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ZUSAMMENFASSUNG

Deletionsbibliotheken sind heutzutage ein wertwlIM/erkzeug, um Genfunktionen zu
entschlisseln und das Verstandnis zellularer Abl&d komplettieren. Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit wurden ausgehend von der ~486l@tionsmutanten nicht-essentieller
Hefegene umfassendeiATa-Deletionsbibliotheklarge-scale Analysen durchgefuhrt, um
das Verstandnis zweier wichtiger Teilbereiche d@ochondrialen Biogenese zu erweitern,
namlich (1) dem Erhalt der Atmungsfahigkeit undd) mitochondriale Teilung als zentraler

Bestandteil der Morphogenese.

Die Biogenese der Atmungskette erfordert die kovedie Expression des Kerngenoms und
des mitochondrialen Genoms, wobei im Zellkern des3eil der mitochondrialen Proteine
kodiert wird und die mitochondriale DNA (mtDNA) nwvenige Gene enthélt. Im ersten
Teilabschnitt der vorliegenden Arbeit wurde ein tegsatischer, genomweiter Screen
durchgefuhrt, um den Satz an kernkodierten Geneermitteln, der fur die respiratorische
Aktivitat sowie den Erhalt und die Expression daiDMA in Hefe erforderlich ist. Durch
vergleichende Gendeletionsanalysen konnte einemamntat grof3e phanotypische Plastizitat
festgestellt werden. Dartber hinaus wurden zehimebiencharakterisierte Gene identifiziert,
die essentiell fir den Erhalt des respiratorischéachstums sind RRG1 bis RRG1J.
Systematische funktionelle Analysen der 319 refmisch inkompetenten Mutanten
enthillten 16 Gene, die essentiell fir den Erhaiochondrialer DNA sind, 88 Gene, die fiur
die allgemeine mitochondriale Proteintranslationdigt werden, und zehn Gene, die fur die
Expression bestimmter mitochondrialer Genprodukteraerlich sind. In einer Gruppe von
23 Mutanten spielen vermutlich auch extragenomise@ieoren eine Rolle fir mitochondriale
Funktionen. Darunter waren vier Deletionsstamme fahilerhafter Assemblierung der
Cytochromc Oxidase. Diese akkumulieren verstarkt reaktiveeBstoffspezies (ROS), was
zu einer schnelleren Alterung fuhrt. Insgesamt &ssbrn die gewonnenen Daten das
Verstandnis der molekularen Prozesse, die zum Edwal mtDNA, zur mitochondrialen
Proteintranslation und zur Assemblierung der Atnskieite beitragen. Sie deckten mehrere
bisher uncharakterisierte Komponenten auf undreén umfassendes Bild der molekularen
Prozesse, die fur die respiratorische Kompeteneimer relativ einfachen eukaryotischen
Zelle bendtigt werden.

Die zentrale Bedeutung der Mitochondrien in dedeZbkschrankt sich jedoch nicht nur auf
die Atmungsfahigkeit. Mitochondrien sind vielmehricistige Bestandteile zahlreicher
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physiologischer Prozesse, deren Funktionalitat mlblddh von der mitochondrialen
Dynamik, insbesondere der Fusion und Teilung, atphdyer zweite Teilabschnitt der Arbeit
beschaftigte sich deshalb mit der mitochondrialegilufig. Mdm33, ein integrales
Innenmembranprotein der Hefemitochondrien, ist lW&her einzige bekannte Komponente
der Innenmembranteilung. Seine  Uberexpression bedireine  mitochondriale
Fragmentierung, die mit einem starken Wachstumg&tefeinher geht. Mdgliche
Wechselwirkungspartner waren nicht bekannt. Deshalibde ein genetischer Screen
durchgefuhrt, um direkte oder indirekte Wechselwgspartner von Mdm33 zu
identifizieren. MDM33 wurde in einer Auswahl von 164 Hefedeletionsmugant
Uberexprimiert, in denen vor allem mitochondriakdbisierte Proteine fehlten. Anhand der
Kriterien Wachstumsfahigkeit und blockierte mitondoale Fragmentierung bei
Uberexpression voRMIDM33 wurden sieben bisher uncharakterisierte genetistbeaktions-
partner identifiziert, die moglicherweise mit Mdm8ahktionell wechselwirken. Dnm1 und
Mdvl sind Komponenten der mitochondrialen Auf3ennramieilungsmaschinerie. Die
Detektion der Deletionsstammglinmlund Amdvlim Screen aldMDM33-Uberexpressions-
tolerant weist auf eine Funktion der AulRenmembrlumgsmaschinerie bei der Entstehung
des MDM33-Uberexpressionsphanotyps hin und zeigt gleichgediass die Funktion von
Mdm33 upstream der AufRRenmembranteilungsmaschinerie liegt. Dnmhnkauch in
Abwesenheit von Mdm33 auf der mitochondrialen OBelHe assemblieren. Die Mdm33-
abhéangige Modulation der Teilungsaktivitat erfolgtso nicht durch eine verhinderte
Assemblierung, sondern wahrscheinlich durch eineranaerte Aktivierung der
AulRenmembranteilungsmaschinerie. Diese Ergebnigferri weitere Einblicke in den
Zusammenhang zwischen der Mdm33-Funktion und dé&eAmembranteilungsmaschinerie
und untermauern damit die Gultigkeit des bestehetigm33-Wirkmodells, in dem Mdm33
als Voraussetzung fur die AuRenmembranteilungienmembranteilung/Einschnirung des
Mitochondrientubulus vermittelt. Damit wurde ein iteeer Schritt zur Komplettierung des

Bilds der mitochondrialen Teilungsmaschinerie getan
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SUMMARY

SUMMARY

Today deletion libraries are very valuable toolslégipher gene functions and to increase the
knowledge about cellular processes. Based omifvéa-yeast deletion library, which covers
~4800 deletion mutants of non-essential genespthsent work was aimed at large-scale
analyses to further the understanding of two imgurprocesses of mitochondrial biogenesis:
(1) maintenance of respiratory competence and (Rpchondrial fission as a part of

morphogenesis.

Biogenesis of the respiratory chain requires therdioated expression of the nuclear and the
mitochondrial genomes, while the nucleus encodes/éist majority and the mtDNA only a
few of the mitochondrial proteins. In the first paf this work, a systematic genome-wide
screen was conducted to identify the complete seticlear-encoded genes that are essential
for respiratory activity, mitochondrial gene exmies and mitochondrial genome
maintenance. Comparative gene deletion analysi®ated an astonishing phenotypic
plasticity. Furthermore ten hitherto uncharactatigenesRRG1to RRG1( were found to be
essential for maintenance of respiratory competeigstematic functional analysis of all of
the identified 319 respiratory-deficient mutantsatthsed 16 genes essential for maintenance
of mMtDNA, 88 genes important for mitochondrial @iot synthesis, and ten genes required for
expression of specific mitochondrial gene produlctsa group of 23 mutants, extra-genomic
factors are presumably important for maintenanceegpiratory activity. Among these were
four deletion mutants with impaired assembly ofocjiromec oxidase, which accumulated
reactive oxygen species (ROS) rendering the mutamise sensitive to ageing. Taken
together, these data contribute to the understgnalirthe molecular processes involved in
MtDNA maintenance, mitochondrial protein synthesisl assembly of the respiratory chain.
They revealed a number of so far uncharacterizegpoonents and provide a comprehensive
picture of the molecular processes required fgpiragry competence in a relatively simple

eukaryotic cell.

The central role of mitochondria within the cell ni®t exclusively related to respiratory
competence. In fact, mitochondria are major playdrsnany physiological processes and
their functionality depends on the mitochondriaighty dynamic nature, in particular on
fusion and fission. Thus, the second part of thesg@mt work focused on mitochondrial

fission. Mdm33, an integral inner membrane protdigeast mitochondria, is the only known

Xl



SUMMARY

player of mitochondrial inner membrane fission. dtgerexpression leads to mitochondrial
fragmentation, accompanied by a severe growth tefégssible interaction partners of
Mdm33 are currently unknown. Therefore a genetieest was conducted to identify direct or
indirect interaction partners of Mdm38IDM33 was overexpressed in a deletion mutant
collection covering 164 non-essential genes Sdccharomyces cerevisiaencoding
mitochondria-localized proteins. Seven so far uratterised genetic interaction partners
were identified which possibly functionally intetagith Mdm33 as deletion of the respective
genes restored growth and blocked mitochondriginfientation in the presence of excess
Mdm33. Dnm1l and Mdvl are components of the mitodnah outer membrane fission
machinery. Detection of the deletion stralkdnml1andAmdvlasMDM33 overexpression-
tolerant demonstrates the contribution of the outembrane fission machinery to the
development of theMDM33 overexpressionphenotype. At the same time, it shtvat
Mdma33 influences fission activity upstream the outeembrane fission machinery. In the
absence of Mdm33 Dnml is still able to assembléhenmitochondrial surface. Thus, the
Mdm33-dependent modulation of fission activity does result from inhibited assembly, but
rather from an altered activation of the outer meanb fission machinery. These results
provide further insights into the connection betweRldm33 function and the outer
membrane fission machinery. They confirm the curreypothesis on Mdm33 function,
which proposes Mdm33 to mediate fission of the irmembrane and/or constriction of the
mitochondrial tubule as a prerequisite of outer heme fission. Taken together, these data

contribute to an understanding of mitochondriadibte machinery.
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1 EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

Seit der Entdeckung von Mitochondrien vor mehrl&l® Jahren durch Kéllikest al. wurden
stetig neue Erkenntnisse Uber diese lebenswichi@ganellen gewonnen: Sie wurden als
Ort zahlreicher metabolischer Grundprozesse und Elergiegewinnung charakterisiert
(zusammengefasst in Scheffler, 2001; Lill & Muhleffh2005). Strukturelle Eigenschaften,
wie das Vorliegen von mitochondrialer DNA (mtDNA; abs & Nass, 1963),
Doppelmembranen und Cristae, wurden geklart (Palt@E?2; Perkingt al, 1997) und nicht
zuletzt konnte eine beeindruckende Dynamik geaeetden (Bereiter-Hahn, 1990; Nunnari
et al, 1997; Okamoto & Shaw, 2005), die von grof3er phlggischer Bedeutung ist
(Westermann, 2008). Dabei wurde das grundlegendstafelnis von Mitochondrien in den
letzten Jahren zunehmend durch Fortschritte inrStieikturbiologie beschleunigt. Zum einen
lieferten Durchbrtiche in der Rontgenstrukturanalysispielsweise Details der Atmungskette
auf atomarem Level. Zum anderen ermdglichten Waitgvicklungen in der
Lichtmikroskopie, von Fluoreszenzfarbstoffen und genetischenengeneering(speziell
GFP-Fusionsproteine) die detaillierte Erfassung Mitochondrien in lebenden Zellen (Frey
& Mannella, 2000). Durch den Zusammenhang mitochafet Fehlfunktionen mit zellularer
Alterung und der Entstehung von Krankheiten, wizParkinson und Alzheimer, rickten
Mitochondrien weiter in den Fokus der Forschundhépira, 2006; Schapira, 2008). Dennoch
sind auch heute noch nicht alle Aspekte des mitodhalen Funktions- und
Morphologieerhalts verstanden. Die vorliegende Arbeschaftigt sich mit diesen beiden

Teilbereichen und ihrem funktionellen Zusammenhang.

1.1 Hefe als Modellorganismus

Die BackerhefeéSaccharomyces cerevisi¢8. cerevisiagist ein einzelliger, eukaryotischer
Organismus, der dem Stamm der Ascomyceten angetéiidzellen konnen sowohl haploid
(MATa oder MATa) als auch diploid MATa/) existieren, wobei diploide Zellen durch
Verschmelzung Haploider entstehen. Beide Stadiemefgren sich vegetativ ber Knospung.
Darlber hinaus bilden diploide Hefezellen untedexdten Lebensbedingungen tber Meiose
haploide Sporen aus. Diese sind als Tetraden imrnsogten Ascus organisiert und keimen
erneut zu haploiden Zellen, sobald sich die Bediggn verbessern (Herskowitz, 1988;
Kassiret al, 2003).



1 EINLEITUNG

Viele Eigenschaften machen Hefe zu einem wertvdlledellsystem, mit dem grundlegende
zellulare Prozesse untersucht werden konnen. Hefazsind leicht kultivierbar, besitzen
eine kurze Generationszeit von nur etwa zwei Stanoe konnen bei -80°C jahrelang stabil
gelagert werden. Dariiber hinaus ist seit 1996 taa &2 Millionen bp grol3e Hefegenom
vollstandig sequenziert (Goffeat al, 1996). Zusammen mit der leichten Manipulierbarkei
des Genoms durch gezielte Insertion, Deletion undakibn ermoglicht dies eine effektive
Untersuchung von Funktionen einzelner Gene oderzeayamellularer Ablaufe. Da hohe
Homologien zwischerS. cerevisiaaund héheren Eukaryoten bestehen (46% der humanen
Proteine besitzen Homologe in Hefe), lassen sichusagewonnene Informationen auch auf
die komplexen, mehrzelligen Organismen uUbertrag@ury & Kucej, 2002; Landeet al,
2001).

Besonders die Mitochondrienforschung wird durch déckerhefe erleichtert.
S. cerevisiaeist fakultativ anaerob und dadurch in der Lagerenh Energiebedarf
ausschlief3lich Gber ATP aus der Fermentation zkefe¢Tzagoloff & Dieckmann, 1990).
Auch wenn Q zur Verfigung steht, erzeugen Hefen ihr ATP pritiider die Glykolyse mit
Ethanol als Fermentationsendprodukt. Die meistepirgtorischen Funktionen sind unter
diesen Bedingungen uber Katabolitrepression uniekdlr (Gancedo, 1998). Oxidative
Phosphorylierung und mitochondriale DNA sind alserzichtbar, solange fermentierbare
Kohlenstoffquellen, wie Glukose oder Fruktose, wg#n. Erst wenn fermentierbare
Kohlenstoffquellen begrenzt sind, werden Gene, filie die Atmung bendtigt werden,
induziert, und ATP wird durch die Verwertung ni¢atmentierbarer Kohlenstoffquellen wie
Glyzerin, Laktat oder Ethanol erzeugt (Johnstor®91 iskuret al, 2006). Deshalb ist Hefe
ein idealer Modellorganismus, um Mechanismen zwersachen, die fir den Erhalt der

respiratorischen Kompetenz oder die mitochondédephogenese bendtigt werden.

1.2 Funktionen, Struktur und Ursprung von Mitochondrien

Mitochondrien sind essentielle, semiautonome Ongmmedie in fast allen eukaryotischen
Zellen vorkommen. Sie sind der primare Ort der w#&ten Energiegewinnung
(Atmungskette; vgl. 1.3) und beherbergen zahlreicls#offwechselprozesse des
Intermediarmetabolismus (Citratzyklus, Harnstoflegk f-Oxidation von Fettsduren, Ham-
Biosynthese sowie Teile des Lipid- und Aminosauraieaismus) (Scheffler, 2001,
Sickmannet al, 2003). In Mitochondrien wird die Biogenese undgsémwsblierung von Fe/S-
Clustern eingeleitet, was ihren essentiellen Charakauch in fakultativ anaeroben
Organismen, wi&. cerevisiagerklart (Lill & Muhlenhoff, 2005). In den letztefahren wurde
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zudem eine enge Verknupfung der Mitochondrien raihgrogrammierten Zelltod (Green &
Reed, 1998; Perfettiret al, 2005) und mit zellularen Alterungsprozessen (Batfeet al,
2005) deutlich.

Die raumliche Trennung der diversen mitochondrigf@mktionen wird durch den
Aufbau des Organells erreicht. Mitochondrien sirmh vzwei Membranen umgeben, der
mitochondrialen Auf3enmembran (AM) und der mitoch@ledn Innenmembran (IM). Der
enge Raum zwischen den beiden Membranen wird ssntiembranraum (IMR) bezeichnet.
Die Innenmembran umschliel3t den proteinreichen iktareich (M) und besitzt zur
OberflachenvergrofRerung Einstulpungen (Cristae)jrdiden Matrixraum hineinragen. Dabei
sind die Cristae keine zufalligen Faltungen, somdetubulare oder lamellare
Mikrokompartimente, die durch enge tubuldre Segmedie sogenanntecristae junctions
(10-15 nm), in die periphere Region der Membran aeiin(Perkinget al, 1997; Mannella,
2008). Die parallel zur AuRenmembran verlaufendeetrmembran, die alsner boundary
membrane (IBM) bezeichnet wird, und die Cristae Membrane@Mj sind zwel
Subkompartimente mit unterschiedlicher Proteinatsig (Vogelet al, 2006; Wurm &
Jakobs, 2006). Insgesamt lassen sich also funtchotadriale Reaktionsraume unterscheiden
(AM, IMR, IBM, CM, M).

Das Vorliegen zweier mitochondrialer Membranen katurch die evolutionare
Geschichte des Organells erklart werden. Heute gerit davon aus, dass Mitochondrien
durch endocytotische Aufnahme eines-Proteobakteriums in eine primitive préa-
eukaryontische Zelle entstanden sind (=Endosymeéndheorie; Gragt al, 1999). Parallelen
zwischen der mitochondrialen elektronentranspodgpklten ATP-Produktion und der-
proteobakteriellen Energiegewinnung sowie phylogsolee Analysen untermauern die
Verwandtschaft mit diesen Bakterien (Yaagal, 1985; Grayet al, 2001). Ein weiteres
zwingendes Argument fir die Endosymbiontentheori® idie Existenz eigener
mitochondrialer DNA (mtDNA) (Nass & Nass, 1963; @r& Doolittle, 1982) und eines
eigenstandigen Transkriptions- und TranslationsagipgAttardi & Schatz, 1988; Lecrenier
& Foury, 2000; Kelly & Scarpulla, 2004). Aufgrundrischreitenden Gentransfers wurde im
Laufe der Evolution beinahe das gesamte mitochaledGenom in den Zellkern integriert
(Adams & Palmer, 2003; Timmist al, 2004). Der Grol3teil des mitochondrialen Proteoms
(~1000 Proteine in Hefe; Comprehensive Yeast Genbatabase CYGD; Guldenet al,
2005) ist deshalb kernkodiert, wird cytosolisch thgtisiert und posttranslational Gber die
membranstandigen Transportkomplexe in das Organglbrtiert (Pfanneret al, 2004,
Reichert & Neupert, 2004). Rezente mitochondriaBn@ne enthalten somit neben tRNA-
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und rRNA-kodierenden nur noch eine sehr begrenzizall an proteinkodierenden Genen
(13 im Menschen und 8 i8. cerevisiagGrivell, 1995; Grayet al, 1999). Ihre Produkte sind
einige Untereinheiten der Atmungskettenkomplexe umd manchen Organismen
Komponenten, die fur die Synthese und Assembliernog mitochondrial kodierten
Proteinen benétigt werden (Grast al, 1999). In der Backerhef&. cerevisiaesind die
Atmungskettenkomponenten-Untereinheiten Atp6, A9, Cob, Cox1l, Cox2 und Cox3
sowie das mitochondriale Ribosomenprotein Varl chibmdrial kodiert (Towpik, 2005).
Auch wenn die Anzahl der mitochondrialen Genprodutegrenzt ist, sind sie aufgrund ihrer
katalytischen Funktionen in Elektronentransport wxilativer Phosphorylierung essentiell
fur die Ausbildung respiratorischer Kompetenz (Tdaff & Dieckmann, 1990). Um diese
Handvoll an Genen zu exprimieren, synthetisiertzibe mehr als 200 kernkodierte Proteine,
die fur die Expression und den mtDNA-Erhalt benbtigerden (Grivellet al, 1999;
Sickmannet al, 2003). Die Biogenese der Atmungskette erfordéso alie koordinierte
Expression des Kern- und des mitochondrialen Genoms

Die zirkulare mtDNA liegt nicht als nacktes Molekidor, sondern ist in
Nukleoproteinpartikel organisiert. In Analogie zUNB-Strukturen prokaryotischer Zellen
werden diese Organisationseinheiten als Nukleogzeiohnet. In Hefezellen liegen pro Zelle
~20 Nukleoide vor, die etwa 400 nm grof3 sind umdles zwei Kopien der 80 kbp-grol3en
DNA-Moleklle enthalten. Nukleoide bestehen in desisten Organismen aus mehr als 25
verschiedenen Proteinen. Interessanterweise sit@EnndNA-bindenden Proteinen der
HMG®-Box-Familie und solchen, die fiir die Transkripticerantwortlich sind, auch metabole
Enzyme verschiedener Funktionen enthalten (z.B. niase (Acol) und IV3.
Moglicherweise ist so eine gezielte Kopplung zweth mtDNA-Erhalt bzw.
-Restrukturierung und metabolischen Veranderungéglioh (Kucej & Butow, 2007). Far
die zielgerichtete Vererbung mitochondrialer mtDNvird ein membrandurchspannender
Komplex postuliert, der die Aufienmembranproteine ivim Mdm10 und Mdm12 enthalt.
Vermutlich wird dadurch, unter Beteiligung noch aklnnter Proteine in der Innenmembran,
eine Verknupfung zwischen mtDNA und dem Cytosolgestellt, was wiederum eine
Verbindung zum Aktin-Cytoskelett ermdglichen kéniitobbset al, 2001; Boldogtret al,
2003). Sowohl die exakte Zusammensetzung von Niddeop der Einfluss sekundarer Wege
(Transkription) auf den mtDNA-Erhalt als auch deziglte Vererbung von mtDNA sind bis
heute jedoch nicht voll verstanden (Kucej & But@007).

! HMG-Box (high nobility group): DNA-bindende Doméne von 70-80 Aminos&uren
2 |soleucine-plus-¥line requiring Acetohydroxyacid Reduktoisomerase: beteiligt aer dBiosynthese
verzweigter Aminosauren (Zelenaya-Troitskayal, 1995)
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1.3 Die Atmungskette inS. cerevisiae

Die oxidative Phosphorylierung ist das Kernsticks dénergiemetabolismus in Tieren,
Pflanzen und in vielen anderen mikrobiellen Lebemsen (Frey & Mannella, 2000). Die in
der mitochondrialen Cristaemembran lokalisierte igskette (Komplex | bis V) koppelt
hierfir den sequentiellen Elektronentransfer (voADK/FADH, auf den terminalen e
Akzeptor Q) mit einer Protonentranslokation. Dadurch entsteine protonenmotorische
Kraft (proton notive brce pmij, die als Triebkraft der Phosphorylierung von AR ATP
durch die FF-ATPase (Komplex V) dient (chemi-osmotische KopglunDie klassische
Elektronentransportkette in Tieren besteht aus \hechmolekularen Oxidoreduktase-
Komplexen — NADH-Dehydrogenase (Komplex 1), Suctibahydrogenase (Komplex lI;
Sdh), Cytochronbc;-Komplex (Komplex 1ll;bc;) und Cytochronc Oxidase (Komplex 1V;
COX) — sowie zwei mobilen Komponenten, Ubichinon) (@hd Cytochromc (C). In
S. cerevisiadiegt kein Komplex | vor. Dieser ist durch drei eabninsensitive, alternative
NADH-Dehydrogenasen — Ndil, Ndel und Nde2 — ersetig# jeweils nur aus einer
Aminosaurekette bestehen und keine Protonen traesbm (Joseph-Hornet al, 2001;
Herreroet al, 2008; siehe auch Abb. 1-1). NdiNADH dehydrogenaseniernal) befindet
sich an der matrixorientierten Seite der mitoch@idn Innenmembran und sorgt fir die
Verwertung mitochondrial produzierten NADHs aus d€itratzyklus (Marrest al, 1991).
Die aktiven Zentren der auf3eren NADH-Dehydrogenaddel und Nde2 NADH
dehydrogenasexternal weisen in den Intermembranraum, wo sie cytosoéisdNADH aus
der Glykolyse oxidieren (Overkangt al, 2000). Dartiber hinaus scheinen sie primar an der
Atmung wahrend des Wachstums mit Ethanol betezligsein (Davidson & Schiestl, 2001).
Cytosolisches NADH aus der Glykolyse kann zudemr dfen Glyzerin-3-Phosphat-
Dehydrogenase-Shuttle in der Atmungskette oxidiggrden. Der Shuttle besteht aus
cytosolischen NADH-abhangigen Glyzerin-3-Phosphaky@irogenasen (Gpd1/2) und einer
membrangebundenen Glyzerin-3-Phosphat:Ubichinom@gduktase (Gut2) (Larssen al,
1998). Alle bekannten Wege der respiratorischen NADder FADH-Oxidation in
S. cerevisiad¢aufen Gber den Ubichinon-Pool (Herreoal, 2008).

Als unvermeidliches Nebenprodukt der Atmungskettdéstehen immer reaktive
Sauerstoffspezies (ROBactive aygen pecie$, indem Elektronen an Zwischenschritten der
Atmungskette austreten und Sauerstoff monoelelgcbnreduzieren (Boveris & Chance,
1973). So werden schatzungsweise 1-5% des wahrendoxddativen Phosphorylierung

verbrauchten Sauerstoffs in ROS umgesetzt (Chd&§)2h Hefemitochondrien werden etwa

5



1 EINLEITUNG

die Halfte der ROS durch die beiden auf3eren NADHydeogenasen Ndel und Nde2
gebildet, die andere Halfte entsteht, wie bei héhdtukaryoten, an Komplex lll (Fang &
Beattie, 2003; Herreret al, 2008; vgl. Abb. 1-1). ROS (v. a. das durch diatbe-Reaktion
entstehende Hydroxylradikal HPDsind hochreaktive Molekiile, die Proteine, Lipid@ENA
und RNA modifizieren und dadurch zellulare Dysfuaken induzieren kénnen (Semenza,
2007; Hoyeet al, 2008). Viele dieser Dysfunktionen stehen in Zusemhang mit Alterung
und degenerativen Krankheiten (Shigenagl al, 1994; Schapira, 2006; Hiona &
Leeuwenburgh, 2008). Um radikalbedingte Schadigemgverhindern, existieren zellulare
Abwehrmechanismen, die die Funktion von Enzymempé¢Baxiddismutasen Sod1 und Sod2,
Catalasen und Peroxidasen) und kleiner Antioxiéantivie Glutathion, erfordern (Jamieson,
1998; Herrercet al, 2008). Das antioxidative System arbeitet allegdimur in begrenztem
Mal3e, sodass immer eine Mindestmenge an ROS fetmjewird. Die Entwicklung von
Schadigungen schreitet verstarkt voran, wenn antgruon Fehlfunktionen die ROS-

Produktion die Entgiftungsrate Ubersteigt.

NADH NAD*
pATPY ey Fenton-Reaktion
HKOZ' rany »*0OH
. d F:ez“ ge”
NADH N[\D G3P DHAP

Fo

ATPase

F1

Abbildung 1-1: Atmungskette und Orte der ROS-Produk  tion in S. cerevisiae . Der regulare
Weg der Elektronen in der Atmungskette ist blau dargestellt. Rote Pfeile kennzeichnen die
Fehlleitung von Elektronen im Zuge der ROS-Produktion. AM: mitochondriale Au3enmembran;
ATPase: ATP-Synthase, bestehend aus F,- und F;-Teil; bcl: Cytochrom bci-Komplex;
C: Cytochrom c¢; COX: Cytochrom c Oxidase; Gpdl/2: Glyzerin-3-Phosphat-Dehydrogenase;
Gut2: Glyzerin-3-Phosphat:Ubichinon-Oxidoreduktase; IMR: Intermembranraum; IM: mitochon-
driale Innenmembran; NAD: Nicotinamidadenindinukleotid; Ndel/2: NADH dehydrogenase
external; Ndil: NADH dehydrogenase internal; Q: Ubichinon; Sdh: Succinat-Dehydrogenase;
Sod1/2: Superoxiddismutase.
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1.4 DiepetMutation in S. cerevisiae

Hefemutanten mit Defekten in der oxidativen Phosplierung sind nicht in der Lage auf
Medien mit ausschlie3lich nicht-fermentierbaren kaokstoffquellen zu wachsen. Auf
Medium mit begrenzter Menge an fermentierbarer Kosioffquelle erzeugen diese
Mutanten kleinere Kolonien als der Wildtyp. Diesbarakteristische Phanotyp wird mit dem
Begriff petite (pef) beschrieben (Ephrusst al, 1949). Grundsatzlich werden zwei Typen an
petiteMutanten unterschieden: Cytoplasmatiscpetites sind Mutanten mit mtDNA-
bedingtem Defekt (entweder mit gro3en Deletionedan mitochondrialen DNArho’] oder
komplettem Verlust der mtDNATrHio’]) und respiratorisch-defiziente Stamme, die die
ursachlichen Mutationen in ihrem Kerngenom aufweiseverden als nukleargetites
bezeichnet (Tzagoloff & Dieckmann, 1990). NuklegetGene kodieren unter anderem fir
Atmungskettenkomponenten, fur Faktoren, die dietuRgl und Assemblierung von
Atmungskettenuntereinheiten ermdoglichen, fir Pragei die fur den mtDNA-Erhalt,
mitochondriale RNA- und Proteinsynthese bendétigtdea, und fir Komponenten, die der
mitochondrialen Morphologiemaschinerie zuzuordniexd $Tzagoloff & Dieckmann, 1990;
Contamine & Picard, 2000; Dimmest al, 2002). Im weiteren Text werden sowohl
cytoplasmatische als auch nuklegetgite Mutanten algpetMutanten bezeichnet. Auch wenn
durch klassische genetische Methoden und genomeitehmusterungen bereits viglet
Gene identifiziert wurden (Tzagoloff & Dieckmann99D; Contamine & Picard, 2000;
Dimmer et al, 2002), sind die genauen Zusammenhdnge und Eseflidie fur die
Entstehung eingsetPhanotyps entscheidend sind, auch heute nochvodhterstanden.

1.5 Die mitochondriale Dynamik und ihre physiologishe Bedeutung

Mitochondrien sind — anders als in vielen Lehrbiichgargestellt — keine statischen Objekte.
Vielmehr unterliegen sie standiger morphologischéerdnderung, die durch den
koordinierten Ablauf von Fusion, Teilung und Beweguentlang des Cytoskeletts erreicht
wird (Bereiter-Hahn, 1990; Nunnagt al, 1997; Okamoto & Shaw, 2005). Durch diese
Modulation erfolgt eine Anpassung an die jeweilig#rysiologischen Bedingungen, sodass
Mitochondrien ihre zahlreichen zellularen Funktioneielgerichtet erfullen konnen. In
metabolisch aktiven Hefezellen bilden Mitochondresn verbundenes Retikulum unter dem
Zellkortex aus (Hoffman & Avers, 1973; Stevens awhite, 1979). Dabei wird eine
morphologische Adaption an die Wachstumsphase diererwertbare Kohlenstoffquelle

beobachtet. In der stationaren Phase liegen s&idirzte Tubuli vor, die in logarithmisch
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wachsenden Zellen zu einem verbundenen Netzwerniesen. Der Grad der Verzweigung
ist dabei von der respiratorischen Aktivitat undnitader Nahrstoffquelle abhangig. Auf
fermentierbarer Kohlenstoffquelle (z. B. Glukpsst das Netzwerk mafig verzweigt (vgl.
Abb. 1-2), da Glukose zum Grol3teil Gber alkoholesG#rung
verwertet wird. Aufgrund der erhOhten respiratdrec
Aktivitdt wird auf nicht-fermentierbaren Kohlenstgfiellen
(z. B. Glyzerin) mehr Mitochondrienmasse in stark

verzweigter Form gebildet (Egneet al, 2002). Die

mitochondriale Fusion ist Grundvoraussetzung fur ¢ _ _
Abbildung 1-2: Mito-

Ausbildung eines solchen durchgehenden Netzwerlese® chondriales  Netzwerk
. ) . . . einer Hefezelle auf fer-
stellt eine elektrische Einheit dar, sodass Memtwgantial mentierbarer Kohlen-
stoffquelle.  Die Visuali-
sierung erfolgte mittels

kann. Dadurch wird die effiziente Energieversorgugy  MtRFP.  Der  GroRen-
balken entspricht 5 um.

von O-reichen auf @arme Bereiche Ubertragen werden

gesamten Zelle ermoglicht (Skulachev, 2001).PAdG@r die
Ubertragung von Calcium-Signalen sind mitochondribletzwerke im Zusammenspiel mit
dem Endoplasmatischen Retikulum von grol3er Bedguii@zabadkaiet al, 2006). Die
Fusion bietet zudem einen effektiven Schutzmechamsgegen mtDNA-Schéadigungen, die
z. B. durch ROS entstehen. Durch die Vereinigund) Darchmischung des mitochondrialen
Kompartiments kann eine Komplementation von mtDNéa@rodukten und damit die
Kompensation verschiedener somatischer Schaderigemfo(Sato et al, 2006). Die
mitochondriale Teilung wiederum ist insbesondere die Vererbung von Mitochondrien
wichtig. Da diese nichde novo sondern durch Wachstum bestehender Organellstebeh,
missen sie wahrend der Cytokinese geteilt und énTdichterzellen transportiert werden
(Warren & Wickner, 1996).

In héheren Eukaryoten ist die Fusion zudem entdelnei fir Entwicklungsprozesse
wie Embryonalentwicklung (Cheet al, 2003) und Spermatogenese (Hales & Fuller, 1997).
Auch der antagonistische Prozess der Teilung i&ntwicklungsprozesse involviert, indem
er eine zellulare Differenzierung wahrend der Embglentwicklung in C. elegans
(Labrousseet al, 1999) und die Synapsenbildung (kt al, 2004) ermdéglicht. Die
mitochondriale Teilung ist au3erdem mal3geblich emApoptose beteiligt. Sie bewirkt eine
mitochondriale Fragmentierung, die der Cytochroffareisetzung und Caspaseaktivierung
vorangeht (Youle & Karbowski, 2005) (Zusammenfagsder physiologischen Bedeutung

von Mitochondrien in Westermann, 2008).



1 EINLEITUNG

1.6 Mitochondriale Fusion und Teilung inS. cerevisiae

Mitochondriale Fusion und Teilung sind antagongdtes Prozesse, die in einem regulierten
Zusammenspiel die mitochondriale Morphologie maBgeb beeinflussen. Fur die
Aufrechterhaltung eines zusammenhéangenden Retilaulurarrscht ein Gleichgewicht
zwischen Fusions- und Teilungsereignissen (in idgaisch wachsenden Hefezellen auf
glukosehaltigem Medium bis zu 2,5 Fusionen und uhgiéen pro Zelle und pro Minute;
Nunnari et al, 1997; Jakobset al, 2003b). Kommt es zu einer Verschiebung des
Gleichgewichts, z. B. durch Deletion von Teilungsid Fusionskomponenten, so verandert
sich die Struktur der Mitochondrien gravierend (AkE3). Ist die Teilung blockiert, schreitet
die Fusion weiter voran und es entstehen starkuneldne, fischernetzartige Strukturen (z. B.
in derAdnm1Mutante; Otsugat al, 1998). Wird das Gleichgewicht, z. B. durch Inhdm

der Fusionsmaschinerie, in Richtung Teilung verbeno bilden sich getrennte
Mitochondrienfragmente, die ihre mtDNA und damiteilrespiratorische Funktion verlieren.
Interessanterweise bildet sich wieder ein wildtypiéihes Retikulum aus, wenn beide
Prozesse gleichermalRen gestort werden (Bleastaatl, 1999; Sesaki & Jensen, 1999). Die
Grundmechanismen der mitochondrialen Dynamik ured libteiligten Proteine sind dabei
evolutionar stark konserviert, sodass Erkenntniass S. cerevisiaeauch auf hoéhere
Eukaryoten ubertragen werden konnen (Matral, 2007).

Teilungsdefekt Fusionsdefekt

Abbildung 1-3: Mitochondrien bei Stérung des Fusion s- oder Teilungsgleichgewichts.  Bei
Beeintrachtigung der mitochondrialen Teilung, z. B. durch Deletion der Teilungskomponenten
Dnm1l, Fisl und Mdvl (Erklarungen sind Kapitel 1.6.2 zu entnehmen), bilden sich durch ein
Voranschreiten der mitochondrialen Fusion hoch verzweigte fischernetzahnliche, mitochondriale
Strukturen aus (links). Ist die mitochondriale Fusion gestort, z. B. durch Deletion der
Fusionskomponenten Fzol, Mgm1 und Ugol (Erklarungen sind Kapitel 1.6.1 zu entnehmen),
kommt es zu verstarkter Teilungsaktivitat, sodass mitochondriale Fragmente entstehen (rechts).
Der GroRRenbalken entspricht 5 pm.



1 EINLEITUNG

1.6.1 Die mitochondriale Fusionsmaschinerie

Die mitochondriale Doppelmembran erfordert den Koverten Ablauf zweier
Membranfusionsereignisse. Hierfur existieren indinlle Maschinerien in jeder Membran,
deren Funktionenn vivo zeitlich gekoppelt sind. In Hefezellen wird die towhondriale
Fusion durch die evolutiondr hoch konservierten &HA Fzol und Mgml und das
hefespezifische Protein Ugol vermittelt. Fzfiz{y aniong wurde als erste mitochondriale
Fusionskomponente entdeckt (Hales & Fuller, 199&tnkannet al, 1998; Rapaporet al,
1998). Das Protein besitzt eine GTPase-Domane, Tregismembranregionen, die es in der
mitochondrialen AuBenmembran verankern, und mel€eiked-Coil-Domanen. Die Coiled-
Coil-Strukturen und die GTPase-Domane ragen in @gmsol, wohingegen die kleine
Loopregion zwischen den Transmembrandomanen imrnhet@branraum lokalisiert ist
(Abb. 1-4) (Hermanret al, 1998; Rapaporéet al, 1998; Fritzet al, 2001). Die dynamin-
verwandte GTPase Mgminitochondrial ggnome _raintenance Homolog in Sdugern: Opal)
besitzt einen hydrophoben Transmembrananker, eiiita&e-Domane, eine mittlere Domane
unbekannter Funktion und eine GTPase-Effektordonf@i®) (Wonget al, 2003; Okamoto
& Shaw, 2005). Mgm1 kommt in zwei Isoformen vornes langen Form (I-Mgm1), die
integral in der Innenmembran sitzt, und einer karzEorm (s-Mgml), die durch
proteolytische Prozessierung entsteht und im Indembranraum peripher an der
Innenmembran assoziiert ist (Herlat al, 2003; McQuibbanet al, 2003). Die dritte
Fusionskomponente Ugoliga japanisch fir Fusion) liegt in der AuRenmembrad besitzt
drei Transmembrandomé&nen im Zentrum des Proteingesawei Motive, die denen
mitochondrialer Carrier-Proteine ahneln. Der N-Tiewns befindet sich im Cytoplasma,
wohingegen der C-terminale Teil des Proteins in ldégrmembranraum ragt (Hoppiesal,
2009).

Fzol, Ugol und Mgm1 bilden einen dynamischen Kemlus, der die Aul3en- und
Innenmembran durchspannt (Sesali al, 2003; Wonget al, 2003) und dadurch
maoglicherweise die Fusionsereignisse der beiden ifdanen koordiniert (Hoppinst al,
2007). Das Vorliegen cytosolischer und intermemt@amstandiger Domanen in Ugol legt
nahe, dass dieses Protein als Adapter eine Intemnakiwischen Fzol und Mgml im
Fusionskomplex vermittelt. Alternativ kdnnte FzolreHdt Uber seine Linkerregion im
Intermembranraum mit Mgm1 wechselwirken (Metzl, 2007). Die mitochondriale Fusion
verlauft in drei Schritten (Okamoto & Shaw, 2005Junéchst bilden sich durch

Oberflachenproteine der zu fusionierenden Mitochiemdrans-Komplexe aus, wobei Fzol
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malfdgeblich beteiligt zu sein scheint (WestermarG82 Auch im zweiten Schritt der
Fusion, der Vermischung der Lipiddoppelschicht, mimFzol eine Schlisselrolle ein.
Aufgrund seiner Topologie kénnte Fzol hierbei, agatu viralen Fusionsproteinen oder
SNAREs éoluble Nethylmaleimide-sensitive factorttachment protein_reeptors, durch
Bildung a-helikaler Blindel entgegengesetzte Membranen ineren@giumlichen Kontakt
bringen und die Lipiddurchmischung initiieren (@rifet al, 2006; Westermann, 2008). Die
durch die GTPase-Doméne bereitgestellte Energie wéasreichend, um die Energiebarriere
zur Vermischung der Lipiddoppelschicht zu tGberwmdé&uch wenn bisher noch keine
experimentellen Belege einer solchen Fusogenwirlexigtieren, ist eine zentrale Rolle in
diesem Prozess unumstritten (Okamoto & Shaw, 26@fpinset al, 2007; Westermann,
2008). Abschliel3end findet die Fusion der Innennramén statt. Analog zu Fzol kbénnte
Mgml durch die Bildung vortransKomplexen die raumliche N&he der Membranen
vermitteln und dartiber hinaus auch eine Schludkelmihrend der Lipiddurchmischung
einnehmen (Meeusest al, 2006; Westermann, 2008). Die zugrundeliegendechisigismen

sind jedoch nicht bekannt.

Abbildung 1-4: Die mitochondriale Fusions-
maschinerie in S. cerevisiae . Fur die mitochondriale
Fusion bilden die Proteine Fzol (blau), Ugol (grin)
und Mgml (rot) einen dynamischen Komplex. Fzol
bildet Uber seine C-terminale Coiled-coil-Doméane a-
helikale Biindel, die die Membranen zu fusionierender
Organellen in enge raumliche N&he bringen. Durch
proteolytische Spaltung (Spaltstelle durch Pfeil
markiert) existiert Mgm1l in zwei Isoformen. Die N-
Termini der Proteine sind jeweils gekennzeichnet (N).
Details sind dem Text zu entnehmen. AM:
mitochondriale AuRenmembran; CC: Coiled-coil-
Domane; GED: GTPase-Effektordoméane; IMR:
Intermembranraum; IM: mitochondriale Innenmembran
N (nach Westermann, 2008).

Mgm1l

GTPase

1.6.2 Die mitochondriale Teilungsmaschinerie

Nach heutigem Wissensstand besteht die mitochdadrideilungsmaschinerie in
Saccharomyces cerevisiagus den vier Proteinen Dnml, Fisl, Mdvl und Cdde
Schliusselkomponente der mitochondrialen Teilungl@iei die dynaminverwandte GTPase
Dnml @dynamn-related Homolog in héheren Eukaryoten: Drpl). Dnm1l besteis einer N-
terminalen GTPase-Domaéne, einer mittleren Domarelgievon einer hydrophilen Region
unbekannter Funktion (Insert B) und einer C-tert@naGrlPase-EHektordomane (GED)
(Hoppinset al, 2007; Westermann, 2008; siehe auch Abb. 1-5)niitere Domane und die
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GED vermitteln vermutlich homotypische Proteiniatdionen (Fukushimaet al, 2001).
Dadurch ist Dnm1l in der Lage Uber SelbstassembigeMultimere auszubilden (Hoppires$
al., 2007).In vivo assembliert Dnm1 in punktuellen Strukturen an khimndrien (Otsugat
al., 1998), wobei die Entstehung und der Erhalt dieséochondrial lokalisierten Komplexe
hochdynamisch sind und durch standige Assoziatiod Dissoziation bestimmt werden
(Legesse-Milleret al, 2003). Im nukleotidfreien oder GDP-gebundenentahs entstehen
leicht gebogene Dnml-Filamente und im GTP-gebunde#Zeistand ausgedehnte Spiral-
strukturen (Nayloet al, 2006). So kdnnen sich GTP-abhangig mitochondnesuhlieRende
Spiralen bilden, die vermutlich Uber mechanocheha@skraft die mitochondriale Teilung
vermitteln. Dnm1 scheint also wie andere dynamwaadte Proteine lUber Selbstassem-
blierung und die Bildung GTP-gebundener Spiralefunktionieren (Ingermaet al, 2005).
Fur eine stabile mitochondriale Bindung von Dnml rdea die weiteren
Teilungskomponenten Fisl und Mdwvhitochondrial dvision) bzw. Caf4 CCR4 _asociated
factor) benotigt, wobei Fisl die Funktion eines Membr&aas tUbernimmt und Mdv1/Caf4
als Adapter dient. Fislfigsion; Homolog in héheren Eukaryoten: Fisl bzw. hFisi)als
sogenanntetail-anchoredProtein tUber eine endstandige, C-terminale Trandm&ndomane
in der mitochondrialen Aufienmembran verankert usdlidch gleichméfig tber die gesamte
Mitochondrienoberflache verteilt (Mozdgt al, 2000). Der grof3e N-terminale Teil des
Proteins ragt in das Cytoplasma und beinhaltetssedhelices (Abb. 1-5). Diese falten TPR-
ahnlich (etratricopeptid repeaj und bilden so eine hydrophobe konkave Oberfléale die
zwei Bindungsstellen enthalt (Suzudd al, 2005). Das I6sliche Protein Mdvl besteht aus
einer NTE-DoméaneN-terminal etension mit zwei a-Helices, einer zentralen Coiled-coil-
Region, Uber die homotypische Interaktionen statdén, und einem C-terminalen WD40-
Motiv, das einen siebenblattrigrPropeller bildet. In seiner Adapterfunktion wedhseken
die beidena-Helices der NTE mit der TPR-&hnlichen Doméane vasil Fund das WD40-
Motiv mit Dnm1. In Abhangigkeit von Dnm1 ist auchdwL in punktuellen Strukturen an
Mitochondrien assoziiert (Tieu & Nunnari, 2000; Gany et al, 2001; Tieuet al, 2002).
Caf4 ist ein Paralog von Mdvl, weist dementspredhéie gleiche Domanenstruktur auf
(NTE, Coiled-coil-Region und WD40-Motiv) und kaniedyleichen Interaktionen eingehen
(Griffin et al, 2005). Mdvl und Caf4 rekrutieren so unabhangigeurander Dnm1 an die
Mitochondrien. Allerdings scheinen Caf4-enthalted@mplexe nicht teilungsaktiv zu sein
(Griffin et al, 2005) und dié\caf4-Deletionsmutante zeigt — anders als die der andére
Teilungskomponenten — keine engmaschigen mitoclaledr Netze, sondern ein
wildtypisches Retikulum (Griffiret al, 2005; Hoppin®t al, 2007). Das Protein ist also nicht
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essentiell fur die mitochondriale Teilung. Caf4 mdtelt zudem eine verstarkt polare
Orientierung der Komplexe zum Zellkortex hin (Scésmet al, 2006). Moglicherweise

erfillen die entsprechenden Mdvl oder Caf4 enthdée, optisch unterscheidbaren
Komplexe verschiedene Funktionen.

Fur die koordinierte Funktion des Teilungsapparaelklagen Bharet al. (2006)
folgendes Modell vor: Im ersten Schritt wird Dnmldeii gleichmal3ig an den Mitochondrien
verteilte, pra-assemblierte Fis1-Mdv1-Komplexe anMitochondrien rekrutiert. Der kleinste
Baustein der Dnm1-Assemblierung ist dabei ein Dirflagermanet al, 2005). Danach
erfolgt eine GTP-abhangige Dnml-Multimerisierungje deine Reorganisation des
mitochondrialen Mdvl in fluoreszenzmikroskopisclthébare Multimere und damit die
Ausbildung punktueller Teilungskomplexe nach si@htz AbschlieRend kommt es zu einer
Aktivierung der Teilungskomplexe und der Teilung déitochondrientubulus. Zusatzlich zu
seiner Adapterfunktion scheint Mdybst-targetingauch entscheidend fir diese Aktivierung
zu sein. Mdglicherweise stabilisiert es die teilsegsentiellen Dnm1-Spiralen oder fordert
deren Bildung, indem es die GTP-gebundene Formtestiér als Polymerisationskeim wirkt
(Nayloret al, 2006).

Die Triebkraft der eigentlichen Teilung stellt di&ildung mitochondrien-
umschlieender Dnm1-Spiralen und Ringe dar. Aligslikommt es nur an einem Bruchtell
der Dnml-Assemblierungen tatsachlich zu einer $8gieaung und zur Teilung.
Zeitaufgeloste mikroskopische Analysen legen nati@ss diese Ereignisse nur dann
stattfinden kénnen, wenn parallel zur Dnml-Asseenbhg eine Einschnirung des
mitochondrialen TubulusQonstriction eintritt (Legesse-Milleret al, 2003). Constrictions
scheinen also eine Grundvoraussetzung fir die hotodriale Teilung zu sein (Jakobsal,
2003a; Legesse-Milleet al, 2003). lhre Bildung kann auch ifisl- und AdnmZtZellen
beobachtet werden, erfolgt also als Fisl- und Dumdbhangiges Ereignis (Jakoésal,
2003a), und reduziert den Durchmesser des Mitoaiemtdbulus von 300-400 nm auf
~100 nm. Interessanterweise entspricht dies etwa Beirchmesser von Dnml-Spiralen
(Ingermaret al, 2005). Mdglicherweise wird erst durch @enstrictionsdie Ausbildung von
mitochondrienumschlieBenden Spiralen moglich. Bs usklar, wie die Constrictions
entstehen und ob analog zur mitochondrialen Fusiasshinerie ein unabhangiger
Innenmembranteilungsapparat existiert. Als mdglidkemponente, die diese Prozesse
vermittelt, wird das mitochondriale Innenmembrangio Mdm33 diskutiert (Messerschmitt
et al, 2003).

13
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(A) (B)
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Abbildung 1-5: Die mitochondriale Teilungsmaschiner ie in S. cerevisiae . (A) Fur die
mitochondriale Teilung bilden die Komponenten Dnm1, Fisl und Mdvl/Caf4 einen Komplex aus.
Dabei fungiert das integrale Aul3enmembranprotein Fisl (griin) als mitochondrialer Anker fir die
paralogen Adapterproteine Mdv1/Caf4 (blau). Uber deren WD40-Doméne erfolgt die Bindung des
cytosolischen Proteins Dnm1 (rot). Die N-Termini der Proteine sind jeweils gekennzeichnet (N).
oA und oB: a-Helices in der NTE-Domane (N-terminal extension) von Mdvl und Caf4; AM:
mitochondriale AuRenmembran; CC: Coiled-coil-Domane; GED: GTPase-Effektordoméne; IMR:
Intermembranraum; IM: mitochondriale Innenmembran (nach Westermann, 2008). (B) Die
mitochondriale Assemblierung von Dnml (rot) ® und die Einschnirung des mitochondrialen
Tubulus (Constriction; grauer Kasten) @ erfolgen als voneinander unabhangige Ereignisse. Nur
wenn beide Prozesse aufeinandertreffen, kdnnen mitochondrienumschlieende Dnm1-Spiralen
gebildet werden ®, die die Teilung vermitteln @. Mdm33 wird als Komponente diskutiert, die die
Bildung von Constrictions und/oder die Innenmembranteilung tber Bildung oligomerer Komplexe
® vermitteln kbénnte. Die genaue Zusammensetzung dieser Komplexe, die Art der Wechsel-
wirkungen und mdgliche Wechselwirkungspartner sind nicht bekannt.

1.7 Die mitochondriale Morphologiekomponente Mdm33

Das Gen MDM33 (mitochondrial dstribution and _norphology systematischer Name:
YDR393W wurde in einem genomweiten Screen nach Hefedeltutanten nicht-
essentieller Gene mit veranderter mitochondrialerpgfiologie identifiziert (Dimmeet al,
2002). Seine Deletion bewirkt einen spezifisch chtundrialen Morphologiedefekt. Es
entstehen gro3e ringahnliche oder hohlkugelform@eanellen (Abb. 1-6), die noch
Fusionskompetenz aufweisen (Messerschnett al, 2003). Als Besonderheit auf
ultrastruktureller Ebene bilden die Doppelmembranean Amdm33Mitochondrien
verlangerte Ausdehnungen, die einen engen MatmxraumschlieBen. Madglicherweise
entstehen durch Fusion dieser Ausdehnungen in @Weiten und dritten Dimension die
fluoreszenzmikroskopisch sichtbaren ringahnliche thohlkugelférmigen Mitochondrien.
Die Uberexpression voMDM33 bedingt einen starken Wachstumsdefekt, der bedeitsh
Espinetet al. (1995) gezeigt wurde (daraus ergibt sich der Alitve NameSHEQ sensitivity
to hgh expressio), und die Fragmentierung/Aggregation des mitochiafeh Netzwerks
(Abb. 1-6). Gleichzeitig entstehen Septen oder keggre Strukturen der mitochondrialen
14
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Innenmembran und die Cristae gehen verloren (Msshertt et al, 2003).
Doppeldeletionsstudien zeigten, dass diomdm33epistatisch zu\fis1 verhalt, wohingegen
Afzol epistatisch zuAmdm33ist. Die Funktion von Mdm33 ist also notwenig fdre
Ausbildung der typischen netzartigen Mitochondiiredfis1-Zellen und die Fusionsfahigkeit
ist eine entscheidende Voraussetzung fur die Bgduan ringahnlichen und hohlkugel-
formigen Organellen imA\mdm33Hintergrund. Die Deletion votMDM33 verhindert nicht
die Afzolbedingte Fragmentierung von Mitochondrien (Mesdarstt et al, 2003).

Mdm33 ist ein pilzspezifisches, 54 kDa grol3es Immembranprotein, das gemaln
Sequenzanalyse zwei Transmembrandomanen besiiet dgekt am C-Terminus). Dadurch
sind sowohl das C-terminale Ende als auch der gherminale Bereich, der mit hoher
Wahrscheinlichkeit Coiled-coil-Strukturen ausbildein der mitochondrialen Matrix
lokalisiert, und der Linkerbereich zwischen dennBrmaembrandoménen befindet sich im
Intermembranraum (Abb. 1-5). Coimmunoprazipitatiexperimente identifizierten Mdm33
als Teil eines hochmolekularen Komplexes unbekan#@igssammensetzung, in dem es
homotypische Wechselwirkungen eingeht (Messerstlamal, 2003).

Ausgehend von diesen experimentellen Befunden gctls bestehende Wirkmodell
vor, dass es sich bei Mdm33 um eine Teilungskommender Innenmembran handelt. Uber
transWechselwirkungen seiner matrixstandigen Coiled-8triukturen konnte das Protein
entgegengesetzte mitochondriale Innenmembranemnmitielbare rdumliche Nahe bringen
und von der Matrixseite eine Membranfusion einteit®enkbar ware, dass so auch die
teilungsessentiellerConstrictions gebildet werden. Die mechanistischen Grundlaged un
maogliche Wechselwirkungspartner von Mdm33 sind déisimbekannt (Messerschint al,
2003).

Ringe und Hohlkugeln Fragmente und Aggregate

Uberex -
—_—

pression

Abbildung 1-6: Die mitochondrialen Morphologie in A bhangigkeit von Mdm33. Das
wildtypische mitochondriale Netzwerk geht bei Deletion von MDM33 in ring- und hohlkugel-
ahnliche Strukturen uber (links). Bei Uberexpression von MDM33 entstehen fragmentierte und
aggregierte Mitochondrien (rechts).
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1.8 Zielsetzung

Aufgrund der groR3en physiologischen Bedeutung vatodfiondrien sind der Erhalt ihrer
Funktion und ihre Morphogenese &ulRerst wichtigdférZelle. Trotz intensiver Forschung in
den letzten Jahrzehnten sind in diesen beiden éreilkhen der mitochondrialen Biogenese
noch viele Fragen offen. Beispielsweise konntenrajvaich klassische genetische Methoden
und genomweite Durchmusterungen zahlreipeéGene identifiziert werden, die genauen
Zusammenhange und molekularen Grundlagen, diei&iEdtstehung einegetPhénotyps
entscheidend sind, sind aber auch heute noch withverstanden und systematisch erfasst.
Im Bereich der mitochondrialen Morphogenese isttgediend unklar, wie die Teilung der
mitochondrialen Innenmembran bewerkstelligt wirddwb die bisher einzige identifizierte
Komponente Mdm33 Wechselwirkungspartner besitzteBe seit mehreren Jahren ist das
Hefegenom komplett entschlisselt und es stehen laomieli erwerbliche Deletions-
bibliotheken zur Verfigung, die Deletionsmutantestfaller nicht-essentieller Hefegene
enthalten. Dadurch er6ffnet sich die Moglichkeitrah systematische, genomweite Analysen
ein umfassendes Bild zellularer Ablaufe zu erhalfamsgehend von der ~4800 Hefestamme
umfassendemMATa-Deletionsbibliothek sollten im Rahmen der vorlieden Arbeit durch
geeignete Screeningverfahren weitere Einblickeiénzavei oben genannten Teilaspekte der
mitochondrialen Biogenese gewonnen werden, (1) [Eter Atmungsfahigkeit und (2)
Teilung als Bestandteil der Morphogenese.

Im ersten Teilabschnitt wurde ein genomweiter Stresach respiratorisch
inkompetenten Hefedeletionsmutanten durchgefihm, die volle Anzahl der Gene zu
erfassen, die eine Hefezelle fur den Erhalt ihrespiratorischen Aktivitat bendtigt.
Vergleichende Gendeletionsanalysen sollten darankdmpletten Satz an Genen liefern, die
essentiell fur die respiratorische Aktivitat in Idefsind. Weiterfiihrend sollte durch
systematische funktionelle Tests (Cytoduktions- Hminplementationsexperimente, sowie
Studien der mitochondrialen Translation) aller tifenerten Kandidatenstdmme ein
umfassendes Bild der molekularen Prozesse erhafeden, die fur die respiratorische
Kompetenz und den Erhalt sowie die Expression rhaadrialer DNA bendétigt werden. Als
besonders interessante Gruppe wurden dadurch @wedstamme erfasst, bei denen
maoglicherweise auch extragenomische Faktoren démaltEder respiratorischen Aktivitat
beeinflussen. Stellvertretend fur die Vertretersdre Gruppe sollte die Entstehung der
respiratorischen Inkompetenz in den Cytochram Oxidase-Assemblierungs-Mutanten
Acox1Q Acox16 Acox19und Amss2detailliert erfasst werden, wobei speziell derflEss

reaktiver Sauerstoffspezies untersucht wurde.
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Im zweiten Teil der Arbeit wurden Studien zur mhoadrialen Formgebung durchgefihrt,
wodurch ein tieferes Verstandnis von Mdm33 erhakesrden sollte. Bisher sind keine
Wechselwirkungspartner dieses Proteins bekanntobbweine vorgeschlagene, komplexe
Wirkweise als mitochondriale Innenmembranteilungsgonente (Messerschmigt al,
2003) wahrscheinlich weitere Faktoren erfordertsiiadb sollten in einer Durchmusterung
von 164 Deletionsstammen, in denen vor allem madadnal lokalisierte Proteine
unbekannter Funktion fehlten, mogliche Interaktpargner identifiziert werden. Dieses
Verfahren beruhte auf der Uberexpression WDM33, die in Wildtypzellen zu einem
Wachstumsarrest und einer Zerstoérung des mitocradedrNetzwerks fuhrt (Messerschmitt
et al, 2003). Im Deletionshintergrund der Teststammé#esotliiese Defekte durch das Fehlen
eines potentiellen Wechselwirkungspartners aufgehobwerden. Im Rahmen der
Durchmusterung wurden deshalb die beiden Paramé&&achstumsverhalten und
Mitochondrienmorphologie erfasst. Positive, d. reldonsstamme mit Uberexpressions-
toleranz, sollten weiterfihrend untersucht werdddierfir wurde eine funktionelle
Charakterisierung durchgefihrt (bestehend aus limt@n Wachstumsanalysen, einer
fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung der mtDNAd weiner Quantifizierung der
mitochondrialen Morphologie) sowie ultrastruktueellAnalysen mittels Transmissions-
elektronenmikroskopie vorgenommen. Auf3erdem sali#e Einfluss von Mdm33 auf die
AulRenmembranteilungsmaschinerie erfasst werdeepirtie mitochondriale Assemblierung
von GFP-markiertem Dnml untersucht wurde. Eine @fierung von Dnm1-Clustern
sollte mdgliche Unterschiede in Zahl, Form und ¥kuhg der Proteinassoziate zwischen
Wildtyp- undAmdm33Zellen aufdecken.
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2 MATERIALIEN UND METHODEN

2 MATERIALIEN UND METHODEN

Chemikalien und Biochemikalien wurden in der Regei den Firmen Carl Roth (Karlsruhe)
und Sigma-Aldrich (Steinheim) im Reinheitsgrad pder ,fur Molekularbiologie* bezogen.
Die eingesetzten Enzyme stammten, wenn nicht arashgysgeben, von Fermentas (St. Leon-
Rot).

2.1 Molekularbiologische Methoden

Molekularbiologische Standardmethoden wurden nachtooket al. (1989) durchgefihrt.

2.1.1 Praparation von DNA

2.1.1.1 Isolierung von Plasmid-DNA aug&. coli-Zellen

Mini-Préparation: Isolierung von Plasmid-DNA mittel s alkalischer Lyse (Birnboim &
Doly, 1979; Birnboim, 1983)

Die alkalische Lyse ist die am haufigsten genutdiethode zur Préparation vda. coli
Plasmid-DNA im Kleinmal3stab. Sie beruht daraufsdadsr pH-Wert durch die Zugabe von
NaOH weit ins Alkalische verschoben wird, was diadskrstoffbriickenbindungen zwischen
komplementaren DNA-Strédngen destabilisiert. Augs@ich die Plasmid-DNA ist aufgrund
ihrer Konformation in der Lage, sich bei pH-Neusation vollstandig zu renaturieren und
kann somit selektiv wiedergewonnen werden (httpuidnchemgapedia.de/vsengine/popup/
vsc/de/glossar/a/al/alkalische_00032lyse.glos.html)

TransformierteE. coli-Zellen aus einer 1,5 ml LB-Amp UN-Bakterienkul{@eo (w/v)
Pepton (Carl Roth, Karlsruhe); 0,5% (w/v) Hefe-Eekir (Serva, Heidelberg); 1% (w/v) NacCl,
100 pg/ml Ampicillin)wurden mittels Zentrifugatio(@ min; RT; 13.000 rpm; Sigma 1-15, Rotor
12124) geerntet und in 100 pl GTE-Puffé@5 mM Tris-HCI, pH 8,0; 10 mM EDTA; 50 mM
Glukose, 2 mg/ml RNaseAg¢suspendiert. Fur Zellaufschluss und alkalisclggeLwurde die
Suspension zunachst mit 200 pl NaOH/SO2 M NaOH; 1% (w/v) SDSJurch Invertieren
gemischt und 5 min auf Eis inkubiert. Nach Neusation mit 150 ul KOAQ5 M; pH 4,8)
wurden das Invertieren und die 5-mindtige Inkubatauf Eis wiederholt. Die entstandenen
Zelltrimmer wurden durch Zentrifugatio0 min; 4°C; 13.000 rpm; Sigma 3K30, Rotor
12154-H) abgetrennt. Fur die Fallung der Plasmid-DNA wurd&B ml des erhaltenen
Uberstands abgenommen, mit dem zweifachen Volumedt&igem Ethanol (v/v) gemischt
und zentrifugiert (15 min; 4°C; 13.000 rpm; Sigma 3K30, Rotor 12154-HDas daraus
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resultierende Nukleinsédurepellet wurde nach Waschier70% (v/v) Ethanol fur 1 h bei RT
oder fur 10 min bei 72°C getrocknet und in 30-505B-Puffer (10 mM Tris-HCI, pH 8,5)

aufgenommen.

Midi-Préparation: Isolierung von Plasmid-DNA mit dem QIAfilter Plasmid Midi Kit
(Qiagen, Hilden)

Bei groRem Bedarf an Plasmid-DNA wurde das QIAfiRéasmid Midi Kit (Qiagen, Hilden)
verwendet. Daflr wurden 50 ml LB-Amp-Flissigmediumt plasmidtragenderk. colr
Zellen beimpft und UN bei 37°C unter Schutteln ipileut. Die Zellen wurden durch
Zentrifugation(10 min; 4°C; 4.000 rpm; Eppendorf Centrifuge 580&®tor A-4-44)yom Medium
abgetrennt. Die weitere Durchfiihrung ist der Anieg des Herstellers zu entnehmen.
Abweichend davon erfolgte die DNA-Fallung durchr@iriitige Zentrifugation bei 4°C und
5.000 rpm(Eppendorf Centrifuge 5804R, Rotor A-4-4Bje gereinigte Plasmid-DNA wurde in
50 pl TE-Puffer(10 mM Tris-HCI, pH 8,0; 1 mM EDTAQder ddHO resuspendiert und bei
-20°C gelagert.

2.1.1.2 Isolierung genomischer DNA auS. cerevisia€Zellen
Isolierung genomischer DNA ausS. cerevisa@ach Burke et al. (2000)

Genomische DNA wurde zum Nachweis von Gendeletioeer PCR (2.1.2) nach dem
Verfahren von Burket al. (2000) gewonnen. Daflr wurden Hefezellen aus eifeml YPD
UN-Kultur (1% (w/v) Hefe Extrakt (Serva, Heidelberg); 2% (wWRepton (USB, Cleveland, Ohio,
USA), 2% (w/v) Glukosejlurch Zentrifugation abgetren(®@ min; 4°C; 5.000 rpm; Eppendorf
Centrifuge 5804R, Rotor A-4-44pas erhaltene Pellet wurde mit 0,5 ml d@ewaschen, fur
den Zellaufschluss mit 0,2 ml Aufschlusspuffg¥ (v/v) Triton; 1% (w/v) SDS; 100 mM NacCl;
10 mM Tris-HCI pH 8,0; 1 mM Ne&EDTA), 0,2 ml Phenol-Chlorophorm-lsoamylalkohol
(25:24:1) sowie 0,3 g Glasperlenl (0,2-0,25 nm) versetzt und 3-4 min gevortext. Nach
Zugabe von 0,2 ml TE-Puffer und Zentrifugati@@min; RT; 13.000 rpm; Sigma 1-15, Rotor
12124) wurde die wassrige Phase in ein neues Reakticgi$gaberfuhrt, in dem 1 ml
100% Ethanol p.a. vorgelegt worden war. Die beiBesktionen wurden durch Invertieren
gemischt und 2 min bei RT und 13.000 rg8igma 1-15, Rotor 12124)entrifugiert. Das
resultierende Pellet wurde in 0,4 ml TE-Puffer mBijul RNaseA-Losung (10 mg/ml)
resuspendiert und 5 min bei 37°C inkubiert. DiemeeDNA wurde daraus durch Fallung mit

10 pul 4 M Ammoniumacetat und 1 ml 100% Ethanol pawie Zentrifugation(5 min; RT;
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13.000 rpm; Sigma 1-15, Rotor 121245 Pellet erhalten, 1 h bei RT getrocknet un&Qmul
TE-Puffer oder ddkD aufgenommen.

Isolierung genomischer DNA ausS. cerevisiaenit dem YeaSta™ Genomic DNA Kit

(Zymo Research, Orange, USA)

Da das Verfahren nach Burlet al. (2000) in vielen Fallen DNA nicht in ausreichender
Menge lieferte, wurde alternativ das Yea3tgsenomic DNA Kit (Zymo Research, Orange,
USA) verwendet. Die Praparation erfolgte gemalR kundg des Herstellers. Fiur die

abschlie3ende Elution der DNA wurden 50 pl TE-Rubidger ddHO verwendet.

2.1.1.3 Isolierung von DNA aus zellfreien Systemen
Gelelution von DNA-Fragmenten

Waren in einem Ansatz — z. B. nach unvollstandiBestriktion — verschiedene DNA-
Fragmente enthalten, so wurde das Fragment gewti@nggtof3e mittels Gelelution gereinigt.
Nach Agarosegelelektrophorese (2.1.3) wurde dispeethende Bande mit einem Skalpell
ausgeschnitten und mit dem QIAquick Gel Extractioh(Qiagen, Hilden) nach Anleitung
des Herstellers weiter verarbeitet. Die DNA-Elutierfolgte in der Regel mit 30 pl EB-
Puffer.

Reinigung von DNA mittels Qiagen PCR-Purification Kt

Die Gewinnung von DNA aus PCR-Anséatzen und nachealerelnen Klonierungsschritten
(2.1.4) erfolgte mit dem PCR-Purification Kit (Qe&g Hilden) gemaR der Anleitung des
Herstellers. Fur die abschlielende Elution wurdér5@ pl EB-Puffer oder ddiD

verwendet.

Reinigung von DNA-Fragmenten durch Ethanol-Fallung

Die Prazipitation von DNA mit Ethanol ermdglichtedKonzentrierung der Nukleinsauren
und das Entfernen von unerwinschten Salzen. Datiidevdie DNA-L6sung zunéchst auf
0,3 M Natriumacetat eingestellt und mit dem 2,5t Volumen an 100% Ethanol p.a.
versetzt. Nach anschlieRender 15-minutiger Inkobasuf Eis und Zentrifugatio(LO min;

4°C; 13.000 rpm; Sigma 3K30, Rotor 12154-Mjurde das erhaltene DNA-Pellet mit 70%

Ethanol gewaschen, getrocknet und in dem entspndeineVolumen ddbO resuspendiert.
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2.1.2 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion nach Mudisal. (1986) kbnnen DNA-Fragmente in
wiederkehrenden Zyklen aus DoppelstrangtrennungduBig zweier sequenzspezifischer
Oligonukleotide (Primer) und DNA-Synthese mit einkitzestabilen DNA-Polymerase
exponentiell amplifiziert werden. Im Rahmen dies@beit wurde diese Technik zur
Herstellung von Klonierungsinserts und zum Nachweis Deletions- und Wildtyp-Allelen
verwendet. Dadurch wurden Hefestdimme aus MTa-Deletionsbibliothek (BioCat,
Heidelberg;MATa, his3, leu2, lys2, ura3,our favourite gne (yfg)::kanMX4Giaeveret al,
2002; Kastenmayeet al, 2006) Uberpruft und hergestellte Doppelmutantestdiigt.
Standard 50 pl-Reaktionsansétze setzten sich ad@D ng Plasmid- oder genomischer
DNA, 0,2 mM dNTPs (10 mM Stocklésung), 1x PCR-Puffpolymerasespezifischer 10x
Puffer des Herstellers; Promega, Mannheim), je i@ldorward und reversePrimer (100
pmol Stocklésung; Metabion, Martinsried), sowie 250/pul GOrad’-DNA-Polymerase
(5 U/ul; Promega, Mannheim) zusammen. Fur die Amkplion von DNA-Fragmenten zu
Klonierungszwecken wurde die prozessivefe-Polymerase (3 U/ul; Promega, Mannheim)
verwendet, da diese eipeoofreadingAktivitat besitzt. Reaktionen wurden im ,PCR Sprin
Thermal Cycler” (Thermo Electric, Waltheim, USA) trdem in Tab. 2-1 angegebenen
Programm durchgefuihrt. Die verwendeten Oligonukdieosind Tab. 2-2 zu entnehmen.
Alternativ dazu wurden Kolonie-PCRs durchgefuttiefezellmaterial wurde von
Medienplatten entnommen, in 200 pul d€@H resuspendiert und fir einen Zellaufschluss
10 min gekocht. Anstelle der Plasmid- oder der gasohen DNA wurden 5 pl der
Suspension als Matrize eingesetzt. Die weitere usensetzung des Reaktionsansatzes,
sowie PCR-Programm und Oligonukleotide entsprechetten  beschriebenen

Standardbedingungen.

Tabelle 2-1: PCR-Programm zum Nachweis von Deletion s- bzw. Wildtyp-Allelen und zur
Herstellung von Klonierungsinserts.

Reaktionsabschnitt Temperatur und Dauer des
Reaktionsabschnitts
Anfangsdenaturierung 94 /5 min 1x
Denaturierung 94T /1 min
Primer-Anlagerung 52-57C /1 min 35x
Kettenverlangerung 72 /1 min
abschlieRende Kettenverlangerung 72T /10 min 1x
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Tabelle 2-2: Verwendete Oligonukleotide. Angegeben sind Namen, Sequenzen und
Schmelzpunkte in T (T,; angegeben sind Basiswerte). Die Berechnung der Schmelzpunkte

erfolgte mit Oligo Calc (http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html).

Name Sequenz (5" 2 3") Tmin<T
Forward Primer zum Nachweis von Allelen

Zum Nachweis der Kanamycin-Deletionskassette:

Kan-Kassette CCG GAT TCA GTC ACT CAT GG 54
Zum Nachweis der Wildtyp-Allele in fraglichen Stammen:

WT-YALO12W  GGC CAC TAA TAA CAAGCC ATT GTACGAG 60
WT-YALO47C CAG TTA AAT ACT TTG GAC AAC CAAAAG TTAATACTATC 59
WT-YBLO38W  GTA GAG TGC CAG TTC GTA CA 58
WT-YBR163W AGG CTC TAA TAC ATT TGA TAT GAC CGC GTT C 60
WT-YDL202W  GTC CAT TAC AAT AAT CTT TCC AAA A 58
WT-YDR268W CAG CAT TTG GAA CTA ACA AGA CA 59
WT-YDR231C GGG GTC AAAAGA TCC TCT TAG AAG ACAC 60
WT-YDR323C CTT CCG CTG CAT ACA TAA ACG AAA AAATCC TAC 61
WT-YDR332W GTG GGG CCT CCC TTT AAAAGG TAAG 59
WT-YFLO36W  TCG CAT CAG TTC ATG ATT CTT ACT GGA CG 60
WT-YILO36W CAA TCC CTG GTA CTA CGG CAT GGA AG 61
WT-YJR090C CGG GCA ACATAG ATT ACC AAA AAG GGC 60
WT-YKL148C CAG CCT GGG TTG CCA CAC AAA 56
WT-YML0O81C-A GTT GAA AAG ATT CCC TAC CCC TAT CC 58
WT-YML129C  CCA AAT ACG CTT GGT ATA CCA GAG TTA CAG 60
WT-YMRO66W GTC GTC CAT TGT AAA GAA ATT AAT AAA AAG GCA G 58
WT-YOR205C GGT ATT GAT GTATTC AAC TCG TGC AAT TCATC 59
WT-YPLO29W  GCA GAC TAT TTC AGATGA GCT A 58
WT-YPRO47W CTC GAACTC TGC GGA TGC 58
WT-YPR124W  CTC TTT CAT GAC ATT ATAAGG GCGTTC TTAG 59
Zum Nachweis der Wildtyp-Allele in COX-Stammen:

WT-COX10 GAC GTG ATT CGG GCG TGATTAATATTCC 60
WT-COX16 CGG GTT ATG GCC GTACAC AAG TTATTAG 60
WT-COX19 GGA GTT GAG AAA CGA GAA AAT CCA AAT AAAGC 59
WT-MSS2 GGA ATT CGT TTT TAG ATT TTA ACA ACA ACAATATGA GGG 60
Reverse Primer zum Nachweis von Allelen

Zur Uberprifung der hergestellten Doppelmutante:

Mdm33_R GAC TGT ACC ATT GAG TTG AGC C 55
Zum Nachweis der Deletions-Allele in fraglichen Stammen:

YALO12W GAT TGC GGA TGA GTA AGC GAA GAG TTATAG 60
YAL047C GGA TCT GAA ATG AGG CAA CCA AAA GAG AG 60
YBLO38W GTTTTT TCT TTG CAG CAT CGA AAT 58
YBR163W CCA AAG AAC TGA ATC TTG TAG AAT TGA AGG AC 59
YDL202W TGACGATAATATCTCTTC TTT GG 58
YDR268W CTC AACTCCTTG GCC GCA A 59
YDR231C GAG AGA CTG CTG GAG AAG CA 60
YDR323C GAA GCT TCT ATT TAT GTT GAAGCT TCC TTC AG 59
YDR332W GCAATC ACC TTT CTT TAT TGC GGG AAT CC 60
YFLO36W CTG GAC GCA AAC AAT AGACAG GTTTCAC 60
YILO36W GGC ATA GAT TCA TCA ATG ATG GTA ATAAAC ATT TAAGC 60
YJR090C CTA GCT AAT GAC AAAGAC GGT GATCTG G 60
YKL148C AAA ATC CTG ACC ATC ACG AAT AC 59
YMLO81C-A CAA GAA AAT CTACTACCC TAATCT 58
YML129C ATA AAT AAT GTACAATTT TAC GGG TG 58
YMRO66W CCC GAT AGA AGC CAT ATT CAAATAGCATTC 59
YOR205C GCA ATT AAG ATT TTC ATC TTT TAG TGA AAA GAT GAAGG 59
YPLO29W TTT CGT CAA AAT CCTTGG ATG C 58
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Name Sequenz (5" 2 3") Tmin<T
YPRO47W TGG TTG AGC AAATTC GAC GG 58
YPR124W GATTTC TTT ATG AAATTT TCT TTA CTC GAA CCT AAATAT 60
CAC
Zum Nachweis der Deletions-Allele in COX-Mutanten:
cox10 GAAAGATATA GCTAAGCTAG TAGCACCTG 59
cox16 GTTGAATTAT CGGTATTTCT TCCGGAAGGG 60
cox19 CC GGTAGATCTG GGAAGTAAAT ACTAAAC 59
mss2 CAAGGATGAT ACGCTCAATT TACTGGATAC 59
Zum Nachweis der Deletions-Allele in pet-Stammen der MATa-Bibliothek:
YALO13W GAA CCA GAG GAG AAA GCC AAC CC 59
YBR128C CAC TTG CAC AAT GGC TCT ATC TCC TC 60
YBR146W GAT ATG GAT CCAGCC ATC CCACTG 59
YDLO77C CCC AGC AATTCTTCCTTTTTC CCT TAGTC 60
YDL157C CCA AGA TTA CCC AAA GAC CGT ATC TAT TCC 60
YDR448W CGT AAG GAT CTACCAGAATTG TATTTG AAAACAG 60
YGLO17W CTT GAC ATT CGC AGA GTACTT GTC ATC AG 60
YGR243W CTTATCCAATAAGAACGTAGATGC 60
YMRO015C CAT CCT TCT TGG ATT GCA AAAAGATTAGCT G 59
YPL188W GCT GCACCATTTATCTCATAATTATTG CCT AC 59
Zum Nachweis der Deletions-Allele in den neu identifizierten pet-Stimmen:
YDRO65W GGT ACC CGC TAT GCT ATA AGA GTG CG 61
YGR150C GGG CAG TTA AAT TAAGGT CAC CTT GGC 60
YJLO46W GGT CCA AAT GGC GAC ATT GAA GAC AC 60
YLLO33W CTA GGG TCT GCC TCC AGC AAG AG 61
YLRO91W CGC CCTTTG AGC TGT TCA CTG CG 61
YMRO098C TTG CCG GGC ATAAGATCC TTT CTAGTG 60
YMR293C GGT GTG GCC TTCACTTTC GGC G 60
YOR305W CGATAA GTT CGG TAG GTT TAACGT CGC 60
YPR116W GAG ACC ACG GTAACA TAG ACATTG TAG AT 59
Zum Nachweis der Deletions-Allele in den neu identifizierten Translationskomponenten:
YALO39C GGT TGC GAC ACT TCC CCA GAA GG 61
YDR529C CTA CGA GGA GAACCC CTCCACG 60
YELO51W AAT TTT AGT AGA AAA GAA GCA ACATAG GGA CC 58
YJLO62W-A CCATTG GTG CAC GTT GTT GAA GTG GG 61
YOL096C GAT GTG GTT CACGACCCGTCACTTG 61
Primer zur Klonierung von pRS416- MSS2 und - COX16
Cox16fw-BamHI GGA TCC AAT ATT ACC GTG AAT ATC GCG AGC TAC 63
Cox16rev-Xhol CTC GAG AGG TAT TTACAATCA TTT CCT AGA CAT TCT 61
Mss2fw-BamHI  GGA TCC GAT TTT ATG TGT GGA ATG CTA ACG ATG AAC 63
Mss2rev-Xhol CTC GAG CTCTAACAG TAT TTC CTAATT ATT TCATAG GTA 63
AC

2.1.3 Agarosegelelektrophorese

Zur Analyse oder Reinigung wurden DNA-Fragmenterggkioretisch mit 0,8%igen (w/v)
Agarosegelen getrennt. Als Laufpuffer diente 1x TBfer (90 mM Tris; 90 mM Borsaure;
2,5 mM EDTA; pH 8,35)FUr die Separation wurde eine Spannung von 8/tth\angelegt.
Die Nukleinsauren wurden durch Interkalation vohi&itumbromid und Bestrahlung mit UV-
Licht der Wellenlange 312 nm sichtbar gemacht.
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2.1.4 Klonierung von DNA-Fragmenten
2.1.4.1 Praparativer Restriktionsverdau

In einem 50 pl Gesamtansatz wurden 3-4 pg DNA @h#l@ U Restriktionsenzym (10 U/ul;
Fermentas, St. Leon-Rot) und 5 pl des dazugehéd@enPuffers versetzt und 1 h bei 37°C
inkubiert. Anschlie3end erfolgte die Hitzeinaktiiag der Enzyme gemalf3 der Anleitung des
Herstellers sowie die DNA-Isolierung mittels PCRdRcation Kit (2.1.1.3). Bei zwei
verschiedenen Schnittstellen wurden, wenn mdogliDoppelverdaus mit 20-40 U pro
Restriktionsenzym im passenden 10x Puffer durchgefijvgl. http://www.fermentas.

com/doubledigest/index.html).

2.1.4.2 Dephosphorylierung

Um eine Religation des linearisierten Vektors zehwedern, wurden die daflr von Ligasen
bendtigten 5" -Phosphate enzymatisch entfernt. ttieviirden 2-4 ug verdauter Vektor, 10 U
Antarctic Phosphatase (5 U/ul; NEB, Frankfurt a) Mhd 5 pl 10x Puffer in einem 50 pl
Reaktionsansatz zusammen gegeben. Nach einstindigleubation erfolgte die
Hitzeinaktivierung des Enzyms bei 65°C und/oder Beinigung der DNA mittels PCR-
Purification Kit (2.1.1.3).

2.1.4.3 Ligation

Der linearisierte, dephosphorylierte Vektor (0,5-Q.g) und das verdaute Insert wurden in
einem 20 pl Gesamtansatz im Verhaltnis 1:3 bigviit® ul Ligase-Puffer und 1 U T4-DNA-
Ligase (1 U/ul; Fermentas, St. Leon-Rot) vers@®m. Reaktion war nach 5 h bei RT oder GN
bei 4°C abgeschlossen. 10 ul des Ligationsansataeten nach Hitzeinaktivierung (10 min,

65°C) inE. coliTransformationen analog 2.1.5.2 eingesetzt.

2.1.4.4 Klonierung vonMSS2und COX16

Fur die Konstruktion der Plasmide pRS4AU6S2 und pRS418:0X16 wurden die
entsprechenden GemtdSS2und COX16 mit den Primern Coxl16fBamH und Cox16rev-
Xhd bzw. Mss2fwBamH und Mss2revXhd (Tab. 2-2) von genomischer DNA amplifiziert
(2.1.2) und Uber di@amH und Xhd-Schnittstelle in dieMultiple Cloning Sitedes Vektors
pRS416 (Sikorski & Hieter, 1989) eingebracht.
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2.1.5 Ubertragung von genetischem Material ifE. coli-Zellen

2.1.5.1 Herstellung chemisch kompetentdt.coli-Zellen

Zellen de<E. colirStammes XL1-blue (Stratagene, La Jolla, USA) waridl auf LB-Platten
(1% (w/v) Pepton (Carl Roth, Karlsruhe); 0,5% (whigfe-Extrakt (Serva, Heidelberg); 1% (w/v)
NaCl; 2% (w/v) Agar-Agar)angezogen und zur Herstellung einer 5 ml UN-KulturLB-
Flissigmedium(analog LB-Platten; ohne 2% (w/v) Agar-Agaverwendet. Je 100 ml LB-
Medium wurden mit 1 ml dieser UN-Kultur beimpft. &fal h wurde die O§p in 30 min
Schritten verfolgt, bis ein Wert von 0,2-0,4 errgigvar. Die Kulturen wurden anschlielend
2 min auf Eis gekdhlt und durch 10-minitige Zenigdtion bei 4°C und 7.000 rpm
(Beckmann-Zentrifuge J2-21, Rotor JA-1@¢erntet. Das Pellet wurde in 30 ml eiskaltem,
sterilfiltriertem TfB I|-Puffer (100 mM RbCI; 50 mM Mngl 10 mM CaC} Dihydrat; 30 mM
Kaliumacetat; 15% (v/v) Glyzerin; pH 5,8 mit Essigee eingestelltyesuspendiert und 30-60 min
auf Eis inkubiert. Durch erneute Zentrifugati(i® min; 4°C; 7.000 rpm; Beckmann-Zentrifuge
J2-21, Rotor JA-10wurden die Zellen pelletiert. Das gesamte Zellmaltevurde in 3 ml
sterilem TfB II-Puffer(10 mM MOPS; 10 mM RbCl; 75 mM CaCl5% (v/v) Glyzerin; pH 7,0 mit
NaOH eingestelltaufgenommen. Nach 15-minutiger Inkubation aufdéffslgte das Aufteilen
in je 100 pl-Aliquots, die in flissigem Stickstasthockgefroren und bei -80°C gelagert

wurden.

2.1.5.2 Transformation chemisch kompetenteE. coli-Zellen

100 pl chemischkompetenke coliZellen des Stammes XL1-blue wurden auf Eis autgeta
und mit 1 pg gereinigter Plasmid-DNA (in 5 pl dd}) oder 10 pl Ligationsansatz versetzt.
Nach einer Inkubationzeit von 20 min auf Eis erfelgin 90-sekiindiger Hitzeschock bei
42°C. Der Transformationsansatz wurde danach kufzEes gekuhlt und mit 500 ul LB-
Flissigmedium gemischt. Die Zellen wurden ansckhel3fir 30-45 min bei 37°C unter
Schitteln inkubiert. 100 pl von jedem Ansatz wurdeh LB-Amp-Selektionsplattetanalog
LB-Platten; zusatzlich 100 pug/ml Ampicilliausgebracht und 12-14 h bei 37°C kultiviert.

2.1.6 Analytischer Restriktionsverdau

Der analytische Restriktionsverdau diente zur Uliggmg von Plasmid-DNA nach Mini-
oder Midi-Praparation (2.1.1.1). Ein Reaktionsandastand aus 1 g gereinigter Plasmid-
DNA, 5-10 U je Enzym (10 U/ul; Fermentas, St. Ldoob), 1 pl enzymspezifischem 10x
Reaktionspuffer, sowie ddB ad 10 pl und wurde 1 h bei 37°C inkubiert. DiestRktions-
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produkte wurden anschlieBend mit 5 pl Gatlepuffer(4 M Harnstoff, 10 mM EDTA, 50% (v/v)
Glyzerin, 0,1% (w/v) Bromphenolblawersetzt und mittels Agarosegelelektrophorese.3p.1

analysiert.

2.2 Methoden der Hefegenetik

Gangige Methoden der Hefegenetik sind in Buekal. (2000) zusammengefasst.

2.2.1 Verwendete Hefestamme

Ein Grof3teil der eingesetzten Stamme wurde aus MAfMa-Deletionsbibliothek mit
Zusatzplatten kleiner ORFs entnommen (BioCat, Heatg; MATa, his3, leu2, lys2, ura3,
yfg::.kanMX4 Giaeveret al, 2002; Kastenmayeet al, 2006). Im Zuge degetScreens
wurden alle enthaltenen Stamme und fur MIDM33-Uberexpressionsscreen eine Auswahl
daraus verwendet (Tab. A7). Ausschliellich die imahfRen dieser Arbeit naher
charakterisierten sowie alle nicht aus der Bibkéthstammenden Hefestamme sind in
Tab. 2-3 zusammengefasst. Varianten, die ledighiah Plasmiden transformiert worden
waren, die fiur mtGFP- oder mtRFP kodieren, sindhtniaufgefiihrt. Alle verwendeten

Plasmide sind Tab. 2-4 zu entnehmen.

Tabelle 2-3: Verwendete Hefestamme

Stamm Genotyp Referenz

Isogener Wildtyp BY4742 MATa, his3, leu2, lys2, ura3 Brachmann et al. (1998)

Acox10/COX10 MATa, his3, leu2, lys2, ura3, diese Arbeit
cox10::kanMX4, [LEU2, COX10]

Acox16/COX16 MATa, his3, leu2, lys2, ura3, diese Arbeit
cox16::kanMX4, [URA3, COX16]

Acox19/COX19 MATa, his3, leu2, lys2, ura3, diese Arbeit
cox19::kanMX4, [URA3, COX19]

Amss2/MSS2 MATa, his3, leu2, lys2, ura3, diese Arbeit
mss2::kanMX4, [URA3, MSS2]

Amipl MATa, his3, leu2, metl5, ura3, Euroscarf (Frankfurt)
mipl::kanMX4

Acox10 MATa, his3, leu2, metl5, ura3, Euroscarf (Frankfurt)
cox10::kanMX4

Acox16 MATa, his3, leu2, metl5, ura3, Euroscarf (Frankfurt)

cox16::kanMX4

Cytoduktionsdonor J1361

MATa, CEN1-16:pGal-K.lactis-

URAZ3, his3, lys2, leu2, trp1, karlA15

Lettier et al. (2006)

Aatp3/ [pYX223]
[PVT100U-mtGFP]

MATa, his3, leu2, lys2, ura3,
atp3::kanMX4, [HIS3, URAS]

diese Arbeit
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Stamm Genotyp Referenz
Aybrl63w/ [pYX223] MATa, his3, leu2, lys2, ura3, diese Arbeit
[PVT100U-mtGFP] ybr163w::kanMX4, [HIS3, URA3]
Aydr061w/ [pYX223] MATa, his3, leu2, lys2, ura3, diese Arbeit
[PVT100U-mtGFP] ydr061w::kanMX4, [HIS3, URA3]
Ayer004w/ [pY X223] MATa, his3, leu2, lys2, ura3, diese Arbeit
[PVT100U-mtGFP] yer004w::kanMX4, [HIS3, URAS]
Aygl080w/ [pYX223] MATa, his3, leu2, lys2, ura3, diese Arbeit
[PVT100U-mtGFP] yglo80w::kanMX4, [HIS3, URA3]
Amdvl/ [pYX223] MATa, his3, leu2, lys2, ura3, diese Arbeit
[PVT100U-mtGFP] mdv1l::kanMX4, [HIS3, URA3]
Adnm1/ [pYX223] MATa/a, his3, leu2, ura3, diese Arbeit
[PVT100U-mtGFP] dnml::kanMX4, [HIS3, URAS]
Aylr091w/ [pYX223] MATa, his3, leu2, lys2, ura3, diese Arbeit
[PVT100U-mtGFP] ylr091w::kanMX4, [HIS3, URA3]
Aylr356w/ [pYX223] MATa, his3, leu2, lys2, ura3, diese Arbeit
[PVT100U-mtGFP] ylr356w::kanMX4, [HIS3, URA3]
Ayml030w/ [pYX223] MATa, his3, leu2, lys2, ura3, diese Arbeit
[PVT100U-mtGFP] yml030w::kanMX4, [HIS3, URA3]
Aatp3/ [pYX223-GAL- MATa, his3, leu2, lys2, ura3, diese Arbeit
MDM33] [pVT100U-mtGFP] atp3::kanMX4, [HIS3, URA3, GAL-

MDM33]
Aybr163w/ [pYX223-GAL- MATa, his3, leu2, lys2, ura3, diese Arbeit
MDM33] [pVT100U-mtGFP] ybrl63w::kanMX4, [HIS3, URA3,

GAL-MDM33]
Aydr061w/ [pYX223-GAL- MATa, his3, leu2, lys2, ura3, diese Arbeit
MDM33] [pVT100U-mtGFP] ydrO61w::kanMX4, [HIS3, URA3,

GAL-MDM33]
Ayer004w/ [pYX223-GAL- MATa, his3, leu2, lys2, ura3, diese Arbeit
MDM33] [pVT100U-mtGFP] yer004w::kanMX4, [HIS3, URA3,

GAL-MDM33]
Ayglo80w/ [pYX223-GAL- MATa, his3, leu2, lys2, ura3, diese Arbeit
MDM33] [pVT100U-mtGFP] yglo80ow::kanMX4, [HIS3, URA3,

GAL-MDM33]
Amdvl/ [pYX223-GAL- MATa, his3, leu2, lys2, ura3, diese Arbeit
MDM33] [pVT100U-mtGFP] mdv1l::kanMX4, [HIS3, URA3,

GAL-MDM33]
Adnml/ [pYX223-GAL- MATa/a, his3, leu2, ura3, diese Arbeit
MDM33] [pVT100U-mtGFP] dnml::kanMX4, [HIS3, URAS,

GAL-MDM33]
Aylr091w/ [pYX223-GAL- MATa, his3, leu2, lys2, ura3, diese Arbeit
MDM33] [pVT100U-mtGFP] ylr091w::kanMX4, [HIS3, URA3,

GAL-MDM33]
Aylr356w/ [pYX223-GAL- MATa, his3, leu2, lys2, ura3, diese Arbeit
MDM33] [pVT100U-mtGFP] ylr356w::kanMX4, [HIS3, URA3,

GAL-MDM33]
Ayml030w/ [pYX223-GAL- MATaq, his3, leu2, lys2, ura3, diese Arbeit

MDM33] [pVT100U-mtGFP]

yml030w::kanMX4, [HIS3, URA3,
GAL-MDM33]

DNM1-GFP

Amdm33-DNM1-GFP

MATa, his3, leu2, metl5, ura3,
DNM1-GFP, kanMX6

n.d., DNM1-GFP, kanMX®6,
mdm33::kanMX4

Schauss et al. (2006)

diese Arbeit
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2.2.2 Anzucht von Hefezellen

Als Standardmedium fir die Anzucht von Hefezellearde YPD (1% (w/v) Hefe Extrakt
(Serva, Heidelberg); 2% (w/v) Pepton (USB, Cleveladhio, USA); 2% Glukose)erwendet. Flr
obligat respiratorischen Metabolismus wurde YPG-Med (1% (w/v) Hefe Extrakt (Difco,
Lawrence, USA); 2% (w/v) Pepton (USB, ClevelandioQbSA); 3% Glyzerineingesetzt. Die
Selektion auf Zellen mit spezifischen Auxotrophiekean, z. B. nach Transformation mit
Plasmiden oder in Paarungsexperimenten, erfolgfeSailektivmedium mit 2% Glukose
(SD: 0,69% (w/v) Yeast-Nitrogen-Base ohne Aminas@@Formedium, Norwich, UK) supplementiert
mit Stamml6ésungen an 10 mg/l Amino- und 2 g/l Nuotiésen entsprechend der gewinschten
Selektionswirkung (je 2 ml Histidin, Methionin umdyptophan, sowie 3 ml Lysin oder Leucin und
jeweils 10 ml Uracil und Adenin-Sulfat); 2% (w/v)uose)und Gal-induzierte Genexpression
wurde unter Selektionsdruck auf entsprechendemk®ateedium mit 2% Galaktose (SGal)
vorgenommen. Das Kanamycin-Derivat Geniticin G42B0( pg/ml) fand Verwendung fur
die Selektion von deletionsalleltragenden, kananrgsistenten Hefezellen. Fir die
Herstellung von Medienplatten wurde den oben arfgegen Medien 2% (w/v) Agar-Agar
zugesetzt. Die Standard-Kultivierungstemperaturuget30°C. Kolben und Reagenzglaser

wurden unter Schitteln (150 rpm) inkubiert.

2.2.3 Wachstumsanalysen

2.2.3.1 Semiquantitative Wachstumstests zur Erfassg desMDM33-
Uberexpressionseffekts

Um fir eine groRe Anzahl an Hefestammen einen Uiokriiber das Wachstumsverhalten
bei Uberexpression voMIDM33 zu erméglichen, wurden semiquantitative Wachstastst
durchgefihrt. Dazu wurde jeweils die gleiche MeageZellmaterial strichférmig auf SGal-
Platten ausgebracht. Fir jeden zu untersuchenddeti@sstamm wurden Kontroll-
(pYX223) und Uberexpressionsplasmid (pYX2221-MDM33) enthaltende Transformanten
zum Vergleich nebeneinander aufgetragen. Nach gadnkubation bei 30°C wurde das
Wachstum aller Stamme mit und ohne UberexpressionMDM33 in die vier Stufen +++,
++, + und — eingeteilt, wobei +++ das starkste wnkein Wachstum kennzeichnete. Als

Referenz wurde jeweils parallel der transformisitiédtypstamm BY4742 bewertet.
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2.2.3.2 Erfassung des Wachstumsverhaltens mittelsipfel-Test

Tupfel-Tests (drop dilution test dienten zur Erfassung des Wachstumsverhaltens bei
Uberexpression voMDM33 oder moglicher respiratorischer Defekte. Im ergtath wurden
SD- und zur Induktion der Uberexpression SGal-Bfattenotigt. Die zweite Fragestellung
konnte mit Hilfe von YPD- und YPG-Platten untersuaterden. In beiden Fallen stellten die
glukosehaltigen Medien eine stammspezifische Refedar.

Die zu untersuchenden Stdmme wurden in 1,5 ml SI&r ¥ PD-Flussigmedium UGN
bei 30°C angezogen. Bei einer gpvon 0,5 bis 1 wurden die Zellen durch Zentrifugati
(1 min; RT; 13.000 rpm; Sigma 1-15, Rotor 121akgetrennt, zur Beseitigung von Medienresten
in 1 ml ddHO gewaschen und schlief3lich in 1 ml g@Hresuspendiert. Von der erhaltenen
Zellsuspension wurde eine Verdiinnungsreihe in Zgtmenzschritten bis 1Dhergestellt.
5 ul jeder Verdunnungsstufe wurden auf SD- und §Gaw. YPD- und YPG-Platten
getropft. Pro Platte wurden 4 bis 5 Stamme aufgetrawobei stets eine Wildtypkontrolle
mit inbegriffen war. Die Platten wurden zwei (YPBAUSD) bis vier Tage (YPG und SGal)
bei 30°C inkubiert.

2.2.3.3 Erfassung des Wachstumsverhaltens mit Wadhsiskurven

Fur das Erstellen von Wachstumskurven wurden 101bisnl Medium (YPD, YPG, SD,
SGal) mit einer entsprechenden 1,5 ml GN-Vorku#uf eine Olgy von 0,1-0,2 inokuliert.
Die Kulturen wurden unter Schitteln bei 30°C inkarbiln 60-Minuten-Schritten wurde die
ODegoo bis zur stationaren Phase gemessen. Durch hailitogssche Auftragung der logOD
gegen die Zeit t in min ergab sich die WachstumsakuAus dem linearen Bereich der Kurve

liel3 sich mit Gleichung 1 die Generationszeit gebbnen.

Gleichung 1: g :,Iogz—,x,t
A'Og ODxsoo

2.2.4 Ubertragung von genetischem Material irs. cerevisiaeZellen

2.2.4.1 Standard Hefetransformation und verwendet®lasmide

Um Plasmid-DNA in Hefezellen einzubringen wurde g@sick and Easy TRAFO Protocol®
(http://www.umanitoba.ca/faculties/medicine/biocligi@tz/Quick.html) verwendet. Die zu

transformierenden Hefestamme wurden jeweils awdreietwa 1 crhumfassenden Areal auf
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YPD- oder Selektivmediumplatten ausgestrichen uNdb@i 30°C inkubiert. Das dadurch
erhaltene, frische Zellmaterial wurde in 1 ml d@Hgewaschell min; RT; 13.000 rpm; Sigma
1-15, Rotor 12124)Parallel dazu wurde die als Carrier eingesetzteingsspermien-DNA
(2 mg/ml in ddHO; Sigma, Taufkirchen) durch 10-minitiges Kochemaderiert. Zur
Durchfuhrung der Transformation wurden die gereamngZellen mit folgenden Komponenten
in der angegebenen Menge und Reihenfolge durch dénd-Abpipettieren gemischt: 240 pl
50% (w/v) PEG 4000, 36 pl 1,0 M LiAc, 50 ul gekaelsss-Carrier-DNA (2 pg/ml) und 1 pg
Plasmid-DNA enthalten in 34 pl ddB. Der Gesamtansatz wurde durch Vortexen gemischt
und 60-90 min bei 42°C inkubiert. Eine Verlangerumgr Inkubationszeit auf 180 min
erhohte bei einigen Stdmmen die Transformatiorsefft um eine Zehnerpotenz.
Anschliel3end wurden die Zellen durch Zentrifugat{@nmin; RT; 13.000 rpm; Sigma 1-15,
Rotor 12124)vom Transformationsmix abgetrennt und in 1 ml gdHesuspendiert. 300 pl
der Losung wurden auf geeigneten SD-Selektivmediattgm verteilt. Nach einer
Inkubationszeit von 2-4 Tagen bei 30°C wurden fi@msante Kolonien sichtbar, die zur
weiteren Reinigung im Dreistrichverfahren auf fhisc Selektivmediumplatten Uberfihrt

wurden. Alle verwendeten Plasmide sind Tab. 2-éramehmen.

Tabelle 2-4: Verwendete Plasmide

Name Selektions- Referenz

marker

Verwendung

pVT100U-mtGFP URA3

Markierung von
Mitochondrien

Westermann & Neupert (2000)

pVT100U-mtRFP URA3 Markierung von Mark Durr (Institut fir
Mitochondrien Zellbiologie, Uni Bayreuth)
pYX113-mtGFP URA3 Markierung von Westermann & Neupert (2000)
Mitochondrien
pYX142-mtGFP URA3 Markierung von Westermann & Neupert (2000)
Mitochondrien
pRS416-mtRFP URA3 Markierung von Mozdy et al. (2000)
Mitochondrien
pYX223 HIS3 Negativkontrolle bei Novagen (Darmstadt)
Uberexpression von
MDM33
pYX223-GAL- HIS3 Uberexpression von Messerschmitt et al. (2003)
MDM33 MDM33
pRS416 URA3 Klonierungszwecke Sikorski & Hieter (1989)
pRS416-MSS2 URA3 plasmidale Expression diese Arbeit
von MSS2
pRS416-COX16 URA3 plasmidale Expression diese Arbeit
von COX16
pG19/T4 LEU2 plasmidale Expression Nobrega et al. (1990)
von COX10
pG188/T1 URA3 plasmidale Expression Nobrega et al. (2002)
von COX19
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2.2.4.2 Ubertragung mitochondrialer DNA durch Cytodiktion

Die Cytoduktion stellt eine Methode zum TransfenBiomolekilen von einer Donor- auf
eine Akzeptorzelle dar. Grundlage fiir diese Techsiikdie unvollstandige Paarung zweier
Hefezellen. Dabei lasst der Kernfusionsdefdtdr{415 Mutation) eines Paarungspartners
lediglich die Vermischung des Cytoplasmas einsgtité aller darin enthaltenen Molekule
sowie Organellen, nicht aber die Verschmelzungzatikerne zu. Infolgedessen bilden sich
keine diploiden, sondern dikaryote Zellen. Diest&at® ist instabil, sodass im Verlauf der
weiteren Vermehrung einer der Kerne verloren gelg.dadurch entstandenen Zellen weisen
nun ein gemischtes Cytoplasma (Heteroplasmon) &s#zielte Selektion gegen die
verbliebenen Donorkerne und mdglicherweise spocadentstandene diploide Zellen wurde
durch die Auswahl der verwendeten Stamme maoglicle. Akzeptorzellen waren Uracil-
auxotroph @ra3), wohingegen der verwendete Donorstamm so komestrwar, dass auf
jedem Chromosom eine Kopie des Gal-Uberexprimierb’dRA3Gens vorlag. Durch das
kodierte Genprodukt wird 5-FOA in ein toxisches dikt umgewandelt, sodass alle Zellen
mit wildtypischemURA3-Gen getotet werden (vgl. Abbildung 2-1).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Cytoduktion zubelragung von intakten
Mitochondrien und damit mtDNA verwendet. Das zugleiniegende Protokoll und der
Donorstamm J1361 (Lettiezt al, 2006) wurden von Robert Reid (Dept. of Genetics &
Development, Columbia Univ. College of Physiciam&l &surgeons, USA) zur Verfligung
gestellt.

Der Donorstamm wurde in Form eines Rasens und Kreegtorstamme punktformig
UN auf getrennten Medienplatten angezogen. FurPdigrung wurden der Donorrasen mit
Hilfe eines Samtstempels und die Rezipienten mei#&mpelwerkzeug auf eine gemeinsame
YPD-Platte Ubertragen. Nach achtstindiger Inkubabei 30°C erfolgte der Transfer der
gepaarten Zellen mittels Stempelwerkzeug auf S@kk8onsplatten, die 2 Tage bei 30°C
inkubiert wurden. Danach wurde eine weitere Ubgurg auf SGal-Platten mit
anschlieBender zweitagiger Inkubation bei 30°C higetihrt. AbschlieRend wurden die
Zellen auf SGal-5-FOA-Plattg,69% (w/v) Yeast-Nitrogen-Base ohne Aminosaufremgedium,
Norwich, UK) supplementiert mit 2 ml Histidin- sowie je 3 ml ibysund Leucin-Stammldsung;
50 mg/l Uracil; 0,1% (w/v) 5-FOA; 2% (w/v) Galak®s2% (w/v) Agar-Agar)iberstempelt und
weitere 2-3 Tage inkubiert. Die resultierenden &elhle enthielten nun ausschlief3lich Zellen
mit Rezipientengenom, was mit Hilfe von geeignet@ealektivmediumplatten Uberprift

wurde.
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(1) Anzucht der Zellen
Donor: MATa, URA3, Akzeptor MATa, ura3, Ayfg

karldl5 @ .
\1/ (5) Beurteilung des

® @ respiratorischen
‘ ?\/ (2) Paarung Wachstums

*_
\ /(:1) Ubertragung auf
(3) 5-FOA-Selektio Medium mit nicht-
gegen Donorkerne fermentierbarer

.-_./ —=u Kohlenstoffquelle
]

Abbildung 2-1: Schematische Darstellung der Cytoduk tion. (1) Anzucht von Donorzellen mit
intakten Mitochondrien (grin) und intakter mtDNA (dunkelgrine Punkte) sowie von
Akzeptorzellen (hier mit funktionsunfdhigen, DNA-freien Mitochondrien in rot). (2) Donor und
Akzeptorzelle bilden im Zuge einer unvollstandigen Paarung ein Heteroplasmon (gemischtes
Cytoplasma) aus und uUbertragen cytoplasmatische Komponenten, u. a. Mitochondrien. Parallel
kann es zu mitochondrialen Fusionsereignissen kommen, wéhrend denen funktionsfahige
Molekile und auch mtDNA ausgetauscht werden (orangefarbene Organellen). (3) Aufgrund des
wildtypischen URA3-Gens, dessen kodiertes Protein 5-FOA in ein Zelltoxikum umsetzt, sterben
alle Zellen mit Donorkern (braun). (4) Die Zellen werden abschlieRend auf YPG-Platten
transferiert, um auf wieder gewonnene respiratorische Kompetenz zu testen (5).

2.2.5 Komplementations-Test

Dieser Test beruht auf der Herstellung diploideliefeund ermdglicht es, das Vorhandensein
bzw. den Verlust von mtDNA direkt zu erfassen. Rie untersuchenden Stamme wurden
analog 2.2.7.1 mit dem mtDNA-defizienten Staimipl (mitochondriale DNA-Blymerase;
Foury, 1989) gekreuzt. Nach Uberstempeln auf YP&t&h wurde das Wachstum der
diploiden Klone beurteilt. Im diploiden Zustand IsmldasAmipl-Genom die Deletion des
Eltern-Teststammes komplementieren (und umgekeBasald dieser nun mtDNA, so war
Wachstum auf YPG mdglich. Das Erscheinen von Kaonliel3 somit einen direkten

Ruckschluss auf die Prasenz von mtDNA im ElterntStasam zu.

2.2.6 Hefe Adaptionsversuch

Die identifiziertenpetStamme wurden auf YPD-Platten angezogen, senglzeei YPG-
Platten mit 0,1% (w/v) Glukose Uberstempelt undgigsv2 d bei 30°C inkubiert. Der
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zusatzliche Anteil an fermentierbarer Kohlenstofitei im YPG-Medium ermdglichte ein
erleichtertes Anwachsen der Stamme und die langgapassung an die Notwendigkeit zu
Atmen. Dadurch wurde es mdglich, innerhalb deetKulturen auf Individuen mit
rudimentarer Atmungskompetenz zu selektieren. Aedbnd wurden die Stamme auf reine
YPG-Platten tberfihrt und ihr Wachstum nach 3 d30éC erfasst. Als ,trainierbar* wurden
Deletionsstamme eingestuft, bei denen mindestemskolonie zu beobachten war.

2.2.7 Herstellung von Doppelmutanten

2.2.7.1 Herstellung diploider Hefestdmme

Um Uber Tetradenanalysen Doppelmutanten herzustellerden zunéchst diploide Stamme
bendétigt, die Uber Kreuzung der entsprechendenditht entgegengesetzten Paarungstyps
erzeugt wurden. Dafur wurden die haploiden Zelkeict#6rmig auf zwei verschiedene YPD-
Platten ausgebracht, UGN bei 30°C inkubiert unddigrPaarung tUber Kreuz auf eine frische
YPD-Platte Uberstempelt. Nach einer weiteren UNthation wurden die Zellen auf
Selektivmediumplatten Uberfuhrt, deren Supplementatausschliel3lich das Wachstum
diploider Zellen zuliel (im Fall von BY-Kreuzungaaiso SD mit Histidin, Leucin und
Uracil). Diese waren nach 1-2 d bei 30°C deutlichder Kreuzungsstelle zu sehen und
wurden im Reinigungsausstrich auf frische SD-Phattéerfuhrt und 2-3 d bei 30°C

angezogen.

2.2.7.2 Sporulation und Tetradendissektion

Da diploide Hefezellen des BY-Stammhintergrundsder Regel nur maRig sporulieren,
wurde das speziell dafiur entwickelte GNA-Protoketn Riles & Curtis (http://www-

sequence.stanford.edu/group/yeast_deletion_prspectfiles) verwendet. Zunéchst wurden
durch Kreuzung hergestellte, diploide Zellen aufezwufeinanderfolgenden GNA-Platten
(3% (w/v) Nutrient Broth (Difco, Lawrence, USA); 1&4/v) Hefe Extrakt (Difco, Lawrence, USA);
5% (w/v) Glukose; 2% (w/v) Agar-Agajgweils UN bei 30°C inkubiert. Danach wurden 2 ml
Fllssig-Sporulationsmedium(1% (w/v) Kaliumacetat; 0,005% (w/v) Zinkacetat; der

normalerweise hinzugefiigten Aminosaure-Mengé) den Zellen beimpft und zunachst 5 d bei
RT und anschliel3end 3 d bei 30°C geschittelt. Migeter Zeit wurde der Anteil an Tetraden
lichtmikroskopisch Uberpruft. Waren nur wenig spiemende Zellen (< 10%) vorhanden,
wurde die Inkubation bei 30°C um weitere 2 d vegkm Bei ausreichender Anzahl wurden

270 pl der Sporulationskultur mit 30 pl Zymolyas@TZ.6sung (10 mg/ml; Seikagaku
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Corporation, Tokio, Japan) gemischt und 10 min B&i inkubiert. Jeweils 100 pl der
Suspension wurden strichformig auf YPD-Platten atrigen. Mit  Hilfe eines
Mikromanipulators (Schuett Labotechnik, Goéttingdlikon Eclipse 50i; Nikon Instruments,
Dusseldorf) wurden Tetraden dissektiert und digtéhaetwa 3 d bis zum Erscheinen von
Kolonien bei 30°C bebritet. Zur Vermehrung der @elsse wurden die vier gekeimten
Sporen jeder Tetrade auf frischen YPD-Platten avggz. Die Identitdt der Tetraden wurde
Uber YPD-G418- und SD-Platten (ohne Methionin bkwsin) Uberprift. Bei Tetraden mit
Doppelmutanten war auf allen Testplatten ein 2:2spaltungsverhaltnis zu erwarten.
Mogliche Doppelmutanten wurden zusatzlich durch RGRhweise der deletierten Gene

verifiziert.

2.2.8 Herstellung von Glyzerin-Stocks

Zellen wurden bis zu zwei Monate bei 4°C auf Megdlatten aufbewahrt. Fur eine langere
Lagerung wurden Hefe- und Bakterienstocks in 1586) @lyzerin mit frischen Kulturen von
Medienplatten oder aus Flussigmedium hergestetit. ersten Fall wurden 1,5 ml einer
15%igen (v/v) Glyzerinldsung in geeigneten Schréablechen vorgelegt und von Platte
entnommenes Zellmaterial (etwa 1%cHellen) darin resuspendiert. Alternativ wurden 780
30%ige (v/v) Glyzerinlosung und 750 ul Flussigkulgemischt. Die so vorbereiteten Stocks

wurden bei -20°C vorgefroren und bei -80°C gelagert

2.3 Methoden der Zellbiologie
2.3.1 Fluoreszenzmikroskopische Analysen

2.3.1.1 Anzucht von Hefezellen fur die Fluoreszenzkroskopie

Die zu untersuchenden Hefezellen wurden in 1,5 ed dntsprechenden Flissigmediums
(YPD, YPG, YPGal, SD, SGal) UuN bei 30°C angezogen frischem Medium verdinnt und
weitere 3-4 h bei 30°C inkubiert. Dabei sollte e®Bgoo von 0,5 bis 1,0 nicht Gberschritten
werden, um den Ubergang in die stationdre Phaseverhindern. Bei verlangerten
Generationszeiten, wie sie haufig in YPG- und SBassigmedium auftreten, wurden die
Zellen in 1,5 ml Medium angeimpft und direkt ohneeiteres Verdinnen nach etwa
15-stindiger Inkubation mikroskopiert.

Alternativ wurden die Zellen nicht lebend mikrosieh sondern zunéchst mit
Formaldehyd fixiert. Hierfir wurden Zellen aus 1 Killtur durch Zentrifugation geerntet
(1 min; RT; 13.000 rpm; Sigma 1-15, Rotor 1213a)1 ml PBS(137 mM Natriumchlorid, 2,7 mM
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Kaliumchlorid, 19 mM NgHPO,, 1,7 mM KHPO,; pH 7,4) mit 4% (v/v) Formaldehyd (37%ige
Stammldsung) resuspendiert und 30 min bei 30°Chigkti Fur die Mikroskopie wurden die
Zellen abzentrifugierfl min; RT; 13.000 rpm; Sigma 1-15, Rotor 121p4d in 1 ml frischem

PBS resuspendiert.

2.3.1.2 Farbung subzellularer Strukturen inS. cerevisiadlr die
Fluoreszenzmikroskopie

Farbung von Mitochondrien

Eine permanente, intrinsische Mitochondrienfarbumdebenden Zellen wurde durch GFP
und RFP mit vorgeschalteten mitochondrialen Présezen erreicht. Plasmide, die fur
entsprechende Proteinvarianten kodieren (Tab. 2siden mittels Transformation (2.2.4.1)
in die zu untersuchenden Hefezellen eingebrachP Gé#er RFP wurde entsprechend des
plasmideigenen Promotors konstitutiv oder induaerl.B. durch Galaktose) exprimiert.
Alternativ kdénnen Mitochondrien auch durch den-flobreszierenden Farbstoff
Rhodamin-B-Hexylester (Molecular Probes, EugeneA)lJ&nhgefarbt werden. Dieser wird
membranpotentialabhangig in die Mitochondrien anégemen und kann so zur selektiven
Detektion dieser Organellen genutzt werden. Fur &i&bung wurden pro 1 ml
logarithmischer Zellkultur 7 pl einer wassrigen Bamin-B-Hexylester-Losung (frische
1:100-fache Verdinnung aus 1 mM Stocklésung) zugemeDas Gemisch wurde vor der

Mikroskopie 5 min bei RT auf dem Drehrad inkubiert.

Farbung mitochondrialer DNA mittels DAPI (Jones & Fangman, 1992)

Der fluoreszierende Nukleinséaureinterkalator DAR16-Diamidino-2-phenylindol) wird in
der Zellbiologie zur Markierung von DNA verwend®brbereitend wurden die aus 1 ml GN-
Kulturen geernteten Zellefl min; RT; 13.000 rpm; Sigma 1-15, Rotor 1218dych 5-minltige
Inkubation in 700 pl Methanol fixiert und mit 1 MBS gewaschen. Fur die eigentliche
Farbung wurde das Zellpellet in 1 ml PBS aufgenommuit 1 pl DAPI-Stammldsung
(2 mg/ml in ddHO) versetzt und 5 min bei RT inkubiert. Darauf fely vier Waschschritte
mit jeweils 1 ml PBS, wobei die Zellen jeweils doreinminttige Zentrifugation bei RT und
13.000 rpm(Sigma 1-15, Rotor 12124yieder gewonnen wurden. Die fixierten und gefarbte
Zellen wurden abschlieRend in 500 pl PBS resuspendnd entweder sofort mikroskopiert

oder bis zu 1 Woche bei 4°C gelagert.
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Erfassung von Reaktiven Sauerstoff Spezies (ROS) ttells DHR-Farbung

Dihydrorhodamin-123 (DHR; Molecular Probes, Eugeb&A) ist ein membranstandiger
Farbstoff, der durch ROS zu grin fluoreszierendemodamin-123 oxidiert wird. Fur die
Farbung wurden 500 pl Hefekultur mit 1 pul DHR-L6gu@,5 mg/ml in DMSO) versetzt und
2 h bei 30°C inkubiert. Die Zellen wurden durch ##ngation geerntet(l min; RT;

13.000 rpm; Sigma 1-15, Rotor 12124) 1 ml PBS gewaschen und in 50 pl PBS resuspéandi
Als Positivkontrolle einer vollstandigen Farbung rden HO,-behandelte Wildtypzellen
(dreistindige Vorinkubation der Zellen in YPD m@ thM H,O,) wie beschrieben gefarbt.

2.3.1.3 Fluoreszenzmikroskopie

Fur die Untersuchung verschiedener strukturelled physiologischer Eigenschaften von
Hefezellen wurde die Fluoreszenzmikroskopie alshtiges Hilfsmittel eingesetzt. Zu
untersuchende Zellen wurden dabei in 0,5% (w/v)wLBlelting Point-Agarose® auf dem
Objekttrager immobilisiert. Die Mikroskopie wurde a&inem Axioplan 2 Mikroskop mit
Plan-Neofluar 100x/1,30 NA Ph3 OI-Objektiv (Carlige Lichtmikroskopie, Gottingen) und
HBO100 Quecksilberdampflampe durchgefuhrt. DigitBIEC- und Fluoreszenzaufnahmen
wurden mit einer Evolution VF Mono Cooled-Kameratéls, Gottingen) aufgenommen und
mit der Software ,Image ProPlus 5.0 sowie ,ScomeRr5" (Media Cybernetics, Silver
Spring, USA) bearbeitet. Alle verwendeten Fluoraghand die damit sichtbar gemachten
Ziele sind Tab. 2-5 zu entnehmen. Des Weiteren dirdentsprechenden Filtersatze (Carl
Zeiss Lichtmikroskopie, Gottingen) angegeben. Rigrande liegenden Farbeprotokolle sind

im vorangehenden Kapitel 2.3.1.2 beschrieben.

Tabelle 2-5: Verwendete Fluorophore mit dazugehérig  en Zielen und Filtern

Ziel Fluorophor Filtersatz
Mitochondrion mtGFP Nr.09 (Anregung: 450-490 nm;
Emission: >515 nm)
mtRFP/ dsRed Nr.15 (Anregung: 534-558 nm;

Emission: >590 nm)
Rhodamin-B-Hexylester ~ Nr.15

(mitochondriale) DNA DAPI Nr.01 (Anregung: 365/12 nm;
Emission: 397 nm)
ROS DHR Nr.09
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2.3.2 Elektronenmikroskopie
2.3.2.1 Anzucht der Hefezellen fiir die Elektronennkiroskopie

Hefezellen wurden in 1 ml Vorkulturen des entspescten Mediums (YPD, YPG oder SD)
8 h Uber Tag bei 30°C inkubiert und abends zum PB&m von 50 ml Hauptkulturen
eingesetzt. Diese wurden UN unter Schutteln beC38S zum Erreichen einer @ von 0,5-
1,0 inkubiert und anschlieRend fur die Elektronéaroskopie prapariert (2.3.2.2).

Bei der Verwendung von Zellen aus SGal-Medium fig t)berexpression von
MDM33 wurde die Vorgehensweise leicht abgeandert, umgedieiinschte Zelldichte zu
erreichen. Zunachst wurden Vor- und Hauptkultur wleen beschrieben in SD-Medium
hergestellt. Bei einer Qfg von 0,5-1,0 wurden die Zellen pelletiert, zweinmait SGal
gewaschergs min; RT; 4.000 rpm; Eppendorf Centrifuge 580&®tor A-4-44)und schliel3lich in
50 ml frischem SGal aufgenommen. Fir die vollstgadnduktion desGAL-Promotors und
die Ausbildung des Uberexpressionsphanotyps (Wilditys Referenz) war eine weitere

Inkubation von 10-14 h erforderlich.

2.3.2.2 Hefepraparation nach Baueet al. (2001) und Einbettung von Hefezellen
nach Spurr (1969)

Die Zellen wurden mittels Zentrifugatiqd min; 4°C; 5.000 rpm; Eppendorf Centrifuge 5804R,
Rotor A-4-44)geerntet, mit 10 ml PBS gewaschen und durch 3Qxnge Inkubation bei 4°C
in 10 ml Fixierungspuffe(2% Glutaraldehyd, 1 mM Cagin 0,1 M Cacodylat-Puffer, pH 7,2)
Aldehyd-fixiert. Nach drei Waschschritten mit jeVgeil0 ml Cacodylat-Puffe 0,1 M
Na-Cacodylat, pH 7,2)wurde die Zellwand fir eine bessere Zugangliahkei Kontrastmittel
abgel6st. Dazu wurden die Hefezellen mediumabh&hgiigis 30 min bei Raumtemperatur in
Tris-Sorbitol-Puffer (50 mM Tris, pH 7,5; 5 mM Mggl 1,4 M Sorbitol) mit 0,5% (v/v)
2-Mercaptoethanol und 0,15 mg/ml Zymolyase 20T K&gaku Corporation, Tokio, Japan)
inkubiert. Danach wurden die Zellen durch Zentrétign (5 min; 4°C; 5.000 rpm; Eppendorf
Centrifuge 5804R, Rotor A-4-4¢pm Uberstand abgetrennt und zweimal mit 10 mloQgilat-
Puffer gewaschen. Der dritte Waschschritt wurde Yofumenreduktion mit nur 2 mi
Cacodylat-Puffer in einem Eppendorf-Reaktionsgedafchgefihrt(5 min; RT; 13.000 rpm;
Sigma 1-15, Rotor 12124k-Ur die anschlieRende OsBixierung wurde das Zellpellet zunachst
in 0,5 ml 0,5% (w/v) Osmiumtetroxid gel6st, danactit 0,5 ml 0,8% (w/v) Kalium-
ferrocyanid in ddHO versetzt und fur 5 min bei 4°C inkubiert. AnseRiend wurde dreimal
mit je 1 ml ddHO gewaschen5 min; RT; 13.000 rpm; Sigma 1-15, Rotor 1212BDjiese
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Vorgehensweise wurde fur eine vollstandige Stabiisig der Membranstrukturen und
Farbung der Membranlipide wiederholt.

Die fixierten und gereinigten Zellen wurden fur dignbettung in Agarose im
Verhéltnis 1:1 (v/v) mit 2% (w/v) Agarose Typ IX rgetzt. Das gehartete Agarose-Zell-
Gemisch wurde mit einer Rasierklinge in 1 fhgnoRe Bléckchen geschnitten, die in einem
Reaktionsgefal? mit 2 ml 1% (w/v) Uranylacetat-Laguiberschichtet und 90 min bei
Raumtemperatur oder UN bei 4°C inkubiert wurdenciN&/aschen mit 2 ml ddi® wurde
die Zellen mit Hilfe eines Acetongradienten entveiisaindem die Blockchen jeweils 15 min
in 2 ml 25%, 50%, 70% und 96% Aceton (v/v in @@y und dreimal 20 min in 100%
entwassertem Aceton p.a. inkubiert wurden. Fuddmauffolgende Durchtrankung mit Spurr-
Harz (40 ml bestehen aus: 26 g Nonenylsuccinicamthy@NSA), 10 g ERL-4221D, 6 g
D.E.R. 736 und 0,4 g 2-Dimethylaminoethanol) wurdeB, 1:1 und 3:1 Spurr:Aceton-
Gemische hergestellt. Die Inkubationszeit in de&8- lund 3:1-Mischung betrug je 3-4 h.
Dazwischen erfolgte ein UN Inkubationsschritt inuBpAceton = 1:1. Danach wurden die
Blockchen zweimal fir 3-4 h und UN in purem Spumgelegt. Zum Abschluss der
Einbettung wurden die vorbereiteten Bléckchen in Spurr geflllte Beam-Kapseln (BAL-
TEC, Witten) gegeben, 3-4 h bei 40°C vorpolymertsied zur vollstandigen Polymerisation
2-3 d bei 50°C im Trockenschrank inkubiert. Die gelgirteten Harzstlicke wurden aus den

Plastikkapseln entnommen und wie unter 2.3.2.3Hregten weiter verarbeitet.

2.3.2.3 Trimmen, Schneiden und Nachkontrastierung

Mittels Diamantfrdse und Trimmgerat EM TRIM (Leiddensheim) wurde Uberschissiges
Harz von den Hefezellen enthaltenden Blocken emtfeknschlielRend wurden mit einem
Diamantmesser (Diatome, Biel, Schweiz) im Ultraratbm Leica Ultracut UCT (Leica,
Bensheim) 50 nm-dicke Segmente abgetrennt undaldd® von 4-5 Schnitten mit befilmten
Kupfer-Lochgrids (,slot grids”, 2x1 mm; Plano, Wkt®) aufgenommen.

Die Nachkontrastierung der Proben erfolgte nachnBlelg (1963). Hierfiir wurden die
getrockneten Lochgrids fir 10 min in 2% (w/v) Urlaoetat-Losung, dreimal 1 min in
ddH;O, 3 min in Bleicitrat-Losung2,1 ml Natriumcitrat-Lésung: 4,12 g in 50 ml dgH+ 2,1 ml
Bleinitrat-Lésung: 3,13 g in 50 ml ddB + 0,8 ml 1 M NaOH)und weitere dreimal 1 min in
ddH,O inkubiert. AnschlieBend wurden die Grids mindestd h auf einem Filterpapier

getrocknet.
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2.3.2.4 Elektronenmikroskopie

Die elektronenmikroskopische Untersuchung der Rrobdolgte bei 80 kV an einem
EM 902 A Transmissions-Elektronenmikroskop mit tlakamera (Carl Zeiss SMT,
Oberkochen). Die erhaltenen Negative (Kodak, Santfgvurden entwickelt und mit 300 dpi
mit einem ScanMaker i900 (Mikrotek, Overath) eirggast.

2.3.2.5 Befilmen von Kupfer-Lochgrids

Fur die Bildung eines gleichmafigen Films wurdeaubtreie Objekttrager in 1%ige
Pioloformlésung ((w/v) in Chloroform) gelegt undsahlie3end an der Luft getrocknet. Der
Film wurde auf eine Wasseroberflache uberfihrt, Witpfer-Lochgrids (,slot grids®,

2x1 mm; Plano, Wetzlar) belegt und mit Parafilm \aer Oberflache abgenommen. Nach

dem Trocknen wurden die befilmten Lochgrids an&@dy2.3 verwendet.

2.4 Methoden der Proteinbiochemie

2.4.1 In vivo Markierung mitochondrialer Translatio nsprodukte

Das mitochondriale Translationsprofil verschiederdefedeletionsstamme wurde nach
Westermanret al. (2001) erfasst. Hierbei wurden mitochondrial sytitierte Proteine bei
Hemmung der cytosolischen Translation selektivaakliv markiert. Die zu untersuchenden
Stamme wurden in 1,5 ml SD- oder SR-Medi(8rMinimalmedium mit 2% (w/v) Raffinos) h
UN bei 30°C inkubiert und danach zum Beimpfen vOnni-Hauptkulturen eingesetzt. Bei
Erreichen einer O, von 0,5-2,0 wurden die Zellen durch Zentrifugatigeerntet(4°C;
10 min; 4.000 rpm; Eppendorf Centrifuge 5804R, Rétal-44)und mit frischem Medium auf eine
ODgoo Von 3,0 eingestellt. 250 pl dieser Zellsuspensvanden in ein 1,5 ml Reaktionsgefald
Uberfihrt und zum Stoppen der cytosolischen Trépsisaktivitat mit 10 pl einer frisch
hergestellten Cycloheximidldsung7,5 mg/ml in Ethanol) versetzt. Nach 5-minutiger
Inkubation bei 30°C wurden 8 pl Aminoséaurelésu(@mg/ml jeder Aminoséaure auRer
Methionin) sowie 2 pl 1°S]-Methionin (10 mCi/ml; Hartmann Analytics, Brachsveig)
hinzugefiigt und der Reaktionsansatz 30 min bei 3@&Schuttelt. Danach wurde die
radioaktive Markierung durch Zugabe von 0,5 mg/rmla@amphenico(65 mg/ml in Ethanol)
mit 10-mindtiger Inkubation bei 30°C beendet. Zmbéh wurde davor 5 min mit 4,4 M
.kaltem“ Methionin inkubiert, um radioaktive Abbraftagmente zu komplettieren, die

storendes Hintergrundsignal verursachen konntea. Zgillen wurden durch Zentrifugation
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(15 min; 4°C; 12.000 rpm; Hettich Mikrorapid/K, Rot1395)vom Reaktionsmix abgetrennt und
in 500 pl ddHO resuspendiert. Die Zellsuspension wurde mit 73 ydel6sung(1,85 M
NaOH; 7,5% (v/v) 2-Mercaptoethanolyersetzt, gevortext und 10 min bei RT inkubiert.
AbschlieRend wurden die Proteine mittels TCA-Faluabgetrennt. Daflir wurden die
lysierten Zellen mit 600 pl 50% (w/v) TCA-L6ésungngscht und 30 min auf Eis inkubiert
und 30 min zentrifugier4°C; 12.000 rpm; Hettich Mikrorapid/K, Rotor 1399)as Pellet wurde
mit eiskaltem Aceton gewaschen, bei 37°C getrockindtin 50 pl 1x Probenpuffé2% (w/v)
SDS, 10% (viv) Glyzerin, 2% (v/v) 2-Mercaptoethar®D2% (w/v) Bromphenolblau, 60 mM
Tris-HCI, pH 6,8)durch 30 min Schitteln bei RT aufgenommen. Jev&llsil Probe wurden
fur die gelelektrophoretische Auftrennung mitteéBDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(2.4.2) verwendet.

2.4.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE

Die Auftrennung von radioaktiv markierten, mitockioial exprimierten Proteinen erfolgte
mittels diskontinuierlicher SDS-PAGE nach Laemmili970). Fur die Herstellung der
Sammelgele (10 x 150 x 1 mm) wurden 5% (w/v) Aamildy 0,033% (w/v) Bisacrylamid,
60 mM Tris-HCI (pH 6,8), 0,1% (w/v) SDS, 0,05% (W/Mmmoniumpersulfat (APS) und
0,1% (v/v) N,N,N",N’,-Tetramethylethylendiamin (TEW) verwendet. Die Trenngele der
GrofRe 90 x 150 x 1 mm bestanden aus 16% (w/v) Aoryg, 0,1% (w/v) Bisacrylamid,
385 mM Tris-HCI (pH 8,8), 0,1% (w/v) SDS, 0,05% Wv/APS und 0,035% (v/v) des
Polymerisationsstarters TEMED (Westermaatnal, 2001). Die Elektrophorese erfolgte in
einer senkrechten Kammer mit 1x SDS-Laufpu{tet% SDS, 192 mM Glycin, 25 mM Trixi
einer konstanten Stromstarke von 25 mA. AnschlidBemurden die Proteine auf
Nitrocellulosemembranen Ubertragen (2.4.3).

2.4.3 Transfer von Proteinen auf eine Nitrocellulosmembran (Western-
Blot) und Autoradiographie

Elektrophoretisch aufgetrennte Proteine wurden semi-dry“-Blotverfahren (Towbirt al,

1979) auf Nitrocellulosemembranen (Hybond; AmershBiosciences, Piscataway, USA)
Ubertragen, um sie fir die Autoradiographie zugéhgku machen. Dafur wurden die
Nitrocellulosemembran und sechs Whatman-Filterpapi@r 20 min in Transferpuffer
(39 MM Glycin, 48 mM Tris, 0,037% (w/v) SDS, 20%v)(Wethanol) getrankt. Drei der

angefeuchteten Filterpapiere wurden auf die unBragphitelektrode (Anode) gelegt. Darauf
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folgten die Nitrocellulosemembran, das SDS-Gel whel verbleibenden drei Whatman-
Papiere. Fir die Ubertragung wurde Strom der StarkemA/cn? fir 1,5 h angelegt. Zur
Kontrolle der Transfereffizienz und zur MarkiereesdStandards wurden die Proteine durch
2-mindtige Inkubation der Membran in Poncaeu S-bgs{®,5% (w/v) Ponceau S, 18 mM
TCA) sichtbar gemacht. Eine selektive Detektion denoadiv markierten Proteinspezies
wurde mittels Autoradiographie erreicht. Die auéggen Rontgenfilme (Fuji medical X-ray
film Super RX; Fuji, Dusseldorf) wurden nach 2-5tg@y Exposition entwickelt und
ausgewertet.
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3 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

3.1 Genetische Basis von respiratorischem Wachstum,
mitochondrialem Genom-Erhalt und mitochondrialer Proteinsynthese
in Saccharomyces cerevisiae

Die Gewinnung von Energie Uber die oxidative Phosyglrerung ist die Grundlage des
hoheren eukaryotischen Lebens und wurde deshalpeleemd erforscht. Als besonders
geeigneter Modellorganismus erwies sich die BaaKerls. cerevisiag weil sie als
fakultativer Anaerobier in der Lage ist, ihren Egiebedarf ausschlie3lich tber Fermentation
zu decken. Dadurch sind respiratorisch inkompetekigtanten lebensféhig, solange
fermentierbare Kohlenstoffquellen (z. B. Glukose) ¥erfigung stehen. Allerdings bilden
sie bereits bei Limitierung fermentierbarer Kohkeffsjuellen kleinere Kolonien aus als
Wildtypzellen, was mit dem Begrifpetite (pef) beschrieben wird (Ephrusst al, 1949).
Entsprechende respiratorisch inkompetente Mutantemrden deshalb algetMutanten und
beteiligte Gene alpetGene bezeichnet. Durch Hefestudien konnten beEgitke des letzten
Jahrhunderts mehr als 100 atmungsrelevante Genendgf werden (Tzagoloff &
Dieckmann, 1990; Contamine & Picard, 2000). Dieftfglarkeit kommerziell erwerblicher
Deletionsbibliotheken, die Deletionsmutanten fakéra4d800 nicht-essentieller Hefegene
enthalten, er6ffnet heute die Mdglichkeit, durcingweite Analysen ein umfassendes Bild

atmungsrelevanter Gene und Prozesse zu erhalten.

3.1.1 Durchmusterung einer Hefedeletionsbibliothekach Mutanten mit
Wachstumsdefekt auf nicht-fermentierbarer Kohlenstdfquelle

3.1.1.1 Vergleichende Gendeletionsanalyse

In zwei vorangegangenen Arbeiten wurden kéauflickegbbare Deletionsbibliotheken nicht-
essentieller Hefegene verwendet, upetMutanten bzw. petGene umfassend zu
identifizieren. Durch Dimmeret al. (2002) wurden so 34petMutanten innerhalb der
homozygot diploiden Bibliothek gefunden. Lubanal. (2005) isolierten 35petMutanten
aus derMATaDeletionsbibliothek. Obwohl beide Stammsammlungers den praktisch
isogenen Stdmmen BY4743 bzw. BY4741 (Brachmahral, 1998) konstruiert worden
waren, stimmten die gewonnenen Datensatze nuejparierein: Nur etwa 2/3 (240) dpet
Gene waren in beiden zu finden (Abb. 3-1 A). Im Reh der vorliegenden Arbeit sollte
deshalb ein dritter Datensatz gewonnen werden, igrbebbachteten Abweichungen und ihre
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molekularen Grundlagen in weiterfiihrenden Experit@ezu untersuchen. Hierfur wurde die
~4800 Hefestamme umfassedATa-Deletionsbibliothek (BY4742; ebenfalls isogen and
beiden anderen verwendeten Bibliotheken; Giaeteal, 2002; Kastenmayesgt al, 2006)
analog zu den beiden vorangegangenen Durchmustruagf Vollmediumplatten mit
Glyzerin als Kohlenstoffquelle (YPG) ausgebrachtachl 6 d wurde die Fahigkeit zu
respiratorischem Wachstum beurteilt. In &\ Ta-Deletionsbibliothek waren demnach 319
respiratorisch inkompetente Mutanten enthalten, 31&8petGenen entspricht (Tab. Al).
Durch einen Vergleich mit den Ergebnissen von Dénat al. (2002) und Lubaret
al. (2005) wurden 176 Gene ermittelt, die in alleni ddarchmusterungsverfahren giet
Gene identifiziert wurden (Abb. 3-1 B). Hierbei klait es sich offensichtlich upetGene,
deren Deletionen stets zur respiratorischen Inkaeemzefiihren. Im Folgenden werden diese
als hoch penetrant bezeichnet. Dartiber hinaus wit&rGene in zwei von drei Datensétzen
bzw. 237 Gene in nur einem Datensatz zu findenebDiabzu beachten, dass 19 der Gene aus
den beiden letztgenannten Gruppen nicht in allemdsrn nur in einer oder zwei der

durchmusterten Bibliotheken enthalten waren.

(A) (B)
Dimmer et al. Luban et al. Dimmer et al. Luban et al.
341 pet-Gene 355 pet-Gene 341 pet-Gene 355 pet-Gene

iegende Arbeit

319 pet-Gene
Detektionsfrequenz in den Durchmusterungen kommerziell erwerblicher Deletionsbibliotheken:

[J2von2 [ ]1von2 3 von 3 [J2von3 [ ]1von3

Abbildung 3-1: Verteilung nuklearer  pet-Gene in den untersuchten Deletionsbibliotheken.

(A) Die im Vorfeld dieser Arbeit durchgefiihrten Durchmusterungen von Deletionsbibliotheken
nach pet-Mutanten (Dimmer et al., 2002 und Luban et al., 2005) zeigen eine Ubereinstimmung
von nur 2/3. (B) Unter Einbeziehung des im Rahmen dieser Arbeit erhaltenen Datensatzes wird
eine noch grol3ere phanotypische Plastizitat deutlich. Gleichzeitig lasst sich eine Gruppe von 176
Genen als hoch penetrante pet-Gene erfassen, deren Deletion in allen Fallen zur Auspragung
eines pet-Phanotyps fihrt (nach Merz & Westermann, 2009).

Um einen besseren Einblick in die molekularen Glageh der respiratorischen Inkompetenz

zu erhalten, wurden alle hier identifizierten 33&Gene gemal ihres Auftretens in den drei
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petScreens sowie der intrazellularen Lokalisation &odktion ihrer Genprodukte gruppiert
(Tab. A2). Hierfir wurden Daten aus d8accharomycessenome Database (SGD; Issel-
Tarver et al, 2002) oder aus manuellen Annotationen verwendéb. 3-2 fasst die
Ergebnisse graphisch zusammen. 73,3% der hoch rpetest petGene (129 von 176)
kodieren mitochondrial lokalisierte Proteine. Inmlfeer zwei- von dreimal detektierten Gene
ist der Anteil an mitochondrial lokalisierten Geagukten auf 52,1% reduziert. Eine noch
deutlichere Senkung des Anteils auf 14,7% ist fig dur in einer Durchmusterung
identifizierten petGene zu verzeichnen (Abb. 3-2 A). Es besteht asee deutliche
Korrelation zwischen der Penetranz gesPhanotyps und der mitochondrialen Funktion.

Unter Beriicksichtigung der Funktionen der durah 16 hoch penetrant@etGene
kodierten Proteine wird deutlich, dass ein Grof3fi@il den Erhalt und die Expression des
mitochondrialen Genoms (78) sowie die AssemblierdagAtmungskette (24) bendtigt wird
(Abb. 3-2 B). 13 ORFs sind vermutlich nicht protedierend, weil sie mit anderen
bekannten Genen Uuberlappen. Damit betragt die Andeh proteinkodierenden hoch
penetrantepetGenede factol63.

Acht der hoch penetrantgpetGene YDRO065w YGR150¢ YJLO46w YLLO33w
YLRO91w YMR293¢ YOR305wund YPR116W kodieren fur bisher uncharakterisierte
Proteine. AuRerdem wurden zwei zusétzliche ORf$LR13cund YJLO62w-a identifiziert,
die nur in der vorliegendeMATa-Bibliothek enthalten waren, aber durch anderweitig
Studien (Wysockiet al, 1999; Kastenmayegt al, 2006) alspet bestatigt sind. Alle zehn
entsprechenden Deletionsstdamme wurden mittels R&€iRziert. Damit wurde eine Gruppe
von zehn interessanten Genen identifiziert, RIRG1bis RRG10genannt wurden. Bei ihren
Produkten handelt es sich um neue Faktoren, died@ir Erhalt der respiratorischen
Kompetenz bendtigt werdeneQuired for_espiratory_gowth).

Annahernd alle hier identifizierten Deletionsmu&m hoch penetrantgpetGene
(95%) zeigten auch in anderen Analysen des gesa@eapools an Hefedeletionsmutanten
(Steinmetzet al, 2002; Prokiscret al, 2004) reduzierte Fitness auf nicht-fermentierbare
Kohlenstoffquelle. Im Unterschied zu Steinmetzl. (2002), wo ein vergleichsweise grol3er
Satz an potentiell atmungsrelevanten Genen gefunderde (466 Gene; 43,1% mit
mitochondrialen Genprodukten), ist die hier vorganmene vergleichende Gendeletions-

analyse wesentlich selektiver (176 Gene; 73,3%mtdchondrialen Genprodukten).
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(A)
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MtRNA-Synthese (7)
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Proteine (12
(12) B mitochondrial

. . @ extra-mitochondrial
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Atmungskette (24) O fragliche ORFs

Abbildung 3-2: Funktionelle Gruppierungen der nukle aren pet-Gene. (A) Die intrazellulare
Lokalisation der von pet-Genen kodierten Proteine wurde mit dem Auftreten ihrer Gene in den
drei Durchmusterungen der Deletionsbibliotheken ins Verhéltnis gesetzt (vgl. Tab. A2). Dadurch
wird eine Korrelation zwischen mitochondrialer Funktion und Haufigkeit der Detektion deutlich.
Der Anteil an mitochondrialen Proteinen ist innerhalb der Gruppe der hoch penetranten pet-Gene
(3/3) am groRten. (B) Uberblick uber die zellularen Funktionen der von hoch penetranten pet-
Genen kodierten Proteine. Die zugrundeliegenden Daten entstammen der Saccharomyces
Genome Database (SGD; Issel-Tarver et al., 2002) und manuellen Annotationen (nach Merz &
Westermann, 2009).

3.1.1.2 Aussagekraft der Ergebnisse

Die vergleichenden Untersuchungen lieferten 163epmkodierende, hoch penetrarget
Gene und spiegelten zudem eine erstaunliche RtastdespetPhanotyps widerFur die
zugrundeliegenden Unterschiede im Wachstumsverhalten Deletionsstammen aus

verschiedenen Bibliotheken sind grundsatzlich zwarischiedene Ursachen denkbar. Zum
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einen kdonnen Bibliotheken falsche Stamme enthal@a teilweise von uns und anderen
Arbeitsgruppen beobachtet). Zum anderen konnteigeeiDeletionsstamme Uber die Zeit
auch Eigenschaften erwerben bzw. Funktionen verliem dies zu unterscheiden, wurden
als Stichprobe die Genotypen von 39 Mutanten ausM&Ta-Bibliothek mittels PCR
Uberpruft. Generell ist es wahrscheinlicher, dasspezifischer Phanotyp verdeckt wird, als
dass er zuféllig neu entsteht. Inkorrekte Mutargeitten deshalb besonders héaufig innerhalb
der Gruppe von Stammen zu finden sein, die in zwi drei Bibliothekenpet sind.
Demzufolge waren 19 der 39 zufallig ausgewéhltentaviten solche, die in devMIATa-
Bibliothek respiratorisch kompetent waren, abedén homozygot diploiden und dbtATa-
Bibliothek pet Sechs davon Afal012w Aybl038w Aydl202w Aydr268w Ayor205¢
Aypl029w besal3en ausschlief3lich das Wildtypgen, siebhgdr31¢ Aydr332w Ayjl036w,
Ayjr090c Aymr066w Aypr047w Ayprl24w trugen sowohl Wildtyp- als auch Deletionsallel
und weitere sechs Mutanter\y@l047¢ Aybrl63w Aydr323¢ Aykl148¢ Ayml08lc-a
Ayml1299 wiesen den korrekten Deletionsgenotyp auf. Zlistzwurden auch zehn
Mutanten Uberpruft, dergretPhéanotyp nur in davlATa-Bibliothek, nicht aber in den beiden
anderen zu detektieren war und weitere zehn Mutawlie in allen drei Screemet waren.
Alle 20 Deletionsstamme besal3en den korrekten @endtas heildt, dass jedes Mal, wenn
eine falsche Deletion detektiert wurde, getPhé&notyp durch die Prasenz des Wildtypallels
verdeckt wird. Im Gegensatz dazu waren alle gdwsterespiratorisch inkompetenten
Mutanten genotypisch richtig. Daraus kann gefolgegtden, dass ein gewisser Anteil an
Unstimmigkeiten zwischen dempetScreens bzw. den zugrundeliegenden Bibliotheken
tatséchlich auf falsche Stamme zurickzufihren@ichzeitig zeigt sich aber deutlich, dass
eine relativ grol3e Anzahl an bewiesenermalien kimmelkiutanten Wachstumsunterschiede
aufweist. Die vorgenommenen PCR-Analysen demomstriealso eine phanotypische
Plastizitdt vonpetMutanten. Des Weiteren ist die beobachtete Katimlazwischenpet
Phanotyp und mitochondrialer Lokalisation ein ktalenweis darauf, dass die Variabilitat
nicht nur aufgrund falscher Stdmme zustande komsohdern biologische Prozesse

widerspiegelt.

3.1.2 Charakterisierung der identifizierten petStamme durch funktionelle
Tests

Ziel der Arbeit war nicht nur die Erfassung vpetGenen, sondern auch das Herausarbeiten
der molekularen Basis der respiratorischen Kompetkn nachsten Schritt wurden deshalb
alle 319 petMutanten aus deMATa-Bibliothek funktionellen Tests unterzogen. Dadurch
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wurden die Mutanten funktionell gruppiert, was Aalfliss tber die Beteiligung bestimmter
Gene an fundamentalen Prozessen, wie z.

Experimente und eine Zusammenfassung der gewonnEngebnisse. Erklarungen und

Interpretationen sind dem folgenden Text zu entregshm

Tabelle A3

Abbildung 3-3: Zusammenfassung der systematischen f

MAT a-Bibliothek isolierten 319 pet-Mutanten. Graue Felder stellen Gruppen an Mutanten dar,
die weiter analysiert wurden, und schwarze Felder enthalten den letzten Schritt der Auflésung der
funktionellen Analysen. Detaillierte Beschreibungen sind dem folgenden Text zu entnehmen. Die

B. demltEdem mtDNA oder der
mitochondrialen Translation lieferte. Abb. 3-3 kie¢inen Uberblick tiber die durchgefiihrten

319 pet-Mutant en

aus der MATa-Deletionsbibliothek

I Tabelle A1
Rettung durch
Kreuzung mit Amipl

Rettung durch
Cytoduktion

\ v \ v
162 Mutanten 157 Mutanten 252 Mutanten 67 Mutanten
[rho°] oder [rho] [rho'] nicht gerettet gerettet
I 1 1 | I
I '

118 Klasse | -
Mutanten

23 Klasse I -
Mutanten

Rolle
extragenomischer
Faktoren

Tabelle A6

Cytoduktion und
DAPI-Farbung

v

16 Gene

erforderlich fur
mtDNA-Erhalt

Tabelle 3-1

88 Gene

far mtTranslation
bendotigt

Tabelle 3-2

v

44 Klasse | V-
134 Klasse Il - Mutanten
Mutanten unspezifischer
Verlust der mtDNA
| Tabelle A3
Adaption an

Kohlenstoffquelle

v

v

102 Mutanten
mit sichtbarer
MtDNA

57 Mutanten
kein Wachstum
auf YPG
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Tabelle 3-3
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Tabelle A5

unktionellen Analyse der aus der

Tabellen A1-5 sind im Anhang zu finden (nach Merz & Westermann, 2009).
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3 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

3.1.2.1 Wiedergewinnung der respiratorischen Aktivi&at durch Kreuzung mit
Amipl und/oder Cytoduktion

Ein petPhanotyp wird haufig durch kompletterh§®] oder partiellen fho] Verlust der
MtDNA verursacht (Contamine & Picard, 2000). Debkhakollte {ber einen
Komplementationstest zunéchst der Status der mtXNden petMutanten erfasst werden.
Hierfir wurden die zu untersuchenden Stamme mit 8&ammAmipl gekreuzt, in dem das
Gen flr die_mtiochondriale DNA-Blymerase deletiert ist und deshalb keine mtDNAiggt
(Foury, 1989). Im diploiden Zustand werden die Defen beider Ausgangsstdmme durch
das jeweilige Partnergenom komplementiert. WachsaumYPG erfolgt aber trotzdem nur
dann, wenn depetPaarungspartner intakte mtDNA zur Verfigung stélites ermoglicht
eine direkte Aussage Uber die mtDNA-Situation inst§&mm. Nach der Kreuzung wurde fur
157 heterozygot diploide Stamme eine wiedererlaregpiratorische Kompetenz festgestellt,
sodass die entsprechenden parentaéi$tamme alsrho’] identifiziert werden konnten. 162
Stamme waren auch nach der Paarung nicht in dee la§ Glyzerin zu wachsen. Die
entsprechendepetStamme stellten demnach keine intakte mtDNA bevedren alsorho’]
oder fhol.

Uber den Komplementationstest war nun zwar der ntane Status der mtDNA
bekannt, allerdings lieferte er keinen Aufschlussifer, ob eimpetGen-kodiertes Protein
direkt am Erhalt der mtDNA beteiligt ist, oder ob ien Laufe der Zeit zu einem spontanen
Verlust der mtDNA kam. Um dies zu unterscheidenrdean die 31%etMutanten mittels
Cytoduktion mit [ho’]-Mitochondrien versorgt. Grundlage dieses Experitgseist die
unvollstandige Paarung zweier Hefezellen, wobeikkmnfusionsdefektkarlA15 Mutation)
des fho’]-Donors lediglich die Vermischung des CytoplasneasschlieRlich aller darin
enthaltenen Molekiile sowie Organellen zulasst,tratier die Verschmelzung der Zellkerne.
Nach gezielter Selektion gegen das Donorgenom wulae Wachstum der haploiden
Nachkommen auf YPG untersucht. Fir @étMutanten wurde ein Wiedererhalt der
respiratorischen Kompetenz nach der Cytoduktionbaeltet. Die restlichen 252 Stdmme
zeigten nach wie vor kein Wachstum auf nicht-fertieebarer Kohlenstoffquelle.

Durch Kombination der Ergebnisse ahmipl-Kreuzung und Cytoduktion lie3en sich
vier Klassen vorpetMutanten unterscheiden (Abb. 3-4 und Tab. A3).sK& I-Mutanten
wurden weder durch Cytoduktion noch durdmipl-Kreuzung gerettet, wohingegen
Klasse lI-Mutanten in beiden Experimenten ihre mesprische Kompetenz wieder erlangten.
Als Klasse Il definierte Mutanten wurden nur dur@mipl-Kreuzung und Klasse IV-

Mutanten schlief3lich nur durch Cytoduktion gerettet
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3 ERGEBNISSE UND DISKUSSION
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Abbildung 3-4: Klassen an pet-Mutanten. Die Spalte ,parentale pet-Mutante gibt den Genotyp
der haploiden pet-Mutante aus der MATa-Deletionsbibliothek an. Die spezifische Deletion im
Kerngenom ist dabei mit Ayfgl bis 4 (,your favourite gene") benannt und der Status der mtDNA
ist durch [rho*] (wildtypahnliches mitochondriales Genom; rot markiert) oder [rho?] (keine mtDNA;
alternativ auch mit Schaden in der mtDNA [rho]) gekennzeichnet. Die Spalte ,Kreuzung mit
Amipl" beschreibt den Genotyp der heterozygot diploiden Stamme nach dem Komplementations-
test. In der Spalte ,Cytoduktion” sind die Genotypen der haploiden Deletionsmutanten nach
Ubertragung von [rho*]-Mitochondrien durch Cytoduktion angegeben. Respiratorisch kompetente
Mitochondrien sind in rot und respiratorisch kompetente Hefezellen mit rotem Hintergrund
dargestellt, respiratorisch inkompetente Mitochondrien und Zellen analog dazu in weil3. Klasse I-
Mutanten besitzen nach der Cytoduktion entweder [rho*], [rho®] oder [rho] Mitochondrien (nach
Merz & Westermann, 2009).
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3 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Im Folgenden wurden die verschiedenen KlassepeaMutanten mittels funktioneller Tests
weiter charakterisiert. Alle 319 Deletionsstammerdem nach Anpassung an die nicht-
fermentierbare Kohlenstoffquelle durch YPG-Plattait geringen Mengen an Glukose in
zusatzlichen Wachstumsanalysen auf YPG unterséclaptionsversuch). Zusatzlich wurden
z. T. DAPI-Farbungen direkt nach der Cytoduktiomgemommen, um auf Anwesenheit von
MtDNA zu testen, und in einigen Fallen wurde di¢ochiondriale Proteintranslationsaktivitat
durch Markierung Cycloheximid-behandelter Zellent firS]-Methionin, SDS-PAGE und

Autoradiographie erfasst. Indikationen fur die Duithrung der beiden letztgenannten

Testverfahren sind im jeweiligen Kapitel beschriebe

3.1.2.2 Gene, die fir den Erhalt der mtDNA bendétigtverden

Die 118 Mutanten aus Klasse | warehd’] oder fho] und blieben auch nach dem Erhalt
intakter Mitochondrien Uber Cytoduktion respirascti inkompetent. In dieser Gruppe
befanden sich vermutlich Deletionsmutanten, derssergielle Komponenten des mtDNA-
Erhalts fehlen. Zusatzlich waren aber auch solchéahten enthalten, deren Deletionen einen
primar mtDNA-unabhangigepetPhéanotyp bedingen, aber gleichzeitig zu einem ugbeh
Verlust der mtDNA fuhren. Fur eine Unterscheidumgsdr beiden Subgruppen innerhalb der
Klasse I-Mutanten wurden DAPI-Farbungen direkt ndeh Cytoduktion durchgefiihrt, um
auf Anwesenheit von mtDNA zu testen. In wildtypisohZellen sind normalerweise 15-20
MtDNA-Nukleoide enthalten (Abb. 3-5 A). Abweichumgdavon wurden erfasst. Zusatzlich
zu diesen Ergebnissen wurden auch die ResultatdesmsAdaptionsversuch und der Analyse
der mitochondrialen Translationsaktivitat berlickamyt.

Eine bekannte essentielle Komponente des mtDNA#Srhst die mitochondriale
DNA-Polymerase Mipl (Foury, 1989). Bei Deletion @etsprechenden Gens waren nach der
Cytoduktion >95% der DAPI-geféarbten Zellen ohne M#fund in den tbrigen Zellen waren
weniger als 5 Nukleoide enthalten (vergleichbar deibh in Abb. 3-5 B und C dargestellten
Zellen). Dieser Phanotyp zeigte somit die Situatbm einem unmittelbaren Verlust der
MtDNA und wurde als Definition fir Gene herangezggdie essentiell fur den Erhalt der
MtDNA sind. Zusatzlich sollten die entsprechendaesteBonsmutanten auch nach Adaption
nicht auf YPG wachsen konnen und keine mtDNA-kddier Proteine synthetisieren.
Insgesamt entsprachen 16 Mutanten diesen Kritéfiah. 3-1). Die fehlenden Genprodukte

wurden damit als wichtig fur den Erhalt der mtDNFentifiziert.
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3 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

wildtypisch reduziert + vergréRert fehlend

L

DIC DAPI DIC DAPI DIC DAPI

Abbildung 3-5: Exemplarische Darstellung wildtypisc her, reduzierter und fehlender
mitochondrialer DNA. Exemplarisch sind DAPI-gefarbte Wildtyp- (A), Amrpl4- (B) und Afzol-
Zellen (C) abgebildet. Die Zellen wurden Uber Nacht bei 30T kultiviert und anschlieRend mit
DAPI behandelt. Durch die Interkalation des Farbstoffs konnen das Kerngenom (weilRer Pfeil) und
die mtDNA-Nukleoide (roter Pfeil) fluoreszenzmikroskopisch erfasst werden. Zuséatzlich zu den
Fluoreszenzaufnahmen (DAPI) sind  Differential-Interferenz-Kontrast-Aufnahmen  (DIC)
dargestellt. Der abgebildete GroRenbalken entspricht 5 um. In Wildtypzellen sind zwischen 15-20
mtDNA Nukleoide pro Zelle enthalten. Die abgebildete Amrpl4-Deletionszelle (B) besitzt hingegen
nur 2 Nukleoide, die im Vergleich zu wildtypischen Nukleoiden jedoch deutlich vergrofert sind,
und in der gezeigten Afzol-Zelle (C) fehlt die mtDNA vdllig.

Unter den 16 Deletionsstammen waren erwartungsgesubifBe, denen Komponenten mit
bekannter Beteiligung am mtDNA-Metabolismus fehledie mitochondriale DNA-
Polymerase Mipl (Foury, 1989), die mitochondrial®¥A-Helikasen Hmil (Sedmaet al,
2000) und Pifl (Lahayet al, 1991), Apnl, ein DNA-Reparaturprotein mit Aktafitim
Zellkern und in den Mitochondrien (Vongsamphaethal, 2001), sowie Aconitase (Acol),
ein Enzym des Citratzyklus, das aul3erdem am mtDN#sEbeteiligt ist (Cheet al, 2005).

Sofortiger Verlust von mtDNA trat zudem in Zellenfadenen die mitochondrialen
Transkriptions- und Translationskomponenten Mrplgifl, Mtg2, Rsm24 und SIm5 fehlen
und in der Deletionsmutante des ORRKKL091w der mit MRPL38 (kodiert ein
mitochondriales Ribosomenproteiperlappt. Bereits 1985 beobachteten Myadral, dass
eine Blockierung der mitochondrialen Proteinsyn¢helen Verlust der mtDNA bedingen
kann. Die Mechanismen dafir sind auch heute noklaurDie hier gesammelten Ergebnisse
untermauern aber die Wichtigkeit der Proteinsyrghesschinerie fir den mtDNA-Erhalt.

Auch in derAatp4-Deletionsmutante, der die ATPase-Untereinheithit ferfolgte ein
schneller Verlust der mtDNA. Dieser Befund stimmit friiheren Ergebnissen tberein (Paul
et al, 1989), wobei auch hier die molekulare Basis muicht verstanden ist (Duvezin-Caubet
et al, 2006). Des Weiteren fuhrte das Fehlen von PetébB@®m Faktor der Cytochrom
Oxidase-Assemblierung, zu einem Verlust der mtDNAie Tatsache, dass in allen
diskutierten Deletionsstammen ein ebenso schnekelust der mtDNA wie in deAmipl-
Mutante erfolgt, lasst auf eine aktive Unterdridakuader mtDNA-Replikation oder
-Vererbung in diesen Stammen schliel3en. Atp4, NMrpMtfl, Mtg2, Pet1l00, Rsm24 und
SIm5 k&dme demnach eine aktive Rolle in der Reguiades mtDNA-Erhalts in Hefe zu.
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3 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Andere Faktoren der mtDNA-Vererbung sind die Pr@eMgml, Docl und das neu
identifizierte Protein Rrg5. Mgml ist ein dynaminéibhes Protein, das Uber seine Rolle als
mitochondriale Fusionskomponente den mtDNA-Erhe#ibflusst (Jones & Fangman, 1992;
Merz et al, 2007). Docl ist als ein Prozessivitatsfaktor an @yclin-Proteolyse beteiligt. In
diesem Prozess wird das Protein fur die Ubiquitimgsaktivitat desAnaphase Promoting
Complex(APC) bendétigt (Carroll & Morgan, 2002). Interessaweise wurde Docl auch im
mitochondrialen Proteom gefunden (Sickmaeh al, 2003; Reinderset al, 2006).
Moglicherweise verknupft Docl die mtDNA-Replikatiomnd/oder Vererbung mit dem
Zellzyklus. DasRRG5Gen {YLR091w kodiert fur ein Protein unbekannter Funktion und
ohne Homologien zu charakterisierten ProteinenRBgb wahrscheinlich in Mitochondrien
vorliegt (Huhet al, 2003; Sickmanet al, 2003; Reinderst al, 2006), kénnte es sich dabei

um einen neuen Faktor handeln, der essentielldtirithalt von mtDNA ist.

Tabelle 3-1: Fiur den Erhalt mitochondrialer DNA erf  orderliche Gene.

Systemati- Standard- Zellulare Funktion des Genprodukts

scher Name name

Kodierend fuir bekannte Komponenten des mtDNA-Metabo lismus

YKL114c APN1 in Nukleus und Mitochondrien an der DNA-Reparatur beteiligt

YLR304c ACO1 Aconitase; zusatzlich fur den Erhalt mitochondrialer DNA bendtigt

YMLO61c PIF1 in Nukleus und Mitochondrien aktive DNA-Helikase

YOL095¢c HMI1 an der mitochondrialen Innenmembran lokalisierte DNA-Helikase

YOR330c MIP1 katalytische Untereinheit der mitochondrialen DNA-Polymerase

Kodierend fur bekannte Komponenten der mitochondria len Transkription und Translation

YBR268w MRPL37 mitochondriales Ribosomenprotein

YCRO024c SLM5 mitochondriale Asparaginyl-tRNA Synthetase

YDR175c RSM24 mitochondriales Ribosomenprotein der kleinen Untereinheit

YHR168w MTG2 assoziiert mit mitochondrialen Ribosomen; mogliche Rolle in
deren Assemblierung

YKL169c dubious ORF; tberlappt partiell mit MRPL38

YMR228w MTF1 mitochondrialer RNA-Polymerase Spezifitatsfaktor

Kodierend fir Komponenten der oxidativen Phosphoryl ierung

YDRO79w PET100 Faktor der Cytochrom ¢ Oxidase-Assemblierung

YPLO78c ATP4 Untereinheit b der mitochondrialen F1Fo-ATP-Synthase

Andere Gene

YGL240w DOC1 notig fur die Ubiquitierungsaktivitat des Anaphase Promoting
Complex

YLRO91w RRG5 unbekannte Funktion

YOR211c MGM1 mitochondriale GTPase; beteiligt an der Fusion von

Mitochondrien

Die Auflistung enthélt systematische und Standardnamen von Genen, die fiir den Erhalt neu
eingebrachter mtDNA in Klasse | pet-Mutanten bendtigt werden. Angaben zu zellularen
Funktionen der Genprodukte stammen aus der Saccharomyces Genome Database (SGD; Issel-
Tarver et al., 2002) oder manuellen Annotationen (nach Merz & Westermann, 2009).
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3 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Im Gegensatz zu den 16 diskutierten Deletionsstamkaan fur die 44petMutanten der
Klasse IV eine direkte Beteiligung der fehlendent®ne am mtDNA-Erhalt ausgeschlossen
werden. Die entsprechenden Mutanten konnten zwanfalls nicht Uber Kreuzung mit
Amipl gerettet werden, besal3en also aktuell keine mtDAlkerdings zeigte ihre Rettung
Uber die Cytoduktion, dass sie prinzipiell in deagke sind, neu eingebrachte mtDNA zu
erhalten. Denkbar ware, dass Mitglieder dieser @eupre mtDNA spontan verlieren, wenn
sie langere Zeit auf fermentierbarer Kohlenstoffigugehalten werden. Interessanterweise
wurden 77% der Klasse IV-Mutanten nicht in den 8cgsevon Dimmetet al. (2002) und
Luban et al. (2005) identifiziert. Daraus lasst sich schlieRdass viele der 44 Faktoren

tatsachlich nur indirekt am Erhalt der respiratren Aktivitat beteiligt sind.

3.1.2.3 Gene, die fiur die mitochondriale Proteintraslation bendétigt werden

Als néchstes sollten die Gene identifiziert werdéeren Produkte an der mitochondrialen
Proteinsynthese beteiligt sind. Hierfir wurda vivo eine radioaktive Markierung
mitochondrialer Translationsprodukte durchgefihilie Deletionsstimme wurden auf
fermentierbarer Kohlenstoffquelle (Glukose oder flRake) bis zur logarithmischen
Wachstumsphase gezogen. Anschlieend erfolgte Bioekierung der cytosolischen
Proteintranslation mittels Cykloheximidbehandlunyeu synthetisierte Proteine waren
demnach ausschlieRlich mitochondrialen Ursprungskemnten selektiv mit’fS]-Methionin
markiert und mittels SDS-PAGE und Autoradiographiealysiert werden. Im Fall von
wildtypischen Hefezellen wurden so die acht mitoahreal kodierten und exprimierten
Proteine nachgewiesen: die Untereinheiten dgt,-ATPase Atp6, Atp8 und Atp9, die
Cytochromc Oxidase-Untereinheiten Cox1, Cox2, Cox3, die Unidreit Cob (= Cytb) des
Cytochrombcl-Komplexes und das mitochondriale RibosomenproWarl (vgl. Abb. 3-6,
Bahn 1) (Westermanet al, 2001).

Um den Aufwand des Experiments zu begrenzen, wurdenStamme getestet, in
denen gemal3 der vorangegangenen Analysen potehiaglslationsdefekte mdglich waren.
Aufgrund ihrer Rettung durch die Cytoduktion, kaemtMutanten der Klassen Il und IV als
translationskompetent erfasst werden. Mutanten Défekt in der mitochondrialen
Proteinsynthese waren also ausschlie3lich in dasg€eh | und Il zu erwarten. In Klasse |
befinden sich Mutanten, die aufgrund inhibiertetacihondrialer Translation ihre mtDNA
verloren haben, wohingegen in Klasse Il solchéh&itén sind, bei denen die Translation
zwar blockiert, aber immer noch intakte mtDNA varbden ist. Um Klasse I-Mutanten
aussagekréaftig auf ihre mitochondriale Translatdaigitat testen zu kbénnen, wurden diese
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3 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

zunachst tUber Cytoduktion mit frischer mtDNA veggorDanach war in 102 Mutanten
mtDNA vorhanden. Die 16 Deletionsmutanten, bei deam sofortiger Wiederverlust der
MtDNA eintrat (vgl. 3.1.2.2; Tab. 3-1), konnten hicverlasslich untersucht werden. In
einigen Klasse llI-Mutanten entstand dgpetPhanotyp vermutlich durch einen
synergistischen Effekt aus beeintrachtigten Mitexhigen und Katabolitrepression, die die
Expression von atmungsrelevanten Genen reduzieahdé&lo, 1998). Um die Katabolit-
repression aufzuheben, wurden die Zellen zunachsét gyzerinhaltigem Medium mit

zusatzlich begrenzter Menge an fermentierbarer éwdtbffquelle (3% Glyzerin + 0,1%

Glukose) gezogen und erst nach Adaption auf YP@&drPlaliberflihrt. Dadurch waren 77
Deletionsstamme in der Lage respiratorisch zu wath@ab. A4). Die entsprechenden
fehlenden Genprodukte sind also wahrscheinlichefiie Atmungsaktivitat verzichtbar und
spielen ebenfalls keine Rolle in der mitochondnaRroteintranslation. Die verbleibenden 57
Deletionsstamme wurden weiter untersucht. Insgesamtrde die mitochondriale

Proteinsyntheseaktivitat von 159 Deletionsmutanfden verbleibenden Klasse |- und

Klasse llI-Mutanten) getestet.

Fir die allgemeine mitochondriale Proteinsynthem@kgte Gene

In 88 Teststimmen konnte keine mitochondriale Tatiomsaktivitdt detektiert werden
(exemplarisch Abb. 3-6, Bahn 2). Die entsprecher@ene, bzw. Genprodukte, werden somit
fur die mitochondriale Proteinsynthese bendtig(T&2).

WT. Amrp21_43 Abbildung 3-6: Exemplarische Erfassung der

Varl— S8 | mitochondrialen Translation fur WT- und  Amrp21-

Cox1— - Zellen. Hefezellen wurden bis zur logarithmischen

Cox2—— S — 0 Wachstumsphase in  Medium mit fermentierbarer

Cytb — Kohlenstoffquelle angezogen und nach Cykloheximid-

Cox3— & ~ % . behandlung mit [*°*S]-Methionin markiert. Die erhaltenen

Atp6 Zellextrakte wurden mittels SDS-PAGE und Autoradio-

—145 graphie analysiert. Im Vergleich zu wildtypischen Hefe-

’ zellen, die acht Proteine (vgl. Beschriftung am linken

kDa Bildrand) mitochondrial exprimieren, sind in der

Atp7/8 untersuchte Deletionsmutanten keine mitochondrialen

1 5 Translationsprodukte vorhanden.

Als notwendig fur die allgemeine mitochondriale temsynthese wurden unter anderem 39
Untereinheiten der mitochondrialen Ribosomen umdevandere bekannte Komponenten der
mitochondrialen Transkription, Translation und Asbéerung der Atmungskette (Towpik,

2005) erfasst. Zusatzlich wiesen einige Mutanteaned Komponenten der mtDNA-
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3 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Vererbung fehlen, keine Proteinsyntheseaktivitdt &azu gehdrten z. B. Fzol (Hermann
et al, 1998; Rapapost al, 1998), Mhrl (Ling & Shibata, 2002), Msh1 (Reei&aHKolodner,
1992) und Mgm101 (Meeuseat al, 1999). In DAPI-Farbungen unmittelbar vor der
radioaktiven Markierung wurde zwar der zumindesimentare Besitz von mtDNA bestatigt,
allerdings ist es moglich, dass in diesen Stammed @uch in anderen Klasse | Mutanten)
das mitochondriale Genom in der Zeit zwischen Qyktidn und Markierungsreaktion
gravierend geschéadigt wurde und damit nicht melw fainktionelle Matrize fur die
Proteinsynthese fungieren kann. Auch stammabhangigiéekte bezlglich der
mitochondrialen Translationsleistung sind zu besiatitigen. So wurden im hier
verwendeten genetischen Hintergrund (BY4742) belspeise fur Apet309 keine
Translationsprodukte detektiert, wohingegen beid€arktion der gleichen Mutante im W303
Stammbhintergrund welche vorhanden waren (Zambeaiad, 2007).

Zwei Stamme mit Deletionen fraglicher ORF6DR114cund YNL184¢ wurden als
translationsinkompetent identifiziert. Die entsgresden ORFs Uberlappen mit zwei Genen,
die fur mitochondriale Ribosomenproteine kodierem wbenfalls in dieser Gruppe erfasst
wurden. Die fraglichen ORFs bestatigen damit gesvieal3en als intrinsische Kontrolle die
gesammelten Ergebnisse. Weitere 5 GeRBRG1 YGR102¢ RRG2 RRG6 und RRG§
kodieren bisher uncharakterisierte Proteine. Eiiglithe Rolle von Rrgl, Rrg2, Rrg6 und
Rrg8 als neue Komponenten der mitochondrialen Pethese wird unter 3.1.2.5
diskutiert.

Tabelle 3-2: Fir die mitochondriale Proteinsynthese erforderliche Gene.

Kodierend fur mitochondriale ribosomale Proteine

YBLO90W/MRP21; YBR146W/MRPS9; YBR251W/MRPS5; YBR282W/MRPL27;
YCROO3W/MRPL32; YCR071C/IMG2; YDLO45W-A/MRP10; YDR115W; YDR337W/MRPS28;
YDR347W/MRP1; YELO50C/RML2; YERO50C/RSM18; YGL129C/RSM23; YGR076C/MRPL25;
YGR215W/RSM27; YGR220C/MRPL9; YHR147C/MRPL6; YJL0O63C/MRPLS;
YJLO96W/MRPL49; YKLOO3C/MRP17; YKL138C/MRPL31; YKL155C/RSM22;
YKL170W/MRPL38; YKRO06C/MRPL13; YKRO85C/MRPL20; YLR312W-A/MRPL15;
YLR439W/MRPL4; YMR158W/MRPSS8; YMR188C/MRPS17; YMR193W/MRPL24;
YMR286W/MRPL33; YNLO81C/SWS2; YNL177C/MRPL22; YNL185C/MRPL19;
YNL252C/MRPL17; YNRO37C/RSM19; YOR150W/MRPL23; YOR158W/PET123;
YPL173W/MRPL40

Systemati- Standard- Zellulare Funktion des Genprodukts
scher Name name

Kodierend fur andere bekannte Proteine

YBLO19W APN2 Klasse Il Abasische (AP) Endonuklease mit Beteiligung an der
DNA-Reparatur
YBR179C FzO1 Transmembran-GTPase der mitochondrialen Fusion
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Systemati- Standard- Zellulare Funktion des Genprodukts

scher Name name

YDL044C MTF2 mitochondriales Protein mit Beteiligung an mRNA-Splicing und
Proteinsynthese

YDR194C MSS116 mitochondriale RNA-Helikase; Splicing von Gruppe ll-Introns

YDR296W MHR1 beteiligt an Reparatur, Rekombination und Erhalt der mtDNA

YER145C FTR1 Eisen-Permease, die hochaffine Eisenaufnahme vermittelt

YER154W OXAl Komponente der mitochondrialen Protein-Export-Maschinerie

YGLO71W RCS1 Transkriptionsfaktor zur Regulation von Genen der Eisenauf-
nahme und der Zellgrol3e

YGL143C MRF1 mitochondrialer Peptidketten-release Faktor

YGR171C MSM1 mitochondriale Methinonyl-tRNA-Synthetase

YHL038C CBP2 mitochondrialer Splicing-Faktor

YHRO11W DIA4 tRNA-Synthetase, mdgliche Rolle fir mitochondriale Funktion

YHRO38W RRF1 mitochondrialer Ribosomen-Recycling Faktor

YHRO51W COX6 Cytochrom c Oxidase Untereinheit VI

YHRO091C MSR1 mitochondriale Arginyl-tRNA-Synthetase

YHR120W MSH1 beteiligt an Reparatur mitochondrialer DNA

YJL102W MEF2 mitochondrialer Translationselongationsfaktor

YJL209W CBP1 bendtigt fir COB mRNA-Stabilitdt oder 5'-Prozessierung

YJR144W MGM101 Protein zum Erhalt des mitochondrialen Genoms

YKLO16C ATP7 ATP-Synthase Untereinheit d

YKL134C OCT1 mitochondriale Intermediat-Peptidase

YKL194C MST1 mitochondriale Threonyl-tRNA-Synthetase

YLRO67C PET309 spezifischer Translationsaktivator fir die COX1 mRNA

YLR069C MEF1 mitochondrialer Translationselongationsfaktor G

YLRO70C XYL2 Xylitol-Dehydrogenase

YLR139C SLS1 beteiligt an mitochondrialem Metabolismus

YLR295C ATP14 ATP-Synthase Untereinheit h

YMRO64W AEP1 bendtigt fir Akkumulation des Transkripts von ATP9/OLI1

YMRO089C YTA12 beteiligt an proteolytischer und Chaperon-Aktivitat in der IM

YMRO097C MTG1 vermutlich beteiligt an Assemblierung der gro3en Ribosomen-
untereinheit

YMRO098C ATP25 bendtigt fir Stabilitat der ATP9 mRNA

YMR267W PPA2 mitochondriale inorganische Pyrophosphatase

YMR287C DSS1 RNase zum turnover aberranter RNAs, assoziert am Ribosom

YNLO73W MSK1 mitochondriale Lysyl-tRNA-Synthetase

YOLO33W MSE1 mitochondriale Glutamyl-tRNA-Synthetase

YORO65W CYT1 Cytochrom c1

YOR187W TUF1 mitochondrialer Translationselongationsfaktor Tu

YPLO97W MSY1 mitochondriale Tyrosyl-tRNA-Synthetase

YPL104W MSD1 mitochondriale Aspartyl-tRNA-Synthetase

YPL148C PPT2 aktiviert mitochondriales Acylcarrier-Protein

YPL254W HFI1 Komponente des ADA-Komplexes

YPL271W ATP15 Epsilon Untereinheit der F1-ATP-Synthase

Kodierend fur unbekannte Proteine

YDRO65W RRG1 unbekannte Funktion, mitochondrial

YDR114C fraglicher ORF, Uberlappt mit YDR115w

YGR102C unbekannte Funktion, mitochondrial

YGR150C RRG2 unbekannte Funktion, mitochondrial

YMR293C RRG6 unbekannte Funktion, mitochondrial

YNL184C fraglicher ORF, Uberlappt mit YNL185c

YPR116W RRGS8 unbekannte Funktion, vermutlich mitochondrial

Die Auflistung enthélt systematische und Standardnamen von Genen. Angaben zu zellularen
Funktionen der Genprodukte stammen aus der Saccharomyces Genome Database (SGD; Issel-
Tarver et al., 2002) oder manuellen Annotationen (nach Merz & Westermann, 2009).
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3 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Fir die mitochondriale Synthese spezifischer Pnetbendtigte Gene

In zehn Deletionsmutanten wurden partielle Verandgen im mitochondrialen
Translationsmuster — die Reduktion oder das Feblamelner Proteinbanden — detektiert
(Tab. 3-3 und Abb. 3-7). Ihnen fehlen also Kompdeen die fir die Expression bzw.
Reifung spezifischer, mitochondrial synthetisief®pteine bendtigt werden. Fur sechs der
zehn Proteine war eine solche Funktion bereitshyegzen: Aep2 (Ackermanet al, 1991),
Cbs2 (RoOdel, 1986), Mrs1 (Kreiket al, 1986), Mss51 (Perez-Martinez al, 2003), Pet54
(Costanzeet al, 1989; Valenciket al, 1989) und Pet494 (Costanzo & Fox, 1986). Neu mit
der mitochondrialen Proteinexpression in Verbindgagracht wurden hingegen Coqg3, Cyc3,
Rrg10 und Vmas.

Tabelle 3-3. Fiur die Expression bestimmter mitochon  drialer Expressionsprodukte
bendtigte Gene.

Systemati- Standard- Zellulare Funktion des Genprodukts
scher Name name

Kodierend fir Proteine mit bekannter Beteiligung an der mtProteinexpression

YDR197c CBS2 mitochondrialer Translationsaktivator der COB mRNA

YGR222w PET54 bindet die 5' UTR der COX3 mRNA, um ihre Translation zu
aktivieren; bindet zudem an COX1 Gruppe | Intron AI5 beta, um
Splicing zu vermitteln

YIR021w MRS1 bendtigt fur Splicing von zwei mitochondrialen Gruppe | Introns

YLR203c MSS51 bendtigt fur Translation von COX1 mRNA

YMR282c AEP2 evtl. beteiligt an Translation der mitochondrialen ATP9 mRNA

YNRO45w PET494 mitochondrialer Translationsaktivator spezifisch fur die COX3
mMRNA

Kodierend fir Proteine, fir die bisher keine Beteil igung an der mtTranslation bekannt war

YALO39c CYC3 Cytochrom ¢ Ham-Lyase

YELO51w VMAS8 Untereinheit D der vakuolaren H*-ATPase (V-ATPase)

YJLO62w-a RRG10 Protein unbekannter Funktion

YOLOQ96¢c C0Qs3 Komponente des mitochondrialen Ubiquinon-Synthese
Komplexes

Die Auflistung enthélt systematische und Standardnamen von Genen. Angaben zu zelluldren
Funktionen der Genprodukte stammen aus der Saccharomyces Genome Database (SGD; Issel-
Tarver et al., 2002) oder manuellen Annotationen (nach Merz & Westermann, 2009).

Coqg3 wird fur die Ubiquinon-Biosynthese (Coenzym iQ)den Mitochondrien bendtigt
(Marbois et al, 2005). Hier wurde zusatzlich gezeigt, dass dispgachende Gendeletion
auch eine starke Reduktion der Cox1-Menge bewidib( 3-7 Bahn 11). Cyc3 ist die
mitochondriale Cytochrone Ham-Lyase, die im Intermembranraum den Ham-Kofakio
Apo-Cytochromc bindet (Dumontet al, 1987). In der Deletionsmutante wurde eine starke
Reduktion an Cox1l und Cytochroim beobachtet. Dartuber hinaus trat eine zusatzliche
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3 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Proteinbande unbekannter ldentitat oberhalb von3Gax (Abb. 3-7, Bahn 2). Cyc3 kénnte
also auch an der Biogenese anderer mitochondRatgeine beteiligt sein. Bei Rrg10 handelt
es sich um ein bisher uncharakterisiertes mitoctiale$ Protein mit, wie unter 3.1.2.5
diskutiert wird, moglicher Rolle in d&2OX1-Expression (Abb. 3-7, Bahn 7). In ddvma8
Deletionsmutante, der eine Untereinheit der vakeoldH-ATPase fehlt (Grahanet al,
1995), werden Cox1l und Atp6 nur in minimalen Menggbildet (Abb. 3-7, Bahn 4).
Moglicherweise ist dieses Ergebnis ein Indikatoftidadass die Expression v&OX1 und

ATP6besonders empfindlich gegentber Veranderungenadieizen Metabolismus ist.
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Abbildung 3-7: In zehn Deletionsmutanten wurden par tiell verdnderte mitochondriale
Translationsmuster beobachtet.  Hefezellen wurden bis zur logarithmischen Wachstumsphase
in raffinosehaltigem Medium angezogen und nach Cykloheximidbehandlung fir 30 min bei 30T
mit [**S]-Methionin markiert. Die erhaltenen Zellextrakte wurden mittels SDS-PAGE, Transfer auf
Nitrozellulosemembran und Autoradiographie analysiert. Alle Mutanten wurden in mindestens
drei unabhangigen Experimenten untersucht. Die hier gezeigten Daten stammen aus dem selben
Experiment. Zwischen den Bahnen 3 und 4 wurde eine Bahn ausgeschnitten, was durch einen
Strich gekennzeichnet ist. Im Vergleich zu wildtypischen Hefezellen, die acht Proteine (vgl.
Beschriftung am linken Bildrand) mitochondrial exprimieren, fehlen in den abgebildeten
Deletionsmutanten bestimmte Genprodukte vollstindig oder werden in stark reduziertem Mal3
exprimiert. Fir die fett gedruckten Mutanten wurde zum ersten Mal ein Zusammenhang mit der
Synthese mitochondrialer Proteine beobachtet. In diesen Féllen sind fehlende Banden mit roten
Sternchen gekennzeichnet. Im Deletionsstamm Acyc3 kann oberhalb der Cox3-Bande eine
zusatzliche Proteinbande unbekannter Identitéat detektiert werden (weil3es Sternchen) (nach Merz
& Westermann, 2009).

3.1.2.4 Andere Gene mit Bedeutung flr die Respirain

Neben den bereits diskutierten Deletionsstammenvierinderungen im Translationsmuster
wurden insgesamt 61 respiratorisch inkompetente aMah mit wildtypischer
mitochondrialer Translationsaktivitat identifizie(Mab. A5). Ihre deletierten Gene sind

vermutlich weder fir den mtDNA-Erhalt noch fur dmitochondriale Proteinsynthese
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3 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

essentiell. Diese Gruppe beinhaltet 32 Gene, drebikannte mitochondriale Proteine
kodieren. Der Groldteil davon wird fur die Assemhliey der Atmungskette bendtigt. 18
Gene kodieren bekannte extra-mitochondriale Pretesobei die Halfte in Verbindung zur
Vakuolenfunktion steht (Tab. A5). Dartber hinausdserstaunlich viele Mutationen von
Genen, die fur V-ATPase Untereinheiten kodiererchhmenetrant (Abb. 3-2 B und Tab. A2).
Deshalb ergibt sich die Frage, wie die Funktion Wakuolen mit der respiratorischen
Kompetenz zusammenhéngt. Drei Erklarungsansatzedsibei denkbar. Zunachst stellt die
Vakuole einen Speicher fir Metabolite dar und sdigt cytosolische lonen- und pH-
Homoostase (Klionsket al, 1990; Kane, 2006). Bei Fehlfunktionen in dieseichtigen
Prozessen konnte es zur Stérung des mitochondiiéd¢abolismus kommen. Dartber hinaus
macht der Verlust der V-ATPase-Aktivitat die Zellbgpersensitiv gegenliber oxidativem
Stress (Thorpet al, 2004; Kane, 2007; Milgrorat al, 2007). Diese Empfindlichkeit konnte
sich ebenfalls negativ auf die mitochondriale Fuorktauswirken. Als dritte Erklarung kann
die Funktion der Vakuole als terminales Kompartineles Autophagiestoffwechsels
angefuhrt werden. Da in Hefe auch MitochondriencbduAutophagie abgebaut werden
(Kissovaet al, 2007), ist es moglich, dass die Vakuole eine obgisiende Rolle in der
mitochondrialen Qualitatskontrolle und im mitochaaten turnover einnimmt. Die hohe
Anzahl anpetMutanten, denen die V-ATPase fehlt, deckt einehtige, bisher noch nicht
voll verstandene funktionelle Beziehung zwischekiden und Mitochondrien auf.

Einen Translations- und primar mtDNA-unabhangigestPhanotyp entwickelten
aul3erdem elf Deletionsmutanten uncharakterisi@f¥s. Fiunf dieser ORFs Uberlappen mit
bekannten proteinkodierenden Genen (vier sind elienin dieser Gruppe enthalten; die
funfte Gendeletion zeigte keinepetPhanotyp) und sind deshalb wahrscheinlich nicht
kodierend. Die verbleibenden secN®(129w YDL133w YDLO33w/RRGAYNL213c/RRG9
YOLO71wund YOL083w hingegen kodieren vermutlich neue Proteine miteligung am
Erhalt der respiratorischen Aktivitat. Mogliche ktionen von Rrg4 und Rrg9 werden im
Folgenden diskutiert.

3.1.2.5 Neue Komponenten, die essentiell fir diesgratorische Kompetenz sind

Die durchgefuhrten Untersuchungen bringen alle @mrRen dieser Arbeit erfassten, bisher
uncharakterisierterRRGGene klar mit der mitochondrialen Funktion in Be#ming. Die

funktionellen Eigenschaften der entsprechenden tDekmutanten sind in Tab. 3-4
zusammengefasst. Auch publizierte Lokalisationsstuddeuten auf eine mitochondriale
Rolle hin. Die Proteine Rrgl, Rrg2 und Rrg5 bis Rrgvurden in Hochdurchsatzstudien
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mittels GFP-Fusion (Huht al, 2003) und/oder mitochondrialen Proteomanalysék($nn

et al, 2003; Reindergt al, 2006) als mitochondrial lokalisiert. Rrg3 tragut Vorhersage
des MITOPROT Programms (Claros & Vincens, 1996) imither Wahrscheinlichkeit
(0,9484) eine mitochondriale Prasequenz. Ledigliehintrazellulare Lokalisation von Rrg4
ist unklar, da ein Rrg4-GFP-Fusionsprotein nicimentnalb der Zelle visualisiert werden kann
(Huhet al, 2003).

Table 3-4. Funktionelle Eigenschaften der neu besch  riebenen RRG-Deletionsmutanten.

Standard  Systema- mitochon- Kreuzung  Cyto- mtDNA mtTransla-

Name tischer driale mit Amipl duktion  nach der tionsaktivitat
Name Lokalisation Cyto- nach der

duktion Cytoduktion

RRG1 YDRO65w (4) - - verandert  fehlt

RRG2 YGR150c 4),(2) - - veréndert  fehlt

RRG3 YJLO46w Q) + - wt wit

RRG4 YLLO33w unbekannt - - wt wt

(IRC19)

RRG5 YLR0O91w (3),(4),(2) - - fehlt fehlt

RRG6 YMR293c (3),(4),(2) - - verandert  fehlt

(HER2)

RRG7 YOR305w  (2) + + 0.A. 0.A.

RRGS8 YPR116w (2) - - verandert  fehlt

RRG9 YNL213c 4) - - verandert  wt

RRG10 YJLO62w-a  (4),(2) + - wit veréandert

Aufgefiihrt sind systematische und Standardnamen der RRG-Gene und Referenzen zur
mitochondrialen Lokalisation der Genprodukte. Dabei bedeutet (1) Claros & Vincens, 1996, (2)
Huh et al., 2003, (3) Sickmann et al., 2003 und (4) Reinders et al., 2006. + beschreibt Rettung
durch Paarung mit Amipl oder Cytoduktion. Als wt werden wildtypahnliche mitochondriale
mtDNA-Nukleoide nach der Cytoduktion bezeichnet. 0.A. steht fir ohne Angabe (nach Merz &
Westermann, 2009).

Die Deletionsmutantedrrgl, Arrg2, Arrg4, Arrg5, Arrg6, Arrg8 und Arrg9 gehéren der
Klasse | an und besitzen dementsprechend keint@gtakitochondriales Genom. DAPI-
Farbungen zeigten Defekte in der Organisation d&DNA, die auch kurze Zeit nach
Einbringen von wildtypischer mtDNA durch Cytoduktian Arrgl, Arrg2, Arrg6, Arrg8 und
Arrg9-Zellen sichtbar waren. Die in reduzierter Anzabtleegenden Nukleoide waren grol3er
als im Wildtyp, und einige Zellen hatten kompléita mtDNA verloren (Daten nicht gezeigt).
Diese Beobachtungen legen nahe, dass Rrgl, RrgB, Rrg8 und Rrg9 eine Rolle fur den
Erhalt der mtDNA spielen. Sofortiger und komplettéarlust der mtDNA nach Cytoduktion
in der Arrg5-Mutante lasst dariber hinaus auf eine essenteitktion von Rrg5 in diesem

Prozess schliel3en (vgl. 3.1.2.2).
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Das Protein Rrg2 besitzt ein Pentatricopeptid-M¢{B¥PR-Motiv). Proteine, die ein solches
Motiv tragen, sind zumeist in Plastiden und Mitoctioen lokalisiert, wo sie an
verschiedenen Punkten der Genexpressionskontrel&ligt sind (Andréset al, 2007). Ein
Fehlen mitochondrialer Translationsaktivitat und &tiher Verlust der mtDNA, wie sie hier
beobachtet wurden, stimmen mit einer Rolle von Rmgéer Kontrolle der mitochondrialen
Genexpression uberein.

Arrg3 ist eine Klasse IlpetMutante, die ein mitochondrialeghp']-Genom aufrecht
erhalten und vollstdndige mitochondriale Proteitisgee betreiben kann. Rrg3 weist eine
hohe Homologie zu Mitgliedern der Lipoat-Proteiakg Familie (Morriset al, 1994) auf.
Deshalb ist denkbar, dass dieses Protein die Aobgdvon Liponsaure-Kofaktoren an
mitochondriale Multienzymkomplexe wie die Pyruvadiiydrogenase, dia-Ketoglutarat-
Dehydrogenase, die Glycin-Decarboxylase oder andermittelt. Zudem ist die Lipoat-
Proteinligaseaktivitat wichtig fir die Reifung desitochondrialen tRNA-prozessierenden
Enzyms RNase P (Schonawedral, 2008). Es wére interessant zu untersuchen, oB Rrg
diesem Prozess eine spezifische Rolle spielt.

Die MutanteArrg4 wurde kirzlich als eine von 86 Deletionsmutantemidiziert, die
eine erhthte Assemblierung von Rad52 aufweisensd3ieProtein ist eine Schlissel-
komponente der nukledren DNA-Reparatur tber honeolBgkombination, weshalb das
RRG4Gen alsIRC19 (increased_ecombination_enterg bezeichnet wurde (Alvaret al,
2007). Alvaroet al. (2007) identifizierten auch andere Gene mit Bezugmitochondrialen
Funktion (u. a.CBT], COX16 MRP17 MRPL]1, MRPS16und YMR32) und schlagen vor,
dass eine erhOhte oxidative Schadigung aufgrundnto@ehtigter Atmungskettenfunktion
spontane DNA-L&sionen im Kern stimulieren kénnt@dDrch bestiinde eine funktionelle
Verbindung zwischen mitochondrialer Atmung und DIRAparaturprozessen im Kern.

Aktuelle Ergebnisse stellen eine genetische BenghewischenRRG5 und den
Prohibitinen her (Osmaat al, 2009). Die Prohibitine Phbl und Phb2 sind zwanblmge
Proteine, die in multimeren, hochmolekularen rimgfigen Komplexen in der
mitochondrialen Innenmembran vorliegen und reguistbe Funktionen im Rahmen der
Zellproliferation sowie der Dynamik und Funktionnvélitochondrien einnehmen. Dariber
hinaus wurde in der entsprechenden Deletionsmutaly&091w eine verdnderte
Lipidzusammensetzung der mitochondrialen Membrdrembachtet, wobei insbesondere der
Anteil an Cardiolipin (CL) und Phosphatidylethamola (PE) reduziert war (Osmaet al,
2009). Beides sind Phospholipide mit groR3er Bedeyfiir die mitochondriale Struktur und

Integritat (Osmaret al, 2009). Eine verdnderte Lipidzusammensetzung ksowohl die
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Stabilitat der Atmungskettensuperkomplexe (Pfeiffeal, 2003) als auch die Prozessierung
der Fusionskomponente Mgm1 und damit die mitochatelFusion beeintrachtigen (Osman
et al, 2009). Beides — vollstandige Assemblierung deP/ASynthase und mitochondriale
Fusion — sind Prozesse, die fur eine Aufrechteuhgltder mtDNA benétigt werden (Paetl
al., 1989; Westermann, 2008). Moéglicherweise handsltsieh also bei Rrg5 um eine
Komponente des mitochondrialen Lipidstoffwechselise dadurch eine entscheidende
Funktion fur den Erhalt der mitochondrialen DNA @mmt.

Das RRG6Gen wurde kirzlich in einem Screen nach Kompomenté Beteiligung
an der ER-Formgebung identifiziert umtER2 (Hmg2-induced R remodelling genannt.
Seine Rolle und molekulare Funktion in diesem P3szst bisher unbekannt (Federovitth
al., 2008). Da Rrg6 sowohl in GFP-Fusionsstudien atha&roteomanalysen mitochondrial
lokalisiert wurde (Huhet al, 2003; Sickmanret al, 2003; Reinder®t al, 2006), ist es
wahrscheinlicher, dass seine primare Funktion imdé®ing zum Erhalt der respiratorischen
Kompetenz steht. Das Protein zeigt hohe Homologien bakteriellen Glutamyl-tRNA-
Amidotransferase und eine Rolle in der mitochonénaProteinsynthese stimmt mit der
Beobachtung tberein, dass die mitochondriale Tasiosl blockiert ist (Tab. 3-2).

Arrg7 ist eine Klasse lI-Mutante, die ihre respiratdnscinkompetenz vermutlich
unabhangig vom Genotyp erwirbt. DRRG7?Gen kodiert flr ein mitochondriales Protein
(Huh et al, 2003), das Homologe in Pilzen und anderen niedrigukaryoten besitzt. Seine
Funktion in der mitochondrialen Biosynthese isteyagartig unklar.

Bei Arrg10 handelt es sich um eine Klasse pgtMutante, die in der Lage ist, ihr
mitochondrialesho']-Genom aufrecht zu erhalten. DRRG16Gen kodiert fur ein kleines
Protein von nur 85 Aminosauren. Die Analyse desochibndrialen Translationsmusters
zeigte eine Reduktion von Cox1, was vermuten l&@ssts Rrgl0 eine spezifische Rolle in der
Transkription oder Reifung der mitochondrialen mRN#d/oder der Translation oder

Assemblierung dieses mitochondrialen Genprodukedtsp

3.1.2.6 Der Einfluss extragenomischer Faktoren

Die respiratorische Inkompetenz von @8tMutanten wurde sowohl durch Kreuzung mit
Amiplals auch durch Cytoduktion gerettet (Klasse 1. TA&3). Diese Mutanten besitzen ein
mitochondriales rho']-Genom, was durch die Kreuzung nfimipl gezeigt wurde, und
konnen nach Erhalt von frischem cytosolischen Maltedurch Cytoduktion auch ohne
genbasierte Deletionskomplementation — zumindestifiige Generationen — wieder Atmung
betreiben. Diese Ergebnisse kdonnten darauf hindedkass die respiratorische Kompetenz
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nicht ausschlieBlich vom mitochondrialen oder vonerngenom abhéngt, sondern
maoglicherweise zusatzlich von extragenomischen dfakt bestimmt wird. Dazu sind
grundsatzlich zwei verschiedene Wirkmechanismerklom Zum einen kann der Ausgleich
der Deletion wahrend der Cytoduktion auf Proteimebeerfolgen. Wahrend der
unvollstandigen Paarung bildet sich ein gemiscl@gtplasma, in dem durch den Donor
wildtypische Konzentrationen aller Proteine vorkagDiese kdnnen entweder frei, gebunden
in préa-assemblierten Komplexen oder in intakten @Dejjen Ubertragen werden. Den
entstehenden Zellen und Nachkommen steht damitlang® bis die Proteine abgebaut
und/oder durch Zellteilung ausgedinnt werden — wiildtypischer Proteinpool zur
Verfigung. Die Rettung im Cytoduktionsexperimentevdemnach ein transienter Zustand,
der durch die Geschwindigkeit des Proteinabbaugidirhwird. Im zweiten Fall hangt die
respiratorische Kompetenz nicht (nur) vom Proteingah ab, sondern mdglicherweise von
erworbenen Eigenschaften der Zellen, wie sekun8éhédigung von Biomolektlen. Hierbei
leistet die Cytoduktion nicht (nur) die Kompensatides Proteinmangels, sondern auch das
unerlassliche Auffrischen der gesamten Zellbestledtin diesem Fall ware die Rettung
zwar auch transient, aber evtl. stabiler als bebsgheich eines Proteinmangels, da die
Akkumulation von Schaden vermutlich langsamer vecareitet als der Proteinabbau.

In zehn der Klasse II-Mutanten fehlen bekannte chibtmdriale ProteineAcog5
AcoqlQ Acox1Q Acox16 Acox19 Amctl, Amss2 Anful, Asim3 andAsom). Darunter sind
vier Assemblierungsfaktoren der CytochranOxidase (COX-Komplex). Cox10 ist fur die
Synthese des Hadm A-Kofaktors erforderlich (Nobregal, 1990; Tzagoloffet al, 1993),
Cox19 ist ein Metallochaperon, das Kupfer auf d&XeKomplex tbertragt (Nobreget al,
2002), Mss2 wird fur die Membrantranslokation de$e&Zminus des mitochondrial kodierten
Cox2-Proteins benotigt (Broadley al, 2001), und Cox16 tragt auf bisher unbekannte &/eis
zur Assemblierung des COX-Komplexes bei (Carlsbal, 2003). Alle vier Proteine werden
fur die Assemblierung des COX-Komplexes auf pastdtationaler Ebene bendtigt. Wo in
vorangegangenen Arbeiten ausschliel3lich der rdspsahe Defekt derdcox1Q Acox1G
Acox19 and Amss2Mutanten erfasst wurde (Nobregéa al, 1990; Broadleyet al, 2001;
Nobregaet al, 2002; Carlsort al, 2003), liefert die vorliegende Arbeit dariiberdus einen
Hinweis darauf, dass auch extragenomische Fakteiae Rolle fir den Verlust der
respiratorischen Kompetenz spielen konnten. Deshalipden diese Deletionsmutanten
(COX-Assemblierungs-Mutanten) im Folgenden weitgetsucht.
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3.1.3 Funktionelle Untersuchung der COX-Assembliermgs-Mutanten

3.1.3.1 Plasmidale Komplementation der Gendeletione

Die COX-Assemblierungs-Mutanten konnten sowohl n&ytoduktion, als auch durch
Kreuzung mitAmiplwieder Atmung betreiben. Nachdem beide Experimauntd?aarung von
Zellen basieren, liegt es nahe, dass extragenomiBektandteile den Schlissel der Rettung
darstellen. Deshalb sollte zunachst getestet werdlenim Fall der COX-Assemblierungs-
Mutanten eine Ubertragung frischer Zellbestandteifdérend der Cytoduktion bzuimipi-
Kreuzung obligat fir die Rettung ist. Hierzu wurdefransformationsexperimente
durchgefuhrt. Die genomischen Deletionen der Muaantwurden mit Plasmiden
ausgeglichen, die Wildtypkopien der entsprechen@ene unter dem endogenen Promotor
kodieren. Prinzipiell erfolgt hierbei wie in der déuzung mit Amipl-Zellen eine
Komplementation. Im Gegensatz zur Kreuzung aberawah intakte zellulare Komponenten
vom Kreuzungspartner zur Verfugung gestellt werddemmmt es im Zuge der
Transformationen tatsachlich nur zu einem Ausgleides Proteinmangels. Die
Vorgehensweise deckt also irreversible vom Pratggllunabhangige Schaden auf.

In drei unabhangigen Experimenten wurde das Wachstn jeweils mindestens 100
transformanten Klonen pro Deletionsmutante auf YRB@alysiert. Trotz Anzucht auf
plasmiderhaltendem Selektivmedium blieb eine delliAnzahl an Transformanten (9-30%)
auch nach der Komplementation mit dem entsprecmexdiltypgen respiratorisch defizient
(Abb. 3-8). Das Auftreten respiratorisch inkompétenKlone wurde nicht durch die
Transformationsprozedur an sich hervorgerufen, Wegnsformationen von Wildtypzellen
mit den gleichen Plasmiden 100% respiratorisch letenge Klone hervorbrachten. Um zu
testen, olAcox1Q Acox16 Acox19und Amss2Klone ihre fur die respiratorische Kompetenz
bendtigten Eigenschaften im Laufe der Zeit verhengurden die Mutanten chronologischer
Alterung unterzogen (Kaeberleet al, 2007). Daflr wurden die Zellen auf glukosehaltige
Platten fir mehrere Tage bei Raumtemperatur inkytevor sie mit komplementierenden
Plasmiden transformiert wurden. Unter diesen Badiggn war der Anteil an Klonen, die
nicht gerettet werden konnten, auf 60-81% erhohghimgegen nur 6% gealterter
Wildtypzellen nach der Transformation respiratdristcompetent waren (Abb. 3-8).
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Abbildung 3-8: Plasmidale Komplementation der Gende  letionen. Acox10, Acox16, Acox19
und Amss2-Zellen aus der MATa-Deletionsbibliothek wurden mit Plasmiden transformiert, die das
jeweils komplementierende Wildtypallel unter Kontrolle des endogenen Promotors tragen.
Wildtypzellen wurden mit leeren Plasmiden transformiert. Frische Zellen wurden tber Nacht bei
30T auf YPD-Medium gezogen (weil3). Gealterte Zelle n wurden 14-28 Tage bei Raumtempe-
ratur auf YPD-Platten inkubiert, bevor sie auf frische Medienplatten Ubertragen und nach einer
UN-Inkubation bei 30T mit den komplementierenden P lasmiden transformiert wurden (hellgrau).
Fur die Re-Transformation wurden respiratorisch kompetente Klone aus der Transformation
frischer Zellen 24 h in flissigem YPD-Medium kultiviert, auf YPD-Medienplatten ausgebracht und
Einzelkolonien auf frische YPD-Platten tberfuhrt. Vor erneuter Transformation (dunkelgrau) mit
den komplementierenden Plasmiden wurde durch Uberstempeln auf geeignete Selektivmedium-
platten der Plasmidverlust und durch parallele Amipl-Kreuzung die Unversehrtheit der mtDNA
Uberprift. Der Anteil an respiratorisch inkompetenten Zellen betragt im Fall von frischen und
retransformierten Wildtypzellen 0% und ist deshalb in der Grafik nicht sichtbar. Angegeben sind
Mittelwerte und Standardabweichungen aus jeweils drei unabhéngigen Experimenten. Die
Transformationsexperimente zeigen eine Akkumulation irreversibler Schaden, die bereits in
logarithmisch wachsenden Zellen eintritt und durch Alterung beschleunigt wird.

Ein Erwerb des respiratorischen Defekts sollte sTRansformationsexperimenten weiter
nachvollzogen werden. Hierfir wurden nach der arst@ansformation respiratorisch
kompetente Klone nach Plasmidverlust erneut mit gameils komplementierenden Plasmid
re-transformiert. Fir den Plasmidverlust wurderpirasorisch kompetente Klone aus der
ersten Transformation frischer Zellen 24 h in fijemn YPD-Medium kultiviert, auf YPD-
Medienplatten ausgebracht, und Einzelkolonien austclie YPD-Platten tberfihrt. Durch
Uberstempelung auf geeignete Selektivmediumplattaerde der Plasmidverlust und durch
parallele Amipl-Kreuzung die Unversehrtheit der mtDNA Uberprifh Gegensatz zu den
chronologisch gealterten Zellen des vorangehendgrerinents befanden sich diese Zellen
stets in der logarithmischen Wachstumsphase. Zudaren die hier verwendeten Klone —
wie durch die erfolgte Rettung im primaren Transfationsexperiment und den zusatzliche
Amipl-Kreuzungen bestatigt (Daten nicht gezeigt) — unsglich mit allen Voraussetzungen

fur eine respiratorische Kompetenz (inklusive itéakmtDNA) ausgestattet. Nach der
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zweiten Transformation konnten jedoch erneut rasmiisch inkompetente Klone identifiziert
werden (5-16%). Innerhalb des kurzen Zeitfenstensschen Plasmidverlust und Re-
Transformation kam es also wieder zu einer irrebks Schadigung. Die Re-
Transformationsexperimente belegen einen spontaneerb respiratorischer Inkompetenz in
logarithmisch wachsenden Zellen. Einzig im Fall deox19Mutante konnte mit einem
Anteil von 1,1% an respiratorisch inkompetenten l|efel keine nennenswerte
Verschlechterung festgestellt werden. Zusammerdernitebenfalls vergleichsweise niedrigen
Startwerten transformierter frischer Zellen aus eesten Transformation und der Existenz
respiratorisch kompetentAcox19Zellen in defMATa-Bibliothek (Lubaret al, 2005) deutet
dieses Ergebnis auf ein deutlich langsameres Vohaegen der Schadigung in logarithmisch

wachsendecox19Zellen hin.

Insgesamt zeigen alle vorgenommenen Transforma&xpaesimente, dass die Mitochondrien
in Acox1Q Acox16 Acox19und Amss2Zellen mit der Zeit irreversibel geschadigt werden
was eine respiratorische Inkompetenz hervorru#t, dcht mehr ausgeglichen werden kann.
Diese Schadigung wird schon wahrend des logaritimis Wachstums induziert und
wahrend chronologischer Alterung stark beschleurigtden untersuchten COX-Stammen
(und moglicherweise auch in anderen Klasse I[I-Migianwird der respiratorische Defekt

also zusatzlich durch erworbene Faktoren begunstigt

Um nachzuvollziehen auf welcher Ebene die Schadjgier Zellen erfolgt (mtDNA oder
andere Makromolekile), wurden Kreuzungen von rasmiisch inkompetenten
Transformanten nach der Starttransformation Amtipl-Zellen durchgefuhrt, die aufgrund
ihrer Deletion fho”] sind (Foury, 1989). Dadurch wurden alle Zellbestaile auRer der
MtDNA erneuert. Das Wachstum der erzeugten Dipioidaf YPG-Medienplatten wurde
erfasst. Ein Grol3teil davon war nicht in der Lagspiratorisch zu wachsen, was zeigt, dass
die parentalen, respiratorisch inkompetenten Taansinten keine intakte mtDNA besal3en.
Die mtDNA scheint also das primare Angriffsziel dmhadigenden Einflisse zu sein. Das
Ausgangspostulat, dass die respiratorische KompetenKlasse II-Mutanten nichtvom
mitochondrialen Genom abhé&ngt, sollte deshalb_rafitrurspringlicheingeschrankt werden.

Allerdings beweist die sporadische Detektion (1% vespiratorisch kompetenten Klonen
nach deAmipl-Kreuzung (Abb. 3-9), dass die Schaden nicht alisftith auf die mtDNA
beschrankt sind, sondern auch andere, in der Kreuetsetzbare Makromolekile, wie z. B.

Lipide oder Proteine, betreffen konnen.
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Acox10 xAmipl Acox19 xAmipl Abbildung 3-9: Uberprifung der mtDNA
durch Kreuzung mit Amipl. Nach der Start-
transformation wurden respiratorisch kompeten-
te (+) und inkompetente (-) Klone mit Amipl-
Zellen gekreuzt und das Wachstum der entstan-
denen Diploiden auf YPG-Medium erfasst. Alle
getesteten (+) Klone und je ein (-) Klon
enthielten mtDNA (roter Pfeil).

3.1.3.2 Der Einfluss reaktiver Sauerstoffspezies (&S)

Was aber sind die Faktoren, die die Akkumulation Schaden hervorrufen? Eine haufige
Ursache gravierender zellularer Schadigung sindtikea Sauerstoffspezies (ROS), wie
Superoxidradikalanion (), Wasserstoffperoxid (#D,) und das Hydroxylradikal (HQ, die
unvermeidlich als Nebenprodukte der oxidativen Bhosylierung entstehen (Meissner,
2007). Die Hauptproduzenten von ROS in Hefezelliwl slabei die rotenoninsensitiven
NADH-Dehydrogenasen, die als Alternative zum kisdsen NADH-Dehydrogenase-
Komplex vorliegen, und der Cytochrootl-Komplex (Herrercet al, 2008) (vgl. Abb. 1-1).
Ubersteigt die Produktionsrate die natirliche Ehiggskapazitat, kommt es zur verstarkten
oxidativen Schadigung von Makromolekilen (Semen2807; Hoye et al, 2008).
Verschiedene Hinweise deuten darauf hin, dass auatten Deletionsstimmencox1Q
Acox16 Acox19und Amss2ROS eine Rolle spielen kdnnten. Zum einen schgezisll die
MtDNA von den Schadigungen betroffen zu sein. Awrgr ihrer raumlichen Nahe zur
Atmungskette und der ungeschitzten histonfreienk&tr ist sie oft primares Ziel von ROS
(Balabanet al, 2005). Zum anderen erfolgt lkcox16Zellen eine vermehrte Assemblierung
von DNA-Reparaturkomplexen im Zellkern, die vernualtl durch eine erhdhte oxidative
Schadigung induziert wird (Alvaret al, 2007). Dartber hinaus konnten Baretsal. (2003)
bereits inAcox10- sowie Acox11- und Acox15Deletionsmutanten, denen ebenfalls COX-
Assemblierungsfaktoren fehlen, eine erhthte ROSWion nachweisen. Die zelluléare
ROS-Akkumulation in demdcox1Q Acox16 Acox19 und Amss2Mutanten sollte deshalb
mittels DHR-Farbung _(ihydrorhodamin-123) untersucht werden. DHR ist ein nicht-
fluoreszierender, membrandiffusibler Farbstoff, dewch ROS zu grin fluoreszierendem,
nicht-diffusiblem Rhodamin-123 oxidiert wird. Dieluéreszenz von Zellen ist damit ein
direkter Indikator fur die Anwesenheit von ROS.

Die Akkumulation von ROS wurde zeitabhangig verfoldierfir wurden die fur die
Farbungen verwendeten Kulturen zum Zeitpunkt Oischir beimpft und zu verschiedenen
Zeitpunkten Aliquots fir die DHR-Behandlung entnoemm Die Probennahmen erfolgten
nach 8 h in der logarithmischen WachstumsphaseZden und in der stationdren Phase
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nach 24, 32, 56 und 80 h. Der Anteil fluoresziesgricellen wurde fluoreszenzmikroskopisch
erfasst (Abb. 3-10 A). Diese Vorgehensweise wurdgejls in drei unabhangigen
Experimenten wiederholt.
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Abbildung 3-10: Stationdre COX-Assemblierungs-Mutan  ten akkumulieren verstéarkt ROS.
Bildbeschreibung siehe S. 69.
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Abbildung 3-10: Stationdre COX-Assemblierungs-Mutan  ten akkumulieren verstéarkt ROS.
Zellkulturen wurden in flissigem YPD-Medium bei 30°C gezogen. 1 ml Aliquots wurden nach 8,
24, 32, 56 und 80 h Inkubationszeit entnommen und fiir fluoreszenzmikroskopische Analysen und
Quantifizierungen mit DHR (Dihydrorhodamin-123) gefarbt. (A) Zeitlicher Verlauf der ROS-
Akkumulation. Aufgetragen sind Mittelwerte des Anteils an fluoreszierenden Zellen aus drei
unabhangigen Experimenten (jeweils n=100) mit Standardabweichungen gegen den Zeitpunkt
der Probennahme in h. Bereits mit dem Ubergang der Kulturen in die stationdre Phase kommt es
nach 24 h zu einem deutlichen Anstieg der ROS-produzierenden, griin fluoreszierenden Zellen,
wobei deren Anteil in mutanten Kulturen (grau) etwa ein drittel hoher ist als in den Wildtypkulturen
(weil?). (B) DHR-gefarbte COX-Deletionsmutanten weisen eine breitere und intensivere
Fluoreszenz auf als parallel untersuchte Wildtypzellen. Uberblickaufnahmen wurden mit 40facher
VergroRerung und Einzelzellaufnahmen (EZ) mit 100facher Vergro3erung erstellt. Die
Einzelzellaufnahmen sind im Vergleich zu den Uberblickaufnahmen vergroRert dargestellt. Jedes
Bildpaar besteht aus einer Differential-Interferenz-Kontrast- (DIC) und einer Fluoreszenz-
Aufnahme (DHR). Die jeweils abgebildeten Grolienbalken entsprechen 5 um und gelten fur alle
Aufnahmen. In der logarithmischen Wachstumsphase (8 h) ist nur Autofluoreszenz vorhanden,
wohingegen Zellen aus der stationdren Phase (32 h) eine deutliche DHR-Fluoreszenz zeigen, die
mit ROS-Akkumulation gleich zu setzen ist.

Sowohl in den Wildtyp- als auch in den mutantentii@n fluoreszierten nach 8 h <2% der
Zellen. Bereits nach 24 h war der Anteil der flismerenden Zellen auf durchschnittlich 50%
in Wildtyp- und 86,5 bis 92% in den mutanten Kudturangestiegen. Zum Zeitpunkt 56 h
fluoreszierten anndhernd 100% der mutanten Zelleh11% der Wildtypzellen. Dabei war
die Fluoreszenzintensitdt in den mutanten Zellesgesamt stets hoher als die in
Wildtypzellen. Mit dem Eintritt in die stationaréh&se kam es also zu einem detektierbarem
Anstieg der ROS-Produktion, der in den Deletiomast@&n deutlich verstarkt war
(Abb. 3-10 A). Zusatzlich war die Fluoreszenz imdeeletionsmutanten Uber die gesamte
Zelle verteilt, wohingegen in den Wildtypzellen e eine selektive Farbung der
Mitochondrien beobachtet wurde (Abb. 3-10 B). Di@Rsind in den Mutanten also nicht nur
vermehrt, sondern auch zusatzlich breiter vertsdjass eine umfassende Schadigung der
gesamten Zelle erfolgen kann.

Der Grad der Fluoreszenz in den Wildtypkulturenegplt die natirliche ROS-
Konzentration wider, die primar durch die Atmungs&aund weitere oxidative Prozesse (in
z. B. den Peroxisomen und im ER) erzeugt wird. &r tbgarithmischen Phase (8 h)
fermentieren die Hefezellen die vorliegende Glukdse werden nur wenige ROS gebildet,
weil die zellulare Atmung reprimiert wird und wegrrg Mitochondrienmasse vorliegt
(Cabiscolet al, 2000). Der sprunghafte Anstieg mit Ubergang i@ stiationédre Phase kann
durch physiologische Anderungen erklart werdendigsem Stadium kommt es zu einer
Limitierung der Kohlenstoffquelle Glukose, die zmean transienten Wachstumsarrest fuhrt
(metabolic transition In diesem Stadium verringert sich zum einen zbe#& der
Energiebedarf (Bonawitet al, 2006), sodass weniger, @erbraucht wird. Der intrazellulare

O.-Level steigt also kurzfristig, was mdoglicherwedie monoelektronische Reduktion von

69



3 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Sauerstoff zu @ beginstigt (Trancikovéet al, 2004). Zum anderen entfallt die
Glukoserepression und die Zellen exprimieren zurapidn an den respiratorischen
Metabolismus verstarkt Gene, die fir Proteine déochondrialen Genexpression und der
Atmungskette kodieren (Travest al, 2001). Durch respiratorische Verstoffwechslung de
vorher gebildeten Ethanols werden im Folgendent&kisROS gebildet. So tragen also zwei
basale Prozesse zu einer naturlichen Erh6hung @8-Ronzentration in Hefezellen bei.
Durch gleichzeitige Induktion des antioxidativenst&ns werden diese jedoch abgebaut und
die schadigenden Einflisse in Wildtypzellen minirnieDie deutlich erhéhten ROS-

Konzentrationen in den Mutanten weisen auf eineustpdieses Gleichgewichts hin.

Die Befunde aus den Transformationsexperimenter. (8d.3.1) stehen scheinbar im
Widerspruch zu den Ergebnissen der DHR-FarbungeomwoDl die Transformations-
experimente ein Fortschreiten der irreversiblena8mungen wahrend des logarithmischen
Wachstums demonstrieren, sind in den entsprechdrderigkulturen tber DHR-Farbungen
keine ROS nachweisbar. Eine mogliche Erklarung wdass die ROS-Konzentrationen in
den logarithmisch wachsenden Zellen unter der Na@grenze der Farbetechnik liegen. Um
dies zu Uberprufen, wurden sensitivere Messungen BEOS-Konzentrationen an
Mitochondrien, die aus logarithmisch wachsendenledelisoliert worden waren, durch
Sebastian Longen (Universitat Kaiserslautern, Uehisfir Zellbiologie) vorgenommen.
Dieses Verfahren beruht darauf, dass das farblabst@t Amplex® Red bei Anwesenheit
von H0O, zu hoch fluoreszentem Resorufin umgesetzt wirdo(Zet al, 1997). Die
Resorufin-Bildung wird fluorimetrisch verfolgt (Aegung: 544 nm; Emission: 590 nm). So
kann HO; bis zu einer Untergrenze von 100 nM nachgewiesemrden (Produktinformation
Invitrogen).

Exemplarische Messungen wurden fir dieox1@Deletionsmutante durchgeflhrt.
Dadurch konnte im Vergleich zu Wildtypzellen einerdopplung der ROS-Konzentration in
den mutanten Zellen festgestellt werden. Die Erggslen stimmen mit vorangegangenen
Studien von Barrost al. (2003) tUberein und beweisen die erhdhte ProdukiionROS auch
in logarithmisch wachsenden Zellen. Das analogéaitan vonAcox16 Acox19und Amss2
in den bisher vorgenommenen Untersuchungen ledt, mss auch in diesen Stammen in der
logarithmischen Phase eine erhéhte ROS-Produktifmige Um dies jedoch zu bestétigen,
sind exakte Messungen (Amplex® Red-Methode) unditis
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3.1.3.3 Modell zur Entstehung der respiratorischerinkompetenz in den COX-
Assemblierungs-Mutanten

Anhand der durchgefuihrten Experimente konnten erBteveise auf einen zusatzlichen
Einfluss reaktiver Sauerstoffspezies gewonnen werd®as Beispiel der COX-
Assemblierungs-Mutanten zeigt damit, dass die Ekiwng einespetPhanotyps oft nicht
eindimensional erfolgt und durch extragenomischektdfan verstarkt werden kann.
Zusammen mit den brigen Untersuchungsergebnissm kfolgendes Modell zur
Phanotypentstehung in COX-Assemblierungs-Mutantemgeschlagen werden: In der
Startsituation (direkt nach der Cytoduktion) besitdie Zellen ungeschadigtes Zellmaterial
und intakte, assemblierte CytochramOxidase (COX)-Komplexe. Diese scheinen zunachst
auch im Deletionshintergrund voll funktionsfahig gein, zumal entsprechende Zellen nach
der Cytoduktion auf YPG-Platten wachsen. Die fetiésn Proteine sind also nicht fir die
Funktionalitdt bestehender Komplexe erforderlichurdh Proteinabbau und Ausdinnung
wahrend der Zellteilung liegen nach und nach immeniger intakte Komplexe vor und
aufgrund der Deletionen kdnnen keine neuen mehildgtbverden. Die Atmungsaktivitat
sinkt sukzessive und erliegt schlie3lich. Die pmen&onsequenz der Deletion ist also
zunachst — gemal der beschriebenen Proteinfunktiender COX-Assemblierungsdefekt,
der letztendlich eine fehlende COX-Aktivitat hemugt.

Die Deletionen beziehungsweise die resultierendeX-Eéhlfunktion scheinen sich
zudem sekundar auszuwirken. So wurde eine verstdktlung von ROS in den DHR-
Farbungsexperimenten beobachtet (3.1.3.2 DHR-Fgdn)n Dies stimmt mit der Annahme
Uberein, dass eine unausgewogene Produktion odsenfdierung von Atmungsketten-
komplexen dewicious cycle of oxidative stregsluziert (Bonawitzt al, 2006). Die um 1/3
erhohte ROS-Produktion in den Mutanten resultiestmutlich direkt aus der gestorten
Elektronentransportkette. Barres al. (2003) konnten zeigen, dass Antimyciftdehandelte
Wildtypzellen und Cytochrombcl-Komplex-Mutanten ROS akkumulieren. Kunstliche
Inhibition scheint also den gleichen Effekt wierinsische Manipulation durch Deletion auf
die Atmungskette zu haben. Deshalb liegt es nades ds in den hier untersuchten Mutanten
bei Erliegen der COX-Aktivitat — analog zu einert@hromc Oxidase-Inhibition durch
Cyanide (Siposet al, 2003) — gewissermal3en zu einem Elektronenstaumkordie
Atmungskettenkomplexaipstreamliegen reduziert vor und besitzen damit ein eré$ht
Reduktionspotential, wodurch die ROS-Produktionctiudbertragung einzelner Elektronen
auf O, beginstigt wird (Johnson & DeMars, 2004). In débX=Assemblierungs-Mutanten

% Antimycin A: Inhibitor des Cytochrorhcl-Komplexes.
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erfolgt also als direkte Konsequenz der COX-Felifiom stete ROS-Produktion, die bereits
innerhalb kurzer Zeit zu einer gravierenden Schitigvon Proteinen, Lipiden und auch
MtDNA fuhren kann (siehe 3.1.3.1 Re-Transformatsmperimente). Dadurch kommt es zu
einer zusatzlichen Beeintrachtigung der Atmungsketlie eine weitere Verstarkung der
ROS-Produktion mit weiterer Schadigung bedingt. Bich selbstverstarkender Kreislauf
wird gestartet\(icious cycle theoryBandy & Davison, 1990). Die produzierten ROS-Memg
sind schlie3lich so groR3, dass sie aus den Mitadfiem austreten und die gesamte Zelle
schadigen (siehe 3.1.3.2).

Obwohl Hefe ihren Energiebedarf bei Anwesenheit Guakose hauptsachlich tber
Fermentation deckt, ist auch unter diesen Bedingnngine elektronentransportabhangige
ROS-Produktion moglich. Denn trotz Glukosereprassineibt eine Restaktivitat der
Atmungskette (~10%) bestehen (Rosenfeld & Beauv2ii)3), die aufgrund des COX-
Defekts ausschlie3lich ROS bildet. Zuséatzlich gtfalurch Glukose eine Repression vieler
Komponenten des antioxidativen Systems (z. B. Swpedismutase, Catalase und
Glutathionperoxidase; Martinez-Past¢bral, 1996), was wiederum eine mitochondriale ROS-
Akkumulation begunstigt. Das bedeutet, dass COXeAddierungs-Mutanten auch unter
fermentierbaren Bedingungen permanent oxidativamesStausgesetzt sind.

Bei Limitierung der Kohlenstoffquelle Glukose (anbétgang in die stationire Phase)
ist dieser Prozess sogar drastisch beschleunigPrinzip greifen hier die gleichen beiden
Mechanismen wie im Wildtyp (vgl. 3.1.3.2). Primatérsache einer vermehrten ROS-
Produktion ist der Wegfall der Glukoserepressiorar(@do, 1998) mit Umstellung des
Stoffwechsels auf oxidative Phosphorylierud@g(xic shify. Daflr werden verstarkt Proteine
des respiratorischen Programms — insbesondere Ayskatienkomplexe — gebildet, die
aufgrund fehlerhafter COX in den Mutanten nur d@3RProduktion beschleunigen. Dartber
hinaus erliegt in dieser Phase der physiologisc¥ieriinderung auch in den Mutanten der
Stoffwechsel, aufgrund des niedrigeren Energieliedaird weniger Q verbraucht und die
zellulare Q-Konzentration steigt (vgl. 3.1.3.2). Allerdingst idies aufgrund der
respiratorischen Inkompetenz anders als in dentWkailturen kein transienter Zustand, was
permanent die Wahrscheinlichkeit monoelektronis@eatuktion von Sauerstoff und die Rate
der ROS-Produktion zusatzlich erhoht.

Interessanterweise tben in den Mutanten bereitsdier logarithmischen Phase gebildeten
geringen Mengen an ROS stark negative Effekte @bsiohl die ROS-Konzentrationen nur

etwa doppelt so hoch sind wie im Wildtyp (vgl. 3.2; AmplexRed-Messung) scheinen die
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mutanten Zellen deutlich anfalliger fir ROS-bedin@chadigungen zu sein und es entsteht
ein hoherer Anteil an Zellen mit irreversibler Sdigung (Transformationsexperimente).
Diese Tendenz setzt sich auch in den stationérdturi€n fort. In Analogie dazu wurde fur
respiratorisch inkompetenfieox6, [rho”]- und wildtypische Antimycin A-behandelte Zellen
eine starkere Empfindlichkeit gegeniber extern gabenem kD, experimentell
nachgewiesen (Grargt al, 1997; Trancikovéet al, 2004). Erklarungsansatze fir diese
starkere Anfalligkeit liefern Trancikow al. (2004) und Grangt al. (1997): Sie gehen davon
aus, dass die Entgiftung und Reparatur ROS-gesgeidMolekiile zahlreiche energie-
verbrauchende Schritte beinhaltet. Diese Energnn kadoch aufgrund der mitochondrialen
Fehlfunktion nicht ausreichend bereit gestellt veerdsodass das Ungleichgewicht zwischen
ROS-Produktion und -Abbau weiter verstarkt wirdnkionelle Mitochondrien stellen also
selbst das basale Level der ROS-Resistenz dar t{(@taal, 1997). Auf alle Arten des
oxidativen Stress, egal ob extern oder intern anti&n, erfolgt die gleiche zellulare Antwort.
Deshalb liegt es nahe, dass dieses Modell auchd@ufROS-Produktion in den COX-
Assemblierungs-Mutanten Ubertragbar ist. Neben \d@mehrten Produktion kommt so
maoglicherweise auch eine beeintrachtige Entgiftang tragen, die den oxidativen Stress

weiter erhoht.

Ebenfalls sekundéar zu den Deletionen kdnnte eem@OX-Assemblierungs-Mutanten auch
zu einer Veranderung des Intermediarmetabolismusnken. In Microarrayanalysen wurde
fur Antimycin A-behandelten Wildtyphefezellen undhd’]-Zellen bereits gezeigt, dass
aufgrund einer respiratorischen Inkompetenz eineAMierung des Metabolismus eintritt.
Dieser Prozess wird als retrograde Antwort bezathmeil sich der funktionelle Zustand der
Mitochondrien direkt auf nukleare Prozesse auswi(Butow & Avadhani, 2004).

Insbesondere Gene, die peroxisomale Proteine legievurden verstarkt exprimiert, was
eine vermehrte Peroxisomenbiogenese zur Folge (igisteinet al, 2001). Dies stimmt mit

friheren Untersuchungen Uberein, die als Antwolrtr@spiratorische Defekte eine 30-40fach
erhohte Expression der peroxisomalen Citratsyntiatezeigten (Liu & Butow, 1999). Bei

einem Defekt der Atmungskette erliegt auch derarbonsaurezyklus (Succinat kann nicht
zu Fumarat oxidiert werden) und es fehlen Metabptite unter anderem fiir die Aminoséaure-
und Nukleotidbiosynthese bendétigt werden (z. B. l@o&tat,a-Ketoglutarat). Die induzierten

peroxisomalen Stoffwechselwege, insbesondere Enzigaeslyoxylat-Zyklus, sollen diesen
Mangel ausgleichen (Epsteiet al, 2001; Butow & Avadhani, 2004). Inwieweit diese
Prozesse die zellulare ROS-Akkumulation verstaikemnklar. Ein zusatzlicher Beitrag zur
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ROS-Produktion ist jedoch unwahrscheinlich, da assm alle fho%]-Stamme erhthte ROS-
Konzentrationen aufweisen mussten, was nicht déristaDeshalb ist es wahrscheinlicher,
dass das notwendige Ubergewicht an metabolischdigk&# in den Peroxisomen
maoglicherweise die peroxisomale Antwort auf diedar gesamten Zelle entstehenden ROS
(Schrader & Fahimi, 2006) leicht beeintrachtigt.i Bgeichzeitig mitochondrialer ROS-
Produktion, wie in den vorliegenden COX-Assemblngs-Mutanten, kdnnte dies ausreichen,

um wiederum das Ungleichgewicht zwischen Produktiamd Abbaurate zu verschieben.

Die priméare Ursache der beobachteten respirat@msdhkompetenz in den vorliegenden
MutantenAcox1Q Acox16 Acox19 und Amss2ist die Cytochromc Oxidase-Fehlfunktion,

durch die der Elektronentransport gestort wird. upelér entstehen dadurch vermehrt ROS,
deren Produktion sich selbst verstarkt. Parallelirdedchtigt der durch den respiratorischen
Defekt bestehende Energiemangel den ROS-Abbauo®onk es zu einer verstarkten ROS-

Akkumulation, die gravierende zellulare Schadigumigervorruft.
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3.2 Studien zur mitochondrialen Morphogenese

Mitochondrien sind Schlisselkomponenten zahlreighteysiologischer Prozesse. Deshalb
beinhaltet die mitochondriale Biogenese nicht nie @&ildung und den Erhalt einer
funktionellen Atmungskette, die im vorangehenderpitéh beschrieben sind. Eine zentrale
Rolle nimmt auch die mitochondriale Morphogenesa, elie eine Anpassung der
Mitochondrien an die jeweiligen zellularen Gegelmtdn ermoglicht. Teilbereiche dieses

Prozesses wurden im Folgenden untersucht.

3.2.1 Identifizierung von Wechselwirkungspartnern aér mitochondrialen
Innenmembranteilungskomponente Mdm33

Als einzige Komponente der mitochondrialen Innenfaemteilung wurde bisher Mdm33
identifiziert (Messerschmitet al, 2003). Uber genetische Interaktion sollten Wekhse
wirkungspartner dieses Proteins gefunden werdes.Ubierexpression voDM33 fiihrt in
Wildtyphefezellen zu Letalitat und Fragmentierurogn Witochondrien (Messerschmét al,
2003). Wenn wichtige Interaktionpartner, z. B. dui@eletion, fehlen, sollten die Letalitat
und die mitochondriale Fragmentierung aufgrund reumgéerbrochenen Mdm33-Wirkkaskade
abgeschwacht oder verhindert werd®DM33 wurde deshalb in Deletionsstammen uber-
exprimiert. Positive Stamme wurden anhand von Lsfédgmgkeit und Erhalt wildtypischer
mitochondrialer Strukturen identifiziert.

Fur die Durchmusterung wurde ausgehend von derO-#&estdmme umfassenden
MATa-Deletionsbibliothek (BioCat, Heidelber@iaeveret al, 2002; Kastenmayeet al,
2006) eine Auswahl an Mutanten zusammengestelh. Mteresse waren dabei hauptsachlich
Stamme, deren deletierte Gene fur Proteine mitaindodrialer Lokalisation und unbekannter
Funktion kodieren. Als Grundlage fur die Auswahkrdien die Ergebnisse der LCMS-
basierenden mitochondrialen Proteomanalyse von n&iok et al. (2003) und die
DatenbankenSaccharomycesGenome Database (SGD; Issel-Taner al, 2002) und
Comprehensive Yeast Genome Database (CYGD,; Gildsnal, 2005). So wurden 123
Proteine mit mitochondrialer Lokalisation und unéefkter Funktion ausgewahlt. Zusatzlich
wurden sieben Komponenten mit unbekannter Funktio Lokalisation, sowie 19
mitochondriale Proteine mit bekannter Funktion assght. Dabei wurden hauptséchlich
Innenmembrankomponenten verwendet, die sich in liéher Nahe zu Mdm33 befinden
sollten. Des Weiteren wurden 15 Morphologiekompdoaen hinzugefigt, um die

Uberexpression vorMDM33 in die Prozesse der mitochondrialen Fusion, Tgilumd
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Tubulation einzuordnen. Insgesamt wurden 164 Starfimedie Uberexpressionsanalyse
ausgewahlt (Tab. A7) und zusammen mit dem isog@vigdtypstamm BY4742 untersucht.
Nach Transformation mit dem galaktoseinduzierbargberexpressionsplasmid
pYX223-GAL-MDM33 (Messerschmittet al, 2003) bzw. dem leeren Referenzplasmid
pYX223 (Novagen, Darmstadt) und dem Plasmid pVT10®GFP (Westermann & Neupert,
2000) wurden sowohl das Wachstumsverhalten als digcmitochondriale Morphologie aller
Stamme auf SGal-Medium (Minimalmediumplatten mitla&tose als Kohlenstoffquelle)

untersucht.

3.2.1.1 Beurteilung des Wachstums bei Uberexpressivon MDM33

Die galaktoseinduzierte Uberexpression viDM33 fiihrt in Wildtypzellen zu einem
Wachstumsarrest (Messerschneittal, 2003; siehe auch Abb. 3-12 A). Ein erster Ubekbli
uber ihren Einfluss auf das Wachstumsverhalten &t Testkandidaten sollte durch
semiquantitative Wachstumsanalysen gewonnen werdelierzu wurden jeweils
gleichbleibende Mengen Zellmaterial strichformigf &Gal-Platten ausgebracht und das
Wachstum nach drei Tagen Inkubation in die viedfestu+++, ++, + und --- (Abb. 3-11)
eingeteilt, wobei +++ das starkste und --- das sahste vorkommende Wachstum beschrieb.
Fur jede Mutante wurden mit dem leeren und dem é&Mpessionsplasmid transformierte
Varianten verwendet und deren relatives Wachstuminander beurteilt. Dabei wurde
unterschieden zwischen (1) Wachstumsverschlectderalirch Uberexpression, (2)
Wachstumsdefekt auf SGal bereits mit leerem Plagmdl (3) gleichbleibendem Wachstum
trotz Uberexpression. Als ,positiv‘ gewertet wurdStdmme der dritten Gruppe. Insgesamt
konnten dadurch 14 Deletionsmutanten als Uberesiorestolerant identifiziert werden
(Tab. A8).

+++ ++ +
f %
U[ .

Um die Ergebnisse fir die potentiell interessankandidaten zu verifizieren, wurden

Abbildung 3-11: Semiquantitative Analysen zur Erfas  sung
des Wachstums bei Uberexpression von MDM33. Das
Wachstum der Hefezellen wurde in die vier Stufen +++, ++, + und
--- eingeteilt, wobei +++ das starkste und --- das schwachste
vorkommende Wachstum beschreibt.

Tupfeltests durchgefuhrt. Dadurch sollte die Kongagionsintensitat genauer erfasst werden.
Hierzu wurden serielle Verdinnungen von Zellkultumait leerem und Uberexpressions-
plasmid auf SD- (Minimalmediumplatten mit Glukosks &ohlenstoffquelle) und SGal-

Platten getropft (Abb. Al). Die ersten Befunde des semiquantitativen Vortests konnten
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durch die Tupfeltests nur bedingt bestéatigt werdéine der untersuchten Mutanten zeigte
bei Uberexpression gleichbleibend gutes oder vedrgss Wachstum. GemaR ihres
Wachstumsverhaltens mit dem leeren Plasmid wudienStammeAydr493w, Ayer017c,
Ayil157c und Aynl168cdeshalb als allgemein wachstumsbeeintrachtigt &4l $Gruppe 2)
identifiziert und die verbleibenden fiinf Stamme den Gruppe (1) — Wachstumsverschlech-
terung bei Uberexpression — zugeordnet.

Allerdings konnten mitAybrO039w AydrO61w Aygl080w Aylr091w und AymIO30w
funf Stamme detektiert werden, bei denen die Ulpenexerenden Zellen zumindest eine
Stufe besser wuchsen als entsprechende Wildtypzéfbb. 3-12 A). Unter zusatzlicher
Berucksichtigung der Tupfeltests ergab sich aus sgeniquantitativen Wachstumsanalysen
bei Uberexpression voMDM33 die in Abb. 3-12 B dargestellte GesamtverteiluRigr den
Grol3teil der untersuchten Stamme (143 = 87%) wandevildtypanaloger Wachstumsdefekt
festgestellt und 10% der Stamme (=16) wiesen ealigemeinen Defekt auf SGal-Medium
auf. Die funf Deletionem\ybr039w (Aatp3), AydrO61w Aygl080w Aylr091w und Ayml030w
bewirkten eine leichte Kompensation des Wachstufektiebei Uberexpression vénDM33
und stellen damit mogliche genetische Interaktianser von Mdm33 dar (Tab. 3-5).

A pYX223-MDM33 B
( ) SD sGal ( ) 2, 164 Teststamme
Wachstums- allgemeiner Wachstums-
WT positive; 5 (3 %) defekt auf SGal; 16 (10 %)

Aybr039w
(Aatp3)
Aydr061w
Ayglo80w
(Afmp37)

Aylr091w

Ayml030w

— Wachstumsdefekt bei
MDM33-Uberexpression; 143 (87 %)

Abbildung 3-12: Wachstum bei Uberexpression von MDM33. (A) Analyse des Wachstums
mittels Tupfeltests. Von Zellkulturen, die Uber Nacht in SD-Medium bei 30T bis zu einer OD g
von 1,0 angezogen worden waren, wurden serielle Verdiinnungen auf SD- und SGal-Platten
aufgetropft und drei Tage bei 30T inkubiert. Fiinf Deletionsstimme zeigen bei Uberexpression
von MDMS33 leicht besseres Wachstum als der Uberexprimierende Wildtyp. (B) Gesamtverteilung
der Wachstumsphanotypen. Erfasst wurden eine Verschlechterung des Wachstums bei
Uberexpression (grau), ein allgemeiner Wachstumsdefekt auf SGal (weiR) und verbessertes
Wachstum im Vergleich zum Wildtyp bei Uberexpression (rot).

Die Detektion der Deletionsmutanfeatp3 (Aybr039w ist wahrscheinlich nicht die Folge

einer spezifischen Interaktion von Atp3 und Mdm&88ndern eines sekundaren Effekts. Atp3

77



3 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

ist die y-Untereinheit des #Sektors der ATP-Synthase und stellt zusammen rait d
Untereinheite als central stalkdie Verbindung zwischen dem-Fund dem ESektor her. In
Aatp3-Mutanten wurde eine gravierende Destabilisierueg gesamten;FSektors beobachtet
(Paul et al, 1994), was zum Verlust der ATPase-Funktion fulmt. Abwesenheit einer
funktionellen Elektronentransportkette und/odesesifunktionellen ATP-Synthasekomplexes
wird das essentielle elektrische Potential der remeMitochondrienmembran durch den
Austausch von ATP gegen ADP mittels Adenin Nuklgoliranslokator aufgebaut. Der
entscheidende Schritt dieses Prozesses ist die ddiweay von ATP zu ADP in der
mitochondrialen Matrix, wobei wahrscheinlich dgrFektor der ATP-Synthase bendtigt wird
(Smith & Thorsness, 2005). In der vorliegend&tip3-Deletionsmutante ist dieser Vorgang
deshalb stark beeintréchtigt. Die mangelnde Enisigaing der Membran wiederum wirkt
sich negativ auf den mitochondrialen Proteinimp@ntuscottet al, 2001) und auch die
mitochondriale Fusion aus (Meeusetnal, 2004). Dadurch kommt es zu einer gravierenden
Fehlstrukturierung und Fehlfunktion der Mitochomdri(fluoreszenzmikroskopisch ist eine
Fragmentierung sichtbar; Tab. A10), die moglichesee auch durch dieMDM33
Uberexpression nicht weiter verschlechtert werdannk Allerdings gelangt auch Mdm33
aufgrund des Importdefekts eventuell nur eingesitirin die Mitochondrien, sodass der
Uberexpressionsspezifische Wachstumsdefekt vermiireetritt. Aufgrund der deletions-
bedingten Defekte ist das Wachstum der Mutéatip3 auf SGal von vorne herein auch ohne
Uberexpression stark beeintrachtig (nur +) und Wierexpression kann nur bedingt einen
zusatzlichen negativen Einfluss auf das Wachstusiilzen. Das Wachstum nimmt nur leicht
ab. Dadurch aber erscheint das Wachstum bei Ubessipn im Vergleich zum Wildtyp

verbessert, wo ein Wachstumsarrest eintritt.

Als potentielle Wechselwirkungspartner von Mdma38ilién also die vier uncharakterisierten
Proteine YdrO61w, Ygl080w, YIr091w und YmIO30w, daut GFP-Fusionsstudien (Hut

al., 2003) und Proteomanalysen (Sickmaral, 2003; Reinderst al, 2006) mitochondrial
lokalisiert sind (Tab. 3-5). Fur ein besseres \&rdhis wurden Datenbankrecherchen und
bioinformatische Analysen vorgenommen. Die Kandidptoteine sind zwischen ~15 und
61 kDa gro3 (SGD; Issel-Tarvast al, 2002) und bilden mit Ausnahme von Ygl080w
vermutlich Coiled-coil-Strukturen aus (Lupas al, 1991). Uber diese Motive wéren
Wechselwirkungen mit anderen Proteinen inklusivem\38 denkbar. Durch Hydropathie-
analysen (Hofmann & Stoffel, 1993) wurden fur YJ@@8 und YmIO30w jeweils zwel

Transmembranbereiche vorhergesagt, sodass es aichnien wahrscheinlich um integrale
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Membranproteine handelt. YdrO61w besitzt dartibeabs eine wkleotid-indende_@mane
(NBD) mit Ahnlichkeit zu einem ABC-Motiv (Finnet al, 2008). Allerdings fehlen
Transmembrandoménen, wie sie in klassischen AB@spartern zu finden sind. Damit
ahnelt YdrO61w den transmembranbereichslosen AB@vwWRroteinen Yef3 bzw. Gcn20,
die im Cytosol als TranslationselongationsfaktowbZranslationsregulator fungieren (Bauer
et al, 1999). Eine wichtige Rolle von YdrO61w in der aghondrialen Translation ist jedoch
unwahrscheinlich, zumal die Deletionsmutante respische Kompetenz aufweist.
Ruckschlisse auf die Funktion von YdrO61w sind aisbt moglich.

YIr091w wurde im ersten Teilabschnitt der vorliegen Arbeit als Komponente
identifiziert, die essentiell fur den Erhalt mitactdrialer DNA ist, und als Rrg3dquired for
respiratory_gowth) bezeichnet (3.1.2.2). Die doppelte Detektion imhfRen dieser Arbeit
zeigt eine groRe Bedeutung dieses Proteins fumdechondriale Biogenese. Dariiber hinaus
wurde YLRO91w kurzlich in einem Screen nach genetischen Intemagpartnern der
Prohibitine erfasst (Osmaet al., 2009). Die Prohibitine Phbl und Phb2 sind zwei bloge
Proteine, die in multimeren, hochmolekularen rimgfigen Komplexen in der
mitochondrialen Innenmembran vorliegen und reguistbe Funktionen im Rahmen der
Zellproliferation sowie der Dynamik und Funktion nvoMitochondrien einnehmen.
Weiterfiuhrende Untersuchungen zudylrO91wMutante zeigten eine veranderte
Lipidzusammensetzung der mitochondrialen Membraned insbesondere der Anteil an
Cardiolipin (CL) und Phosphatidylethanolamin (PEarwdeutlich reduziert. Beides sind
Phospholipide mit grol3er Bedeutung fur die mitoch@te Struktur und Integritat (Osman
al., 2009). Dementsprechend wurden in der Deletionsmeitaeranderte Mitochondrien
beobachtet (fluoreszenzmikroskopisch war eine Feagi@rung sichtbar; Tab. A10). Mdm33
ist ein integrales Innenmembranprotein und seinglictie Rolle als Innenmembranteilungs-
komponente (Messerschmigt al, 2003) erfordert eine Umstrukturierung der Membran
Moglicherweise beeintrachtigt die verédnderte LipsEmmensetzung und die damit
veranderten Eigenschaften der Membran die Funkitéhaon Mdm33.

Die in Tab. 3-5 enthaltenen schematischen Darsigdln fassen die vorhergesagten
Strukturmotive zusammen. YIr091w ist pilzspezifiscku den anderen drei Proteinen
existieren Homologe in Pflanzen und/oder Tierenl{BISAST Uber SGD; Issel-Tarvest al,
2002). Eine Zusammenfassung der DatenbankrechenoherStrukturvorhersagen ist Tab.

A9 zu entnehmen.
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Tabelle 3-5: Funf Hefestamme zeigten eine leichte K ompensation des Wachstumsdefekts
bei Uberexpression von MDM33.

Systematischer Standardname und zellulare Bioinformatisch vorhergesagte
Name Funktion des Genprodukts Strukturmotive
YBRO0O39w ATP3, Untereinheit y des F;- nicht dargestellt

Sektors der F1F,-ATP-Synthase
YDRO61w mitochondriales'? Protein

unbekannter Funktion @
YGLO8OW FMP37, mitochondriales'?3

Protein unbekannter Funktion Wl
YLRO91w RRG5, mitochondriales'?® Protein;

mogliche Beteiligung am mtDNA-

Erhalt
YMLO30w AIM31, mitochondriales™** Protein

unbekannter Funktion i

.

Angegeben sind der systematische und der Standardname der entsprechenden deletierten Gene
sowie Funktionen der Genprodukte und durch bioinformatische Analysen erhaltene
Strukturmotive der bisher uncharakterisierten Proteine, wie Coiled-coil-Doméanen (CC; Lupas et
al., 1991), Transmembrandomanen (TM; Hofmann & Stoffel, 1993) und die in YdrO61w enthalte-
ne ABC-Transporterdomane (Finn et al., 2008). Die wahrscheinliche Membranorientierung ist
durch a (Membranauf3enseite) und i (Membraninnenseite) gekennzeichnet. Es ist unbekannt in
welcher der beiden mitochondrialen Membranen die Proteine lokalisiert sind. Die N-Termini sind
mit N markiert. Mitochondrial: Aussage aus GFP-Fusionsstudien nach 'Huh et al. (2003)
und/oder aus Proteomanalysen nach “Sickmann et al. (2003) und *Reinders et al. (2006). AIM:
altered inheritance rate of mitochondria; FMP: found in mitochondrial proteome; RRG: required
for respiratory growth.

3.2.1.2 Mitochondriale Morphologie bei Uberexpressin von MDM33

Zusatzlich zur Wachstumsbeeintrachtigung tritt Bbeerexpression voMDM33 auch eine

Zerstorung des mitochondrialen Netzwerkes auf. lldip- undAmdm33Zellen bewirkt die

galaktoseinduzierte Uberexpression WiBM33 eine Fragmentierung und Aggregation von

Mitochondrien (Messerschmiét al, 2003; vgl. Abb. 3-14 A). Auch hier sollte das gh

eines Mdm33-Wechselwirkungspartners zur Kompensaties Uberexpressionsdefekts

fuhren. Deshalb wurde als weiterer Parameter diedlondrienmorphologie der Teststdmme

untersucht. Fur die Beurteilung der Organellenmolgiie wurden Stamme verwendet, die
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neben pYX223 bzw. pYX22&AL-MDM33auch mit pVT100U-mtGFP transformiert waren.
Dieses Plasmid exprimiert GFP mit mitochondrialeisequenz und ruft damit eine stabile
mitochondriale Fluoreszenzfarbung hervor. Die Aimtuder Zellen erfolgte unter

Selektionsdruck auf SGal-Minimalmedium, um einerrligt des Uberexpressionsplasmids
zu verhindern. Die mitochondriale Morphologie mitduohne Uberexpression wurde fir
jeden Stamm im Vergleich zueinander beurteilt. Dalerde unterschieden zwischen
(1) Fragmentierung/Aggregation durch Uberexpressi(?) bereits mit leerem Plasmid
Uberexpressionsahnliche Mitochondrien und (3) Pr&seildtypischer Mitochondrien trotz

Uberexpression. Jeder Stamm wurde fur ein zuvégkssErgebnis in mindestens zwei
voneinander unabhéngigen Experimenten untersucimtau3 ergab sich die in Abb. 3-13

dargestellte Gesamtverteilung.

wildtypische Mitochondrien bei uberexpressionsahnliche

MDM33-Uberexpression; 5 (3%) Mitochondrienmorphologie
mit Kontrollplasmid; 29 (18%)

Aggregation/Fragmentierung
der Mitochondrien bei
MDM33-Uberexpression; 130 (79%)

> 164 Teststamme

Abbildung 3-13: Verteilung der mitochondrialen Morp hologie bei Uberexpression von
MDM33.  Unterschieden  wurden  Uberexpressionsdhnliche  Mitochondrienmorphologie
(=fragmentiert, aggregiert oder spharisch) bereits mit Kontrollplasmid, d.h. ohne Uberexpression
von MDM33 (weil3), MDM33-liberexpressionsbedingte Fragmentierung/Aggregation von Mito-
chondrien (grau) und partieller Erhalt wildtypischer, tubularer Mitochondrien bei MDM33-
Uberexpression (rot).

Der Groliteil der 164 Teststamme verhielt sich apaom Wildtyp bzw. zurAmdm33
Mutante und zeigte eine Uberexpressionsbedinggnteatierung und Aggregation der Mito-
chondrien (Abb. 3-14 A und B). Darunter waren aletionsmutanten mitochondrialer
Morphologiekomponenten, bei denen ein Ubergang netm- (z. B.Afis1) oder nestartigen
(z. B.Anum)), tubuléren Strukturen zum Uberexpressionsphanetiggte (Abb. 3-14 C).
Daruiber hinaus besaRen 18% der Stamme (=29) besbite Uberexpression
fragmentierte, aggregierte oder spharische, alserefibressionsahnliche Mitochondrien
(Abb. 3-14 D). Fur sieben Deletionen war dies lerbekannt, zumal die jeweils fehlenden

Proteine der mitochondrialen Fusions- bzw. Tubaf@maschinerie zuzuordnen sind: Fzol
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(Hermannet al, 1998; Rapaporet al, 1998), Mdm30 (Fritzt al, 2003), Mgm1 (Wonget
al., 2000) bzw. Mmm1 (Burgesst al, 1994), Mdm12 (Bergeet al, 1997), Mdm31 und
Mdm32 (Dimmeret al, 2005) (Ubersicht in Okamoto & Shaw, 2005; Metzal, 2007;
Westermann, 2008). Durch weiterfihrende AnalyseatéD nicht gezeigt) konnten fir die
Ubrigen 22 Deletionsmutanten sekundare Effekte disachen der mitochondrialen
Fragmentierung ermittelt werden.

Als ,positive* Kandidaten gewertet wurden wieder@t&mme der dritten Gruppe, die
nach Uberexpression zu einem hoheren Prozentsatzdeal Wildtyp (>6,2%) tubulare
Mitochondrien aufwiesen. MitAybr163w Ayer004w Amdvl, Aylr356w und Aymi0O30w
wurden fiinf Kandidaten identifiziert, die mit eineAnteil von 16,3% bis 50,2% dieses
Kriterium erfillten (Abb. 3-14 E bis I; Tab. 3-@parunter waren auch der Deletionsstamm
Ayml030w der bereits in den Wachstumsanalysen bei Ubegsgjum gefunden wurde, und
der Deletionsstammmdvl, dem eine Komponente der mitochondrialen Teiluraghinerie
fehlt. In einer zweiten Transformation der finfi&tée konnten die mitochondrialen Befunde
reproduziert werden. Es handelt sich also um sigeb# Effekte.

Tabelle 3-6: Funf Deletionsstaimme kénnen die Uberex pression von MDM33 teilweise
kompensieren und besitzen zu einem vermehrten Proze  ntsatz wildtypische Mitochondrien.

Systematischer  Standardname und zellulire Funktion des mt Morphologie;
Name Genproduks Anteil der Zellen in
(%)
fragm. -

tubular aggr.
YBR163w DEM1; mitochondriales Protein unbekannter Funktion 16,7 83,3
YEROO4w FMP52; mitochondriales* AuRenmembranprotein 16,3 83,7

unbekannter Funktion

YJL112w MDV1; peripheres mitochondriales 50,2 49,8

AulRenmembranprotein; mitochondriale Teilung und
Erhalt der mitochondrialen Morphologie

YLR356w mitochondriales® Protein unbekannter Funktion 19,0 81,0

YMLO30w AIM31; mitochondriales™* Protein unbekannter 23,9 76,1
Funktion

Wildtyp BY4742 Kontrollauszahlung 6,2 93,8

Angegeben sind systematische und Standardnamen der entsprechenden Gene sowie Funktionen
der Genprodukte und die quantitative Erfassung der Mitochondrienmorphologie nach Uber-
expression von MDM33. Die Zellen wurden Uber Nacht bei 30C in SGal-Med ium angezogen.
Auszéhlungen wurden in zwei unabhéngigen Experimenten vorgenommen, wobei jeweils n>100
Zellen bewertet wurden. Ohne Uberexpression lagen in allen Fallen ~95% tubulare, wildtypische
Mitochondrien bzw. fir Amdvl die deletionsspezifischen engmaschigen Netze vor. Im Fall von
Amdvl sind in tubular* auch 13,9% der deletionsspezifischen engmaschigen Netze enthalten.
Mitochondrial: Aussage aus GFP-Fusionsstudien nach *Huh et al. (2003) und Proteomanalysen
nach %Sickmann et al. (2003), *Reinders et al. (2006) und “Zahedi et al. (2006). AIM: altered
inheritance rate of mitochondria; DEM: defects in morphology; FMP: found in mitochondrial
proteome; fragm.-aggr.: fragmentiert-aggregiert; MDV: mitochondrial division.
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SGal
pYX223 pYX223-GAL-MDM33

(A) WT

(B) Amdm33

3||01u0Y

(©) Afis1

(D) Afzol
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(Adem1l)
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Abbildung 3-14: Mitochondriale Morphologie mit und ohne Uberexpression von MDM33.
Mit pYX223 bzw. pYX223-GAL-MDM33 und pVT100U-mtGFP transformierte Zellen wurden tber
Nacht bei 30T in flissigem SGal-Medium bis zur log arithmischen Wachstumsphase angezogen
und fluoreszenzmikroskopisch analysiert. Jedes Bildpaar besteht aus einer Differential-
Interferenz-Kontrast- (DIC) und einer Fluoreszenzaufnahme der mtGFP-gefarbten Mitochondrien
(Mito). Der GroRRenbalken stellt 5 um dar. In WT- und Amdm33-Zellen (A und B) kommt es,
ebenso wie in der Teilungsmutante Afisl (C), zu einer Uberexpressionsbedingten Fragmentierung
der Mitochondrien. In mt-fusionsinkompetenten Afzol-Zellen (D) liegen bereits mit dem leeren
Plasmid die mutationsspezifischen Mitochondrienfragmente vor. Die als interessant eingestuften
Kandidatenstamme (E-I) weisen auch bei Uberexpression zu einem bestimmten Anteil
wildtypische Strukturen auf.
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Durch die Analyse der mitochondrialen Morphologiei bWberexpression votMDM33
wurden also insgesamt vier bisher uncharakteresieroteine (Ybrl63w, YerO0O4w, Ylr356w
und YmIO30w) als mogliche funktionelle oder direkbeteraktionspartner von Mdm33
gefunden. Eine funktionelle Charakterisierung deisgrechenden Deletionsmutanten (siehe
3.2.2) sollte tiefere Einblicke in diese Beziehumgjefern.

Als MDM33-tUberexpressionstolerant wurde zudem die Deletioente Amdvl
identifiziert. Dieser Stamm zeigte mit 50,2% die utiehste Kompensation der
Uberexpressionsspezifischen Mitochondrienfragmemig Das fehlende Protein Mdv1l ist
zwar aufgrund seiner Lage an der cytoplasmatis8site der AuRenmembran sicherlich kein
direkter Wechselwirkungspartner von Mdm33. Da ek siber hierbei um eine Komponente
der mitochondrialen AufRenmembranteilungsmaschinéaadelt, kann ein funktioneller
Zusammenhang zwischen der Mdm33-Funktion und ddseAmembranteilung hergestellt
werden. Dies stimmt mit Ergebnissen aus Doppelidelsstudien Uberein, in denen eine
epistatische Beziehung vakmdm33zu Afisl gezeigt wurde, einem Gen, das ebenfalls flr
eine Komponente der AuRenmembranteilungsmaschireridert (Messerschmitet al,
2003). Die Blockierung der Mdm33-Wirkung im vorlEgdenAmdviStamm legt nahe, dass
die Tatigkeit der AufRRenmembranteilungsmaschinene die Uberexpressionsspezifische
Fragmentierung/Aggregation der Mitochondrien invely ist. Dieser Phanotyp ist
charakteristisch fir eine Verschiebung des Fusi@ikings-Gleichgewichts in Richtung
Teilung und konnte durch eine Mdm33-stimuliertesnvehrte Aktivitat der AulRenmembran-
teilungsmaschinerie zustande kommen. Dies entsprdem bestehenden Wirkmodell von
Mdm33 als Innenmembranteilungskomponente, upstreamder Auf3enmembranteilungs-
maschinerie durch Teilung und/od€pnstriction der inneren Mitochondrienmembran eine
Teilung der AuBenmembran erméglicht (Messerschreittal, 2003). Eine vermehrte
Expression vorMDM33 erhoht also die Frequenz der InnenmembranteilululyiBg von
Constrictions und zieht damit eine vermehrte Aul3enmembranteihatd sich.

Die mitochondriale AuRenmembranteilungsmaschinbasteht aus dem Membran-
anker Fisl, den orthologen Adapterproteinen Mdvél @af4 und der dynamindhnlichen
GTPase Dnml (vgl. 1.6.2). Teilung wird letztendlidhrch die Bildung mitochondrien-
umschlieender Dnm1-Spiralen und mechanochemisdisehhirung des Mitochondrien-
tubulus vermittelt (Ingermamt al, 2005). Dafir ist die Aktivierung der Teilungskolemwe
erforderlich, die vermutlich durch Mdv1 erfolgt (Nar et al, 2006). Die groRéMIDM33-
Uberexpressionstoleranz vémdvEiMutanten lasst sich durch ein Fehlen dieser A&tivig

erklaren. Die beobachtete Restteilungsaktivitat 30% der Zellen Fragmentierung) wird
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3 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

maoglicherweise durch das Mdv1-Orthologe Caf4 vetetiit Im Normalfall besitzen Caf4-
enthaltende Teilungskomplexe keine TeilungsaktivitgGriffin et al, 2005). Im
Zusammenspiel mit der tUbermaRigen Mdm33-Funktiomi& jedoch trotzdem eine Dnm1-
Spiralisierung mit anschliel3ender Teilung mdgliems

Auch die Deletionsstammafisl und Adnml1wurden im Rahmen dieser Arbeit auf
Uberexpressionstoleranz hin untersucht. In beidélte Ferfolgte keine Kompensation der
Uberexpression, was zunachst widerspruchlich enschen Fall von Afis1-Zellen findet
allerdings eine stabile mitochondriale Restbinduog Mdv1l und Dnm1 statt (Jakobs al.,
2003a). Im Uberexpressionszustand konnte diese ichéglveise ausreichen, um eine
mitochondriale Teilung und damit den beobachtetbereixpressionsphanotyps auszubilden.
Uberraschend war allerdings, dass bei Fehlen dempttlungskomponente Dnmil eine
MDM33-lUiberexpressionsbedingte Fragmentierung/Aggregatien Mitochondrien eintrat.
Dies widerspricht dem bisherigen Verstandnis deluigsmaschinerie. Denkbar ist, dass der
zunachst verwendete Bibliotheksstamm falsch iste Oiatsache, dass bereits ohne
Uberexpression fragmentierte Mitochondrien vorlag€ab. A10), deutet darauf hin, zumal
Mitochondrien in AdnmXZellen im Normalfall charakteristische engmaschifjetze
ausbilden. Deshalb wurde ergédnzend eine weifghemtMutante (BY4743; homozygot
diploid) bei Uberexpression von Mdm33 untersucht.Tiipfeltests wuchsen diese Zellen
sowohl mit dem leeren Kontrollplasmid als auch d&tm Uberexpressionsplasmid auf SGal-
Medium bis zur letzten Verdinnungsstufe (Abb. 3-1Gartber hinaus wurden auch im
Uberexpressionsfall annahernd 100% der deletioadfigmhen, fischernetzahnlichen
Mitochondrien erfasst (Abb. 3-15). Die Deletion degilungsschliisselkomponenENM1
bewirkt also eine vollstandiggompensation deMDM33-Uberexpressionswirkung und ist
damit noch effektiver als die im Screen deutlichslmpensationsleistung dekmdvt
Mutation (50% der Zellen mit tubularen Struktures Bberexpression). Dies stimmt mit dem
essentiellen Charakter von Dnml in der AufRenmentbitang und der teilweise
funktionellen Redundanz von Mdvl und Caf4 Uberddie neuen Ergebnisse mit der
zusatzlichen AdnmXtMutante untermauern damit die im Zusammenhang Midvl
diskutierten Punkte: (1) Der fluoreszenzmikroskopisichtbareMDM33-Uberexpressions-
phanotyp entsteht letztendlich durch vermehrte VA& der AulRenmembranteilungs-
maschinerie. (2) Die Funktion von Mdm33 beeinflusatso die Aktivitat der
AulRenmembranteilungsmaschinerie, was (3) mit detnedkn Wirkmodell (Messerschmitt

et al., 2003) Ubereinstimmt. In Kapitel 3.2.3 wurden ddéshaeitere Untersuchungen
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vorgenommen, um den Einfluss von Mdm33 auf die Aaflembranteilungsmaschinerie zu

erfassen.

(A)

WT + pYX223

WT + pYX223-MDM33
Adnml + pYX223

Adnml + pYX223-MDMS33

(B)

SGal

pYX223

DIC Mito DIC Mito

Abbildung 3-15: Die homozygot diploide Adnml-Mutante kompensiert die  MDM33-
Uberexpressionsdefekte. (A) Das Wachstum mit und ohne Uberexpression auf SGal-Platten
wurde mittels Tipfeltests erfasst. Von Zellkulturen, die Gber Nacht in SD-Medium bei 30T bis zu
einer ODggo VOn 1,0 angezogen worden waren, wurden serielle Verdinnungen auf SD- und SGal-
Platten aufgetropft und drei Tage bei 30T inkubiert. Die Mutante zeigt im Gegensatz zum
Wildtyp mit und ohne Uberexpression gleichgutes Wachstum. (B) Mitochondriale Morphologie der
Zellen mit und ohne Uberexpression von MDM33. Jedes Bildpaar besteht aus einer Differential-
Interferenz-Kontrast- (DIC) und einer Fluoreszenzaufnahme der mtGFP-gefarbten Mitochondrien
(Mito). Der GroRenbalken stellt 5 um dar. Bei Uberexpression von MDM33 in Wildtypzellen
(pYX223-GAL-MDM33) werden die tubuldaren Netzwerke zerstort und es entstehen fragmentiert-
aggregierte Mitochondrien. Die Deletion von DNM1 unterbricht die Mdm33-Wirkkaskade, sodass
sowohl vor als auch nach Uberexpression die deletionsspezifischen fischernetzahnlichen
Strukturen vorliegen.

Unter Berucksichtigung der Wachstumsanalysen und ftleoreszenzmikroskopischen

Untersuchungen lieferte der gesamte Uberexpresmsigsende Screen sieben bisher
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uncharakterisierte Gene mit genetischer BeziehungilPM33 (vier bei Beurteilung des

Wachstums und vier bei Beurteilung der Mitochornalsteuktur, wobei ein Deletionsstamm in
beiden Herangehensweisen detektiert werden konitajnit wurden vielversprechende
Kandidaten fir eine mégliche Interaktion mit denénmembranteilungskomponente Mdm33
gefunden. Uber Mdv1 (und Dnm1) konnte dariiber réneuneut ein Zusammenhang mit der
AuBenmembranteilungsmaschinerie hergestellt werdere Uberschaubare Anzahl an
Positiven (<5% der untersuchten Stdmme) beweistStlimmgenz, und die Detektion von

AdnmlundAmdvldie Spezifitat des vorgenommenen genetischen Sgree

3.2.2 Untersuchung derMDM33-Uberexpressionstoleranten Stamme mit
partiellem Erhalt von Wildtypmitochondrien

Durch die Wachstums- und Mitochondrienuntersuchangg Uberexpression vadDM33
wurden sieben bisher uncharakterisierte Gene itlgatt, die in genetischer Beziehung zu
MDM33 stehen wund damit einen Wechselwirkungspartner dwritochondrialen
Innenmembranteilungsmaschinerie kodieren kénntensidh im Zuge der mitochondrialen
Analysen eine deutlichere Kompensation M&M33-Uberexpressionsdefekts zeigte, wurden
zunéchst diese Kandidatenstammbf163w Ayer004w Aylr356w und AymIl030w naher

untersucht.

3.2.2.1 Besteht ein Zusammenhang zwischen der Komsation des
Uberexpressionsspezifischen Wachstums- und Mitochdriendefekts?
Zunachst sollte die Frage geklart werden, ob eisalunenhang zwischen der Kompensation
des Wachstums- und des Mitochondriendefekts berdXpeession voMDM33 besteht. Fir
den Deletionsstammyml030wscheint dies der Fall zu sein, da er sowohl bealyse des
Wachstums als auch der Mitochondrienmorphologie Uberexpression vorMDM33
gefunden wurde. Die Ubrigen Stamme mit partiell diyipischen Mitochondrien bei
Uberexpression vorMDM33 zeigten in den bisher vorgenommenen semiquantfati
Analysen keine Verbesserung des Wachstums. Umndiels einmal zu tberprifen, wurden
serielle Verdiinnungen von Transformanten mit leevaich Uberexpressionsplasmid auf SD-
und SGal-Platten getropft (Abb. 3-16).

Auf SD-Medium wuchsen der Wildtyp und alle Delesamutanten unabhangig vom
enthaltenen Plasmid bis zur letzten Verdinnungssidés Gleiche galt unter induzierenden
Bedingungen (SGal) fur alle Stamme mit dem leeremtkoliplasmid. Bei Uberexpression

von MDMS33 trat der spezifische Wachstumsarrest ein. Dieserb@im Wildtyp am starksten
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ausgepragt. Wie bereits in den ersten durchgefiifirtgpfeltests (vgl. Abb. 3-12 A) zeigte
Ayml030werneut eine leichte Kompensation und konnte une ®ardinnungsstufe besser
wachsen als der Wildtyp. Interessanterweise waieiiltligen getesteten Stamuwgbrl63w,
Ayer004w und Aylr356w im gleichen MaRe in der Lage, dMDM33-Uberexpression zu
tolerieren. Auch furAmdvl der als weiterer Deletionsstamm mit WT-Mitochaedr bei
Uberexpression gefunden wurde, konnte eine entspnele Wachstumskompensation
detektiert werden (Abb. 3-16).

Die Wachstumsexperimente deuten darauf hin, dass pairtieller Erhalt der
wildtypischen Mitochondrienstruktur auch eine Waahssverbesserung begunstigt. Der
Umkehrschluss, dass alle Wachstumspositiven auldtypische Mitochondrien aufweisen,
ist hingegen nicht gultig. In allen entsprechenBetetionsstammen lagen die Mitochondrien
fragmentiert vor, was béygl080werst bei Uberexpression und bei den anderen Hatpg

Aydr061w Aylr091w) schon vorher zu beobachten war (Tab. A10).

SD SGal
pYX223 pYX223-MDM33 pYX223 pYX223-MDM33

Aybr163w
(Adem1l)
Ayer004w
(Afmp52) il i
WEEEl @ @ 0 @
L O 0 0 & (0 @ @ & .
S > £V > >

Q " Vv 5] g S >y Vv 5] > > N Vv el »
s &S s &8

& O

S
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N N
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Abbildung 3-16: Die identifizierten Mutanten kompen  sieren bei MDM33-Uberexpression
zusatzlich zur mitochondrialen Fragmentierung auch den spezifischen Wachstumsarrest.
Fur das Erstellen von Tupfeltests wurden von Zellkulturen, die Uber Nacht in SD-Medium bei
30 bis zu einer OD g von 1,0 angezogen worden waren, serielle Verdiinnungen auf SD- und
SGal-Platten aufgetropft und zwei bzw. vier Tage bei 30T inkubiert.

3.2.2.2 Bioinformatische Analysen und Datenbankre@rchen

Strukturvorhersagen, Sequenzvergleiche und Daténbemerchen  sollten  erste
Informationen Uber die in den Deletionsmutantereietien mitochondrialen Proteine liefern.
Daraus ging hervor, dass die Proteine zwischenunti®go8 kDa grol sind (SGD; Issel-Tarver
et al, 2002) und alle Uber mindestens eine Transmembraade verfigen (Hofmann &

Stoffel, 1993). Bei Lokalisation in der Innenmembnatirde also eine raumliche Nahe zu
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Mdm33 bestehen. Zudem konnten YmIO30w und Ybrl63wchl mdgliche Coiled-coil-
Strukturen (Lupaset al, 1991) Wechselwirkungen mit anderen Proteinen efiag
(Abb. 3-17; Tab. A9). Zu Yer004w und YIr356w exetn ausschlie3lich Pilzhomologe,
wohingegen fur Ybr163w und YmIO30w auch Verwandi€flanzen und Tieren vorkommen
(PSI-BLAST uber SGD; Issel-Tarveet al, 2002). Fiur ein tieferes Verstandnis der
Proteinfunktionen wurde im Folgenden eine funktliEne Charakterisierung der

entsprechenden Deletionsstdmme vorgenommen.
Ybrl63w

YIr356w

Yer004w YmIO30w

Abbildung 3-17: Strukturelle Eigenschaften der identifizierten Kand idatenproteine gemaf
Vorhersage. Angegeben sind Strukturmotive, wie Coiled-coil-Doménen (CC; Lupas et al., 1991)
und Transmembrandomanen (TM; Hofmann & Stoffel, 1993). Die Membranorientierung ist durch
a (MembranaufRenseite) und i (Membraninnenseite) gekennzeichnet. Yer0O4w liegt in der
AuRenmembran (Zahedi et al., 2006). Fur die Ubrigen Proteine ist unbekannt, in welcher der
beiden mitochondrialen Membranen sie lokalisiert sind.

3.2.2.3 Funktionelle Charakterisierung

Erfassung der mitochondrialen Morphologie auf vieitenen Kohlenstoffquellen

Bei Deletion vonMDM33 kann das mitochondriale Netzwerk nicht mehr adifredalten
werden und es entstehen ring- und hohlkugelahnlicheganellen. Im Zuge der
Uberexpressionsstudien zeigten die Deletionsstanime Uberexpression auf SGal-Medium
keine veranderte mitochondriale Morphologie. Unsdienfassend zu klaren, wurden mtGFP-
exprimierende Zellen in Vollmedium auf drei versthenen Kohlenstoffquellen (Glukose,
Galaktose und Glyzerin) fluoreszenzmikroskopisctersucht (Tab. 3-7). Als Hauptphéanotyp
waren dabei, unabhéngig von der Kohlenstoffquallets zwischen 94% und 99% tubulare,
wildtypische Mitochondrien vorhanden. Die Ubrigenrphologischen Auspragungen kdnnen
mit <3%, wie sie auch in Wildtypkulturen auftreteals unauffallig vernachlassigt werden.
Ring- oder Hohlkugelstrukturen wurden nie gefunden.
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Einzig auffallig war das Verhalten vaxyml030wauf YPG. Der Anteil an knospenden Zellen
lag bei nur etwa 50% der Gesamtkultur, und die andenen knospenden Zellen zeigten zu
einem Anteil von 16% fragmentiert-aggregierte Mitondrien. Auf nicht-fermentierbarer
Kohlenstoffquelle sind Mitochondrien und ihre Fuokt besonders wichtig. Unter diesen
Bedingungen leistet das Protein YmIO30w mdoglichésee einen Beitrag zum

mitochondrialen Funktions- und/oder Morphologiedirha

Tabelle 3-7: Die Deletion der identifizierten, mdgl ichen Wechselwirkungspartner von
Mdm33 hat keine starke Auswirkung auf die mitochond riale Morphologie.

Stamm mitochondriale Morphologie (Anteil der Zellen in %)
auf YPD auf YPGal auf YPG
fragm.- aggr. fragm.- aggr. fragm.- aggr.
tubuléar aggr.  Tubuli tubulér aggr.  Tubuli tubulér aggr.  Tubuli
BY4742 98,3 1,7 98,7 1,3 99,3 0,7
+0,5 +0,5 +1,2 +12 +0,5 +0,5
Aybri63w 96,6 2,7 0,7 97,7 1,0 1,3 96,3 0,7 3,0
+0,5 +0,8 +0 +0,5 +0,8 +0,5 +0,9 +0,5 +0,8
Ayer004w 95,4 2,3 2,3 98,4 1,3 0,3 94,3 2,0 3,7
+1,2 +0,5 +1,2 +0,5 +0,5 +0,5 +12 +0,8 +0,9
Aylr356w 96,3 1,0 2,7 97,7 1,0 1,3 97,3 1,7 1,0
+1,2 +0,8 +0,9 +0,5 +0,8 +0,9 +0,5 +0,5 +0,8
Aymlo30w 96,3 1,7 2,0 96,6 1,7 1,7 83,7 16,3
+0,5 +0,5 +0,8 +0,9 +1,2 +1,7 +45 +45

mtGFP-exprimierende Zellen wurden tdber Nacht in YPD-, YPG- oder YPGal-Medium bei 30C
angezogen und fluoreszenzmikroskopisch untersucht (fragm. = fragmentiert; aggr. = aggregiert).
Angegeben sind Durchschnittswerte aus drei Auszahlungen pro Nahrmedium (n jeweils > 100)
mit Standardabweichungen.

Die Deletion aller mdglichen Wechselwirkungspartiet, anders als die voRDM33,

keinen starken Effekt auf die Mitochondrienstruktlemnach spielen die entsprechenden
Proteine keine fundamentale Rolle als Morphologmgonenten. Denkbar ware eventuell
eine lokale Beschrankung des Effekts auf die Inreenbran, die elektronenmikroskopisch

nachweisbar ware.

Wachstum auf nicht-fermentierbarer Kohlenstoffaeiell

Bei der Anzucht vodyml030wZellen fir die Fluoreszenzmikroskopie waren in d@PG-

Kulturen stets <50% knospende Zellen enthalten, avdseinen leichten Wachstumsdefekt
hindeutet. Deshalb wurde das WachstumsverhalteesliStamms auf YPD und YPG jeweils
bei der Standardkultivierungstemperatur von 30°@ unter Stressbedingungen bei 37°C
erfasst. Dafur wurden Wachstumskurven erstellt, dersen fir eine gute Auflésung auch

geringer Defekte die exakten Generationszeitencheet wurden (Abb. 3-18). Die ebenfalls
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identifizierten Deletionsstammaybr163w, Ayer004w und Aylr356w wurden fir eine
weiterfihrende Charakterisierung mit untersucht.

Auf fermentierbarer Kohlenstoffquelle (YPD) konnteanabhé&ngig von der
Kultivierungstemperatur keine Defekte festgesteliterden. Alle Mutanten zeigten
wildtypisches Verhalten und wiesen Generationsaeren ~1,5 h (30°C) und ~1,9 h (37°C)
auf (Abb. 3-18). Im Gegensatz dazu wurden untdntffermentierbaren Bedingungen (YPG)
Wachstumsdefizite deutlich. Bereits bei 30°C wufidliealle Stamme ein Wachstumsdefekt
detektiert, der fidyml030wam starksten ausgepragt war (g = 9,3 h anstefiehymh fur den
WT). Unter Stress (37°C) lagen die Generationsaaiter Deletionsstamme mit 9,3-10,1 h
fast doppelt so hoch wie die des Wildtyps. Eine rfalsne bildete lediglich der Stamm
Aybr163w bei dem die Verdopplungszeit bei 30°C und 37°@ejs ~6,3 h betrug
(Abb. 3-18).

Insgesamt bestatigte sich somit der in der Anzdightdie Fluoreszenzmikroskopie
angedeutete respiratorische Defekt Viyml030w Zusatzlich wurde auch fiir alle anderen

Mutanten ein leichtes Wachstumsdefizit auf nicltrfentierbarer Kohlenstoffquelle ermittelt.

12
- 10
£
o 8- OWT
E’ O Aybr163w
L
a2 61 JF O Ayer004w
£ N B AyIr356w
% B Ayml030w
, LTl | |

YPD 30C YPD 37<C YPG 30C YPG 37C

Abbildung 3-18: Alle identifizierten Mutanten weise n leichte respiratorische Defekte auf.
YPD- und YPG-Flussigkulturen wurden bei den angegebenen Temperaturen inkubiert, wobei
stiindlich die ODgqg erfasst wurde. Durch halblogarithmische Auftragung der OD-Werte gegen die
Zeit wurden Wachstumskurven erstellt, die zur Berechnung der Generationszeiten verwendet
wurden. Aufgetragen sind gemittelte Generationszeiten aus jeweils zwei Experimenten mit
Standardabweichungen.

Analyse der mitochondrialen DNA mittels DAPI-Féaniou

Eine haufige Ursache von respiratorischen Defekistnder kompletterpo®] oder partielle
[rho] Verlust von mtDNA (Contamine & Picard, 2000; vgll). Deshalb wurde im
Folgenden das Vorhandensein der mtDNA untersuaint.di¢se sichtbar zu machen, wurden

DAPI-Farbungen mit anschliel3enden fluoreszenzmikapischen Analysen vorgenommen.
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In Wildtypzellen konnten hierbei neben dem Zellkéibb. 3-19; weil3er Pfeil) jeweils 10-20
MtDNA-Nukleoide detektiert werden (Abb. 3-19; rotefeil). Auch Zellen der untersuchten
Deletionsstamme wiesen ausschlieBlich (>95%) wilidish erscheinende mtDNA auf.
Sowohl hinsichtlich der Form, als auch der Grofl3d Merteilung der Nukleoide konnten
keine Unterschiede zum Wildtyp festgestellt werd@kbb. 3-19). Die beobachteten
respiratorischen Defekte sind also nicht auf eidalust oder eine Verminderung der
MtDNA zurtickzufihren. Allenfalls partielle Schadmpen oder Mutationen kénnten als
Ursache auf mtDNA-Ebene noch vorliegen. Diese wiharth Kreuzungsexperimente mit
Amipl (mitochondrial DNA-plymerasg-Zellen erfassbar (siehe 3.1). Alternativ konniera
eine mogliche Fehlstrukturierung der Innenmembraud speziell der Cristae die dort
lokalisierte Atmungskette beeintrachtigen. Aussagdariber sollten Uber elektronen-
mikroskopische Studien gewonnen werden.

Aybr163w (Adem1l) Ayer004w (Afmp52)
DIC DAPI DAPI DIC DAPI
Aylr356w AymI030w

DAPI DIC DAPI

Abbildung 3-19: Alle Deletionsstamme besitzen wildt  ypisch strukturierte mtDNA.  Zellen
wurden Uber Nacht bei 30T kultiviert und anschlief3 end mit DAPI behandelt. Durch die Interkala-
tion des Farbstoffs kénnen das Kerngenom (wei3er Pfeil) und die mtDNA-Nukleoide (roter Pfeil)
fluoreszenzmikroskopisch erfasst werden. Zusatzlich zu den Fluoreszenzaufnahmen (DAPI) sind
Differential-Interferenz-Kontrast-Aufnahmen (DIC) dargestellt. Der Grol3enbalken entspricht 5 pum.
Alle mutanten Zellen besitzen ebenso wie der Vergleichswildtyp 10-20 Nukleoide.

3.2.2.4 Elektronenmikroskopische Erfassung der mitthondrialen Innenmem-
branstruktur ohne und mit Uberexpression vonMDM33

Neben der Klarung des respiratorischen Defektstiexen zwei weitere Indikationen, die
elektronenmikroskopische Analysen notwendig machZem einen liegen in den hohlkugel-
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und ringéhnlichen Mitochondrien voAmdm33Zellen verlangerte Ausdehnungen der
mitochondrialen Innen- und AulRenmembran vor (Mestemitt et al, 2003). Diese
ultrastrukturellen Besonderheiten konnten auch retgit, wenn mogliche Mdm33-
Wechselwirkungspartner fehlen. In fluoreszenzmikopischen Untersuchungen zeigten die
identifizierten Deletionen alleine zwar keinerlezwio nur geringen Einfluss auf die
mitochondriale Morphologie, dennoch konnte damahhieindeutig ausgeschlossen werden,
dass ultrastrukturelle Parallelen — eventuell igeschwachter Form — zum mdoglichen
Wechselwirkungspartner vorliegen. Zum anderen fidiet Uberexpression voRIDM33 in
Wildtypzellen zu verénderten Innenmembranstruktuvée Septen oder Innenmembran-
vesikeln und zum Verlust der Cristae (Messerschatitll, 2003). Bei einer durch Deletion
des moglichen Wechselwirkungspartners blockiertanehmembranteilung treten diese
strukturellen Auffalligkeiten moglicherweise niabder nur in vermindertem Mal3e auf.

Fur die Untersuchungen wurden Zellen der Deletigmsse verwendet, die neben
pYX223 bzw. pYX2236AL-MDM33 auch mit pVT100U-mtGFP transformiert waren.
Aufgrund des eintretenden Wachstumsarrests beiddpegssion votMDM33 war es nétig,
die Zellen bis zur erforderlichen Zelldichte von £ ~1,0 in SD-Medium anzuziehen und
erst danach fur die Induktion in SGal-Medium zu réilidaen. Die Kulturen wurden 8-10 h
induziert und nach fluoreszenzmikroskopischer Kaltgrdes Phanotyps (Uberexpressions-
phanotyp in Wildtypzellen als Referenz) in Kunsihaingebettet. Ultradliinnschnitte wurden
elektronenmikroskopisch untersucht (Abb. 3-20).

In Wildtypzellen mit dem leeren Kontrollplasmid wear die Mitochondrien Uber die
gesamte Zelle verteilt (Abb. 3-20 Al) und wiesegutére Cristae- und Doppelmembran-
strukturen auf (Abb. 3-20 A2 und 3; schwarze Pjeifauch in den untersuchten Deletions-
stammen mit Kontrollplasmid konnten keine aberman®&rukturen festgestellt werden. In
allen Fallen lagen gleichmafiig verteilte Mitochoedr (exemplarisch fuAybr163w und
Ayml030wgezeigt; Abb. 3-20 C1 und G1) mit regelmaligen fdmembranen und Cristae
vor (Abb. 3-20 C2 und 3, E1 bis 3, F1 bis 3 undi®24). Bei Uberexpression véiDM33
entstanden in Mitochondrien von Wildtypzellen Septend vesikulare Innenmembran-
einschlisse (Abb. 3-20 B1 bis 3; rote und gelbédfeAuch in allen Deletionsmutanten kam
es im gleichen Ausmald zur Auspragung dieses ubergsipnsspezifischen Phénotyps.
Exemplarisch sind fudybr163w und Ayml030wZellen fehlstrukturierte Organellen mit
mehrfachen Septen (rote Pfeile) gezeigt (Abb. 2Mis 3 und H1 und 2).
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3 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Abbildung 3-20: Die Mutanten verhalten sich vor und bei Uberexpression von MDM33 wie
der Wildtyp. Hefezellen wurden bis zu einer ODggp Von ~1,0 in SD-Medium angezogen und fiir
die Induktion in SGal-Medium aufgenommen. Nach fluoreszenzmikroskopischer Kontrolle des
Phéanotyps wurden die Zellen fixiert (Bauer et al., 2001) und in Kunstharz eingebettet (Spurr,
1969). Ultradiinnschnitte wurden elektronenmikroskopisch untersucht. Vor Uberexpression liegen
gleichmaRig in der Zelle verteilte Mitochondrien mit Doppelmembran- und Cristaestrukturen vor
(schwarze Pfeile). Bei Uberexpression von MDM33 bilden sich Innenmembranvesikel (gelbe
Pfeile) und Septenstrukturen (rote Pfeile). (A) Wildtyp vor Uberexpression. (B) Wildtyp bei Uber-
expression von MDM33. (C) Aybr163w (Adem1) vor Uberexpression. (D) Aybr163w (Ademl) bei
Uberexpression von MDM33. (E) Ayer004w (Afmp52) vor Uberexpression. (F) Aylr356w vor Uber-
expression. (G) Ayml030w vor Uberexpression. (H) Ayml030w bei Uberexpression von MDM33.
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Sowohl vor als auch nach Uberexpression MidM33 verhielten sich die Deletionsstamme
ahnlich wie der Wildtyp. Die Gendeletionen alleipewirkten keine Fehlstrukturierung der
Innenmembran. Dies bestatigt die Befunde aus deor&zenzmikroskopie, wo auch die
aul3ere Struktur des Organells weitgehend unveréwder Damit spielen die entsprechenden
Proteine, anders als ihr mdglicher Wechselwirkuagser Mdma33, keine wichtige Rolle fur
die Innenmembran- und die allgemeine Mitochondrierphogenese. Allerdings ist es
angesichts der Stringenz und Spezifitdt der voelelgn Herangehensweise und der
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse unwahrscheinlidss die identifizierten Kandidaten
funktionell nicht mit Mdm33 in Verbindung stehendllicherweise handelt es sich bei den
identifizierten Proteinen zwar um spezifische, abetergeordnete regulatorische Faktoren
der Innenmembranteilung. Berilicksichtig werden olduch, dass Deletionen von
Morphologiekomponenten nicht automatisch die mitoahriale Struktur verandern. So sind
wildtypische Netzwerke vorhanden, wenn die vemfite Teilungskomponente Caf4
ausgeschaltet ist (Griffiret al, 2005). In diesem Fall liegt sehr wahrscheinlidnee
funktionelle Redundanz zu Mdv1l vor. Méglicherweisedies — trotz der unterschiedlichen
Strukturen — auch fir die detektierten Kandidateteine der Fall.

Zudem zeigten die Mitochondrien der Mutanten analag Wildtyp Gberexpressions-
spezifische Innenmembransepten und -vesikel unidreer ihre Cristae. Der primare Effekt
der MDM33-Uberexpression ist also nicht blockiert. Die Kompation der
fluoreszenzmikroskopisch erkennbaren mitochondrigdlegmentierung und Aggregation bei
Uberexpression findet moglicherweise in einem spateSchritt der Phanotypentwicklung
statt. Die identifizierten Proteine konnten zum $p&l als Adapter zwischen Innen- und
Aullenmembran fungieren und ihr Fehlen eine vershtéete Koordination zwischen den
Membranteilungsereignissen hervorrufen. Damit kéreibhe Ubermaflige Mdm33-vermittelte
Innenmembranteilung, die in Vesikeln und Septemltiest, bis zu einem gewissen Grad
ohne eine Veranderung der Gesamtorganellen erfolgas den fluoreszenzmikroskopisch
sichtbaren Anteil an Wildtypmitochondrien in den teintenkulturen erklart wirde.

Die Tatsache, dass ausschlie3lich untergeordndtioriea identifiziert wurden, kénnte ein
Hinweis darauf sein, dass Mdma33 tatsachlich die gaamponente der Innenmembran-
teilung darstellt und diesen Prozess relativ eigegmg vermittelt. Ein Argument hierfur
waren die einzigartigen ring- und hohlkugelférmigdiiochondrien dedmdm33Deletions-

mutante. In allen Bereichen der mitochondrialenniggebung wurden bei Deletion der

gleichberechtigten Hauptkomponenten der jeweiligézesse einheitliche Phanotypen
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beobachtet: Engmaschige mitochondriale Netze b&iuB8g der Teilung, Fragmente und
Aggregate bei fehlender Fusionsfahigkeit und gréflearen im Fall eines Tubulationsdefekts
(Zusammenfassung in Meret al, 2007). In genomweiten Screens nach sowohl nicht-
essentiellen, als auch essentiellen Faktoren (Dmehal, 2002; Altmann & Westermann,
2005), die die mitochondriale Morphologie beeinfiels, konnten keine Mutationen

aufgedeckt werden, die gleichartige StrukturenAvrelm33hervorbringen.

Eine umfassende Klarung, ob Mdma33 alleine wirktrod&echselwirkungspartner vorliegen
ist unerlasslich fur das Verstandnis seiner Fumktiad fir das allgemeine Verstandnis der
mitochondrialen Teilung. Deshalb muissen in Zukuwkitere Versuche unternommen
werden, um gleichberechtigte Interaktionspartnen Wdm33 zu finden oder definitiv
auszuschlielBen. Auch die tbrigen hier identifigiertpositiven Deletionsstamme aus den
WachstumsanalysenAydrO61w Aygl080w und Aylr091w) sollten funktionell weiter
charakterisiert werden, um einen moglichen Zusanmaweg der fehlenden Proteine mit der

Innenmembranteilung zu erfassen.

3.2.3 Untersuchung des Einflusses von Mdm33 auf dimitochondriale
AulBenmembranteilungsmaschinerie

In Doppeldeletionsstudien wurde gezeigt, dass Aictim33epistatisch zuAfisl verhalt,
wobei FIS1 eine AuRenmembranteilungskomponente kodiert (Msskmitt et al, 2003).
Das Ergebnis, dass ~50% daAmdvtZellen und sogar ~100% d&kdnm1Zellen bei
Uberexpression voMDM33 tubulare Mitochondrien besitzen, stellt eine weitBeziehung
zwischen der Mdm33-Funktion und der mitochondrialdul3enmembranteilung her
(vgl. 3.2.1.2). Um deshalb den Einfluss von Mdm88diesen Prozess néher zu untersuchen,
wurde die Verteilung der AuRBenmembranteilungs-Sddlkomponente Dnml in der
Deletionsmutante verfolgt. Dnm1l liegt als cytosthis Dimere vor (Ingermaeat al, 2005)
und assoziiert an den Mitochondrien, wobei es dleeAdapterproteine Mdvl/Caf4 und den
Membrananker Fis1 gebunden wird (Ubersicht in OkandoShaw, 2005; Meret al, 2007;
Westermann, 2008). Hier liegt es in punktformigemmplexen mehrerer Untereinheiten vor,
die mittels GFP-Fusion fluoreszenzmikroskopisctntbiar sind (Fekkest al, 2000; Mozdy

et al, 2000; Schausst al, 2006; vgl. auch Abb. 3-21). Zwischen den beidaestdhpools an
freiem und gebundenem Protein besteht ein Gleiclogwon Mitochondrienassoziation und
-dissoziation (Legesse-Milleret al, 2003). Das Fehlen der AufRenmembranteilungs-

komponenten Fisl, Mdvl oder Caf4 beeinflusst dieBesnl-Gleichgewicht an der
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Mitochondrienoberflache (Mozdgt al, 2000; Tieu & Nunnari, 2000; Griffiet al, 2005;
Schauset al, 2006). Mit Hilfe des StammSmdm33DNM1-GFPder neben der Gendeletion
eine genomisch&FP-Fusion anDNM1 tragt, wurde untersucht, ob sich die Deletion von
MDM33 ebenfalls auf die mitochondriale Dnm1-GFP-Assearhlig auswirkt. Als Referenz
wurde der entsprechende als ,Wildtyp* zu betradtiéenStamm WTPNM1-GFP*
verwendet. Die Zellen wurden auf YPD-, YPG- und “RGledium angezogen und
fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Parallel zito&hondrienmorphologie (Visualisierung

mittels mtRFP) wurden Dnm1-GFP-Punkte quantifiziert

3.2.3.1 Quantitative Erfassung der mitochondrialerMorphologie

Zunachst wurde die mitochondriale Morphologie defleh untersucht, um zum einen die
Auswirkungen des GFRBxgsan Dnm1 und zum anderen den Fitnesszustand deerndeten
Kulturen zu erfassen. Der als Kontrolle verwendatiemm WTDNM1-GFP besal3 auf allen
Kohlenstoffquellen zum Grol3teil tubulare, wildtyghe Mitochondrien (Tab. 3-8), die auf
YPGal und YPG aufgrund der metabolisch erfordedicthoheren Mitochondrienleistung
starker verzweigt waren (Abb. 3-21). Daneben warereinzelt (<3%) fragmentierte bis
aggregierte Mitochondrien vorhanden. Dies entspnagitwa den Ergebnissen fur den GFP-
freien Vergleichswildtyp. Die beobachteten Abweicban von ~6-13% waren einem
steigenden Anteil vohdnmZspezifischen netzartigen Mitochondrien zuzusclemeidn den
entsprechenden Zellen war die mitochondriale Teggaiktivitat offenbar durch den GR&y
beeintrachtigt. Da aber im Grol3teil der Zellen BHienktionalitdt des Dnml1-GFP-Fusions-
produkts vollstdndig erhalten war, konnte der WNM1-GFP-Stamm als wildtypisch
behandelt werden.

In Zellen des Amdm33DNMiGFP-Stamms waren auf allen Kohlenstoffquellen
vorwiegend (79% bis 91,3%) ring- und lassoférmiggohondrien vorhanden, die auf YPD
klein und auf YPGal und YPG grold ausgepragt wardrb( 3-21). Auffallig war, dass in
einigen der Ringe diffus fluoreszierende Innentmdr@i vorlagen, bei denen es sich
maoglicherweise um dinn ausgezogene Matrixbereicmeldin konnte. Damit besteht eine
Ahnlichkeit zu den netzartigen Strukturen, wie @i TeilungsmutantenAdnm3, Afisl,
Amdv]) auftreten. Alternativ konnten diese Strukturerhatdiohlkugeln darstellen. Mittels
Epifluoreszenzmikroskop ist eine Unterscheidungogéd nicht moglich. Deshalb wurden
erganzend konfokale Aufnahmen mit ddéaser scanningMikroskop Leica TCS-SP. Die

* freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Stefakobs (Max Planck Institut fir Biophysikalisdbleemie,
Gottingen)
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MtRFP-Fluoreszenz in der mitochondrialen Matrixdwiie Dnm1-GFP-Fluoreszenz) konnte
so in verschiedenen Zellebenen erfasst werdenfr&gtichen Strukturen wurden dadurch als
hohlkugel- und schisselférmige Mitochondrien idierigrt (Abb. A3 B und C). Diese
Ergebnisse stimmen sehr gut mit den bereits pelemm Morphologiedaten der reinen
Deletionsmutante Uberein (Messerschreittal, 2003). Der zusatzliche GRRg an Dnm1
wirkt sich also auch in dieser Mutante nicht zuls&tmegativ aus.

Tabelle 3-8: Mitochondriale Morphologie von WT( DNM1-GFP)- und Amdm33DNM1-GFP -
Zellen auf verschiedenen Kohlenstoffquellen.

Stamm mitochondriale Morphologie (Anteil der Zellen in %)
auf YPD auf YPGal auf YPG
fragm. - fragm. - fragm. -
tubulér agor. Netz tubulér agor. Netz tubulér agor. Netz
Vergleichs- 98,3 1,7 --- 98,7 1,3 99,3 0,7
WT +0,5 +05 +1.2 +1.2 +05 +05
WT 92 2 6 92 1,7 6,3 83,9 29 13,2
(DNM1-GFP) +1,6 +0,8 +1,4 +0,8 +05 +0,5 +47 +0,9 +5,6
fragm. - fragm. -
tubular agar. Ringe tubular agar. Ringe tubular Netz Ringe
Amdm33 11,2 88,8 6,7 2 91,3 12 9 79
DNM1-GFP +0,9 +0,9 +05 +1,4 +1,2 +1,6 +29 +1,4

mtRFP-exprimierende Zellen wurden tber Nacht bei 30C in YPD-, YPG- oder YPGal-Medium
bis zur logarithmischen Wachstumsphase angezogen und fluoreszenzmikroskopisch analysiert.
Angegeben sind Durchschnittswerte aus drei Auszahlungen pro Nahrmedium (jeweils n=100) mit
Standardabweichung. Fragm.-aggr.: fragmentiert-aggregiert.

3.2.3.2 Quantifizierung von Dnm1-GFP-Punkten

Parallel zur Mitochondrienmorphologie wurden in deefekulturen die Dnm1-GFP-Punkte
untersucht. Dabei wurden die Lokalisation (mitodiraed oder frei im Cytosol) und Groélie,
die Motilitat und die Anzahl der Punkte beurtel@owohl im Wildtyp als auch in der
Deletionsmutante lagen diese unabhangig von derlestoffquelle fast ausschlie3lich
assoziiert an den Mitochondrien vor (Abb. 3-21)r Nareinzelt (in <2% der Zellen) waren
cytosolische Punkte zu erkennen, die aber in beBtdmmen gleich haufig auftraten. Auch
die GroRe und Beweglichkeit der Dnm1-GFP-Clustar unabhangig von der Kohlenstoff-
quelle oder Mutation. In jeder untersuchten Kulialief sich der Anteil an Zellen mit motilen
Dnm1-GFP-Clustern auf etwa 15%. Die Bewegungen Hréskten sich auf ein ,leichtes
Wackeln“ an bzw. gerichtete Wanderung entlang deéodiondrien.

Ein leichter Unterschied zwischen Wildtyp und Munwurde bei der
Quantifizierung der Dnm1-GFP-Cluster festgesteiindm33DNM1-GFRZellen besal3en

etwas weniger mitochondrial lokalisierte Clustes dkllen des WTINM1-GFB-Stamms.
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Bei graphischer Auftragung der Dnm1-GFP-Cluster&navurde fur Zellen des Deletions-
stamms eine negative Verschiebung der Verteilungtlide (Abb. 3-22). Wéahrend der
Grol3teil der Wildtypzellen auf YPD-Medium zwischaoht und zehn Dnml1-GFP-Cluster
aufwies, waren in mutanten Zellen meist sechs ieises Proteinassoziate zu erkennen. Im
Durchschnitt verringerte sich die Anzahl um zweinbinGFP-Cluster von 9,8 auf 7,8
(Tab. 3-9). Bei Anzucht auf YPGal- und YPG-Mediumarwdie gleiche Tendenz zu
beobachten. Einziger Unterschied zum YPD-Experinveaten die aufgrund der gro3eren
Mitochondrienmasse auf diesen Kohlenstoffquelleheinén Haupt- und Durchschnittswerte
der Cluster-Anzahl (11,8 und 11,2 fir den WT bzw. @nd 9,2 fir die Mutante). Eine leichte
Abweichung zwischen WT und Mutante wurde also deh&Kohlenstoffquellen erfasst.

Tabelle 3-9: Gesamtdurchschnitte an Dnm1-GFP-Punkte n pro Mutterzelle.

Stamm Gesamtdurchschnitt an Dnm1 -GFP-Punkt en in Mutterzellen

auf YPD auf YPGal auf YPG
WT (DNM1-GFP) 9,8 11,8 11,2
Amdm33xDNM1-GFP 7,8 9,4 9,2

Der jeweilige Gesamtdurchschnitt ergab sich aus den drei Auszahlungen pro Kohlenstoffquelle
(n=300) (vgl. Abb. 3-22).

Mdm33 ist nicht essentiell fir die Assemblierungyvbnm1-GFP an der Mitochondrien-
oberflache. Die Anzahl der Proteincluster sinkbjgd um durchschnittlich 20%. Dies ist eine
konstante Auswirkung, die unabhangig von der Kattigifquelle in gleichem Mal3e eintritt.
Hierfur sind grundsatzlich direkte und indirekte selchen denkbar. Zum einen kdnnte
ausschlief8lich die unginstige Form der Mitochomdrielohlkugeln oder Schisseln) eine
Ausbildung von Dnm1-Komplexen erschweren. Ahnlicherische Effekte wurden fir die
groRRen, sphéarischen Mitochondrien dendm10Mutanté beobachtet, wo eine reduzierte
Dnm-GFP-Clusteranzahl mitochondrial vorlag (Otsugjaal, 1998). Allerdings trat die
reduzierte Dnm-GFP-Assemblierung auch an ring- lasdoéhnlichen Mitochondrien ohne
diffus fluoreszierende Innenbereiche auf. Hier sifidbuli normalen Durchmessers
vorhanden, an denen — zumindest aus sterischet Siaine wildtypische Dnm1-GFP-
Assemblierung moglich sein sollte. Somit ist eingekte Auswirkung der Deletion

wahrscheinlicher.

> Mdm10: mitochondrial dstribution and norphology Komponente der mitochondrialen Tubulation mit
zusatzlicher Beteiligung am mitochondrialen Impgdeisingeret al, 2004).
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Abbildung 3-21: Mitochondriale Morphologie und Loka lisation von Dnm1-GFP-Punkten in

Wildtyp- und Amdm33-Zellen. Zellen wurden tber Nacht bei 30C in YPD-, YPG- od er YPGal-
Medium bis zur logarithmischen Wachstumsphase angezogen und fluoreszenzmikroskopisch
analysiert. Jede Bilderserie besteht aus einer Differential-Interferenz-Kontrast-Aufnahme (DIC),
jeweils einer Fluoreszenzaufnahme der mtRFP-gefarbten Mitochondrien (mtRFP) und der Dnm1-
GFP-Punkte (Dnm1-GFP) sowie einer Uberlagerung der beiden Fluoreszenzaufnahmen (merge).
Der GroRRenbalken entspricht 5 um. Wildtypzellen enthalten tubulare Mitochondrien, Organellen
der Amdm33-Mutante sind ringférmig. Die Dnm1-GFP-Cluster sind unabhéngig von der
Kohlenstoffquelle sowohl in WT- als auch in Amdm33-Zellen zumeist (>98%) mitochondrial

lokalisiert.
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Abbildung 3-22: Die Deletion von MDM33 flihrt zu einer leichten Reduktion der Dnm1-GFP-
Cluster-Anzahl. Fir eine Quantifizierung der Dnm1-GFP-Cluster an den Mitochondrien wurden
die Zellen Uber Nacht bei 30T in flissigem YPD-, Y PGal- oder YPG-Medium bis zur
logarithmischen Wachstumsphase angezogen und fluoreszenzmikroskopisch analysiert. Es
wurden stets die in den Mutterzellen liegenden Punkte ausgezahlt. Angegeben sind
Durchschnittswerte aus drei Auszdhlungen pro Nahrmedium (jeweils n=100) mit Standard-
abweichungen.
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Die Ergebnisse konnten damit zum anderen als Bgstdf des bestehenden Mdm33-
Wirkmodells gewertet werden. Dieses schlagt vossddm33 auf entgegengesetzten Seiten
der mitochondrialen Innenmembran tGber homotypisaleechselwirkungen im Matrixraum
die Einschnirungen von Mitochondrientubuli Genstrictiond und/oder die vollstandige
Innenmembranteilung hervorruft (Messerschneittal, 2003). Laut Legesse-Milleet al.
(2003) sind solche&onstrictionsdie Voraussetzung fur mitochondriale Teilungserisise.
Sie konnten zeigen, dass an Mitochondrien in zvagieinander unabhéngigen Prozessen
standig Einschnirungen des Mitochondrientubulus stenéen  und Dnml-Cluster
assemblieren. Nur dann aber, wenn EinschnirungAssémblierung gleichzeitig erfolgen,
kommt es tatsachlich zur Bildung mitochondrienuntis@@&nder Dnm1-GFP-Spiralen und zur
Teilung. In den meisten Féllen 16sen sich die @ustieder auf, bevor sie neu entstehen
(Legesse-Miller et al, 2003). Da in Amdm33Zellen gemall dem Wirkmodell keine
Constrictionsbzw. Innenmembranteilungsereignisse maglich ssadlfen nur unproduktive
Dnm1-GFP-Assemblierungen gebildet werden. Intergesaeise haben in Teilungs-
ereignisse involvierte Dnml-Cluster eine langererwéddauer an den Mitochondrien
(30-90 s) als davon unabhangige (Legesse-Malie, 2003). Beriicksichtigt man die langere
Verweildauer und die Tatsache, dass bis zu 2,5uigédn pro Minute und Zelle stattfinden
(Nunnariet al, 1997; Jakobs et al., 2003b), so kdnnte die hémbhchtete Reduktion um
durchschnittlich zwei Cluster tatsachlich das Felder teilungsinvolvierten Dnm1-Spiralen
widerspiegeln. Auch das Fehlen von freien Schlandee in Amdm33Zellen, die als
Teilungsendprodukte entstehen, stimmt mit einerlefeden Teilungsaktivitat und der
Hypothese Uberein, dass der Mdm33-spezifische Ry@naurch eine reduzierte
Teilungsaktivitat bei gleichzeitig fortschreitenddneidimensionaler Fusion zustande kommt

(Messerschmitét al, 2003).
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4 SCHLUSSFOLGERUNG UND AUSBLICK

Die Voraussetzung, um Prozesse zu verstehen, diediggend fir die Funktion und die
Vererbung von Organellen sind, ist die Identifinieg und Charakterisierung der involvierten
molekularen Komponenten (Dimmet al, 2002). Im postgenomischen Zeitalter stellen
Deletionsbibliotheken dafur ein wertvolles Hilfsteit dar. Im Rahmen der vorliegenden
Arbeit wurden ausgehend von der ~4800 Deletionsmterta nicht-essentieller Hefegene
umfassenderMATa-Deletionsbibliothek Screens durchgefuhrt, um da&sstandnis zweier

wichtiger Teilbereiche der mitochondrialen Biogemesu verbessern, dem Erhalt der
Atmungsfahigkeit und der mitochondrialen Teilungs akentraler Bestandteil der

Morphogenese.

4.1 Genetische Basis von respiratorischem Wachstum,
mitochondrialem Genom-Erhalt und mitochondrialer Proteinsynthese
in Saccharomyces cerevisiae

4.1.1 Identifizierung und Charakterisierung von Mutanten mit Wachstums-
defekt auf nicht-fermentierbarer Kohlenstoffquelle

Um Gene zu finden, die fur die respiratorische Ketepz in Hefe bendtigt werden, wurde
die gesamte MATa-Deletionsbibliothek (BioCat, Heidelberg; Giaevaat al, 2002;
Kastenmayeet al, 2006) (~4800 Stamme) nach Mutanten mit letalenchstumsdefekt auf
glyzerinhaltigem Medium (YPG) durchsuchtp@etStamme). Dadurch wurden insgesamt 319
petStamme identifiziert, wobei eine deutliche KortEla zwischen petPhanotyp und
mitochondrialer Lokalisation der fehlenden Genpkddu besteht, die die biologische
Relevanz widerspiegelt. Die ermitteltpptGene wurden mit bestehenden Datensatzen nach
Dimmer et al. (2002) und Lubaret al. (2005) verglichen und anhand weiterer Experimente
funktionell gruppiert. Diese weiterfihrenden Anagsgaben Aufschluss tber die Funktionen
der jeweils deletierten Gene. Mittels Cytoduktioerganzenden DAPI-Farbungen und
Komplementationstest wurde der Status der mtDNAsstf Die radioaktive Markierung
mitochondrialer Translationsprodukte ermdoglichtedera eine selektive Analyse der
Proteinexpression des Organells und zusatzlichepthatesversuche lieferten Informationen
Uber den Einfluss der Katabolitrepression.
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Die vergleichenden Gendeletionsanalysen ermdoghcidarch stringente Kriterien einen
definierten Satz an 163 proteinkodierenden Genenenruitteln, die obligat fur den
respiratorischen Metabolismus in Hefe benétigt ward Darunter waren auch zehn
weitgehend uncharakterisierte Gene, RRG1 bis RRG10genannt wurden. Diese Daten
konnen als Positivliste an Genen dienen, die figpiratorisches Wachstum, den Erhalt
mitochondrialer DNA und mitochondrialer Proteindygge bendtigt werden. Es muss jedoch
betont werden, dass einige Komponenten fehlen kdnmtie durch redundante Gene kodiert
werden oder deren Deletionsstamme in der Bibliotiedkerhaft waren. Aul3erdem konnten
einige Gene speziell fur andere respiratorische lé&fwtoffquellen als Glyzerin (z. B. fur
Laktat oder Ethanol) oder in bestimmten genetis@tammbhintergrinden bendtigt werden.
Durch die vergleichenden Analysen wurden einigeebDahen gefunden, die in
verschiedenen Versionen der Bibliotheken untersiticiee Phé&notypen erzeugtepef und
nichtpe). PCR-Analysen machten deutlich, dass diese Witmde nicht alleine auf falsche
Stamme zurtckzufihren sind, sondern dass vielmete Blastizitat degpetPhénotyps
zugrunde liegt. Zwei weitere Beobachtungen unteenmgu dass diese phanotypische
Plastizitat viel groRer ist, als bisher angenomm&om einen kann die respiratorische
Inkompetenz durch ein Aufheben der Katabolitrepogseevertiert werden, und zum anderen
ist eine Anzahl vonrpo’] Stammen durch Cytoduktion rettbar. Es ist eineadsforderung
in Zukunft den Beitrag von Umweltfaktoren, Nahrétefsorgung, Alterung und mégliche

epigenetische Faktoren auf die phanotypische Pitgtzu untersuchen.

Die funktionelle Gruppierung dgretMutanten identifizierte 16 Gene, die fur den Ettor
MtDNA, und 98 Gene, die fir die mitochondriale Bnagynthese erforderlich sind (88 fiir die
allgemeine und zehn fur die Translation spezifisdPdukte). In jeder Kategorie wurden
mehrere, jeweils schon bekannte Komponenten diRrsmesse erfasst, was die Aussagekraft
der Ergebnisse demonstriert.

Die Studien zum mtDNA-Erhalt verdeutlichen erneend/on Myerset al. (1985)
beschriebenen Einfluss der Proteinsynthese aufnd®@NA-Erhalt. Auf bisher unbekannte
Art und Weise fuhrt eine Blockierung der mitochdatim Genexpression zum Verlust der
MtDNA. Ein besonders interessanter Kandidat urger faktoren, die fur den mtDNA-Erhalt
bendtigt werden, ist Rrg5. Dieses Protein ist vekignd uncharakterisiert und wurde erst
kirzlich mit dem mitochondrialen Lipidstoffwechsal Verbindung gebracht. Bei Deletion

von RRG5 sinken die Cardiolipin- und Phosphatidylethanola#onzentrationen der
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mitochondrialen Membranen (Osmaet al, 2009). Wie genau sich ein veranderter
Lipidhaushalt auf den Erhalt der mtDNA auswirkt,sawzukinftig untersucht werden.

Die durchgefuihrten Analysen zeigen dariber hinalass mtDNA auch spontan
verloren werden kann und viele Faktoren nur indieek Erhalt der respiratorischen Aktivitat
beteiligt sind. 44 Mutanten, die nach mehreren Gaimmen auf fermentierbarer
Kohlenstoffquelle keine mtDNA mehr besalRen, konmtaoh der Cytoduktion ihre mtDNA
stabil erhalten. Die Tatsache, dass 77% dieserr8gnicht in den Datensatzen von Dimmer
et al. (2002) und Lubaret al. (2005) enthalten waren, zeigt eine Mdglichkeit, avie die
beobachtete phénotypische Plastizitat zustande lamkann.

Von den 98 Genen, die essentiell fur die mitochiahelProteinsynthese sind, kodieren 88 fir
Komponenten, die fir die allgemeine mitochondridleanslation benétigt werden. In
Ubereinstimmung mit ihrer Funktion wurden innerhaflieser Gruppe hauptséchlich
mitochondriale Ribosomenuntereinheiten, mitochaldriTranskriptions- und Translations-
faktoren sowie mitochondriale tRNA-Synthetasen idierert. Darliber hinaus wurden aber
auch unbekannte Proteine, z. B. Rrgl, Rrg2, Rrg& URrg8, erfasst. Durch
Datenbankrecherchen und strukturelle Eigenschaétesen sich fir Rrg2 und Rrg6 direkte
Zusammenhange mit der mitochondrialen Proteinesmederstellen. So besitzt das Protein
Rrg2 ein Pentatricopeptid-Motiv (PPR-Motiv). Proej die ein solches Motiv tragen, sind
zumeist in Plastiden und Mitochondrien lokalisiestp sie an verschiedenen Punkten der
Genexpressionskontrolle beteiligt sind (Andedsal, 2007). Das Protein Rrg6 zeigt hohe
Homologien zur bakteriellen Glutamyl-tRNA-Amidotisferase, die fur die pré-translationale
Aminosauremodifikation essentiell ist (Oshikaae al, 2006). Fur Rrgl und Rrg8 sind
anhand von Proteinsequenzen oder Homologien keingnhaltspunkte vorhanden. Fir alle
vier Proteine wird es in Zukunft wichtig sein, ihfeunktion bei der mitochondrialen
Translation herauszuarbeiten.

Die verbleibenden zehn essentiellen Faktoren déwcmondrialen Proteinexpression
sind fur die Synthese spezifischer mitochondrig@mprodukte verantwortlich. Fur sechs
Komponenten, spezifische Translations- und Splieikipren, war dies bereits beschrieben.
Daruber hinaus wurden vier Proteine erstmals mitndiéochondrialen Proteinexpression in
Verbindung gebracht. Besonders interessant istedirgsue Zusammenhang fur Cyc3 und
Rrg10. Cyc3 ist die mitochondriale CytochranHam-Lyase, die im Intermembranraum den
Ham-Kofaktor an Apo-Cytochroro bindet (Dumontet al, 1987). In der Deletionsmutante
wurde eine starke Reduktion an Cox1 sowie CytochHsamd eine zusatzliche Proteinbande
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unbekannter Identitdt oberhalb von Cox3 beobachisic3 konnte also auch flir die
Biogenese anderer mitochondrialer Proteine von 8eadeg sein. Als weiterer Schritt ware es
sinnvoll, die Identitat der zusatzlichen Bande #rdn, indem das Protein z. B. aus dem Gel
extrahiert und Uber Massenspektrometrie/Sequemgerdentifiziert wird. Dadurch waren
weitere Informationen uber die Funktion von Cyc8der mitochondrialen Proteinexpression
maoglich. Bei Rrg10 handelt es sich um ein bishehanakterisiertes mitochondriales Protein
von nur 85 Aminoséauren, das mdoglicherweise eingiipehe Rolle in der Expression oder
Assemblierung des mitochondrialé€dOX1-Genprodukts spielt. Interessanterweise besitzt
dieses Protein gemal3 Vorhersage eine Transmembnd@naéo(Hofmann & Stoffel, 1993).
Die Membraninsertion hydrophober, mitochondrialtegtisierter Proteinen, wie Cox1, wird
co-translational durch Oxal vermitteNl¢kranjac & Neupert, 2009Wie diese Prozesse in
Membrannahe koordiniert werden, ist bisher nicht verstanden. Falls Rrg10 direkt an der
Transkription, der Reifung der mRNA und/oder dear@lation von Cox1 beteiligt ist, so
konnte seine Membranverankerung ein Hinweis seing wWProteinsynthese und

Membraninsertion gekoppelt werden.

Im Rahmen der funktionellen Gruppierung wurdeneaitee weitere Gruppe Gene erfasst, die
die respiratorische Kompetenz unabhangig von mtOiAalt und mitochondrialer
Proteinexpression beeinflussen. Viele davon steheWerbindung zur Vakuolenfunktion.
Aul3erdem sind viele Gene, die fir V-ATPase Untédreiten kodieren, hoch penetrant. Diese
Befunde spiegeln eine wichtige, bisher noch nidhit verstandene funktionelle Beziehung
zwischen Mitochondrien und Vakuolen wider. VakueldFehlfunktionen fiihren unter
anderem zu einer gestdrten lonen- und pH-Homoogkamsky et al, 1990; Kane, 2006),
kénnen Zellen hypersensitiv gegenuber oxidativerasStmachen (Thorpat al, 2004; Kane,
2007; Milgromet al, 2007) und beeintrachtigen den Autophagiestoffwelhiber den auch
Mitochondrien abgebaut werden (Kissogtal, 2007). Durch alle drei Prozesse wird die
mitochondriale Funktion beeinflusst. Zukinftig $elspeziell die Rolle der Vakuole in der
mitochondrialen Qualitatskontrolle und im mitochaaten turnover ausfuhrlich untersucht

werden.

Besonders interessant wird als nachster Schritt Hiektionsanalyse der bisher
uncharakterisierten, fur die respiratorische Korapetessentiellen Proteine Rrgl bis 10. Im
Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden erste Anpaltkte erarbeitet, an welchen

Prozessen diese Proteine beteiligt sein kbnntes.Klarung ihrer genauen Funktionen und
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ein umfassendes mechanistisches Verstandnis derekotaten Prozesse, die zur
respiratorischen Aktivitat beitragen, erfordern Imaeeitere entscheidende Experimente. Die
hier gezeigte systematische, funktionellerge-scale Analyse der petMutanten stellt
allerdings einen ersten Schritt zur Erfassung ddler Anzahl an Genen dar, die fur den
Erhalt der mtDNA und der mtTranslation benotigt desr. Zusammen mit umfassenden
genomischen und proteomischen Herangehensweisekigéhret al, 2004) und bestehenden
Protein-Interaktionsnetzwerken (Perocetial, 2006) wird es dazu beitragen, das System

Mitochondrion mit stdndig zunehmender Auflésung/etstehen.

4.1.2 DerpetPhéanotyp in den COX-Assemblierungs-MutantemAcox1Q
Acox16 Acox19und Amss2

Als besonders interessante Gruppe wurdepe2Biutanten identifiziert, deren respiratorische
Inkompetenz sowohl durch Kreuzung miplals auch durch Cytoduktion revertiert wurde.
Diese Mutanten besitzen gemaR KreuzungAnitpl ein mitochondrialesrho’]-Genom und
kénnen nach Erhalt von frischem cytosolischen Mailtelurch Cytoduktion wieder Atmung
betreiben. Die respiratorische Kompetenz hangteseth Mutanten also moglicherweise nicht
ausschlief3lich vom mitochondrialen oder vom Kermgerab, sondern wird zusatzlich von
extragenomischen Faktoren bestimmt. Unter den aB®en waren auch vier Cytochram
Oxidase (COX)-Assemblierungsfaktoren, die weitetetsucht wurden. Durch plasmidale
Komplementation konnten irreversible Schaden deodtiondrien aufgedeckt werden, deren
Entstehung wahrend des logarithmischen Wachstuthwiert und wahrend chronologischer
Alterung stark beschleunigt wurde. Diese Schadigangaren primér auf mtDNA-Ebene zu
beobachten, betrafen aber auch andere Makromoleliiée méglicherweise Lipide oder
Proteine. Als wahrscheinliche Ursache dieser Schadede eine verstarkte Akkumulation
von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) identifiziert

Zusammenfassend entstand folgendes Bild der Phéemtstehung der COX-
Assemblierungs-Mutanten: Primare Ursache der bdwégmn respiratorischen Inkompetenz
in den Mutantemdcox1Q Acox1§ Acox19und Amss2ist die Fehlfunktion der Cytochrom
Oxidase, die den Elektronentransport in der Atmketje stort. Dadurch entstehen sekundéar
vermehrt ROS. Parallel beeintrachtigt der durch despiratorischen Defekt bestehende
Energiemangel mdoglicherweise den ROS-Abbau. So Koesmzu einer verstarkten ROS-
Akkumulation, die gravierende zellulare Schadigumigervorruft.

In Zukunft sollten weitere Experimente durchgefiherden, um die Art der Schaden

und speziell den Beitrag verschiedener Prozess®@8-Akkumulation zu erfassen. Fur die

107



4 SCHLUSSFOLGERUNG UND AUSBLICK

gezielte Analyse mtDNA-unabh&ngiger Schaden wuisig&mme mit selektierbarer mtDNA
hergestellt. Diese konnten in Zukunft eingesetztder, um Mutanten mit anderweitiger
Schadigung anzureichern und tber direkte Nachwdawen die modifizierten Lipide oder
Proteine zu charakterisieren. Eine UntersuchungWashstums der Mutanten auf,®-
haltigem Medium ermoéglicht, die Empfindlichkeit gegiber ROS zu testen. Dadurch
konnten Informationen Uber eine moglicherweise resite Entgiftungsrate gewonnen
werden, die weiterfihrend in direkten Messungen Sigperoxiddismutase-, Catalase- und
Peroxidase-Aktivitat der Mutanten quantitativ estaer ware. Interessant ware auch die
Durchfihrung von Microarrayanalysen, mit denen Wdgiungen im Expressionsmuster
sichtbar waren, wie sie fiirjo"-Zellen bereits gezeigt wurden (Epsteihal, 2001). Die
COX-Assemblierungs-Mutanten  kénnten  dadurch als déllegstem  fur die

atmungskettenabhangige ROS-Produktion dienen.

4.2 Studien zur mitochondrialen Morphogenese

4.2.1 ldentifizierung und funktionelle Charakterisierung von
Wechselwirkungspartnern der mitochondrialen
Innenmembranteilungskomponente Mdm33

Die mitochondriale Dynamik wird durch standige feunsi- und Teilungsereignisse bestimmt.
Die intensive Forschung der letzten Jahre, spezell ModellorganismusS. cerevisiag
entschlisselte die entscheidenden Komponentenr ddeseesse (Zusammenfassung in: Merz
et al, 2007; Westermann, 2008). Im Fall der Fusion wardeei koordiniert arbeitende
Maschinerien in der Auf3en- und Innenmembran idergrt (Hoppinset al, 2007). Im Fall
der Teilung ist bisher ausschlie8lich die Mascheerder AulRenmembranteilung
charakterisiert. Dennoch gibt es bereits Anhaltgmindie auf eine separat ablaufende
Innenmembranteilung  hindeuten. Beispielsweise #eftire in  C. elegans die
Innenmembranteilung weiter voran, wenn die Aul3enbranteilung durch Verlust der Drp1-
Funktion blockiert ist (Labroussat al, 1999). Durch Messerschmét al. (2003) schliel3lich
konnte mit Mdm33 eine mdgliche Komponente der niitowrialen Innenmembranteilung in
Hefe identifiziert werden. Uber genetische Wechg&hmg sollten im Rahmen dieser Arbeit
Interaktionspartner dieser Komponente gefunden ever®as Verfahren beruhte dabei auf
der Uberexpression voMDM33 in Hefedeletionsmutanten, die in Wildtypzellen enem
Wachstumsarrest und einer Zerstoérung des mitocradedrNetzwerks fuhrt (Messerschmitt

et al, 2003). Aufgrund einer unterbrochenen Wirkkaskastdlte bei Fehlen eines
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Wechselwirkungspartners durch Gendeletion diesgathee Uberexpressionseffekt auf das
Wachstum und/oder die Mitochondrienmorphologie &liert werden. Deshalb wurden diese
beiden Parameter in einer Vorauswahl von 164 Dmisthutanten untersucht, in denen vor

allem mitochondriale Proteine mit unbekannter Fiamkfehlen.

Die Suche nach genetischen Wechselwirkungspartnéen Innenmembranteilungs-
komponente Mdm33 lieferte als vielversprechende didaien insgesamt sieben bisher
uncharakterisierte Proteine. Dartiber hinaus wurdideriDeletionsstammadnmlundAmdv],
denen Komponenten der mitochondrialen Auf3enmemditangsmaschinerie fehlen, als
Uberexpressionstolerant erfasst. Durch Doppeladeistinalysen war bereits im Vorfeld eine
funktionelle Beziehung zwischen der Mdm33-Wirkungduder AulRenmembranteilung
bekannt (Messerschmigt al, 2003). Die Detektion voAdnmlund Amdvlbeweist deshalb
die Spezifitdt des vorgenommenen genetischen Sgreew die Uberschaubare Anzahl an
identifizierten Kandidaten die Stringenz. Vier deieben bisher uncharakterisierten
Deletionsstamme konnten durch eine weiterfihrengiektionelle Charakterisierung als
wahrscheinlich untergeordnete, regulatorische Karepten der Innenmembranteilung
eingestuft werden. Die fluoreszenzmikroskopischemalysen und die EM-Experimente
lieferten keinen Hinweis auf eine wichtige Rolle diresem Prozess, da sowohl die aul3ere
Gestalt, als auch die Innenmembran im Deletiongfaltgehend wildtypisch strukturiert war.
Dieses Ergebnis konnte ein Hinweis darauf sein, s d&dm33 tatsachlich die
Hauptkomponente der Innenmembranteilung darstetlitdiesen Prozess relativ eigenstandig
vermittelt. Ubereinstimmend dazu weist dlendm33Deletionsmutante einen ring- und
hohlkugeldhnlichen mitochondrialen Phanotyp auf; disher in keiner anderen Mutante
beobachtet werden konnte. In genomweiten Screeeifajwen mit Mutanten essentieller und
nicht-essentieller Gene wurden keine vergleichbargtochondrialen Strukturen entdeckt
(Dimmeret al, 2002; Altmann & Westermann, 2005).

Allerdings sind auch andere Griinde fur eine martgeetektion gleichberechtigter
Wechselwirkungspartner denkbar. (1) Zum einen agiert Mdm33 moglicherweise — in
Analogie zu Caf4 und Mdvl in der AuRRenmembrantgmaschinerie — mit redundanten
Komponenten. Dadurch koénnte bei Einzeldeletion jdereils andere Partner die Mdm33-
vermittelte Uberexpression ermoglichen. EntspredberKandidaten wiirden durch die
vorliegende Herangehensweise nicht erfasst. (2glJdinstanden liegt das Problem in der
Vorauswahl der Stamme. Aufgrund der zeitaufwandipemsformationsprozedur konnte nur

eine begrenzte Anzahl an Deletionsmutanten (164Yytcksichtigt werden. Im
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mitochondrialen Proteom sind aber ~1000 Proteirtiea¢ten. Hier wurden zunachst vor allem
Mutanten untersucht, in denen Gene deletiert siredfur bisher uncharakterisierte Proteine
mit wahrscheinlich mitochondrialer Lokalisation kexkn. Vor allem bereits funktionell
charakterisierte mitochondriale Komponenten wurdeicht bertcksichtigt. Allerdings
konnten auch Proteine mit dualen Funktionen bei ld@enmembranteilung eine Rolle
spielen. Deshalb wéare es sinnvoll, die Uberexpoesstudien zumindest auf alle nicht-
essentiellen mitochondrialen Proteine auszuwei{8h.Problematisch ist aul3erdem, dass
durch das gewahlt&AL-Uberexpressionssystem eine Anzucht auf Minimaksisi@edium
mit Galaktose als Kohlenstoffquelle erfolgen mussLaufe des Screens zeigte sich jedoch,
dass einige Stamme bereits mediumsbedingte Wacbkdaiakte erleiden, aufgrund des
dadurch hervorgerufenen verfriihten Ubergangs in dtationare Wachstumsphase
fragmentierte oder aggregierte Mitochondrien adenilund deshalb nicht hinsichtlich einer
Uberexpressionsbedingten Fragmentierung/AggregdeomMitochondrien untersucht werden
konnen. Die grundsatzliche genetische Herangehesswdie Mdm33-Funktion durch das
Fehlen wechselwirkender Faktoren stark zu beeintigen oder sogar auszuschalten, ist
jedoch sinnvoll. Deshalb ware es eventuell ratsarh einem anderen induzierbaren System
zu arbeiten. In Zusammenarbeit mit Tobias Reichemld@niversitat Bayreuth, Institut fur
Zellbiologie; Diplomarbeit 2008) wurde deshalb eiunktionelles Plasmid mit Cir

induzierbarenMDM33 hergestellt, das in weiteren Studien Anwendunddimkdnnte.

Eine umfassende Klarung, ob Mdm33 alleine wirktrogiesentielle Wechselwirkungspartner
vorliegen, ist unerlasslich fir das VerstandnisneeiFunktion und fir das allgemeine
Verstandnis der mitochondrialen Teilung. Deshalbsseit in Zukunft weitere Versuche
unternommen werden, um gleichberechtigte Interakpartner von Mdm33 zu finden oder
definitiv auszuschlieRen. Zum einen sollten diekudti®rten Verbesserungsvorschlage
vorgenommen werden, um weitere genetische Intenadai zu erfassen. Zum anderen sollten
alternative Strategien verfolgt werden. Eine Mdgteit waren Two-Hybrid-Analysen, mit
denen auch spezifische Wechselwirkungen verschezdgiolm33-Domanen erfasst werden
konnten. Dartber hinaus bieten sich Pulldown-Expente mit anschlielRender
Massenspektrometrie an, um die genaue Zusammengetizs hochmolekularen Mdm33-
Komplexes (Messerschmét al, 2003) zu entschlusseln.
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4.2.2 Der Einfluss von Mdm33 auf die mitochondrialeAul3enmembran-
teilungsmaschinerie

Die AuRenmembranteilungsmaschinerie in Hefe bestektden vier Proteinen Fisl, Mdv1l,
Caf4 und Dnm1. Dabei wirkt Fisl als mitochondridiéembrananker, die Orthologen Mdv1l
und Caf4 als Adapter und Dnm1 als die Teilungsssdlkomponente, die durch Bildung von
Spiralen die Abschniirung des Mitochondrientubulessdrkstelligt.

Im Rahmen desMDM33-Uberexpressionsscreens wurden die teilungsdeferien
MutantenAmdv1 und Adnm1lals Uberexpressionstolerant identifiziert. 50% b2@®0% der
Zellen mit Deletion vorMDV1 bzw. DNM1 waren in der Lage, die Uberexpressionsbedingte
Fragmentierung/Aggregation der Mitochondrien zu gensieren und wiesen tubulére
Strukturen auf. Die Entstehung des fluoreszenzrskapisch sichtbaren Uberexpressions-
phanotyps kann also durch eine Blockierung der Aofsmbranteilungsmaschinerie
verhindert werden. Daraus lasst sich schlieBens dis Uberexpressionsbedingte aul3ere
Fragmentierung/Aggregation der Mitochondrien dureime verstarkte Aktivitat der
Teilungsmaschinerie entsteht. Die bei Uberexpresg@mehrte Mdm33-Funktion zieht also
vermehrte AuRenmembranteilung nach sich, was dadeMeiner Wirkung von Mdm33
upstream der AufRRenmembranteilungsmaschinerie (Messerschehital, 2003) bestétigt.
Wenn mehr Mdm33 mehr Teilung bedeutet, dann salltgh der Umkehrschluss gtiltig sein,
d. h. bei Deletion sollte eine verringerte Aktivitédrliegen. Indirekt ist das ein weiteres Indiz
dafur, dass die ring- und hohlkugelférmigen Mitostinen derAmdm33Deletionsmutante —
wie von Messerschmitet al. (2003) vorgeschlagen — tatsachlich durch eine ziedie
Teilungsaktivitat bei voranschreitender Fusion tethisn.

Mdm33 moduliert also die Teilungsaktivitéat der Mitmndrien. Grundséatzlich sind
zwei Mdoglichkeiten denkbar, wie eine verandertelurgsrate erreicht wird: (1) veranderte
mitochondriale_Assemblierunder Teilungsschlisselkomponente Dnml oder (2)ndende

Aktivierung der assemblierten Teilungskomplexe. Um diese bekeidle zu unterscheiden,
wurde durch eine Auszahlung von Dnm1-GFP-Clusteennditochondriale Assemblierung
von AuRenmembranteilungsmaschinerie-Komplexen \girfd=ir den Uberexpressionsfall
war dies jedoch problematisch, da der Phanotyp deitn verwendetenGAL-System
sprunghaft und ohne Zwischenstufen entsteht. Dadukénnen ausschliel3lich die
mitochondrialen Fragmente/Aggregate als Endpunkt Eleanotypentwicklung analysiert
werden, wobei in diesem Stadium die Reaktion berafigeschlossen ist. Deshalb wurde
wiederum eine Ubertragung auf den stabileren Dmietistand vorgenommen, in dem

vermutlich eine verringerte Teilungsaktivitat vedt. Die Quantifizierung der mitochondrial
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lokalisierten Dnm1-GFP-Cluster in der Deletionsmitgazeigte, dass kein gro3er Einfluss auf
die Assemblierung besteht. Im Vergleich zum Wildtygren nur 20% weniger Dnm1-Cluster
an den Mitochondrien vorhanden, was unabhéangig den Kohlenstoffquellen war. Die
Deletion beeinflusst also nicht primar die Assesming der Teilungsmaschinerie, sondern
maoglicherweisepost-targetingdie Ausbildung teilungsaktiver Komplexe. Nach hgeimn
Wissenstand ist fur eine Aktivierung zum einen Tigigkeit von Mdv1l (Nayloet al, 2006)
und zum anderen die Ausbildung von Tubuluseinsamgen Constriction$ notig (Legesse-
Miller et al, 2003). Eine Beteiligung von Mdm33 an der Bilduran Constrictionswiirde
dem bestehenden Mdm33-Wirkmodell entsprechen. Bigskt davon aus, dass Mdm33 Utber
homotypische Wechselwirkungen seiner matrixstamdi@miled-coil-Doménena-helikale
Bindel ausbildet und dadurch entgegengesetzte nme@branbereiche in rdumlich Néhe
bringt, wodurch eine Einschniirung des Tubulus gtfohd eine Fusion der Innenmembranen

(= de factoTeilung) moéglich wird.

Im Rahmen der Arbeit wurden also zuséatzliche Asipalbkte fur das bestehende Wirkmodell
von Mdm33 wahrend der mitochondrialen Teilung gdiem Es sind jedoch noch weitere
Schritte erforderlich, um die Funktion von Mdm33dgiiltig zu klaren. Sinnvoll ware zum
Beispiel time-lapseFluoreszenzmikroskopie in Kombination mit 3Mage reconstruction
(analog Legesse-Millezt al, 2003). Dadurch kdnnte zum einen untersucht werolemn der
Amdm33Deletionsmutante nodBonstrictionsgebildet werden (vollstdndige Innenmembran-
teilungsereignisse konnen tber Fluoreszenzmikraskapht aufgeldst werden). Ist dies nicht
der Fall, wéare ein direkter Beweis fir die Beteailhg von Mdm33 an diesem Prozess
erbracht. Unter Verwendung einer Mutante mit reprivarer MDM33-Expression (z. B.
durch Doxycyclin) konnte dieser Prozess nicht nur EBndpunkt der Ph&notypentstehung,
sondern auch in deren Verlauf erfasst werden. Zuagem@n konnte mit dieser Mutante
parallel die Entstehung des mitochondrialemdm33Phanotyps verfolgt werden. Dadurch
waren Zwischenschritte erkennbar, die mdglichergveiseitere Aussagen Uber die
mechanistischen Grundlagen liefern wuirden. Auch e eirelektronenmikroskopische
Untersuchung der Deletionsstimmendvl und Adnm1 bei Uberexpression voMDM33
konnte hilfreiche Aussagen liefern. In d=50% verbleibenden tubulédren Strukturen sollte die
Ausbildung von Septen und Vesikeln verfolgt werd&md nach wie vor diese Mdm33-
vermittelten Strukturen vorhanden, ware damit der ew@is einer
Aullenmembranteilungsmaschinerie-unabhangig  foegemden Innenmembranteilung
erbracht. Durch Kombination mit Immunogold-Markiegukbnnte Mdm33 moglicherweise
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an den Septen lokalisiert werden, um die speziéiséhoteinfunktion innerhalb dieses
Prozesses zu beweisen. Diese und weitere Expeemigiminten zukinftig helfen, die
mechanistischen Details der Mdm33-Funktion heraarfmiten, und letztendlich das Modell

der mitochondrialen Teilung zu komplettieren.
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Tabelle Al: Aus der MATa-Deletionsbibliothek isolierte pet-Gene. Aufgefuhrt
sind systematische und Standardnamen der Gene. Angaben zu zellularen
Funktionen der Genprodukte stammen aus der Saccharomyces Genome Database
(SGD; Issel-Tarver et al., 2002) oder manuellen Annotationen (entnommen aus Merz
& Westermann, zur Publikation eingereicht).

YALOO9W SPO7, ER membrane protein of unknown function

YALO10C MDM10, involved in mitochondrial morphology and inheritance

YALO13W DEP1, transcriptional modulator

YAL026C DRS2, maintains membrane lipid asymmetry in post-Golgi secretory vessicles
YAL039C CYC3, holocytochrome c¢ synthase (cytochrome ¢ heme lyase)

YAL044C GCV3, glycine decarboxylase hydrogen carrier protein H subunit

YBLO19W APNZ2, Class Il abasic (AP) endonuclease; repair of DNA damage; homolog of hHAP1
YBL021C HAP3, component of heterotrimeric CCAAT-binding factor

YBLO31W SHEL1 Cytoskeletal protein of unknown function; overexpression causes growth arrest
YBLO32W HEK2, RNA binding protein; localizes ASH1 mRNA
YBL036C non-specific single-domain racemase

YBL045C COR1, ubiquinol cytochrome c reductase core protein 1
YBL046W PSY4, regulatory subunit of a protein phosphatase complex (nhuclear)
YBLO53W Dubious ORF, overlaps with SAS3n

YBLO57C PTH2, negatively regulates the ubiquitin-proteasome pathway
YBL062W Dubious ORF, overlaps with SKT5

YBL080C PET112, Protein required for mitochondrial translation
YBL082C ALGS3, alpha(1-3) mannosyltransferase

YBLO90OW MRP21, mitochondrial ribosomal protein

YBL093C ROX3, RNA polymerase Il holoenzyme component
YBLO99W ATP1, alpha subunit of F1-ATP synthase

YBL100C Dubious ORF, overlaps with ATP1

YBROO3W COQ1, hexaprenyl pyrophosphate synthetase

YBR026C ETR1, localized to in mitochondria, where it has a probable role in fatty acid synthesis
YBRO39W ATP3, Gamma subunit of the F1 sector of mitochondrial F1FO ATP synthase
YBRO97W VPS15, serine/threonine protein kinase involved in vacuolar protein sorting

YBR128C ATG14, Subunit of an autophagy-specific phosphatidylinositol 3-kinase complex
YBR146W MRPS9, Mitochondrial ribosomal protein of the small subunit

YBR179C FZ01, transmembrane GTPase required for mitochondrial fusion

YBR251W MRPS5, mitochondrial ribosomal protein

YBR268W MRPL37, mitochondrial ribosomal protein

YBR282W MRPL27, mitochondrial ribosomal protein

YBR283C SSH1, involved in co-translational protein translocation in the ER

YBR289W SNF5, component of SWI-SNF global transcription activator complex
YCLOO1IW-A  Unknown function

YCLOO7C Dubious ORF; overlaps verified ORF YCLOO5W-A

YCLO10C SGF29, Probable 29kKDa Subunit of SAGA histone acetyltransferase complex
YCROO3W MRPL32, mitochondrial ribosomal protein

YCRO020W-B HTL1, Subunit of the RSC chromatin remodeling complex

YCR024C SLM5, Asparaginyl-tRNA synthetase, mitochondrial

YCR028C-A RIM1, binds single-stranded DNA, required for DNA replication in mitochondria

YCRO046C IMG1, Mitochondrial ribosomal protein of the large subunit
YCRO71C IMG2, Mitochondrial ribosomal protein of the small subunit
YDLO12C Plasma membrane protein of unknown function

YDLO033C SLM3, tRNA-specific 2-thiouridylase

YDL039C PRM7, Pheromone-regulated protein

YDL044C MTF2, mitochondrial protein involved in mRNA splicing and protein synthesis
YDLO45W-A  MRP10, mitochondrial ribosomal protein

YDLO56W MBP1, transcription factor that collaborates with Swi6p

YDL0O67C COX®9, cytochrome ¢ oxidase subunit VIIA
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YDLO68W Dubious ORF, overlaps with CBS1

YDLO77C VAMSG6, Vacuolar protein, tethers steps of vacuolar membrane fusion

YDL091C UBXS3, UBX domain-containing protein that interacts with Cdc48p

YDLO99W BUGL, involved in ER to Golgi transport

YDL107W MSS2, required for export of C-terminal tail of Cox2p through the inner membrane
YDL114W Putative protein of unknown function with similarity to acyl-carrier-protein reductases
YDL129W Unknown function

YDL133W Unknown function

YDL157C unknown function; detected in highly purified mitochondria in high-throughput studies
YDL185W VMAL1, catalytic subunit (subunit A) of the vacuolar H(+) ATPase V1 complex
YDL192W ARF1, GTPase of the Ras superfamily involved in coated vesicles formation
YDRO010C Dubious ORF

YDRO0O25W RPS11A, Protein component of the small (40S) ribosomal subunit

YDRO65W Unknown function

YDRO79W PET100, required for assembly of cytochrome ¢ oxidase

YDR114C Dubious ORF, overlaps with YDR115W

YDR115W Putative mitochondrial ribosomal protein

YDR116C MRPL1, Mitochondrial ribosomal protein of the large subunit

YDR129C SACS6, actin filament bundling protein, fimbrin; essential for polarized secretion
YDR148C KGD2, 2-oxoglutarate dehydrogenase complex E2 component

YDR175C RSM24, mitochondrial ribosomal protein

YDR194C MSS116, mitochondrial RNA helicase, required for splicing of group Il introns
YDR197W CBS2, translational activator for cyt b

YDR204W COQ4, involved in biosynthesis of coenzyme Q

YDR230W Dubious ORF, overlaps with COX20

YDR237W MRPL7, mitochondrial ribosomal protein

YDR269C Dubious ORF, overlaps with CCC2

YDR270W CCC2, copper-transporting P-type ATPase

YDR271C Dubious ORF, overlaps with CCC2

YDR296W MHR1, involved in repair, recombination and maintenance of mitochondrial DNA
YDR298C ATP5, subunit 5 of FO-ATP synthase, oligomycin sensitivity-conferring subunit
YDR337W MRPS28, mitochondrial ribosomal protein

YDR347W MRP1, mitochondrial ribosomal protein

YDR350C ATP22, required for assembly of the FO sector of mitochondrial F1FO ATP synthase
YDR364C CDC40, pre-mRNA splicing factor

YDR375C BCS1, required for expression of functional Rieske iron-sulfur protein
YDR377W ATP17, ATP synthase subunit f

YDR448W ADAZ2, component of the histone acetyltransferase complexes

YDR458C HEH2, Protein of unknown function; GFP-fusion protein in nuclear periphery
YDR491C Dubious ORF, overlaps with IZH1

YDR523C SPS1, Putative protein serine/threonine kinase

YDR529C QCRY7, ubiquinol cytochrome c reductase subunit 7

YEL024W RIP1, ubiquinol cytochrome c reductase iron-sulfur protein

YELO27W CUPS5, V-ATPase 16 kDa proteolipid subunit of membrane (VO0) sector
YELO50C RML2, mitochondrial ribosomal protein L2 of the large subunit

YELO51W VMAS8, vacuolar H(+)-ATPase (V-ATPase) subunit of the V1 catalytic sector
YELO59C-A  SOM1, Subunit of the mitochondrial inner membrane peptidase

YERO014C-A BUD25, involved in bipolar budding

YERO17C AFG3, involved in proteolytic and chaperone activities at the inner membrane
YERO50C RSM18, component of the mitochondrial ribosomal small subunit

YERO061C CEML1, beta-ketoacyl-ACP synthase, mitochondrial

YERO70W RNR1, ribonucleosid-diphosphate-reductase, large (R1) subunit

YERO87W similarity to tRNA synthetases; protein is detected in mitochondria

YER114C BOI2, Protein implicated in polar growth, functionally redundant with Boilp
YER131W RPS26B, Protein component of the small (40S) ribosomal subunit

YER145C FTR1, iron permease that mediates high-affinity iron uptake

YER154W OXA1, component of the mitochondrial protein export machinery

YER155C BEM2, Rho GTPase activating protein; control of cytoskeleton organization
YFLO16C MDJ1, DnaJ co-chaperone involved in mitochondrial biogenesis and protein folding
YGLO17W ATEZ1, Arginyl-tRNA-protein transferase

YGLO70C RPB9, RNA polymerase Il, non-essential subunit, not shared

YGLO71W RCS1, transcription factor regulates genes involved in iron uptake and cell size
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YGL129C RSM23, mitochondrial ribosomal protein

YGL135W RPL1B, large subunit ribosomal protein L1

YGL143C MRF1, mitochondrial peptide chain release factor

YGL165C Dubious ORF, overlaps with CUP2

YGL206C CHC1, clathrin heavy chain

YGL218W Dubious ORF, overlaps with MDM34

YGL237C HAP2, component of heterotrimeric CCAAT-binding factor

YGL240W DOC1, anaphase promoting complex (APC10)

YGL244W RTF1, pol Il transcription elongation factor, regulates DNA binding properties of TBP
YGL251C HFM1, Meiosis specific DNA helicase

YGRO020C VMA7, vacuolar H(+)-ATPase 14 kDa subunit of the catalytic (VO) sector
YGR062C COX18, required for activity of mitochondrial cytochrome oxidase

YGRO0O76C MRPL25, mitochondrial ribosomal protein

YGR102C Unknown function, located in mitochondria

YGR105W VMA21, required for vacuolar H(+)-ATPase (V-ATPase) assembly

YGR112W SHY1, mitochondrial protein required for assembly of cytochrome ¢ oxidase complex
YGR150C Unknown function, located in mitochondria

YGR155W CYS4, cystathionine beta-synthase

YGR167W CLC1, clathrin light chain

YGR171C MSM1, Met-tRNA synthetase, mitochondrial

YGR180C RNR4, component of ribonucleotide reductase small subunit

YGR215W RSM27, mitochondrial ribosomal protein

YGR220C MRPL9, mitochondrial ribosomal protein

YGR222W PET54, specific translational activator for COX3

YGR243W FMP43, protein was localized to mitochondria

YGR262C BUD32, may be involved in polar bud-site selection

YHL0O38C CBP2, required for splicing of the COB al5 intron and 21S mitochondrial rRNA intron
YHROO6W STP2, Transcription factor; activates transcription of amino acid permease genes
YHRO09C Unknown function

YHRO11W DIA4, tRNA synthetase, may be involved in mitochondrial function

YHRO26W PPAL, proteolipid of the vacuolar H(+)-ATPase

YHRO38W RRF1, Mitochondrial ribosome recycling factor, essential for respiratory function
YHRO039C MSC?7, Protein of unknown function, GFP-fusion protein in endoplasmic reticulum
YHRO39C-B VMAL0, vacuolar H(+)-ATPase (V-ATPase) 13 kDa subunit

YHRO49C-A Dubious ORF

YHRO51W COX86, cytochrome ¢ oxidase subunit VI

YHRO60W VMAZ22, protein involved in vacuolar H(+)-ATPase assembly or function
YHRO67W HTD2, involved in mitochondrial fatty acid biosynthesis

YHR091C MSR1, arginyl-tRNA synthetase of mitochondria

YHR120W MSH1, involved in mitochondrial DNA repair

YHR147C MRPL6, mitochondrial ribosomal protein

YHR168W MTG2, mitochondrial GTPase, possibly involved in ribosome assembly

YIL125W KGD1, alpha-Ketoglutarate dehydrogenase

YIL157C COA1, required for assembly of the cytochrome c oxidase complex

YIR021W MRS1, protein involved in mitochondrial RNA splicing of COB mRNA

YJLOO3W COX16, required for assembly of cytochrome c oxidase

YJLO46W Similarity to lipoate-protein ligase A

YJLO62W-A  Putative protein of unknown function, GFP-fusion protein localizes to the mitochondria

YJLO63C MRPL8, mitochondrial ribosomal protein of the large subunit
YJLO96W MRPL49, mitochondrial ribosomal protein of the large subunit
YJL102W MEF2, mitochondrial translation elongation factor

YJL120W Dubious ORF, overlaps with RPE1

YJL121C RPEL, ribulose-5-phosphate 3-epimerase

YJL124C LSM1, involved in degradation of cytoplasmic mRNAs

YJL176C SWI3, component of SWI-SNF global transcription activator complex
YJL180C ATP12, F1-ATP synthase assembly protein

YJL184W GONY7, unknown function

YJL209W CBP1, required for COB mRNA stability or 5' processing

YJR040W GEF1, voltage-gated chloride channel

YJRO77C MIR1, phosphate transporter of the mitochondrial carrier (MCF) family
YJR113C RSM7, Mitochondrial ribosomal protein of the small subunit
YJR121W ATP2, beta subunit of F1-ATP synthase
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YJR122W CAF17, component of the CCR4 transcription complex

YJR144W MGM101, mitochondrial genome maintenance protein

YKL003C MRP17, mitochondrial ribosomal protein

YKLO016C ATP7, ATP synthase subunit d

YKL040C NFU1, homeostasis of metal ions, Nifu-like protein (NUB1)

YKLO55C OAR1, mitochondrial type Il fatty acid synthase

YKLO80OW VMADB, vacuolar H(+)-ATPase (V-ATPase) hydrophilic subunit (subunit C)
YKL109W HAP4, component of heterotrimeric CCAAT-binding factor

YKL114C APNZ1, Major apurinic/apyrimidinic endonuclease, repair of DNA damage
YKL119C VPH2, vacuolar H(+)-ATPase (V-ATPase) assembly protein acting in the ER
YKL134C OCT1, mitochondrial intermediate peptidase

YKL138C MRPL31, mitochondrial ribosomal protein

YKL155C RSM22, mitochondrial ribosomal protein

YKL169C Dubious ORF, overlaps with MRPL38

YKL170W MRPL38, mitochondrial ribosomal protein

YKL194C MST1, mitochondrial threonyl tRNA synthase

YKR006C MRPL13, mitochondrial ribosomal protein

YKRO085C MRPL20, mitochondrial ribosomal protein

YLLO18C-A  COX19, required for cytochrome c oxidase assembly

YLLO27W ISA1, mitochondrial protein required for normal iron metabolism
YLLO33W Unknown function
YLLO41C SDHZ2, iron-sulfur protein subunit of succinat dehydrogenase

YLLO42C ATG10, E2-like conjugating enzyme, involved in autophagy
YLRO38C COX12, cytochrome-c oxidase, subunit VIb

YLRO56W ERG3, C-5 sterol desaturase (microsomal membrane)

YLRO67C PET309, required for stability and translation of COX1 mRNA

YLR0O69C MEF1, mitochondrial translation elongation factor G

YLRO70C XYL2, Xylitol dehydrogenase, converts xylitol to D-xylulose

YLRO91W Unknown function, located in mitochondria

YLR125W Unknown function

YLR139C SLS1, protein involved in mitochondrial metabolism

YLR144C ACF2, beta-1,3-endoglucanase; probable role in cortical actin cytoskeleton assembly
YLR201C COQ9, Mitochondrial inner membrane protein required for ubiquinone biosynthesis

YLR202C Dubious ORF, overlaps with YLR201C and MSS51

YLR203C MSS51, mitochondrial protein required for respiratory growth and translation of COX1
YLR260W LCBS5, long chain base kinase, involved in sphingolipid metabolism

YLR270W DCS1, Non-essential hydrolase involved in mRNA decapping

YLR294C Dubious ORF, overlaps with ATP14

YLR295C ATP14, ATP synthase subunit h

YLR304C ACO1, aconitase

YLR312W-A MRPL15, mitochondrial ribosomal protein

YLR337C VRP1, involved in cytoskeletal organization and cytokinesis

YLR369W SSQ1, mitochondrial Hsp70 involved in biogenesis of iron-sulfur proteins
YLR382C NAM2, leucyl-tRNA synthetase, mitochondrial,

YLR439W MRPL4, mitochondrial ribosomal protein of the large subunit

YLR447C VMAG, vacuolar H(+)-ATPase (V-ATPase) 36 kDa subunit

YMLO61C PIF1, single-stranded DNA-dependent ATPase and 5'-3' DNA helicase
YML087C Unknown function

YML110C COQS5, involved in ubiquinone biosynthesis

YML120C NDI1, NADH:ubiquinone oxidoreductase

YMRO015C ERGS5, C-22 sterol desaturase

YMR021C MAC1, Copper-sensing transcription factor

YMRO35W IMP2, catalytic subunit of the mitochondrial inner membrane protease Imp
YMRO064W AEP1, required for accumulation of transcript of ATP9/OLI1

YMRO70W MOT3, Nuclear transcription factor; e.g. repression of ergosterol biosynthetic genes
YMRO72W ABF2, DNA-binding protein required for maintenance of mitochondrial genome
YMROQ77C VPS20, Myristoylated subunit of the endosomal sorting complex

YMRO089C YTA12, involved in proteolytic and chaperone activities in the inner membrane
YMRO097C MTG1, likely functions in assembly of the large ribosomal subunit

YMR098C ATP25, required for stability of ATP9 mRNA

YMR150C IMP1, catalytic subunit of the mitochondrial inner membrane protease Imp
YMR151W YIM2, Dubious ORF, overlaps with IMP1
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YMR158W
YMR188C
YMR193W
YMR228W
YMR256C
YMR257C
YMR267W
YMR282C
YMR286W
YMR287C
YMR293C
YNLOOS5C
YNLO52W
YNLO73W
YNLO81C
YNL138W
YNL159C
YNL170W
YNL177C
YNL184C
YNL185C
YNL213C
YNL252C
YNL315C
YNRO20C
YNRO37C
YNRO41C
YNRO42W
YNRO45W
YOLOO8W
YOLO009C
YOLO33W
YOLO51W
YOLO71W
YOLO83W
YOL095C
YOL096C
YORO36W
YORO65W
YOR127W
YOR150W
YOR155C
YOR158W
YOR187W
YOR200W
YOR211C
YOR221C
YOR241W
YOR305W
YOR318C
YOR330C
YOR331C
YOR332W
YOR350C
YOR358W
YOR375C
YOR380W
YPLO13C
YPLO31C
YPLO45W
YPLO59W
YPLO78C

MRPS8, Mitochondrial ribosomal protein of the small subunit

MRPS17, Mitochondrial ribosomal protein of the small subunit

MRPL24, mitochondrial ribosomal protein of the large subunit

MTF1, mitochondrial RNA polymerase specificity factor

COX7, cytochrome c oxidase, subunit VII

PET111, required for mitochondrial translation of COX2 mRNA

PPA2, inorganic pyrophosphatase, mitochondrial

AEP2, required for the expression of Atp9p

MRPL33, mitochondrial ribosomal protein of the large subunit

DSS1, RNase, associates with the ribosome, turnover of aberrant RNAs
May be involved in mitochondrial function

MRP7, mitochondrial ribosomal protein

COXB5A, cytochrome c oxidase subunit Va

MSK1, lysyl-tRNA synthetase, mitochondrial

Putative mitochondrial ribosomal protein of the small subunit

SRV2, adenylate cyclase-associated protein

ASI2, Integral inner nuclear membrane protein

Dubious ORF, overlaps with PSD1

MRPL22, Mitochondrial ribosomal protein of the large subunit

Dubious ORF, overlaps with MRPL19

MRPL19, Mitochondrial ribosomal protein of the large subunit

Unknown function, located in mitochondria

MRPL17, mitochondrial ribosomal protein

ATP11, F1-ATP synthase assembly protein

ATP23, metalloprotease required for processing of Atp6

RSM19, Mitochondrial ribosomal protein of the small subunit

COQ2, para-hydroxybenzoate-polyprenyltransferase

Dubious ORF, overlaps with COQ2

PETA494, translational activator required for mitochondrial translation of COX3
C0OQ10, Coenzyme Q binding protein

MDM12, mitochondrial morphology and inheritance protein

MSE1, glutamyl-tRNA synthetase, mitochondrial

GAL11, Component of RNA polymerase Il holoenzyme

EMI5, non-essential protein of unknown function

Unknown function

HMI1, mitochondrial DNA helicase involved in maintenance of mtDNA
COQ3, catalyzes two different O-methylation steps in ubiquinone biosynthesis
PEP12, syntaxin homolog (t-SNARE) involved in Golgi to vacuole transport
CYT1, cytochrome cl1

RGAL, GTPase-activating protein for Cdc42p

MRPL23, Mitochondrial ribosomal protein

ISN1, Inosine 5'-monophosphate (IMP)-specific 5'-nucleotidase, breakdown of IMP
PET123, mitochondrial ribosomal protein

TUF1, translation elongation factor Tu, mitochondrial

Dubious ORF, overlaps with PET56

MGM1, peripheral membrane protein required for mitochondrial morphology
MCT1, mitochondrial type 1l fatty acid synthase

MET?7, required for methionine synthesis and for maintenance of mitochondrial DNA
Unknown function, probably mitochondrial

Dubious ORF unlikely to encode a protein

MIP1, mitochondrial DNA-directed DNA polymerase

Dubious ORF, overlaps with VMA4

VMAA4, vacuolar H(+)-ATPase hydrophilic subunit (subunit E)

MNEZ, similar to Lucilia illustris mitochondrial cytochrome oxidase

HAP5, component of heterotrimeric CCAAT-binding factor

GDH1, NADP(+)-dependent glutamate dehydrogenase

RDR1, Transcriptional repressor, control of multidrug resistance

MRPS16, Mitochondrial ribosomal protein of the small subunit

PHO85, cyclin-dependent kinase

VPS16, vacuolar sorting protein

GRX5, mitochondrial protein involved in the synthesis/assembly of iron-sulfur centers
ATP4, subunit 4 of FO-ATP synthase
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YPLO97W
YPL104W
YPL132W
YPL136W
YPL148C
YPL172C
YPL173W
YPL188W
YPL189C-A
YPL215W
YPL234C
YPL254W
YPL262W
YPL271W
YPRO36W
YPRO66W
YPRO67W
YPR099C
YPR116W
YPR123C
YPR191W

MSY1, tyrosyl-tRNA synthetase, mitochondrial

MSD1, aspartyl-tRNA synthetase, mitochondrial

COX11, required for heme A synthesis

Dubious ORF, overlaps with GIP3

PPT2, activates mitochondrial acyl carrier protein

COX10, farnesyl transferase required for heme A synthesis

MRPL40, mitochondrial ribosomal protein of the large subunit

POS5, mitochondrial NADH kinase; required for the response to oxidative stress
COA2, Cytochrome oxidase assembly factor

CBP3, required for assembly of cytochrome bcl complex

VMA11, proteolipid component of V-ATPase

HFI1, component of the ADA complex

FUML1, fumarate hydratase

ATP15, epsilon subunit of F1-ATP synthase

VMAL13, vacuolar H(+)-ATPase (V-ATPase) 54 kDa subunit of V1 sector)
UBAS, Rubl-activating enzyme, similar to ubiquitin-activating E1 protein
ISA2, mitochondrial protein required for iron metabolism

Dubious ORF, overlaps with MRPL51

Unknown function

Dubious ORF, overlaps with CTR1

QCR2, ubiquinol cytochrome c reductase core protein 2
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Tabelle A2: Gruppierung der pet-Gene anhand ihrer Detektionsfrequenz in den
pet-Screens nach Dimmer et al., (2002), Luban et al., (2005) und Merz &
Westermann (vorliegende Arbeit), sowie anhand der L okalisation und Funktion
der Genprodukte. Aufgefiihrt sind systematische und Standardnamen der Gene.
Angaben zu zellularen Funktionen der Genprodukte stammen aus der SGD (Issel-

Tarver et al., 2002) oder manuellen Annotationen (entnommen aus Merz &

Westermann, zur Publikation eingereicht).

176 pet genes found in three screens (163 genes excluding

guestionable ORFS)

KNOWN MITOCHONDRIAL PROTEINS (129 GENES)
Mitochondrial DNA metabolism (8 genes)

YCR028C-A  RIM1, binds single-stranded DNA, required for DNA replication in mitochondria
YDR296W MHR1, involved in repair, recombination and maintenance of mitochondrial DNA
YHR120W MSH1, involved in mitochondrial DNA repair

YJR144W MGM101, mitochondrial genome maintenance protein

YMLO61C PIF1, single-stranded DNA-dependent ATPase and 5'-3' DNA helicase

YMRO72W ABF2, DNA-binding protein required for maintenance of mitochondrial genome
YOL095C HMI1, mitochondrial DNA helicase involved in maintenance of mitochondrial genome
YOR330C MIP1, mitochondrial DNA-directed DNA polymerase

Mitochondrial RNA synthesis (7 genes)

YDL044C MTF2, mitochondrial protein involved in mRNA splicing and protein synthesis
YDR194C MSS116, mitochondrial RNA helicase, required for splicing of group Il introns
YHLO38C CBP2, required for splicing of the COB al5 intron and 21S mitochondrial rRNA intron
YIR021W MRS1, protein involved in mitochondrial RNA splicing of COB mRNA

YLRO67C PET309, required for stability and translation of COX1 mRNA

YMR098C ATP25, required for stability of ATP9 mRNA

YMR228W MTF1, mitochondrial RNA polymerase specificity factor

Mitochondrial protein synthesis (63 genes)
Mitochondrial ribosomal subunits (39 genes)

YBLO90OW MRP21, mitochondrial ribosomal protein
YBR282W MRPL27, mitochondrial ribosomal protein
YCROO3W MRPL32, mitochondrial ribosomal protein
YCRO046C IMG1, mitochondrial ribosomal protein
YCRO71C IMG2, mitochondrial ribosomal protein
YDLO45W-A  MRP10, mitochondrial ribosomal protein
YDR115W Putative mitochondrial ribosomal protein
YDR175C RSM24, mitochondrial ribosomal protein
YDR237W MRPL7, mitochondrial ribosomal protein
YDR337W MRPS28, mitochondrial ribosomal protein
YERO50C RSM18, mitochondrial ribosomal protein
YGL129C RSM23, mitochondrial ribosomal protein
YGRO0O76C MRPL25, mitochondrial ribosomal protein
YGR215W RSM27, mitochondrial ribosomal protein
YGR220C MRPL9, mitochondrial ribosomal protein
YHR147C MRPL6, mitochondrial ribosomal protein
YJLO63C MRPL8, mitochondrial ribosomal protein
YJLO96W MRPL49, mitochondrial ribosomal protein
YJR113C RSM7, mitochondrial ribosomal protein
YKL003C MRP17, mitochondrial ribosomal protein
YKL138C MRPL31, mitochondrial ribosomal protein
YKL155C RSM22, mitochondrial ribosomal protein
YKL170W MRPL38, mitochondrial ribosomal protein
YKR006C MRPL13, mitochondrial ribosomal protein
YKRO085C MRPL20, mitochondrial ribosomal protein
YLR312W-A  MRPL15, mitochondrial ribosomal protein
YLR439W MRPL4, mitochondrial ribosomal protein
YMR158W MRPS8, mitochondrial ribosomal protein
YMR193W MRPL24, mitochondrial ribosomal protein
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YMR286W MRPL33, mitochondrial ribosomal protein

YNLOO5C MRP7, mitochondrial ribosomal protein

YNLO81C Putative mitochondrial ribosomal protein of the small subunit
YNL177C MRPL22, mitochondrial ribosomal protein

YNL252C MRPL17, mitochondrial ribosomal protein

YNRO37C RSM19, mitochondrial ribosomal protein

YOR150W MRPL23, mitochondrial ribosomal protein

YOR158W PET123, mitochondrial ribosomal protein

YPLO013C MRPS16, mitochondrial ribosomal protein

YPL173W MRPL40, mitochondrial ribosomal protein

Mitochondrial tRNA synthetases (10 genes)

YCR024C SLM5, Asparaginyl-tRNA synthetase, mitochondrial

YERO87W Similarity to tRNA synthetases; protein is detected in mitochondria
YGR171C MSM1, Met-tRNA synthetase, mitochondrial

YHRO11W DIA4, tRNA synthetase, may be involved in mitochondrial function
YHR091C MSR1, arginyl-tRNA synthetase, mitochondrial

YLR382C NAM2, leucyl-tRNA synthetase, mitochondrial

YNLO73W MSK1, lysyl-tRNA synthetase, mitochondrial

YOLO33W MSEL1, glutamyl-tRNA synthetase, mitochondrial

YPLO97W MSY1, tyrosyl-tRNA synthetase, mitochondrial

YPL104W MSD1, aspartyl-tRNA synthetase, mitochondrial

Other (14 genes)

YDR197W CBS2, translational activator for cyt b

YGL143C MRF1, mitochondrial peptide chain release factor

YGR222W PET54, specific translational activator for COX3

YHRO38W RRF1, mitochondrial ribosome recycling factor, essential for respiratory function
YHR168W MTG2, mitochondrial GTPase, possibly involved in ribosome assembly

YJL102W MEF2, mitochondrial translation elongation factor

YLR0O69C MEF1, mitochondrial translation elongation factor G

YLR203C MSS51, mitochondrial protein required for respiratory growth and translation of COX1

YMRO064W AEP1, required for accumulation of transcript of ATP9/OLI1

YMRO097C MTG1, likely functions in assembly of the large ribosomal subunit
YMR257C PET111, required for mitochondrial translation of COX2 mRNA
YMR282C AEP2, required for the expression of Atp9p

YMR287C DSS1, RNase, associates with the ribosome, turnover of aberrant RNAs
YOR187W TUF1, translation elongation factor Tu, mitochondrial

Respiratory chain (24 genes)

Cytochrome bel complex (Ubigquinol-cytochrome ¢ reductase complex, complex Il) (4 genes)
YBL045C COR1, ubiquinol cytochrome c reductase core protein 1

YEL024W RIP1, ubiquinol cytochrome c reductase iron-sulfur protein

YORO065W CYT1, cytochrome c1

YPR191W QCR2, ubiquinol cytochrome ¢ reductase core protein 2

Cytochrome c oxidase (complex 1V) (5 genes)

YDL067C COX®9, cytochrome ¢ oxidase subunit VIIA
YHRO51W COX®6, cytochrome ¢ oxidase subunit VI
YLRO38C COX12, cytochrome-c oxidase, subunit VIb

YMR256C COX7, cytochrome c oxidase, subunit VII

YNLO52W COXB5A, cytochrome c oxidase subunit Va

FO/F1 ATP synthase (complex V) (7 genes)

YBLO99W ATP1, alpha subunit of F1-ATP synthase

YDR298C ATP5, subunit 5 of FO-ATP synthase, oligomycin sensitivity-conferring subunit
YDR377W ATP17, ATP synthase subunit f

YJR121W ATP2, beta subunit of F1-ATP synthase

YKLO16C ATP7, ATP synthase subunit d

YPLO78C ATP4, subunit 4 of FO-ATP synthase

YPL271W ATP15, epsilon subunit of F1-ATP synthase

Assembly factors (8 genes)

YALO39C CYC3, holocytochrome ¢ synthase (cytochrome ¢ heme lyase)

YDRO79W PET100, required for assembly of cytochrome ¢ oxidase

YGR062C COX18, required for activity of mitochondrial cytochrome oxidase

YGR112W SHY1, mitochondrial protein required for assembly of cytochrome c oxidase complex
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YJL180C ATP12, F1-ATP synthase assembly protein
YLLO18C-A COX19, required for cytochrome ¢ oxidase assembly
YNL315C ATP11, F1-ATP synthase assembly protein

YPL215W CBP3, required for assembly of cytochrome bcl complex

Mitochondrial enzymes (11 genes)

YAL044C GCV3, glycine decarboxylase hydrogen carrier protein H subunit
YBROO3W COQ1, hexaprenyl pyrophosphate synthetase

YDR148C KGD2, 2-oxoglutarate dehydrogenase complex E2 component
YDR204W COQ4, involved in biosynthesis of coenzyme Q

YERO061C CEML1, beta-ketoacyl-ACP synthase, mitochondrial

YLR201C COQ9, mitochondrial inner membrane protein required for ubiquinone biosynthesis
YLR304C ACO1, aconitase

YMR267W PPA2, inorganic pyrophosphatase, mitochondrial

YNRO41C COQ2, para-hydroxybenzoate-polyprenyltransferase

YPL132W COX11, required for heme A synthesis

YPL172C COX10, farnesyl transferase required for heme A synthesis

Lipids biosynthesis, mitochondrial (5 genes)

YBR026C ETR1, localized to in mitochondria, where it has a probable role in fatty acid synthesis
YHRO67W HTD2, involved in mitochondrial fatty acid biosynthesis

YKLO55C OAR1, mitochondrial type Il fatty acid synthase

YOR221C MCT1, mitochondrial type Il fatty acid synthase

YPL148C PPT2, activates mitochondrial acyl carrier protein

Mitochondrial proteases and peptidases (4 genes)

YERO17C AFG3, involved in proteolytic and chaperone activities at the inner membrane
YKL134C OCT1, mitochondrial intermediate peptidase

YMRO089C YTAL12, involved in proteolytic and chaperone activities in the inner membrane
YMR150C IMP1, catalytic subunit of the mitochondrial inner membrane protease Imp

Mitochondrial morphology (1 gene)
YOR211C MGML1, peripheral membrane protein required for mitochondrial morphology

Other mitochondrial factors (6 genes)
YDL107W MSS2, required for export of C-terminal tail of Cox2p through the inner membrane
YER154W OXA1, component of the mitochondrial protein export machinery

YFLO16C MDJ1, DnaJ co-chaperone involved in mitochondrial biogenesis and protein folding
YLLO27W ISA1, mitochondrial protein required for normal iron metabolism

YLR139C SLS1, protein involved in mitochondrial metabolism

YPRO67W ISA2, mitochondrial protein required for iron metabolism

KNOWN NON-MITOCHONDRIAL PROTEINS (26 GENES)

Vacuole (12 genes)

V-ATPase subunits (9 genes)

YBR127C VMAZ2, V-ATPase regulatory subunit

YDL185W VMAL, V-ATPase catalytic subunit (subunit A)

YELO27W CUP5, V-ATPase 16 kDa proteolipid subunit of membrane (VO0) sector
YELO51W VMABS, V-ATPase subunit of the V1 catalytic sector

YHRO39C-B  VMA10, V-ATPase 13 kDa subunit

YKLO80OW VMADB, V-ATPase hydrophilic subunit (subunit C)

YLR447C VMAG, V-ATPase 36 kDa subunit
YOR332W VMA4, V-ATPase hydrophilic subunit (subunit E)
YPL234C VMA11, V-ATPase proteolipid component

V-ATPase assembly (2 genes)

YGR105W VMAZ21, required for V-ATPase assembly
YHRO60W VMAZ22, involved in V-ATPase assembly or function
Vacuolar inheritance and protein sorting factors (1 gene)

YPLO45W VPS16, vacuolar sorting protein

Lipids biosynthesis, non-mitochondrial or unspecifi ed (1 gene)
YLR260W LCBS5, long chain base kinase, involved in sphingolipid metabolism

Transcription (nuclear) (8 genes)

Heterotrimeric CCAAT-binding factor (4 genes)

YBL021C HAP3, component of heterotrimeric CCAAT-binding factor
YGL237C HAP2, component of heterotrimeric CCAAT-binding factor
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YKL109W HAP4, component of heterotrimeric CCAAT-binding factor
YOR358W HAP5, component of heterotrimeric CCAAT-binding factor

Other (4 genes)

YGLO70C RPB9, RNA polymerase Il, non-essential subunit, not shared
YGLO71W RCS1, transcription factor regulates genes involved in iron uptake and cell size
YJL176C SWI3, component of SWI-SNF global transcription activator complex

YJR122W CAF17, component of the CCR4 transcription complex

Non-mitochondrial metabolic enzymes (1 gene)

YOR241W MET?7, required for methionine synthesis and for maintenance of mitochondrial DNA
Other (4 genes)

YERO014C-A  BUD25, involved in bipolar budding

YER145C FTR1, iron permease that mediates high-affinity iron uptake

YGL135W RPL1B, large subunit ribosomal protein L1

YGR180C RNR4, component of ribonucleotide reductase small subunit

UNKNOWN PROTEINS (21 GENES)

Unknown function (8 genes)
YDRO65W RRG1, unknown function

YGR150C RRG2, unknown function, located in mitochondria
YJLO46W RRG3, unknown function, similarity to lipoate-protein ligase A
YLLO33W RRGA4, unknown function

YLRO91W RRGS5, unknown function, located in mitochondria
YMR293C RRG6 (HER2), may be involved in mitochondrial function
YOR305W RRG7, unknown function, probably mitochondrial
YPR116W RRG8, unknown function

Questionable ORFs (13 genes)

YBL100C Dubious ORF, overlaps with ATP1

YCLOO7C Dubious ORF; overlaps verified ORF YCLOO5W-A
YDLO68W Dubious ORF, overlaps with CBS1

YDR114C Dubious ORF, overlaps with YDR115W
YDR230W Dubious ORF, overlaps with COX20

YGL218W Dubious ORF, overlaps with MDM34

YJL120W Dubious ORF, overlaps with RPE1

YKL169C Dubious ORF, overlaps with MRPL38

YLR202C Dubious ORF, overlaps with YLR201C and MSS51
YNL184C Dubious ORF, overlaps with MRPL19

YOR200W Dubious ORF, overlaps with PET56
YOR331C Dubious ORF, overlaps with VMA4
YPR099C Dubious ORF, overlaps with MRPL51

119 pet genes found in two of three screens (113 genes exc  luding questionable
ORFs)

KNOWN MITOCHONDRIAL PROTEINS (62 GENES)

Mitochondrial RNA synthesis (2 genes)
YJL209W CBP1, required for COB mRNA stability or 5' processing
YPLO29W SUV3, mitochondrial RNA helicase

Mitochondrial protein synthesis (20 genes)

Mitochondrial ribosomal subunits (13 genes)

YBLO38W MRPL16, mitochondrial ribosomal protein
YBR251W MRPS5, mitochondrial ribosomal protein
YBR268W MRPL37, mitochondrial ribosomal protein
YDL202W MRPL11, mitochondrial ribosomal protein
YDR347W MRP1, mitochondrial ribosomal protein

YELO50C RML2, mitochondrial ribosomal protein

YMR188C MRPS17, mitochondrial ribosomal protein

YNL284C MRPL10, mitochondrial ribosomal protein

YNRO36C Mitochondrial protein, similar to human mitochondrial S12 ribosomal proteins

YPL118W MRP51, mitochondrial ribosomal protein
YPL183W-A  Possible mitochondrial ribosomal protein
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YPR100W MRPL51, mitochondrial ribosomal protein
YPR166C MRP2, mitochondrial ribosomal protein
Mitochondrial tRNA synthetases (2 genes)

YDR268W MSW1, Trp-tRNA synthetase, mitochondrial
YPRO47W MSF1, Phe-tRNA synthetase, mitochondrial

Other (5 genes)

YBL080C PET112, required for mitochondrial translation

YDLO69C CBS1, translational activator of COB mRNA

YER153C PET122, translational activator required for mitochondrial translation of COX3
YNRO45W PETA494, translational activator required for mitochondrial translation of COX3
YOLO23W IFM1, mitochondrial translation initiation factor 2

Respiratory chain (18 genes)

Succinate dehydrogenase complex (complex 1) (2 genes)

YKL148C SDH1, succinate dehydrogenase (ubiquinone) flavoprotein (Fp) subunit
YLLO41C SDH2, iron-sulfur protein subunit of succinat dehydrogenase

Cytochrome bel complex (Ubiguinol-cytochrome ¢ reductase complex, complex Il) (2 genes)
YDR529C QCR7, ubiquinol cytochrome ¢ reductase subunit 7

YJL166W QCRS8, Subunit 8 of ubiquinol cytochrome-c reductase complex
FO/F1 ATP synthase (complex V) (2 genes)
YLR295C ATP14, ATP synthase subunit h

YMLO81C-A  ATP18, ATP synthase subunit i (or subunit j)

Assembly factors (12 genes)

YBRO037C SCO1, role in copper transport or insertion of copper into cytochrome oxidase
YDR231C COX20, involved in maturation of Cox2p and its assembly into COX

YDR350C ATP22, required for assembly of the FO sector of mitochondrial F1FO ATP synthase
YDR375C BCS1, required for expression of functional Rieske iron-sulfur protein

YERO58W PET117, involved in assembly of cytochrome oxidase

YER141W COX15, required for cytochrome oxidase assembly

YGR174C CBP4, ubiquinol-cytochrome c reductase assembly factor

YJLOO3W COX16, required for assembly of cytochrome c oxidase
YKL087C CYT2, holocytochrome-c1 synthase (CC1HL)
YLLO09C COX17, copper metallochaperone for cytochrome ¢ oxidase

YLR393W ATP10, required for F1-FO ATP synthase assembly
YML129C COX14, required for assembly of cytochrome oxidase

Mitochondrial enzymes (8 genes)

YFLO18C LPD1, dihydrolipoamide dehydrogenase, pyruvate dehydrogenase complex
YGR255C COQ6, monooxygenase required for coenzyme Q (ubiquinone) biosynthesis
YIL125W KGD1, alpha-Ketoglutarate dehydrogenase

YML110C COQS5, involved in ubiquinone biosynthesis

YML120C NDI1, NADH:ubiquinone oxidoreductase

YOL096C COQ3, catalyzes two different O-methylation steps in ubiquinone biosynthesis
YOR125C CATS5, mitochondrial inner membrane protein involved in ubiquinone biosynthesis
YPL262W FUM1, fumarate hydratase

Lipids biosynthesis, mitochondrial (1 gene)
YOR196C LIP5, lipoic acid synthase (mitochondrial matrix)

Mitochondrial proteases and peptidases (1 gene)

YMRO35W IMP2, catalytic subunit of the mitochondrial inner membrane protease Imp
Mitochondrial morphology (3 genes)

YALO10C MDM10, involved in mitochondrial morphology and inheritance
YBR179C FZO1, transmembrane GTPase required for mitochondrial fusion
YOL009C MDM12, mitochondrial morphology and inheritance protein

Other mitochondrial factors (9 genes)

YDL198C YHM1, protein of the mitochondrial carrier (MCF) family

YGL107C RMD9, mitochondrial protein required for sporulation

YJRO77C MIR1, phosphate transporter of the mitochondrial carrier (MCF) family
YLR239C LIP2, lipoyl ligase, involved in the modification of mitochondrial enzymes
YLR369W SSQ1, mitochondrial Hsp70 involved in biogenesis of iron-sulfur proteins
YNLOO3C PET8, mitochondrial carrier (MCF) family

YOLO08W COQ10, coenzyme Q binding protein
YPLOO5W AEPS, stabilizes the bicistronic AAP1-ATP6 mRNA
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YPLO59W GRX5, mitochondrial protein involved in the synthesis/assembly of iron-sulfur centers

KNOWN NON-MITOCHONDRIAL PROTEINS (44 GENES)

Vacuole (11 genes)

V-ATPase subunits (3 genes)

YGRO020C VMA7, V-ATPase 14 kDa subunit of the catalytic (VO) sector
YHRO26W PPAL, proteolipid of the V-ATPase

YPRO36W VMAL3, V-ATPase 54 kDa subunit of V1 sector

V-ATPase assembly (1 gene)

YKL119C VPH2, V-ATPase assembly protein acting in the ER

Vacuolar inheritance and protein sorting factors (7 genes)

YDR323C PEP7, vacuolar segregation protein required for vacuole inheritance
YKLO02W DID4, class E vacuolar protein-sorting (vps) factor

YKLO54C VID31, involved in vacuolar import and degradation

YLR148W PEP3, vacuolar protein involved in vacuolar protein sorting

YLR240W VPS34, phosphatidylinositol 3-kinase required for vacuolar protein sorting
YLR396C VPS33, vacuolar sorting protein of the Secl1p family

YORO036W PEP12, syntaxin homolog (t-SNARE) involved in Golgi to vacuole transport

Transcription (nuclear) (5 genes)

YBR289W SNF5, component of SWI-SNF global transcription activator complex
YDLO56W MBP1, transcription factor that collaborates with Swi6p

YGL115W SNF4, involved in derepression of glucose-repressed genes
YMR021C MAC1, copper-sensing transcription factor

YPL254W HFI1, component of the ADA complex

Non-mitochondrial metabolic enzymes (4 genes)

YALO12W CYS3, cystathionine gamma-lyase
YGR155W CYS4, cystathionine beta-synthase
YJL101C GSH1, gamma-glutamylcysteine synthetase
YLR377C FBP1, fructose-1,6-bisphosphatase

Other (24 genes)

YALOO9W SPO7, ER membrane protein of unknown function

YALO16W TPD3, protein serine/threonine phosphatase 2A (PP2A) regulatory subunit A
YALO47C SPC72, component of the cytoplasmic plaque of the spindle pole body
YDR195W REF2, involved in mRNA 3'-end formation prior to polyadenylation
YDR270W CCC2, copper-transporting P-type ATPase

YDR364C CDC40, pre-mRNA splicing factor

YDRA477W SNF1, serine/threonine protein kinase, for derepression of glucose-repressed genes
YERO70W RNR1, ribonucleosid-diphosphate-reductase, large (R1) subunit
YGL206C CHC1, clathrin heavy chain

YGL240W DOC1, anaphase promoting complex (APC10)
YGL244W RTF1, pol Il transcription elongation factor, regulates DNA binding properties of TBP
YGR167W CLC1, clathrin light chain

YILO18W RPL2B, ribosomal protein L2

YILO36W CST6, similarity to Meidp and to cAMP response element binding proteins
YJL121C RPEL1, ribulose-5-phosphate 3-epimerase

YJR040W GEF1, voltage-gated chloride channel

YJR090C GRR1, F-box protein required for glucose repression

YKL040C NFU1, homeostasis of metal ions, Nifu-like protein (NUB1)

YLR270W DCS1, non-essential hydrolase involved in mRNA decapping

YLR337C VRP1, involved in cytoskeletal organization and cytokinesis

YMRO058W FET3, cell surface ferroxidase

YNL138W SRV2, adenylate cyclase-associated protein
YPLO31C PHO85, cyclin-dependent kinase
YPR124W CTR1, copper transport protein

UNKNOWN PROTEINS (13 GENES)

Unknown function (7 genes)

YBR163W Unknown function

YDR332W Unknown function

YGR102C Unknown function, located in mitochondria
YMRO66W Unknown function, located in mitochondria
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YOLO71W
YOR205C
YOR350C

Unknown function
Unknown function, located in mitochondria
Unknown function, similar to Lucilia illustris mitochondrial cytochrome oxidase

Questionable ORFs (6 genes)

YGR219W
YKL118W
YMR151W
YNL170W
YNRO42W
YPR123C

Dubious ORF, overlaps with MRPL9
Dubious ORF, overlaps with VPH2
Dubious ORF, overlaps with IMP1
Dubious ORF, overlaps with PSD1
Dubious ORF, overlaps with COQ2
Dubious ORF, overlaps with CTR1

KNOWN NON-MITOCHONDRIAL PROTEINS (123 GENES)

Vacuole (7 genes)
Vacuolar inheritance and protein sorting factors (7 genes)

YDLO77C VAMG6, Vacuolar protein, tethers steps of vacuolar membrane fusion

YDR027C LUV1, Vps52p-Vps53p-Vps54p complex, involved in protein sorting in the Golgi
YDR495C VPSS, required for the sorting and processing of soluble vacuolar proteins
YJLO29C VPS53, subunit of the Vps52p-Vps53p-Vps54p complex

YGL095C VPS45, Seclp family of vacuolar protein sorting

YKRO001C VPS1, vacuolar sorting protein, member of the dynamin family of GTPases
YLLO40C VPS13, involved in vacuolar sorting

Lipids biosynthesis, non-mitochondrial or unspecifi ed (2 genes)

YLRO56W ERGS, C-5 sterol desaturase (microsomal membrane)

YMRO015C ERGS5, C-22 sterol desaturase

Transcription (nuclear) (7 genes)

YBR112C SSNB6, general repressor of RNA polymerase Il transcription

YCR084C TUPL, repressor of RNA polymerase Il transcription

YERO68W MOT?2 (SIG1), zinc finger transcriptional repressor

YHLO25W SNF6, component of SWI-SNF global transcription activator complex

YIL154C IMP2, transcriptional activator involved in maintenance of ion homeostasis
YMR280C CATS8, transcription factor required for derepression of gluconeogenic enzymes
YOR290C SNF2, component of SWI-SNF global transcription activator complex
Non-mitochondrial metabolic enzymes (1 gene)

YNL117W MLS1, malate synthase, enzyme of the glyoxylate cycle

Other (106 genes)

YALO13w DEP1, transcriptional modulator

YAL026C DRS2, maintains membrane lipid asymmetry in post-Golgi secretory vessicles
YBLO02W HTB2, histone H2B subtype

YBLOO7C SLAL, involved in assembly of cortical actin cytoskeleton

YBLO19W APNZ2, class Il abasic (AP) endonuclease; repair of DNA damage; homolog of hHAP1
YBLO31W SHEL1 cytoskeletal protein of unknown function; overexpression causes growth arrest
YBLO32W HEK2, RNA binding protein; localizes ASH1 mRNA

YBL036C non-specific single-domain racemase

YBLO46W PSY4, regulatory subunit of a protein phosphatase complex (nuclear)
YBLO57C PTH2, negatively regulates the ubiquitin-proteasome pathway

YBL082C ALG3, alpha(1-3) mannosyltransferase

YBL093C ROX3, RNA polymerase Il holoenzyme component

YBRO035C PDX3, pyridoxine (pyridoxamine) phosphate oxidase

YBRO036C CSG2, endoplasmic reticulum membrane protein

YBR128C ATG14, subunit of an autophagy-specific phosphatidylinositol 3-kinase complex
YBR283C SSH1, involved in co-translational protein translocation in the ER

YCLO10C SGF29, probable 29kKDa Subunit of SAGA histone acetyltransferase complex
YCRO009C RVS161, roles in endocytosis and in cell fusion

YCRO20W-B HTL1, subunit of the RSC chromatin remodeling complex

YDLO033C SLMS3, tRNA-specific 2-thiouridylase

YDLO74C BRE1, E3 ubiquitin ligase for Rad6p

YDL091C UBX3, UBX domain-containing protein that interacts with Cdc48p

YDLO99W BUGL1, involved in ER to Golgi transport

YDL113C ATG20, involved in localization of membranes to the preautophagosome
YDL135C RDI1, Rho GDP dissociation inhibitor
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YDL146W
YDL160C
YDL192W
YDRO0O06C
YDRO025W
YDRO069C
YDRO78C
YDR129C
YDR173C
YDR264C
YDR283C
YDR295C
YDR349C
YDR378C
YDR392W
YDR448W
YDR507C
YDR518W
YDR523C
YDR533C
YELO029C
YELO44W
YERO028C
YER103W
YER110C
YER114C
YER122C
YER131W
YER155C
YER169W
YFRO19W
YGLO17W
YGLO025C
YGLO38C
YGL246C
YGL251C
YGR262C
YHROO6W
YILOOBW
YILO47C
YJLO52W
YJL124C
YJR004C
YJR104C
YKLO81W
YKL114C
YKL212W
YLLO42C
YLRO25W
YLRO70C
YLR114C
YLR144C
YLR234W
YLR350W
YLR394W
YMLO88W
YML094W
YML112W
YMRO70W
YMRO71C
YMRO77C
YMR138W

LDB17, unknown function

DHH1, cytoplasmic DExD/H-box helicase

ARF1, GTPase of the Ras superfamily involved in coated vesicles formation
SOK1, involved in cAMP-mediated signaling; localized to the nucleus
RPS11A, component of the small (40S) ribosomal subunit

DOAA4, ubiquitin-specific protease

SHUZ2, involved in homologous recombination repair

SACS, actin filament bundling protein, fimbrin; essential for polarized secretion
ARG82, Inositol polyphosphate multikinase (IPMK)

AKR1, palmitoyl transferase involved in protein palmitoylation

GCNZ2, protein kinase

HDAZ2, class Il histone deacetylase complex

YPS7, putative GPl-anchored aspartic protease

LSM6, possibly involved in processing tRNA, snoRNA, and rRNA

SPT3, SAGA-like transcriptional regulatory complex

ADAZ2, component of the histone acetyltransferase complexes

GIN4, serine/threonine-protein kinase required for septin organization at the bud neck
EUGL, protein disulfide isomerase

SPS1, putative protein serine/threonine kinase

HSP 38, possible chaperone and cysteine protease

BUD16, involved in bud-site selection and telomere maintenance

IES6, associates with the INO80 chromatin remodeling complex

MIGS3, probable transcriptional repressor

SSA4, heat shock protein that is highly induced upon stress

KAP123, karyopherin beta

BOI2, protein implicated in polar growth, functionally redundant with Boilp
GLO3, GTPase-activating protein (GAP) for ADP-ribosylation factors
RPS26B, component of the small (40S) ribosomal subunit

BEM2, Rho GTPase activating protein; control of cytoskeleton organization
RPH1, transcriptional repressor of PHR1

FAB1, involved in orientation or separation of mitotic chromosomes

ATE1, arginyl-tRNA-protein transferase

PGD1, component of RNA polymerase Il holoenzyme

OCH]1, alpha-1,6-mannosyltransferase

RAI1, nuclear protein required for pre-rRNA processing

HFM1, meiosis specific DNA helicase

BUD32, may be involved in polar bud-site selection

STP2, transcription factor; activates transcription of amino acid permease genes
URML, ubiquitin-like protein with only weak sequence similarity to ubiquitin
SYG1, member of the divalent anion:Na+ (DASS) family of membrane transporters
TDH1, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, isozyme 1

LSM1, involved in degradation of cytoplasmic mRNAs

SAG1, alpha-agglutinin of alpha-cells

SOD1, cytosolic superoxide dismutase

TEF4, translation elongation factor EF-1 gamma

APNZ1, major apurinic/apyrimidinic endonuclease, repair of DNA damage
SAC1, lipid phosphoinositide phosphatase of the ER and Golgi

ATG10, E2-like conjugating enzyme, involved in autophagy

SNF7, endosomal sorting complex

XYL2, xylitol dehydrogenase, converts xylitol to D-xylulose

AVL9, involved in exocytic transport from the Golgi

ACF2, beta-1,3-endoglucanase; probable role in cortical actin cytoskeleton assembly
TOP3, DNA topoisomerase |l

ORM2, human ortholog is located in the endoplasmic reticulum

CST9, SUMO E3 ligase; required for synaptonemal complex formation

UFO1, F-box protein, subunit of the Skp1-Cdc53-F-box (SCF) E3 ubiquitin ligase
GIM5, prefoldin subunit 5, component of the Gim protein complex

CTK3, C-terminal domain (RNA polymerase Il CTD) kinase gamma subunit
MOT3, nuclear transcription factor; e.g. repression of ergosterol biosynthetic genes
TVP18, integral membrane protein localized to late Golgi vesicles

VPS20, myristoylated subunit of the endosomal sorting complex

CIN4, GTP-binding protein involved in chromosome segregation
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YMR263W
YNLO64C
YNLO84C
YNL159C
YNL160W
YNL225C
YNL297C
YOLOO1IW
YOLO04W
YOLO51IW
YOL100W
YOL148C
YOR127W
YOR141C
YOR155C
YOR375C
YOR380W
YPL174C
YPL268W
YPRO66W
YPRO72W

SAP30, subunit of a histone deacetylase complex

YDJ1, involved in protein import into mitochondria and ER

END3, EH domain-containing protein involved in endocytosis

ASI2, integral inner nuclear membrane protein

YGP1, cell wall-related secretory glycoprotein

CNM67, component of the spindle pole body outer plaque

MONZ2, role in endocytosis and vacuole integrity

PHO80, cyclin that interacts with Pho85p protein kinase

SIN3, component of the Sin3p-Rpd3p histone deacetylase complex
GAL11, component of RNA polymerase Il holoenzyme

PKH2, serine/threonine protein kinase involved in endocytosis

SPT20, component of the nucleosomal histone acetyltransferase

RGA1, GTPase-activating protein for Cdc42p

ARPS8, nuclear actin-related protein involved in chromatin remodeling
ISN1, inosine 5'-monophosphate (IMP)-specific 5'-nuclectidase, breakdown of IMP
GDH1, NADP(+)-dependent glutamate dehydrogenase

RDR1, transcriptional repressor, control of multidrug resistance

NIP100, mitotic spindle positioning protein

PLC1, phosphoinositide-specific phospholipase C

UBA3, Rubl-activating enzyme, similar to ubiquitin-activating E1 protein
NOTS5, subunit of the CCR4-NOT complex, which is a global transcriptional regulator

UNKNOWN PROTEINS (68 GENES)
Unknown function (46 genes)

YBL044W
YCLOO1W-A
YCR004C
YDLO12C
YDL049C
YDLO63C
YDL104C
YDL114W
YDL119C
YDL129W
YDL133W
YDL157C
YDL167C
YDR042C
YDR316W
YDR458C
YDR512C
YERO77C
YGL220W
YGR243W
YHRO009C
YHRO039C
YHRO59W
YILO15C-A
YILO6OW
YJLO23C
YJL184W
YJR120W
YLR125W
YLR149C
YLR218C
YMLO72C
YMLO87C
YMRO63W
YMRO067C
YMRO084W
YMR184W
YMR244C-A

Unknown function

Unknown function

Unknown function, located in mitochondria

Plasma membrane protein of unknown function

Unknown function

Unknown function

Putative metalloprotease

Putative protein of unknown function with similarity to acyl-carrier-protein reductases
Unknown function, located in mitochondria

Unknown function

Unknown function

Unknown function; detected in highly purified mitochondria in high-throughput studies
Unknown function

Unknown function

Protein integral to the mitochondrial membrane

Unknown function; GFP-fusion protein in nuclear periphery
Unknown function

Unknown function

Unknown function

Unknown function, localized to mitochondria

Unknown function

Unknown function, GFP-fusion protein in endoplasmic reticulum
Unknown function

Unknown function

Unknown function, 100% identical with YHR145C

PET130, protein is detected in highly purified mitochondria in high-throughput studies
Unknown function

Unknown function

Unknown function

Unknown function

Unknown function

Unknown function, contains three calcium and lipid binding domains
Unknown function

Unknown function

UBX4, UBX domain-containing protein, unknown function

Unknown function

Unknown function

Unknown function

138



6 ANHANG

YNLO8OC Unknown function

YOLO083W Unknown function

YOL138C Unknown function

Questionable ORFs (22 genes)

YBL012C Dubious ORF, overlaps with SCT1

YBLO53W Dubious ORF, overlaps with SAS3

YBL062W Dubious ORF, overlaps with SKT5

YDLO32W Dubious ORF, overlaps with YDL0O33C and DBP10 promoter
YDLO62W Dubious ORF, overlaps uncharacterized ORF YDL063C
YDRO0O10C Dubious ORF

YDR269C Dubious ORF, overlaps with CCC2

YDR271C Dubious ORF, overlaps with CCC2

YDR491C Dubious ORF, overlaps with 1IZH1

YGL165C Dubious ORF, overlaps with CUP2

YHLOO5C Dubious ORF, overlaps with MRP4 promoter

YHRO49C-A  Dubious ORF

YJLO22W Dubious ORF, overlaps with PET130

YJL175W Dubious ORF, overlaps with SWI3

YJRO087W Dubious ORF, overlaps the gene STE18 and uncharacterized ORF YJR088C
YLR294C Dubious ORF, overlaps with ATP14

YMR245W Dubious ORF

YNRO25C Dubious ORF, overlaps with YNR024w
YOR199W Dubious ORF, overlaps with MRM1
YOR318C Dubious ORF unlikely to encode a protein
YOR333C Dubious ORF, overlaps with MRS2
YPL136W Dubious ORF, overlaps with GIP3

19 additional PET genes (deletion mutants were not presentin allth  ree
libraries)

6 PET genes found in two of two screens

YDR388W RVS167, actin-associated protein, homolog of mammalian amphiphysin
YDR405W MRP20, mitochondrial ribosomal protein

YFLO36W RPO41, RNA polymerase, mitochondrial

YKL194C MST1, mitochondrial threonyl tRNA synthase
YNL213C RRG9, unknown function, located in mitochondria
YOL143C RIB4, riboflavin biosynthesis pathway enzyme

6 PET genes found in one of one screens

YBRO39W ATP3, gamma subunit of the F1 sector of mitochondrial FLFO ATP synthase
YBR122C MRPL36, mitochondrial ribosomal protein of the large subunit

YJLO62W-A  RRG10, unknown function, GFP-fusion protein localizes to the mitochondria
YMR231W PEPS5, vacuolar protein required for vacuole biogenesis

YNL185C MRPL19, mitochondrial ribosomal protein

YPL189C-A  COAZ2, cytochrome c oxidase assembly factor

7 PET genes found in one of two screens

YBRO97W VPS15, serine/threonine protein kinase involved in vacuolar protein sorting
YDL039C PRM7, pheromone-regulated protein

YDLO57W Unknown function

YDL181W INH1, inhibits ATP hydrolysis by the F1FO-ATP synthase

YELO59C-A  SOML1, subunit of the mitochondrial inner membrane peptidase, maturation of proteins
YERO014W HEM14, protoporphyrinogen oxidase
YGLO024W Dubious ORF, overlaps with PGD1

224 pet genes found in one of three screens (202 genes exc  luding questionable
ORFs)

KNOWN MITOCHONDRIAL PROTEINS (33 GENES)

Mitochondrial RNA synthesis (3 genes)

YGLO064C MRH4, mitochondrial RNA helicase

YKL208W CBT1, required for 3' end processing of the mitochondrial COB mRNA
YPR134W MSS18, involved in splicing al5beta intron of the mitochondrial COX1 transcript
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Mitochondrial protein synthesis (11 genes)

Mitochondrial ribosomal subunits (8 genes)

YBR146W MRPS9, mitochondrial ribosomal protein

YDR116C MRPL1, mitochondrial ribosomal protein

YDR322W MRPL35, mitochondrial ribosomal subunit

YDR462W MRPL28, mitochondrial ribosomal protein

YGR165W MRPS35, mitochondrial ribosomal protein

YIL093C RSM53, mitochondrial ribosome small subunit

YKL167C MRP49, mitochondrial ribosomal protein

YMR024W MRPL3, mitochondrial ribosomal protein

Mitochondrial tRNA synthetases (1 gene)

YPL040C ISM1, isoleucyl-tRNA synthetase, mitochondrial

Other (2 genes)

YBR120C CBP6, required for translation of the mitochondrial COB mRNA
YOR201C PET56, ribose methyltransferase for mitochondrial 21S rRNA
Respiratory chain (3 genes)

Cytochrome bcl complex (Ubiguinol-cytochrome ¢ reductase complex, complex Il) (1 gene)
YGR183C QCR9, ubiquinol cytochrome ¢ reductase subunit 9

Assembly factors (2 genes)

YIL157C COAL, required for assembly of the cytochrome ¢ oxidase complex
YJR034W PET191, involved in assembly of cytochrome oxidase
YKL137W CMC1, conserved copper binding protein of the mitochondrial inner membrane

YNRO20C ATP23, metalloprotease required for processing of Atp6
YORO037W CYC2, mitochondrial protein, likely participates in ligation of heme to cytochrome ¢

Mitochondrial enzymes (3 genes)

YDR226W ADK1, adenylate kinase, cytoplasmic and mitochondrial

YHRO008C SOD2, manganese superoxide dismutase, mitochondrial
YMRO0O83W ADHS3, mitochondrial alcohol dehydrogenase isozyme Il

Lipids biosynthesis, mitochondrial (1 gene)

YMR207C HFAL, mitochondrial acetyl-coenzyme A carboxylase, fatty acid biosynthesis
Mitochondrial proteases and peptidases (2 genes)

YBL022C PIM1, mitochondrial ATP-dependent protease

YGR101W PCP1, mitochondrial serine protease, processing of various mitochondrial proteins
Mitochondrial morphology (5 genes)

YAL048C GEM1, GTPase which regulates mitochondrial morphology

YHR194W MDM31, inner membrane protein required for normal mitochondrial morphology
YLLOOB6W MMM1, essential for maintenance of mitochondrial shape and structure

YOL027C MDM38, mitochondrial Distribution and Morphology

YOR147W MDM32, inner membrane protein required for normal mitochondrial morphology

Other mitochondrial factors (5 genes)
YGR257C MTM1, mitochondrial carrier family (MCF) of membrane transporters
YLR204W QRI5, mitochondrial protein of unknown function

YMRO060C TOM37, mitochondrial outer membrane sorting and assembly machinery complex
YPLO60W LPE10, mitochondrial inner membrane magnesium transporter
YPL188W POS5, mitochondrial NADH kinase; required for the response to oxidative stress

KNOWN NON-MITOCHONDRIAL PROTEINS (123 GENES)

Vacuole (7 genes)
Vacuolar inheritance and protein sorting factors (7 genes)

YDLO77C VAMG6, Vacuolar protein, tethers steps of vacuolar membrane fusion

YDR027C LUV1, Vps52p-Vps53p-Vps54p complex, involved in protein sorting in the Golgi
YDR495C VPSS, required for the sorting and processing of soluble vacuolar proteins
YJLO29C VPS53, subunit of the Vps52p-Vps53p-Vps54p complex

YGL095C VPS45, Seclp family of vacuolar protein sorting
YKRO01C VPS1, vacuolar sorting protein, member of the dynamin family of GTPases

YLLO40C VPS13, involved in vacuolar sorting
Lipids biosynthesis, non-mitochondrial or unspecifi ed (2 genes)
YLRO56W ERGS, C-5 sterol desaturase (microsomal membrane)

YMRO15C ERG5, C-22 sterol desaturase
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Transcription (nuclear) (7 genes)

YBR112C
YCRO084C
YERO68W
YHLO25W
YIL154C

YMR280C
YOR290C

SSNB6, general repressor of RNA polymerase |l transcription

TUPL, repressor of RNA polymerase Il transcription

MOT?2 (SIG1), zinc finger transcriptional repressor

SNF6, component of SWI-SNF global transcription activator complex

IMP2, transcriptional activator involved in maintenance of ion homeostasis
CATS, transcription factor required for derepression of gluconeogenic enzymes
SNF2, component of SWI-SNF global transcription activator complex

Non-mitochondrial metabolic enzymes (1 gene)

YNL117W

MLS1, malate synthase, enzyme of the glyoxylate cycle

Other (106 genes)

YALO13w
YALO26C
YBLOO2W
YBLOO7C
YBLO19W
YBLO31W
YBLO32W
YBL036C
YBLO46W
YBLO57C
YBL082C
YBL093C
YBRO035C
YBR036C
YBR128C
YBR283C
YCLO10C
YCRO009C
YCRO020W-B
YDLO33C
YDLO74C
YDL0O91C
YDL113C
YDL135C
YDL146W
YDL160C
YDL192W
YDRO0O06C
YDRO025W
YDR069C
YDR129C
YDR173C
YDR264C
YDR283C
YDR295C
YDR349C
YDR378C
YDR392W
YDR448W
YDR507C
YDR518W
YDR523C
YDR533C
YELO29C
YELO44W
YERO028C
YER103W
YER110C
YER114C
YER122C

DEP1, transcriptional modulator

DRS2, maintains membrane lipid asymmetry in post-Golgi secretory vessicles
HTB2, histone H2B subtype

SLAL, involved in assembly of cortical actin cytoskeleton

APNZ2, class Il abasic (AP) endonuclease; repair of DNA damage; homolog of h(HAP1
SHEL1 cytoskeletal protein of unknown function; overexpression causes growth arrest
HEK2, RNA binding protein; localizes ASH1 mRNA

non-specific single-domain racemase

PSY4, regulatory subunit of a protein phosphatase complex (nhuclear)

PTH2, negatively regulates the ubiquitin-proteasome pathway

ALGS3, alpha(1-3) mannosyltransferase

ROX3, RNA polymerase Il holoenzyme component

PDX3, pyridoxine (pyridoxamine) phosphate oxidase

CSG2, endoplasmic reticulum membrane protein

ATG14, subunit of an autophagy-specific phosphatidylinositol 3-kinase complex
SSH1, involved in co-translational protein translocation in the ER

SGF29, probable 29kKDa Subunit of SAGA histone acetyltransferase complex
RVS161, roles in endocytosis and in cell fusion

HTL1, subunit of the RSC chromatin remodeling complex

SLM3, tRNA-specific 2-thiouridylase

BRE1, E3 ubiquitin ligase for Rad6p

UBX3, UBX domain-containing protein that interacts with Cdc48p

ATG20, involved in localization of membranes to the preautophagosome
RDI1, Rho GDP dissociation inhibitor

LDB17, unknown function

DHH1, cytoplasmic DExD/H-box helicase

ARF1, GTPase of the Ras superfamily involved in coated vesicles formation
SOK1, involved in cAMP-mediated signaling; localized to the nucleus
RPS11A, component of the small (40S) ribosomal subunit

DOA4, ubiquitin-specific protease

SACS, actin filament bundling protein, fimbrin; essential for polarized secretion
ARG82, Inositol polyphosphate multikinase (IPMK)

AKR1, palmitoyl transferase involved in protein palmitoylation

GCNZ2, protein kinase

HDAZ2, class Il histone deacetylase complex

YPS7, putative GPl-anchored aspartic protease

LSM6, possibly involved in processing tRNA, snoRNA, and rRNA

SPT3, SAGA-like transcriptional regulatory complex

ADAZ2, component of the histone acetyltransferase complexes

GIN4, serine/threonine-protein kinase required for septin organization at the bud neck
EUGL1, protein disulfide isomerase

SPS1, putative protein serine/threonine kinase

HSP 38, possible chaperone and cysteine protease

BUD16, involved in bud-site selection and telomere maintenance

IES6, associates with the INO80 chromatin remodeling complex

MIGS3, probable transcriptional repressor

SSA4, heat shock protein that is highly induced upon stress

KAP123, karyopherin beta

BOI2, protein implicated in polar growth, functionally redundant with Boilp
GLO3, GTPase-activating protein (GAP) for ADP-ribosylation factors
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YER131W
YER155C
YER169W
YFRO19W
YGLO17W
YGL025C
YGLO38C
YGL246C
YGL251C
YGR262C
YHROO6W
YILOOBW
YILO47C
YJLO52W
YJL124C
YJR004C
YJR104C
YKLO81W
YKL114C
YKL212W
YLLO42C
YLRO25W
YLRO70C
YLR114C
YLR144C
YLR234W
YLR350W
YLR394W
YMLO88W
YMLO94W
YML112W
YMRO70W
YMRO071C
YMRO77C
YMR138W
YMR263W
YNLO64C
YNLO84C
YNL159C
YNL160W
YNL225C
YNL297C
YOLOO1IW
YOLO04W
YOLO51W
YOL100W
YOL148C
YOR127W
YOR141C
YOR155C
YOR375C
YOR380W
YPL174C
YPL268W
YPRO66W
YPRO72W

RPS26B, component of the small (40S) ribosomal subunit

BEM2, Rho GTPase activating protein; control of cytoskeleton organization
RPH1, transcriptional repressor of PHR1

FAB1, involved in orientation or separation of mitotic chromosomes

ATE1, arginyl-tRNA-protein transferase

PGD1, component of RNA polymerase Il holoenzyme

OCHJ1, alpha-1,6-mannosyltransferase

RAI1, nuclear protein required for pre-rRNA processing

HFM1, meiosis specific DNA helicase

BUD32, may be involved in polar bud-site selection

STP2, transcription factor; activates transcription of amino acid permease genes
URM1, ubiquitin-like protein with only weak sequence similarity to ubiquitin
SYG1, member of the divalent anion:Na+ (DASS) family of membrane transporters
TDHZ1, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, isozyme 1

LSM1, involved in degradation of cytoplasmic mRNAs

SAG1, alpha-agglutinin of alpha-cells

SOD1, cytosolic superoxide dismutase

TEF4, translation elongation factor EF-1 gamma

APN1, major apurinic/apyrimidinic endonuclease, repair of DNA damage

SAC1, lipid phosphoinositide phosphatase of the ER and Golgi

ATG10, E2-like conjugating enzyme, involved in autophagy

SNF7, endosomal sorting complex

XYL2, xylitol dehydrogenase, converts xylitol to D-xylulose

AVL9, involved in exocytic transport from the Golgi

ACF2, beta-1,3-endoglucanase; probable role in cortical actin cytoskeleton assembly
TOP3, DNA topoisomerase |l

ORM2, human ortholog is located in the endoplasmic reticulum

CST9, SUMO E3 ligase; required for synaptonemal complex formation

UFO1, F-box protein, subunit of the Skp1-Cdc53-F-box (SCF) E3 ubiquitin ligase
GIM5, prefoldin subunit 5, component of the Gim protein complex

CTK3, C-terminal domain (RNA polymerase Il CTD) kinase gamma subunit
MOT3, nuclear transcription factor; e.g. repression of ergosterol biosynthetic genes
TVP18, integral membrane protein localized to late Golgi vesicles

VPS20, myristoylated subunit of the endosomal sorting complex

CIN4, GTP-binding protein involved in chromosome segregation

SAP30, subunit of a histone deacetylase complex

YDJ1, involved in protein import into mitochondria and ER

END3, EH domain-containing protein involved in endocytosis

ASI2, integral inner nuclear membrane protein

YGP1, cell wall-related secretory glycoprotein

CNM67, component of the spindle pole body outer plaque

MONZ2, role in endocytosis and vacuole integrity

PHOS80, cyclin that interacts with Pho85p protein kinase

SIN3, component of the Sin3p-Rpd3p histone deacetylase complex

GAL11, component of RNA polymerase Il holoenzyme

PKH2, serine/threonine protein kinase involved in endocytosis

SPT20, component of the nucleosomal histone acetyltransferase

RGA1, GTPase-activating protein for Cdc42p

ARP8, nuclear actin-related protein involved in chromatin remodeling

ISN1, inosine 5'-monophosphate (IMP)-specific 5'-nuclectidase, breakdown of IMP
GDH1, NADP(+)-dependent glutamate dehydrogenase

RDR1, transcriptional repressor, control of multidrug resistance

NIP100, mitotic spindle positioning protein

PLC1, phosphoinositide-specific phospholipase C

UBA3, Rubl-activating enzyme, similar to ubiquitin-activating E1 protein

NOTS5, subunit of the CCR4-NOT complex, which is a global transcriptional regulator

UNKNOWN PROTEINS (68 GENES)
Unknown function (46 genes)

YBL044W
YCLOO1W-A
YCR004C

Unknown function
Unknown function
Unknown function, located in mitochondria
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YDLO12C
YDL049C
YDL063C
YDL104C
YDL114W
YDL119C
YDL129W
YDL133W
YDL157C
YDL167C
YDR042C
YDR316W
YDR458C
YDR512C
YERO77C
YGL220W
YGR243W
YHRO009C
YHRO039C
YHRO59W
YILO15C-A
YILOG6OW
YJLO23C
YJL184W
YJR120W
YLR125W
YLR149C
YLR218C
YMLO72C
YMLO87C
YMRO63W
YMRO0O67C
YMRO084W
YMR184W
YMR244C-A
YNLO80C
YOLO83W
YOL138C

Plasma membrane protein of unknown function

Unknown function

Unknown function

Putative metalloprotease

Putative protein of unknown function with similarity to acyl-carrier-protein reductases
Unknown function, located in mitochondria

Unknown function

Unknown function

Unknown function; detected in highly purified mitochondria in high-throughput studies
Unknown function

Unknown function

Protein integral to the mitochondrial membrane

Unknown function; GFP-fusion protein in nuclear periphery
Unknown function

Unknown function

Unknown function

Unknown function, localized to mitochondria

Unknown function

Unknown function, GFP-fusion protein in endoplasmic reticulum
Unknown function

Unknown function

Unknown function, 100% identical with YHR145C

PET130, protein is detected in highly purified mitochondria in high-throughput studies
Unknown function

Unknown function

Unknown function

Unknown function

Unknown function

Unknown function, contains three calcium and lipid binding domains
Unknown function

Unknown function

UBX4, UBX domain-containing protein, unknown function

Unknown function

Unknown function

Unknown function

Unknown function

Unknown function

Unknown function

Questionable ORFs (22 genes)

YBL012C
YBLO53W
YBLO62W
YDLO32W
YDLO62W
YDRO0O10C
YDR269C
YDR271C
YDR491C
YGL165C
YHLOO5C
YHRO049C-A
YJLO22W
YJL175W
YJRO87W
YLR294C
YMR245W
YNRO25C
YOR199W
YOR318C
YOR333C
YPL136W

Dubious ORF, overlaps with SCT1

Dubious ORF, overlaps with SAS3

Dubious ORF, overlaps with SKT5

Dubious ORF, overlaps with YDL0O33C and DBP10 promoter
Dubious ORF, overlaps uncharacterized ORF YDL063C
Dubious ORF

Dubious ORF, overlaps with CCC2

Dubious ORF, overlaps with CCC2

Dubious ORF, overlaps with 1IZH1

Dubious ORF, overlaps with CUP2

Dubious ORF, overlaps with MRP4 promoter

Dubious ORF

Dubious ORF, overlaps with PET130

Dubious ORF, overlaps with SWI3

Dubious ORF, overlaps the gene STE18 and uncharacterized ORF YJR088C
Dubious ORF, overlaps with ATP14

Dubious ORF

Dubious ORF, overlaps with YNR024w

Dubious ORF, overlaps with MRM1

Dubious ORF unlikely to encode a protein

Dubious ORF, overlaps with MRS2

Dubious ORF, overlaps with GIP3
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Tabelle A3. Verschiedene Klassen an

pet-Genen. Die Liste enthalt systematische

und Standardnamen der Gene (enthommen aus Merz & Westermann, zur

Publikation eingereicht).

Class | pet mutants

YALO39C/CYC3
YBLO19W/APN2
YBLO21C/HAP3
YBLO8OC/PET112
YBLO9OW/MRP21
YBRO39W/ATP3
YBR146W/MRPS9
YBR179C/FZO1
YBR251W/MRPS5
YBR268W/MRPL37
YBR282W/MRPL27
YCRO0O3W/MRPL32
YCR024C/SLM5
YCRO71C/IMG2
YDL044C/MTF2
YDLO045W-A/MRP10
YDL129W
YDL133W
YDRO65W/RRG1
YDRO79W/PET100
YDR114C
YDR115W
YDR175C/RSM24
YDR194C/MSS116
YDR296W/MHR1
YDR337W/MRPS28
YDR347W/MRP1
YDR350C/ATP22
YDR377W/ATP17
YELO50C/RML2
YERO50C/RSM18
YERO70W/RNR1
YER154W/OXA1
YFL016C/MDJ1
YGL129C/RSM23
YGL143C/MRF1
YGL240W/DOC1
YGRO76C/MRPL25
YGR102C
YGR150C/RRG2

Class Il pet mutants

YDLO33C/SLM3
YDLO99W/BUGL1
YDL107W/MSS2
YDL114W
YDR270W/CCC2
YDR364C/CDC40
YDR458C/HEH2
YELO59C-A/SOM1

YGR167W/CLC1
YGR171C/MSM1
YGR215W/RSM27
YHLO038C/CBP2
YHRO11W/DIA4
YHRO38W/RRF1
YHR091C/MSR1
YHR120W/MSH1
YHR147C/MRPL6
YHR168W/MTG2
YJLO63C/MRPL8
YJLO96W/MRPL49
YJIL102W/MEF2
YJR144W/MGM101
YKLOO3C/MRP17
YKL114C/APN1
YKL134C/OCT1
YKL138C/MRPL31
YKL155C/RSM22
YKL169C
YKL170W/MRPL38
YKL194C/MST1
YKROO6C/MRPL13
YLLO27W/ISAL
YLLO33W/RRG4
(IRC19)
YLRO67C/PET309
YLRO69C/MEF1
YLRO70C/XYL2
YLRO91W/RRG5
YLR139C/SLS1
YLR295C/ATP14
YLR304C/ACO1
YLR312W-A/MRPL15
YLR369W/SSQ1
YLR382C/NAM2
YLR439W/MRPL4
YMLO61C/PIF1
YMRO15C/ERG5
YMRO64W/AEP1

YGLO70C/RPB9
YJLOO3W/COX16
YKLO40C/NFU1
YKLO8OW/VMAS
YKL109W/HAP4
YLLO18C-A/COX19
YLR294C
YLR337C/VRP1

144

YMRO89C/YTA12
YMRO098C
YMR158W/MRPS8
YMR188C/MRPS17
YMR193W/MRPL24
YMR228W/MTF1
YMR267W/PPA2
YMR282C/AEP2
YMR287C/DSS1
YMR293C/RRG6
(HER2)
YNLO73W/MSK1
YNLO81C/SWS2
YNL177C/MRPL22
YNL184C
YNL185C/MRPL19
YNL213C/RRG9
YNL252C/MRPL17
YNRO37C/RSM19
YOLO09C/MDM12
YOLO33W/MSE1
YOL083W
YOLO95C/HMI1
YOR150W/MRPL23
YOR158W/PET123
YOR187W/TUF1
YOR211C/MGM1
YOR241W/MET7
YOR330C/MIP1
YOR375C/GDH1
YPLO13C/MRPS16
YPLO78C/ATP4
YPLO97W/MSY1
YPL104W/MSD1
YPL148C/PPT2
YPL173W/MRPL40
YPL254W/HFI1
YPL271W/ATP15
YPROG7W/ISA2
YPR116W/RRG8

YML110C/COQ5
YOL008W/COQ10
YOLO51W/GAL11
YOR200W
YOR221C/MCT1
YOR305W/RRG7
YPL172C/COX10
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Class Ill pet mutants

YALOO9W/SPO7
YALO10C/MDM10
YALO13W/DEP1
YALO044CIGCV3
YBL045C/COR1
YBLO82C/ALG3
YBLO93C/ROX3
YBLO99W/ATP1
YBL100C
YBROO3W/COQ1
YBRO26C/ETR1
YBRO97W/VPS15
YBR127C/VMA2
YBR283C/SSH1
YBR289W/SNF5
YCLOO1W-A
YCLO007C
YCRO20W-B/HTL1
YCR046C/IMG1
YDLO39C/PRM7
YDLO67C/COX9
YDLO6SW
YDLO77C/NVMAG
YDL185W/VMAL
YDR010C
YDRO25W/RPS11A
YDR116C/MRPL1
YDR148C/KGD2
YDR197W/CBS2
YDR204W/COQ4
YDR230W
YDR237W/MRPL7
YDR269C
YDR271C
YDR298C/ATP5
YDR349C/YPS7
YDR375C/BCS1
YDR448W/ADA2
YDR529C/QCR7
YELO024W/RIP1
YELO27W/CUP5
YELO51W/VMAS
YER014C-A/BUD25
YERO17C/AFG3
YER061C/CEM1

YER145C/FTR1
YGLO71W/RCS1
YGL237C/HAP2
YGL244W/RTF1
YGL251C/HFM1
YGRO20C/VMATY
YGR062C/COX18
YGR105W/VMA21
YGR112W/SHY1
YGR155W/CYS4
YGR220C/MRPL9
YGR222W/PET54
YGR262C/BUD32
YHR0O26W/PPA1
YHR039C/MSC7
YHRO039C-B/VMA10
YHRO049C-A
YHRO51W/COX6
YHRO60W/VMA22
YHRO67W/HTD2
YIL125W/KGD1
YIL157C/COAl
YIR021W/MRS1
YJLO46W/RRG3
YJL062W-A/RRG10
YJL120W
YJL121C/RPE1
YJL124C/LSM1
YJL176C/SWI3
YJL180C/ATP12
YJL184W/GON7
YJL209W/CBP1
YJRO040W/GEF1
YJRO77C/MIR1
YJR113C/RSM7
YIJR121W/ATP2
YJR122W/CAF17
YKLO16C/ATP7
YKLO55C/OAR1
YKL119C/VPH2
YKR0O85C/MRPL20
YLLO41C/SDH2
YLR0O38C/COX12
YLR201C/COQ9
YLR202C

145

YLR203C/MSS51
YLR447C/VMAG
YML120C/NDI1
YMRO021C/MAC1
YMRO35W/IMP2
YMR097C/MTG1
YMR150C/IMP1
YMR151W/YIM2
YMR256C/COX7
YMR257C/PET111
YMR286W/MRPL33
YNLOO5C/MRP7
YNLO52W/COX5A
YNL138W/SRV2
YNL170W
YNL315C/ATP11
YNRO20C/ATP23
YNRO41C/COQ2
YNRO42W
YNRO45W/PET494
YOLO71W/EMI5
YOL096C/COQ3
YORO036W/PEP12
YORO65W/CYT1
YOR331C
YOR332W/VMA4
YOR350C/MNE1
YOR358W/HAP5
YOR380W/RDR1
YPLO31C/PHO85
YPLO45W/VPS16
YPLO59W/GRX5
YPL132W/COX11
YPL136W
YPL189C-A
YPL188W/POS5
YPL215W/CBP3
YPL234C/VMA1l
YPL262W/FUM1
YPRO36W/VMA13
YPRO66W/UBA3
YPR099C
YPR123C
YPR191W/QCR2
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Class IV pet mutants

YALO26C/DRS2
YBLO31W/SHE1
YBLO32W/HEK2
YBL036C
YBLO46W/PSY4
YBLOS3W
YBLO57C/PTH2
YBLO62W
YBR128C/ATG14
YCLO10C/SGF29
YCR028C-A/RIM1
YDLO12C
YDLO56W/MBP1
YDL091C/UBX3
YDL157C

YDL192W/ARF1
YDR491C
YDR523C/SPS1
YERO87W
YER114C/BOI2
YER131W/RPS26B
YER155C/BEM2
YGLO17W/ATE1
YGL135W/RPL1B
YGL165C
YGL206C/CHC1
YGL218W
YGR180C/RNR4
YGR243W/FMP43
YHROO6W/STP2

146

YHRO09C
YLLO42C/ATG10
YLR125W
YLR144C/ACF2
YLR260W/LCB5
YLR270W/DCS1
YMLO87C
YMRO70W/MOT3
YMRO72W/ABF2
YMRO77C/VPS20
YNL159C/ASI2
YOR127W/RGA1
YOR155C/ISN1
YOR318C
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Tabelle A4: Gene, die erlasslich fir die Respiratio n sind. Angegeben sind
systematische und Standardnamen von Genen. Entsprechende Deletionsmutanten
waren in Klasse Il enthalten und konnten nach Aufheben der Katabolitrepression auf
nicht-fermentierbarer Kohlenstoffquelle wachsen (enthommen aus Merz &
Westermann, zur Publikation eingereicht).

YALOO9W/SPO7 YDR269C YJR113C/RSM7
YALO10C/MDM10 YDR271C YKLO55C/OAR1
YALO13W/DEP1 YDR298C/ATP5 YLR0O38C/COX12
YALO44C/GCV3 YDR349C/YPS7 YML120C/NDI1
YBLO82C/ALG3 YDR448W/ADA2 YNLOO5C/MRP7
YBLO93C/ROX3 YERO014C-A/BUD25 YNLO52W/COX5A
YBR0O26C/ETR1 YERO17C/AFG3 YNL138W/SRV2
YBRO97W/VPS15 YGL237C/HAP2 YNL170W
YBR127C/VMA2 YGL244W/RTF1 YNL315C/ATP11
YBR283C/SSH1 YGL251C/HFM1 YNRO20C/ATP23
YBR289W/SNF5 YGR155W/CYS4 YORO36W/PEP12
YCLOO1IW-A YGR262C/BUD32 YOR331C
YCLOO7C YHR039C/MSC7 YOR350C/MNE1
YCR0O20W-B/HTL1 YHRO049C-A YOR380W/RDR1
YCRO046C/IMG1 YHRO60W/VMA22 YPLO31C/PHO85
YDLO39C/PRM7 YHRO67W/HTD2 YPLO45W/VPS16
YDLO67C/COX9 YIL125W/KGD1 YPLO59W/GRX5
YDLO68W YIL157C/COAl YPL136W
YDLO77C/VMAG6 YJLO46W/RRG3 YPL188W/POS5
YDL185W/VMAL YJL120W YPL215W/CBP3
YDRO010C YJL121C/RPE1 YPL234C/VMA1l
YDRO25W/RPS11A YJL124C/LSM1 YPL262W/FUM1
YDR116C/MRPL1 YJL176C/SWI3 YPRO66W/UBA3
YDR148C/KGD2 YJL184W/GON7 YPR099C
YDR230W YJRO040W/GEF1 YPR191W/QCR2
YDR237W/MRPL7 YJRO77C/MIR1
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Tabelle A5: Gene, die in Klasse | und IllI-Mutanten unabhangig von der
mitochondrialen Proteinexpression fur die respirato rische Kompetenz bendétigt
werden. Aufgeflhrt sind systematische und Standardnamen der Gene. Angaben zu
zellularen Funktionen der Genprodukte stammen aus der SGD (Issel-Tarver et al.,
2002) oder manuellen Annotationen (entnommen aus Merz & Westermann, zur
Publikation eingereicht).

Genes encoding mitochondrial proteins

YBL045C COR1, ubiquinol cytochrome c reductase core protein 1

YBL080C PET112, protein required for mitochondrial translation

YBLO99W ATP1, alpha subunit of F;-ATP synthase

YBROO3W COQ1, catalyzes the first step in ubiquinone (coenzyme Q) biosynthesis
YBRO39W ATP3, gamma subunit of the F; sector of mitochondrial F;F, ATP synthase
YDR204W COQ4, involved in biosynthesis of coenzyme Q

YDR350C ATP22, required for assembly of the Fy sector of mitochondrial ATP synthase
YDR375C BCS1, required for expression of functional Rieske iron-sulfur protein
YDR377W ATP17, ATP synthase subunit f

YDR529C QCRY7, subunit 7 of the ubiquinol cytochrome c reductase complex
YELO24W RIP1, ubiquinol cytochrome c reductase iron-sulfur protein

YER061C CEML1, beta-ketoacyl-ACP synthase, mitochondrial

YFLO16C MDJ1, DnaJ co-chaperone involved in mitochondrial biogenesis
YGRO062C COX18, required for activity of mitochondrial cytochrome ¢ oxidase
YGR112W SHY1, required for assembly of cytochrome c oxidase complex

YJL180C ATP12, F;-ATP synthase assembly protein

YJR121W ATP2, beta subunit of F;-ATP synthase

YLLO27W ISA1, mitochondrial protein required for normal iron metabolism

YLLO41C SDHZ2, iron-sulfur protein subunit of succinat dehydrogenase

YLR201C COQ9, required for ubiquinone biosynthesis

YLR369W SSQ1, mitochondrial Hsp70 involved in biogenesis of iron-sulfur proteins
YLR382C NAM2, leucyl-tRNA synthetase, mitochondrial

YMRO35W IMP2, catalytic subunit of the mitochondrial inner membrane protease Imp
YMR150C IMP1, catalytic subunit of the mitochondrial inner membrane protease Imp
YMR256C COX7, cytochrome c oxidase, subunit VII

YMR257C PET111, required for mitochondrial translation of COX2 mRNA

YNRO041C COQ2, para-hydroxybenzoate-polyprenyltransferase

YOL009C MDM12, mitochondrial morphology and inheritance protein

YPLO13C MRPS16, mitochondrial ribosomal protein

YPL132W COX11, required for delivery of copper to Cox1

YPL189C-A  COAZ2, cytochrome ¢ oxidase assembly factor

YPRO67W ISA2, mitochondrial protein required for iron metabolism

Genes required for vacuolar functions

YELO27W CUPS5, V-ATPase 16 kDa proteolipid subunit of membrane (V) sector
YGRO020C VMA7, V-ATPase 14 kDa subunit of the catalytic (V,) sector
YGR105W VMAZ21, required for vacuolar V-ATPase assembly

YHRO026W PPA1, V-ATPase proteolipid

YHRO039C-B  VMA10, V-ATPase 13 kDa subunit

YKL119C VPH2, V-ATPase assembly protein

YLR447C VMAG, V-ATPase 36 kDa subunit

YOR332W VMA4, V-ATPase hydrophilic subunit (subunit E)

YPRO36W VMAL13, V-ATPase 54 kDa subunit of V; sector

Other genes encoding known proteins

YBL021C HAPS3, transcriptional activator of respiratory gene expression
YERO70W RNR1, ribonucleosid-diphosphate-reductase, large (R1) subunit
YGR167W CLC1, clathrin light chain

YJR122W CAF17, component of the CCR4 transcription complex

YMRO015C ERGS5, C-22 sterol desaturase

YMR021C MAC1, copper-sensing transcription factor

YOR241W MET?7, required for methionine synthesis and for maintenance of mtDNA
YOR358W HAPS5, transcriptional activator of respiratory gene expression
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YOR375C GDH1, NADP'-dependent glutamate dehydrogenase

ORFs encoding unknown proteins

YBL100C Dubious open reading frame, overlaps the 5' end of ATP1
YDL129W Unknown function

YDL133W Unknown function

YLLO33W RRG4, IRC19, Unknown function

YLR202C Dubious ORF, overlaps with COQ9

YMR151W Dubious ORF, overlaps with IMP1

YNL213C RRG9, Unknown function; protein is detected in highly purified mitochondria
YNRO42W Dubious ORF, overlaps with COQ2

YOLO71W Unknown function

YOL083W Unknown function

YPR123C Dubious ORF, overlaps with CTR1
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Tabelle A6: Gene, die die mitochondriale Funktion m  dglicherweise in
Kombination mit extragenomischen Faktoren beeinflus sen. Aufgefuhrt sind
systematische und Standardnamen der Gene, die in Klasse II-Mutanten deletiert
sind. Diese Deletionsmutanten kénnen sowohl durch Kreuzung mit Amipl als auch
durch Cytoduktion gerettet werden. Angaben zu zellularen Funktionen der
Genprodukte stammen aus der SGD (Issel-Tarver et al.,, 2002) oder manuellen
Annotationen (entnommen aus Merz & Westermann, zur Publikation eingereicht).

Genes encoding components involved cytochrome ¢ oxi dase assembly

YDL107W MSS2, involved in membrane insertion of C-terminus of Cox2

YJLOO3W COX16, required for assembly of cytochrome c oxidase

YLLO18C-A COX19, required for assembly of cytochrome c oxidase

YPL172C COX10, required for activity of cytochrome ¢ oxidase

Genes encoding other mitochondrial proteins

YDLO33C SLM3, responsible for 2-thiolation of the wobble base of mitochondrial tRNAs
YELO59C-A  SOML1, subunit of the mitochondrial inner membrane peptidase

YKL040C NFUL1, protein involved in iron metabolism in mitochondria

YML110C COQS5, involved in ubiquinone (Coenzyme Q) biosynthesis
YOLOO8W COQ10, Coenzyme Q (ubiquinone) binding protein
YOR221C MCT1, putative component of a type-1l mitochondrial fatty acid synthase

Genes encoding extramitochondrial proteins

YDLO99W BUGL, Cis-golgi localized protein involved in ER to Golgi transport
YDR270W CCC2, copper transporting P-type ATPase

YDR364C CDC40, pre-mRNA splicing factor

YDR458C HEH2, inner nuclear membrane (INM) protein

YGLO70C RPB9, RNA polymerase Il subunit B12.6

YKLO80OW VMADS, subunit of the vacuolar V-ATPase

YKL109W HAP4, global regulator of respiratory gene expression

YLR337C VRP1, involved in cytoskeletal organization and cytokinesis
YOLO51W GAL11, subunit of the RNA polymerase Il mediator complex

Uncharacterized genes

YDL114W Unknown function

YLR294C Dubious ORF, partially overlaps with ATP14
YOR200W Dubious ORF, partially overlaps with MRM1
YOR305W RRG7, unknown function
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Tabelle A7: Die im MDM33-Uberexpressionsscreen verwendeten 164 Stamme in
alphabetischer Reihenfolge, gruppiert anhand der Fu nktion und Lokalisation
ihrer Genprodukte. Aufgefuhrt sind systematische und Standardnamen der Gene.
Angaben zu zellularen Funktionen der Genprodukte stammen aus der SGD (Issel-
Tarver et al., 2002) oder manuellen Annotationen. mitochondrial*: Aussage aus GFP-
Fusionsstudien (Huh et al., 2003) und/oder Proteomanalysen (Sickmann et al., 2003;
Reinders et al., 2006). haufige Standardnamen: AIM: altered inheritance rate of
mitochondria; FMP: found in mitochondrial proteome; MDM: mitochondrial distribution
and morphology.

UNBEKANNTE PROTEINE (130)

mit Evidenz fiir mitochondriale Lokalisation (123)

YBLO59W mitochondriales* Protein unbekannter Funktion

YBLO95W mitochondriales* Protein unbekannter Funktion

YBR104W YMC2, mdgliche Transport-Aktivitat (IM)

YBR163W DEM1, mitochondriales Protein unbekannter Funktion

YBR230C OM14, mitochondriales AuRenmembranprotein unbekannter Funktion
YBR238C mitochondriales Membranprotein unbekannter Funktion

YBR262C AIM5, mitochondriales* Protein unbekannter Funktion

YBR269C FMP21, mitochondriales* Protein unbekannter Funktion

YCLOO5W mitochondriales* Protein unbekannter Funktion

YDLO27C mitochondriales* Protein unbekannter Funktion

YDL157C mitochondriales* Protein unbekannter Funktion

YDL203C ACK1, mitochondriales* Protein unbekannter Funktion

YDL222C FMP45, mitochondriales Membranprotein mit moglicher Beteiligung an Sporulation
YDRO049W mitochondriales* Protein unbekannter Funktion

YDRO61W mitochondriales* Protein unbekannter Funktion

YDRO65W mitochondriales* Protein unbekannter Funktion

YDRO70C FMP16, mitochondriales* Protein unbekannter Funktion

YDR185C mitochondriales* Protein unbekannter Funktion; Ahnlichkeit zu Ups1
YDR493W FMP36, mitochondriales* Protein unbekannter Funktion

YDR514C mitochondriales* Protein unbekannter Funktion

YELO30W ECM10, Protein der Hsp70-Familie; lokalisiert in mtDNA-Nukleoiden
YELO52W AFG1, Protein der AAA-Familie unbekannter Funktion (Matrixseite der IM)
YELO67C mitochondriales* Protein unbekannter Funktion

YERO004W FMP52, mitochondriales AuRenmembranprotein unbekannter Funktion
YERO77C mitochondriales* Protein unbekannter Funktion

YERO80OW AIM9, mitochondriales* Protein unbekannter Funktion

YER140W mitochondriales* Protein unbekannter Funktion

YER182W FMP10, mitochondriales* Protein unbekannter Funktion

YFLO46W FMP32, mitochondriales* Protein unbekannter Funktion

YFRO11C AIM13, mitochondriales* Protein unbekannter Funktion

YGLO57C mitochondriales* Protein unbekannter Funktion

YGLO80OW FMP37, mitochondriales* Protein unbekannter Funktion

YGLO85W mitochondriales* Protein unbekannter Funktion

YGL139W FLC3, moglicher FAD-Transporter (auch mitochondrial)

YGL226W MTC3, mitochondriales* Protein unbekannter Funktion

YGRO015C mitochondriales* Protein unbekannter Funktion

YGR021W mitochondriales* Protein unbekannter Funktion

YGRO031W mitochondriales* Protein unbekannter Funktion

YGR235C mitochondriales* Protein unbekannter Funktion

YGR243W FMP43, mitochondriales* Protein unbekannter Funktion

YGR266W mitochondriales AuRenmembranprotein unbekannter Funktion
YHLO21C AIM17, mitochondriales* Protein unbekannter Funktion

YHRO03C mitochondriales* Protein unbekannter Funktion

YHRO17W YSC83, mitochondriales Protein unbekannter Funktion

YHRO080C mitochondriales* Protein unbekannter Funktion

YHR155W YSP1, mitochondriales Protein mit moglicher Beteiligung am programmierten Zelltod
YHR162W mitochondriales* Protein unbekannter Funktion
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YHR198C
YHR199C
YILO70C

YILO77C
YILO87C
YIL136W
YJLO66C
YJLO70C
YJLO82W
YJL131C
YJL147C
YJL161IW
YJL171C
YJRO39W
YJR080C
YJR098C
YJR111C
YKLO27W
YKLO70W
YKL162C
YKL187C
YKRO16W
YKRO23W
YKRO27W
YKRO049C
YKRO70W
YLRO77W
YLRO91W
YLR164W
YLR253W
YLR281C
YLR283W
YLR290C
YLR356W
YLR454W
YMLO30W
YMROO03W
YMRO031C
YMRO097C
YMR115W

YMR157C
YMR221C

YMR252C
YNLO83W
YNL100W
YNL122C
YNL144C
YNL168C
YNL195C
YNL200C
YNL211C
YNRO18W
YNRO40W
YOLO53W
YORO086C
YOR205C
YOR215C
YOR227W
YOR228C

AIM18, mitochondriales* Protein unbekannter Funktion
AIM46, mitochondriales* Protein unbekannter Funktion
MAM33, saures Matrix-Protein unbekannter Funktion mit méglicher Beteiligung an
der oxidativen Phosphorylierung

mitochondriales* Protein unbekannter Funktion

LRC2, mitochondriales* Protein unbekannter Funktion

OM45, mitochondriales AuRenmembranprotein unbekannter Funktion
MPM1, mitochondriales Membranprotein unbekannter Funktion
mitochondriales* Protein unbekannter Funktion

IML2, mitochondriales* Protein unbekannter Funktion

AIM23, mitochondriales* Protein unbekannter Funktion
mitochondriales Protein unbekannter Funktion

FMP33, mitochondriales* Protein unbekannter Funktion
Zellwandprotein unbekannter Funktion; auch mitochondrial
mitochondriales* Protein unbekannter Funktion

AIM24, mitochondriales* Protein unbekannter Funktion
mitochondriales* Protein unbekannter Funktion
mitochondriales* Protein unbekannter Funktion
mitochondriales AuBenmembranprotein unbekannter Funktion
mitochondriales* Protein unbekannter Funktion
mitochondriales* Protein unbekannter Funktion
mitochondriales* Protein unbekannter Funktion

AIM28, mitochondriales Protein unbekannter Funktion
mitochondriales* Protein unbekannter Funktion

FMP50, mitochondriales* Protein unbekannter Funktion
FMP46, mitochondriales* Protein unbekannter Funktion
mitochondriales* Protein unbekannter Funktion

FMP25, mitochondriales* Protein unbekannter Funktion
mitochondriales* Protein unbekannter Funktion
mitochondriales Innenmembranprotein unbekannter Funktion
mitochondriales* Protein unbekannter Funktion
mitochondriales* Protein unbekannter Funktion
mitochondriales* Protein unbekannter Funktion
mitochondriales* Protein unbekannter Funktion
mitochondriales* Protein unbekannter Funktion

FMP27, mitochondriales* Protein unbekannter Funktion
AIM31, mitochondriales* Protein unbekannter Funktion
AIM34, mitochondriales* Protein unbekannter Funktion
mitochondriales* Protein unbekannter Funktion

MTGL1, periphere GTPase der mitochondrialen Innenmembran
MGR3, mitochondriales Protein unbekannter Funktion; moéglicherweise beteiligt an
mitochondrialem Proteinabbau

AIM36, mitochondriales* Protein unbekannter Funktion
FMP42, mitochondriales* Protein unbekannter Funktion; mdgliche Beteiligung an
Autophagie

mitochondriales* Protein unbekannter Funktion

SAL1, mitochondrialer ADP/ATP-Transporter (IM)

AIM37, mitochondriales* Protein unbekannter Funktion
mitochondriales* Protein unbekannter Funktion
mitochondriales* Protein unbekannter Funktion

FMP41, mitochondriales* Protein unbekannter Funktion
mitochondriales* Protein unbekannter Funktion
mitochondriales* Protein unbekannter Funktion
mitochondriales* Protein unbekannter Funktion

AIM38, mitochondriales* Protein unbekannter Funktion
mitochondriales* Protein unbekannter Funktion

AIM39, Protein unbekannter Funktion und Lokalisation

TCB1, mitochondriales* Lipid- und Ca2+-bindendes Protein unbekannter Funktion
LRCS5, mitochondriales* Protein unbekannter Funktion

AIM41, mitochondriales* Protein unbekannter Funktion

HER1, mitochondriales Protein unbekannter Funktion
mitochondriales AuBenmembranprotein unbekannter Funktion
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YOR271C
YOR285W
YOR286W
YOR305W
YPL099C
YPL103C
YPL105C
YPL1O7W
YPL109C
YPL137C
YPL168W
YPL222W
YPL226W
YPROO2W
YPRO97W
YPR098C
YPR116W

FSF1, mitochondriales* Protein unbekannter Funktion

mitochondriales AuRenmembranprotein unbekannter Funktion

AIM42, mitochondriales* Protein unbekannter Funktion

mitochondriales* Protein unbekannter Funktion

AIM43, mitochondriales* Protein unbekannter Funktion

FMP30, mitochondriales* Protein unbekannter Funktion

SHY1, mitochondriales* Protein unbekannter Funktion

mitochondriales* Protein unbekannter Funktion

mitochondriales* Protein unbekannter Funktion

GIP3, Glc7-interagierendes Protein unbekannter Funktion (auch mitochondrial)
mitochondriales* Protein unbekannter Funktion

FMP40, mitochondriales* Protein unbekannter Funktion

NEW1, mitochondriales* Protein unbekannter Funktion mit ATPase-Aktivitat
PDH1, mitochondriales Protein unbekannter Funktion mit Beteiligung an Atmung
mitochondriales* Protein unbekannter Funktion mit Phosphoinositol-Bindungsstelle
mitochondriales AuBenmembranprotein unbekannter Funktion

mitochondriales* Protein unbekannter Funktion

ohne Evidenz flr mitochondriale Lokalisation (7)

YBRO063C
YDL133W
YGL258W
YIR042C
YMLOO2W
YMR266W
YOR114W

Protein mit unbekannter Funktion und Lokalisation

Protein unbekannter Funktion und Lokalisation

VEL1, Protein unbekannter Funktion und Lokalisation

Protein unbekannter Funktion und Lokalisation

Protein unbekannter Funktion und Lokalisation

RSN1, Membranprotein unbekannter Funktion und Lokalisation
Protein unbekannter Funktion und Lokalisation

BEKANNTE MITOCHONDRIALE PROTEINE (34)
mitochondriale Morphologie Komponenten (15)

YBR179C

YDR150W

YDR393W

YGL219C
YHR194W

YILO65C
YJL112W
YLLOO1IW
YLLOO6W
YLR193C
YLR368W
YOL009C
YOL027C
YOR147W

YOR211C

FZ01, mitochondriale Transmembran-GTPase; mitochondriale Fusion und Erhalt der
mitochondrialen Morphologie

NUM1, Kernwanderung; auch mitochondrial; beeinflusst mitochondriale Verteilung
und Morphologie

MDM33, mitochondriales Innenmembranprotein erforderlich fiir normale
mitochondriale Morphologie; moéglicherweise Innenmembranteilung

MDM34, Protein der mitochondrialen Verteilung und Morphologie (OM)

MDM31, mitochondriales Innenmembranprotein erforderlich fiir normale
mitochondriale Morphologie

FIS1, mitochondriales AuRenmembranprotein; mitochondriale Teilung und Erhalt der
mitochondrialen Morphologie

MDV1, peripheres mitochondriales AuRenmembranprotein; mitochondriale Teilung
und Erhalt der mitochondrialen Morphologie

DNM1, Dynamin-verwandte GTPase; mitochondriale Teilung und Erhalt der
mitochondrialen Morphologie (OM-assoziiert)

MMM1, Protein der mitochondrialen Verteilung und Morphologie (OM)

UPS1, alternative Prozessierung und Sorting von Mgm1 (IMS)

MDM30, F-Box-Protein mit Beteiligung an Regulation der mitochondrialen Fusion
MDM12, Protein der mitochondrialen Verteilung und Morphologie (OM)

MDM38, mitochondriales Innenmembranprotein erforderlich fiir normale
mitochondriale Morphologie

MDM32, mitochondriales Innenmembranprotein erforderlich fiir normale
mitochondriale Morphologie

MGM1, mitochondriale GTPase (IMS); mitochondriale Fusion und Erhalt der
mitochondrialen Morphologie

Sonstige Funktionen (19)

YBRO39W
YCLO044C

YERO17C

YFR044C

ATP3, Untereinheit y des F1-Sektors der F1Fo-ATP-Synthase

MGR1, Untereinheit des i-AAA-Proteasekomplexes der mitochondrialen
Innenmembran

AFG3, Untereinheit des m-AAA-Proteasekomplexes der mitochondrialen
Innenmembran

DUG1, Glutathion-Abbau (auch mitochondrial)

153



6 ANHANG

YGLO59W

YGR132C

YGR231C

YILO42C

YIL157C
YJR144W

YKRO65C
YLR201C

YLR204W
YLR289W
YMRO089C

YMRO098C
YPL271W
YPRO24W

YPR133W-A

PKP2, mitochondriale Protein-Kinase; Regulation des Pyruvatdehydrogenase-
Komplexes

PHB1, UE des Prohibitin-Komplexes, der im Mitochondrion u.a. Chaperonfunktion
Gbernimmt (IM)

PHB2, UE des Prohibitin-Komplexes, der im Mitochondrion u.a. Chaperonfunktion
Ubernimmt (IM)

PKP1, mitochondriale Protein-Kinase; Regulation des Pyruvatdehydrogenase-
Komplexes

COA1, Assemblierung des Cytochrom ¢ Oxidase-Komplexes (Komplex 1V)
MGM101, Komponente des mtDNA-Nukleoids; Erhaltung, Bindung und Reparatur
der mtDNA

PAM17, Motoruntereinheit der mitochondrialen Prasequenz-Translokase

COQ9, Ubiquinone (Coenzyme Q)-Biosynthese und respiratorisches Wachstum
(Matrixseite der IM)

QRI5, notig fur Akkumulation gesplicter CoxI-mRNA (IM)

GUF1, mitochondriale Matrix-GTPase mit Beteiligung an Translation

YTA12, Untereinheit des m-AAA-Proteasekomplexes der mitochondrialen
Innenmembran

ATP25, Stabilisierung der Olilp (Atp9p) mMRNA und Oli1l-Ring-Bildung

ATP15, Untereinheit € des F1-Sektors der F1Fo-ATP-Synthase

YMEL, Untereinheit des i-AAA-Proteasekomplexes der mitochondrialen
Innenmembran

TOMS5, Rezeptor-Untereinheit des TOM-Komplexes (OM)
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Tabelle A8: Wachstumsverhalten bei Uberexpression v on MDM33 laut
semiquantitativer Wachstumsanalysen. Aufgefihrt sind systematische und
Standardnamen der Gene. Gene, die fur mitochondriale Morphologiekomponenten
kodieren, sind fett markiert. haufige Standardnamen: AIM: altered inheritance rate of
mitochondria; FMP: found in mitochondrial proteome; MDM: mitochondrial distribution
and morphology.

Wachstumsverschlechterung bei Uberexpression von MDM33 (138)

YBLO59W YHRO03C YLR290C
YBLO95W YHRO17W/YSC83 YLR356W
YBR063C YHRO80C YLR454W/FMP27
YBR104W/YMC2 YHR155W/YSP1 YMLOO2W
YBR163W/DEM1 YHR162W YMROO3W/AIM34
YBR230C/OM14 YHR194W/MDM31 YMRO031C
YBR238C YHR198C/AIM18 YMR115W/MGR3
YBR262C/AIM5 YHR199C/AIM46 YMR157C/AIM36
YBR269C/FMP21 YIL042C/PKP1 YMR221C/FMP42
YCLOO5W YILO65C/FIS1 YMR252C
YCL044C/MGR1 YILO70C/MAM33 YMR266W/RSN1
YDLO27C YILO77C YNLO83W/SAL1
YDL203C/ACK1 YILO87C/LRC2 YNL100W/AIM37
YDL222C/FMP45 YIL136W/OM45 YNL122C
YDRO0O49W YIR042C YNL144C
YDRO65W YJLO66C/MPM1 YNL195C
YDRO70C/FMP16 YJLO70C YNL200C
YDR150W/NUM1 YJLO82W/IML2 YNL211C
YDR393W/MDM33 YJL112W/MDV1 YNRO18W/AIM38
YDR514C YJL131C/AIM23 YNRO40W
YELO30W/ECM10 YJL147C YOL027C/MDM38
YELO52W/AFG1 YJL161IW/FMP33 YOLO53W/AIM39
YELOG67C YJL171C YOR086C/TCB1
YEROO4W/FMP52 YJRO39W YOR114W
YERO77C YJRO80C/AIM24 YOR147W/MDM32
YERO80W/AIM9 YJR098C YOR205C/LRC5
YER140W YJR111C YOR215C/AIM41
YER182W/FMP10 YKLO27W YOR227W/HER1
YFLO46W/FMP32 YKLO70W YOR228C
YFR011C/AIM13 YKL162C YOR271C/FSF1
YFR044C/DUG1 YKL187C YOR285W
YGLO57C YKRO16W/AIM28 YOR286W/AIM42
YGLO59W/PKP2 YKR023W YPLO99C/AIM43
YGLO85W YKRO27W/FMP50 YPL103C/FMP30
YGL139W/FLC3 YKRO049C/FMP46 YPL105C/SHY1
YGL219C/MDM34 YKRO65C/PAM17 YPL107W
YGL226W/MTC3 YLLOO1W/DNM1 YPL109C
YGL258W/VEL1 YLRO77W/FMP25 YPL137C/GIP3
YGRO015C YLR164W YPL168W
YGR021W YLR193C/UPS1 YPL222W/FMP40
YGRO0O31W YLR201C/COQ9 YPL226W/NEW1
YGR132C/PHB1 YLR204W/QRI5 YPR0O02W/PDH1
YGR231C/PHB2 YLR253W YPR024W/YME1
YGR235C YLR281C YPRO97W
YGR266W YLR283W YPR098C
YHLO21C/AIM17 YLR289W/GUF1 YPR133W-A/TOM5
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Gleichbleibendes oder verbessertes Wachstum bei Ube  rexpression von MDM33 (14)
(kursiv: nach Tupfeltest als allgemein wachstumsbee intrachtigt zu werten; unterstrichen:
auch laut Tupfeltests noch Wachstumsverbesserung im Vergleich zum Wildtyp; Abb. Al)

YBRO39W/ATP3 YERO017C/AFG3 YMLO30W/AIM31
YBR179C/FZO1 YGLOSOW/FMP37 YMRO89C/YTA12
YDRO61W YIL157C/COAl YNL168C/FMP41
YDR185C YKRO70W YPL271W/ATP15
YDR493W/FMP36 YLRO91W

Wachstumsdefekt bereits ohne Uberexpression von MDM33 (12)

YDL133W YLLOOBW/MMM1 YOL009C/MDM12
YDL157C YLR368W/MDM30 YOR211C/MGM1
YGR243W/FMP43 YMRO097C/MTG1 YOR305W
YJR144W/MGM101 YMRO98C/ATP25 YPR116W
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Tabelle A10: Mitochondriale Morphologie bei Uberexp

ression von MDM33.

Angegeben sind systematische und Standardnamen der Gene. Gene, die fur

mitochondriale Morphologiekomponenten kodieren,

sind fett markiert. haufige

Standardnamen: AIM: altered inheritance rate of mitochondria; FMP: found in
mitochondrial proteome; MDM: mitochondrial distribution and morphology.

Fragmentierung der Mitochondrien bei Uberexpression

YBLOSOW
YBLO95W
YBRO0O63C
YBR104W/YMC2
YBR230C/OM14
YBR238C
YBR262C/AIM5
YBR269C/FMP21
YCLOO5W
YCL044C/MGR1
YDLO27C
YDL203C/ACK1
YDL222C/FMP45
YDRO049W
YDR150W/NUM1
YDR185C
YDR393W/MDM33
YDR514C
YELO30W/ECM10
YELO52W/AFG1
YELO67C
YERO77C
YERO80OW/AIM9
YER140W
YER182W/FMP10
YFLO46W/FMP32
YFRO11C/AIM13
YFR044C/DUG1
YGLO57C
YGLO59W/PKP2
YGLO8OW/FMP37
YGLO85W
YGL139W/FLC3
YGL219C/MDM34
YGL226W/MTC3
YGL258W/VEL1
YGRO015C
YGRO021W
YGRO31W
YGR132C/PHB1
YGR231C/PHB2
YGR235C
YGR266W

YHLO21C/AIM17
YHRO03C
YHRO17W/YSC83
YHRO080C
YHR155W/YSP1
YHR162W
YHR198C/AIM18
YHR199C/AIM46
YIL042C/PKP1
YILO65C/FIS1
YILO70C/MAM33
YILO77C
YILO87C/LRC2
YIL136W/OM45
YIR042C
YJLO66C/MPM1
YJLO70C
YJL131C/AIM23
YJL147C
YJL161W/FMP33
YJL171C
YJRO39W
YJRO80C/AIM24
YJR098C
YJR111C
YJR144W/MGM101
YKLO27W
YKLO70W
YKL162C
YKL187C
YKRO16W/AIM28
YKRO23W
YKR027W/FMP50
YKRO049C/FMP46
YKRO65C/PAM17
YKRO70W
YLRO77W/FMP25
YLR164W
YLR193C/UPS1
YLR204W/QRI5
YLR253W
YLR281C
YLR283W

158

von MDM33 (130 Stamme)

YLR289W/GUF1
YLR290C
YLR454W/FMP27
YMLOO2W
YMROO3W/AIM34
YMRO031C
YMR115W/MGR3
YMR157C/AIM36
YMR221C/FMP42
YMR252C
YMR266W/RSN1
YNLO83W/SAL1
YNL100W/AIM37
YNL122C
YNL144C
YNL195C
YNL200C
YNL211C
YNRO18W/AIM38
YNRO40W
YOL027C/MDM38
YOLO53W/AIM39
YORO086C/TCB1
YOR114W
YOR205C/LRC5
YOR215C/AIM41
YOR227W/HER1
YOR228C
YOR271C/FSF1
YOR285W
YOR286W/AIM42
YPLO99C/AIM43
YPL103C/FMP30
YPL105C/SHY1
YPL107W
YPL109C
YPL168W
YPL222W/FMP40
YPL226W/NEW1
YPROO2W/PDH1
YPRO97W
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Bereits vor Uberexpression mit (iberexpressionsahnli

YBRO39W/ATP3
YBR179C/FZO1
YDL133W
YDL157C
YDRO61W
YDRO65W
YDRO70C/FMP16
YDR493W/FMP36
YERO017C/AFG3
YGR243W/FMP43

YHR194W/MDM31
YIL157C/COAl
YJLO82W/IML2
YLLOO1W/DNM1
YLLOOBW/MMM1
YLRO91W
YLR201C/COQ9
YLR368W/MDM30
YMRO89C/YTA12
YMRO097C/MTG1

Anwesenheit wildtypischer Mitochondrien bei Uberexp

YBR163W/DEM1
YEROO4W/FMP52

YJL112W/MDV1
YLR356W
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chen Mitochondrien (29 Stdmme)

YMRO98C/ATP25
YNL168C/FMP41
YOL009C/MDM12
YOR147W/MDM32
YOR211C/MGM1
YOR305W
YPL137C/GIP3
YPL271W/ATP15
YPR024W/YME1
YPR116W

ression von MDM33 (5 Stdmme)

YMLO30W/AIM31
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Abbildung Al: Tupfeltests zu den Stammen mit gleich bleibend gutem
Wachstum in semiquantitativen Analysen. Funf Deletionsstamme (roter Stern)
zeigen in Tupfeltest bei Uberexpression von MDM33 besseres Wachstum als der
Wildtyp. Von Zellkulturen, die tber Nacht in SD-Medium bei 30T bis zu einer OD gq
von 1,0 angezogen worden waren, wurden serielle Verdiinnungen auf SD- und SGal-
Platten aufgetropft und drei Tage bei 30T inkubiert. Die SD-Platten belegen
vergleichbare Zellkonzentration und -fitness.
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SD SGal SD SGal

Ayil157c
(coal)

Aykr070w

Aybro39wx
(atp3)

Aybrl79c
(fz01)

AydrO61w* =

( -

Aylr091w* | B

Aydr185c Ayml030w*
Aydr493w = Aymr089c
(fmp36) @ @ (ytal2)
Ayer017c Aynl168c
(afgd) (fmp41)
Aypl271w

(atp15)
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Abbildung A2: Konfokale Analysen der mitochondriale n Morphologie und Lage

der Dnm1-GFP-Cluster. Die Zellen wurden Uber Nacht bei 30T in flissigem YPGal-Medium
bis zur logarithmischen Wachstumsphase angezogen und fluoreszenzmikroskopisch analysiert.
Der GroRenbalken gilt fiir alle Bilder und entspricht 5 um. Jede Serie besteht aus Uberlagerun-
gen der mtRFP und Dnm1-GFP-Fluoreszenz in verschiedenen optischen Zellebenen (x/y) (A/B1-
8 und C1-6), einer Phasenkontrastaufnahme (A/B9 und C7) und einer Maximum Intensity
Projektion (A/B10 und C8) der Fluoreszenzbilder. (A) Aufnahmen einer Wildtypzelle. Der Stapel
umfasst ~2,6 um. Der Abstand zwischen den seriellen Einzelaufnahmen A1-A8 betragt jeweils
366 nm. (B) und (C) Aufnahmen von Amdm33-Zellen mit schisselférmigen Mitochondrien. Der
Stapel (B) umfasst ~2,7 um. Die Abstande zwischen den seriellen Einzelaufnahmen B1-B8
betragen je 396 nm. Der Stapel (C) umfasst ~ 1,8 um, wobei der Abstand zwischen den seriellen
Einzelaufnahmen C1-C6 jeweils 366 nm betragt.

WT
(DNM1-GFP)

Amdm33
DNM1-GFP
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