toetal.,
pYES-Abf2-GFP cerevisiae, GAL-Promotor ABF2-GFP induzierte URA3/Amp" (Okamoto et a

E. coli

Uberexpression

1998)
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2.2 Methoden der Hefegenetik

2.2.1 Kultivierung von S. cerevisiae

Als Standardmedium wurde YPD-Medium (1% (w/v) Hefeextrakt (Serva, Heidelberg),
2% (w/v) Pepton (USB, Cleveland, Ohio, USA), 2% (w/v) Glukose) verwendet. YPG-Medium
(1% (w/v) Hefeextrakt (Difco, Lawrence, USA), 2% (w/v) Pepton (USB, Cleveland, Ohio, USA),
3% (w/v) Glycerin) diente zur Selektion auf respiratorische Kompetenz. Die Selektion auf
Auxotrophiemarker erfolgte mit SD-Medium (0,69% (w/v) Yeast-Nitrogen-Base ohne
Aminosauren (Formedium, Norwich, UK), supplementiert mit Stammlésungen an
10 mg/ml Aminosauren und 2 mg/ml Nukleobasen je nach gewilinschter Selektionswirkung,
2% (w/v) Glukose). Bei schlecht wachsenden Stammen wurde SCD-Medium verwendet (SD-
Medium mit Zusatz aller Aminosduren und Nukleobasen, die nicht fiir eine Selektion
bendtigt werden). Mit YPGal-Medium wurde die Expression von Genen induziert, die durch
einen GAL-Promotor reguliert werden. War gleichzeitig Selektion notig — z.B. wenn sich der
GAL-Promotor auf einem Plasmid befand — so wurde SGal- (wie SD-Medium, nur mit
Galaktose als Kohlenstoffquelle) bzw. SCGal-Medium (wie SCD-Medium, nur mit Galaktose
als Kohlenstoffquelle) verwendet. Zur Isolierung von Mitochondrien wurden die Stamme in
halbsynthetischem Laktat-Medium (3 g Hefeextrakt (Serva, Heidelberg), 0,5 g Glukose,
1gKH,PO4, 1 g NH4Cl, 0,5 g CaCl,, 0,5 g NaCl, 1,2 g MgS04*7H,0, 3 ml 1% FeCls,
22 ml 90% D,L-Milchsaure, mit H,O auf 1 | aufgefiillt, pH 5,5 mit NaOH eingestellt) inkubiert.
Zur Sporulation wurden diploide Stamme in Sporulationsmedium (1% (w/v) Kaliumacetat,
2% (w/v) Agar-Agar, essentielle Aminosauren) inkubiert. Die Inkubation unter Hunger-
bedingungen erfolgte ebenfalls in Sporulationsmedium. Zur Selektion auf
Kanamycinresistenz wurde G418-haltiges (Geneticin, 250 pg/ml) Medium verwendet. Fir die
in vivo Translation wurden die Zellen in SCRaf-Medium (wie SCD-Medium, nur mit Raffinose
als Kohlenstoffquelle) ohne Methionin vorinkubiert. Zur Entfernung von mtDNA aus
Hefezellen wurden diese in YPD-EtBr (50 pg/ml Ethidiumbromid) inkubiert. Fir die
Uberexpression der mutierten Gene mfb1AFbox und mdm30AFbox wurden die Zellen in
YPD-Medium mit 100 puM CuSQO,; inkubiert (CUPI-Promotor). Zur Reprimierung von
Doxycyclin-regulierten Genen wurden die Stamme in YPD-Medium mit 10 pg/ml Doxycyclin
inkubiert. Die Hefezellen wurden standardmaRig bei 30°C kultiviert. Fiir Tests auf Wachstum
unter erschwerten Bedingungen erfolgte die Inkubation bei 37°C. Fliissigkulturen wurden bei
140 rpm geschittelt. Hefestamme auf Agarplatten (entsprechendes Medium mit 2% Agar-
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Agar) wurden bis zu zwei Monate bei 4°C gelagert. Zur langeren Lagerung wurden die

Stamme in 15% Glycerin bei -80°C aufbewahrt.

2.2.2 Herstellung diploider Zellen

Zwei Stamme unterschiedlichen Paarungstyps wurden getrennt in 10 ml YPD-Flissigmedium
Uber Nacht bei 30°C inkubiert. Am nachsten Tag wurde je 1 ml Kultur beider Stdmme
miteinander vermischt und auf 20 ml mit YPD-Medium aufgefillt. Der Ansatz wurde fiir 3-4 h
bei 30°C geschiittelt. Dabei wurde die Bildung von Zygoten, welche durch Fusion der beiden
Paarungstypen miteinander entstehen, lichtmikroskopisch (berprift. Sobald Zygoten
vorhanden waren, wurde 10 pl aus der entsprechenden Kultur entnommen, in 100 pl steriles
ddH,O gegeben, gevortext und auf SD-Platten ausplattiert, die so supplementiert waren,
dass nur diploide Zellen wachsen konnten. Die Ansatze wurden bei 30°C inkubiert, bis
Kolonien herangewachsen waren. Die Kolonien wurden auf frische SD-Platten lberstrichen.

Die erhaltenen Stamme wurden mittels PCR auf ihren diploiden Genotyp liberprift.

2.2.3 Herstellung von Doppelmutanten

Zwei Stamme mit unterschiedlichem Paarungstyp wurden je auf einer YPD-Platte als Strich
aufgetragen. Nach Inkubation iber Nacht wurden beide Stédmme mit Samt lber Kreuz auf
eine neue YPD-Platte gestempelt. Nach erneuter Inkubation Gber Nacht wurden die Zellen
auf eine Selektiv-Platte Gberstempelt (SD- bzw. antibiotikahaltige Platte), wobei das Medium
so beschaffen war, dass nur die durch Paarung aus diploiden Zygoten entstandenen Zellen
an der Kreuzungsstelle wachsen konnten. Die Zellen wurden 1 bis 2 Tage inkubiert,
Zellmaterial von der Kreuzungsstelle entnommen und auf einer weiteren Selektiv-Platte als
Einzelkolonieausstrich aufgetragen. Eine gewachsene Kolonie wurde nun auf einer YPD-
Platte ausgestrichen und die darauf gewachsenen Zellen in Sporulationsmedium inokuliert.
Nach 2- bis 3-tdgiger Inkubation hatten sich genligend Asci gebildet, um mit der
Tetradendissektion fortzufahren. Dazu wurde etwas Zellmaterial aus der Kultur entnommen.
Die Suspension wurde nach Zugabe von 250 pg/ml Zymolyase 20T fir 10 min bei RT
inkubiert, um die Zellwand der Asci anzudauen, ohne die Sporen dabei freizusetzen. Etwas
Suspension wurde nun auf eine YPD- bzw. YPG-Platte (bei Stdmmen, die mtDNA verlieren)
Ubertragen, die Asci mit Hilfe eines Mikromanipulators (Singer Instruments, Somerset, UK)

aufgenommen und die einzelnen Sporen auf definierten Stellen abgelegt. Nachdem die
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einzelnen Sporen Kolonien ausgebildet hatten, wurden sie auf Selektiv-Platten unter
Einhaltung der Positionen als kurze Striche ausgestrichen, um die Doppelmutanten zu
identifizieren. Die Doppelmutanten wurden mittels DNA-Isolierung (Kap. 2.1.1) und PCR
(Kap. 2.1.3) Uberprift, wobei die verwendeten Primer komplementdr zu Sequenzen
innerhalb der Resistenzkassette (Forward Primer) und ca. 250 bp auBerhalb des deletierten

Gens (Reverse Primer) waren.

2.2.4 Transformation von Hefe

Die zu transformierenden Hefestiamme wurden in 1,5 ml YPD-Medium (ber Nacht bei 30°C
geschittelt. DNA aus Lachsspermien (2 mg/ml) wurde 15 min gekocht, griindlich gevortext
und auf Eis gekihlt. Die Zellen wurden fir 1 min bei 18.000 x g geerntet und mit
240 ul 50% (w/v) PEG 4000 uberschichtet. AnschlieRend wurde 36 pl 1 M LiAc zugegeben.
Die Lachsspermien-DNA wurde erneut gevortext und 50 pul zu dem Ansatz gegeben.
1-2 pl Plasmid DNA (0,1-1 pg) wurde mit sterilem ddH,0 zu einem Gesamtvolumen von
34 ul vermischt und zu der Suspension gegeben. Der Transformationsansatz wurde gut
gemixt und 90 min bei 42°C geschittelt. Die Zellen wurden fiir 1 min bei 18.000x g
abzentrifugiert und in 1 ml sterilem ddH,0 resuspendiert. 300 ul wurden auf einer
entsprechend supplementierten SD-Platte ausplattiert. Nach 2-4 Tagen Inkubation bei 30°C
wurden einzelne Kolonien gepickt und auf einer weiteren SD-Platte ausgestrichen

(Reinigungsausstrich).

2.2.5 Verwendete Hefestimme

Die Liste aller in dieser Arbeit verwendeten Hefestamme ist in Tabelle 6.1 im Anhang (Kap. 6)

aufgefiihrt.
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2.3 Methoden der Zellbiologie

2.3.1 Test des Wachstumsphdéinotyps von S. cerevisiae (Drop-Dilution Test)

Die Hefestamme wurden lber Nacht in YPG-Medium inkubiert. Alle Kulturen wurden auf
optische Dichte von 0,5 bei 600 nm (ODgqo) eingestellt und folgende Verdiinnungsreihe in
sterilem ddH,0 hergestellt: 1; 0,1; 0,01; 0,001; 0,0001. Von jeder Verdinnungsstufe wurden
5 ul auf je zwei YPD- und YPG-Platten aufgetragen. Die Platten wurden bei 30°C bzw. bei
37°Cinkubiert.

2.3.2 Wachstumsanalyse mittels ODgg9-Messung

Um das Wachstum von Kulturen zu bestimmen, wurde in regelmaRigen Zeitabstanden die
ODgoo der Suspension gemessen. Die erhaltenen Daten wurden halblogarithmisch
aufgetragen und aus der daraus resultierenden Geradengleichung die Zellanzahl zum
Zeitpunkt to und t ermittelt. Die Generationszeit (definiert als die Zeit, in der sich die Zellzahl

verdoppelt) ergibt sich aus dem reziproken Wert der Teilungsrate (Gleichung 1).

A (t—to)xlogZ
&= no log N -logN, (Gl. 1)
g: Generationszeit
At: Zeitdifferenz
n: Anzahl der Generationen
No: Anzahl der Zellen zum Zeitpunkt to — ODsoo zum Zeitpunkt to
N: Anzahl der Zellen zum Zeitpunkt t — ODeoo zum Zeitpunkt t

2.3.3 Isolierung von Mitochondrien aus S. cerevisiae

Die Isolierung erfolgte in abgednderter Form nach Daum et al. (1982). 10 ml einer Vorkultur
in Laktat-Medium wurden in 1 | Laktat-Medium verdiinnt und bei 30°C geschittelt. Nach
Erreichen einer ODggg von 1-2 wurden die Zellen fiir 5 min bei 4.000 x g geerntet. Das Pellet
wurde in 50 ml ddH,0O resuspendiert, bei 2.000 x g flir 5 min abzentrifugiert und das
Feuchtgewicht bestimmt. Die Zellen wurden in 20 ml Tris-SO4 Puffer (100 mM Tris-SOs,
pH 9,4, 10 mM DTT) resuspendiert und fir 10 min bei 30°C geschiittelt. Die Suspension
wurde bei 2.000 x g 5 min lang zentrifugiert und das Pellet mit 20 ml Sorbitol Puffer
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(1,2 M Sorbitol, 20 mM KP;, pH 7,4) gewaschen (2.000 x g, 5 min). Die Zellen wurden erneut
in 20 ml Sorbitol Puffer resuspendiert und Zymolyase 20T zugegeben (5 mg/g Zellen). Die
Suspension wurde im Schiittler bei 30°C fiir 20-40 min bis zur Bildung von Sphéaroblasten
inkubiert. Die folgenden Arbeitsschritte wurden auf Eis, mit kalten Puffern und
Zentrifugation bei 4°C durchgefiihrt. Die Spharoblasten wurden bei 4.000 x g fiir 5 min
geerntet, vorsichtig in 20 ml Sorbitol Puffer resuspendiert und erneut bei 4.000 x g 5 min
lang zentrifugiert. AnschlieRend wurden die Spharoblasten in 15 ml Homogenisierungspuffer
(0,6 M Sorbitol, 20 mM Hepes-KOH, pH 7,4, 1 mM PMSF) resuspendiert, in einen Dounce-
Homogenisator Gberfihrt und mit 15 StéRen aufgeschlossen. Das Homogenisat wurde bei
2.000 x g 5 min lang abzentrifugiert und der Uberstand in einem Zentrifugenréhrchen auf Eis
aufbewahrt. Das Pellet wurde erneut in 15 ml Homogenisierungspuffer resuspendiert, in den
Dounce-Homogenisator berfiihrt und mit 15 StofRen homogenisiert. Die Suspension wurde
bei 2.000 x g fir 5 min zentrifugiert, der Uberstand abgenommen, zu dem anderen
Uberstand gegeben und bei 12.000 x g 10 min lang zentrifugiert. Das Pellet wurde in 15 ml
Homogenisierungspuffer (ohne PMSF) resuspendiert und die restlichen Zellfragmente bei
2.000 x g fiir 5 min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues Zentrifugenréhrchen
Uberfihrt und 10 min lang bei 12.000 x g zentrifugiert. SchlieRlich wurde das Pellet in
0,2-0,5 ml Homogenisierungspuffer (ohne PMSF) resuspendiert und die Protein-
konzentration bestimmt (Kap. 2.4.5). Die Mitochondrien wurden mit 5-10 mg/ml
fettsaurefreiem BSA in 50 pl-Aligquots in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C

aufbewahrt.

2.3.4 DAPI-Firbung der mtDNA

Mit DAPI lassen sich mtDNA-Nukleoide sowie der Zellkern sichtbar machen, da der Farbstoff
in doppelstrangige DNA interkaliert (Williamson und Fennell, 1975; McConnell und Yaffe,
1992). 250 ul einer gut gewachsenen Hefekultur wurden in ein 1,5 ml Reaktionsgefald
gegeben und bei 18.000 x g fiir 30 s zentrifugiert. Das Pellet wurde in 700 pl 100% Methanol
aufgenommen und 5 min bei RT inkubiert. Die Zellen wurden mit PBS (137 mM NaCl,
2,7 mM KCl, 10 mM Na,HPO4, 1,7 mM KH,PO4, pH 7,4) gewaschen (18.000 x g, 30 s) und in
1 ml PBS resuspendiert. 1 pl DAPI-L6sung (1 mg/ml) wurde zugegeben und der Ansatz 5 min

bei RT inkubiert. Die Zellen wurden viermal mit PBS gewaschen (18.000 x g, 30 s) und in
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200 ul PBS aufgenommen. AnschlieRend wurden die Proben fluoreszenzmikroskopisch

untersucht (Kap. 2.3.9).

2.3.5 Calcofluorfirbung der Zellwand

Die Farbung von Hefezellen mit Calcofluor (Invitrogen, Karlsruhe) dient der Sichtbarmachung
der Zellwand. Dadurch konnen Hefezellen auf die Bildung von Knospungsnarben untersucht
werden. Fiir die Farbung wurden 1,5 ml logarithmisch wachsende Zellen einer Hefekultur fir
30 min in 4% Formaldehyd bei RT fixiert und anschlieBend in 1 ml PBS gewaschen. Die Zellen
wurden in 200 pl PBS resuspendiert und 1 pl 5 mM Calcofluor zugegeben. Der Ansatz wurde
bei 30°C fiir 30 min geschiittelt und anschlielfend 3x mit PBS gewaschen. Die Betrachtung

der Knospungsnarben erfolgte mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops (Kap. 2.3.9).

2.3.6 Rhodamin-Firbung der Mitochondrien

Zur qualitativen Untersuchung der Mitochondrien sowie zur Lokalisation von Mfb1 wurden
die Mitochondrien mit Rhodamin-B-Hexylester angefarbt. Dieser Fluoreszenzfarbstoff wird
nur in lebenden Zellen selektiv in Mitochondrien aufgenommen, die ein ausreichend hohes
Membranpotential AW besitzen. Zu 1 ml einer logarithmisch wachsenden Kultur wurde
2-4 ul 10 uM Rhodamin-B-Hexylester gegeben und die Kultur 10 min bei RT im Dunkeln
inkubiert. AnschlieBend wurde die Kultur durch Fluoreszenzmikroskopie analysiert

(Kap. 2.3.9).

2.3.7 Rhodamin-Phalloidin-Féirbung des Aktinzytoskeletts

Die Farbung der Zellen mit Rhodamin-Phalloidin dient der Sichtbarmachung des
Aktinzytoskeletts mittels Fluoreszenzmikroskopie. Dazu wurden 50 ml Zellen einer YPD-
Kultur in logarithmischer Wachstumsphase direkt mit 10% Formaldehyd fir 10 min bei RT
fixiert. Danach wurden die Zellen fiir 3 min bei 4°C und 5.000 x g abzentrifugiert.
AnschlieBend wurde das Pellet in 40 ml PBS mit 10% Formaldehyd resuspendiert und 1 h
unter leichtem Schitteln inkubiert. Die Zellen wurden 2x mit PBS gewaschen und in 500 ul
PBS aufgenommen. 60 pl Zellsuspension wurden mit 3 pl einer Rhodamin-Phalloidin-
Stammldsung versetzt und 1 h bei RT im Dunkeln inkubiert. Die Analyse erfolgte

fluoreszenzmikroskopisch (Kap. 2.3.9).
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2.3.8 Identifizierung von ROS durch Férbung mit Dihydrorhodamin-123 (DHR)

Dihydrorhodamin-123 (Molecular Probes, Eugene, USA) ist ein membranstandiger Farbstoff,
der durch Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) zu griin fluoreszierendem Rhodam-123 oxidiert
wird. Fur die Untersuchungen wurde 1 pl DHR-L6sung (2,5 mg/ml in DMSO) zu 500 ul
Hefekultur gegeben und diese fiir 2 h bei 30°C inkubiert. Die Zellen wurden anschlieBend
geerntet (1 min, 18.000 x g, RT), in 1 ml PBS gewaschen und in 50 ul PBS resuspendiert. Als
Positivkontrolle dienten Hefezellen, die fir 3 h mit 10 mM H,0, bei 30°C vorinkubiert und
anschlieRend wie beschrieben gefarbt wurden. Die Zellen wurden anschlieRend

fluoreszenzmikroskopisch untersucht (Kap. 2.3.9).

2.3.9 Fluoreszenzmikroskopie

Die Nukleoide wurden mit DAPI (Kap. 2.3.4), die Zellwand mit Calcofluor (Kap. 2.3.5), die
Mitochondrien mit Rhodamin-B-Hexylester (Kap. 2.3.6) oder mit fluoreszierenden Proteinen
(mtGFP bzw. mtRFP), das Aktinzytoskelett mit Rhodamin-Phalloidin (Kap. 2.3.7) und die
erhohte ROS-Konzentration in den Zellen mit DHR (Kap. 2.3.8) sichtbar gemacht. Die Analyse
der Zellen erfolgte an einem Axioplan 2 Imaging Mikroskop mit einem Plan-Neofluar
100x/1,3 Ol-Objektiv (Carl Zeiss Jena GmbH, Jena). Zum Fotografieren der Zellen wurde die
Zellsuspension durch Zugabe von 1% Low Melting Point Agarose auf dem Objekttrager
fixiert. Die Aufnahmen erfolgten mit einer digitalen Schwarzweifl-Kamera und wurden
anschlieRend am Computer mit der Software ScopePro (MediaCybernetics, Bethesda, USA)
bearbeitet. Zur Detektion von mtGFP und DHR wurde Filtersatz Nr. 10 verwendet (Anregung:
450-490 nm, Emission: 515-565 nm). Fir mtRFP, Rhodamin-Phalloidin und Rhodamin-B-
Hexylester wurde Filtersatz Nr. 15 verwendet (Anregung: 540-552 nm, Emission: >590 nm).
DAPI- und Calcofluorfarbungen wurden mit Filtersatz Nr. 01 analysiert (Anregung: 359-371

nm, Emission: >397 nm).

2.3.10 Aufreinigung replikativ gealterter Hefezellen

Die Separation der Mutterzellen diente der Analyse replikativ gealterter Hefezellen. Das
Aufreinigungsprinzip basiert auf der Tatsache, dass bei der Bildung von Tochterzellen
wahrend der Knospung neues Zellwandmaterial gebildet wird. Wird die Zellwand von
Hefezellen mit Biotin markiert, sind alle folgenden Tochterzellen unmarkiert. Durch Zugabe

von Streptavidin-ummantelten Magnetkiigelchen (Invitrogen, Karlsruhe) zur Zellsupension
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konnen nun die Mutterzellen magnetisch von den nachtraglich gebildeten Tochterzellen
abgetrennt werden. Durch Wiederholen der Aufreinigungsprozedur konnen stark gealterte

Mutterzellen (20-30 Generationen) zu ca. 90% aufgereinigt werden.

2.3.10.1 Markierung der Zellen mit Biotin

Zellen einer Ubernachtkultur wurden in 50 ml YPD auf eine ODggo von 0,1 verdiinnt und bis
zu einer ODggg von 0,7-1,0 inkubiert. AnschlieRend wurden ca. 10® Zellen abgenommen.
Dabei wurde angenommen, dass 1 ODggo 2-10” Zellen/ml entspricht. Letztlich wurden die
Zellen mit 1 ml sterilem PBS gewaschen und anschlieRend in 0,4 ml PBS resuspendiert.
Waéhrenddessen wurde eine Biotin-Losung (8 mg Sulfo-NHS-LC-Biotin (Thermo Scientific,
Rockford, USA) in 0,3 ml PBS) hergestellt. Diese wurde frisch zur Zellsuspension gegeben und
der Ansatz fiir 15 min bei RT inkubiert. Es folgte ein dreimaliges Waschen in 1 ml PBS, um
Uberschiissiges Biotin zu entfernen. Die Zellen wurden dabei vorsichtig in einer
Tischzentrifuge abzentrifugiert (3 min, RT, 5.000 rpm). Danach wurden sie in 1 ml YPD

aufgenommen und der Ansatz in 1 | YPD Uberfiihrt.

2.3.10.2 Trennung von Mutter- und Tochterzellen

Die mit Biotin markierte Kultur wurde bis zu einer ODsoo von 0,5-0,7 inkubiert. Die Zellen wurden
abzentrifugiert (10 min, 4°C, 5.000 rpm) und das Pellet in 40 ml kaltem PBS resuspendiert. Alle
weiteren Schritte erfolgten auf Eis, um die Bildung neuer Tochterzellen zu verhindern. Zur
Suspension wurden 0,3 ml Streptavidinummantelte Magnetkiigelchen gegeben, welche vorher in
1 ml PBS gewaschen wurden. Es schloss sich eine zweistiindige Inkubation an, bei der die
Zellsuspension im Zentrifugenréhrchen regelmaRig aufgeschittelt wurde. Die Magnetkiigelchen
banden dabei spezifisch lber eine Streptavidin-Biotin-Interaktion an markierte Zellen. Das
Zentrifugenréhrchen wurde danach in ein Magnetic-Sorter-Rack (NEB, Ipswich, USA) gestellt,
sodass die Magnetkiigelchen mit den daran haftenden Zellen magnetisch von den anderen
Zellen getrennt werden konnten. Nach 20 min wurde vorsichtig ohne Zerstéren des entstanden
Pellets der Uberstand abgenommen und 40 ml eiskaltes YPD zugegeben, ohne die gebundenen
Zellen dabei aufzuschiitteln. Dieser Aufreinigungsschritt wurde einmal wiederholt. Der nachste
Reinigungsschritt erfolgte unter den gleichen Bedingungen, nur dass die Zellen nach der Zugabe
von YPD aufgeschiittelt wurden. Zur erneuten Trennung der markierten und unmarkierten Zellen
erfolgte eine Inkubation von 15 min. Dieser Schritt wurde sieben weitere Male wiederholt. Am

Ende wurden die Zellen in 1,5 ml kaltem YPD aufgenommen und in ein groReres Volumen YPD-
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Medium fiir eine Ubernachtkultur gegeben. Um einer Kontamination mit Bakterien
vorzubeugen, wurden die Antibiotika Kanamycin und Ampicillin (jeweils 50 pg/ml
Endkonzentration) zu dem Ansatz gegeben. Die Aufreinigung wurde mit dem gleichen Ansatz an

drei aufeinanderfolgenden Tagen wiederholt.

2.3.11 Rasterelektronenmikroskopie (REM)

2.3.11.1 Kontrastierung der Zellen

Zellen wurden auf Poly-L-Lysin beschichtete Deckgldschen gegeben und 1 h bei RT inkubiert.
Der Uberstand wurde abgenommen, 1 ml frisches 2,5%iges Glutaraldehyd in PBS, pH 7,4
zugegeben und 1 h bei RT fixiert. Anschliefend wurden die Zellen 3x fiir 20 min mit je 1 ml
PBS gewaschen. Die Kontrastierung der Zellen erfolgte mit 2% (w/v) OsO, fiir 4 h bei 4°C.
Danach wurden die Proben 3x fiir 20 min mit je 1 ml PBS gewaschen. Es folgte eine weitere
Kontrastierung mit 2% (w/v) Uranylacetat (UAc) Gber Nacht bei 4°C. Am nachsten Tag

wurden die Zellen 3x fiir 20 min mit je 1 ml ddH,0 bei RT gewaschen.

2.3.11.2 Entwdsserung und ,,Critical-Point-Drying“

Die Deckgldaschen wurden in Halterungen gelegt und diese in Flaschchen gestellt. Die Proben
wurden nacheinander je 1x flir 15 min mit 25%, 50%, 75%, 96% Aceton und 3x fiir 20 min mit
100% Aceton bei -20°C entwassert. AnschlieBend wurde in den Proben in 7 Zyklen das

Aceton sukzessive gegen CO, ausgetauscht.

2.3.11.3 Mikroskopie

Die Deckglaschen wurden auf eine Halterung geklebt und mit Gold bedampft. AnschlieBend
erfolgte die Betrachtung der Zellen in einem FEI XL 30 ESEM Rasterelektronenmikroskop
(Philipps).

2.3.12 Transmissions-Elektronenmikroskopie

2.3.12.1 Prdparation von isolierten Mitochondrien

Isolierte und mit Bax behandelte bzw. unbehandelte Mitochondrien (freundlicherweise
bereitgestellt von Chris Meisinger) wurden zunéachst in eiskaltem PBS-Sorbitol (PBS; 0,6 M
Sorbitol) gewaschen (10.000 x g, 10 min), in Fixierungspuffer (50 mM Hepes, 2,5 mM CaCl,,
2.5% Glutaraldehyd, pH 7.4) resuspendiert und 3 h auf Eis inkubiert. Danach wurde die
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Probe 3x mit Hepes-Puffer (50 mM Hepes, 2.5 mM CaCl,, pH 7.4) gewaschen und
anschlieRend noch 3x mit H,0 gewaschen (10.000 x g, 10 min). Als ndchstes wurde die Probe
flr 10 min mit Kontrastierungslosung (1% (v/v) OsO4 in H,0) inkubiert, mit H,O gewaschen
und in 2% Agarose Typ IX (Cambrex Bio Science, Rockland, USA) eingebettet. Es wurden
1x1 mm groBe Bléckchen geschnitten und diese mit Aceton entwdassert und kontrastiert:
Zunachst erfolgte eine Inkubation in 30% Aceton fiir 15 min bei 4°C gefolgt von einer
90minitigen inkubation bei RT in 1% UAc in 50% Aceton im Dunkeln. Danach erfolgte jeweils
eine 15mindtige Inkubation bei -20°C in 70%, 80%, 90% und 96% Aceton. SchlieRlich wurden
die Blockchen 3x fiir 15 min bei -20°C in 100% Aceton entwadssert. Zur Polymerisation
wurden die Proben iber Nacht bei -20°C in 1:1 Spurr/Aceton (Spurr, 1969) inkubiert. Danach
erfolgte eine 3stlindige Inkubation in Spurr/Aceton (3:1). SchlieRlich wurden die Proben in
purem Spurr fiir 12 Stunden inkubiert, wobei das Spurr alle drei Stunden gewechselt wurde.

Die Polymerisation erfolgte fiir 48 Stunden bei 55°C.

2.3.12.2 Prdparation von Hefezellen

Hefezellen wurden Gber Nacht in 50 ml YPD- bzw. YPG-Flissigmedium inkubiert und in
logarithmischer Wachstumsphase geerntet (3.000 x g, 5 min). Das Pellet wurde in PBS
gewaschen (3.000 x g, 5 min) und in Cacodylat-Puffer (0,1 M Na-Cacodylat, pH 7,2) mit
2% Glutaraldehyd resuspendiert. Die Zellen wurden 30 min bei 4°C fixiert, fir 5 min bei
3.000 x g abzentrifugiert und anschlieRend 3x mit Cacodylat-Puffer gewaschen (3.000 x g,
5 min). Danach wurden die Zellen in Tris-Sorbitol-Puffer (50 mM Tris, pH 7,5, 5 mM MgCl,,
1,4 M Sorbitol) mit 0,15 mg/ml Zymolyase 20T und 0,5% (v/v) 2-Mercaptoethanol
resuspendiert und 10 min bei RT inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen zweimal mit
Cacodylat-Puffer gewaschen (3.000 x g, 5 min), in 1 ml Cacodylat-Puffer resuspendiert und in
ein 2 ml Reaktionsgefal} Gberflihrt. Nach Zentrifugation bei 18.000 x g fir 5 min wurden die
Zellen zweimal in Kontrastierungslosung (0,5% (v/v) OsO4, 0,8% (v/v) K-Ferrozyanid)
resuspendiert, fir 5 min bei 4°C kontrastiert und bei 18.000 x g fir 5 min abzentrifugiert.
Danach wurden die Zellen dreimal mit ddH,O gewaschen (18.000 x g 5 min) und in
2% Agarose Typ IX eingebettet. Es wurden 1x1 mm grofRe Blockchen geschnitten und mit
ddH,0 gewaschen. Die Blockchen wurden tber Nacht bei 4°C in 1% UAc kontrastiert und
anschlieRend mit ddH,0 gewaschen. Zur Entwéasserung wurden die Blockchen je einmal fiir

15 min in 25%, 50%, 70% und 90% Aceton und anschlieBRend dreimal fir 20 min in
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100% Aceton inkubiert. Es folgte eine Inkubation in einem Spurr-Aceton-Gemisch (Spurr,
1969) mit einem Verhaltnis von 1:3, 1:1 und 3:1 fir je 4 h bzw. Uber Nacht bei RT.
AnschlieBend wurden die Blockchen in purem Spurr 3x fiir 4 h bzw. Giber Nacht bei RT
inkubiert. Danach wurden die Blockchen in mit Spurr gefiillte Beam-Kapseln (BAL-TEC,
Witten) gegeben, 3-4 h bei 40°C vorpolymerisiert und schlieBlich fiir 2-3 Tage bei 50°C

fertigpolymerisiert.

2.3.12.3 Herstellung von Ultradiinnschnitten

Nach dem Trimmen der auspolymerisierten Blockchen mit Hilfe einer Diamantfrase (EM
TRIM, Leica, Bensheim) wurden mit Hilfe eines Diamantmessers (Diatome, Biel, Schweiz) an
einem Ultramikrotom (Leica Ultracut UCT, Leica, Bensheim) Dinnschnitte der Hefezellen
angefertigt. Die Schnitte wurden auf Kupfernetze (,slot grids“, 2x1 mm, Plano, Wetzlar)
gelegt und nachkontrastiert. Dazu wurden die Netze 10 min in 2% (w/v) UAc inkubiert und
anschlieRend 3x mit ddH,0 gewaschen. AnschlieBend wurden sie fir 3 min in Bleizitrat-
Losung (4,12 g Na-Citrat in 50 ml ddH,0 + 3,13 g PbNOs in 50 ml ddH,0 + 1 M NaOH) gelegt

und erneut dreimal mit ddH,0 gewaschen.

2.3.12.4 Mikroskopie

Die fertig kontrastierten Schnitte wurden bei 3.000facher bis 85.000facher VergrofRerung bei
80 kV an einem EM 902 A Transmissions-Elektronenmikroskop mit Plattenkamera (Carl Zeiss
SMT, Oberkochen) untersucht und von ausgewdhlten Zellen Fotos gemacht. Die Negative
(Kodak, Stuttgart) wurden entwickelt und mit einem ScanMaker i900 (Mikrotec, Overath)

eingescannt.

2.3.12.5 3D-Rekonstruktion von Mitochondrien

Fur die 3D-Rekonstruktion von Mitochondrien wurden Serien von bis zu 80
Ultradinnschnitten (70 nm) angefertigt. Von den untersuchten Stammen wurden pro Zelle
ca. 30 aufeinanderfolgende Schnitte photographiert, mittels IMOD Software (Kremer et al.,
1996) Bilderstapel erzeugt und dreidimensionale Modelle der Zellen und der Mitochondrien

am Computer angefertigt.
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2.4 Methoden der Proteinbiochemie

2.4.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung von denaturierten Proteinen erfolgte durch diskontinuierliche SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach Laemmli (1970) unter Verwendung von
Minigelapparaturen (Biorad, Minchen). Das Gel bestand aus einem 5%igen Sammelgel
(5% (v/v) einer 30% Acryl-Bisacrylamid Stammlosung, 0,2 M Tris-HCI, pH 6,8, 0,1% (w/v) SDS,
0,1% (w/v) APS, 0,1% (v/v) TEMED) und einem 10%igen Trenngel (10% (v/v) einer 30% Acryl-
Bisacrylamid Stammlosung, 0,4 M Tris-HCI, pH 8,8, 0,1% (w/v) SDS, 0,1% (w/v) APS,
0,04% (v/v) TEMED). Die Elektrophorese wurde in vertikalen Kammern bei 15 mA fiir 1,5 h
durchgefiihrt. Die Proteine wurden anschlieBend auf Nitrozellulose geblottet (Kap. 2.4.2).
Fiir die Analyse von Proben nach der in vivo Translation (Kap. 2.4.4) wurde eine 15%ige
Acrylamidkonzentration fiir das Trenngel verwendet. Die Elektrophorese erfolgte fiir ca. 2 h

bei 20 mA in selbstgebauten Apparaturen (Universitdt Bayreuth).

2.4.2 Transfer von Proteinen auf Nitrozellulose-Membranen (Western-Blot)

Fiir den Transfer von gelelektrophoretisch aufgetrennten Proteinen auf Nitrozellulose
(Hybond, Amersham Biosciences, Piscataway, USA) wurde ein Semidryblotting-Gerat
(Universitat Minchen) verwendet. Daflir wurden drei in Transferpuffer (39 mM Glycin,
48 mM Tris, 0,037% (w/v) SDS, 20% (v/v) Methanol) getrdankte Filterpapiere (Whatman,
Kent, UK) auf die Grafitanode gelegt, gefolgt von der Membran, dem Gel, weiteren drei in
Transferpuffer getrankten Filterpapieren und der Graphitkathode. Der Transfer wurde bei
1,5 mA/cm? fir 1,5 h durchgefiihrt. Nach Beendigung des Blots wurden die Proteine auf der
Membran mit Ponceau S-Losung (0,2% (w/v) Poncaeu S, 3% (w/v) TCA) angefarbt, um die

Effizienz des Transfers zu Gberprifen.

2.4.3 Nachweis von Proteinen mittels Immundetektion

Der Nachweis der Proteine erfolgte durch polyklonale Antikorper aus Kaninchenserum. Die
Antikorper wurden 1:250 (anti-Fzol) bzw. 1:500 (anti-Acol; Ladekontrolle) in PBS-T
(PBS + 0,05% (v/v) Tween20) mit 1% Milchpulver verdiinnt. Die Nitrozellulosemembran
wurde fir 1 h oder Gber Nacht in PBS-T mit 2% Milchpulver geschwenkt, um unspezifische

Bindungsstellen abzuséattigen (Blockschritt). AnschlieBend wurde die Membran dreimal fir
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10 min mit PBS-T gewaschen. Es folgte eine Inkubation fiir 1 h mit einem fiir das
entsprechende Protein spezifischen primdren Antikorper. Die Membran wurde erneut
dreimal fiir 10 min in PBS-T gewaschen. Fiir die Inmundekoration des gebundenen priméaren
Antikorpers wurde ein sekunddrer gegen Immunglobulin G aus Kaninchen gerichteter
Antikorper verwendet, an den Meerrettich-Peroxidase gekoppelt ist (1:10000 in PBS-T mit
1% Milchpulver). Die Membran wurde fiir 1 h mit dem sekundéaren Antikorper inkubiert und
anschlieRend dreimal fiir 10 min in PBS-T gewaschen. Der Nachweis der Proteine erfolgte
Uber Chemilumineszenz. Dazu wurde die Membran fiir 1 min mit ECL-L6sung inkubiert und

anschlieRend mit einem Fuji LAS-Imaging System (LAS 3000, Fuji, Disseldorf) analysiert.

2.4.4 nvivo Translation mitochondrial codierter Proteine

Zellen einer SCRaf-Vorkultur wurden zweimal mit ddH,0 gewaschen. Die gesamte Kultur
wurde in 50 ml SCRaf-Flissigmedium auf eine ODgyo von 0,2 eingestellt. Die Zellkultur wurde
4 h bis zu einer ODgyo von 0,4-0,5 inkubiert. AnschlieBRend wurden die Zellen geerntet und
auf eine ODggp von 3 eingestellt. 250 ul wurden davon entnommen und mit 5 pl frisch
hergestelltem Cycloheximid (15 mg/ml in Ethanol) versetzt, wodurch die zytoplasmatische
Translation gehemmt wird, jedoch nicht die mitochondriale. Nach 5 min wurden 8 ul
Aminosaure-Stammlésung (2 mg/ml von jeder Aminosaure auBer Methionin) und 2,4 pl
[3°S]-Methionin (8,4 mCi/ml, Hartmann Analytics, Braunschweig) hinzugegeben. Es folgte
eine Inkubation fir 30 min bei 30°C. Danach wurde 3,5 pl unmarkiertes Methionin (2 mg/ml)
hinzugefiigt, um die Markierung von neuen Proteinen einzuschrianken. Der Ansatz wurde fiir
10 min inkubiert. Die vollstandige Beendigung der mitochondrialen Translation erfolgte
durch Zugabe von 2,1 ul Chloramphenicol (0,5 mg/ml in Ethanol), welches die Translation in
Mitochondrien hemmt. Es folgte eine weitere Inkubation von 10 min. Die Zellen wurden
daraufhin abzentrifugiert (12.000 rpm, 15 min, 4°C) und in 500 ul ddH,0 resuspendiert. Nach
Zugabe von 75 ul Lysispuffer wurde die Probe gut gevortext und fir 10 min bei RT stehen
gelassen. Zur Fallung der Proteine erfolgte eine Zugabe von 600 pl 50% TCA (w/v) und eine
Inkubation fir 30 min auf Eis. Die Probe wurde daraufhin fiir 30 min bei 12.000 rpm und 4°C
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit eiskaltem Aceton
gewaschen und anschliefend bei 37°C getrocknet. Das Pellet wurde in SDS-Probenpuffer (2%
(w/v) SDS, 10% (v/v) Glycerin, 2% (v/v) 2-Mercaptoethanol, 0,02% (w/v) Bromphenolblau, 60

mM Tris-HCI, pH 6,8) resuspendiert und fiir 30 min bei RT geschiittelt. Gegebenenfalls
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musste der pH-Wert der Probe mit einem Tropfen 2 M Tris-HCI neutralisiert werden. Nach
erfolgter Gelelektrophorese (Kap. 2.4.1) und Western-Blot (Kap.2.4.2) wurde die
Nitrozellulosemembran getrocknet und anschlieBend in eine Filmkassette gelegt und mit
einem Rontgenfilm (Fuji, Disseldorf) bedeckt. Nach 24 h Inkubation im Dunkeln wurde der

Film entwickelt und das Bandenmuster untersucht.

2.4.5 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Konzentrationsbestimmung einer Proteinlosung erfolgte nach der Methode von
Bradford (1976) mit dem Reagenz Rothi®-Quant (Carl Roth, Karlsruhe). Zu 800 pl einer

1:1000 verdiinnten Proteinlosung wurden 200 ul der Farbstofflosung gegeben und 5 min bei
RT inkubiert. AnschlieBend wurde die Absorption bei 595 nm (Asgs) gemessen und anhand

einer BSA-Eichgerade die Proteinkonzentration bestimmt.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Die mitochondrialen F-Box Proteine Mfb1l und Mdm30 regulieren die
mitochondriale Morphologie in S. cerevisiae

F-Box Proteine sind vielseitige Regulatoren unterschiedlichster zellularer Funktionen
(Willems et al., 2004; Petroski und Deshaies, 2005). Normalerweise bilden sie eine
Untereinheit der Skp1-Cullin-F-Box (SCF) Ubiquitin Ligasen und dienen der Zielsteuerung von
Proteinen fiir Ubiquitinierung und Abbau im 26S Proteasom. Einige F-Box Proteine kénnen
aber auch Funktionen ausiiben, die unabhdngig von SCF-Komplex und 26S Proteasom sind
(Galan et al., 2001). Mdm30 ist ein mitochondrial lokalisiertes F-Box Protein, das als
Untereinheit eines SCF-Komplexes den Abbau des mitochondrialen Fusionsproteins Fzol im
26S Proteasom vermittelt (Cohen et al., 2008). Um mehr Einsicht in die Funktionen von
mitochondrial lokalisierten F-Box Proteinen zu erhalten, wurden im Folgenden die
Funktionen von Mdm30 sowie von Mfb1, einem weiteren mitochondrial lokalisierten F-Box

Protein, in vegetativ wachsenden Hefezellen als auch wahrend der Sporulation untersucht.

3.1.1 Mfb1 ist ein mitochondrial lokalisiertes F-Box Protein

Huh et al. (2003) fuhrten eine Studie zur Identifizierung der subzelluldren Lokalisation von
Hefeproteinen durch. Dazu wurden die einzelnen Proteine mit GFP fusioniert und
anschlieRend mittels Fluoreszenzmikroskopie lokalisiert. Die Untersuchungen deuteten
bereits auf eine mitochondriale Lokalisation des Proteins Mfb1 hin. Allerdings wurde bei
dieser Durchmusterung lediglich anhand von Form und Ort der Fluoreszenz des Mfb1-GFP-
Fusionsproteins auf die Lokalisation in der Zelle geschlossen. Dabei konnte nicht eindeutig
geklart werden, ob es sich wirklich um eine mitochondriale Lokalisation handelt. In dieser
Arbeit wurden fir die Bestimmung der subzelluldren Position von Mfb1 ebenfalls Hefezellen
untersucht, die ein Mfb1-GFP-Fusionsprotein unter Kontrolle des endogenen MFBI1-
Promotors exprimierten (Huh et al., 2003). Allerdings wurden zusatzlich die Mitochondrien
spezifisch mit Rhodamin-B-Hexylester gefdrbt. Da die Mfb1-GFP-Farbung mit der
mitochondrialen Fluoreszenz Ubereinstimmte, konnte die mitochondriale Lokalisation von
Mfbl eindeutig bestimmt werden (Abb. 3.1). Die Tatsachen, dass die Proteine Mfb1l und
Mdm30 mitochondrial lokalisiert sind und ein F-Box Motiv besitzen, deuten darauf hin, dass

sie dhnliche Funktionen besitzen. Fiir Mdm30 konnte bereits gezeigt werden, dass das
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Protein fir den Turn-over des Fusionsproteins Fzol verantwortlich ist (Fritz et al., 2003). In
vergleichenden Studien mit Amfbl- und Amdm30-Mutanten sowie mit einer
Amfb1/Amdm30-Doppelmutante sollte untersucht werden, ob die F-Box Proteine dhnliche

Funktionen besitzen bzw. eine gleichzeitige Deletion zu einer Verstarkung der Defekte fihrt.

Mfb1-GFP  mito merge merge/DIC

Abb. 3.1 Lokalisation von Mfb1. Hefezellen, die ein Mfb1-GFP Fusionsprotein unter der Kontrolle des
endogenen MFB1-Promotors exprimieren, wurden in glukosehaltigem Medium (YPD) bis zur Log-
Phase inkubiert. Die Mitochondrien wurden mit Rhodamin-B-Hexylester angefarbt. Die Hefezellen
wurden mittels Fluoreszenzmikroskopie und differentieller Interferenzkontrastmikroskopie (DIC)
untersucht. Die Rhodaminfluoreszenz (mito) wurde zuerst untersucht, um Photokonversion zu
vermeiden. GréBenmaRstab, 1 um. (Dirr et al., 2006).

3.1.2 Die Deletion von MFB1 bzw. MDM30 fiihrt zu einem mitochondrialen
Morphologiedefekt

Vegetativ wachsende Hefezellen besitzen ein tubuldres, verzweigtes mitochondriales
Netzwerk, dessen Verzweigung bei Wachstum auf nicht-fermentierbaren Kohlenstoffquellen
(z.B. Glycerin) ausgepragter ist als bei Wachstum auf fermentierbaren Kohlenstoffquellen
wie Glukose (Visser et al., 1995; Egner et al., 2002). Die Deletion von MDM30 fiihrt bei
Wachstum auf Glukose zur Aggregation der Mitochondrien, wahrend das Wachstum auf
Glycerin zur Fragmentierung fihrt (Fritz et al.,, 2003). Nachdem Mfb1l ebenfalls ein
mitochondrial lokalisiertes F-Box Protein ist, stellte sich die Frage, ob es, genau so wie

Mdm30, an der Regulation der mitochondrialen Morphologie beteiligt ist.

Tatsachlich konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Deletion des Gens MFB1 einen
dhnlichen, wenn auch nicht so ausgepragten Phanotyp zur Folge hat wie die Deletion von
MDM30. Bei Wachstum auf Glycerin lagen die Mitochondrien in 57,9% der Zellen
fragmentiert vor (95,7% in der Amdm30-Mutante). Wachstum auf Glukose fiihrte, wie in der
Amdm30-Mutante, zur Aggregation der Mitochondrien in Gber 80% der Zellen (Abb. 3.2 A
und Tab. 3.1). Um auszuschlieRen, dass der mitochondriale Phdnotyp in der Amfb1-Mutante
ein sekundarer Effekt ist, wurden das Aktinzytoskelett, das endoplasmatische Retikulum (ER)

sowie die Vakuole fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Dabei konnten keine Auswirkungen
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der MFB1-Deletion auf diese Strukturen beobachtet werden (Abb. 3.2 B). Die Ergebnisse
lassen darauf schlielRen, dass der mitochondriale Phanotyp sehr wahrscheinlich direkt durch
die Deletion von MFB1 hervorgerufen wird. In friheren Untersuchungen wurden die
gleichen Beobachtungen in der Amdm30-Mutante gemacht (Fritz et al., 2003). Dies deutet
darauf hin, dass Mfb1, ebenso wie Mdm30, eine direkte Funktion fiir die Regulation der

mitochondrialen Morphologie besitzt.

Tabelle 3.1 Mitochondriale Phdanotypen wahrend vegetativem Wachstum

Mitochondriale Morphologie (% der Zellen)

Stamm/Medium wildtypisch aggregiert fragmentiert ausgezahlte
Zellen
YPD
WT (BY4742) 91,1 51 3,8 315
Amfb1 9,4 84,7 5,9 374
Amdm30 10,4 88,4 1,2 346
Amfb1/Amdm30 1,8 83,7 14,5 339
YPG
WT (BY4742) 84,6 0,9 14,5 315
Amfb1 39,2 2,9 57,9 374
Amdm30 3,7 0,6 95,7 346
Amfb1/Amdm30 1,3 1,3 97,4 339

Der Wildtyp sowie die Amfbl-, die Amdm30-Mutante und die Amfbl/Amdm30-
Doppelmutante wurden in YPD- bzw. YPG-Fliissigmedium bis zur logarithmischen Phase
inkubiert. Die Mitochondrien wurden mittels mtGFP angefarbt. AnschlieRend wurden die
Zellen fluoreszenzmikroskopisch untersucht und gezahlt.
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Amdm30

Amfb1/Amdm30

Vakuole

F-Aktin

Abb. 3.2 Untersuchung der mitochondrialen Morphologie. (A) Der Wildtyp sowie die
Amfb1-, die Amdm30-Mutante und die Amfb1/Amdm30-Doppelmutante wurden in YPD-
bzw. YPG-Flussigmedium bis zur logarithmischen Phase inkubiert. Die Mitochondrien wurden
mittels mtGFP angefarbt. AnschlieRend wurden die Zellen durch DIC- (links) und
Fluoreszenzmikroskopie (rechts) untersucht. GroRenmaRstab, 2 um. (B) Zellen mit
deletiertem Mfb1l besitzen normale Vakuolen, sowie ein intaktes ER und Aktinzytoskelett.
Vakuolen in lebenden WT- und Amfbl-Zellen wurden mit 5-(6-)-Carboxy-2’,7’-
dichlorofluorescindiacetat angefarbt. Das ER wurde mittels ER-lokalisiertem GFP sichtbar
gemacht. Zur Farbung des Aktinzytoskeletts wurden die Zellen fixiert und mit Rhodamin-
Phalloidin angefarbt (Fluoreszenz links, DIC rechts). (Dirr et al., 2006)
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Obwohl die mitochondrialen Phdnotypen beider Mutanten &hnlich sind, kdnnen
ultrastrukturelle Unterschiede vorhanden sein. Um solche Unterschiede sichtbar zu machen,
wurden Ultradlnnschnitte (70 nm) von Wildtyp-Zellen, Amfbi-, Amdm30- und
Amfb1/Amdm30-Zellen hergestellt und elektronenmikroskopisch untersucht. Zusétzlich
wurden Serienschnitte angefertigt, um ein dreidimensionales hochaufgeltstes Modell der
Mitochondrien zu erstellen (Abb. 3.3 A und B). Tatsdchlich unterscheiden sich die
mitochondrialen Phdnotypen der beiden Mutanten voneinander. Anhand der
dreidimensionalen Rekonstruktion der Mitochondrien aus 30 Ultradiinnschnitten
(entsprechen 2100 nm) konnte gezeigt werden, dass sich die Aggregate in der analysierten
Amdm30-Zelle aus sieben unterschiedlichen Organellen zusammensetzten (Abb. 3.3 A). Im
Gegensatz dazu zeigte die Rekonstruktion aus 27 Ultradiinnschnitten der untersuchten
Amfbi-Zelle (entsprechen 1890 nm), dass das Aggregat aus einem einzigen Mitochondrion
bestand (Abb. 3.3 A). Im Falle der Amfb1/Amdm30-Zelle war die Fragmentierung der
Mitochondrien sogar noch ausgepragter als in der Amdm30-Zelle. Hier zeigte die
Rekonstruktion aus 18 Ultradiinnschnitten (entsprechen 1260 nm), dass es sich bei den
aggregierten Mitochondrien um 16 kleine, morphologisch unterschiedliche Organellen
handelte (Abb. 3.3 A). Beim Wildtyp konnten drei einzelne mitochondriale Strukturen
beobachtet werden (31 Ultradiinnschnitte; entsprechen 2170 nm) (Abb. 3.3 A). Die
Untersuchungen wurden mit jeweils mindestens einer weiteren Zelle wiederholt, wobei die
Ergebnisse sehr dhnlich waren. Fir die Untersuchungen wurden die Zellen aus logarithmisch
wachsenden Kulturen aus glukosehaltigem Medium geerntet und jeweils nur Zellen

untersucht, die eine Knospe besalien.
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Abb. 3.3 Ultrastrukturelle Analyse der Mitochondrien. (A) WT, Amfb1-, Amdm30- und
Amfb1/Amdm30-Mutante wurden bis zur logarithmischen Wachstumsphase in YPD-Medium
kultiviert und anschliefend fiir die elektronenmikroskopischen Untersuchungen vorbereitet.
Die 3D-Modelle wurden mittels IMOD Software (Kremer et al., 1996) erstellt. Morphologisch
unterschiedliche Organellen sind in verschiedenen Farben dargestellt. Der Umriss der Zellen
ist durch weille Linien dargestellt. (B) Drei reprasentative, aufeinander folgende Schnitte, die
fir die Rekonstruktion der 3D-Modelle verwendet wurden. (C) VergroRerte Darstellung der
elektronenmikroskopischen Aufnahme einer Amfb1/Amdm30-Zelle (oberster Schnitt in (B)).
Die weillen Pfeile zeigen auf elektronendichtes Material an Kontaktstellen zwischen zwei
nichtfusionierten Mitochondrien. (Dirr et al., 2006)
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Eine weitere interessante Beobachtung war, dass die Mitochondrien in der Amdm30-
Mutante sowie in der Amfbl/Amdm30-Mutante oft in sehr engem Kontakt zueinander zu
finden waren, wobei es jedoch nicht zu einer Fusion kam (Abb. 3.3 C). Zusatzlich war stark
elektronendichtes Material an den Beriihrungspunkten zu erkennen. Dieser Phanotyp
entspricht den Anhaufungen von Mitochondrien in Sdugerzellen, welche die Fzol-Homologe
Mfn2 (Rojo et al., 2002) bzw. Mfn1 Gberexprimieren (Santel et al., 2003). Vermutlich bildet
Uberschiissiges Fzol in Zellen ohne Mdm30 auf der Oberfliche von Mitochondrien
nichtfunktionelle Fusionskomplexe, die nur eine Anbindung aber keine Fusion der
Mitochondrien erlauben. Dies wurde bereits in Mutanten beobachtet, welche eine mutierte
Form von Mfn2 (Eura et al., 2003) oder eine gekiirzte Form von Mfn1 (Koshiba et al., 2004)
exprimierten. Das elektronendichte Material in den elektronenmikroskopischen Aufnahmen

kénnte somit aus akkumuliertem Fzol bestehen.

Der Unterschied zwischen den einerseits aus einzelnen Fragmenten bestehenden
mitochondrialen Aggregaten in Zellen ohne Mdm30 und dem mitochondrialen Kontinuum in
der Amfbl-Mutante deutet auf einen unterschiedlichen Mechanismus bei der Bildung der
Aggregate und somit auch auf unterschiedliche Funktionen bei der Regulation der

mitochondrialen Morphologie hin.

3.1.3 Das F-Box Motiv ist nicht essentiell fiir die Funktion von Mfb1 und Mdm30

Um zu Uberpriifen, ob das F-Box Motiv essentiell fiir die Funktion der beiden Proteine Mfb1
und Mdm30 beziglich der Regulation der mitochondrialen Morphologie ist, wurden
Mutanten konstruiert, in denen Mfb1 bzw. Mdm30 ohne F-Box Motiv unter Kontrolle eines
CUP1-Promotors Uberexprimiert wurde (mfb1AFbox und mdm30AFbox; Escobar-Henriques
et al., 2006). Interessanterweise stellte sich heraus, dass beide Konstrukte die
mitochondrialen Morphologiedefekte zumindest teilweise komplementierten (Tab. 3.2). Dies
deutet darauf hin, dass zumindest fir die direkte Regulation der mitochondrialen
Morphologie fiir beide Proteine keine Bindung an SCF-Komplexe notwendig ist. Andererseits
konnte in einer anderen Arbeit gezeigt werden, dass die Akkumulation von Mfb1l in der
Mutterzelle wahrend des Knospungsvorgangs abhangig vom F-Box Motiv ist (Kondo-

Okamoto et al., 2006).
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Tabelle 3.2 Funktion des F-Box Motivs bei der Regulation der mitochondrialen
Morphologie

Mitochondriale Morphologie (% der Zellen)

Stamm/Medium wildtypisch aggregiert fragmentiert ausgezadhlte
Zellen

YPD + Cu®*
Amfb1 14,7 80,3 5,0 300
Amfb1/MFB1 69,5 27,2 3,3 305
Amfb1/MFB1AFbox 78,5 20,5 1,0 302
Amdm30 14,3 80,0 5,7 300
Amdm30/MDM30 48,0 48,7 3,3 304
Amdm30/MDM30AFbox 59,3 38,7 2,0 300

Der Wildtyp und die Mutanten wurden in YPD-Flissigmedium bis zur logarithmischen
Wachstumsphase inkubiert. Die Induktion von MFB1, MDM30 und den AF-Box Varianten
erfolgte durch Zugabe von 100 uM CuSO,4 (CUP1-Promotor). Die Mitochondrien wurden
mittels mtGFP angefarbt.

3.1.4 Mfb1 und Mdm30 sind die einzigen F-Box Proteine in Hefe, die die mitochondriale
Morphologie regulieren

Das Hefegenom codiert fiir 21 potentielle F-Box Proteine (Willems et al., 2004). Hier stellt
sich die Frage, ob neben Mfb1l und Mdm30 weitere F-Box Proteine an der Regulation der
mitochondrialen Morphologie beteiligt sind. Um dies zu Gberprifen, wurden in dieser Arbeit
die Mitochondrien in den Deletionsmutanten Aamnl, Acos111, Adia2, Aelal, Agrrl, Ahrt3,
Arcyl, Askp2, Aufol, Aybr280c, Aydri3ic, Aydr306¢c, Ayjl149w, Aylr224w, Aylr352w und
Aymr258c mit mtGFP angefarbt und fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Alle untersuchten
Mutanten mit Ausnahme von Amfb1 und Amdm30 hatten wildtypische Mitochondrien (Abb.
3.4 und Tab. 3.3), was zu dem Schluss fiihrt, dass Mfb1l und Mdm30 die einzigen beiden F-
Box Proteine in S. cerevisiae sind, die an der Regulation der mitochondrialen Morphologie
beteiligt sind. Drei weitere Gene, die fiir F-Box Proteine codieren, CDC4, CTF13 und MET30,
sind essentiell fir das Uberleben von Hefezellen. Auch hier ergaben Untersuchungen, dass
diese Proteine keine Funktion bei der Regulation der mitochondrialen Morphologie besitzen

(Dirr et al., 2006).
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Acos111

Aybr280c  Aydr131c  Aydr306c  Ayjl149w  Aylr224w

Aylr352w  Aymr258c

Abb. 3.4 Mitochondriale Morphologie in F-Box Mutanten. Der Wildtyp und die Mutanten
wurden in YPD-Flissigmedium bis zur logarithmischen Phase inkubiert. Die Mitochondrien
wurden mittels mtGFP angefarbt. AnschlieBend wurden die Zellen durch DIC- und
Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Die Bilder stellen Uberlagerungen der DIC- und
Fluoreszenzaufnahmen dar. (Dirr et al., 2006).
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Tabelle 3.3. Mitochondriale Morphologie in F-Box Mutanten

Mitochondriale Morphologie (% der Zellen)

Stamm/Medium wildtypisch aggregiert fragmentiert ausgezahlte
Zellen
YPD

WT 91,1 51 3,8 315
Aamn1 (Aybr158w) 100,0 0 0 100
Acos111 (Aybr203w) 70,0 25,0 5,0 100
Adia2 (Ayor080w) 100,0 0 0 100
Aelal (Aynl230c) 95,0 3,0 2,0 100
Agrrl (Ayjr090c) 100,0 0 0 100
Ahrt3 (Aylr097c) 100,0 0 0 100
Amdm30 (Aylr368w) 10,4 88,4 1,2 346
Amfb1 (Aydr219c) 9,4 84,7 5,9 374
Arcyl (Ayjl204c) 95,0 5,0 0 100
Askp2 (AyniI311c) 95,0 0 5,0 100
Aufol (Ayml088w) 74,0 0 26,0 100
Aybr280c 100,0 0 0 100
Aydri3ic 98,0 0 2,0 100
Aydr306¢ 95,0 5,0 0 100
Ayjl149w 97,0 2,0 1,0 100
Aylr224w 100,0 0 0 100
Aylr352w 100,0 0 0 100
Aymr258c 100,0 0 0 100

Der Wildtyp und die Mutanten wurden in YPD-Flissigmedium bis zur logarithmischen
Phase inkubiert. Die Mitochondrien wurden mittels mtGFP angefarbt und die Zellen
anschlieRend fluoreszenzmikroskopisch ausgezahlt.
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3.2 Mitochondriale Fusionsdefekte beeintrachtigen die Zelldifferenzierung
in S. cerevisiae

Eine Reihe von mitochondrial bedingten Erkrankungen beim Menschen sind auf eine
Fehlregulation der mitochondrialen Fusion oder Teilung zurickzufihren (Alexander et al.,
2000; Delettre et al., 2000; Zuchner et al., 2006). In Drosophila melanogaster fihrt die
Deletion des mitochondrialen Fusionsproteins Fzo zur Bildung von sterilen Madnnchen, da die
Spermatogenese aufgrund des Verlustes der mitochondrialen Fusionsfahigkeit blockiert ist
(Hales und Fuller, 1997). Dies zeigt, dass ein gut ausbalanciertes Gleichgewicht zwischen
Teilung und Fusion essentiell fiir den Organismus sowie fur die Differenzierung der Zellen ist.
In der Hefe S. cerevisiae fiihren Defekte der mitochondrialen Fusion zu einem Verlust von
mtDNA (Hermann et al., 1998; Rapaport et al., 1998). Die generelle Fitness der Zellen ist
dabei auf fermentierbaren Kohlenstoffquellen zwar kaum beeintrachtigt, jedoch ist das
Wachstum auf nicht-fermentierbaren Kohlenstoffquellen nicht mehr moglich. Dass eine
Fehlregulation der mitochondrialen Morphologie nicht zwangsldufig negative Effekte auf den
Organismus haben muss, zeigten Untersuchungen an mitochondrialen Teilungsmutanten in
Hefe. Die fehlende mitochondriale Teilungsfahigkeit flihrte hier zu einer erhohten Fitness
und einer verlangerten replikativen Lebensspanne der Zellen (Scheckhuber et al., 2007).
Trotz dieser Erkenntnisse ist Uber die Auswirkungen fehlregulierter mitochondrialer
Morphologie auf die zelluldre Entwicklung in einzelnen Zellstadien bisher wenig bekannt. Im
Folgenden wurden mit Hilfe der beiden Mutanten Amfbl und Amdm30 die Auswirkungen
fehlregulierter mitochondrialer Morphologie auf die zelluldre Entwicklung, speziell bei der

Sporulation von Hefezellen untersucht.

3.2.1 Die Deletion von MFB1 und MDM3O0 fiihrt zu Wachstumsdefekten

Neben den mitochondrialen Morphologiedefekten sollten auch mogliche Auswirkungen der
Deletion der F-Box Proteine auf das Wachstumsverhalten Uberprift werden. In friheren
Studien zum Effekt der MDM30-Deletion konnte gezeigt werden, dass Zellen ohne das F-Box
Protein einen Wachstumsdefekt bei Wachstum auf der nicht-fermentierbaren Kohlenstoff-
qguelle Glycerin bei erhohter Temperatur (37°C) aufwiesen (Fritz et al., 2003). Nach
Untersuchungen in dieser Arbeit zeigte auch die Amfbil-Mutante einen Wachstumsdefekt
bei Inkubation auf Glycerin bei 37°C. Allerdings war dieser nicht so ausgepragt wie bei der

Amdm30-Mutante (Abb. 3.5). Eine gleichzeitige Deletion des MFB1- sowie des MDM30-Gens
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fihrte zu dem gleichen Wachstumsdefekt wie im Fall der Amdm30-Mutante (Abb. 3.5).
Diese Beobachtungen filihren zu dem Schluss, dass beide F-Box Proteine fiir den Erhalt der
respiratorischen Funktionen eine Rolle spielen. Dennoch sind die Hefezellen in der Lage, die

gleichzeitige Deletion der beiden Proteine zu tolerieren.

30°C 37°C

WT

Amfb1

adaA

Amdm30

Amfb1/Amdm30

WT

Amfb1

5dA

Amdm30

Amfb1/Amdm30

Abb. 3.5 Drop-Dilution Test zur Untersuchung von Wachstumsdefekten. WT, Amfbi-,
Amdm30- und Amfbl/Amdm30-Mutante wurden Uber Nacht in YPD inkubiert. Danach
wurden Verdiinnungsreihen hergestellt und die Zellen auf YPD- bzw. YPG-Platten getropft.
Die Platten wurden bei 30°C bzw. 37°C inkubiert.

3.2.2 Die Blockierung der mitochondrialen Fusion stért die Sporulation und die Vererbung
von Mitochondrien in S. cerevisiae

Wahrend der Sporulation in Hefe erfolgen starke Verdnderungen der mitochondrialen
Morphologie. Interessanterweise werden die beiden Gene MFB1 und MDM30 wahrend der
Sporulation induziert (Chu et al.,, 1998). Daher liegt die Vermutung nahe, dass diese
mitochondrialen F-Box Proteine an der Remodellierung der Mitochondrien wahrend der
Meiose sowie der Sporulation beteiligt sind. Um dies zu untersuchen, wurde in dieser Arbeit
das Verhalten der Mitochondrien in diploiden wildtypischen Zellen sowie in homozygot

diploiden Amfb1- bzw. Amdm30-Mutanten wahrend den einzelnen Phasen der Sporulation
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beobachtet. Dazu wurden homozygot diploide Wildtypzellen, Amfbl- und Amdm30-
Mutanten, welche mitochondrial lokalisiertes GFP exprimieren, bis zur stationdren
Wachstumsphase in YPD kultiviert. Anschliefend wurden die Zellen in Sporulationsmedium
Uberfihrt und bei 30°C fiir 12 Tage inkubiert. Wahrend der Sporulation durchlaufen die
Mitochondrien in wildtypischen Hefezellen mehrere unterschiedliche Stadien. Beim
Ubergang vom logarithmischen Wachstum in die stationidre Phase fragmentieren die
Mitochondrien. Bei der Bildung der Pratetraden fusionieren die Mitochondrien wieder und
wandern schlielich in die einzelnen Sporen. In &lteren Tetraden fragmentieren die
Mitochondrien wieder, bilden aber bei Eintritt der Sporen in das vegetative Wachstum
wieder ein tubuldres Netzwerk aus (Abb. 3.6 A, Tab. 3.4). Im Fall der Amdm30-Mutante
waren die Mitochondrien nicht mehr in der Lage nach erfolgter Fragmentierung in der

stationaren Phase wieder zu fusionieren (Abb. 3.6 A, Tab. 3.4).

Da die Mitochondrien wahrend der Sporulation mehrmals morphologische Verdnderungen
durchfiihren, stellte sich die Frage inwieweit der durch die MDM30-Deletion hervorgerufene
Defekt Auswirkungen auf die Vererbung der Mitochondrien hat. Um dies zu priifen, wurden
Sporen mit fehlenden Mitochondrien in jungen und alten Tetraden ausgezihlt. Bei
wildtypischen Zellen besalRen 6.5% der Asci mindestens eine Spore ohne Mitochondrien. In
der Amfb1-Mutante war der Wert leicht erhéht (10,4%). In der Amdm30-Mutante war der
Defekt wesentlich stdrker ausgepragt. Hier fehlten in 23,1% der Asci Mitochondrien in
mindestens einer Spore (Abb. 3.6 B). Interessanter jedoch war die Beobachtung, dass die
generelle Sporulationseffizienz in der Amdm30-Mutante (5,3%) nur ein Drittel im Vergleich
zum Wildtyp (15,3%) oder der Amfb1-Mutante (15,8%) betrug (Abb. 3.6 C). Die verringerte
Sporulationseffizienz der Amdm30-Mutante kdnnte auf eine wichtige Funktion des Proteins

Mdm30 bei Zelldifferenzierung der Pratetraden kurz vor der Bildung der Sporen hinweisen.
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Tabelle 3.4. Mitochondriale Phdnotypen wahrend der Sporulation

Mitochondriale Morphologie (% der Zellen)

Stadium/Stamm wildtypisch aggregiert fragmentiert ausgezahlte Zellen
bzw Asci

Stationare Phase

WT 13,0 0,6 86,4 828

Amfb1/Amfb1 5,0 0,6 94,4 813

Amdm30/Amdm30 1,5 1,3 97,2 800
Pratetrade

WT 75,5 2,5 22,0 405

Amfb1/Amfb1 62,8 3,0 34,2 404

Amdm30/Amdm30 0,8 53 93,9 400
Frihe Tetrade

WT 91,6 3,5 4,9 286

Amfb1/Amfb1 85,3 53 9,4 266

Amdm30/Amdm30 4,1 14,2 81,7 169
Spate Tetrade

WT 71 3,9 89,0 127

Amfb1/Amfb1 6,4 1,3 92,3 156

Amdm30/Amdm30 0 2,1 97,9 95

Homozygot diploide WT-, Amfb1- und Amdm30-Zellen, welche mtGFP exprimieren, wurden
zur Sporulation gebracht. In den einzelnen Stadien wurde die mitochondriale Morphologie
untersucht.
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Abb. 3.6 Untersuchung der Sporulationseffizienz sowie der Vererbung der Mitochondrien
bei der Sporulation. (A) Homozygot diploide WT-, Amfb1- und Amdm30-Zellen, welche
mtGFP exprimieren, wurden zur Sporulation gebracht und in den einzelnen Stadien mittels
DIC- (links) und Fluoreszenzmikroskopie (Mitte) analysiert (rechts: Giberlagerte Aufnahmen).
Mitochondriale Vererbungsdefekte wurden in friihen und spaten Tetraden beobachtet.
Ascosporen ohne Mitochondrien sind mit einem Stern markiert. Der GréBenmalistab ist
2 um. (B) Prozentualer Anteil an Asci mit mindestens einer Spore ohne Mitochondrien im
frihen und spaten Tetradenstadium (ausgezahlte Asci: WT, 413; Amfb1, 422; Amdm30, 264).
(C) Prozentualer Anteil an Zellen, die Asci mit zwei bis vier Sporen wahrend dem spaten
Tetradenstadium gebildet haben (ausgezahlte Zellen: 400 fir jeden Stamm).
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3.3 Untersuchungen zum programmierten Zelltod in S. cerevisiae

3.3.1 Die Behandlung mit Bax hat keine Auswirkungen auf die Integritdit von
Mitochondrien

Das proapoptotische Protein Bax induziert in Saugerzellen die Ausschittung von
Cytochrom ¢ und anderen pro-apoptotischen Proteinen aus dem mitochondrialen
Intermembranraum, was einen wichtigen Schritt wahrend dem programmierten Zelltod
darstellt. Dabei bewirkt Bax eine Permeabilisierung der mitochondrialen AuBenmembran
(Jurgensmeier et al., 1998; Eskes et al., 1998). Wie es genau zu dieser Permeabilisierung
kommt, ist bis heute nicht geklart. Es wird spekuliert, dass die beiden mitochondrialen
AuBenmembrankomplexe TOM (translocase of the outer membrane) und SAM (sorting und
assembly machinery) fir den Export der Proteine notwendig sind (Pfanner et al., 2004; Motz
et al., 2002). Jedoch gibt es sehr wenig experimentelle Daten, um diese Theorie zu
unterstitzen. In der Arbeit von Sanjuan Szklarz et al. (2007) wurde der Effekt des
proapoptotischen Proteins Bax auf den Export von Proteinen aus dem mitochondrialen
Intermembranraum (IMS) in isolierten Mitochondrien aus S. cerevisiae untersucht.
Interessanterweise fiihrt die Expression von Bax auch in Hefe zur Ausschiittung von
Cytochrom c und anderen Proteinen aus dem Intermembranraum sowie zur Aktivierung des
programmierten Zelltodes, obwohl Bax oder andere Mitglieder der Bcl-2 Familie nicht in
Hefe vorkommen (Manon et al., 1997; Ligr et al., 1998). Bei den Untersuchungen sollte
Uberpriuft werden, ob die Ausschiittung der Proteine aus dem IMS darauf zurlickzufiihren ist,
dass die Mitochondrien anschwellen und dabei die mitochondriale AuBenmembran zerstort
wird. Dazu wurden isolierte Mitochondrien zunachst mit Glutaraldehyd fixiert und mit OsOq
sowie mit UAc kontrastiert. AnschlieBend wurden die Proben mit Aceton entwassert und in
Spurr eingebettet. Nach erfolgter Polymerisation wurden Ultradiinnschnitte angefertigt
(70 nm) und die Mitochondrien elektronenmikroskopisch untersucht (Kap. 2.3.12.1). Die
Aufnahmen zeigten, dass die GroBe der Organellen sowie die AuRenmembran nicht
verandert waren (Abb. 3.7). Somit ist der in mit Bax behandelten Mitochondrien
beobachtete Proteinexport nicht auf eine zerstorte mitochondriale Aufenmembran
zurlickzuflihren. Eine interessante Beobachtung war allerdings, dass in 21,1% der
behandelten und in 36,8% der unbehandelten Mitochondrien bei intakter AuRenmembran
die Innenmembran bereits geteilt war (Tab 3.5 und Abb. 3.7, Pfeile). Diese Beobachtung ist

ein Hinweis darauf, dass die Teilung der mitochondrialen Aufen- und Innenmembran
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zumindest zeitlich voneinander getrennt erfolgt. Zudem unterstitzen die Ergebnisse die
Vermutung, dass die Teilung der Innenmembran nicht durch Dnm1l erfolgt, sondern

moglicherweise auf die Funktion des Innenmembranproteins Mdm33 zurlickzufiihren ist

(Messerschmitt et al., 2003).

Tabelle 3.5. Mitochondriale Ultrastruktur vor und nach Behandlung mit Bax

Ultrastrukturelle mitochondriale

Morphologie (% der Mitochondrien)

normal geteilte ausgez.
Innenmembran Mitochondrien
-Bax 63.1 36.8 1238
+Bax 78.9 21.1 1263
-Bax +Bax

Abb. 3.7 Untersuchung der mitochondrialen Ultrastruktur von Bax-behandelten
Mitochondrien. Die Mitochondrien wurden isoliert und mit Glutaraldehyd fixiert.
AnschlieBend wurden die Proben kontrastiert und in Spurr eingebettet. Nach erfolgter
Polymerisation wurden Ultradiinnschnitte angefertigt (70 nm) und die Mitochondrien
elektronenmikroskopisch untersucht. Die weiBen Pfeile zeigen auf Mitochondrien mit
geteilter Innenmembran und intakter AuRenmembran.
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3.3.2 Apoptose bewirkt einen langfristigen Wachstumsvorteil fiir Hefekulturen

Die Metacaspase Ycal ist ein proapoptotischer Faktor, der eine zentrale Rolle beim
programmierten Zelltod in S. cerevisiae spielt. In friiheren Studien zur Funktion von Ycal und
zum Nutzen von Apoptose in Hefe wurden Kompetitionsexperimente durchgefiihrt, in denen
Zellen mit deletiertem YCA1-Gen zusammen mit wildtypischen Zellen in Flissigmedium
inkubiert wurden. Dabei konnte gezeigt werden, dass Zellen mit blockierter Apoptose
kurzfristig einen Uberlebensvorteil gegeniiber wildtypischen Zellen besitzen, langfristig
jedoch nur wildtypische Zellen Uberleben (Herker et al., 2004). Ausgehend von diesen
Experimenten wurden weitere Untersuchungen gemacht, um ein besseres Verstandnis fir
Sinn und Nutzen des programmierten Zelltodes in Hefe zu erlangen. Fir das
Kompetitionsexperiment wurden dazu die Aycal-Mutante und der Wildtyp zunéchst
getrennt bis zur stationdren Phase inkubiert und anschlieBend in Minimalmedium (SCD-
Flissigmedium) zusammengegeben. In diesem Medium alterten die Zellen chronologisch fiir

ca. 30 Tage.

| Daycal BWT |

50% WT / 50% Aycal

WM AN NN ANNOAORAOAONnrer
90% | I
80% 1

70% 1

60% 1

50% 1

Verhiltnis

40% 1

30% 1

20% 1

10% 1

0% *
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 21 23 25 28

Tage in Kultur
Abb. 3.8 Kompetitionsexperiment. WT-Zellen wurden zusammen mit Aycal-Zellen
(Mischungsverhdltnis 1:1) in SCD-Flussigmedium in stationdrer Phase inkubiert

(chronologische Alterung). Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden Proben entnommen
und das Wiederwachstum anhand von Plattierungsexperimenten tGberprift.
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Zu bestimmten Zeitpunkten wurden Proben entnommen und das Wiederwachstum durch
Plattierung untersucht. Dazu wurden Proben auf YPD-Platten bzw. auf YPD-G418-Platten
ausplattiert. Das Wiederwachstum der Aycal-Zellen wurde anhand der auf der G418-Platte
wachsenden Kolonien ermittelt. Das Wiederwachstum der wildtypischen Zellen wurde
dadurch ermittelt, dass die gewachsenen Kolonien der G418-Platte von den Kolonien der
YPD-Platte subtrahiert wurden. Vor den Plattierungen wurde die Zellzahl mittels
Ziahlkammer ermittelt und 100 Zellen auf die Platten gegeben. Die Ergebnisse zeigten, dass
die Aycal-Mutante zundchst einen Wachstumsvorteil gegeniiber dem Wildtyp hatte. Jedoch
erfolgte nach sechs Tagen eine Trendwende. Danach nahm der Anteil an wildtypischen

Zellen in der Kultur stetig zu und lag nach 28 Tagen bei Giber 80% (Abb. 3.8).

Bei dem Experiment sollte allerdings beachtet werden, dass auch wenn die Zellen sich in der
stationaren Phase befanden, eine Kohlenstoffquelle und weitere N&hrstoffe im Medium
vorhanden waren. Um zu (berprifen, ob Zellen mit intakter Apoptose auch unter
Hungerbedingungen einen Uberlebensvorteil besitzen, wurden die Aycal-Mutante und der
Wildtyp gemeinsam bzw. einzeln in Flissigmedium ohne Zusatz einer Kohlenstoffquelle
inkubiert (Sporulationsmedium). Unter diesen Bedingungen kénnen neue N&hrstoffe nur
durch den apoptotischen Tod von Zellen in der Kultur bereitgestellt werden. Zu bestimmten
Zeitpunkten wurden Proben entnommen und das Verhéaltnis der beiden Stamme
fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Um zwischen den beiden Stammen unterscheiden zu
konnen, wurden die wildtypischen Zellen mit dem Plasmid pVT100U-mtGFP (griin
fluoreszierende Mitochondrien) und die Aycal-Mutante mit dem Plasmid pVT100U-mtRFP
(rot fluoreszierende Mitochondrien) transformiert. Fir die Untersuchungen wurden
verschiedene Ansdtze mit unterschiedlichen Verhdltnissen beider Stamme in einer
Mischkultur hergestellt (50%:50%, 95%:5% und 5%:95%). Bei gleicher Ausgangsmenge
beider Stamme blieb das Verhéltnis liber den gesamten Zeitraum konstant (Abb. 3.9 A).
Auch bei Uberschuss an wildtypischen Zellen dnderte sich das Verhiltnis der beiden Stimme
nicht (Abb. 3.9 B). Bei 95% Aycal-Zellen im Ansatz stieg der Anteil an WT-Zellen allerdings
nach 13 Tagen auf ca. 30% an (Abb. 3.9 C).
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Abb. 3.9 Chronologische Alterung unter Hungerbedingungen. mtGFP-exprimierende WT-
Zellen wurden zusammen mit mtRFP-exprimierenden Aycal-Zellen in Sporulations-
flissigmedium inkubiert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden Proben entnommen und
fluoreszenzmikroskopisch untersucht. (A) Mischungsverhaltnis am Tag 0: jeweils 50%. (B)
Mischungsverhaltnis am Tag 0: 95% WT-Zellen und 5% Aycal-Zellen. (C) Mischungsverhaltnis
am Tag 0: 5% WT-Zellen und 95% Aycal-Zellen.
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Abb. 3.10 Test auf Wiederwachstum. WT- und Aycal-Zellen wurden in
Sporulationsflissigmedium inkubiert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden Proben
entnommen, die Zellen auf YPD- und G418-Platten ausplattiert und das Wiederwachstum
anhand der gewachsenen Kolonien ermittelt. Es wurden je 100 Zellen ausplattiert. (A)
Mischungsverhaltnis am Tag 0: jeweils 50%. (B) Mischungsverhaltnis am Tag 0: 95% WT-
Zellen und 5% Aycal-Zellen. (C) Mischungsverhéltnis am Tag 0: 5% WT-Zellen und 95%
Aycal-Zellen.
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Um die Ergebnisse zu Uberprifen, wurden die beiden Stdimme zusatzlich auf
Wiederwachstum getestet. Dabei zeigte sich, dass die Ergebnisse der Wachstumsanalysen
die fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen bestatigen: Bei einem Anteil von jeweils
50% im Ansatz lag das Wiederwachstum der Mischkultur tiber den gesamten Zeitraum bei
ca. 70%, wobei das Verhaltnis der beiden Stamme konstant blieb (Abb. 3.10 A). Bei 95% WT-
Zellen im Ansatz lag die Uberlebensrate der Gesamtkultur zwischen 60% und 70%. Auch hier
blieb das Verhaltnis der beiden Stamme konstant (Abb. 3.10 B). Bei einem Anteil von 95%
Aycal-Zellen lag die Uberlebensrate der Gesamtkultur anfangs ebenfalls im Bereich um 70%.
Jedoch erfolgte nach 11 Tagen ein starker Einbruch und das Wiederwachstum betrug nur

noch ca. 30% (Abb. 3.10 C).

Einzelinkubation in Sporulationsmedium
100% 1
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80% 1 , )
70% 1 , \
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50% 1 \ —WT
40% l . ET=<Li_
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30% 1 N yea
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10% N
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4 6 8 11 13 15 18

Tage in Kultur

Abb. 3.11 Test auf Wiederwachstum nach Einzelinkubation. WT- und Aycal-Zellen wurden
jeweils in Sporulationsflissigmedium inkubiert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden
Proben entnommen, die Zellen auf YPD-Platten ausplattiert und das Wiederwachstum
anhand der gewachsenen Kolonien ermittelt. Es wurden je 100 Zellen ausplattiert.

Diese Beobachtungen fiuhrten zu der Annahme, dass die Aycal-Mutante womaoglich von den
wildtypischen Zellen in der Kultur profitiert. Um dies zu untersuchen, wurden die beiden
Stdmme einzeln in Sporulationsmedium inkubiert und auf Wiederwachstum getestet.
Tatsichlich nahm die Uberlebensrate der Aycal-Mutante nach 13 Tagen stark ab und lag
nach 18 Tagen bei 0%, wohingegen das Wiederwachstum des Wildtyps auch nach 18 Tagen
noch knapp 70% betrug (Abb. 3.11).
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Der Anstieg der Uberlebensrate der Aycal-Mutante bis zum 11. Tag ist vermutlich auf den
gleichen Grund zuriickzufiihren, der auch in den durchgefiihrten Kompetitionsexperimenten
zu einem kurzfristigen Wachstumsvorteil gegeniiber dem Wildtyp fihrte (Abb. 3.8):
Aufgrund der fehlenden Fahigkeit zur Apoptose bleiben zundchst vermehrt beschadigte
Zellen in der Kultur, die evtl. noch in der Lage sind Kolonien zu bilden.Bei
fluoreszenzmikroskopischer Betrachtung der Mitochondrien fiel auf, dass die Organellen in
den Aycal-Zellen bereits nach 4 Tagen zum GroRteil stark aggregiert vorlagen, wohingegen
dieser Phanotyp bei den wildtypischen Zellen erst nach 15 Tagen auftrat (Abb. 3.12 A und B).
Bei Einzelkulturen war die Stabilitdt der Zellwand der Aycal-Mutante nach 13 Tagen
vermutlich so stark herabgesetzt, dass die Zellen wahrend der mikroskopischen
Untersuchungen platzten (Abb. 3.12 A u. B). Platzende WT-Zellen konnten hingegen auch
nach 18 Tagen nicht beobachtet werden (Abb. 3.12 B).

Bei Inkubation mit 95% Aycal-Zellen und 5% WT-Zellen waren bereits nach 11 Tagen
platzende Aycal-Zellen zu sehen, was die Ergebnisse der Wachstumsexperimente bestatigt
(Abb. 3.10 C). Bei einem Anteil von 50% WT oder mehr in der Hefekultur konnte die
Zellintegritat der Aycal-Mutante langer aufrechterhalten werden (Abb. 3.12 B), was
ebenfalls die Ergebnisse aus den Wachstumsexperimenten stitzt (Abb. 3.10 A). Die
Ergebnisse deuten darauf hin, dass Apoptose einen entscheidenden Vorteil beim
langfristigen Uberleben einer Hefekultur unter Hungerbedingungen bringt. AuBerdem zeigen
die Daten klar, dass Zellen vom programmierten Zelltod anderer Zellen profitieren konnen,
was im Fall der Aycal-Mutante zu einer Verlangerung der chronologischen Lebensspanne
flihrt. Somit scheint es bei gleichzeitiger Inkubation von Aycal-Mutante und Wildtyp nicht
wirklich zu einer Kompetition zu kommen. Stattdessen profitieren alle Zellen in der Kultur
von den Nahrstoffen, die durch den programmierten Zelltod einiger Zellen freigesetzt

werden.
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Abb. 3.12 Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen nach Inkubation in Sporulationsfliissig-
medium. WT-Zellen, die mitochondrial lokalisiertes GFP exprimieren und Aycal-Zellen, die
mitochondrial lokalisiertes RFP exprimieren, wurden in unterschiedlichen Mischungsverhaltnissen
sowie einzeln in Sporulationsflissigmedium inkubiert. An jedem Tag wurden Proben entnommen
und fluoreszenzmikroskopisch untersucht. (A) Beobachtete Typen (oben: Fluoreszenzaufnahme,
unten: DIC, GroRenmaRstab: 2 um). Typl: wildtypische Mitochondrien (links), Typ2: aggregierte
Mitochondrien (Mitte), Typ3: geplatzte Zellen (rechts). Beim Wildtyp waren zu keinem Zeitpunkt und
in keinem Mischungsverhaltnis Zellen des Typs 3 zu beobachten. (B) Graphische Darstellung der
beobachteten Typen. Die griinen Balken spiegeln den Zeitraum wider, in dem ausschlieRlich Zellen
des Typs 1 beobachtet wurden. Je nach Mischung traten nach einigen Tagen zusatzlich Zellen des
Typs 2 auf. Ab Beginn der Roten Balken waren auch Zellen des Typs 3 zu beobachten.
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3.4 Nahrstoffmangel fiihrt in Fusionsmutanten zu einem Wachstumsdefekt
und zur Aktivierung des programmierten Zelltodes

Hefezellen besitzen die Moglichkeit, bei fehlender Nahrstoffzufuhr zu tiberleben, indem sie
durch den Verdau von eigenen Zellkomponenten mittels Autophagozytose die Bereitstellung
von Energie und Nahrstoffen fiir lebenswichtige Funktionen gewahrleisten (Cebollero und
Reggiori, 2009). Mitochondrien kdnnen dabei als wichtige Nahrstoff- und Energiequelle
dienen, da sie mittels Autophagie oder der speziellen Mitophagie in der Vakuole abgebaut
werden koénnen (Kissova et al., 2007; Kanki und Klionsky, 2008). Inwieweit dabei die
mitochondriale Morphologie und Dynamik eine Rolle spielt, ist nicht eindeutig geklart. In den
folgenden Experimenten wurden mitochondriale Morphologiemutanten unter N&ahrstoff-
mangel untersucht, um die Rolle der Mitochondrien bei diesen Prozessen naher zu

bestimmen.

3.4.1 Das Wiederwachstum von hungernden Fusionsmutanten ist beeintréchtigt

Um den Effekt von Nihrstoffmangel auf die Uberlebensfihigkeit von Hefezellen mit
mitochondrialem Morphologiedefekt zu untersuchen, wurden die Fusionsmutante Afzol
und die Teilungsmutante Adnm1 sowie eine Wildtyp- und die rho®Kontrolle Amip1 fir
mehrere Tage auf Sporulationsplatten inkubiert. Der AmipI1-Mutante fehlt die katalytische
Untereinheit der mitochondrialen DNA-Polymerase, was zu einem Verlust der mtDNA fihrt.
Da mitochondriale Fusionsmutanten, und somit auch die Afzol-Mutante, Gber mehrere
Generationen ihre mtDNA komplett verlieren, dient Amip1 als Kontrolle fiir die Afzol-
Mutante. Zu bestimmten Zeitpunkten wurde das Wiederwachstum der Zellen Gberprift.
Dazu wurde Zellmaterial von den Platten entnommen, mittels Zahlkammer die Zellzahl
bestimmt und 500 Zellen auf eine YPD-Platte ausplattiert. Nach einigen Tagen wurde die
Anzahl der CfU (Colony forming Units) bestimmt, d.h. die Zahl der Zellen, die in der Lage
waren, eine Kolonie zu bilden. Das Wiederwachstum wurde nach 2, 6, 15 und 23 Tagen

Inkubation auf Hungermedium ermittelt.

Der Wildtyp und die Adnml-Mutante hatten ein dhnlich gutes Wiederwachstum. Die
wildtypischen Zellen konnten nach 23 Tagen noch zu 47,9% Kolonien bilden und Zellen mit
Adnm1-Mutation zu 41,4% (Abb. 3.13). Bei der Amip1-Mutante (rho’-Kontrolle) waren nach
23 Tagen zwar nur noch 3,4% der Zellen in der Lage, Kolonien zu bilden. Allerdings lag der

Anteil an CfU nach zwei Tagen noch bei 65,5% und nach 15 Tagen immerhin noch bei 14,9%
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(Abb. 3.13). Dagegen waren die Zellen der Afzo1-Mutante bereits nach zwei Tagen fast nicht
mehr in der Lage, wieder zu Kolonien hoch zu wachsen. Der Anteil an CfU betrug nach zwei
Tagen lediglich 3,7% (Abb. 3.13). Diese Ergebnisse zeigen, dass die mitochondriale Fusion

eine wichtige Rolle beim Uberleben von Hefezellen unter Hungerbedingungen spielt.

100
80
60

40

CfU [%]

20

Tage

| ——WT —#l - mipl -4 -fzol - ®-dnm1]

Abb. 3.13 Untersuchung des Wiederwachstums nach Inkubation unter
Hungerbedingungen. WT-, Afzo1-, Amip1- und Adnmi-Zellen wurden fiir mehrere Tage auf
Sporulationsplatten (Hungermedium) inkubiert. Zu den angegebenen Zeiten wurden Zellen
von den Platten entnommen, in ddH,0 resuspendiert und auf YPD-Medium ausplattiert, um
das Wiederwachstum zu bestimmen. Die Datenpunkte reprasentieren den Durchschnitt aus
drei unabhdngigen Messungen.

3.4.2 Fusionsmutanten aktivieren bei Nédhrstoffmangel das apoptotische Programm

Eine erhohte ROS-Konzentration gilt als Aktivator des programmierten Zelltodes und hat
damit Auswirkungen auf die Lebensdauer der Zellen (Schulz et al., 1997; Madeo et al., 1999).
Herker et al. (2004) konnten bereits zeigen, dass chronologisch und replikativ gealterte
Hefezellen ROS akkumulieren. Daher sollte in dieser Arbeit (berprift werden, ob die geringe
Uberlebensrate der Afzol-Mutante (Kap. 3.4.1) mit einer erhdhten Apoptoserate einher
geht. Zur Messung von intrazelluldren ROS-Konzentrationen wurden die Fusionsmutanten

Afzo1 und Amgm1 sowie der Wildtyp und die Teilungsmutante Adnm1 vier Tage auf Platten
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mit Hungermedium (Sporulationsmedium) inkubiert und die Zellen anschlieend mit
Dihydrorhodamin-123 (DHR) gefarbt. Der Anteil an ROS-positiven Amgm1-Zellen lag bei
65,8%. Bei der Afzol-Mutante waren es 83,2%. Dagegen hatten lediglich 14,5% der
wildtypischen Zellen und 13,9% der Adnmil-Zellen eine erhohte ROS-Konzentration
(Abb. 3.14). Die Ergebnisse bestdtigen frilhere Beobachtungen, nach denen die Afzol-
Mutante nach Inkubation auf Sporulationsplatten einen wesentlich héheren Anteil an
apoptotischen Zellen aufwies als der Wildtyp oder die Teilungsmutante Adnml. Die
damaligen Untersuchungen konnten zeigen, dass die Afzol-Mutante einen wesentlich
hoheren Anteil an TUNEL-positiven Zellen aufwies als der Wildtyp oder die Adnm1-Mutante
(Brede, 2007). Scheinbar sind Zellen mit blockierter mitochondrialer Fusion nicht in der Lage
unter Ndhrstoffmangel zu Gberleben und aktivieren verstarkt das apoptotische Programm

um den liberlebenden Zellen Ndhrstoffe zur Verfligung stellen zu kénnen.
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Abb. 3.14 Bestimmung der ROS-Konzentration nach Inkubation unter Ndhrstoffmangel.
WT-, Afzol-, Amgm1i- und Adnm1-Zellen wurden fiir mehrere Tage auf Sporulationsplatten
(Hungermedium) inkubiert. Die Zellen wurden anschlieBend von den Platten gekratzt, in
YPD-Medium resuspendiert und mit DHR angefarbt, um die Bildung von ROS sichtbar zu
machen. Die Messungen wurden dreimal wiederholt.
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3.5 Die mitochondriale Dynamik beeinflusst die replikative Alterungin S.
cerevisiae

Uber die Auswirkungen von Defekten der mitochondrialen Morphologie auf das Alter von
Hefezellen ist sehr wenig bekannt. Die Deletion des Gens DNM1, einer Komponente der
mitochondrialen Teilungsmaschinerie, fihrt zu einer verlangerten chronologischen
Lebensspanne und zu erhohter Fitness gegeniliber wildtypischen Zellen (Scheckhuber et al.,
2007). Zu Untersuchungen mit anderen Morphologiemutanten in Alterungsexperimenten,
speziell mit mitochondrialen Fusionsmutanten, wurden bis heute keine Daten veroffentlicht.
Auch ({ber den Zusammenhang zwischen der mitochondrialen Dynamik und dem
replikativen Alter von Hefezellen ist wenig bekannt. Aus diesem Grund wurden in den
folgenden Experimenten replikativ gealterte Zellen einer mitochondrialen Fusions- und

Teilungs-Doppelmutante untersucht.

3.5.1 Die Afzo1/Adnm1-Doppelmutante besitzt ein wildtypisches mitochondriales
Netzwerk

Fir die Untersuchung der Auswirkungen von mitochondrialen Morphologiedefekten auf das
replikative Alter von Hefezellen wurde eine Afzo1/Adnmi-Doppelmutante hergestellt. Bei
der Erzeugung dieser Doppelmutante ist die Reihenfolge der eingefligten Mutationen
ausschlaggebend fir den mitochondrialen Phanotyp. Wird in einer Afzol-Mutante mit
mitochondrialem Fusionsdefekt nachtrdglich das DNM1-Gen deletiert, sodass auch die
mitochondriale Teilung blockiert wird, bleibt in einem GroRteil der Zellen der mitochondriale
Phanotyp der Fusionsmutante erhalten, da die bereits fragmentierten Mitochondrien nicht
mehr fusionieren konnen. Andererseits kann die Bildung eines engmaschigen
mitochondrialen Netzes in der Adnm1-Mutante durch die nachfolgende Mutation des FZO1-
Gens ebenfalls nicht mehr rickgéngig gemacht werden (Sesaki und Jensen, 1999). Daher
wurde die in dieser Arbeit verwendete Doppelmutante durch Sporulation mit
anschlieRender Tetradendissektion hergestellt. Der Vorteil dieser Methode ist, dass zunachst
durch Paarung der Einzelmutanten diploide Zellen entstehen, die jeweils das mutierte und
das wildtypische Allel besitzen und somit ein wildtypisches mitochondriales Netzwerk
besitzen. AnschlieBend werden die diploiden Zellen auf Sporulationsmedium inkubiert. Die
entstandenen Sporen kénnen auf Vollmedium zu haploiden Kolonien heranwachsen. Dabei

kann es sich um wildtypische Zellen, Einzelmutanten oder Doppelmutanten handeln.
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Entscheidend ist dabei, dass die haploide Doppelmutante aus einer diploiden Zelle mit
wildtypischem mitochondrialen Netzwerk entstanden ist. Da nun keine aktive
mitochondriale Fusion und Teilung mehr stattfinden kann, bleibt das Netzwerk wildtypisch

(Abb. 3.15).

WT Afzo1/Adnm1

D

-

:

Abb. 3.15 Mitochondriale Morphologie nach gleichzeitiger Deletion von FZ0O1 und DNM1.
WT und Afzol/Adnm1-Doppelmutante wurden bis zur logarithmischen Wachstumsphase
inkubiert und anschlieRend mit Rhodamin-B-Hexylester gefdrbt, um die Mitochondrien
fluoreszenzmikroskopisch sichtbar zu machen (Fluoreszenz: unten, DIC: oben).
GroRenmalistab, 2 um.

3.5.2 Replikativ gealterte Zellen mit mitochondrialem Morphologiedefekt haben ein
verzogertes Wachstum

Neben dem Einfluss der mitochondrialen Morphologie auf das chronologische Alter von
Hefezellen sollten in dieser Arbeit auch eventuelle Auswirkungen auf die replikative
Lebensspanne von S. cerevisiage untersucht werden. Zu diesem Zweck wurden replikativ
gealterte Hefezellen isoliert. Dazu wurden wildtypische Zellen und Zellen mit Afzo1/Adnm1-
Doppelmutation biotinyliert und mit Hilfe von Streptavidinummantelten Magnetkiigelchen
von jungen Zellen getrennt. Bei dieser Art der Aufreinigung ist entscheidend, dass nur die
Zellen der ersten Generation biotinyliert sind und damit isoliert werden. Das ist moglich, weil
beim Knospungsvorgang neues Zellwandmaterial gebildet wird und die Magnetkiigelchen

somit nur an die alten, biotinylierten Mutterzellen binden (Abb. 3.16 A und B).
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Abb. 3.16 Mikroskopische Aufnahmen von aufgereinigten Mutterzellen. Nur Mutterzellen
binden Streptavidinummantelte Magnetkiigelchen. Die Knospen/Tochterzellen sind
unmarkiert. (A) Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von knospenden Hefezellen
nach der Anbindung von Streptavidinummantelten Magnetkiigelchen. Die Mutterzellen
besitzen mehrere Knospungsnarben (schmale Pfeile). (B) Lichtmikroskopische Aufnahme von
Hefezellen. Magnetkiigelchen sind nur an den groReren Mutterzellen zu beobachten (dicke
Pfeile). GroRenstandard, 2 um.

Die Aufreinigung wurde zweimal wiederholt, um Zellen mit hohem replikativen Alter zu
erhalten (ca. 20-24 Knospungen). Nach jeder Aufreinigung wurden die Zellen in frischem

Medium inokuliert und Uber Nacht inkubiert. Am nachsten Morgen wurde die
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Generationszeit der Kulturen bestimmt. Dabei konnte interessanterweise beobachtet
werden, dass die Wachstumsgeschwindigkeit der Afzo1/Adnm1-Kulturen mit zunehmendem
Alter der Mutterzellen stark abnahm. Nach vier Tagen (das replikative Alter der Mutterzellen
betrug ca. 20 Generationen) war die Generationszeit der Afzol/Adnm1-Kultur mit 4,33 h
sogar mehr als doppelt so hoch wie die der wildtypischen Kultur (2,03 h, Abb. 3.17 A). Dabei
ist zu beachten, dass die untersuchten Kulturen zu ca. 99% aus jungen Tochterzellen
bestanden, da sich die Kultur nach Inkubation {ber Nacht in logarithmischer
Wachstumsphase befand. In kontinuierlich verdiinnten Hefekulturen werden grundsatzlich
gesunde Tochterzellen mit normalem Wachstumsverhalten gebildet, auch wenn diese von
alten Mutterzellen abstammen (Laun et al., 2007). Dementsprechend war das Wachstum der
Afzol/Adnmi-Mutante in kontinuierlich verdiinnter Kultur zu keinem Zeitpunkt
beeintrachtigt (Abb. 3.17 B). Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass die Tochterzellen

den Wachstumsdefekt von den aufgereinigten Afzo1/Adnm1-Mutterzellen geerbt haben.
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Abb. 3.17 Wachstumsgeschwindigkeit der Afzol/Adnm1-Doppelmutante. (A) WT- und
Afzol/Adnm1-Mutterzellen wurden aufgereinigt und danach wieder in frisches YPD-Medium
inokuliert. Die entstandene Afzo1/Adnm1-Kultur hatte nach drei Aufreinigungsschritten eine
stark verlangsamte Wachstumsgeschwindigkeit. (B) WT und Afzo1/Adnm1-Mutante wurden
regelmaRig in frisches YPD-Medium Uberfiihrt, um kontinuierlich wachsende Kulturen zu
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erhalten. Das Wachstum der Doppelmutante war hier nicht eingeschrankt. Die
Untersuchungen wurden dreimal wiederholt. A/A: Afzo1/Adnm1-Doppelmutante.

Ein Drop-Dilution Test, bei dem eine Verdiinnungsreihe der Zellkulturen auf YPD-Platten
getropft wurde, konnte zeigen, dass die Doppelmutante bei Wachstum auf YPD-Medium
keinen generellen Wachstumsdefekt besitzt (Abb. 3.18). Das bedeutet, dass nur die
Wachstumsgeschwindigkeit und somit die Fitness der Zellen verringert war, nicht aber deren
generelle Fahigkeit zum Wiederwachstum. Der gleiche Test mit YPG-Platten (Wachstum nur
bei respiratorischer Kompetenz maoglich) zeigte, dass die Afzo1/Adnmi-Zellen unter diesen

Bedingungen einen starken Wachstumsdefekt besitzen (Abb. 3.18).

Tag0

Tag 4
Kontinuierlich
wachsende Zellen

Tag 4
Tochterzellen
der alten Zellen

Abb. 3.18 Drop-Dilution Test zur Untersuchung von Wachstumsdefekten. Von einer WT-
und einer Afzol/Adnmi-Kultur wurde eine Verdinnungsreihe angefertigt und je 5 pl
Zellsuspension auf eine YPD- und eine YPG-Platte getropft. Die Platten wurden 2-3 Tage bei
30°C inkubiert und anschlieBend ausgewertet. Kontinuierlich wachsende Zellen: Die
Hefekulturen wurden jeden Tag in frisches YPD-Medium Uberfiihrt. Tochterzellen der alten
Zellen: Die Mutterzellen wurden nach der dritten Aufreinigung in frischem YPD-Medium
inokuliert und Uber Nacht inkubiert. Die entstandene Kultur bestand zu 99% aus jungen
Tochterzellen (logarithmische Wachstumsphase). A/A: Afzo1/Adnm1-Doppelmutante.

Um zu Uberprifen, ob der Wachstumsdefekt auf einen Verlust von mitochondrialer DNA
zuriick zu fuhren ist, wurden die Zellen mittels DAPI-Farbung und Fluoreszenzmikroskopie
untersucht. Dabei war zu beobachten, dass nach zwei Tagen nur noch ca. 38% der
Afzol/Adnm1-Zellen, die aus den isolierten Mutterzellen hervorgingen, mtDNA besaRen und
nach vier Tagen sogar nur noch ca. 15% (Abb. 3.19 A). Zur Kontrolle wurden DAPI-Farbungen

und ein Drop-Dilution-Test mit kontinuierlich wachsenden wildtypischen und Afzo1/Adnm1-
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Kulturen durchgefihrt. Auch hier konnte ein starker mtDNA-Verlust bei Afzo1/Adnm1-Zellen
beobachtet werden. Nach zwei Tagen besalRen nur noch ca. 50% der Zellen mtDNA. Nach
vier Tagen waren es nur noch ca. 30% (Abb. 3.19 B). Das Wachstum der kontinuierlich
wachsenden Afzol/Adnm1-Kultur war auf YPD nicht eingeschrankt. Lediglich auf YPG war
ein leichter Wachstumsdefekt zu beobachten, was den Verlust von mtDNA bestétigt
(Abb. 3.18). Die Wachstumsgeschwindigkeit der Afzo1/Adnm1-Kultur war auch noch nach

mehrtagiger Inkubation identisch mit derjenigen der wildtypischen Kultur (Abb. 3.17 B).
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Abb. 3.19 Verlust von mtDNA in der Afzo1/Adnm1-Doppelmutante. Aus den logarithmisch
wachsenden Kulturen wurden Aliquots entnommen und die mtDNA mittels DAPI-Farbung
sichtbar gemacht. Es wurden jeweils ca. 200 Zellen ausgezahlt. (A) WT- und Afzol/Adnm1i-
Mutterzellen wurden mehrmals aufgereinigt, danach wieder in frisches YPD-Medium
inokuliert, Uber Nacht inkubiert und anschlieBend mit DAPI gefarbt. (B) WT und
Afzol/Adnm1-Mutante wurden regelmaRig in frisches YPD-Medium Uberfiihrt, um
kontinuierlich wachsende Kulturen zu erhalten. Die DAPI-Férbung erfolgte ebenfalls mit
Kulturen nach Inkubation Uber Nacht. Die Messungen wurden dreimal wiederholt. Die
Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichung der drei Messungen.
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Die Ergebnisse fihren zu dem Schluss, dass der Verlust mitochondrialer DNA keine
Auswirkung auf die Fitness der Afzo1/Adnm1-Mutante bei Wachstum auf glukosehaltigem
Medium hat. Um einen Einblick in andere mogliche Ursachen fiir den Fitnessverlust der
Tochterzellen der replikativ gealterten Afzol/Adnmi-Zellen zu erhalten, wurde das
mitochondriale Genexpressionsmuster mittels in vivo Translation untersucht. Dabei konnte
keine Beeintrachtigung der Afzol/Adnm1-Mutante beobachtet werden. Alle mitochondrial
codierten Proteine wurden auch in stark gealterten Afzol/Adnm1i-Zellen exprimiert
(Abb. 3.20). Lediglich die Intensitdit des Bandenmusters war in der Doppelmutante
schwacher ausgepragt als im Wildtyp (Abb. 3.20). Vermutlich liegt dies am Verlust von
mtDNA in einem Teil der Afzo1/Adnm1-Zellen (Abb. 3.19 A).

WT AJA

Varl

Cox1
Cox2

Cytb

Cox3
Atp6

AtBS

Abb. 3.20 Nachweis von mitochondrial codierten Proteinen. Mitochondrial codierte
Proteine wurden mittels in vivo Translation radioaktiv synthetisiert, durch Gelelektrophorese
aufgetrennt und auf eine Nitrozellulosemembran geblottet. Das Bandenmuster wurde auf
einem Rontgenfilm sichtbar gemacht. Zu sehen sind die Proteinbanden von Varl, Coxl,
Cox2, Cytb, Cox3, Atp6, Atp8 und Atp9. Untersucht wurden Zellkulturen, die aus
aufgereinigten replikativ gealterten Mutterzellen nach drei Aufreinigungen hervorgingen
und sich in der logarithmischen Wachstumsphase befanden (WT links, Afzo1/Adnm1-
Doppelmutante rechts). Die Gelausschnitte sind von unterschiedlichen Stellen des gleichen
Gels.
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Auch wenn kein klarer Hinweis auf die Ursache fiir den Fitnessverlust der Afzo1/Adnm1-
Zellen gefunden werden konnte, muss es einen Zusammenhang zwischen der
mitochondrialen Dynamik und dem replikativen Alter von Hefezellen geben. Die
Untersuchungen deuten darauf hin, dass mitochondriale Teilung und Fusion wichtig fir

zelluldre Ablaufe bei der replikativen Alterung in S. cerevisiae sind.
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4 DISKUSSION

4.1 Mfbl ist mitochondrial lokalisiert und reguliert die mitochondriale
Morphologie

In der Hefe S. cerevisiae sind Mfb1l und Mdm30 die einzigen F-Box Proteine, die an der
Regulation der mitochondrialen Morphologie beteiligt sind. Die Untersuchung von Mutanten
aller anderen F-Box Proteine zeigte, dass diese keine Funktion bei der Regulation der
mitochondrialen  Morphologie ausiiben. Diese Beobachtungen wurden durch
Lokalisationsstudien (Huh et al., 2003) und durch die Analyse des mitochondrialen Proteoms
(Sickmann et al., 2003) bestatigt. Hier konnte gezeigt werden, dass auller Mfb1 und Mdm30
keines der anderen F-Box Proteine mitochondrial lokalisiert ist. Die elektronen-
mikroskopischen Untersuchungen in dieser Arbeit konnten zeigen, dass beide F-Box Proteine
unterschiedliche Funktionen bei der Regulation der mitochondrialen Morphologie ausiiben.
Welche Funktion Mfb1 genau wahrnimmt und mit welchen Zielproteinen es interagiert, ist
nicht geklart. In Massenspektrometrie- und Co-Immunoprazipitationsuntersuchungen
konnte gezeigt werden, dass Mfb1l mit Skpl, einer Untereinheit des SCF-Komplexes,
interagiert (Kondo-Okamoto et al., 2006; Ho et al., 2002). Allerdings konnte der
mitochondriale Phanotyp der Amfb1-Mutante nicht durch Deletion der Untereinheiten des
SCF-Komplexes oder des Proteasoms imitiert werden (Durr et al., 2006). Zudem zeigten die
Untersuchungen in dieser Arbeit, dass das F-Box Motiv sowohl von Mfb1 als auch von
Mdm30 nicht essentiell fiir die Aufrechterhaltung des wildtypischen mitochondrialen
Phanotyps ist. Auch wenn Mdm30 als Untereinheit des SCF-Komplexes den Abbau von Fzol
reguliert (Cohen et al.,, 2008) und F-Box Proteine haufig als Untereinheiten von SCF-
Komplexen agieren, muss das nicht zwanglaufig auf Mfb1 zutreffen. Eine von SCF-Komplex
und Proteasom unabhédngige Funktion von F-Box Proteinen konnte bereits im Fall des
Proteins Rcyl nachgewiesen werden, welches an der Regulation des vesikularen Transports
beteiligt ist (Galan et al., 2001). In mitotisch wachsenden Amfbi1-Zellen wurde zwar ein
mitochondrialer Effekt beobachtet, jedoch kann es sich hierbei auch um einen Folgeeffekt
handeln, der durch die eher zellstadienspezifische Funktion von Mfb1 hervorgehen konnte.
Dafiir spricht die Beobachtung, dass das Gen MFB1 neben MDM30 wahrend der Sporulation
in Hefe verstarkt exprimiert wird (Chu et al., 1998). Zudem konnten Kondo-Okamoto et al.

(2006) zeigen, dass Mfb1l wahrend der Knospung vermehrt in der Mutterzelle lokalisiert ist
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und die Lokalisation vom F-Box Motiv abhdngig ist. Damit zeigt sich, dass das mitochondriale
F-Box Protein Mfb1 eine wichtige Rolle bei der Regulation der mitochondrialen Morphologie

sowie der zelluldren Entwicklung spielt.

4.2 Die Deletion von MDM30 fiihrt zur Bildung von mitochondrialen
Fusionsintermediaten

Die primare Funktion von Mdm30 ist vermutlich die Regulation des zellularen Proteinlevels
des mitochondrialen Fusionsproteins Fzol, wobei die Deletion des Gens MDM30 zu einer
Erhohung der Proteinkonzentration von Fzol fihrt (Fritz et al., 2003). Da Zellen mit
deletiertem MDM30-Gen genauso wie Zellen, in denen das Gen FZO1 liberexprimiert wird,
bei Wachstum auf glukosehaltigem Medium mitochondriale Aggregate bilden, wurde
vorgeschlagen, dass Uberschissiges Fzol an der Oberfliche der Mitochondrien zu
unproduktiven mitochondrialen Fusionsintermediaten fihrt (Dirr et al., 2006; Merz et al.,
2007). In Siugerzellen konnte ebenfalls beobachtet werden, dass die Uberexpression von
Mitofusinen (Sdugerhomologa von Fzol) zur Aggregation der Mitochondrien fihrt
(Rojo et al.,, 2002; Santel et al., 2003). Jedoch konnten die Intermediate nicht direkt
nachgewiesen werden. Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen in dieser Arbeit zeigen,
dass die Mitochondrien in Zellen mit deletiertem Mdm30 in sehr engem Kontakt zueinander
stehen. Zuséatzlich befindet sich elektronendichtes Material an den Berlihrungspunkten der
Mitochondrien (Abb. 3.3 C). Bei Betrachtung der dreidimensionalen Rekonstruktionen, sieht
man, dass die einzelnen mitochondrialen Fragmente zwar in Aggregaten vorliegen, aber
nicht miteinander fusionieren (Abb. 3.3 A). Diese Beobachtungen konnten die ersten
direkten Hinweise auf die Existenz der mitochondrialen Fusionsintermediate darstellen.
Zusatzliche Untersuchungen wie die elektronenmikroskopische Analyse von FZO1-
Uberexprimierenden Zellen sowie Immunelektronenmikroskopie zur Uberpriifung des

elektronendichten Materials konnten eventuell weitere wichtige Hinweise liefern.
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4.3 Die mitochondriale Fusion ist wichtig fiir die Sporulation in S. cerevisiae

In den Untersuchungen zur Sporulation in mitochondrialen Morphologiemutanten konnte in
dieser Arbeit zum ersten Mal der Effekt der Fehlregulierung der mitochondrialen Dynamik
auf die zelluldre Entwicklung in einem speziellen Zellstadium in Hefe beobachtet werden.
Dabei konnte gezeigt werden, dass die mitochondriale Fusion wichtig fiir den Ubergang von
Hefezellen in die Sporulationsphase ist und eine Blockade zur Verringerung der

Sporulationseffizienz fihrt (Abb. 3.6).

Bis heute konnten in vielen Studien eine Reihe von Effekten in unterschiedlichen Spezies
beobachtet werden, die mit der mitochondrialen Fusion und Teilung zusammenhéangen. In
Hefe konnte gezeigt werden, dass die Blockade der mitochondrialen Fusion zum Verlust von
mtDNA flhrt, was eine respiratorische Inkompetenz bewirkt (Hermann et al., 1998;
Rapaport et al., 1998). Die Deletion der mitochondrialen Teilungskomponente Dnm1 in Hefe
hat hingegen eine erhéhte chronologische Lebensspanne und eine verbesserte Fitness der
Zellen zur Folge (Scheckhuber et al., 2007). In Sdugern fiihren Defekte in mitochondrialen
Teilungs- und Fusionsprozessen zu schweren neurodegenerativen Erkrankungen (Alexander
et al., 2000; Delettre et al., 2000; Zuchner et al., 2004; Zuchner et al., 2006). Auch auf
wichtige zelluldre Ereignisse wie den programmierten Zelltod haben mitochondriale
Teilungs- und Fusionskomponenten Einfluss (Fannjiang et al., 2004; Alirol et al., 2006; Frezza
et al, 2006). Diese Beispiele beschreiben entweder direkte Effekte gestorter
mitochondrialer Teilung bzw. Fusion auf einzelne zelluldre Prozesse oder Folgen von
Mutationen in Form von Erkrankungen. Untersuchungen zu Effekten auf die zellulare
Entwicklung und auf spezielle Entwicklungsstadien beschranken sich auf Beobachtungen von
embryonaler Letalitdt (Labrousse et al., 1999; Chen et al, 2003) oder auf die
Spermatogenese (Hales und Fuller, 1997; Honda und Hirose, 2003). Untersuchungen, in
denen die Auswirkungen der gestorten mitochondrialen Morphologie auf einzelne
Zellstadien ndher betrachtet wurden, sind jedoch kaum vorhanden. Gorsich und Shaw (2004)
untersuchten in Hefe mitochondriale Teilungsmutanten sowie Teilungs- und
Fusionsdoppelmutanten wahrend der einzelnen Sporulationsphasen. Sie konnten zeigen,
dass in den untersuchten Mutanten der Anteil an Sporen ohne Mitochondrien gegeniiber
wildtypischen Zellen erhoht war. Aufgrund des mitochondrialen Vererbungsdefekts waren
die Sporen nicht (iberlebensfahig. Die Autoren vermuteten, dass dieser Effekt auf der
Tatsache beruht, dass in den Mutanten die Mitochondrien aggregiert vorlagen, was eine
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gleichmaRige Vererbung eventuell verhinderte. Auch in dieser Arbeit konnte anhand der
Untersuchungen mit Amdm30-Zellen ein mitochondrialer Vererbungsdefekt in einer
Morphologiemutante beobachtet werden (Abb. 3.6). Gleichzeitig war auch hier die Anzahl
an Uberlebensfdhigen Sporen gegeniber dem Wildtyp verringert. Es konnte allerdings
zusitzlich gezeigt werden, dass der Ubergang der Amdm30-Zellen von der stationdren Phase
zur Bildung der friihen Tetraden gestort war (Die Sporulationseffizienz im Vergleich zum
Wildtyp um 70% reduziert; Abb. 3.6 C). Da in allen Stadien wahrend der Sporulation in der
Amdm30-Mutante die Mitochondrien fragmentiert vorlagen und gleichmaRig in den Zellen
verteilt waren, ist ein sekundarer mitochondrialer Vererbungsdefekt auszuschlieBen. Die
Ergebnisse deuten darauf hin, dass entweder eine funktionierende mitochondriale Dynamik
wichtig fir die korrekt ablaufende Sporulation ist oder Mdm30 neben der Regulation der
Fusionsaktivitdt von Fzol weitere zelluldre Funktionen ausiibt. In verschiedenen Studien
wurde bereits eine Funktion von Mdm30 als Transkriptionsaktivator sowie als Regulator fir
den Export von mRNA aus dem Nukleus beschrieben (Muratani et al., 2005; Shukla et al.,
2009). Auch wenn zumindest die Funktion als Transkriptionsaktivator umstritten ist, zeigen
diese Beispiele und die Beobachtungen in dieser Arbeit, dass die Aufgaben der
mitochondrialen Fusions- und Teilungsproteine Uber die einfache Regulation der

mitochondrialen Morphologie hinaus geht.

4.4 Das langfristige Uberleben einer Hefekultur ist abhingig vom
programmierten Zelltod

Die Notwendigkeit der Apoptose in S. cerevisiae ist umstritten, da sich die grundsatzliche
Frage stellt, welchen Vorteil eine einzelne Hefezelle aus dem programmierten Zelltod ziehen
konnte. Jedoch sollten Hefezellen bei dieser Fragestellung nicht als Ansammlung einzelner
Individuen, sondern als Teil eines Kollektivs betrachtet werden. Bei einzelligen Organismen
gibt es viele Hinweise auf Kollektivismus wie Quorum sensing oder die Bildung von Biofilmen
(Fugua et al., 1994; Moons et al., 2009). In Hefe wurden zudem extrazelluldre Substanzen
identifiziert, die vermutlich eine Rolle bei der Kommunikation zwischen den Zellen spielen
(Chen und Fink, 2006). Somit ist es denkbar, dass der programmierte Zelltod einzelner

Hefezellen dem Uberlebensvorteil der gesamten Kultur dient.
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Die Experimente in dieser Arbeit konnten diese Vermutung bestdtigen. Anhand der
Untersuchungen mit der Aycal-Mutante wurde gezeigt, dass eine Hefekultur, in der die
einzelnen Zellen nicht apoptotisch sterben koénnen, gegeniber einer wildtypischen
Hefekultur einen Uberlebens- und Wachstumsnachteil besitzt (Abb. 3.8, 3.11 und 3.12).
Jedoch konnte ebenfalls beobachtet werden, dass Hefezellen mit blockierter Apoptose
anscheinend von der Gegenwart wildtypischer Zellen in der Kultur profitieren kdnnen. Bei
einem Mindestanteil von 50% WT-Zellen in einer Mischkultur mit Aycal-Zellen war die
Uberlebensrate der Mutante stark erhdht im Vergleich zu Kulturen mit einem WT-Anteil von
5% oder weniger (Abb. 3.9, 3.10 und 3.12). Die Opferung einzelner wildtypischer Hefezellen
diente dabei vermutlich der verbesserten Nahrstoffversorgung der tiberlebenden Zellen in
der Kultur und somit auch der Aycal-Zellen. Diese Beobachtungen unterstiitzen die
Vermutung, dass Hefezellen in der Lage sind, sich durch Apoptose fir das Wohl der
gesamten Kultur zu opfern, um die Uberlebenschancen der restlichen Zellen zu verbessern.
Der Tod einzelner Zellen konnte zum einen zu einer Verringerung der Konkurrenz um die
verbliebenen Nahrstoffe unter den (iberlebenden Hefezellen fiihren. Zudem dienen die
Zellkomponenten der toten Zellen selbst als Nahrstoffe (Fabrizio et al., 2004; Herker et al.,
2004). Es stellt sich die Frage, wie und warum die Apoptose nur in einzelnen Zellen aktiviert
wird. Die Aktivierung kénnte beispielsweise durch Signalstoffe erfolgen. Es wurde bereits
gezeigt, dass das Hefepheromon a-Faktor bei erfolgloser Paarung den programmierten
Zelltod in Hefezellen einleiten kann (Severin und Hyman, 2002). In diesem Fall wird das
Uberleben diploider Hefezellen geférdert, was die genetische Diversitit der Population
erhoht (Bittner et al.,, 2006). Auch Ammoniak dient als Signalstoff fir die Regulation des
programmierten Zelltodes in Hefekulturen (Vachova und Palkova, 2005). Generell sterben in
hungernden Hefekulturen vermutlich bevorzugt alte und beschddigte Zellen, um die
Uberlebenschance der jungen und gesunden Zellen zu erhéhen. Ob dabei Signalstoffe
notwendig sind oder ob das apoptotische Programm in diesen Zellen lediglich aufgrund ihres

Alters und der akkumulierten Schaden aktiviert wird, ist nicht geklart.
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4.5 Die mitochondriale Fusion ist entscheidend fiir das Uberleben unter
Nahrstoffmangel

Unter Nahrstoffmangel miissen Hefezellen die Autophagozytose aktivieren, um Energie fir
ihr Uberleben zu gewinnen. Ist dieser Prozess blockiert, wie z.B. in Autophagiemutanten,
besitzen die Zellen eine stark verkiirzte chronologische Lebensspanne (Powers et al., 2006).
Die in dieser Arbeit untersuchte mitochondriale Fusionsmutante Afzol zeigte unter
Hungerbedingungen ein ahnliches Verhalten wie Autophagiemutanten. Bereits nach
zweitdgiger Inkubation unter Ndhrstoffmangel waren die Zellen nicht mehr in der Lage, auf
Vollmedium Kolonien zu bilden (Abb. 3.13). Beim W.ildtyp hingegen betrug das
Wiederwachstum auch nach 23-tagiger Hungerphase noch knapp 50% (Abb. 3.13). Zusatzlich
war in der Afzol-Mutante unter Hungerbedingungen der zelluldre ROS-Spiegel stark erhoht
(Abb. 3.14). Ein Grund fiir die geringen Uberlebenschancen der Mutante kénnte tatsichlich
eine Blockade der Autophagozytose sein. In diesem Fall waren die Zellen nicht in der Lage
durch den Verdau eigener Zellkomponenten wichtige Nihrstoffe fiir das Uberleben der Zelle
zu produzieren. Ein anderer Grund fiir das beeintrdchtigte Wiederwachstum der Afzol-
Mutante kdnnte auch eine erhohte Autophagozytoserate sein. Es konnte bereits gezeigt
werden, dass die mitochondriale Fusion den autophagozytotischen Abbau der
Mitochondrien reguliert (Twig et al., 2008a; Twig et al., 2008b). Moglicherweise kann bei der
Aktivierung des Autophagie-Programms aufgrund der starken Fragmentierung der
Mitochondrien eine regulierte Autophagozytose der Organellen nicht mehr gewahrleistet
werden. Ein vollstandiger Abbau der Mitochondrien wiirde unweigerlich zum Tod der Zellen
fihren, da die Organellen essentiell fiir eukaryotische Organismen sind. In
fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen von Hefezellen nach Inkubation unter
Nahrstoffmangel konnte beobachtet werden, dass schon nach zwei Tagen in mehr als 90%
der untersuchten Afzol-Zellen keine Mitochondrien mehr zu beobachten waren (Brede,
2007). Die Organellen wurden vermutlich komplett in der Vakuole abgebaut, was das
eingeschrankte Wiederwachstum der Mutante in den Untersuchungen in dieser Arbeit
erklaren wirde. Inwieweit bei diesem Szenario eine erhéhte ROS-Konzentration, wie sie in
der Afzol-Mutante beobachtet wurde, eine Rolle spielt, ist unklar. Um das Verhalten der
Fusionsmutante unter Nahrstoffmangel weiter untersuchen zu konnen, wiare die

Konstruktion einer Fusions-/Autophagie-Doppelmutante nitzlich. AuBerdem kénnte man
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gleichzeitig den programmierten Zelltod deaktivieren, um die Zusammenhéange zwischen

Autophagie, Apoptose und mitochondrialer Morphologie ndher untersuchen zu kénnen.

4.6 Die mitochondriale Dynamik ist wichtig fiir die korrekte Vererbung der
mtDNA

Der Verlust der mitochondrialen Fusionsfahigkeit fihrt zur vollstandigen Fragmentierung des
mitochondrialen Netzwerkes und zum Verlust der mtDNA (Merz et al., 2007). Die Ursache
fir dieses Phanomen ist nicht geklart. Untersuchungen zur Bewegung von Mitochondrien in
S. cerevisiae konnten zeigen, dass sich mitochondriale Fragmente ohne mtDNA-Nukleoide
schneller bewegen als solche mit Nukleoiden (Boldogh et al., 2003). Dies konnte den Verlust
der mtDNA nach wenigen Generationen in der Afzol-Mutante erkldren. Die in dieser Arbeit
untersuchte Afzol/Adnm1i-Doppelmutante zeigte allerdings ebenfalls einen Verlust von
mtDNA (iber mehrere Generationen (Abb. 3.19). Allerdings wurde die Mutante so
konstruiert, dass die Mitochondrien in den Zellen nicht fragmentiert vorlagen, sondern ein
wildtypisches Netzwerk bildeten (Abb. 3.15). Der Verlust der mtDNA kann in diesem Fall
nicht mit den Beobachtungen von Boldogh et al. (2003) erklért werden. Studien in Hela-
Zellen konnten ebenfalls zeigen, dass eine Blockierung der mitochondrialen Teilung zum
Verlust von mtDNA fiihrt, obwohl in diesem Fall das mitochondriale Netzwerk nicht
fragmentiert vorliegt (Parone et al., 2008). Vermutlich erfolgt der Transport von mtDNA
nicht passiv bei der Vererbung der Mitochondrien, sondern aktiv innerhalb der Organellen.
Dabei ist dieser Prozess wahrscheinlich mechanistisch eng mit der Regulation der
mitochondrialen Morphologie verbunden. Diese These wird unterstitzt durch
Beobachtungen von Dimmer et al. (2005), wonach Form und Stabilitdit von mtDNA
Nukleoiden abhangig von den mitochondrialen Proteinen Mdm31 und Mdm32 waren. Beide

Proteine regulieren auRerdem die mitochondriale Morphologie.
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4.7 Dynamik und Funktion der Mitochondrien sind entscheidend fiir die
replikative Alterung von Hefezellen

Die in dieser Arbeit untersuchte mitochondriale Fusions- und Teilungs-Doppelmutante hatte
einen klaren Wachstumsdefekt in Kulturen, die aus replikativ gealterten Zellen hervorgingen
(Abb. 3.17). Allerdings war nicht das Wachstum per se beeintrachtigt, sondern die
Wachstumsgeschwindigkeit. Die untersuchten Kulturen befanden sich bei den
Wachstumsmessungen stets in der exponentiellen Phase. Das bedeutet, dass der Anteil an
jungen Zellen der ersten und zweiten Generation mehr als 99% betrug. Somit war das
langsame Wachstum der Kultur aus Afzo1/Adnmi1-Mutanten nicht auf den hohen Anteil an
stark gealterten und moglicherweise beschadigten Zellen in der Kultur zurickzufiihren.
Vielmehr missten Schiaden der aufgereinigten replikativ gealterten Mutterzellen auf die
jungen Tochterzellen Ubertragen worden sein, was sich schlieBlich auf deren Fitness
auswirken wirde. Normalerweise entstehen bei der Knospung Tochterzellen, die keine
zelluldren Schaden besitzen (Laun et al., 2007). Das ist dahingehend erstaunlich, da Zellen
mit zunehmendem Alter Schdaden akkumulieren, wie es bei replikativ gealterten Hefezellen
gezeigt werden konnte (Laun et al., 2001; Enserink et al., 2006). Fir die Tatsache, dass auch
gealterte Mutterzellen gesunde Tochterzellen bilden kénnen, gibt es zwei mogliche
Erklarungen: Zum einen konnte die Verteilung des Zellmaterials von der Mutter- auf die
Tochterzelle asymmetrisch erfolgen, wodurch die Tochterzelle (iberwiegend oder
ausschlieBlich gesundes Zellmaterial erhalt (Aguilaniu et al., 2003). Zum anderen kdnnte das
zelluldre Reparaturprogramm in der Tochterzelle stark aktiviert werden, um maoglichst alle
vererbten Schaden zu beseitigen (Laun et al., 2007). Eine Kombination der beiden
Schutzprogramme ist ebenfalls moglich. Der Grund fiir den Fitnessverlust der in dieser Arbeit
untersuchten Afzol/Adnm1i1-Mutante ist unklar. Ein Versagen eines oder gar beider
Schutzprogramme aufgrund des mitochondrialen Morphologiedefektes ist unwahrscheinlich,
da in diesem Fall die Afzol/Adnmi-Kultur grundsatzlich ein langsameres Wachstum
aufweisen sollte, also auch in jungen Hefekulturen, die nicht aus aufgereinigten Mutterzellen
hervorgingen. Dies war jedoch nicht der Fall. Die in dieser Arbeit untersuchte kontinuierlich
wachsende Afzol/Adnmi-Kultur hatte keinen Wachstumsdefekt bei Wachstum auf
glukosehaltigem Medium (Abb. 3.17 u. 3.18). Bei den replikativ gealterten Afzo1/Adnm1i-
Zellen wurde hingegen offensichtlich die Bildung von gesunden Tochterzellen verhindert,

deren biologische Uhr wieder auf null zurickgedreht wurde. Bereits in friiheren
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Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass sich Zellzyklus und Proteinsynthese mit
zunehmendem Alter der Zelle verlangsamen (Mortimer und Johnston, 1959; Motizuki und
Tsurugi, 1992). AulRerdem sind stark gealterte Hefezellen nicht mehr in der Lage,
Tochterzellen zu bilden, deren biologische Uhr zurlickgedreht wurde (Laun et al., 2007). Eine
mogliche Erklarung fir die Beobachtungen in dieser Arbeit ware, dass Afzol/Adnm1-Zellen
schneller replikativ altern als wildtypische Hefezellen. Das wiirde bedeuten, dass sie
entweder friher das Stadium erreichen, in dem ihr eigener Metabolismus langsam zum
Erliegen kommt, oder dass ihr replikatives Hochstalter geringer ist als das wildtypischer
Zellen. In beiden Fallen wiirden sie nach wenigen Generationen keine gesunden
Tochterzellen mehr bilden konnen. Eine gleichzeitige Bestimmung des replikativen
Hochstalters von Mutter- und Tochterzellen der Afzol/Adnmil-Mutante konnte
moglicherweise weitere Erkenntnisse dariiber liefern, ob die entstandenen Tochterzellen
tatsachlich das biologische Alter der Mutterzellen besitzen oder ob nur die in der

Mutterzelle entstandenen Schaden vererbt werden.
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Tab. 6.1 Liste der in dieser Arbeit verwendeten Hefestamme

Nr. Stamm Genotyp Plasmid Isogen Referenz
MATa/c, his3/his3, leu2/leu2,
0 BY4743 ura3/ura3, met15/MET15, EUROSCARF
lys2/LYS2
1 BY4741 MATa, his3, leu2, met15, ura3 EUROSCARF
2 Amdm30 MATa, ijn éeo"fi’( ;},’1 sf’ ura3, BY4742 | EUROSCARF
3 Amfb1 MATa, h’;‘;b;ef;fé ,?; s2, ura3, BY4742 | EUROSCARF
4 BY4743-mtGFP his3::kanMX/his3:kanMX pVT100U- BY4743 Labor
mtGFP Westermann
5 | AmAm30-miGEP 30 kanMX/mdm30:kanmx | PYT100U- BY4743 Labor
diploid mtGFP Westermann
6 | Amfb1-mitGFP diploid |  mifb1:kanMX/mfb1::kanMX pVT100U- BY4743 Labor
mtGFP Westermann
7 MFB1-GFP MFB1-GFP::kanMX BY4742 (Hgggé)a"’
12 Amfb1/Amdm30 mdm30::Kanr/mfb1::Kanr BY Diese Arbeit
MATa, his3, leu2, met15, ura3, pVT100U- Labor
13| BY4741-miGFP [URA3] MiGFP Westermann
) MATa, his3, leu2, lys2, ura3, pVT100U- . .
141 AmfbT-miGFP mfb1::Kanr, [URA3] MtGFP BY4742 | Diese Arbeit
MATa, his3, leu2, met15, ura3, pVT100U- . ,
15 Amdm30-mtGFP mdm30::Kanr, [URA3] mtGEP BY4741 Diese Arbeit
Amfb1/Amdm30- mdm30::Kanr, mfb1::Kanr, pVT100U- . .
16 mMtGEP [URA3] MtGEP BY Diese Arbeit
17 | Amdm30 diploid | mdm30::kanMX/mdm30:-kanMX BY4743 Labor
Westermann
18 mdm30-mtGFP mdm30::kanMX/mdm30::kanMX pVT100U- BY4743 Labor
diploid [URAS3] mtGFP Westermann
20 |  Amdm3o-mRFp | MA T,f; d’:r’;%_{f(‘;i’r”i’zgjé']” a3, | pRSRFPGal416 | BY4741 | Diese Arbeit
21 | Amdm30-mtGFP MA ;‘z n’;’;g ;fa“nz; [Z;i’\ 3’{ a3 | pYX113-mtGFP | BY4742 | Diese Arbeit
32 Amfb1’ MATa, his31, leu2, met15, ura3, BY4741 EUROSCARF

mfb1::KanMX4
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33 BY4742 MATa, his3, leu2, lys2 , ura3 EUROSCARF
40 | BY4741/GAL-mtgFp | MATa, his3, leu2, met1d, ura3, | vy qq3miGrp Diese Arbeit
[URA3]
41 | BY4742/GAL-mirFP | MAT® hls?bﬁi\%] lys2, ura3, | RS416mIRFP Diese Arbeit
MATa; his3; leu2; met15; ura3; . .
42 Amfb1/GAL-mtGFP mfb1::KanMX4, [URA3] pYX113mtGFP BY4741 Diese Arbeit
MATa, his3, leu2, lys2, ura3, . .
43 Amfb1/GAL-mtRFP mifb1-Kanr, [URA3] pRS416mtRFP BY4742 Diese Arbeit
Amdm30/Amfb1- mdm30::Kanr/mfb1::Kanr pVT100U- . .
66 mtGFP mdm30::Kanr/mfb1::Kanr mtGFP BY Diese Arbeit
69 AycaT MATa, his3, leu2, lys2 , ura3, BY4742 | EUROSCARF
ycal::Kanr
MATa, his3, leu2, lys2 , ura3,
70 Aydr306¢ e BY4742 | EUROSCARF
71 Agrr1 MATa, his3, leu2, lys2 , ura3, BY4742 | EUROSCARF
grri::Kanr
MATa, his3, leu2, lys2 , ura3,
71 Aybr280c ragonKons BY4742 | EUROSCARF
73 Acst12/amn1 MATa, his3, leu2, lys2 , ura3, BY4742 | EUROSCARF
cst12/amni::Kanr
74 AyIr097c MATa, his3, leu2, lys2 , ura3, BY4742 | EUROSCARF
ylr097c::Kanr
75 Aufo MATa, his3, leu2, lys2 , ura3, BY4742 | EUROSCARF
ufo1::Kanr
76 Aymr258¢ MATa, his3, leu2, lys2 , ura3, BY4742 | EUROSCARF
ymr258c::Kanr
77 Afcl1/dia2 MATa, his3, leu2, lys2 , ura3, BY4742 | EUROSCARF
fcl1/dia2::Kanr
78 AyIr352w MATa, his3, leu2, lys2 , ura3, BY4742 | EUROSCARF
ylr352w::Kanr
79 Aelad MATa, his3, leu2, lys2 , ura3, BY4742 | EUROSCARF
elal::Kanr
80 Aydr131c MATa, his3, leu2, lys2 , ura3, BY4742 | EUROSCARF
ydr131c::Kanr
81 AyIr224w MATa, his3, leu2, lys2 , ura3, BY4742 | EUROSCARF
ylr224w::Kanr
82 Ayji149w MATa, his3, leu2, lys2 , ura3, BY4742 | EUROSCARF
yjl149w::Kanr
83 Arcy1 MATa, his3, leu2, lys2 , ura3, BY4742 | EUROSCARF

rcy1::Kanr
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MATa, his3, leu2, met15,

Open
84 met30 PMET30::kanR-tet07-TATA R1158 .
URA3::CMV-TA Biosystems
MATa, his3, leu2, met15, Open
85 ctf13 pCTF13::kanR-tet07-TATA R1158 .
URA3::CMV-TA Biosystems
MATa, his3, leu2, met15, Open
86 rbx1/hrt1 pHRT1::kanR-tet07-TATA R1158 .
URA3::CMV-TA Biosystems
MATa, his3, leu2, met15, Open
87 cdc4 pCDC4::kanR-tet07-TATA R1158 .
URA3::CMV-TA Biosystems
) MATa, his3, leu2, lys2 , ura3, pVT100U- . .
88 Aufo1-mtGFP ufo1-Kanr, [URA3] mtGEP BY4742 Diese Arbeit
, : MATa, his3, leu2, lys2 , ura3, pVT100U- . .
89 | Ayl149w-miGFP yjl149w::Kanr, [URA3] MtGFP BY4742 | Diese Arbeit
_ MATa, his3, leu2, lys2, ura3, pVT100U- . .
90 Aylr097c-mtGFP YIr097c:Kanr, [URA3] mtGEP BY4742 Diese Arbeit
o MATa, his3, leu2, lys2 , ura3, pVT100U- . .
91 Afel1/dia2-mtGFP fel1/dia2-Kanr, [URAS] mtGEP BY4742 Diese Arbeit
: MATa, his3, leu2, lys2 , ura3, pVT100U- . .
92 Aylr224w-mtGFP yir224w:Kanr, [URA3] mtGEP BY4742 Diese Arbeit
_ MATa, his3, leu2, lys2 , ura3, pVT100U- . .
93 | Aydri3ic-miGFP ydr131c:Kanr, [URA3] mtGFP BY4742 | Diese Arbeit
) MATa, his3, leu2, lys2 , ura3, pVT100U- . .
94 Arcy1-mtGFP roy1::Kanr, [URA3] mtGEP BY4742 Diese Arbeit
_ MATa, his3, leu2, lys2 , ura3, pVT100U- . .
95 Aymr258c-mtGFP ymr258c::Kanr, [URA3] mtGEP BY4742 Diese Arbeit
) MATa, his3, leu2, lys2 , ura3, pVT100U- . .
96 Agrr1-mtGFP grr1-Kanr, [URA3] mtGEP BY4742 Diese Arbeit
: MATa, his3, leu2, lys2 , ura3, pVT100U- . .
97 Aylr352w-mtGFP yir352w::Kanr, [URA3] mtGEP BY4742 Diese Arbeit
) MATa, his3, leu2, lys2 , ura3, pVT100U- . .
98 Aela1-miGFP elat::Kanr, [URA3] mtGFP BY4742 | Diese Arbeit
_ MATa, his3, leu2, lys2, ura3, pVT100U- . .
99 Aybr280c-mtGFP ybr280c-:Kanr, [URA3] mtGEP BY4742 Diese Arbeit
_ MATa, his3, leu2, lys2 , ura3, pVT100U- . .
100 Aydr306c-mtGFP ydr306c-:Kanr, [URA3] mtGEP BY4742 Diese Arbeit
) MATa, his3, leu2, lys2 , ura3, pVT100U- . .
101 | Acst12/amn1-mtGFP cst12/amn1-Kanr, [URA3] mtGEP BY4742 Diese Arbeit
MATa, his3, leu2, met15,
106 ctf13-mtGFP pCTF13::kanR-tet07-TATA pYX142-mtGFP R1158 Diese Arbeit

URAS::CMV-tTA, [LEUZ]
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MATa, his3, leu2, met15,

107 met30-mtGFP PMET30::kanR-tet07-TATA pYX142-mtGFP R1158 Diese Arbeit
URAS3::CMV-tTA, [LEUZ2]
MATa, his3, leu2, met15,
108 rbx1/hrt1-mtGFP PpHRT1::kanR-tet07-TATA pYX142-mtGFP R1158 Diese Arbeit
URAS3::CMV-tTA, [LEUZ2]
MATa, his3, leu2, met15,
109 cdc4-mtGFP pCDC4::kanR-tet07-TATA pYX142-mtGFP R1158 Diese Arbeit
URAS3::CMV-tTA, [LEUZ]
11|  BY4741-erGFP | MATa Nis3, leu2, met1d, uras, | \\pyo55 orGFP Diese Arbeit
[URAS3]
, JDCEX2
. MATa, his3, leu2, lys2, ura3, P . .
124 Amfb1-mtGFP mifb1-Kanr, [URA3, LEU?] pVT100U- BY4742 Diese Arbeit
mtGFP
, JDCEX2-MFB1
. MATa, his3, leu2, lys2, ura3, |P . .
125 Amfb1-mtGFP mifb1-Kanr, [URA3, LEU?] pVT100U- BY4742 Diese Arbeit
mtGFP
pJDCEX2-
. MATa, his3, leu2, lys2, ura3, MFB1-Afbox . .
126 Amfb1-mtGFP mifb1-Kanr, [URA3, LEUZ] pVT100U- BY4742 Diese Arbeit
mtGFP
. pJDCEX2
* MATa, his3, leu2, met15, ura3, . .
127 Amdm30-mtGFP mdm30::Kanr, [URA3, LEU2] pVT100U- BY4741 Diese Arbeit
mtGFP
pJDCEX2-
* MATa, his3, leu2, met15, ura3, MDM30 . .
128 Amdm30-mtGFP mdm30-Kanr, [URA3, LEUZ] oVT100U- BY4741 Diese Arbeit
mtGFP
pJDCEX2-
* MATa, his3, leu2, met15, ura3, MDM30-Afbox . .
129 Amdm30-mtGFP mdm30-Kanr, [URA3, LEUZ] oVT100U- BY4741 Diese Arbeit
mtGFP
132 | BY4741-MFB1 MATa, h’33’[’Le,:£’5’25’”’e”5’ uras, | JDCEX2-MFB1 Diese Arbeit
MATa, his3, leu2, met15, ura3, pJDCEX2- . .
133 BY4741-MDM30 LEU?] MDM30 Diese Arbeit
137 W303A MATa,ade?2, his3,leu2,trp1,ura3 EUROSCARF
142 | BY4742-YCA1 MATe, h’33'[ ,’f,;il lys2, ura3, | Rs313-YCA1 Diese Arbeit
143 | BY4742-pRS313 MATa, his3, leu2, lys2 , ura3, pRS313 Diese Arbeit
[HIS3]
MATa, his3, leu2, lys2 , ura3, . .
144 Ayca1-pRS313 ycat:Kanr, [HIS3] pRS313 BY4742 Diese Arbeit
148 Amgm1 MATa, his3, leu2, lys2, ura3, BY4742 | EUROSCARF

mgm1::Kanr
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MATa, his3, leu2, lys2 , ura3,

149 Afzo1 B BY4742 | EUROSCARF
fzo1::Kanr
151 Adnm1 MATa, his3, leu2, lys2 , ura3, BY4742 | EUROSCARF
dnm1::Kanr
MATa, his3, leu2, met15, ura3, pRS425-YCA1- . .
156 BY-YCA1-GFP (LEU?] GEP BY4741 Diese Arbeit
Mat a, ade2, his3, leu2, trp1, (Sikorski und
157 YPHS00 (WT) ura3, lys2 Hieter, 1989)
) Mat a, ade2, his3, leu2, trp1, (Rapaport et
158 Aizo1-a ura3, lys2, fzo1:kanr YPHA99 | % o1 1998)
Mat a, ura3452, his3A200, (Hermann et
160 FZO1WT leu241, trp1A63, [LYS2] ISY1823 1 " a1, 1998)
Afzo1 . Kai Dimmer,
161 Matu‘;‘égdfifzhgi'1’_‘?,zlzégp " YPH500 | Universitat
(YKSD018) » 1yse, 1201 Minchen
Adnm1 . Kai Dimmer,
162 Mat 0"3‘3‘7622’ ”O’,S3' ;‘?_‘,’_ﬁggp" YPH500 | Universitat
(YKSD017) uras, lyse, anmt. Miinchen
151 Amip1 MATa, his3, leu2, lys2 , ura3, BY4742 | EUROSCARF
mip1::Kanr
Mat a, ade2, his3, leu2, trp1, (Sikorski und
1641 WT (YPHA499) ura3, lys2 Hieter, 1989)
Mat o, ade2, his3, leu2, trp1, . .
168 | YPH500-Abf2-GFP ura3, lys2, [URAS] pYES-Abf2-GFP Diese Arbeit
: : Mat a, ade2, his3, leu2, trp1, pYES-Abf2- . .
169 | YPH500- Abf2-DsRed ura3, lys2, [URAS3] DsRed Diese Arbeit
MATa, his3, leu2, lys2, ura3 BY-
179 Afzo1/Adnm1a ’ ,“y ’ H Hintergrun | Diese Arbeit
fzo1::Kanr, dnm1::Kanr, rho d
MATa, his3, leu2, lys2, ura3 BY-
180 Afzo1/Adnm1a ’ e + Hintergrun | Diese Arbeit
fzo1::Kanr, dnm1::Kanr, rho d
YMDO04 Mat a, ade2, his3, leu2, trp1, YPH-
183 0 ura3, lys2, fzo1::kanr, Hintergrun | Diese Arbeit
(Afzo1/Adnm1a. rho”) dnm1-HIS3, rho® d
YMD11 Mat a, ade2, his3, leu2, trp1, YPH-
184 (Afzo1/Adnm1a rhoo) ura3, lys2, fzo1::kanr, Hintergrun | Diese Arbeit
dnm1::HIS3, rho° d
YMD12 Mat a, ade2, his3, leu2, trp1, YPH-
185 (Afzo1/Adnm1a rho’) ura3, lys2, fzo1::kanr, Hintergrun | Diese Arbeit
dnm1::HIS3, rho* d
186 |  YPHS500 rho® Mat a, ade2, his3, leu2, trp1, Diese Arbeit

ura3, lys2, rho®
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Mat a, ade2, his3, leu2, trp1,

0 . .
187 YPH499 rho ura3, lys2, ho® Diese Arbeit
: Mat a, ade2, his3, leu2, trp1, pHS12- . .
193 WT-DsRed ura3, lys2, rho* DsRed.T3 YPH500 Diese Arbeit
Mat a, ade2, his3, leu2, trp1, HS12- YPH-
194 | Afzo1/Adnm1-DsRed ura3, lys2, fzo1::kanr, DZRe 4T3 Hintergrun | Diese Arbeit
dnm1::HIS3, rho® : d
) Mat a, ade2, his3, leu2, trp1, pVT100U- . .
195 Afzo1-mtGFP ura3, lys2, fzo1:kanr mtGEP YPH499 Diese Arbeit
) Mat a, ade2, his3, leu2, trp1, pHS12- . .
196 Adnm1-DsRed ura3, lys2, dnm1:HIS3 DsRed.T3 YPH500 Diese Arbeit
. YPH-
197 Afzo1a MATa, his3, leu2, met2, ura3, Hintergrun | Diese Arbeit
fzo1::Kanr d
. YPH-
198 Afzolo MATa, his3, leu2, lys2, uras, Hintergrun | Diese Arbeit
fzo1::Kanr d
MATa, his3, leu2, met2, ura3 YPH-
199 Adnm1a ’ T ’ ’ Hintergrun | Diese Arbeit
dnm1::Kanr d
. YPH-
200 Adnm1a MATa, his3, leu2, lys2, uras, Hintergrun | Diese Arbeit
dnm1::Kanr d
216 Adnm1 tho® MATa, his3, leu2, met15, ura, BY4741 | Diese Arbeit

dnm1 ::Kanr
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