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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Mitochondrien — ein Uberblick

Vor etwa 120 Jahren wurden die Mitochondrien aufgrund ihrer morphologischen
Erscheinung im Lichtmikroskop als ,Fadenkdrner beschrieben, was dem Griechischen
,Mitos‘ (Faden) und ,Chondros‘ (Korn) entspricht [Scheffler, 2007]. Der Endosymbionten-
theorie zufolge war der Vorldaufer der Mitochondrien ein aerob lebendes o-Proteobakterium,
welches vor etwa 1,5 Milliarden Jahren von einer anaeroben proto-eukaryontischen Zelle
aufgenommen wurde [Gray, 1992; Margulis, 1971]. Ein Hinweis darauf ist der Aufbau der
Mitochondrien aus einer &ufleren und einer inneren Membran. Letztere umschlieit die
mitochondriale Matrix, welche dem Zytoplasma der Bakterienzelle entspricht. Mitochondrien
besitzen aullerdem ihr eigenes genetisches Material [Nass und Nass, 1963]. Im Laufe der
Evolution gingen die meisten Gene des Endosymbionten verloren oder wurden in den Kern
der Wirtszelle ausgelagert [Andersson et al., 1998; Karlberg et al., 2000]. Heute variieren die
GroRe der mitochondrialen DNA (mtDNA) und auch die Anzahl der darauf verbliebenen
Gene je nach Organismus stark [Burger et al., 2003].

Bis auf sehr wenige Ausnahmen besitzen alle eukaryontischen Zellen Mitochondrien,
die neben der Energiegewinnung aus der oxidativen Phosphorylierung [Hatefi, 1985] weitere
essentielle Funktionen (bernommen haben. Dazu zédhlen die Biosynthese von Eisen-
Schwefel-Zentren [Lill und Mihlenhoff, 2006], Teile des Lipidstoffwechsels und des
Aminosauremetabolismus [Scheffler, 2007] sowie Schliisselrollen im Calcium-Haushalt
[Pozzan et al., 1994] und in der Regulation des programmierten Zelltods [Bernardi et al.,
1999]. Nur ein geringer Bruchteil der Gene des mitochondrialen Proteoms befindet sich auf
der mtDNA.

Schétzungsweise 99 % der rund 1000-2000 Proteine, die an Aufbau und Funktion der
Mitochondrien beteiligt sind, werden von der genomischen DNA kodiert und an zytosolischen
Ribosomen translatiert. Fir den anschliefenden Transfer in die Mitochondrien ist ein
komplexes Zusammenspiel verschiedener Proteinkomplexe in den mitochondrialen
Membranen verantwortlich [Mokranjac und Neupert, 2009]. Den Transport fast aller Proteine
uber und in die mitochondriale AuRenmembran vermittelt der TOM-Komplex (translocase of
the outer membrane of mitochondria). Eine Ausnahme bilden carboxyterminal verankerte
Proteine der AuRenmembran, deren Insertion unabhdngig von den bisher bekannten

Translokasen zu erfolgen scheint [Kemper et al., 2008; Setoguchi et al., 2006]. Im Inter-

1



1 Einleitung

membranraum, dem Bereich zwischen AuRRen- und Innenmembran, werden alle Proteine, die
nicht direkt Uber den TOM-Komplex in die AulRenmembran inseriert wurden, je nach
Bestimmungsort an weitere Komponenten der Import-Maschinerie Gibergeben.

Chaperone des Intermembranraums und der TOB-Komplex (translocase of
mitochondrial outer membrane (-barrel proteins) in der AuBenmembran bewerkstelligen die
Insertion von pS-barrel-Proteinen in die mitochondriale Auenmembran [Paschen et al., 2005;
Waizenegger et al., 2003; Waizenegger et al., 2004]. Fur die Oxidation und Faltung l6slicher
Proteine des Intermembranraums mit konservierten Cystein-Motiven ist das Disulfildbriicken-
Transfer-System mit den Komponenten Mia40 und Ervl zustdndig [Grumbt et al., 2007;
Mesecke et al., 2005]. Die TIM23-Translokase (translocase oft the inner membrane of
mitochondria) vermittelt Membranpotential- und ATP-abhéngig der Transport von
Vorlauferproteinen mit aminoterminalem Sortierungssignal in die Matrix [Jensen und Dunn,
2002] oder, sofern dem Sortierungssignal eine hydrophober Bereich folgt, die Insertion in die
mitochondriale Innenmembran [Glick et al., 1992; Jensen und Dunn, 2002]. Proteine mit
mehreren Transmembrandomanen und einem internen Sortierungssignal werden aufgrund
ihrer Hydrophobizitat von Chaperonen durch den Intermembranraum zum TIM22-Komplex
geleitet und von diesem membranpotentialabh&ngig in die Innenmembran inseriert [Adam et
al., 1999; Jensen und Dunn, 2002]. Eine weitere Mdoglichkeit besteht in der Insertion in die
Innenmembran ausgehend von der Matrix Uber die Innenmembrankomponente Oxal. Davon
betroffen sind sowohl mitochondrial kodierte als auch kernkodierte Proteine, die zuvor Uber
die Komplexe TOM und TIM23 die Matrix erreichten [Hell et al., 1998; Hell et al., 2001].
Dieser Prozess &hnelt der Insertion von Proteinen in die bakterielle Innenmembran und wird
daher in Anlehnung an die mitochondrialen Vorlaufer als ,konservativer® Sortierungsweg

bezeichnet [Baumann et al., 2002].

1.2 Mitochondriale Morphologie und Dynamik

Die Morphologie von Mitochondrien variiert zwischen verschiedenen Organismen und
Zelltypen stark [Frey und Mannella, 2000]. Anders als in Lehrbuchern meist dargestellt, sind
Mitochondrien keine statischen isolierten Strukturen, sondern sehr dynamische Organellen. In
S. cerevisiae durchziehen sie die Zelle unterhalb des Zellkortex in Form eines tubuléren
Netzwerks [Egner et al., 2002]. Dieses wird von stidndig stattfindenden Fusions- und

Teilungsvorgéangen aufrechterhalten [Nunnari et al., 1997]. Ein UbermaR an Teilung fiihrt zur



1 Einleitung

Fragmentierung des Netzwerks, wahrend unverhdltnismaRig viel Fusion die Ausbildung

netzartiger Strukturen zur Folge hat [Sesaki und Jensen, 1999] (Abbildung 1).

Wildtyp Afzo1 Adnm1

Abbildung 1: Mitochondriale Morphologie in S. cerevisiae. Gezeigt ist das mitochondriale Netzwerk des
Wildtyps, einer Fusionsmutante (Afzol) und einer Teilungsmutante (Adnm1). Als mitochondrialer Marker dient
Matrix-dirigiertes GFP. Modifiziert nach Okamoto und Shaw, 2005.

Fur die Teilung essentiell ist die Dynamin-dhnliche GTPase Dnm1/DRP1 [Bleazard et
al., 1999; Sesaki und Jensen, 1999]. In Hefe wird Dnm1 von dem mitochondrialen Protein
Fisl mit Hilfe der Adapterproteine Mdv1 und Caf4 [Mozdy et al., 2000; Griffin et al., 2005]
oder Fisl-unabhdngig Gber Numl [Cerveny et al., 2007] vom Zytosol zu zukinftigen
Teilungsorten an der mitochondrialen Oberflache rekrutiert. Dort assembliert es mit anderen
Dnm1-Mokekilen und bildet unter GTP-Hydrolyse spiralférmige Strukturen um die
mitochondrialen Tubuli. Man vermutet, dass eine Verengung der Dnml-Helix die
Abschnirung einzelner Fragmente vom mitochondrialen Netzwerk bewirkt [Ingerman et al.,
2005]. Der detaillierte Teilungsmechanismus und insbesondere die Funktionen der nicht-
essentiellen Komponenten Caf4 und Num1 bei der Rekrutierung von Dnm1 sind bisher nicht
bekannt. Ebenfalls unklar ist, ob die Aktivitit von Dnml ausreicht, um auch die
Innenmembran zu durchtrennen, oder ob diese Membran eine separate Teilungsmaschinerie
besitzt [Westermann, 2008].

Die Fusion zweier Doppelmembranen stellt hohe Anforderungen an die beteiligten
Komponenten, da unter Wahrung der Integritat der dazwischenliegenden Kompartimente die
Fusionsreaktionen von vier Lipiddoppelschichten koordiniert werden miuissen. Die
Vereinigung der Auflenmembranen und der darunter befindlichen Innenmembranen zweier
mitochondrialer Fragmente laufen als voneinander trennbare Prozesse mit unterschiedlichen
energetischen Anforderungen ab [Meeusen et al., 2004]. In Hefe besteht die Fusions-
maschinerie aus Fzol und Ugol in der AufRenmembran und der Dynamin-ahnlichen GTPase
Mgm1l im Intermembranraum. Die Deletion jeder dieser Komponenten resultiert in der

Fragmentierung der Mitochondrien und dem Verlust der mtDNA [Herlan et al., 2003;
3
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Hermann et al., 1998; Sesaki und Jensen, 2001; Sesaki et al., 2003a]. Die beiden GTPasen
Fzol und Mgml sind flr das Andocken der duReren respektive inneren Membranen zustandig
und vermutlich auch fir die anschlieBende Durchmischung der fusionierenden
Lipiddoppelschichten [Meeusen et al., 2004; Meeusen et al., 2006]. Ugol wurde in einem
Proteinkomplex mit Fzol und Mgm1l gefunden, und man vermutet man eine Rolle bei der
Koordination von AuRen- und Innenmembranfusion [Hoppins et al., 2009; Sesaki und Jensen,
2004; Wong et al., 2003].

Fur das hohe MaR an mitochondrialer Dynamik werden verschiedene Funktionen
postuliert: Da Mitochondrien nicht de novo entstehen kénnen, gewahrleistet ihre Teilung im
Rahmen der Zellteilung die gleichmé&Rige Verteilung auf die Tochterzellen. Bei der Fusion
zweier Hefezellen dient die mitochondriale Fusion zur Durchmischung der parentalen
mtDNA [Berger und Yaffe, 2000]. Fusion und Teilung erméglichen zudem die Komplemen-
tation mitochondrialer Genprodukte in Zellen, die geschadigte mtDNA enthalten [Sato et al.,
2006]. Schaden der mtDNA gelten als eine Ursache der Zellalterung, gegen welche die
mitochondriale Dynamik mdoglicherweise als Schutzmechanismus dient [Scheffler, 2007].
Einem anderen Denkansatz zufolge konnte die mitochondriale Dynamik eine Rolle bei der
Qualitatskontrolle von Mitochondrien spielen. Dass geschadigte Mitochondrien nicht mehr
mit dem mitochondrialen Netzwerk fusionieren, kénnte ihrer rdumlichen Isolation und dem
anschlieBenden Abbau dienen [Duvezin-Caubet et al., 2006; Herlan et al., 2004]. Ein intaktes
Netzwerk ermoglicht auch die Ubertragung von Energie in Form des mitochondrialen
Membranpotentials in der gesamten Zelle [Amchenkova et al., 1988]. Unabhangig vom Ort
der Substrateinspeisung ist somit in Zellregionen mit gesteigertem Energiebedarf die Synthese
von ATP moglich. Auch bei Zelldifferenzierungsprozessen ist die intrazellulére Verteilung
von Mitochondrien von Bedeutung. So hangt in Neuronen Ausbildung und Dichte von
Synapsen von einem intakten mitochondrialen Netzwerk in den Dendriten ab [Li et al., 2004].
Schliel’lich ist eine Aktivierung der mitochondrialen Teilungsprozesse auch an der
Ausfiihrung des programmierten Zelltods beteiligt. Eine Inhibition der Teilung kann die
Empfénglichkeit der Zelle fur apoptotische Stimuli reduzieren [Frank et al., 2001; Karbowski
und Youle, 2003; Lee et al., 2004]. Der Zusammenhang von mitochondrialer Fragmentierung
mit anderen proapoptotischen Prozessen wie der Freisetzung von Cyt ¢ und der Aktivierung

von Bax sind Gegenstand kontroverser Diskussionen [Cheung et al., 2007].
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1.3 Mitochondriale Ultrastruktur

Erste Einblicke in die mitochondriale Architektur verdanken wir den
elektronenmikroskopischen Pionierarbeiten von Palade und Sjostrand in den 1950er Jahren
[Palade, 1953; Palade, 1952; Sjostrand, 1953]. Mitochondrien werden von zwei Membranen,
der AuRenmembran und der Innenmembran, umgeben. Beide begrenzen den dazwischen-
liegenden Intermembranraum. Innerhalb der Innenmembran differenziert man zwischen der
parallel zur AuBenmembran verlaufenden inneren Grenzmembran und der Cristaemembran.
Die Cristaemembran besteht aus Einstllpungen der inneren Grenzmembran in die Matrix.

Je nach Gewebe, physiologischem Zustand und Entwicklungsstadium ist die
mitochondriale Ultrastruktur extrem variabel. So wurden tubulére, vesikuléare, lamellen-
formige und sogar dreieckige Cristae beschrieben [Fawcett, 1981; Munn, 1974; Revel et al.,
1963] (Abbildung 2).

Abbildung 2: Variabilitat mitochondrialer Innenmembranarchitektur. Dargestellt sind elektronen-
mikroskopische Aufnahmen von Cristae aus verschiedenen Zelltypen. (A) Nierenkortex. (B) Astrocyt.
(C) Pseudobranchus eines Fischs. (D) Ventrikuldrer Herzmuskel. Aus Fawcett, 1981.

Eine Beteiligung an der Organisation der Cristaemembran konnte fliir mehrere Proteine
gezeigt werden. Das Fehlen der mitochondrialen Fusionskomponente Mgm1 aus Hefe &uRert
sich in einer reduzierten Cristaemenge [Sesaki et al., 2003b], wahrend die Herunterregulie-
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rung ihres humanen Orthologs OPA1l eine Desorganisation der Cristae einschliellich
Vesikelbildung und VergroRerung des intracristalen Raums zur Folge hat [Olichon et al.,
2003]. Innenmembranvesikel in Kombination mit Innenmembransepten entstehen auch, wenn
das an der Ausbildung des Protonenkanals der F1Fo-ATP-Synthase beteiligte Protein Atp6 aus
S. cerevisiae (siehe 1.6.3) fehlt [Rak et al., 2007]. Ohne das Hefeprotein Mmm1 kollabiert die
Innenmembran und bildet anstelle tubulérer Cristae aulRergewohnlich lange Membranlamellen
oder ringférmige Strukturen [Hobbs et al., 2001]. Auch mit Erkrankungen des Menschen
stehen zahlreiche Veranderungen der mitochondrialen Architektur in Zusammenhang. Im Fall
der Alzheimer-Krankheit treten atypische Cristae in Form konzentrischer und paralleler
Innenmembranstapel in Kombination mit mitochondrialen Einschlussen auf [Baloyannis,
2006]. Desweiteren lassen sich eine Vergrofierung des intracristalen Raums und insbesondere
der Cristaspitzen in einem Mausmodell fir die Kupferstoffwechselstérung Morbus Wilson
[Roberts et al., 2008] oder die starke Reduktion der Cristae in Zusammenhang mit der
Parkinson-Krankheit anfiihren [Beal, 2007; Exner et al., 2007].

1.4 Die Crista Junction

Die Interpretation der ersten elektronenmikroskopischen Bilder gestaltete sich aufgrund
der komplexen Struktur der Mitochondrien und ihrer GroBe von mehreren 100 um nicht
immer leicht. Fir die elektronenmikroskopische Analyse werden dinne Schnitte von einer
Starke zwischen 5 und 100 nm hergestellt, so dass die daraus resultierenden Bilder keine
realistische Einsicht in die dreidimensionale Struktur des mitochondrialen Membransystems
liefern konnen. Erst die Methode der Elektronentomographie ermdglichte die
dreidimensionale Rekonstruktion gréRerer Raumvolumina. Daher wurden in den vergangenen
Jahrzehnten kontroverse Diskussionen beziglich der Innenmembranorganisation der
Mitochondrien gefiihrt. Auf Palade geht das baffle-Modell zuriick, demzufolge die cristae
mitochondriales als Einstilpungen der Innenmembran mit groRen Offnungen zum
Intermembranraum gelten [Palade, 1953; Palade, 1952]. Sjostrand interpretierte die gleichen
Innenmembranstrukturen als durchgéngige Septen (septa-Modell) [Sjostrand, 1953]. Mit der
transmissionselektronenmikroskopischen Analyse sehr dinner Serienschnitte identifizierten
Daems und Wisse 1966 Kkleine tubulére Strukturen zwischen Cristae und innerer
Grenzmembran, die sie als pediculi cristae (,Cristae-Fii3e) bezeichneten [Daems und Wisse,
1966]. Akzeptanz fand dieses Modell allerdings erst Jahre spéter, als es von Mannellas

elektronentomographischen Analysen isolierter Rattenlebermitochondrien gestiitzt wurde
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[Mannella et al., 1997; Mannella et al., 1994]. Zwischenzeitlich belegen mehrere Studien,
dass die Cristae mit der inneren Grenzmembran Gber schmale tubulare Offnungen, die ,Crista
Junctions® (CJs), in Kontakt stehen. Mittlerweile wurden CJs in den Mitochondrien
verschiedenster Organismen und Geweben wie Hihner-, Ratten und Mausneuronen [Perkins
et al., 1997; Perkins et al., 2003], N. crassa [Nicastro et al., 2000], braunem Fettgewebe
[Perkins et al., 1998], humanen Lymphoblasten [Acehan et al., 2007] und S. cerevisiae [Rabl,
Soubannier et al., 2009] nachgewiesen (Abbildung 3).

Auffallig ist, dass bei aller Varianz innerhalb der Cristae die Form und Grélie der Cls
sehr einheitlich ist. Der Durchmesser der tubuléren oder schlitzférmigen Strukturen reicht von
12 bis 40 nm [Frey und Mannella, 2000; Nicastro et al., 2000; Perkins et al., 2003]. lhre
Lange betragt meist zwischen 30 und 50 nm, im Fall von N. crassa wurden aber auch 150

bis 200 nm gemessen [Nicastro et al., 2000].

TAeS A IENA T e

Abbildung 3: Crista Junctions verbinden die innere Grenzmembran mit der Cristaemembran. Cryo-EM-
Tomogramm einer typischen Crista Junction in S. cerevisiae. (A) Schnitt durch das Tomogramm eines isolierten
Wildtyp-Mitochondriums. (B) VergroRerung des markierten Ausschnitts aus A. (C) Oberflachengerenderte
Ansicht einer Crista Junction. GrofRenmarker 100 nm. AM, AuBenmembran; CJ, Crista Junction; CM,
Cristaemembran; IGM, Innere Grenzmembran. Modifiziert nach Rabl, Soubannier et al., 2009.

1.5 Subkompartimentalisierung der mitochondrialen Innenmembran

Eine mdgliche Funktion der CJ ist die Ausbildung mitochondrialer Subkompartimente
[Mannella et al., 1997; Mannella et al., 1994]. Als Diffusionsbarrieren zwischen Inter-
membranraum und intracristalem Raum kodnnten sie die Verteilung von Protonen oder ADP
kontrollieren und folglich regulativ auf die oxidative Phosphorylierung Einfluss nehmen
[Mannella et al., 1994; Mannella et al., 2001]. Auch die Verteilung von Membranproteinen
zwischen innerer Grenzmembran und Cristaemembran kénnte Gber die CJs reguliert werden.

Insbesondere oligomere Proteinkomplexe des Proteinimports oder der Atmungskette kénnten
7
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in ihrer lateralen Diffusion in die Cristae oder aus den Cristae eingeschrénkt sein [Frey et al.,
2002; Perkins et al., 1997; Reichert und Neupert, 2002].

Die Idee der Subkompartimentalisierung existiert bereits, seit die Elektronen-
mikroskopie die morphologische Unterscheidung von innerer Grenzmembran und
Cristaemembran ermdglichte, sie erfuhr jedoch erst kirzlich erneut experimentelle
Unterstltzung: Wurm und Jakobs bestimmten mittels Fluoreszenzmikroskopie die mitochon-
driale Lokalisierung verschiedener GFP-markierter Innenmembranproteine. Wegen des
begrenzten Auflésungsvermdgens des Lichtmikroskops arbeiteten sie mit Hefemutanten, die
vergroRerte Mitochondrien besitzen [Wurm und Jakobs, 2006]. Proteine der oxidativen Phos-
phorylierung féarbten das Mitochondrieninnere und somit die Cristae an, wahrend Kompo-
nenten des Proteinimports sich in der Peripherie befanden und folglich der inneren
Grenzmembran zugeordnet wurden [Wurm und Jakobs, 2006]. In einer weiteren Studie
wurden 20 représentative Proteine der mitochondrialen Innenmembran mittels quantitativer
Immun-Elektronenmikroskopie lokalisiert. Je nach Zugehorigkeit zu den verschiedenen in
Mitochondrien ablaufenden Prozesse wie oxidativer Phosphorylierung oder Protein-
translokation waren die Proteine ungleich zwischen innerer Grenzmembran und

Cristaemembran verteilt [Vogel et al., 2006].

1.6 Dynamische Veranderungen der mitochondrialen Innenmembran

Vogel und Kollegen zeigten nicht nur, dass die bevorzugte Lokalisierung
mitochondrialer Innenmembranproteine von ihrer Funktion innerhalb der Mitochondrien
abhangt, sondern auch, dass je nach physiologischer Situation eine dynamische Umverteilung
von Proteinen zwischen den Cristae und der inneren Grenzmembran mdglich ist. Dies wurde
unter anderem flir die essentielle Import-Komponente Tim23 demonstriert. Unter
physiologischen Bedingungen befindet sich Tim23 groftenteils in der inneren
Grenzmembran. Eine Steigerung der Importaktivitdit durch die Uberexpression eines
mitochondrialen Proteins fiihrt zur verstarkten Anreicherung von Tim23 in der inneren
Grenzmembran, wahrend die Inhibierung des Proteinimports durch den Stop der
zytosolischen Proteinsynthese eine teilweise Umverteilung von Tim23 in die Cristae zur
Folge hat [Vogel et al., 2006]. Somit muss eine Art Barriere existieren, die die Aufrecht-
erhaltung dieser Proteingradienten ermdglicht, die aber je nach Situation eine flexible

Neuverteilung erlaubt.
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Dass die Cristae auf &uRere Einflisse mit dynamischen Veranderungen reagieren,
beobachtete Hackenbrock bereits im Jahr 1966. Er definierte in isolierten Ratten-
mitochondrien zwei morphologische Zustande, die sich in der Ausdehnung von Matrix und
Cristaeraum voneinander unterscheiden: In ,kondensierten® Mitochondrien bilden die Cristae
ein einziges grofRes Kompartiment mit langen tubuldren Verbindungen zueinander und zur
inneren Grenzmembran, wahrend die Matrix auf ein geringes VVolumen kondensiert ist. Bei
einer Ausdehnung des Matrixvolumens in ,orthodoxen‘ Mitochondrien bilden sich kurze
tubulare oder flache Cristae, die Uber jeweils ein oder zwei CJs mit der inneren
Grenzmembran in Verbindung stehen [Hackenbrock, 1966]. Computersimulationen sagen
vorher, dass der kondensierte Zustand auf Dauer die Depletion von ADP zur Folge hat, da
uber die langen tubuléren Segmente die Diffusion der Metaboliten erschwert ist. Ein Abfall
der lokalen ATP-Produktion wére die Folge [Mannella, 2006]. Tatsdchlich beobachtete
Hackenbrock morphologische Uberginge vom ,kondensierten® zum ,orthodoxen® Zustand in
isolierten Rattenmitochondrien [Hackenbrock, 1966; Hackenbrock, 1968]. Nach Mannellas
Modell konnte diese Veranderung der Cristaemorphologie bei zytosolischem ADP-Mangel
die ATP-Produktion optimieren, indem sie die Verfugbarkeit von ADP in den Mitochondrien
verbessert.

In Anpassung an den zunehmenden Druck der sich ausdehnenden Matrix sind die CJ-
Durchmesser in ,orthodoxen‘ Mitochondrien im Durchschnitt um 4 nm schmaler als in
,kondensierten‘ Mitochondrien [Frey et al., 2002]. Im Gegensatz dazu fiihrt die Kondensation
der Matrix in isolierten Mitochondrien aus Xenopus laevis oder Rattenleber zu einer
Erweiterung der CJs in dem AusmaR, dass sie letztlich kaum noch als definierte Strukturen
erkennbar sind [Frey et al., 2002; Hackenbrock, 1966]. Auch die konservierte Struktur der CJ
reagiert also auf Umstrukturierungen der Innenmembran flexibel.

Neben ihrer Schlisselrolle im Energiemetabolismus nehmen Mitochondrien auch in der
Regulation des programmierten Zelltods eine zentrale Funktion ein. Dabei ist die Freisetzung
von Cytochrom ¢ (Cyt c) aus dem Intermembranraum ein wichtiger Schritt [Yang et al.,
1997]. In isolierten Mitochondrien aus Mausleber 16st die Inkubation mit einer trunkierten
Form des pro-apoptotischen Proteins Bid die Umkehr der Membrankriimmung in den Cristae
aus. In Verbindung damit entsteht innerhalb der Cristae ein labyrinthartiges Netzwerk, der
Durchmesser der CJs nimmt zu und Cyt ¢ wird ausgeschittet [Scorrano et al., 2002]. Obwohl
mehr als 85 % des Cyt c im Intracristalraum gespeichert ist [Bernardi und Azzone, 1981],
scheint die Freisetzung vollstdndig zu sein [Goldstein et al., 2005; Goldstein et al., 2000]. Die

Permeabilisierung der AuBenmembran dagegen erlaubt lediglich die Freisetzung des Cyt c-
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Anteils aus dem Intermembranraum (15 %) [Scorrano et al., 2002]. Computersimulationen
zufolge stellen CJs allerdings keine untberwindbare Diffusionsbarriere flr die Freisetzung
von Cytc dar [Manor et al., 2006]. Experimentell gestutzt wird dieser Gedanke von der
Beobachtung, dass es bereits vor den typischen apoptotischen Umstrukturierungen im Bereich
der Cristae zur effektiven Freisetzung von Cyt ¢ kommt [Sun et al., 2007]. Die Frage nach der
physiologischen Bedeutung der Cristae-Umstrukturierung ist Gegenstand aktueller Diskus-
sion. Dennoch scheint eine grundlegende Umgestaltung der Cristaemembran und

insbesondere der CJs ein notwendiger Schritt im Ablauf der Apoptose zu sein.

1.6.1 Cristae-Morphologie und Bioenergetik

Bereits in den 1950er Jahren formulierte Palade den Gedanken, dass die Einstllpungen
der mitochondrialen Innenmembran der OberflachenvergréfRerung dienen und somit die
Effizienz der oxidativen Phosphorylierung erhohen kdnnten [Palade, 1953]. Dazu passt das
ungewohnlich hohe Protein zu Lipid Verhaltnis (~75:25) der mitochondrialen Innenmembran
[Scheffler, 2007]. Der Grofteil dieser Proteine besteht aus Komponenten der oxidativen

Phosphorylierung.

1.6.2 Die Atmungskette

Die erwéhnten Komponenten der oxidativen Phosphorylierung setzen sich aus den
Atmungskettenkomplexen | bis IV und der F1Fo-ATP-Synthase in der mitochondrialen Innen-
membran zusammen. In Hefe wird Komplex I allerdings von NADH-Dehydrogenasen in der
Innen- und Aullenmembran ersetzt.

Die Proteinkomplexe der Atmungskette tbertragen Elektronen ausgehend von Reduk-
tionséquivalenten aus katabolen Reaktionen schrittweise Uber mehrere Redoxreaktionen auf
molekularen Sauerstoff: Die beim Elektronentransport im elektrochemischen Potentialgefélle
freiwerdende Energie wird zum Transport von Protonen gegen das Konzentrations- und
Ladungsgefalle aus der Matrix in den Intermembranraum genutzt [Saraste, 1999]. Die Energie
dieses von Peter Mitchell als ,Chemiosmotische Hypothese® bezeichneten VVorgangs treibt die
Generierung von ATP aus ADP und anorganischem Phosphat tber die F;Fo-ATP-Synthese an
[Mitchell, 1961]. Dabei gelangen die Protonen zurtick in den Matrixraum.

Die Gesamtorganisation der einzelnen Atmungskettenkomponenten in der inneren

Mitochondrienmembran ist Gegenstand kontroverser Diskussionen. Der traditionellen Sicht
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entspricht das fluid state-Modell, wonach sich alle Komplexe unabhangig voneinander frei in
der Lipiddoppelschicht bewegen. Der Elektronentransport ist dabei diffusionsabhangig
[Hackenbrock et al., 1986]. Den Gegenentwurf dazu bildet das solid state-Model, das von
einer hochgradigen Organisation und stabilen physischen Interaktion der Atmungs-
kettenkomplexe innerhalb der Membran ausgeht. Dadurch ware eine direkte und effiziente
Elektronenweiterleitung gewahrleistet [Chance und Williams, 1955]. Dieses Modell aus dem
Jahr 1955 erfuhr in den letzten Jahren Unterstiitzung vor allem struktureller Art durch die
Isolation supermolekularer Strukturen (,Respirasomen‘) aus Hefe, Pflanzen und Sé&ugerzellen
[Cruciat et al., 2000; Dudkina et al., 2006a; Schagger und Pfeiffer, 2000; Stroh et al., 2004].
Maglicherweise ist die Ausbildung dieser respiratorischen Superkomplexe auch nur ein erster
Schritt in der Assemblierung ubergeordneter supramolekularer Strukturen, welche als
,respiratory strings‘, also kettenformige Aneinanderreihungen mehrerer Respirasomen,
bezeichnet werden [Wittig et al., 2006]. Ob die hochorganisierte Anordnung der Atmungs-
kette nur der Stabilitdt und enzymatischen Effizienz dient, oder ob sie auch auf die Form und
Gestalt der Cristaemembran Einfluss nimmt, ist bisher unbekannt.

1.6.3 Die mitochondriale F1Fo-ATP-Synthase

Die von F;Fo-ATP-Synthasen vermittelte Generierung von ATP ist ein fundamentaler
biochemischer Prozess in Bakterien, Chloroplasten und Mitochondrien. Der dafur verant-
wortliche etwa 600 kD groRe Proteinkomplex [Rubinstein et al., 2003] besteht in Hefe-
mitochondrien aus mindestens 17 verschiedenen Untereinheiten [Velours und Arselin, 2000].
In seiner Hauptfunktion dient er als Protonen-getriebene ATP-Synthase, in Abwesenheit eines
elektrochemischen Gradienten kann er unter ATP-Hydrolyse aber auch Protonen gegen das
Konzentrationsgefalle pumpen. Dies dient der Aufrechterhaltung des Membranpotentials, das
dann als Triebkraft fir den Proteinimport und Transport von Metaboliten zur Verfligung steht
[Capaldi und Aggeler, 2002; Devenish et al., 2000].

F1Fo-ATP-Synthasen bestehen aus zwei funktionellen Bestandteilen. Der katalytische
F1-Komplex befindet sich bei Mitochondrien in der Matrix und der Oligomycin-sensitive Fo-
Komplex, der als Protonenkanal fungiert, in der Innenmembran. Ersterer setzt sich in allen
Organismen aus den Untereinheiten o, B3, x, & und & im Verhaltnis 3:3:1:1:1 zusammen. Das
globulare Kopfstiick, in dem die Proteine o und B in alternierender Folge angeordnet sind,
umgibt die zentrale Achse aus y, 6 und e-Untereinheiten, die F; mit Fo verbindet. Sowohl o
als auch B besitzen ADP/ATP-Bindungsstellen, jedoch sind nur die B-Untereinheiten
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katalytisch aktiv [Abrahams et al., 1994]. Die Zusammensetzung von Fo variiert je nach
Organismus und ist in Eukaryonten um einiges komplexer als in Prokaryonten. In Hefe
besteht Fo aus einem Ring aus 10 Monomeren der Untereinheit 9 (Su 9) [Stock et al., 1999],
der mit je einer Untereinheit 6 und 8 und der hydrophoben Doméne von Untereinheit 4 (Atp4)
assoziiert ist. Die Proteine OSCP, 4, d, h, f, 8 und i bilden den peripheren Steg, der ebenfalls
Teil der Fo-Untereinheit ist. Der periphere Steg steht (ber die &-Untereinheit mit dem
Kopfstiick in Kontakt. Alle diese Komponenten sind flr die Enzymaktivitat unentbehrlich
[Velours und Arselin, 2000]. Die Untereinheiten e (Su e), g (Su g), i/j und k durchspannen die
Innenmembran an der Verbindungsstelle von Su 9-Ring und peripherem Steg und sind bis auf
i/j fur die Enzymaktivitét nicht essentiell [Arnold et al., 1998; Arnold et al., 1999].

Die Protonen-Translokation durch den hydrophoben Teil der F;Fo-ATP-Synthase
flihrt zur Rotation des Su 9-Rings und der zentrale Achse. Dabei dreht sich die y-Untereinheit
im a,-Hexamer und bewirkt dadurch Konformationsanderungen in den -Untereinheiten des
globuldaren Kopfteils, welche die ATP-Synthese vorantreiben [Senior et al., 2002]. Die
Rotation der katalytischen Untereinheiten wird durch die Assoziation mit dem peripheren
Steg verhindert [Duncan et al., 1995].

1.6.4 Supramolekulare Organisation der F;Fo-ATP-Synthase

Dafir, dass die FiFo-ATP-Synthase in der mitochondrialen Innenmembran nicht als
Monomer vorliegt, gibt es eine Vielzahl von Evidenzen. Der erste biochemische Nachweis
dimerer Formen in Hefe stammt von Arnold und Kollegen [Arnold et al., 1998]. Inzwischen
wurden Dimere und Oligomere auch aus verschiedenen anderen Organismen isoliert [Arselin
et al.,, 2003; Krause et al., 2005; Schagger und Pfeiffer, 2000]. Die Dimere, fur deren
Stabilisierung die Untereinheiten Su e und Su g verantwortlich sind [Arnold et al., 1998],
gelten als Grundbaueinheiten héherer Oligomere [Krause et al., 2005; Wittig und Schégger,
2005]. Chemische Quervernetzungsexperimente fuhrten zur ldentifikation von e-e und g-g
Homodimeren und e-g Heterodimeren an den Berlhrungsflachen der FiFo-ATP-Synthase-
Dimere und -Oligomere [Arselin et al., 2003; Brunner et al., 2002; Bustos und Velours,
2005]. Die Deletion oder Herunterregulierung von Sue oder Su g oder die Mutation des
GXXXG-Dimerisierungsmotivs in  der Transmembrandoméne einer dieser beiden
Komponenten hat den Verlust der Dimere und Oligomere der F1Fo-ATP-Synthase, aber keine
Beeintrachtigung der katalytischen Aktivitdt zur Folge. Allerdings fehlen die bekannten
Cristae-Strukturen. Stattdessen wird die Innenmembrananordnung der Deletionsstdamme als
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zwiebelartig beschrieben [Arselin et al., 2003; Arselin et al., 2004; Bustos und Velours, 2005;
Giraud et al., 2002; Paumard et al., 2002b] (Abbildung 4A). Einen &hnlichen Ph&notyp wie
die Deletion von Su e und Su g verursacht die Deletion der ersten Transmembrandomane von
Su 4 [Soubannier et al., 2002]. Auch die Untereinheiten h und i wurden in chemischen
Quervernetzungsexperimenten an den Beriihrungsflachen zweier Monomere der FiFo-ATP-
Synthase nachgewiesen [Fronzes et al., 2003; Fronzes et al., 2006; Paumard et al., 2002a].
Als mogliche Hauptdimerisierungskomponente wurden kirzlich jedoch Untereinheit a
vorgeschlagen, deren Dimere Uber ihre Transmembrandomanen zwei Su 9-Ringe verbinden
konnten. Die Protein-Interaktionen der Untereinheiten e, g, 4, i und h hatten in diesem
Szenario eine stabilisierende Funktion [Wittig et al., 2008]. Welche Komponenten fir die
Ausbildung oder Stabilisierung der hoheren Oligomere verantwortlichen sind, ist bisher kaum
bekannt [Wittig und Schéagger, 2008].

In Anbetracht der Auswirkung, die die Zerstérung der oligomeren Formen auf die
mitochondriale Ultrastruktur hat, geht man seit einigen Jahren davon aus, dass die F1Fo-ATP-
Synthase neben ihrer Enzymaktivitat auch fur die Cristaemorphologie eine wichtige Rolle
spielt. Die supramolekulare Anordnung dieses Enzymkomplexes scheint zur Tubulation der
Innenmembran zu fuhren [Allen, 1995]. Dafir verantwortlich koénnte die V-férmige
Anordnung der beiden Fo-Doménen innerhalb eines Dimers sein, die zur lokalen Beugung der
Membran fiihrt (Abbildung 4B).
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Abbildung 4: Bedeutung der Dimerisierung und Oligomerisierung der F;Fo-ATP-Synthase fir die
Cristae-Morphologie. (A) Elektronenmikroskopische Aufnahme eines Mitochondriums aus einer chemisch
fixierten Hefezelle, in der die Untereinheit Su e der F;Fo-ATP-Synthase deletiert wurde (Asu e). Dimere und
Oligomere der F;Fo-ATP-Synthase fehlen in diesem Stamm, und die Cristae zeigen die typische zwiebel-
&hnliche Struktur. (B) Modell fir die von Dimeren der FiFo-ATP-Synthase induzierte Krimmung der
mitochondrialen Innenmembran. Gezeigt ist ein Dimer der F;Fo-ATP-Synthase aus S. cerevisiae in
Seitenansicht. IM, Innenmembran; IMR, Intermembranraum; M, Matrix. Modifiziert nach Zick et al., 2009.
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In Ubereinstimmung damit hat die Quervernetzung von Monomeren der FFo-ATP-
Synthase Uber ihren Fi-Teil die Beeintrdchtigung ihres nativen réaumlichen
Anordnungswinkels und damit den Verlust der normalen Cristae-Strukturen zur Folge [Gavin
et al., 2004]. Die Bestimmung der dreidimensionalen Anordnung in der Membran
einschlieBlich der Neigungswinkel der monomeren Komplexe zueinander ist Gegenstand
aktueller Forschung [Dudkina et al., 2006b; Minauro-Sanmiguel et al., 2005].

Neben der Ausbildung homooligomerer Strukturen wurde auch von Interaktionen der
F1Fo-ATP-Synthase mit dem ADP/ATP-Transporter und dem Phosphattransporter berichtet
[Chen et al., 2004; Ko et al., 2003]. In diesem als ,ATP-Synthasom‘ bezeichneten Super-
komplex konnten die Synthese von ATP und der Austausch von ADP und Phosphat gegen
ATP als hoch koordinierte Prozesse ablaufen und damit die Effizienz der Zellatmung erhéhen.

1.7 Die Entstehung der Crista Junctions

Uber die Entstehung von CJs und insbesondere die daran beteiligten Komponenten ist
wenig bekannt. Einerseits kénnte es sich um thermodynamisch stabile Membranstrukturen
handeln. Nach einem Modell von Renken und Kollegen ergeben sich Form und Grofi3e der CJs
aus dem Volumen der umgebenden Matrix und dem Druck, der durch deren Begrenzung
durch die AuRenmembran erzeugt wird [Renken et al., 2002]. Die Beugungsenergie, die zur
Erzeugung der mit 90 ° sehr starken Membrankrimmung aufgewendet werden muss, wirde
dabei durch den hohen Anteil des ,nonbilayer-Lipids Phosphatidylethanolamin in der
Innenmembran reduziert. Renken und Kollegen postulieren daher eine Rolle der ,nonbilayer<-
Lipide in der Ausbildung komplexer Membrantopologien, wie sie im Bereich der CJ auftreten
[Renken et al., 2002]. Der Gedanke, dass diese Strukturen spontan auftreten, wird von der
Beobachtung gestitzt, dass experimentelles Schwellen der Matrix (,orthodoxer® Zustand) in
isolierten Hefe-Mitochondrien das Auftreten von CJs induziert, die im vorherigen
,kondensierten‘ Zustand fehlten. Da dies reversibel ist, wurde eine dynamische Bildung der
CJs vorgeschlagen [Mannella et al., 2001].

Alternativ konnte die Membrankrimmung im Bereich der CJ durch Strukturproteine
hervorgerufen werden. Die Innenmembranfusionskomponente Mgm1 liegt in zwei Isoformen
vor, einer langen (I-Mgm1) und einer kurzen (s-Mgm1), welche sich beide im Intermembran-
raum befinden. S-Mgm1 ist membranassoziiert und geht durch proteolytische Spaltung aus
der in der Innenmembran verankerten Variante I-Mgml hervor [Herlan et al., 2003].

Homotypische Interaktionen von Mgml gelten als kritisch fur die Innenmembrandynamik
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und Aufrechterhaltung der Cristaestrukturen. Einem Modell von Meeusen und Kollegen
zufolge konnten trans-Interaktionen im Intermembranraum die Aneinanderheftung benachbar-
ter Innenmembranenflachen vermitteln [Meeusen et al., 2006]. Dabei kdnnten auch die
Strukturen der CJs geformt werden.

Die Dynamin-éhnliche GTPase OPAL ist das humane Ortholog zu Mgm1. Sie besitzt
mehrere lange und kurze lIsoformen, die durch alternatives SpleilRen und proteolytische
Spaltung entstehen, und ist wie Mgml1 fir die Fusion der mitochondrialen Innenmembran und
die Aufrechterhaltung des mitochondrialen Netzwerks essentiell. Wird OPA1 in HelLa-Zellen
herunterreguliert, so erscheinen die Cristae verkurzt und ballonférmig. Begleiterscheinungen
sind die Freisetzung von Cytc und eine erhohte Sensitivitat der Zellen fur apoptotische
Vorgéange [Olichon et al., 2003]. Scorrano und Kollegen zeigten, dass die Freisetzung von
Cytc mit der Fusion der Cristae zu einem einzigen groRen Kompartimenten und der
Erweiterung der CJs einhergeht [Scorrano et al., 2002]. Der molekulare Mechanismus dieser
Veranderungen ist unbekannt, als einer der beteiligten Komponenten wird jedoch OPA1l
diskutiert: Die Uberexpression dieses Proteins verhindert die im Wildtyp durch cBID
induzierbare VergroRerung des CJ-Durchmessers [Frezza et al.,, 2006]. Dies wird auf
homotypische Interaktionen zwischen einer innenmembranstdndigen und einer im
Intermembranraum befindlichen OPAL-Form zuriickgefuhrt [Frezza et al., 2006]. Demnach
konnte OPAL die Weite des CJ-Durchmessers uber das Zusammenspiel seiner langen und
kurzen Isoformen regulieren.

Die Prohibitine sind eine evolutiondr konservierte Familie von Membranproteinen,
deren mitochondrialen Vertretern PHB1 und PHB2 Funktionen im Rahmen von
Zellproliferation, Cristae-Morphogenese und funktioneller mitochondrialer Integritat
zugeschrieben werden [Merkwirth und Langer, 2009]. Eine mdgliche Verbindung zwischen
CJs und den Prohibitinen beruht auf deren inhibitorischem Einfluss auf die proteolytische
Prozessierung von OPAL. In Abwesenheit der Prohibitine ist der Abbau der langen Isoformen
von OPAL zu den kurzen beschleunigt [Merkwirth et al., 2008]. Der Vorschlag einer direkten
Beeinflussung der Cristaemorphologie und speziell der CJs durch die Prohibitine geht auf die
Beobachtung zurtick, dass der isolierte Prohibitin-Komplex in Hefe eine ringformige Struktur
in der mitochondrialen Innenmembran bildet. Dessen AuBenmalle von 27x20 nm dhneln
denjenigen des CJ-Durchmessers [Tatsuta et al., 2005]. Somit kénnten sowohl OPA1/Mgm1
als auch die Prohibitine Einfluss auf die Gestalt der CJs zu haben. Da die Deletion oder
Herunterregulierung der genannten Proteine allerdings nicht zur Abwesenheit der CJs fiihrt,

konnen beide Komponenten nicht essentiell fir die Entstehung der CJs sein. Dieser
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Zusammenhang ist bisher nur fir Proteine der Mitofilin-Familie bekannt. Diesen Proteinen

widmen sich die folgenden Kapitel.

1.7.1 Mitofilin

Wegen der hohen Abundanz seiner messenger-RNA in Herzgewebe wurde Mitofilin
ursprunglich HMP (heart muscle protein) genannt [Icho et al., 1994]. Molekulare
Charakterisierungen wiesen es als integrales Protein der mitochondrialen Innenmembran aus,
dessen carboxyterminaler Hauptanteil in den Intermembranraum ragt [Gieffers et al., 1997;
Odgren et al., 1996]. Der Name Mitofilin geht auf seine Co-Lokalisierung mit Filament-
ahnlichen Mitochondrien in Fibroblasten zuriick [Odgren et al., 1996]. Basierend auf
Sequenzanalysen, die auf eine mogliche ATP-Bindedoméne und eine lange o-helikale
Anordnung von Aminosaure-Resten hindeuten, wurde zunédchst eine Funktion als Kinesin-
ahnliches Motorprotein vorgeschlagen [Icho et al., 1994]. Dagegen sprechen jedoch die
subzelluldare Lokalisierung, die fiir Motorproteine ungewdhnliche Resistenz gegentber der
Extraktion mit Detergenzien und die Tatsache, dass die mégliche ATP-Bindedoméane mit der
mitochondrialen Signalsequenz Uberlappt. Stattdessen spekulierten Odgren und Kollegen tber
eine mogliche Beteiligung an der Verknipfung mitochondrialer Kontaktstellen mit dem
Zytoskelett. Als Grunde flihrten sie die Lokalisierung in der mitochondrialen Peripherie und
die Detergenz-resistente Verkniipfung zwischen Mitochondrien und zytoskeletalen Elementen
auf [Odgren et al., 1996].

Herunterregulierungsstudien in HeLa-Zellen und elektronenmikroskopische Analysen
zeigten, dass das Fehlen von Mitofilin die Anordnung der mitochondrialen Innenmembran
grundlegend verandert [John et al., 2005]. An die Stelle tubulérer oder vesikularer Cristae
treten eng gepackte Membranstapel, die ein labyrinthartiges Netzwerk ausbilden
(Abbildung 5). Im Verhéltnis zur AuBenmembran ist der Anteil der Innenmembranen deutlich
erhdht. CJs wurden nicht nachgewiesen. Die Zellproliferation ist leicht verringert. Erhéht sind
dagegen die Apoptoserate, die ROS-Produktion und das Membranpotential. Dies konnte auf
eine Beeintrdchtigung des lonen- und Metabolit-Austauschs in den dicht gepackten
Innenmembranen zuriickzufthren sein. Alles in allem gilt Mitofilin als kritischer Organisator
der mitochondrialen Cristaemorphologie [John et al., 2005].

Mitofilin wurde mehreren Berichten zufolge mit pathologischen Situationen in
Zusammenhang gebracht. Bei Wistenrennmdusen korreliert eine Aminosauresubstitution in

einer konservierten Domdne von Mitofilin mit der Anfalligkeit fir epileptische Anfélle
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[Omori et al., 2002]. Beim fotalen Downsyndrom ist die Menge dieses Proteins um fast 50 %
erniedrigt [Myung et al., 2003]. Im Gegensatz dazu ist die Menge an Mitofilin in alternden
Rattenskelettmuskeln erhoht [O'Connell und Ohlendieck, 2009]. Desweiteren treten Veran-
derungen des Proteins in Zusammenhang mit oxidativem Stress auf. Dies aufert sich sowohl
in oxidationsbedingten Modifikationen von Cystein- und Tryptophan-Seitenketten [Suh et al.,
2004; Taylor et al., 2003] als auch in einer Reduktion der Proteinmenge [Magi et al., 2004].
Auch die Exposition von isolierten Rattenhirnmitochondrien mit dem reaktiven Dopamin-

chinon fuhrt zu reduzierten Proteinmengen von Mitofilin [Van Laar et al., 2008] sowie zu

kovalenten Modifikationen des Proteins, die seine Funktion beeintrédchtigen kénnten [Van
Laar et al., 2009].

Abbildung 5: Die Abwesenheit von Mitofilin fihrt zu grundlegenden Veranderungen der mitochondrialen
Ultrastruktur. Elektronenmikroskopische Bilder der Kontrolle (A und D) und von Mitofilin-siRNA-
behandelten HeLa-Zellen (B,C,E und F) nach einer ersten (A-C) und zweiten (D-F) Transfektionsrunde. Pfeile
weisen auf die zahlreichen Innenmembranschichten hin. GréRenmarker 250 nm. Aus John et al., 2005.

1.7.2 Mitofilin-ahnliches Protein in S. cerevisiae
Mitofilin wurde bisher in humanem Gewebe, Maus und Ratte nachgewiesen [Odgren
et al., 1996]. Auch die Béackerhefe besitzt ein Protein, das Mitofilin entfernt in seiner Amino-
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sauresequenz, vor allem aber in der aminoterminalen Lage der Transmembrandomane, der

Coiled coil-Region und einer konservierten carboxyterminalen Domane dhnelt (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Sequenzvergleich von Mitofilin-dhnlichen Proteinen verschiedener Organismen. Dargestellt
sind die Aminosauresequenzen Q16891 (Homo sapiens; H.s.), Q8CAQ8 (Mus musculus; M. m.), Q22505
(Caenorhabditis elegans; C. e.), Q7SFD8 (Neurospora crassa; N. c.) und von Fcjl (Saccharomyces cerevisiae;
S. c.). Die Lage der in allen Spezies vorhergesagten Transmembrandoméne ist unterstrichen und grau markiert,
vorhergesagte coiled coil-Regionen sind gelb markiert. Eine konservierte carboxyterminale Doméne ist schwarz
umrahmt. Die Sequenzanalyse wurde mit Hilfe des Programms ClustalW [Thompson et al., 1994] durchgefiihrt.
Markiert wurden identische Aminosduren (*) sowie konservative (:) und semi-konservative (.) Substitutionen.
[Rabl, Soubannier et al., 2009].
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Die Sequenzibereinstimmung mit humanem Mitofilin und Maus-Mitofilin betragt 13
bzw. 12 %. Fir dieses bisher uncharakterisierte Protein kodiert der offene Leserahmen
YKRO16w (FMP13, AIM28). Basierend auf den in der vorliegenden Arbeit prasentierten
Daten wird es im Folgenden als formation of crista junction protein 1 (Fcjl) bezeichnet. Die
Basischarakterisierung wurde kirzlich in unserer Arbeitsgruppe von Dr. Vincent Soubannier
durchgefuhrt: Zellfraktionierungs-Experimenten zufolge befindet sich Fcjl ausschlieRlich in
den Mitochondrien (Abbildung 7A). Wie humanes Mitofilin handelt es sich um eine
Komponente der mitochondrialen Innenmembran, deren carboxyterminaler Hauptteil in den
Intermembranraum ragt (Abbildung 7B und C).
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Abbildung 7: Fcjl ist ein Protein der mitochondrialen Innenmembran. (A) Subzellulare Fraktionierung
von Wildtyp-Hefezellen. In gleichen Proteinmengen (50 ug) von Hefezellen (Gesamt), Zytosol, Mikrosomen
(ER) und Mitochondrien (Mito) wurden mittels Western Blot die folgenden Proteine nachgewiesen: Erpl (ER),
Fcjl, Hxkl (Zytosol) und Tim44 (Mito). (B) Submitochondriale Lokalisierung von Fcjl. In Wildtyp-
Mitochondrien und durch osmotisches Schwellen erzeugten Mitoplasten (SW) wurden nach Behandlung mit
Proteinase K (PK) mittels Western Blot die Proteine Fcjl, Oxal, Tim44 und Tom20 nachgewiesen. f,
spezifisches Abbaufragment von Oxal. (C) Membranassoziation von Fcjl. Isolierte Hefemitochondrien des
Wildtyps wurden mit Natriumchlorid (NaCl) oder Natriumkarbonat (Na,COj) extrahiert. In den
membrangebundenen (P) und den léslichen Proteinfraktionen (S) wurden mittels Western Blot die angegebenen

Markerproteine nachgewiesen. Aus Rabl, Soubannier et al., 2009. Durchfiihrung Dr. Vincent Soubannier.

1.7.3 Die Deletion von Fcj1 fuhrt zur Veranderung der mitochondrialen Ultrastruktur

Die Deletion von Fcjl &ufert sich in einer drastischen Veranderung der mito-
chondrialen Ultrastruktur: Dr. Soubanniers Analysen elektronenmikroskopischer Aufnahmen
zufolge ist zwar die mitochondriale Flache im Vergleich zum Wildtyp nicht erhoht, jedoch ist
die Flache pro mitochondrialem Querschnitt in der Mutante verdoppelt. Verdoppelt ist auch
der Anteil der Innenmembranen relativ zur Auflenmembran. Dies ist auf die Akkumulation
isolierter Cristaevesikel zurickzuftihren. Die Cristae sind haufig in Form konzentrischer dicht

gepackter Membranstapel arrangiert. CJs fehlen vollstandig (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Die Deletion von Fcjl &ufert sich im Fehlen von CJs und in grundlegenden Veranderungen
der mitochondrialen Ultrastruktur. EM-Tomogramme chemisch fixierter Hefezellen. Dargestellt ist jeweils
ein Schnitt durch das Tomogramm (links) und eine oberflachengerenderte Ansicht (rechts) eines Wildtyp (WT)-
oder Afcjl-Mitochondriums. Die AuRenmembranen wurde blau eingeférbt und die Innenmembranen gelb. Pfeile
weisen auf Crista Junctions im Wildtyp hin. Aus Rabl, Soubannier et al., 2009. Durchfiihrung Dr. Vincent
Soubannier und Dr. Marek Cyrklaff.

Neben Fcjl duflert sich auch die Deletion der Untereinheiten Su e und Su g der F;Fo-
ATP-Synthase in einer veranderten Christaemorphologie. Dr. Soubannier zeigte, dass die
ungewdhnliche mitochondriale Ultrastruktur von Afcjl ebenso wenig auf verénderte Protein-
mengen von Su e oder Su g zurtickzufuhren ist, wie die Deletionen von Su e oder Su g die
Proteinmenge von Fcjl beeinflussen. Weiterhin sind auch die Mengen anderer mitochondrial
kodierter und kernkodierter Proteine, die an der Aufrechterhaltung verschiedener mitochon-
drialer Funktionen wie der Teilung und Fusion, der oxidativen Phosphorylierung oder dem

Proteinimport beteiligt sind, in keiner dieser drei Mutanten beeintréchtigt (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Die Deletionen von Fcjl, Sue und Su g haben keinen Einfluss auf die Mengen anderer
mitochondrialer Proteine. In den Gesamtzellextrakten von Wildtyp (WT), Afcjl, ASu e und ASu g wurden die
angegebenen Antikorper mittels Western Blot nachgewiesen. Aus Rabl, Soubannier et al., 2009. Durchfiihrung
Dr. Vincent Soubannier.
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1.7.4 Das Fehlen von Fcj1 beeintrachtigt nicht die oxidative Phosphorylierung

Neben der Verdnderung der mitochondrialen Ultrastruktur hat die Deletion von Fcjl
auch einen erhohten Verlust an mtDNA zur Folge, der je nach Zelldichte und
Wachstumsmedium zwischen 15 und 40 % variiert. In isolierten Mitochondrien der Mutante
beobachtete Dr. Soubannier zudem eine rund 30 %ige Reduktion der Respirationsrate sowohl
in Gegenwart von ADP (Status Ill) als auch ohne ADP (Status IV) im Vergleich zum
Wildtyp. Auch die maximale Entkopplungsrate ist um etwa 30 % reduziert. Anders als flr die
Herunterregulierung von Mitofilin in HeLa-Zellen beschrieben [John et al., 2005], ist auch
das Membranpotential AY leicht reduziert (Tabelle 1). Die Kopplung von Atmungskette und
F1Fo-ATP-Synthase (Status Ill/Status 1V) ist jedoch vergleichbar mit derjenigen des Wild-
typs. Somit sind Respirationsdefizite der Mutante eher auf den sekundéren Effekt des
mtDNA-Verlusts als auf primére Defekte der oxidativen Phosphorylierung zurtickzufihren.
Zusammenfassend hat Fcj1 nur eine geringe Sequenzéahnlichkeit mit humanem Mitofilin. Sein

struktureller Aufbau und der Deletionsphanotyp weisen es dennoch als Mitofilin-Ortholog

aus.

Bioenergetische Eigenschaften WT Afcjl

Entkoppelte Atmung 248.5 + 41.27 (n=3) 174.6 £ 30.9 (n=3)

(nmol Sauerstoff/ min/mg Protein) (70 % des WT)

Atmungskontrollrate (Status 111/ Status V) 3.01 £0.23 (n=3) 2.93 £ 0.09 (n=3)

Membranpotential A¥Y (AF/F) 0.285 £ 0.019 (n=3) 0.221 £ 0.032 (n=3)
(78 % des WT)

ATPase -Aktivitat (nmol Pi/min/mg Protein)

- Oligomycin 1393 + 231 (n=3) 1264 + 121 (n=3)
(91 % des WT)

+ Oligomycin 275 +- 93 (n=3) 256 + 102 (n=3)
(93 % des WT)

Tabelle 1: Bioenergetische Charakterisierung der Hefestdmme Wildtyp (WT) und Afcjl. Die Bestimmung
der bioenergetischen Eigenschaften wurde an isolierten Mitochondrien aus Zellen, die bei 30 °C auf Laktat-
medium angezogen worden waren, durchgefiihrt. Angegeben sind Mittelwerte und Standardabweichungen (&)
aus n Messungen. F, Fluoreszenz. Pi, anorganisches Phosphat. Nach Rabl, Soubannier et al., 2009.
Durchfiihrung Dr. Vincent Soubannier.
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1.8 Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den molekularen Mechanismus zu untersuchen, der
der Entstehung von Cristae und Crista Junctions in Mitochondrien zugrundeliegt. Konkret galt
das Interesse der Rolle von Fcjl bei der Ausbildung von Crista Junctions im
Modellorganismus S. cerevisiae. Zu Beginn dieser Arbeit war bekannt, dass Fcjl ein Protein
der mitochondrialen Innenmembran ist, aber nicht, welche Aufgabe es dort erfllt.

Daher galt es zunéchst, die Lokalisierung von Fcjl in der mitochondrialen
Innenmembran zu bestimmen. Zudem sollte untersucht werden, ob Fcjl die Fahigkeit zur
Ausbildung von Proteinkomplexen und zur Interaktion mit anderen Proteinen besitzt.

Ausgangspunkt fur weitere Untersuchungen war die Beobachtung, dass die Cristae in
elektronenmikroskopischen Aufnahmen des Stammes Afcjl keine Verbindung zum
Intermembranraum besitzen. Somit stellte sich die Frage, ob die Cristae in dieser Mutante
tatséchlich ein abgeschlossenes Subkompartiment bilden.

Um herauszufinden, inwieweit sich Manipulationen der Proteinmenge von Fcjl auf die
mitochondriale Ultrastruktur auswirken, sollten die Phanotypen von Uberexpression und
Herunterregulierung charakterisiert werden. Desweiteren galt es, die Folgen der Uber-
expression und Deletion von Fcjl auch auf biochemischer Ebene zu analysieren.

Ein besonderer Schwerpunkt lag auf dem potentiellen Zusammenhang zwischen Fcjl
und der F1Fo-ATP-Synthase. Man geht davon aus, dass die Oligomerisierung der F;Fo-ATP-
Synthase an der Bildung der Cristae beteiligt sind. Bei der Analyse des zugrundeliegenden
molekularen Mechanismus lag das Augenmerk auf den Untereinheiten Su e und Su g. Es galt
die Frage zu beantworten, ob diese Untereinheiten auch an der Entstehung und Gestalt der CJs
Anteil haben.
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2 Material und Methoden
2.1 Molekularbiologische Methoden

2.1.1 DNS-Amplifizierung durch Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) dient der Vervielfaltigung von DNS-Fragmenten
in vitro [Mullis et al., 1986; Saiki et al., 1988]. Mit Hilfe einer DNS-Polymerase und
spezifischer einzelstrangiger Oligonukleotide werden ausgewahlte DNS-Fragmente
amplifiziert, welche in den darauffolgenden PCR-Zyklen als Ausgangsmaterial zur
exponentiellen Vervielfaltigung dienen. Ein typischer PCR-Ansatz enthielt 1-100 ng der
DNS-Matritze (Plasmid- oder genomische DNS), 75 pmol der beiden Oligonukleotide, je
200 uM der vier Desoxynukleotide, 2-3 U einer thermostabilen DNS-Polymerase und 10 pl
des vom Hersteller der DNS-Polymerase mitgelieferten zehnfach konzentrierten
Reaktionspuffers in einem Gesamtvolumen von 100 pl. Je nach Art der Anwendung kamen
die Pfu-Polymerase aus Pyrococcus furiosus (Promega) oder die Tag-Polymerase aus
Thermus aquaticus (New England BiolLabs) zum Einsatz: Wegen ihrer 3‘-5°-Exonuklease-
aktivitat (proofreading), die die Fehlerrate bei der DNS-Synthese deutlich verringert, wurde
bei der Amplifikation von Klonierungsfragmenten die langsamerer Pfu-Polymerase
verwendet, wahrend die Tag-Polymerase, die keine proofreading-Aktivitat, jedoch eine
hohere Prozessivitat besitzt, zu analytischen Zwecken eingesetzt wurde. Ein typischer
Reaktionsverlauf im Mastercycler gradient der Firma Eppendorf begann mit einer
dreiminiitigen Vorinkubation bei 95 °C zur Denaturierung der doppelstrdngigen Matritze. Es
folgten 25 Reaktionszyklen, die sich aus Denaturierung der Matrizenstrange (1 min bei
95 °C), Anlagerung der spezifischen Oligonukleotide an die Matritze (1 min bei 45-60 °C, je
nach Nukleotidzusammensetzung und Lénge der homologen Bereiche von Matritze und
Oligonukleotiden) und DNS-Synthese (1-6 min bei 72 °C, je nach L&nge des Matrizenstrangs)
zusammensetzten. Die Temperatur zur Anlagerung der Oligonukleotide an die Matritze wurde
nach der ,2+4-Regel‘ (2 °C pro Aund T, 4 °C pro C und G) ermittelt. Fur die Dauer der DNS-
Synthese galten 30s pro 1kb fur die Tag-Polymerase und 2 min pro 1 kb fir die Pfu-
Polymerase aus Richtwerte. Die PCR-Reaktion endete mit einer zehnminitigen Inkubation
bei 72 °C zur Vervollstandigung unvollstandig synthetisierter DNS-Strénge. Die Grol3e des
entstandenen PCR-Produkts wurde auf einem Agarosegel kontrolliert. Vor der
Weiterverwendung wurde das DNS-Fragment tber ein Mikrozentrifugationssaulchen (siehe

2.1.2) oder ein praparatives Agarose-Gel (siehe 2.1.9) gereinigt.
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2.1.2 Reinigung von PCR-Produkten Uber Mikrozentrifugationssaulchen

Die Reinigung und Entsalzung von PCR—Produkten erfolgte mit Hilfe des E.Z.N.A.
Gel Extraction Kits der Firma PEQLAB. Dazu wurde das PCR-Produkt mit dem gleichen
Volumen an XP2-Bindepuffer verdinnt. Die Losung wurde auf ein Mikrozentrifugations-
séulchen geladen und dieses fur 1 min bei 9000 g in einer Tischzentrifuge zentrifugiert. Der
Durchfluss wurde verworfen und das Saulchen mit 0,3 ml Bindepuffer inkubiert und wie
beschrieben zentrifugiert. Anschlielend wurde die Membran mit 0,6 ml SPW-Waschpuffer
inkubiert, welcher nach einem zweiminutigen Inkubationsschritt durch Zentrifugieren entfernt
wurde. Erneute Zentrifugation nach dem Verwerfen der Waschldsung stellte die vollstandige
Entfernung der Waschldsung und des darin enthaltenen Ethanols sicher. Zur Elution der DNS
wurde die S&ulenmatrix mit 30-50 pl sterilem Wasser versetzt und nach 1 min durch

Zentrifugation in ein steriles 1,5 ml-Reaktionsgefal eluiert.

2.1.3 Isolierung von Plasmid-DNS aus E. coli

Die Extraktion von Plasmid-DNS aus Bakterienzellen beruhte auf dem Prinzip von
Birnboim und Doly (modifiziert nach Birnboim und Doly, 1979): Die alkalische Lyse der
Bakterien fihrt zur Denaturierung aller Nukleinséauren und Proteine, wéhrend bei der
anschlieBenden Neutralisierung nur Plasmid-DNS korrekt renaturiert und somit in Ldsung
bleibt. Chromosomale DNS und Proteine aggregieren und fallen aus.

Zur lIsolierung kleine Mengen an Plasmid-DNS (Minipraparation) wurden E. coli-
Zellen in LB-Medium, das 100 pg/ml Ampicillin enthielt, Gber Nacht angezogen. 1,5 ml
dieser Kultur wurden durch Zentrifugation fir 1 min bei 16000 g in einer Eppendorf-
Tischzentrifuge pelletiert, der Uberstand wurde verworfen. Der Rest der Kultur wurde zur
maoglichen spéteren Verwendung bei 4 °C gelagert. Die Bakterien wurden in 100 pl Lésung 1
resuspendiert und durch Zugabe von 200 pl Lésung 2 lysiert. Nach einem finfmindtigen
Inkubationsschritt auf Eis wurden die Ansdtze mit 150 ul Loésung 3 neutralisiert, kurz
geschiittelt und nochmals wahrend 5-10 min auf Eis inkubiert. Ausgefallene Proteine,
chromosomale DNS und Zelltrimmer wurden fir 10 min bei 16000 g bei 4 °C sedimentiert.
Der Uberstand wurde in ein frisches 1,5 ml-ReaktionsgefaR iberfihrt und die darin
befindliche Plasmid-DNS durch Ethanolfallung gereinigt (siehe 2.1.7). Die getrocknete DNS

wurde in 50 pl sterilem Wasser mit 50 pg/ml Ribonuklease A aufgenommen.

24



2 Material und Methoden

Losung 1 50 mM Glukose; 10 mM EDTA,; 25 mM Tris/HCI; pH 8,0
Losung 2 0,2 M NaOH; 1 % (w/v) SDS
Losung 3 3 M Natriumacetat; pH 4,8

Die Préaparation groerer Mengen an Plasmid-DNS mit hoherer Reinheit
(Midipréparation) erfolgte mit dem PureYield™ Midipreparation Kit der Firma Promega nach
dem mitgelieferten Protokoll: 50-100 ml einer E. coli-Ubernachtkultur wurden wihrend 5 min
bei 3000 g in einem JA20-Rotor abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Zellsediment in 6 ml Cell Resuspension Solution aufgenommen. Eine dreiminutige Inkubation
mit 6 ml Cell Lysis Solution flhrte zur Lyse der Bakterienzellen. Vorsichtiges Mischen mit
10 ml Neutralization Solution und ein erneuter dreiminutiger Inkubationsschritt fihrten zur
Féallung von chromosomaler DNS und Proteinen. Der durch Zentrifugation fur 15 min bei
15000 g gewonnene Uberstand wurde durch das Anlegen eines Vakuums nacheinander durch
zwei im Kit enthaltene Saulen (Clearing Column und Binding Column) gesaugt, wobei erstere
der Reinigung und letztere der Bindung der DNS an eine Silica-Membran diente. Nachdem
auch 20 ml Column Wash Solution durch die zweite S&ule gesaugt worden waren, wurde das
Vakuum zum Trocknen der Membran fur weitere 30-60 s aufrechterhalten. Zur Elution der
DNS wurden 600 pl Nuklease-freies Wasser durch die Membran zentrifugiert (5 min bei

3000 g) und in einem 50 ml Reaktionsgefal gesammelt.

Cell Resuspension Solution 10 mM EDTA,; 100 pg/ml RNase A, 50 mM Tris/HCI; pH 7,5

Cell Lysis Solution 0,2 M NaOH; 1 % (w/v) SDS

Neutralization Solution 759 mM Kaliumacetat; 2,12 M Essigsaure; 4,09 M Guanidiniumhydro-
chlorid; pH 4,8

Column Wash Solution 60 % (v/v) Ethanol; 60 mM Kaliumacetat; 0,04 mM EDTA; 8,3mM

Tris/HCI; pH 7,5

2.1.4 Isolierung von genomischer DNS aus S. cerevisiae

Zur Gewinnung genomischer DNS aus S. cerevisiae wurden Zellen des
entsprechenden Hefestammes Uber Nacht in einem geeigneten Kulturmedium (siehe 2.2.2)
angezogen. Die Zellen aus 1,5 ml Suspension wurden durch Zentrifugation fir 30s bei
16000 g in einer Tischzentrifuge geerntet und in 200 pl Aufschlusspuffer resuspendiert. Der
Ansatz  wurde mit 0,3g Glaskugeln (Durchmesser 0,45 mm) und 200 pl
Phenol:Chloroform:lsoamylalkohol (25:24:1) versetzt und fir 3 min auf einem Vortex-
Schdttler kraftig durchmischt, um die Zellen aufzuschlielen. Durch Zentrifugation wahrend
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15 min bei 16000 g wurden die Phasen getrennt. Nach Uberfiihrung der wassrigen Phase in
ein frisches 1,5 ml-ReaktionsgefaR wurde die darin befindliche DNS mit Ethanol geféllt
(siehe 2.1.7) und in 30 pl Wasser aufgenom-men.

Aufschlusspuffer 100 mM NaCl; 1% SDS; 1 mM EDTA,; 10 mM Tris/HCI; pH 8,0

2.1.5 Konzentrationsbestimmung von DNS

Die Konzentration von DNS-L6sungen wurde in einem Spektralphotometer durch
Messung der Extinktion bei 260 nm (OD2g) bestimmt. Um eine Messung im linearen Bereich
(ODggp 0,1-1) zu gewadhrleisten, wurden die Lésungen gegebenenfalls mit Wasser verdinnt.
Eine ODyg von 1 entspricht 50 pg/ml doppelstrangiger DNS. Das Absorptionsmaximum von
Proteinen liegt bei 280 nm. Somit konnte Uber das Verhéltnis OD24/OD5go die Reinheit der
DNS abgeschétzt werden. Als rein galt eine DNS-L6sung mit einem Quotienten von etwa 1,8.

2.1.6 Restriktionsverdau

Die sequenzspezifische Spaltung von Plasmid-DNS und PCR-Fragmenten erfolgte mit
Hilfe wvon Restriktionsendonukleasen der Firma New England BioLabs. Ein
Restriktionsansatz mit 1 pug DNS enthielt neben 1-2 U des Restriktionsenzyms auch die vom
Hersteller mitgelieferten zehnfach konzentrierten Puffer. Die Ansétze wurden flir mindestens

zwei Stunden oder tber Nacht bei der vom Hersteller angegebenen Temperatur inkubiert.

2.1.7 Ethanolfallung

Mit Hilfe der Ethanolfallung wurde DNS wurde aufkonzentriert oder von Salzen
befreit. Die wéssrige DNS-L6sung wurde mit 1/10 VVolumen einer 3 M Natriumacetat-Ldsung
gemischt. Zur Fallung der DNS wurde dieser Ansatz mit 2,5 Volumina eiskaltem Ethanol
versetzt und fir mindestens 30 min bei -20 °C inkubiert. Nach Zentrifugation fur 30 min bei
18000 g und 4 °C wurde das Prazipitat mit eiskaltem 70 %igem (v/v) Ethanol gewaschen und
erneut pelletiert. Schliellich wurde die DNS getrocknet und in sterilem Wasser

aufgenommen.
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2.1.8 Agarosegelelektrophorese

Die groRenabhéngige Auftrennung von DNS-Fragmenten erfolgte mittels horizontaler
Gelelektrophorese. Je nach GroRe der zu trennenden Fragmente wurden 1-2 % (w/v) Agarose
durch Aufkochen in TAE-Puffer geldst und bis zur Verwendung bei 65 °C gelagert. Das der
Detektion der DNS dienende Etidiumbromid wurde den Gelen vor der Polymerisierung in
einer Endkonzentration von 0,5 pg/ml zugegeben. Die DNS-Proben wurden mit flinffach
konzentriertem Auftragspuffer versetzt, auf ein Agarosegel mit der geeigneten PorengroRe
aufgetragen und bei einer Feldstarke von 15 V/cm elektrophoretisch aufgetrennt. Nach
Beendigung der Elektrophorese wurden die DNS-Banden in einem UV-Transilluminator
(GDS-7900 System, UVP) sichtbar gemacht. Zur GrolRenabschatzung der DNS-Fragmente
dienten GroRenstandards der Firma New England BioLabs (DNA Ladder 1 kb und DNA
Ladder 100 bp).

TAE-Puffer 40 mM Tris/Acetat; 20 mM Natriumacetat; 1 mM EDTA,; pH 7,5
Auftragspuffer 6 % (w/v) Glycerol; 1 mM EDTA; 0,01 % (w/v) Bromphenolblau; 0,01 % (w/v)
Xylencyanolblau; pH 8,0 (Endkonzentrationen)

2.1.9 Isolierung von DNS—Fragmenten aus Agarosegelen

Zur Reinigung von DNS-Fragmenten wurden diese zundchst Uber ein praparatives
Agarosegel aufgetrennt. Die entsprechenden Banden wurden mit einem sterilen Skalpell unter
UV-Licht aus dem Gel ausgeschnitten, wobei die UV-Exposition zur Vermeidung von DNS-
Schéden mdglichst kurz gehalten wurde. Die Extraktion der DNS erfolgte mit dem E.Z.N.A
Gel Extraction Kit der Firma PEQLAB. Dabei wurde das Agarosestick mit einem der Masse
entsprechenden Volumen an XP2-Bindepuffer versetzt (z.B. 0,3 ml fur ein Gelstiick von
0,39) und unter gelegentlichem Schitteln bis zur Auflésung der Agarose bei 55-60 °C
inkubiert. Das weitere Verfahren entspricht dem unter 2.1.2 beschriebenen.

2.1.10 Ligation von DNS-Fragmenten

Zur Ligation zweier DNS-Fragmente wurden deren Mengen zun&chst (ber ein
Agarosegel abgeschatzt. Pro Ligationsansatz wurden 50-200 ng des linearisierten Vektors und
ein 3-7facher molarer Uberschuss des zu inserierenden DNS-Fragments eingesetzt. Ein 20 pl-
Ansatz enthielt auBerdem 0,5U T4-DNS-Ligase (New England BiolLabs), 2 ul des vom

Hersteller mitgelieferten zehnfach konzentrierten Reaktionspuffers und die entsprechende
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Menge an deionisiertem Wasser. Die Ligation erfolgte tiber Nacht bei 16 °C oder wahrend 1 h
bei 37 °C.

Reaktionspuffer 50 mM Tris-HCI; 10 mM MgCly; 10 mM DTT; 1 mM ATP; 25 ug/ml BSA; pH 7,5

(Endkonzentrationen)

2.1.11 Praparation transformationskompetenter Zellen von E. coli

Zur Herstellung elektrokompetenter Zellen wurden 2 | LB-Medium mit 50 ml einer
Vorkultur des E. coli-Stamms XL1-blue auf eine ODszg von 0,05 angeimpft. Die Kultur
wurde bei 37 °C bis zu einer ODszg von etwa 0,5 geschittelt. Ab dem folgenden Schritt
wurden alle verwendeten Behaltnisse und Lésungen bei 4 °C vorgekihlt. Die Zellen wurden
fiir 30 min auf Eis inkubiert und anschlieRend wéhrend 15 min bei 2700 g und 4 °C im JA10-
Rotor pelletiert. Das Zellpellet wurde nacheinander mit 1000 ml, 500 ml und 100 ml
10 % (v/v) Glycerol gewaschen. Nach jedem Waschschritt wurde fir 15 min bei 2700 g und
4 °C zentrifugiert. Nach der Entfernung des Uberstands wurden die Bakterien in 1 ml
10 % (v/v) Glycerol resuspendiert und in Portionen von je 60 pl aliquotiert. Die Aliquots
wurden bis zur Verwendung bei -80 °C gelagert.

2.1.12 Transformation von E. coli mit Plasmid-DNS

Die Einschleusung rekombinanter Plasmid-DNS in E. coli-Zellen erfolgte durch
Elektroporation. Pro Transformationsansatz wurde ein Aliquot elektrokompetenter Zellen
(siehe 2.1.11) auf Eis aufgetaut und mit 0,5 pl Plasmid-DNS oder 1 pl einer Plasmid Mini-
oder Midipraparation (siehe 2.1.3) versetzt. Die Suspension wurde in eine sterile eisgekuhlte
Elektroporationskivette Uberfuhrt und in einem Elektroporationsgerdt mit Spannungspulsen
transformiert (2,5 kV; 400 Q; 25 uF). Im Anschluss wurde die Zellsuspension schnell in 1 ml
LB-Medium aufgenommen und zur Ausbildung der Resistenz gegen das Antibiotikum
Ampicillin fiir 30-60 min bei 37 °C geschuttelt. Schlielich wurden die Zellen auf LB-Platten
mit 100 pg/ml Ampicillin ausplattiert und tber Nacht bei 37 °C inkubiert.

2.1.13 Transformation von S. cerevisiae mit Plasmid-DNS oder PCR-Fragmenten
Die Préparation kompetenter Hefezellen fiir die Tranformation mit Plasmid-DNS oder

PCR-Fragmenten erfolgte nach einem Protokoll von Gietz [Gietz et al., 1995]. Eine Kultur
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des entsprechenden Hefestamms wurden tber Nacht bei 30 °C in geeignetem Kulturmedium
angezogen (siehe 2.2.2), am ndchsten Morgen auf eine ODs7g von etwa 0,15 in 50 ml verdiinnt
und weiter kultiviert. Bei Erreichen einer ODs7g zwischen 0,4 und 1 wurden die Zellen in
einem sterilen Zentrifugationsréhrchen bei 3000 rpm fur 5 min sedimentiert, mit sterilem
Wasser gewaschen, in 1 ml 100 mM Lithiumacetat aufgenommen und in ein 1,5-ml
Reaktionsgefall uberfuhrt. Alternativ wurden Zellen von einer Agarplatte mit einer Impfose in
ein 1,5 ml-ReaktionsgefaR tberflhrt, einmal mit sterilem Wasser gewaschen, durch 30 s bei
9000 g in einer Tischzentrifuge sedimentiert und nach Abnahme des Uberstands in 1 ml
100 mM Lithiumacetat aufgenommen. Die geernteten Zellen wurden in der Tischzentrifuge
pelletiert, erneut in 400 pl 100 mM Lithiumacetat suspendiert und sofort fur die
Transformation eingesetzt. Pro Transformationsansatz wurde ein 50 pl-Aliquot der
kompetenten Zellen wie beschrieben zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das
Zellpellet wurden in genau dieser Reihenfolge mit 240 pl PEG 3350 (50 % (w/v)), 36 ul 1 M
Lithiumacetat, 5 pl einzelstrangiger Lachsspermien-DNS (10 mg/ml), 80 pl sterilem Wasser
und der zu transformierenden DNS (5-10 pl einer Plasmid-Midipréparation oder 20 ul eines
gereinigten PCR-Ansatzes flr die Transformation mit einer Rekombinationskassette) versetzt.
Die Negativkontrolle enthielt alle Komponenten auBer der DNS. Die Ansatze wurden
wahrend 1 min kraftig gemischt und unter leichtem Schtteln 30 min bei 30 °C inkubiert. Es
folgte ein Hitzeschock fir 20 min bei 42 °C. Nach Ende der Inkubationszeit wurden die
Zellen sofort durch Zentrifugation sedimentiert, in 100 pl sterilem Wasser resuspendiert und
auf Platten mit dem entsprechenden Selektivmedium plattiert. Die Selektion auf positive

Klone erfolgte Gber die entsprechenden Auxotrophiemarker.

2.1.14 DNS-Sequenzierung

Mit der Sequenzierung von DNS-Fragmenten nach der Kettenabbruchmethode von
Sanger [Sanger et al., 1977] wurde die Firma Medigenomix (Martinsried) beauftragt. Die
DNS in Form von Mini- oder Midi-Préparationen ebenso wie die bendtigten Oligonukleotide
wurden der Firma zur Verfligung gestellt. Die erhaltenen DNS-Sequenzen wurden mit den
Programmen DNAMAN (Version 4.22, Lynnon BioSoft., Pointe-Claire, Kanada) und

Chromas (Version 1.45, Conor McCarthy, Southport, Australien) ausgewertet.

29



2 Material und Methoden

2.1.15 Verwendete Vektoren
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Abbildung 10: Schematische Darstellung von pCM189 [Gari et al., 1997]
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Abbildung 11: Schematische Darstellung von pY X242 (Novagen)

30



2 Material und Methoden

2.1.16 Verwendete Plasmide

Name Kodiertes Details Ausgangsvektor Referenz
Protein
pY X242-Fcjl- Fcjl Uberexpression von Fcjl pY X242 Diese Arbeit
FL
pYX242-Fcjl-  Fcjl-His6 Carboxyterminal His- pY X242 Diese Arbeit
His6 markierte Variante von Fcjl
pYX242-Fcjl- Fcjl-Hisl2 Carboxyterminal His- pY X242 Diese Arbeit
His12 markierte Variante von Fcjl
pCM189-Fcjl Fcjl Doxyzyklin-regulierbare pCM189 Diese Arbeit
Uberexpression von Fcjl
pVT100U- GFP Matrix-dirigierte Variante pVvT100U [Westermann und
mtGFP von GFP Neupert, 2000]
pYX232- GFP Matrix-dirigierte Variante pY X232 [Westermann und
mtGFP von GFP Neupert, 2000]

Tabelle 2: Verwendete Plasmide

2.1.17 Klonierungsstrategien

Klonierung von pCM189-Fcj1

Der offene Leserahmen (OLR) von FCJ1 wurde mittels PCR mit den
Oligonukleotiden Fcjlfo und overFcjlrev aus genomischer DNS des Wildtyp-Hefestamms
W303a amplifiziert. Das resultierende DNS-Fragment wurde Gber die im Oligonukleotidpaar
enthaltenen Restriktionsschnittstellen Ncol und Notl in den Vektor pCM189 [Gari et al.,
1997] kloniert.

Fcjlfo 5’- CCC CCC ATG GCA ATG CGA AGA ACT ACT GCCTCACG -3’
overFcjlrev 5’- CCCCGC GGC CGC TCACAACGT CCTTATTTCACAGTCTTC-3

Klonierung von pY X242-Fcj1-FL, pY X242-Fcjl-His6 und pYX242-Fcj1-His12

Zur Generierung des Plasmids pYX242-Fcjl-FL wurde der OLR von FCJ1 mittels
PCR mit den Oligonukleotiden FcjlFLfo und FcjlFLrev aus genomischer DNS des Wildtyp-
Hefestamms W303a amplifiziert. Das resultierende DNS-Fragment wurde Uber die im
Oligonukleotidpaar enthaltenen Restriktionsschnittstellen Ncol und Xhol in den Vektor
pY X242 (Novagen) kloniert. Die Erzeugung der Plasmide pYX242-Fcjl-His6 und pYX242-
Fcjl-Hisl2 erfolgte analog, anstelle von FcjlFLrev wurden jedoch die Oligonukleotide

Fcj1His6rev und FcjlHis12rev verwendet.
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FcjlFLfo
FcjlFLrev-
FcjlHis6rev

FcjlHis12rev

5’-CCC CCC ATG GCA ATG CTA AGA ACT ACT GCC TCACG-3’
5-CCCCCT CGAGTC ACAACGTCCTTATTT CACAGTCTT C-3
5’- CCC CCT CGA GTC AGT GAT GGT GAT GGT GAT GCA ACG TCCTTATTT CAC
AGT CTTC -3

5’- CCC CCT CGA GTC AGT GAT GGT GAT GGT GAT GGT GAT GGT GAT GGT GAT
GCAACGTCCTTATTT CACAGTCTTC-3

2.2 Methoden der Hefegenetik

2.2.1 Verwendete Stamme von S. cerevisiae

Stamm Genotyp Referenz
MAT ¢, ade2-1, his3-1,1,15 leu2,112 trpl ura23- [Rothstein und
W303a
53, kan1-100 Sherman, 1980]
BY4741 Mat a his341, leu240, met1540, ura340 Euroscarf
] Mat a his341, leu240, met1540, ura340, FCJ1- Open
Fcj1-TAP (BY4741) )
TAP-HIS3MX6 Biosystems
] MAT«, ade2-1, leu2,112 trpl ura23-53, canl- ] ]
Afcjl (W303) Diese Arbeit
100, FCJ1::his3MX6
] Mat a, leu240, met1540, ura3A40,
Afcjl (BY4741) Euroscarf
FCJ1::HIS3MX6
A Mat a his341, leu240, metl540, ura340, Open
su e
SU E::KANMX Biosystems
A Mat a his341, leu240, metl540, ura340, Open
su
| SU G::KANMX Biosystems
] Mat a his341, leu240, metl540, ura340, ) ]
Afcjl/Asu e Diese Arbeit
FCJ1::HIS3MX®6, SU E::KANMX
Mat a his341, leu240, metl540, ura340, pjese Arbeit

Afcjl/Asu g

FCJ1::HIS3MX6, SU G::KANMX

Tabelle 3: verwendete Hefestamme

2.2.2 Methoden der Kultivierung von S. cerevisiae

Die Kultivierung von Hefezellen erfolgte nach Standardprotokollen [Guthrie und Fink,
1991]. Als Standardmedien dienten Laktat-Medium (nicht fermentierbare Kohlenstoffquelle)

oder YPD (fermentierbare Kohlenstoffquelle) (siehe 2.6). Enthielten die kultivierten
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Hefestdmme Plasmide mit Auxotrophiemarkern, so wurden Selektivmedien mit den gleichen
Kohlenstoffquellen verwendet, jedoch fehlten die entsprechenden Markeraminosduren.
Flussigkulturen wurden bei 140 rpm und 30 °C geschittelt, Kulturen auf Agarplatten wurden
bei 30 °C im Brutschrank inkubiert.

Zur Herstellung von Stammkulturen wurden Zellen von Agarplatten mit einer sterilen
Impfdse in 15 % (v/v) Glycerol suspendiert. Die Lagerung erfolgte bei -80°C. Zur
Kultivierung bestimmter Hefestimme wurden Aliquots der Stammkulturen auf geeigneten

Agarplatten plattiert und kultiviert, bevor sie in Flussigkulturen tberfiihrt wurden.

2.2.3 Deletion von FCJ1 in haploiden Hefestammen

Zur Erzeugung der haploiden Stamme Afcjl (W303 Hintergrund), Afcjl/Asue und
Afcjl/Asu g wurde der OLR FCJ1 in den Stammen W303, Asu e (BY4742-Hintergrund) und
Asu g (BY4742-Hintergrund) deletiert. Die Deletion erfolgte Gber homologe Rekombination
einer Deletionskassette in den FCJ1-Lokus. Die Deletionskassette wurde mittels PCR mit
Hilfe der Oligonukleotide FcjlHIS3up und Fcj1HIS3rev erzeugt, als Matritze diente das
Plasmid pFA6a-His3MX6 [Wach et al., 1997]. Das entstandene DNS-Fragment wurde nach
Reinigung uber ein préparatives Agarose-Gel in den entsprechenden Hefestamm transformiert

(siehe 2.1.13). Die Selektion erfolgte tber Selektivmedium ohne Histidin.

Fcj1HIS3up 5’-AAA GGC ATA AGA ACG CAT TGA AAA GTC TAA AAA ACT AAT ATT CGT CGT
ACG CTG CAG GTC GAC-3

FcjlHIS3rev  5-TTG AGG TGT AAT GAC GTA CAT CTC TTT TCT CTT TGT ATT ATT CTT ATC
GAT GAATTC GAG CTC-3’

2.2.4 Uberpriifung eines Rekombinationsereignisses in S. cerevisiae

Einzelkolonien positiver Klone wurden steril in ein PCR-ReaktionsgefaR tberflhrt
und 10min bei RT mit 50 ul Zymolyase-Lésung (20 U/ml) inkubiert. Nach 1 min
Zentrifugation bei 9000g in einer Eppendorf-Tischzentrifuge wurde der Uberstand
verworfen. Das Sediment wurde 5 min bei 95 °C erhitzt und anschlieRend mit einem PCR-
Reaktionsansatz versetzt, welcher die Oligonukleotide Fcjlupstream und Fcjldownstream
enthielt. Diese binden an homologe Bereiche upstream und downstream des ORLs FCJ1.
Mittels PCR wurde ein DNS-Fragment erzeugt, dessen L&nge in Anwesenheit des intakten
OLRs 2,2 kb, nach erfolgreicher Disruption jedoch nur 2,0 kb betrégt.
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Fcjlupstream 5-GGT AATTTTCTT GCATTT CC-3°
Fcjldownstream S-TCT TCT TTATTA AAG CCT CC-3’

2.2.5 Analyse des Wachstumsphanotyps

Die Analyse des Wachstumsph&notyps erfolgte mit dem sogenannten ,Tupfel-Test".
Von einer exponentiell wachsenden Hefekultur wurde die ODs7g bestimmt und ein Aliquot
von 10D entnommen. Die Zellen wurden fur 1 min bei 9000 g zentrifugiert und nach
Abnahme des Uberstands in sterilem Wasser aufgenommen, so dass die OD 0,7 betrug. Von
dieser Suspension und fiinf aufeinanderfolgenden Zehnfach-Verdiunnungen wurden jeweils
3 pl auf eine YPD- oder YPG-Platte getropft. Nach zwei (YPD) bis drei Tagen (YPG) bei
30 °C wurde das Wachstum der Zellen ausgewertet.

Alternativ wurde das Wachstum in Flissigmedium untersucht. Die Zellen wurden in
der logarithmischen Phase kultiviert und vor Beginn des Experiments mindestens dreimal
verdunnt. Anschlieend wurde in ein- bis zweistiindigen Abstanden die ODszg wéhrend der
frihen bis spaten logarithmischen Wachstumsphase gemessen. Mit Hilfe des Programms
Excel (Microsoft Office 2003) wurde ausgehend von der Geradensteigung die Generationszeit

bestimmt. Pro Stamm wurde der Mittelwert aus vier unabhangigen Experimenten ermittelt.

2.2.6 Bestimmung des Anteils an rho®-Zellen

Von einer logarithmisch wachsenden Flissigkultur wurde ein Aliquot abgenommen
und 1 min bei 9000 g zentrifugiert. Nach Abnahme des Uberstands wurde das Zellpellet in
sterilem Wasser aufgenommen und unter der Annahme, dass 1 ml bei 1 ODs7g etwa 2,7 x 10°
Zellen enthalt, auf 10° Zellen/ml verdiinnt. Von dieser Verdiinnung wurden etwa 200 Zellen
auf YPG-Platten, die mit 0,1 % (w/v) Glukose supplementiert worden waren, ausgestrichen.
Nach mindestens einer Woche Inkubation bei 30 °C wurde der Anteil der kleineren, helleren

und regelmaRig geformten Kolonien an der Gesamtzahl der Hefekolonien bestimmt.

2.3 Zellbiologische Methoden

2.3.1 Praparation von Gesamtzellextrakten aus S. cerevisiae
Gesamtzellextrakte aus S. cerevisiae wurden durch alkalische Lyse gewonnen
(modifiziert nach Yaffe und Schatz, 1984). 1-2 ODs;g einer exponentiell wachsenden

Hefekultur wurden durch einmindtige Zentrifugation bei 16000 g in einer Eppendorf-
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Tischzentrifuge geerntet. Die Zellen wurden in 250 pl 50 mM Tris/HCI pH 8,0 aufgenommen
und anschlielend mit 50 ul Aufschlusspuffer versetzt und gut gemischt. Nach 10 min
Inkubation auf Eis wurden die Proteine mit 220 pl 72 % (w/v) TCA geféllt wie unter 2.4.2

beschrieben und in SDS-Probenpuffer aufgenommen.

Aufschlusspuffer 1,85 M NaOH; 7,4 % (v/v) B-Mercaptoethanol; 20 mM PMSF

2.3.2 Isolierung von Mitochondrien aus S. cerevisiae

Zur die Praparation von Mitochondrien aus S. cerevisiae wurden eine Hefekultur von
einer frischen Agarplatte angeimpft und bei 30 °C geschittelt. Die Vorkultur wurde
mindestens dreimal auf eine ODs7g von 0,05-0,2 verdiinnt, wobei das Gesamtvolumen der
Kultur schrittweise erhoht wurde. Ein Ubergang der Kultur in die stationdre Phase wurde
vermieden. Die Hauptkultur (4-121) wurde je nach Generationszeit des jeweiligen
Hefestamms auf eine ODs7g von 0,05-0,3 angeimpft und Gber Nacht bis zum Erreichen einer
ODs7g von 0,8-1,3 kultiviert. Generell wurden alle Hefestdimme auf Laktatmedium angezogen.
Zellen ohne Plasmid wurden auf Vollmedium kultiviert. Enthielten die Zellen ein Plasmid,
wurde sie auf Selektivmedium, das mit 0,1 % Glukose supplementiert wurde, angezogen. Nur
fur atmungsdefiziente Staimme wurden Medien mit fermentierbarer Kohlenstoffquelle benutzt.

Die Isolation der Mitochondrien erfolgte im Wesentlichen nach einem Protokoll von
Daum [Daum et al., 1982]. Die Hefezellen wurden durch 5 min Zentrifugation in einem
JLA 8.100 Rotor bei 4000 g geerntet, in Wasser resuspendiert und einem JA10-Rotor durch
Zentrifugation fir 5 min bei 1500 g gewaschen. Nachdem das Nassgewicht der Zellen
bestimmt worden war, wurden sie in 2 ml DTT-Puffer pro 1 g Nassgewicht resuspendiert und
fur 10 min bei 30 °C unter Schutteln inkubiert. Anschlieend wurden die Zellen fur 5 min bei
1500 g zentrifugiert und in 4 ml Sorbitolpuffer pro 1g Nassgewicht gewaschen. Das
Zellsediment wurde erneut im gleichen Volumen Sorbitolpuffer resuspendiert. Diesem
wurden pro 1 g Nassgewicht 6 g Zymolyase, welche zuvor in 1 ml Sobitolpuffer geldst
worden waren, zugeflgt. Ein Inkubationsschritt von 30-60 min unter leichtem Schutteln bei
30 °C fihrte zur Zerstorung der Zellwande und damit zur Bildung von Spheroblasten, welche
durch Sorbitol osmotisch stabilisiert werden. Die Spheroblastenbildung wurde kontrolliert,
indem 10 pul dieser Zellsuspension in einer Kuvette mit 1 ml entsalztem Wasser gemischt und
anschlief’end sofort der Verlauf der ODs;g verfolgt wurde. Eine rasche Abnahme der ODs7g
auf ca. 10-20 % des Ausgangswerts, welche auf die osmotische Lyse der Spheroblasten

zuriickzufuhren ist, zeigt eine gute Sphaeroblastisierung an. Die Spheroblasten wurden im
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JA10-Rotor fiir 5 min bei 1500 g sedimentiert und vorsichtig in 6 ml Homogenisierungspuffer
pro 1 g Nassgewicht aufgenommen. Auch alle weiteren Schritte wurden auf Eis oder bei 4 °C
durchgefuhrt. Der Zellaufschluss erfolgt durch 15maliges Homogenisieren in einem
Glashomogenisator. Die Anreicherung der Mitochondrien erfolgte durch differentielle
Zentrifugation: nicht aufgeschlossene Zellen, Zellfragmente und Zellkerne wurden durch
zweimalige Zentrifugation fir 5min bei 2000g in einem JA20-Rotor entfernt. Durch
Zentrifugation fiir 12 min bei 13000 g im JA20-Rotor wurden aus dem Uberstand die
Mitochondrien gewonnen. Ein erneuter Zentrifugationsschritt wahrend 5 min bei 2000 g sollte
die Reinheit der Mitochondrienpraparation erhéhen. Aus dem Uberstand wurden die
Mitochondrien erneut durch Zentrifugation fiir 12 min bei 12000 rpm im JA20-Rotor isoliert.
Die so angereicherte mitochondriale Fraktion wurde in etwa 1 ml HS-Puffer aufgenommen.
Nach Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford wurde die Mitochondrien mit HS-
Puffer auf 10 mg/ml verdinnt, in Aliquots von 100 ul portioniert, in flissigem Stickstoff

eingefroren und bei -80 °C gelagert.

DTT-Puffer 10 mM DTT; 00 mM Tris/SOy; pH 9,4

Sorbitolpuffer 1,2 M Sorbitol; 20 mM KP;; pH 7,4

Homogenisierungpuffer 0,6 M Sorbitol; 20 MM HEPES; 1 mM EDTA; 1 mM PMSF; 0,2 % (w/v)
fettsurefreies BSA; pH 7,4

HS-Puffer 20 mM HEPES; 0,6 M Sorbitol; pH 7,4

2.3.3 Anreicherung isolierter Mitochondrien mittels diskontinuierlichem
Saccharosegradienten

Sollte die Reinheit isolierter Mitochondrien erhoht werden, wurde bei der
Mitochondrienpréparation nach dem ersten Zentrifugationsschritt bei 13000 g eine
diskontinuierliche Dichtegradientenzentrifugation eingeschoben. Dazu wurden in einem
SW 41Ti-Zentrifugationsréhrchen eine hochmolekulare ~ mit  niedermolekularen
Saccharoselosungen Uberschichtet. Ein Gradient bestand aus 1,75 ml 60 %iger, 1,75 ml
50 %iger, 4 ml 32 %iger, 1,75 ml 23 %iger und 1,5ml 15 %iger Saccharoseldsung. Die
pelletierten Mikrosomen aus 10 | Hefekultur wurden in 3 ml kaltem HS-Puffer (siehe 2.3.2)
aufgenommen. Jeweils 1 ml dieser Suspension wurde auf einen eisgekihlten Gradienten
aufgetragen. Nach 2 h Zentrifugation bei 130000 g und 4 °C wurde die zwischen den beiden

untersten Saccharosekissen befindliche Mikrosomenfraktion, die die Mitochondrien enthielt,
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mit einer Pipette abgenommen und mit kaltem HS-Puffer verdiunnt. Nach dieser

Unterbrechung wurde die Mitochondrienisolation fortgeftihrt, wie unter 2.3.2 beschrieben.

Saccharoselésungen 15-60 % Saccharose; 1 mM EDTA; 20 mM HEPES; pH 7,4

2.3.4 Generierung von Mitoplasten durch osmotische Schwellung

Um die AuBenmembran isolierter Mitochondrien selektiv durch osmotisches
Schwellen aufzubrechen, wurden die in HS-Puffer gelagerten Mitochondrien mit kaltem H-
Puffer fnfzigfach verdinnt. Die Inkubation mit 200 pg/ml Proteinase K auf Eis fiihrte zum
Verdau der Proteine des Intermembranraums. Nach 25 min wurde die Proteolyse wurde durch
Zugabe von 2 mM frisch angesetztem PMSF beendet. Nach einem weiteren Inkubationsschritt
auf Eis fur 5 min wurden die Mitoplasten durch Zentrifugation fur 10 min bei 13000 g und
4°C sedimentiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Sediment in HS-Puffer
aufgenommen. Zur Inaktivierung der Proteinase K wurden die Mitoplasten wurden mit TCA
gefallt (siehe 2.4.2). Die Proben wurden in SDS-Probenpuffer aufgenommen, 3 min bei 95 °C
inkubiert und SDS-PAGE (siehe 2.4.3.1) und Proteintransfer auf eine Nitrozellulosemembran
(siehe 2.4.4) mittels Western Blot (siehe 2.5.4) analysiert. Zur Kontrolle wurden auch
Western Blot-Analysen von Proben, die in HS-Puffer verdinnt oder ohne Proteinase K

behandelt wurden, durchgefuhrt.

HS—-Puffer 0,6 M Sorbitol; 20 mM HEPES; pH 7,4
H-Puffer 20 mM HEPES; pH 7,4

2.3.5 AMS-Markierungsexperiment

Aufgrund ihrer Eigenschaft, Thioetherverbindungen mit freien Thiolgruppen
einzugehen, wurde die Substanz 4-Acetamido-4'-maleimidylstilben-2,2'-disulfonat (AMS) zur
Modifikation von Proteinen verwendet. Zu isolierten Mitochondrien, die mit kaltem HS-
Puffer auf eine Konzentration von 1 mg/ml eingestellt worden waren (siehe 2.3.2), wurde
AMS in einer Endkonzentration von 16 mM (Stammldsung: 200 mM in HS-Puffer)
zugegeben. Die Ansédtze wurden gemischt und im Dunklen auf Eis inkubiert. Nach erneutem
Mischen wurden zu verschiedenen Zeitpunkten Aliquots entnommen, welche zum Stoppen
der Modifikationsreaktion mit 100 mM DTT aus einer 1 M Stammldsung versetzt wurden.
Nach 5 min Inkubation auf Eis wurde die Ldsung mit HS-Puffer verdinnt und die

Mitochondrien durch Zentrifugation fiir 10 min bei 13000 g und 4 °C reisoliert. Das Sediment
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wurde mit TCA geféllt (siehe 2.4.2), in SDS-Probenpuffer gelést und 3 min bei 95 °C erhitzt,
bevor die Proben nach SDS-PAGE (siehe 2.4.3.1) und Proteintransfer auf eine
Nitrozellulosemembran (siehe 2.4.4) mittels Western Blot (siehe 2.5.4) analysiert wurden.
Abhangig vom Bindungsverhalten der verwendeten Antikorper wurde eine Modifikation von
Proteinen entweder durch eine Abnahme der Intensitat des Western Blot-Signals (Cyt c¢) oder
einen Mobilitatsshift in der SDS-PAGE (Hepl und Porin) nachgewiesen.

2.3.6 Fluoreszenzmikroskopie

Die Fluoreszenzmikroskopie ermoglichte die Visualisierung der mitochondrialen
Morphologie lebender Hefezellen, welche mitochondrial lokalisiertes GFP exprimierten. Das
verwendete Axioplan 2 Fluoreszenzmikroskop der Firma Zeiss war mit einem
Olimmersionsobjektiv (Zeiss Plan Neofluar, 100X, numerische Apertur 1,3) ausgestattet. Die
Analyse von mtGFP erfolgte mit dem Filtersatz No. 09 (Anregung 450-490 nm,
Emission > 515 nm) [Heim und Tsien 1996]. Digitale Aufnahmen der bei RT mikroskopierten
Zellen entstanden mit einer CCD-Kamera (AxioCam MRm, Carl Zeiss). Mikroskop und
Kamera wurden mit dem Programm AxioVision AC Software (Carl Zeiss) gesteuert. Die
Auswertung der mitochondrialen Morphologien und die Digitalisierung repréasentativer
Beispiele erfolgten ohne Kenntnis der Identitit der untersuchten Hefestdmme.

2.3.7 Chemische Fixierung von Hefezellen

Die elektronenmikroskopische Analyse von Hefezellen erforderte zundchst deren
Fixierung. Dazu wurde von einer frischen Agarplatte eine Hefekultur in Laktatmedium
angeimpft und bei 30 °C geschiittelt. Die Vorkultur wurde mindestens dreimal auf eine ODs7g
zwischen 0,1 und 0,2 verdiinnt, ein Ubergang der Kultur in die stationare Phase wurde
vermieden. 50 ml Hauptkultur wurden bis zu einer ODs7g zwischen 0,5 und 0,8 kultiviert und
durch Zentrifugation fir 5 min bei 1700 g und 30 °C geerntet, nachdem der pH-Wert des
Kulturmediums bestimmt worden war. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellsediment
vorsichtig in 10 ml auf 30°C temperiertem Fixierungspuffer, dessen pH-Wert mit
Natronlauge an denjenigen des Kulturmediums angepasst worden war, aufgenommen. Nach
einstiindiger Inkubation bei 30 °C wurden die fixierten Zellen zweimal mit 10 ml Citratpuffer
gewaschen, indem sie durch Schwenken im Puffer resuspendiert und dann fir 5 min bei

3000 g zentrifugiert wurden. SchlieBlich wurden die Zellen in 1 ml Citratpuffer aufgenommen
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und in ein 1,5 ml-Reaktionsgefal uberfuhrt. Dieses wurde zur Vermeidung von Luftblasen
randvoll mit Citratpuffer geflllt und zur Pelletierung der Zellen 1 min bei 9000 g in einer
Tischzentrifuge zentrifugiert. Die Lagerung erfolgte bei 4 °C, der Transport bei RT.

Fixierungspuffer 50 mM Zitronensdure; 50 mM Natriumcitrat; 4 % Formaldehyd; 0,5 % Glutaraldehyd
Citratpuffer 50 mM Zitronenséure; 50 mM Natriumcitrat

2.3.8 Elektronenmikroskopie

Die Elektronenmikroskopie von Cryoschnitten chemisch fixierter Hefezellen wurde
von Dr. Frank Vogel durchgefiihrt und erfolgte nach der Methode von Tokuyasu [Tokuyasu,
1989]. Fixierte Zellen (siehe 2.3.7) wurden mit PBS gewaschen, fir 1h in
Natriummetaperiodat inkubiert und fir 2-3h bei 30 °C mit 25 % Polyvinylpyrrolidon
(K15/MW 10000) in 1,6 M Saccharose getrankt. Die Zellsuspension wurde auf
Probenhalterungen aufgetragen und in flussigem Stickstoff schockgefroren. Cryoschnitte
wurden bei -115°C mit dem Ultramikrotom UltracutS (Leica), das auf das
Tieftemperaturschneidesystem EM FCS (Leica) montiert war, hergestellt. Ultradiinne
aufgetaute Cryoschnitte wurden mit Glas- oder Diamantmessern hergestellt und auf Formvar-
oder Kohlenstoff-beschichtete Kupferblenden (200 Maschen, hexagonal) wberfuhrt. Die
Markierung mit Primdrantikbrpern und mit 10 nm grofRen Goldpartikel gekoppelten
Sekundarantikorpern (Dianova) erfolgte wie von Kérgel beschrieben [Kérgel et al., 1996].
Die Blenden wurden zundchst 1 h in Priméarantikorper in PBS inkubiert, anschlieRend viermal
fir 10 min mit PBS gewaschen, 1 h mit 1:40 in PBS verdinntem Sekundéarantikorper
inkubiert und erneut viermal fir 10 min mit PBS gewaschen. Alle Inkubations- und
Waschschritte erfolgten, indem die Blenden mit der beschichteten Seite nach unten auf
Flussigkeitstropfen platziert wurden. AbschlieBend wurden die Schnitte mit einer 1:1-
Mischung aus 3 % Silicowolframat und 2,5 % Polyvinylalkohol kontrastiert und stabilisiert.
Die Analyse erfolgte mittels Transmissions-EM.

Die quantitative Auswertung von Immun-EM-Aufnahmen erfolgte wie von Vogel
[Vogel et al., 2006] beschrieben. Dabei wurde die Lokalisierung von Goldpartikeln in
mitochondrialen Schnitten mit deutlich erkennbaren Cristaemembranen, die Gber CJs mit der
Inneren Grenzmembran verbunden waren, auf ein empirisch ermitteltes Modell Gbertragen.
Zur Bestimmung der relativen Dichte eines Proteins entlang der Innenmembran wurden alle
Goldpartikel innerhalb einer Distanz von 14 nm zur Innenmembran gezéhlt. Dazu wurde ein

bewegliches Fenster in silico entlang der Innenmembran des Modells von unten nach oben
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bewegt. CJ-Durchmesser in elektronenmikroskopischen Aufnahmen chemisch fixierter
Hefezellen wurden bestimmt, indem die Abstdnde der Mittelpunkte der Innenmembranen auf
beiden Seiten einer CJ an deren weitester Offnung gemessen wurden.

2.3.9 Cryopraparation isolierter Mitochondrien

Die Cryopréparation isolierter Mitochondrien wurde von Dr. Marek Cyrklaff
durchgefiihrt und erfolgte wie von Dubochet beschrieben [Dubochet et al., 1988]. Frisch
isolierte Mitochondrien wurden zun&chst mit isotonischem HS-Puffer mit 1 mM EDTA auf
eine Proteinkonzentration von 10 mg/ml verdinnt. 3-5 pl dieser Suspension wurden auf eine
Quantifoil-R2/2-EM-Blende (Electron Microscopy Sciences) aufgetragen, welches an einem
Tauchkolben, der mit einer nach MaR angefertigten Befeuchtungsvorrichtung [Cyrklaff et al.,
1990] ausgestattet war, befestigt wurde. Nach der Zugabe von 3-5 pl Protein A-gekoppelten
3 nm-Goldpartikeln (Sigma) als Lokalisierungsmarker in isotonischem HEPES-Puffer wurde
uberschussige Flussigkeit entfernt, das Gitter in Ethan-Slush schockgefroren und in fliissigem
Stickstoff gelagert.

2.3.10 EM-Tomographie

EM-tomographische Analysen isolierter Mitochondrien wurden von Dr. Marek
Cyrklaff durchgefihrt. Die cryo-hydratisierten Proben wurden in einem Gatan 626 70 °-Cryo-
Probenhalter (Gatan GmbH, Pleasanton, CA) befestigt und in einem Philips CM 300 Cryo-
Elektronenmikroskop, das mit einem Feldemissionsstrahler, einem post column GIF 2002
Energiefilter (Gatan GmbH) und einer slow-scan CCD-Kamera mit 2048 x 2048 Pixel (Gatan
GmbH) ausgestattet war. Serien mit geringer Elektronendosis (4000-5000 Elektronen/nm?),
die typischerweise aus 60-70 Bildern bestanden, wurden mit dem Programm Digital
Micrograph package (Gatan GmbH) in einem Neigungsbereich zwischen + 60 ° und =70 °
mit Neigungsintervallen von 2 ° und einer 43000fachen (0,82 nm/Pixel) oder 52000fachen
(0,68 nm/Pixel) nominalen VergrofRerung mit einem Objektivlinsendefokus von 6-10 um
aufgenommen. Die Bilder einer Serie wurden mit Hilfe von Lokalisierungsmarkern
aneinander ausgerichtet und in 3D-Rekonstruktionen mittels gewichteter Ruckprojektion
unter Zuhilfenahme der Programme EM image processing [Hegerl, 1996] und TOM [Nickell
et al., 2005] fiir die Post-Prozessierung ubereinandergelegt. Die endgultige Dicke der EM-
Tomogramme betrug zwischen 300 und 500 nm. Das Visualisierungsprogramm AMIRA

40



2 Material und Methoden

(Mercury Computer Systems) wurde sowohl fur die Oberflachenrenderung von Membranen
und Molekdlen in den urspriinglichen Rekonstruktionen von Mitochondrien als auch fir die
Erstellung der Abbildungen verwendet.

2.4 Proteinchemische Methoden

2.4.1 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Die Konzentrationsbestimmung von Proteinen erfolgte nach der Methode von
Bradford [Bradford, 1976]. Die Proben wurden mit 1 ml einer 1:5-Verdunnung des BioRad-
Proteinassay—Reagenz (BioRad, Minchen) in Wasser versetzt und mindestens 15 min bei RT
inkubiert, bevor die Absorption bei 595 nm bestimmt wurde. Parallel dazu wurde mit dem
Protein Immunglobulin G eine Eichreihe erstellt, anhand derer die Bestimmung der
Proteinkonzentration in den Proben erfolgte.

2.4.2 Fallung von Proteinen mit Trichloressigsaure

Proteine wurden durch Zugabe von 72 % (w/v) Trichloressigsdure (TCA) bis auf eine
Endkonzentration von 12 % (w/v) und mindesten 15 min Inkubation auf Eis prazipitiert.
AnschlieBend wurden die gefallten Proteine fir 15 min bei 20000 g und 4 °C pelletiert und
zur Entfernung der Lipide mit kaltem Aceton (-20 °C) gewaschen. Das Prézipitat wurde bei
37 °C getrocknet und in SDS-Probenpuffer (siehe 2.4.3.1), der 10 mM Tris/Base enthielt,
aufgenommen, 5 min bei RT geschittelt und 5 min bei 95 °C inkubiert.

2.4.3 Gelelektrophorese

2.4.3.1 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung denaturierter Proteine entsprechend ihrer GroRe erfolgte durch
vertikale diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) nach
Laemmli [Laemmli, 1970]. Gele von 1 mm Dicke wurden zwischen Glasplatten mit den
MaRen 160 x140 mm gegossen. Je nach Molekulargewicht der aufzutrennenden Proteine
variierte die Endkonzentration von Acrylamid/Bisacrylamid zwischen 8 %/0,13 % (w/v) und
16 %/0,23 % (w/v). Die zu untersuchenden Proben wurden vor dem Auftrag mit SDS-
Probenpuffer versetzt und wéhrend 5 min bei 95°C erhitzt. Zur Abschatzung des

Molekulargewichts wurden farblose (Fermentas) oder vorgefarbte (BioRad) GroRenstandards
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verwendet. Die Elektrophorese erfolgte bei 30 mA bei RT bis zum Auslaufen der Blaufront
aus dem Gel nach etwa 2,5-3 Stunden. Anschliellend wurden die Proteine auf Nitrozellulose
transferiert oder in den Gelen mit Coomassie geféarbt.

Trenngel 8-16 % (w/v) Acrylamid; 0,13-0,23 % (w/v) Bisacrylamid; 0,1 % (w/v) SDS;
0,1 % (w/v) APS; 0,03 % (v/v) TEMED; 375 mM Tris/HCI; pH 8,8

Sammelgel 5% (w/v) Acrylamid; 0,08 % (w/v) Bisacrylamid; 0,1 % (w/v) SDS; 0,05 % (w/v)
APS; 0,1 % (v/v) TEMED; 60 mM Tris/HCI; pH 6,8

Laufpuffer 380 mM Glycin; 0,1 % (w/v) SDS; 50 mM Tris/HCI; pH 8,3

SDS-Probenpuffer 2 % (w/v) SDS; 5 % (v/v) B-Mercaptoethanol; 10 % (v/v) Glycerol; 0,02 % (w/v)
Bromphenolblau; 60 mM Tris/HCI; pH 6,8

2.4.3.2 Native Polyacrylamidgelelektrophorese

Die Blaue Nativ-Polyacrylamidgelelektrophorese (BN-PAGE) diente dazu, native
Proteinkomplexe ihrer GroRe entsprechend aufzutrennen [Schagger und von Jagow, 1991].
Lineare 3-8 % Gradientengele mit den gleichen Malien wie fiir die SDS-PAGE beschrieben
wurde am Tag ihrer Verwendung mit Hilfe eines Gradientengiel3ers hergestellt.

Pro Gelspur wurden 500 pg isolierte Mitochondrien 30 min auf Eis in
Solubilisierungspuffer 1 mit Digitonin im Verhaltnis Digitonin/Protein (w/w) zwischen 0,5
und 2 inkubiert. Nicht-solubilisiertes Material wurde durch Zentrifugation fir 20 min bei
57000 g und 4 °C pelletiert. Der Uberstand wurde vor dem Auftrag mit einem Zehntel BN-
Probenpuffer versetzt. Sollte im Anschluss die In-Gel-ATPase Aktivitat der aufgetrennten
Proteinkomplexe bestimmt werden, erfolgt die Elektrophorese tber Nacht bei 15 mA, 65V
und 4 °C mit einem Kathodenpuffer, der 0,02 % Serva Blau G enthielt. War nach der
Auftrennung der Transfer der Proteine auf PVDF-Membran vorgesehen, wurde die
Elektrophorese wahrend einer Stunde bei 100 V und 4 °C durchgefihrt, bevor die Spannung
auf 500 V (limitiert auf 15 mA) erhoht wurde. In diesem Fall wurde der Kathodenpuffer nach
einem Drittel des Laufes gegen Puffer ohne Serva Blau G ausgetauscht. Beendet wurde die
Elektrophorese jeweils, wenn der blaue Farbstoff aus dem Kathodenpuffer durch das gesamte
Gel transferiert und vollstdndig in den Anodenpuffer tibergegangen war.
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3 %-Acrylamidlésung 2,9% (w/v)  Acrylamid; 0,1 % (w/v) Bisacrylamid; 500 mM  6-
Aminocaproséure; 0,03 % (v/v) APS; 0,3 %o (v/v) TEMED; 50 mM Bis-
Tris/HCI; pH 7,0 bei 4 °C

8 %-Acrylamidlésung 7,7% (w/v)  Acrylamid; 0,25 % (w/v) Bisacrylamid; 500 mM  6-
Aminocarponsdure; 3 g Glycerol; 0,03 % (v/v) APS; 0,3 % TEMED; 50 mM
Bis-Tris/HCI; pH 7,0 bei 4 °C

Kathodenpuffer 50 mM Tricin; 0,02 % Serva Blau G; 15 mM Bis-Tris/HCI; pH 7,0 bei 4 °C
Anodenpuffer 50 mM Bis-Tris/HCI; pH 7,0 bei 4 °C

BN-Probenpuffer 5 % (w/v) Serva Blau G; 750 mM 6-Aminocapronsaure
Solubilisierungspuffer 1 150 mM Kaliumacetat; 10% (v/v) Glycerol; 1 mM EDTA; 2 mM 6-

Aminocapronsaure; 1 mM PMSF; 30 mM HEPES; pH 7,4

Auch die Clear Nativ-Polyacrylamidgelelektrophorese (CN-PAGE) ermdglicht die
Separation  nativer  Proteinkomplexe  [Wittig und  Sch&gger, 2005]. Die
Wanderungsgeschwindigkeit héngt bei dieser Methode vom isoelektrischen Punkt des
jeweiligen Komplexes und dem aktuellen pH-Wert im Gel ab. Die verwendeten Gele und
auch die Probenvorbereitung sind mit denjenigen der BN-PAGE identisch, jedoch enthalten

der Kathodenpuffer und der Probenpuffer nicht den Farbstoff Serva Blau G.

Farbloser Kathodenpuffer 50 mM Tricin; 15 mM Bis-Tris/HCI; pH 7,0 bei 4 C°
CN-Probenpuffer 50 % (w/v) Glycerol; 0,1 % (w/v) Ponceau S

2.4.3.3 Tricin-SDS-PAGE

Die Tricin-SDS-PAGE nach Schédgger [Schagger, 2006; Schagger und von Jagow,
1987] diente bei der Analyse von Proteinkomplexen zur Auftrennung der zweiten Dimension
nach einer CN-PAGE. Zur Praparation der Gele wurde die Gelspur der ersten Dimension
zundchst 15min in 10ml 1% SDS-LOsung inkubiert und im Anschluss so auf dem
auspolymerisierten Tricin-Trenngel platziert, dass die Proteine aus dem Gelstreifen wéhrend
der Elektrophorese in das Trenngel einwandern konnten. Zur Sichtbarmachung der Lauffront
wurde zu Beginn der Elektrophorese auf dem Gelstreifen der ersten Dimension etwa 1 ml
blauer SDS-Probenpuffer verteilt. Die Elektrophorese erfolgte iber Nacht bei 15 mA bis zum
Auslaufen der Blaufront. AnschlieBend wurden die Proteine auf eine Nitrozellulosemembran

transferiert wie unter 2.4.4 beschrieben.
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16 % Trenngel 16 % (w/v) Acrylamid; 0,2 % (w/v) Bisacrylamid; 333 mM HCI; 0,1 % (w/v) SDS;
10 % (v/v) Glycerol; 0,03 % (v/v) APS; 0,3 %0 TEMED; 1 M Tris/HCI; pH 8,45

Anodenpuffer 22,5 mM HCI; 100 mM Tris/HCI; pH 8

Kathodenpuffer 100 mM Tricin; 0,1 % (w/v) SDS; 100 mM Tris; pH ~ 8,25

2.4.4 Proteintransfer auf Nitrozellulose- oder PVDF-Membranen (Western-Blot)

Sollten Proteine nach der elektrophoretischen Auftrennung immunologisch
nachgewiesen werden, wurden sie entweder nach dem Halbtrockenverfahren oder nach dem
Nassverfahren aus dem Gel auf Nitrozellulose- oder PVDF-Membranen transferiert [Towbin
et al., 1979]. Vor dem Transfer wurden Gel, Membran und Whatman Filterpapier in Blot-
Puffer aquilibriert. PVDF-Membranen wurden zuvor kurz in Methanol geschwenkt und
anschlieBend mit entsalztem Wasser gewaschen.

Fur das Halbtrockenverfahren wurde Graphitelektroden verwendet. Auf die untere
Elektrode (Anode) wurden eine Lage Filterpapier, die Membran, das Gel und eine weitere
Lage Filterpapier gestapelt. Letztere wurde mit der oberen Graphitelektrode (Kathode)
abgedeckt. Der Transfer der Proteine erfolgte allgemein fur 1,5h bei 200 mA, fur kleine
Proteine mit einem Molekulargewicht unter 20 kD wurde der Transfer bereits nach 50 min
gestoppt.

Fur das Nassverfahren kam ein Tank-Blot (Hoefer) zum Einsatz. Der Aufbau auf dem
Transfergitter erfolgte wie fur das Halbtrockenverfahren beschrieben. Das geschlossene Gitter
wurde anschlielend in den mit Blotpuffer gefiillten Tank eingesetzt. Der Transfer erfolgt bei
400 mA fir je 1,5 h.

AnschlieBend wurden die Membranen kurz in entsalztem Wasser geschwenkt. Die
Farbung der Proteine erfolgte in Ponceau S-Farbelosung. Uberschiissige Féarbeldsung wurde
durch Waschen mit entsalztem Wasser entfernt. Die Membranen wurden an der Luft

getrocknet.
Blot-Puffer 20 mM Tris; 150 mM Glycin; 20 % (v/v) Methanol; 0,02 % (w/v) SDS
Ponceau S-Farbeldsung 0,2 % (w/v) Ponceau S in 3 % (w/v) TCA

2.4.5 Coomassie-Farbung
Die Coomassie-Farbung wurde angewandt, um elektrophoretisch aufgetrennte
Proteine im Acrylamidgel sichtbar zu machen. Die Gele wurden bis zur Blaufarbung nach
etwa 1 h in Farbelosung geschwenkt. Anschlielend wurden sie mehrere Stunden in Entféarber
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geschwenkt, bis der Hintergrund entfarbt war und die einzelnen Proteinbanden in der

gewdlnschten Intensitét sichtbar wurden.

Farbelésung 10 % (v/v) Essigsaure; 30 % (v/v) Methanol; 0,1 % (w/v) Coomassie Brillant Blau R-250
Entféarber 10 % (v/v) Essigsaure; 40 % (v/v) Methanol

2.4.6 In-Gel-ATPase Aktivitat

Zur Visualisierung nativer Komplexe der F1Fo-ATP-Synthase wurden BN-Gele nach
der Elektrophorese in entsalztem Wasser gewaschen und 20 min unter leichtem Schitteln in
Aktivitatspuffer geschwenkt. Nach Zugabe von 0,4 % (w/v) CaCl, wurden die Gele bis zum
Erreichen der gewilnschten Farbung (mindestens 1 h) weiter geschuttelt, bevor sie kurz in

entsalztem Wasser geschwenkt und zur Dokumentation digitalisiert wurden.

Aktivitatspuffer 5 mM MgCly; 20 mM ATP; 50 mM Glycin/NaOH; pH 8,4

2.4.7 Solubilisierungstest

Um die Loslichkeit verschiedener Proteinkomplexe in Detergenz zu untersuchen,
wurden isolierte Mitochondrien wéhrend 30 min auf Eis in Solubilisierungspuffer 2 mit
Digitonin im Verhéltnis Digitonin/Protein (w/w) von eins solubilisiert. Ungeltstes Material
wurde durch einen 10miniitigen Zentrifugationsschritt bei 13000 g und 4 °C vom Uberstand
getrennt und in Solubilisierungspuffer 2 mit 1 % Triton X-100 resolubilisiert. Nach einem
weiteren Zentrifugationsschritt bei 13000 g und 4 °C wurden Uberstand und Pellet getrennt.

Alle Fraktionen wurden in SDS-Auftragspuffer (siehe 2.4.3.1) aufgenommen.

Solubilisierungspuffer 2 150 mM NaCl; 5 mM EDTA; 1 mM PMSF; Complete Protease-
inhibitorcocktail (Roche); 0,5 mM 1,10-Phenanthrolin; 100 ug/ml o-
Macroglobulin; 2 ug/ml  Aprotinin; 1 pg/ml Pepstatin; 20 mM
Tris/HCI; pH 8,0

2.4.8 Dichtegradientenzentrifugation

Die Herstellung eines kontinuierlichen Glycerolgradienten erfolgt mit Hilfe der
Gradient Station der Firma Biocomp Instruments (Fredericton, Kanada). Ein SW60 Ti-
Zentrifugationsrohrchen wurde zunéchst mit jeweils einem halben Rohrchenvolumen der

beiden 10- und 50 %igen Glycerolendpunkldsungen gefullt, wobei die niederprozentige mit
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der hoherprozentigen Losung unterschichtet wurde. Ein kontinuierlicher Gradient wurde
durch Rotation des Zentrifugenrohrchens auf der geneigten Plattform der Gradient Station
nach erzeugt. Dauer, Geschwindigkeit und der Neigungswinkel wurden dabei von einem
Programm des Gerdts vorgegeben. Die Solubilisierung von 1 mg isolierter Mitochondrien
unter nativen Bedingungen mit Digitonin im Verhdltnis Digitonin/Protein (w/w) von eins
erfolgte wie unter 2.4.3.2 beschrieben. Der nach einem 20minitigen Zentrifugationsschritt bei
57000 g und 4 °C gewonnene Uberstand wurde auf den eisgekiihlten Glycerolgradienten
aufgetragen. Die dichteabhangige Auftrennung des Proteingemischs erfolgte durch
Zentrifugation in einer Optima L-90 K-Ultrazentrifuge (Beckman Coulter) fir 4 h bei
250000 g und 4 °C. Die Fraktionierung erfolgte mit Hilfe des Fraktionensammlers Pharmacia
LKB*Frac-100eines Liquid, der Pumpen Pump P-500 und eines Chromatography Controller
LCC-550 der Firma Pharmacia. Dabei wurde der Inhalt des Zentrifugationsréhrchens mit 2 M
Saccharoseldsung bei einer Flussrate von 1 ml/min durch ein Loch im Boden des Réhrchens
gedriickt und in 500 pl-Fraktionen gesammelt. Die in den Fraktionen enthaltenen Proteine
wurden mit TCA geféllt (siehe 2.4.2) und in SDS-Probenpuffer aufgenommen.

Glycerolendpunkldsungen 10 % oder 50 % (w/v) Glycerol; 150 mM Kaliumacetat; 20 mM HEPES;
pH 7,4

2.4.9 Grolenausschlusschromatographie

Alternativ zur nativen Gelelektrophorese oder Dichtegradientenzentrifugation wurde
die Grolke von Proteinkomplexen mittels GroRenausschlusschromatographie mit Hilfe des
Chromatographiesystems Akta Explorer (GE Healthcare) bestimmt. 1mg isolierte
Mitochondrien wurden mit einem Digitonin/Protein (w/w)-Verhaltnis von eins solubilisiert
wie unter 2.4.3.1 beschrieben. GelOstes Material wurde auf eine Superose 6-Sédule
(GE Healthcare), die zuvor mit zwei Séaulenvolumina Laufpuffer &quilibriert worden war,
aufgetragen. Die Flussrate betrug 0,5 ml/min. Es wurden 500 ul-Fraktionen gesammelt. Die
darin enthaltenen Proteine wurden mit TCA gefallt (siehe 2.4.2) und in SDS-Probenpuffer

aufgenommen.

Laufpuffer 150 mM Kaliumacetat; 0,05 % (w/v) Digitonin; 20 mM HEPES; pH 7,4
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2.4.10 Proteinreinigung

2.4.10.1 TAP-Affinitatsreinigung

Eine TAP-markierte Variante von Fcjl wurde Uber Tandem Affinitats (TAP)-
Reinigung aus isolierten Mitochondrien gewonnen [Puig et al., 2001]. 25 ul 1gG Sepharose 6
Fast Flow-Matrix (GE Healthcare) wurden dreimal mit TBS, einmal mit 0,1 M Glycin,
pH25 und erneut dreimal mit TBS gewaschen und anschlieBend mit
Solubilisierungspuffer 3, der 1% Triton X-100 enthielt, &quilibriert. 1 mg isolierter
Mitochondrien wurde 30 min auf Eis in 100 ul Solubilisierungspuffer 3, der 1 % Triton X-100
enthielt, inkubiert. Ungelostes Material wurde durch Zentrifugation fur 20 min bei 57000 g
und 4 °C vom Uberstand getrennt. Der Uberstand wurde wahrend 1 h unter Rotation bei 4 °C
mit der vorbereiteten Sepharose-Matrix inkubiert. AnschlieBend wurde die Matrix dreimal mit
Solubilisierungspuffer 3, der 0,1 % Triton X-100 enthielt, gewaschen. Gebundene Proteine
wurden mit zweifach konzentriertem SDS-Probenpuffer (siehe 2.4.3.1) wéhrend 3 min bei
95 °C eluiert.

Solubilisierungspuffer 3 150 mM NaCl; Complete Proteaseinhibitorcocktail (Roche); 5 mM EDTA,
1 mM PMSF; 0,5mM 1,10-Phenanthrolin; 2 pg/ml Aprotinin; 1 pg/ml
Pepstatin; 10 mM Tris/HCI; pH 8,0

2.4.10.2 Ni-NTA-Affinitatsreinigung

Eine Hisio-markierte Variante von Fcjl wurde Uber Ni-NTA-Affinitatsreinigung aus
isolierten Mitochondrien gewonnen. 3 mg Mitochondrien wurden wie unter 2.4.10.1
beschrieben mit Solubilisierungspuffer 4, der 1 % Triton X-100 und 5 mM Imidazol enthielt,
solubilisiert. Der Uberstand wurde wahrend 1h bei 4°C unter Rotation mit 30 pl
gewaschener Ni-NTA-Matrix (Novagen) inkubiert. AnschlieBend wurde die Matrix dreimal
mit Solubilisierungspuffer 4, der 0,1% Triton X-100 und 30 mM Imidazol enthielt,
gewaschen. Gebundene Proteine wurden mit zweifach konzentriertem SDS-Probenpuffer
(siehe 2.4.3.1) wéhrend 3 min bei 95 °C eluiert.

Solubilisierungspuffer 4 150 mM NaCl; Complete Proteaseinhibitorcocktail (Roche); 1 mM PMSF;

0,5mM 1,10-Phenanthrolin; 2 pg/ml Aprotinin; 1 pg/ml Pepstatin; 10 mM
Tris/HCI; pH 8,0
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2.4.11 N-terminale Proteinsequenzierung durch Edman—Abbau

Die aminoterminale Sequenzierung von Proteinen erfolgte durch Edman-Abbau. Dazu
wurden die zu analysierenden Proteine durch SDS-PAGE aufgetrennt und anschliefend mit
Coomassieblau angefarbt (siehe 2.4.5). Zu analysierende Banden wurden mit einem sterilen
Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten. Die Sequenzierreaktion wurde von Tobias Beckhaus

und Prof. Dr. Michael Karas (Goethe Universitat Frankfurt am Main) durchgefihrt.

2.5 Immunologische Methoden

2.5.1 Erzeugung polyklonaler Antikdrper

Die verwendeten Fcjl-spezifischen Antikdrper entstammten polyklonalen Antiseren
aus Kaninchen, die mit dem internen Peptid NTQYENSKREFEKN von Fcjl (Aminoséauren
214-226) immunisiert wurden. Zur Kopplung an eine Affinitatsmatrix trégt das Peptid einen
zusétzlichen Cystein-Rest am Aminoterminus. Alle Schritte zur Erzeugung der Antiseren von
der Protein-Epitopanalyse Uber die Peptidsynthese und Kopplung des Peptids an den
Proteincarrier Keyhole limpet haemocyanin bis zur Immunisierung der Kaninchen wurden von

der Firma Pineda Antikoperservice (Berlin) durchgefuhrt.

2.5.2 Kovalente Kopplung synthetischer Peptide an Sulfolink Coupling Gel® (Pierce)
Zur Minimierung von Kreuzreaktionen im Western Blot wurden Fcjl-spezifische
Peptidantikorper einer Affinitatsreinigung unterzogen. Zu diesem Zweck wurden die zur
Immunisierung von Kaninchen verwendeten Peptide Uber ihren Cysteinrest am
Aminoterminus an die Affinitatsmatrix Sulfolink Coupling Gel® (Pierce) gekoppelt. Zun4chst
wurde eine Saule, die 1 ml Gelbettvolumen dieser Matrix enthielt, mit 6 Sdulenvolumina
Bindepuffer dquilibriert. Das Sdulenmaterial wurde anschliefend in 1 ml Bindepuffer, in dem
10 mg des zu koppelnden Peptids geldst waren, suspendiert. Die Kopplung erfolgte unter
leichtem Schitteln fir 1 h bei RT. Nachdem sich die Affinitatsmatrix wahrend 30 min
abgesetzt hatte, wurde die Uberschissige Flussigkeit abgelassen und die S&ule mit
3 Sdulenvolumina Bindepuffer gewaschen. Zur Absattigung freier Bindungsstellen wurde das
Saulenmaterial in 1 ml Bindepuffer, der 50 mM Cystein enthielt, resuspendiert. Nach erneuter
Inkubation flr 1 h bei Raumtemperatur und Ablassen der Uberschiissigen Flissigkeit wurde
die Sdule mit 16 Saulenvolumina 1 M NaCl und 16 Saulenvolumina 10 mM Tris/HCI pH 7,5
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gewaschen. VVor der Lagerung wurde die S&ule mit 4 Saulenvolumina 10 mM Tris/HCI pH 7,6

mit 0,02 % (w/v) Natriumazid gewaschen und in 0,5 ml dieser Losung bei 4 °C aufbewahrt.

Bindepuffer 50 mM Tris/HCI; 5 mM EDTA,; pH 8,5

2.5.3 Affinitatsreinigung von Antikdrpern

Eine gelagerte Affinitatssaule wurde vor Gebrauch zur Entfernung eventueller
Verunreinigungen nacheinander mit je 10 ml 10 mM Tris/HCI pH 7,5, 100 mM Glycin/HCI
pH 2,5, 10 mM Tris/HCI pH 8,8 und 100 mM NaP; pH 11,5 gewaschen. AnschlieRend wurde
die Séule mit 10 ml 10 mM Tris/HCI pH 7,6 aquilibriert. 5ml des aufzureinigenden
Antiserums wurden mit 20 ml 10 mM Tris/HCI pH 7,6, 1 mM EDTA und 1 mM PMSF
versetzt. Zur Bindung der Antikdrper an die Saulenmatrix wurde diese Lésung wéhrend 1 h
bei einer Flussrate von 1 ml/min mit einer Peristaltikpumpe ber die Sdule gepumpt. Nach
Ablassen der Uberschissigen Flissigkeit wurde nacheinander mit 20 ml 10 mM Tris/HCI
pH 7,5 und mit 20 ml 10 mM Tris/HCI pH 7,5 und 500 mM NaCl gewaschen. Die Elution in
drei Schritten erfolgte zunéchst mit 10 ml 100 mM Citratpuffer pH 4, dann mit 10 ml 100 mM
Glycin/HCI pH 2,5 und schlielich mit 10 ml 100 mM NaP; pH 11. Es wurden Fraktionen von
0,5 ml gesammelt, deren pH-Wert sofort mit 1 M Tris-Base (Citrat- und Glycin-Elution) oder
1M Glycin/HCI pH25 (NaPi-Elution) neutralisiert wurde. Die Bestimmung der
Proteinkonzentration in den Fraktionen erfolgte nach Bradford (siehe 2.4.1). Die Antikorper
eluierten gewdhnlich in den Fraktionen 2-4 der Elution mit Glycin/HCI pH 2,5. Diese
Fraktionen wurden vereinigt, aliquotiert und bei 4 °C gelagert. Die Saule wurde zur
Aufbewahrung mit 10 ml 10 mM Tris/HCI pH 7,5 mit 0,02 % (w/v) Natriumazid gewaschen,
mit 0,5 ml dieser Losung tberschichtet und bis zur erneuten Benutzung bei 4 °C gelagert.

2.5.4 Immundetektion von Proteinen

Das folgende Protokoll galt fir alle verwendeten Antikorper bis auf den k&uflich
erworbenen His-Antikorper der Firma Quiagen. Alle Schritte wurden bei RT durchgefiihrt:
Nach dem Proteintransfer (siehe 2.4.4) wurden die Membranen zur Abséttigung
unspezifischer Bindungsstellen 30 min in Blockpuffer 1 geschwenkt. Trockene PVDF-
Membranen wurden zuvor durch kurzes Schwenken in Ethanol aktiviert. Nach einstindiger
Inkubation mit einem spezifischen Antiserum oder einem affinitatsgereinigten Antikorper aus

Kaninchen, die je nach Titer zwischen 1:250 und 1:5000 in Blockpuffer verdinnt wurden,
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wurden die Membranen dreimal 5 min in TBS-Puffer gewaschen. Der Nachweis gebundener
Antikorper erfolgte Gber gegen Immunglobulin G aus Kaninchen gerichtete Zweitantikorper,
an die Meerrettich-Peroxidase (HRP) gekoppelt war (Ziege anti-Kaninchen-HRP Konjugat,
Biorad). Die Membranen wurden wéhrend 1 h mit 1:10000-Verdinnungen dieser Antikdrper
in Blockpuffer geschwenkt. Nach erneutem dreimaligem Waschen wurden die gebundenen
ZweitantikOper Uber die Peroxidase mit einem auf Chemolumineszenz basierenden
Detektionssystem (ECL, Amersham Biosciences) nachgewiesen. Die dafur benotigten
Losungen ECL1 und ECL2 wurden unmittelbar vor der Reaktion im Verhaltnis 1:1 gemischt.
Die Membranen wurden nach einer einminitigen Inkubation mit dieser Mischung auf
Rontgenfilmen (Fuji) exponiert. Je nach Qualitat der verwendeten Primarantikorper variierte
die Expositionszeit zwischen wenigen Sekunden und mehreren Minuten.

Auch bei der Immundekoration mit dem kauflich erworbenem His-Antikorper
(Qiagen) fanden alle Schritte bei RT statt: Die Blockierung unspezifischer Bindestellen auf
der Nitrozellulosemembran erfolgte wéhrend 60 min in Blockpuffer 2. AnschlieRend wurde
die Membran zweimal 10 min in Waschpuffer und einmal 10 min in TBS-Puffer geschwenkt,
bevor sie wéhrend 75 min mit den 1:1000 in Blockpuffer verdinnten His-spezifischen
Immunglobulinen G aus Maus inkubiert wurde. Nach drei Waschschritten, die wie
beschrieben abliefen, erfolgte wahrend 60 min die Inkubation mit den gegen
Immunglobulin G aus Maus gerichteten Sekundarantikorpern, an die Meerrettichperoxidase
gekoppelt war. Uberschiissige Antikoper wurden durch Waschen entfernt, bevor die

Detektion wie fir das allgemeine Western Blot-Protokoll beschrieben erfolgte.

TBS-Puffer 150 mM NacCl; 10 mM Tris/HCI; pH 7,5

Blockpuffer 1 5 % (w/v) Magermilchpulver in TBS-Puffer

Blockpuffer 2 3 % (w/v) BSA in TBS-Puffer

Waschpuffer 2 20 mM Tris/Cl, pH 7,5; 500 mM NaCl; 0,05 % (v/v) Tween20; 0,2 % (v/v) Triton X-
100

ECL1 100 mM Tris/HCI; 0,044 % (w/v) Luminol; 0,0066 % (w/v) p-Coumarinsaure; pH 8,5

ECL2 100 mM Tris/HCI; 0,024 % (w/v) H,O,; pH 8,5
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2.6 Kulturmedien

LB-Medium

LB-Platten

YP-Medium

Laktat-Medium

S-Medium

10 g/l Bacto-Trypton; 59/l Hefeextrakt; 10 g/l Natriumchlorid.

Autoklavieren.

LB-Medium; 1,5 % (w/v) Agar
Autoklavieren.

Fur LBA™-Medium sowie -Platten wurde nach dem Autoklavieren

100 pg/ml Ampicillin zugegeben.

1 % (w/v) Hefeextrakt; 2 % (w/v) Bacto-Pepton.

pH 5 mit HCI einstellen; autoklavieren.

2 % (w/v) Glukose (YPD) oder 2 % (w/v) Glycerol (YPG)

40 % (w/v) Stammldsungen von Glukose und Glycerol wurden separat

autoklaviert.

3 g/l Hefeextrakt; 0,5 g/l Calciumchlorid; 0,5 g/l Natriumchlorid; 0,6 g/l
Magnesiumchlorid; 1 g/l Kaliumdihydrogenphosphat; 1 g/l Ammo-
niumchlorid; 3 mg/l Eisen-(I11)-chlorid; 2 % (w/v) Laktat.

pH 6 mit NaOH einstellen; autoklavieren.

1,7 g/l Yeast Nitrogen Base ohne Aminosduren und Ammoniumsulfat;

59/ Ammoniumsulfat; 2% (w/v) Glukose (SD) oder 2% (w/v)

Glycerol (SG).

Autoklavieren.

Auxotrophiemarker: 20 mg/l Adenin; 20 mg/l Uracil; 33 mg/l Histidin;
33 mg/l Leucin; 33 mg/l Lysin; 33 mg/l
Methionin; 33 mg/l Tryptophan

Stamml6sungen der Auxotrophiemarker wurden separat autoklaviert.

Fur die Herstellung von Kulturplatten fir die Kultivierung von S. cerevisiae wurde vor dem
Autoklavieren zusétzlich zu den Inhaltsstoffen des entsprechenden Flussigmediums 2 % (wi/v)

Agar zugegeben.
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2.7 Chemikalien und Geréate

2.7.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterial
Agfa-Gevaert, Miinchen
Entwickler, Fixierer fur Rontgenfilme
AppliChem, Darmstadt
Tris, Ampicillin, Magermilchpulver
Beckton Dickenson, Heidelberg
Bacto-Trypton
Biorad, Munchen
Proteinstandard und Reagenzien zur Proteinbestimmung, Meerrettich-Peroxidase-
gekoppelte Anti-Kaninchen- und Anti-Maus-Antikorper, Prestained Precision Plus
Protein Standard
Braun, Melsungen
Kanulen, Spritzen
Dianova, Hamburg
10 nm Gold-markierter Anti-Kaninchen-Antikorper
Fuji, Dusseldorf
Medical X-ray Film Super RX 13 x 18 cm
GE Healthcare, Miinchen
Bacto-Pepton, 1gG Sepharose 6 Fast Flow, Gel filtration HMW Calibration Kit
Gerbu, Gaiberg
Acrylamid, Ampicillin, DTT, HEPES
Greiner, Kremsminster
15- und 50 ml Reaktionsgefale
Fermentas, St. Leon-Rot
Molekulargewichts-Standards fur SDS-PAGE
Invitrogen, Groningen (NL)
DH5a, Yeast Nitrogen Base, AMS
Metabion, Martinsried

Oligonukleotide
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New England BioLabs, Schwalbach
DNA Ladder 1 kb, DNA Ladder 100 bp, Restriktionsendonukleasen und 10 x Puffer
fir Restriktionsendonukleasen, Tag-DNS-Polymerase, Desoxynucleosidtriphosphate,
T4-DNS-Ligase und dazugehdriger 10 x Puffer
peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen
Elektroporationskiivetten, E.Z.N.A.® Gel Extraction Kit
Pierce, Rockford (USA)
Sulfolink® Coupling Gel
Pineda Antikdrper Service, Berlin
Antikorper gegen synthetisches Peptid von Fcjl
(Aminosduren 214-226: CNTQYENSKREFEKN [Rabl et al., 2009])
Promega, Heidelberg
Pfu-DNS-Polymerase. Pure Yield Plasmid Midi Prep System
Qiagen, Hilden
Monoklonaler Anti-His-Antikorper
R&D Systems, Abingdon (UK)
pY X-Vektoren
Roche Applied Sciences, Mannheim
Proteinase K, Proteaseinhibitor Complete, EDTA-free
Carl Roth, Karlsruhe
Roti®-PVDF-Membran, Saccharose
Sarstedt, Bad Homburg
Reaktionsgefale, Petrischalen, Pipettenspitzen
Schleicher & Schiill, Kassel
Protan Nitrozellulosemembran BA83, Whatman Filterpapiere, Faltenfilter, Sterilfilter
Seikagaku, Tokyo (Japan)
Zymolyase 20T
Serva, Heidelberg
Acrylamid, Agar-Agar. Agarose, Bisacrylamid, Bis-Tris, Coomassie Brillant Blau
R-250, Ethanol, Hefeextrakt, Lysozym, PMSF, Polyvinylpyrrolidon K15/MW 10000,
Ponceau S, SDS, Serva Blau G, TEMED
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Sigma, Miinchen
Aminosdauren, Ammoniumperoxodisulfat, BSA Grade VIII  (fettséurefrei),
Bromphenolblau, Coumarsaure, DMSO, Ethidiumbromid, Glycerol,
Kieselwolframsaurehydrat, Lachsspermien-DNS, Luminol, R-Mercaptoethanol,
Molekulargewicht-Kit fur BN/CN-PAGE, Polyvinylpyrrolidon (K15/MW 10000),
Protein A-gekoppelte 3 nm-Goldpartikel, Tricin, Triton X-100

Thermo Fisher Scientific, Rockford, (USA)
DSS, DSG, MBS, Sulfolink® Coupling Gel, YKO MATa Strain Collection
Hefestammsammlung

Alle tibrigen Chemikalien wurden als analysenreine Substanzen von der Firma Merck

(Darmstadt) bezogen.

2.7.2 Gerate
Autoklav

Varioclav® 400E ; H + P Labortechnik, OberschleiBheim
Brutschrénke, Inkubatoren

Heraeus Christ, Osterode
CCD-Kamera fiir Fluoreszenzmikroskop

AxioCam MRm; Carl Zeiss, Jena
Chromatographiesaule

Superose 6; GE Healthcare, Miinchen
Chromatographiesystem

Akta Explorer; GE Healthcare, Miinchen
Elektroporationssystem

Gene Pulser; BioRad, Miinchen
Entwicklermaschine

Curix 60®; Agfa-Gevaert, Miinchen
Feinwaagen

Sartorius, Mainz
Fluoreszenzmikroskpo

Axioplan 2; Carl Zeiss, Jena
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Fraktionensammler
Liquid Chromatography Controller LCC-500, Pharmacia Erlangen
Pharmacia LKB * Frac-100, Pharmacia, Erlangen
Pump P-500, Pharmacia, Erlangen
Gelkammern
Werkstatt Institut fiir Physiologische Chemie, Minchen
Mini-PROTEAN |1 Electrophoresis Cell, Bio-Rad, Miinchen
Gradienten-Station flr Zentrifugenréhrchen
Gradient Station; BioComp Instruments Inc, Fredericton, NB (Kanada)
Gradientenkammer fur Nativgele
Werkstatt Institut fur Physiologische Chemie, Miinchen
Kolbenhubpipetten
Abimed, Disseldorf
Magnetrihrer
MR 3001 K; Heidorph Multipette Eppendorf, Hamburg
Peristaltische Pumpe
P-1; Amersham Biosciences, Freiburg
Photometer
Ultrospec 10 Amersham Biosciences, Freiburg
BioPhotometer Eppendorf, Hamburg
Quarzkuvetten
Hellma
Reinstwasseranlagen
PureLab Plus; ELGA Berkefeld GmbH, Celle
Halbtrocken Blotapparatur
Werkstatt Institut fur Physiologische Chemie, Miinchen
Software Fluoreszenzmikroskop
Axiovision AC; Carl Zeiss, Jena
Spannungsquellen
Electrophoresis Power Supply EPS 600; Amersham Biosciences, Freiburg
Sterilbank
BDK, Sonnenbihl-Genkingen
Tank-Blot

Werkstatt Institut fir Physiologische Chemie, Miinchen
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Thermocycler

Mastercycler gradient; Eppendorf, Hamburg
Thermomixer

Thermomixer compact; Eppendorf, Hamburg
Tieftemperaturschneidesystem

EM FCS; Leica Microsystems GmbH, Wetzlar
Transiluminator

GDS-7900 System, Modell LM-26E; UVP, Upland (USA)
Uberkopfschiittler

Werkstatt Institut fur Physiologische Chemie, Miinchen
Ultramikrotom

Ultracult S; Leica Microsystems GmbH, Wetzlar
Ultraschallgerat

Branson Sonifier B-15; G. Heinemann, Schwébisch Gmiind
Vortex-Mixer

Bender und Hobein, Miinchen
Warmeschranke

Memmert, Hannover
Zentrifugen

Allegra X-22 R, Avanti J-20 XP, Avanti J-25, Beckman Coulter, Krefeld
Zentrifugen (Ultrazentrifugen)

Optima L8-M, Optima L-90K, Optima LE-80K, Beckman Coulter, Krefeld
Zentrifugen (Tischzentrifugen)

5415D, 5810R, Eppendorf, Hamburg
Zentrifugen (Kihlzentrifuge)

3K30, Sigma, Miinchen

Microfuge® 22R Centrifuge, Beckman Coulter, Krefeld
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3 Ergebnisse
3.1 Charakterisierung von Fcjl

3.1.1 Fcjlistim Bereich der Crista Junctions angereichert

Zu Beginn dieser Arbeit war bekannt, dass Fcjl ein Protein der mitochondrialen
Innenmembran ist, aber nicht, welche Aufgabe es dort erfillt. Daher wurde in
Zusammenarbeit mit Dr. Vincent Soubannier und Dr. Frank Vogel mittels quantitativer
Immun-Elektronenmikroskopie zunéchst die submitochondriale Lokalisierung von Fcjl
bestimmt. Cryoschnitte chemisch fixierter Wildtyp-Zellen wurden zundchst mit Fcjl-
spezifischen Priméarantikdrpern und dann mit Sekundarantikérpern, die mit 10 nm grofRen
Goldpartikeln markiert waren, behandelt. Anschlielfend wurde elektronenmikroskopisch die
Verteilung der Goldpartikel in den Mitochondrien analysiert. Die Spezifitat der gereinigten
Primarantikorper wurde zuvor mit Western Blot geprift (Abbildung 12A). Zur Kontrolle
wurden auch Cryoschnitte chemisch fixierter Afcjl-Zellen der fir den Wildtyp beschriebenen
Prozedur unterzogen. In Afcjl betrdgt die Anzahl der gebundenen Goldpartikel pro

Flacheneinheit im Vergleich zum Wildtyp weniger als 10 % (Abbildung 12B).
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Abbildung 12: Spezifitdt der gegen Fcjl gerichteten Antikorper. (A) Western Blot. In vergleichbaren
Mengen isolierter Mitochondrien aus Wildtyp (WT) und Afcjl wurden Fcjl und Aac2 nachgewiesen. (B)
Quantifizierung von Goldpartikeln in mitochondrialen Querschnitten chemisch fixierter Zellen von Wildtyp
(WT) und Afcjl nach Inkubation mit Fcjl-spezifischen Primérantikdrpern und goldmarkierten

Sekundarantikdrpern. Die Anzahl der Goldpartikel pro Flacheneinheit im Wildtyp wurde 100 % gleichgesetzt.
m, Anzahl der mitochondrialen Schnitte. Zusammenarbeit mit Dr. Frank VVogel.

Um den Anteil unspezifischer Immunreaktionen madglichst gering zu halten, wurden

ausreichend hohe Verdunnungen des Fcjl-Antikorpers eingesetzt. Dies resultierte in der
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Markierung nur weniger Fcjl-Molekile pro mitochondrialem Schnitt (Abbildung 13A). Die
Goldpartikel aus einer Vielzahl von Cryoschnitten des Wildtyps wurden auf ein bereits
beschriebenes Cristae-Modell [Vogel et al., 2006], das Aulenmembran, innere
Grenzmembran, Cristaemembran und eine CJ enthélt, projiziert (Abbildung 13B).

Ein groRer Anteil von Fcjl befindet sich in der Region der CJ und damit in einem
Bereich, der bei friiheren Messungen allenfalls durch eine geringe Dichte der zu
lokalisierenden Proteine aufgefallen war. Auch in der brigen Cristaemembran wurden, mit
Ausnahme einer begrenzten Region, die als Crista-,Hals‘ bezeichnet wird, viele Goldsignale
detektiert. Ein geringer Anteil der Goldpartikeln befindet sich im Bereich der inneren
Grenzmembran. Der Begriff Crista-,Hals‘ bezieht sich auf das Erscheinungsbild der tubuléren
Eintritts6ffnungen der Cristae in dreidimensionalen Rekonstruktionen nach EM-
Tomographie. Wahrend es sich bei der CJ um ein schmales Membransegment im
Ubergangsbereich zwischen innerer Grenzmembran und Cristaemembran mit einem hohen
Anteil an negativer Membrankrimmung handelt, berwiegt in der angrenzenden tubuldren
,Hals‘-Region die positive Krimmung. Stellt man sich diesen Bereich als Griff eines
Tennisschldgers vor, so entspricht das daran anschlieende Crista-,Blatt® dessen Schlagflache.
Hier erweitert sich der intracristale Bereich derart, dass neben positiven und negativen
Membrankrimmungen auch ebene Membranflachen auftreten, die erst in der Crista-,Spitze*
wieder in eine positive Krummung Gbergehen.

Zur quantitativen Darstellung der submitochondrialen Verteilung von Fcjl wurden mit
Hilfe eines beweglichen Fensters alle Goldpartikel entlang der Innenmembran gezahlt, die
sich innerhalb einer Distanz von 14 nm zur Membran befanden. Diese Messung wurde neben
Fcjl als Kontrolle auch fir die Innenmembranproteine Cox2, Sue und Su g durchgefiihrt
(Abbildung 13C und D). Wahrend sich die hdchste Dichte an Fcjl im Bereich der CJ befindet,
weist dieser Bereich nur wenig Cox2 auf. Als Atmungskettenprotein befindet sich Cox2 vor
allem in den Cristae. Auch das Verteilungsmuster der FiFo-ATP-Synthase-Untereinheiten
Su e und Su g zeigt keine Préferenz fur die CJ. Beide Proteine sind deutlich im Bereich der
Crista-,Spitze angereichert. Damit unterscheidet sich die beobachtete Anreicherung von Fcjl

an den CJs von allen anderen bisher untersuchten Proteinen (vgl. Vogel et al., 2006).
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Abbildung 13: Fcjl ist an der Crista Junction angereichert. (A) Immungold-Markierung von Fcjl in
Wildtyp-Zellen. (B) Lokalisation Fcjl-spezifischer Goldpartikel in einem empirischen Crista Junction-Modell
(vgl. Vogel et al., 2006). (C und D) Profile spezifischer Proteindichten in der Innenmembran. Dargestellt sind
die Proteindichten von Fcjl und Cox2 (C) und von Su e und Su g (D). Die Anzahl der Goldpartikel innerhalb
einer 14 nm-Distanz zur Innenmembran wurde in silico mit Hilfe eines von oben nach unten entlang dieser
Membran bewegten Fensters im unter (B) dargestellten Modell bestimmt. Die Rohdaten entstammen Abbildung
13B und [Vogel et al., 2006]. Graue Ké&sten markieren den Bereich der Crista Junction. CJ, Crista Junction; CM,
Cristaemembran; IGM, Innere Grenzmembran. Zusammenarbeit mit Dr. Vincent Soubannier und Dr. Frank
Vogel.

3.1.2 Die Aminosauresequenz von Fcjl enthalt mehrere Motive, die an einer Protein-
Protein-Interaktion beteiligt sein kdnnten

Der offene Leserahmen YKRO016w kodiert fur 540 Aminoséaurereste (AS). Davon
stellen die ersten 24 AS die mitochondriale Signalsequenz dar, die nach dem Import
abgespalten wird. Im verbleibenden Rest kdnnen mehrere Doménen unterschieden werden
(Abbildung 14). So enthalt Fcjl ein aminoterminales Transmembransegment (AS 39-56), das
ein AXXXG-Dimerisierungsmotiv besitzt. Dieses Motiv weist auf eine Interaktion mit einer
anderen Transmembranhelix hin [Eilers et al., 2002]. Auch die Coiled coil-Region (AS 239-
330), die in den Intermembranraum ragt, stellt eine potentielle Protein-Protein-

Interaktionsdomane dar. Coiled coil-Doméanen sind o—helikale Strukturmotive, die
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beispielsweise die Dimerisierung von Tropomyosin oder a-Keratin vermitteln [Pauling und
Corey, 1953; Sodek et al., 1972]. Am hochsten konserviert ist der carboxyterminale Bereich
von Fcjl (AS 490-533). Dort lasst sich zwar kein bisher bekanntes Sequenzmotiv erkennen,
es kann jedoch von einer wichtigen Doméne fur die Funktionalitat von Fcjl ausgegangen
werden. Insgesamt besitzt Fcjl mehrere Doménen, die an einer Protein-Protein-Interaktion

beteiligt sein kdnnten.

MTS TM CCR cT
NH," § = | coo

AXXXG H. sapiens IEHGDLELAAKFVNQIKGESRRVAQDWLMLETKdi‘}EiL

M. musculus IEHGDLELAAKFVNQLKGESRRVAQDWLKEARMTLETKQIVEIL

D. rerio IERGDLELAAKFVNQLRGESQRVAQDWLKEARLTLETKQVISLL

C. elegans VHNGDLDKAIRVVQLLKGQPAHLARDWIVDTRSYLESRLLAQLL

N. crassa LEEGDLDNAAREMNGLKGWAKTLSRDWLGEVRKVLEVQQALDVI

S. cerevisiae LRVSNLNDAVEEVVSLKGWPHKVCESWIEDARRKLEVQRLVEIL

LR L B R A T RERE B PR

Abbildung 14: Schematischer Uberblick iber mégliche Protein-Protein-Interaktionsdoménen von Fcjl.
Dargestellt sind die mitochondriale Signalsequenz (MTS; gelb), die Transmembrandomane (TM; grin) mit
einem vergrofRerten Ausschnitt des Dimerisierungsmotivs AXXXG, die Coiled coil-Region (CCR; blau) und der
konservierte Carboxyterminus (CT; rot) von Fcjl. Die Grofe und Lage alle Doménen und der dazwischen
befindlichen Bereiche entsprechen deren tatsachlichen Proportionen im Protein. Angaben zu den
Aminosaurepositionen befinden sich im Text. Fiir den Carboxyterminus ist ein Sequenzvergleich von Fcjl aus
S. cerevisiae mit Mitofilin-a8hnlichen Proteinen anderer Organismen dargestellt. Die Sequenzanalyse wurde mit
Hilfe des Programms ClustalW [Thompson et al., 1994] durchgefiihrt. Markiert wurden identische Aminosauren
(*) sowie konservative (:) und semi-konservative (.) Substitutionen.

3.1.3 Fcjlist Teil eines Proteinkomplexes

Um zu unterscheiden, ob Fcjl unter nativen Bedingungen als Monomer oder als Teil
eines Proteinkomplexes vorliegt, wurden die Proteinkomplexe solubilisierter Mitochondrien
uber BN-PAGE aufgetrennt. Fcj1 wurde mittels Western Blot nachgewiesen. Da die gegen
Fcjl gerichteten Antikorper nach der BN-PAGE kein spezifisches Signal lieferten, wurde eine
His-markierte Fcjl-Variante (Fcjl-Hisg) verwendet. Unabhangig vom eingesetzten Detergenz
(Digitonin, Triton X-100 oder n-Dodecyl-p-maltosid) und selbst unter Verwendung grolRer
Detergenzmengen erscheint der Hauptanteil von Fcjl-Hisg als Teil eines sehr hoch-
molekularen Proteinkomplexes, der nur in geringem Mal} in die Gelmatrix eintritt (Ab-
bildung 15). Lediglich in Gegenwart von Triton X-100 wandert ein gewisser Anteil, dessen
Molekularmasse groRer als diejenige von Thyreoglobulin (669 kD) ist, weiter in die Gel-

matrix ein. Um auszuschlielen, dass die beobachtete Komplexgrofie auf die His-Markierung
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und das Uberexprimieren der verwendeten Fcjl-Variante zuriickzufiihren ist, wurde auch der
endogenen FCJ1-Komplex aus Wildtyp-Mitochondrien, die in Digitonin solubilisiert wurden,
untersucht. An eine CN-PAGE wurde als zweite Dimension eine denaturierende Tricin-SDS-
PAGE angeschlossen, welche den Nachweis mit Fcjl-spezifischen Antikorpern ermdglicht.
Zur GroRenabschéatzung dient die Fo-Untereinheit Atp4, mit deren Hilfe sich sowohl das
Monomer als auch das Dimer der FiFo-ATP-Synthase detektieren lassen. Beide Formen
laufen schneller als die Haupt-Population von Fcjl1 (Abbildung 16).

Fcj1-His, Fcj1-FL
o o
I » © »
0’\9 .(\' 00 Q\Q .(\' 00

DetlProt ¢ © 42 ¢ 42 ¢ 6 © 42 ¢ 42 o

FiFo —
F —

aHis

Abbildung 15: In der BN-PAGE verhélt sich eine His-markierte Fcjl-Variante wie ein Teil eines
hochmolekularen Proteinkomplexes. Mitochondrien aus Zellen, die eine His-markierte (Fcj1-Hisg) oder eine
unmarkierte Variante von Fcjl (Fcjl-FL) exprimieren, wurden mit Digitonin (Dig), Triton X-100 (TX-100) oder
n-Dodecyl-pB-maltosid (DDM) mit dem angegebenen Verhéltnis von Detergenz zu Protein (Det/Prot; w/w)
solubilisiert. Nach BN-PAGE und Proteintransfer auf PVDF-Membran wurde die His-Markierung mit Western
Blot nachgewiesen. Als GrdRRenmarker dienen Ferritin (F; 474 kD), das Monomer der F1Fo-ATP-Synthase (FiFo;
600 kD) und Thyreoglobulin (T; 669 kD).

1D CN-PAGE

Fcj1
Atp4
Fcj1
Atp4

Fcjt
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44
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Abbildung 16: Wildtyp-Fcj1 verhélt sich im 2D-Gel wie ein Teil eines hochmolekularen Proteinkomplexes.
Wildtyp-Mitochondrien wurden nach Solubilisierung mit dem angegebenen Verhaltnis von Digitonin zu Protein
(Dig/Prot) und Auftrennung mittels 3-8 %iger CN-PAGE einer Tricin-SDS-PAGE unterzogen. Nach
Proteintransfer auf Nitrozellulose-Membran wurden Fcjl und Atp4 mit Western Blot nachgewiesen. Pfeile
markieren die Laufrichtung der ersten (1D) und der zweiten Dimension (2D). Als Groenmarker dienen das
Monomer (M; 600 kD) und das Dimer (D; 1,2 MD) der F{Fo-ATP-Synthase.
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Dass die Wanderungsgeschwindigkeit von Fcjl in der ersten Dimension sich von der
Art des Detergenz (Abbildung 15) und dessen Menge (Abbildung 16) beeinflussen lasst,
spricht gegen die Moglichkeit der Proteinaggregation. Die Ergebnisse aus BN-PAGE und 2D-
Gel lassen somit den Schluss zu, dass Fcj1 Teil eines sehr grof3en Proteinkomplexes ist.

Eine alternative Methode zur GrofRenbestimmung von Proteinkomplexen ist die
Dichtegradientenzentrifugation. Mit dieser Technik kann das GroRenlimit, das BN- und CN-
PAGE aus technischen Griinden haben, umgangen werden. Die Proteinkomplexe aus mit
Digitonin solubilisierten Wildtyp-Mitochondrien wurden (ber einen kontinuierlichen
Glycerolgradienten aufgetrennt. Nach der Fraktionierung des Gradienten wurden die
einzelnen Fraktionen mittels SDS-PAGE und Western Blot analysiert. S-Mgm1 (120 kD,
[Shepard und Yaffe, 1999]) Tob55 als Untereinheit des TOB-Komplexes (350 kD, [Habib et
al., 2005]), Atp4 als Untereinheit der FiFo-ATP-Synthase (monomere Form 600 kD,
[Schagger und Pfeiffer, 2000]) und Phb2 als Untereinheit des Prohibitin-Komplexes (1,2 MD
[Tatsuta et al., 2005]) dienten als GrolRenmarker. Das Fcjl-Signal verteilt sich Gber einen
breiten GroRenbereich. Dabei ist Signalintensitét in denjenigen Fraktionen am hdchsten, deren
GroRen vergleichbar mit denjenigen des TOB-Komplexes und des Monomers der FiFo-ATP-
Synthase sind (Abbildung 17).

kD 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

8 reee —Fcj
84— —s-Mgm1
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25— - — Atp4
34— - - —Phb2
———
10 % 50 % Glycerol

Abbildung 17: Nach Auftrennung mittels Dichtegradientenzentrifugation tritt Fcjl in zwei
Subpopulationen auf, deren Gréf3en denjenigen des TOB-Komplexes und des Monomers der F;Fo-ATP-
Synthase entsprechen. Isolierte  Wildtyp-Mitochondrien wurden mit Digitonin im Verhéltnis 2:1
(Digitonin/Protein) solubilisiert und tber einen kontinuierlichen 10-50 %igen Glycerolgradienten aufgetrennt.
Der Gradient wurde ausgehend von der niederprozentigen Glycerolkonzentration in 500 pl-Schritten fraktioniert
(Fraktionen 1-17). Der Nachweis von Fcjl, s-Mgm1, Tob55, Atp4 und Phb2 in den einzelnen Fraktionen
erfolgte nach SDS-PAGE und Proteintransfer auf Nitrozellulosemembran mittels Immundekoration.

Insgesamt verhalt sich Fcjl wie ein Teil eines weniger groRen Komplexes, als die

Nativ-PAGE-Experimente vermuten lieRen. Madoglicherweise zerféllt der Fcjl-Komplex
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wéhrend der Dichtegradientenzentrifugation, denn auch die F;Fo-ATP-Synthase l&asst sich
unter den gewdhlten Bedingungen reproduzierbar nur in der monomeren Form nachweisen,
worauf eine einzige Population von Atp4 hindeutet. Die Verteilung von Fcjl Uber einen
breiten GrolRenbereich legt die Moglichkeit verschiedener Fcjl-Subpopulationen nahe. Deren
unterschiedliches Sedimentationsverhalten konnte sich aus der jeweiligen Anzahl der Fcjl-
Monomere oder aus der Assoziation mit unterschiedlichen Interaktionspartnern ergeben.
Zusammenfassend verhélt sich Fcjl zwei unabhéngigen experimentellen Ansétzen
zufolge als Teil eines groferen Proteinkomplexes, dessen definitive GroRe noch zu
bestimmen bleibt. Das Molekulargewicht betrdgt nach Solubilisierung mit Digitonin
mindestens 350 kD, konnte aber fur bestimmte Subpopulationen sogar im Bereich > 1 MD

liegen.

3.1.4 Fcjl geht homotypische Interaktionen ein
Um zu testen, ob Fcjl mit sich selbst interagiert, wurden zwei unterschiedlich
markierte Varianten von Fcj1, Fcj1-Hiss und Fcj1-TAP, koexprimiert. Wenn Fcjl aus den in
Triton X-100 solubilisierten Mitochondrien ber TAP-Affinitatsreinigung isoliert wird, lasst
sich in der Elutionsfraktion auch die His-markierte Variante von Fcjl detektieren
(Abbildung 18).
Fcj1-TAP /

Fcj1-TAP  Fcj1-His  Fcj1-His
kD T uUuUBB TUBB TUBB

112 —
G — — Fcj1-TAP
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aTom40
66 —
e wmewe  — Fcj1-His
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Abbildung 18: Fcjl1 geht homotypische Interaktionen ein. Mitochondrien aus Zellen, die eine His-markierte
(Fcj1-Hisg) oder eine TAP-markierte (Fcj1-TAP) Fcjl-Variante oder beide exprimieren, wurden einer TAP-
Affinitatschromatographie unterzogen. Das Ausgangsmaterial (T; 10 %), die ungebundene (UB; 10 %) und die
gebundene Fraktion (B; 100 %) wurden nach SDS-PAGE und Proteintransfer auf Nitrozellulosemembran mittels
Western Blot mit Antikérpern, die Tom40 oder die His-Markierung erkennen, analysiert. Tom40 und Fcj1-TAP
wurden gleichzeitig mit einem gegen Tom40 gerichteten Antikérper, der auch an die Protein A-Region der TAP-
Markierung bindet, nachgewiesen.
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Zur Kontrolle wurde das Experiment parallel mit Mitochondrien, die nur Fcjl-Hisg
oder nur Fcj1-TAP enthielten, durchgefiihrt. In Abwesenheit von Fcjl-Hisg lasst sich in der
Elutionsfraktion Fcj1-TAP nachweisen, in Abwesenheit von Fcj1-TAP enthalt die Elutions-
fraktion keine Variante von Fcjl. Somit geht Fcjl in vivo homotypische Interaktionen ein.

Um zu klaren, ob neben Fcjl weitere Proteine an der Ausbildung des FCJ1-
Komplexes beteiligt sind, wurde Fcjl-His;, mittels Ni-NTA-Affinitatschromatographie aus
mit Triton X-100 solubilisierten Mitochondrien isoliert. Zur Kontrolle wurde das Experiment
parallel mit einer unmarkierten Variante von Fcjl durchgefuhrt. Unbekannte
Interaktionspartner sollten nach SDS-PAGE und Coomassiefarbung massenspektrometrisch
identifiziert werden. Neben Fcjl und dessen 30 kD grofiem Abbaufragment, das mittels
Western Blot identifiziert wurde, waren jedoch alle detektierbaren Proteinbanden auch in der
Elutionsfraktion der Kontrolle zu finden (Abbildung 19).
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Abbildung 9 Ni-NTA-Affinitatschromatographie fuhrt nicht zur ldentifikation eines Fcjl-spezifischen
Interaktionspartners. Mitochondrien aus Zellen, die eine His-markierte (Fcj1l-His;,) oder die Wildtyp-Variante
(Fcjl-FL) wvon Fcjl exprimieren, wurden nach Solubilisierung mit Triton X-100 einer Ni-NTA-
Affinitatsreinigung unterzogen. Die Elutionsfraktionen wurden nach Auftrennung mittels SDS-PAGE mit
Coomassie gefarbt. Fcjl und dessen Abbaufragment sind mit einem Pfeil markiert. *, unspezifische
Proteinbanden, die in beiden Elutionsfraktionen auftreten.

Somit wurde mit dieser Methode bisher kein Interaktionspartner von Fcjl identifiziert.
Dafur konnen folgende Griinde verantwortlich sein: Mdglicherweise ist die verwendete
carboxyterminal markierte Variante von Fcjl nicht voll funktionsfahig. Zwar komplementiert

sie den Wachstumsphanotyp von Afcjl und das Fehlen von CJs (Daten nicht gezeigt), der
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konservierte Carboxyterminus von Fcjl konnte jedoch an Protein-Protein-Interaktionen
beteiligt sein, die durch das Anfligen der His-Markierung gestort werden. Alternativ ware
vorstellbar, dass der markierte Bereich von Fcjl im intakten FCJ1-Komplex fur die Bindung
an die Ni-NTA-Matrix nicht zugénglich ist. Somit wirden nur solche Fcjl-Molekile
angereichert werden, deren Carboxytermini aufgrund der Zerstérung des Komplexes und
damit des Verlusts von Interaktionspartnern an die Matrix binden konnen. Letztlich kénnte
auch die mdglicherweise transiente Art der von Fcjl eingegangenen Bindungen deren
Identifikation erschweren.

Zusammenfassend konnten homotypische Interaktion zwischen zwei Fcjl-Molekdlen,
jedoch keine weiteren Wechselwirkungen zwischen Fcjl und anderen Proteinen

nachgewiesen werden.

3.2 Einfluss von Fcjl auf die mitochondriale Architektur

3.2.1 Mitochondriale Morphologie von Afcjl-Zellen

Um zu untersuchen, inwieweit sich das Fehlen von Fcjl auf die mitochondriale
Morphologie auswirkt, wurde in Hefezellen des Wildtyps und des Stamms Afcjl ein GFP-
Konstrukt exprimiert, das von seiner Signalsequenz in die mitochondriale Matrix dirigiert
wird. Mittels Fluoreszenzmikroskopie wurde die Morphologie der Mitochondrien beider

Stamme verglichen (Abbildung 20).

Abbildung 20: Die mitochondriale Morphologie von Afcjl-Zellen unterscheidet sich von derjenigen von
Wildtyp-Zellen. Dargestellt sind fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Hefezellen desWildtyps (WT;
BY4741; links) oder von Afcjl (rechts). Die Zellen wurden in Laktat-Vollmedium Kkultiviert und in der frihen
logarithmischen Phase mikroskopiert. Als mitochondrialer Marker dient Matrix-dirigiertes GFP.

65



3 Ergebnisse

In Wildtyp-Zellen bilden die Mitochondrien ein Netzwerk aus tubuldren Strukturen,
das gleichméaRig Gber das gesamte Zellvolumen verteilt ist. Afcj1-Zellen besitzen ebenfalls ein
mitochondriales Netzwerk, welches sich allerdings in mehreren Punkten von demjenigen des
Wildtyps unterscheidet. Die Mitochondrien der Mutante sind ungewdhnlich groB,
maoglicherweise geschwollen. Dies ist in Einklang mit den grofRen mitochondrialen
Querschnitten, die bei der elektronenmikroskopischen Analyse chemisch fixierter Afcjl-
Zellen auffielen (siehe 1.7.3). Im fluoreszenzmarkierten mitochondrialen Netzwerk von Afcj1-
Zellen ist weiterhin der Anteil tubuldrer Strukturen verringert, stattdessen treten haufig
globuldre Strukturen auf, die sich bevorzugt in der Peripherie der Zelle befinden. Teilweise

scheinen diese runden Strukturen sogar einen Hohlraum in ihrem Inneren zu umgeben.

3.2.2 Fcjl hat direkten Einfluss auf die Architektur der Crista Junctions

Im Folgenden wurde die Auswirkung von erhdhten Fcjl-Mengen auf Hefezellen und
Mitochondrien untersucht. Im Zuge dessen wurde Fcjl mit Hilfe eines doxyzyklin-
regulierbaren Promotors etwa 10fach Uberexprimiert. Das Wachstum dieses Hefestamms
unterscheidet sich nicht von dem des Wildtyps (Daten nicht gezeigt). Auch die Analyse der
mitochondrialen Morphologie zeigt keinerlei Auffélligkeiten des mitochondrialen Netzwerks
(Abbildung 21).

WT + pCM189 Fcj1T (WT + pCM189-Fcj1)

Abbildung 21: Die mitochondriale Morphologie von Fcjl-Uberexprimierenden Zellen entspricht
derjenigen des Wildtyps. Dargestellt sind fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen des Wildtyps (WT,;
W303 + pCM189; links) und von Fcjl-iberexprimierenden (Fcj11; WT + pCM189-Fcj1; rechts) Hefezellen. Die
Zellen wurden in respiratorischem Medium (SLac + 0,1 % Glukose) kultiviert und in der frihen logarithmischen
Phase mikroskopiert. Als mitochondrialer Marker dient Matrix-dirigiertes GFP.

Die Auswertung elektronenmikroskopischer Aufnahmen von chemisch fixierten

Hefezellen deckt hingegen Unterschiede in der Ultrastruktur von Mitochondrien des Fcjl-
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Uberexprimierenden Stamms und denjenigen des Wildtyps auf (Tabelle 4 und Abbildung 22).
Im Vergleich zum Wildtyp ist die Anzahl der mitochondrialen Querschnitte verdoppelt und
die Anzahl der CJs pro Zelle zwei- bis dreifach erhtht. Zudem treten Verzweigungen
innerhalb der Cristae etwa 17mal haufiger als im Wildtyp auf (Abbildung 22A). Erhohte
Mengen an Fcjl fuhren desweiteren zur VergroRerung des CJ-Durchmessers. Wéhrend der
Durchmesser von Wildtyp-CJs mit 12 bis 17 nm relativ konstant ist, variiert er in Fcjl
uberexprimierenden Zellen mit 12,5 bis 35 nm stérker und ist im Durchschnitt auf 22 nm er-
weitert (Abbildung 22B). Insgesamt fuhrt Fcj1 zur vermehrten Bildung von CJs und verandert

deren molekulare Struktur.

Wildtyp Fcj11
Anzahl ausgewerteter Zellen 13 15
Anzahl mitochondrialer Schnitte 20 49
Anzahl mitochondrialer Schnitte pro Zelle 15 3,3
Anzahl der Crista Junctions 54 169
Anzahl der Crista-Verzweigungen 3 58
Crista Junctions pro Zelle 4,2 11,3
Crista-Verzweigungen pro Zelle 0,23 3,9

Tabelle 4: Vergleich der mitochondrialen Ultrastruktur von Wildtyp und Fcjl-tUberexprimierenden
Zellen. Ausgewertet wurden elektronenmikroskopische Aufnahmen chemisch fixierter Zellen von Wildtyp und
Fcjl tiberexprimierenden (Fcj11) Zellen. In Zusammenarbeit mit Dr. Frank Vogel.
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Abbildung 22: Die Uberexpression von Fcjl auRert sich in der VergroRerung des Crista Junction-
Durchmessers und in Verzweigungen der Cristae. (A) Elektronenmikroskopische Aufnahme eines Schnitts
durch ein Mitochondrium einer Fcjl-Uberexprimierenden Hefezelle. (B) Verteilung der Crista Junction-
Durchmesser in Mitochondrien des Wildtyps W303 mit Leerplasmid pCM189 (WT; n=21) oder Fcjl-
Uberexpressionplasmid pCM189-Fcjl (Fcjlt; n=40). Die chemische Fixierung der Hefezellen erfolgte nach
Tokuyasu [Tokuyasu, 1989]. CJ, Crista Junction. Zusammenarbeit mit Dr. Frank VVogel.

Mit dem folgenden Experiment wurde der Frage nachgegangen, ob die
morphologischen Besonderheiten von Zellen mit veranderten Mengen an Fcjl auf sekundére
Effekte zuriickzufiihren sind. Dazu wurde Fcjl in Afcj1-Zellen zunéchst tberexprimiert, bevor
die Expression mit Hilfe eines doxyzyklinabh&ngigen Promtors reprimiert wurde. 13,5 h nach
Doxyzyklinzugabe entspricht die Menge des urspringlich etwa zehnfach lberexprimierten
Proteins dem endogenen Niveau und nimmt nach 23 h weiter ab (Abbildung 23A). Bis zum
Ende des Experiments nach 47,5 h ist eine Restmenge an Fcjl nachweisbar, die etwa einem
Zehntel des Wildtyp-Niveaus entspricht. Dies ist auf eine unvollstdndige Reprimierung der
Genexpression zurlckzufuhren. Mit sinkenden Fcjl-Mengen treten Veranderungen der
mitochondrialen Ultrastruktur auf (Abbildung 23B). Bereits nach 13,5 h hat sich die Anzahl
der CJs auf weniger als die Halfte reduziert und nimmt im weiteren Verlauf bis auf etwa 20 %
des Ausgangswertes ab. Der Anteil verzweigter Crista-Tubuli halbiert sich ebenso schnell und
verschwindet in der Folge fast vollstandig. Zu spateren Zeitpunkten (37,5 und 47,5 h) tritt die
fiir Afcjl typische stapelartige Anordnung der Innenmembranen auf. Die Bildung von rho%-
Zellen wurde wahrend des gesamten Experiments nicht beobachtet.

Insgesamt zeigt dieses Experiment die direkte Beteiligung von Fcjl an der Bildung der
CJs. Dass die in Abwesenheit von Fcjl auftretenden morphologischen Veranderungen

sekundare Effekt des mtDNA-Verlusts sind, kann somit ausgeschlossen werden.
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Abbildung 23: Reprimierung der Expression von Fcjl fihrt zur Veranderung der mitochondrialen
Ultrastruktur. In einem Afcjl-Stamm, der das doxyzyklinregulierbare Plasmid pCM189-Fcjl enthielt, wurde
die Expression von Fcjl durch die Zugabe von Doxyzyklin reprimiert. (A) Western Blot. Gezeigt sind die
Mengen von Fcjl und Aac2 in Gesamtzellextrakten zu den angegebenen Zeitpunkten nach Doxyzyklin-Zugabe
(Fcjl]) oder im Wildtyp, der das Leerplasmid pCM189 enthielt (WT). (B) Phénotypische Analyse der
Reprimierung von Fcjl. Die Anzahl der Crista Junctions und Crista-Verzweigungen pro mitochondrialem
Schnitt (Mo = 26, My354= 69, M3 =49, Mz75,= 66, My75, = 57; M, Anzahl der ausgewerteten mitochondrialen
Schnitte) und der Anteil an Crista-Stapel-enthaltenden Zellschnitten entstammen der elektronenmikroskopischen
Analyse von Zellen, die zu den angegebenen Zeitpunkten nach Doxyzyklinzugabe chemisch fixiert wurden. Die
Anzahl der Crista Junctions und der Crista-Verzweigungen pro mitochondrialem Schnitt vor der
Herunterregulierung wurde mit 100 % gleichgesetzt. Der Anteil der rho”-Zellen und der Crista-Stapel
enthaltenden Zellen bezieht sich auf die Gesamtzellzahl zum jeweiligen Zeitpunkt. Die Auswertung aller
Parameter erfolgte in Unkenntnis der Identitat der jeweiligen Probe. Zusammenarbeit mit Dr. Frank Vogel.

Um zu klaren, ob die Menge an Fcj1 mit der Haufigkeit von CJs korreliert, wurden
isolierte Mitochondrien mit unterschiedlich stark ausgepragten Cristaestrukturen miteinander
verglichen.

Das Ausmall der Cristaebildung in Hefezellen hangt von der jeweiligen
Kohlenstoffquelle ab. Auf nichtfermentierbaren  Kohlenstoffquellen erfolgt die
Energiegewinnung (ber die oxidative Phosphorylierung in der mitochondrialen
Innenmembran. Unter diesen Bedingungen sind Cristae und CJs starker ausgepréagt als in
Gegenwart von Glukose, wo ATP hauptséchlich tUber die zytosolisch stattfindende Glykolyse
gewonnen wird. Noch stérker als die Anwesenheit von Glukose wirkt sich der Verlust der
mtDNA auf die mitochondriale Ultrastruktur aus. Er &ufert sich in Form einer fast
vollstandigen Abwesenheit von Cristae und CJs, da die Energiegewinnung ohne die
mitochondrial kodierten Untereinheiten der Atmungskettenkomplexe ausschliel3lich tber die

Glykolyse erfolgt.
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Western Blot-Analysen deckten kaum Unterschiede im Fcjl-Gehalt zwischen
Mitochondrien aus respiratorisch oder fermentativ kultivierten Zellen oder solchen, die keine
mtDNA besitzen, auf. Die Mengen der Cristaeproteine Cyt b2, Atp4 und Sue sind unter
Bedingungen, die zu verminderter Cristaebildung fiihren, reduziert, wéhrend die Abundanz
des Auflenmembran-Proteins Tom40 und von Hepl in der mitochondrialen Matrix
unverandert ist. Die vollstdndige Abwesenheit des mitochondrial kodierten Proteins Cox2
bestatigt die Identitat der Zellen ohne mtDNA (Abbildung 24). Interessanterweise ist die
Menge an Fcjl in den Mitochondrien somit unabhéngig von der Abundanz der Cristae und

der CJs, also der Strukturen, denen Fcjl zugeordnet wurde.
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Abbildung 24: Die Proteinmenge von Fcjl ist unabhangig von der Abundanz der Cristae und Crista
Junctions. Western Blot-Analyse isolierter Mitochondrien aus Wildtypzellen (WT), die auf Laktat- (Lac) oder
Glukosemedium (SD) kultiviert wurden oder eines auf Glukosemedium kultivierten Hefestamms ohne
mitochondriale DNA (rho®). Angegebene Mengen der Mitochondrien wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt
und auf Nitrozellulose transferiert, bevor mittels Immundekoration die Proteine Atp4, Cox2, Cyt b2, Fcjl,
Tom40 und Su e nachgewiesen wurden.

3.2.3 Bilden Cristae in Afcjl ein isoliertes Kompartiment?

Da sich das Fehlen von Fcjl in der volligen Abwesenheit von CJs manifestiert, stellt
sich die Frage, ob die Cristae in dieser Mutante tatséchlich als isolierte Membranvesikel ohne
jeglichen Kontakt zur inneren Grenzmembran vorliegen. Um dies zu testen, wurde die
Zuganglichkeit des Intracristalraums von Afcjl-Mitochondrien fiir dufRerlich zugegebene
Substanzen untersucht.

Wird die AuBenmembran isolierter Wildtyp-Mitochondrien durch Inkubation in

hypotoner LOsung zerstort, so werden die Proteine der Innenmembran fur Substanzen, die
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sich in der umgebenden L6sung befinden, zuganglich. Es ist nicht im Detail bekannt, welche
Vorgange zum Aufbrechen der AuBenmembran fuhren. Man vermutet jedoch, dass die
Zunahme des Matrixvolumens zu einer Ausstilpung der Innenmembran flhrt, der die
Aullenmembran nicht folgen kann.

Zunéchst wurde der Frage nachgegangen, ob Proteine, die sich Uberwiegend in den
Cristae befinden, nach osmotischem Schwellen in Afcjl besser als im Wildtyp vor dem
Verdau durch eine extern zugegebene Protease geschutzt sind. In isolierten Mitochondrien
wurde die Zugénglichkeit des Intermembranraumproteins Cytochrom b2, das sich als Teil der
Atmungskette vor allem in den Cristae befindet, untersucht. Tatséchlich scheint Cytochrom b,
in Afcjl resistenter gegeniiber dem Abbau durch Proteinase K zu sein als im Wildtyp

(Abbildung 25).
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Abbildung 25: Verhalten von Afcjl-Mitochondrien in hypoosmotischer Umgebung. Mitochondrien des

- — —— e

Wildtyps und von Afcjl und durch hypotones Schwellen (SW) generierte Mitoplasten beider Stdimme wurden
mit Proteinase K (PK) behandelt und anschliefend nach SDS-PAGE, Proteintransfer auf Nitrozellulosemembran
mittels Immundekoration analysiert. Nachgewiesen wurden die Proteine Cytochrom b2 (Cyt b2), Mgel, Tom40,
Tob55 und ein Abbaufragment von Tob55 (fropss), das bei der Behandlung intakter Mitochondrien mit
Proteinase K entsteht.

Mit dem Nachweis des AuBenmembranproteins Tom40, das sich im Western Blot in
Gegenwart von Proteinase K nicht mehr detektieren l&sst, wurde eine vergleichbare Effizienz
der Proteasebehandlung in beiden Hefestimmen sichergestellt. Ob der Schutz des
Innenmembranproteins Cytochrom b2 in Afcjl auf ein unvolistandiges Offnen der
mitochondrialen Auenmembran zurtickzufiihren ist, wurde folgendermafRen getestet: Zu
intakten Mitochondrien zugegebene Protease verdaut den aus der Aullenmembran
herausragenden Teil des in der AuRenmembran verankerten Proteins Tob55 und produziert
damit ein 30 kD groRes Fragment im Intermembranraum, das erst nach Offnen der
AuBenmembran abgebaut wird [Habib et al.,, 2005; Paschen et al., 2003]. In Afcjl-
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Mitochondrien bleibt im Vergleich zum Wildtyp ein groRerer Anteil dieses Fragments auch in
hypotonem Medium und Gegenwart von Proteinase K nachweisbar, was auf eine geringere
Effizient des Schwellens schlieBen lasst. Wahrend das Matrixprotein Mgel im Wildtyp
resistent gegeniiber proteolytischem Abbau unter hypoosmotischen Bedingungen ist, ist die
Menge an Mgel in Afcjl reduziert. In Abwesenheit von Fcjl fiihrt osmotisches Schwellen
offenbar nicht zur Ausstiilpung, sondern zumindest bei einem Teil der Mitochondrien zum
Aufbrechen der inneren Grenzmembran. Die Cristaeproteine sind unter diesen Bedingungen
vor proteolytischem Abbau geschutzt. Dies unterstiitzt die Hypothese, dass die Cristae in
Afcjl, anders als im Wildtyp, nicht mit dem Intermembranraum in Verbindung stehen.

Ob die Cristae in Afcjl tatsachlich ein abgeschlossenes Kompartiment bilden, sollte in
einem unabhangigen experimentellen Ansatz bestatigt werden. In Wildtyp- und Afcjl-
Mitochondrien wurde die Zugéanglichkeit von Cytc fir die Substanz 4-Acetamido-4'-
maleimidylstilben-2,2'-disulfonat (AMS) verglichen. AMS modifiziert Proteine, indem es
Thioetherbindungen mit freien Thiolgruppen eingeht. Mit 490 Dalton ist AMS Klein genug,
um, von auflen zu isolierten Mitochondrien zugegeben, mittels freier Diffusion in den
Intermembranraum der Mitochondrien zu gelangen.

In einem Zeitreihen-Experiment wurden isolierte Mitochondrien beider Hefestamme
mit AMS inkubiert. Die Modifikation reprasentativer Proteine der verschiedenen
submitochondrialen Kompartimente wurde mittels Western Blot analysiert (Abbildung 26).
Wahrend in den unbehandelten Kontrollen die Signalstarke des Intermembranraum-Proteins
Cytc in Wildtyp und Afcjl vergleichbar ist, nimmt die Signalintensitdt im Wildtyp in
Gegenwart von AMS schnell ab. Da die verwendeten Cyt c-spezifischen Antikorper nur
unmodifiziertes Protein erkennen, aber nicht dasjenige, das mit AMS markiert wurde, ist
Cyt ¢ nach 10 min nicht mehr detektierbar. Auch in Afcj1-Mitochondrien nimmt die Menge an
unmarkiertem Cyt ¢ in Gegenwart von AMS mit zunehmender Inkubationszeit ab. Allerdings
findet die Modifikation in diesem Stamm langsamer statt. So entspricht der Anteil an nicht
modifiziertem Cyt ¢ nach 40 min demjenigen des Wildtyps nach 5 min. Der verbleibende
Restanteil verschwindet in Afcjl Mitochondrien erst nach Solubilisierung der Mitochondrien
mit SDS. Dass der Unterschied in der Markierungseffizienz von Cyt ¢ nicht auf ungleiche
Modifikationsbedingungen zuriickzufiihren ist, zeigt die in beiden Stdmmen vergleichbar
effiziente Markierung des AulRenmembranproteins Porin bereits nach 1,25 min. Die
Modifikation von Porin wird im Western Blot durch Erhéhung des Molekulargewichts der

Porin-Bande um 0,5 kD sichtbar. Die Membranundurchgangigkeit von AMS wurde mit dem
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Nachweis des Matrixproteins Hepl kontrolliert, welches sich sowohl im Wildtyp als auch in
Afcjl erst nach Zugabe von SDS modifizieren lasst. Die verwendeten Antikdper binden
modifiziertes Hepl nur eingeschrénkt, so dass die AMS-Markierung sowohl durch die
verzogerte Laufgeschwindigkeit in der SDS-PAGE als auch durch eine Abnahme der
Signalintensitat im Western Blot sichtbar wird.

Zusammenfassend beeintrachtigt die Abwesenheit von Fcjl speziell die
Zuganglichkeit von Cytc fur AMS. In Afcjl-Mitochondrien sind Proteine innerhalb der
Cristae somit in starkerem Ausmal vor dulRerlich zugegebenen Substanzen geschiitzt als im
Wildtyp, liegen jedoch nicht volistandig isoliert vor. In Abwesenheit von Fcjl bilden die
Cristae offenbar ein mitochondriales Subkompartiment, welches mit dem Intermembranraum

nur in begrenztem Ausmal in Kontakt steht.

WT Afcj1
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Abbildung 26: Die Abwesenheit von Fcjl beeintréchtigt die Zugéanglichkeit von Cytochrom ¢ fir die
membranundurchgéngige Substanz AMS. Isolierte Mitochondrien der Hefestdmme Wildtyp (WT) und Afcjl
wurden mit (+) oder ohne (-) AMS und mit (+) oder ohne (-) Triton X-100 (TX-100) inkubiert. Die AMS-
Markierungsreaktion wurde zu den angegebenen Zeitpunkten durch Zugabe von DTT gestoppt. Die Proben
wurden nach SDS-PAGE und Proteintransfer auf Nitrozellulosemembran mittels Immundekoration analysiert.
Die AMS-Markierung von Porin und Hepl wurde im Western Blot durch einen Mobilitatsshift in der SDS-
PAGE sichtbar (Porinays und Heplaws). Modifiziertes Cytochrom ¢ (Cytc) wurde von den verwendeten
Antikdrpern nicht erkannt. Zunehmende Modifikation dieses Proteins &ufRert sich daher in einer Abnahme der
Signalintensitat. Die Intensitatsabnahme des Porin-Signals mit zunehmender Inkubationszeit in Afcjl ist nicht
auf reduzierte Proteinmengen, sondern auf technische Probleme bei der Immundekoration zurlickzufihren.

3.3 Die Rolle von Fcjl und Su e/Su g bei der Bildung der Cristae und Crista
Junctions

3.3.1 In Abwesenheit von Fcjl bildet die F;Fo-ATP-Synthase ,rei3verschlussdhnliche®
Strukturen

Die Ultrastruktur von Afcjl-Mitochondrien hat neben dem Fehlen von CJs und der

stapelartigen Anordnung der mitochondrialen Innenmembran eine weitere Besonderheit: In
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Cryo-EM-Tomogrammen isolierter Mitochondrien fallen in den schmalen Matrix-gefullten
Bereichen zwischen den Cristaemembranen Partikel von einheitlicher Form und Groéf3e in
regelméaRiger ,reiverschlusséhnlicher Anordnung auf (Abbildung 27A-C). In der Aufsicht
liegen diese Strukturen in kurzen linearen Komplexen oder in parallelen oder versetzten
Doppelreihen vor (Abbildung 27D und E).

Abbildung 27: EM-Tomographie zeigt ,reiflverschlussihnliche‘-Strukturen in Afcjl-Mitochondrien. (A)
Schnitt durch das Cryo-EM-Tomogramm eines Afcj1l-Mitochondriums. (B) VergroRerung des markierten
Ausschnitts aus (A) (links) und oberflaichengerenderte Ansicht der ,reiBverschlusséhnlichen® regelméiBigen
Anordnungen, die die Dimensionen des F;-Teils der F;Fo-ATP-Synthase besitzen (rechts). (C) 10 nm dicker
Schnitt durch das Tomogramm eines Afcjl-Mitochondriums, in dem die regelméRig angeordneten Partikel
sowohl in Seitenansicht (Pfeil) als auch Obenaufsicht (Kasten) vorliegen. (D und E) Schnitte durch die
Tomogramme (oben) und oberflaichengerenderte Ansichten (unten) der mutmaRlichen F;-Partikel in
doppelreihiger hexagonaler (D) und paralleler (E) Anordnung. Langenstandard, 100 nm (A, C) und 50 nm (B, D
und E). Zusammenarbeit mit Dr. Vincent Soubannier und Dr. Marek Cyrklaff.

Die Dimensionen und Absténde dieser Strukturen entsprechen genau jenen des F;-
Teils der F;Fo-ATP-Synthase (~10x 10x 10 nm). Diese Art der Anordnung wurde in
zahlreichen Studien den Dimeren oder Oligomeren der FiFo-ATP-Synthase zugeschrieben
[Allen et al., 1989; Buzhynskyy et al., 2007; Dudkina et al., 2005; Dudkina et al., 2006;
Minauro-Sanmiguel et al., 2005].
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Die Identitat der mutmalilichen F;-Partikel sollte mittels Immungold-Markierung der
F1B-Untereinheit der FiFo-ATP-Synthase bestatigt werden. Dazu wurden isolierte
Mitochondrien  mittels  Ultraschall —getdffnet, um die Innenmembran fir die
Antikorperbehandlung zugénglich zu machen. Die elektronenmikroskopische Auswertung
ergab, dass etwa die Halfte der entstandenen Membranvesikel sich mit Goldpartikeln
markieren lassen. Dabei handelt es sich um diejenigen, deren Innenmembran nach auf3en
orientiert war. Nicht sonifizierte Proben sind frei von Gold (Daten nicht gezeigt). Sowohl auf
den sonifizierten Vesikeln des Wildtyps als auch auf jenen von Afcjl liegen die Goldpartikel
in einer zufalligen Anordnung vor, in der sich auf den ersten Blick kein regelmafiges Muster
erkennen lasst (Abbildung 28A). Flr einen quantitativen Vergleich wurde der Abstand
einzelner Goldpartikel zu ihrem jeweiligen ndchsten Nachbarn bestimmt. Die gemessenen
Absténde befinden sich flr beide Hefestdmme im Bereich zwischen 2,5 und 35 nm mit einer
Préferenz fur Abstdnde zwischen 15 und 20 nm auf Membranvesikeln des Wildtyps (Median
18,9 nm; Mittelwert 20,5 nm) und 10 bis 15 nm auf jenen von Afcjl (Median 15,8 nm;
Mittelwert 18 nm). Somit liegen die Goldpartikel, die die F;-Untereinheit der F;Fo-ATP-
Synthase markieren, in Abwesenheit von Fcj1 im Durchschnitt etwas néher (Abbildung 28B).
Diese Tendenz steht in Einklang mit einer regelméRigen Anordnung der F1Fo-ATP-Synthase-
Monomere in Afcjl, die Unterschiede sind jedoch nicht ausreichend, um die Frage nach der
Identitat der beobachteten 10 nm-Partikel abschlieBend zu kléren.

Um die Identitat der in Afcj1-Mitochondrien auftretenden mutmaRlichen Fi-Partikel,
abzusichern, wurden Hefestdimme generiert, in denen zusétzlich zu Fcjl die Untereinheiten
Su e oder Sug der F;Fo-ATP-Synthase deletiert waren. Der Verlust dieser Untereinheiten
beeintrachtigt die Dimerisierung und damit auch die Oligomerisierung der F;Fo-ATP-
Synthase. Tatsachlich sind die beschriebenen Strukturen weder in Cryo-EM-Tomogrammen
von Afcjl/Asue noch von Afcjl/Asug in der von Afcjl-Mitochondrien bekannten
regelmaRigen Anordnung arrangiert. Stattdessen sind sie gleichmaRig Uber die Innenmembran
verteilt (Abbildung 29A und B). Fir einen quantitativen Vergleich wurde der Abstand vieler
Goldpartikel zu ihrem jeweiligen néachsten Nachbarn bestimmt. In Afcjl-Mitochondrien
befindet sich der grofite Teil der gemessenen Abstande im Bereich zwischen 14 und 16 nm,
wohingegen die Verteilung in Afcjl/Asu g offensichtlich zufallig mit einer grol3en Bandbreite
an gemessenen Abstanden ist (Abbildung 29C). Bei den regelmaRigen Strukturen in Afcjl-
Mitochondrien handelt es sich somit tatsdchlich um Oligomere der F1Fo-ATP-Synthase, die

nur in Gegenwart von Su e und Su g auftreten.
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Abbildung 28: Nachweis von Fj-Partikeln auf mit der Innenmembran nach auRen orientierten
Membranvesikeln isolierter Wildtyp-und Afcj-Mitochondrien mittels Immungold-Markierung. (A)
Elektronenmikroskopische Aufnahme von Membranvesikeln isolierter Mitochondrien aus Wildtyp (WT) und
Afcjl-Zellen nach Ultraschallbehandlung und anschlielender Inkubation mit F1pB-spezifischem Antiserum und
goldmarkierten Zweitantikdrpern. (B) Héaufigkeitsverteilung der Abstande zwischen zwei Goldpartikeln auf
Membranvesikeln von Wildtyp (WT) (n = 113) und Afcjl-Mitochondrien (n = 117). Die Abstande wurden von
der Mitte eines Partikels bis zur Mitte seines néchstgelegenen Nachbarn gemessen. L&ngenstandard, 100 nm.
Zusammenarbeit mit Dr. Frank Vogel.

In intakten Wildtyp-Mitochondrien wurden Superkomplexe der F;Fo-ATP-Synthase
weder im Rahmen dieser Arbeit noch in anderen Studien beobachtet. Dies liegt vermutlich an
der hohen Proteindichte der Matrix und dem daraus resultierenden mangelhaften Kontrast
[Nicastro et al., 2000]. Das vergroRerte Volumen von Afcj1-Mitochondrien fihrt moglicher-
weise zu einer reduzierten Proteindichte in der Matrix und erlaubt dadurch die Darstellung der
supramolekularen Organisation der F;Fo-ATP-Synthase in intakten Mitochondrien. Fir den
Wildtyp gelang dies bisher nur in Membranfragmenten [Buzhynskyy et al., 2007; Strauss et
al., 2008]. Insgesamt korreliert das Fehlen von Fcjl neben der Abwesenheit von CJs auch mit
dem Auftreten regelmaRig angeordneter Proteinkomplexe, die typisch sind fiir die F1Fo-ATP-

Synthase.
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Abbildung 29: In Afcjl-Mitochondrien auftretende ,reilverschlusséhnliche Strukturen existieren nur in
Gegenwart von Sue und Sug. (A) Cryo-EM-Tomogramme isolierter Mitochondrien. Obenaufsicht der
mutmaBlichen F;Fo-ATP-Synthase-Partikel in Afcjl (oben; VergrofRerung des Kastens aus 27C) und Afcjl/Asu g
(unten) (links) und oberflachengerenderte Darstellung (rechts). (B) Haufigkeitsverteilung der F;-F;-Absténde.
Die Abstande von der Mitte eines Fi-Partikels zur Mitte seines nachsten Nachbarn wurden fiir die Cryo-EM-
Tomogramme isolierter Mitochondrien der angegebenen Hefestdimme bestimmt (n =102 fir beide Stdmme).
Léngenstandard, 50 nm. Zusammenarbeit mit Dr. Marek Cyrklaff.

3.3.2 Fcjl beeintrachtigt die Oligomerisierung der F1Fo-ATP-Synthase

In Anbetracht der regelmaiiigen Anordnung der FiFo-ATP-Synthase in Afcjl-Zellen
stellt sich die Frage, ob Fcjl den Oligomerisierungszustand dieses Proteinkomplexes
beeinflusst. Solubiliserungsexperimente sollten zeigen, ob die Loslichkeit der F;Fo-ATP-
Synthase von Fcjl abhéngt (Abbildung 30). Tatséchlich lasst sich die F1Fo-ATP-Synthase mit
dem milden Detergenz Digitonin umso besser solubilisieren, je mehr Fcjl vorhanden ist. In
isolierten Mitochondrien des Afcjl-Stammes ist der unlésliche Anteil der FiFo-ATP-
Synthase-Untereinheiten F1 und Atp4 am groBten. Im Wildtyp ist er geringer, und der
kleinste Anteil an nicht-solubilisierter F1Fo-ATP-Synthase findet sich in Gegenwart von
Uberexprimiertem Fcjl. Diese Abhangigkeit von Fcjl tritt bei anderen Innenmembran-
proteinen wie DId1 oder Aac2 nicht auf. Dass sich die in Digitonin unldslichen Proteinanteile
in Gegenwart von Triton X-100 vollstandig solubilisieren lassen, spricht gegen eine
Aggregation der Proteine. Somit bildet ein Teil der F;Fo-ATP-Synthase einen Komplex, der

sich in Abwesenheit von Fcjl auffallend schlecht solubilisieren lasst.
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Abbildung 30: Die Abundanz von Fcjl beeinflusst die Loslichkeit der F;Fo-ATP-Synthase in Detergenz.
Isolierte Mitochondrien aus Afcjl, Wildtyp (WT) und einem Fcjl iiberexprimierenden Hefestamm (Fcjl1)
wurden in Digitonin solubilisiert und zentrifugiert, um Uberstand (S1) und Pellet (P1) voneinander zur trennen.
Nichtsolubilisiertes Material (P1) wurde mit Triton X-100 behandelt und zur Trennung von Uberstand (S2) und
Pellet (P2) erneut zentrifugiert. In vergleichbaren Mengen aller Fraktionen wurden mittels Western Blot die
Proteine Aac2, Atp4, DId1 und F1B nachgewiesen.

Die Abhéngigkeit der supramolekularen Organisation der F;Fo-ATP-Synthase von
Fcjl wurde mittels BN-PAGE und anschlieBender Visualisierung der ATPase-Aktivitat im
Gel untersucht (Abbildung 31A). Monomere, Dimere und Tetramere der F;Fo-ATP-Synthase
finden sich in den Mitochondrien aller untersuchten Hefestamme. Hohere Oligomere dieses
Proteinkomplexes lassen sich nur in Afcjl- und Wildtyp-Mitochondrien nachweisen, jedoch
nicht bei Uberexpression von Fcjl. Im Wildtyp sind diese supramolekularen Komplexe nur
bei sehr geringem Digiton- zu Proteinverhaltnis (0,5 w/w) sichtbar, in Afcj1 hin-gegen in
Gegenwart samtlicher verwendeter Detergenzmengen mit gleicher Intensitdt. Auch die
Tetramere sind in Mitochondrien dieses Stammes stabiler als im Wildtyp und vor allem als in
Gegenwart erhohter Mengen an Fcjl. In letzterem Stamm ist nicht nur die Menge der
Tetramere geringer, sondern diese sind auch nur bei geringeren Detergenzmengen als in den
anderen beiden Stdmmen sichtbar. Bezuglich der Monomere oder Dimere der FiFo-ATP-
Synthase gibt es keine signifikanten Unterschiede zwischen den untersuchten Hefestimmen.

Auch die Methode der GroRenausschlusschromatographie zeigt die Existenz eines
gewissen Anteils hoherer Oligomere der FiFo-ATP-Synthase in Abwesenheit von Fcjl
(Abbildung 31B). Dabei handelt es sich um eine Subpopulation des Enzymkomplexes, deren
Hauptanteil wie auch im Wildtyp und dem Uberexpressionsstamm in Form von Monomeren
und Dimeren vorliegt. Der grofite Teil von Fcjl selbst befindet sich im GroRenbereich dieser
héheren Oligomere (> 2 MD). Dies gilt sowohl fir den endogenen FCJ1-Komplex als auch
fur die Uberexpression. Die GroRe des FCJ1-Komplexs ist nach Auftrennung mittels
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GroRenausschlusschromatographie somit vergleichbar mit derjenigen, die mit der Methode
der BN-PAGE ermittelt wurde (siehe 3.1.3).
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Abbildung 31: Die Abundanz von Fcjl beeinflusst den Oligomerisierungszustand der F;Fo-ATP-Synthase.
(A) BN-PAGE. Isolierte Mitochondrien aus Afcjl, Wildtyp (WT) und einem Fcjl Uberexprimierenden
Hefestamm (Fcjl17) wurden mit den angegebenen Verhiltnissen von Digitonin zu Protein (Dig/Prot; w/w)
solubilisiert und nach BN-PAGE einer in-Gel-Analyse der ATPase-Aktivitdt unterzogen. Alle Spuren
entstammen demselben Gel und wurden mit identischen Parametern digitalisiert, lediglich die Reihenfolge der
Spuren 8 und 9 wurden aus Grunden der Klarheit geédndert. Zusammenarbeit mit Nadine Mendl.
(B) GroRenausschlusschromatographie. Isolierte Mitochondrien aus Afcjl, Wildtyp (WT) und einem Fcjl
iiberexprimierenden Hefestamm (Fcj17) wurden mit einem Digitonin/Protein-Verhdltnis von 1 (w/w)
solubilisiert und mittels GroéRenausschlusschromatographie (ber eine Superose 6-Sdule (GE Healthcare)
aufgetrennt. Der Laufpuffer enthielt 150 mM Kaliumacetat, 0,05 % Digitonin und 20 mM HEPES; pH 7,4. In
den Fraktionen wurden nach SDS-PAGE mit Western Blot die Proteine Atp4, Cox2 und F1p nachgewiesen. Als
GroRenmarker dienen die oligomeren Formen der F;Fo-ATP-Synthase: O, Oligomere; T, Tetramere; D, Dimere;
M, Monomere.

Zusammenfassend beeinflusst die Abundanz von Fcjl den Anteil hochmolekularer
Komplexe der F1Fo-ATP-Synthase. Dieses Ergebnis wurde mittels Elektronenmikroskopie,
BN-PAGE und GroRenausschlusschromatographie erzielt. Somit gibt es verschiedene
Evidenzen — sowohl biochemischer als auch morphologischer Art — fur den destabili-
sierenden Einfluss von Fcjl auf den Oligomerisierungszustand der F;Fo-ATP-Synthase.
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3.3.3 Fcjl interagiert genetisch mit den Dimerisierungsuntereinheiten Sue und Sug
der F1Fo-ATP-Synthase

Der gezeigte Einfluss von Fcjl auf die Stabilitat der oligomeren Formen der F;Fo-
ATP-Synthase legt eine funktionelle Verbindung dieser Proteine nahe. Su e und Su g werden
fiir die Stabilisierung der Dimere und die darauf aufbauende Oligomerisierung der F1Fo-ATP-
Synthase ben6tigt und sind fur die Ausbildung der reguléren Cristae-Morphologie essentiell.
Um zu testen, ob eine genetische Interaktion zwischen Fcjl und diesen Untereinheiten
besteht, wurden die Generationszeiten der jeweiligen Einzel- und der entsprechenden Doppel-
deletionsstdmme in Laktat-Flissigkultur bestimmt (Abbildung 32A). Mit einer Verdopplungs-
zeit, die der 1,75fachen des Wildtyps entspricht, ist der Stamm Afcjl am starksten in seinem
Wachstum beeintréchtigt. Die zusatzliche Deletionen von Sue oder Sug fuhren zu einer
signifikanten Reduktion der Generationsszeit. Die Zellen der Stdmme Afcjl/Asue und
Afcjl/Asu g bendtigen etwa die 1,45fache Zeit des Wildtyps um sich zu verdoppeln und
wachsen damit deutlich schneller als diejenige von Afcjl und nur wenig langsamer als
diejenigen der Einzeldeletionsstimme Asu e und Asu g. Deren Generationszeiten entsprechen
der 1,39- und 1,34fachen des Wildtyps. Damit kénnen die zusétzlichen Deletionen von Su e
oder Su g den Wachstumsphénotyp von Afcjl kompensieren.

Der gleiche Effekt tritt nach seriellen Verdiinnungen von Kulturen der genannten
Hefestimme auf N&hrboden auf. Auf Laktat-Platten wachsen die Zellen der
Doppeldeletionsstdimme noch bei einer Verdinnungsstufe der Ausgangskultur, bei der Zellen
des Stamms Afcjl kein Wachstum mehr zeigen (Abbildung 32B).

Zwischen Fcjl und den Dimerisierungsuntereinheiten Sue und Su g der F;Fo-ATP-
Synthase besteht somit eine genetische Interaktion, die alle drei Proteine in den gleichen
funktionellen Kontext stellt. Wahrend Sue und Sug die Assemblierung der FiFo-ATP-
Synthase fordern, hat Fcjl einen gegensétzlichen Effekt.
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Abbildung 32: Die Deletion von Su e oder Su g komplementiert den Wachstumsphénotyp von Afcjl. (A)
Generationszeiten der angegebenen Hefestimme (BY4742-Hintergrund) in Flissigkultur (Laktat-Vollmedium)
wahrend der exponentiellen Wachstumsphase bei 30 °C (n = 4). Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung
an. Statistisch signifikante Unterschiede (*, P < 0,05) wurden mittels t-Test wurden ermittelt. (B) Wachstum von
seriellen 1:10-Verdinnungen der angegebenen Hefestimme (BY4742-Hintergrund) auf YPD- und YlLac-
Né&hrbdden.

Der Oligomerisierungszustand der F;Fo-ATP-Synthase in den Doppeldeletions-
stimmen Afcjl/Asue und Afcjl/Asug wurde mittels BN-PAGE und anschlieRender
Visualisierung der ATPase-Aktivitat im Gel untersucht. In den Mitochondrien beider Stamme
liegen die Komplexe der FiFo-ATP-Synthase Uberwiegend als Monomere vor, wéhrend der
Anteil der Dimere stark reduziert ist und hohere Oligomere vollstandig fehlen
(Abbildung 33). Dies ist in Einklang damit, dass Su e und Su g dimere Formen der F;iFo-
ATP-Synthase stabilisieren [Arnold et al., 1998; Schagger und Pfeiffer, 2000], welche als
Baueinheiten der héheren Oligomere gelten [Krause et al., 2005; Wittig und Schagger, 2005].
Somit entspricht der Phanotyp der Doppeldeletionsstédmme hinsichtlich des Oligomeri-
sierungszustands der F1Fo-ATP-Synthase demjenigen der Einzeldeletionsstamme Asu e und
Asu g.

Alles in allem interagiert Fcj1 funktionell mit Su e und Su g.
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Abbildung 33: Der Oligomerisierungszustand der F;Fo-ATP-Synthase in Mitochondrien der Stdmme
Afcjl/Asu e und Afcjl/Asu g entspricht demjenigen von Asu e und Asu g. BN-PAGE. Isolierte Mitochondrien
aus Wildtyp (WT), Asu e, Afcjl/Asu e, Asu g und Afcjl/Asu g wurden mit den angegebenen Verhaltnissen von
Digitonin zu Protein (Dig/Prot; w/w) solubilisiert und nach BN-PAGE einer In-Gel-Analyse der ATPase-
Aktivitat unterzogen. T, Tetramere; D, Dimere; M, Monomere. Zusammenarbeit mit Nadine Mendl.

3.3.4 Die Deletion von Sue und Sug fuhrt zu strukturellen Veranderungen in der
mitochondrialen Innenmembran

Um den Oligomerisierungszustand der FiFo-ATP-Synthase und die mitochondriale
Ultrastruktur in Relation zu setzen, wurden elektronenmikroskopische Aufnahmen chemisch
fixierter Zellen verschiedener Deletionsstimme miteinander verglichen. Es ist bekannt, dass
die mitochondriale Ultrastruktur der Stimme Asu e und Asu g eine veranderte Anordnung und
ungewdhnliche Lange der Cristaemembranen aufweist. Die Struktur und Haufigkeit der CJs
wurde bislang nicht untersucht. Wahrend CJs in Afcjl vollstandig fehlen, sind sie in Asu e und

Asu g geringfugig haufiger als im Wildtyp (Tabelle 5).

Wildtyp  Afcjl Asue Asug

Anzahl der mitochondrialen Schnitte 65 75 58 64
Anzahl der CJs 120 0 170 163
Anzahl der CJs pro mitochondrialem Schnitt 1.8 0 2.9 2.5
% der CJs, die mit anderen CJs verbunden sind 0 0 84.1 81.0
Anzahl der Crista-Enden 245 731 12 10
Anzahl der Crista-Enden pro mitochondrialem Schnitt 3.8 9.7 0.2 0.2

Tabelle 5: Vergleich der mitochondrialen Ultrastruktur von chemisch fixierten Zellen der Stdmme
Wildtyp, Afcjl, Asu e und Asu g. CJs, Crista Junctions. Zusammenarbeit mit Dr. Frank VVogel.
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Su e und Su g sind somit fur die Ausbildung der CJs nicht essentiell. Allerdings stehen
uber 80 % der CJs uber die Cristaemembranen mit anderen CJs in Verbindung (Ab-
bildung 34A und B). Dieses Phanomen tritt im Wildtyp nur sehr selten auf und fiihrt in Asu e
und Asu g zu einem fast vollstandigen Fehlen von Crista-Enden. Diese sind nur in 0,2 % aller
mitochondrialen Schnitte sichtbar, sie sind somit fast 20fach seltener als im Wildtyp. Im
Gegensatz dazu sind Crista-Enden in Abwesenheit von Fcjl etwa 2,5mal haufiger als im
Wildtyp. Eine weitere Besonderheit von Asu e und Asu g ist, dass die CJs in diesen Stammen
an der Basis erweitert sind (Abbildung 34C). Diese Erweiterung ist etwas weniger ausgepragt
als furr die Uberexpression von Fcjl gezeigt und variiert in betrachtlichem MaR. Dass auch der
korrespondierende Wildtyp bei dieser Messung einen etwas weiteren CJ-Durchmesser
aufweist als in Abbildung 22, ist moglicherweise auf die unterschiedlichen genetischen
Hintergrinde (W303 oder BY4741) und Hefemedien (Vollmedium oder Selektivmedium)

zurtickzufiihren.
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Abbildung 34: Die Deletion von Su e oder Su g hat die Erweiterung des Crista Junction-Durchmessers
und Verzweigungen der Cristae zur Folge. (A und B) Elektronenmikroskopische Aufnahmen chemisch
fixierter Zellen der Stdimme Asu g (A) und Asu e (B). Pfeile markieren die Verzweigungen der Cristae. In (A)
wurde eine VergrofRerung der umrahmten Region eingefiigt. (C) Haufigkeitsverteilung der Crista Junction-
Durchmesser in elektronenmikroskopischen Aufnahmen von chemisch fixierten Zellen der Stdmme Wildtyp
(WT) und Asue (m=40 fur beide Stdmme; m, Anzahl der analysierten mitochondrialen Schnitte).
Langenstandard, 100 nm. Zusammenarbeit mit Dr. Frank VVogel.
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Die mitochondriale Ultrastruktur der Doppeldeletionsstéamme vereint Kennzeichen
beider zugehdrigen Einzeldeletionen: Wéhrend CJs fast vollstdndig fehlen, dhnelt die
konzentrische Anordnung der auffallend langen Cristaemembranen eher dem Asu e/Asu g —
Phénotyp. Auch Crista-Enden treten sehr selten auf (Abbildung 35).

Insgesamt fordern Su e und Su g die Ausbildung der Crista-Enden, wéhrend Fcjl fur
die Bildung der CJs benotigt wird. Beide Arten von Membranproteinen interagieren
funktionell miteinander und beeinflussen den Oligomerisierungszustand der FiFo-ATP-

Synthase in entgegengesetzte Richtungen.

Acjt/Asu g
Afcf1/Asu e

Abbildung 35: Die Ultrastrukturen von Afcjl/Asue und Afcjl/Asug vereinen die Merkmale der
korrespondierenden Einzeldeletionsstimme. Elektronenmikroskopische Aufnahmen chemisch fixierter Zellen
der Stamme Afcjl/Asu g (links) und Afcjl/Asu e (rechts). L&ngenstandard, 100 nm. Zusammenarbeit mit Dr.
Frank Vogel.
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4 Diskussion

4.1 Fcjl und die Entstehung von CJs

4.1.1 Die Existenz der CJs hangt von Fcjl ab

CJs sind tubulére Strukturelemente der mitochondrialen Innenmembran, deren
Erscheinungsbild in den verschiedenen Organismen weitgehend konserviert ist. Als
Verbindungsstelle zwischen innerer Grenzmembran und Cristaemembran wird ihnen eine
Rolle als Diffusionsbarriere zwischen Intracristal- und Intermembranraum zugeschrieben
[Mannella et al., 1994; Mannella et al., 2001]. Der Nachweis ihrer tatsachlichen Funktion
sowie die ldentifikation von Komponenten, die fur ihre Bildung verantwortlich sind, stehen
noch aus. Die vorliegende Arbeit widmet sich Fcj1, dem ersten bekannten Protein in Hefe, das
fiir die Ausbildung von CJs unentbehrlich ist.

Welche Griunde sprechen dafiir, dass Fcjl die Bildung der CJs vermittelt? Erstens ist
Fcjl Immun-EM-Analysen zufolge das bislang erste Protein, fiir das innerhalb der
Mitochondrien eine Préferenz fur CJs gezeigt werden konnte. Alle Ubrigen untersuchten
Proteine sind in diesem Bereich eher unterreprasentiert (siehe Vogel et al., 2006). Zweitens ist
die Anwesenheit von Fcjl essentiell fir die Existenz der CJs. Das Fehlen von Fcj1 duRert sich
in morphologischen Veranderungen der mitochondrialen Innenmembran und der volligen
Abwesenheit von CJs. Drittens hat die Menge an Fcjl Einfluss auf die Anzahl der ClJs.
Waéhrend erhohte Mengen an Fcjl zur vermehrten Bildung von CJs fihren, duRert sich die
Herunterregulierung von Fcjl in der Abnahme der Anzahl der CJs. Viertens wirkt sich die
Menge an Fcjl auch auf die Architektur der CJs aus. Die experimentelle Erhéhung der
Mengen an Fcjl hat eine kegelférmige Erweiterung der urspriinglich tubuldren Basis der CJs
zur Folge. Flnftens besitzt Fcjl mit Mitofilin ein Pendant im Menschen, dessen Fehlen
ebenfalls die Abwesenheit von CJs zur Folge hat [John et al., 2005]. Fcj1 wurde in unserer
Arbeitsgruppe als Ortholog von Mitofilin identifiziert und wurde inzwischen auch in der
Literatur als solches vorgeschlagen [Olichon et al., 2006]. Insgesamt belegen alle Daten zur
Lokalisation und zur Manipulation der Proteinmenge von Fcjl sowie der Deletionsphanotyp
und die Konserviertheit des Proteins einheitlich, dass die Existenz der CJs in Hefe von Fcjl
abhéngt.
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4.1.2 Die Eigenschaften von Proteinen der Mitofilin-Familie

Mitofilin-dhnliche Proteine wurden in humanem Gewebe, Maus und Ratte
nachgewiesen [Odgren et al., 1996]. Dabei wurde humanes Mitofilin bislang am
umfangreichsten charakterisiert [John et al., 2005]. Inwieweit &hnelt Fcjl seinem humanem
Ortholog? Treten auch Unterschiede auf? Als Bestandteile der mitochondrialen
Innenmembran besitzen beide Proteine ein Transmembransegment. Ein dort befindliches
Dimerisierungsmotiv sowie eine Coiled coil-Region weisen auf Interaktionsmoglichkeiten mit
anderen Proteinen hin. Tatsachlich treten beide Proteine in groReren Proteinkomplexen auf
und gehen homotypische Interaktionen ein. Flir Mitofilin wurden zudem Interaktionen mit
weiteren Proteinen nachgewiesen (siehe auch 4.1.4) [Weihofen et al., 2009; Xie et al., 2007].
Der Carboxyterminus ist zwischen Fcjl, humanem Mitofilin und weiteren Vertretern der
Mitofilin-Familie konserviert. Ubereinstimmung tritt weiterhin im Deletions- bzw.
Herunterregulierungs-Phanotyp beider Proteine auf: Die Abwesenheit von Fcjl oder
humanem Mitofilin wirkt sich auf die Topologie der mitochondrialen Innenmembran aus und
fihrt zum Fehlen von CJs. Die intramitochondriale Lokalisation von Mitofilin wurde wie fur
Fcjl mittels Immungoldmarkierung untersucht. Die Auswertung erfolgte allerdings nicht
quantitativ, wie fir Fcjl in dieser Arbeit beschrieben, und beschrankte sich auf die Zuordnung
von Mitofilin an die Basis der Cristaemembran oder die innere Grenzmembran [John et al.,
2005; Odgren et al., 1996]. Somit kann nur vermutet werden, dass auch dieses Protein im
Bereich der CJs angereichert ist. Auch der Nachweis einer wie fur Fcjl demonstrierten
direkten Beteiligung an der Ausbildung von CJs wurde fur Mitofilin bisher nicht erbracht.

Anders als fir humanes Mitofilin gezeigt, wurde Fcjl in dieser Arbeit nach
Auftrennung von mitochondrialen Proteinkomplexen mittels Dichtegradientenzentrifugation
in zwei Fraktionen mit unterschiedlichen molaren Massen nachgewiesen. Dieser Befund und
auch das Auftreten von Fcjl sowohl an der CJ als auch im Bereich der Crista-Spitze kdnnten
Hinweise auf die Existenz distinkter Fcjl-Subpopulationen sein, fiir welche bei humanem
Mitofilin bisher jeder Anhaltspunkt fehlt. Weiterhin erscheinen die Cristae in Abwesenheit
von Fcjl als isolierte konzentrisch angeordnete Membranvesikel ohne erkennbare Verbindung
zueinander. Im Gegensatz dazu wurden die Cristaemembranen in HelLa-Zellen, in denen
Mitofilin herunterreguliert wurde, als labyrinthartig verbundenes Netzwerk beschrieben [John
et al., 2005]. Maglicherweise handelt es sich um Zelltyp-spezifische Unterschiede.

Insgesamt &hneln sich beide Proteine stark und unterscheiden sich nur in Details,
deren Bedeutung sich zum gegenwartigen Zeitpunkt noch nicht beurteilen l&sst. Der

Nachweis der Beteiligung von Mitofilin an der Ausbildung von CJs wurde im Gegensatz zu
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Fcjl noch nicht hinreichend erbracht. In Anbetracht der Ahnlichkeit beider Proteine kann
jedoch davon ausgegangen werden, dass sich die Funktionen von Fcjl und humanem
Mitofilin bei der Bildung von CJs in Hefe und Mensch weitestgehend entsprechen.

4.1.3 Madogliche Funktionen von Proteinen der Mitofilin-Familie

Welche Schlusse zur Funktion von Fcjl und allgemein zu Proteinen der Mitofilin-
Familie lassen die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse zu?

Einerseits konnte Fcjl als Strukturprotein die CJs formen. Experimentell gestiitzt wird
dieser Gedanke von der Tatsache, dass Fcjl Teil eines gréReren Proteinkomplexes ist und
homotypische Interaktionen eingeht.

Andererseits konnte die Funktion von Fcjl auch in der Stabilisierung von CJs
bestehen, deren Bildung und Lokalisierung unter dieser Annahme von anderen Protein- oder
Lipidkomponenten abhangt. Wie in dieser Arbeit gezeigt wurde, ist der Stoffaustausch
zwischen Intermembranraum und Cristaekompartiment in Abwesenheit von Fcjl zwar beein-
trachtigt, jedoch nicht vollig unterbrochen. Maéglicherweise stellen die CJs in diesem Szenario
instabile Strukturen dar, so dass sie zwar der elektronenmikroskopischen Analyse entgehen,
kurzlebige Verbindungen zwischen Cristaemembran und innerer Grenzmembran aber
dennoch zustandekommen.

Dartiber hinaus konnte Fcjl die Verankerung von CJs in der AufRenmembran
vermitteln. Dafur sprache die beobachtete VVeranderung der Architektur der CJs im Falle der
Uberexpression von Fcjl. Elektronenmikroskopische Analysen ergaben, dass erhéhte Mengen
an Fcjl neben einer Zunahme der Anzahl an CJs auch zu Verzweigungen der Cristae im
Inneren der Mitochondrien fuhren, welche im Wildtyp nur sehr selten beobachtet werden.
Hierbei konnte es sich um fehllokalisierte CJs handeln. Infolge der Uberexpression von Fcjl
ist ein entsprechender Interaktionspartner in der Aulenmembran mdglicherweise nicht im
noétigen AusmaR vorhanden, um die Verankerung erhéhter Mengen an CJs zu gewahrleisten.

SchlieRlich konnte Fcjl auch die Membrankrimmung der mitochondrialen
Innenmembran direkt beeinflussen. In Analogie zur FiFo-ATP-Synthase, die der
Cristaemembran ihre positive Kriimmung vermutlich tber die winkelige Anordnung ihrer Fo-
Domanen und den Raumbedarf ihrer globuldren F;-Kopfstiicke auf der Matrix-Seite auferlegt
[Dudkina et al., 2005], konnte Fcjl mit Hilfe seiner Transmembrandomane und dem
Proteinhauptanteil im Intermembranraum die negative Membrankriimmung im Bereich der CJ

einflhren. Warum dieser Gedanke plausibel erscheint, wird unter 4.3 ausfihrlich erortert.
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Zusammenfassend sind unter Berlicksichtigung der in dieser Arbeit erlangten Daten
verschiedene Moglichkeiten der Beteiligung von Fcjl an der Bildung oder Stabilisierung von
ClJs vorstellbar. Dabei schlieRt ein Modell die genannten Alternativen nicht zwangslaufig aus.

4.1.4 Interaktionspartner von Fcj1/Mitofilin

Welche Hinweise auf die Funktion von Fcjl/Mitofilin liefern Interaktionspartner? Im
Rahmen von Immunprazipitationsexperimenten wurden gemeinsam mit Mitofilin sechs
weitere Proteine aus humanen Herzmitochondrien isoliert [Xie et al., 2007]. Wahrend
Funktion und Lokalisation der Kandidaten CHCHD3 und CHCHD®6 noch unklar sind, wurden
Metaxin 1 und 2, Sam50 in der mitochondrialen Aulenmembran sowie das Matrixprotein
DNAJC11 zuvor mit mitochondrialem Import in Zusammenhang gebracht. Die von den
Autoren vorgeschlagene Rolle dieses Komplexes konnte daher in der Verknupfung von
mitochondrialem Import und mitochondrialer Struktur liegen [Xie et al., 2007]. In
Abwesenheit von Fcjl oder Mitofilin ist der Anteil der mitochondrialen Innenmembranen im
Verhaltnis zur Aulenmembran erhoht. Bisher ist nicht bekannt, wie die Membranproliferation
in den Mitochondrien von sich teilenden Zellen ablduft. Vorstellbar wére aber eine
regulatorische Rolle von Fcjl/Mitofilin beim Weitertransport importierter Proteinen oder auch
von Lipiden tber die CJ in die Cristae.

Einer weiteren Studie zufolge interagiert Mitofilin physisch mit der Serin-Threonin-
Kinase PINK1 [Weihofen et al., 2009], die in mutierter Form einer der Ausldser der
Parkinson-Krankheit ist [Cookson et al., 2007]. Die Herunterregulierung des Proteins dufRert
sich in HeLa-Zellen unter anderem in der mitochondrialen Fragmentierung und in der
Reduktion oder sogar volligen Abwesenheit der Cristae [Exner et al., 2007]. Da PINK1 im
mitochondrialen Intermembranraum nachgewiesen wurde [Exner et al., 2007], wére eine
Interaktion mit Mitofilin grundsatzlich méglich.

Neben Mitofilin befinden sich in dem Multiproteinkomplex um PINK1 auch die
GTPase Miro und das Adaptorprotein Milton [Weihofen et al., 2009]. Beide Proteine spielen
eine Rolle in der mitochondrialen Bewegung entlang der Mikrotubuli. Obwohl der
mitochondriale Transport in Hefe entlang des Aktinzytoskeletts erfolgt, spielt auch hier das in
der mitochondrialen AuBenmembran verankerte Miro-Ortholog Gem1 eine Rolle. Gem1 ist
fir die Aufrechterhaltung der tubuldren Morphologie und die mitochondrialen Vererbung
beteiligt. Moglicherweise dient es als Sensor fiir Verdnderungen des zytoplasmatischen

Calciumspiegels [Frederick et al., 2004], dessen Niveau die Verteilung von Mitochondrien in
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der Zelle beeinflusst [Yi et al., 2004]. Die kombinierte Deletion von Gem1 und verschiedenen
anderen mitochondrialen Proteinen, darunter auch Fcjl, fuhrt zu synthetischen
Wachstumsdefekten in Hefe [Frederick et al., 2008]. Somit gibt es bereits zwei Hinweise auf
eine Verbindung zwischen Fcjl/Mitofilin und Gem1/Miro. In Anbetracht der Lokalisierung
von Fcjl/Mitofilin im Intermembranraum und ihrer Bedeutung fur die Organisation der
mitochondrialen  Innenmembran  konnten diese  Proteine als Mediatoren von
extramitochondrialen Signalen ins Mitochondrieninnere dienen. Sie konnten die notige
Umgestaltung von Cristaemembranen und CJs im Rahmen von Vorgangen wie
mitochondrialer Bewegung, Teilung und Vererbung, die je nach zelluldrer Situation von
auflen gesteuert werden, vermitteln.

Insgesamt sind die genannten mutmallichen Interaktionspartner von Proteinen der
Mitofilin-Familie an verschiedenen unabhéngigen mitochondrialen Prozessen beteiligt.
Welche dieser Interaktionen unter physiologischen Bedingungen tatsachlich von Bedeutung
sind, mussen zukiinftige Untersuchungen klaren. Im Rahmen dieser Arbeit wurde zudem die
funktionelle Interaktion zwischen Fcjl und zwei weiteren Proteinen bei der Bildung der CJs
aufgedeckt. Wie die Untereinheiten Su e/Su g der FiFo-ATP-Synthase gemeinsam mit Fcjl

die mitochondriale Ultrastruktur modellieren konnten, wird unter 4.3 diskutiert.

4.2 Dynamik der mitochondrialen Innenmembran in Afcjl

Zellen des Hefestamms Afcjl zeigen vermindertes Wachstum auf respiratorischem
Medium, einen erhohten Verlust der mtDNA und gravierende Veranderungen in der
mitochondrialen Ultrastruktur. Ob diese Merkmale auf das Fehlen von CJs oder auf bisher
unbekannte Funktionen des Proteins Fcjl zuriickzufihren sind, ist unklar. Insgesamt zeigt die
Lebensféhigkeit des Afcjl-Stamms aber, dass Hefezellen auch ohne CJs existieren kdnnen.
Damit tun sich viele Fragen auf: Wie gelangen in dieser Mutante kernkodierte Proteine ins
Cristae-Kompartiment? Wie werden Cristaemembranen synthetisiert? Wie funktioniert der
Metabolit-Austausch zwischen Cristae und Intermembranraum? Und ganz allgemein: was ist
die Bedeutung der CJs? Um der Frage nach der Entstehung der Cristaemembranen
nachzugehen, wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, ob die in den Mitochondrien von
Afcjl-Zellen beobachteten Cristae-Vesikel isolierte Strukturen ohne Kontakt zur inneren
Grenzmembran bilden. Protease-Schutz-Experimenten und Protein-Modifikationen zufolge ist
der Stoffaustausch mit dem Intermembranraum stark beeintrachtigt, so dass die Cristae in der

Mutante tatsachlich ein eigenes ,Mikro-Kompartiment® zu bilden scheinen. Die Grundlagen
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zur Entstehung der Cristae sind selbst fir den Wildtyp bisher nur unzureichend bekannt
(Vorschlage siehe Zick et al., 2009). Vorstellbar ware aber, dass die in Mitochondrien des
Stammes Afcjl beobachteten intracristalen Vesikel urspringlich mit der inneren
Grenzmembran in Kontakt standen und sich dann aufgrund fehlender Stabilitat I6sten. Somit
konnten, Jahresringen eines Baumes ahnlich, die &ltesten dieser Strukturen die am weitesten
mittig in der mitochondrialen Matrix gelegenen sein. Aus der Akkumulation und standigen
Neusynthese von Cristaevesikeln konnte die ungewdhnliche GrolRe der mitochondrialen
Querschnitte in Afcj1-Zellen resultieren. Der Wachstumsphénotyp von Afcjl-Zellen ist umso
starker ausgepragt, je geringer die Temperatur ist. Bei 37 °C tritt hingegen nur noch ein
geringer Unterschied im Vergleich zum Wildtyp auf (Daten nicht gezeigt). Mdglicherweise
ergibt sich die begrenzte Zugénglichkeit der Cristaevesikel in Afcjl aus Fusions- und
Teilungsprozessen zwischen Cristaemembran und innerer Grenzmembran, welche bei héherer
Temperatur durch eine erhohte Membranfluiditéat vereinfacht werden. In der Literatur werden
dynamische Umstrukturierungen innerhalb der Cristae von Wildtyp-Zellen schon seit
langerem diskutiert. Auf ultrastruktuelle Analysen verweisend argumentieren Mannella und
Kollegen, dass der Ubergang von orthodoxen zu kondensierten Mitochondrien nicht auf
passiven Membranentfaltungsvorgangen allein beruhen kann. Die in den Cristae stattfindende
Umorganisation von urspringlich isoliert vorliegenden tubuldrer Strukturen zu einem
groleren  Cristasegment erfordere  zwangsladufig  Fusionsvorgange innerhalb  der
Innenmembranen [Mannella et al., 2001]. Auch bei Umstrukturierungen der mitochondrialen
Ultrastruktur im Kontext apoptotischer Vorgange, die mit der Vereinigung der Cristae zu
einem einzigen groflen Kompartimenten einhergehen [Scorrano et al., 2002], ist der Gedanke

an Fusionsvorgange innerhalb der Cristae naheliegend.

4.3 Die Architektur der mitochondrialen Innenmembran - Molekulare
Grundlagen

4.3.1 Welche Voraussetzungen erfordert die Krimmung von biologischen
Membranen?

Das charakteristische Erscheinungsbild aller Zellorganellen wird von der Morphologie
der sie umgebenden Membranen bestimmt. Die Struktur dieser Lipiddoppelschichten wird
von den chemischen Eigenschaften der darin befindlichen Lipide beeinflusst. Theoretischen
Berechnungen zufolge ware in stark gekrimmten Membranen mit dem Radius einiger zehn

Nanometer allerdings eine zu groRe Asymmetrie in der Zusammensetzung beider
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Lipideinzelschichten nétig, als dass dies Uber die Lipidzusammensetzung allein erreicht
werden konnte [van Meer et al., 2008; Zimmerberg und Kozlov, 2006]. Daher spielen bei der
Formgebung von Zellorganellen auch Proteine eine wichtige Rolle. Proteine kdnnen
biologische Membranen beeinflussen, indem sie als molekulare Motoren dienen, die
Membranen deformieren, indem sie Membranen mit Hilfe eines Proteingerists in eine
bestimmte Form dréngen [Farsad et al., 2001] oder indem sie tber hydrophobe Insertion die
Lipide einer Halfte der Lipiddoppelschicht verdrdngen und damit die Ausrichtung der
Membran verdndern [Zimmerberg und Kozlov, 2006]

Wie dies im Detail funktioniert, ist fur die einzelnen Zellorganellen unterschiedlich
gut untersucht: Viele Erkenntnisse dartber, wie Membranen geformt und modelliert werden,
verdanken wir Studien zur Clathrin-vermittelten Endozytose. Adaptorproteine und
akzessorische Proteine rekrutieren das triskelionformige Clathrin zu Bereichen der
Plasmamembran, die internalisiert werden sollen. Dort polymerisiert Clathrin zu
kafigahnlichen Strukturen, welche aufgrund ihrer intrinsischen Krimmung ein Gerist fur
sphérische Membraneinstilpungen bilden [Doherty und McMahon, 2009; Schmid et al.,
2006]. In den tubuldren Strukturen des Endoplasmatischen Retikulums (ER) befinden sich
zwei Familien von integralen Membranproteinen, die Reticulons und DP1/Yoplp. Beide
besitzen hydrophobe Domanen, die Haarnadelstrukturen ausbilden kénnen. Sie stabilisieren
die extreme Krimmung der ER-Tubuli vermutlich dadurch, dass sie sich in der duReren
Membranschicht ,verkeilen® [Shibata et al., 2006; Voeltz et al., 2006].

Dazu, wie Mitochondrien ihre Form erhalten, ist bisher wenig bekannt. Die Tatsache
aber, dass in diesen Organellen zwei Membransysteme koordiniert werden mussen, l&sst auf
eine gewisse Komplexitat schlieBen. Zwar wurden Proteine identifiziert, deren Fehlen zur
mitochondrialen Tubulationsdefekten fiihrt. So hat die Depletion der AuRenmembranproteine
Mmm1, Mdm10 und Mdm12 die Ausbildung riesiger spharischer Mitochondrien zur Folge
[Berger et al., 1997; Boldogh et al., 2003; Burgess et al., 1994; Sogo und Yaffe, 1994]. Auf
welchen Mechanismen dies im Detail beruht, ist bisher unklar. Im Gesprach waren bereits
Interaktionen mit dem Zytoskelett [Boldogh et al., 2003] und die Beteiligung an der
Assemblierung der mitochondrialen £ -barrel-Proteine [Meisinger et al., 2007]. Seit kurzem
wird zudem eine Funktion in der Verbindung zwischen ER und Mitochondrien und dem
interorganellaren Phospholipidaustausch diskutiert [Kornmann et al., 2009].

Ein weiteres Innenmembranprotein, die Acyltransferase Tafazzin, verknupft die
mitochondriale Ultrastruktur mit der Lipidzusammensetzung der Innenmembran. Mutationen

im TAZ-Gen fiihren zum Barth Syndrom, welches von Herz- und Skelettmuskelmyopathien,
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Neutropenien und Atmungskettendefekten gekennzeichnet ist [Barth et al., 1983; Barth et al.,
1996]. Der Grund daflr sind Stérungen im Lipidmetabolismus, die sich in einer Reduktion
des in der Innenmembran angereicherten Cardiolipin &uf3ern und sich auf dessen molekulare
Zusammensetzung auswirken [Schlame, 2007]. Elektronenmikroskopische Analysen eines
Drosophila-Modells und tomographische Rekonstruktionen der Lymphoblasten von Barth
Syndrom-Patienten  deckten vergroRerte  Mitochondrien, kollabierte Cristae und
aneinanderhaftende Cristaemembranen ohne durchgangiges Cristaevolumen auf [Acehan et
al., 2007; Xu et al., 2006]. Auch wenn sich die Phanotypen des Fehlens von Tafazzin und
Fcj1 nicht bis ins Detail ahneln, haben beide das Auftreten von Cristaemembranstapeln ohne
Kontakt zur Inneren Grenzmembran gemeinsam. CJs werden in Abwesenheit von Tafazzin
jedoch nach wie vor gebildet. Im Falle des Barth Syndroms kénnte die durch das Fehlen von
Cardiolipin bedingte Destabilisierung der Atmungskettenkomplexe [Brandner et al., 2005]
Ursache fir die verdnderte Cristaearchitektur sein. Den Beitrag von Fcjl zur Modulation der

mitochondrialen Innenmembran zu erfassen war Gegenstand dieser Arbeit.

4.3.2 Welchen Beitrag leistet Fcj1 zur Modulation der Innenmembran?

Fcjl ist ein integrales Protein der mitochondrialen Innenmembran, dessen groter Teil
zum Intermembranraum hin exponiert ist. Es geht homotypische Interaktionen ein und ist mit
etwa 5730 Molekilen pro Zelle relativ haufig [Ghaemmaghami et al., 2003], aber weitaus
seltener als der hdufigste Bestandteil der Innenmembran, die F;Fo-ATP-Synthase. VVon deren
Untereinheiten Flo und F1p findet man pro Zelle etwa 41500 bzw. 164000 Molekule
[Ghaemmaghami et al., 2003]. Fcjl ist im Bereich der CJs und der Crista-Enden angereichert.
Die Deletion fuhrt zum Verlust der CJs und dem normalen Erscheinungsbild der
Cristaemembranen, wihrend die Uberexpression sich in internen Verzweigungen der Cristae
und der Zunahme der Anzahl der CJs &uf3ert. Dies alles deutet auf eine direkte Beteiligung
von Fcjl an der Ausbildung der CJs hin.

Dass die Formgebung der CJs ber Gerlstproteine geschieht, ist wegen der hoch
konservierten Struktur der CJs naheliegend. Die Menge an Fcjl ist aber auch in Zellen ohne
Cristae und CJs kaum beeintrachtigt. Folglich ist zur Ausbildung der CJs die Anwesenheit
von Fcjl alleine nicht hinreichend, sondern weitere Faktoren, moglicherweise in Form von
Konformationsédnderungen, Interaktionen mit anderen Proteinen oder Homooligomerisierung,
sind erforderlich. Dass Fcjl Interaktionsdoménen besitzt, in vivo mit sich selbst interagiert

und Teil eines grofleren Proteinkomplexes ist, wurde in der vorliegenden Arbeit gezeigt.
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Daher liegt die Idee der Geristbildung mehrerer Fcjl-Molekile im Bereich der CJs zur
Beugung der Cristaemembran nahe.

In Abwesenheit von Fcjl fallen ungewohnlich grofle Anordnungen der FiFo-ATP-
Synthase in der Cristaemembran auf. Eine erhohte Stabilitat und ungewdhnliche GroRe der
F1Fo-ATP-Synthase-Oligomere, die mit der Abwesenheit von Fcjl korreliert, lie3 sich auch
mit biochemischen Methoden nachweisen, wihrend die Uberexpression von Fcjl sich negativ
auf den Oligomerisierungszustand der FiFo-ATP-Synthase auswirkt. Insgesamt kann von
einem destabilisierenden Einfluss von Fcjl auf die Superkomplexe der F;Fo-ATP-Synthase
ausgegangen werden. Neben dieser funktionellen Wechselwirkung interagiert Fcj1 mit den
Dimerisierungsuntereinheiten Su e und Su g der F;Fo-ATP-Synthase auch genetisch. In der
vorliegenden Arbeit konnte somit der regulatorische Einfluss von Fcjl auf einen weiteren
Proteinkomplex, der selbst an der Modulation der Cristaemembran beteiligt ist, gezeigt

werden.

4.3.3 Einfluss der F1Fo-ATP-Synthase auf die Topologie der Cristaemembran

Es wurde gezeigt, dass die F1Fo-ATP-Synthase neben der Erzeugung von ATP auch
eine strukturelle Funktion ausibt. Bereits 1989 beschrieb Allen helikale Anordnungen von F;-
Partikeln, die die Cristae in mitochondrialen Membranfragmenten aus Paramecium umgeben.
Der Grofiteil des Enzymkomplexes befindet sich dabei in den gekrimmten Bereichen von
Lamellen und Tubuli [Allen, 1995]. Dass die Dimerisierung und Oligomerisierung des
Enzymkomplexes fir eine positive Membrankrimmung und damit die Formgebung der
Cristae verantwortlich ist, geht mittlerweile aus mehreren Studien hervor [Dudkina et al.,
2005; Minauro-Sanmiguel et al., 2005; Strauss et al., 2008]. Mit der Methode der
Atomkraftmikroskopie wurden erst kirzlich Reihen von Dimeren der F;Fo-ATP-Synthase in
Fragmenten nativer mitochondrialer Membranen aus Hefe nachgewiesen [Buzhynskyy et al.,
2007].

Fur die Stabilisierung hohermolekularer Formen des Enzymkomplexes und die
Aufrechterhaltung der mitochondrialen Ultrastruktur sind die Dimerisierungsuntereinheiten
Su e und Su g essentiell [Arnold et al., 1998; Giraud et al., 2002; Paumard et al., 2002b]. Wie
sich das Fehlen von Su e und Su g auf die Architektur der CJs auswirkt, wurde bislang nicht
untersucht.

Im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte elektronenmikroskopische Analysen ergaben,

dass die Abwesenheit von Su e und Su g zu einer Erweiterung der CJ-Basis fihrt und dass in
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diesen Deletionsstdimmen oft zwei oder mehr CJs Uber eine briickendhnliche Verbindung aus
Cristaemembranen miteinander verbunden sind. Auch treten, vergleichbar mit dem
Uberexpressionsphinotyp von Fcjl, haufig Verzweigungen innerhalb der Cristae auf. Bei
diesen im Wildtyp seltenen Strukturen kénnte es sich um fehllokalisierte CJs handeln, denen
die Verankerung in der AuBenmenbran fehlt. Erstaunlicherweise treten Crista-Enden in
Abwesenheit von Su e und Su g nur sehr selten auf.

Erwadhnenswert ist in diesem Zusammenhang auch das Auftreten durchgangiger
Cristae, die Uber zwei CJs mit der inneren Grenzmembran verbunden sind und denen somit
die Enden fehlen, in Mitochondrien aus braunem Fettgewebe. Tomographische
Rekonstruktionen ergaben, dass die Cristae in diesen Adipocyten stets lamellenartig und nicht
tubulére sind [Perkins et al., 1998]. In braunem Fettgewebe sind Atmungskette und ATP-
Produktion entkoppelt. Entkopplerproteine in der Cristaemembran [Loncar, 1990]
ermoglichen einen direkten Rickfluss der Elektronen, die Uber die Atmungskette in die
Cristae gepumpt werden, so dass die Energie des Elektronentransports direkt in Wéarme
umgesetzt wird. Daher enthalt braunes Fettgewebe extrem hohe Mengen an
Atmungskettenenzymen, aber nur geringe Mengen der F;Fo-ATP-Synthase [Cannon und
Vogel, 1977; Lindberg et al., 1967]. Auf diesen Mangel kdnnte der geringe Anteil an positiv
gekrimmten Crista-Enden im Vergleich zu anderen Zelltypen zuruckzufuhren sein. Zwar
kann nicht ausgeschlossen werden, dass andere Faktoren fir die aufféllige Morphologie der
beschriebenen Zellen verantwortlich sind, in Anbetracht der morphologischen Daten zur
Ultrastruktur von Asu e und Asu g-Mitochondrien scheint ein Zusammenhang zwischen der
speziellen  mitochondrialen  Ultrastruktur des braunen  Fettgewebes und dem

Oligomerisierungszustand der F1Fo-ATP-Synthase jedoch plausibel.

4.3.4 Modell zur Bildung von Crista Junctions und Cristae in Mitochondrien

Die im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Daten weisen auf gegensatzliche
Funktionen von Fcjl und Sue/Su g hin. Wahrend Fcjl im Bereich der CJs essentiell ist,
erfordert die Ausbildung der Cristaspitzen die Anwesenheit von Sue und Sug. Da die
genannten Komponenten in verschiedenen Bereichen der Cristaemembran angereichert sind,
beruht die Architektur der Cristaestrukturen offensichtlich auf der relativen Verteilung von
Fcjl und Sue/Sug innerhalb der Cristae. Dieser Gedanke soll anhand eines Modells

veranschaulicht werden (Abbildung 36):
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Die Cristaearchitektur basiert in den meisten Zellen und Organen auf wiederkehrenden
Strukturelementen. Die Crista-Blatter bestehen aus zwei parallelen Membranen, die durch
eine schmale Schicht des Intermembranraums voneinander getrennt sind. An den ,Spitzen®
oder ,Randern der Cristae gehen beide Membranen ineinander Gber; sie sind in diesen
Bereichen stark positiv gekrimmt. Den Ubergang von den Cristae zur inneren
Grenzmembran, die parallel zur mitochondrialen AuRenmembran verlauft, bilden die CJs. Die
Cristaemembranen verengen sich in diesem Bereich zu einer tubuldren Struktur mit
komplexer dreidimensionaler Architektur. Wéhrend der Tubulus selbst eine positive
Krimmung aufweist, Gberwiegt im Bereich der Miindung in die innere Grenzmembran eine
stark negative Membrankriimmung. Im Ubergangsbereich zwischen CJ und Crista-Blatt und
im Crista-Blatt selbst treten neben beiden Arten der Membrankrimmung auch ebene Bereiche
auf.

Auf diese unterschiedlichen Membranausrichtungen nimmt Fcjl Einfluss, indem es
sich - direkt oder indirekt - storend auf die Bildung supramolekularer Strukturen der FiFo-
ATP-Synthase auswirkt und damit eine negative Beugung der Membran begiinstigt. Auf diese
Weise ermdglicht die Anwesenheit von Fcjl die Ausbildung der CJs. In Membranbereichen,
in denen die Oligomerisierung der F1Fo-ATP-Synthase nicht beeintrachtigt ist, Gberwiegt eine
positive Membrankrimmung. Dass der Proteinkomplex fur die positive Membrankrimmung
im Bereich der Crista-Enden und der Lamellenrdnder verantwortlich ist, wurde bereits im
Rahmen anderen Studien vorgeschlagen [Dudkina et al., 2005; Strauss et al., 2008]. Neu ist
die Erkenntnis, dass dieser Effekt auf die spezifische Verteilung von Sue und Su g in den
Cristae zurtckzufiihren ist. Beide Proteine haben ihre grofte Dichte in der Crista-Spitze, sind
auch im Crista-Blatt vertreten, und im Bereich der CJs unterreprasentiert. Fcj1 befindet sich
auflerhalb der CJ auch im Bereich des Crista-Blatts, aber kaum im Crista-Hals. Folglich
entscheidet das relative Verhéltnis von Fcjl zu Su e/Su g Uber die Membrankrimmung in der
jeweiligen Cristaeregion. Wahrend die ebene Membranflache im Crista-Blatt auf ein
ausgeglichenes Verhéltnis von sowohl Fcjl als auch Su e/Su g zuriickzufiihren ist, bewirkt die
Dominanz von Sue und Sug im Crista-Hals die Ausbildung einer tubuldren Struktur und
auch in der Crista-Spitze eine positive Membranorientierung. Die negative Krimmung der
ClJs geht auf den vorherrschenden Einfluss von Fcjl in dieser Region zurtick.

Ein ausgeglichenes Verhaltnis der Antagonisten Fcjl und Su e/Su g kénnte auch fur
die Dynamik innerhalb der Cristae von Bedeutung sein. Die Maoglichkeit intracristaler
Teilungs- und Fusionsvorgénge wurde bereits in Kapitel 4.2 angesprochen. Sie bietet zugleich

eine plausible Erklarung fir das Auftreten der Fcjl-Subpopulation im Bereich der Crista-
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Spitze. In diesem Bereich befindliche Proteine kdnnten bei der Fusion der Cristae mit der
inneren Grenzmembran die Grundlage fir die Ausbildung neuer CJs bilden. Mdglicherweise
geschieht dies, indem Fcjl storende Oligomere der F;Fo-ATP-Synthase aus
,fusionskompatiblen‘ Membrandomanen fernhélt. Die in Abwesenheit von Fcjl auftretende
,reiBverschlussdhnliche’ Anordnung der FiFo-ATP-Synthase kodnnte das Fusionieren
nebeneinanderliegender Cristaemembranen verhindern und damit fur die Entstehung der fur
Afcjl typischen Innenmembranstapel verantwortlich sein. Ein &hnlicher Gedanke wurde
letzthin in Zusammenhang mit der zwiebelférmigen Anordnung der Cristae von Asu e und
Asu g-Mitochondrien geduf3ert. Velours und Kollegen schlugen vor, dass die fur diese
Mutanten typischen uberlangen Cristaestrukturen aus der Fusion lamellenférmiger Cristae,
welche im Wildtyp von den oligomeren Formen der F;Fo-ATP-Synthase auf Distanz gehalten

werden, entspringen [Velours et al., 2009].
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Abbildung 36: Modell zur Bildung der Cristae und Crista Junctions in Mitochondrien. (A) Schematische
Darstellung der Membrankriimmung in verschiedenen Regionen der Cristaemembran und der sub-
mitochondrialen Lokalisierung von Fcjl und Sue/Sug in Wildtyp-Mitochondrien. Positive Membrankrim-
mungen sind blau markiert, negative Krimmungen rot und Regionen, in denen beide Arten der Krimmung
auftreten oder die keine ersichtliche Krimmung aufweisen, violett. Einen Uberblick iber ein reprasentatives
Crista-Blatt mit einer Crista Junction ist in Seitenansicht (links) oder im Querschnitt nach einer Drehung um 90°
(Mitte) dargestellt. VergrofRerungen der umrahmten Bereiche zeigen in dreidimensionaler Ansicht die
Anordnung von Fcjl, Sue/Sug und der F;Fo-ATP-Synthase in den verschiedenen Regionen der
Cristaemembran und den Einfluss dieser Proteine auf die Membrankrimmung (rechts). (B) Schematische
Darstellung der Membrankrimmungen, die in den mitochondrialen Cristaestrukturen der angegebenen
Hefestdmme vor-herrschen. Nach Deletion von Fcjl (iberwiegen negative Membrankrimmungen. Strukturen,
die auf positiven Krimmungselementen basieren, fehlen. Das Fehlen von Sue/Sug &ufert sich in der
Abwesenheit positiver Membrankrimmungen, welche zu einer VergréfRerung des Crista Junction-Durchmessers,
Verzweigungen innerhalb der Cristae und einer deutlichen Reduktion sichtbarer Crista-Enden fiihrt. Einen
ahnlichen Phanotyp ruft die Uberexpression von Fcjl hervor. Allerdings ist die Bildung der Crista-Enden in
dieser Mutante nicht beeintréchtigt. AM, Auflenmembran; CJ, Crista Junction; CM, Cristaemembran; IGM,
innere Grenzmembran; 1M, Innenmembran; ICR, Intracristalraum; M, Matrix.
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4.4 Ausblick

Mit der vorgeschlagenen Hypothese zur Entstehung von Cristae und CJs lassen sich
alle Erkenntnisse, die im Rahmen dieser Doktorarbeit oder anderer thematisch relevanter
Studien gewonnen wurden, in Einklang bringen.

Die Tatsache, dass CJs nur einen Bruchteil der mitochondrialen Innenmembran
ausmachen, erschwert Untersuchungen zu diesen Strukturelementen. Die vorliegende Arbeit
konnte erste Hinweise zur Regulierung der Membrankrimmung in den Cristae liefern,
hinterlésst jedoch auch offene Fragen. So bleibt mit Hilfe zukinftiger Experimente zu klaren,
wie im Detail das Zusammenspiel von Fcjl und der F1Fo-ATP-Synthase aussieht. Bisher ist
beispielsweise noch unklar, ob die untersuchten Proteine eine Préferenz fur bestimmte bereits
existierende Membrankrimmungen besitzen, oder ob erst die Anwesenheit der Proteine
distinkten Regionen ihre Krimmung auferlegt. Auch wurde noch nicht untersucht, ob die
spezifische Anreicherung der tbrigen F1Fo-ATP-Synthase-Untereinheiten mit derjenigen von
Sue und Sug Kkorreliert, oder ob die FiFo-ATP-Synthase in Form von Monomeren
gleichmaRig uber die Membran gesamte Cristaemembran verteilt ist und erst die Anwesenheit
von Sue und Sug die Modulation gewisser Membranabschnitte bewirkt. Die Beteiligung
weiterer Komponenten, mdglicherweise in Form eines CJ-Komplexes zum Zweck der
Verankerung der CJs in der AuBenmembran, ist nicht ausgeschlossen. Auch die Frage,
inwiefern die Uberexpression von Fcjl zur Erweiterung des CJ-Durchmessers fiihrt, und wie
dies mit der Beobachtung, dass erhéhte Mengen von Opal die Verengung von CJs bewirken,
in Einklang steht, bleibt zu beantworten.

Letztendlich konnten kiinftige Untersuchungen an Afcjl auch Einblicke in die Prinzipien
mitochondriale Biogenese verschaffen, da es dieser Mutante auch ohne offensichtliche
Verbindung zwischen innerer Grenzmembran und Cristaemembran gelingt, Proteine und

Lipidbestandteile aus dem Zytosol in die Cristae zu transportieren.
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5 Zusammenfassung

Die Crista Junction, ein Strukturelement der mitochondrialen Innenmembran, stellt eine
tubuldre Verbindung zwischen innerer Grenzmembran und Cristaemembran dar. Die
molekularen Grundlagen ihrer Entstehung waren bisher weitgehend unbekannt. Das Fehlen
des mitochondrialen Innenmembranproteins Mitofilin fihrt in HeLa-Zellen zur Abwesenheit
von Crista Junctions. Auch die Deletion von Fcjl, dem Mitofilin-Ortholog in S. cerevisiae,
hat neben dem Auftreten konzentrisch gestapelter Cristae-Vesikeln die vollige Abwesenheit
von Crista Junctions zur Folge. In der vorliegenden Arbeit galt es, die Funktion von Fcjl
sowie die molekulare Basis der Entstehung von Cristae und Crista Junctions im
Modellorganismus S. cerevisiae zu untersuchen.

Fcjl geht homotypische Interaktionen ein, welche zur Ausbildung eines stabilen
oligomeren Proteinkomplexes fiihren. Innerhalb der Mitochondrien wurde Fcjl mittels
Immun-Elektronenmikroskopie an den Crista Junctions nachgewiesen. Alle anderen bisher
untersuchten Proteine wie beispielsweise die Untereinheiten Sue und Su g der FiFo-ATP-
Synthase sind in diesem Bereich dagegen eher unterreprasentiert.

Die Uberexpression von Fcjl auBert sich in der Zunahme der Anzahl der Crista
Junctions, der Erweiterung des Crista Junction-Durchmessers und im Auftreten interner
Verzweigungen der Cristae. Wird die Expression von Fcjl reprimiert, so nahert sich die
mitochondriale Ultrastruktur in diesen Zellen mit zunehmender Repressionzeit immer mehr
dem Deletionsphénotyp an. In Anbetracht der Tatsache, dass die Zahl der Crista Junctions
wahrend der Repression sehr friih abnimmt, scheint Fcjl direkt an der Ausbildung der Crista
Junctions beteiligt zu sein.

Um zu untersuchen, ob die Cristae in Abwesenheit von Crista Junctions tatsachlich ein
abgeschlossenes Kompartiment bilden, wurde in isolierten Mitochondrien die Zuganglichkeit
des Intracristalraums fur die Protein-modifizierende Substanz AMS getestet. Im Vergleich
zum Wildtyp erfolgt die Modifikation von Cytochrom c in Afcj1-Mitochondrien zeitverzogert
und unvollstandig. Ohne Crista Junctions ist ein Austausch zwischen Intracristalraum und
Cristaeraum somit beeintrachtigt, aber dennoch eingeschrankt moglich. Daftr verantwortlich
kdnnte ein geringes MaR an Fusions- und Teilungsvorgangen durch Protein- oder Lipid-
austausch innerhalb der mitochondrialen Innenmembran sein.

In Cryo-EM-tomographischen Rekonstruktionen isolierter Afcjl-Mitochondrien fallen
regelmaRige ,reiflverschlussihnliche® Anordnungen der FiFo-ATP-Synthase auf. Mit bio-
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chemischen Methoden lasst sich ein inverses Verhaltnis von Fcjl-Menge und Oligomeri-
sierungsgrad der F1Fo-ATP-Synthase feststellen: In Afcjl-Mitochondrien haben die Oligo-
mere der F1Fo-ATP-Synthase ein groReres Molekulargewicht und sind stabiler als im Wild-
typ, in Fcjl-uberexprimierenden Zellen hingegen verhalt es sich umgekehrt.

Die Untereinheiten Sue und Sug sind fur die Stabilisierung von Dimeren und
Oligomeren der FiFo-ATP-Synthase essentiell. Da ihr Einfluss auf die Bildung von Crista
Junctions jedoch unklar war, wurde die mitochondriale Ultrastruktur beider Deletionsstamme
diesbeziiglich ausgewertet. Vergleichbar mit dem Uberexpressionsphanotyp von Fcjl treten
erweiterte Crista Junctions und interne Verzweigungen der Cristae auf. Zusétzlich féllt die
fast vollstandige Abwesenheit von Crista-Enden auf. Neben dieser funktionellen Interaktion
konnte auch eine genetische Interaktion zwischen Fcj1 und Su e/Su g gezeigt werden.

Die im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Einblicke in die Rollen von Fcjl und von
Su e/Su g lassen sich in einem Modell zusammenfassen, nach welchem die Modulation der
mitochondrialen Innenmembran auf einem Antagonismus zwischen Fcjl und Sue/Su g
beruht. Wéhrend Fcj1 negative Membrankrimmungen induziert, moglicherweise indem es die
Oligomerisierung der F;Fo-ATP-Synthase beeintrachtigt, fordert die Anwesenheit von
Su e/Su g uber die Stabilisierung dimerer und oligomerer Formen der F1Fo-ATP-Synthase die
positive Krimmung der Cristaemembran. Insgesamt beeinflusst das relative Verhaltnis von
Fcjl zu Sue/Sug lokal den Oligomerisierungszustand der F;Fo-ATP-Synthase und

ermoglicht auf diese Weise die Entstehung von Crista Junctions und Crista-Enden.
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6 Summary

The crista junction is a tubular element of the mitochondrial inner membrane connecting
inner boundary membrane and cristae membrane. The molecular basis of its formation was so
far largely unknown. The lack of the mitochondrial inner membrane protein mitofilin results
in the absence of crista junctions in HeLa-cells. Moreover, deletion of Fcj1, the orthologue of
mitofilin in S. cerevisiae, leads to concentric stacks of cristae membranes and the virtual
absence of crista junctions. The aim of the present work was to investigate the function of
Fcjl as well as the molecular basis of the formation of cristae and crista junctions in
S. cerevisiae.

Fcj1 undergoes homotypic interactions and is part of a stable oligomeric protein complex.
Using immuno-EM, Fcjl has been shown to be specifically enriched at crista junctions. All
other proteins, which have been studied so far, such as subunits Su e and Su g of the F;Fo-
ATP-Synthase, are rather underrepresented in this region.

Overexpression of Fcjl increases the number of crista junctions, enlarges the crista
junction diameter and leads to internal branching of cristae. Upon downregulation of Fcj1, the
mitochondrial ultrastructure progressively changes reflecting the deletion phenotype more and
more. Considering the fact that the decrease of the number of crista junctions occurs at an
early time point, Fcj1 seems directly involved in the formation of crista junctions.

In order to investigate if cristae form a detached compartment in the absence of crista
junctions, the accessibility of the intracristal space for the protein-modifying substance AMS
was examined. In Afcjl mitochondria the modification of cytochrome ¢ was temporally
delayed and incomplete in comparison to wild-type. Hence, metabolite exchange between
intracristal space and cristae space seems impaired though not entirely impossible in the
absence of crista junctions. This might be due to some extent of fusion and fission tracing
back to protein or lipid exchange within the inner membrane of mitochondria.

Cryo-EM tomograms revealed regular zipper-like arrangements of F;Fo-ATP-Synthase
particles. An inverse correlation of the amount of Fcj1 and the oligomeric state of F;Fo-ATP-
Synthase was observed upon biochemical analysis: in Afcjl mitochondria, FiFo-ATP-
Synthase oligomers have a higher molecular weight and are more stable than in wild-type
mitochondria, whereas in mitochondria of cells overexpressing Fcjl they are smaller and less

stable.
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Subunits Su e and Su g are essential for the stabilization of dimers and oligomers of the
F1Fo-ATP-Synthase. As the influence of Su e/Su g on the formation of crista junctions has not
been investigated so far, the mitochondrial ultrastructure of both deletion strains was analyzed
concerning this matter. Enlargement of crista junctions and internal branching of cristae
similar to the overexpression phenotype of Fcjl have been observed in both strains.
Furthermore, crista tips are virtually absent. Apart from this functional interaction, Fcjl and
Su e/Su g have also been shown to interact genetically.

Based on the gained insights on the roles of Fcjl and Su e/Su g in cristae formation the
following model is proposed: the modulation of the inner membrane of mitochondria is based
on an antagonistic behavior of Fcjl and Sue/Sug. Fcjl introduces negative membrane
curvatures, possibly by impairing the oligomerisation of the F;Fo-ATP-Synthase. The
presence of Sue/Su g, in contrast, promotes positive curvatures of cristae membranes by
stabilizing dimers and oligomers of the F1Fo-ATP-Synthase. Taken together, relative amounts
of Fcjl and Su e/Su g locally modulate the oligomeric state of the F;Fo-ATP-Synthase and

thereby enable the formation of crista junctions and crista tips in mitochondria.
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BN-PAGE
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C

CCD
CJ
Cytc
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DTT
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Fcjl
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Bis-(2-hydroxyethyl)-amino-tris-(hydroxymethyl)-methan

bovine serum albumin
beziehungsweise

Cytosin

charge coupled device
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dynamin-related
deoxyribonucleic acid
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Dithiothreitol
Ethylendiamidtetraacetat
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formation of crista junction protein 1
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Erdbeschleunigung

griin fluoreszierendes Protein
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2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure

Epithelzellen eines Zervixcarzinoms der Patientin Henrietta Lacks
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