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Zusammenfassung

Die Morphologie und die Dynamik von Mitochondriepieden eine wichtige Rolle bei der
Funktion und Vererbung dieser Organellen. Zum besse/erstandnis der beteiligten
Prozesse missen alle dazugehérigen Komponentetifidert und charakterisiert werden.
Die Erforschung von zwei Proteinen, Mdm35 und Mdm3be die mitochondriale
Morphologie und Verteilung beeinflussen, und ihredghthe Eingliederung in den
Morphogenesapparat der Mitochondrien war Gegensteseér Arbeit.

Der erste Teilabschnitt der Arbeit beschaftigtehsmit der Charakterisierung und
Ermittlung der Funktion von Mdm36 in der Gestaltget von Mitochondrien. Die Dynamik
der Mitochondrien wird mal3geblich von den beidetagonistischen Prozessen Fusion und
Teilung bestimmt. Dnm1, eine Dynamin-verwandte GiRatellt die Schlisselkomponente
der mitochondrialen Teilung in Hefe dar, die in Zesnenarbeit mit weiteren Komponenten
agiert. Teilungsmutanten besitzen netzartige Mibochien, die aufgrund der gestérten
Teilung bei fortlaufender Fusion entstehen. In eliedArbeit wurde gezeigt, dass
Deletionsmutanten voMDM36 stark verzweigte mitochondriale Netzwerke aufwejsgie
denen der Teilungsmutanten sehr &hneln. Doppeloedstudien mit  den
Fusionskomponenten Fzol und Mdm30 lassen annehmass Mdm36 der Fusion
entgegengesetzt wirkt. AuRerdem istAmdm36Mutanten die durch die Depolymerisation
des Aktinzytoskeletts induzierte mitochondriale ITieg blockiert und die Anzahl an
teilungsaktiven Dnml-Komplexen reduziert. Das Zaflex-assoziierte Protein Numl
interagiert mit mitochondrial assembliertem DnmX dardert Gber die dadurch geschaffene
Verankerung der Mitochondrien am Zellkortex die ouitondriale Teilung. Der
mitochondriale Phé&notyp deamdm36 und AnumXMutanten ist fast identisch. Beide
Mutanten besitzen netzahnliche, kompakte Mitochiemdidie wenig N&he zur Zellperipherie
aufweisen und hoch dynamisch sind. Durch die Abwesé von Mdm36 wird die
Kolokalisation von Dnm1 und Num1 aufgehoben. DiEsgebnisse liefern weitere Einblicke
in die mitochondriale Teilungsmaschinerie und legenModell nahe, in dem Mdm36 fur die
Bildung des Numl1/Dnm1-Komplexes und folglich fie d/erankerung der Mitochondrien
am Zellkortex bendtigt wird. Uber diesen wird dagie notwendige Spannung entlang des
Mitochondrientubulus fur die Dnm1l-abhangige Teilwngeugt.

Im zweiten Teilabschnitt der vorliegenden Arbeitrde zunachst die mitochondriale
Morphologie der Mutanten der kirzlich identifizemt Twin CxC-Protein-Familie analysiert.
Anschliel3end wurde das dabei und durch eine voehergle systematische Durchmusterung

einer Hefedeletionsstammsammlung auffallig gewoedBrotein Mdm35 naher untersucht.
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Mdm35 ist ein mitochondriales Protein des Intermemlaums, dessen Deletionsmutante
zum Grol3teil spharische Mitochondrien besitzt umere Wachstumsdefekt bedingt durch
den Verlust von mitochondrialer DNA aufweist. Dieitdthondrien und das instabile
mitochondriale Genom detmdm35Mutante zeigen Ahnlichkeiten zu Zellen auf, denen
entweder die mitochondrialen InnenmembranproteimgnBil bzw. Mdm32 fehlen, oder die
mitochondrialen AufR3enmembranproteine Mmm2, Mdm10dnM2 bzw. das integrale
Membranprotein des Endoplasmatischen Retikulums Ninibe gleichzeitige Deletion von
MDM35 und MDM31 bzw. MDM32 ist synthetisch letal, was ein Hinweis darauf dstss die
Proteine an demselben zellularen Prozess betsihgt Fur die Deletion voMDM31 und
MDM32 konnte bereits eine synthetische Letalitat MiiM1, MMM2, MDM10 undMDM12
gezeigt werden. Mmm1, Mmm2, Mdm10 und Mdm212 bilgs@nen Komplex aus, der eine
Bindung zwischen dem Endoplasmatischen Retikuluh den Mitochondrien herstellt und
vermutlich fur den Austausch von Calcium und Pho$iplden zustandig ist. Dieser
Komplex befindet sich aul3erdem in Nachbarschaiv agplizierender mitochondrialer DNA.
Die erhaltenen Ergebnisse deuten darauf hin, dat®38 mdoglicherweise als Protein des
Intermembranraums  eine  Funktion bei der  Vermittlunggzwischen  dem
Mmm1/Mmm2/Mdm10/Mdm12-Proteinkomplex  und  den Innennibranproteinen
Mdm31/Mdm32 besitzt und so ein koordiniertes mitwudiriales Wachstum ermdéglicht durch
Kopplung der Replikation des mitochondrialen Genoomsl der Aufrechterhaltung der

mitochondrialen Membranen Uber den Lipidtransport.
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Summary

Morphology and dynamics of mitochondria play a calntole for function and inheritance of
these organelles. For a better understanding ofirthelved processes all corresponding
components have to be identified and characteridzég: investigation of two proteins,
Mdm35 and Mdm36, which influence the mitochondnedrphology and distribution, and the
unraveling of their possible roles within the mhoadrial morphogenesis machinery was
subject of this work.

The first part of the work dealt with the chaeatzation and determination of the
function of Mdm36 concerning the morphology of nohiondria. The dynamic behavior of
mitochondria is crucially determined by the antdgtim processes fusion and fission. Dnm1,
a dynamin-related GTPase, is the key componentitoichondrial division in yeast which is
acting in concert with additional components. Dmsmutants harbor net-like mitochondria
which are formed due to blocked fission by ongdumgion. Here, it was shown that deletion
mutants ofMDM36 possess highly interconnected mitochondrial nétesdhat resemble
mitochondria of division mutants. Double deletioralyses with the fusion components Fzol
and Mdm30 indicate that Mdm36 acts antagonistidallyhe fusion process. Furthermore, in
Amdm36mutants mitochondrial fission induced by depolysion of the actin
cytoskeleton is blocked and the amount of fissictiva Dnm1 complexes is reduced. The
cell cortex-associated protein Num1 interacts \wittochondrially assembled Dnm1 and thus
promotes mitochondrial division via the binding wiitochondria to the cell cortex. The
mitochondrial phenotype of thamdm36 and AnumXmutants is virtually identical. Both
mutants show net-like, compact mitochondria thatreot restricted to the cell periphery and
highly motile. In the absence of Mdm36 the colacation of Dnm1 and Num1 is abolished.
These results provide further insight into the whiondrial division machinery and suggest
that Mdm36 is required for the formation of the gbex containing Num1l and Dnm1l and
thus for the binding of mitochondria to the celttea. This complex then is necessary for the
generation of tension along mitochondrial tubulkattis critical for a Dnml-dependent
division.

In the second part of the work the mitochondrialrphology of the mutants of the
recently identified twin C3C protein family was analyzed. Afterwards the proteldma35,
which also was found in a systematic screen of astyaleletion library, was further
investigated. Mdm35 is a mitochondrial proteintwé intermembrane space. Deletion mutants
mainly harbor spherical mitochondria and show awtgno defect due to the loss of

mitochondrial DNA. The mitochondria and the unstabilitochondrial genome @fmdma35
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mutants strikingly resemble cells that lack eittie mitochondrial inner membrane proteins
Mdm31 or Mdm32, or the mitochondrial outer membrangteins Mmm2, Mdm10, Mdm12
or the integral membrane protein of the endoplageticulum Mmm1. The mutual deletion
of MDM35 andMDM31 or MDM32 is synthetically lethal. This observation pointsatmle of
these proteins in the same cellular process. Fodétetion ofMDM31 and MDM32 it was
already shown that additional deletion MM1, MMM2, MDM10 and MDM12 is also
synthetically lethal. Mmm1, Mmm2, Mdm10 and Mdmi&#rm a complex that works as a
molecular tether between the endoplasmic reticuaimd mitochondria and is presumably
responsible for calcium and phospholipid exchargeaddition, this complex is localized
adjacent to actively replicating mitochondrial DNAhese data suggest that Mdm35, maybe
as a protein of the intermembrane space, functiass a mediator between the
Mmm1/Mmm2/Mdm10/Mdm12 protein complex and the innemembrane proteins
Mdm31/Mdm32. Thus coordinated mitochondrial growtibuld be possible by coupling

mitochondrial genome replication and membrane upkegetransport of lipids.
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1 Einleitung

Mitochondrien sind essentielle Organellen fast ralleukaryotischer Zellen. lhre
Hauptfunktion ist die Energieerzeugung tber diglative Phosphorylierung (Saraste, 1999).
Aber auch andere wichtige metabolische Prozesse, 2. die Eisen/Schwefel-Cluster-
Assemblierung, die Lipidbiosynthese sowie die Sgatheiniger Aminosauren, werden von
mitochondrial lokalisierten Proteinen bewerkstell{cheffler, 2001). Mitochondrien sind
komplexe, von einer Doppelmembran umgebene Organetiit einer charakteristischen
Morphologie und Verteilung innerhalb der Zelle. @=i Faktoren sind fur die
Aufrechterhaltung s&dmtlicher mitochondrial gestéerelProzesse von grol3er Bedeutung. Eine
Fehlfunktion dieser Prozesse hat viele neurodegéwerKrankheiten zur Folge, wie z.B.
Parkinson und Alzheimer, sowie die Zellalterung wpubptose (Schapira, 2006; Schapira,
2008). Die Entschlusselung der an der mitochorehmialMorphogenese beteiligten
Komponenten ist deswegen von erheblicher Releviaimge Proteine, die die Morphologie
und die Verteilung der Mitochondrien beeinflussemjrden bereits aufgedeckt, andere

hingegen bedirfen noch weiterer Erforschung.

1.1 Der ModellorganismusSaccharomyces cerevisid8. cerevisiag

Die BackerhefeS. cerevisiadst ein eukaryotischer, einzelliger Pilz aus detan8n der
Ascomyceten, der sich als Modellorganismus fir Eitorschung von zellularen Prozessen
aus mehreren Grunden bewdahrt hat. Zum einen istG#amm der Backerhefe seit 1996
vollstandig sequenziert (Goffeat al, 1996) und aufgrund der gro3en Homologien zwischen
S. cerevisiaeund hoheren Eukaryoten (46% Homologie zum Menschessen sich die
erhaltenen Erkenntnisse auch auf mehrzellige Osgasm Ubertragen (Landet al, 2001;
Foury und Kucej, 2002). Zum anderen sind Hefezdbarht kultivierbar, besitzen eine kurze
Generationszeit (~ 2 h) und kénnen bei -80°C UbbreJhinweg stabil gelagert werden. Diese
Faktoren zusammen mit der leichten gentechnischanipdlierbarkeit machen Hefe zu
einem experimentell einfach zu handhabenden Modgiosmus.

Fur die Erforschung von Mitochondrien Bt cerevisia@in besonders gut geeigneter
Organismus. Hefezellen sind fakultativ anaerob k@ihen somit ihren Energiebedarf durch
Fermentation decken (Tzagoloff und Dieckmann, 199@)glich sind nur wenige Proteine
fur das Uberleben der Hefezellen essentiell. Aeseatin Grund sind auch Deletionen und
Mutationen von Genen leicht zu analysieren, diedi@r Funktion von Mitochondrien nétig

sind, wie z.B. die respiratorische Kompetenz uredrditochondriale Morphologie.
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Backerhefe kann sowohl haploiMATa undMATa) als auch diploid NIATa/k) vorliegen,
was fur genetische Arbeiten von grof3em NutzenGsihtechnische Manipulationen kénnen
sehr leicht an haploiden Hefezellen durchgefluhrtder, da nur eine Kopie des Gens
verandert werden muss. Diploide Hefezellen engsteturch Verschmelzung von haploiden
Zellen entgegengesetzten Paarungstyps (sexuell&tusdy Sowohl Diploide als auch
Haploide konnen sich durch Knospung vermehren (atiger Zyklus). Bei schlechten
Lebensbedingungen bilden diploide Hefezellen awd$eridber Meiose haploide Sporen aus,
die als Tetrade in einem sogenannten Ascus vorlieBei besseren Bedingungen kdnnen

diese wieder zu haploiden Zellen keimen (Herskqwli®B88; Kassiet al, 2003).

1.2 Funktion, Struktur und Ursprung von Mitochondri en

Mitochondrien sind an einer Vielzahl von Stoffweelpsozessen beteiligt. Ihre zentrale Rolle
liegt in der Versorgung der Zelle mit Energie inrfaovon ATP (Saraste, 1999). Eine weitere
wichtige Funktion beinhaltet die Biogenese und Agsleerung von Eisen/Schwefel-Clustern,
die essentielle Kofaktoren von Proteinen bildene din Elektronentransport, in der
enzymatischen Katalyse sowie in der RegulationGlrexpression involviert sind (Kispet
al., 2005; Lill und Muhlenhoff, 2005). Aul3erdem sindtdthondrien an Prozessen beteiligt
wie dem Fettsdaureabbau, dem Harnstoffzyklus, den-Béosynthese sowie der Synthese
einiger Aminosauren und Lipide (Scheffler, 2001cknannet al, 2003). Durch die Rolle
der Organellen bei der Apoptose, dem programmiegeltod, (Green und Reed, 1998;
Perfettini et al, 2005) und in der Zellalterung (Balaba@ al, 2005) sowie durch die
Entdeckung von Krankheiten, die auf eine Fehlfuorktder Mitochondrien zurtckzufiihren
sind (Schapira, 2006; Schapira, 2008), wird in geltbiologischen Forschung wieder ein
Hauptaugenmerk auf die Mitochondrien gelegt.

Laut der Endosymbiontentheorie sind Mitochondriearcd Phagozytose eines
a-Proteobakteriums in eine praeukaryotische Urzetitsstanden (Gragt al, 1999). Darin
liegt auch der Aufbau der Mitochondrien begrinds Organell ist von zwei Membranen
umgeben, der mitochondrialen Auf3en- und Innenmembdie den Matrixbereich vom
Zytosol abgrenzen. Zwischen der mitochondrialen eéuf3und Innenmembran liegt ein
schmaler Raum, der als Intermembranraum bezeictuiret Die sogenannten Cristae,
Einstlilpungen der Innenmembran, dienen zur ObdiéeergrofRerung und ragen in den
Matrixraum hinein. Die Cristae stellen eigene Mkwmpartimente dar, die Ubearistae
junctions mit derinner boundary membraneler parallel zur Aulienmembran verlaufenden

Innenmembran, verbunden sind (Perlehal, 1997; Mannella, 2008). Infolgedessen wird die
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Innenmembran nochmals in zwei Subkompartimentertaiite die Cristae-Membran und die
inner boundary membran@/ogel et al, 2006; Wurm und Jakobs, 2006). Somit entstehen
funf von einander getrennte Reaktionsraume, digrantl ihrer raumlichen Trennung und
einer unterschiedlichen Ausstattung an Proteinemschéedene Funktionen in den
Mitochondrien ibernehmen kénnen.

Zusatzlich zu der Doppelmembran, die fir die Egddsontentheorie spricht, gibt es
noch ein weiteres Argument, das diese Hypothessrmauert: Mitochondrien sind im Besitz
eines eigenen Genoms. Die zirkulare mitochondid&&\ (mtDNA) liegt in S. cerevisiaen
Form von ~10-15 mtDNA-Nukleoiden pro Zelle vor (Wamson und Fennell, 1979).
Nukleoide sind grof3e Komplexe, die ein bis zwei i€opder DNA-Molekile sowie
verschiedenste Proteine beinhalten, wie z.B. inBdmkerhefe die mtDNA-Polymerase Mipl
(Foury, 1989), das DNA-bindende Verpackungspro@ii2 (Diffley und Stillman, 1991;
Diffley und Stillman, 1992) sowie das DNA-binden@etein Mgm101, das fur die Reparatur
oxidativer mtDNA-Schaden verantwortlich ist (Chehal, 1993; Meeuseret al, 1999).
Abhangig vom jeweiligen Organismus kodiert die m#bNaber nur flir wenige
mitochondriale Faktoren. Unter ihnen sind tRNAs, NA&®, Untereinheiten der
mitochondrialen Ribosomen sowie der Atmungskettemidexe (Grivell, 1995; Gragt al,
1999). Im Verlauf der Evolution wurde beinahe dasagnte Genom des Endosymbionten
eliminiert bzw. Uber Gentransfer in den Zellkertegriert (Adams und Palmer, 2003; Timmis
et al, 2004). Folglich liegt eine Vielzahl der fur dietathondrialen Proteine kodierenden
Gene im Kerngenom vor (ungefahr 1000 Proteine ifeHgickmanret al, 2003; Guldener
et al, 2005). Nach der im Zytosol erfolgten Synthese suiisdie Proteine posttranslational
Uber die in den mitochondrialen Membranen lokatisie Transportkomplexe in die
Mitochondrien importiert werden (Pfannet al, 2004; Reichert und Neupert, 2004). Damit
Mitochondrien funktionsfahig sind, muss also diepiession des Kerngenoms und der
MtDNA koordiniert ablaufen.

Hefemutanten mit einem Defekt in der oxidativero$tihorylierung kbnnen auf einer
nicht fermentierbaren Kohlenstoffquelle nicht waamsSie werden algetMutanten petite
bezeichnet, da sie auf einer begrenzten Mengerarefgierbarer Kohlenstoffquelle kleinere
Kolonien ausbilden als der Wildtyp (Ephruset al, 1949). Dabei wird zwischen
zytoplasmatischen und nukledrgretites unterschieden. Zu den zytoplasmatischsst
Mutanten gehéren Hefestamme, die einen Defekt mnal®NA besitzen. Kommt es zur
Beschadigung der mtDNA, so wird die Bezeichnurg] und beim kompletten Verlust der

mtDNA die Bezeichnungrfio’] verwendet. Hefestamme, die funktionelle mtDNA iz,
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werden als ho’] bezeichnet. Nuklear@etMutanten hingegen tragen die Mutation im
Kerngenom (Tzagoloff und Dieckmann, 1990).

Da Mitochondrien nichtle novosynthetisiert werden kdnnen, missen sie zusammen
mit der mtDNA an die Tochterzellen vererbt werderDafir wurde ein
membrandurchspannender Komplex bestehend aus deainen Mmml mitochondrial
maintenance of wrphology, Mmm2, Mdm10 itochondrial dstribution and_norphology
und Mdm12 postuliert, der mdglicherweise eine Vieding zwischen der mtDNA und dem
Aktinzytoskelett herstellt (Aiken Hobbst al, 2001; Boldoghet al, 2003). Mdm31 und
Mdm32 sind Proteine der Innenmembran, die die Vellong der mtDNA mit dem
membrandurchspannenden Komplex herstellen kondtemnferet al, 2005). Nach neuesten
Erkenntnissen scheint Mmm1 jedoch kein mitochotesiadAul3enmembranprotein zu sein,
sondern ein integrales Membranprotein des Endoplisohen Retikulums (ER) (Kornmann
et al, 2009). Die Proteine Mmm1, Mmm2, Mdm10 und MdmiRidn vermutlich einen
Komplex (ERMES =ER-mitochondria_écounter_fructure), der eine Bindung zwischen ER
und den Mitochondrien herstellt und fir den Austuson Calcium und Phospholipiden

zustandig ist (Kornmanet al, 2009).

1.3 Die mitochondriale Morphologie

Mitochondrien sind keine starren Gebilde mit eimérenférmigen Gestalt, so wie es in
vielen Lehrblchern dargestellt ist. Abhangig vong&rismus und dem Zelltyp sowie dem
zellularen metabolischen Bedarf existieren Mitoadrgen in unterschiedlicher Form und
Anzahl. Sogar in einem einzelligen Organismus @iecerevisiadast die Morphologie der
Mitochondrien sehr variabel. In logarithmisch waamiden Hefezellen bilden die
Mitochondrien ein verzweigtes, tubulares Netzwemnteudem Zellkortex aus (Hoffmann und
Avers, 1973; Stevens, 1981). Dabei ist die Kohlaffgtielle ausschlaggebend fiir den Grad
der Verzweigung. Auf nicht fermentierbarer Kohlaffjuelle missen die Hefezellen ihren
ATP-Bedarf Uber die Atmung decken, was eine hoihitechondrienmasse zur Folge hat
(Visseret al, 1995; Egneet al, 2002). Auch die jeweilige Wachstumsphase derezeliat
einen starken Einfluss auf die mitochondriale Maiplgie. In der stationaren
Wachstumsphase besitzen die Hefezellen anstellendeshondrialen Retikulums zahlreiche
kleine Fragmente. Fur die Adaption der mitochorldnaMorphologie an die jeweiligen
physiologischen Bedingungen sowie fur die Vererbdeg Mitochondrien sind sowohl die

koordinierten Prozesse Teilung und Fusion als aden gerichtete Transport der
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Mitochondrien entlang des Zytoskeletts essentigdréiter-Hahn, 1990; Nunnaet al, 1997;
Okamoto und Shaw, 2005; Megz al, 2007).

1.3.1 Fusion und Teilung von Mitochondrien inS. cerevisiae

Die Ausbildung eines kontinuierlichen mitochondeialNetzwerkes ist abhangig von einem
dynamischen Gleichgewicht der beiden antagonisisétrozesse Teilung und Fusion (Sesaki
und Jensen, 1999; Shaw und Nunnari, 2002; Western008). Durch das Fehlen einer
Teilungs- bzw. einer Fusionskomponente wird dasaBtewicht in Richtung Fusion bzw.
Teilung verschoben, wodurch das mitochondriale Wetk einer starken morphologischen
Veranderung unterliegt (Abb.1-1). Ist die Teilunigdkiert, indem z.B. das kodierende Gen
der Teilungskomponente Dnmilyfamin-related deletiert ist, so kommt es aufgrund der
fortschreitenden Fusion zur Ausbildung von starkemander verbundenen, netzartigen
(fischernetzartigen) Mitochondrien (Abb.1-1) (Otaweg al, 1998). Wird das Gleichgewicht
hingegen durch Verlust einer Fusionskomponente Fdel fuzzy miong in Richtung
Teilung verschoben, kommt es zur Fragmentierungnaigschondrialen Retikulums (Abb.1-
1) und zusatzlich zur respiratorischen Inkompetdoech Verlust der mtDNA. Bei der
gleichzeitigen und gleich starken Stoérung beidevzBsse bildet sich hingegen wieder ein
wildtypahnliches, mitochondriales Netzwerk aus @Bkrdet al, 1999; Sesaki und Jensen,
1999).

Der mitochondriale Phanotyp kann durch die Reihigefaer Ausschaltung der Gene
stark beeinflusst werden. So zeigt eine Doppelmeatan der zuersEZO1 deletiert wurde
und dannDNM1, zum grof3en Teil fragmentierte mitochondriale Buen. Wird hingegen
zunachst die Teilungskomponente Dnm1 blockiert dewth die Fusionskomponente Fzol, so
weist der Hefestamm eine netzartige Mitochondrieqinologie auf (Bleazarét al, 1999;
Sesaki und Jensen, 1999).
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Fusionsdefekt Wildtyp Teilungsdefekt

= e
Afzo1 Adnm1
Amgm1 Afis1
Augo1 Amdv1

Abb.1-1: Mitochondriale Morphologie bei Blockade de s Fusions- oder Teilungsapparates. Bei
Fehlen von Fusionskomponenten (Fzol, Mgm1, Ugol) kommt es durch Stdérung der mitochondrialen
Fusion bei fortlaufender mitochondrialer Teilung zur Ausbildung von fragmentierten Mitochondrien
(links). Umgekehrt bilden sich bei der Blockade der mitochondrialen Teilung durch Verlust von Dnm1,
Fisl bzw. Mdvl bei andauernder Fusionsaktivitit der Mitochondrien stark verzweigte, netzartige
(fischernetzartige) mitochondriale Strukturen aus (rechts). Ein wildtypéhnliches, mitochondriales
Retikulum entsteht durch gleichzeitige Deletion von Teilungs- und Fusionskomponenten (Mitte).
Dargestellt sind jeweils Uberlagerungen einer Differential-Interferenz-Kontrast- (DIC) mit einer
Fluoreszenzaufnahme der Mitochondrien (mtGFP). Der GréRenbalken entspricht 5 pm.

1.3.1.1 Die mitochondriale Fusionsmaschinerie

Mitochondrien sind Organellen, die eine Doppelmeanisesitzen, weswegen fir ihre Fusion
sowohl Komponenten der Innen- als auch der Auf3erbream benétigt werden. Die
mitochondriale FusionsmaschinerieSncerevisiadesteht aus drei Kernkomponenten: Fzol,
Ugol und Mgml.FZO1 aus der Hefe wurde als Homolog degzy aionsGens von
Drosophila melanogasteidentifiziert (Hales und Fuller, 1997; Hermaret al, 1998;
Rapaportet al, 1998). Das Fzol-Protein ist evolutionér konsetwied eine grol3e GTPase,
die in hochmolekulare Komplexe assembliert. Fzaditbezwei Transmembrandomanen, die
es in der AuRenmembran der Mitochondrien verankerd,exponiert zwei oder drei Coiled-
Coil-Doméanen und die GTPase-Domaéne ins Zytosol. Io@p-Region zwischen den beiden
Transmembrandomé&nen ist im Intermembranraum lokeligAbb.1-2) (Hermanret al,
1998; Rapaporet al, 1998; Fritzet al, 2001). Uber diese konnte Fzol mit Komponenten der
mitochondrialen Innenmembran  interagieren.  Verrohtli stellt  Fzol  die
Schlusselkomponente der mitochondrialen Fusioniddem es das Vermischen der Lipid-
Doppelschicht der mitochondrialen Auf3enmembranermieelt (Hoppins et al, 2007;
Westermann, 2008).

Die Dynamin-verwandte GTPase Mgnthitochondrial ggnome_raintenancg wurde
in einem Screen entdeckt, in dem nach Mutantencfesuurde, die einen Defekt im Erhalt
des mitochondrialen Genoms aufwiesen (Jones undnfam 1992). Mgm1l besitzt einen
Transmembrananker, eine GTPase-Doméne, eine miblemane unbekannter Funktion und
eine GTPase-Effektordoméne (GED) (Waetgal, 2000; Wonget al, 2003; Okamoto und

Shaw, 2005) und liegt in zwei Isoformen vor, eitergen (I-Mgm1) und einer kurzen (s-
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Mgm1l) (Abb.1-2). Die lange Isoform I-Mgm1 ist Gbemme Transmembrandomane in der
mitochondrialen Innenmembran verankert. S-Mgm1 wiudch proteolytische Prozessierung
erzeugt, wodurch es zu einer Abspaltung der Tramdmenregion von I-Mgml1l kommt. Es
liegt im Intermembranraum peripher an der Innenmamlassoziiert vor (Herlaet al, 2003;
McQuibbanet al, 2003; Wonget al, 2003).

Die dritte mitochondriale Fusionskomponente Ugado= japanisch fur Fusion) ist in
der mitochondrialen AuRenmembran eingebettet (ABp.(Sesaki und Jensen, 2001). Ugol
besitzt drei Transmembrandoménen sowie zwei vetiigtia Carrier-Domanen. Wahrend
der N-Terminus ins Zytosol ragt, befindet sich d&Terminus im Intermembranraum
(Hoppinset al, 2009).

Der Turnovervon Fzol reguliert die Effizienz der mitochondemlFusion. Dieser ist
abhangig von Mdm30niitochondrial dstribution and_norphology. Mdm30 ist ein Mitglied
der F-Box-Protein-Familie und vermittelt die Ubitiaylierung und den dadurch initiierten
Abbau von Fzol (Cohest al, 2008). Beim Verlust von Mdm30 kommt es zur Akkuation
von Fzol und zur Aggregation von Mitochondrien, eiodie Mitochondrien miteinander
verbunden zu sein scheinen, aber trotzdem unfahi) ein vollstdndiges Fusionsereignis
durchzufihren (Fritet al, 2003; Neutzner und Youle, 2005; Escobar-Henrigaes, 2006).

Fur die Fusion von Mitochondrien missen vier Megmien in einer koordinierten Art
und Weise miteinander verschmelzen. Der erste tBadtrdie Bildung vortransKomplexen,
die durch Proteine auf der Oberflache beider Fsgiariner erreicht werden (Abb.1-2). Der
zweite Schritt beinhaltet die Vermischung der Lipidppelschicht. Virale Fusionsproteine
und SNAREs goluble Nethylmaleimide-sensitive factottachment protein m@eptorg bilden
durch Aneinanderlagerung von Coiled-Coil-Domanehelikale Bundel aus, die so die
entgegengesetzten Membran in rAumliche Nahe zudndmingen und die Vermischung der
Lipid-Doppelmembran initiieren (Webet al, 1998). Fzol besitzt die fur solch ein Fusogen
notwendigen Voraussetzungen: Coiled-Coil-Doméanengi zTransmembrandoméanen und
eine GTPase-Domane, deren bereitgestellte Enengreiahend wére, um die Energiebarriere
fur die Durchmischung der Lipid-Doppelschicht zuetibinden (Okamoto und Shaw, 2005;
Hoppinset al, 2007; Westermann, 2008). Nach der Fusion der Am@enbran muss die
Fusion der Innenmembran stattfinden. Hierbei spielimutlich Mgm1 die Schlusselrolle.
Mgml konnte wie Fzol die Bildung vomransKomplexen und somit die Lipid-
Durchmischung zur Folge haben (Meeuse¢ral, 2006; Hoppinget al, 2007). Ugol kénnte

als Adapter zwischen Fzol und Mgml bei der kooediah Fusion der Auf3en- und der
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Innenmembran wirkenAlternativ ware auch eine direktkteraktion von Fzoluber seine

Loop-Region mit MgmXenkba (Merzet al, 2007).

v IMR AM Zytosol AM IMR M
Abb.1-2: Modell der mitochondrialen Fusionsmaschinerie in S. cerevisiae. Dargestellt sind zwei

Fzol-Molekule (lila) benachbarter Mitochondrien, die Uber ihre C-terminalen Coiled-Coil-Doméanen
(CC) a-helikale Biindel ausbilden, wodurch deren Membranen in rAumliche Nahe zueinander gebracht
werden. Ugol (griin) besitzt drei Transmembrandoméanen und ist in der AuRenmembran lokalisiert.
Mgm1 (blau) existiert in zwei Isoformen, einer langen Form, die eine Transmembrandomane in der
Innenmembran (IM) aufweist, und einer kurzen Form, bei der durch proteolytische Spaltung
(Spaltstelle gekennzeichnet mit Pfeil) diese Domane entfernt wird. Uber welche Doméanen die drei
Proteine miteinander interagieren, ist noch unbekannt. Die N-Termini der Proteine sind jeweils mit N
gekennzeichnet. AM: mitochondriale AuRenmembran, CC: Coiled-Coil-Doméane, GED: GTPase-
Effektordoméne, IM: mitochondriale Innenmembran, IMR: Intermembranraum, MD: mittlere Doméane,
TM: Transmembrandomane (veréndert nach Westermann, 2008).

1.3.1.2Die mitochondriale Teilungsmaschineri

Die Kernmaschinerie der mitochondrialen TeilungS. cerevisiaebesteht aus den vi
ProteinenDnm1, Fisl, Mdvl und CafDie Schlisselkomponente Dnmdynamin-related),
eine Dynaminverwandte GTPa, besitzt eine N-terminaldioch konservierteGTPase-
Doméne, eine mittlere Domane, € Region, die als Insert B bezeichnet wird und de
Funktion unbekannt isgsowie eine terminale_J Pase-Hektordoméane (GED (Abb.1-3 A)
(Hoppinset al, 2007;Westermann, 200. Die mittlere und die GEDomane sind fur intr-
und intermolekulare Wechselwirkungen wichtig, die die Selbstassemblierung und fir
durch die Assemblierung stimulierte Hydrolyse begtdwverden(Severet al, 1999; Hoppins
et al, 2007). Zytosoliscbs Dnml assembliert als punktférmige Strukturen dem
Mitochondrien (Otsugeet al, 1998) Diese Komplexe sind hoch dynamisch und wel

durch kontinuierliché\ssoziation und Dissoziation bestim(LegesseMiller et al, 2003).
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Fisl fission), ein Uber seine C-terminale Transmembrandom&ndem mitochondrialen
AulRenmembran verankertes Protein, liegt gleichm@®ey die mitochondriale Oberflache
verteilt vor (Mozdyet al, 2000). Der N-Terminus von Fisl ragt ins Zytosod besitzt sechs
a-Helices, die eine superhelikale TPR-&hnlichandem _etratricopeptide _epeaty Falte
ausbilden. Die dadurch gebildete konkave, hydrophGiberflache dient Protein-Protein-
Interaktionen (Abb.1-3 A) (Suzukit al, 2003; Suzuket al, 2005).

Mdvl (mitochondrial dvision) und Caf4 CCR4 _asociated dctor) sind zwei
verwandte losliche Proteine, die die gleiche Domatrektur besitzen: eine NTE-Domane
(N-terminal etension mit zwei a-Helices, Uber die sie mit Fisl interagieren, eGwled-
Coil-Doméne, die homotypische Interaktionen veraltittund ein C-terminales WD40-Motiv,
das einen siebenblattrigen Propeller ausbildetpdeDnm1 wechselwirkt (Abb.1-3 A) (Tieu
und Nunnari, 2000; Tieset al, 2002; Cerveny und Jensen, 2003; Griffinal, 2005; Zhang
und Chan, 2007). Fisl fungiert in dem Teilungskamphls Membranrezeptor, wahrend
Mdvl und Caf4 als Adapterproteine Dnm1 rekrutief@as Mdv1-Paralog Caf4 besitzt zwar
die gleiche Domanenstruktur und vermittelt analimgea- und intermolekulare Interaktionen,
dennoch sind beide Proteine funktionell nicht rethmi. In Hefezellen, in denen die
Rekrutierung von Dnm1 nur von Caf4 vermittelt wirs, die mitochondriale Teilung stark
beeintrachtigt. Im Gegensatz dazu lieghtaf4Mutanten ein wildtypisches, mitochondriales
Netzwerk vor mit einer Teilungsrate, die auch imeeiWildtypzelle zu beobachten ist (Griffin
et al, 2005). Die Caf4-enthaltenden Komplexe scheinetmehr eine andere Funktion als
die der Teilung zu Ubernehmen. Von Schaetsal. (2006) wurde gezeigt, dass Fisl/Caf4-
Komplexe moglicherweise flr eine verstérkte Zellgrrorientierte Rekrutierung von Dnm1
verantwortlich sind. Diese Dnml-Komplexe kdnntemeeiBindung mit dem Zellkortex
vermitteln (Schausst al, 2006), die wiederum eine Rolle bei der mitochaddn Motilitat
und bei der Retention der Mitochondrien wéahrend deansports des Organells zur
entstehenden Knospe spielen wiirde.

Interessanterweise wurde Nunruglear mgration), ein Protein, das eigentlich die
Segregation des Zellkerns vermittelt (Kormaretcal, 1991), als mdgliche Komponente
entdeckt, die die Bindung der Mitochondrien an dehkortex bewerkstelligt (Cervenst al,
2007). Numl ist am Zellkortex Uber eine C-terminBld-Domane gleckstrin fomology
verankert und nimmt eine Funktion bei der mitocha@aidn Teilung und Verteilung ein
(Cerveny et al, 2007). Der Verlust von Numl fihrt zwar nicht zuwollstandigen
Teilungsdefekt, dennoch werden in dieser Mutamtdnmil-ahnliche mitochondriale

Strukturen beobachtet. Zusatzlich dazu kolokalisiduml teilweise mit mitochondrial
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assemblierten Dnm1-Komplexen, wobei das Adapteeprdidvl allerdings nicht in diesen
Komplexen enthalten ist. Aul3erdem weisen in einigiiezellen, die weder Dnm1 noch
Numl besitzen, die Mutterzellen keine Mitochondraari. Folglich kénnten beide Proteine,
Dnml und Numl, bei dem Erhalt und somit der Veragoder Mitochondrien eine wichtige
Rolle spielen (Cervengt al, 2007). Dabei konnte die durch Fisl/Caf4-vermtit&ellkortex-
orientierte Rekrutierung von Dnm1 eine Funktion 8er Bindung der Mitochondrien Uber
Numl an den Zellkortex Ubernehmen (Abb.1-3 B). Bi¥erankerung wirde nicht nur die
Retention der Mitochondrien bewerkstelligen, sondauch zur mitochondrialen Teilung
beitragen, indem durch die zusatzliche BindungMiochondrien an wachsende Aktinkabel
die mdgliche notwendige Spannung fur die Teiluneegt werden wirde (Cervery al,
2007; Schauss und McBride, 2007).

Gegenwartige Modelle der mitochondrialen Teiluredpen davon aus, dass Dnm1 die
eigentliche Teilung der Membranen vermittelt (Okémnand Shaw, 2005; Hoppiret al,
2007; Merzet al, 2007; Westermann, 2008). Fisl, der Membranrezeptal Mdv1/Caf4,
die Adapterproteine, rekrutieren Dnm1 an die mityahiale Oberflache und helfen im ersten
Schritt der Teilungsreaktion bei der dynamischesefsblierung von Dnmlin vitro wurde
gezeigt, dass Dnm1 durch Selbstassemblierung ifeotittfreien oder im GDP-gebundenen
Zustand gebogene Filamente bzw. im GTP-gebundenstadd sogar ausgedehnte Spiralen
bildet (Ingermanet al, 2005). Infolgedessen kénnte sich Dnml an den dWidadrien
spiralenférmig anlagern, wobei das gesamte Orgawoellder Spirale umschlossen ware. Der
Durchmesser dieser beobachteten Dnml-Spiralen It ~100 nm, wahrend der
Durchmesser eines Mitochondrientubulus aber 300M0Metragt. Die Selbstassemblierung
von Dnml in Form von Spiralen kdnnte Uber GTP-Hiyge und dadurch entstehende
Konformationsanderungen die notwendige Reduktion s déDurchmessers des
Mitochondrientubulus (Einschnirung eonstrictio) und die anschlieRende Teilung des
Organells zur Folge haben (Ingermetral, 2005; Okamoto und Shaw, 2005; Hoppatsal.,
2007). In diesem Fall ware die Funktion von Dnm#lih, wie die von anderen Mitgliedern
der Dynamin-Familie, die an Teilungsereignissen we&mbranen beteiligt sind (Praefcke
und McMahon, 2004). Durch zeitaufgeléste mikroskope Analysen wurde allerdings
gezeigt, dass die Dnml-Assemblierung und die letitiche Teilung nur stattfinden kann,
wenn parallel eine Einschnirung des Mitochondriealus erfolgt, die mit ~100 nm in etwa
dem Durchmesser von Dnml-Spiralen entspricht (Lssd4iller et al, 2003; Ingermaret
al., 2005). AulRerdem konnteconstrictionsdieser Art auch imAfisl- und AdnmZtZellen
beobachtet werden (Jakolet al, 2003). Infolgedessen konnen diese Ereignisse auch
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unabhangig von Dnml und Fisl erfolgen. Der Aushitdueiner Mitochondrien-
umschlieenden Dnml-Spirale muss somit moglicheevesrst die Einschnirung des
Mitochondrientubulus vorausgehen. Denkbar wéres d#is vorher bendtigteonstriction
durch die Teilung der mitochondrialen Innenmembwamittelt wird.

Eine mogliche Komponente dafir ist das Protein 8rimitochondrial dstribution
and norphology, das ein mitochondriales Innenmembranproteinteiir¢Messerschmitet
al., 2003). Durch Deletion vorMDM33 entstehen ringahnliche und hohlkugelférmige
Mitochondrien. Auf elektronenmikroskopischen Aufnam weist die Mutante langgestreckte
Organellen auf, wobei die Doppelmembranen einematdn Matrixraum umschlie3en. Die
Fusion dieser Mitochondrien in der zweiten undtent Ebene kdonnte zu den mit dem
Fluoreszenzmikroskop sichtbaren ringadhnlichen uoblkugelférmigen Strukturen fuhren.
Die Uberexpression voRIDM33 fiihrt hingegen zu einem starken Wachstumsdefettzum
Fragmentierung der Mitochondrien. AuRerdem konrgeh ultrastruktureller Ebene Septen
bzw. vesikulare Strukturen der mitochondrialen hmembran beobachtet werden.
Interessanterweise verhélt sislindm33in Doppeldeletionsstudien epistatisch Afis1, und
Afzol epistatisch zuAmdm33 Folglich ist Mdm33 notwendig fir die Ausbildungesd
netzartigen mitochondrialen Phanotyps Aisl-Zellen und Fzol fur die Bildung der
ringahnlichen Mitochondrien ilmdm33Mutanten. Mdm33 besitzt laut Vorhersage zwei
Transmembrandoménen. Der C-Terminus und der N-Teisnibefinden sich in der
mitochondrialen Matrix und der die beiden Transmemdomé&nen verbindende Bereich im
Intermembranraum (Abb.1-3 A) (Messerschratital, 2003). Der N-terminale Bereich bildet
wahrscheinlich Coiled-Coil-Strukturen aus. Uber sdiekonnten die gegeniiberliegenden
mitochondrialen Innenmembranen durch Ausbildung wamsKomplexen in raumliche
Néhe gebracht werden und so eine Fusion (= Teildireger Membranen bewirken. Dieses
Ereignis hatte mdoglicherweise auch eine Einschrgirdes mitochondrialen Tubulus zur

Folge, was wiederum Grundvoraussetzung fir dieumigider Mitochondrien ist.
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Abb.1-3: Modell der mitochondrialen Teilungsmaschinerie i n S. cerevisiae. (A) Die
Kernkomponenten Dnm1, Fisl und Mdv1/Caf4 bilden bei der mitochondrialen Teilung einen Komplex
aus. Mdvl und Caf4 (blau) besitzen die gleiche Doméanenstruktur und dienen als Adapterproteine, um
Dnm1l (lila) an das integrale AufRenmembranprotein Fisl (grin) zu binden. Es ist nicht bekannt,
welche Doméne von Dnml mit dem WD40-Motiv von Mdv1/Caf4 interagiert. Dnm1 assembliert in
Form von dynamischen Komplexen an die Mitochondrien, die letztendlich Spiralen bilden, die das
Organell umschlieBen und so die Teilung vermitteln. Fir die Ausbildung der Dnm1-Spiralen ist die
Einschnirung des mitochondrialen Tubulus wichtig. Mdm33 koénnte zur Ausbildung dieser
Einschnirungen und/oder zur Teilung der mitochondrialen Innenmembran beitragen. Die N-Termini
der Proteine sind jeweils mit N gekennzeichnet (verdndert nach Westermann, 2008). (B) Die
Aktivierung der Rho GTPase an der Zelloberflache fuhrt zur Rekrutierung des Formins Bnil (bud neck
involved), welches die Bildung der Aktinkabel reguliert. Bnil rekrutiert Numl, das dann die
Mitochondrien an der Plasmamembran verankert, Uber seine Interaktion mit PI(4,5)P,
(Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat) und Dnm1. Dnm1 kdnnte Gber Fisl und die Adapterproteine
Mdvl/Caf4 an die Mitochondrien binden. Da Fisl/Caf4-Komplexe vermutlich fur eine verstérkte
Zellkortex-orientierte Rekrutierung von Dnm1 verantwortlich sind (Schauss et al., 2006), wére eine
Bindung von Dnm1 an Num1 uber diesen Komplex sehr wahrscheinlich (veréandert nach Schauss und
McBride, 2007). aA und aB: a-Helices in der NTE-Doméane (N-terminal extension) von Mdv1/Caf4,
AM: mitochondriale AulRenmembran, B: Insert B, CC: Coiled-Coil-Doméne, GED: GTPase-
Effektordoméne, IM: mitochondriale Innenmembran, IMR: Intermembranraum; MD: mittlere Doméane,
TM: Transmembrandoméane, TPR: tandem tetratricopeptide repeats.

1.3.2Das Aktinzytoskelett

Der Transport von Mitochondrien in der Zelle ertobmtlang zytoskelettaler Strukturenie
Zytoskelett-abhangigBewegung der Mitochondrit mit der gleichzitigen Membranfusiol
und -teilung ist notwendjglamit die Anzahl, die Morphologie und die intrifaére Positior
der Mitochondrien an zellulare Anforderungen angspaverden kan(Bereite-Hahn, 1990;
Yaffe, 1999; Chan, 2006Dimmel und Scorrano, 2006). Irs.cerevisiar werden die
Mitochondrien ausschlie3lich Uber das Aktinzytosketransportieri(Drubin et al, 1993;
Lazzarinoet al, 1994; Hermani und Shaw, 1998; Meret al, 2007).Die Mutation von
Genen, die fur Aktin kodieren oder fur Faktoreie an der Dynamik der Aktinfilamen
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beteiligt sind, fihren zu einer stark verandertetochondrialen Morphologie und Verteilung
(Drubin et al, 1993; Lazzarino et al., 1994; Simenal, 1995; Smithet al, 1995; Yanget
al., 1999; Singeet al, 2000; Boldogtet al, 2001a; Fehrenbachet al, 2004; Altmann und
Westermann, 2005). Auch Toxine, die zu einer Dapelysierung der Aktinfilamente flhren,
wirken sich gleichermal3en auf die Bewegung und Molggie der Mitochondrien aus
(Boldoghet al, 1998).

Das Aktinzytoskelett besteht hauptsachlich aua &eotein Aktin, das 42 kDa grof3
ist und entweder als Monomer (G-Aktin) (Kabsathal, 1990; Schutet al, 1993; Otterbein
et al, 2001) oder als Polymer (F-Aktin) vorliegt (Holmetsal, 1990; Milliganet al, 1990).
Aktinfilamente bestehen aus zwei helixartig umedengewundene F-Aktin-Ketten, die
durch Assemblierung von monomerem Aktin entsteh@ktinflamente besitzen eine
intrinsische Polaritat, dasarbedund daspointed enddie unterschiedlich schnell wachsen.
Standige Polymerisierungs- und Depolymerisierureggaisse bewirken eine hohe Dynamik
des Aktinzytoskeletts (Pollard und Cooper, 198@s B-Aktin selbst kann i8. cerevisiaen
zwei strukturell unterscheidbare Gruppen untertedtden (Abb.1-4): die zytoplasmatischen
Aktinkabel und die Kkortikalenpatches Die Aktinkabel bestehen aus Bindeln von
Aktinfilamenten (Adams und Pringle, 1984), die ang der Mutter-Tochter-Achse orientiert
sind. Kortikalepatchessetzen sich aus einem Knauel von Aktinfilamentasammen und
befinden sich in der Knospe an Stellen des potten Wachstums (Kilmartin und Adams,
1984; Ford und Pringle, 1991; Mulhollagtal, 1994; Pruynet al, 1998).

Abb.1-4: Darstellung des Aktinzytoskeletts in S. cerevisiae. Abgebildet ist eine Differential-
Interferenz-Kontrast-Aufnahme (DIC) auf der linken Seite und auf der rechten Seite ein inverses Bild
des mit Rhodamin-Phalloidin gefarbten Aktinzytoskeletts. Der gelbe Pfeil markiert ein Aktinkabel und
der rote Pfeil ein kortikales patch. Der Mal3stab stellt 5 um dar.

1.3.3MDM-Gene

In einem systematischen Screen nicht-essentiebéedéne wurde von Dimmet al. (2002)
nach Genen gesucht, die an der mitochondrialeneMang und Morphologie beteiligt sind.

Die dabei identifiziertemDM-Gene tnitochondrial distribution and wrphology lassen sich
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in drei Klassen einteilen. Gene der Klasse | kaahefur Proteine, die essentiell fur die
Auspragung des wildtypischen mitochondrialen Ph@mosind. In den Mutanten der Klasse |
konnten folglich niemals wildtypische Mitochondribeobachtet werden. Die Mutanten der
Klasse Il sind respiratorisch kompetent und zeigenunter bestimmten Bedingungen einen
mitochondrialen Morphologiedefekt. Klasse IlI-Mutan besitzen einerpetPhanotyp
zusatzlich zu ihrem veranderten mitochondrialennBh#. In den Mutanten der Klasse I
und Il waren meist fragmentierte oder aggregiétteochondrien sichtbar, der restliche Teill
der Zellen zeigte ein wildtypisches, mitochondsaRetikulum. Deswegen sind die Gene der
Klasse Il und Il nicht essentiell fir den Erhalies mitochondrialen, tubularen Netzwerkes.

Der Klasse | konnten 10 bis dahin uncharaktetisiegeene MDM30-MDM39)
zugeordnet werden. 8 davon wurden bereits ndhersutht:MDM30 kodiert fur ein F-Box-
Protein, das die mitochondriale Fusion regulierit¢ret al, 2003),MDM31 und MDM32 flr
mitochondriale Innenmembranproteine, die mit Konmgen des ERMES-Komplexes
interagieren (Dimmeet al, 2005), MDM33 fiir ein mitochondriales Innenmembranprotein,
das fir die mitochondriale Innenmembranteilung d@dig ist (Messerschmitt et al., 2003),
MDM34 (MMM2) fur eine Komponente des ERMES-Komplexes (Kornmanal, 2009),
MDM37 (PCPJ) fur eine Protease (Essetfral, 2002; Herlaret al, 2003; McQuibbaret al,
2003), MDM38 fiir ein mitochondriales Innenmembranprotein, deisder Insertion einiger
Proteine in die mitochondriale Innenmembran bejeitit (Frazieret al, 2006) undMDM39
(GET)) fur ein Protein, das bei der Insertion von Prweiin die ER-Membran involviert ist
(Schuldineret al,, 2008). Die Morphologie bestimmenden Komponentama5 und Mdm36
sind hingegen noch weitestgehend uncharakterisiert.

1.4 Zielsetzung

Mitochondrien sind essentielle Organellen eukaspber Zellen, die eine Reihe
metabolischer Prozesse ausfiihren. Um die Prozdssealie Funktion und Vererbung von
Mitochondrien bestimmen, zu verstehen, missen eieillyten Komponenten identifiziert
werden. In den letzten Jahrzehnten wurden einigempmenten, die die mitochondriale
Morphogenese wesentlich bedingen, aufgedeckt umdetse charakterisiert. Dennoch
konnten durch das Screening der Deletionsbibliotreek Dimmeret al. (2002) noch weitaus
mehr Proteine erfasst werden, die Einfluss auf rdiochondriale Morphologie ausiben.
Unter ihnen waren die beiden Proteine Mdm35 und BBImBeide Deletionsmutanten

wurden als Mutanten der Klasse | eingestuft, ddkddierenden Gene sind essentiell fir die
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Auspragung eines tubularen, mitochondrialen Netkeser Doch welche Funktion besitzen
diese beiden Proteine in der Aufrechterhaltunggéschondrialen Morphologie?

Im ersten Teilabschnitt dieser Arbeit sollten hnfationen Uber die generellen
Eigenschaften des Proteins Mdm36 erhalten werdesbeksondere sollte die mdégliche
Bedeutung und Funktion wéhrend der mitochondridiéorphogenese bestimmt werden.
Durch die genaue Charakterisierung des mitocholedri&hénotyps (Quantifizierung des
Phanotyps mittels Fluoreszenzmikroskopie sowie ys®al der ultrastrukturellen
Eigenschaften mittels Elektronenmikroskopie und téliteng eines 3D-Modells aus
Ultradiinnschnitten) und Doppeldeletionsstudien (#mmponenten der Teilungs- und
Fusionsmaschinerie) wurde Mdm36 zundchst in denoamdndrialen Fusions- bzw.
Teilungsapparat eingeordnet werden. Weiterhin esoltlie Lokalisation von Mdm36 sowie
die Analyse der mitochondrialen Fragmentierung nadér Depolymerisation des
Aktinzytoskeletts in denmdm3®-Mutante einen direkten Beweis fur eine moglicliakEion
von Mdm36 in der mitochondrialen Teilungmaschinetiefern. Die Teilung von
Mitochondrien wird hauptsachlich durch das Prot&nml vermittelt. Als mdgliche
mitochondriale Teilungskomponente kénnte Mdm36 lidhg einen Einfluss auf die
Aullenmembranteilungskomponente Dnml1 haben. Deswegeden durch eingehende
Untersuchungen mittels konfokaler Mikroskopie solvdie mitochondriale Assemblierung
der GFP-markierten Dnm1-Punkte sowie die Anzahl tédungsaktiven Dnml1-Komplexe
ermittelt. Das Zellkortex-assoziierte Protein Nunmieragiert mit Dnml und férdert die
Teilung der Mitochondrien. Der Numl1l/Dnml-Komplexeti vermutlich als Anker der
Mitochondrien am Zellkortex, der den Erhalt der dditondrien in der Mutterzelle wahrend
der Zellteilung sicherstellt. Die Bestimmung ders@swindigkeit und die Ermittlung der
raumlichen Verteilung der Mitochondrien innerhaly Amdm36Hefezelle im Vergleich zum
Wildtyp und derAnumXMutante sollten Klarheit Gber eine mdgliche Rolen Mdm36 in
der Verankerung der Mitochondrien am Zellkortex agtdn. Mit einem
Kolokalisationsexperiment von Dnm1-GFP und Numl-R&®Bermdm36Deletionsmutante
wurde die Funktion von Mdm36 bei der Zellkortexvée@rung der Mitochondrien verifiziert.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde zunachst die mitoodriale Morphologie der
Mutanten der von Longeet al. (2009) identifizierten Twin GyC-Proteine bestimmt, wobei
diese vermutlich Proteine des Intermembranraumstelien. Anschlie3end wurde das in
diesem Screen auffallige und bereits von Dimmeal. (2002) entdeckte Protein Mdm35
untersucht. Hierbei sollte zun&chst der Einflusg deeletion von MDM35 auf die

mitochondriale Morphologie mittels Fluoreszenzmgkopie, auf ultrastruktureller Ebene



Einleitung | 16

mittels Elektronenmikroskopie sowie auf die redpirigche Kompetenz mithilfe von
Wachstums- und mtDNA-Analysen bestimmt werden. Hinvivo-Fusionsnachweis der
Mitochondrien wurde zur Ermittlung der Bedeutunghvddm35 bei der mitochondrialen
Fusion herangezogen. AufRerdem sollten Doppeldaksiadien einen Einblick in die
maogliche Funktion des Proteins geben. Die Herstglkon Antikorpern gegen Mdm35 sollte
letztendlich zur Lokalisation von Mdm35 beitragen.
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2 Material und Methoden

Alle Chemikalien und Biochemikalien wurden haupldétr von den Firmen Carl Roth
(Karlsruhe) und Sigma-Aldrich (Steinheim) bezog¥erwendete Enzyme stammten in der

Regel von Fermentas (St. Leon-Rot).

2.1 Molekularbiologische Methoden

Molekularbiologische Methoden wurden standardgechiBhgefihrt.

2.1.1 Verwendete Plasmide

Fur die Markierung von Mitochondrien und Endoplasasthem Retikulum (ER) in
Hefezellen sowie die Expression vd@NM1-GFP wurden die in Tab.2-1 aufgefuhrten
Plasmide benutzt. Das Plasmid pQBYDM35 diente der Expression von His-DHFR-
Mdm35 zur Herstellung von polyklonalem Antiserum Kaninchen. Die plasmidale
Expression mit dem endogenen Promotor WhBdM32 wurde mit dem Plasmid pRS316-
MDM32 und von FZO1 mit dem Plasmid pRS418Z01 durchgefuhrt. Flr dien vitro
Transkriptions-/Translationsreaktion von mitochoalén Vorstufenproteinen wurde das
Plasmid pGEM3 benutzt, in das die betreffende kedide DNA-Sequenz unter Kontrolle
des SP6-Promotors kloniert war. Zur Deletion vMDM36 in RJ2194 wurde die
Nourseothricin-Resistenzkassette aus dem PlasmibgpRatNT2 amplifiziert (2.1.3) und
mittels homologer Rekombination (2.2.6) in das Idefeem eingebracht. Eine
Zusammenstellung der in dieser Arbeit verwendetaarfde findet sich in Tabelle 2-1.

Tab.2-1: Auflistung der in dieser Arbeit verwendete  n und hergestellten Plasmide.

Name Selektionsmarker Verwendung Referenz
Markierung von Westermann und
pPVT100U-mtGFP URA3 Mitochondrien Neupert, 2000

: Mark Durr, Universitat
Markierung von

pVT100U-mtRFP URA3 Mitochondrien Bayreuth (unpublizierte
Daten)

Markierung von Westermann und
pPYX113-miGFP URA3 Mitochondrien Neupert, 2000
pRS416- Markierung von
GALL+PrFoATP9-RFp URA3 Mitochondrien Mozdy et al., 2000
pWP1055 URA3 Markierung von ER Prinz et al., 2000
PHS20 LEU2 Expression von DNM1- o eny et al., 2007

GFP
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Name Selektionsmarker Verwendung Referenz
Kai Stefan Dimmer,
pRS316-MDM32 URA3 Expression von MDM32 Universitat Miinchen
(unpublizierte Daten)
pRS416-FZ01 URA3 Expression von FZO1 Fritz et al., 2001

in vitro Transkription und

pSu9;.-DHFR Amp Pfanner et al., 1987

Translation
in vitro Transkription und Ba_st|an.S"eubert,
pGEM3-MDM36 Amp . Universitat Bayreuth
Translation L
(unpublizierte Daten)
PQE40-MDM35 Amp ,%ﬂ%zs'o” von His-DHFR- - jiose Arbeit
pFAGa-natNT2 Amp RECIETETE RS 217 Janke et al., 2004

Deletion von Genen

2.1.2 Praparation von DNA
2.1.2.1 Isolierung von Plasmid-DNA aug&. coli
Mini-Praparation mittels alkalischer Lyse

Zur Gewinnung kleinerer Mengen an Plasmid-DNA warée col-Zellen aus einer 1,5 ml
LB-Amp Uber Nacht-Kultur(1% (w/v) Pepton (Carl Roth, Karlsruhe), 0,5% (wkhigfe-
Extrakt (Serva, Heidelberg), 1% (w/v) NaCl, 100migAmpicillin) mittels Zentrifugation
(2 min, RT, 13.000 rpm; Sigma 1-15, Rotor 1218égrntet und in 100 pl GTE-Puffer
(25 mM Tris-HCI, pH 8,0, 10 mM EDTA, 50 ntMukose, 2 mg/ml RNasefgsuspendiert.
Die Suspension wurde mit 200 pul NaOH/S[@&2 M NaOH, 1% (w/v) SDSkrsetzt, durch
Invertieren gemischt und 5 min auf Eis inkubiers. f6lgte die Zugabe von 150 pl KOAc
(5 M, pH 4,8) das Invertieren der Suspension und eine 5-miaidtigubation auf Eis. Durch
Zentrifugation fur 10 min bei 4°C und 13.000 rgggigma 3K30, Rotor 12154-kyurden die
Zelltrimmer abgetrennt. Zur Fallung der Plasmid-DiNArden 0,3 ml des Uberstandes mit
dem zweifachen Volumen an 96%igem Ethanol (v/v)igeht und zentrifugierfl5 min, 4°C,
13.000 rpm; Sigma 3K30, Rotor 12154-H)as Pellet wurde mit 70%igem Ethanol (v/v)
gewaschen, fur 1 h bei RT oder fir 10 min bei 7g8@ocknet und dann in 30-50 ul EB-
Puffer(10 mM Tris-HCI, pH 8,5)esuspendiert.

Midi-Praparation

Fur die Gewinnung von Plasmid-DNA im groRen MaRstainde eine Midi-Praparation mit
Hilfe des QIAfilter Plasmid Midi Kits (Qiagen, Hi&h) durchgefuhrt. 50 ml ein&. col LB-

Amp-Flussigkultur wurden Uber Nacht bei 37°C ur8ehtteln inkubiert. Die Zellen wurden
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durch Zentrifugation(5 min, RT, 5.000 rpm; Eppendorf Centrifuge 580&Rtor A-4-44)
pelletiert. Anschlieend wurde nach Anleitung desdtellers verfahren. Die DNA-Fallung
mittels Isopropanol erfolgte durch eine 60-minitigentrifugation bei 4°C und 5.000 rpm
(Eppendorf Centrifuge 5804R, Rotor A-4-4B)e Plasmid-DNA wurde nach der Féllung in
40-60 pl EB-Puffer aufgenommen und bei -20°C getage

2.1.2.2 Isolierung genomischer DNA auS. cerevisiae

Die Isolation genomischer DNA aus Hefezellen et®lmit dem YeaStal Genomic DNA
Kit der Firma Zymo Research (Orange, USA), wobechhanleitung des Herstellers
vorgegangen wurde. Die isolierte DNA wurde in 30p8EB-Puffer aufgenommen und bei

-20°C gelagert.

2.1.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR von DNA-Fragmenten (Klonierungsinserts) baer Nachweis von Deletionen in
Hefestammen wurde mit einer hitzestabilen DNA-Pdyase durchgefihrt. 50 pl
Reaktionsansatze setzten sich aus 200-500 ng plamnbzw. genomischer DNA, 0,2 mM
dNTPs (Stammldsung: 10 mM), 1x PCR-Puffer (Stamomgs 5x Puffer; Promega,
Mannheim), 10 pmol je Primer (Stammlosung: 100 pnMétabion, Martinsried) sowie
0,025 U/ul GOTad-DNA-Polymerase (5 U/ul;  Promega, Mannheim) zusamme
Polymerase-Kettenreaktionen wurden im PCR Sprinerifial Cycler (Thermo Electric,
Waltheim, USA) mit dem in Tab.2-2 aufgefihrten Resgm durchgefuhrt bzw. im
Mastercycler ep gradient S (Eppendorf, Hamburg)darm Programm aus Tab.2-3.

Der 50 pl-Reaktionsansatz fur die Amplifikation deatNT2Kassette aus dem
Plasmid pFA6aiatNT2 bestand aus folgenden Komponenten: ~100 ng plasenibDNA,
0,2mM dNTPs (Stammlésung: 10 mM), 1x PCR-Puffetag8nlésung: 5x Phif&
Reaktionspuffer; Biozym Scientific GmbH, HessiscHdéndorf), 10 pmol je Primer
(Stammlosung: 100 pmol; Metabion, Martinsried), i/99MSO (Biozym Scientific GmbH,
Hessisch Oldendorf) sowie 0,04 U/ul PhiteHot Start DNA-Polymerase (2 U/pl; Biozym
Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf). Die PCR wuide Mastercycler ep gradient S
(Eppendorf, Hamburg) nach dem Programm von Jaskeal. (2004) ausgefuhrt. Die
Oligonukleotide und deren Verwendungszweck sindl@dr.2-4 zu entnehmen.
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Tab.2-2: Verwendetes PCR-Programm mit dem PCR Sprin  t Thermal Cycler.

Reaktionsabschnitt Zyklen Temperatur [C] Dauer [min]
Anfangsdenaturierung 1 94 2
Denaturierung 35 94 1
Primer-Anlagerung 35 55-60 1
Elongation 35 72 1
Endelongation 1 72 10

Tab.2-3: Verwendetes PCR-Programm mit dem Eppendorf ~ Mastercycler ep gradient S.

Reaktionsabschnitt Zyklen Temperatur [C] Dauer [sec]
Anfangsdenaturierung 1 94 120
Denaturierung 35 94 5
Primer-Anlagerung 35 55-60 5
Elongation 35 72 30
Endelongation 1 72 60

Tab.2-4: Verwendete Oligonukleotide.  Unterstrichene Nukleotide stellen Restriktionsschnittstellen
dar.

Name Sequenz (5' —3") Verwendung

GGG CGA TAT AGATGA CCT TGA
AAA CGC

Dnm1l nach Stopp CCA TGT AGA AGG TCT ATC TGC

DNM1GFPf Nachweis von DNM1-GFP

Nachweis von DNM1-GFP,
Nachweis der DNM1-Deletion

Fzol_R CTC GTC A AAATC AACTTG CTCC Nachweis der FZO1-Deletion

MDM30-out R GCC ATATCT CGC TGA ACT TCC Nachweis der MDM30-Deletion
Mdm31_R CTCATAGTCCACTTTCTG GGG C Nachweis der MDM31-Deletion
Mdm32_R CCT CTG GTG GAATAT GTC ACC G Nachweis der MDM32-Deletion
Mdm33_R GAC TGT ACC ATT GAG TTG AGC C Nachweis der MDM33-Deletion
Mdm35 R GTC AGG GAACAATTC TGT AAG CG Nachweis der MDM35-Deletion
¥e‘jsr336'R(hiS' GAG ACC TGA GGT GAA GGG AAG  Nachweis der MDM36-Deletion
numl-reverse GTA AGC GTT GCT GTT TCA AAC Nachweis der NUM1-Deletion

YB3MDM36R TEACGCTIARACTCG CTE CGA  Nachweis der MDM36-Deletion

Nachweis der HIS3MX6-
Deletionskassette
Nachweis der kanMX4-
Deletionskassette
Nachweis der natNT2-
Deletionskassette

His-Kassette-F CAT GCAGGC TGGAGCTTACGAC
kan kassette F CCG GAT TCA GTC GTC ACT CAT GG

natNT2 Kassette F CTT CGT GGT CAT CTC GTACTC

MAT1 AGT CAC ATC AAG ATC GTT TAT GG  Nachweis des Paarungstyps
MAT2 GCA CGG AAT ATG GGA CTACTT CG Nachweis des Paarungstyps
MAT3 ACT CCACTT CAAGTAAGAGTT TG Nachweis des Paarungstyps
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Name Sequenz (5' —3") Verwendung
Amplifikation der HIS3MX6-
Mdm36-R(his) CGG AAC AAA GCC GAA AAG CC Deletionskassette aus Amdma36 fir

die homologe Rekombination

Amplifikation der HIS3MX6-
Mdm36-F(his) GCC CTT TGT TCT TCC TGG CA Deletionskassette aus Amdma36 fur
die homologe Rekombination
Amplifikation der natNT2-
Resistenzkassette aus pFA6a-
natNT2 mit homologen Uberhangen
fur die Deletion von MDM36
Amplifikation der natNT2-
Resistenzkassette aus pFA6a-
natNT2 mit homologen Uberhangen
fur die Deletion von MDM36

TGG CCC AAA AGA AAT ACA ACG
Mdm36nat-F2 AGT CAT CTC CTC GCA GTA AAC TGT
ACA ACA GCA AAG AAA CAG TTA AAA

GTT GTT ATATGT GTT ATG TAT GAT
Mdm36nat-R2 AAA AGT CTT GCT TTG TAT TTATGT
ACT CAACCC TCG CAT TTAGTT

AAAGAATTC AAG CTTTCATTT GTC
AACTTCTTTTAGTTT

AAA GGT ACC GGG AAT ATA ATG
TCAGCT AGT TTT

Mdm35-Uex/His-F Klonierung von pQE40-MDM35

Mdm35-His-R2 Klonierung von pQE40-MDM35

2.1.4 Enzymatische Modifikationen von DNA

2.1.4.1 Restriktionsverdau von DNA
Praparativer Restriktionsverdau

Standard 50 pl-Reaktionsansatze setzten sich dup$DNA, 20-40 U Restriktionsenzym
(10 U/ul; Fermentas, St. Leon-Rot) und 5 pl desejegen 10x Puffers zusammen. Der
Ansatz wurde fur 1 h bei 37°C inkubiert. Doppehaard wurden sequentiell durchgefihrt.
Die DNA wurde nach jedem Verdau mittels PCR-Puaificn Kit (2.1.5.4) gereinigt.

Analytischer Restriktionsverdau

Nach einer Mini- oder Midi-Praparation (2.1.2.1) rde die Plasmid-DNA mit einem
analytischen Restriktionsverdau Uberprift. Hierfimrde 1 pg Plasmid-DNA, 5-10 U je
Enzym (10 U/ul; Fermentas, St. Leon-Rot) und 1 @d @ntsprechenden 10x Puffers mit
ddH,O auf 10 ul aufgefillt und 1 h bei 37°C inkubiddanach wurden die Reaktionsansatze
mit Gel-Ladepuffer(4 M Harnstoff, 10 mM EDTA, 50% (v/v) Glyzerin, %,1(w/v)

Bromphenolblauyersetzt und mittels Agarosegelelektrophoreseg2) analysiert.

2.1.4.2 Dephosphorylierung von DNA mit AlkalischeiPhosphatase

Um eine mdgliche Religation des Vektors zu verhindevwurden die Enden der Vektor-DNA
dephosphoryliert. Dazu wurden 24g des gereinigten Vektors mit 10 U Antarctic
Phosphatase (5 W/ NEB, Frankfurt am Main) und 2l 10x Puffer in einem 2Qul
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Reaktionsansatz vereint und fur 30-60 min bei 3#iKubiert. Es folgte eine 5-mintitige
Hitzeinaktivierung bei 65°C.

2.1.4.3 Ligation von DNA-Fragmenten mit T4-Ligase

In einem 10 ul Gesamtansatz wurde der dephospblde/liVektor (0,1-0,5 pug) und das
verdaute Insert mit 1 pl 10x Ligase-Puffer und T4 DNA-Ligase (1 U/ul; Fermentas, St.
Leon-Rot) versetzt und fur 5 h bei RT oder Uberi&ei 4°C inkubiert. Das Insert lag dabei
meist in einem molaren Uberschuss vor. Der gesaReaktionsansatz wurde fir die

anschlieBendg. colirTransformation (2.1.6.2) verwendet.

2.1.5 Reinigung und Analyse von DNA

2.1.5.1 Konzentrationsbestimmung von DNA

Zur Bestimmung der DNA-Konzentration wurdepl der gewonnenen DNA mit 500l

Wasser verdinnt und die DNA-Konzentration bei 260 tnd 280 nm gegen Wasser als

™
Referenz in einem BioMate 3 Series Spectrophotometer (Thermo Spectronic Catipa,

Egelsbach) gemessen. Der Quotier;tm/E280 ist dabei ein Mal3 fur die Reinheit der

Préaparation und sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen.

2.1.5.2 Agarosegelelektrophorese

DNA-Fragmente wurden zur Analyse oder ReinigungOiB8%igen (w/v) Agarosegelen
aufgetrennt. Die Elektrophorese erfolgte in 1x TB&fer (90 mM Tris, 90 mM Borsaure,
2,5 mM EDTA; pH 8,35pei einer Spannung von 8-10 V/cm. Die DNA wurdectiu-arbung
mit Ethidiumbromid und Bestrahlung mit UV-Licht (3hm) sichtbar gemacht.

2.1.5.3 Isolierung von DNA aus Agarosegelen

Amplifizierte Fragmente und Vektoren, die neben eigentlichen Hauptbande unspezifische
Nebenbanden aufwiesen, wurden nach Ausschneiderdems Agarosegel mit Hilfe des
QIAEX Il Gel-Extraction-Kits (Qiagen, Hilden) geregt. Dabei wurde gemal der Anleitung
des Herstellers vorgegangen. Die Elution der DNfalgre mit 30 ul EB-Puffer.
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2.1.5.4 Reinigung von DNA mittels Qiagen PCR-Purifiation Kit

Die Reinigung von PCR-Produkten sowie von reswitdverdauten DNA-Fragmenten und
Vektoren erfolgte mit dem PCR-Purification Kit (Q&n, Hilden) nach Anleitung des
Herstellers. Fur die DNA-Elution wurden 30-50 pl{PBffer verwendet.

2.1.6 Ubertragung von genetischem Material ifE. coli

2.1.6.1 Herstellung chemisch kompetentdt. coli-Zellen

Der E. colrStamm XL1-blue (Stratagene, La Jolla, USA) wurteriNacht auf LB-Platten
(1% (w/v) Pepton (Carl Roth, Karlsruhe), 0,5% (WHgfe-Extrakt (Serva, Heidelberg), 1%
(w/iv) NaCl, 2% (w/v) Agar-Agarangezogen. 5 ml LB-Flussigmediu(h% (w/v) Pepton
(Carl Roth, Karlsruhe), 0,5% (w/v) Hefe-Extrakt (&g Heidelberg), 1% (w/v) NaClyurden
damit beimpft und Gber Nacht bei 37°C inkubiert.1.0® ml LB-Medium wurden mit 1 ml
dieser Kultur inokuliert und bei 37°C inkubiert. dadem Erreichen einer @gvon 0,2-0,4
wurden die Kulturen fir 2 min auf Eis gekuhlt unasehlieRend fir 10 min bei 4°C und
7.000 rpm(Beckmann-Zentrifuge J2-21, Rotor JA-z@ntrifugiert. Das Pellet wurde in 30 ml
eiskaltem, sterilen TfB I-Puffe(L00 mM RDbCI, 50 mM Mngl 10 mM CaGiDihydrat,
30 mM Kaliumacetat, 15% (v/v) Glyzerin; pH 5,8 mégsigséaure eingestellgufgenommen,
fur 30-60 min auf Eis inkubiert und die Zellen abafs durch Zentrifugation fir 10 min bei
4°C und 7.000 rpniBeckmann-Zentrifuge J2-21, Rotor JA-D@erntet. Das Pellet wurde in
3 ml sterilem TfB Ill-Puffe(10 mM MOPS, 10 mM RbCI, 75 mM CgaQl5% (v/v) Glyzerin;
pH 7,0 mit NaOH eingestelltesuspendiert und 15 min auf Eis inkubiert. Dienpetenten
Zellen wurden in je 100 pl-Aliquots in flissigemicBstoff schockgefroren und bei -80°C

gelagert.

2.1.6.2 Transformation vonE. coli mit Plasmid-DNA

100 pl kompetentk. coliZellen (XL1-blue) wurden auf Eis aufgetaut, mizd Plasmid oder
10 pl Ligationsansatz versetzt und fur 20 min asfigkubiert. Es folgte ein Hitzeschock bei
42°C fur 90 Sekunden. Danach wurde der Transfooms#éinsatz kurz auf Eis gekuhlt, mit
500 pl SOC-Mediun{2% (w/v) Pepton, 0,5% (w/v) Hefeextrakt, 0,05%v{wWacCl, 0,0186%
(w/v) KCI, pH 7,0, 10 mM Mgg;l 10 mM MgS(4] 0,4% (w/v) D-Glukosegemischt und far

30-45 min bei 37°C unter Schutteln inkubiert. 10Q@r transformierten Bakterien wurden
auf LB-Amp-Platten(1% (w/v) Pepton (Carl Roth, Karlsruhe), 0,5% (whgfe-Extrakt
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(Serva, Heidelberg), 1% (w/v) NaCl, 2% (w/v) Agayap 100 pg/ml Ampicillinausplattiert
und Uber Nacht bei 37°C kultiviert.

2.2 Methoden der Hefegenetik

Standardmethoden der Hefegenetik wurden nach Batréke(2000) durchgefihrt.

2.2.1 Verwendete Stamme voB. cerevisiae

Die in dieser Arbeit verwendeten und hergestelligfiestamme sind in Tab.2-5 aufgefihrt.
Hefestamme, die mit Plasmiden transformiert wareie fur die Markierung von
Mitochondrien und dem ER sowie fur die Expressiom DNM1-GFP verwendet wurden,

sind nicht aufgelistet. Die Plasmide sind der TabZ entnehmen.

Tab.2-5: Verwendete Hefestamme.

Stamm Genotyp Referenz

BY4741 MATa, his3, leu2, metl5, ura3 Brachmann et al., 1998

MATa, his3, leu2, ura3, metl5, DNM1-

BY4741 DNM1-GFP  ~ o% "0 e

Schauss et al., 2006

BY4742 MATa, his3, leu2, lys2, ura3 Brachmann et al., 1998

MATa, his3, leu2, lys2, ura3,

Acmcl emel:-kanMx4 Longen et al., 2009
Acmc2 Eﬂn':‘(;r;kr;ﬁi&iuz lys2, uras, Longen et al., 2009
Acmc3 Eﬂn':‘(;rg?;kr;ﬁf/&iuz’ V7S, UL, Longen et al., 2009
Acmc4 I(\;/Irﬁ(;rAfo:(;krgﬁi/,DlauZ, lys2, uras, Longen et al., 2009
Acox17 EAOQI(;E;?ML?ZZ V7S, UL, Longen et al., 2009
Acox19 EAO'?(ISE:?MIEXZ lys2, uras, Longen et al., 2009
Acox23 E@‘;gtfﬁl\ﬂfzz I, U, Longen et al., 2009
Adnm1 g/lrf‘n;rf;];?wl(erz lys2, uras, Giaever et al., 2002
Adnm1/Amdm30 MATa, N, dnmiLskanhXa, Fritz et al., 2003

Adnm1/Amdm30 ang‘;Z’Or:]:'Sé’niF)al:kanMXA Fritz et al., 2003

Aemil MATa, his3, leu2, lys2, ura3, Longen et al., 2009

emil::kanMX4



Stamm

Afis1

Afzol

Amdm30

Amdm30

Amdm31

Amdm32

Amdm33

Amdm35

Amdm35

Amdm35 / [pRS316-
MDM32]

Amdm35/Amdm32 /
[PRS316-MDM32]

Amdm36

Amdm36

Amdm36

Amdm36 DNM1-GFP

Amdm36/Afzo1(1)

Amdm36/Afzo1(2) /
[PRS416-FZ01]

Amdm36/Amdm30

Amdm36/Amdm30

Amdm36/Amdm33

Amdm36/Anum1

Amdm36/Anum1
DNM1-GFP

Amdm36 RJ2194
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Genotyp

MATa, his3, leu2, lys2, ura3,
fisl::kanMX4

MATa, ade2, his3, leu2, trpl, ura3, lys2,
fzol::kanMX4

MATa, his3, leu2, metl5, ura3,
mdm30::kanMX4

MATa, his3, leu2, lys2, ura3,
mdm30::kanMX4

MATa, his3, leu2, metl5, ura3,
mdm31::kanMX4

MATa, his3, leu2, lys2, ura3,
mdm32::kanMX4

MATa, ade2, his3, leu2, trpl, ura3, lys2,
mdm33::HIS3MX6

MATa, his3, leu2, lys2, ura3,
mdm35::kanMX4

MATa, his3, leu2, metl5, ura3,
mdm35::kanMX4

MATa, his3, leu2, lys2, ura3,
mdm35::kanMX4, [URA3]

n.d., mdm32::kanMX4, mdm35::kanMX4,
[URA3]

MATa, his3, leu2, lys2, ura3,
mdm36::kanMX4

MATa, his3, leu2, metl5, ura3,
mdm36::kanMX4

MATa, ade2, his3, leu2, trpl, ura3, lys2,
mdm36::HIS3MX6

MATa, his3, leu2, ura3, metl5,
mdm36::HIS3MX6, DNM1-GFP-kanMX6

MATa, ade2, his3, leu2, trpl, ura3, lys2,
fzol::kanMX4, mdm36::HIS3MX6

n.d., ade2, his3, leu2, trpl, ura3, lys2,
fzol::kanMX4, mdm36::HIS3MX6,
[URAS3]

MATa, n.d., mdm30::kanMX4,
mdm36::kanMX4

MATa, n.d., mdm30::kanMX4,
mdm36::kanMX4

n.d., ade2, his3, leu2, trpl, ura3, lys2,
mdm33::HIS3MX6, mdm36::HIS3MX6

n.d., leu2, his3, ura3, metl5,
numl::kanMX4, mdm36::kanMX4

MATa, ura3, leu2, his3, lys2,
numl::kanMX4, mdm36::HIS3MX6,
DNM1-GFP-kanMX6

MATa, ura3, lys2, trpl, leu2, his3,
dnm1::HIS3MX6, NUM1-DsRed.T1-
kanMX6, mdm36::natNT2

Referenz

Giaever et al., 2002

Rapaport et al., 1998

Giaever et al., 2002

Giaever et al., 2002

Giaever et al., 2002

Giaever et al., 2002

Yvonne Baberowski, Universitat
Bayreuth (unpublizierte Daten)

Longen et al., 2009

Giaever et al., 2002

diese Arbeit

diese Arbeit

Giaever et al., 2002

Giaever et al., 2002

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

Yvonne Baberowski, Universitat
Bayreuth (unpublizierte Daten)

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit



Material und Methoden | 26

Stamm Genotyp Referenz

MATa, his3, leu2, lys2, ura3,

Amdvl mdv1:-kanMX4 Giaever et al., 2002
Amicl4 MQIZE;?MI;EZ I, U, Longen et al., 2009
Amicl7 anﬁ\:EE:r?ML?XZ lys2, uras, Longen et al., 2009
Amrp10 anprl% ;ngiv:;lf' W, U, Longen et al., 2009
Anuml MATa, his3, leu2, lys2, urag, Giaever et al., 2002

numl::kanMX4

MATa, ura3, leu2, his3, numl::kanMX4,
DNM1-GFP-kanMX6

MATa, his3, leu2, lys2, ura3,

Anuml1 DNM1-GFP diese Arbeit

Apet191 pet191:-kanMx4 Longen et al., 2009
MATa, ura3, lys2, trpl, leu2, his3,

RJ2194 dnm1::HIS3MX6, NUM1-DsRed.T1- Cerveny et al., 2007
kanMX6
MATa, his3, leu2, lys2, ura3,

Asoml som1--kanMX4 Longen et al., 2009

YPH500 MATa, ade2, his3, leu2, trpl, ura3, lys2  Sikorski und Hieter, 1989

2.2.2 Kultivierung von S. cerevisiae

Die Kultivierung von Hefezellen erfolgte standard$ighauf YPD-Medium(1% (w/v) Hefe
Extrakt (Serva, Heidelberg), 2% (w/v) Pepton (USBveland, Ohio, USA), 2% Glukose)
Zur Selektion auf mitochondriale Funktionen wurdeG-Medium(1% (w/v) Hefe Extrakt
(Difco, Lawrence, USA), 2% (w/v) Pepton (USB, dwd, Ohio, USA), 3% Glyzerin)
verwendet. Die Selektion von Hefezellen mit spezlien Auxotrophiemarkern erfolgte auf
SD-Medium (0,69% (w/v) Yeast-Nitrogen-Base ohne AminosauFarnjedium, Norwich,
UK), 2% Glukose)das je nach Selektionsbedingungen entsprechguulesnentiert wurde
(20 mg/l Histidin, 30 mg/l Leucin, 30 mg/l Lysi) ghg/l Methionin, 20 mg/l Tryptophan,
20 mg/l Uracil, 20 mg/l Adenin-Sulfatpie Expression von Genen, die hinter eir@AL-
Promotor kloniert waren, erfolgte entweder auf YRMadium (1% (w/v) Hefe Extrakt
(Serva, Heidelberg), 2% (w/v) Pepton (USB, ClewlaDhio, USA), 2% Galaktoseder
unter Selektionsdruck auf entsprechendem SGal-Meddy69% (w/v) Yeast-Nitrogen-Base
ohne Aminoséauren (Formedium, Norwich, UK), 2% Gtaa&) das mit der fir SD-Medium
angegebenen Menge an Aminosauren versetzt wadi€@elektion auf kanamycinresistente
bzw. nourseothricinresistente Hefezellen wurde deweiligen Medium Geniticin G418
(Endkonzentration: 250 ug/ml;  Roth, Karlsruhe) bzwNourseothricin  (NTC,

Endkonzentration: 100 pg/ml; Jena Bioscience, Jenggsetzt. Die Selektion gegen das
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wildtypischeURA3Allel erfolgte auf 5-FOA-Mediun{SD-Medium mit 0,1% 5-Fluorotsaure
(5-FOA) und 50 mg/l Uracil)Zur Kultivierung von Hefezellen auf Medienplattenrde dem
jeweiligen Medium 2% (w/v) Agar-Agar zugesetzt. [Heandardtemperatur zur Kultivierung
von S. cerevisiadetrug 30°C. Die Inkubation von Flussigkulturefokgte unter Schitteln
(150 rpm) in Reagenzglasern oder Kolben. Hefestamwueden bis zu 2 Monate auf
Agarplatten bei 4°C gelagert. Fiur eine langere uagg wurden die Hefestdmme in 15%

(v/v) Glyzerin bei -80°C eingefroren.

2.2.3 Test des Wachstumsphanotyps vah cerevisiaanittels Tlpfeltest

Die jeweiligen Hefestamme wurden Uber Nacht beiC3@7 1,5 ml YPD-Flussigmedium
angezogen und bei einer @pvon 0,5-1,0 abzentrifugieitl min, RT, 13.000 rpm; Sigma
1-15, Rotor 12124)Das Pellet wurde mit 1 ml ddB gewaschen und anschlie3end in 1 ml
ddH,O aufgenommen. Es wurde eine Verdunnungsreihe (damat, 1:10, 1:100, 1:1000,
1:10000) mit sterilem dd¥D erstellt und davon jeweils pl auf YPD- und YPG-Platten
getropft. Die Platten wurden 2-4 Tage bei 30°C l@wWC inkubiert.

2.2.4 Transformation vonS. cerevisiaenit Hefeplasmiden

Fur die Transformation von Hefezellen mit PlasmidA wurde das ,Quick and Easy
TRAFO Protocol” (http://www.umanitoba.ca/faculties/medicine/biochg@itz/Quick.html)
verwendet. Der jeweilige Hefestamm wurde auf ei®D- oder Selektivmediumplatte
ausgestrichen und bei 30°C uiber Nacht inkubiemaEt cnf Zellmaterial wurde in 1 ml
sterilem ddHO resuspendiert und abzentrifugi€rtmin, RT, 13.000 rpm; Sigma 1-15, Rotor
12124) Parallel wurde die Carrier-DNA (Herringssperm2RA: 2 mg/ml in ddHO; Sigma,
Taufkirchen) in einem kochenden Wasserbad fur 10 agenaturiert, gevortext und in einem
Eisbad abgekuhlt. Fur die Transformation wurdegdotle Komponenten dem Zellpellet in
der aufgelisteten Reihenfolge hinzugefigt: 24®0 % PEG 4000 (w/v), 3@l 1 M LiAc,

50 ul gekochte ssCarrier-DNA undlg Plasmid-DNA in 34 pl ddpD. Der Reaktionsansatz
wurde durch Auf- und Abpipettieren gemischt und #27C fur 40-60 min unter Schitteln
inkubiert. AnschlieRend wurde der Ansatz zentriéugil min, RT, 13.000 rpm; Sigma 1-15,
Rotor 12124) der Uberstand abgenommen und die Zellen in 1 tatilem ddBO
aufgenommen. 400 ul der Probe wurden auf einepertsenden SD-Selektivmediumplatte
ausgebracht und bei 30°C fur 3-4 Tage inkubieran$formanten wurden zur Reinigung auf

frischen SD-Platten ausgestrichen.
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2.2.5 Kreuzung und Tetradenanalyse vos. cerevisiagur Herstellung von
Doppelmutanten

Zur Herstellung von Doppelmutanten wurden zunéchsth Kreuzung der gewinschten
haploiden Hefestamme entgegengesetzten Paarungdiglmsde Stamme erzeugt. Dazu
wurden die haploiden Hefestamme jeweils strichfgrmuf einer YPD-Platte ausgebracht,
Uber Nacht bei 30°C inkubiert und auf eine frisdfiRD-Platte Gber Kreuz gestempelt. Nach
nochmaliger Inkubation bei 30°C dber Nacht wurdene dZellen auf eine
Selektivmediumplatte Gberstempelt, die entsprectsmpblementiert wurde, so dass nur die
durch Paarung entstandenen diploiden Zygoten zurch®#am in der Lage waren. Nach 1-2
Tagen bei 30°C wurde von der Kreuzungsstelle Zedne entnommen, auf eine frische SD-
Platte als Einzelkolonieausstrich Uberfihrt undZi8 Tage bei 30°C kultiviert. Eine einzelne
Kolonie wurde nun auf eine YPD-Platte tberstrichen.

Zur Sporulation von diploiden Hefestammen wurde @GNA-Protokoll von Riles &
Curtis (http://www-sequence.stanford.edu/group/yededetion_project/spo_riles) verwendet.
Dazu wurden die diploiden Zellen auf eine GNA-RIg8% (w/v) Nutrient Broth (Difco,
Lawrence, USA), 1% (w/v) Hefe Extrakt (Difco, Lamae, USA), 5% (w/v) Glukose, 2%
(w/v) Agar-Agar)ubertragen und tber Nacht bei 30°C inkubiert. \doeser Platte wurde
abermals Zellmaterial auf eine neue GNA-Platte fiiber und bei 30°C kultiviert.
AnschlieRend wurden 2 ml Flussigsporulationsmedii® (w/v) Kaliumacetat, 0,005%
(w/v) Zinkacetat, versetzt mit ¥ der fur SD-Mediangegebenen Aminosaure-Mengei}
den diploiden Zellen inokuliert und 5 Tage bei Ridwlanach 3 Tage bei 30°C geschdttelt.

Fur die Tetradendissektion wurden 270 pl der kdlisdtur mit 30 pl Zymolyase 20-T
(Stammlésung: 10 mg/ml geldst in dgi Seikagaku Corporation, Tokio, Japan) versetzt
und 10 min bei RT inkubiert. Es wurden 100 pl dellsispension auf eine YPD-Platte
(strichformig) aufgetragen und mit Hilfe eines Mikmanipulators (Schuett Labortechnik,
Gottingen; Nikon Eclipse 50i, Nikon Instruments, d3éldorf) wurden die Tetraden
aufgenommen und die einzelnen Sporen voneinandenge. Nachdem nach etwa 3 Tagen
bei 30°C die einzelnen Sporen Kolonien ausgebiidgten, wurden sie unter Einhaltung der
jeweiligen Position strichformig auf einer frisch&iPD-Platte ausgebracht und tber Nacht
bei 30°C bebrutet. Um die Tetraden auf ihre Auxgiiemarker hin zu tberprifen, wurden
diese auf SD-Selektivmediumplatten (entsprechepg@lsmentiert) oder auf YPD-Platten mit
G418 uberstempelt. Die deletierten Gene der Dopm@inten wurden mittels PCR (2.1.3;
2.2.7) Uberpruft.
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2.2.6 Deletion nicht essentieller Gene i8. cerevisiaemittels homologer
Rekombination

Die Deletion nicht essentieller Gene in Hefe méttabmologer Rekombination erfolgte in
Anlehnung an Gietet al. (1992). Dazu wurden 50 ml einer YPD-FlUssigku(fQDggo 0,7-1)

5 min bei 5.000 rpm und 4°Eppendorf Centrifuge 5804R, Rotor A-4-&bzentrifugiert.
Das Pellet wurde mit 10 ml sterilem dglbigewaschen, in 1 ml sterilem dgBiresuspendiert
und 1 min bei RT und 13.000 rp(8Bigma 1-15, Rotor 12124¢klletiert. Nachdem das Pellet
in 1,5 ml frischem TE/LiOAc(10x TE (0,1 M Tris/HCI, 0,01 M EDTA; pH 7,%)nd
10x LIOAc (1 M LiOAc, pH 7,5) im Verhéaltnis 1:1pesuspendiert wurde, erfolgte eine
Zentrifugation fur 30 sec bei RT und 13.000 rg&igma 1-15, Rotor 12124pie Zellen
wurden in 200 pl TE/LIOAc aufgenommen. Parallel Wawurde die Carrier-DNA
(Herringsspermien-DNA: 10 mg/ml in dd8; Sigma, Taufkirchen) fir 10 min in einem
kochenden Wasserbad denaturiert und anschlieRehdEiauabgekihlt. Etwa 5 pg des
gereinigten PCR-Produktes wurden fur die Deletion Genom mit 50 pg denaturierter
ssCarrier-DNA vereint und mit 50 ul der in TE/LiOA&afgenommenen Zellen durch
Invertieren vermengt. Danach wurde der Ansatz il fl frischer 40%iger PEG 4000-
L6sung(50% PEG 4000, 10x TE, 10x LiOAc; im Verhaltniv)\8:1:1) versetzt, fur 30 min
bei 30°C und 15 min bei 42°C unter leichtem Schitiekubiert. Nach Zugabe von 800 ul
sterilem ddHO wurden die Zellen pelletieB0 sec, 13.000 rpm, RT; Sigma 1-15, Rotor
12124) der Uberstand abgenommen und die Zellen in 1 nAD¥lissigmedium
resuspendiert. Die Flussigkultur wurde fir 2-3 h3@°C unter Schitteln inkubiert, pelletiert
(30 sec, 13.000 rpm, RT; Sigma 1-15, Rotor 1218@) in 500 pl ddkD aufgenommen.
Danach wurden die Zellen auf einer der Deletionsitis entsprechend supplementierten
YPD- (G418, NTC) bzw. SD-Platte (ohne Histidin) gelsracht und bei 30°C fur 2-5 Tage

inkubiert.

2.2.7 Nachweis chromosomaler Deletionen B. cerevisiae

Zur Erzeugung von Deletionsmutanten wurden in emigverwendeten Hefestammen
chromosomale Deletionen mittels homologer Rekontlmnaoder Kreuzung eingefiigt. Es
wurde entweder diganMX4-, die HISBMX6 oder dienatNT2Kassette in das Hefegenom
integriert. Zunachst wurde mit dem YeaStarGenomic DNA Kit (2.1.2.2) DNA des

gewlnschten Hefestammes isoliert. Der korrekte @&inlkder jeweiligen Kassette wurde
schlie3lich mittels PCR (2.1.3) Uberprift. Hierzwrden Primerpaare verwendet, deren

Forwardprimer in der Markerkassette und deren Reygimmer im flankierenden Bereich des
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jeweiligen deletierten Gens binden. Die korrektedgnation der Markerkassette konnte durch
ein Fragment mit der entsprechenden Grof3e mittejardsegelelektrophorese (2.1.5.2)

nachgewiesen werden.

2.3 Methoden der Zellbiologie

2.3.1 Gewinnung von Gesamtzellprotein aus Hefe

Zur Gewinnung von Gesamtzellprotein aus Hefe wuriler20 ml einer Flussigkultur bei
einer ORyo von 0,2 abzentrifugier(c min, RT, 5.000 rpm; Eppendorf Centrifuge 5804R,
Rotor A-4-44) das Pellet in 200 pl SDS-Probenpufféx SDS-Probenpuffer: 0,3 M Tris, pH
6,8, 2,4% SDS, 6,7% Glyzerin, 13,3#ercaptoethanolaufgenommen und in ein 1,5 ml
Reaktionsgefald tberfiihrt. Dem Ansatz wurden Gléspé® 0,25-0,5 mm; Roth, Karlsruhe),
dem Volumen des Zellpellets entsprechend, hinzggefiAnschlieBend wurde das
Reaktionsgefall 20 sec gevortext und dann 20 se&iaugekuhlt. Dieser Vorgang wurde
zweimal wiederholt. Dann wurden die Proben in eineohenden Wasserbad fir 10 min
erhitzt und konnten schlief3lich in einer SDS-Potykenid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE;
2.4.3) verwendet werden.

2.3.2 Isolierung von Mitochondrien ausS. cerevisiae

Die Isolierung von Mitochondrien a& cerevisia@rfolgte nach dem von Dauet al. (1982)
beschriebenen Protokoll. Die Hefekulturen wurdeneier OQyoo von 1,0-2,0 fur 5 min bei
5.000 rpm und RTSorvall Evolution Centrifuge, Thermo Scientifigt® FIBERLite F8-
6x1000y) geerntet. AnschlieBend wurden die Zellen mit ,@Hgewaschen und ihr
Feuchtgewicht bestimmt. Das Zellpellet wurde in EgnFeuchtgewicht Puffer A0,1 M
Tris/HCI, pH 9,4, 10 mM DTT (immer frisch zugebea)fgenommen und fur 10 min bei
30°C unter Schiitteln inkubiert. Die Zellen wurddzentrifugiert(5 min, 5.000 rpm, RT,;
Sorvall Evolution Centrifuge, Thermo Scientific,tétd~IBERLite F8-6x1000yynd zweimal
mit 40-100 ml Puffer 1,2 M Sorbitol, 20 mM Kaliumphosphat, pH 7g&waschen. Fur die
Sphéaroplastizierung wurden die Zellen in 4 ml/g dregewicht Puffer B mit 8 mg/g
Feuchtgewicht Zymolyase 20-T (Seikagaku Corporafimkio, Japan) resuspendiert und fur
30-60 min bei 30°C geschuttelt. Die Bildung von &miplasten wurde durch osmotische
Lyse uberprift. Hierfir wurden 20 ul Zellsuspensjeweils in 1 ml ddHO und in 1 ml
Puffer B (als Vergleich) gegeben und kurz gesclilitds Referenz diente 1 ml ddB. Die
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Zymolyasebehandlung war ausreichend, wenn die limgfich triibe Suspension in dgBi
genauso klar wurde wie die Referenz.

Alle folgenden Schritte wurden auf Eis und mit gelten Geraten durchgefihrt. Die
Sphéaroplasten wurden geernfgtmin, 5.000 rpm, 4°C; Sorvall Evolution Centrieyd hermo
Scientific, Rotor FIBERLite F8-6x1000y)nd mit 40-100 ml Puffer B gewaschen. Die
Sphéroplasten wurden dann in 3 ml/g Feuchtgewichmébenisierungspuffe(10 mM
Tris/HCI, pH 7,4, 0,6 M Sorbitol, 1 mM PMSF (Stardsuing: 0,2 M in EtOH; haltbar 1-3
Monate bei -20°C; frisch dazu gebem@)fgenommen und in einem Dounce-Homogenisator
mit 13-15 StélRRen aufgeschlossen. Nach einer 5-mgamitZentrifugation bei 5.000 rpm und
4°C (Sorvall Evolution Centrifuge, Thermo Scientifigt® FIBERLite F21-8x50yvurde der
Uberstand in ein neues Zentrifugenrohrchen Ubetfldas erhaltene Pellet wurde nochmals
in Homogenisierungspuffer aufgenommen, im Dounceabigenisator aufgeschlossen und
zentrifugiert(5.000 rpm, 5 min, 4°C; Sorvall Evolution Centrieygrhermo Scientific, Rotor
FIBERLite F21-8x5Q) Die beiden Uberstande, die die Mitochondrien aitém, wurden
vereint und die Mitochondrien durch einen Zentr#tignsschrit(12.000 rpm, 12 min, 4°C;
Sorvall Evolution Centrifuge, Thermo Scientific,t&toFIBERLite F21-8x50pelletiert. Das
Pellet wurde in 3 ml/g Feuchtgewicht Homogenisiggpuffer (ohne PMSF) aufgenommen
und bei 5.000 rpm und 4°C fur 5 min zentrifugie®bfvall Evolution Centrifuge, Thermo
Scientific, Rotor FIBERLite F21-8x50Der Uberstand wurde nun abermals einer 12-
minutigen Zentrifugation bei 12.000 rpm und 4{Sorvall Evolution Centrifuge, Thermo
Scientific, Rotor FIBERLite F21-8x5@usgesetzt. Das Mitochondrienpellet wurde in 0,5-
1 ml Puffer C(0,6 M Sorbitol, 20 mM HEPES/KOH, pH 7,4brsichtig resuspendiert.
Danach wurde die Proteinkonzentration (2.4.2) besti und je nach Bedarf wurden die
Mitochondrien (100-200 ug) aliquotiert, in flissigeStickstoff eingefroren und bei -80°C
gelagert. Alternativ wurden die Mitochondrien midtesiner Saccharose-Dichtegradienten-

Zentrifugation weiter aufgereinigt (2.3.3).

2.3.3 Reinigung isolierter Mitochondrien mittels Sacharose-Dichte-
gradienten-Zentrifugation

Um die isolierten Mitochondrien (2.3.2) weiter zeinigen, wurden diese in einem
Ultrazentrifugenréhrchen auf einen Gradienten adf,230%, 40%, 50% und 60% (w/w)
Saccharose in Gradientenpufid@0 mM MOPS/KOH, pH 7,4, 100 mM KCI, 1 mM EDTA,
1 mM PMSF (frisch dazu gebemyfgetragen und ultrazentrifugig¢0.000 rpm, 30 min,
4°C; Beckman Optima TM LE-80 K Ultrazentrifuge, S¥Rbtor) Nach der Zentrifugation
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sammeln sich die Mitochondrien zwischen der 40 &0docigen Saccharose-Stufe. Die
Mitochondrien wurden abgenommen und in ein neueskfsgefal’ tberfuhrt, mit 15 ml
SEM-Puffer(250 mM Saccharose, 1 mM EDTA, 10 mM MOPS/KOH, j@ivérsetzt und
zentrifugiert (12.000 rpm, 12 min, 4°C; Sorvall Evolution Centgé, Thermo Scientific,
Rotor FIBERLite F21-8x50)Es folgte ein Waschschritt mit 5 ml SEM-PufferieD
Mitochondrien wurden in 0,5-1 ml SEM-Puffer geltsliie Proteinkonzentration (2.4.2)
bestimmt und aliquotiert (100-200 ug Mitochondriefipschliel3end wurden die Aliquots in

flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80h@yefroren.

2.3.5 Fluoreszenzmikroskopische Analysen

2.3.5.1 Farbung subzellularer Strukturen inS. cerevisiadlr die Fluoreszenz-
mikroskopie

Farbung von Mitochondrien

Zur stabilen Farbung von Hefezellen wurden Hefeesgsionsvektoren (2.1.1), welche GFP
oder RFP mit mitochondrialer Zielsteuerungssequem&FP, mtRFP) kodieren (Mozdst

al.,, 2000; Westermann und Neupert, 2000), in die zueranchenden Hefestamme
transformiert (2.2.4). Je nach Promotor wurde GHBrdRFP konstitutiv oder induzierbar

exprimiert. Die Analyse erfolgte mittels Fluoreszertikroskopie (2.3.5.3).

DAPI-Farbung

DAPI (4‘,6-Diamidino-2-phenylindol; Sigma, Taufklen) interkaliert mit doppelstrangiger
DNA und bildet mit dieser einen fluoreszierendennifex. Somit werden nicht nur die
Zellkerne sondern auch die mtDNA-Nukleoide der Mitondrien angefarbt. 1 ml einer
Hefeflissigkultur wurde bei einer @& von ~1,0 geerntetl min, RT, 13.000 rpm; Sigma
1-15, Rotor 12124)Die Zellen wurden in 700 pl Methanol aufgenommed 5 min bei RT

inkubiert. Anschlielend wurden die Zellen mit 1 RBS (137 mM Natriumchlorid, 2,7 mM

Kaliumchlorid, 19 mM NgHPO,, 1,7 mM KHPO,, pH 7,4) gewaschen, in 1 ml PBS
resuspendiert und mit 1 pl DAPI (Stammlosung: 1migh ddHO) versetzt. Der Ansatz
wurde fur 5 min bei RT inkubiert. Es folgten vieragthschritte mit PBEL3.000 rpm, 1 min,

RT; Sigma 1-15, Rotor 12124pie Zellen wurden in 100-500 pl PBS aufgenommead u
mikroskopisch analysiert (2.3.5.3). Alternativ koem die fixierten Zellen auch bis zu

1 Woche bei 4°C gelagert und dann mikroskopierteer
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Vakuolenfarbung

Die Farbung der Vakuolen erfolgte mit dem Farbs@dfboxy-DCFDA (5-(und-6)-Carboxy-
2',7'-dichlorofluorescein diacetat; Invitrogen, Molllar Probes, Eugene, USA). Hierzu
wurden die Zellen aus 1 ml Kultur durch eine Zdagation fir 1 min bei 13.000 rpm
pelletiert (Sigma, 1-15, Rotor 12124ind in 200 ul frischem Medium aufgenommen. Nach
Zugabe von 1 pl Carboxy-DCFDA (Stammlésung: 10 mM DMSO) erfolgte eine
Inkubation von 15-30 min bei RT. AnschlieBend wurdelie Hefezellen mittels

Fluoreszenzmikroskopie (2.3.5.3) untersucht.

ER-Farbung

Hefestamme deren ER-Struktur sichtbar gemacht wesddite, wurden mit dem Plasmid
pWP1055 (Prinzt al, 2000) transformiert (2.2.4), welches GFP exprimidas in das ER

importiert wird. Die Analyse erfolgte mittels Fluemzenzmikroskopie (2.3.5.3).

Aktinfarbung

Das Aktinzytoskelett wurde mit Rhodamin-Phalloidinvitrogen, Molecular Probes, Eugene,
USA) angefarbt. Dazu wurden Hefekulturen bis zweei®Dso von 0,2-0,4 angezogen. 5-
15 ml der Kultur wurden mit 4% Formaldehyd fir 1@hrfixiert und anschlieBend pelletiert
(5.000 rpm, 5 min, RT; Eppendorf 5804R Zentrifugel-44 Rotor) Die Zellen wurden in
PBS mit 4% Formaldehyd (5-15 ml) resuspendiert @ind 1 h bei RT unter leichtem
Schutteln inkubiert. Es folgten zwei Waschschritié 5-15 ml PBS. Das Zellpellet wurde je
nach Groéf3e in 50-100 ul PBS aufgenommen, mit 2+ nach Angaben des Herstellers in
Methanol gelésten Farbstoffes versetzt und 1 h iemKkeln unter leichtem Schutteln
inkubiert. Anschlieend erfolgten funf Waschsckerittit je 1 ml PBS. Das Pellet wurde in
20-100 pl PBS aufgenommen und fluoreszenzmikroskbpiuntersucht (2.3.5.3). Eine
Lagerung der Proben bei 4°C war bis zu zwei Wocehéglich.

Zellwandfarbung mittels Biotinylierung und Streptavidin Alexa Fluor 488 Konjugat

Zum Anfarben der Zellwand wurden 10 ml einer YPDi¢keltur bei einer Oyvon 0,7-1,0
geerntet5 min, 5.000 rpm, RT; Eppendorf 5804R Zentriflgd-44 Rotor)in 1 ml sterilem
PBS aufgenommen, mit 1 ml PBS gewaschen und im0 BBS resuspendiert. 8 mg Sulfo-
NHS-LC-Biotin (30 min vorher auftauen; Roche Diagtics GmbH, Mannheim) gel6st in
300 pl sterilem PBS wurden auf®1Rellen gegeben. Es folgte eine Inkubation fiir i bei
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RT unter leichtem Schutteln. Danach wurden dieefetireimal mit 1 ml PBS gewaschen, um
Uberschussiges Sulfo-NHS-LC-Biotin zu entferg2min, 5.000 rpm, RT; Sigma, 1-15, Rotor
12124) Die Zellen wurden in 1 ml YPD aufgenommen und ritO pl Streptavidin Alexa
Fluor 488 Konjugat (Stammldsung: 1 mg/ml in PBSyithmgen, Karlsruhe) versetzt und fir
10-30 min bei RT geschuttelt. Die Zellen wurdeneik (2.3.5.2) und anschlie3end mit einem
konfokalen Laser Scanning Mikroskop analysiert . 248.

2.3.5.2 Fixierung von Zellen

900 pl einer Hefekultur wurden mit 4% Formaldehytsetzt und fir 30 min bei RT unter
Schitteln inkubiert. Die Zellen wurden zweimal thitnl PBS gewaschgid min, 13.000 rpm,
RT; Sigma, 1-15, Rotor 12124)n 50-200 pl PBS aufgenommen und anschlie3end
mikroskopiert (2.3.5.3; 2.3.5.4). Die Proben komntes zu einer Woche bei 4°C gelagert

werden.

2.3.5.3 Fluoreszenzmikroskopie

Fur die mikroskopische Analyse wurden lebende @aerte Zellsuspensionen durch Zugabe
von 0,5% (w/v) Low Melting Point Agarose auf dem j€Mtrdger immobilisiert.
Fluoreszenz- und Differential-Interferenz-Kontrastthahmen (DIC) wurden an einem
Axioplan 2 Mikroskop mit Plan-Neofluar 100x/1.30 NRh3 OIl-Objektiv (Carl Zeiss
Lichtmikroskopie, Gottingen) durchgefihrt. Fur diatersuchung von mtGFP, ER-GFP und
Carboxy-DCFDA wurde Filtersatz Nr. 10 (Anregung0480 nm, Emission: >515 nm) und
von Rhodamin-Phalloidin und mtRFP Filtersatz Nr(B&regung: 534-558 nm, Emission:
>590 nm) verwendet. Die DAPI- und Vakuolenfarbungirde mit Filtersatz Nr. 01
(Anregung: 353-377 nm, Emission: >397 nm) analysi®ie Fluoreszenz- und DIC-
Aufnahmen wurden mit einer Evolution VF Mono Cooldtbnochrome Kamera (Intas,
Gottingen) aufgenommen und mit der Software ImageH?us 5.0 und Scope-Pro 4.5 (Media
Cybernetics, Silver Spring, MD, USA) bearbeitet.

2.3.5.4 Konfokale Mikroskopie

Konfokale Laser-Scanning Mikroskopie zur Analyse nvdebenden oder fixierten
Zellsuspensionen wurde an einem invertiertem L&C& Spl System (Leica, Bensheim) mit
einem 100x/1.40 HCX PL APO OI-Objektiv durchgefiuhBtazu wurden die Zellen durch
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Zugabe von 0,5% (w/v) Low Melting Point Agarose daim Objekttrager immobilisiert. Die
Serien wurden anschlieend mit der Software Imagel) (Abramoffet al, 2004) bearbeitet.

2.3.6 Elektronenmikroskopie

2.3.6.1 Hefepraparation und Einbettung von Hefezetin nach Baueret al (2001)

und Spurr (1969)
50 ml einer Hefeflussigkultur (YPD oder YPG) wurdeis zum Erreichen einer QB von
0,5-1,0 bei 30°C inkubiert und mittels Zentrifugati(5 min, 4°C, 5.000 rpm; Eppendorf
Centrifuge 5804R, Rotor A-4-4dgerntet. Die Zellen wurden mit 10 ml PBS gewasalmed
30 min bei 4°C in 10 ml Cacodylat-Puffér mM CaC} in 0,1 M Cacodylat-Puffer, pH 7,2)
mit 2% Glutaraldehyd fixiert. AnschlieBend erfolgtdrei Waschschritte mit jeweils 10 ml
Cacodylat-Puffer und das Ablésen der Zellwand iis-Borbitol-Puffer(50 mM Tris, pH 7,5,
5 mM MgC}, 1,4 M Sorbitol)mit 0,5% (v/v) 2-Mercaptoethanol und 0,15 mg/mhxblyase
20T (Seikagaku Corporation, Tokio, Japan) fur 10s38 bei RT. Dann wurden die Zellen
durch Zentrifugation bei 5.000 rpm und 4°C fur 5nn{Eppendorf Centrifuge 5804R,
Rotor A-4-44)pelletiert und zweimal mit 10 ml Cacodylat-Puffgewaschen. Das Pellet
wurde in 2 ml Cacodylat-Puffer aufgenommen, in 2iml-Reaktionsgefald tberfuhrt und
zentrifugiert(5 min, RT, 13.000 rpm; Sigma 1-15, Rotor 1212gs Zellpellet wurde nun
zunéchst in 0,5 ml 0,5% (w/v) Osmiumtetroxid resurgpert, anschlieend mit 0,5 ml 1,6%
(w/v) Kalium-Ferrocyanid versetzt und nach dem Mest fur 5 min bei 4°C inkubiert. Der
Ansatz wurde zentrifugie6 min, RT, 13.000 rpm; Sigma 1-15, Rotor 121i24d abermals
mit Osmiumtetroxid und Kalium-Ferrocyanid behandBlanach wurde dreimal mit je 1 ml
ddH,O gewasche(b min, RT, 13.000 rpm; Sigma 1-15, Rotor 12124)

Das Zellpellet wurde mit der Pipettenspitze gedstkind im Verhaltnis 1:1 mit 2%
(w/v) Agarose Typ IX versetzt und gevortext. Naahnddie Agarose erhartet war, wurden
1 mn? groRBe Bldéckchen mit einer Rasierklinge geschnitted diese in ein ReaktionsgefaR
mit ddH,O Uberfuhrt. Das Wasser wurde durch 2 ml einer #¥igv/v) Uranylacetat-L6ésung
ersetzt und Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Nach défaschen der Agaroseblockchen mit 2 ml
ddH,O wurden die Zellen mit Hilfe von Aceton entwéssedazu wurden die
Agarosebloéckchen jeweils fur 15 min in 2 ml 25%igeés0%igem, 70%igem und 96%igem
Aceton (v/v) und dreimal fir 20 min in 100%igem A@e inkubiert. Fur die Einbettung in
Spurr-Harz (40 ml: 26 g Nonenylsuccinicanhydrid 8S10 g ERL-4221D, 6 g D.E.R. 736
und 0,4 g 2-Dimethylaminoethanol) wurden die Probenachst in einem 1:3 Spurr:Aceton-

Gemisch fur 3-4 h und anschlielBend in einem 1:1nSpeeton-Gemisch Uber Nacht
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inkubiert. Danach erfolgte eine 3-4stindige Inkidrain einem 3:1 Spurr-Aceton-Gemisch
und darauffolgend wurden die Blockchen zweimal3i#t h und tUber Nacht in purem Spurr
eingelegt. Zum Schluss wurden BEEM-Kapseln (Plamob8, Wetzlar) mit purem Spurr
gefillt und jeweils ein Agarose-Zellbléckchen ddragegeben. Die Polymerisation des
Harzes erfolgte zunachst fur 3-4 h bei 40°C unctldref3end fur 3-5 Tage bei 50°C. Die
ausgeharteten Proben wurden aus den Plastikkagsednnt und weiter bearbeitet (2.3.6.2).

2.3.6.2 Trimmen, Schneiden und Nachkontrastierunger Proben

Uberschiissiges Harz der eingebetteten Proben wawrdachst mit dem Trimmgerat EM
TRIM (Leica, Bensheim) und der Diamantfrase entfdbie Feinschnittpraparate wurden mit
einem Diamantmesser (Diatome, Biel, Schweiz) anraditkrotom Leica Ultracut UCT
(Leica, Bensheim) durchgefuhrt. Es wurden 70 nnkealiSchnitte hergestellt und als
Schnittbéander auf befilmte Kupfer-Lochgrids (slotidg, 2x1 mm; Plano, Wetzlar)
aufgenommen. Fur Serien wurden ebenfalls 70 nmedsthnitte erzeugt. Eine Serie bestand
aus ~35 Schnitten.

Es folgte eine Nachkontrastierung der Proben (Blelgn 1963). Dazu wurden die
Grids fur 10 min in 2% (w/v) Uranylacetat inkubieuhd dreimal fur 1 min in dd}©
gewaschen. AnschlieBend wurden die Grids fur 3 mminBleicitrat-Losung (2,1 ml
Natriumcitrat-Losung: 4,12 g in 50 ml dd& + 2,1 ml Bleinitrat-Losung: 3,13 g in 50 ml
ddH,O + 0,8 ml 1 M NaOHund dreimal fir 1 min in dd® inkubiert. Nachdem die Grids
auf Filterpapier getrocknet waren, konnten sie tetglenmikroskopisch untersucht werden
(2.3.6.3).

2.3.6.3 Elektronenmikroskopie

Die Ultradiinnschnitte wurden mit einem EM 902 Afsmissions-Elektronenmikroskop mit
Plattenkamera (Carl ZeissSMT, Oberkochen) bei 80ukYersucht. Die Negative (Kodak,
Stuttgart) wurden entwickelt und mit 300-600 dpit dem ScanMaker 900 (Mikrotek,
Overath) eingescannt. AufRerdem wurde das Elektroikeaskop JEOL JEM-2100 (Jeol,
Eching) verwendet. Hierbei wurden die Bilder mit #&mera ES500W Erlangshen (Gatan
782; Pleasanton, USA) aufgenommen und mit der Soféwon Gatan (Gatan digital

micrograph, Version 1.70.16) bearbeitet.
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2.3.6.4 Erstellen eines 3D-Modells mit IMOD

Zum Erstellen eines 3D-Modells aus elektronenmiknpsschen Serienschnitten wurde das
Programm IMOD 3.13.5 (Boulder Laboratory, USA; Kemnet al, 1996) verwendet. Die
einzelnen Bilder wurden Ubereinander gelagert uied Mitochondrien und die Zellwand

nachgezeichnet. Das 3D-Modell wurde dann von dén&ce anhand der Vorgabe erstellt.

2.3.6.5 Befilmen von Kupfer-Lochgrids

Zum Befilmen von Kupfer-Lochgrids wurden Objektteign eine 1%ige Pioloformlésung
((w/v) in Chloroform) gelegt und getrocknet. Dewolform-Film wurde vom Objekttrager
geldst und auf eine Wasseroberflache Uberfuhrtcilref3end wurde der Film mit Kupfer-
Lochgrids belegt und mit Parafilm von der Oberfiécties Wassers entfernt. Die Grids

wurden getrocknet und fur die Aufnahme von Ultratiohnitten verwendet (2.3.6.2).

2.3.7 Behandlung von Hefezellen mit Latrunculin A

Latrunculine sind Toxine, die an monomeres Aktimdaén und dessen Polymerisation
verhindern, was zu einem Ungleichgewicht zwischetyrerisation und Depolymerisation
fuhrt, so dass sich die Aktinfilamente auflosen fégughet al, 1997). Fur die Behandlung
von Hefezellen mit Latrunculin A wurde eine 1 ml ¥Kultur Gber Nacht bei 30°C unter
Schitteln inkubiert. Am nachsten Morgen wurden 5 WRD-Flissigmedium mit der
Vorkultur inokuliert und bei 30°C unter Schuttelrs eum Erreichen der logarithmischen
Wachstumsphase (QE 0,2-0,5) kultiviert. Die Zellen wurden durch Zehtgation geerntet
(3 min, 5.000 rpm, RT; Sigma 1-15, Rotor 121@ddl in 1 ml YPD resuspendiert. Je 500 pl
der Zellsuspension wurden in zwei frische Kulturabten tberfuhrt. Zu den Kulturen wurden
5 upl Latrunculin A-Lésung (Stammloésung: 2 mM gelistDMSO; Merck, Calbiochem,
Laufelfingen) bzw. 5 pl DMSO (als Kontrolle) hinzfggt. Die Kulturen wurden bei RT
unter Schatteln inkubiert. Die mikroskopische Arsay(2.3.5.3) erfolgte vor der Zugabe
sowie 60 min nach der Zugabe von DMSO bzw. Latriincd-Losung. Zur zuséatzlichen
Farbung des Aktinzytoskeletts wurde jeweils nadsmechender Behandlung die Probe mit
Rhodamin-Phalloidin (2.3.5.1) gefarbt.

2.3.8In vivo Nachweis der mitochondrialen Fusion (Mating Assay)

Zum in vivo-Nachweis von mitochondrialer Fusion wurde ein ,MgtAssay“ durchgefuhrt

(Nunnariet al, 1997). Dazu wurden haploide Stamme entgegendese®aarungstyps mit
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GAL-induzierbaren Plasmiden, die entweder mtGFP (p¥WXtiGFP; Westermann und
Neupert, 2000) oder mtRFP (pRS416-GAL1+PrFoATP9-RMRozdy et al, 2000)
exprimieren, transformiert (2.2.4). 50 ml YPGal-Kuen (1% (w/v) Hefe Extrakt (Serva,
Heidelberg), 2% (w/v) Pepton (USB, Cleveland, OhiSA), 2% Galaktoseyurden bei einer
ODeoo Von 0,2 geerntefs min, RT, 5.000 rpm; Eppendorf Centrifuge 580RBtor A-4-44)

in 20 ml YPD (pH 3,5) resuspendiert und fiur 1,5eh 30°C unter Schutteln inkubiert, um die
durch denGAL-Promotor vermittelte Proteinexpression zu stopperschlie3end wurden die
Kulturen beider Stamme entgegengesetzten Paargmsgsireinigt, geernte(c min, RT,
5.000 rpm; Eppendorf Centrifuge 5804R, Rotor A-3-4hd in 1 ml sterilem ddiD
aufgenommen. Die Zellsuspension wurde auf eineroaitlulosefilter Gberfiihrt, der auf drei
Lagen Whatman-Papier lag. Die Nitrozellulosememhvande mit den Zellen nach oben auf
eine YPD-Platte (pH 4,5) gelegt und fir 3 h beiGAkubiert. Hierbei fihrt die Anderung
des pH-Wertes zu einer Synchronisation der Zelk&s somit die Paarungseffizienz steigert.
Danach wurde der Filter in ein 15 ml R6hrchen nditmil ddHO Uberfuhrt und gevortext.
Die Auswertung der mitochondrialen Fusion in den gatgn erfolgte mittels

Fluoreszenzmikroskopie (2.3.5.3).

2.4 Methoden der Proteinbiochemie
2.4.1 Praparation von Proteinen

2.4.1.1 Reinigung rekombinanter Proteine aug. coli zur Erzeugung polyklonaler
Antiseren

Fur die Erzeugung von Antiseren gegen Mdm35 wurdse MIDM35-Gen in den Vektor
PQE40 kloniert (2.1.1). Folglich konnte Mdm35 méchs N-terminalen Histidinresten und
DHFR in E. coli exprimiert werden. Zur Reinigung von His-DHFR-MdsnausE. coli
wurden 100 ml LB-Amp-Flussigkultur Gber Nacht bé&i°G inkubiert. Am nachsten Tag
wurden 500 ml LB-Amp-Flissigmedium mit der Vorkultauf eine Olgy von 0,2-0,4
inokuliert und bei 37°C bis zu einer @gvon ca. 0,5-0,7 inkubiert. Anschliel3end wurde die
Kultur mit 1 mM IPTG (Stammldsung: 100 mg/ml) fiw54h bei 37°C induziert. Die Zellen
wurden durch Zentrifugatiorfl0 min, 4.000 rpm, RT; Beckman-Zentrifuge, JA1®RO
geerntet, das Pellet in 12 ml Puffer 6% (w/v) Saccharose, 20 mM HEPES-KOH, pH 7,4)
resuspendiert, 1 mg/ml Lysoszym hinzugegeben umdl@i min bei RT unter leichtem
Schitteln inkubiert. Danach wurden 1 mM PMSF, 1 nfMJlercaptoethanol und 2%
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Triton X-100 zur Suspension hinzugefugt und dielefeldurch Sonifizieren (8 x 12 Pulse,
zwischendrin jeweils 1 min warten) aufgeschlossen.

Die Inclusion Bodies wurden durch Zentrifugatiqd.000 rpm, 20 min, 4°C;
Eppendorf 5804 R Zentrifuge, Rotor A-4-f#lletiert und nacheinander jeweils mit 12 ml
mit den Puffern B2(20 mM HEPES-KOH, 1 mM PMSF; pH 7,4, 1% Triton X).B3
(20 mM HEPES-KOH, 1 mM PMSF, pH 7,4; 0,1% Tritod00) und B4(20 mM HEPES-
KOH, 1mM PMSF; pH 7,4yewaschen. Zwischen jedem Waschschritt wurde zaamifi(8 x
12 Pulse, zwischendrin jeweils 1 min warten) undtiiigiert (4.000 rpom, 20 min, 4°C;
Eppendorf 5804 R Zentrifuge, Rotor A-4-48ann wurde das Pellet in 12 ml Harnstoffpuffer
(20 MM HEPES-KOH, 0,1 M NaCl, 8 M Harnstoff; pH)#dsuspendiert und sterilfiltriert.

Danach wurde nach dem Protokoll von Qiagen (,THAeQpressionist 06/2003,
Protocol 17. Batch purification of 6xHis-tagged t@iaos from E.coli under denaturing
conditions.”) vorgegangen. Dazu wurde pro 4 ml tyisanl 50% Ni-NTA Agarose (Qiagen,
Hilden) zugegeben und die Suspension fur 15-60 Ieicht geschuttelt. Die Suspension
wurde nun bei 4.000 rpm fur 20 min bei 4(Eppendorf 5804 R Zentrifuge, Rotor A-4r44
abzentrifugiert und der Uberstand abgenommen (Duss). Die Suspension mit der Ni-
NTA Agarose wurde zweimal mit 12 ml Waschpuff@0 mM HEPES-KOH, 0,1 M NacCl,
8 M Harnstoff, 20 mM Imidazol; pH 7,4ewaschen(4.000 rpm, 20 min, 4°C; Eppendorf
5804 R Zentrifuge, Rotor A-4-¥dnd der Uberstand jeweils abgenommen (W1 und \vas.
Protein wurde zweimal mit 8 ml Elutionspuff€0 mM HEPES-KOH, 0,1 M NaCl, 8 M
Harnstoff, 250 mM Imidazol; pH 7,4Jurch 10-20-minttiges Schuittelon der Ni-NTA
Agarose eluiert (E1 und E2).

Da das Protein nach der Elution in harnstoffhaltigPuffer gelost war, der fur die
Immunisierung der Kaninchen nicht geeignet ist, steisder Harnstoff mittels Dialyse
entfernt werden. Dazu wurden die Dialyseschlau&wh, Karlsruhe) zunachst fur 3-4 h bei
60°C in 2%igem NaHC®mit 1 mM EDTA eingelegt, anschlieRend mit ddHgespult und
dann bis zur Verwendung in 0,05% Azid® aufbewahrt. Fir die Dialyse wurde der
Dialyseschlauch mit 3 ml des Proteins beflllt. Deflllte Dialyseschlauch wurde entweder
Uber Nacht oder zweimal fur 1-2 h in 1 | PBS untargsamem Ruhren inkubiert. Das
Antigen wurde mit einer Glaspipette aus dem Diaghtauch enthommen und zur
Immunisierung der Kaninchen an die Firma BiogemeBarlin geschickt. Die entnommenen
Aliquots wurden mittels SDS-PAGE (2.4.3) analysiert
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2.4.1.2 Synthese mitochondrialer Vorstufenproteinen vitro

Fur die gekoppelte TN*FLysat Transkriptions-/Translationsreaktion wufd®M36 in den
Vektor pGEM3 vor einen SP6-RNA-Polymerase-Promioniert. Fir den Reaktionsansatz
wurde das TN¥ Coupled Reticulocyte Lysate System von Promegan(ilaim) verwendet.
[*°S]-Methionin wurde von Hartmann Analytics (Braunselig) bezogen. Ein Standard-

Ansatz setzte sich aus den in Tab.2-6 aufgelistétanponenten zusammen.

Tab.2-6: Verwendete Komponenten fir den in vitro
Transkriptions-/Translationsansatz.

Komponente Menge
TNT® Kaninchen-Retikulozytenlysat 25 pl
TNT® Reaktionspuffer 2ul
TNT® RNA-Polymerase 1l
Aminosaure-Mix chne Methionin [1 mM] 1l
[**S]-Methionin [10 mCi/ml] 2.ul
RNasin® Ribonuklease Inhibitor [40 U/pl] 1l
DNA Template [0,5 pg/ul] 2 pl
Nuklease-freies ddH,O ad 50 pl

Die Komponenten wurden ohn&$]-Methionin in ein 1,5 ml ReaktionsgefaR pipettiend
gut gemischt. AnschlieBend wurde der Reaktionsamsit2 pl f°S]-Methionin versetzt und
fur 90 min bei 30°C inkubiert. Dem Ansatz wurdeplZ2ntnommen, die mit 20 pl 1-4x SDS-
Probenpuffe(4x SDS-Probenpuffer: 0,3 M Tris, pH 6,8, 2,4% S®%% Glyzerin, 13,3%-
Mercaptoethanol)gemischt und bei 100°C fur 2 min gekocht wurden.vw&sden 15 pl
mittels SDS-PAGE (2.4.3), Western-Blot (2.4.4) amschlie3ender Autoradiographie (2.4.5)
analysiert. Der restliche Reaktionsansatz wurde zbis weiteren Verwendung bei -20°C

gelagert.

2.4.1.3In vitro Import von Vorstufenproteinen in Mitochondrien

FUr einen Standard-Importansatz wurden 100 pg Mdodrien in 100 pl Import-Puffer
(50 mM HEPES/KOH, pH 7,2, 3% (w/v) fettsaurefrd&sA, 0,5 M Sorbitol, 80 mM KCI,
10 mM Magnesiumacetat, 2 mM MpC2 mM Kp, pH 7,2)aufgenommen und mit 5 mM
NADH, 2,5 mM ATP, 10 mM Kreatinphosphat und 10 mpKreatinphosphokinase (Sigma,
Taufkirchen) versetzt. Der Ansatz wurde fir 5 miei B5°C vorinkubiert. Dann wurde
abhangig vom Vorstufenprotein 0,2-10 ul in Retikytenlysat translatiertes Protein (2.4.1.2)
zugegeben. Der Import des Proteins erfolgte beC2bt 15 min. Nach der Importreaktion
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wurden die Mitochondrien fir 10 min bei 4°C und@3 rpm(Hettich Mikrorapid/K, Rotor
1395) gesammelt und in SEM-Puffer gewaschen. Das Pelletle in SDS-Probenpuffer
aufgenommen und mittels SDS-PAGE (2.4.3), Westdab-B.4.4) und Autoradiographie
(2.4.5) analysiert.

Als Kontrolle dienten Proben, bei denen die Mitatirien bei der Vorinkubation bei
25°C mit 0,2 uM Valinomycin (Sigma, Taufkirchen)hHaadelt wurden. Valinomycin ist ein
lonophor, das selektiv Kaliumionen transportiertdusomit das Membranpotential der

Mitochondrien zerstort, was den Import von Proteimedie Mitochondrien verhindert.

Lokalisierung der importierten Vorstufenproteine in Mitochondrien

Die Mitochondrien wurden nach der Importreaktionteuschiedlichen Behandlungen
unterzogen, um die intramitochondriale Lokalisiggumportierter Proteine nachzuweisen.
Die in SEM-Puffer resuspendierten Mitochondrien aeur mit 100 pg/ml Proteinase K fir
25 min auf Eis behandelt, um nicht importierte B¢ bzw. Vorstufenproteine und
zytosolische Proteindomé&nen abzubauen. Die Pro@asandlung wurde durch 1 mM PMSF
und einer 5-minttigen Inkubation auf Eis unterbethZum Verdau von Proteinen und
Proteindomé&nen im Intermembranraum wurden die Maadrien zunachst in 50 pl SEM-
Puffer resuspendiert und mit hypotonischen Pu{#® mM HEPES/KOH, pH 7,4):20
verdunnt und far 25 min auf Eis inkubiert. Dies iiur Erzeugung von Mitoplasten, d.h.
Mitochondrien, deren &aufRere Membran geéffnet isir Bie Protease-Behandlung von
Mitoplasten wurde dem hypotonischen Puffer 100 jkgRmoteinase K zugeflgt. Die
Proteinase K-Behandlung wurde durch Zugabe von 1RM&F und 5 min Inkubation auf
Eis beendet. Die Mitochondrien und die Mitoplastemrden durch ZentrifugatioflO min,
4°C, 12.000 rpm; Hettich Mikrorapid/K, Rotor 139%@isoliert, mit 100 pul SEM-Puffer
gewaschen (ohne Resuspension des Pellets) und ®&-Ps@benpuffer aufgenommen.
AnschlieRend wurden die Proben mittels SDS-PAGE.82. Ubertragung auf Nitrozellulose
(2.4.4) und Autoradiographie (2.4.5) untersucht.

2.4.1.4 Flotationsexperiment mit vorgeschaltetem Iportansatz

FUr den Importansatz wurden 200 pg Mitochondrie200 pl Importpuffer aufgenommen
und mit 5 mM NADH, 25 mM ATP, 10 mM Kreatinphosphand 10 mg/mi

Kreatinphosphokinase versetzt und fur 5 min beiQ%brinkubiert. Danach erfolgte die
Zugabe von 20 ul in Retikulozytenlysat translagisrProtein und die Inkubation fir 15 min
bei 25°C. Die Reaktionsansatze wurden fur 10 mind3€ und 12.000 rpm zentrifugiert
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(Hettich Mikrorapid/K, Rotor 1395und anschlieBend zweimal mit 100 pl SEM-Puffer
gewaschen, ohne das Pellet dabei zu resuspendizaisrPellet wurde in 500 pl SEM-Puffer
mit 1 mM PMSF resuspendiert. Die Proben wurden ldahggabe von 1300 pl 2,5 M (w/v)
Saccharoselésung mit 1 mM PMSF auf eine Sacchasogektration von 1,8 M eingestellt
und auf den Boden eines SWG60-Ultrazentrifugenrdémshgeladen. Danach wurden die
Proben mit 1,5 ml 1,7 M Saccharose-Puffgd mM MOPS, pH 7,2, 1 mM EDTA, 1,7 M
Saccharose, 1 mM PMSEnd dann mit 500 pl SEM-Puffer mit 1 mM PMSF Ulaishtet.
Es folgte eine Ultrazentrifugation fur 4 h bei 436d 25.000 rpniBeckman Optima TM LE-
80 K Ultrazentrifuge, SW60-Rotor)Die Mitochondrien beinhaltende Fraktion wurden
abgenommen, mit 1,5 ml SEM-Puffer versetzt, fir bth bei 4°C und 12.000 rpm
zentrifugiert(Hettich Mikrorapid/K, Rotor 1395und mit 1 ml SEM-Puffer gewaschen. Das
Pellet wurde in SDS-Probenpuffer aufgenommen, @iméh unter Schuitteln gelést und 2 min
bei 100°C gekocht. Es wurde jeweils die gleiche ¢ean Protein pro Probe mittels SDS-
PAGE (2.4.3), Western-Blot (2.4.4) und Autoradiqure (2.4.5) analysiert.

Fir einen zusatzlichen Versuchsansatz wurden ditocNondrien zuvor einer
Trypsin-Behandlung unterzogen. Die Mitochondrie@Q(21g) wurden in 200 ul SEM-Puffer
resuspendiert, mit 1 pl Trypsin (Stammldsung: 10mhgSigma, Taufkirchen) versetzt und
fur 15 min auf Eis inkubiert. Durch die Zugabe vérul STI Soybeantrypsin inhibitor,
Stammldsung: 10 mg/ml; Sigma, Taufkirchen) und egmeuten Inkubation fir 5 min auf
Eis wurde der Verdau gestoppt. Nach anschlieReddetrifugation fur 4 min bei 4°C und
12.000 rpm(Sigma 3k30, Rotor 12154-kjurde das Pellet zweimal mit 200 ul SEM-Puffer
gewaschen (ohne Resuspension des Pellets). Danadle wvie beschrieben mit dem

Flotationsexperiment vorgegangen.

2.4.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Konzentration einer Proteinl@sarfolgte nach Bradfordt al. (1976).
Dazu wurden die Proben 1:1000 mit d@Hverdinnt. 800 ul der verdinnten Probe wurden
mit 200 pl Rothf-Quant (Roth, Karlsruhe) gemischt. Als Referenzntdie800 pl ddkD
vermengt mit 200 pl RotfliQuant. Beide Ansatze wurden fiir 5 min bei RT irikub Es
wurde nun die Extinktion bei 595 nm bestimmt. Anth@miner BSA-Eichgerade konnte dann

die Proteinkonzentration berechnet werden.
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2.4.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE

Denaturierte Proteine wurden mittels diskontinicker Gelelektrophorese nach Laemmli
(1970) aufgetrennt. Es wurden Minigelapparaturem BHema Biorad (Hercules, USA)
verwendet. Fur das 10%ige Trenngel wurden 1,9 mO,H1,7 ml 30%ige Acryl-
Bisacrylamidlésung, 1,3 ml 1,5 M Tris/HCI (pH 8,830 ul 10% SDS, 50ul 10%
Ammoniumpersulfat und 21 TEMED gemischt. Das 5%ige Sammelgel setzte sigh a
680ul H,0, 170ul 30%ige Acryl-Bisacrylamidlésung, 130 1,5 M Tris/HCI (pH 6,8), 1Qul
10% SDS, 10ul 10% Ammoniumpersulfat sowie il TEMED zusammen. Die Proben
wurden je nach Anwendung in 1-4x SDS-Probenp{#ferSDS-Probenpuffer: 0,3 M Tris, pH
6,8, 2,4% SDS, 6,7% Glyzerin, 13,3Mercaptoethanol)geldst und fir 10 min in einem
kochendem Wasserbad bzw. fir 2 min bei 100°C imzlleck erhitzt. Die Auftrennung
erfolgte in 1x SDS-Laufpuffer(1,0 g/l SDS, 3,03 g/l Tris, 14,41 g/l Glyzii) einer
senkrechten Kammer bei einer angelegten Stromstéavkel5 mA. Nach der Auftrennung
wurden die Proteine entweder auf eine Nitrozellehosmbran Ubertragen (2.4.4) und mittels
Autoradiographie (2.4.5) oder immunologischer Detek (2.4.6) analysiert oder mit 0,1%
Coomassie-Brilliant-Blau R-250 in 50% (v/v) Methdnt0% (v/v) Essigsaure angefarbt und
anschlie3end mit 50% (v/v) Methanol, 10% (v/v) Bsaure entfarbt.

2.4.4 Transfer von Proteinen auf eine Nitrozellulosmembran (Western-
Blot)

Um Proteine nach der elektrophoretischen Auftregnummunologisch oder mittels
Autoradiographie nachweisen zu kénnen, wurden dmegedem ,semi-dry“-Blotverfahren
(Towbin et al, 1979) auf Nitrozellulosemembranen (Hybond; AmarshBiosciences,
Piscataway, USA) transferiert. Dazu wurden das @Giel,Nitrozellulosemembran und sechs
Whatman-Filterpapiere mit Transferpuff@0 mM Tris, 150 mM Glycin, 20% (v/v) Methanol,
0,02% (w/v) SDS) getrankt. Drei Whatman-Filterpapiere wurden aufe duntere
Graphitelektrode (Anode) gelegt. Danach folgten Migozellulosemembran, das SDS-Gel,
drei weitere Whatman-Filterpapiere und die oberepBitelektrode (Kathode). Fur den
Transfer der Proteine wurde eine Stromstarke vé&nntd/cnf fir 1,5 h angelegt. Die
Membran wurde zur Kontrolle der Ubertragung derténe und zum Markieren des
Standards mit Ponceau S-Losy0g2% (w/v) Ponceau S in 3% (w/v) TAA) 2 min gefarbt.
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2.4.5 Nachweis von Proteinen auf Nitrozellulosememdgnen mittels
Autoradiographie

Die Detektion von radioaktiv markierten Proteinefokgte mittels Autoradiographie. Hierzu
wurde die Nitrozellulosemembran mit den darauf dfanerten Proteinen auf eine Imaging
plate (BAS-IP MS 2025; Fujifilm, Dusseldorf) geleddie Imaging plate wurde nach 1-
4tagiger Exposition mit dem FLA-7000 von Fujifilmci8nce (Dusseldorf) sowie der

Software Multi Gauge V3.2 (Fujifilm, Disseldorf)sgewertet.

2.4.6 Immunologischer Nachweis von Proteinen auf Mozellulose-
membranen

Um unspezifische Bindungsstellen abzusattigen, evdid Nitrozellulosemembran nach dem
Transfer der Proteine (2.4.4) bei RT fur 30 miTBST-Puffer(6,05 g/l Tris, 8,76 g/l NaCl,
0,5 ml/l Tween 20init 5% (w/v) Magermilchpulver geschwenkt. Anschked erfolgte eine
60-minutige Immunodekoration bei RT oder tber Nalgbt 4°C mit einem spezifischen
Antikorper, der je nach Titer zwischen 1:250 bi2.000 in TBST-Puffer mit 5% (w/v)
Magermilchpulver verdiinnt war. Die Membran wurdeiehal fir 10 min in TBST-Puffer
gewaschen. Der Nachweis des gebundenen primareikofpdrs erfolgte durch eine
einstindige Inkubation bei RT mit einem sekundademikorper, der an Meerrettich-
Peroxidase gekoppelt ist. Der sekundare Antikovpande 1:10.000 in TBST-Puffer mit 5%
(w/v) Magermilchpulver verdinnt. Es folgten drei $¢hschritte fur jeweils 10 min in TBST-
Puffer. Die Membran wurde mit Lumineszenz-Losui@ ml Luminollésung (5 ml 1 M
Tris/HCI (pH 8,6 nach Zugabe), 12 mg Luminol, ad iDddH0), 800 ul Coumarsaure
(11mg in 10 ml DMSO), 2,4 ul 30% ,Bb) benetzt. Durch die ablaufende
Chemilumineszenz-Reaktion konnten die Banden angnei Rontgenfilm (Fuji medical X-
Ray Film, Fujifilm, DUsseldorf) durch eine Expositi fir 10 sec bis 10 min oder mit dem
Luminescent Image Analyser (LAS-4000; Fujifilm, Bé&lorf) und der Software Image
Reader LAS-4000 (Fujifilm, Dusseldorf) sichtbar geaht werden.
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3 Ergebnisse

3.1 Die mitochondriale Morphologiekomponente Mdm36

In vielen Organismen, wie auch B. cerevisiagunterliegen die Mitochondrien standigen
morphologischen Veranderungen, um sich an die plogischen Bedingungen anzupassen.
Im letzten Jahrzehnt wurden einige Komponenten, tler diese Prozesse ndétigen
Maschinerien identifiziert. Dennoch sind viele Zesgaenhdnge noch nicht vollstandig
aufgeklart. In einer genomweiten Durchmusterung deunach Deletionsmutanten nicht
essentieller Hefegene gesucht, die eine verandertochondriale Verteilung und
Morphologie aufweisenMDM = mitochondrial dstribution and norphology (Dimmeret al,
2002). Dabei wurde unter anderem Mdm36 als neugMibogie bestimmende Komponente
identifiziert. MDM36 (systematischer Nam¥&PR083W kodiert fir ein 579 Aminosauren
langes Protein mit einem Molekulargewicht von 65akDnd weist Homologe in vielen
anderen Ascomyceten auf. Die Proteinsequenz besitztkonservierte vorhergesagte Coiled-
Coil-Doméne (zwischen den Aminosaureresten 405-46paset al, 1991) und eine Serin-
reiche Region mit einer unbekannten Funktion (zescden Aminosaureresten 466-518).
Eine Transmembrandoméane sowie eine mitochondrigistéuerungssequenz konnten nicht
vorhergesagt werden. Die Charakterisierung von Malm3d die Ermittlung der moéglichen
Funktion sollten weitere Einblicke in den mitochaaten Morphologie- und

Vererbungsapparat geben.

3.1.1 DieAmdm36Mutante besitzt netzdhnliche Mitochondrien

Mitochondrien sind sehr dynamische Organellen, d&terphologie unter anderem von den
antagonistischen Prozessen Fusion und Teilung gimhast. In wildtypischen Hefezellen
bilden die Mitochondrien elongierte, tubuldare Sturkn aus. Wird hingegen der
mitochondriale Fusionsprozess blockiert, entstdhagmentierte Mitochondrien. Bei einem
Verlust der mitochondrialen Teilungsaktivitat beert die Hefezellen stark verzweigte,
netzartige (fischernetzartige, Netze) Mitochondri@mbei die Maschen sehr gleichmafig
angeordnet sind. Folglich kann die mitochondrial®rphologie einer Deletionsmutante
Aufschluss Uber die mogliche Funktion eines Pratgi@ben. Deswegen wurde dismdm36
Mutante im Vergleich zum isogenen Wildtyp (BY4742)nachst fluoreszenzmikroskopisch
analysiert. Hierfir wurden die Stamme mit dem PldgpvT100U-mtGFP (Westermann und
Neupert, 2000) transformiert, welches GFP mit emé&ochondrialen Zielsteuerungssequenz
kodiert und somit die Mitochondrien stabil markiert



Ergebnisse |46

Auf fermentierbarer Kohlenstoffquelle (YPD-Mediumjes der Wildtyp zu 90% tubulare,
verzweigte Mitochondrien auf (Abb.3-1 A und 3-1 Bpnd auf nicht fermentierbarer
Kohlenstoffquelle (YPG-Medium) zu 98% (Abb.3-1 AduB-1 C). Lediglich die Starke der
mitochondrialen Verzweigung war auf glyzerinhaltigeMedium erhoht, da die Zellen
gezwungen waren, ihren ATP-Bedarf Uber die Atmuegskzu decken. DiAmdm36
Mutante zeigte im Vergleich zum Wildtyp eine stagtdnderte mitochondriale Morphologie.
Die Hefezellen bildeten auf YPD-Medium zu 85% bzauf YPG-Medium zu 94% sehr
kompakte Mitochondrien aus, die meist auf eineteSaer Zelle lokalisiert waren (Abb.3-1 A
mittlere Bildreihe, B und C). Diese netzdhnlichemtochondrialen Strukturen waren sehr
unorganisiert. Auffallig waren auch die auf glukoakigem Medium zu 15% und auf
glyzerinhaltigem Medium zu 6% sichtbaren ,echtenét2¢ (gleichméRige Anordnung der
Maschen) (Abb.3-1 A untere Bildreihe, B und C). $aiesind typisch fiur mitochondriale
Teilungsmutanten.

Insgesamt &ahneln die beobachteten netzahnlichermchindrien derAmdm36
Mutante sehr der mitochondrialen Morphologie ddnmZ® (Otsugaet al, 1998; Bleazaret
al., 1999), Amdvt (Tieu und Nunnari, 2000) undfisl-Mutanten (Mozdyet al, 2000).
Dnm1l, Mdvl und Fisl sind Komponenten der mitochhein Teilungsmaschinerie, deren
Verlust zu netzartigen Mitochondrien fuhrt, die curdie Stérung der Teilung bel
fortlaufender Fusion entstehen. Ein ahnlicher nhitowrialer Phanotyp kann auf eine
gemeinsame Funktion hindeuten. Der mitochondridiénBtyp derAmdm36Zellen wirde
dementsprechend eine mdgliche Rolle von Mdm36 im dgtochondrialen Teilung

signalisieren.
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Abb.3-1: Die mitochondriale Morphologie der Amdm36-Mutante ist im Vergleich zum Wildtyp
stark verandert. Mit pVT100U-mtGFP transformierte Wildtyp- und Amdm36-Zellen wurden auf YPD-
bzw. auf YPG-Medium bei 30C bis zur logarithmischen Wachstumsphase angezogen und
fluoreszenzmikroskopisch analysiert. (A) Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der mitochondrialen
Morphologie. Es ist jeweils eine Differential-Interferenz-Kontrast-Aufnahme (DIC) der Hefezellen und
eine Fluoreszenzaufnahme (MmtGFP) der Mitochondrien abgebildet. Der GréRenbalken entspricht
5um. (B und C) Quantifizierung der mitochondrialen Phanotypen auf YPD- bzw. YPG-Medium.
Angegeben sind Durchschnittswerte aus je drei Auszahlungen (n jeweils = 100) mit
Standardabweichungen.

3.1.2 Elektronenmikroskopische Untersuchungen dekmdm36Mutante
und die Erstellung eines 3D-Modells bestatigen dametzdhnlichen
mitochondrialen Phanotyp

Bei den fluoreszenzmikroskopischen Analysen kommtder Amdm36Mutante ein deutlich

veranderter mitochondrialer Phanotyp beobachtetdever Die elektronenmikroskopische
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Untersuchung sollte zunachst die fluoreszenzmilopsichen Beobachtungen bestatigen und
zusatzlich nadhere Aufschlisse Uber mogliche Venamdgen in der Ultrastruktur,
insbesondere der mitochondrialen Membranstrukteheg, die fluoreszenzmikroskopisch
nicht erfassbar sind. Diemdm36Zellen und der isogene Wildtyp (YPH500) wurden diie
Einbettung nach Bauet al. (2001) und Spurr (1969) auf YPD bis zu einerggion 0,5-1,0
angezogen und in Kunstharz eingebettet. Es wurdeadinnschnitte der Proben hergestellt
und diese elektronenmikroskopisch untersucht (Af2bA3.

In den Wildtypzellen waren die Mitochondrien Uloéx gesamte Zelle verteilt (Abb.3-
2 A) und zeigten Cristae- und DoppelmembranstrektuiAbb.3-2 A, rote Pfeile). Auch in
der Amdm36Mutante konnten analoge Cristae- und Doppelmensimakturen (Abb.3-2 A,
rote Pfeile) festgestellt werden. Auffallig war begen die Verteilung der Mitochondrien in
der Amdm36Zelle. Die Mitochondrien lagen meist auf einert8aler Zelle angehauft vor
(Abb.3-2 A) und waren vielfach miteinander verbumd@bb.3-2 A, gelber Pfeil). Eine
elektronenmikroskopische Quantifizierung ergabsatie Mitochondrien im Wildtyp zu 99%
wildtypisch (Tab.3-1), also Uber die gesamte Zellerteilt waren und in deAnmdm36
Mutante zu 87% als Anhaufungen bzw. Aggregate @-ab.vorlagen. Die mitochondrialen
Anhaufungen in derAmdm36Mutante bestatigen den mit dem Fluoreszenzmikqosko
beobachteten mitochondrialen Phanotyp.

Um zu unterscheiden, ob die Mitochondrien in dendm36Mutante tatsachlich
netzéhnlich und miteinander verbunden vorliegenydeuein 3D-Modell erstellt. Dazu
wurden Serienschnitte angefertigt, die aus jew&tsSchnitten mit einer Dicke von 70 nm
bestanden. Die einzelnen Schnitte wurden anscince®at Hilfe des Programmes IMOD
3.13.5 (Boulder Laboratory, USA; Kremet al, 1996) Ubereinander gelagert und davon ein
3D-Modell erstellt (Abb.3-2 B).

Bei Betrachtung des Wildtyp-3D-Modells ist zu erken, dass sich die
Mitochondrien durch die ganze Zelle ziehen und éangerzweigte Schlauche ausbilden, die
charakteristisch fur wildtypische Mitochondrien gi(Abb.3-2 B). AuRerdem ist ersichtlich,
dass die Mitochondrien keine vollstandig zusammegbéde Einheit bilden (Abb.3-2 B).
Dies ist darauf zurtickzufiihren, dass Mitochondhech dynamische Organellen sind, die
standigen Fusions- und Teilungsereignissen ungerie Das 3D-Modell derAmdm36
Mutante bestéatigt und verdeutlicht die fluoreszemzoskopischen Beobachtungen. Die
Mitochondrien sind auf einer Seite der Zelle log@lit und bilden ein stark verzweigtes,
miteinander verbundenes mitochondriales Netzwerk aas zu einem einzigen Organell

fusioniert ist (Abb.3-2 B). Folglich scheint die taxhondriale Teilung blockiert zu sein, wie
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es der Fall in den Teilungsmutanté&nml Amdvl und Afisl ist. Der mitochondriale
Phanotyp denmdm36Mutante ist also vermutlich das Resultat einettdésn Teilung der

Mitochondrien.

Tab.3-1: Elektronenmikroskopische Auswertung der mi tochondrialen Phéanotypen der
Amdm36-Mutante im Vergleich zum Wildtyp (in Zusammenarbei  t mit Bastian Seubert, Institut
fur Zellbiologie, Universitat Bayreuth, Diplomarbei t 2008, erstellt). Hefezellen wurden auf YPD-
Medium bis zu einer ODgoo von 0,5-1,0 kultiviert und anschlieBend fixiert (Bauer et al., 2001) und in
Kunstharz eingebettet (Spurr, 1969). Ultradiinnschnitte wurden elektronenmikroskopisch untersucht.
Bei der Auszahlung wurde nur zwischen wildtypischen (in der gesamten Zelle verteilt) und
aggregierten (Anhaufungen) Mitochondrien unterschieden. Ultradinnschnitte, in denen keine
Mitochondrien zu sehen waren, wurden nicht mit in die Auswertung einbezogen. Es wurden jeweils >
140 Zellen ausgezahlt.

mitochondrialer Phanotyp (Anteil der Zellen in %)

Stamm : .

wildtypisch Aggregate
WT 99 1
Amdm36 13 87

Abb.3-2: Elektronenmikroskopische Aufnahmen und 3D- Modell von Wildtyp- und Amdm36-
Zellen (in Zusammenarbeit mit Bastian Seubert, Inst itut fur Zellbiologie, Universitat Bayreuth,

Diplomarbeit 2008, erstellt) (siehe S.50). Hefezellen wurden bei 30T bis zu einer OD g von 0,5-
1,0 in YPD-Medium angezogen und anschlieend fixiert (Bauer et al., 2001) und in Kunstharz
eingebettet (Spurr, 1969). (A) Ultradiinnschnitte wurden elektronenmikroskopisch untersucht. Das
linke Bild stellt jeweils eine Ubersicht der Zelle dar, das rechte Bild jeweils eine VergréRerung der in
der Zelle enthaltenen Mitochondrien. Der Wildtyp weist gleichmaRig in der Zelle verteilte
Mitochondrien mit Cristae- und Doppelmembranstrukturen auf (rote Pfeile). In der Amdm36-Mutante
sind die Mitochondrien auf einer Seite der Zelle lokalisiert und bilden Aggregate, die miteinander
verbunden sind (gelber Pfeil). Die Ultrastruktur der Mitochondrien (Cristae, Doppelmembran) weist
keine Verénderungen in der Mutante auf (rote Pfeile). (B) 3D-Modell des Wildtyps (links) und der
Amdm36-Mutante (rechts), das mit IMOD 3.13.5 (Boulder Laboratory, USA; Kremer et al., 1996)
durch Uberlagerung von je 35 Serienschnitten & 70 nm erstellt worden ist. Die Mitochondrien sind
golden gefarbt, die Zellwand wei. Das 3D-Modell ist jeweils aus verschiedenen Perspektiven
gezeigt. Der GrolRenbalken stellt 5 um dar. Im Vergleich zum Wildtyp weist die Amdm36-Mutante
netzahnliche Mitochondrien auf, die dem mitochondrialen Phanotyp von Teilungsmutanten ahneln.
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Abb.3-2: Elektronenmikroskopische Aufnahmen und 3D- Modell von Wildtyp- und Amdm36-
Zellen (in Zusammenarbeit mit Bastian Seubert, Inst itut fur Zellbiologie, Universitat Bayreuth,
Diplomarbeit 2008, erstellt). Beschreibung siehe S. 49.
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3.1.3 Der Verlust von Mdm36 hat keinen Einfluss auflie Vakuolen, das
Endoplasmatische Retikulum oder auf das Aktinzytosklett

Die Morphologie und Dynamik von Mitochondrien 8. cerevisiadst abhangig von der
korrekten Ausbildung des Aktinzytoskeletts (Druleh al, 1993; Lazzarincet al, 1994,
Smithet al, 1995). Um die Mdglichkeit auszuschliel3en, dashdebachtete mitochondriale
Phanotyp denmdm36Mutante auf ein defektes Aktinzytoskelett zurlidkirwen ist oder die
Deletion desMDM36-Gens einen pleiotropen Effekt auf andere Zelloefjan ausubt,
wurden das filamentdse Aktin, das Endoplasmatiséigkulum (ER) und die Vakuolen fur
die Fluoreszenzmikroskopie markiert. Zur Untersunghder Vakuolen wurden die Zellen mit
dem Fluoreszenzfarbstoff Carboxy-DCFDA behandadt, sich in das Lumen der Vakuolen
einlagert. Die Morphologie des ER wurde mit pWP1Qtnsformierten Zellen, die ER-
lokalisiertes GFP exprimieren, analysiert. Das Akytoskelett wurde in pVT100U-mtGFP
transformierten Hefestdmmen mit Rhodamin-Phallogilohtbar gemacht.

Sowohl im Wildtyp als auch in ddimdm36Mutante konnten 1-5 Vakuolen pro Zelle
beobachtet werden (Abb.3-3 A), was nach Seelewl. (2002) eine normale vakuolare
Verteilung darstellt. Im Wildtyp und in der Deletiemutante waren das kortikale und das
perinukleare ER deutlich erkennbar und wiesen k&¥&nderungen auf (Abb.3-3 B). Auch
das Aktinzytoskelett mit seinen Aktinkabeln undtkalen patcheswar in der Kontrolle und
in der Mutante identisch (Abb.3-3 C). Die kortikalpatchesbefanden sich bei beiden
Stammen vorwiegend in der Tochterzelle, wahrent die Aktinkabel durch die gesamte
Zelle erstreckten. Die fur Wildtyp- undmdma36Zellen charakteristischen Mitochondrien
schienen sich aul3erdem an das Aktinzytoskelett lagemn, was einem Transport der
Mitochondrien entlang des Aktinzytoskeletts entsiri

Da der Verlust von Mdm36 weder eine VeranderunguWdduolen, des ERs noch des
Aktinzytoskeletts zur Folge hat, kann man davorgaben, dass es sich bei dem beobachteten
Morphologiedefekt weder um einen pleiotropen noai einen sekundaren Effekt handelt.
Somit hat Mdm36 einen spezifischen Einfluss auf diéochondriale Verteilung und

Morphologie.
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Abb.3-3: Mdm36 hat keinen Einfluss auf andere Zells trukturen. Die Wildtyp- und die Amdma36-
Zellen wurden bei 30C bis zur logarithmischen Wach stumsphase in YPD-Medium angezogen. Der
GroRRenbalken stellt 5 um dar. (A) Farbung der Vakuolen mit dem Fluoreszenzfarbstoff Carboxy-
DCFDA. Dargestellt ist jeweils eine Differential-Interferenz-Kontrast- (DIC) und eine
Fluoreszenzaufnahme (Vakuole). (B) Die mit pWP1055 transformierten Zellen exprimieren ER-
lokalisiertes GFP. Zu sehen ist jeweils eine Differential-Interferenz-Kontrast- (DIC) und eine
Fluoreszenzaufnahme (ER). (C) Mit pVT100U-mtGFP transformierte Zellen wurden mit Rhodamin-
Phalloidin geférbt. Dargestellt ist jeweils eine Differential-Interferenz-Kontrast- (DIC), eine mtGFP- und
eine Aktin-Fluoreszenzaufnahme (invertierte Abbildung zur besseren Visualisierung von schwachen
Aktinkabeln und  kortikalen patches) sowie eine Uberlagerung der mtGFP- und
Aktinfluoreszenzaufnahmen (merge).

3.1.4 Einordnung von Mdm36 in die mitochondriale Mophogenese-
maschinerie

Die Ausbildung eines mitochondrialen Netzwerkes abhangig von dem dynamischen

Gleichgewicht zwischen Fusions- und Teilungsersiggm (Sesaki und Jensen, 1999; Shaw
und Nunnari, 2002). Das Fehlen einer Fusions- begilungskomponente verschiebt das

Gleichgewicht in Richtung Teilung (fragmentierte tdtihondrien, Verlust von

mitochondrialer DNA) bzw. Fusion (netzartige Mitactdrien). Wird hingegen die Fusions-
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und Teilungsmaschinerie gleichzeitig blockiert, itldet sich wieder ein wildtypisches
mitochondriales Netzwerk aus (Bleazaet al, 1999; Sesaki und Jensen, 1999).
Voraussetzung dafur ist aber, dass Fusion und figedwif gleicher Ebene gestért werdbre
zusatzliche Deletion von Teilungs- oder Fusionskongmten in deAmdm36Mutante sollte

somit eine Zuordnung von Mdma36 zu einem der belRi@zesse ermdglichen.

3.1.4.1 Untersuchung von Doppelmutanten, in deneiDM36 und eine
mitochondriale Fusionskomponente deletiert ist

Die zusatzliche Deletion voiMDM36 in Afzol-Zellen fuhrt zu einer teilweisen Rettung

des mutantenAfzol-Phanotyps

Amdm36AfzolDoppelmutanten wurden generiert, um zu untersucblrdie Deletion von
MDM36 die Fragmentierung der Mitochondrien und den Vérties mitochondrialen DNA
(mtDNA) in Zellen revertiert, denen die Fusionskamente Fzol fehlt. Da auch die
Reihenfolge, in der die Gene ausgeschaltet wereiee, grol3e Rolle bei der Untersuchung
spielt (Sesaki und Jensen, 1999), wurden Doppehterna die durch zwei verschiedene
Herangehensweisen erhalten wurden, analysiert. &men wurde einAmdm36Afzol(1)-
Doppelmutante erzeugt, in der die Gene durch Knegzder haploiden Einzelmutanten
gleichzeitig deletiert wurden. Zum anderen wurdeneeiAmdm36Afzol(2)-Mutante
hergestellt, did=ZO1 zunachst plasmidal mit seinem wildtypischen Hedeprtor (pRS416-
FZOL1, Fritzet al, 2001) exprimierte. Das Plasmid wurde anschliefdred Selektion auf 5°-
FOA-Platten entfernt. Auf diese Weise konnte denkionsverlust von Mdm36 und Fzol
entkoppelt werden.

Der isogene Wildtyp (YPH500) wies zu 96% verzweigtdulare Mitochondrien auf
(Abb.3-4 A und B). DieAmdm36Mutante zeigte in 96% der Zellen ihre charakteststen,
auf einer Seite der Zelle lokalisierten, netzathdit Mitochondrien (Abb.3-4 A und B).
Aufgrund des Fusionsdefektes entstand in Afacl-Mutante zu 87% ein fragmentierter
mitochondrialer Phénotyp, wobei die Fragmente Uther gesamte Zelle verteilt waren
(Abb.3-4 A und B). In beiden Doppelmutantean{dm36Afzol(1), Amdm3>/Afzo1(2))
konnte zwar kein wildtypisches mitochondriales Medek wiederhergestellt werden, dennoch
trat im Vergleich zurAfzolEinzelmutante eine deutliche Veranderung der Lis&tibn der
Mitochondrienfragmente ein. Diese waren in dendm36Afzo1(1)-Mutante zu 90% und in
der Amdm®/Afzo1(2)-Mutante zu 96% einseitig lokalisiert (einseitigdmentiert/aggregiert)
(Abb.3-4 A und B). Die Reihenfolge der Deletion deene spielte bei der Verteilung und
Morphologie der Mitochondrien keine Rolle. Bei ddmobachteten Phéanotyp war nicht
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genau feststellbar, ob die Mitochondrien miteinanderbunden waren oder fragmentiert
vorlagen. Es konnte sich dabei um einen Ubergastgsad der Teilung handeln, der aber nur
mithilfe einer Elektronentomographie eindeutig naelsbar ware.

Afzol-Deletionsmutanten sind aufgrund ihres VerlustsntDNA nicht mehr in der
Lage auf nicht fermentierbarer KohlenstoffquelleP®) zu wachsen. Die zusatzliche
Deletion von MDM36 fuhrt zwar nicht zur Wiederherstellung des wildsghen
mitochondrialen Phanotyps, dennoch kdnnte sichDdiketion auf das Wachstumsverhalten
auswirken. Aus diesem Grund wurde ein Tupfeltestiiyefuhrt. Hierfur wurden die Stamme
bis zu einer Oy ~1,0 angezogen und anschlieRend jeweils eine Yardigsreihe
(unverdiinnt, 18, 10% 10° 10% auf YPD- und YPG-Platten getiipfelt. Die Plattenrsen
bei 30°C und bei 37°C (erschwerte Wachstumsbedugeuninkubiert. Sowohl der Wildtyp
als auch disAmdm36Mutante wuchsen auf YPD- und auf YPG-Medium beiGB@nd bei
37°C bis zur letzten Verdiunnungsstufe (Abb.3-4 @g AfzolMutante zeigte auf YPD bei
30°C und bei 37°C ein wildtypahnliches Wachstumhiwgegen auf nicht fermentierbarer
Kohlenstoffquelle bei beiden Temperaturen kein Véaam zu beobachten war (Abb.3-4 C).
Die beiden DoppelmutanterAthdm36Afzol(1), Amdm3IB/Afzol(2)) wiesen das gleiche
Wachstumsverhalten wie diafzokEinzelmutante auf (Abb.3-4 C). Die respiratorische
Kompetenz konnte demnach in den Doppelmutanten wigderhergestellt werden.

Die respiratorische Inkompetenz kann auf einenéertier mtDNA §ho?], wie es in
der Afzo:Mutante der Fall ist, bzw. auf Anhaufungen von &itdm in der mtDNA rho]
zurtckzufiihren sein. Deswegen wurde durch Farbuag Z£kellen mit DAPI, einem
Fluoreszenzfarbstoff fr DNA, und anschlielBendapriészenzmikrokopischer Analyse das
Vorhandensein der mtDNA Uberprift. Im isogenen Wijdkonnten hierbei neben dem
Zellkern (Abb.3-4 D, gelber Pfeil) in 99% der Zell@0-15 mtDNA-Nukleoide (Abb.3-4 D,
roter Pfeil; Tab.3-2) beobachtet werden. Auch dmdm36Mutante wies zu 97% eine
wildtypische Anzahl an mtDNA-Nukleoiden auf (Abb43D; Tab.3-2). In denfzoX:Mutante
und in den beiden Doppelmutanten wurde hingegekeiner Zelle mtDNA nachgewiesen
(Abb.3-4 D; Tab.3-2). Der respiratorische Defektdigsen Stdmmen ist damit auf einen
Verlust der mtDNA zurtckfihrbar.

Die Deletion vonlMDM36 kann den mutanten Phanotyp dézolZellen nur teilweise
retten. Dabei beschrankt sich die Reversion auf rdieochondriale Morphologie. Die
beobachteten aggregierten Mitochondrienfragmente begrenzten Bereichen der
Doppelmutanten sprechen fir starker miteinandeburetene Mitochondrien im Vergleich

zur AfzokMutante. Deshalb scheint Mdm36 einen leichtengonastischen Effekt gegenuber
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Fzol zu besitzen. Eine analoge einseitige Lokatisater Mitochondrien konnte schon in der

Amdm36Mutante beobachtet werden. Denkbar wére somitrdede dass die Deletion von

MDM36 zusatzlich Auswirkungen auf die Verteilung detddhondrien hat.

Tab.3-2: Auszahlung der Zellen mit und ohne mtDNA. Die Hefestamme wurden (ber Nacht bei
30T kultiviert, mit DAPI gefarbt und anschlieRend die Zellen mit und ohne mtDNA-Nukleoide
quantifiziert. Angegeben sind Durchschnittswerte aus zwei Auszahlungen (jeweils n = 100).

Anteil der Zellen in %

Stamm

mit mtDNA ohne mtDNA
WT 99 1
Amdm36 97 3
Afzol 0 100
Amdm36/Afzol1(1) 0 100
Amdm36/Afzol1(2) 0 100

Abb.3-4: Die zusatzliche Deletion von MDM36 in Afzol-Zellen fuhrt zu einer teilweisen Rettung
des mutanten Afzol-Phanotyps (siehe S. 56). (A) Die mit pVT100U-mtGFP transformierten Zellen
wurden auf YPD-Medium bei 30C bis zur logarithmisc hen Wachstumsphase angezogen und dann
fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Jedes Bildpaar besteht aus einer Differential-Interferenz-
Kontrast- (DIC) und aus einer Fluoreszenzaufnahme der Mitochondrien (mtGFP). Der GréRenbalken
entspricht 5 um. (B) Quantifizierung der in (A) dargestellten Hefestdmme mit Standardabweichung. In
je drei unabhéngigen Experimenten wurden jeweils n = 100 Zellen ausgewertet. (C) Fur den Tupfeltest
wurden die Stamme auf YPD-Medium bis zur einer ODgyo ~1,0 bei 30C angezogen. Es wurden
serielle Verdinnungen auf YPD- und auf YPG-Platten getropft und bei 30C und 37<C inkubiert. (D)
Die Hefestdmme wurden Uber Nacht bei 30T kultiviert und anschlieBend mit DAPI gefarbt. Sowohl
das Kerngenom (gelber Pfeil) als auch die mtDNA-Nukleoide (roter Pfeil) kdnnen so
fluoreszenzmikroskopsich untersucht werden. Zu sehen ist jeweils eine Differential-Interferenz-
Kontrast- (DIC) und eine Fluoreszenzaufnahme (DAPI). Der GroR3enbalken betragt 5 pum.
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Abb.3-4: Die zusatzliche Deletion von MDM36 in Afzol-Zellen fuhrt zu einer teilweisen Rettung
des mutanten Afzol-Phanotyps. Beschreibung siehe S.55.
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Wiederherstellung der Vermischung des mitochondriaggn Matrixinhaltes in der
Amdm30GMutante durch Deletion von MDM36
Vorhergehende Studien zeigten, dass flr die voliitge Rettung des mitochondrialafzol-
Phanotyps vermutlich eine komplette Blockierung datochondrialen Teilung nétig ist
(Bleazard et al, 1999; Sesaki und Jensen, 1999). Die beobachtetgregierte
Mitochondrienfragmentierung in derAmdm3@AfzolDoppelmutante legt nahe, dass
Amdm36Mutanten noch eine restliche Teilungsaktivitatitzes, es sich bei Mdm36 also um
eine untergeordnete Teilungskomponente handeltw®gen wirde eine mdgliche Funktion
von Mdm36 in der mitochondrialen Teilung vermutlicteutlicher werden, wenn der
antagonistische Prozess, die Fusion, nur teilweéigmckiert ware. Mdm30 ist eine
regulatorische Komponente der mitochondrialen Fystle den Abbau von Fzol induziert
(Fritz et al, 2003; Coheret al, 2008).Amdm306Zellen besitzen fragmentierte Mitochondrien,
sind aber in der Lage ihre mtDNA zu erhalten. Danesmdm36Mutanten zur Ausbildung
von inaktiven Fzol-Aggregaten kommt, sind die Mitoedrien nicht mehr bzw. kaum noch
fusionsfahig (Fritzet al, 2003). Die gleichzeitige Deletion des kodierend@ans der
Teilungskomponente Dnm1 hingegen ermdglicht digdruder Mitochondrien wieder (Fritz
et al, 2003), was durch die reduzierte, aber nicht ketpjestorte, Fusionsaktivitat der
Amdm36Mutante erklarbar ist. Wenn das mitochondriale zMetrk in beiden
Paarungspartnern eine Einheit bildet, reicht emziges Fusionsereignis, damit der komplette
Matrixinhalt in der Zygote vermischt wird. Hingegenissen in Zellen, in denen die
Teilungsmaschinerie intakt ist, fr die vollstar@igermischung mehrere Fusionsereignisse
stattfinden. Wenn Mdm36 eine Komponente der mitadnalen Teilungsmaschinerie ist,
dann sollte die Deletion voMDM36 in der Amdm30Mutante eine ahnliche Auswirkung
haben wie dieDNM1-Deletion. Zur Untersuchung der Mitochondrienfusiarnvivo wurden
haploide Zellen entgegengesetzten Paarungstyps umiérschiedlich fluoreszierenden
mitochondrialen Markern (pYX113-mtGFP, Westermannd uNeupert, 2000; pRS416-
GAL1+PrFoATP9-RFP, Mozdet al, 2000) gepaart (Nunnagt al, 1997). In den Zygoten
konnte dann anhand der Uberlagerung der mtGFPmiRdP-Fluoreszenzen die Fusion der
Mitochondrien Uberprift werden. Es wurde dabei eghém Fusion (vollstandige
Uberlagerung der Fluoreszenzen), keiner Fusiomék®iberlagerung der Fluoreszenzen) und
teilweiser Fusion (teilweise Uberlagerung der Fésaenzen) unterschieden (Abb.3-5).

Wie zu erwarten war, konnte in dem Kreuzungsansds Wildtypstammes
(BY4741 x BY4742) zu 100% eine Uberlagerung der des Elternstimmen stammenden
mitochondrialen Markern beobachtet werden, d.h. Miachondrien sind in der Lage zu
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fusionieren und dadurch ihren Matrixinhalt zu vesahien (Abb.3-5, Tab.3-3). Die Paarung
der Amdm36Mutanten fuhrte ebenfalls zu einer 100%igen Vecmimig des Matrixinhaltes
in den Zygoten (Abb.3-5, Tab.3-3). Analog zu Frék al. (2003) war in demAmdma30
Zygoten hingegen zu 69% keine und zu 25% nur emibvdise Vermischung der
mitochondrialen Fluoreszenzen zu detektieren (ABH.3Tab.3-3). Eine komplette
Uberlagerung der Fluoreszenzen konnte nur in 6% Zggoten beobachtet werden. Die
zusatzliche Deletion voBDNML1 in der Amdm30Mutante fuhrte, wie von Fritet al. (2003)
bereits beschrieben, zu einer 100%igen Vermischieg Matrixinhaltes in den Zygoten
(Abb.3-5, Tab.3-3). Ein ahnliches Bild ergab sich der Kreuzung deAmdm36Amdm30
Mutanten. Auch hier konnte durch die Deletion WADM36 in der Amdm30GMutante eine
vollstdndige Vermischung des Matrixinhaltes in 8886 Zygoten wiederhergestellt werden.
In 9% der Zygoten fand eine teilweise Uberlagerdag Fluoreszenzen statt, wahrend in nur
5% derAmdm36Amdm306Zygoten keine Mitochondrienfusion stattfand (Abb,3Tab.3-3).

Die mitochondriale Matrix liegt imdm36Zellen vermutlich sehr stark miteinander
verbunden vor, so dass die restliche Fusionsa&tiuit Zellen, in denen zusétzlich Mdm30
fehlt, ausreichend fir eine effiziente Vermischudgs mitochondrialen Matrixinhaltes ist.
Infolgedessen ist das Protein Mdm36 in dem der dasgomponente Mdm30
entgegengesetzten Prozess beteiligt, wodurch sedgiche Rolle in der mitochondrialen

Teilung noch weiter untermauert wird.

Tab.3-3: Quantifizierung des in vivo-Fusionsnachweises. Es wurden jeweils zwischen 20 bis 60
Zygoten ausgewertet. Dabei wurde zwischen einer vollstandigen (Fusion), einer teilweisen (teilweise
Fusion) und keiner (keine Fusion) Uberlagerung der mtRFP- und mtGFP-Fluoreszenzen
unterschieden.

Anteil der Zellen in %

Stamm . teilweise ; q
Fusion . keine Fusion
Fusion
WT XWT 100 0 0
Amdm30 x Amdm30 6 25 69
Amdm36 x Amdm36 100 0 0
Adnm1/Amdm30 x Adnm1/Amdm30 100

Amdm36/Amdm30 x Amdm36/Amdm30 86
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Abb.3-5: Wiederherstellung der Vermischung des mito chondrialen Matrixinhaltes in der
Amdm30-Mutante durch Deletion von MDM36. Zur Untersuchung der mitochondrialen
Fusionseffizienz in verschiedenen Hefestdammen wurde ein in vivo Fusionsnachweis durchgefihrt.
Dazu wurden Stdmme entgegengesetzten Paarungstyps verwendet, die mitochondriales GFP
(pYX113-mtGFP; Westermann und Neupert, 2000) bzw. mitochondriales RFP (pRS416-
GAL1+PrFoATP9-RFP; Mozdy et al., 2000) exprimieren. Nach der Paarung wurden die Zygoten
fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Jede Bildreihe besteht aus einer Differential-Interferenz-
Kontrast-Aufnahme (DIC), einer mtGFP- und einer mtRFP-Fluoreszenzaufnahme, der Uberlagerung
der mtGFP- und mtRFP-Fluoreszenzaufnanmen (merge) sowie der Uberlagerung der DIC-Aufnahme
mit der merge-Abbildung (DIC-merge). Der GréRenbalken entspricht 5 um. Es wurde zwischen
Fusion, teilweiser Fusion und keiner Fusion unterschieden.
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3.1.4.2 Untersuchung von Doppelmutanten, in dendiDM36 und eine
mitochondriale Teilungskomponente deletiert ist

Die Adnm1-Mutation verhalt sich epistatisch zurAmdm36Mutation

Der mitochondriale Phanotyp damdm36Mutante ahnelt stark dem der Teilungsmutante
Adnml Die Deletion vonDNM1 fuhrt zu netzartigen Mitochondrien, die aufgruner d
blockierten Teilung bei fortlaufender Fusion ertsie (Otsugat al, 1998). Dennoch weisen
die mitochondrialen Phanotypen der beiden Mutarfeene Unterschiede auf. Wahrend
Zellen, in deneMDM36 deletiert ist, auf eine Seite der Zelle lokaligeeher unorganisierte
(netzahnliche) Mitochondrien besitzen (auf YPD: 9284f YPG: 94%; Abb.3-6 A-C), sind in
der AdnmXMutante organisierte Netze (fischernetzartig) potiachten (auf YPD: 90%; auf
YPG: 89%; Abb.3-6 A-C). In deAmdm36Mutante sind hingegen in nur 10% der Zellen
organisierte Netze vorhanden (Abb.3-6 A-C). Die d&dstichung eineAmdm36AdnmZ
Doppelmutante sollte Aufschluss dariber gebenMBIM36 genetisch mit dem GebNM1,
das fur eine mitochondriale AuRenmembranteilunggiamente kodiert, interagiert. Dabei
wurde deutlich, dass die Doppelmutante auf YPD-Medzu 91% und auf YPG-Medium zu
89% Netze besall (Abb.3-6 A-C), die sich von derzé&letderdnmZXEinzelmutante nicht
unterschieden. Wildtypische Mitochondrien, elonigiertubulare Strukturen, wie sie im
Wildtyp vorzufinden waren (auf YPD: 90%; auf YP@&3%; Abb.3-6 A-C), konnten in fast
keiner Zelle detektiert werden.

Da die Mitochondrienmorphologie der Doppelmutadentisch zu Mitochondrien in
Zellen ist, in denerDNM1 deletiert ist, verhalt sich diadnmZXMutation epistatisch zur
Amdm36Mutation. Dies geht einher mit der Annahme, dassmD eine essentielle
Teilungskomponente der Mitochondrien darstellt, inghgen Mdm36 vermutlich eher eine

untergeordnete Rolle einnimmt.
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Abb.3-6: Die Adnm1-Mutation verhalt sich epistatisch zur

mtGFP transformierten Hefestamme wurden bei

Amdm36-Mutation. Die mit pVT100U-

30C auf YPD-

und YPG-Medium bis zur

logarithmischen Wachstumsphase kultiviert und anschlieBend mit dem Fluoreszenzmikroskop
untersucht. (A) Dargestellt ist jeweils eine Differential-Interferenz-Kontrast- (DIC) und eine
Fluoreszenzaufnahme (mtGFP). Der GréRenbalken stellt 5 um dar. (B und C) Quantifizierung der in
(A) dargestellten Hefestaimme. Angegeben sind Durchschnittswerte aus drei unabhéngigen
Experimenten pro Nahrmedium (jeweils n = 100) mit Standardabweichungen.



Ergebnisse |62

Die Amdm36Anum1-Doppelmutante besitzt den gleichen mitochondriale®hanotyp wie
die beiden Einzelmutanten

Die mitochondriale Teilung in Hefezellen ist abh@ngon dem Dynamin-verwandten Protein
Dnml. In einem Screen, in dem nach Dnm1-interaga®e Proteinen gesucht wurde, konnte
Numl als weitere Komponente der mitochondrialenufgs- und Vererbungsmaschinerie
zugeordnet werden (Cervergt al, 2007). Num1 kolokalisiert teilweise mit mitochoizd
assemblierten Dnml1-Komplexen und in einigen Hefemelin denenDNM1 und NUM1
deletiert ist, weisen die Mutterzellen keine Mitoodrien aufAnumXMutanten besitzen ein
stark verzweigtes Netzwerk an mitochondrialen Tilids dem mitochondrialen Phénotyp
von Zellen, in deneDNM1 deletiert ist, sehr ahnlich ist (Dimmet al, 2002; Cervent al,
2007). Da die mitochondriale Morphologie in ZellamdenenMDM36 deletiert ist, ebenfalls
eine starke Ahnlichkeit zadnmXMutanten besitzt, sollten die mitochondrialen Ritgipen
der beiden EinzelmutanteAmdm36und Anuml, und der Doppelmutanttmdm36Anum1
genauer analysiert werden.

Dabei zeigte der Wildtyp (BY4742) auf fermentiedraKohlenstoffquelle zu 90%
und auf nicht fermentierbarer Kohlenstoffquelle98% ein verzweigtes, tubulares Netzwerk
an Mitochondrien (Abb.3-7 A-C). Die beiden EinzelamtenAmdm36und Anumlwiesen
stark verzweigte, netzdhnliche mitochondriale Strrén auf. In denmdm36Mutante waren
davon auf YPD-Medium 86% und auf YPG-Medium 93%brobachten (Abb.3-7 A-C) und
in dernumZXDeletionsmutante auf YPD-Medium 82% und auf YPGdMen 86% (Abb.3-7
A-C). Die mitochondrialen Phé&notypen beider Einagbnten waren dabei so gut wie
identisch. Auch die Doppelmutantemdm36Anuml war vom mitochondrialen Phé&notyp
nicht unterscheidbar von den beiden Einzelmutani2ie. netz&hnlichen Mitochondrien
beliefen sich bei Kultivierung auf YPD-Medium aufi®® und bei Wachstum auf YPG-
Medium auf 90% (Abb.3-7 A-C).

Die fast identischen Mitochondrienmorphologien d@nzel- und Doppelmutanten
weisen darauf hin, dass Mdm36 und Numl eine ahmlftnktion in der mitochondrialen
Morphogenese einnehmen. Randm36 und AnumXMutanten wiederum einen ahnlichen
mitochondrialen Phanotyp wigdnmZXZellen aufweisen und durch Cerveetyal. (2007) fur
Num1l bereits eine Interaktion mit Dnml1 und eine K&am in der mitochondrialen Teilung

nachgewiesen wurde, scheint Mdm36 tatsachlichdiedles Prozesses zu sein.
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Abb.3-7: Die Amdm36/Anuml-Doppelmutante besitzt den gleichen mitochondrialen Phéanotyp
wie die beiden Einzelmutanten. Die mtGFP exprimierenden Hefestdmme wurden auf YPD- und
YPG-Medium bei 30C bis zum Erreichen der logarithmischen Wachstumsphase kultiviert und
anschlieend mit dem Fluoreszenzmikroskop untersucht. (A) Dargestellt sind jeweils eine Differential-
Interferenz-Kontrast- (DIC) und eine Fluoreszenzaufnahme (mtGFP). Der GréRenbalken entspricht
5um. (B und C) Auszdhlung der mitochondrialen Morphologie auf fermentierbarer und nicht
fermentierbarer Kohlenstoffquelle. Angegeben sind Durchschnittswerte aus drei unabhangigen
Experimenten (jeweils n = 100) mit Standardabweichungen.
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Die Amdm38Amdma33Mutante besitzt einen intermediaren mitochondrialen Phanotyp

Mdm33 ist die einzige bekannte Komponente, die wdialh flr die mitochondriale
Innenmembranteilung verantwortlich ist (Messersc¢hrat al, 2003). Die Deletion von
Mdm33 fuhrt zu einem einzigartigen mitochondrialehanotyp bestehend aus ring- bzw.
lassoférmigen Organellen (Messerschmét al, 2003). Da Mdm36 eine madgliche
mitochondriale Teilungskomponente der AuRenmemlatarstellt, konnte eine genetische
Interaktion zwischen Mdm36 und Mdm33 vorliegen. Peldeletionsstudien zeigten bereits,
dass sicmdm33epistatisch zur AuRenmembranteilungsmutakfiel verhalt. Folglich ist
Mdm33 notwendig fur die Ausbildung der netzartigsfitochondrien in Afisl-Zellen
(Messerschmitet al, 2003). Mittels Fluoreszenzmikroskopie sollte rmarmittelt werden, ob
die zusatzliche Deletion vorMDM36 in der Amdm33Mutante ahnliche epistatische
Beziehungen hervorruft.

Bei keiner der betrachteten Kulturen konnte dabas dm Wildtyp (YPH500)
vorgefundene tubuldre mitochondriale Netzwerk, siak Uber die gesamte Zelle erstreckte
(auf YPD-Medium: 87%; auf YPG-Medium: 100%; Abb.A8C), in mehr als 3% der Zellen
beobachtet werden. In damdm36Mutante waren auf YPD-Medium zu 81% und auf YPG-
Medium zu 100% die fur die Deletionsmutante typ&tmetzahnlichen Mitochondrien zu
sehen (Abb.3-8 A-C). In deAmdm33Mutante dominierten die von Messerschnatt al.
(2003) beschriebenen lasso- und ringahnlichen Mdodrien mit je 83% auf YPD- sowie auf
YPG-Medium (Abb.3-8 A-C). Der einzige Unterschieduf a nichtfermentierbarer
Kohlenstoffquelle bestand darin, dass die ring- leskoéhnlichen Mitochondrien grof3er
waren, was auf den Energiebedarf zurtickzufiihremist Doppelmutantamdm33Amdm36
besal’ hingegesinen intermediaren mitochondrialen Phanotyp, adr suf glukosehaltigem
Medium aus 45% netz- und 49% ringdhnlichen Mitochi@mn und auf glyzerinhaltigem
Medium aus 63% netz- und 35% ringédhnlichen mitodniaten Strukturen zusammensetzte
(Abb.3-8 A-C).

Im Gegensatz zur epistatischen Beziehung Aondm33zu Afis1l (Messerschmitet
al., 2003) verhalt sicthkmdm33nicht epistatisch zwmdm36 Im Gegenteil, beide Proteine
scheinen gleichermal3en die mitochondriale Morphelogu bestimmen, wodurch der

intermediare Phanotyp der Mitochondrien in der Dapputante entsteht.
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Abb.3-8: Die Amdm36/Amdm33-Mutante besitzt einen intermedidren mitochondriale n
Phéanotyp. Die mtGFP-exprimierenden Hefestdamme wurden bis zur logarithmischen
Wachstumsphase bei 30T inkubiert und danach fluore szenzmikroskopisch analysiert. (A) Jedes
Bildpaar besteht aus einer Differential-Interferenz-Kontrast- (DIC) und eine Fluoreszenzaufnahme
(mtGFP). Der GroRenbalken entspricht 5 um. (B und C) Auswertung der mitochondrialen Phéanotypen
der verschiedenen Hefestamme auf YPD- und YPG-Medium. Abgebildet sind Durchschnittswerte aus
vier bis finf unabh&ngigen Experimenten (jeweils n = 100) mit Standardabweichungen.
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3.1.5 In derAmdm3-Mutante ist die Fragmentierung der Mitochondrien
nach Depolymerisation des Aktinzytoskeletts gestort

Die Behandlung von Hefezellen mit dem Toxin Latuic A (LatA) fUhrt zu einem
Ungleichgewicht zwischen Polymerisation und Depdyisation und letztendlich zum
Auflésen von Aktinfilamenten (Ayscougt al, 1997). Boldogtet al. (1998b) zeigten, dass
Hefezellen, die mit Latrunculin A behandelt worderaren, nach kurzer Zeit bereits
fragmentierte mitochondriale Strukturen aufweis@&iese Fragmentierung ist von der
Teilungsmaschinerie abhéngig, da siadnmt und AmdviMutanten blockiert ist (Jensen
al., 2000; Cervengt al, 2001). Um einen direkteren Beweis zu erhaltess dddm36 eine
Rolle in der mitochondrialen Teilung einnimmt, wardie mitochondriale Fragmentierung
nach Depolymerisation des Aktinzytoskeletts UbdtprDer isogene Wildtyp (BY4742),
verschiedene Teilungsmutantehdoml Afisl, Amdvl Amdm33 Anuml sowie die
Amdm36Mutante, die jeweils mtGFP exprimierten, wurdens mum Erreichen der
logarithmischen Wachstumsphase angezogen und &isshdl entweder mit LatA oder als
Kontrolle mit DMSO (LAsungsmittel von LatA) behatidé\ls weitere Kontrolle diente die
Untersuchung einer jeweils vor der Behandlung ratALbzw. DMSO entnommenen Probe.
Die Depolymerisation des Aktinzytoskeletts wurdétets Farbung mit Rhodamin-Phalloidin
kontrolliert. Die Zellen wurden nach der Farbungpfleszenzmikroskopisch analysiert.

In Wildtyp-Zellen war jeweils vor und nach der Beldlung fir 60 min mit DMSO zu
88-89% ein tubulares, mitochondriales Netzwerk rkemnen (Abb.3-9, Abb.3-10 A und B).
Das Aktinzytoskelett erschien normal. Es waren ldgutdie Aktinkabel und kortikalen
patcheszu sehen (Abb.3-9). Die Inkubation des Wildtyps@Q min mit Latrunculin A flhrte
zu den von Boldoglet al. (1998b) beschriebenen fragmentierten mitochorehi&trukturen
(89%), die von kleinen ringférmigen bis hin zu klen vernetzten Mitochondrien reichten,
wobei das Aktinzytoskelett vollkommen zerstért wgkbb.3-9, Abb.3-10 C). In den
Teilungsmutanten der mitochondrialen Aufienmemia@mm?l, Afisl und Amdvlwaren vor
und nach der Kultivierung fir 60 min mit DMSO zu-88% hauptsachlich Mitochondrien
mit der charakteristischen Netz-Struktur zu beot&tl{Abb.3-9, Abb.3-10 A und B). Das
mit Rhodamin-Phalloidin sichtbar gemachte Aktinaielett zeigte auch hier keine
Auffalligkeiten. Die 60-minitige Inkubation der Marten mit Latrunculin A hatte keine
Auswirkungen auf den mitochondrialen Phé&notyp trtghlendem Aktinzytoskelett. Die
Mitochondrien lagen zu Uber 90% als Netze vor, iiher die gesamte Zelle ausgebreitet
waren (Abb.3-9, Abb.3-10 C). Es fand somit keinagfnentierung der Mitochondrien statt.
Diese Beobachtung konnte auch in den beiden Mutantedm36 und Anuml gemacht
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werden. Netzahnliche Mitochondrien waren hier netbem ~13-20% Netzen sowohl vor und
als auch nach der Behandlung mit Latrunculin A 887% vorherrschend (Abb.3-9, Abb.3-
10 A-C). Cervenyet al. (2007) hingegen konnten in démumZXMutante eine teilweise
Fragmentierung der Mitochondrien beobachten, dieasif eine restliche Teilungsaktivitat
zuruckfuhrten. In diesem Versuch wurde allerdingse e komplette Stérung der
mitochondrialen Fragmentierung detektiert. Die Umgsmutante der mitochondrialen
InnenmembrarAmdm33 besall vor (85%) und nach 60-minitiger Inkubatiah BMSO
(87%) die bekannten ring- und lassoahnlichen Mibochien, die auch nach Wirkung des
Giftes zu 90% vorhanden waren (Abb.3-9, Abb.3-1C)A-

Infolgedessen verhédlt sich dieAmdm36Mutante nach Zerstbérung des
Aktinzytoskeletts wie die mitochondrialen TeilungsiantenAdnml, Afisl, Amdvl Anuml
und Amdm33 Es entstehen so gut wie keine fragmentierten aindodrialen Strukturen.
Demnach ist die mitochondriale Fragmentierung vatrinculin A-behandelten Hefezellen
auch Mdm36-abhangig. Mdm36 ist somit eine wichtig@mponente der mitochondrialen

Teilungsmaschinerie.
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Abb.3-10: Auswertung der mit Latrunculin A behandel ten Hefestamme. Die mtGFP

exprimierenden Hefestamme wurden auf YPD-Medium bis zur ODgy von 0,2-0,5 angezogen. Die
Hefezellen wurden entweder zur Kontrolle 60 min mit DMSO (60 min DMSO) oder zur Zerstérung des
Aktinzytoskeletts mit Latrunculin A (60 min LatA) behandelt. Als Vergleich diente jeweils eine
unbehandelte Probe (0 min). Abgebildet sind Durchschnittswerte aus zwei unabhéngigen
Auszahlungen (jeweils n = 100).

3.1.6 Lokalisation von Mdm36

Die so weit erhaltenen Daten belegen eine Funktion Mdm36 im mitochondrialen
Teilungsprozess. Daher sollte untersucht werdenyidm36 direkt mit den Mitochondrien

interagiert. Ein immunologischer Nachweis eines ogeth exprimierten Mdm36-
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Fusionsproteins (mit einem C-terminalen GFP- bzw-TFhag) schlug fehl (unverdéffentlichte
Daten). Aul3erdem konnte kein Antikorper gegen Mdnt&&gestellt werden, da mit
verschiedensten Expressionssystemen keine Expmessio Mdm36 maoglich war (nicht
gezeigte Daten). Da hingegen die radioaktive Maukig von Mdm36 mit S]-Methionin

durchfihrbar war, wurde in den folgendé&m vitro-Experimenten radioaktiv markiertes

Mdm36 verwendet.

3.1.6.1 Mdm36 wird nicht in die Mitochondrien importiert

Viele mitochondriale Proteine sind kernkodiert umadlissen posttranslational in die
Mitochondrien importiert werden. Fir diesen Impoist eine mitochondriale
Zielsteuerungssequenz no6tig. Mdm36 besitzt keinéerNinale Zielsteuerungssequenz.
Allerdings kbnnen interne Zielsteuerungssequenzgrdem gangigen Programmen, wie z.B.
MitoProt 1l (http://ihg2.helmholtzmuenchen.de/ihgtoprot.ntml), nicht nachgewiesen
werden. Einn vitro Importexperiment sollte deshalb klaren, ob Mdm8@ie Mitochondrien
importiert wird. Dazu wurde zunéchst ein mit°g]-Methionin radioaktiv markiertes
Vorstufenprotein synthetisiert, welches anschliel3amt isolierten Mitochondrien inkubiert
wurde. Die Detektion des radioaktiv markierten Birg erfolgte mittels Autoradiographie.
Fur die nahere Untersuchung wurden verschiedenét2@slurchgefihrt. Zum einen wurde
nach der Importreaktion ein Proteaseverdau mitelrase K durchgefihrt, wodurch nicht
importierte Proteine, Vorstufenproteine sowie zgtsshe Proteindomanen abgebaut werden
und das durch die mitochondriale Membran geschuiatportierte Protein erhalten bleibt.
AulRerdem wurde die Importreaktion in An- und Abwdsgt von Valinomycin durchgefihrt,
einem lonophor, das das Membranpotential der imen&ochondrialen Membran und
folglich den Proteinimport zum Erliegen bringt. Aubier wurden in einem weiteren Ansatz
nicht importierte Proteine, Vorstufenproteine ungtozolische Proteindoméanen mit
Proteinase K verdaut. Weiterhin wurden durch ossocbg# Schwellung Mitoplasten
hergestellt, deren aulere Membran gedffnet istcibausatzliche Behandlung mit Proteinase
K werden alle Proteine, die nicht in der Matrix baw der Innenmembran lokalisiert sind,
abgebaut. Als Kontrolle diente Su9-DHFR, eine Ditoydlatreduktase (DHFR), an die die
mitochondriale Prasequenz der Untereinheit 9 dedels der mitochondrialen ATP-
Synthase vorNeurospora crassdusioniert war (Pfanneet al, 1987). Diese Prasequenz
veranlasst den Import von DHFR in die mitochond@ri®latrix. Diein vitro Importreaktion

erfolgte mit Saccharose-Dichtegradienten-gereinigfiochondrien aus Wildtyp-Hefezellen
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(BY4742) bei gleichzeitiger Zugabe beider radioaktnarkierter Vorstufenproteine, Su9-
DHFR und Mdm36.

Die gekoppelten vitro Transkriptions-/Translationsreaktion ergab fir Hientrolle
Su9-DHFR bei ca. 29 kDa sowie fir Mdm36 bei cakB&a jeweils eine dominante Bande
(Abb.3-11, Bahn 1). Die 29 kDa-groRe Bande von Bul-R stellt dabei das
Vorstufenprotein (V) dar, das bei Import in die dbihondrien durch Abspaltung der
Zielsteuerungssequenz prozessiert wird (Abb.3-14hmB2, R = reifes Protein). Die
Behandlung mit Proteinase K hatte im Fall der Koligrkeine Auswirkungen. Su9-DHFR
wird durch die mitochondriale Membran geschuitzt {&11, Bahn 3). Der Einsatz von
Valinomycin fihrte, wie zu erwarten war, zu einetockierten Import von Su9-DHFR
(Abb.3-11, Bahn 4). Samtliches nicht importiertest®in wurde durch den Proteaseverdau
abgebaut (Abb.3-11, Bahn 5). Durch die Erzeugung Mitoplasten wurde deutlich, dass
Su9-DHFR in die Matrix importiert wird. Alle Protee des Intermembranraumes werden
durch die osmotische Schwellung der Mitochondriezigésetzt. Da trotz Proteinase K-
Verdau das Kontrollprotein nicht abgebaut wurdegdvas von der Innenmembran geschutzt
(Abb.3-11, Bahn 6 und 7). Mdm36 hingegen wurde miahportiert, da nach der
Importreaktion und der Proteinase-Behandlung ké&aede zu beobachten ist (Abb.3-11,
Bahn 3). Valinomycin und die osmotische Schwelldag Mitochondrien hatten folglich auch
keine Auswirkung auf den Import (Abb.3-11, Bahn)4Auffallig war hingegen, dass bei den
verschiedenen Importansatzen immer eine relatiwache Bande detektierbar war (Abb.3-
11, Bahn 2, 4 und 6), die nach Zugabe von Proteiagerschwand (Abb.3-11, Bahn 3, 5
und 7). In Abb.3-11 Bahn 1, 2, 4, und 6 ist aul3erdei ~50 kDa eine Bande zu sehen, bei
der es sich vermutlich um ein durch ein interneart8tethionin erzeugtes oder um ein
vorzeitig abgebrochenes Translationsprodukt von B®irhandelt. Insgesamt verhielt sich
dieses Produkt bei den verschiedenen Behandlungemas radioaktiv markierte Mdm36-
Volllangenprotein. Sowohl das verkirzte Translatfmodukt als auch das Mdma36-
Volllangenprotein werden folglich nicht posttrariglaal in die Mitochondrien importiert.
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Abb.3-11: Mdm36 wird nicht in die Mitochondrien imp ortiert. Zunachst wurden mit [*>S]-Methionin
radioaktiv markierte Vorstufenproteine hergestellt. Fir den Reaktionsansatz wurde das TNT® Coupled
Reticulocyte Lysate System von Promega (Mannheim) verwendet. Das radioaktive Vorstufenprotein
wurde dann mit Saccharose-Dichtegradienten-gereinigten Mitochondrien des Wildtypstammes
BY4742 inkubiert. Die Proben wurden mittels SDS-PAGE, Transfer auf Nitrozellulosemembran und
Autoradiographie analysiert. Als Kontrolle diente Su9-DHFR, eine Dihydrofolatreduktase (DHFR), an
die die mitochondriale Prasequenz der Untereinheit 9 des F,-Teils der mitochondrialen ATP-Synthase
von Neurospora crassa fusioniert war. Bahn 1: 10% des in der Importreaktion eingesetzten
Vorstufenproteins, Bahn 2: Importreaktion, Bahn 3: nach der Importreaktion erfolgte eine Behandlung
mit Proteinase K (PK), Bahn 4: die fur die Importreaktion verwendeten Mitochondrien wurden vorher
mit Valinomycin behandelt (A¥), Bahn 5: vor dem Import wurden die Mitochondrien mit Valinomycin
behandelt und nach der Importreaktion mit PK, Bahn 6: nach der Importreaktion wurden die
Mitochondrien einer osmotischen Schwellung unterzogen, wodurch Mitoplasten entstehen (Offnung
der auBeren Membran), Bahn 7: nach der Importreaktion wurden Mitoplasten erzeugt, die zusétzlich
mit PK behandelt wurden. V: Vorstufenprotein, R: reifes Protein.

3.1.6.2 Mdm36 liegt an den Mitochondrien assoziiertor

Bei demin vitro Importexperiment wurde einerseits deutlich, dassm@6 nicht in die

Mitochondrien importiert wird. Andererseits konnbei ~65 kDa eine Bande detektiert
werden, bei der es sich entweder um ein Proteieggdy das durch Zentrifugation in der
Mitochondrienfraktion sichtbar wird, oder um einess&ziation von Mdm36 an den
Mitochondrien handelt. Der Protease-Verdau wurdéeiden Fallen, wie beobachtet, zum
Abbau des Proteins fuhren. Ein Flotationssexperimsallte zwischen den beiden
Moglichkeiten unterscheiden. In diesem Versuch wordSaccharose-Dichtegradienten-
gereinigte Mitochondrien mit 3JS]-Methionin markiertem Mdm36 inkubiert. Der
Reaktionsansatz wurde anschlieRend an den Bodess édaccharose-Dichtegradienten
geladen. Bei der folgenden Ultrazentrifugation ilcgn die Mitochondrien samt assoziiert
vorliegenden Proteinen aufgrund ihrer geringerechi2 in dem Gradienten nach oben (in



Ergebnisse |73

einen ihrer Dichte entsprechenden Bereich). Pratgjregate wirden wegen ihrer Schwere
am Boden bleiben. Die Fraktion, die die Mitochoedrienthielt, wurde abgenommen und
mittels SDS-PAGE, Transfer auf eine Nitrozellulogenibran und Autoradiographie
analysiert. Da Mdm36 mdoglicherweise Uber Proteiotéin-Interaktionen an den
Mitochondrien assoziiert vorliegt und aul3erdem sehhrscheinlich eine mitochondriale
Teilungskomponente darstellt, wurden nicht nuriesté Mitochondrien aus dem Wildtyp
(BY4742) und derAmdm36Mutante verwendet, sondern auch aus den Teilunigsian
Adnm1und Anuml1 Zur Uberprifung, ob es sich bei der Assoziatiom Widm36 an die
Mitochondrien um eine Protein-Protein-Interaktioantelt, wurden in einem weiteren
Versuchsansatz die Mitochondrien vor Zugabe desoaltiven Proteins mit Trypsin
behandelt. Der Trypsin-Verdau wurde mit Antikérpegegen Tom70 und Tom40
immunologisch nachgewiesen. Tom70 ist ein mitochialies AuRenmembranprotein und
genauso wie Tom40 Teil des TOM-Komplexdsarislocase of the uder mitochondrial
membrang. Tom70 wird im Gegensatz zu Tom40 durch Trypsomglett abgebaut. Bei
Behandlung von Tom40 mit Trypsin entsteht ein zlsdtes kleineres Fragment, da Tom40
relativ geschiitzt vorliegt und nur teilweise N-tamad abgebaut wird.

Sowohl in dem Versuchsansatz mit den isolierterothibndrien aus dem Wildtyp als
auch mit den Mitochondrien aus den Mutantendm36 AdnmlundAnumlist bei ~65 kDa
radioaktiv markiertes Mdm36 zu sehen (Abb.3-12 AhB 2, 4 und 6; Abb.3-12 B, Bahn 2
und 4). In allen Reaktionsansatzen, in denen di¢od¥iondrien vor der Zugabe des
radioaktiven Proteins mit Trypsin behandelt wurdemmnte diese 65 kDa-Bande nicht mehr
detektiert werden (Abb.3-12 A, Bahn 3, 5 und 6; Asb2 B, Bahn 3 und 5). Der Trypsin-
Verdau hat in allen Ansatzen einwandfrei funtkionidom70 (~70 kDa) wurde komplett
verdaut, wahrend mit dem Tom40-Antikérper das tyipesBandenmuster (~40 kDa), also ein
zusatzliches kleineres Tom40-Fragment, nachgewieseden konnte (Abb.3-12 A, Bahn 3,
5und 7; Abb.3-12 B, Bahn 3 und 5).

Da mit diesem Versuchsaufbau sicher gestellt wuldss keine Proteinaggregate in
der Mitochondrienfraktion vorhanden sind, kann ndamon ausgehen, dass Mdm36 mit den
Mitochondrien assoziiert vorliegt. Die mitochondgiaAssoziation von Mdm36 ist dabei
abhangig von mitochondrialen Proteinen, da nach Aélmau von an den Oberflachen des
Organells exponierten Proteinen keine Bindung vodnm6 mehr stattfinden kann. Die
Interaktion von Mdm36 erfolgt aber weder Uber derassoziiertes Mdm36 noch Uber Dnm1
und Num1, da in dem Ansatz mit den aus den Mutaistdierten Mitochondrien, Mdm36 im

gleichen Mal3e detektierbar ist wie in dem Reaktosatz mit isolierten wildtypischen
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Mitochondrien. Mdm36 interagiert vermutlich mit déwitochondrien in einer Rezeptor-
abhangigen Art und Weise, wobei die Interaktion Wweher schwach oder transient

ausgepragt ist.
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Abb.3-12: Flotationsexperiment: Mdm36 liegt an den Mitochondrien assoziiert vor.  Saccharose-
Dichtegradienten-gereinigte Mitochondrien wurden mit [358]-Methi0nin markiertem Mdm36 inkubiert
und anschlieRend an den Boden eines Saccharose-Dichtegradienten geladen. In der nachfolgenden
Ultrazentrifugation steigen die Mitochondrien sowie die mit den Mitochondrien assoziierten Proteine in
einen ihrer Dichte entsprechenden Bereich des Gradienten auf. Die Mitochondrien-enthaltende
Fraktion wurde abgenommen und mittels SDS-PAGE, Transfer auf eine Nitrozellulosemembran und
Autoradiographie analysiert. Der Trypsin-Verdau wurde zusétzlich mit Antikérpern gegen Tom70 und
Tom40 (Proteine der mitochondrialen Aullenmembran) bestéatigt. (A) Bahn 1: 1% des in dem
Flotationsexperiment eingesetzten Vorstufenproteins, Bahn 2: Reaktionsansatz mit Zugabe von
isolierten Mitochondrien aus dem Wildtyp, Bahn 3: Versuchsansatz mit Zugabe von Trypsin-
behandelten isolierten Mitochondrien aus dem Wildtyp, Bahn 4: Ansatz mit isolierten Mitochondrien
aus der Amdm36-Mutante, Bahn 5: Reaktionsansatz mit isolierten Mitochondrien aus der Amdm36-
Mutante, die vor der Inkubation mit radioaktivem Mdm36 mit Trypsin behandelt wurden, Bahn 6:
Ansatz mit Zugabe von isolierten Mitochondrien aus der Adnm1-Mutante, Bahn 7: die Mitochondrien
der Adnm1-Mutante wurden vor der Zugabe von radioaktiv markiertem Mdm36 mit Trypsin inkubiert.
(B) Bahn 1: 1% des in dem Flotationsexperiment eingesetzten Vorstufenproteins, Bahn 2:
Reaktionsansatz mit Zugabe von isolierten Mitochondrien aus dem Wildtyp, Bahn 3: Versuchsansatz
mit Zugabe von Trypsin-behandelten isolierten Mitochondrien aus dem Wildtyp, Bahn 4: Ansatz mit
Zugabe von isolierten Mitochondrien aus der Anum1-Mutante, Bahn 5: die Mitochondrien der Anum1-
Mutante wurden vor der Zugabe von radioaktiv markiertem Mdm36 mit Trypsin inkubiert
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3.1.7 Die Anzahl an teilungsaktiven Dnm1-Komplexerst in Amdm36
Zellen reduziert

Die Regulierung der mitochondrialen DynamikSncerevisiagst wichtig fur den Erhalt der
mitochondrialen Struktur und der Vererbung von Mitondrien wéhrend des Wachstums,
der Paarung und der Sporulation (Yaffe, 1999). Gid?ase Dnml ist besonders relevant fir
die regulierte Teilung der mitochondrialen AuRenrbean (Otsugaet al, 1998; Bleazaret
al., 1999; Sesaki und Jensen, 1999). Ein Teil des DRArofeins liegt zytosolisch vor,
wéahrend der Rest Uber den Membrananker Fisl unddbgterproteine Mdvl/Caf4 an die
Mitochondrien assoziiert. Dnm1-GFP ist an den Mimudrien als punktférmige Cluster
vorhanden, die fluoreszenzmikroskopisch sichtband siOtsuga et al, 1998). Die
mitochondriale Dnm1-Assoziation ist sehr dynamiscll wird durch Fisl, Mdvl und Caf4
beeinflusst. Die Assemblierung von Dnm1 an den dhitmdrien ist in Mutanten, in denen
eines der fir diese Proteine kodierenden Geneielelst, reduziert (Mozdet al, 2000; Tieu
und Nunnari, 2000; Griffinet al, 2005; Schauset al, 2006). Auch die erst kirzlich
identifizierte Teilungskomponente Numl, deren Detet zu einem fast identischen
mitochondrialen Phanotyp fuhrt wie in d@mdm36Mutante, scheint einen leichten Einfluss
auf die Dnm1-Assoziation zu haben (Cervetnyl, 2007). Um zu testen, ob sich die Deletion
von MDM36 und/oder vorNUM1 auf die Dnm1-Assemblierung bzw. -Assoziation auktyi
wurden Stdmme untersucht, die die entsprechendetiBelbesallen und zusatzlich Dnm1-
GFP exprimiertenAmdm36 Anuml, Amdm36AnumY. Als Vergleich diente der Dnm1-GFP
exprimierende Wildtyp (BY4741) (freundlicherweisarzVerfigung gestellt von Stefan
Jakobs, Max Planck Institut fir Biophysikalischee@he, Gottingen). Alle Stamme besal3en
zudem das Plasmid pVT100U-mtRFP (Mark Dirr, UnitatsBayreuth, unverdéffentlichte
Daten), das RFP mit einer mitochondrialen Zielstengssequenz exprimiert und somit die
Mitochondrien stabil markiert. Zunachst wurde diezAhl der Dnm1-GFP-Cluster pro fiin
den einzelnen Stdmmen auf YPD- und YPG-Medium tmesti Dabei wurden zum einen die
insgesamt in den Hefestammen vorkommenden Dnml@&$ter pro pm und zum
anderen die an den Mitochondrien assoziierten umdhd Zytosol vorliegenden Dnm1-GFP-
Cluster pro pm dokumentiert. Damit alle Dnml1-GFP-Cluster und wfitndrialen
Strukturen erfasst werden konnten, wurden konfok&lefnahmen durch begrenzte
Zellabschnitte hindurch mit einem konfokalen LaSeanning Mikroskop erstellt. Fir die
konfokale Mikroskopie wurden die Hefestdmme bis ngarithmischen Wachstumsphase

kultiviert und danach mit Formaldehyd fixiert.
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Die mitochondriale Morphologie auf YPD- und auf Yf@dium verhielt sich dem Wildtyp
bzw. den Mutanten entsprechend. Der Wildtyp zeigie tubulares Netzwerk an
Mitochondrien und dieAmdm36, Anuml und Amdm36AnumXMutante den schon
beschriebenen stark verzweigten, netzahnlichenchitedrialen Phanotyp (Abb.3-13). Somit
hatte weder die Fixierung noch die Dnml1l-GFP Expoessine Auswirkung auf die
mitochondriale Struktur. Die Anzahl der Dnm1-GFRiger pro urwar im Wildtyp auf
YPD-Medium mit ~0,15 leicht erhdéht im Vergleich den beiden Einzelmutanten mit ~0,13
und der Doppelmutante mit ~0,11 (Abb.3-13, Abb43A). Auf YPG-Medium lag die
Anzahl der Dnm1-GFP-Cluster pro iim Wildtyp mit ~0,32 ebenfalls hther im Vergleich
zu den Mutanten mit ~0,21-0,22 (Abb.3-13, Abb.38)¥ Insgesamt war die Anzahl der
Dnm1-GFP-Punkte in allen Stammen auf glukosehaltigeledium niedriger als auf
glyzerinhaltigem Medium. Da die Zellen auf nichtrfentierbarer Kohlenstoffquelle darauf
angewiesen sind, ihre Energie Uber die oxidativesphorylierung zu erzeugen, kommt es zu
einer erhohten Mitochondrienmasse, was wiederumireer erh6hten Anzahl an Dnm1-GFP-
Clustern fuhrt. Unabhangig vom Nahrmedium lagenRhen1-GFP-Punkte hauptsachlich an
den Mitochondrien assoziiert vor (Abb.3-13, Abb#&8-A und B). Nur vereinzelt waren
zytosolische Dnm1-GFP-Punkte sichtbar (Abb.3-13p.8H 4 A und B). Dennoch lasst sich
festhalten, dass die Anzahl der Dnm1-Punkte im gitan den Mutanten im Vergleich zum
Wildtyp leicht zunimmt. Allgemein blieb aber der témschied zwischen Wildtyp und
Amdm36 AnumlsowieAmdm36Anumlbei Betrachtung der Anzahl der Dnm1-GFP-Cluster
pro unt an den Mitochondrien &hnlich im Vergleich zur Anizdar Dnm1-GFP-Cluster pro
um’ insgesamt. Der Vergleichswildtyp besitzt somiteeiricht héhere Anzahl an Dnm1-
GFP-Clustern pro pfran den Mitochondrien (Abb.3-13, Abb.3-14 A und Bjese lag dabei
je nach Mutante und Kohlenstoffquelle um 15-35%dr6tn Hinblick auf die GréRe und
Form der Dnm1-GFP-Punkte waren keine Unterschiadechen den Stammen festzustellen.
Weder Mdm36 noch Numl sind essentiell fur die Dnhs$emblierung an der
Mitochondrienoberflache. Dennoch sinkt die Anzabt @nm1-Cluster in den Einzel- und
Doppelmutanten. Somit haben beide Proteine zumireieen geringen Einfluss auf Dnm1-
GFP-Assemblierung.

Die mitochondrialen Dnml-Assemblierungen lasseoh sin zwei Subgruppen
unterteilen. Ein Teil davon ist hauptsachlich sgitlan mitochondrialen Tubuli angelagert.
Die andere Fraktion der mitochondrialen Dnml-Asdemningen reprasentiert Dnml-
Spiralen (oder Ringe), die tubuléare EinschnirundgmMitochondrien umspannen. Bei dieser

Subgruppe handelt es sich vermutlich um teilungsakbnml1-Komplexe (Schaust al,
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2006). Nach einem Teilungsereignis bleiben Dnm1-Klexe voribergehend an einem durch
die Teilung generierten mitochondrialen Ende assdziLegesse-Milleret al, 2003).
Folglich muisste nach einem Teilungsereignis der D#mmplex an einem der
Mitochondrientubuli fluoreszenzmikroskopisch sicnttsein, wenn der verwendete Stamm
Dnm1-GFP exprimiert. Somit wirde die Quantifiziegurder an den Enden von
Mitochondrientubuli sichtbaren Dnm1-GFP-Punkte Abfsss Uber die teilungsaktiven
Dnml-Komplexe in dem Stamm geben.

Die genauere Auswertung der konfokalen AufnahrmemDihm1-GFP exprimierenden
Mutanten zeigte deutliche Unterschiede der an dewleik von Mitochondrientubuli
assoziierten Dnm1-Komplexe im Vergleich zum Wildtyp Wildtypstamm waren auf YPD-
Medium 0,76 und auf YPG-Medium 0,62 Dnm1-GFP-Clugr® Schlauchende zu erkennen
(Abb.3-13, Abb.3-14 C). Diese Anzahl an Dnm1-Konxgie pro Schlauchende lag deutlich
hoher als in den Mutanten und war unabhangig verkaoélenstoffquelle. In deAmdm36
Mutante war die Anzahl der Dnm1-GFP-Cluster mit30dro Schlauchende auf YPD-
Medium um 43% und auf YPG-Medium mit 0,26 Komplexam 58% niedriger als im
Vergleichswildtyp (Abb.3-13, Abb.3-14 C). DiénumXMutante verhielt sich ahnlich mit
0,58 Dnm1-Komplexen pro Schlauchende auf glukosigeah Medium (24% niedriger als
im Wildtyp) und 0,28 Dnm1-Punkten auf glyzerinhg¢gim Medium (55% niedriger als im
Wildtyp) (Abb.3-13, Abb.3-14 C). Auch der Dnm1-GERprimierende Stamm mit Deletion
von MDM36 und NUML fugte sich in diese Beobachtung ein. Mit 0,32 (YMBdium) und
0,26 (YPG-Medium) Dnm1-GFP-Clustern pro Schlaucleemdr deren Anzahl jeweils um
58% geringer als im Vergleichswildtyp (Abb.3-13,AB-14 C). In allen Stammen war die
Anzahl der Dnm1-GFP-Cluster pro Schlauchende aus-¥edium geringer als auf YPD-
Medium, obwohl auf YPG-Medium in allen Stammen esgmt mehr Dnm1-GFP-Cluster
vorhanden waren als auf YPD-Medium (Abb.3-13, AbD43A-C). Die starkere Verzweigung
der Mitochondrien (grofRere Mitochondrienmasse) tiihauf nicht fermentierbarer
Kohlenstoffquelle zu weniger sichtbaren freien &alhenden im Vergleich zur
fermentierbaren Kohlenstoffquelle. Das hat wiederwsine erniedrigte Anzahl an
teilungsaktiven Dnm1-Komplexen auf YPG-Medium zoide.

Da Dnm1-Komplexe an freien Enden von Mitochondsehr wahrscheinlich auf ein
Teilungsereignis zurlckzufihren sind und diese lienaMutanten unabhangig von der
Kohlenstoffquelle reduziert waren, liegt vermutlichZellen, in deneMDM36 oderNUM1
deletiert ist, eine reduzierte Aktivitit der Dnmidhkdngigen mitochondrialen

Teilungsmaschinerie vor.
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Durchlicht mtRFP Dnm1-GFP merge Durchlicht-merge
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Amdm36/Anum1

YPG
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Abb. 3-13: Erfassung der mitochondrialen Morphologi e und Lokalisation von Dnm1-GFP-
Clustern mittels konfokaler Mikroskopie. mtRFP und Dnm1-GFP exprimierende Zellen wurden
Uber Nacht auf YPD- bzw. YPG-Medium bei 30C bis zur logarithmischen Wachstumsphase
angezogen und anschlieBend fixiert. Es wurden konfokale Aufnahmen durch begrenzte Zellabschnitte
hindurch mit dem konfokalen Laser-Scanning Mikroskop Leica TCS Spl erstellt. Dargestellt sind
jeweils Durchlichtaufnahmen, Maximum Intensity Projektionen der Mitochondrien (mtRFP) sowie der
Dnm1-GFP-Punkte (Dnm1-GFP) und Uberlagerungen der mtRFP- und Dnm1-GFP-Projektionen
(merge) sowie der Durchlichtaufnahme und der Uberlagerung (Durchlicht-merge). Der GréRenbalken
stellt 5 um dar. Die Dnm1-GFP-Punkte liegen in allen Stdmmen hauptsachlich mit den Mitochondrien
assoziiert vor.
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Abb.3-14: Die Anzahl an teilungsaktiven Dnm1-Komple xen ist in Amdm36-Zellen reduziert. Fur
die jeweiligen Auswertungen wurden die Zellen auf YPD- bzw. YPG-Medium bei 30C bis zur
logarithmischen Wachstumsphase kultiviert und danach fixiert. Es wurden konfokale Aufnahmen
durch begrenzte Zellabschnitte hindurch mit dem konfokalen Laser-Scanning Mikroskop Leica TCS
Spl erstellt. Maximum Intensity Projektionen wurden dann fiir die Auszahlungen verwendet. Es
wurden pro Stamm und Medium jeweils n = 50 Zellen ausgewertet. (A und B) Quantifizierung der
Dnm1-GFP-Cluster pro pm® insgesamt, an den Mitochondrien assoziiert pro pm® und im Zytosol pro
um3 vorliegend (auf YPD- und YPG-Medium). (C) Bestimmung der Dnml-GFP-Cluster pro
Schlauchende (teilungsaktive Dnmil-Komplexe) auf fermentierbarer und nicht fermentierbarer
Kohlenstoffquelle.



Ergebnisse |80

3.1.8 Die Geschwindigkeit und die Bewegung der Mithondrien ist in der
Amdm36Mutante erhoht

Numl ist ein Protein, das Uber seine C-terminaleD®hane pleckstrin fomology am
Zellkortex verankert ist (Kormanest al, 1991; Farkasovsky und Kintzel, 1995). Es wird
angenommen, dass Num1 die mitochondriale Morphelbgeinflusst, indem es als kortikaler
Anker fur das mit den Mitochondrien assoziierte Onagiert (Cervengt al, 2007; Schauss
und McBride, 2007). Wahrend fluoreszenzmikroskdpescAnalysen wurde beobachtet, dass
die Mitochondrien deAmdm36Mutante eine hohe Dynamik aufweisen. ArmumEtMutanten
einen sehr ahnlichen mitochondrialen Phanotyp Avrelm36Mutanten besitzen, stellt sich
die Frage, ob Mdm36 ebenfalls an der Verankerung Miochondrien am Zellkortex
beteiligt ist. Eine hohere Motilitat der Mitochomein wirde dafir sprechen. Um eine
genauere Aussage treffen zu kdnnen, wurden mitldefokalen Laser-Scanning Mikroskop
konfokale Aufnahmen in verschiedenen optischen eBelhen Uber einen bestimmten
Zeitraum angefertigt. Pro Stamm wurde jeweils dumhalyse von 10 Zellen die
durchschnittliche Geschwindigkeit der Mitochondriggstimmt. Hierflr wurden pro Zelle je
50 z-Stapel a 10 Zellebenen Uber einen Zeitraum~«®min erstellt (zwischen jedem z-
Stapel lagen ~7,2 sec). Die z-Stapel wurden damailg alsMaximum Intensity Projektionen
dargestellt. Mit der Software ImageJ 1.41 (Abransdfél, 2004)wurde nun die Veranderung
der Position (x- und y-Koordinaten) der Mitochomudlripro Zeiteinheit bestimmt, indem die
Enden von den beweglichen Organellen markiert wuréeo Zelle wurden mehrere Enden
verfolgt und daraus eine Durchschnittsgeschwindigbestimmt. Die durchschnittliche
Geschwindigkeit der Mitochondrien pro Hefestammaergich dann aus den errechneten
Durchschnittsgeschwindigkeiten der jeweils 10 wsuehten Zellen.

Fur den Wildtypstamm (BY4742) konnte dadurch eirdurchschnittliche
Geschwindigkeit der Bewegung der Mitochondrien &6 + 5,7 nm/sec ermittelt werden
(Tab.3-4). In Abb.3-15 A ist klar zu erkennen, d&astne nennenswerte Veranderung des
mitochondrialen Netzwerkes Uber den Beobachtungamen hinweg stattfindet. Das
mitochondriale Retikulum erscheint relativ stam Gegensatz dazu konnte in d@andm36
und in derAnumXMutante eine fast doppelt so hohe Durchschnittdgemdigkeit fur die
Mitochondrien berrechnet werden. Diese lag im Fdiér Amdm36Mutante bei
40,5+10,4 nm/sec und im Fall dAnumXMutante bei 44,4+10,0 nm/sec (Tab.3-4). Beide
Mutanten wiesen Uber den Zeitraum der Untersuclstarfe und schnelle Veranderungen der
mitochondrialen Strukturen auf (Abb.3-15 B und Bgsonders deutlich wird dies auch bei

Betrachtung der eingezeichneten zuriickgelegten Wege einzelnen Enden in den
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Durchlichtaufnahmen der Mutanten und dem Wildtypbl§/8-15 A-C) sowie den unter
http://www.molbiolcell.org/cgi/content/full/E10-02096/DC1 verotffentlichten Filmen. Die
tatsachlichen Geschwindigkeiten der Mitochondrierd sowohl im Wildtyp als auch in den
Mutanten vermutlich etwas gréRer als die hier dstedkten, da bei der Ermittlung die
Bewegung in z-Richtung vernachlassigt wurde.

Es lasst sich also festhalten, dass zum eineduighschnittliche Geschwindigkeit in
den MutantenAmdm36 und Anuml héher ist als im Wildtyp und zum anderen die
Veranderungen der Form/Gestalt der Mitochondrieden Mutanten haufiger und deutlicher
auftreten. Beide Faktoren sprechen fir eine veertiegZellkortexbindung der Mitochondrien,
da das Fehlen der Aufhdngepunkte méglichweise rzer @inkoordinierteren und schnelleren
Bewegung entlang der Aktinkabel fihrt. Mdm36 nimsomit eine &hnliche Funktion wie

Num1 ein.

Tab.3-4: Ermittelte durchschnittliche Geschwindigke iten der Bewegung der Mitochondrien.  Zur
Bestimmung der mitochondrialen Geschwindigkeit wurde mit der Software ImageJ 1.41 (Abramoff et
al., 2004) die Veranderung der x/y-Position verschiedener Enden von beweglichen Mitochondrien pro
Zeiteinheit bestimmt und ein Durchschnittswert ermittelt. Pro Stamm wurden jeweils 10 Zellen
ausgewertet und davon die durchschnittliche Geschwindigkeit bestimmt.

Stamm Geschwindigkeit [nm/sec]
WT 26,6 £5,7

Amdm36 40,5+ 10,4

Anuml 44,4 +10,0

Abb.3-15: Die Geschwindigkeit der Bewegung der Mito  chondrien ist in der Amdma36-Mutante
erhoht. Mit pVT100U-mtGFP transformierte Zellen wurden bei 30C auf YPD-Medium bis zur
logarithmischen Wachstumsphase angezogen. AnschlieBend wurden mit dem konfokalen Laser-
Scanning Mikroskop Leica TCS Spl konfokale Aufnahmen in verschieden optischen Zellebenen tber
einen Zeitraum von 355 sec (ein z-Stapel wurde ungeféhr alle 7,2 sec aufgenommen) erstellt. Pro
Zelle sind je 50 z-Stapel als Maximum Intensity Projektionen (& 10 Zellebenen) der mtGFP-
Fluoreszenz dargestellt. Die Bewegungen der freien mitochondrialen Enden wurden jeweils mit
ImageJ 1.41 (Abramoff et al., 2004) nachverfolgt und in die Durchlichtaufnahmen eingezeichnet. Der
GrolRenbalken entspricht jeweils 5 um. (A) Zeitaufnahme durch eine wildtypische Hefezelle. Es wurde
die Bewegung von 5 mitochondrialen Enden verfolgt und in die Durchlichtaufnahme eingezeichnet.
Siehe Seite 82. (B) Zeitaufnahme durch eine Amdm36-Hefezelle. Es wurde die Bewegung von 6
mitochondrialen Enden verfolgt und in die Durchlichtaufnahme eingezeichnet. Siehe Seite 83.
(C) zeitaufnahme durch eine Anum1-Hefezelle. Es wurde die Bewegung von 5 mitochondrialen Enden
verfolgt und in die Durchlichtaufnahme eingezeichnet. Siehe Seite 84.
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Abb.3-15: Die Geschwindigkeit und die Bewegung der Mitochondrien ist in der Amdm36-
Mutante erhéht. Beschreibung siehe S. 81.
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Amdm36

Abb.3-15: Die Geschwindigkeit und die Bewegung der Mitochondrien ist in der Amdm36-
Mutante erhéht. Beschreibung siehe S. 81.
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Abb.3-15: Die Geschwindigkeit und die Bewegung der Mitochondrien ist in der Amdm36-
Mutante erhéht. Beschreibung siehe S. 81.
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3.1.9 InAmdm36Mutanten ist die Bindung der Mitochondrien an den
Zellkortex gestort

In S. cerevisiadefindet sich das mitochondriale Netzwerk direkten dem Zellkortex, wo
standige Fusions- und Teilungsereignisse ihre Hmstimmen (Hoppinst al, 2007). Num1
ist fur die Bindung der Mitochondrien am Zellkortegrantwortlich (Cervenyt al, 2007)
und Mdm36 nimmt vermutlich eine ahnliche Funktion. eEine gestorte mitochondriale
Zellkortexbindung konnte folglich Auswirkungen alié Verteilung der Mitochondrien unter
dem Zellkortex haben. Die gleichzeitige Markierusey Zellwand und der Mitochondrien
sollte Aufschluss dartber geben, wie sich die Mitodwrien in derAmdm36 und in der
AnumZXMutante im Vergleich zum Wildtyp (BY4742) in deele bzw. unter dem Zellkortex
anordnen. Zur Farbung der Zellwand der mtRFP expranden Zellen wurden die Zellen
mit Biotin markiert und anschlieRend mit Streptavidlex Fluor 488 Konjugat versetzt, was
an das Biotin bindet. Die Zellen wurden danachefixiund mit einem konfokalen Laser-
Scanning Mikroskop wurden konfokale Aufnahmen insebiedenen Zellebenen erstellt. Pro
Zelle wurden z-Stapel mit jeweils 30 optischen &eiinen aufgenommen. Fir diaximum
Intensity Projektionerwurden davon pro Zelle 14 optische Zellebenen gadet, die sich
jeweils um die Zellmitte herum befanden.

Beim Wildtyp ist klar erkennbar, dass sich dasoshbndriale Netzwerk mit seinen
verzweigten Tubuli hauptsachlich direkt an der Wehd bzw. direkt unter dem Zellkortex
befindet (Abb.3-16 A, weil3er Pfeil). Im Vergleiclum Wildtyp sind die fir die Mutanten
(Amdm36 AnumJ) typischen kompakten, einseitig lokalisierten Mhondrien immer nur an
ein bis zwei Punkten direkt in der N&he der Zelld/&okalisiert (Abb.3-16 A, gelber Pfeil).

Die Ergebnisse bestatigen zum einen die VermutamgCervenyet al. (2007) und
Schauss und McBride (2007), dass in AsumXMutante die Bindung der Mitochondrien an
den Zellkortex gestort ist. Zum anderen zeigen d&ss auch in dekmdm36Mutante die
Zellkortexverankerung der Mitochondrien beeintrégthist. Diese Beobachtung geht einher
mit der bereits beschriebenen erhéhten Dynamik esaier starken Gestaltveranderung der
Mitochondrien in den Mutanten. Mdm36 nimmt somitneei Funktion bei der

Zellkortexbindung der Mitochondrien ein.
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Abb.3-16: In Amdm36-Mutanten ist die Bindung der Mitochondrien an den Zellkortex gestort.
Beschreibung siehe S.87.
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Abb.3-16: In Amdm36-Mutanten ist die Bindung der Mitochondrien an den Zellkortex gestort.

Hefezellen, die mtRFP exprimieren, wurden auf YPD-Medium bei 30C bis zur logarithmischen
Wachstumsphase angezogen, mit Biotin markiert und danach mit Streptavidin Alex Fluor 488
Konjugat versetzt. Anschlielend wurden die Zellen fixiert und mit dem konfokalen Laser-Scanning
Mikroskop Leica TCS Spl konfokale Aufnahmen in verschiedenen optischen Zellebenen erstellt. Der
GrolRenbalken stellt 5pum dar. (A) Dargestellt ist jeweils eine Durchlichtaufnahme und die
Uberlagerung der roten (Mitochondrien) und griinen (Zellwand) Fluoreszenz. Pro Zelle sind 14 Bilder
der Uberlagerungen in verschiedenen Zellebenen zu sehen. Der Wildtyp zeigt ein mitochondriales
Netzwerk, das sich direkt unter der Zellwand bzw. dem Zellkortex befindet (weiRer Pfeil). Die beiden
Mutanten Amdm36 und Anuml besitzen kompakte, mitochondriale Strukturen, die meist auf einer
Seite der Zelle lokalisiert sind. Dabei gibt es nur vereinzelte Bereiche, die sich in der Nahe der
Zellwand bzw. dem Zellkortex befinden (gelber Pfeil). (B) Als Uberblick sind nochmals von je 5 Zellen
pro Stamm Maximum Intensity Projektionen der Uberlagerten Fluoreszenzbilder und eine
Durchlichtaufnahme abgebildet. Die obere Zelle stellt dabei immer die in A jeweils gezeigte Zelle dar.

3.1.10 In derAmdm36Mutante ist die Kolokalisation von Num1-RFP und
Dnm1-GFP gestort

Cervenyet al. (2007) haben festgestellt, dass Dnm1 und NumZXagiteren und dass eine
kleine Fraktion von Dnml1-GFP-Punkten mit Numl-RF&lokalisert. Diese Interaktion
scheint wichtig fur die Verankerung der Mitochomdriam Zellkortex zu sein. Aufgrund des
ahnlichen mitochondrialen Phanotyps dendm36 und AnumZtDeletionsmutanten und der
in den vorhergehenden Versuchen beobachteten dend@storten Bindung der
Mitochondrien an den Zellkortex in dexdm36Mutante ware es denkbar, dass Mdm36 die
Interaktion von Numl und Dnm1l fordert. DeswegentaolAmdm36 und Wildtypzellen
(RJ2194; Cervenyet al, 2007), die Numl1-RFP und Dnml-GFP koexprimiereritets
Fluoreszenzmikroskopie analysiert werden.

In Wildtypzellen konnte die von Cervergt al. (2007) beschriebene Kolokalisation
von Dnm1-GFP und Numl-RFP sowohl auf SD- (Selek#igimm) als auch auf YPG-
Medium beobachtet werden (Abb.3-17 weiRer PfeiBi Beletion vonMDM36 war diese
Kolokalisation (von Num1-RFP und Dnml1l-GFP) auf leeidNdhrmedien selten zu finden
(Abb.3-17). Die Dnm1-GFP-Punkte waren eher im leneder Zelle lokalisiert als in der
Nahe der Zellperipherie (Abb.3-17 gelber Pfeil), duch eine Kolokalisation mit dem
kortikalen Num1-RFP schwer méglich ist. Zur Verdiehung sind im Anhang (Abb.Al A-
B) noch weitere reprasentative Aufnahmen xomdm36 und Wildtypzellen zu finden.

Schwer festzustellen ist, ob die durch die Defetimn MDM36 hervorgerufene
Anderung der mitochondrialen Morphologie die Bingurum Zellkortex stort oder ob die
gestorte mitochondriale Zellkortexverankerung dentamten mitochondrialen Phanotyp
hervorruft. Da aber dianumXtMutante eine ahnliche mitochondriale Morphologigveeist,
Numl am Zellkortex verankert ist und auf3erdem miiochondrial assemblierten Dnml

interagiert, kann man davon ausgehen, dass Letzmed-all ist. Somit wird klar, dass
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Mdm36 eine wichtige Rolle bei der Bindung der Mhoadrien an den Zellkortex Gber Dnm1
und Num1 spielt.

DIC Num1-RFP Dnm1-GFP merge

SD

YPG

SD

YPG

Abb.3-17: In der Amdm36-Mutante ist die Kolokalisation von Num1-RFP und Dn  ml-GFP
gestort. Dnm1-GFP und Numl1-RFP exprimierende Hefezellen wurden bis zum Erreichen der
logarithmischen ~ Wachstumsphase auf  SD- oder  YPG-Medium angezogen und
fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Dargestellt sind (von links nach rechts): Differential-Interferenz-
Kontrastaufnahmen (DIC), rote Fluoreszenzaufnahmen (Numl1-RFP), grine Fluoreszenzaufnahmen
(Dnm1-GFP), Uberlagerung der roten und griinen Fluoreszenzaufnahmen (merge). Der Balken stellt
5 um dar. In den Wildtypzellen kann eine Kolokalisation von Dnm1-GFP und Num1-RFP (weiRer Pfeil)
beobachtet werden. In der Amdm36-Mutante ist diese Kolokalisation gestort (gelber Pfeil). Weitere
reprasentative Aufnahmen sind im Anhang in Abb.A1 A-B zu finden.
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3.2 Die mitochondriale Morphologiekomponente Mdm35

3.2.1 Die Deletion vorMDM35, EMI1 und MRP10fthrt zu einer
veranderten mitochondrialen Morphologie

Proteine des Intermembranraumes der Mitochondrigielen eine wichtige Rolle im
Energiemetabolismus, beim Transfer von Proteinenen und Metaboliten zwischen der
Innen- und AulRenmembran sowie in der MetallionermBlostase (Carr und Winge, 2003;
Koehler, 2004; Herrmann und Hell, 2005; Wiedemainal, 2006). Die Proteine des
Intermembranraumes sind kernkodiert und missentraostational in die Mitochondrien
importiert werden. Einige dieser Proteine besitXeterminale Zielsteuerungssequenzen und
konnen Uber die Translokasen der mitochondrialefdéef und Innenmembran in den
Intermembranraum transloziert werden (Koehler, 20Bkupert und Herrmann, 2007;
Bolenderet al, 2008). Viele andere Proteine hingegen verfligeer @ystein-Motive, die
ihren Import in den Intermembranraum vermitteln.bBlakann zwischen Twin G&- und
Twin CxgC-Motiven unterschieden werden. In einem Screenlamgenet al. (2009), in dem
nach Proteinen gesucht wurde, die das TwigQ=Motiv besitzen, konnten 14 Proteine als
maogliche Mitglieder dieser Familie identifiziert vden. Um zu testen, ob der Verlust der
Twin CxgC-Proteine eine Auswirkung auf die mitochondrialerphologie hat, wurden die
MtGFP exprimierenden Deletionsmutanten mittels fesmenzmikroskopie analysiert.

In fast allen Mutanten konnte dabei eine wildtgpis Morphologie der Mitochondrien
beobachtet werden. Auffallig waren hingegen nurdte MutantenAmdm35 Amrp10und
Aemil Die Amdm35Mutante zeigte zu 52% geschwollene, spharisch@diidndrien, wie
sie auch schon von Dimmet al. (2002) beobachtet wurden (Abb.3-18 A und B). Beim
Verlust von Mrpl0 und Emil waren bei rund der Hglfter Zellen kurze mitochondriale
Tubuli mit einer unregelméanigen Form zu beobacfdatn.3-18 A und B).

Demnach werden die Twin @2-Proteine Mdm35, Mrp10 und Emil fur den Erhalt
der mitochondrialen Morphologie benétigt. Alle arete Twin CxC-Proteine hingegen haben

keinen bzw. keinen starken Einfluss auf die mitoxhr@le Morphogenese.
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Abb.3-18: Mdm35, Mrpl0 und Emil sind wichtig fir de n Erhalt der mitochondrialen
Morphologie. Hefezellen, die mitochondrial zielgesteuertes GFP exprimieren, wurden bei 30C auf
YPD-Medium bis zur logarithmischen Wachstumsphase kultiviert und fluoreszenzmikroskopisch
untersucht. (A) Dargestellt ist jeweils eine Differential-Interferenz-Kontrast- (DIC) und eine
Fluoreszenzaufnahme der Mitochondrien (mtGFP). Der Grof3enbalken entspricht 5 um. (B) Die
mitochondriale Morphologie wurde quantifiziert. Fir jeden Stamm wurden zwischen 200 und 500
Zellen ausgewertet (Longen et al., 2009).
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3.2.2 DieAmdm35Deletionsmutante besitzt spharische Mitochondrierind
eine verminderte respiratorische Kompetenz

Sowohl in dem Screen von Dimmetral. (2002) als auch im Screen von Longgral. (2009)
war die mitochondriale Morphologie d&imdm35Mutante sehr auffallig. Diese Mutante
zeigte geschwollene, sphéarische Mitochondrien wee aich in den Mutantedmmml
Ammm2 Amdm10 Amdm2, Amdm31lund Amdm32beobachtet werden konnten (Burgets
al., 1994; Sogo und Yaffe, 1994; Dimmet al, 2002; Dimmeret al, 2005). Aus diesem
Grund sollte die Amdm35Mutante naher untersucht werden. Zur Bestatigures d
mitochondrialen Phanotyps wurde die Mutante zurt&ebshmals fluoreszenzmikroskopisch
untersucht.

Der mitochondriale Phanotyp der Deletionsmutantenk® dabei reproduziert werden.
Die Amdm35Mutante wies zu 51% die charakteristischen sptideis Mitochondrien auf,
wohingegen im Wildtyp (BY4742) keine Mitochondrietieser Art beobachtet werden
konnten (Abb.3-19; Tab.3-5). Ansonsten lagen di¢obtiondrien in der Mutante zu 36%
fragmentiert/aggregiert oder zu 13% als kurze Tiwoud (Tab.3-5). Im Wildtyp hingegen war
zu 92% ein tubulares mitochondriales Netzwerk biah{Abb.3-19; Tab.3-5).

mtGFP

__oe
((? - ~".; .

Abb.3-19: Die Amdm35-Mutante weist grofdtenteils sphéarische Mitochondrie n auf. Die mit
pVT100U-mtGFP transformierten Hefezellen wurden bei 30C auf YPD-Medium bis zur
logarithmischen Wachstumsphase kultiviert und anschlieBend mittels Fluoreszenzmikroskopie
analysiert. Dargestellt sind Differential-Interferenz-Kontrast- (DIC) und Fluoreszenzaufnahmen der
Mitochondrien (mtGFP). Der GroRenbalken entspricht 5 um.

Tab.3-5: Auswertung des mitochondrialen Phénotyps d er Amdma35-Mutante. Die Hefestamme
wurden bei 30C auf YPD-Medium bis zum Erreichen der logarithmischen Wachstumsphase
angezogen und dann fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Pro Stamm wurden zwischen 300 und
500 Zellen ausgezahit.

mitochondrialer Phanotyp (Anteil der Zellen in %)

Stamm Medium o . fragmentiert/
wildtypisch kurze Tubuli aggregiert

WT YPD 92 0 8 0
Amdm35 YPD 0 13 36 51

sphérisch
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Zur Uberprufung, ob Mdm35 wie die anderen Mutanfdmmml Ammm2 Amdm10
Amdm2, Amdm31 Amdma33, die einen ahnlichen mitochondrialen Phanotyeigen, fir
die respiratorische Aktivitat notig ist, wurde évachstumstest durchgefihrt. Hierzu wurden
der Vergleichswildtyp (BY4742) und die Mutante &(PD-Medium bis zu einer Ofgp von
~1,0 angezogen und anschlielend davon serielleliiershgen auf YPD- und YPG-Platten
getropft, die bei 30°C und bei 37°C inkubiert wurd@uf fermentierbarer Kohlenstoffquelle
konnte die Mutante wie der Wildtyp bei 30°C und BérC bis zur letzten Verdinnungsstufe
wachsen (Abb.3-20 A). Auf nicht fermentierbarer Katstoffquelle zeigte diAmdm35
Mutante im Vergleich zum Wildtyp hingegen einen Wstamsdefekt, der auch von Longen
et al. (2009) beobachtet wurde, wobei die Mutante beC30dr bis zur dritten und bei 37°C
nur bis zur zweiten Verdinnungsstufe wachsen kof#iib.3-20 A).

Dieser Wachstumsdefekt kann entweder auf einefustaier mtDNA fho”] bzw. auf
eine Anhaufung von Schéden in der mtDNA(J] zurickzufiuhren sein. Deshalb wurden die
Zellen mit DAPI angefarbt und mittels Fluoreszenmmmskopie tUberprift. Eine wildtypische
Hefezelle besitzt typischerweise ~10-15 mtDNA-Noidie. Diese konnten auch in der
Mehrzahl aller Wildtypzellen detektiert werden (AB20 B; Tab.3-6). Im Gegensatz dazu
besallen Zellen deAmdm35Mutante generell weniger mtDNA-Nukleoide als diesd
Wildtypstamms (zu 44% nur 2-5 mtDNA-Nukleoide) uzd 20% gar keine mtDNA-
Nukleoide (Abb.3-20 B, roter Pfeil; Tab.3-6). Tedise waren auch vergrol3erte mtDNA-
Nukleoid-Strukturen erkennbar (Abb.3-20 B, gelbdrilP wie sie auch schon in den
Amdm31 und Amdm32Mutanten beobachtet werden konnten (Dimeteal, 2005). Folglich
ist der Wachstumsdefekt auf den Verlust der mtDNAizkzuftihren.

Tab.3-6: Quantifizierung der mtDNA-Nukleoide in Wil dtyp- und Amdm35-Zellen. Die Hefestdmme
wurden auf YPD-Medium Uber Nacht angezogen, mit DAPI gefarbt und fluoreszenzmikroskopisch
untersucht. Pro Stamm wurden ~400 Zellen ausgewertet.

MtDNA (Anteil der Zellen in %)

Stamm 11-15 6-10 . . keine
Nukleoide Nukleoide 2-5 Nukleoide 1 Nukleoid Nukleoide
WT 62 25 13 0 0

Amdm35 9 19 44 8 20
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Abb.3-20: Der Wachstumsdefekt der = Amdm35-Mutante ist auf einen Verlust der mtDNA
zurickzufuihren. (A) Die Zellen wurden auf YPD-Medium bei 30C bis zu einer ODgy von ~1,0
kultiviert. AnschlieBend wurde davon eine serielle Verdinnung auf YPD- und YPG-Platten getropft
und bei 30C und 37T inkubiert. (B) Die Hefestdmme wurden tber Nacht bei 30T auf YPD-M edium
angezogen und danach mit dem Fluoreszenzfarbstoff DAPI gefarbt. Links ist die Differential-
Interferenz-Kontrast- (DIC) und rechts die Fluoreszenzaufnahme (DAPI) zu sehen. Der GréRenbalken
stellt 5 pm dar. VergrolRerte mtDNA-Nukleoid-Strukturen sind mit einem gelben Pfeil markiert und
Zellen ohne mtDNA mit einem roten.

3.2.3 Die Ultrastruktur der Amdm35Mutante zeigt veranderte
mitochondriale Strukturen

Der Verlust von Mdm31 bzw. Mdm32 fuhrt zu einemristaerdnderten mitochondrialen
Phanotyp, der dem dexrmdm35Mutante sehr ahnlich ist. Alle drei Mutanten bssit zu
einem grol3en Anteil spharische Mitochondrien (Dimmteal, 2005; Longeret al, 2009).
Die beiden DeletionsmutanteAmdm31 und Amdm32 zeigen auch auf ultrastruktureller
Ebene grol3e Veranderungen, wobei die OrganellerAligemeinen sehr grof3 sind und

meistens keine Cristae besitzen. AulRerdem haberde bddeletionen dramatische
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Auswirkungen auf die Organisation der mitochon@maMembranen, die sich in verkirzten
Cristae und kreisrunden von einer Doppelmembranel@gen Strukturen widerspiegeln
(Dimmer et al, 2005). Die elektronenmikroskopische UntersuchdegAmdm35Mutante
sollte Aufschluss dariiber geben, ob auch in diskeante die Ultrastruktur einer Anderung
unterliegt. DieAmdm35Zellen und der isogene Wildtyp (BY4742) wurden aHD- und
YPG-Nahrmedium bis zu einer Q@f§3 von 0,5-1,0 kultiviert und danach in Kunstharz
eingebettet. Es wurden Ultradinnschnitte der Probeergestellt und diese
elektronenmikroskopisch untersucht.

In Wildtypzellen wiesen die Mitochondrien sowohif & PD- als auch YPG-Medium
regulare Cristae- und Doppelmembranstrukturen afbb@-21, gelber Pfeil). Die
Mitochondrien derAmdm35Mutante zeigten ebensolche Strukturen (Abb.3-2ierrPfeil).
Dennoch konnten auch elongierte Mitochondrien siib ringformig anordneten, aber keinen
geschlossenen Ring bildeten, beobachtet werden.8Ah. Weder auf YPD- noch YPG-
Medium konnten Riesenmitochondrien, wie sie bei Denet al (2005) in denAmdm3%
und Amdm32Mutanten bzw. in deAmmm21Mutante (Burgesst al, 1994) gesehen wurden,
identifiziert werden. Dennoch kénnte es sich bei dbngierten mitochondrialen Strukturen
um sphéarische Mitochondrien handeln, wenn die Nhtodrien in der dritten Dimension (z-
Ebene) geschlossen vorliegen. Die Membranen kondebei Zytosol einschlielen, was
mittels Fluoreszenzmikroskopie als dunklere Bemrei¢hdcher) zu sehen ware (Abb.3-19).
FUr genauere Aussagen mussten aber Serienschnittedaraus ein 3D-Modell erstellt
werden. Die Cristae-Struktur sah zunéchst in dendm35Mutante zumindest auf
glyzerinhaltigem Medium (Abb.3-21) im Vergleich zulildtyp nicht verandert aus.
Andererseits kann man in dem kreisformigen Mitochamn der Mutante auf
glukosehaltigem Medium (Abb.3-21) gar keine Cristdesnnen.
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Abb.3-21: Die Amdm35-Mutante besitzt veranderte Mitochondrien. Die Amdm35-Zellen und der
isogene Wildtyp (BY4742) wurden fir die Einbettung nach Bauer et al. (2001) und Spurr (1969) auf
YPD- und YPG-Medium bis zu einer ODggo von 0,5-1,0 kultiviert und danach in Kunstharz eingebettet.
Es wurden Ultradiinnschnitte der Proben hergestellt und diese elektronenmikroskopisch untersucht.
Der Wildtypstamm besitzt reguldre Cristae- und Doppelmembranstrukturen (gelber Pfeil) wie die
Mutante auch (roter Pfeil). Dennoch konnten in der Mutante auch elongierte mitochondriale Strukturen
beobachtet werden, bei denen es sich um Mitochondrien handeln kdnnte, die in der dritten Dimension
geschlossen vorliegen (sphérische Mitochondrien).

3.2.4 Mdm35 hat keine Auswirkungen auf die mitochodriale
Fusionseffizienz

Das mitochondriale Netzwerk ist abhangig von eir@@ichgewicht zwischen Fusions- und
Teilungsereignissen. Durch das Fehlen einer Kommeneverschiebt sich dieses
Gleichgewicht (Bleazareét al, 1999; Sesaki und Jensen, 1999; Shaw und Nur2@0R).
Mit Hilfe einesin vivo Fusionsexperimentes kann bestimmt werden, ob wastersuchende
Protein eine Fusionskomponente darstellt. Dazu ®murdStamme entgegengesetzten
Paarungstyps mit unterschiedlich fluoreszierendeitoamondrialen Markern (pYX113-
MtGFP, Westermann und Neupert, 2000; pRS416-GALAGRTP9-RFP, Mozdyet al,
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2000) gepaart. Anhand der Uberlagerung der mtGRB-mtRFP-Fluoreszenzen konnte in
den entstandenen Zygoten eine maogliche Fusion dechndrien Uberpruft werden.

In 100% allerAmdm35Zygoten konnten wie in 100% der Wildtypzygoten die
Mitochondrien miteinander fusionieren (Abb.3-22pT37). Es war immer eine vollstandige
Uberlagerung der mtGFP- und mtRFP-Fluoreszenzerenbachten (Abb.3-22). Jedoch
wiesen die Mitochondrien in allen untersuchten Zggo der Amdm35Mutante eine
wildtypische Morphologie auf (Abb.3-22), was nichti erwarten war, da diendm35
Deletionsmutante eigentlich zum Grol3teil spharisbhitochondrien besitzt. Anscheinend
beeinflusst die Bildung von Zygoten die mitochoatéi Morphogense in deamdm35
Mutante. Ein ahnliches Phanomen konnte auch lrewvo Fusionsnachweis in den Zygoten
der Amfbl-Mutante gezeigt werden (Duet al, 2006). Insgesamt kann festgehalten werden,

dass Mdm35 keinen Effekt auf die mitochondrialeiGususubt.

DIC mtGFP mtRFP merge DIC-merge

Abb.3-22: Mdm35 wirkt sich nicht auf die mitochondr iale Fusion aus. Stamme
entgegengesetzten Paarungstyps mit unterschiedlich fluoreszierenden mitochondrialen Markern
(pYX113-mtGFP, Westermann und Neupert, 2000; pRS416-GAL1+PrFoATP9-RFP, Mozdy et al.,
2000) wurden gepaart und anschlieend mittels Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Anhand der
Uberlagerung der mtGFP- und mtRFP-Fluoreszenzen konnte in den entstandenen Zygoten eine
maogliche Fusion der Mitochondrien tUberprift werden.

Tab.3-7: Auswertung der mitochondrialen Fusionseffi zienz in Zygoten des Wildtyps und der
Amdm35-Mutante. Stamme entgegengesetzten Paarungstyps mit unterschiedlich fluoreszierenden
mitochondrialen Markern wurden gepaart. Anhand der Uberlagerung der Fluoreszenzen in den
Zygoten konnte die Fusionseffizienz ermittelt werden. Pro Stamm wurden ~50 Zygoten ausgewertet.

Anteil der Zygoten in %
Stamm : : :
Fusion keine Fusion
WT xWT 100 0

Amdm35 x Amdm35 100 0
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3.2.5 Der gleichzeitige Verlust votMDM35 und MDM31 bzw. MDM32 ist
synthetisch letal

Die Beziehung zweier Gene zueinander wird als ®pigth letal bezeichnet, wenn die
gleichzeitige Deletion beider Gene zum Tod des fisgaus fuhrt. Dabei weist die
synthetische Letalitat haufig auf eine Beteiliguteg Proteine am gleichen zellularen Prozess
hin (Guarente, 1993; Hartmaet al, 2001). Bei der Einordnung von Mdm35 in die
mitochondriale Morphogenesemaschinerie wurde auofyrdes &hnlichen mitochondrialen
Phanotyps versucht, eine Doppeldeletionsmutantel@emtMorphologiekomponenten Mdm31
und Mdm32 herzustellen. Dazu wurde der haplodsedm35Stamm mit dem haploiden
Amdm31 bzw. Amdm32Stamm entgegengesetzten Paarungstyps gekreuzheBeozygote
diploide Doppeldeletionsstamm wurde nun sporuliemd einer Tetradendissektion
unterzogen. Weder di#mdm332Amdm31 noch dieAmdm33Amdm32Mutante konnten auf
diesem Weg erzeugt werden, was darauf hindeutets da& gleichzeitige Deletion von
MDM35 undMDM31 bzw. MDM32 synthetisch letal ist.

Fur einen heterozygot diploiden Doppeldeletionsstagibt es bei der Sporulation
drei verschiedene Aufspaltungsmoglichkeiten. Beitatratype (T) entstehen eine
Wildtypspore, eine Doppeldeletionsspore und jewedise Einzeldeletionsspore. Beim
sogenannterparental ditype(P) bilden sich jeweils zwei Einzeldeletionssporer@hrend
beim nonparental ditypgN) zwei Wildtyp- und zwei Doppeldeletionssporartstehen. Das
theoretische Aufspaltungsverhéltnis zwischen deei dfarianten liegt dabei bei 4:1:1
(T:N:P). FUr jede Kreuzung wurden > 50 Tetraderersucht und ihr Aufspaltungsverhaltnis
ermittelt (Tab.3-8). Eine typische Tetradendisseidplatte ist in Abbildung 3-23 A zu sehen,
wobei hier nur repréasentativ die Aufspaltung des tetozygot diploiden
Doppeldeletionsstammes entstanden aus der Krenmmgmdm32mit Amdm35abgebildet
ist. Bei den Tetradenanalysen konnte sowohl beikdteuzung mitAmdm3lals auch mit
Amdm32eine annahernde Aufspaltung von 4:1:1 beobachtetiem (Tab.3-8). Deutlich zu
erkennen war, dass bei jeder erwarteten Doppeldiesspore keine Kolonie heran wuchs
(Abb.3-23 A), was den synthetisch letalen Effekt Deppeldeletion bestatigt.

Zum Beweis des synthetisch letalen Effekts wurdenmgdarisch im diploiden
heterozygoten Doppeldeletionsstamdmdm33Amdm32Mdm32 plasmidal unter Kontrolle
des endogenen Promotors exprimiert (pRS8IDAM32, Kai Stefan Dimmer, Universitat
Minchen, unpublizierte Daten). Der Hefestamm wurdgoruliert und einer
Tetradendissektion unterzogen. Auf diese Art und isé/e konnten haploide
Doppeldeletionsstamme erhalten werden, die dasnitlapRS316MDM32 trugen. Durch
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Ubertragung des Stammes auf 5-FOA-haltige Plattennte dann eindeutig festgestellt
werden, dass die Doppeldeletion viglibM32 und MDMS35 synthetisch letal ist. Auf diesen
Platten konnte kein Wachstum des Stammes beobacbtden (Abb.3-23 B), da der Stamm
auf dem Plasmid dddRA3Gen trug. Stamme, die dBERA3Gen plasmidal oder genomisch
besitzen, bauen 5-FOA zu einem zelltoxischen Inégliat um. Somit konnen auf den 5-FOA-
Platten nur Zellen wachsen, die in dem Fall dasmRi&d pRS318DM32 verloren haben.
Nicht Wachstum des Stammes zeigt, dass der StarsrRldamid nicht verlieren konnte, da
die Doppeldeletion synthetisch letal ist. Diesefeldf konnte fir vier erhaltene aus Sporen
gekeimte Kolonien beobachtet werden (Abb.3-23 B} Kontrollen dienten zum einen der
haploide Amdm35Stamm, der das Plasmid pRS3M®M32 trug, und zum anderen der
Stamm R1158, der dd$RA3Gen im Genom besitzt. DAMdm35Stamm mit dem Plasmid
konnte auf 5-FOA-Platten wachsen, da er nicht agflRlasmid angewiesen ist (Abb.3-23 B).
Der R1158-Stamm hingegen konnte auf 5-FOA-Platteint vachsen (Abb.3-23 B).

Da eine synthetische letale Beziehung haufig and 8ieteiligung im gleichen Prozess
hindeutet, steht Mdm35 madglicherweise in funktiterelBeziehung zu den potentiell

mtDNA-erhaltenen Innenmembranproteinen Mdm31 unang2l.

Tab.3-8: Aufspaltung der Tetraden der heterozygot d iploiden Doppeldeletionsstamme.  Es gibt
drei Aufspaltunsmdoglichkeiten eines solchen Stammes: tetratype (T), nonparental ditype (N) und
parental ditype (P). Das Aufspaltungsverhaltnis liegt dabei theoretisch bei 4:1:1 (T:N:P). Ein &hnliches
Aufspaltungsverhaltnis der Tetraden konnte bei beiden heterozygot diploiden
Doppeldeletionsstammen beobachtet werden. Es wurden jeweils n > 50 Tetraden ausgewertet.

Tetradentyp parental nonparental
Stamm ditype (P) ditype (N) etiEe ()
theoretische Verteilung 1 1 4
Amdm35 x Amdm31 0,9 (n=16) 1,9 (n=36) 3,2 (n=59)

Amdm35 x Amdm32 1,45 (n=17) 1,45 (n=17) 3,1 (n=36)
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Abb.3-23: Der gleichzeitige Verlust von ~ MDM35 und MDM31 bzw. MDM32 ist synthetisch letal.
(A) Exemplarische Tetradendissektionsplatte nach Sporulation des heterozygot diploiden
Doppeldeletionsstammes Amdm35/Amdm32. Es gibt drei Aufspaltungsmoglichkeiten fir einen
heterozygot diploiden Doppeldeletionsstamm: tetratype (T), nonparental ditype (N), parental ditype
(P). Das Aufspaltungsverhéltnis liegt dabei bei 4:1:1 (T:N:P). (B) Das Wachstum von vier unabhéngig
voneinander erhaltenen haploiden Doppeldeletionsstéammen, die Mdm32 plasmidal unter Kontrolle
des endogenen Promotors (pRS316-MDM32; Kai Stefan Dimmer, Universitat Minchen, unpublizierte
Daten) exprimieren, wurde auf SD- und 5-FOA-Platten untersucht. Als Kontrolle diente der haploide
Amdm35-Stamm, der das Plasmid pRS316-MDM32 trug und der Stamm R1158, der das URA3-Gen
im Genom besitzt.

3.2.6 Mdm35 ist mitochondrial lokalisiert

Mdm35 ist ein Twin CyC-Protein, dessen Deletion der kodierenden Segueneiner
defekten mitochondrialen Morphologie fuhrt. TwindCxProteine teilen die Eigenschaft, dass
sie vermutlich mitochondrial lokalisiert vorkomm@rongenet al, 2009). Zur Untersuchung
dieser Annahme wurde zunachst ein Antikorper gdddm35 hergestellt. Dazu wurde die
kodierende Sequenz von Mdm35 in den Vektor pQEdAi&tt. Dadurch wird die Expression
eines Mdm35-Fusionsproteins, das N-terminal ein i&PHFR besitzt, mdglich. Die
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Uberexpression des Mdm35-Fusionsproteing&.icoli wurde durch IPTG induziert. Sowohl
vor der Induktion als auch nach der Induktion isteedominate Bande der GrbRRe des
Fusionsproteins (~36 kDa) auf dem Gel nach der BBGE sichtbar (Abb.3-24 A). Die
Expression von Mdm35 mit dem pQE40-System ergatislinhe Inclusion Bodies (Abb.3-24
A). Die Inclusion Bodies wurden isoliert und anseRend tber Ni-NTA Agarose unter
denaturierenden Bedingungen gereinigt. Die dab®altemen Fraktionen wurden per SDS-
PAGE analysiert. Es wurde der Durchfluss, die Waaghionen 1 und 2 und das Eluat 1 und
2 aufgetragen. Bei allen konnte eine Bande bei kB@ detektiert werden, die dem
Fusionsprotein entspricht (Abb.3-24 A). Nach dematarierenden Aufreinigung des
Fusionsproteins wurde zur Entfernung des Harnsioffiee Dialyse durchgefiihrt und der
Ansatz ebenfalls mittels SDS-PAGE untersucht (AH#hB13A). Das so erhaltene Antigen
wurde zur Immunisierung von Kaninchen an die FiBn@Genes geschickt.

Das aus den Kaninchen erhaltene Antiserum wurdehdie3end getestet. Hierzu
wurde Gesamtzellextrakt des Wildtypstammes BY4744/T( (GSZ)) verwendet,
Gesamtzellextrakt aus einem Hefestamm mit Uberssfe von Mdm35 (Mdm35(GSZ))
und isolierte Mitochondrien des Wildtypstammes B¥2{WT Mitochondrien). Die Proben
wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und auf eineolXellulosemembran transferiert. Das
Antiserum aus den Kaninchen wurde fur den immunstdgen Nachweis eingesetzt. In dem
Gesamtzellextrakt aus dem Wildtypstamm konnte R&dm35 nachgewiesen werden, aber
sowohl bei dem Gesamtzellextrakt mit UberexpressmmMdma35 als auch bei den aus dem
Wildtyp isolierten Mitochondrien konnte eine Bandetektiert werden, die in etwa dem
Molekulargewicht von Mdm35 (~9,7 kDa) entsprichtb@3-24 B). Vermutlich war die
Konzentration von Mdm35 in dem wildtypischen Gesathéxtrakt fur die Detektion zu
gering.

Die erhaltenen Daten deuten auf eine mitochondtiakalisation von Mdm35 hin.
Aufgrund der fehlenden Kontrollen kann aber keinedeutige Aussage daruber getroffen
werden. Allerdings wurde bereits von Gabeelal. (2007) eine Lokalisation von Mdm35 im
Intermembranraum nachgewiesen. Die hier beobachetechondriale Lokalisation von

Mdm35 stimmt mit dieser Tatsache uberein.
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Abb.3-24: Mdm35 ist mitochondrial lokalisiert. (A) Zur Herstellung eines Antikorpers gegen Mdm35
wurde MDM35 in den Vektor pQE40 kloniert, wodurch es zur Expression eines Mdm35-
Fusionsproteins kommt. Dieses Fusionsprotein besitzt N-terminal ein 6xHis-DHFR (~36 kDa). Die
Uberexpression des Fusionsproteins wurde durch IPTG induziert. Die durch die Expression von
Mdm35 mit dem pQE40-System erhaltenen Inclusion Bodies wurden unter denaturierenden
Bedingungen Uber Ni-NTA Agarose gereinigt. Zur Entfernung des Harnstoffes wurde anschliel3end
eine Dialyse durchgefiihrt. Alle gesammelten Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE und Coomassie-
Farbung analysiert. Bahn 1: 0 h (vor Induktion), Bahn 2: 4 h (nach Induktion), Bahn 3: Inclusion
Bodies, Bahn 4: Durchfluss bei Ni-NTA-Aufreinigung, Bahn 5: Waschfraktion 1 bei Ni-NTA-
Aufreinigung, Bahn 6: Waschfraktion 2 bei Ni-NTA-Aufreinigung, Bahn 7: Eluat 1 bei Ni-NTA-
Aufreinigung, Bahn 8: Eluat 2 bei Ni-NTA-Aufreinigung, Bahn 9: His-DHFR-Mdm35 nach der Dialyse
(Antigen fir die Immunisierung). (B) Es wurde Gesamtzellextrakt aus wildtypischen Hefezellen (Bahn
1) und aus Hefezellen, die Mdm35 uUberexprimieren (Bahn 2), isoliert sowie Mitochondrien aus
Wildtypzellen (Bahn 3). Die Proben wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine
Nitrozellulosemembran Ubertragen. Das durch Immunisierung der Kaninchen mit dem Antigen His-
DHFR-Mdm36 erhaltene Antiserum wurde zum Nachweis von Mdm35 verwendet. In Bahn 2
(Uberexpression von Mdm35) und 3 (wildtypische Mitochondrien) konnte Mdm35 (~9,7 kDa) mit dem
Antiserum detektiert werden.
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4 Diskussion

Die Morphologie und die dynamische Reorganisati@s anitochondrialen Netzwerkes
spielen eine essentielle Rolle fir Funktion undevieung dieser Organellen. Zum besseren
Verstandnis der daran beteiligten Prozesse missenddzugehorigen Komponenten
identifiziert und charakterisiert werden. In denzien Jahrzehnten konnten einige an der
mitochondrialen Morphogenese beteiligte Proteinecligenetische oder morphologische
Screens identifiziert werden (Berger und Yaffe, @00enseret al, 2000; Boldoghet al,
2001b; Dimmetet al, 2002; Mozdy und Shaw, 2003; Westermann, 2003zMeal, 2007).
Die Erforschung von zwei im Screen von Dimne¢ral. (2002) entdeckten Kandidaten und
ihre mogliche Eingliederung in den Morphogeneseggipier Mitochondrien war Gegenstand

dieser Arbeit.

4.1 Mdm36: Eine neue Komponente der mitochondrialen
Teilungsmaschinerie

4.1.1Amdm36Mutanten besitzen eine reduzierte Teilungsaktivita

Mitochondrien bilden ein hoch dynamisches Netzwdirkkt unter dem Zellkortex aus, das
durch ein Gleichgewicht an Fusions- und Teilungg@rssen bestimmt wird (Sesaki und
Jensen, 1999; Shaw und Nunnari, 2002). Die Kernkorapten beider Prozesse sind
weitestgehend bekannt (Zusammenfassung in: Eeat, 2007; Westermann, 2008; Lackner
und Nunnari, 2009). An der mitochondrialen Teilwtgy AuRenmembran sind die Proteine
Dnm1, Fisl, Mdvl und Caf4 beteiligt. Num1 ist eirotein, dem erst kirzlich eine Funktion
in der mitochondrialen Teilung und Vererbung zugespen wurde (Cervengt al, 2007).
Teilungsmutanten bilden eine netzartige mitochaldriMorphologie aus\mdm36Mutanten
zeigen analoge mitochondriale Strukturen. Ledigtiah Anordnung der Maschen erschien im
Vergleich zurAdnmXtMutante unorganisierter. Die Erstellung eines 3Ddells konnte den
Phanotyp der Amdm36Mutante nochmals bestatigen und die Ahnlichkeit den
Teilungsmutanten hervorheben. Da &hnliche mitochaled Phanotypen meist auf eine
gemeinsame Funktion der Proteine hindeuten, liegtV@rmutung nahe, dass Mdm36 eine
Rolle in der mitochondrialen Teilung Gbernimmt. Denh wird deutlich, dass in derdm36
Deletionsmutante eine Restteilungsaktivitdt bestdht organisierte Netze, wie sie in der
AdnmZXMutante haufig zu finden sind, nur etwa zu 10%Amdm36vorkommen. Aul3erdem

verhalt sich disAdnmZXMutation epistatisch zukmdm36Mutation. Das ist vereinbar mit der
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Annahme, dass Dnml eine essentielle Teilungskonmperdarstellt, wahrend Mdm36 eine
untergeordnete, unterstitzende Funktion in derandodrialen Teilung Gbernimmt.

Durch Doppeldeletionsstudien konnte die Hypothdsss Mdm36 antagonistisch zu
Komponenten der mitochondrialen Fusionsmaschiraagiert, weiter verifiziert werden. Das
Fehlen einer Fusions- bzw. Teilungskomponente Wbt das Gleichgewicht in Richtung
Teilung (fragmentierte Mitochondrien, Verlust voniteshondrialer DNA) bzw. Fusion
(netzartige Mitochondrien). Wird hingegen die Fasiound Teilungsmaschinerie auf gleicher
Ebene simultan blockiert, so bildet sich wieder wildtypisches mitochondriales Netzwerk
aus, wie z.B. behdnm¥Afzol(Bleazardet al, 1999; Sesaki und Jensen, 1999). Die Deletion
von MDM36 und der Fusionskomponente Fzol fuhrt zu einerigh@an Rettung des
mitochondrialen Phénotyps dafzol:Mutante. Im Gegensatz zu den in der gesamten Zelle
verteilten mitochondrialen Fragmenten dd€zolMutante sind in der Doppelmutante die
Fragmente bzw. Aggregate auf einer Seite der Zéblealisiert. Die aggregierten,
mitochondrialen Strukturen konnten dabei einen ghegszustand der Teilung darstellen.
Die Tatsache, dass die Deletion WdbDM36 im Gegensatz zadnm1(Bleazardet al, 1999;
Sesaki und Jensen, 1999) nur zu einer teilweisererBien des mutantenfzol-Phanotyps
fuhrt, weist darauf hin, dass in Hefezellen, in @&®endie Morphologie bestimmende
Komponente Mdm36 deletiert ist, die Teilungsakétiediglich reduziert und nicht komplett
blockiert ist.

Die parallele Deletion vorMDM36 und MDM30 stellte die Vermischung des
mitochondrialen Matrixinhaltes wieder her. Mdm3Qetibmmt eine regulatorische Funktion
in der Fusion, indem es den Abbau der FusionskoemenFzol vermittelt (Fritzt al,
2003). In einemin vivo Fusionsnachweis konnte durch Frég al. (2003) bereits gezeigt
werden, dass inAmdm30Mutanten der Fusionsdefekt der Mitochondrien durdie
zusatzliche Deletion der Teilungskomponente Dnménédils revertiert werden kann, was
durch die reduzierte, aber nicht komplett gestoR@gsionsaktivitdit dehmdm36Mutante
erklarbar ist. Die reduzierte Teilungsaktivitat dedm36Deletion gentgt also, um eine stark
vernetzte Mitochondrienmorphologie hervorzurufeei, deer ein einziges Fusionsereignis zur
Vermischung des mitochondrialen Matrixinhaltes aitsrend ist.

Ein weiteres Argument fir eine Beteiligung von Mdinan der Teilung der
Mitochondrien konnte durch die Behandlung von Hellen mit dem Toxin Latrunculin A
erzielt werden. Dieses Gift fuhrt zum Abbau des idkjtoskeletts und zu einer Dnm1l-
abhangigen Fragmentierung der Mitochondrien (Aygbaai al, 1997; Boldogtet al, 1998).
Hefezellen, in denen eine Teilungskomponente béthkst, sollten somit - wie fuhdnmk
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und AmdvEMutante bereits experimentell belegt ist (Jenseral, 2000; Cervenyet al,
2001) - ihre mitochondrialen netzartigen Struktufegibehalten. Auch in deAmdm36
Mutante war keine Fragmentierung der Mitochondri@n beobachten. Analog zu den
Teilungsmutanten waren immer noch die charaktedsén netzéhnlichen Mitochondrien
detektierbar.

Die Schliusselkomponente der mitochondrialen Teilisigdie Dynamin-verwandte
GTPase Dnml. Zytosolisches Dnml assembliert alsktfiumige Strukturen an den
Mitochondrien (Otsugat al, 1998). In Hefe sind mittlerweile drei Moglichkeit bekannt,
wie Dnml gezielt an die AuRenmembran der Mitochmmdrgebracht werden kann:
1) Fis1/Mdvl-abhéangig, 2) Fisl/Caf4-abhangig und yml-abhangig (Lackner und
Nunnari, 2009). Wenn Mdm36 ein Bestandteil der dregsmaschinerie der Mitochondrien
ist, dann kénnte das Protein ebenfalls einen Essflauf die Dnml-Assemblierung und/oder
auf die teilungsaktiven Dnml1-Komplexe ausiben. digsem Grund wurde zum einen die
Anzahl der Dnm1-GFP-Cluster pro fnan den Mitochondrien (Dnml-Assemblierung)
bestimmt und zum anderen die Anzahl der Dnm1-GRBt€t pro Schlauchende/Ende eines
Mitochondrientubulus  (teilungsaktive Dnml-Komplexe)Die Quantifizierung der
mitochondrial lokalisierten Dnm1-GFP-Cluster in aedm36Deletionsmutante zeigte, dass
kein grof3er Einfluss auf die Dnm1-Assemblierungdiats Deutlicher wurde der Einfluss von
Mdm36 auf die Teilungsaktivitat. In d&ysmdm36Mutante war die Anzahl an Dnm1-GFP-
Punkten pro Schlauchende um ~44% auf YPD-Medium tB68% auf YPG-Medium
niedriger als im Vergleichswildtyp. Die Bildung voteilungsaktiven Dnml1-Komplexen
scheint also primar durch das Fehlen von Mdm363gest sein.

Die bereits diskutierten Beobachtungen sprechereifie Funktion von Mdm36 als
mitochondriale Teilungskomponente. Voraussetzung dgolch eine Funktion ist eine
mitochondriale Lokalisation bzw. Assoziation desotBins. Deshalb sollte diese
experimentell Uberpruft werden. Durch den Flotati@rsuch mit radioaktiv markiertem
Mdm36 wurde gezeigt, dass das Protein mit den Mdadrien assoziiert vorliegt. Dabei
wird die Assoziation vermutlich Uber Protein-Praoténteraktionen vermittelt, woran aber
weder Dnml, Numl noch Mdm36 beteiligt zu sein sobei Diese Protein-Protein-
Interaktion konnte Uber die vorhergesagte Coiled-Region eingegangen werden. Eine
genauere Aussage kann allerdings nur getroffenemendenn eine Kolokalisation bzw. eine
Interaktion von Mdm36 mit einem Protein nachgewnegerden wirde. Da allerdings kein
endogen exprimiertes, fluoreszenzmarkiertes Mdma&esprotein herstellbar war und auch

kein Antikorper gegen Mdm36 produziert werden kenibleibt diese Frage noch offen.



Diskussion | 105

4.1.2 Inmdm36Deletionsmutanten ist die Verankerung der Mitochowlrien
am Zellkortex gestort

Der mitochondriale Phéanotyp dadnmt und derAmdm36Mutante ist zwar sehr &ahnlich,
kann aber aufgrund des weniger ausgepragten Neilsam dermdma36Deletionsmutante
klar unterschieden werden. Im Gegensatz dazu siedMiitochondrienmorphologien der
AnumXMutante, der Amdm36Mutante und der DoppelmutanteAnum¥Amdma36
phanotypisch praktisch identisch. Das lasst vermutéass beide Proteine am gleichen
zellularen Prozess beteiligt sind. Urspringlich deudas Zellkortex-assoziierte Num1l als ein
Protein identifiziert, das die Segregation des Kéetis vermittelt (Kormaneet al, 1991).
Durch Dimmeret al. (2002) und Sickmanret al. (2003) wurde Numl zuséatzlich eine
Funktion in der mitochondrialen Morphogenese zuigesben, die durch Cervengt al.
(2007) der mitochondrialen Teilung und Verteilunggeordnet werden konnte. Das aktuelle
Modell geht davon aus, dass die durch Fisl/Cafmiteeite Zellkortex-orientierte
Rekrutierung von Dnm1 eine Funktion bei der Binddeg Mitochondrien Giber Num1 an den
Zellkortex Ubernimmt (Schaust al, 2006; Cervenyet al, 2007; Schauss und McBride,
2007). In dieser Arbeit wurden Hinweise gefundeie, zeigen, dass Mdm36 ebenfalls eine
Funktion in der Zellkortexverankerung der Mitochdaed einnimmt.

Um eine genauere Aussage daruber treffen zu komteMdm36 an der Aufhangung
der Mitochondrien beteiligt ist, wurde die Anordigunler Mitochondrien in Bezug auf
Zellwandnahe analysiert. Bei der Betrachtung vwondm36 und AnumZZellen, in denen
sowohl die Zellwand mit einem Fluoreszenzfarbsgeffarbt und die Mitochondrien stabil mit
MtRFP markiert waren, wurde deutlich, dass die shitmdrien der Mutante nur wenig Nahe
zur Zellwand zeigen. In wildtypischen Hefezellenrlgeft das mitochondriale Netzwerk
direkt unter dem Zellkortex, daher zeigen die eierign Tubuli groRe Nahe zur gefarbten
Zellwand. Entlang dieser Tubuli kbnnen viele Aufgépunkte mit dem Zellkortex bestehen.
In derAmdm36 und in derAnumZXMutante liegen die Mitochondrien hingegen als kakip,
netzéhnliche Strukturen vor, die nur an ein bis iz&®llen Nahe und einen mdglichen
Kontakt zum Zellkortex bieten. Beide Proteine sokai folglich fur die Verankerung der
Mitochondrien am Zellkortex verantwortlich zu seiWelche Aufgabe Mdm36 dabei
Ubernimmt ist allerdings noch unklar.

Neben der verringerten Nahe zur Zellwand wurde $bwoderAmdm36 als auch in
der AnumXMutante im Vergleich zum Wildtyp eine fast doppett hohe Geschwindigkeit
der Mitochondrien dokumentiert. Wahrend die Mitostioen in wildtypischen Hefezellen

relativ starr und unbeweglich waren, unterlagen Mitochondrien der Mutanten stetigen,
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schnellen Veranderungen. Die erhohte Dynamik ddodondrien in den Einzelmutanten
kénnte ebenfalls flir eine gestdrte Bindung der bhitlmdrien an den Zellkortex sprechen.
Aufhangepunkte an dem Zellkortex wirden das mitadniale Netzwerk stabilisieren und als
eine Art Stitze bzw. Gerust wirken. Die StérungsdreAufhdngung des mitochondrialen
Netzwerkes wiurde zumindest die einseitig lokaltsigr mitochondrialen Strukturen in
Amdm36 und AnumEMutanten sowie in demAdnmZt und Afisl-Mutanten erklaren.
Moglicherweise ist die zusatzliche Bindung an deallkortex fur eine koordinierte
Bewegung der Mitochondrien nétig. Das Fehlen dexdBng an den Zellkortex kénnte somit
zu einer unkoordinierteren und schnelleren Bewegumiging der Aktinkabel fiihren.

Aufgrund des ahnlichen mitochondrialen Phéanotyps Amdm36 und Anumk
Deletionsmutanten und der in den vorhergehendensdben beobachteten ebenfalls
gestérten Bindung der Mitochondrien an den Zelllorin der Amdm36Mutante wére es
denkbar, dass Mdm36 die Interaktion von Numl1 unanDritrdert. Cervenet al. (2007)
berichteten, dass ungefahr 70% der Numl-RFP-Pumkite den Dnm1-GFP-Punkten
kolokalisieren. Ein &hnliches Bild ergab sich imhReen dieser Arbeit bei der Betrachtung
der Num1-RFP- und Dnm1-GFP-Kolokalisation in wilgischen Hefezellen. Im Gegensatz
dazu war die Kolokalisation von Num1-RFP und DnnAPAn Amdm36Zellen kaum noch
detektierbar. Wahrend im Vergleichswildtyp beidaofleszierenden Foci in sehr starker
raumlicher Nahe zueinander standen, konnten iVidgante wenige Num1-RFP- und Dnm1-
GFP-Punkte in enger Nachbarschaft festgestellt ever@®er mitochondriale Phanotyp der
Amdm36Mutante steht im Einklang mit dieser BeobachtuDg eher einseitig bzw. zur
Zellmitte hin lokalisierten Mitochondrien wirden nei derartige Kolokalisation des
mitochondrial assemblierten Dnm1 und des Zellkeessoziierten Numl gar nicht zulassen.
Dennoch stellt sich die Frage, ob die durch dieeDmh von MDM36 hervorgerufene
Anderung der mitochondrialen Morphologie die Bingurum Zellkortex stort oder ob die
gestorte mitochondriale Zellkortexverankerung dentamten mitochondrialen Phanotyp
hervorruft. Da aber dianumXtMutante eine ahnliche mitochondriale Morphologigvaeist
und Num1l im Zellkortex verankert ist und auf3erdeinmitochondrial assemblierten Dnm1
interagiert, kann man davon ausgehen, dass LetdereBall ist. Folglich scheinen Mdm36,
Numl und Dnm1l durch ihre gemeinsame Aktivitat fig Werankerung der Mitochondrien
am Zellkortex verantwortlich zu sein.

Zwei weitere Aspekte sind Indizien fur die Funktioon Mdm36 bei der Verankerung
der Mitochondrien am Zellkortex. Erstens fuhrte dlieichzeitige Deletion voMDM36 und

von der postulierten Innenmembranteilungskomponéitbn33 zu einem intermediéren
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mitochondrialen Phanotyp bestehend aus netzahnlibhiechondrien, die fir didmdm36
Einzelmutante charakteristisch sind, und aus rinkgéen Mitochondrien, die in der
Amdm33Mutante zu beobachten sind. In diesem Fall wiitth Amdm33nicht epistatisch zu
Amdm36aus, so wie es fixmdm33und die AuRenmembranteilungsmutantesl ersichtlich
war (Messerschmitet al, 2003). Es scheinen also beide Proteine in ihrankffonen
vergleichbar wichtig zu sein. FUr die Teilung deunmembran wurde gezeigt, dass
zunachst eine Einschnirung des Mitochondrientubstastfinden muss, was vermutlich
durch die Mdm33-vermittelte Teilung der Innenmembeareicht wird (Messerschmit al,
2003). Demzufolge ist es nicht verwunderlich, disk Amdm33epistatisch zAfis1 verhalt.
Wenn Mdm36 aber eine zusatzliche Funktion in defhAngung der Mitochondrien am
Zellkortex besitzt und beide Prozesse (Teilung ldeenmembran und Zellkortexbindung)
gleich wichtig sind, dann ware eine intermediaradeglhondrienmorphologie, wie sie in der
Amdm3/Amdm36Mutante dokumentiert wurde, nicht unrealistisch.

Zweitens konnte in denfzoYAmdm36Doppelmutante eine andere Verteilung der
Mitochondrien erfasst werden. Im Gegensatz zu derder gesamten Zelle verteilten
mitochondrialen Fragmenten d&fzolMutante, waren in der Doppelmutante die Fragmente
bzw. Aggregate auf einer Seite der Zelle lokaltsidfine einseitige Lokalisation der
Mitochondrien ist auch in dekmdm36Mutante zu beobachten. Interessanterweise besitzen
die TeilungsmutanterAdnml, Afisl und Anuml zu einer Seite der Zelle kollabierte,
mitochondriale Netze (Cervergy al, 2001; Griffinet al, 2005; Cervenyt al, 2007). Da fur
Numl eine Rolle bei der Verankerung der Mitochoemiram Zellkortex postuliert wird,
wobei Numl diese Funktion tber die Interaktion Bwitml ausubt (Cervengt al, 2007),
konnte eine einseitige Lokalisation der Mitochordrauf eine Stérung der Zellkortexbindung
zurtckzufihren sein. Mdm36 scheint somit fur diesBildung des Num1-Dnml-Komplexes

unerlasslich zu sein.

4.1.3 Der Einfluss der mitochondrialen Zellkortexveankerung auf die
Teilung

Die Verankerung der Mitochondrien am Zellkortexe#fpnicht nur eine wichtige Rolle bei
der Verteilung der Mitochondrien wahrend der Zdliteg, sondern auch bei der
mitochondrialen Teilung (Cerversgt al, 2007; Schauss und McBride, 2007). In Abwesenheit
von Numl ist die mitochondriale Teilung verringeaber nicht komplett gestort, wie es der
Fall in der Teilungsmutante von Dnm1 ist. Numlistiirch seine Interaktion mit Dnm1l eine

Verbindung zwischen mitochondrialer Teilung und tédung her, die dadurch gegeben ist,
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dass das Zellkortex-assoziierte Numl aul3erdem maocklen Aktinnukleator Bnil bindet
(Evangelistaet al, 2003). Interessanterweise ist fur die Teilung \Wambranen durch
Dynamin die Erzeugung von Spannung auf die Membramescheidend (Rowst al, 2006).
Infolgedessen ist eine Interaktion der Mitochomdrimit dem Aktinzytoskelett fur deren
Teilung von grofRer Bedeutung. Es wurde vorgeschlagiss tUber den Numl/Dnml-
Zellkortexanker zusammen mit der Dynamik des AKtingkeletts die ndtige Spannung
entlang des Mitochondrientubulus erzeugt werdemkdie zusammen mit der Einschniirung
(constriction des Mitochondrientubulus fir eine durch die Dniaid1/Mdv1-Maschinerie
vermittelte Membranteilung wichtig ist (Schauss WmdBride, 2007; Lackner und Nunnari,
2009). Die in dieser Arbeit erbrachten Beweise istikzen dieses Modell und fligen Mdm36
als eine neue Komponente diesem Prozess hinzu.géhau Mdm36 daran beteiligt ist,
konnte nicht eindeutig geklart werden. Denkbar wa@ss Mdm36 zwischen Dnm1 und
Numl als Interaktionspartner fungiert. Da aber emglogene Expression eines Mdm36-
Fusionsproteins (mit einem C-terminalen GFP- bzwA-Fag) zu schwach und nicht
detektierbar war und auch kein Antikérper gegen M@mproduziert werden konnte
(unveroffentlichte Daten), eine Interaktion als@htinachweisbar war, bleibt dies nur eine
Vermutung. Weil der Verlust von Mdm36 aber die Bind zwischen Numl1 und Dnm1 stort,
scheint Mdm36 fur die Bildung des Numl/Dnml-Komg@ex bendtigt zu werden.
Infolgedessen gehen in démdm36Mutante die Aufhangepunkte fur die Mitochondrien a
Zellkortex verloren, worin auch die erhdhte Dynaf@i&staltveranderung und die veranderte
Verteilung der Mitochondrien begrindet liegen. D#ferlust der mitochondrialen
Zellkortexverankerung in demdm36Deletionsmutante fuhrt letztendlich auch zu einer
geringeren Teilungseffizienz des Dnm1/Fis1/Mdv1-Kxdexes, da die fir die mitochondriale
Teilung notige Spannung tUber den Numl1/Dnml-Kompieht erzeugt werden kann. Der
mitochondriale Phanotyp und die reduzierte Anzahtedlungsaktiven Dnm1-Komplexen in

der Mutante sprechen eindeutig daftr.

4.2 Mdm35: Eine neue Morphologiekomponente

Mdm35 ist ein Protein, das einerseits von Dimmeal. (2002) als ein Protein identifiziert
wurde, das die mitochondriale Verteilung und Morplgee bestimmt, und andererseits durch
Longenet al. (2009) als ein Twin GC-Protein. In beiden Ansatzen konnte in dendm35
Mutante eine verdnderte mitochondriale Morphologigeobachtet werden. Die
Deletionsmutante voiMDM35 weist starke phanotypische Ahnlichkeiten zu Muanauf,
denen entweder die Komponente Mmm1 bzw. die mitodhalen
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AulRenmembrankomponenten Mmm2, Mdm10 und Mdm12 odedie
Innenmembrankomponenten Mdm31 und Mdm32 fehlen g&sset al, 1994; Sogo und
Yaffe, 1994; Bergeet al, 1997; Boldogtet al, 1998; Aiken Hobbgt al, 2001; Boldoglet
al., 2003; Youngmanet al, 2004; Dimmer et al, 2005). Anstelle des tubuléren
mitochondrialen  Netzwerkes besitzen alle Deletiomsmten meist spharische
Mitochondrien, die oft zytosolische Einschliissedsbbrgen. Das mitochondriale Genom ist
instabil und geht in allen Deletionsstiammen nadigen Generationen verloren. Der Verlust
von mtDNA ist auch charakteristisch fir Fusionsmtga. Die Amdm35Mutante zeigte
allerdings keinerlei Einschrédnkungen in ihrer Foseffizienz, womit Mdm35 als
Fusionskomponente ausgeschlossen werden kann. rin DegetionsmutantenAmmml
Ammm2 Amdml1Q Amdml2 Amdm31 und Amdm32 wurde auch eine veranderte
Nukleoidstruktur festgestellt. Im Gegensatz zu defh0-15 mtDNA-Nukleoiden in
Wildtypzellen findet man in diesen Mutanten oft mim bis zwei diffuse mtDNA-Strukturen,
die stark vergrof3ert sind (Bergetral, 1997; Aiken Hobbet al, 2001; Boldogtet al, 2003;
Youngmanet al, 2004; Dimmeret al, 2005). Die Amdm35Mutante besitzt ebenfalls
teilweise abnorme und vergroRerte Nukleoidstruktuennoch waren diese nicht ganz so
grol3 wie die der anderen Mutanten.

Phanotypische Ahnlichkeiten sind oft ein Hinweid aine ahnliche Funktion. Dies
wird durch die synthetische Letalitdt bei eineridieeitigen Deletion vorMDM35 und
MDM31 oder MDM32 noch untermauert. FiMDM31 und MDM32 konnte auf3erdem eine
synthetische Letalitdt miMMM1, MMM2, MDM10 und MDM12 nachgewiesen werden
(Dimmeret al, 2005). Fur Mdm35 wurde bis heute solch eine Berig noch nicht gezeigt.
Der Versuch in deAmdm35Mutante zusatzlictMMM1, MMM2, MDM10 bzw. MDM12 zu
deletieren, wiirde kléaren, ob hier ebenfalls eirttsgtisch letales Verhaltnis besteht.

Die in dieser Arbeit erhaltenen Daten fihren zuAlenahme, dass zumindest Mdm35
und Mdm31 bzw. Mdm32 an einem gleichen Prozessligeétsind. Da bereits fur Mdm31
und Mdm32 postuliert wurde, dass sie zusammen mini, Mmm2, Mdm10 und Mdm12
ebenfalls an einem gleichen die mitochondriale Motpgie beeinflussenden Prozess
beteiligt sind (Dimmeet al, 2005), kann man davon ausgehen, dass Ahnlicldddin35
der Fall ist. Es wird angenommen, dass fur die Nemeg von mtDNA ein
membrandurchspannender Komplex bestehend aus d#riren Mmml, Mdm10 und
Mdm12 verantwortlich ist (Aiken Hobbet al, 2001; Boldoghet al, 2003). Von Dimmeet
al. (2005) wurden die beiden Innenmembranproteine Bidnund Mdm32 zu diesem

Komplex hinzugefugt. Dieser Komplex stellt sommeiVerknipfung zwischen der mtDNA
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und dem Zytosol her. Von Kornmamt al. (2009) konnte hingegen gezeigt werden, dass es
sich bei dem Protein Mmml nicht wie angenommen um enitochondriales
AulRenembranprotein  handelt, sondern um ein integralMembranprotein des
Endoplasmatischen Retikulums (ER). Zusammen mit Besteinen Mmm2, Mdm10 und
Mdm12 bildet Mmm1 einen Komplex aus, der eine Bimglawischen ER und Mitochondrien
herstellt (ERMES ER-mitochondria_ecounter_gructure) und vermutlich fur den Austausch
von Calcium und Phospholipiden zustandig ist. Didéemplex befindet sich aul3erdem in
Nachbarschaft aktiv replizierender mitochondridd®A. Da fiur Mdm35 ebenfalls eine Rolle
im Lipidmetabolismus (Osmaret al, 2009) angenommen wird und das Protein im
Intermembranraum lokalisiert ist (Gabriett al, 2007), wére eine Funktion bei der
Vermittlung zwischen der mitochondrialen AuR3en- undenmembran fir Mdm35 denkbar.
Folglich ware der ERMES-Komplex mit den Innenmemiprateinen Mdm31 und Mdm32
und dadurch mit dem mitochondrialen Genom verbunded gezieltes mitochondriales
Wachstum - durch Kopplung der mtDNA-Replikation nder Aufrechterhaltung der
mitochondrialen Membran Uber den Lipidtransportrevmaoglich. Eine regulative Rolle von
Mdm35 bei der Lipidhomdostase ist ebenfalls niaigzaischlieRen. Weitere Untersuchungen

werden sicherlich bald mehr Aufschluss geben.
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6 Anhang

Abb.Al: Kolokalisation von Num1-RFP und Dnm1-GFP in Wildtyp- und Amdm36-Zellen. Dnm1-
GFP und Numl-RFP exprimierende Hefezellen wurden bis zum Erreichen der logarithmischen
Wachstumsphase auf SD- oder YPG-Medium angezogen und fluoreszenzmikroskopisch untersucht.
Dargestellt sind (von links nach rechts): Differential-Interferenz-Kontrastaufnahmen (DIC), rote
Fluoreszenzaufnahmen (Num1-RFP), griine Fluoreszenzaufnahmen (Dnm1-GFP), Uberlagerung der
roten und grinen Fluoreszenzaufnahmen (merge). Der Balken stellt 5um dar. Zusatzliche
reprasentative Zellen sind in Abb.3-17 dargestellt. A) Dnm1-GFP und Numl1-RFP exprimierende
Wildtypzellen. B) Dnm1-GFP und Num1-RFP exprimierende Amdm36-Zellen.

SD YPG
DIC Num1-RFP Dnm1-GFP merge DIC Num1-RFP Dnm1-GFP merge
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