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1 Einleitung

1 Einleitung

Eukaryotische Zellen besitzen zur Organisation ihrer Stoffwechselprozesse mehrere
membranumschlossene Reaktionsraume (Kompartimente). Entsprechend ihrer Pro-
teinausstattung nehmen diese Zellorganellen spezialisierte Funktionen fur die Zelle
wahr, die sie in dem jeweiligen daflr optimierten Reaktionsraum ausiben. Man
unterscheidet zwischen Organellen, die von einer einzelnen biologischen Membran
umschlossen sind, wie z. B. das Endoplasmatische Retikulum, die Peroxisomen oder
die Lysosomen und solchen, die von zwei biologischen Membranen umgeben sind.
Zu Letzteren gehdren vor allem die Zellkerne, die Mitochondrien und in Pflanzen die
Chloroplasten und andere Plastiden.

1.1 Struktur und Funktion der Mitochondrien

Die Mitochondrien sind durch die zwei sie umgebenden Membranen, die auldere und
die innere mitochondriale Membran, in Subkompartimente aufgeteilt. Innerhalb der
inneren Membran befindet sich die mitochondriale Matrix. Der Raum zwischen den
beiden mitochondrialen Membranen wird Intermembranraum genannt. Daruber
hinaus stellen die beiden mitochondrialen Membranen selbst spezialisierte
Subkompartimente dar, die mit einer bestimmten Proteinausstattung bestimmte Auf-
gaben erfullen. Die Innenmembran zeigt zahlreiche Ausstllpungen in den Matrix-
raum, die so genannten Cristae. Ein anderer Teil der Innenmembran, die Grenz-
membran, liegt der Auflenmembran eng an und tritt an manchen Stellen, den
,contact sites* direkt mit ihr in Kontakt. (Ubersichtsartikel siehe Reichert und Neupert,
2002). Die Struktur der Cristae ist zwischen verschiedenen Zelltypen sehr
unterschiedlich und reicht von unregelmafig verbreiterten Einstulpungen der Innen-
membran, wie sie in Mitochondrien von S. cerevisiae zum Teil zu beobachten sind
bis zu exakt parallel angeordneten Stapeln von Cristae wie sie z.B. in braunem Fett-
gewebe vorkommen (Mannella et al., 2001; Perkins et al., 2001; Perkins et al., 1998).
Die Offnung der Grenzmembran gegen die Cristae jedoch ist sehr einheitlich geformt
und bildet am Anfang haufig tubulare Strukturen unterschiedlicher Lange aus, die
einen sehr konstanten Durchmesser haben (Frey und Mannella, 2000; Frey et al.,
2002; Mannella, 2001; Perkins et al., 1997; Perkins und Frey, 2000). Aufgrund der
regelmafigen Struktur dieser ,cristae junctions wird eine Beteiligung von Proteinen
an ihrer Entstehung und Stabilisierung vermutet. Die ,cristae junctions” teilen die
Innenmembran in die innere Grenzmembran und die Cristaemembran auf und
trennen vom Intermembranraum den Intracristaeraum ab. Mdglicherweise bestehen
auch zwischen diesen Subkompartimenten biochemische und funktionale Unter-
schiede.
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Die wichtigste Aufgabe der Mitochondrien ist die Synthese von ATP und damit die
Bereitstellung von Energie fur den grof3ten Teil der zellularen Prozesse. Dieser
Vorgang wird als oxidative Phosphorylierung bezeichnet (Saraste, 1999). Dazu wird
Pyruvat aus der cytosolischen Glykolyse zunachst oxidativ decarboxyliert. Im
Citratzyklus, der bereits in der mitochondrialen Matrix ablauft, werden Redukti-
onsaquivalente in Form von NADH und FADH, erzeugt. Die Energie, die bei der
Ubertragung dieser Reduktionsaquivalente auf Sauerstoff frei wird, wird von den
verschiedenen Komponenten der Atmungskette genutzt, um einen Protonen-
gradienten Uber die Innenmembran aufzubauen. Dieser Protonengradient wird von
der FoF1-ATPase zur Synthese von ATP genutzt (Mitchell, 1961). Normalerweise ist
der Abbau des Protonengradienten streng an die Synthese von ATP gekoppelt. Es
gibt jedoch spezialisierte Gewebe, die Entkopplungsproteine exprimieren und so die
Dissipation des Protonengradienten ohne Synthese von ATP ermdglichen. Dabei
wird die im Protonengradienten gespeicherte Energie in Warme umgewandelt. Auf
diese Weise leisten Mitochondrien einen wichtigen Beitrag zur Thermogenese und
zur Erhaltung der Kérpertemperatur in homoiothermen Organismen (Ubersichtsartikel
siehe Stuart et al., 1999).

Daruber hinaus sind die Mitochondrien fur weitere Stoffwechselprozesse wie z.B. die
Biosynthese von Ham, den Abbau von Fettsduren, die Synthese und den Abbau
mancher Aminosauren und die Stickstoffentgiftung durch Harnstoffsynthese verant-
wortlich. Nicht zuletzt produzieren Mitochondrien verschiedene Formen der Fe/S-
Cluster, die aufer in mitochondrialen auch in cytoplasmatischen und nuklearen
Proteinen essentiell fir die Funktion sind (Ubersichtsartikel siehe Lill und Kispal,
2000; Muhlenhoff und Lill, 2000).

Auler an diesen Stoffwechselprozessen sind die Mitochondrien an der Regulation
globaler zellularer Prozesse beteiligt. Insbesondere haben sie eine gro3e Bedeutung
bei der Regulation des programmierten Zelltods, der Apoptose (Bernardi et al., 2001;
Bernardi et al., 1999).

Entsprechend dieser wichtigen Funktionen von Mitochondrien sind mitochondriale
Dysfunktionen mit einer Vielzahl von Krankheiten assoziiert (Ubersichtsartikel siehe
Wallace, 1999). Dabei wirken sich die mitochondrialen Defekte vor allem auf terminal
differenzierte Gewebe mit hohem Energiebedarf aus. Die haufigsten Symptome
betreffen Nerven- und Muskelgewebe. Warum sich bestimmte mitochondriale Fehl-
funktionen spezifisch nur auf ganz bestimmte Teile des Nervengewebes (z.B. den
Sehnerv) auswirken, wahrend andere ein viel breiteres Spektrum an Symptomen
zeigen, ist bis jetzt nur wenig verstanden.
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1.2 Evolution und Biogenese von Mitochondrien

Evolutionar stammen Mitochondrien von Eubakterien ab. Die engste Verwandtschaft
besteht zu einer Untergruppe der a-Proteobakterien (Rickettsia) (Andersson et al.,
1998). In einem als Endosymbiose bezeichneten Prozess wurden diese Bakterien
vor etwa einer Milliarde Jahren von Vorlaufern der eukaryotischen Zellen aufge-
nommen (Ubersichtsartikel siehe Gray et al., 1999; Margulis, 1970; Margulis, 1981;
Whatley, 1981). Entsprechend gibt es viele Gemeinsamkeiten zwischen Mitochon-
drien und Eubakterien in Bezug auf ihre prinzipielle Organisation, ihr Proteom und
ihre Funktion, die im Verlauf der Evolution konserviert blieben.

Mitochondrien werden nicht de novo synthetisiert. Sie entstehen vielmehr durch Tei-
lung bereits vorhandener Mitochondrien und werden auf die Tochterzellen vererbt
(Attardi und Schatz, 1988).

Mitochondrien verfigen Uber ein eigenes Genom und die Proteinausstattung, dieses
zu replizieren zu transkribieren und die entstehenden Transkripte zu translatieren.
Dennoch codiert das mitochondriale Genom im Allgemeinen nur wenige mitochon-
driale Proteine (Burger et al., 2003; Gray et al., 1999; Lithgow, 2000). In der Backer-
hefe, S. cerevisiae hat es beispielsweise eine GrofRe von ca. 85 kb und codiert fir 8
mitochondriale Proteine, die 21 S und 15 S ribosomalen RNAs, 24 tRNAs und die 9 S
RNA-Komponente der RNAseP (Foury et al., 1998). Nach neueren proteomischen
Untersuchungen sind in Mitochondrien von S. cerevisiae insgesamt ca. 1000 ver-
schiedene Proteine vorhanden (Prokisch et al., 2004; Sickmann et al., 2003). Der
weitaus groRte Teil der mitochondrialen Proteine ist im Kern codiert und wird an
cytoplasmatischen Ribosomen synthetisiert. Anhand spezifischer Signale werden
diese Proteine erkannt und in die verschiedenen mitochondrialen Subkompartimente
importiert. FUr den Import von Proteinen in die Mitochondrien und die Insertion von
Proteinen in die mitochondrialen Membranen sind mehrere hochmolekulare Protein-
komplexe in der mitochondrialen Aul3enmembran und in der mitochondrialen Innen-
membran erforderlich, auf die im Folgenden im Detail eingegangen wird (Ubersichts-
artikel siehe Neupert, 1997).

1.2.1 Mitochondriale Signalsequenzen

Am besten sind die N-terminalen Signalsequenzen (Prasequenzen) fur den Protein-
import in Mitochondrien charakterisiert. Sie fiUhren in den meisten Fallen zu einer
Sortierung des entsprechenden Proteins in die mitochondriale Matrix. Es gibt aber
auch Beispiele, in denen das Protein, nachdem die N-terminale Signalsequenz zu-
nachst die Matrix erreicht, lateral in die Innenmebran inseriert wird oder nach proteo-
lytischer Prozessierung im Intermembranraum lokalisiert ist (Gartner et al., 1995;
Rojo et al., 1998). Schliel3lich werden manche Proteine mit N-terminaler Signal-
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sequenz zunachst in die Matrix importiert und inserieren dann von der Matrixseite in
die Innenmembran. Diese Insertion des Proteins von der Matrixseite entspricht topo-
logisch dem Exportsystem der endosymbiotischen Bakterien. Daher wird dieser Weg
des Imports als konservativer Sortierungsweg bezeichnet. N-terminale Signal-
sequenzen zeichnen sich durch eine Haufung positiv geladener und hydrophober
Aminosaurereste aus, die so angeordnet sind, dass sie vor allem in der Umgebung
biologischer Membranen amphipathische Helices ausbilden konnen (Abe et al.,
2000; von Heijne, 1986; Wang und Weiner, 1994). Negative Ladungen kommen
kaum oder gar nicht vor. Die amphipathische Helix wird von Rezeptoren des TOM—
Komplexes (1.2.2) erkannt und leitet so den Import in die Mitochondrien ein. Fur den
Transport von Proteinen mit N-terminaler Signalsequenz Uber die Innenmembran
sowie in vielen Fallen fur die darauffolgende Insertion in die Innenmembran ist der
TIM17/TIM23-Komplex verantwortlich (1.2.3). Sobald die Prasequenz die mito-
chondriale Matrix erreicht hat, wird sie durch die Matrix-Prozessierungs-Peptidase
(MPP), eine Metallopeptidase bestehend aus den beiden Untereinheiten a-MPP und
B-MPP, abgespalten (Arretz et al., 1994; Arretz et al., 1991; Brunner und Neupert,
1995; Luciano und Geli, 1996; Pollock et al., 1988). Beim konservativen Sortierungs-
weg ist die OXA-Translokase der Innenmembran fur die Membraninsertion notwendig
(1.2.5).

Neben den N-terminalen Signalsequenzen gibt es interne Signale fur den Protein-
import in die Mitochondrien. Allerdings sind diese nur in wenigen Fallen genau
charakterisiert. Generell werden die Proteine der AuRenmembran und viele Proteine
des Intermembranraums aufgrund interner Signale sortiert. Auch polytope Membran-
proteine der Innenmembran aus der Familie des ADP/ATP-Transporters benutzen
interne  Sequenzen fur eine korrekte Sortierung. Letztere werden durch den
TIM22/TIM54-Komplex in die Innenmembran inseriert (1.2.4).

1.2.2 Die Translokase der aueren Mitochondrienmembran (TOM-Komplex)

Der TOM—-Komplex ist aul3er flr den Proteintransport Gber die Aullenmembran auch
fur die Insertion von Proteinen in die AuRenmembran zustandig. Er besteht aus den
Komponenten Tom40, Tom70, Tom20 und Tom22 sowie den kleinen Tom-Proteinen
Tom5, Tom6 und Tom7 (Abbildung 1). Dabei bildet Tom40 die Translokationspore in
der Aullenmembran, durch die vermutlich die Proteine transportiert werden (Hill et
al., 1998; Kunkele et al., 1998a; Kunkele et al., 1998b). Tom70, sowie Tom20 und
Tom22 sind Rezeptorproteine, die auf der aulReren Oberflache der Mitochondrien die
Substratproteine erkennen (Hines et al., 1990; Hines und Schatz, 1993; Kiebler et al.,
1993; Moczko et al., 1992; Sollner et al., 1989). Weniger gut charakterisiert ist die
genaue Funktion der kleinen Tom—Proteine. Tom6 und Tom7 scheinen eher struktu-
relle Funktionen bei der Assemblierung und Ausbildung der Translokationspore zu

4
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haben (Dekker et al., 1998; Dembowski et al., 2001; Honlinger et al., 1996), wahrend
Tom5 eine Funktion bei der Weitergabe der Substrate von den Rezeptoren an die
Translokationspore zugeschrieben wird (Dietmeier et al., 1997). Unlangst wurde
gefunden, dass fur die Insertion und Assemblierung von Proteinen mit B-Faltblatt-
struktur, den B-Barrel-Proteinen wie z.B. dem Porin, in die mitochondriale Aulien-
membran neben dem TOM-Komplex der so genannte TOB—Komplex (oder SAM-
Komplex) mit den Komponenten Tob55 (Sam50), Mas37 und Tob38 (Sam35) erfor-
derlich ist (Abbildung 1; Kozjak et al., 2003; Milenkovic et al., 2004; Paschen et al.,
2003; Waizenegger et al., 2004; Wiedemann et al., 2003). Dieser stellt ein
interessantes Beispiel fur eine konservierte Funktion zwischen Bakterien und Mito-
chondrien dar. Sowohl der TOB—Komplex als auch seine Substrate, die B-Barrel-
Proteine, sind bakteriellen Ursprungs und haben orthologe Proteine in Eubakterien.

TOM
complex

oM

e IMS

[N IM
OXA Matrix

TIM23
complex

TiM22
complex complex

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Proteinkomplexe des mitochondrialen Protein-
imports in S. cerevisiae. Die verschiedenen Importwege sind im Text beschrieben. TOM-Komplex:
Tom40, Tom22, Tom20, Tom70, Tom5, Tom6, Tom7; TOB-Komplex: Tob55; Tob38, Mas37;
TIM17/TIM23-Komplex und der assoziierte Importmotor in der mitochondrialen Matrix: Tim17, Tim23,
Tim50, Tim44, Tim14, Tim16, mtHsp70(Ssc1), Mge1; TIM22-Komplex: Tim22, Tim18, Tim54, Tim9,
Tim10, Tim12, TIM9/TIM10-Komplex: Tim9 und Tim10; TIM8/TIM13-Komplex: Tim8 und Tim13 und
OXA-Komplex: Oxa1. OM, mitochondriale AulRenmembran; IMS, Intermembranraum; IM, mitochon-
driale Innenmembran und A¥, Membranpotential Gber die mitochondriale Innenmembran.
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1.2.3 Import Gber den TIM17/TIM23-Komplex

Auf der Ebene der Innenmembran gibt es mehrere Translokationsmaschinen. Der
TIM17/TIM23—Komplex (Abbildung 1) ist fur den Transport von Proteinen mit N-termi-
nalen Signalsequenzen in die mitochondriale Matrix erforderlich (Berthold et al.,
1995; Moro et al., 1999; Neupert, 1997; Paschen und Neupert, 2001). Aulerdem
bendtigen einige monotope Innenmembranproteine, wie D-Lactatdehydrogenase
oder die Untereinheit Va der Cytochrom c-Oxidase, den TIM17/TIM23-Komplex fur
ihre Membraninsertion (Gartner et al.,, 1995; Rojo et al., 1998). Manche dieser
membranverankerten Proteine, so z.B. Cytochrom by, kdnnen nach einer weiteren
proteolytische Prozessierung durch die Innenmembranprotease Imp1/Imp2 in den
Intermembranraum freigesetzt werden. Dabei wird ein zusatzliches Sortierungssignal
fur den Intermembranraum entfernt (Nunnari et al,, 1993). Tim23 bildet den
Translokationskanal in der Innenmembran (Truscott et al., 2001). Der N-Terminus
von Tim23 ist in der Aulenmembran verankert, so dass Tim23 beide mitochondrialen
Membranen verbindet (Donzeau et al., 2000). Tim17 ist ebenfalls essentieller
Bestandteil des TIM17/TIM23-Komplexes. Die genaue Funktion von Tim17 ist jedoch
unklar. Der Proteinimport in die Matrix ist abhangig von einem Membranpotential
(AY) uber die Innenmembran und von ATP in der mitochondrialen Matrix. Fur die D-
Lactatdehydrogenase, bestimmte mutante Formen von Cytochrom by-Vorstufen-
proteinen und die Untereinheit Va der Cytochrom c-Oxidase ist jedoch eine ATP-
unabhangige Insertion in die Innenmembran beobachtet worden (Gartner et al.,
1995; Rojo et al., 1998). D-Lactatdehydrogenase wird Uber einen Stopp-Transfer-
Mechanismus in die Innenmembran sortiert (Rojo et al., 1998). Eine hydrophobe
Sequenz im Vorstufenprotein, die auf beiden Seiten von Ladungen flankiert wird,
fuhrt zum Anhalten der Translokation und zur lateralen Insertion in die Innen-
membran.

Wahrend der Entstehung dieser Arbeit wurde Tim50 als neue Komponente des
TIM17/TIM23 Komplexes beschrieben. Tim50 hat eine Funktion bei der Weitergabe
der Vorstufenproteine vom TOM-Komplex an den TIM17/TIM23-Translokationskanal
(Geissler et al., 2002; Mokranjac et al., 2003a; Yamamoto et al., 2002).

Auf der Matrixseite des TIM17/TIM23—Komplexes befindet sich der mitochondriale
Importmotor (Ubersichtsartikel siehe Neupert und Brunner, 2002). Dieser ist ATP-ab-
hangig und besteht aus den Komponenten Tim44, Ssc1 (mitochondriales Hsp70) und
dessen Nukleotidaustauschfaktor Mge1 (Abbildung 1; Cyr et al., 1993; Rassow et al.,
1994; Schneider et al., 1994; Schneider et al., 1996; Stuart et al., 1994; Voos et al.,
1994). Nach dem Modell des ,Brownschen Sperrhakens“ (Gaume et al., 1998;
Okamoto et al., 2002; Ungermann et al., 1996) bindet die Prasequenz, sobald sie die
Matrix erreicht, an Tim44 und Ssc1. Durch ATP-Hydrolyse geht Ssc1 in die ADP—
Form Uber. Dadurch wird die Bindung von Ssc1 an die Prasequenz fester. Anderer-
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seits fuhrt die ATP—Hydrolyse zur Dissoziation von Ssc1 von Tim44. Das Vorstufen-
protein kann in diesem Stadium in ausgestreckter Konformation sowohl die
TIM17/TIM23-Translokase als auch den TOM-Komplex durchspannen. Ein Zurtck-
gleiten aus dem Translokationskanal wird durch das gebundene mtHsp70 verhindert.
Erst der durch Mge1 vermittelte Nukleotidaustausch (ADP gegen ATP) am Ssc1 fuhrt
zur Freisetzung von Ssc1 von der Prasequenz. Durch wiederholte Zyklen von
Bindung und Freisetzung von Ssc1 von dem Praprotein kann so das ganze Protein
nach und nach importiert werden. Der Import erfolgt also ohne eine aktive Zugkraft
auf das Vorstufenprotein allein durch das Festhalten des durch Brownsche Moleku-
larbewegung spontan importierten Anteils des Praproteins in der Matrix. Das Modell
des ,Brownschen Sperrhakens® erklart auch, wie Praproteine fur den Import entfaltet
werden. Die Entfaltung findet nicht aktiv durch Zug am Praprotein statt. Vielmehr wird
nach spontanen thermischen lokalen Entfaltungsreaktionen durch Bindung von Ssc1
in der mitochondrialen Matrix eine Ruckfaltung verhindert (ahnlich wie z.B. Harnstoff
Proteine nicht aktiv entfaltet, sondern nach spontaner Entfaltung durch Absattigung
der Kapazitat fur Wasserstoffbrickenbindungen eine Ruckfaltung verhindert)
(Okamoto et al., 2002). Ein anderes Modell bezlglich des mitochondrialen Import-
motors geht dagegen von einer durch ATP-Hydrolyse getriebenen Konformations-
anderung des an Tim44 gebundenen mtHsp70 aus, die unmittelbar eine Kraft auf
das Praprotein ausubt und es schrittweise aktiv in die Matrix zieht (Glick, 1995; Glick
et al., 1993; Horst et al., 1997; Krimmer et al., 2000; Voisine et al., 1999). Wahrend
der Entstehung dieser Arbeit wurden mit Tim14/Pam18 und Tim16/Pam16 zwei
weitere Komponenten des mitochondrialen Importmotors gefunden (Abbildung 1;
Frazier et al., 2004; Kozany et al., 2004; Mokranjac et al., 2003b; Truscott et al.,
2003). Dabei enthalt Tim14 eine J-Domane, die die ATPase-Aktivitat von Ssc1 stimu-
liert (Mokranjac et al., 2003b). Weniger klar ist die genaue Funktion von Tim16. Es
enthalt ebenfalls eine J-ahnliche Domane, jedoch fehlt das fur J-Domanen charak-
teristische HPD-Motiv. Entsprechend wird die ATPase Aktivitat von Ssc1 durch
Tim16 nicht stimuliert. Aul3er strukturellen Aufgaben im Importmotor kénnte durch
Tim16 eine Stimulation der ATPase—Aktivitat von Ssc1 durch Tim14 in Abwesenheit
von Vorstufenproteinen verhindert werden (Kozany et al., 2004; Li et al., 2004).

1.2.4 Der TIM22/TIM54—Komplex

Polytope Membranproteine der Innenmembran aus der Familie der mitochondrialen
Substrattransporter, so z.B. der ADP/ATP-Transporter Aac2, und Tim23 werden Uber
den TIM22/TIM54—-Komplex in die Innenmembran inseriert (Abbildung 1; Endres et
al., 1999; Sirrenberg et al., 1996). Diese mitochondrialen Substrattransporter durch-
spannen die Membran normalerweise sechsmal. Tim23 besitzt vier Transmembran-
segmente in der Innenmembran. Die Substrate des TIM22/TIM54-Komplexes
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verfugen uUber interne Signalsequenzen. Im Intermembranraum sind diese sehr
hydrophoben Proteine an den TIMO/TIM10-Komplex und den TIM8/TIM13-Komplex
gebunden, um sie durch das hydrophile Milieu zu transportieren (Abbildung 1; Adam
et al., 1999; Koehler et al., 1998a; Koehler et al., 1998b; Koehler et al., 1999; Leuen-
berger et al., 1999; Paschen et al., 2000; Sirrenberg et al., 1998). Der TIM8/TIM13—
Komplex unterstutzt dabei den Import von Tim23. Ein Teil von Tim9 und Tim10 ist
zusammen mit Tim12 mit dem TIM22/TIM54—Komplex assoziiert. Auf diese Weise
konnen die Proteine an den TIM22/TIM54-Komplex Ubergeben werden. Die Insertion
der polytopen Membranproteine in die Innenmembran ist abhangig vom Membran-
potential AY, aber unabhangig von ATP in der Matrix. In S. cerevisiae verfugt der
TIM22/TIM54-Komplex mit Tim18 Uber eine weitere Komponente in der Innen-
membran (Kerscher et al., 2000; Koehler et al., 2000).

1.2.5 Der OXA-Komplex

Der OXA-Komplex ist in die Insertion von Proteinen von der Matrixseite in die Innen-
membran involviert (Hell et al., 1997; Hell et al., 1998; Hell et al., 2001; Herrmann
und Neupert, 2003; Herrmann et al., 1997). Einerseits sind das Proteine, die im mito-
chondrialen Genom codiert sind (Hell et al., 2001). So bendtigt die Untereinheit 2 der
Cytochrom c-Oxidase (Cox2) Oxa1 fur die Insertion ihres N-Terminus in die Innen-
membran (Hell et al., 1997). Die Insertion der Untereinheiten 1 und 3 der Cytochrom
c-Oxidase (Cox1 und Cox3) in die Innenmembran wird von Oxa1 erleichtert, hangt
aber nicht strikt von Oxa1 ab (Hell et al., 1998). Andererseits gibt es kerncodierte
Proteine, die dem konservativen Sortierungsweg folgen und nach dem Import in die
mitochondriale Matrix von innen durch Oxa1 in die Innenmembran inseriert oder in
den Intermembranraum exportiert werden (Hell et al., 1998). Oxal und das
bakterielle YidC, welches in E. coli fir die Insertion einiger Proteine in die
Plasmamembran verantwortlich ist, sind orthologe Proteine (Ubersichtsartikel siehe
Kuhn et al., 2003). Auch Oxa1 selbst benutzt diesen Weg der Biogenese. Zunachst
wird in der mitochondrialen Matrix durch MPP die N-terminale Prasequenz ab-
gespalten. Durch Oxa1 wird dann die Insertion von Oxa1 in die innere mitochondriale
Membran vermittelt (Hell et al., 1998; Herrmann et al., 1997). Fur Cytochrom b ist es
immer noch umstritten, ob es ebenfalls diesem konservativen Sortierungsweg folgt
und von der Matrixseite in die Innenmembran integriert, oder ob es ahnlich wie
D-Lactatdehydrogenase nach einem Translokationsarrest im TIM17/TIM23—-Kanal
lateral in die Innenmembran inseriert, bevor es durch Imp1/Imp2 gespalten wird
(Glick et al., 1992; Koll et al., 1992). Neben Oxa1 ist mit Mba1 eine weitere Kompo-
nente fur eine effiziente Insertion des N-Terminus von Cox2 in die Innenmembran
erforderlich und scheint daruber hinaus unabhangig von Oxa1 Einfluss auf die In-
tegration von Proteinen in die Innenmembran zu haben (Preuss et al., 2001).
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1.3 Mitochondriale Dynamik

Die Struktur und Ultrastruktur von Mitochondrien variiert zwischen verschiedenen
Organismen und Geweben (Frey und Mannella, 2000; Frey et al., 2002; Mannella et
al., 2001; Perkins et al., 1997; Perkins et al., 2001; Perkins et al., 1998). Daruber hin-
aus ist die Morphologie der Mitochondrien sehr dynamisch (Bereiter-Hahn, 1990;
Bereiter-Hahn und Voth, 1994). Mitochondrien werden innerhalb der Zelle transpor-
tiert, kdnnen miteinander fusionieren und sich teilen (Ubersichtsartikel siehe Shaw
und Nunnari, 2002; Westermann, 2002). Dieser Dynamik kommt funktionell eine
grol3e Bedeutung zu. Die Fusion von Mitochondrien ermdglicht Rekombination und
dadurch die ,Reparatur von Schadigungen im mitochondrialen Genom, wie sie etwa
durch reaktive Sauerstoffspezies entstehen kénnen (Ono et al., 2001; Ubersichts-
artikel siehe Westermann, 2003). Bei der Reifung der Spermatiden ist mitochondriale
Fusion wichtig fur die Bildung der so genannten Nebenkerne, mitochondrialer Struk-
turen, die sich an der Basis der Flagellen anlagern, um die Energie fur die Bewegung
der Spermien bereitzustellen (Hales und Fuller, 1997). Schliellich fusionieren Mito-
chondrien nach der Bildung von Zygoten in S. cerevisiae (Nunnari et al., 1997).
Dabei verteilen sich Proteine der mitochondrialen Matrix schnell und gleichmaliig
Uber die fusionierten Mitochondrien (Azpiroz und Butow, 1993; Nunnari et al., 1997).
Die Proteine der auf3eren und inneren mitochondrialen Membran brauchen etwas
langer, bis sie gleichmallig Uber das fusionierte mitochondriale Netzwerk verteilt sind
(Okamoto et al., 1998). Nach der Fusion wird die mitochondriale DNA beider Eltern-
zellen in die Knospe transportiert (Berger und Yaffe, 1996; Berger und Yaffe, 2000;
Nunnari et al., 1997; Okamoto et al., 1998). Auf diese Weise gewahrleistet die Fusion
die Weitergabe der mitochondrialen Genome und ermdglicht gegebenenfalls Rekom-
bination. Umgekehrt ist eine Funktion der Teilung der Mitochondrien fur die Weiter-
gabe an Tochterzellen unmittelbar ersichtlich. Die Teilung von Mitochondrien ist aber
auch an der Regulation der Apoptose beteiligt (Frank et al., 2001). Hierbei scheinen
Teilungsprozesse der Mitochondrien fur die Freisetzung des Cytochrom ¢ aus dem
Intermembranraum wichtig zu sein, welches seinerseits Caspasen aktivieren kann
und zur Exekution des apoptotischen Programms flihrt (Bernardi et al., 2001;
Bernardi et al., 1999).

In der Backerhefe S. cerevisiae bilden ungefahr 1-10 Mitochondrien pro Zelle ein
tubulares Netzwerk, das dem Zellkortex von innen anliegt (Egner et al., 2002; Hoff-
mann und Avers, 1973). Aufgrund der kontinuierlich ablaufenden Fusions- und
Teilungsprozesse ist die Zahl der Mitochondrien in einer Zelle nicht absolut konstant.
Abbildung 2 zeigt exemplarisch die tubulare Struktur von Mitochondrien, die mit GFP
visualisiert wurden, das durch eine mitochondriale Prasequenz in die mitochondriale
Matrix dirigiert wurde (Westermann und Neupert, 2000).
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Abbildung 2: Tubulare Struktur von Mitochondrien in S. cerevisiae. Die Mitochondrien wurden
durch Expression von GFP visualisiert, welches mit Hilfe einer mitochondrialen Prasequenz in die
mitochondriale Matrix dirigiert wurde. Links, fluoreszenzmikroskopisches Bild; rechts, Phasen-
kontrastbild.

Zur Aufrechterhaltung dieses dynamischen Netzwerks ist ein Gleichgewicht von
Fusion und Teilung erforderlich (Bleazard et al., 1999; Otsuga et al., 1998; Sesaki
und Jensen, 1999). Die Geschwindigkeit der Fusion liegt bei ca. einem Fusions-
vorgang pro Zelle in 2 Minuten (Nunnari et al., 1997). Defekte in einem der Prozesse
fuhren zu einer veranderten mitochondrialen Struktur. Im Falle eines Fusionsdefekts
kommt es zur Fragmentierung der Mitochondrien, da die Teilung ungehindert weiter-
laufen kann (Hermann et al., 1998; Rapaport et al., 1998). Nachfolgend neigen
fragmentierte Mitochondrien zur Aggregation und verlieren haufig ihr mitochondriales
Genom. Umgekehrt haben Mutanten, in denen die Teilung der Mitochondrien
behindert ist, in der Regel nur ein Mitochondrium pro Zelle, das netzartig verzweigt ist
(Bleazard et al., 1999; Otsuga et al., 1998; Sesaki und Jensen, 1999). Mitochondrien
sehen Wildtyp-ahnlich aus, wenn sowohl Fusion als auch Teilung blockiert sind.
Daher ist das Gleichgewicht beider Prozesse fur die Erhaltung der normalen mito-
chondrialen Struktur verantwortlich (Bleazard et al., 1999; Sesaki und Jensen, 1999).

1.3.1 Mitochondriale Fusion

Mitochondriale Fusion findet immer zwischen einem freien mitochondrialen Ende und
dem Ende oder der Seite eines zweiten Mitochondriums statt (Bereiter-Hahn und
Voth, 1994; Nunnari et al., 1997). Der Prozess der mitochondrialen Fusion ist auf
molekularer Ebene noch nicht sehr gut verstanden. Das liegt zum Teil an der gegen-
Uber Fusionsereignissen auf dem sekretorischen Weg erhdhten Komplexitat. Im
Gegensatz zu sekretorischen Vesikeln sind Mitochondrien von zwei Membranen um-
geben. Letztendlich sind also vier Membranen am mitochondrialen Fusionsprozess
beteiligt. Die klassischen Komponenten der Vesikel- und Vakuolenfusion wie NSF
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oder SNARESs sind nicht an der Fusion der Mitochondrien beteiligt (Ubersichtsartikel
zur Fusion der Vakuolen siehe Wickner, 2002). In den vergangenen Jahren wurden
einige der mitochondrialen Fusionskomponenten identifiziert (Abbildung 3). Der als
erster bekannt gewordene mitochondriale Fusionsfaktor ist Fzo (fuzzy onion). Eine
Mutation im Fzo-Gen ist fur den Phanotyp einer Mutante von Drosophila melano-
gaster verantwortlich, die aufgrund defekter mitochondrialer Fusion missgebildete
Nebenkerne in den Spermatiden produziert. Auf ultrastruktureller Ebene sehen diese
im Querschnitt wie verformte Zwiebeln aus (fuzzy onion). Die Mutation fuhrt zu stark
eingeschrankter Beweglichkeit der Spermien und dadurch zu mannlicher Sterilitat
(Hales und Fuller, 1997). Fzo begrindet die neue Familie der Mitofusine, die unter
den Pilzen und Tieren konserviert sind. In S. cerevisiae ist Fzo1 ein integrales
Protein der AuRenmembran, das fir die mitochondriale Fusion erforderlich ist und
dessen N- und C-Termini zum Cytoplasma hin exponiert sind (Hermann et al., 1998;
Rapaport et al., 1998). Am N-Terminus befindet sich eine GTPase-Domane,
wahrend C-terminal zwei Transmembransegmente vorhanden sind, die durch ein
kurzes Segment im Intermembranraum verbunden sind (Fritz et al., 2001). Dieses
Segment im Intermembranraum hat Kontakt zur Innenmembran (Fritz et al., 2001).
Die Deletion von FZO1 fuhrt zur Fragmentierung der Mitochondrien, zum Verlust der
mitochondrialen DNA und verhindert in einem in vivo-Fusionsversuch die mito-
chondriale Fusion nach der Bildung der Zygote (Hermann et al., 1998; Rapaport et
al., 1998). Wie Fzo1 allerdings auf molekularer Ebene mitochondriale Fusion bewirkt,
ist nicht bekannt. Im Menschen kommt Fzo1 in Form von zwei homologen Proteinen
vor, die Mitofusine Mfn1 und Mfn2, die gemeinsam fur die mitochondriale Fusion ver-
antwortlich sind (Chen et al., 2003; Rojo et al., 2002; Santel und Fuller, 2001). Die
mitochondriale Fusion in menschlichen Zellen ist abhangig vom Membranpotential
AY (Legros et al., 2002). Unlangst wurde eine Assoziation von Mutationen in Mfn2
mit der Charcot-Marie-Tooth Neuropathie Typ 2A (axonale Form) beschrieben,
welche mit sensomotorischen Stérungen einhergeht (Zuchner et al., 2004). In gene-
tischen Ansatzen in S. cerevisiae wurden als Suppressoren von Mutanten mit
defekter mitochondrialer Teilung weitere Komponenten identifiziert, die an der mito-
chondrialen Fusion beteiligt sein kdnnten. Dabei scheint vor allem Ugo1, ebenfalls
ein Protein der mitochondrialen Auflenmembran, eine wichtige Rolle zu spielen
(Sesaki und Jensen, 2001). Der Deletionsphanotyp von UGO1 ist identisch mit dem
von FZO1 und wahrend der Entstehung dieser Arbeit konnte eine zumindest
transiente Interaktion zwischen Fzo1 und Ugo1 nachgewiesen werden (Sesaki und
Jensen, 2004; Sesaki et al., 2003b; Wong et al., 2003). Zahlreiche weitere Kompo-
nenten, die fur die Erhaltung der normalen mitochondrialen Struktur erforderlich sind,
wurden bei der Durchmusterung einer Hefedeletionsbank gefunden. Dabei wurde die
mitochondriale Struktur der Deletionsstamme, in denen die Mitochondrien durch
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mitochondriales GFP visualisiert wurden, fluoreszenzmikroskopisch analysiert
(Dimmer et al., 2002). Von den Deletionsmutanten mit veranderter mitochondrialer
Morphologie zeigten insbesondere Amdm30, Amdm37 und Amdm39 einen Phanotyp
mit fragmentierten und aggregierten Mitochondrien, der dem einer Deletion von
FZO1 oder UGO1 stark ahnelt. Die Produkte dieser drei Gene sind die wahrschein-
lichsten Kandidaten fur Komponenten, die direkt oder indirekt an der mitochondrialen
Fusion beteiligt sind. Inzwischen wurde die Funktion von Mdm30 geklart. Es reguliert
den Abbau von Fzo1 in den Mitochondrien. Indirekt fihren zu hohe Fzo1-Konzentra-
tionen in der Deletionsmutante Amdm30 zur Fragmentierung und Aggregation der
Mitochondrien (Fritz et al., 2003).

Teilung
Dnm1, Fis1, Mdv1 (OM) Fusion
Mdm337? (IM) Fzo1, Ugo1

Cytoskelett/mtDNA r e Mo clagle
Mmm1, Mdm12, Mdm10? Jats
Mmm2? Mgm101?
4 -Mgmi . Komponente des Mmm1/Mdm10/Mdm12-Komplexes
@ sMgmi © wmgmi101
c. Fzo1 @ Komponente des mitochondrialen Teilungskomplexes:
Dnm1, Fis1, Mdv1
@ Ugol Mmm2
° miDNA-Nukleoide Mdm33

Abbildung 3: Schematische Darstellung der wichtigsten bekannten Proteine in der mitochon-
drialen Dynamik von S. cerevisiae. Der Dnm1/Fis1/Mdv1-Komplex vermittelt die Teilung der mito-
chondrialen Auftenmembran (OM). Mdm33 ist vermutlich in die Teilung der mitochondrialen Innen-
membran (IM) involviert. Der Fzo1/Ugo1/Mgm1-Komplex ist essentiell fir die mitochondriale Fusion.
Darlber hinaus wurde eine Funktion von Mgm1 in der Ausbildung der Cristae-Morphologie vorge-
schlagen. Der Mmm1/Mdm10/Mdm12-Komplex ist fir die Interaktion der Mitochondrien mit dem Aktin-
Cytoskelett, ihre Motilitat und ihre Vererbung in die Tochterzellen erforderlich und scheint direkt mit
Mgm101 und den mitochondrialen DNA-Nukleoiden zu interagieren. Mmm2 konnte fluoreszenzmikro-
skopisch mit mitochondrialen DNA-Nukleoiden kolokalisiert werden und ist ebenfalls fiir die Vererbung
der mitochondrialen DNA und die Erhaltung der tubularen Morphologie erforderlich. Weitere noch
unbekannte Komponenten (z.B. Rezeptoren fiir Motorproteine, regulatorische Faktoren etc.) und
Funktionen der bekannten Komponenten, die nicht abschlieBend geklart sind, sind durch Frage-
zeichen gekennzeichnet.
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1.3.2 Teilung von Mitochondrien

Als erstes Protein, welches an der mitochondrialen Teilung in S. cerevisiae beteiligt
ist, wurde Dnm1 beschrieben (Abbildung 3). Mutationen in DNM1 blockieren die mito-
chondriale Teilung. Da die mitochondriale Fusion davon unbeeinflusst bleibt, fuhrt
das zu netzartig verzweigten Mitochondrien bis schlieBlich nur noch ein Mitochon-
drium pro Zelle Ubrig bleibt (Bleazard et al., 1999; Otsuga et al., 1998; Sesaki und
Jensen, 1999). Dnm1 ist ein Uberwiegend cytoplasmatisches Protein. Dartber hinaus
existiert eine Population von Dnm1, die mitochondrial lokalisiert ist und auf der Ober-
flache der Mitochondrien eine punktformige Verteilung an den Spitzen der Schlauche
und an den Verzweigungsstellen aufweist (Otsuga et al., 1998). Wahrscheinlich wird
Dnm1 nur fUr die Teilung an die Mitochondrien rekrutiert. Immunelektronenmikro-
skopisch wurde Dnm1 mit den Orten kolokalisiert, an denen die Teilung der Mito-
chondrien erfolgt (Bleazard et al., 1999). Diese Teilung kann sowohl innerhalb der
mitochondrialen Schlduche als auch an den Verzweigungsstellen erfolgen (Nunnari
et al., 1997). Dnm1 besitzt Homologie zu Dynamin, welches bei der Endozytose ring-
formig um die Einstilpung der Cytoplasmamembran assembliert. Diese Selbst-
assemblierung stimuliert die GTPase-Aktivitdt des Dynamins, da die so genannte
GTPase—Aktivierungsdomane (,GTPase effector domain, GED“) eines Dynamins die
GTPase—Aktivitat des benachbarten Dynamins erhohen kann (Praefcke und
McMahon, 2004; Warnock et al., 1996). Eine durch GTP-Hydrolyse induzierte
mechanische Kontraktion des Ringes fuhrt dann zur Abschnirung der Vesikel von
der Cytoplasmamembran (De Camilli et al., 1995; Takei et al., 1995; Takei et al.,
1996). Alternativ zu diesem Modell, nach dem GTP-Hydrolyse durch Dynamin
unmittelbar mechanische Arbeit bewirkt, wird auch eine regulatorische Funktion der
Dynamine diskutiert. Demnach wirken die Dynamine, indem sie GTP-abhangig
weitere Komponenten der Endozytose rekrutieren (Sever et al., 2000). In Analogie
zum Dynamin konnte in Mitochondrien Dnm1 um die Teilungsstelle assemblieren und
zur Einschnurung und Teilung in die Tochtermitochondrien fihren. Moglicherweise
kann Dnm1 aber auch abhangig vom Nukleotidstatus seine eigene Assoziation mit
Mitochondrien oder die Rekrutierung weiterer Komponenten der mitochondrialen
Teilung regulieren. In genetischen Ansatzen, in denen nach Suppressoren von
Fusionsmutanten gesucht wurde, konnten Fis1/Mdv2 und Fis2/Mdv1/Gag3/Net2 als
weitere Komponenten der mitochondrialen Teilung identifiziert werden (Abbildung 3;
Cerveny et al., 2001; Fekkes et al., 2000; Mozdy et al., 2000; Tieu und Nunnari,
2000). Fis2/Mdv1/Gag3/Net2 kolokalisiert mit den punktformigen Strukturen von
Dnm1 und zeigt den gleichen Deletionsphanotyp wie Dnm1. In Abwesenheit von
Dnm1 ist es jedoch gleichmalig Uber die Mitochondrien verteilt. Dartber hinaus ist
eine direkte physikalische Interaktion zwischen Dnm1 und Fis2/Mdv1/Gag3/Net2 ge-
zeigt worden (Cerveny und Jensen, 2003; Tieu und Nunnari, 2000; Tieu et al., 2002).
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Insgesamt sprechen die verfigbaren Daten flr einen Proteinkomplex aus
Fis2/Mdv1/Gag3/Net2 und Dnm1, der die mitochondriale Teilung bewirkt. Fis1/Mdv2
ist ein integrales Protein der mitochondrialen Auflenmembran. Im Gegensatz zu
Dnm1 und Fis2/Mdv1/Gag3/Net2 ist es gleichmalig Uber die Mitochondrien verteilt.
Fis1/Mdv2 scheint zusammen mit Dnm1 an der Rekrutierung von Fis2/Mdv1/
Gag3/Net2 an Mitochondrien notwendig zu sein. Die Deletion von DNM1 und
FIS1/MDV2 fuhrt zu einer cytoplasmatischen Lokalisation von Fis2/Mdv1/Gag3/Net2.
An den Mitochondrien kénnte Fis2/Mdv1/Gag3/Net2 eine Art Adapterfunktion
zwischen Dnm1 und Fis1/Mdv2 ausuben, da es auf’er mit Dnm1 auch mit Fis1/Mdv2
interagiert (Cerveny und Jensen, 2003; Tieu et al., 2002).

Uber die Teilung der mitochondrialen Innenmembran ist sehr wenig bekannt. Der
Teilungsmechanismus aus den endosymbiotischen a-Proteobakterien scheint nicht
konserviert zu sein (Erickson, 2000). Im Gegensatz zu Chloroplasten wurden in Mito-
chondrien von Pilzen bis jetzt keine mitochondrialen Homologen des bakteriellen
Teilungsfaktors ftsZ gefunden. Lediglich in der Alge Mallomonas splendens wurde
ein Protein mit Homologie zu ftsZ in Mitochondrien beschrieben (Beech et al., 2000).
Als erste Komponente, die in S. cerevisiae fur die Teilung der mitochondrialen
Innenmembran bendtigt wird, wurde Mdm33 vorgeschlagen (Messerschmitt et al.,
2003). Mdm33 ist ein Protein der mitochondrialen Innenmembran. MDM33-Dele-
tionsstamme zeigen ringférmige, haufig miteinander verbundenen Mitochondrien, die
hohle sphérische Strukturen ausbilden. Die Uberexpression von Mdm33 hat einen
starken Einfluss auf die Ultrastruktur der mitochondrialen Innenmembran. Haufig
werden Septen und Fragmente der Innenmembran beobachtet und die normale
Cristae-Struktur geht verloren (Messerschmitt et al., 2003).

1.3.3 Assoziation von Mitochondrien mit dem Cytoskelett

FUr die dynamische Struktur der Mitochondrien ebenfalls unentbehrlich ist ihre Ver-
ankerung am und ihr Transport entlang des Cytoskeletts (Ubersichtsartikel siehe
Yaffe, 1999). In den meisten untersuchten Organismen werden Mitochondrien Gber
das Tubulin-Cytoskelett und die dazugehdrigen molekularen Motoren Dynein und
Kinesin transportiert (Yaffe, 1999). In S. cerevisiae, in dem das Tubulin-Cytoskelett
nur rudimentar entwickelt ist, scheint jedoch das Aktin-Cytoskelett die wichtigste
Rolle zu spielen (Drubin et al., 1993; Lazzarino et al., 1994; Simon et al., 1997;
Simon et al., 1995). Die Depolymerisation der Aktinflamente durch Latrunculin A
fuhrt zur Fragmentierung der Mitochondrien (Boldogh et al., 1998). Aktinfilamente
konnten zusammen mit Mitochondrien ATP-abhangig sedimentiert werden (Boldogh
und Pon, 2001). Die beteiligten Motorproteine sind bis jetzt unbekannt; Myosine, die
normalerweise als Motorproteine entlang des Aktin-Cytoskeletts arbeiten, scheinen
nicht beteiligt zu sein. Moglicherweise sind Polymerisation und Depolymerisation der
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Aktinfilamente fur einen gerichteten Transport von Mitochondrien in S. cerevisiae
erforderlich (Boldogh et al., 2001).

Die Deletion eines der drei Gene, die fur Mmm1, Mdm10 oder Mdm12 codieren, fuhrt
zu einem ausgepragten Morphologiephanotyp (Berger et al., 1997; Burgess et al.,
1994; Sogo und Yaffe, 1994). Das mitochondriale tubulare Netzwerk kollabiert und
sphérische Riesenmitochondrien entstehen. Haufig werden bei der Zellteilung in
diesen Stammen leere Knospen beobachtet (vielfach auch mehrere Knospen an
einer Mutterzelle), die keine Mitochondrien erhalten haben. Die gerichtete Bewegung
der Mitochondrien kommt vollig zum Erliegen. Darlber hinaus sind die Dele-
tionsstdmme atmungsdefizient. Alle drei Proteine sind integrale Proteine der Aulien-
membran und scheinen in einem Proteinkomplex vorzuliegen, der direkt oder indirekt
Kontakt zu den mitochondrialen DNA-Nukleoiden hat (Abbildung 3; Boldogh et al.,
2003; Hobbs et al., 2001). Tatsachlich durchspannt Mmm1 beide mitochondrialen
Membranen (Kondo-Okamoto et al., 2003) und interagiert auf der Matrixseite mit
Mgm101 (Meeusen und Nunnari, 2003). Mgm101 bindet mitochondriale DNA und
wird fur die Reparatur oxidativ geschadigter DNA bendtigt (Meeusen et al., 1999). Es
wurde vorgeschlagen, dass der Komplex aus Mmm1, Mdm10 und Mdm12 Uber die
Interaktion mit Mgm101 und anderen Nukleoid assoziierten Proteinen, wie Abf2 und
der mitochondrialen DNA-Polymerase Mip1, einen autonomen Replikationsapparat
fur die mitochondriale DNA bildet (,Replisom“), der beide mitochondrialen
Membranen durchspannt (Meeusen und Nunnari, 2003). Auf diese Weise konnte die
mitochondriale DNA-Replikation, die Verteilung der mitochondrialen DNA auf
Tochtermitochondrien und der Transport der Mitochondrien in die Tochterzellen
durch einen einzigen Proteinkomplex koordiniert werden (Meeusen und Nunnari,
2003). Da aus den Deletionsstammen von MMM1, MDM10 oder MDM12 isolierte
Mitochondrien nicht mehr an Aktin binden kdnnen, wurde eine Rolle dieser Proteine
als Rezeptoren flr Aktin bindende Proteine oder aktinabhangige molekulare Motoren
vorgeschlagen (Boldogh et al., 1998). Das Aktin-Cytoskelett selbst bleibt in diesen
Stammen jedoch unbeeinflusst. Eine aktulle Studie zeigt die Prasenz von Mdm10 im
TOB/SAM-Komplex (vgl. 1.2.2) und eine Funktion von Mdm10 in den spaten
Assemblierungsschritten des TOM-Komplexes (Meisinger et al., 2004). In dieser
Studie wird ebenfalls ein mitochondrialer Morphologiephanotyp fur Mutationen in den
Komponenten des TOB/SAM-Komplexes und in Tom40 beschrieben (Meisinger et
al., 2004). Daher kdnnte Mdm10 nur transient mit Mmm1 und Mdm12 assoziiert sein.
Der beobachtete Phanotyp von Amdm10-Mutanten ware eine sekundare Konse-
quenz eines nicht korrekt assemblierten TOM-Komplexes und moglicherweise eines
reduzierten Imports von Komponenten der mitochondrialen Aul3enmembran, die
wichtig fur die Erhaltung der mitochondrialen Morphologie sind.
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Unlangst wurde fur Mutationen in MMM?2 eine synthetische Letalitat mit Mutationen in
MMM1 beschrieben (Youngman et al., 2004). Wie Mmm1 ist auch Mmm2 ein inte-
grales Protein der mitochondrialen Auflenmembran, das fur die Erhaltung der mito-
chondrialen Morphologie und der mitochondrialen DNA erforderlich ist. Es kolokali-
siert teilweise in punktférmigen Strukturen mit der mitochondrialen DNA, scheint aber
nicht stabil mit dem MMM1-Komplex zu interagieren (Youngman et al., 2004). Wahr-
scheinlich ist Mmm2 Teil eines zweiten unabhangigen Komplexes, dessen dynami-
sche Interaktion mit dem MMM1-Komplex fur die mitochondriale Morphologie und die
Weitergabe der mitochondrialen DNA wichtig ist (Youngman et al., 2004).

1.4 Mgm1 — ein mitochondriales Dynamin-ahnliches Protein

Mgm1 ist ein Dynamin-ahnliches Protein in Mitochondrien. Es wurde erstmals bei der
Suche nach Mutanten mit gestorter Vererbung des mitochondrialen Genoms ent-
deckt (Mgm1: mitochondrial genome maintenance 1) (Guan et al., 1993; Jones und
Fangman, 1992). Die Deletion von MGM1 fuhrt aul’er zum Verlust der mitochon-
drialen DNA und zur Respirationsdefizienz auch zur Fragmentierung und zur Aggre-
gation von Mitochondrien. Die genaue Funktion von Mgm1 ist nicht bekannt. Auf-
grund des Phanotyps wurde eine Funktion bei der Fusion von Mitochondrien vorge-
schlagen. Allerdings wurde in einer temperatursensitiven Mutante von Mgmf1,
mgm1-5Adnm1, in der durch gleichzeitige Deletion der Teilungskomponente DNM1,
das Gleichgewicht zwischen Fusion und Teilung wieder hergestellt war, in einem in
vivo-Fusionsversuch bei der restriktiven Temperatur noch mitochondriale Fusion
beobachtet (Wong et al., 2000). Zusammen mit der Ahnlichkeit zu den Dynaminen
und der in derselben Arbeit gefundenen Lokalisation im Intermembranraum fuhrte
das zur Spekulation, dass Mgm1 eher an der Teilung der Innenmembran oder der
Ausbildung der Cristae beteiligt sein kdnnte (Wong et al., 2000). Mgm1 kdénnte dem-
nach wie die Dynamine ringférmig assemblieren und so entweder die Innenmembran
einschnuren oder durch Ausbildung eines Ringes auf der Intermembranraumseite der
Mitochondrien die Offnung des Intermembranraums zu den Cristae hin (,cristae
Junctions®) stabilisieren.

Die submitochondriale Lokalisierung von Mgm1 war zum Zeitpunkt des Beginns
dieser Arbeit sehr umstritten. Neben der bereits beschriebenen Lokalisierung im
Intermembranraum (Wong et al., 2000) wurde das Protein auch auf der duf3eren
Oberflache der AuRenmembran lokalisiert (Shepard und Yaffe, 1999). Msp1, das
orthologe Protein aus Schizzosaccharomyces pombe wurde in der mitochondrialen
Matrix gefunden (Pelloquin et al., 1999). Auch ob Mgm1 ein integrales Membran-
protein oder nur peripher membranassoziiert ist, war zu Beginn dieser Arbeit nicht
geklart.

Wie Dnm1 besitzt Mgm1 Ahnlichkeit zu den Dynaminen. Inwieweit sich Mgm1 in
Bezug auf GTPase-Aktivitat, Selbstassemblierung und Funktion tatsachlich wie ein
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Dynamin verhalt, ist nicht bekannt. Gelfiltrationsexperimente deuten die Prasenz von
Mgm1 in einem Komplex von ca. 400 kD an (Shepard und Yaffe, 1999). Ebenso
wenig ist geklart, wie in Mgm1 vorhandene Eigenschaften der Dynamine zu dessen
Funktion beitragen. GTP-Bindung und/oder Hydrolyse sind jedoch essentiell fur die
Funktion von Mgm1, da Punktmutationen des katalytischen Serins, Lysins oder
Threonins im aktiven Zentrum zum Verlust der Funktion fuhren (Sesaki et al., 2003b;
Shepard und Yaffe, 1999).

Von den Dynaminen unterscheidet sich Mgm1 vor allem durch die Anwesenheit einer
N-terminalen Prasequenz fur die mitochondriale Lokalisation und einem vorherge-
sagten Transmembransegment in der Nahe des N-Terminus (Abbildung 4). Die sich
anschlieBende GTPase—Domane ist zwischen Mgm1 und Dynamin stark konserviert.
Weniger gut konserviert ist die zentrale Dynaminregion. Am C-Terminus verfugt
Dynamin Uber eine PH-Domane, eine GTPase aktivierende Domane und eine prolin-
reiche Domane (Muhlberg et al., 1997; Zhang und Hinshaw, 2001). Die PH-Domane
ist im Dynamin in die Bindung von Lipiden involviert (Muhlberg et al., 1997; Salim et
al., 1996), wahrend die prolinreiche Doméane eine Rolle bei der Selbstassemblierung
des Proteins spielt (Hinshaw und Schmid, 1995; Muhlberg und Schmid, 2000;
Muhlberg et al., 1997) und Uber deren SH3-Domanen mdoglicherweise andere
Proteine rekrutiert (Gout et al., 1993). Von diesen drei Domanen ist in Mgm1 nur die
GTPase aktivierende Domane vorhanden, die bei den Dynaminen ebenfalls fur die
Assemblierung wichtig ist (Sever et al., 1999). Eine geringe Ahnlichkeit besteht zur
prolinreichen Domane. Die PH-Domane ist nicht konserviert.

Mgm1 aus S. cerevisiae und seine Orthologen aus anderen Organismen kommen in
mindestens zwei Isoformen vor. Die genaue ldentitat dieser zwei Isoformen, ihre
submitochondriale Lokalisierung und Membranassoziation, sowie ihre Funktion
waren zum Zeitpunkt des Beginns dieser Arbeit nicht bekannt.

Mgm1
DS  NCTESSSI Dynamin
1 80 200 450 650 820 902
Dynamin

INCTRESSN  Dyramin  [PH

1 300 521 623 750 854

Abbildung 4: Domanenstruktur von Mgm1 und Dynamin (Muhlberg und Schmid, 2000;
Muhlberg et al., 1997; Zhang und Hinshaw, 2001). MTS, mitochondriale Signalsequenz; Dynamin,
zentrale Dynamindomane; GED, GTPase Effektor Domane/GTPase aktivierende Domane; GTPase,
GTPase-Doméane; PH, Pleckstrin-Homologie Doméne; PRD, Prolin-reiche Domane; TM, Trans-
membrandomane.

17



1 Einleitung

1.5 OPA1 - Autosomal Dominante Optikusatrophie Typ 1

Mgm1 ist im Reich der Eukaryonten konserviert. OPA1 ist das menschliche Ortho-
loge von Mgm1. Mutationen in OPA1 sind mit der Erbkrankheit Autosomal Dominante
Optikusatrophie (ADOA) Typ | assoziiert (Alexander et al., 2000, Delettre, et al.,
2000). Diese Form der Optikusatrophie ist mit einer Haufigkeit von 1:12000 bis
1:50000 die haufigste Form einer Optikusatrophie im Menschen. Die Symptome
beginnen meist im frihen Kindesalter. Eine Degeneration der retinalen Ganglien-
zellen und eine weitergehende Atrophie des Sehnervs (Nervus opticus) fuhren zur
fortschreitenden Einschrankung des Gesichtsfeldes und haufig zur Erblindung der
betroffenen Patienten.

1.6 Zielsetzung der Arbeit

Zu Beginn dieser Arbeit war die submitochondriale Lokalisierung und Membran-
assoziation von Mgm1 sehr umstritten. Da die Kenntnis der genauen Topologie von
Mgm1 essentiell flr ein Verstandnis der Funktion ist, sollte zunachst die submito-
chondriale Lokalisierung und Membranassoziation geklart werden.

Eine Besonderheit von Mgm1 ist sein Vorkommen in zwei Isoformen. Die genaue
Identitat der beiden Isoformen und mogliche Unterschiede in Bezug auf Funktion und
Topologie sollten untersucht werden. Insbesondere geht es dabei um die Frage, ob
beide Isoformen flr die Funktion von Mgm1 notwendig sind, oder ob die groRere nur
ein Intermediat oder eine Speicherform fur die Biogenese der kleineren Isoform ist.

In engem Zusammenhang damit steht die Frage nach der Biogenese beider Mgm1-
Isoformen. Die kurze Form koénnte durch proteolytische Prozessierung aus der
langen Form entstehen. In diesem Fall ist die Identifizierung der dafir verant-
wortlichen Protease von grundlegender Bedeutung.

Uber die proteolytische Prozessierung hinaus ist es wichtig zu verstehen, wie das
Mengenverhaltnis beider Isoformen reguliert wird. Geschieht das durch Regulation
der Aktivitat der Protease selbst oder sind andere Faktoren an der Regulation dieses
Gleichgewichts beteiligt? Variiert das Verhaltnis beider Isoformen unter physio-
logischen Bedingungen und beeinflusst das die Funktion von Mgm1 in Bezug auf die
mitochondriale Morphologie und die Erhaltung der mitochondrialen DNA? Wie hangt
die Biogenese beider Mgm1-Isoformen von den Komponenten der mitochondrialen
Proteinimportmaschinerie ab?
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2 Material und Methoden
2.1 Molekularbiologische Methoden

2.1.1 Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Konzentration von DNA-LOsungen wurde durch Messung der Extinktion bei
260 nm (OD2gp) bestimmt. Eine ODggo von 1 entspricht 50 ug/ml doppelstrangiger
bzw. 33 pg/ml einzelstrangiger DNA. Gegebenenfalls wurden die Losungen so ver-
dunnt, dass die Messung im linearen Bereich (OD2s 0,1 -1 ) erfolgte.

2.1.2 Phenolextraktion und Ethanolfédllung

Fur die Extraktion von DNA mit Phenol wurde die DNA-L6sung zwei Mal mit zwei
Volumina Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (Verhaltnis 25:24:1) ausgeschittelt
(Sambrook, 1989). Dabei sammeln sich die Proteinverunreinigungen an der Grenz-
flache zwischen organischer und wassriger Phase. Zur besseren Phasentrennung
wurde jeweils fir 1 min bei 14000 rpm in einer Eppendorf-Tischzentrifuge zentri-
fugiert, bevor die obere wassrige Phase abgenommen wurde.

Mit Hilfe der Ethanolfallung wurden wassrige DNA-LAsungen konzentriert und uner-
wunschte Salze entfernt. Dazu wurde die Losung mit 5 M Natriumchloridlésung auf
eine Endkonzentration von 300 mM versetzt. Durch Zugabe des 2,5fachen Volumens
an Ethanol (-20 °C) und Inkubation flr 30 min bei -20 °C wurde die DNA prazipitiert.
Es wurde 30 min bei 4 °C und 20000 g zentrifugiert und mit kaltem 70 % (v/v) Etha-
nol gewaschen. Das Prazipitat wurde an der Luft getrocknet und in sterilem Wasser
aufgenommen.

2.1.3 DNA-Amplifizierung durch Polymerasekettenreaktion (PCR)

Bei der Polymerasekettenreaktion (PCR) kann durch wiederholtes Durchlaufen eines
Reaktionszyklus von Trennung der Matrizenstrange, Anlagerung von kurzen spezi-
fischen einzelstrangigen Oligonukleotiden (Primern) an die einzelstrangigen Matrizen
und darauf folgende Verlangerung dieser Primer durch eine thermostabile DNA-
Polymerase eine exponentielle Vervielfaltigung der Matrizen-DNA erreicht werden
(Saiki et al., 1988; Saiki et al., 1985). Ein typischer Reaktionsansatz von 100 pl ent-
hielt 1-3 U der thermostabilen DNA—Polymerase, 10 pl des entsprechenden vom
Hersteller der Polymerase gelieferten zehnfach konzentrierten Reaktionspuffers,
75 pmol der beiden Oligonukleotide, 200 uM aller vier Desoxynukleosidtriphosphate
und ca. 1-100 ng der Matrizen-DNA. Da die DNA-Polymerasen magnesiumabhangig
sind, war im zehnfach konzentrierten Reaktionspuffer Magnesiumchlorid fir eine
Endkonzentration von 1,5 mM vorhanden. Als thermostabile DNA-Polymerasen
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kamen die Tag—Polymerase aus Thermus aquaticus, die Pfu—Polymerase aus Pyro-
coccus furiosus und das Expand—-System (Roche) zum Einsatz. Die Tag—Polymerase
zeichnet sich durch hohe Prozessivitdt und Geschwindigkeit aus. Die Pfu—Poly-
merase ist langsamer und weniger prozessiv, besitzt aber eine 3°-5"-Exonuklease-
aktivitat, die die Fehlerrate bei der Amplifikation erheblich verringert (,proofreading®).
Das Expand-System besteht aus einer Mischung beider Polymerasen und vereinigt
hohe Prozessivitat und Geschwindigkeit mit geringer Fehlerrate bei der Amplifikation.
Ein typischer Reaktionsverlauf begann mit einer funfminttigen Vorinkubation bei
94 °C, um die Matrizenstrange vollstandig zu denaturieren. Es folgten 25-35 Reakti-
onszyklen aus Denaturierung der Matrizenstrange (1 min bei 94 °C), Anlagerung der
spezifischen Oligonukleotide (1 min bei 40-54 °C) und Synthese der DNA (1 bis 6
min bei 72 °C, je nach Lange des Matrizenstrangs). Nach Ablauf der Reaktionszyklen
wurden unvollstandig synthetisierte DNA-Strange durch zehnminutige Inkubation bei
72 °C vervollstandigt. Die Entstehung des entsprechenden Produkts wurde anschlie-
Rend auf einem Agarosegel kontrolliert.

2.1.4 Reinigung von PCR-Produkten liber Mikrozentrifugationssaulchen

Die Reinigung und Entsalzung von PCR-Produkten erfolgte mit Hilfe von Mikro-
zentrifugationssaulchen (Qiaquick PCR Purification Kit). Dazu wurde das PCR-
Produkt zunachst mit 5 Volumina Puffer PB verdunnt. Zum Binden an das Saulen-
material wurde diese LOosung fur 1 min bei 14000 rpm in einer Eppendorf-Tisch-
zentrifuge durch ein Mikrozentrifugationssaulchen zentrifugiert. Der Durchfluss wurde
verworfen. Genauso wurde mit 0,75 ml Puffer PE gewaschen und nach Verwerfen
der Waschlosung nochmals zentrifugiert, um den Puffer und darin enthaltenen
Ethanol vollstandig zu entfernen. Schlielllich wurde die DNA mit 50 pl sterilem
Wasser eluiert.

2.1.5 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Kleine Mengen an Plasmid—-DNA (Minipraparation) wurden durch alkalische Lyse der
entsprechenden E. coli-Zellen gewonnen (modifiziert nach Birnboim und Doly, 1979).
Dazu wurden die Zellen Uber Nacht in 2 ml LB-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin bei
37 °C angezogen. 1,5 ml der Kultur wurden 1 min bei 14000 rpm in einer Eppendorf-
Tischzentrifuge abzentrifugiert. Der Rest der Kultur wurde bei 4 °C gelagert, um den
entsprechenden Stamm fiir spatere Verwendung zu konservieren. Der Uberstand
wurde verworfen, die Bakterien in 100 pyl Losung 1 (50 mM Glukose; 10 mM EDTA,;
25 mM Tris/HCI; pH 8,0) resuspendiert und 5 min bei RT inkubiert. Die Lyse erfolgte
durch Zugabe von 200 pl Lésung 2 (0,2 M NaOH; 1 % (w/v) SDS). Nach erneuter
Inkubation fur 5 min bei RT wurden 150 ul Lésung 3 (3 M Natriumacetat; pH 4,8)

20



2 Material und Methoden

zugegeben, kurz geschittelt und 10 min auf Eis inkubiert. Dabei fallen die meisten
Proteine und chromosomale DNA aus und kénnen bei 13000 rpm fur 10 min bei 4 °C
abzentrifugiert werden. Der Uberstand wurde in ein neues EppendorfgefaR tberfiihrt
und die darin enthaltene DNA mit Ethanol gefallt (vgl. 2.1.2). Die getrocknete DNA
wurde in 50 pl sterilem Wasser mit 50 pg/ml Ribonuklease A aufgenommen. 2 ul der
praparierten Plasmid—DNA wurden durch Restriktionsverdau analysiert (vgl. 2.1.8).
GroRere Mengen an Plasmid-DNA mit einer hoheren Reinheit (Midi-Praparation)
wurden mit Hilfe des ,Jetstar-Kits“ der Firma Genomed prapariert. 40 ml einer Uber-
nachtkultur des entsprechenden Stammes von E. coli bei 37 °C in LB-Medium mit
100 pg/ml Ampicillin wurden 5 min bei 5000 rpm in einem JA20-Rotor abzentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen und das Zellsediment in 4 ml Lésung E1 (50 mM
Tris/HCI; 10 mM EDTA; pH 8) resuspendiert. Die Zellen wurden durch Zugabe von
4 ml Lésung E2 (0,2 M NaOH; 1 % (w/v) SDS) fur 5 min bei RT lysiert und schlieBlich
Proteine und chromosomale DNA durch Zugabe von 4 ml Lésung E3 (3,2 M
Kaliumacetat; pH 5,5) gefallt. Nach zehnminutiger Zentrifugation in einem JAZ20-
Rotor bei 12000 rpm wurde der Uberstand auf eine zuvor mit 10 ml Lésung E4
(0,6 M NaCl; 0,1 M Natriumacetat; 0,15 % Triton X-100; pH 5,0) aquilibrierte
Anionenaustauschersaule aufgebracht. Die Saule wurde zwei Mal mit 10 ml Lésung
E5 (0,8 M NaCl; 0,1 M Natriumacetat; pH 5,5) gewaschen und die Plasmid—DNA
schliel3lich mit 5 ml Lésung E6 (1,25 M NaCl; 100 mM Tris/HCI; pH 8,5) eluiert. Die
DNA wurde durch Zugabe von 3,5 ml Isopropanol gefallt, das Prazipitat fir 30 min
bei 10000 rpm und 4 °C im JA20-Rotor sedimentiert und einmal mit 5 ml 70 % (v/v)
Ethanol gewaschen. Schliel3lich wurde die DNA bei Raumtemperatur getrocknet und
in 200 pl sterilem Wasser gelost.

2.1.6 Isolierung von genomischer DNA aus S. cerevisiae

Fir die Isolierung genomischer DNA (Rose, 1990) wurde der Wildtyp-Stamm W303a
in 10 ml YPD-Medium Uber Nacht angezogen. Die Zellen wurden durch Zentrifuga-
tion bei 3000 rpm fur 5 min in einer Sigma 3K12 Zentrifuge mit dem Rotor 11333
geerntet, einmal mit dem gleichen Volumen Wasser gewaschen und in 0,2 ml Puffer
(2 % (w/v) Triton X-100; 1 % (w/v) SDS; 100 mM NaCl; 10 mM Tris/HCI; 1 mM EDTA,;
pH 8,0) resuspendiert. Es wurden 0,2 ml Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1)
und 0,3 g Glaskugeln (0,45 mm Durchmesser) zugegeben und 4 min gevortext, um
die Zellen aufzuschlieBen. Nach Zugabe von 0,2 ml TE-Puffer (10 mM Tris/HCI;
1 mM EDTA,; pH 8,0) wurde fur 5 min bei 13000 rpm zentrifugiert, um die Phasen zu
trennen. Die wassrige Phase wurde abgenommen und in ein neues Reaktionsgefaly
uberfuhrt. Die DNA wurde mit Ethanol gefallt (vgl. 2.1.2) und in Wasser geldst. Durch
Zugabe von 75 pg/ml RNaseA und Inkubation fir 5 min bei 37 °C wurde verun-
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reinigende RNA entfernt, bevor die DNA erneut mit Ethanol gefallt und schlieBlich in
50 ul sterilem Wasser aufgenommen wurde.

2.1.7 Isolierung von mitochondrialer DNA aus S. cerevisiae

Mitochondriale DNA wurde durch Phenolextraktion von isolierten Mitochondrien
gewonnen. 1-3 mg Mitochondrien wurden mit H-Puffer (20 mM HEPES/KOH,;
pH 7,4) auf 400 pl verdinnt, mit Phenol extrahiert und die DNA aus der wassrigen
Phase mit Ethanol gefallt (vgl. 2.1.2).

2.1.8 Restriktionsverdau

Die sequenzspezifische Spaltung von DNA erfolgte mit Restriktionsendonukleasen.
Dabei wurden die vom Hersteller (New England Biolabs, NEB) mitgelieferten zehn-
fach konzentrierten Puffer verwendet. Fur 1 uyg DNA wurden 1-2 U des entsprechen-
den Restriktionsenzyms eingesetzt. Die Ansatze wurden fur mindestens zwei
Stunden bei der vom Hersteller angegebenen Temperatur inkubiert.

2.1.9 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten mit alkalischer Phosphatase

Nach dem Restriktionsverdau wurden endstandige Phosphatgruppen der Klonie-
rungsvektoren mit Shrimp alkalischer Phosphatase (Roche) entfernt, um eine spatere
Religation der Vektoren zu vermeiden. Dazu wurden die Ansatze mit einem Zehntel
ihres Volumens an zehnfach konzentriertem Puffer (0,5 M Tris/HCI; 50 mM MgCly;
pH 8,5) und 1 U Shrimp alkalischer Phosphatase pro 50 ul Reaktionsansatz versetzt.
Die Reaktionsansatze wurden fur 1 Stunde bei 37 °C inkubiert. Anschlie3end wurde
die Phosphatase durch 15minutiges Erhitzen auf 65 °C inaktiviert. Die so
behandelten Vektoren wurden uber ein praparatives Agarosegel aufgereinigt (vgl.
21.11,2.1.12).

2.1.10 Ligation von DNA

Die Ligation von DNA-Fragmenten erfolgte mit T4-DNA-Ligase der Firma New
England Biolabs (NEB). Dazu wurden ca. 50 bis 200 ng des linearisierten und
phosphataseverdauten Vektors und ein ungefahr dreifacher molarer Uberschuss des
zu klonierenden Fragments eingesetzt. Aullerdem enthielt ein 20 pl Ligationsansatz
2 ul des entsprechenden zehnfach konzentrierten Reaktionspuffers (Endkonzentra-
tion: 50 mM Tris-HCI; 10 mM MgCly; 10 mM DTT; 1 mM ATP; 25 pg/ml BSA; pH 7,5),
0,5 U T4-DNA-Ligase und die entsprechende Menge Wasser. Die Ligation erfolgte
fur mindestens 4 Stunden, normalerweise Uber Nacht, bei 16 °C.
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2.1.11 Agarosegelelektrophorese von DNA-Fragmenten

Fiar die gelelektrophoretische Trennung von DNA-Fragmenten nach ihrer Grolie
wurden Agarose-Flachgele mit 30 oder 100 ml Gelbettvolumen benutzt. Je nach
GrolRe der zu trennenden Fragmente wurden 0,8 -3 % (w/v) Agarose in TAE-Puffer
(40 mM Tris/Acetat pH 7,5; 20 mM Natriumacetat; 1 mM EDTA) aufgekocht und bei
65 °C gelagert. Fur die Detektion der DNA-Fragmente wurden beim Giel3en der Gele
0,5 pug/ml Ethidiumbromid zugegeben. Die DNA-Proben wurden mit 5fach konzen-
triertem Auftragspuffer versetzt (Endkonzentration: 1 mM EDTA; 0,01 % (w/v) Brom-
phenolblau; 6 % (w/v) Glycerol; pH 8) und auf das entsprechende Gel geladen. Die
Elektrophorese wurde bei einer Feldstarke von 15 V/cm durchgefihrt. Danach
wurden die mit Ethidiumbromid gefarbten DNA-Banden im UV-Licht sichtbar
gemacht.

2.1.12 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Fir die Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurden die entsprechen-
den Banden zunachst unter UV-Licht aus dem Gel ausgeschnitten. Die Extraktion
der DNA erfolgte mit dem Qiaquick Gel Extraction Kit der Firma Qiagen. Dabei wurde
zunachst die Masse des Agarosestlcks bestimmt und dieses dann mit dem drei-
fachen Volumen (also 300 yl pro 100 mg Agarose) Puffer QG versetzt. Durch
Inkubation bei 50 °C fir 10 min wurde die Agarose aufgeldst. Die Lésung wurde auf
ein Mikrozentrifugationssaulchen geladen und dieses flir 1 min bei 13000 rpm in
einer Eppendorf-Tischzentrifuge zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und
die Saulchen einmal mit 0,75 ml Puffer PE gewaschen und unter den gleichen
Bedingungen zentrifugiert. Erneute Zentrifugation nach dem Verwerfen der Wasch-
I6sung stellte die vollstandige Entfernung der Waschlésung und des darin enthal-
tenen Ethanols sicher. SchlieRRlich wurde die DNA mit 50 ul sterilem Wasser eluiert.

2.1.13 Praparation transformationskompetenter Zellen von E. coli

Mit einer 50 ml Vorkultur von E. coli DH5a auf LB—Medium wurden 2 | LB-Medium
auf eine ODs7g von ca. 0,05 angeimpft. Die Kultur wurde bei 37 °C weitergezogen,
bis eine ODs7g von ca. 0,5 erreicht war. Danach wurden die Zellen fur 30 min auf Eis
gekuhlt und anschliefend 15 min bei 5000 rpom und 2 °C im JA10-Rotor abzentri-
fugiert. Alle verwendeten Behalter und Lésungen wurden bei 4 °C vorgekuhlt. Die
Zellen wurden nacheinander mit 1000 ml, 500 ml und schlief3lich 100 ml 10 % (v/v)
Glycerol (4 °C) gewaschen und nach jedem Waschschritt 15 min bei 5000 rpom und
2 °C zentrifugiert. SchlieRlich wurde der Uberstand vollstandig abgenommen, die
Bakterien in 1 ml 10 % (v/v) Glycerol aufgenommen und in Portionen von je 60 pl
aliquotiert. Die Aliquots wurden bei -80 °C gelagert.
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2.1.14 Transformation von E. coli mit Plasmid—DNA

Die Transformation kompetenter Zellen von E. coli mit Plasmid-DNA erfolgte durch
Elektroporation. Dazu wurde ein Aliquot der kompetenten Zellen auf Eis aufgetaut
und mit 1 yl Plasmid—DNA oder Ligationsansatz versetzt. Die Suspension wurde in
eine vorgekuhlte Elektroporationskivette Uberfihrt und darin in einem Elektro-
porationsgerat mit Spannungspulsen transformiert (2,5 kV; 400 Q; 25 pF). Die
Suspension wurde sofort in 1 ml LB-Medium aufgenommen und fur 45 min bei 37 °C
geschuttelt, um die Resistenz gegen Ampicillin auszubilden. Danach wurden 200 pl
der Suspension auf LB-Platten mit 100 uyg/ml Ampicillin ausplattiert und die Platten
uber Nacht bei 37 °C inkubiert.

2.1.15 Transformation von S. cerevisiae mit Plasmid—-DNA

21.151 Herstellung kompetenter Hefezellen mit Lithiumacetat

Der entsprechende Stamm von S. cerevisiae wurde uber Nacht in YPD oder einem
anderen geeigneten Medium angezogen. Am nachsten Morgen wurde die Kultur auf
eine ODs7g von ungefahr 0,1 verdinnt (50-100 ml) und bis zu einer ODs7s von unge-
fahr 0,5 weitergeschuttelt. Die Zellen wurden in einem sterilen Zentrifugations-
rohrchen bei 3000 rpm fur 5 min sedimentiert (Sigma 3K12; Rotor 11133), einmal mit
sterilem Wasser gewaschen, in 1 ml 100 mM Lithiumacetat aufgenommen und in ein
Eppendorf-Reaktionsgefal® Uberfuhrt. Nach erneuter Zentrifugation fir 15s bei
13000 rpm in einer Eppendorf-Tischzentrifuge wurde der Uberstand verworfen und
das Zellsediment schlielich in 400 yl 100 mM Lithiumacetat suspendiert. Die trans-
formationskompetenten Zellen wurden in 50 pl Aliquots portioniert und sofort fur die
Transformation eingesetzt (Gietz et al., 1995).

2.1.15.2 Transformation kompetenter Hefezellen

Fir jede Transformation wurde ein 50 pl Aliquot der kompetenten Zellen fir 15 s bei
3000 rpm in der Eppendorf-Tischzentrifuge zentrifugiert und der Uberstand verwor-
fen. Den Zellen wurden 240 yl PEG 3350 (50 % (w/v)), 36 ul 1 M Lithiumacetat, 10 pl
einzelstrangige Lachsspermien-DNA (10 mg/ml), und 80 pl steriles Wasser zugege-
ben, in dem 0,1-10 ug der zu transformierenden DNA geldst waren. Die Ansatze
wurden 1 min lang kraftig gemischt und dann 30 min bei 30 °C inkubiert. Es folgte ein
Hitzeschock bei 42 °C fur 20 min. Bei temperatursensitiven Stammen wurde auf
diesen Hitzeschock verzichtet. Nach Ende der Inkubationszeit wurden die Zellen 15 s
bei 3000 rom sedimentiert, in 200 pl sterilem Wasser resuspendiert und auf Platten
mit Selektivmedium plattiert (Gietz et al., 1995). Die Selektion erfolgte Uber die
entsprechenden Auxotrophiemarker.
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2.1.16 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung von DNA erfolgte durch die Firma Medigenomix (Martinsried,
Deutschland) nach der Kettenabbruchmethode von Sanger (Sanger et al., 1977) mit
Hilfe fluoreszenzmarkierter Didesoxynukleotide.

2.1.17 Verwendete Vektoren

21171 PYES2 (Invitrogen)
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21.17.2 PRS313 und pRS315 (Sikorski und Hieter, 1989)
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21174 pTL26 (Lafontaine und Tollervey, 1996)

HIS3

pTL26

5630 bp

Nael

BamHlI

EcoRI

2.1.18 Klonierungsstrategien

2.1.18.1 pPYES2-Mgm1

Mit den Primern Mgm1-up und Mgm1-fl-dn und genomischer DNA aus S. cerevisiae
W303a als Matrize wurde das MGM1-Gen durch PCR amplifiziert. Mit Hilfe der Sacl-
und der Xbal-Schnittstelle, die beide in den jeweiligen Primern enthalten waren,
wurde das PCR-Produkt in den Hefeexpressionsvektor pYES2 kloniert. Von diesem
Vektor konnte Mgm1 unter Kontrolle des GAL 7-Promotors exprimiert werden.

Primer Sequenz

Mgm1-up 5-CCC CGA ATT CGA GCT CGC CAT GAG TAATTC TAC TTC ATT AAG G-3°

Mgm1-fi-dn 5-CCC CGC GGC CGC TCT AGA TCA TAA ATT TTT GGA GAC GCC C -3°

Tabelle 1: Primer fiir die Klonierung von pYES2-Mgm1

2.1.18.2 PYES2-Mgm1A2 (pYES2-Mgm1A154-167/pYES2-I-Mgm1*)

Fur die Herstellung von pYES2-Mgm1A2 wurden zunachst 2 PCR-Produkte von
genomischer DNA als Matrize hergestellt. Das erste entstand durch Amplifikation mit
den Primern Mgm1-up und Mgm1-d154-167 antisense und beinhaltete die Sequenz
von MGM1 bis zum 174. Codon, wobei durch die Wahl des Primers Mgm1-d154-167
antisense die Codons 154-167 deletiert wurden. Analog wurde ein zweites PCR-
Produkt mit den Primern Mgm1-d154-167 sense und Mgm1-fl-dn hergestellt, das die
Sequenz von MGM1 ab dem 440. Nukleotid enthalt. Auch hier wurden durch die
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Wahl des Primers Mgm1-d154-167 sense die Codons 154-167 ausgespart. Beide
Fragmente wurden durch Agarosegelelektrophorese aufgetrennt und aus dem Gel
eluiert. Die beiden internen Primer Mgm1-d154-167 sense und Mgm1-d154-167 anti-
sense sind einander komplementar. Daher konnte das erste Fragment verdinnt als
Matrize in einer erneuten PCR amplifiziert werden, in der Mgm1-up und das zweite
PCR-Fragment als Primer eingesetzt wurden. Das resultierende PCR-Produkt hatte
eine Lange, die MGM1 abzuglich der Codons 154-167 entspricht und wurde mit Hilfe
der Sacl- und Xbal-Restriktionsschnittstellen aus den Primern Mgm1-up und Mgm1-
fl-dn in pYES2 kloniert. Von diesem Vektor konnte unter Kontrolle des GAL7-
Promotors eine Mgm1-Version exprimiert werden, der die Aminosaurereste 154-167
fehlen.

Primer Sequenz
Mgm1-d154-167
antisense 5-ACT TTC GTC ATC GTC GAG TGATCC ATG ACC ACCGTCTTG TG-3’

Mgm1-d154-167
sense

5-CAC AAG ACG GTG GTC ATG GAT CAC TCG ACG ATG ACG AAA GT-3°

Tabelle 2: Primer fiir die Klonierung von pYES2-Mgm1A2

21.18.3  pYES2-s-Mgm1* (pYES2-Cyb21.167AN;60Mgm1)

pYES2-s-Mgm1* wurde mit der gleichen Methode hergestellt wie pYES2-Mgm1A2.
Dabei entstand das erste PCR-Produkt durch Amplifikation der ersten 167 Codons
von Cytochrom b, aus genomischer DNA von W303a mit den Primern Cyb2up und
Cyb2Mgm1dN160 antisense. Fur das zweite PCR-Produkt wurden die Codons 161-
903 von MGM1 mit den Primern Cyb2Mgm1dn160 sense und Mgm1-fl-dn ampli-
fiziert. Die beiden internen Primer Cyb2Mgm1dn160 sense und Cyb2Mgm1dN160
antisense waren wiederum so gewahlt, dass sie Uberlappten. So konnten in einer
dritten PCR, in der das erste PCR-Produkt in starker Verdunnung als Matrize und
Cyb2up und das zweite PCR-Produkt als Primer eingesetzt wurden, die beiden
ersten PCR-Produkte fusioniert werden. Dadurch entstand ein PCR-Produkt, das den
ersten 167 Codons von Cytochrom b, und den Codons 161-903 von MGM1 ent-
spricht. Dieses Fusionsprodukt wurde mit Hilfe der Sacl- und Xbal-Schnittstellen, die
in den Primern Cyb2up und Mgm1-fl-dn vorhanden waren, in pYES2 kloniert. Von
diesem Vektor konnte unter Kontrolle des GAL7-Promotors ein Fusionsprotein aus
den ersten 167 Aminosaureresten von Cytochrom b, und den Aminosaureresten
161-902 von Mgm1 exprimiert werden.
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Primer Sequenz

Cyb2up 5-CCC CGA GCT CGC CAT GCT AAA ATA CAA ACC TTT ACT A-3°

Cyb2Mgm1dN160 | 5 .GAT GTA GCG GCT ATT AGA GTA GCG GAT CCT TGA AGG GGA CCC-
antisense 3

Cyb2Mgm1dn160
sense

5-GGG TCC CCT TCA AGG ATC CGC TAC TCT AAT AGC CGC TAC ATC-3’

Tabelle 3: Primer fiir die Klonierung von pYES2-s-Mgm1*

21184  pRS315-Mgm1 und pRS315-Mgm1A2 (pRS315-Mgm1A154-167)

Far die Expression von Mgm1 und Mgm1A2 unter Kontrolle des endogenen Promo-
tors wurden beide aus pYES2 mit Hilfe der Sacl- und Xbal-Restriktionsschnittstellen
in pRS315 subkloniert. 1030 Nukleotide oberhalb und die ersten 351 Nukleotide von
MGM1 wurden mit den Primern Mgm1 pro up und Mgm1 Nhel rev amplifiziert und
das resultierende Fragment mit den Sacl- und Nhel-Schnittstellen gegen das ent-
sprechende Fragment von Mgm1 bzw. Mgm1A2 in pRS315 ausgetauscht. Von die-
sen Vektoren konnen Mgm1 bzw. Mgm1A2 unter Kontrolle des endogenen Promo-
tors exprimiert werden.

Primer Sequenz
Mgm1 pro up 5°- CCC CGA GCT CCA AGT CAT GTG AAG GAT GGA C-3°
Mgm1 Nhel rev 5-CCC CGC TAG CTT CTT CCATCT TAT AAG C-3°

Tabelle 4: Primer fiir die Klonierung von pRS315-Mgm1 und pRS315-Mgm1A2

21.18.5  pRS313-s-Mgm1* (pRS313-Cyb2;.167AN160Mgm1 )

Bei der Klonierung von pRS313-s-Mgm1* wurde der endogene Promotor von MGM1
mit den Primern Mgm1 pro up und Cyb2 Bglll rev von genomischer DNA aus W303a
amplifiziert. Der Primer Cyb2 Bglll rev fuhrt durch eine stille Mutation eine Bglll-
Schnittstelle in die Sequenz von Cytochrom b, ein. Das PCR-Produkt wurde mit Hilfe
der Restriktionsenzyme Sacl und EcoRl, die in den beiden Primern vorhanden sind,
in pYES2 kloniert. In einer zweiten PCR wurde von der Matrize pYES2-s-Mgm1* mit
den Primern Cyb2 Bglll fwd und Mgm1-fl-dn der grofite Teil von s-Mgm1* amplifiziert.
Auch hier wird durch den Primer Cyb2 Bglll fwd mit einer stillen Mutation eine Bglll-
Schnittstelle eingefuhrt. Dieses PCR—Produkt wurde uber die Bglll- und die Xbal-
Schnittstellen aus den Primern in pYES2 kloniert, welcher schon den endogenen
Promotor enthielt. Aus pYES2 wurde das Produkt, das nun aus dem endogenen
Promotor und s-Mgm1* besteht, mit Hilfe der Sacl- und Xbal-Restriktions-
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schnittstellen in pRS313 subkloniert. Auf diese Weise kann s-Mgm1* unter Kontrolle
des endogenen Promotors von MGM1 exprimiert werden.

Primer Sequenz

Cyb2 Bgllirev 5°-CCC CGA ATT CAG ATC TTT AGT AAA GGT TTG TAT TTT AGC ATG
CTT TCA GAG TAT TAT GGT GAA-3°

Cyb2 Bglll fwd 5°- CCC CAG ATC TCG AAG AAC TGT GAG GCT GC-3°

Tabelle 5: Primer fiir die Klonierung von pRS313-s-Mgm1*

2.1.18.6 pRS315-Mgm1A1  (pRS315-Mgm1A91-111), pRS315-Mgm1VVL,
pRS315-Mgm1G100D, pRS315-Mgm1G100K, pRS315-Mgm1A1&A2

Die Mgm1-Varianten pRS315-Mgm1A1 (pRS315-Mgm1A91-111), pRS315-
Mgm1VVL, pRS315-Mgm1G100D, pRS315-Mgm1G100K, pRS315-Mgm1A1&A2
wurden alle Uber die gleiche Klonierungsstrategie einer ortsgerichteten Mutagenese
erhalten. Es wurde jeweils der MGM17-Promotor (beginnend 1030 Nukleotide ober-
halb des offenen Leserahmens) mit dem Primer Mgm1 pro up und einem zweiten
Primer amplifiziert, der neben einer nach Nukleotid 351 endogen in MGM1 vorhan-
denen Nhel-Schnittstelle die Mutation oder Deletion im ersten hydrophoben Segment
von Mgm1 (Aminosaure 91-111 von Mgm1) enthielt (Tabelle 6). Die PCR-Fragmente
wurden Uber die Sacl- und Nhel-Schnittstellen gegen die entsprechenden Fragmente
aus pRS315-Mgm1 (fir pRS315-Mgm1A1 (pRS315-Mgm1A91-111), pRS315-
Mgm1VVL, pRS315-Mgm1G100D, pRS315-Mgm1G100K) bzw. pRS315-Mgm1A2
(fur pRS315-Mgm1A1&A2) ausgetauscht. Von diesen Plasmiden kdnnen die ange-
gebenen Varianten von Mgm1 unter Kontrolle des endogenen Promotors exprimiert
werden.

Primer Sequenz

Mgm1 A1 5'-CCC CGC TAG CTTCTTCCATCT T-3°

Mgm1 VL 5-CCC CGC TAG CTT CTT CCA TCT TAT AAG CTA TAT AAC TCC CTG
CAG CAG CCA GCA CGA CAC CCA CAT ATA TGG-3’

Mgm1 G100D 5°- CCC CGC TAG CTT CTT CCA TCT TAT AAG CTA TAT AAC TCC CTG
CAG CAG CCA TCC CGT CAC CCA CAT ATA TGG-3°

Mgm1 G100K 5- CCC CGC TAG CTT CTT CCA TCT TAT AAG CTA TAT AAC TCC CTG
CAG CAG CCA TCC CCT TAC CCA CAT ATA TGG-3°

Tabelle 6: Primer fiir die Klonierung von pRS315-Mgm1A1, pRS315-Mgm1VVL, pRS315-
Mgm1G100D, pRS315-Mgm1G100K und pRS315-Mgm1A1&A2.
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2.1.18.7 pPGEM4 Mgm11.427

Die ersten 427 Codons von MGM1 wurden von genomischer DNA aus S.cerevisiae
W303a mit den Primern Mgm1-up und Mgm1-1-427 dn amplifiziert und Uber die
Sacl- und Xbal-Restriktionsschnittstellen in pGEM4 kloniert. In diesem Plasmid |asst
sich vom SP6-Promotor aus pGEM4 ein Mgm14.427 Vorstufen-Protein in vitro synthe-
tisieren.

Primer Sequenz
Mgm1-1-427 dn g’-sg:CC CGC GGC CGC TCT AGA TCA GAG AGG ATA TTT TTT ATT ATT

Tabelle 7: Primer fiir die Klonierung von pGEM4-Mgm1,_4,7

2.1.18.8 pPGEM4-Mgm14.22s. DHFR

Mit den Primern Mgm1-up und Mgm1-1-228 dn wurden die ersten 228 Codons von
MGM1 von genomischer DNA aus S. cerevisiae W303a amplifiziert. Das resultie-
rende PCR-Produkt wurde mit den in den Primern vorhandenen Schnittstellen EcoRI
und BamHI in pGEM4 Kkloniert, welcher Maus-DHFR zwischen den BamHI| und
HindlllI-Schnittstellen enthielt. Der Primer Mgm1-1-228 dn war dabei so gewahlt, dass
die ersten 228 Aminosaurereste von Mgm1 im gleichen Leserahmen liegen wie die
DHFR aus Maus. Daher kann vom SP6-Promotor dieses Plasmids ein Fusions-
protein aus den ersten 228 Aminosaureresten von Mgm1 mit Maus-DHFR in vitro
synthetisiert werden.

Primer Sequenz

Mgm1-1-228 dn 5-CCC CGG ATC CAT GTG CAG AAG AAG AGT CC -3’

Tabelle 8: Primer fiir die Klonierung von pGEM4-Mgm1,.,,3-DHFR

2.1.18.9 Varianten von pGEM4-Mgm14223.DHFR (A1, A2, A1&A2, VVL,
G100D, G100K)

Von pGEM4-Mgm11.22. DHFR wurden Varianten analog zu den in 2.1.18.6 beschrie-
benen Varianten angefertigt. Dazu wurden von diesen Mutanten in pRS315 jeweils
die Bereiche von Codon 1 bis 228 von MGM1 (mit den darin enthaltenen Mutationen
oder Deletionen) mit den Primern Mgm1-up und Mgm1-1-228 dn amplifiziert und
uber die EcoRI- und BamHI-Schnittstellen in pGEM4 kloniert, welcher im gleichen
Leserahmen Maus-DHFR zwischen den BamHI- und Hindlll- Schnittstellen enthielt,
wie unter 2.1.18.8 beschrieben. Auf diese Weise konnen die entsprechenden
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Varianten von pGEM4-Mgm14.22 DHFR vom SP6-Promotor in vitro synthetisiert
werden.

2.1.19 Karten der verwendeten Plasmide

2.1.191 pPYES2-Mgm1 und pYES2-Mgm1A2

PYES2-MGM/1

PYES2-MGM1A2 MGM1A2
8600bp

8600bp

Stop

2.1.19.2 pYES2-s-Mgm1*

s-MGM1*
pYES2-s-MGM1*
8600bp Mgm1 (160-902)
Stop
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21.19.3 pRS315-Mgm1 und pRS315-Mgm1-Varianten

ARS/CEN

pRS315-Mgm1

Xbal 9700 bp

Sacl

MGM1 Promotor
MGM1

Nhel

21.19.4 pRS313 s-Mgm1*

ARS/CEN

pRS313-s-Mgm1* Sacl

8700b /
P MGM1 Promotor

e

s-MGM1*

Xbal

Mgm1(160-902)
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2.1.19.5 pGEM4-Mgm14.427

Sacl

Mgm1 1-427

PGEM4-Mgm1 1-427

4150 bp

Amp Xbal

2.1.19.6 pGEM4-Mgm14.22s-DHFR

EcoRI

Mgm1 1-228

BamHlI

Mgm1 1-228 DHFR
pGEM4

Mgm1 1-228 DHFR

Amp
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2.1.20 Weitere verwendete Plasmide

21.20.1 pYX232-mtGFP und pVT100U-mtGFP (Westermann und Neupert,
2000)

Diese Plasmide dienen zur Fluoreszenzfarbung von Mitochondrien mit GFP. pY X232
verfugt Uber den Kkonstitutiven TPI-Promotor (Triosephosphatisomerase) und
pVT100U-mtGFP dber den konstitutiven ADH-Promotor (Alkoholdehydrogenase).
mtGFP ist ein Fusionsprotein aus der mitochondrialen Prasequenz der Untereinheit 9
der FoF1-ATPase aus N. crassa (Aminosaurereste 1-69, siehe oben). Dadurch wird
GFP in die mitochondriale Matrix sortiert. Beide Plasmide liegen aufgrund des 2 p
Replikationsursprungs in hoher Kopienzahl vor.

2.2 Methoden der Hefegenetik

2.2.1 Verwendete Stamme von S. cerevisiae

Stamm Genotyp Referenz
(Rothstein
W303a. MATa, ade2-1, his3-11,15 leu2,112 trp1 | und
ura23-53, can1-100 Sherman,
1980)
. ATCC,
D273-10 B Wildtyp Nr. 24657
MATa, ade3, his3(4), leu2, lys4, trp1, (Sikorski und
YPHA499 ura3 Hieter, 1989)
MATa/MATa, his3A1/his3A1,
leu2A0/leu2A0, lys2A0/LYS2; Research
amgm/Amgm MET15/met15A0, ura3A0/ura3A0, Genetics’
MGM1 ::kanMX4/MGM1::kanMX4
MATa/MATa, his3A1/his3A1,
leu2A0/leu2A0, lys2A0/LYS2; Research
ApcpTiApepT MET15/met15A0, ura3A0/ura3A0, Genetics'
PCP1 ::kanMX4/PCP1::kanMX4
MAT a/a; his3A1/his3A1; leu2A0/leu2A0;
Amgm1/MGM1 lys2A0/LYS2; MET15/met15A0; Euroscarf
ura3A0/ura3A0; mgm1::kanMX4/MGM1
MATa/a, his3A1/his3A1; leu2A0/leu2A0:;
Apcp1/PCP1 lys2A0/LYS2; MET15/met15A0; Euroscarf
ura3A0/ura3A0; pcp1::kanMX4/PCP1
MATa, ade2-1, his3-11,15 leu2,112 trp
GAL10-PCP1 1 ura23-53, can1-100, GAL10- diese Arbeit
PCP1(HIS3)
MATa, ade2, his3, leu2, trp1, ura3, lys2; . .
GAL10-MGM1 GAL10MOM1(HIS3) P YS4 | diese Arbeit
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GAL10-TIM14

MATa, ade2, his3, leu2, trp1, ura3, lys2,

(Mokranjac et

GAL10-TIM14(HIS3) al., 2003b)
MATa, pep4-3, prb1-1122, ura3-52, (Sirrenberg et
GAL10-TIM22 leu2-3, 112, reg1-501, galt, al., 1996)
GAL10TIM23(LEU2) K
MATa, pep4-3, prb1-1122, ura3-52, (Milisav et al
GAL10-TIM44 leu2-3, 112, reg1-501, gal1, GAL10- 2001) "
TIM44(LEU?2)
MATa, pep4-3, prb1-1122, ura3-52, .
GAL10-TIM17 leu2-3, 112, reg1-501, gal1, GAL10- (2'\6'3'13)6‘" etal,
TIM17(LEU?2)
MATa, ade2, his3, leu2, trp1, ura3, lys2 | (Kozany et
GAL10-TIM16 GAL10-TIM16(HIS3) al., 2004)
MATa, pep4-3, prb1-1122, ura3-52, (Milisav et al
GAL10-TIM23 leu2-3, 112, reg1-501, gal1, GAL10- 2001) "
TIM23(LEU?2)
MATa, ade2, his3, leu2, trp1, ura3, lys2, | (Mokranjac et
GAL10-TIMS0 GAL10-TIM14(HIS3) al., 2003a)
(Foury und
M28-82 MATa, ade1, oli2 Tzagoloff,
1976)
SSC1 MATa, his4-713, lys2, ura3-52, Atrp1, (Gambill et
leu2-3,112 al., 1993)
ssC1-2 MATa, ade2-101, lys2, ura3-52, Atrp1, | (Gambill et
leu2-3,112, ssc1-2(LEU2) al., 1993)
ssc1-3 MATa, ade2-101, lys2, ura3-52, Atrp1, | (Gambill et
leu2-3,112, ssc1-3(LEU2) al., 1993)
Proteasedeletionsstamme:
Aprd1/Aprd1
Ahsp78/Ahsp78 _
Aytab/Aytab alle: ) )
Aytal2/Ayta2 MATa/MATa, his3A1/his3A1,
Aytat10/Ayta10 leu2A0/leu2A0, lys2A0/LYS2;
Apim1/Apim1 MET15/met15A0, ura3A0/ura3A0, Resea_rcq
Genetics
Aimp1/Aimp1 : o . .
Aimp2IAImp2 Beide Allele sind JeV\{ells mlt der
AmipT/AmipT kanMX4—-Kassette disruptiert.
Ayme1/Ayme1
Aynl123w/Aynl123w
Aypl246¢/Aypl246¢

Tabelle 9: verwendete Hefestimme: 'Die homozygot diploiden Deletionsstamme entstammen der
Deletionsstammsammlung der Firma Research Genetics. Der Stammhintergrund ist BY4743. Fir eine

detaillierte Beschreibung der Stammsammlung siehe Winzeler et al.,

sequence.stanford.edu/group/yeast deletion project/deletions3.html.
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2 Material und Methoden

2.2.2 Methoden der Kultivierung von S. cerevisiae

Die Kultivierung von Hefestammen erfolgte im Wesentlichen nach Standardprotokol-
len (Guthrie und Fink, 1991). Hefestdmme wurden in 15 % (v/v) Glycerolldsung bei
-80 °C gelagert. Vor der Uberfiihrung in Flissigkultur wurden sie auf Agarplatten
kultiviert. Als Standardmedien dienten YPD oder YPGal (fermentierbare Kohlenstoff-
quelle) und YPG oder Lactat-Medium (nicht fermentierbare Kohlenstoffquelle) (vgl.
2.6). Bei der Selektion auf Plasmide mit bestimmten Markergenen wurden Selektiv-
medien mit den gleichen Kohlenstoffquellen verwendet, denen jedoch die ent-
sprechenden Markeraminosauren oder Markerbasen fehlten. In Flissigkultur wurden
die Stamme bei 140 rpm und 30 °C geschlittelt. Die Glycerolstammkulturen wurden
hergestellt, indem 1 ml einer Kultur (ODs7g=1) mit 1 ml sterilem 30 % (v/v) Glycerol
gemischt wurden. Alternativ dazu wurden Zellen eines Stammes direkt von einer
Agarplatte mit einer Impfose in sterilem 15 % (v/v) Glycerol suspendiert. Anschlie-
Rend wurden die Glycerolstammkulturen bei -80 °C eingefroren.

2.2.3 Sporulation diploider Hefestamme

Diploide Hefestamme wurden sporuliert, indem sie zunachst auf einer normalen
YPD- oder Selektivplatte angezogen wurden. Dann wurden sie auf eine nahrstoff-
arme Sporulationsplatte (1 % (w/v) Kaliumacetat) uberimpft, um sie zum Durchlaufen
einer Meiose und zur Sporulation anzuregen. Die Sporulationsplatten wurden fir 3—6
Tage bei 30 °C inkubiert, bis unter dem Lichtmikroskop charakteristische Vierer-
gruppen von Sporen, so genannte Tetraden, sichtbar waren. Alle vier Sporen einer
Tetrade sind Abkdmmlinge derselben diploiden Zelle.

2.2.4 Tetradendissektion

Um die vier Sporen einer Tetrade zu trennen, wurden zunachst einige Zellen mit
einer sterilen Pipettenspitze von den Sporulationsplatten abgekratzt und in 200 pl
sterilem Wasser suspendiert. Durch Zugabe von 5 yl Zymolyase (10 mg/ml) und
Inkubation fur 3-5 min bei Raumtemperatur wurden die Zellwande angegriffen, ohne
sie komplett zu verdauen. Das ermdglicht eine Trennung der vier durch eine gemein-
same Zellwand umschlossenen Sporen einer Tetrade. 50 ul der Suspension wurden
auf den Rand einer YPD-Platte aufgebracht. Mit Hilfe eines Mikromanipulators
wurden die vier Sporen einer Tetrade getrennt und in einer Reihe an definierten
Positionen auf der Platte abgelegt. Die Platte wurde fur 3 Tage bei 30 °C inkubiert
und die haploiden Kolonien, die aus den einzelnen Sporen hervorgingen, auf ihren
Phanotyp untersucht.
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2.2.5 Analyse des Wachstumsphanotyps auf fermentierbarer und nicht
fermentierbarer Kohlenstoffquelle

Die Analyse des Wachstumsphanotyps erfolgte mit dem so genannten Tupfel Test.
Von einer exponentiell wachsenden Kultur wurde die ODs7g bestimmt und ein Aliquot
von 1 ml entnommen. Die Zellen wurden 5 min bei 13000 rpm zentrifugiert und in
einer Menge sterilem Wasser aufgenommen, so dass die ODszg 0,7 betrug. Von
dieser Suspension und aufeinander folgenden zehnfachen Verdiinnungen (bis 1:10°)
wurden jeweils 5 yl in einer Reihe auf eine YPD- oder YPG-Platte getropft. Nach
zwei (YPD) oder drei Tagen (YPG) Inkubation bei 30 °C wurde das Wachstum der
unterschiedlichen Verdunnungen ausgewertet.

2.2.6 Konstruktion eines GAL710-PCP1- und eines GAL10-MGM1-Stammes

Fir die Konstruktion eines Stammes, in dem PCP1 unter Kontrolle des GAL10-Pro-
motors exprimiert wird, wurde der GAL 10-Promotor zusammen mit dem HIS3 Marker
aus pTL26 mit den Primern Pcp1 Gal up und Pcp1 Gal dn amplifiziert (Lafontaine
und Tollervey, 1996). Die beiden Primer enthalten homologe Regionen zum endo-
genen Promotor von PCP1 und dem Beginn des offenen Leserahmens von PCP1.
Nach Transformation von S. cerevisiae W303a mit dem PCR-Produkt wurde durch
homologe Rekombination der endogene Promotor von PCP1 durch den GAL10-
Promotor ersetzt (Wach et al., 1994). Klone, in denen die homologe Rekombination
erfolgt ist, wurden auf SD-Medium ohne Histidin selektioniert und die korrekte Inser-
tion des GAL10-Promotors im Genom durch eine PCR mit den Primern Pcp1 rec
check und Pcp1 seq1 Uberpruft. Dabei wurde das erwartete PCR—-Produkt von ca.
3000 bp Lange erhalten.

Der GAL10-MGM1-Stamm wurde auf die gleiche Weise hergestellt. Bei der Ampli-
fikation des GAL10-Promotors zusammen mit dem HIS3 Marker aus pTL26 wurden
jedoch die Primer Mgm1 Gal up und Mgm1 Gal dn verwendet, die homologe Regio-
nen zur 5’-untranslatierten Region und zum offenen Leserahmen von MGM1
enthielten. Nach der Transformation in den Wildtyp-Stamm YPH499 wurden die auf
Selektivmedium erhaltenen Klone durch eine PCR mit den Primern Mgm1 del check
und Mgm1 seq7 Uberpruft. Es wurde das erwartete PCR-Produkt von ca. 3300 bp
Lange erhalten.
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Primer Sequenz
oot Gol 5 ATG TCA CCC TAA AAC ATC TGT ACG TGT TTA TAT AGA TAT TTA
u
P P AAG CAA TA CTC TTG GCC TCC TCT AGT-3’

Pop1 Gal dn 5 ATT CTT GTA GCA GGT CGA AGA CCG AGC ATA ACA GAG CTT ACA
CCT GAC AT CGA ATT CCT TGA ATT TTC AAA-3’

Pcp1 rec check 5-CCT CGG AAG AGA AGT CCA ACC-3’

Pcp1 seq1 5-AAG GGT GGA ACG TGC TCG AAC-3’

Mom1 Gal up 5.CTG CAA AAG ACT TCG CAA AGA ACA TAT GGC GGG GTT TAT CCT
TGA CTC TTG GCC TCC TCT AG-3’

Mom?1 Gal dn 5ATA GTT CGC CAC TCT TGG GAT GGC CCT TAA TGA AGT AGA ATT
ACT CAT CGA ATT CCT TGA ATT TTC AAA-3’

Mgm1 del check 5-AAA AGA GGT AGT ACA CGC CG-3’

Mgm1 seq7 5-GTT TCC ATG ACC ACC GTC-3’

Tabelle 10: Primer fiir die Herstellung bzw. Uberpriifung des GAL70-PCP1-Stammes und des
GAL10-MGM1-Stammes

2.3 Zellbiologische Methoden

2.3.1 Fluoreszenzmikroskopie

Die Fluoreszenzmikroskopie erfolgte mit einem Zeiss Axioplan 2 Fluoreszenz-
mikroskop, welches mit einem Olimmersionsobjektiv ausgestattet war (Zeiss Plan
Neofluar, 100X, numerische Apertur 1,3). Digitale Aufnahmen der untersuchten
Zellen wurden mit einer CCD-Kamera (Modell 1.1.0, Diagnostic Instruments, USA)
bei Raumtemperatur gemacht. Mikroskop und Kamera wurden durch die
MetaView 3.6a Software gesteuert (Universal Image Corporation, USA). Fir die
Analyse von mtGFP wurde Filtersatz No. 09 verwendet (Anregung: 450 bis 490 nm,
Emission: >515 nm) (Heim und Tsien, 1996). Fur Rhodamin B-Hexylester wurde
Filtersatz No. 15 verwendet (Anregung: 534 bis 558 nm, Emission: >590 nm) (Matz
et al., 1999). Die Farbungen mit DAPI wurden mit Filtersatz No. 01 ausgewertet
(Anregung: 353 bis 377 nm, Emission: >397 nm) (vgl. 2.3.3). Quantitatives
Auszahlen verschiedener Phanotypen erfolgte ohne Kenntnis der Identitat des
untersuchten Stammes wahrend der Analyse.

2.3.2 Fluoreszenzfarbung von Mitochondrien mit Rhodamin B-Hexylester

Eine 1 mM Stammldsung des Fluoreszenzfarbstoffes Rhodamin B-Hexylester in
DMSO wurde 1:100 in Wasser verdunnt. 10 ul dieser Losung wurden zu 1 ml der zu
untersuchenden exponentiell wachsenden Kultur gegeben und fir 5 min bei 30 °C
geschuttelt, bevor die Probe unter dem Fluoreszenzmikroskop analysiert wurde.
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2.3.3 Farbung von DNA mit DAPI

Um Hefezellen auf die Gegenwart mitochondrialer DNA zu untersuchen, wurden sie
mit 4°,6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) gefarbt (McConnell und Yaffe, 1992;
Williamson und Fennell, 1979). Dazu wurden die Zellen fir 1 min bei 13000 rpm in
einer Eppendorf-Tischzentrifuge abzentrifugiert und in 1 ml PBS aufgenommen. Es
wurde 1 pl einer DAPI-Stammldsung (1 mg/ml in Wasser) zugegeben und fur eine
Stunde bei Raumtemperatur gefarbt. Die Zellen wurden erneut abzentrifugiert,
einmal mit PBS gewaschen und schlieBlich in 1 ml PBS aufgenommen und unter
dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet.

2.3.4 Gewinnung von Gesamtzellextrakten aus S. cerevisiae durch alkalische
Lyse

1-1,5 ml einer Hefekultur (ODs7g~1) wurden fur 1 min bei 13000 rpm in einer Eppen-
dorf-Tischzentrifuge abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die Zellen wurden
in 250 pl 50 mM Tris/HCI pH 8,0 suspendiert und mit 50 yl Aufschlusspuffer (1,85 M
NaOH; 7,4 % (v/v) B-Mercaptoethanol; 20 mM PMSF) versetzt (modifiziert nach Yaffe
und Schatz, 1984). Es wurde gut gemischt, 10 Minuten auf Eis inkubiert und
anschlie3end die Proteine mit 220 pl 72 % (w/v) TCA gefallt. Nach erneuter Inkuba-
tion fur 15 min auf Eis wurde flr 15 min bei 20000 g zentrifugiert. Die Niederschlage
wurden mit 1 ml Aceton (-20 °C) gewaschen und bei 37 °C getrocknet. SchlieRlich
wurden die Prazipitate in SDS—Probenauftragspuffer aufgenommen.

2.3.5 lIsolation von Mitochondrien aus S. cerevisiae

Die Anzucht der Hefestamme flur die Praparation von Mitochondrien von Wildtyp-
Stammen (D273-10B, W303a) erfolgte auf Lactat-Medium. Fur andere Hefestamme,
die Plasmide enthielten, wurden die entsprechenden Selektivmedien mit nicht
fermentierbarer Kohlenstoffquelle eingesetzt. Nur Stamme, die atmungsdefizient
waren und daher nicht auf nicht fermentierbarer Kohlenstoffquelle angezogen
werden konnten, wurden die entsprechenden Medien mit fermentierbarer Kohlen-
stoffquelle benutzt.

Von einer Agarplatte wurde eine 50 ml Vorkultur angeimpft und bei 30 °C geschdttelt.
Die Vorkultur wurde mindestens dreimal auf eine ODs7g von ungefahr 0,05 verdunnt
und dabei schrittweise das Gesamtvolumen der Kultur erhdht. Ein Ubergang der
Kultur in die stationare Phase wurde vermieden (ODs7s<1,5). SchlieBlich wurde die
Hauptkultur (5-10 I) auf eine ODs7g von 0,05-0,2 angeimpft und bis zum Erreichen
einer ODs7g von 1-1,5 geschuttelt.

Die eigentliche Praparation der Mitochondrien erfolgte im Wesentlichen nach der
Methode von Daum (Daum et al., 1982). Zunachst wurden die Hefezellen durch
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Zentrifugation fir 10 min bei 4000 rpm in einem JLA-8.1000-Rotor geerntet,
anschlielfend mit 300 ml Wasser gewaschen und in einen JA10 Zentrifugenbecher
uberfuhrt. Nach Zentrifugation fur 5 min bei 5000 rpm im JA10-Rotor wurde das
Nassgewicht der Zellen bestimmt und die Zellen mit einer Endkonzentration von
0,5 g Nassgewicht/ml in DTT—Puffer resuspendiert (100 mM Tris/SO4 pH 9,4; 10 mM
DTT). Die Suspension wurde 15 min bei 30 °C unter leichtem Schutteln inkubiert und
die Zellen 5 min bei 5000 rpm sedimentiert. Das Sediment wurde einmal mit 100 ml
Sorbitolpuffer (1,2 M Sorbitol; 20 mM KP;; pH 7,4) gewaschen und in Sorbitolpuffer
auf eine Konzentration von 0,15 g Nassgewicht/ml aufgenommen. Pro Gramm Nass-
gewicht wurden 6 mg Zymolyase zugegeben, die zuvor in 1 ml Sorbitolpuffer aufge-
|6st wurden, und die Zellen wurden fur 30-60 min bei 30 °C inkubiert. Dabei wird die
Zellwand verdaut und es bilden sich Sphaeroblasten, die durch das Sorbitol im Puffer
osmotisch stabilisiert sind. Zur Kontrolle der Sphaeroblastisierung wurden 20 pl der
Suspension in eine Kuvette gegeben und mit 1 ml deionisiertem Wasser versetzt.
Unmittelbar danach wurde die ODs7s verfolgt. Eine rasche Abnahme der ODs7g auf
ca. 10-20 % des urspriunglichen Wertes durch osmotische Lyse der Sphaeroblasten
zeigt eine gute Sphaeroblastisierung an.

Alle weiteren Schritte wurden bei 4 °C bzw. auf Eis durchgefuhrt. Nach dem Zymo-
lyaseverdau wurden die Sphaeroblasten fur 5 min bei 5000 rpm im JA10-Rotor sedi-
mentiert und anschlieBen in 1 ml Homogenisierungspuffer (0,6 M Sorbitol; 20 mM
HEPES/KOH; 1 mM EDTA; 1 mM PMSF; 0,2 % (w/v) fettsdurefreies BSA; pH 7,4)
pro 0,15 g Nassgewicht aufgenommen. Die Sphaeroblasten wurden mit einem
Dounce-Homogenisator 30 Mal homogenisiert. Danach wurde eine fraktionierte
Zentrifugation durchgeflihrt. Zunachst wurden grof3e Zelltrimmer, nicht aufgeschlos-
sene Zellen und Zellkerne durch zweimalige Zentrifugation bei 4000 rpm im JA20-
Rotor bei 4 °C entfernt. Aus dem Uberstand wurden durch Zentrifugation bei
12000 rpm fur 12 min im JA20-Rotor bei 4 °C die Mitochondrien sedimentiert. Zur
Erhohung der Reinheit der Mitochondrienpraparation wurde das mitochondriale
Sediment in HS-Puffer (20 mM HEPES/KOH; 0,6 M Sorbitol; pH 7,4) resuspendiert
und die Suspension nochmals zentrifugiert (4000 rpm; 5 min; JA20-Rotor). Aus dem
Uberstand wurden die Mitochondrien erneut durch Zentrifugation fiir 12 min bei
12000 rpm und 4 °C im JA20-Rotor isoliert. Die Mitochondrien wurden in 0,5-2 ml
HS-Puffer aufgenommen. Die Proteinkonzentration wurde nach Bradford bestimmt
und mit HS—Puffer auf 10 mg/ml eingestellt. Die Mitochondrien wurden in Aliquots
von 100 pl portioniert, in flissigem Stickstoff eingefroren und bei -80 °C gelagert.
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2.3.6 Praparation von Mitoplasten durch osmotische Schwellung

Um die submitochondriale Lokalisierung endogener oder in vitro importierter mito-
chondrialer Proteine zu untersuchen, wurde die mitochondriale Auflenmembran
selektiv durch osmotisches Schwellen disruptiert. Die Mitochondrien wurden
(gegebenenfalls nach dem in vitro-lmport) mit HS—Puffer (20 mM HEPES/KOH
pH 7,4; 0,6 M Sorbitol) auf eine Konzentration von 1 pg/ul eingestellt und mit kaltem
H-Puffer (20 mM HEPES/KOH; pH 7,6) zehnfach verdinnt. Normalerweise wurden
die Mitoplasten mit 20-100 pg/ml Proteinase K oder Trypsin fur 25 min auf Eis inku-
biert, um die vom Intermembranraum aus zuganglichen Proteine zu verdauen. Die
Proteolyse wurde durch Zugabe von 2 mM PMSF beendet. Es wurde nochmals
5 min auf Eis inkubiert und die Mitoplasten durch Zentrifugation fir 10 min bei
10000 rpm und 4 °C reisoliert. Der Uberstand wurde verworfen, einmal mit 1 mM
PMSF in HS-Puffer gewaschen und die Mitoplasten in HS-Puffer aufgenommen. Die
Mitoplasten wurden mit TCA gefallt, um die Proteinase K oder das Trypsin vollstan-
dig zu inaktivieren und weitere Proteolyse nach der Lyse der Mitoplasten zu
vermeiden. Schliel3lich wurden sie in SDS-Probenauftragspuffer aufgenommen und
durch SDS-PAGE und Transfer auf eine Nitrozellulosemembran analysiert. Um die
Disruption der auferen und die Integritdt der inneren Membran zu Uberprifen,
wurden Western-Blot-Analysen mit Antikdrpern gegen Intermembranraumproteine
wie Cytochrom c-Peroxidase, Proteine der mitochondrialen Innenmembran, wie
Oxa1 und den ADP/ATP-Transporter, und gegen das Matrixprotein Mge1 durch-
gefluhrt.

2.3.7 Salzextraktion und alkalische Extraktion von mitochondrialen
Membranen

Die Membranassoziation von Proteinen wurde durch Salzextraktion und alkalische
Extraktion untersucht (Fujiki et al., 1982). Dazu wurden zunachst durch hypo-
osmotisches Schwellen Mitoplasten erzeugt (vgl. 2.3.6), normalerweise jedoch, ohne
diese mit Protease zu behandeln. Die Mitoplasten wurden dann durch Zugabe des
gleichen Volumens an 2 M NaCl in H-Puffer (Salzextraktion) oder 0,2 M Na,COs;
(alkalische Extraktion) fur 30 min unter mehrmaligem Vortexen bei 4 °C extrahiert.
Die extrahierten Membranen wurden durch Zentrifugation fir 30 min bei 2 °C und
45000 rpm in einem TLA45-Rotor in einer Beckman Optima Ultrazentrifuge sedimen-
tiert. Das Membransediment wurde in SDS-Probenauftragspuffer aufgenommen und
der Uberstand mit TCA geféllt. Nach der alkalischen Extraktion wurde eine End-
konzentration von 24 % (w/v) TCA eingestellt, um den pH-Wert der alkalischen
Ausgangslosung weit genug abzusenken. Gleiche Anteile der Membranfraktionen
und der ldslichen Fraktionen wurden durch SDS-PAGE, Transfer auf eine Nitro-
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zellulosemembran und Immundekoration analysiert. Die Extraktionseffizienz wurde
durch Immundekoration mit Antikdrpern gegen unterschiedlich stark in der Innen-
membran verankerte integrale Membranproteine wie den ADP/ATP-Transporter oder
D-Lactatdehydrogenase kontrolliert.

2.3.8 In vitro-import von radioaktiv markierten Vorstufenproteinen in isolierte
Mitochondrien

Der Import von radioaktiv markierten Vorstufenproteinen in vitro erfolgte in Import-
puffer (600 mM Sorbitol; 50 mM HEPES/KOH; 80 mM KCI; 10 mM Magnesiumacetat;
2,5mM EDTA; 2mM Kaliumdihydrogenphosphat, 5 mM NADH; 2,5 mM ATP;
2,5 mM Malat; 2,5 mM Succinat; pH 7,2). Isolierte Mitochondrien wurden in einer
Konzentration von 1 mg/ml eingesetzt. Der Ansatz wurde 3 min bei RT vorinkubiert,
bevor die Importreaktion durch Zugabe des Retikulozytenlysats mit dem radioaktiv
markierten Vorstufenprotein in einer Endkonzentration von 1-2 % (v/v) des Gesamt-
volumens gestartet wurde. Die Reaktionsansatze wurden fur 5 min bis 20 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Nicht importierte Vorstufenproteine wurden durch zehn-
fache Verdlinnung mit HS-Puffer und Zugabe von Proteinase K (10 mg/ml) oder
Trypsin (10 mg/ml) auf eine Endkonzentration von 100 ug/ml 25 min auf Eis verdaut.
Die Proteolyse wurde durch Zugabe von 0,2 M PMSF auf eine Endkonzentration von
2 mM beendet. Es wurde nochmals fur 5 min auf Eis inkubiert und die Mitochondrien
durch Zentrifugation fur 10 min bei 12000 rpm und 4 °C (Sigma 3K12) reisoliert. Der
Uberstand wurde verworfen, die Mitochondrien einmal mit 1 mM PMSF in HS-Puffer
gewaschen und in HS-Puffer aufgenommen. Die Mitochondrien wurden mit TCA
gefallt, um eingesetzte Protease vollstdndig zu inaktivieren und weitere Proteolyse
nach der Lyse der Mitochondrien zu vermeiden. SchlieRlich wurden sie in SDS-Pro-
benauftragspuffer aufgenommen und durch SDS-PAGE und Transfer auf eine Nitro-
zellulosemembran analysiert. Zur Kontrolle der Integritat der mitochondrialen
AulRenmembran erfolgte die Immundekoration auch mit einem Antikdrper gegen das
Intermembranraumprotein Ccp1 oder die Innenmembranproteine Oxa1 oder AAC2.

2.3.8.1 Zerstorung des Membranpotentials durch Carbonylcyanid-m-chloro-
phenylhydrazon (CCCP)

Das Membranpotential Uber die mitochondriale Innenmembran wurde durch Zugabe
von CCCP in einer Endkonzentration von 50 uM zerstért. CCCP kann die Membran
sowohl in protoniertem als auch in deprotoniertem Zustand passieren und transpor-
tiert so Protonen entlang des Protonengradienten Uber die Innenmembran.
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2.3.8.2 ATP-Depletion in der mitochondrialen Matrix mit Apyrase/
Oligomycin/Atractylosid

Fur die Depletion von ATP aus der mitochondrialen Matrix wurden isolierte Mito-
chondrien vor der Importreaktion mit 40 U/ml Apyrase und 10 ug/ml Oligomycin
behandelt (Stuart et al., 1994). Apyrase fuhrt zur Hydrolyse von ATP aulerhalb der
Mitochondrien. Der Export von ATP aus der mitochondrialen Matrix, welcher durch
den ADP/ATP-Transporter in der mitochondrialen Innenmembran vermittelt wird, und
die gleichzeitige Hemmung der Neusynthese von ATP durch Oligomycin fuhren auch
in der mitochondrialen Matrix zur ATP-Verarmung. Nach Inkubation fir 20 min bei
Raumtemperatur wurde der ADP/ATP-Transporter durch Zugabe von 5 yM Atrac-
tylosid und funfminutige Inkubation bei 4 °C blockiert, um unter Importbedingungen
einen Re-Import von ATP in die Matrix zu vermeiden. Die Effizienz der ATP-Deple-
tion wurde durch gleichzeitigen Import des Vorstufenproteins pSu9:.s-DHFR kontrol-
liert, fr dessen Import eine ATP—Abhangigkeit gezeigt wurde (Gambill et al., 1993).

2.3.9 Puls-Markierung von Hefezellen

Die Hefestamme wurden auf Selektivmedium mit den entsprechenden Auxotrophie-
markern und Galaktose als Kohlenstoffquelle angezogen. Die Kulturen wurden
mindestens zweimal passagiert, bevor die Hauptkultur angeimpft wurde. Die Haupt-
kultur wurde auf dem gleichen Medium bis zu einer ODs7g von 0,5 bis 1 angezogen.
45 OD-Einheiten Zellen wurden 5 min bei 3000 rpm abzentrifugiert und in 15 ml des
gleichen vorgewarmten Mediums aufgenommen. Durch Zugabe von 75 ul [*°S]-
Methionin (ca. 150 uCi) wurde mit der Markierung begonnen. Nach 15 min wurde die
Markierung durch Zugabe von Cycloheximid (Stammlésung 7,5 mg/ml) auf eine End-
konzentration von 100 pg/ml und Zugabe von 0,25 M nicht markiertem Methionin auf
eine Endkonzentration von 10 mM beendet. Sofort und zu verschiedenen Zeit-
punkten nach Ende der Markierung wurden 1 ml Aliquots entnommen. Die
markierten Zellen wurden 2 min bei 14000 rpom in einer Eppendorf-Tischzentrifuge
abzentrifugiert und in flissigem Stickstoff eingefroren. Fur die weitere Untersuchung
der verschiedenen Proben wurden Gesamtzellextrakte prapariert (vgl. 2.3.4). Nach
der TCA-Fallung wurden die Proben jedoch nicht in Lammli-Probenauftragspuffer,
sondern in 75 ul SDS-Puffer (1 % (w/v) SDS; 0,1 M Tris/HCI pH 7,5; 5 mM EDTA)
aufgenommen. Die Proben wurden zwanzigfach in IP-Puffer verdinnt (1 % (w/v)
Triton X-100; 300 mM NaCl; 10 mM Tris/HCI pH 7,5; 0,5 mM PMSF). Nach Zentri-
fugation fiir 20 min bei 14000 g wurde der Uberstand auf mit den entsprechenden
Antikorpern beladene und auf den gleichen Puffer aquilibrierte Protein A-Sepharose
geladen und so die markierten Proteine immunprazipitiert (vgl. 2.5.4).
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2.4 Proteinchemische Methoden

2.4.1 In vitro-Synthese mitochondrialer Vorstufenproteine

Um mit [*°*S]-Methionin markierte Vorstufenproteine fiir Importreaktionen in isolierte
Mitochondrien zu synthetisieren, wurden die in das Plasmid pGEM4 klonierten
Konstrukte mit Hilfe der SP6-RNA-Polymerase in mRNA transkribiert und anschlie-
Rend in Kaninchen-Retikulozytenlysat in Gegenwart von [*°S]-Methionin translatiert
(Pelham und Jackson, 1976).

2.4.1.1 Transkription

Zu 40 ul funffach konzentriertem Transkriptionspuffer (200 mM Tris/HCI pH 7,9;
30 mM Magnesiumacetat; 10 mM Spermidin; 50 mM NaCl; 500 ug/ml BSA), je 10 pl
10 mM ATP, CTP und UTP, 10 yl 1 mM GTP, 20 pyl 100 mM DTT, 10 pl 2,5 mM
m’G(5 )ppp(5°)G und 4,5 pl RNasin (40 U/ul, Promega) wurden 10-20 ug DNA und
steriles Wasser auf 200 yl zugegeben. Anschliellend wurde die Reaktion mit 1,5 pl
SP6-RNA-Polymerase (25 U/pl) gestartet und eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Nach
der Zugabe von 20 pl 10 M Lithiumchlorid und 600 pl Ethanol (-20 °C) wurde die
RNA durch eine 30minltige Inkubation bei -80 °C und eine ebenfalls 30minutige
Zentrifugation bei 20000 g und 2 °C isoliert. Der Uberstand wurde abgenommen, die
RNA bei 30 °C vorsichtig getrocknet und in 50 yl Wasser und 1 yl RNasin (40 U/pl)
geldst. Die RNA wurde in Portionen zu je 20 ul bei -80 °C eingefroren.

2.4.1.2 Translation

Fur die Translation von Vorstufenproteinen in vitro wurden 50 uyl Kaninchen-Retikulo-
zytenlysat (Promega), 1,5yl RNasin (40 U/pl), 1,2 yl Aminosaurengemisch (alle
proteinogenen Aminosauren aul’er Methionin je 1 mM), 10 pl [3°S]-Methionin
(10 mCi/ml) und 20 pl RNA gemischt und das Volumen mit deionisiertem sterilem
Wasser auf 100 yl erganzt. Der Ansatz wurde 60 min bei 30 °C inkubiert.
Anschlieend wurden 8 pl 0,2 M Methionin und 21 pl 1,5 M Saccharose zugegeben,
um den weiteren Einbau von radioaktivem Methionin zu verhindern. Durch eine
30minutige Zentrifugation des Translationsansatzes bei 100000 g und 2 °C wurden
an Ribosomen gebundene, unvollstandig translatierte Polypeptidketten entfernt. Der
Translationsansatz wurde in Aliquots von 10 pl portioniert, in flissigem Stickstoff ein-
gefroren und bei -80 °C gelagert.
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2.4.1.3 Gekoppelte Transkription und Translation (Promega, TNT-Lysat)

Alternativ zur separaten Transkription und Translation wurde ein gekoppeltes
Transkriptions— und Translationssystem (TNT-Lysat, Promega) fiur die in vitro-
Synthese von Vorstufenproteinen eingesetzt. Dazu wurden ca. 1 ug DNA, 2 pl TNT-
Reaktionspuffer (Promega), 1 yl Aminosaurengemisch (alle proteinogenen Amino-
sauren auller Methionin je 1 mM), 1 yl RNasin (40 U/ul), 1 yl TNT SP6-RNA-Poly-
merase (Promega) und 2 ul [**S]-Methionin (10 mCi/ml) mit 25 ul TNT-Kaninchen-
retikulozytenlysat (Promega) versetzt und das Volumen mit sterilem deionisiertem
Wasser auf 50 pl erganzt. Der Ansatz wurde bei 30 °C fur 90 min inkubiert. Der
Einbau des radioaktiven Methionins wurde durch Zugabe von 2,5 ul 0,2 M Methionin
beendet. Es wurde nochmals fir 5 min bei 30 °C inkubiert und 30 min bei 100000 g
und 2 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde in Aliquots von 8 ul portioniert, in
flussigem Stickstoff eingefroren und bei —80 °C gelagert.

2.4.2 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Die Konzentrationsbestimmung von Proteinen erfolgte nach der Methode von
Bradford (Bradford, 1976). Dazu wurde das ,Bio-Rad-Proteinassay“—Reagenz
(Biorad) 1:5 mit Wasser verdinnt und 1 ml zu den Proben gegeben. Nach 5 min
Inkubation bei RT wurde die Absorption bei 595 nm bestimmt. Anhand einer Eich-
kurve mit dem Protein IgG konnte die Proteinkonzentration in den Proben berechnet
werden.

2.4.3 Fallung von Proteinen mit Trichloressigsaure (TCA)

Proteine wurden durch Zugabe von 72 % (w/v) TCA auf eine Endkonzentration von
12 % (w/v) ausgefallt. Nach mindestens 15 min Inkubation auf Eis wurden die gefall-
ten Proteine flr 15 min bei 20000 g und 4 °C abzentrifugiert und einmal mit Aceton
(-20 °C) gewaschen. Die Prazipitate wurden bei 37 °C getrocknet und in SDS-
Probenauftragspuffer aufgenommen.

2.4.4 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die elektrophoretische Auftrennung von denaturierten Proteinen erfolgte durch verti-
kale, diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese nach Lammli (Laemmli,
1970). Dazu wurden Glasplatten von 160 x140 mm und Abstandshalter von 1 mm
Dicke verwendet. Die Endkonzentrationen von Acrylamid bzw. Bisacrylamid betrugen
je nach Molekulargewicht der untersuchten Proteine 14 % (w/v) bzw. 0,23 % (w/v)
oder 10 % (w/v) bzw. 0,17 % (w/v). Die Elektrophorese erfolgte bei 30 mA fir 2 h
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30 min. AnschlieRend wurden die Proteine in den Gelen mit Coomassie gefarbt oder
auf Nitrozellulose transferiert.

Trenngellésung: 14 % (w/v) Acrylamid/0,23 % (w/v) Bisacrylamid (fur Proteine mit
einer molekularen Masse bis ca. 60 kD)
10 % (w/v) Acrylamid/0,17 % (w/v) Bisacrylamid (fur Proteine mit
einer molekularen Masse Uber 60 kD)
375 mM Tris/HCI pH 8,8; 0,1 % (w/v) SDS; 0,1 % (w/v) APS;
0,03 % (v/v) TEMED.

Die Trenngellésung wurde auch fur das Bodengel benutzt.

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

10x-Laufpuffer: 0,5 M Tris/HCI; pH 8,3; 3,8 M Glycin; 1 % (w/v) SDS.

2.4.5 Proteintransfer auf Nitrozellulosemembranen oder PVDF-Membranen
(Western-Blot)

Um Proteine nach der elektrophoretischen Auftrennung immunologisch nachweisen
zu koénnen, wurden sie nach dem Halbtrockenverfahren auf Nitrozellulose-
membranen oder PVDF-Membranen transferiert (Towbin et al., 1979). Gel,
Nitrozellulosemembran und mehrere Lagen Whatman Filterpapier wurden mit Blot-
Puffer (20 mM Tris; 150 mM Glycin; 20 % (v/v) Methanol; 0,02 % (w/v) SDS)
getrankt. PVDF-Membranen wurden davor zusatzlich kurz in Methanol geschwenkt.
Drei Bogen des Filterpapiers wurden auf die untere Graphitelektrode (Anode) gelegt.
Die Nitrozellulosemembran wurde auf dem getrankten Filterpapier und auf der
Membran wiederum das Gel platziert. Das Gel wurde erst mit drei Lagen Filterpapier
und dann mit der oberen Graphitelektrode (Kathode) abgedeckt. Der Transfer der
Proteine erfolgte fur 1 h 40 min bei 200 mA. Proteine mit weniger als 20 kD wurden
fur 1 h bei 100 mA transferiert. Um die Proteine sichtbar zu machen, wurde die
Membran anschlieliend mit entsalztem Wasser gewaschen und in Ponceau S-
Farbelosung (0,2 % (w/v) Ponceau S in 3 % (w/v) TCA) geschwenkt. Uberschissige
Farbelésung wurde durch Waschen mit entsalztem Wasser entfernt, so dass die

gefarbten Proteinbanden sichtbar wurden.
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2.4.6 Autoradiographie und densitometrische Quantifizierung

Radioaktiv markierte Proteine wurden nach dem Transfer auf eine Nitrozellulose-
membran durch Autoradiographie detektiert und durch Densitometrie oder Phosphor-
imaging quantifiziert. Dazu wurden die Nitrozellulosemembranen getrocknet und auf
einem Rontgenfilm exponiert. Die Banden wurden mit Hilfe eines Durchlichtscanners
(Pharmacia) eingelesen und ihre Intensitat mit dem Programm Image Master 1D
(Pharmacia) densitometrisch bestimmt. Alternativ dazu wurden die Nitrozellulose-
membranen nach dem Trocknen direkt auf Phosphorimaging-Platten exponiert. Die
Signale wurden mit einem Phosphorimager der Firma Fuji (FLA 3000) eingelesen
und mit dem Programm AIDA (Raytest Isotopenmessgerate GmbH, Deutschland)
quantifiziert.

2.4.7 N-terminale Proteinsequenzierung durch Edman—Abbau

Die N-terminale Sequenzierung von Proteinen erfolgte durch Edman-Abbau. Dazu
wurden die zu analysierenden Proteine durch SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
aufgetrennt und anschlieRend auf eine PVDF-Membran Ubertragen. Die Membran
wurde mit kolloidalem Coomassie gefarbt (GelCode®, Pierce), mit deionisiertem
Wasser gewaschen und getrocknet. Zu analysierende Banden wurden fur die
Sequenzierung ausgeschnitten. Die Sequenzierreaktion erfolgte durch die Firma
TopLab GmbH (Martinsried, Deutschland).

2.5 Immunologische Methoden

2.5.1 Erzeugung polyklonaler Antikorper

Zur Herstellung spezifischer gegen Mgm1 gerichteter Antiseren wurden chemisch
synthetisierte Peptide als Antigene eingesetzt. Fur ein polyklonales Antiserum gegen
den C-Terminus von Mgm1 wurde ein Peptid mit der Sequenz HyN-
CKKSYKGVSKNL-COOH verwendet, welches den Aminosaureresten 892-902 von
Mgm1 entspricht. Als internes Epitop von Mgm1 diente das Peptid HyN-
CSHQFEKAYFKENKK-COOH, entsprechend den Aminosaureresten 484-497 von
Mgm1. Beide Peptide tragen am N-Terminus einen zusatzlichen Cystein-Rest fur die
Kopplung an eine Affinitatsmatrix. Die Peptidsynthese, die Kopplung des Peptids an
Keyhole Limpet Hamocyanin und die Immunisierung der Kaninchen erfolgte durch
die Firma Pineda Antikdrperservice (Berlin, Deutschland).
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2.5.2 Kopplung synthetischer Peptide an Sulfolink Coupling Gel® (Pierce)

Fir die Affinitatsreinigung von Peptidantikdrpern wurden die immunogenen Peptide
mit einem zusatzlichen Cysteinrest am N-Terminus synthetisiert. Dieser Cysteinrest
wurde fur die Kopplung der Peptide an die Affinitatsmatrix genutzt. Sulfolink Coupling
Gel® (Pierce) besitzt zu diesem Zweck lodacetylgruppen, die (iber einen 12 Atome
langen Arm an die Matrix gebunden sind. Eine Saule mit 1 ml Gelbettvolumen an
Sulfolink Coupling Gel® wurde mit 6 S&ulenvolumina Bindungspuffer (50 mM
Tris/HCI; 5 mM EDTA; pH 8,5) aquilibriert. 10 mg des zu koppelnden Peptids wurden
in 1 ml Bindungspuffer geldst und das aquilibrierte Saulenmaterial darin suspendiert.
Die Kopplung erfolgte fur 1 h bei Raumtemperatur. Anschliefend wurde die
Kopplungsldsung entfernt und die Saule mit 3 Saulenvolumina Kopplungspuffer ge-
waschen. Um Bindungsstellen abzusattigen, die wahrend der Kopplungsreaktion
nicht reagiert haben, wurde das Saulenmaterial nochmals in 1 ml 50 mM Cystein in
Kopplungspuffer resuspendiert. Nach erneuter Inkubation fir 1 h bei Raumtempe-
ratur wurde die Uberschissige Losung abgelassen und die Saule mit 16 Saulen-
volumina 1 M NaCl und 16 Saulenvolumina 0,05 % (w/v) Natriumazid gewaschen.
SchlieRlich wurde die Saule mit 10 Saulenvolumina 10 mM Tris/HCI pH 7,6 mit
0,02 % (w/v) Natriumazid gewaschen und in dieser Losung bei 4 °C gelagert.

2.5.3 Affinitatsreinigung von Antikorpern

Die Affinitatssaule mit dem gekoppelten Peptid wurde zunachst nacheinander mit je
10 ml 10 mM Tris/HCI pH 7,6, 100 mM Glycin/HCI pH 2,5, 10 mM Tris/HCI pH 8,8
und 100 mM NaP; pH 11,5 gewaschen, um eventuell vorhandene Verunreinigungen
zu entfernen. Anschliel3end wurde die Saule wieder mit 10 ml 10 mM Tris/HCI pH 7,6
aquilibriert. 4 ml des Antiserums wurden mit 10 ml 10 mM Tris/HCI pH 7,6 und 70 pl
0,2 M PMSF versetzt und bei einer Flussrate von ca. 1 ml/min mit einer Peristaltik-
pumpe dreimal Uber die Saule gepumpt. Es wurde je zweimal mit 10 ml 10 mM
Tris/HCI pH 7,6 und 10 ml 10 mM Tris/HCI pH 7,6 und 500 mM NaCl gewaschen. Die
Elution erfolgte in drei Schritten bei verschiedenen pH-Werten. Zunachst wurde mit
10 ml 100 mM Citratpuffer pH 4, dann mit 10 ml 100 mM Glycin/HCI pH 2,5 und
schlief3lich mit 10 ml 100 mM NaP; pH 11,5 eluiert. Es wurden jeweils 1 ml Fraktionen
gesammelt und der pH-Wert schnell mit 1 M Tris-Base (1. und 2. Elution) bzw. 1 M
Glycin/HCI pH 2,5 (3. Elution) neutralisiert. Die Proteinkonzentration in den Fraktio-
nen wurde nach Bradford bestimmt (vgl. 2.4.2). Der Antikdrper eluierte in den
meisten Fallen in den Fraktionen 2-4 der Glycin/HCI pH 2,5 Elution. Diese Fraktionen
wurden vereinigt, in 100 pl Aliquots portioniert und bei -20 °C gelagert. Die Protein-
konzentration betrug in den meisten Fallen zwischen 0,5 und 1 mg/ml. SchlieRlich
wurde die Saule mit 10 Saulenvolumina 10 mM Tris/HCI pH 7,6 mit 0,02 % (w/v)
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Natriumazid gewaschen und in dieser Lésung bis zur erneuten Benutzung bei 4 °C
gelagert.

2.5.4 Immunprazipitation

FUr die Immunprazipitation aus mitochondrialem Lysat von 10 mg isolierten Mito-
chondrien wurden 500 pl Protein A—Sepharose dreimal mit je 1 ml PBS gewaschen.
Dabei wurde fir jeden Waschschritt die Protein A-Sepharose durch Zentrifugation fur
2 min bei 4000 g sedimentiert und der Uberstand abgenommen. Danach wurden ca.
200 pg affinitatsgereinigter Antikbrper gegen das C-terminale Peptid in 1 ml PBS auf
die Protein A-Sepharose gegeben und eine Stunde bei 4 °C inkubiert. Es wurde
erneut zweimal mit 1 ml PBS gewaschen, um eventuell nicht gebundene Antikdrper
zu entfernen und anschlieend mit zweimal 1 ml Lysepuffer (10 mM Tris/HCI,
0,5 % (w/v) Triton X-100; 150 mM NaCl; 5 mM EDTA; 1 mM PMSF; pH 7,6) aqui-
libriert. 10 mg Mitochondrien wurden bei 4 °C in 1 ml Lysepuffer fir 15 Minuten
lysiert. Unvollstandig solubilisierte Membranen und Proteinaggregate wurden durch
Zentrifugation fir 20 min bei 20000 g und 4 °C sedimentiert und der Uberstand auf
die mit Antikorpern beladene und mit Lysepuffer aquilibrierte Protein A—Sepharose
gegeben. Nach erneuter zweistiindiger Inkubation bei 4 °C wurde der Uberstand
abgenommen (nicht gebundenes Protein), dreimal mit 1 ml Lysepuffer und einmal mit
PBS gewaschen und schlie3lich das gebundene Protein mit 50 pl La&mmli-Proben-
auftragspuffer eluiert. Gebundenes und nicht gebundenes Protein wurden durch
SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese und Western-Blot analysiert.

2.5.5 Immundekoration von Western-Blots

Um unspezifische Bindungsstellen abzusattigen, wurden die Nitrozellulosemem-
branen nach dem Proteintransfer bei RT 60 min in 5 % (w/v) Magermilchpulver in
TBS-Puffer geschwenkt. Es folgte eine 60minttige Immundekoration mit einem spe-
zifischen Antiserum oder einem affinitatsgereinigten Antikorper, das je nach Titer
zwischen 1:250 und 1:5000 in 5 % (w/v) Magermilchpulver in TBS verdunnt war.
Danach wurden die Membranen 3 mal 5 min in TBS-Puffer gewaschen. Um die
gebundenen Antikdrper nachzuweisen, wurden gegen Immunglobulin G von Kanin-
chen (oder Maus) gerichtete Antikorper verwendet, an die Meerrettich-Peroxidase
(HRP) gekoppelt war (Ziege anti-Kaninchen-HRP Konjugat oder Ziege anti-Maus-
HRP Konjugat, Biorad). Diese Antikorper wurden 1:10 000 (Ziege anti-Kaninchen)
oder 1:5000 (Ziege anti-Maus) mit 5 % (w/v) Magermilchpulver in TBS-Puffer ver-
dinnt und die Membranen 60 min mit dieser Losung inkubiert. Anschlielend wurde
erneut gewaschen und die gebundene Peroxidase mit einem auf Chemolumineszenz
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basierenden Detektionssystem (ECL, Amersham Biosciences) nachgewiesen. Daflr
wurden die beiden Ldsungen ECL1 (100 mM Tris/HCI; 0,044 % (w/v) Luminol;
0,0066 % (w/v) p-Coumarinsaure; pH 8,5) und ECL2 (100 mM Tris/HCI; 0,024 %
(w/v) H2O2; pH 8,5) unmittelbar vor der Reaktion im Verhaltnis 1:1 gemischt. Die

Membranen wurden mit der Lumineszenz-Lésung inkubiert und zwischen 1 s und

10 min auf Rontgenfilmen (Fuji) exponiert.

2.6 Puffer und Medien

LB-Medium:

LB-Platten:

S-Medium:

SDS-Probenpuffer:
(Lammli)

Sporulationsplatten:

10 g/l Bacto-Trypton; 5 g/l Hefeextrakt; 10 g/l Natriumchlorid;
Fir LBA™ wurde nach dem Autoklavieren 100 pg/ml Ampicillin
zugegeben.

LB-Medium; 1,5 % (w/v) Agar
Fir LBA™-Platten wurden nach dem Autoklavieren 100 pg/ml
Ampicillin zugegeben.

1,7 g/l Yeast Nitrogen Base ohne Aminosauren und
Ammoniumsulfat; 5 g/ Ammoniumsulfat; 2 % (w/v) Glukose
(SD); 2 % (w/v) Galaktose (SGal); 2 % (w/v) Lactat (SLac) oder
2 % (w/v) Glycerol (SG).

Auxotrophiemarker:

Adenin 20 mg/l
Uracil 20 mg/l
Histidin 30 mg/l
Leucin 30 mg/l
Lysin 30 mg/l
Methionin 30 mg/l
Tryptophan 30 mg/I

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

1 % (w/v) Kaliumacetat; 2 % (w/v) Agar
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PBS-Puffer:

TBS-Puffer:

TE-Puffer:

YP-Medium:

Lactat-Medium:

0,9 % (w/v) NaCl; 0,2 % (w/v) Kaliumchlorid; 6,5 mM
Dinatriumhydrogenphosphat; 1,5 mM Kaliumdihydro-
genphosphat; pH 7,4

10 mM Tris/HCI pH 7,5; 150 mM Natriumchlorid

1 mM EDTA; 10 mM Tris/HCI pH 8,0

1 % (w/v) Hefeextrakt; 2 % (w/v) Bacto-Pepton; mit HCI auf
pH 5 einstellen; autoklavieren

2 % (w/v) Glukose (YPD); 2 % (w/v) Galaktose (YPGal) oder
2 % (w/v) Glycerol (SG)

Glukose, Galaktose und Glycerol wurden als 40 % (w/v)
(Glukose und Glycerol) bzw. 30 % (w/v) (Galaktose)
konzentrierte Stammlosungen separat autoklaviert.

3 g/l Hefeextrakt; 0,5 g/I Calciumchlorid; 0,5 g/l Natriumchlorid;
0,6 g/l Magnesiumchlorid; 1 g/l Kaliumdihydrogenphosphat;

1 g/l Ammoniumchlorid; 3 mg/I Eisen-(lll)-chlorid; 2 % (w/v)
Lactat; mit NaOH auf pH 6 einstellen

Fir die Herstellung von Kulturplatten fur die Kultivierung von S. cerevisiae wurden

vor dem Autoklavieren zusatzlich zu den Inhaltsstoffen des entsprechenden Flussig-
mediums 2 % (w/v) Agar zugegeben.

2.7 Chemikalien und Gerate

2.7.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterial

Agfa-Gevaert (Mlinchen)

Entwickler, Fixierer fir Rontgenfilme

Amersham-Biosciences (Freiburg) ECL-Immunoblot-Detektionssystem, Kaninchen-

ARK-Sigma (Darmstadt)
Biorad (MUnchen)

Boehringer (Mannheim)

Braun (Melsungen)

Retikulozytenlysat
Oligonukleotide

Proteinstandard und Proteinreagenzien zur
Proteinbestimmung, Meerrettich-Peroxidase-gekoppelte
Anti-Kaninchen- und Anti-Maus-IgG

Desoxynukleosidtriphosphate, Expand PCR-Kit,
Ethidiumbromid, Kreatinkinase, Kreatinphosphat, ATP,
Proteinase K, Restriktionsenzyme, Tris

Kanulen, Spritzen
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DIFCO (Detroit, USA)

EUROSCAREF (Frankfurt)

Fuji (Tokyo, Japan)

Genomed (Bad Oeynhausen)
Gerbu (Gaiberg)

GIBCO-BRL (Eggenstein)

GL BioTech (Hude)

ICN Pharmaceuticals (Eschwege)
Invitrogen (Groningen)

Kodak (Miinchen)

Metabion (Martinsried)

Molecular Probes (Eugene, USA)
Nestlé-Alete (Miinchen)

New England Biolabs (Schwalbach)

Pall Life Sciences (New York, USA)

peglab Biotechnologie GmbH
(Erlangen)

Pierce (Rockford, USA)
Pineda Anitkdrper Service (Berlin)
Promega (Heidelberg)

Qiagen (Hilden)
R&D Systems (Abingdon, UK)

Research Genetics (Huntsville, USA)

Riedel de Haen (Seelze)
Sarstedt (Bad Homburg)
Schleicher & Schull (Kassel)

Seikagaku (Tokyo, Japan)
Serva (Heidelberg)

Sigma (Munchen)

Bacto-Agar, Bacto-Pepton, Bacto-Trypton, Hefeextrakt,
Yeast Nitrogen Base

Hefestdmme (vgl. Tabelle 9)

Super RX Fuji Medical X-Ray Film 100 MF 13 x 18 cm
Jetstar®-Reagenzien und Saulen zur Plasmidisolierung
Acrylamid, Ampicillin, DTT, NADH

Agarose, T4-DNA-Ligase, Restriktionsenzyme

GLtaq PCR-Kit

[358]-Methionin (1100 bis 1400 Ci/mmol), Tris

DH5aq, Elektroporationsklvetten, See Blue Plus 2
Prestained Protein Standard

Biomax MR Kodak TR-1 Film 13 x 18 cm
Oligonukleotide

Rhodamin B-Hexylester
Magermilchpulver

Restriktionsenzyme und 10 x Puffer fur
Restriktionsenzyme

Nanosep Cenrtifugal Devices
peqGOLD Proteinmarker, Molkulargewichts-Standard fiir
SDS-PAGE

Sulfolink® Coupling Gel, Slide-A-Lyzer Dialysis Unit,
Quervernetzungsreagenzien DSG, DSS und MBS,
GelCode® Kolloidaler Commassie Farber

Antikérper gegen C-terminales und internes Epitop von
Mgm1 (vgl. 2.5.1)

RNasin, TNT Coupled Reticulocyte System, pGEM4-
Vektor, Gel Drying Film, Pfu-DNA-Polymerase

QIAquick Gel Extraction Kit®, Ni-NTA Agarose
pYX-Vektoren

homozygot diploide Deletions-Hefestammsammlung (vgl.
Tabelle 9)

Kaliumacetat

Reaktionsgefalte, Pipettenspitzen, Rohrchen

Protran Nitrozellulosemembranen BA83, PVDF-Membran,
Whatman Filterpapiere, Faltenfilter, Sterilfilter
Zymolyase 20T

Bisacrylamid, Bromphenolblau, Coomassie Brillant Blau R-
250, Ethanol, Harnstoff, HEPES, Lysozym, Ponceau S,
Raffinose, Saccharose (Sucrose), Serva Blau G, SDS,
TEMED

Aminosauren, Ammoniumperoxodisulfat, BSA Grade VIII
(fettsaurefrei), Ethidiumbromid, Glycerol, Lachsspermien-
DNA, -Mercaptoethanol, LMW und HMW
Molekulargewichts-Standards fir SDS-PAGE, PMSF,
Triton X-100, Oligomycin, Trypsin (Typ VIl aus
Rinderpankreas), Valinomycin A

Alle Ubrigen Chemikalien wurden als analysenreine Substanzen von der Firma Merck

(Darmstadt) bezogen.
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2.7.2 Gerate

Agarose-Geldokumentation
Autoklav
Brutschréanke, Inkubatoren

Chromatographiesaule Superose 6

Chromatographiesystem

CCD-Kamera fir
Fluoreszenzmikroskop

Durchlichtscanner und
Quantifizierungssoftware

Elektroporationssystem
Entwicklermaschine
Feinwaagen
Fluoreszenzmikroskop
Gelkammern

Kolbenhubpipetten
Magnetrihrer
Multipette
Peristaltische Pumpe
Phosphoimager
Photometer

Quarzkivetten
Reinstwasseranlagen

Halbtrocken Blotapparatur
Software Fluoreszenzmikroskop
Spannungsquellen

Sterilbank
Thermocycler
Thermomixer
Uberkopfschiittler
Ultraschallgerat
Vortex-Mixer
Warmeschranke
Zentrifugen

The Imager® Imaging System, Appligene (Heidelberg)
Varioclav® 400E, H + P Labortechnik (Oberschleiheim)
Heraeus Christ (Osterode)

Amersham Biosciences (Freiburg)

Akta Explorer, Amersham Biosciences (Freiburg)
Modell 1.1.0, Diagnostic Instruments, USA

Image Scanner und Software Image Master 1D, Amersham
Bioscineces (Freiburg)

Gene Pulser, BioRad

Gevamatic 60° Agfa-Gevaert (Miinchen)
Sartorius (Mainz)

Axioplan, Carl Zeiss Jena GmbH

Werkstatt Institut fir Physiologische Chemie (Minchen)
Mini-PROTEAN Il Electrophoresis Cell, Bio-Rad (Miinchen)

Abimed (Dusseldorf)

MR 3001 K, Heidorph

Eppendorf (Hamburg)

P-1, Amersham Biosciences (Freiburg)
Phosphoimager FLA 3000, Fuji (Tokyo, Japan)

Photometer UV-120-02 und UV-240, Shimadzu (Kyoto,
Japan)

GeneQuant pro, Amersham Biosciences

Eppendorf

Hellma

PureLab Plus, USF Deutschland GmbH (Ransbach-
Baumbach)

Werkstatt Institut fir Physiologische Chemie (Minchen)
MetaView 3.6 a, Universal Image Corporation, USA

Electrophoresis Power Supply EPS 600, Amersham
Biosciences (Freiburg)

BDK

Primus 25/96, MWG Biotech (Ebersberg)

Thermomixer compact Eppendorf (Hamburg)

Werkstatt Institut flir Physiologische Chemie (Minchen)
Branson Sonifier B-15, G. Heinemann

Bender und Hobein (Miinchen)

Memmert (Hannover)

Beckman Instruments:

Kihlzentrifuge J2-21
Ultrazentrifugen Optima TLX und Optima MX-E
Ultrazentrifugen L8-50M/E und L8-M

Eppendorf: Tischzentrifuge (5415D)
Heraeus Christ: Tischzentrifuge Bactifuge®
Sigma: Kihlzentrifuge 3K30
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung und Lokalisierung von Mgm1

Ein wesentlicher Faktor flr das Verstandnis der Funktion von Mgm1 ist die Klarung
der genauen submitochondrialen Lokalisierung und der Topologie seiner beiden
Isoformen. Diese war zum Zeitpunkt des Beginns dieser Arbeit sehr umstritten.
Verschiedene Arbeitsgruppen hatten Mgm1 an der aulReren Oberflache der mito-
chondrialen Aullienmembran (Shepard und Yaffe, 1999) oder im Intermembranraum
lokalisiert (Wong et al., 2000). Eine dritte Arbeitsgruppe fand eine Lokalisierung des
orthologen Proteins Msp1 aus Schizosaccharomyces pombe in der mitochondrialen
Matrix (Pelloquin et al., 1999). Daher wurde in unabhangigen Ansatzen die sub-
mitochondriale Lokalisierung und Topologie von Mgm1 nochmals adressiert.

3.1.1 Beide Isoformen von Mgm1 sind im Intermembranraum lokalisiert

Dazu wurden isolierte Mitochondrien aus S. cerevisiae D273-10B mit Proteinase K
behandelt und anschlieRend durch SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese und
Western-Blot analysiert. Die Immundekoration mit Antikérpern gegen ein C-termi-
nales Peptid oder gegen ein internes Peptid von Mgm1 ergab, dass endogenes
Mgm1 in Mitochondrien vor dem Verdau durch von auf’en zugegebene Protease
geschutzt ist (Abbildung 5). Wird hingegen durch osmotisches Schwellen der Mito-
chondrien die AufRenmembran selektiv gedffnet und Proteinase K zugegeben,
werden beide Isoformen von Mgm1 verdaut. Sowohl das C-terminale als auch das
interne Epitop ist demnach im Intermembranraum lokalisiert. Mgm1 enthalt nur ein
vorhergesagtes Transmembransegment am N-Terminus. Beide Epitope liegen C-
terminal von diesem vorhergesagten Transmembransegment. Damit ist der grofte
Teil beider Isoformen im Intermembranraum lokalisiert. Die Integritat der mito-
chondrialen Membranen (ohne osmotisches Schwellen) und die Effizienz des osmo-
tischen Schwellens wurde durch Dekoration derselben Western-Blots mit Antikorpern
gegen den ADP/ATP-Transporter Aac2 oder die Proteininsertase der Innenmembran
Oxa1 kontrolliert. In Mitochondrien sind beide Proteine vor dem Verdau durch Pro-
teinase K geschutzt. Nach osmotischem Schwellen sind Fragmente beider Proteine
zu beobachten, die charakteristisch flr eine geoffnete mitochondriale Auflien-
membran und eine intakte mitochondriale Innenmembran sind. (Herrmann et al.,
1997; Pfanner und Neupert, 1987).
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Abbildung 5: Mgm1 ist im Intermembranraum von Mitochondrien lokalisiert. Beide Isoformen
von Mgm1 (97 kD und 84 kD) sind in Mitochondrien, nicht aber in Mitoplasten (SW) vor dem Verdau
durch Proteinase K (PK) geschiitzt. Als Kontrolle fiir die Integritat der Mitochondrien und die Effizienz
des osmotischen Schwellens wurden die gleichen Western-Blots mit Antikdrpern gegen AAC2
(AAC2) oder Oxa1 (aOxa1) dekoriert. Fir die Detektion von Mgm1 wurde ein Antikdrper gegen ein
C-terminales Epitop (Aminosaurereste 892-902 von Mgm1, aMgm1c) oder gegen ein internes Epitop
(Aminosaurereste 484-497 von Mgm1, aMgm1;,;) verwendet.

3.1.2 Die ersten 228 Aminosaurereste von Mgm1 sind hinreichend fiir die
Lokalisierung im Intermembranraum

In einem zweiten unabhangigen Ansatz wurden die radioaktiv markierten Vorstufen-
proteine Mgm14.22s-DHFR und Mgm14.427 in vitro in isolierte Mitochondrien importiert.
Mgm11.22s-DHFR ist ein Fusionsprotein aus den ersten 228 Aminosaureresten von
Mgm1, welche die vorhergesagte Signalsequenz von Mgm1 fir den Import in
Mitochondrien enthalten, und DHFR aus Maus. Mgm14.427 ist ein N-terminales
Fragment von Mgm1, das ebenfalls die vorhergesagte N-terminale Prasequenz
enthalt. Beim Import werden beide Vorstufenproteine prozessiert. Es ergeben sich
Proteine mit einer Grofle von 47 kD (Mgm14.228-DHFR) und 45 kD (Mgm14.427)
(Abbildung 6). Das entspricht der Abspaltung einer 9 kD grof3en N-terminalen
Prasequenz durch die mitochondriale Prozessierungspeptidase (MPP). Beide
prozessierte Proteine waren in Mitochondrien vor dem Verdau durch zugegebene
Proteinase K geschitzt. Sie wurden Uber die Aulenmembran der Mitochondrien
transportiert. Nach selektiver Offnung der AuRenmembran wurden die Proteine durch
Proteinase K verdaut. In Ubereinstimmung mit der Lokalisierung des endogenen
Mgm1 sind die in vitro importierten Proteine im Intermembranraum lokalisiert.
Daruber hinaus sind die ersten 228 Aminosaurereste von Mgm1 hinreichend, um das
nicht mitochondriale Protein DHFR in den Intermembranraum zu dirigieren. Der
Import beider Vorstufenproteine war abhangig vom Membranpotential AY Uber die
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mitochondriale Innenmembran. Wurde das Membranpotential durch Zugabe von
CCCP zerstort, war weder Prozessierung der Vorstufenproteine noch Import an
einen proteasegeschutzten Ort zu beobachten. Diese Abhangigkeit des Imports vom
Membranpotential ist charakteristisch fur Proteine mit einer N-terminalen
mitochondrialen Signalsequenz.

A

S - -+ - - 4
PK - + + - + +
Ay L + + + - - -
P —=
m — - = - : —45 kD
—~ 36 kD
Mgm1,,,, DHFR
SW - - + = -+
PK — + o+ — o+ +
Ay L + + + — — —
—66 kD
M| == - —45 kD
Mgm1 1-427

Abbildung 6: Import von radioaktiv markierten Vorstufenproteinen von Mgm1,.,,s-DHFR und
Mgm1,4.4,7 in isolierte Mitochondrien mit oder ohne Membranpotential. Nach dem Import wurden
die Proben geteilt und ein Teil der Mitochondrien geschwollen, um Mitoplasten zu erzeugen (SW), und
mit Proteinase K (PK) behandelt wie angegeben. p, Vorstufenprotein; m, reifes Protein; L, 10 % des
fur eine Importreaktion eingesetzten Vorstufenproteins. Beide Vorstufenproteine werden membran-
potentialabhangig in den Intermembranraum importiert.

Zusammenfassend sind beide Isoformen von Mgm1 im Intermembranraum von Mito-
chondrien lokalisiert und die 228 N-terminalen Aminosaurereste sind ausreichend,
um Mgm1 in den Intermembranraum zu dirigieren.
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3.1.3 Bestimmung der N-Termini der Mgm1-Isoformen

Eine charakteristische Eigenschaft von Mgm1 ist seine Prasenz in zwei Isoformen
von 97 kD und 84 kD (Herlan et al., 2003; Wong et al., 2000). Diese beiden Iso-
formen sind normalerweise in einem Mengenverhaltnis von ungefahr 1:1 vorhanden.
Ein Antikdrper gegen ein C-terminales Peptid ist in der Lage, beide Isoformen zu
erkennen. Daher ist die kleine Isoform (s-Mgm1) vermutlich eine N-terminal verkirzte
Version der groRen Isoform (I-Mgm1). Um die ldentitdt der beiden Isoformen zu
bestimmen, wurden 10 mg Wildtyp-Mitochondrien lysiert und beide Isoformen von
Mgm1 aus dem mitochondrialen Lysat mit Antikbrpern gegen das C-terminale Epitop
prazipitiert. Gebundenes Protein wurde mit Lammli-Probenauftragspuffer eluiert,
durch SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran Ubertragen. Nach
Farbung der Proteine mit kolloidalem Coomassie wurden die beiden den Isoformen
von Mgm1 entsprechenden Banden aus der Membran ausgeschnitten und durch
Edman—Abbau vom N-Terminus sequenziert. Die erhaltenen Sequenzen sind in
Abbildung 7A wiedergegeben.
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97 kD —| «— [I,, SHFPKI] I-Mgm1 |
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+— [(A,T)LIAATS  s-Mgm1 |
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PR
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Abbildung 7: Bestimmung der N-Termini beider Mgm1-lsoformen. A, Mitochondrien wurden
lysiert und Mgm1 aus dem Lysat mit Antikdrpern gegen ein C-terminales Epitop immunprazipitiert.
Gebundene Proteine wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran Ubertragen und
die N-Termini durch Edman-Abbau bestimmt. Die angegebene Sequenz fiir -Mgm1 entspricht den
Aminosaureresten 81-88 von Mgm1. Fir s-Mgm1 wurden zwei (iberlappende Peptide beginnend mit
dem 161. (A161TLIAATS) bzw. dem 163. (L13lAATS) Aminosaurerest von Mgm1 in ungefahr gleicher
Menge erhalten. B, Proteinsequenz von Mgm1. Die N-Termini von I-Mgm1 und s-Mgm1 (—) und die
Schnittstellen (3<) von MPP und einer bis dahin nicht bekannten Protease, die mdglicherweise
s-Mgm1 erzeugt, sind angegeben. I-Mgm1 verfigt Gber eine hydrophobe Sequenz (TM1), die eine
Membranverankerung bewirken kdnnte und die in s-Mgm1 fehlt.
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Demnach ist s-Mgm1 tatsachlich eine N-terminal verkirzte Form von Mgm1. I-Mgm1
beginnt mit der 81. Aminosaure des offenen Leserahmens von MGM1. Es entsteht
durch Abspaltung der N-terminalen Signalsequenz von Mgm1 durch MPP, da an
dieser Position eine Konsensussequenz (hier RRS"I) fiir MPP-Spaltung vorhanden
ist (Hendrick et al., 1989; Neupert, 1997). Fir s-Mgm1 wurden zwei Sequenzen in
ungefahr gleicher Menge identifiziert. Eine beginnt mit dem 161. Aminosaurerest von
Mgm1, die andere mit dem 163. Aminosaurerest. Wahrscheinlich findet die initiale
Prozessierung vor dem 161. Aminosaurerest von Mgm1 statt und zwei weitere
Aminosauren konnen durch Peptidasen im Intermembranraum abgespalten werden.
Es kann aber nicht ausgeschlossen werden, dass die initiale Prozessierung von
Mgm1 sowohl vor dem 161. als auch dem 163. Aminosaurerest erfolgen kann. Auf
welche Weise s-Mgm1 entsteht, ist auf Basis der Sequenz nicht zu beantworten.
Keine der Proteasen, deren Sequenzspezifitat bekannt ist, hat eine Sequenz-
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spezifitdt, die der Aminosauresequenz im Bereich um den experimentell bestimmten
N-Terminus von s-Mgm1 entspricht.

3.1.4 Die beiden Isoformen von Mgm1 unterscheiden sich in ihrer Membran-
assoziation

Ein Unterschied zwischen den beiden Isoformen von Mgm1 ist die Prasenz eines
hydrophoben Bereiches in I-Mgm1 (Aminosaurereste 94-113), der in s-Mgm1 fehlt
(Abbildung 7B). Dieser Bereich konnte nach Sekundarstrukturvorhersagen eine
Transmembranhelix bilden, die I-Mgm1 in der Innenmembran verankern wurde. Um
zu untersuchen, ob sich die beiden Isoformen von Mgm1 in ihrer Membran-
assoziation unterscheiden, wurden Extraktionsexperimente mit 1 M NaCl oder mit
0,1 M Na,COs3; durchgefuhrt (Abbildung 8).

1M NaCl - =
01MNaCO, - -  +
P s''p s''P S
Mami | - - .- —97kD
GV - o e W34 kD
—66 kD
oDLD - g  ese
AAC2 -
’ - —29 kD

1 2 3 4 5 6

Abbildung 8: I-Mgm1 und s-Mgm1 unterscheiden sich in ihrer Membranassoziation. Isolierte
Mitochondrien wurden mit hypoosmotischem Puffer alleine (Spur 1 und 2), hypoosmotischem Puffer
und anschlielend 1 M NaCl (Spur 3 und 4) oder mit 0,1 M Na,COj; extrahiert. Die Membranfraktion
(P) und die I6sliche Fraktion (S) wurden durch Zentrifugation getrennt. Durch Dekoration mit Anti-
korpern gegen D-Lactatdehydrogenase (aDLD) und ADP/ATP-Transporter (a¢AAC2) wurde die
Extraktionseffizienz kontrolliert.

Durch osmotische Offnung der AuRenmembran konnte keine der beiden Isoformen in
den mitochondrialen Uberstand entlassen werden. Keine der beiden Isoformen ist ein
I6sliches Protein im Intermembranraum. Wurden die Mitochondrien nach osmo-
tischem Schwellen mit 1 M NaCl extrahiert, wurden erhebliche Mengen von s-Mgm1
im Uberstand gefunden, wahrend I-Mgm1 mit der Membranfraktion sedimentierte.
Behandlung der Mitoplasten mit 0,1 M Na,CO; fuhrte schlielllich zur partiellen
Freisetzung beider Isoformen in den Uberstand. s-Mgm1 wurde wiederum effizienter
extrahiert als I-Mgm1. Die unvollstandige Extraktion von s-Mgm1 mit Na,CO3 konnte
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auf einer geringen Loslichkeit des Proteins oder einer Aggregation im alkalischen
Milieu beruhen. I-Mgm1 ist wahrscheinlich mit seinem N-Terminus in der Innen-
membran verankert, wahrend s-Mgm1 nur peripher membranassoziiert ist. Fur
D-Lactatdehydrogenase ist eine Verankerung des N-Terminus in der mitochondrialen
Innenmembran mit nur wenigen Aminosaureresten auf der Matrixseite etabliert (Rojo
et al., 1998). Tatsachlich zeigte D-Lactatdehydrogenase in einem Kontrollexperiment
das gleiche Extraktionsverhalten wie I-Mgm1 (Abbildung 8). Die partielle Extrahier-
barkeit von [-Mgm1 mit Na,CO3; steht also nicht im Widerspruch mit einer integralen
Membranassoziation. Der ADP/ATP-Transporter, der die mitochondriale Innen-
membran sechsmal durchspannt (Pfanner et al., 1987), zeigte sich erwartungs-
gemal unter allen Bedingungen resistent gegen die Extraktion (Abbildung 8).

3.2 Identifizierung der Rhomboid-ahnlichen Protease Pcp1

3.2.1 Die Rhomboid-ahnliche Protease Pcp1 ist notwendig fiir die Erzeugung
von s-Mgm1

Nach den Ergebnissen der N-terminalen Sequenzierung der Isoformen von Mgm1
entsteht s-Mgm1 wahrscheinlich durch proteolytische Prozessierung von I-Mgm1. Die
Analyse der Aminosauresequenz um den N-Terminus von s-Mgm1 ergab jedoch
keinen Hinweis darauf, welche Protease fur die Entstehung von s-Mgm1 verantwort-
lich sein kdnnte (vgl. 3.1.3). Um zu untersuchen, ob der Entstehung von s-Mgm1
eine proteolytische Prozessierung zugrunde liegt und gegebenenfalls die daflur erfor-
derliche Protease zu identifizieren, wurden Gesamtzellextrakte von Hefestammen
prapariert, in denen jeweils eine bekannte oder vorhergesagte mitochondriale
Protease deletiert war. Durch SDS-PAGE und Western-Blot-Analyse dieser Gesamt-
zellextrakte mit Antikorpern gegen den C-Terminus von Mgm1 wurde untersucht, ob
die Entstehung von s-Mgm1 reduziert ist. Im Gesamtzellextrakt des Apcp 7-Stammes
war s-Mgm1 nicht nachweisbar (Abbildung 9). In allen anderen Deletionsstdmmen
war das Verhaltnis der beiden Mgm1-Isoformen im Vergleich zum Wildtyp unveran-
dert. Pcp1 ist notwendig fur die Prozessierung von Mgm1 zu s-Mgm1. Pcp1 hat
Sequenzahnlichkeit zur Familie der Rhomboid-Proteasen (Koonin et al., 2003) und
wurde zuvor als Protease identifiziert, die an der Reifung von Ccp1 beteiligt ist (Esser
et al, 2002). Rhomboid-Proteasen sind Serinproteasen, die selbst integrale
Membranproteine sind und ihre Substrate innerhalb der Membran spalten (Uber-
sichtsartikel siehe Freeman, 2004; Urban und Freeman, 2003; Urban et al., 2001,
Urban et al., 2002a; Urban et al., 2002b; Wasserman et al., 2000). Daher ist Pcp1
wahrscheinlich direkt fur die proteolytische Prozessierung von Mgm1 verantwortlich.
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Abbildung 9: Pcp1 ist notwendig fiir die Erzeugung von s-Mgm1. Aus den angegebenen Hefe-
stdmmen, in denen jeweils eine der bekannten oder vorhergesagten mitochondrialen Proteasen
deletiert war, wurden Gesamtzellextrakte prapariert und durch SDS-PAGE, Western-Blot und Immun-
dekoration mit Antikérpern gegen Mgm1 analysiert. Das Fehlen von s-Mgm1 im Apcp7-Stamm ist
durch eine Pfeilspitze verdeutlicht. WT, Wildtyp.

In Ubereinstimmung damit wurde nach Veréffentlichung dieser Daten (Herlan et al.,
2003) die Prozessierung von Mgm1 durch Pcp1 in zwei unabhangigen Studien
bestatigt (McQuibban et al., 2003; Sesaki et al., 2003a).

3.2.2 Die Deletion von PCP1 fiihrt zum gleichen mitochondrialen Phanotyp wie
die Deletion von MGM1

Unabhangig von dieser proteolytischen Funktion wurde Pcp1 in einer Studie gefun-
den, in der eine Bibliothek von Deletionsstammen systematisch nach Mutanten mit
veranderter mitochondrialer Morphologie durchmustert wurde (Dimmer et al., 2002).
Der Apcp1-Stamm zeigte fragmentierte und kurze tubulare Mitochondrien, die zur
Aggregation neigten. Aullerdem resultierte die Deletion von PCP1 in einem
atmungsdefizienten Phanotyp. Damit ist der Apcp7-Phanotyp dem einer Deletion von
MGM1 sehr ahnlich. Um die Phanotypen der beiden Deletionsmutanten detailliert zu
vergleichen, wurden die Deletionsstamme mit pVT100U-mtGFP transformiert, um die
Mitochondrien fluoreszenzmikroskopisch zu visualisieren. In Ubereinstimmung mit
Dimmer et al. zeigten beide Deletionsstamme fragmentierte Mitochondrien, die zur
Aggregation neigten. (Abbildung 13; Abbildung 17; Tabelle 11; Tabelle 12). AulRer-
dem war keiner der Deletionsstamme in der Lage, auf nicht fermentierbarer
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Kohlenstoffquelle zu wachsen (Abbildung 14; Abbildung 18; Tabelle 11; Tabelle 12).
Dartber hinaus wurden Amgm1- und Apcp1-Stamme durch DAPI-Farbung und
Fluoreszenzmikroskopie auf ihren Gehalt an mitochondrialer DNA untersucht
(Abbildung 10; Tabelle 11; Tabelle 12). Wahrend im Wildtyp in jeder Zelle zahlreiche
mitochondriale Nukleoide angefarbt wurden, waren sowohl im Amgm1- als auch im
Apcp1-Stamm nur die Zellkerne zu sehen. Keiner der beiden Stamme enthalt detek-
tierbare Mengen von mitochondrialer DNA. Die Phanotypen der Deletion von MGM1
und PCP1 sind in Bezug auf die mitochondriale Morphologie, die Respirations-
kompetenz und den Verlust von mitochondrialer DNA nicht voneinander zu unter-
scheiden.

Amgm1

Apcp1

Abbildung 10: Amgm1- und Apcp7-Stamme enthalten keine mitochondriale DNA. Aliquots expo-
nentiell wachsender Kulturen der angegebenen Stamme wurden mit DAPI gefarbt und fluoreszenz-
mikroskopisch (links) und im Phasenkontrast (rechts) analysiert. Im Amgm1- und Apcp7-Stamm sind
im Gegensatz zum Wildtyp (WT) keine mitochondrialen Nukleoide sichtbar. Balken, 10um.

Der Apcp1-Phanotyp konnte daher eine direkte Konsequenz der fehlenden Pro-
zessierung von Mgm1 und der Abwesenheit von s-Mgm1 sein. In Ubereinstimmung
mit dieser Hypothese ist fir die Deletion von CCP1, des einzigen anderen bekannten
Substrats von Pcp1, weder eine veranderte mitochondriale Morphologie noch ein
atmungsdefizienter Phanotyp beschrieben worden (Dimmer et al., 2002).
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3.2.3 s-Mgm1* - eine Pcp1-unabhangige Version von s-Mgm1

Fir die Uberprifung dieser Hypothese wurde eine artifizielle Isoform von s-Mgm1
konstruiert, die im Folgenden mit s-Mgm1* bezeichnet wird. Diese artifizielle Isoform
sollte unabhangig von Pcp1 im Intermembranraum von Mitochondrien exprimiert
werden. Daflr wurde ein Fusionsprotein bestehend aus den N-terminalen 167
Aminosaureresten von Cytochrom b, und s-Mgm1 (d.h. den Aminosaureresten 161-
902 von Mgm1) hergestellt. Die ersten 167 Reste von Cytochrom b, sind hinrei-
chend, um DHFR in den Intermembranraum zu dirigieren. (Koll et al., 1992; Stuart et
al., 1994). Wahrend des Imports von Cytochrom b, in Mitochondrien wird dessen N-
Terminus von MPP und der Innenmembranprotease Imp1/Imp2 gespalten, so dass
ein reifes Protein im Intermembranraum entsteht, dem die ersten 80 Aminosaure-
reste des Vorstufenproteins fehlen (Stuart et al., 1994). Analog sollte s-Mgm1* nach
dem Import aus s-Mgm1 bestehen, das am N-Terminus zusatzlich einen Anhang aus
den Aminosaureresten 81-167 von Cytochrom b, tragt. Eine schematische
Darstellung der Vorstufenproteine von Mgm1 und der artifiziellen Form s-Mgm1* ist
in Abbildung 11 wiedergegeben.

Mgm1
MPP Pcp1
X R
[mTs [tM] ] | GTPase |
1 80 160 902
s-Mgm1*
MPP IMP1
R X
[ ICyb.(1-167) ] | GTPase
1 80 167/161 902

Abbildung 11: Schematische Darstellung von Mgm1 und des Konstrukts fiir die artifizielle
Expression von s-Mgm1 unter Kontrolle des endogenen MGM71-Promotors. Um s-Mgm1* in den
Intermembranraum zu dirigieren, wurden die mitochondriale Prasequenz und das Sortierungssignal
von Cytochrom b, (Cyb,(1-167)) an den experimentell bestimmten N-Terminus von s-Mgm1 fusioniert.
MPP, Mitochondriale Prozessierungspeptidase; MTS; mitochondriale Prasequenz; IMP1; mitochon-
driale Innenmembranprotease; TM; Transmembransegment; GTPase, GTPase-Domane.
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3.2.4 Expression von s-Mgm1* in Apcp7-Stammen

Um zu klaren, ob der Phanotyp der PCP1-Deletion eine direkte Konsequenz des
Fehlens von s-Mgm1 ist, wurde s-Mgm1* von dem Plasmid pRS313-s-Mgm1* unter
Kontrolle des endogenen MGM1—Promotors in einem diploiden Stamm exprimiert,
der heterozygot fir die Deletion von PCP1 war (PCP1/Apcp1). Zusatzlich wurde der
Stamm mit pVT100U-mtGFP transformiert, um fluoreszenzmikroskopisch die mito-
chondriale Struktur zu analysieren. Die diploiden Stamme wurden sporuliert und die
einzelnen Sporen mit einem Mikromanipulator dissektiert. Als Kontrolle wurde ein
PCP1/Apcp1-Stamm, der nicht das Plasmid fir die Expression von s-Mgm1* enthielt,
auf die gleiche Weise behandelt. Mit den erhaltenen Sporen sollte untersucht
werden, ob artifizielles s-Mgm1* in der Lage ist den Apcp7-Phanotyp zu komple-
mentieren.

Zwei der vier aus einer Tetrade erhaltenen Sporen tragen die Deletion von PCP1.
Von den erhaltenen Sporen wurden Flussigkulturen angezogen und die Expression
von s-Mgm1* und endogenem Mgm1 wurde durch SDS-PAGE und Western-Blot-
Analyse von Gesamtzellextrakten kontrolliert (Abbildung 12).

PCP1 Apcp1
s-Mgm1* L + + +
1 2 3

FMgmM1  — s— w{gfv‘gm“

S-MgMT  — e a—

Abbildung 12: Expression von s-Mgm1* und endogenem Mgm1 in PCP1 und Apcp71-Stammen.
A, Gesamtzellextrakte der entsprechenden Stamme wurden durch SDS-PAGE, Western-Blot und
Immundekoration mit Antikbrpern gegen Mgm1 analysiert. Die Expression von s-Mgm1* ist auf3er
durch eine erhohte Intensitat auf gleicher Hohe mit endogenem I-Mgm1 an einer Abbaubande (®) mit
geringfiigig kleinerem Molekulargewicht zu erkennen.

Erwartungsgemall wurde s-Mgm1* in den mit pRS315-s-Mgm1* transformierten
Stammen exprimiert. Da s-Mgm1* aufgrund des N-terminalen Anhangs aus den
Aminosaureresten 81-167 von Cytochrom b, die gleiche Grofde hat wie endogenes
I-Mgm1 wird seine Expression nur an der im Vergleich zum Stamm ohne das Expres-
sionsplasmid groRReren Intensitdt und an einem mutmalilichen Abbauprodukt
deutlich, das knapp unterhalb von [-Mgm1 lauft (Abbildung 12). Die Starke der
Expression von s-Mgm1* war der von endogenem Mgm1 vergleichbar. Die Deletion
von PCP1 ist am Fehlen von endogenem s-Mgm1 erkennbar. Aufgrund von Prote-
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aseschutzexperimenten wurde s-Mgm1*, wie endogenes s-Mgm1, im Intermembran-
raum lokalisiert (nicht dargestellt).

3.2.5 s-Mgm1* kann den Phanotyp der PCP71-Deletion teilweise komplemen-
tieren

Die Komplementation des Phanotyps der PCP1-Deletion durch s-Mgm1* wurde mit
drei verschiedenen Ansatzen untersucht. Neben der mitochondrialen Struktur wurde
die Respirationskompetenz und der Gehalt an mitochondrialer DNA von Wildtyp-
Stammen, Apcp71-Stammen und Apcp7-Stammen, die zur Komplementation mit dem
Expressionsplasmid fir s-Mgm1* transformiert waren, verglichen. Zur Analyse der
Phanotypen wurden die Sporen von der Dissektionsplatte (YPD) einmal auf eine
Platte mit Selektivmedium mit 2 % (w/v) Glukose als Kohlenstoffquelle Ubertragen,
um die Anwesenheit der Plasmide sicherzustellen. Von dieser Platte wurden Flussig-
kulturen bis in die mittlere logarithmische Wachstumsphase (ODs7s nm 0,3 bis 0,7)
angezogen und fur die entsprechenden Experimente eingesetzt.

3.2.5.1 Mitochondriale Struktur

Zur Analyse der mitochondrialen Struktur wurden die zusatzlich mit pVT100U-mtGFP
transformierten Stamme fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Wahrend der Apcp17-
Stamm fragmentierte und aggregierte Mitochondrien aufwies, sind nach Expression
von s-Mgm1* in diesem Stamm Wildtyp-ahnliche tubulare Mitochondrien zu beobach-
ten (Abbildung 13A). Der Morphologie—Phanotyp der Apcp71-Stamme wird durch die
Expression von s-Mgm1* also gemildert.

Die quantitative Auswertung der Morphologiephanotypen (Abbildung 13B, Tabelle
11) zeigt, dass die Komplementation nicht vollstandig ist und zwischen Stammen
variiert, die von verschiedenen Sporen abgeleitet sind. Der Stamm, der s-Mgm1* im
Wildtyp-Hintergrund exprimiert, zeigt eine mitochondriale Morphologie, die von der
des Wildtyps nicht zu unterscheiden ist (Abbildung 13B; Tabelle 11). Ein dominant
negativer Effekt der Expression von s-Mgm1* kann damit ausgeschlossen werden.
Zusammenfassend ist eine partielle Komplementation des Morphologiephanotyps
des Apcp1-Stammes durch die Expression von s-Mgm1* zu beobachten.
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Abbildung 13: Die Expression von s-Mgm1* kann in Apcp7-Stammen die mitochondriale
Struktur teilweise wieder herstellen. Die zusatzlich mit pVT100U-mtGFP transformierten Stamme
wurden bei 30 °C bis zur mittleren exponentiellen Phase angezogen und fluoreszenzmikroskopisch
untersucht. A, Reprasentative Fluoreszenzbilder (links) und Phasenkontrastbilder (rechts) der ange-
gebenen Stamme. Balken, 10 ym. B, Quantitative Analyse der Morphologiephanotypen in (A).
Mindestens 150 Zellen jedes Stammes wurden in drei unabhangigen Experimenten untersucht. Far
jeden Stamm sind der Mittelwert und die Standardabweichung angegeben. Drei von verschiedenen
Sporen abgeleitete Stamme, die s-Mgm1* exprimieren, sind gezeigt.
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3.2.5.2 Respirationskompetenz

Die Respirationskompetenz der verschiedenen Sporen wurde durch Tupfeltest auf
fermentierbarer und nicht fermentierbarer Kohlenstoffquelle (YPD und YPG) unter-
sucht. Durch die Expression von s-Mgm1* in den Apcp7-Stammen konnte das
Wachstum auf nicht fermentierbarer Kohlenstoffquelle teilweise wieder hergestellt
werden (Abbildung 14, Tabelle 11). Auch hier war eine gewisse Variation zwischen
verschiedenen s-Mgm1* exprimierenden Stammen zu beobachten, die von verschie-
denen Apcp1-Sporen abgeleitet wurden. Das Wachstum auf nicht fermentierbarer
Kohlenstoffquelle erreichte in diesen Stammen nicht das Wachstum des Wildtyp-
Stammes. Ein Wachstum auf nicht fermentierbarer Kohlenstoffquelle von Apcp 71—
Stammen, die nicht s-Mgm1* exprimierten, wurde nicht beobachtet.

YPD YPG
PCP1

PCP1 + s-Mgm1*

Apcp1

Apcp? +s-Mgm1* - 1 KBS

Apcp1 + s-Mgm1* - 3 . @

Abbildung 14: Die Expression von s-Mgm1* kann in Apcp7-Stammen die Respirations-
kompetenz teilweise wieder herstellen. Die Stdmme wurden bei 30 °C bis zur mittleren logarith-
mischen Wachstumsphase angezogen, aufeinander folgenden zehnfachen Verdlnnungsschritten
unterzogen und auf YPD- und YPG-Platten getiipfelt. Drei von verschiedenen Sporen abgeleitete
Apcp1-Stamme, die s-Mgm1* exprimieren, sind abgebildet.

Auch auf fermentierbarer Kohlenstoffquelle (YPD) zeigten die s-Mgm1* exprimie-
renden Apcp1-Stamme ein geringfugig besseres Wachstum als Apcp7-Kontroll-
stdmme. Durch Expression von s-Mgm1* im Wildtyp—Hintergrund konnten dominant
negative Effekte ausgeschlossen werden. Der Phanotyp ist weder auf fermentier-
barer noch auf nicht fermentierbarer Kohlenstoffquelle vom Wildtyp zu unter-
scheiden. Zusammenfassend kann die Expression von s-Mgm1* die Respirations-
kompetenz von Apcp1-Stammen teilweise wieder herstellen.
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3.2.5.3 Verlust mitochondrialer DNA

Schliel3lich wurden dieselben Stamme durch Farbung mit DAPI und fluoreszenz-
mikroskopische Analyse auf ihren Gehalt an mitochondrialer DNA untersucht. Die
Stamme, die s-Mgm1* im Apcp7-Hintergrund exprimierten, zeigten gegenuber
untransformierten Apcp7-Stammen einen deutlich héheren Anteil an Zellen, die
mitochondriale DNA enthalten (Tabelle 11). Der Verlust der mitochondrialen DNA
konnte durch die Expression von s-Mgm1* jedoch nicht vollstandig unterbunden
werden. Die Expression von s-Mgm1* im Wildtyp-Hintergrund hat keinen dominant
negativen Effekt auf die Erhaltung von mitochondrialer DNA. Zusammenfassend wird
durch die Expression von s-Mgm1* der Verlust mitochondrialer DNA in Apcp1-
Stammen teilweise komplementiert.

Mitochondriale
Struktur in % der Gehalt an mtDNA
Zellen

Wachstum auf rho" Zellen

Stamm Wildtyp/Tubular YPG (%)

WT PCP1 72,2+ 2,0 +++ 95,4+1,5

WT PCP1
71,1+7.,8 +++ 90,1+3,6

+s-Mgm1*
Apcp1 13,742,3 - 21,5452
A ; -1 13,616,8 ++ 66,1+1,3

C

pep 2 19,3+9,9 +(+) 46,2+6,2

+s-Mgm1*
-3 30,0+3,2 + 39,2454

Tabelle 11: Komplementationsanalyse von s-Mgm1* in Apcp1. Der prozentuale Anteil von Zellen
mit Wildtyp-ahnlicher mitochondrialer Morphologie wurde fluoreszenzmikroskopisch bestimmt. Der
Anteil an Zellen, die mitochondriale DNA enthielten (rho®), wurde durch Farbung mit DAPI und
Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Die Quantifizierung der Phanotypen erfolgte in drei unabhan-
gigen Experimenten mit jeweils mindestens 150 Zellen, ohne dass die Identitdt des untersuchten
Stammes wahrend des Experiments bekannt war. Die Mittelwerte und Standardabweichungen sind
angegeben. Die Respirationskompetenz wurde durch Wachstumsversuche auf nicht fermentierbarer
Kohlenstoffquelle (YPG) getestet (vgl. Abbildung 14).

Tabelle 11 gibt einen Uberblick Uber die Komplementationsstudien von s-Mgm1* in
Apcp1-Stammen. Alle untersuchten Phanotypen (abnormale mitochondriale Mor-
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phologie, Respirationsdefizienz und Verlust von mtDNA) werden durch die Expres-
sion von s-Mgm1* deutlich gemildert. Das zeigt eine zumindest partielle Funk-
tionalitat der artifiziellen Form von s-Mgm1, s-Mgm1*. Fur keinen der untersuchten
Phanotypen war die Komplementation vollstandig. Die Ursache dafur konnte in der
exprimierten Menge von s-Mgm1* oder einer unvollstandigen Funktionalitat von
s-Mgm1* liegen. Mdéglicherweise muss die Prozessierung von Mgm1 zu einem ganz
bestimmten Zeitpunkt innerhalb eines genau regulierten Prozesses erfolgen, um die
volle Funktionalitat zu gewahrleisten. Daruber hinaus kann aufgrund der Daten nicht
ausgeschlossen werden, dass Pcp1 weitere Substrate prozessiert, die ebenfalls in
die Erhaltung der mitochondrialen Struktur und der mitochondrialen DNA involviert
sind. Der Phanotyp der Deletion von PCP1 ist nach diesen Ergebnissen, die eine
partielle Komplementation aller Phanotypen deutlich zeigen, eine direkte Konse-
quenz der fehlenden Prozessierung von Mgm1 und des Fehlens von s-Mgm1. In
Ubereinstimmung damit hat die Deletion von CCP1, des einzigen weiteren bekann-
ten Substrats von Pcp1, weder Einfluss auf die mitochondriale Struktur noch auf die
Erhaltung der mitochondrialen DNA (Dimmer et al., 2002).

3.2.6 I-Mgm1* - eine Variante von Mgm1, die nicht durch Pcp1 gespalten wird

Wie der Phanotyp der Apcp1-Stamme und die Komplementationsstudien mit
s-Mgm1* zeigen, ist -Mgm1 alleine nicht hinreichend fur die Funktion von Mgm1.
Daraus erwachst unmittelbar die Frage, ob s-Mgm1 alleine hinreichend fur die Funk-
tion von Mgm1 ist. I-Mgm1 ware dann eine Art inaktive Vorstufe oder Speicherform
fur s-Mgm1. Alternativ dazu waren beide Isoformen fir die Funktion von Mgm1 not-
wendig. Welche dieser Moglichkeiten zutrifft, wurde mit dem prinzipiell gleichen An-
satz adressiert, wie zuvor die Frage nach der Notwendigkeit von s-Mgm1. s-Mgm1*
sollte in einem Amgm1-Hintergrund exprimiert und eine mogliche Komplementation
des Phanotyps untersucht werden. Aulerdem sollte eine artifizielle Form von
I-Mgm1, I-Mgm1*, die nicht mehr durch Pcp1 gespalten werden kann, in einem
Amgm1-Hintergrund exprimiert werden. Schliellich sollten beide artifiziellen Iso-
formen, s-Mgm1* und I-Mgm1* koexprimiert werden, um zu untersuchen, ob beide
Isoformen fur die Funktion von Mgm1 erforderlich sind.

FUr die Expression von I-Mgm1* wurden die Aminosaurereste an den Positionen
154-167 des offenen Leserahmens von MGM1 deletiert. Da dieser Bereich die Spalt-
stelle fur Pcp1 enthalt, sollte das entsprechende Protein nicht mehr durch Pcp1
gespalten werden. Seine Sortierung in den Intermembranraum sollte davon unbeein-
flusst bleiben. Abbildung 15 zeigt eine schematische Darstellung des Konstrukts flr
die Expression von I-Mgm1*.
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Abbildung 15: Schematische Darstellung des Konstrukts fiir die Expression von I-Mgm1*, einer
artifiziellen Form von |-Mgm1, unter Kontrolle des endogenen MGM171-Promotors. Um die
Prozessierung zu s-Mgm1 zu vermeiden, wurden die Aminosaurereste 154-167 von Mgm1 deletiert,
die die experimentell bestimmte Spalistelle von Pcp1 enthalten. Die Sortierung in den Intermembran-
raum sollte davon unbeeinflusst bleiben. Auf diese Weise sollte eine Version von |I-Mgm1, der die
Aminosaurereste 154-167 fehlen, im Intermembranraum exprimiert werden.

3.2.7 Koexpression von I-Mgm1* und s-Mgm1* komplementiert teilweise den
Phanotyp der MGM1-Deletion

Diploide Stamme mit einer heterozygoten Deletion von MGM1 (MGM1/Amgm1) wur-
den mit den Plasmiden pRS313-s-Mgm1*, pRS315-I-Mgm1* oder beiden Plasmiden
transformiert, um die artifiziellen Isoformen von Mgm1 unter Kontrolle des endo-
genen Promotors zu exprimieren. DarlUber hinaus wurde mit pVT100U-mtGFP
kotransformiert, um die mitochondriale Struktur mit GFP im Fluoreszenzmikroskop
visualisieren zu koénnen. Als Kontrollen wurden MGM1/Amgm1-Stamme nur mit
pVT100U-mtGFP oder mit pRS315-Mgm1 und pVT100U-mtGFP transformiert. Die
entsprechenden Stamme wurden sporuliert und Tetraden dissektiert. Zur Analyse der
Phanotypen wurden die Sporen von der Dissektionsplatte (YPD) einmal auf eine
Platte mit Selektivmedium mit 2 % (w/v) Glukose als Kohlenstoffquelle Gbertragen,
um die Anwesenheit der Plasmide sicherzustellen. Von dieser Platte wurden Flissig-
kulturen bis in die mittlere logarithmische Wachstumsphase (ODs7g nm 0,3 bis 0,7)
angezogen und fur die entsprechenden Experimente eingesetzt.

Zunachst wurde die Expression von I-Mgm1*, s-Mgm1* und endogenem Mgm1 durch
Praparation von Gesamtzellextrakten aus den von den Sporen abgeleiteten
Stammen kontrolliert. Die Analyse der Gesamtzellextrakte durch SDS-PAGE,
Western-Blot und Immundekoration mit Antikrpern gegen Mgm1 zeigt das erwartete
Muster flr die Expression der artifiziellen Isoformen und des endogenen Mgm1
(Abbildung 16).
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Abbildung 16: Expression von s-Mgm1*, I-Mgm1* und endogenem Mgm1 in MGM1- und Amgm1
—Stammen. Gesamtzellextrakte der entsprechenden Stdmme wurden durch SDS-PAGE, Western-
Blot und Immundekoration mit Antikérpern gegen Mgm1 analysiert. Die Expression von s-Mgm1* ist
an einer Bande auf gleicher Hohe mit endogenem I-Mgm1 und an einer Abbaubande mit geringfligig
kleinerem Molekulargewicht (®) zu erkennen. I-Mgm1* lauft auf gleicher Hohe wie das Abbauprodukt
von s-Mgm1*,

I-Mgm1* wird aufgrund der Deletion der Region um die Spaltstelle tatsachlich nicht
prozessiert und lauft wegen der Deletion etwas unterhalb von endogenem |-Mgm1
(Abbildung 16). s-Mgm1* hat die gleiche GroRe wie endogenes I-Mgm1 (vgl. 3.2.4)
und ist auRerdem an einem Abbauprodukt zu erkennen, das die gleiche Grofle hat
wie I-Mgm1*. Die Expressionshdhe beider artifizieller Isoformen entspricht ungefahr
der von endogenem Mgm1. Proteaseschutzexperimente ergaben eine korrekte
Lokalisation von I-Mgm1* und s-Mgm1* im Intermembranraum (nicht dargestelt).

3.2.7.1 Mitochondriale Struktur

Die fluoreszenzmikroskopische Analyse der von den Sporen abgeleiteten Stamme
ergab nur nach Expression von endogenem Mgm1 oder Koexpression von s-Mgm1*
und I-Mgm1*, nicht aber nach Expression von s-Mgm1* oder I-Mgm1* alleine eine
tubulare mitochondriale Struktur und damit eine signifikante Komplementation des
Morphologiephanotyps des Amgm1-Stammes (Abbildung 17A). Die Expression von
endogenem Mgm1 fuhrte zu vollstandiger Komplementation, wahrend die Koexpres-
sion von s-Mgm1* und I-Mgm1* den Morphologiephanotyp teilweise komplemen-
tieren konnte (Abbildung 17B). Das Ausmal® der Komplementation variierte in
s-Mgm1* und I-Mgm1* koexprimierenden Stammen, die von verschiedenen Sporen
abgeleitet waren. Dennoch fuhrte die Koexpression beider artifizieller Isoformen
insgesamt zu einer gegentuber Amgm1-Stammen oder Amgm1-Stammen, die nur
eine der beiden artifiziellen Isoformen exprimierten, verbesserten mitochondrialen
Struktur. Fur die Erhaltung der tubularen mitochondrialen Morphologie sind also
beide Isoformen von Mgm1 erforderlich.
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Abbildung 17: Nur die Koexpression von I-Mgm1* und s-Mgm1*, nicht aber die Expression von
I-Mgm1* oder s-Mgm1* alleine, kann in Amgm1-Stammen die mitochondriale Morphologie
teilweise wieder herstellen. Die zusatzlich mit pVT100U-mtGFP transformierten Stamme wurden bei
30 °C bis zur mittleren exponentiellen Phase angezogen und fluoreszenzmikroskopisch untersucht. A,
Repréasentative Fluoreszenzbilder (links) und Phasenkontrastbilder (rechts) der angegebenen
Stdmme. Balken, 10 pm. B, Quantitative Analyse der Morphologiephanotypen in (A). Mindestens 150
Zellen jedes Stammes wurden in drei unabhangigen Experimenten untersucht. Fir jeden Stamm sind
der Mittelwert und die Standardabweichung angegeben. Drei von verschiedenen Amgm71-Sporen
abgeleitete Stamme, die s-Mgm1* und I-Mgm1* koexprimieren, sind gezeigt.
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3.2.7.2 Respirationskompetenz und Verlust mitochondrialer DNA

Um zu untersuchen, ob auch flr die Erhaltung der Respirationskompetenz beide
Isoformen von Mgm1 erforderlich sind, wurde mit den von den gleichen Sporen
abgeleiteten Stammen ein Tlpfeltest auf fermentierbarer (YPD) und nicht fermen-
tierbarer Kohlenstoffquelle (YPG) durchgeflhrt. Wiederum war nur Wildtyp Mgm1 in
der Lage das Wachstum auf YPG vollstandig wieder herzustellen und den
atmungsdefizienten Phanotyp des Amgm1-Stammes vollstandig zu komplementieren
(Abbildung 18). Die Expression von I-Mgm1* oder s-Mgm1* in den Amgm1-Stammen
konnte das Wachstum auf YPD oder YPG im Vergleich zum Deletionsstamm von
MGM?1 nicht verbessern. Die Koexpression beider artifizieller Isoformen verbesserte
das Wachstum auf YPD geringfugig und resultierte in einem Fall auch im Wachstum
auf YPG. Dabei wurde allerdings nicht das Niveau des Wildtyps erreicht. Die glei-
chen Stdmme wurden durch DAPI-Farbung und Fluoreszenzmikroskopie untersucht,
um festzustellen, ob beide Isoformen von Mgm1 fur die Erhaltung der mitochon-
drialen DNA notwendig sind und ob der Gehalt an mitochondrialer DNA in diesen
Stammen mit der Respirationskompetenz korreliert ist. Auch in den I-Mgm1* und
s-Mgm1* koexprimierenden Stammen, die nicht auf YPG wachsen kénnen, war der
Gehalt an mitochondrialer DNA gegenuber Amgm71-Stammen oder Amgmf1-
Stammen, die nur s-Mgm1* oder I-Mgm1* exprimieren, deutlich erhdht (Tabelle 12).
Die starke Schwankung zwischen den verschiedenen Sporen der s-Mgm1* und
I-Mgm1* koexprimierenden Stamme ist wahrscheinlich dadurch zu erklaren, dass die
zu beobachtende partielle Komplementation den Verlust der Respirationskompetenz
zwar verzogert, aber nicht vollstandig verhindern kann. Geringfiigige Schwankungen
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in der Geschwindigkeit des mitochondrialen DNA-Verlusts zwischen verschiedenen
Sporen konnten fur die beobachteten Unterschiede verantwortlich sein. Fur Amgm?1-
Stamme und Amgm1-Stamme, die nur eine der artifiziellen Isoformen exprimieren,
wurde niemals ein Wachstum auf YPG und immer nur ein sehr geringer Gehalt an
mtDNA beobachtet.

MGM1

Amgm1
Amgm1 + Mgm1
Amgm1 + [-Mgm1*

Amgm1 + s-Mgm1*

Amgm1
+1&s-Mgm1* - 1
Amgm1
+1&s-Mgm1* - 2
Amgm1
+ 1&s-Mgm1* - 3

Abbildung 18 Koexpression von I-Mgm1* und s-Mgm1*, nicht aber Expression von I-Mgm1*
oder s-Mgm1* alleine, kann in Amgm1-Stammen die Respirationskompetenz teilweise wieder
herstellen. Die Stdmme wurden bei 30 °C bis zur mittleren exponentiellen Phase angezogen, aufein-
anderfolgenden zehnfachen Verdlnnungsschritten unterzogen und auf YPD- und YPG-Platten
getupfelt. Drei von verschiedenen Sporen abgeleitete Amgm1-Stamme, die I-Mgm1* und s-Mgm1*
koexprimieren, sind abgebildet.

Aufgrund dieser Daten ist auch I-Mgm1* zumindest teilweise funktional. Daruber
hinaus kann nur die Koexpression beider artifizieller Isoformen, nicht aber die
Expression einer der beiden artifiziellen Isoformen alleine, den Amgm1-Phanotyp
erleichtern. Fur eine volle Funktionalitdt von Mgm1 sind also beide Isoformen
notwendig.
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Mitochondriale
Struktur in % der Gehalt an mtDNA
Zellen

Wachstum auf rho" Zellen

Stamm Wildtyp/Tubular YPG (%)
WT MGM1 77,7422 +++ 86,9+1,7
Amgm1 2,8+1,2 - 8,8+1,8
Amgm1
70,448,3 +++ 89,8+4,1
+Mgm1
Amgm1
57+1,5 - 10,1£3,2
+-Mgm1*
Amgm1
3,7+0,9 - 14,7+8,5
+s-Mgm1*
-1 19,3+2,7 - 31,548,1
Amgm1
-2 30,9+5,6 - 23,947
+1&s-Mgm1*
-3 4,8+0,3 + 60,6+3,9

Tabelle 12: Komplementationsanalyse von I-Mgm1* und s-Mgm1* in Amgm1. Der prozentuale
Anteil von Zellen mit Wildtyp-ahnlicher mitochondrialer Morphologie wurde fluoreszenzmikroskopisch
bestimmt. Der Anteil an Zellen, die mitochondriale DNA enthielten (rho®), wurde durch Farbung mit
DAPI und Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Die Quantifizierung der Phanotypen erfolgte in drei
unabhangigen Experimenten mit jeweils mindestens 150 Zellen, ohne dass die ldentitat des unter-
suchten Stammes wahrend des Experiments bekannt war. Die Mittelwerte und Standard-
abweichungen sind angegeben. Die Respirationskompetenz wurde durch Wachstumsversuche auf
nicht fermentierbarer Kohlenstoffquelle (YPG) getestet (vgl. Abbildung 18).

3.3 Koordinierte Bildung beider Isoformen

Die Notwendigkeit beider Isoformen von Mgm1 fir die Funktion wirft unmittelbar die
Frage auf, wie ihre koordinierte Bildung in einem Mengenverhaltnis von ungefahr 1:1
gewahrleistet wird. Mit dieser Fragestellung eng verknupft ist, dass trotz der durch N-
terminale Sequenzierung mit hoher Sicherheit bestimmten Identitat von s-Mgm1 eine
Spaltung von Mgm1 in der N-terminalen hydrophoben Region (Aminosaurereste 94-
113 von Mgm1) vorgeschlagen wurde (McQuibban et al., 2003). Eine Spaltung an
dieser Position hatte ein N-terminal um 60 Aminosaurereste langeres s-Mgm1 zur
Folge. Dieser Vorschlag beruhte auf der fehlenden Prozessierung einer mutierten
Version von Mgm1, in der die Aminosaurereste GGM an den Positionen 100-102 im
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N-terminalen hydrophoben Bereich gegen die Aminosaurereste VVL ausgetauscht
waren (McQuibban et al., 2003).

3.3.1 s-Mgm1 entsteht direkt durch Prozessierung durch Pcp1 ohne
Beteiligung einer weiteren Protease

Eine mogliche Erklarung dieses Widerspruchs ist die Notwendigkeit einer zweiten
Protease flir die Entstehung von s-Mgm1. Demnach wirde Mgm1 zunachst im N-
terminalen hydrophoben Segment durch Pcp1 gespalten. In einem zweiten Schritt,
der die initiale Pcp1-Spaltung bendtigt, wurde das resultierende Produkt durch eine
bisher unbekannte mitochondriale Protease zu s-Mgm1 prozessiert. Um diese
Mdglichkeit zu Uberprifen, wurde die artifizielle Isoform fur I-Mgm1, [-Mgm1*, in
einem Amgm1 und in einem Apcp7-Hintergrund exprimiert. Die fehlende Prozes-
sierung von I-Mgm1* zu s-Mgm1 ware nach diesem Modell nicht durch Deletion der
Schnittstelle flir Pcp1 verursacht, sondern durch Deletion der Schnittstelle flr die
zweite noch unbekannte Protease. Pcp1-Prozessierung ware in diesem Fall noch
maoglich. Daher sollte -Mgm1* in einem Amgm1-Hintergrund, in dem Pcp1 aktiv ist
und I-Mgm1* nach der Aminosaure Gigp spalten kénnte, ein um etwa 2,0-2,5 kD
(entsprechend den Aminosaureresten 81-100 von Mgm1) geringeres Molekular-
gewicht haben als in einem Apcp7-Hintergrund, in dem die initiale Spaltung durch
Pcp1 nicht moglich ist.

- I-Mgm1* + |-Mgm1*
| ~ 1

N
NS NS
o & o &
A A
NI R
I-Mgm1 —
g --._--—]-Mgm‘l*
S—Mgm1—‘  -—

Abbildung 19: I-Mgm1* kann nicht durch Pcp1 prozessiert werden. I-Mgm1* wurde in Wildtyp-
Hefe, Amgm1- und Apcp7-Stammen exprimiert. Gesamizellextrakte der angegebenen Stamme
wurden durch SDS-PAGE, Western-Blot und Immundekoration mit Antikdrpern gegen Mgm1 analy-
siert. I-Mgm1* hat in Wildtyp-, Amgm1- und Apcp 1-Stdmmen die gleiche Grole.

Tatsachlich ist das Laufverhalten von I-Mgm1* in Wildtyp-, Amgm1 und Apcp1-
Stammen jedoch identisch (Abbildung 19). Da I-Mgm1*, dem im Vergleich zu I-Mgm1
14 Aminosaurereste fehlen, auf dem Gel deutlich von endogenem [-Mgm1 getrennt
werden konnte, ist das gleiche Laufverhalten von I-Mgm1* im Amgm1- und Apcp1—
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Stamm (hier ware der zu erwartende Unterschied 20 Aminosaurereste) nicht durch
ein mangelndes Auflésungsvermoégen des Gels zu erklaren. Zusammenfassend
entsteht s-Mgm1 nicht durch ein zweites Prozessierungsereignis durch eine
unbekannte Protease nach initialer Spaltung durch Pcp1 im N-terminalem
hydrophoben Segment. Vielmehr ist Pcp1 direkt flir die Erzeugung von s-Mgm1
verantwortlich.

3.3.2 Mgm1 hat zwei konservierte hydrophobe Bereiche in der Nahe des
N-Terminus

In Ubereinstimmung mit einer direkten Entstehung von s-Mgm1 durch Pcp1-Spaltung
nach dem 160. Aminosaurerest von Mgm1 gibt es in der Region von den Amino-
saureresten 154-167 einen zweiten, bisher nicht erkannten hydrophoben Bereich
(Abbildung 20). Wie das N-terminale hydrophobe Segment (Aminosaurereste 94-
113) erflllt auch dieser zweite hydrophobe Bereich mit einer mittleren Hydropho-
bizitat und der Prasenz helixbrechender Aminosaurereste die Kriterien, die fur die
Substratspezifitat von Rhomboid-Proteasen aufgestellt wurden (Urban und Freeman,
2003). Daruber hinaus ist die Prasenz zweier hydrophober Segmente am N-Ter-
minus von Mgm1 und seiner orthologen Proteine zwischen verschiedenen Spezies
von S. cerevisiae bis H. sapiens konserviert (Abbildung 20).

3.3.3 Der weiter C-terminal gelegene hydrophobe Bereich wird von Pcp1
gespalten

Um zu untersuchen, ob das erste hydrophobe Segment notwendig fur die Pcp1-
Prozessierung ist, wurden Mgm1-Mutanten konstruiert, in denen das erste oder das
zweite oder beide hydrophoben Segmente deletiert waren, und unter Kontrolle des
endogenenen MGM1-Promotors vom Plasmid pRS315 (pRS315-Mgm1A1, pRS315-
Mgm1A2 (pRS315-I-Mgm1*), pRS315-Mgm1A1&A2) in einem Amgm1/Amgm1-
Hintergrund exprimiert. Die Deletion des zweiten hydrophoben Segments (Mgm1AZ2;
I-Mgm1*) fuhrte zum Verlust der Prozessierung (Abbildung 21, vgl. 3.2.6).
Genausowenig wurde eine Version von Mgm1 prozessiert, in der beide hydrophoben
Segmente deletiert waren (Mgm1A1&A2). Dagegen fuhrte die Deletion lediglich des
ersten hydrophoben Segments zu einer vollstandigen Prozessierung des gesamten
Mgm1 zu s-Mgm1 (Abbildung 21).
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X X
MPP 1D784 (pred.)
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Abbildung 20: Hydrophobizitatsanalyse des N-Terminus von Mgm1 und seiner Orthologen
nach Kyte und Doolittle (Kyte und Doolittle, 1982). Die Nummern unterhalb der Hydro-
phobizitatsprofile geben die Positionen der Aminosaurereste an, nach denen die Spaltung durch die
mitochondriale Prozessierungspeptidase (MPP) oder die mitochondriale Rhomboid-Protease erfolgt.
pred.; vorhergesagte Rhomboid-Proteasen und Spaltregionen. S. c., Saccharomyces cerevisiae; S. p.,
Schizosaccharomyces pombe; C. e., Caenorhabditis elegans; H. s., Homo sapiens. MTS, mito-
chondriale Signalsequenz. Im Fall von OPA1 wurde SpleiRvariante 8 analysiert.
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Abbildung 21: Die Hydrophobizitit des N-terminalen hydrophoben Segments von Mgm1
bestimmt die Prozessierungseffizienz zu s-Mgm1. Gesamtzellextrakte von Amgm71-Stdmmen
(oder einem Apcp1Amgm1-Stamm), die die angegebenen Versionen von Mgm1 exprimieren, wurden
durch SDS-PAGE, Western-Blot und Immundekoration mit Antikdrpern gegen Mgm1 analysiert. Die
[-Mgm1 und s-Mgm1 entsprechenden Banden sind markiert. Mgm1-Versionen: WT, Wildtyp; A1,
Deletion des ersten hydrophoben Segments (Aminosaurereste 91-111); A2, Deletion des zweiten
hydrophoben Segments (Aminosaurereste 154-167); A1&A2, Deletion beider hydrophober Segmente;
G100D, G100K, entsprechende Punktmutationen; VVL, drei aufeinanderfolgende Aminosaurereste
GGM an den Positionen 100-102 von Mgm1 wurden gegen VVL ausgetauscht.

Das erste hydrophobe Segment ist fur die Prozessierung von Mgm1 und die Erzeu-
gung von s-Mgm1 also nicht notwendig. In Ubereinstimmung mit weiter oben be-
schriebenen Ergebnissen liegt die Schnittstelle im zweiten hydrophoben Segment
und s-Mgm1 entsteht direkt durch Pcp1-Prozessierung in diesem Bereich.

3.3.4 Die Hydrophobizitait des N-terminalen Transmembransegments von
Mgm1 hat entscheidenden Einfluss auf die Prozessierungseffizienz

Dennoch scheint auch das erste hydrophobe Segment, Einfluss auf die Prozessie-
rungseffizienz zu haben. So fuhrte die Deletion dieses Segments zu vollstandiger
Prozessierung von Mgm1 zu s-Mgm1 (vgl. 3.3.3). Insbesondere konnte in Uberein-
stimmung mit Daten von McQuibban et al., 2003 bestatigt werden, dass Mgm1VVL,
eine Variante von Mgm1, in der die Aminosaurereste GGM an den Positionen 100-
102 gegen VVL ausgetauscht waren, sehr ineffizient prozessiert wird (Abbildung 21).
Im Gegensatz zu dieser Studie war aber eine schwache Prozessierung von
Mgm1VVL in einem Amgm7-Hintergrund zu beobachten, welche in einem
Apcp1Amgm1-Stamm nicht auftrat und somit spezifisch durch Pcp1 erfolgte.
Mgm1VVL kann offenbar prinzipiell noch durch Pcp1 gespalten werden. Durch die
Mutation der Aminosaurereste GGM im ersten hydrophoben Segment zu den Amino-
saureresten VVL wird dieses Segment wesentlich hydrophober als das entspre-
chende Wildtyp-Segment. Daher kdnnte die Hydrophobizitat dieses Segments den
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Einfluss auf die Prozessierungseffizienz ausiben. Um den Einfluss der Hydro-
phobizitat des ersten hydrophoben Segments genauer zu untersuchen, wurden
durch ortsgerichtete Mutagenese Punktmutationen in dieses Segment eingefuhrt, die
im Austausch von Glycin an Position 100 gegen Lysin oder Aspartat resultierten.
Durch Einfuhrung dieser positiven oder negativen Ladung wird der Bereich wesent-
lich hydrophiler. Gesamtzellextrakte der Mutanten Mgm1G100K und Mgm1G100D
zeigen fast vollstandige (G100K) oder vollstandige Umwandlung (G100D) von Mgm1
in s-Mgm1. Die Hydrophobizitat des weiter N-terminal gelegenen hydrophoben
Segments determiniert das Ausmald der Prozessierung von I-Mgm1 zu s-Mgm1. Die
mittlere Hydrophobizitat der Wildtyp-Sequenz gewahrleistet eine koordinierte Bildung
beider Isoformen in einem Verhaltnis von ungefahr 1:1.

3.3.5 Die submitochondriale Lokalisierung bleibt von Mutationen in beiden
hydrophoben Segmenten unbeeinflusst

Um zu untersuchen, ob die Mutationen in den beiden hydrophoben Segmenten die
submitochondriale Lokalisierung dieser Varianten von Mgm1 beeinflussen, wurden
Proteaseschutzexperimente in Mitochondrien und Mitoplasten durchgefuhrt, die aus
den entsprechenden Stammen isoliert worden waren. Aulierdem wurde mittels Salz-
und Carbonatextraktionsexperimenten untersucht, ob sich die Membranassoziation
der entstehenden Isoformen von der von endogenem [-Mgm1 bzw. s-Mgm1 unter-
scheidet. In allen Fallen zeigten sich die entstehenden Mgm1-lIsoformen in Mito-
chondrien resistent gegen die Behandlung mit Proteinase K (Abbildung 22). Nach
selektivem Offnen der AuBRenmembran durch hypoosmotischen Schock wurden die
vorhandenen Isoformen von Mgm1 durch Proteinase K abgebaut (Abbildung 22).
Lediglich Mgm1A1&A2 war nach dem Schwellen der Mitochondrien teilweise resis-
tent gegen Proteinase K (Abbildung 22). Durch Dekoration derselben Western-Blots
mit Antikdrpern gegen das Matrixprotein Mge1 wurde die Integritat der mitochon-
drialen Innenmembran nach osmotischem Schwellen bestatigt (nicht dargestellt). Die
aus den mutierten Versionen von Mgm1 hervorgegangenen Isoformen waren
genauso wie die aus endogenem Mgm1 erzeugten Isoformen im Intermembranraum
lokalisiert. Nur die Deletion beider hydrophober Segmente (Mgm1A1&A2) fuhrte zu
einer partiellen Misslokalisierung des Proteins in der Matrix.

Auch die Salz- und Carbonatextraktionsexperimente an diesen isolierten Mitochon-
drien zeigten keine Unterschiede zwischen Isoformen, die aus Wildtyp Mgm1-
Vorstufenproteinen erzeugt wurden und solchen, die aus den verschiedenen
Varianten entstanden. s-Mgm1 war in allen Fallen partiell mit 1 M NaCl extrahierbar,
wahrend sich [-Mgm1 als resistent gegen die Salzextraktion erwies (nicht dargestellt).
Fir alle Versionen von Mgm1 war der grofdte Teil beider Isoformen unter diesen Be-
dingungen mit 0,1 M Na,COj extrahierbar. In Ubereinstimmung mit einer integralen
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Membranassoziation von I-Mgm1 in der Innenmembran war auch das mit dem N-
Terminus in der Innenmembran verankerte Protein D-Lactatdehydrogenase unter
diesen Bedingungen mit Na,COj3 extrahierbar (vgl. 3.1.4). Der ADP/ATP-Transporter
AAC2, der die mitochondriale Innenmembran sechs mal durchspannt, zeigte sich
resistent gegen alle Extraktionsbedingungen. Zusammenfassend zeigen I-Mgm1 und
s-Mgm1 die gleiche Lokalisierung und Membranassoziation, unabhangig davon, ob
sie aus Wildtyp Mgm1-Vorstufenproteinen oder einer der verschiedenen Varianten in
den beiden hydrophoben Segmenten hervorgegangen sind (mit Ausnahme von
Mgm1A1&A2).

SW - — + - - % - - 4 - - +

PK - + + - + + - + + - + +
I-Mgm1 — S : — 97 kD
s-Mgm‘]— T I — —— — — 84 kD

Mgm1 Mgm1A1 Mgm1G100D Mgm1G100K

SsW - - + - - + - - +

PK - + + - + + - + +
MM T —— — o l B 97 kD
s-Mgm1— — 84 kD

Mgm1VVL Mgm1A2 Mgm1A1&A2

Abbildung 22: Mgm1-Isoformen, die aus Mgm1A1, Mgm1G100D, Mgm1G100K, Mgm1VVL und
Mgm1A2 generiert wurden, haben die gleiche submitochondriale Lokalisierung wie aus Wildtyp
Mgm1 erzeugte Isoformen. A, Aus Amgm1-Stdmmen, die die angegebenen Varianten von Mgm1
von pRS315 unter Kontrolle des endogenen Promotors exprimieren, wurden Mitochondrien isoliert
und mit 100 yg/ml Proteinase K (PK) behandelt. In allen Fallen waren die Mgm1-Isoformen in
Mitochondrien resistent gegen den Verdau mit PK. Nach selektivem Offnen der AuBenmembran durch
hypoosmotischen Schock (SW) wurden die Isoformen von Mgm1 abgebaut. Lediglich Mgm1A1&A2
zeigte sich unter diesen Bedingungen partiell resistent gegen Proteinase K.

3.3.6 Mutationen im N-terminalen Transmembransegment fiihren zu einer
Verschiebung des Verhaltnisses beider Isoformen und zum Verlust der
tubularen mitochondrialen Struktur

In den in 3.3.3 und 3.3.4 beschriebenen Versionen von Mgm1, Mgm1A1, Mgm1A2
(I-Mgm1%), Mgm1A1&A2, Mgm1VVL, Mgm1G100D und Mgm1G100K weicht das Ver-
haltnis beider Mgm1-Isoformen deutlich vom normalen Verhaltnis von 1:1 ab. Im
Wesentlichen ist jeweils entweder nur I-Mgm1 oder nur s-Mgm1 vorhanden. Da beide
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Isoformen fur die Funktion von Mgm1 essentiell sind (vgl. 3.2.6), ist in diesen Fallen
eine veranderte Struktur der Mitochondrien zu erwarten. Die Stamme, die die
entsprechenden Versionen von Mgm1 in einem Amgm7-Hintrgrund exprimieren,
wurden zusatzlich mit pVT100U-mtGFP transformiert, um die mitochondriale
Morphologie zu untersuchen. Exponentiell wachsende Kulturen dieser Mutanten
wurden fluoreszenzmikroskopisch analysiert, und die Morphologiephanotypen wur-
den quantitativ ausgewertet (Abbildung 23). Tatsachlich ist nur Wildtyp—Mgm1 in der
Lage die tubulare mitochondriale Struktur zu erhalten. Alle Versionen von Mgm1, die
ausschlielBlich oder fast ausschlieldlich in der Expression einer Isoform resultieren,
zeigen uUberwiegend fragmentierte oder aggregierte Mitochondrien (Abbildung 23).
Diese Beobachtung untermauert zusatzlich die Notwendigkeit beider Mgm1-Iso-
formen fur dessen Funktion.

A

Abbildung 23: Die mitochondriale Struktur von Amgm1-Stammen, die die angegebenen
Varianten von Mgm1 (zusammen mit mtGFP) exprimieren, wurde untersucht. A, reprasentative
Fluoreszenz- (links) und Phasenkontrastbilder (rechts). Balken, 5 ym. B, Quantifizierung der Morpho-
logiephanotypen der Stdamme in (A) fir mindestens 150 Zellen in drei unabhangigen Experimenten.
Der Anteil der Zellen, die ein Wildtyp-ahnliches tubulares mitochondriales Netzwerk zeigen, ist im
Verhaltnis zu dem des Kontrollstammes angegeben, der Wildtyp-Mgm1 exprimiert.
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3.3.7 Ein funktionaler Importmotor an der mitochondrialen Innenmembran ist
notwendig fiir die Erzeugung von s-Mgm1

Bei der Biogenese von I-Mgm1 dient das erste hydrophobe Segment von Mgm1 als
Stopp-Transfer-Signal im TIM17/TIM23-Translokationskanal. Laterale Insertion die-
ses N-terminalen hydrophoben Segments in die Innenmembran fihrt dann zu
Bildung von I-Mgm1 (Herlan et al., 2003; vgl. 3.1.4). In diesem Fall kdnnte die Spalt-
stelle im zweiten hydrophoben Segment die Prozessierungsprotease Pcp1 in der
Innenmembran nicht erreichen und I-Mgm1 kdnnte nicht mehr durch Pcp1 prozes-
siert werden. Um eine Prozessierung zu ermdglichen, musste der Translokations-
arrest uberwunden und das Vorstufenprotein von Mgm1 weiter importiert werden, bis
das zweite hydrophobe Segment die Innenmembran erreicht. Dieser Prozess sollte
von der Funktion des Importmotors in der mitochondrialen Matrix abhangen.

Der mitochondriale Importmotor besteht aus den essentiellen Komponenten Tim44,
mitochondrialem Hsp70 (Ssc1) und dessen Nukleotidaustauschfaktor Mge1 (Cyr et
al., 1993; Neupert und Brunner, 2002; Rassow et al., 1994; Schneider et al., 1994;
Stuart et al., 1994; Voos et al., 1994). Vor kurzem wurden Tim14 (Pam18), welches
eine J-Domane enthalt, und das ebenfalls DnaJ-ahnliche Tim16 (Pam16) als neue
essentielle Komponenten des mitochondrialen Importmotors identifiziert (Frazier et
al., 2004; Kozany et al., 2004; Mokranjac et al., 2003b; Truscott et al., 2003). Letz-
terem fehlt allerdings die HPD-Signatur zur Aktivierung der ATPase-Aktivitat von
mitochondrialem Hsp70. Zusammen vermitteln diese Komponenten den ATP
getriebenen Import von Vorstufenproteinen in die mitochondriale Matrix.
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3.3.7.1 Tim14, Tim16 und Tim44 sind notwendig fur die Erzeugung von s-Mgm1

Um den Einfluss des Importmotors auf die Bildung von s-Mgm1 zu untersuchen,
wurden Stdmme, in denen die Komponenten Tim14, Tim16 und Tim44 unter Kon-
trolle des GAL10-Promotors standen, auf Lactat-Medium mit 0,1 % (w/v) Galaktose
angezogen. In exponentiell wachsenden Kulturen dieser Stamme wurde dann das
Medium gegen Lactat-Medium mit 0,1 % (w/v) Glukose ausgetauscht und so die
Expression von Tim14, Tim16 oder Tim44 reprimiert. Vor dem Wechsel des Mediums
und zu den angegebenen Zeitpunkten nach dem Wechsel des Mediums wurden
Proben entnommen, Gesamtzellextrakte prapariert und durch SDS-PAGE, Western-
Blot und Immundekoration mit Antikdrpern gegen Mgm1 analysiert (Abbildung 24A).
Tatsachlich war ab dem Zeitpunkt 16 h nach Beginn der Repression von Tim14,
Tim16 oder Tim44 eine verminderte Bildung von s-Mgm1 zu beobachten. Im
weiteren Verlauf der Herunterregulation wurde der Effekt jeweils zunehmend starker.
Die Bildung von I-Mgm1 war nicht behindert oder wurde sogar begunstigt. Tim14 und
Tim16 waren bereits nach Herunterregulation flr 16 Stunden nicht mehr nachweisbar
(Abbildung 24A). Die Expression von Tim44 nimmt durch die Glukoserepression
ebenfalls stark ab, Spuren von Tim44 sind jedoch auch nach Herunterregulation fur
37 h noch nachweisbar (Abbildung 24A). Die Stabilitat der jeweiligen anderen
Komponenten des Importmotors oder des TIM17/TIM23-Komplexes wird durch
Herunterregulation einer dieser Komponenten nicht oder nur geringflgig beeinflusst
(Kozany et al., 2004; Milisav et al., 2001; Mokranjac et al., 2003b).

Abbildung 24: Ein funktionaler Importmotor ist notwendig fiir die Biogenese von Mgm1. A,
Nach den angegebenen Zeitrdaumen der Herunterregulation der angegebenen Proteine wurden den
Kulturen Aliquots entnommen, Gesamtzellextrakte prapariert und nach SDS-PAGE und Western-Blot
mit Antikdrpern gegen Mgm1, Ccp1 und die jeweilige herunterregulierte Komponente dekoriert. Die
vollstandige Prozessierung von Ccp1 zeigt, dass Pcp1 nicht limitierend fir die Prozessierung von
Mgm1 ist. B, Nach den angegebenen Zeitraumen der Herunterregulation von Pcp1 wurden der Kultur
Aliquots entnommen, Gesamtzellextrakte prapariert und nach SDS-PAGE und Western-Blot mit Anti-
kérpern gegen Mgm1 und Ccp1 dekoriert. Die Akkumulation des Intermediats von Ccp1 beginnt
gleichzeitig mit dem Verlust der Mgm1-Prozessierung. i, Intermediat und m, reife Form von Ccp1.

85



3 Ergebnisse

A
WT Tim17)
Zeit[h] 0 16 21 26 37 Zeit[h] 0 11 16 21 26 37
97 kD I-Mgm1 97 kD I-Mgm1
84 kD s-Mgm1 84 kD s-Mgm1
35 kD
18— Tim17
Tim14l Tim23!
Zeit[h] 0 11 16 21 26 37 Zeit [h] 11 16 21 26 37
97 kD I-Mgm1 97 kD I-Mgm1
84 kD s-Mgm1 84 kD s-Mgm1
25kD — Tim14 20 T e T Tim23
Tim16{ Tim50.
Zeith] o 11 16 21 26 37 Zeit[h] 0 11 16 21 26 37
97 kD —Mgm1 g7 4p I-Mgm1
84 kD —s-Mgm1  84kD s-Mgm1
35 kD 35kD
25 kD
—tmte - [T s
45 kD
Tim44! Tim22!
Zeit [h] 1621 26 37 Zeit [h] 1 16 21 26 37
97 kD — —I-Mgm1  g7¢p— I-Mgm1
84 kD — —s-Mgm1  g84kD— s-Mgm1

B Pcp1 \A
Zeit [h] 0 22 28 30
97 kD I-Mgm1
84 kD s-Mgm1

86



3 Ergebnisse

Um eine verminderte Bildung von s-Mgm1 aufgrund eines verminderten Imports und
damit verminderter Aktivitdt von Pcp1 auszuschlieRen, wurden dieselben Western-
Blots mit Antikorpern gegen Ccp1 dekoriert (Abbildung 24A). Ccp1 ist das einzige
weitere bekannte Substrat von Pcp1. Die Deletion von PCP1 resultiert in der Akku-
mulation eines Intermediats von Ccp1 (i in Abbildung 24B; Esser et al., 2002). Wenn
Pcp1 unter Kontrolle des GAL710-Promotors reprimiert wurde, war die Akkumulation
dieses Intermediats und die verminderte Bildung von s-Mgm1 gleichzeitig zu
beobachten. Die Prozessierung von Mgm1 und Ccp1 ist in gleichem Ausmal}
betroffen, wenn die Pcp1-Aktivitat limitierend wird. Bei der Herunterregulation von
Tim14, Tim16 und Tim44 ist die Prozessierung von Ccp1 nicht betroffen, d.h. eine
Akkumulation des Intermediats von Ccp1 ist nicht zu beobachten (Abbildung 24A).
Ein indirekter Effekt aufgrund verringerter Aktivitat von Pcp1 liegt also nicht vor.
Damit sind die Komponenten des Importmotors, Tim14, Tim16 und Tim44 notwendig
fur die Erzeugung von s-Mgm1.

Tim17 und Tim23 sind ebenfalls essentielle mitochondriale Proteine. Im Gegensatz
zu Tim14, Tim16 und Tim44 sind sie aber nicht Bestandteil des Importmotors auf der
Matrixseite der Mitochondrien. Vielmehr bilden sie den Translokationskanal des
TIM17/TIM23-Komplexes in der inneren Mitochondrienmembran (Moro et al., 1999;
Neupert und Brunner, 2002; Truscott et al, 2001). Auch Tim50 ist essentieller
Bestandteil des TIM17/TIM23-Komplexes. Tim50 tritt als erste Komponente des
TIM17/TIM23-Komplexes mit der Prasequenz eines zu importierenden Proteins in
Kontakt. Es hat wahrscheinlich eine Chaperone-ahnliche Funktion bei der Weiter-
gabe des Praproteins vom TOM-Komplex an den TIM17/TIM23-Translokationskanal
(Geissler et al., 2002; Mokranjac et al., 2003a; Yamamoto et al., 2002). Nach
Herunterregulation von Tim17 sind die Mengen beider Isoformen von Mgm1 reduziert
(Abbildung 24A). Die Herunterregulation von Tim23 und Tim50 betrifft die Bildung
von s-Mgm1 nur leicht und die Bildung von I-Mgm1 ist ebenfalls betroffen (Abbildung
24A). Um die Effizienz der Depletion dieser Komponenten zu kontrollieren, wurden
dieselben Western-Blots jeweils auch mit Antikdrpern gegen Tim17, Tim23 oder
Tim50 dekoriert. Tim17 und Tim23 sind bereits nach 11 h Herunterregulation nicht
mehr nachweisbar, wahrend Tim50 erst nach 26 h nicht mehr detektiert werden kann
(Abbildung 24A). Die Herunterregulation einer dieser drei Komponenten des
TIM17/TIM23-Komplex hat keinen oder nur geringen Einfluss auf die Stabilitat der
anderen beiden Komponenten oder auf die Stabilitat der Komponenten des Import-
motors (Milisav et al., 2001; Mokranjac et al., 2003a). Die Prozessierung von Ccp1 ist
in keinem der Experimente betroffen. Pcp1 ist in keinem Fall limitiernd fir die
Prozessierung von Mgm1. Tim17, Tim23 und Tim50 werden flr die Biogenese beider
Isoformen von Mgm1 bendtigt.

Tim22 ist eine Komponente des TIM22/TIM54—-Komplexes. Dieser Komplex ist
ebenfalls essentiell. Zusammen mit den kleinen Tim-Proteinen im Intermembranraum
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(TIM9/TIM10-Komplex und/oder TIM8/TIM13-Komplex) vermittelt er die Insertion in
die Innenmembran von hydrophoben Proteinen mit interner Signalsequenz, v.a. aus
der Familie der mitochondrialen Substrat-Transporter (Adam et al., 1999; Koehler et
al., 1998a; Koehler et al., 1998b; Leuenberger et al., 1999; Paschen et al., 2000;
Sirrenberg et al., 1996). Obwohl Tim22 effizient depletiert wurde und bereits nach
Herunterregulation fur 11 h nicht mehr nachweisbar war, war kein Effekt auf die Bio-
genese von Mgm1 zu beobachten (Abbildung 24A). Die Prozessierung von Ccp1
blieb ebenfalls unbeeinflusst. Der TIM22/TIM54-Komplex ist demnach nicht in die
Biogenese von Mgm1 involviert. Ein solches Verhalten ist fur Proteine mit N-
terminaler Signalsequenz zu erwarten. DarUber hinaus ist die Reduktion der Menge
von s-Mgm1 keine generelle Konsequenz der Herunterregulation eines essentiellen
mitochondrialen Proteins.

3.3.7.2 Ein funktionaler Importmotor ist notwendig fiir eine normale tubulare
mitochondriale Struktur

Das Fehlen einer Isoform von Mgm1 fuhrt zu einer gestorten mitochondrialen
Morphologie (Herlan et al., 2003; vgl. 3.2.7). Nach der Herunterregulation von Tim14,
Tim16 und Tim44 weicht das Verhaltnis zwischen den beiden Isoformen von Mgm1
deutlich von 1:1 ab. Auch hier kénnte die mitochondriale Morphologie betroffen sein.
Um die mitochondriale Morphologie in diesen Stammen zu untersuchen, wurden die-
selben mit pVT100U-mtGFP transformierten Stamme zu den gleichen Zeitpunkten
wie in 3.3.7.1 fluoreszenzmikroskopisch analysiert (Abbildung 25AB). Die Herunter-
regulation von Tim14, Tim16 und Tim44 fihrte schnell zur Fragmentierung und
Aggregation der Mitochondrien. Unter diesen Bedingungen war die Bildung von
s-Mgm1 stark reduziert (vgl. 3.3.7.1). Auch die Herunterregulation von Tim17 und
Tim23 fuhrte zur Fragmentierung und Aggregation von Mitochondrien (Abbildung
25AB). In diesem Fall sind wahrscheinlich reduzierte Mengen beider Mgm1-Isofor-
men daflr verantwortlich. Mdglicherweise werden Tim17 und/oder Tim23 aber flr
den Import weiterer Proteine bendtigt, die fur die Erhaltung der mitochondrialen
Struktur wichtig sind und daher zu diesem Effekt beitragen. Letzteres gilt insbeson-
dere fur Tim23, da der Effekt der Herunterregulation von Tim23 auf die Biogenese
von Mgm1 nicht sehr ausgepragt ist (vgl. 3.3.7.1). Herrunterregulation von Tim50
zeigte den schwachsten Effekt auf die mitochondriale Morphologie (Abbildung 25AB).
Erst nach 37 h Herrunterregulation zeigt ein grof3er Teil der Zellen fragmentierte
und/oder aggregierte Mitochondrien. Hier war auch der Effekt auf die Biogenese bei-
der Mgm1-Isoformen am geringsten (vgl. 3.3.7.1). In Ubereinstimmung mit dem
fehlenden Effekt der Herunterregulation von Tim22 auf die Biogenese von Mgm1 war
in diesem Fall kein Effekt auf die mitochondriale Morphologie zu beobachten. Das
impliziert weiter, dass keine andere Komponente, die fur die Erhaltung der normalen
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mitochondrialen Morphologie notwendig ist, den TIM22/TIM54-Komplex fir ihre Bio-
genese zu bendtigen scheint.

A
WT YPH499

Tim164

Abbildung 25: Ein funktionaler Importmotor ist notwendig fiir die Erhaltung der mitochon-
drialen Morphologie. Nach den angegebenen Zeitrdumen der Herunterregulation der angegebenen
Proteine wurden den Kulturen Aliquots entnommen und diese fluoreszenzmikroskopisch analysiert. A,
Reprasentative Fluoreszenz- (links) und Phasenkontrastbilder (rechts) nach Herrunterregulation der
jeweiligen Proteine (Tim14{, Tim16{, Tim44{, Tim17J, Tim23{, Tim50), Tim22l). WT YPH499,
genauso behandelter Wildtyp-Stamm. Balken, 5 um. B, Quantifizierung der mitochondrialen Morpho-
logiephanotypen flir die herunterregulierten Stamme aus (A). Mindestens 150 Zellen wurden fiir jeden
Zeitpunkt analysiert.
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3.3.7.3 Mitochondriales Hsp70 ist notwendig fiir die Erzeugung von s-Mgm1

Eine weitere essentielle Komponente des mitochondrialen Importmotors ist mito-
chondriales Hsp70 (Ssc1) (Gambill et al., 1993; Kang et al., 1990; Ostermann et al.,
1990; Schneider et al., 1994). Fur Ssc1 wurden zwei temperatursensitive Mutanten,
ssc1-2 und ssc1-3, beschrieben. Bei der permissiven Temperatur von 24 °C zeigen
die mutierten Proteine im Wesentlichen normale Funktion, bei der restriktiven
Temperatur von 37 °C verlieren sie ihre Funktion vollstandig (Gambill et al., 1993).
Die Mutation liegt im ssc7-2-Stamm in der Peptidbindungsdomane von Ssc1 und
fuhrt bei der restriktiven Temperatur zum Verlust der Interaktion von Ssc1 mit Tim44.
Die Interaktion von Ssc1 mit Praproteinen bleibt in diesem Stamm jedoch erhalten
(Gambill et al., 1993; Schneider et al., 1994; Voos et al., 1996). In der ssc7-3-
Mutante ist die ATP-Bindungsdomane von Ssc1 betroffen (Gambill et al., 1993).
Dadurch wird die vom Nukleotidstatus abhangige Dissoziation von Ssc1 von Tim44
verhindert (Schneider et al., 1994; Voos et al., 1996).

In temperatursensitiven Mutanten von mtHsp70 geht die Funktion des Importmotors
wesentlich schneller verloren als bei der Herunterregulation essentieller Motor-
komponenten. Moégliche sekundare Effekte fallen deshalb in der Regel geringer aus.
Die Stamme wurden auf selektivem Medium mit 2 % Glukose als Kohlenstoffquelle
bei der permissiven Temperatur von 24 °C bis in die Mitte der exponentiellen Phase
angezogen. Dann wurde die Temperatur auf 37 °C erhoht. Nach den angegebenen
Zeitspannen wurden Proben entnommen, Gesamtzellextrakte prapariert und durch
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SDS-PAGE, Western-Blot und Immundekoration mit Antikérpern gegen Mgm1 und
Ccp1 analysiert (Abbildung 26).

SSCTWT
Zeit[min] 0 30 60 90 150 240 420

-Mgm1 — —97 kD
s-Mgm1 —84 kD

ssc1-2 ssc1-3
Zeit[min] 0 30 60 90 150 240 420 Zeit[min] 0 30 60 90 150 240 420

-Mgm1 — FMOM T — S 07 D
s-Mgm1 S-MgIM 1— S 5 (D

Abbildung 26: Mitochondriales Hsp70 ist notwendig fiir die Biogenese von s-Mgm1. Zu den
angegebenen Zeitpunkten nach Erhéhung der Temperatur auf 37 °C wurden den Kulturen Aliquots
entnommen, Gesamtzellextrakte prapariert und nach SDS-PAGE und Western-Blot mit Antikdrpern
gegen Mgm1 und Ccp1 dekoriert. Die vollstandige Prozessierung von Ccp1 zeigt, dass Pcp1 nicht
limitierend fiur die Prozessierung von Mgm1 ist.

Wahrend im Wildtyp die Veranderung der Temperatur keinen Einfluss auf die Bio-
genese von Mgm1 hatte, wurde die Bildung von s-Mgm1 sowohl in der ssc7-2- als
auch in der ssc7-3-Mutante bei der restriktiven Temperatur reduziert. In der ssc7-2-
Mutante dominierte I-Mgm1 schon bei der permissiven Temperatur leicht Uber
s-Mgm1. Mdglicherweise ist in diesem Stamm Ssc1 schon bei der permissiven
Temperatur nicht voll funktional. Die Bildung von I-Mgm1 blieb in beiden Mutanten im
Wesentlichen unbeeinflusst. Eine Akkumulation des Intermediats von Ccp1 war nicht
zu beobachten. Der Effekt auf die Bildung von s-Mgm1 beruht nicht auf einer
reduzierten Aktivitdt von Pcp1 (vgl. 3.3.7.1). Damit ist unmittelbar die Aktivitat von
mitochondrialem Hsp70 notwendig fir die Biogenese von s-Mgm1.

3.3.7.4 Temperatursensitive Mutanten von SSC17 zeigen bei der restriktiven
Temperatur veranderte mitochondriale Morphologie

Die beiden ssc7-2- und ssc7-3—Mutanten sowie der isogenetische SSC7 Wildtyp-
Stamm wurden jeweils mit pVT100U-mtGFP transformiert. Unter den gleichen
Bedingungen der Temperaturerhhung auf 37 °C wurde in diesen Stammen fluores-
zenzmikroskopisch die Morphologie der Mitochondrien untersucht. Beide tempera-
tursensitiven Mutanten von SSC1 zeigten nach der Erhéhung der Temperatur auf
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37 °C einen schnellen Verlust der tubularen mitochondrialen Struktur. Statt dessen
war Fragmentierung und Aggregation der Mitochondrien zu beobachten. (Abbildung
27AB).
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Abbildung 27: Mitochondriales Hsp70 ist notwendig fiir die Erhaltung der normalen tubuldren
mitochondrialen Morphologie. Mit pVT100U-mtGFP transformierte temperatursensitive Mutanten
von SSC1 (ssc1-2 und ssc1-3), sowie der isogenetische Wildtyp-Stamm (WT SSC7) wurden bis zur
mittleren logarithmischen Phase bei permissiver Temperatur (24 °C) angezogen. Dann wurde die
Temperatur auf die restriktive Temperatur (37 °C) erhdht. Nach den angegebenen Zeitrdumen bei
restriktiver Temperatur wurde die mitochondriale Morphologie der Stdmme fluoreszenzmikroskopisch
analysiert. A, Reprasentative Fluoreszenz- (links) und Phasenkontrastbilder (rechts). Balken, 5 um. B,
Die mitochondrialen Morphologiephanotypen wurden fir jeweils mindestens 150 Zellen in finf unab-
hangigen Experimenten ausgezahlt. Der Mittelwert ist dargestellt.
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Die Morphologie des isogenetischen Wildtyp-Stammes blieb nach der Erhéhung der
Temperatur auf 37 °C unverandert. Die Fragmentation und Aggregation der
Mitochondrien verlief im ssc7-2-Stamm deutlich schneller als im ssc7-3-Stamm.
Diese Ergebnisse bestatigen eine Studie, in der mit diesen temperatursensitven
Mutanten nach Erhéhung der Temperatur auf 37 °C ebenfalls ein Verlust der
normalen tubuldren mitochondrialen Morphologie beobachtet wurde (Kawai et al.,
2001).

3.3.8 Die ATP-Konzentration in der Matrix ist kritisch fiur die Mgm1-
Prozessierung

Der Import von Vorstufenproteinen in die mitochondriale Matrix ist ATP-abhangig
(Gambill et al., 1993; Stuart et al., 1994). Diese ATP—Abhangigkeit beruht auf der
ATP-Abhangigkeit des mitochondrialen Hsp70. Da die Biogenese von s-Mgm1 von
mitochondrialem Hsp70 abhangt (vgl. 3.3.7.3), ist eine direkte Abhangigkeit der
Biogenese von s-Mgm1 von der ATP-Konzentration in der mitochondrialen Matrix
naheliegend. Die ATP-Konzentration in der Matrix kann in isolierten Mitochondrien in
vitro manipuliert werden. Insbesondere ist eine Depletion von ATP aus der mito-
chondrialen Matrix moglich, indem Mitochondrien mit Apyrase und Oligomycin
vorinkubiert werden. Apyrase hydrolysiert aul3erhalb der Mitochondrien ATP. Durch
Export aus der mitochondrialen Matrix Uber den ADP/ATP-Transporter wird ATP
nachgeliefert. Bei gleichzeitiger Hemmung der Neusynthese von ATP in der Matrix
durch Oligomycin verarmt auch die Matrix an ATP. AnschlieRend wird der Re-Import
von ATP unter den Bedingungen der Importreaktion durch die Hemmung des
ADP/ATP-Transporters mit Atractylosid verhindert (Stuart et al., 1994).

3.3.8.1 Ein in vitro-Prozessierungssystem fiir Mgm1

Die Aminosaurereste 1-228 von Mgm1 waren hinreichend, um DHFR beim Import in
isolierte Mitochondrien in den Intermembranraum zu dirigieren (vgl. 3.1.2.). Das
dabei verwendete Vorstufenprotein Mgm1.,2s-DHFR enthalt beide hydrophoben
Segmente von Mgm1 und die Prozessierungsstelle fur Pcp1. Nach in vitro-Import
dieses Vorstufenproteins in isolierte Mitochondrien war neben einer intensiven Bande
mit einem scheinbaren Molekulargewicht von 47 kD eine weitere schwachere Bande
mit einem scheinbaren Molekulargewicht von 34 kD vorhanden. Beide Banden waren
resistent gegen Trypsinbehandlung der Mitochondrien, sind also Uber die aulere
Membran von Mitochondrien transportiert worden (Abbildung 28). Die GroRen-
differenz von 13 kD zwischen beiden Banden entspricht genau der GroRendifferenz
zwischen |-Mgm1 und s-Mgm1. Die beiden Banden entsprechen wahrscheinlich
I-Mgm11.22s-DHFR und s-Mgm14.22s-DHFR. Um die Identitat der Bande von 34 kD mit
s-Mgm14.228-DHFR zu bestatigen, wurden analoge Versionen von Mgm11.22s-DHFR-
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Vorstufenproteinen mit den gleichen Mutationen im ersten oder zweiten hydrophoben
Segment in vitro importiert, wie sie schon in 3.3.2 und 3.3.3 in vivo analysiert worden
waren. Die 34 kD Bande wurde im Vergleich zu Wildtyp Mgm14.22s-DHFR starker,
wenn das erste hydrophobe Segment durch Einflhrung einer positiven oder
negativen Ladung (G100K, G100D) hydrophiler gemacht wurde. Beim Import der
Mgm1VVL entsprechenden Mutation (VVL) oder Deletion der Spaltstelle (A2) in den
Mgm11.22s-DHFR Versionen war die 34 kD Bande nicht mehr zu beobachten
(Abbildung 28). Damit entspricht die 34 kD Bande s-Mgm1.,2s-DHFR. Dartber hin-
aus sind diese in vitro-Ergebnisse im Einklang mit den Beobachtungen in vivo und
bestatigen zusatzlich den Einfluss der Hydrophobizitat des ersten hydrophoben
Segments von Mgm1 auf die Prozessierungseffizienz.

3.3.8.2 Die Entstehung von s-Mgm14.,23-DHFR in vitro ist ATP-abhédngig

Die Abhangigkeit der Prozessierung von Mgm14.22s-DHFR von der ATP-Konzen-
tration in der Matrix wurde in vitro durch Import des Vorstufenproteins in isolierte
Mitochondrien untersucht, in denen vor dem Import durch Vorinkubation mit Apyrase
und Oligomycin ATP depletiert wurde (Abbildung 28B). Wahrend ohne Depletion von
ATP fast 20 % des gesamten Mgm1422s-DHFR als s-Mgm14.22s-DHFR vorlagen,
machte s-Mgm1.22s-DHFR nach Depletion von ATP aus der Matrix weniger als 3 %
des gesamten Mgm11.22s-DHFR aus. Das zeigt eine starke ATP-Abhangigkeit der
Bildung von s-Mgm14.22s-DHFR. Die Bildung von I-Mgm14.22s-DHFR war unabhangig
von der ATP-Konzentration in der Matrix. Generell ist die Prozessierungseffizienz fur
das verwendete Vorstufenprotein in vitro etwas geringer als fur endogenes Mgm1 in
vivo. Das ist jedoch nicht ungewdhnlich, da eine Vielzahl von Prozessen in vitro
weniger effizient ablauft als in vitro.

3.3.8.3 Die Bildung von s-Mgm14_22s-DHFR hangt von mtHsp70 ab

SchlieRlich wurde das Vorstufenprotein Mgm14.,28-DHFR in Mitochondrien importiert,
die aus Wildtyp-Hefestammen oder aus der ssc71-3 temperatursensitiven Mutante
isoliert wurden. Vor dem Import wurden die Mitochondrien jeweils fir 15 min bei
24 °C oder bei 37 °C vorinkubiert. Durch die Behandlung von Mitochondrien aus dem
ssc1-3-Stamm bei 37 °C sollte mitochondriales Hsp70 inaktiviert werden. In Mito-
chondrien aus dem Wildtyp-Stamm hatte die Vorinkubation bei 37 °C keinen signifi-
kanten Einfluss auf die Prozessierungseffizienz von Mgm14.22s-DHFR. Im Gegensatz
dazu war die Bildung von s-Mgm14.,26-DHFR bei Vorinkubation der ssc7-3-Mito-
chondrien bei 37 °C stark reduziert (Abbildung 28C). Die Entstehung von
I-Mgm14.22s-DHFR blieb in Mitochondrien aus beiden Stammen unbeeinflusst
(Abbildung 28C). Auch in vitro hangt die Erzeugung von s-Mgm11.22s-DHFR von der
Funktion des mitochondrialen Hsp70 ab. I-Mgm14.22s-DHFR kann unabhangig von
mtHsp70 entstehen.
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Abbildung 28: ATP-Abhangigkeit der Erzeugung von s-Mgm1,.,,s-DHFR in vitro. A-C, Linke
Seite. Radioaktiv markierte Vorstufenproteine von Mgm14.,26-DHFR wurden in isolierte Mitochondrien
importiert und nach dem Import mit 50 pg/ml Trypsin behandelt. p, Vorstufenprotein; |2, I-Mgm1(A2)..
228-DHFR. Rechte Seite. Die relative Menge von s-Mgm1,.,,s-DHFR bezogen auf die Gesamtmenge
von Mgm1,.2,5-DHFR wurde durch densitometrische Quantifizierung ermittelt. A, Die angegebenen
Varianten (WT, G100D, G100K, VVL, A2; vgl. Abbildung 21) von Mgm14.,s-DHFR-Vorstufenproteinen
wurden in isolierte Mitochondrien importiert. Fir VVL und A2 wurde der Hintergrund auf Héhe von s-
Mgm1,.,25-DHFR quantifiziert. B, Wo angegeben, wurde die mitochondriale Matrix vor dem Import von
ATP depletiert. C, Mitochondrien, die aus Wildtyp-Hefe oder aus der ssc7-3 temperatursensitiven
Mutante isoliert wurden, wurden vor dem Import fiir 15 min bei der angegebenen Temperatur inku-
biert. A-C, Nach Wilcoxon-Test statistisch hoch signifikante Unterschiede (p<0,01) zu (A) Wildtyp
Mgm14.,2-DHFR (n=8), (B) Import ohne vorherige ATP-Depletion (n=6) und (C) Import nach
Vorinkubation bei 24 °C (n=6) sind durch ** gekennzeichnet.
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3.3.8.4 Eine Mutation in der Untereinheit 6 der FoF1-ATPase fuhrt zu reduzierter
Bildung von s-Mgm1

Die beiden Isoformen von Mgm1 haben flr ihre Biogenese unterschiedliche Anforde-
rungen an die ATP-Konzentration in der Matrix. Daher kdnnten physiologisch Bedin-
gungen auftreten, unter denen die Bildung von s-Mgm1 reduziert ist. Um solche
Bedingungen mit reduzierter ATP-Konzentration in der Matrix zu simulieren, wurde
der M28-82-Stamm verwendet. Dieser Stamm tragt eine Mutation im mitochondrialen
Genom, die auf dem ATP6/OLI2 Locus lokalisiert wurde (Foury und Tzagoloff, 1976).
Der M28-82-Stamm zeigt eine verringerte F.Fi-ATPase-Aktivitat und langsames
Wachstum auf nicht fermentierbarer Kohlenstoffquelle. Dieser Phanotyp beruht
wahrscheinlich auf reduzierter ATP-Konzentration in der mitochondrialen Matrix auf-
grund verringerter ATP-Synthese auf nicht fermentierbarer Kohlenstoffquelle.

Aus exponentiell auf nicht fermentierbarer Kohlenstoffquelle wachsenden Kulturen
dieses Stammes wurden Gesamtzellextrakte prapariert und durch SDS-PAGE,
Western-Blot und Immundekoration mit Antikbrpern gegen Mgm1 und Ccp1 analy-
siert (Abbildung 29A). In der Mutante war das Verhaltnis der beiden Isoformen von
Mgm1 zugunsten von I-Mgm1 verschoben. Die Prozessierung von Ccp1 war hinge-
gen nicht behindert. Die reduzierte Bildung von s-Mgm1 beruht also nicht auf einer
verminderten Aktivitat von Pcp1.

A
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Abbildung 29: Untersuchung des M28-82-Stammes (atp6), der eine Mutation enthalt, die auf
dem ATP6 Locus lokalisiert wurde. Wildtyp- und M28-82-Stamm wurden bei 30 °C auf nicht
fermentierbarer Kohlenstoffquelle angezogen. A, Gesamtzellextrakte wurden prapariert und durch
SDS-PAGE, Western-Blot und Immundekoration mit Antikérpern gegen Mgm1 und Ccp1 analysiert.
Wie die vollstandige Prozessierung von Ccp1 zeigt, ist die Pcp1-Aktivitat nicht limitierend. B, Aliquots
der Kulturen wurden mit Rhodamin B-Hexylester geféarbt und fluoreszenzmikroskopisch analysiert. Fur
die Quantifizierung der Morphologiephanotypen wurden mindestens 150 Zellen in vier unabhangigen
Experimenten ausgewertet. Die Mittelwerte und Standardabweichungen sind dargestellt. C,
Repréasentatives Fluoreszenz- (links) und Phasenkontrastbild (rechts) des in (B) analysierten M28-82-
Stammes. Balken, 5 ym.
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Die mitochondriale Morphologie wurde im M28-82-Stamm ebenfalls untersucht. Dazu
wurden exponentiell auf nicht fermentierbarer Kohlenstoffquelle wachsende Kulturen
von Wildtyp und Mutante mit dem Fluoreszenzfarbstoff Rhodamin B-Hexylester
gefarbt. Dieser Farbstoff farbt abhangig vom Membranpotential spezifisch die Mito-
chondrien (Abbildung 29BC). Unter diesen Bedingungen zeigten Mitochondrien aus
dem Wildtyp-Hefestamm eine normale tubulare Struktur. Im M28-82-Stamm waren
die Mitochondrien jedoch Uberwiegend fragmentiert und aggregiert. Auch in diesem
Experiment besteht eine Korrelation zwischen einem gestérten Mengenverhaltnis
beider Mgm1-Isoformen und einer gestérten mitochondrialen Struktur.

3.3.9 In stationaren Zellen ist Pcp1 nicht limitierend fiir die Prozessierung von
Mgm1

Die Abhangigkeit der Prozessierung von Mgm1 von einem funktionalen Importmotor
und der ATP-Konzentration in der Matrix weist darauf hin, dass das Verhaltnis beider
Mgm1-Isoformen schon wahrend des Imports etabliert wird. I-Mgm1 sollte in diesem
Fall nicht mehr von Pcp1 gespalten werden, sobald es seine Lokalisation in der
Innenmembran erreicht hat. Eine regulatorische Funktion der Protease Pcp1 ware
wenig wahrscheinlich.

Im Gegensatz dazu wurde eine kontinuierlich abnehmende Expression von Pcp1 von
der frGhen exponentiellen bis zur stationaren Wachstumsphase beschrieben
(McQuibban et al., 2003). Gleichzeitig nimmt die Intensitat von I-Mgm1, welches in
dieser Studie in der frihen exponentiellen Wachstumsphase nicht nachweisbar ist,
zu, bis in der spaten exponentiellen Phase und der stationaren Phase die beiden
Isoformen von Mgm1 das normale Verhaltnis von ca. 1:1 erreichen (McQuibban et
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al.,, 2003). Aufgrund dieser Beobachtungen wurde eine Funktion von Pcp1 als
physiologisch signifikanter Regulator der Prozessierung von Mgm1 und der mito-
chondrialen Morphologie vorgeschlagen.

Um zu untersuchen, ob die Aktivitat von Pcp1 in der stationaren Wachstumsphase
limitierend fir die Prozessierung von Mgm1 ist, wurde von W303a eine Wachstums-
kurve erstellt. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurde einerseits die Absorption bei
578 nm bestimmt und andererseits durch Praparation von Gesamtzellextrakten,
SDS-PAGE, Western-Blot und Immundekoration mit Antikérpern gegen Mgm1 und
Ccp1 das Verhaltnis beider Isoformen analysiert. Dieses Experiment wurde sowohl
fur das Wachstum auf fermentierbarer (YPD, Abbildung 30AB) als auch auf nicht
fermentierbarer Kohlenstoffquelle (YPG, Abbildung 30CD) durchgefuhrt.
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Abbildung 30: Das Verhéltnis beider Mgm1-lsoformen ist unabhidngig von der Wachstums-

phase. A, Wachstumskurve des Wildtyp-Stammes W303a auf fermentierbarer Kohlenstoffquelle
(YPD). Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden Proben entnommen und die Absorption bei 578 nm
bestimmt. B, Gesamtzellextrakte der Proben in (A) wurden prapariert und durch SDS-PAGE, Western-
Blot und Immundekoration mit Antikérpern gegen Mgm1 und Ccp1 analysiert. i, Intermediat und m,
reife Form von Ccp1. C, D, Das gleiche Experiment wie in (A) und (B) wurde auf nicht fermentierbarer
Kohlenstoffquelle (YPG) durchgefiihrt. B, D, Vollstandige Prozessierung von Ccp1 zeigt, dass Pcp1 zu
keinem Zeitpunkt limitierend fiir die Prozessierung von Mgm1 ist.
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Weder auf fermentierbarer noch auf nicht fermentierbarer Kohlenstoffquelle wurde in
irgendeiner Wachstumsphase eine signifikante Abweichung vom normalen Verhaltnis
beider Mgm1-Isoformen von ca. 1:1 beobachtet. Das Verhaltnis beider Isoformen
scheint von der Wachstumsphase unabhangig zu sein. Insbesondere kommt es in
der stationdren Phase nicht zu einer Akkumulation des Intermediats von Ccp1.
Obwohl seine Expression reduziert zu sein scheint, ist Pcp1 in der stationaren Phase
nicht limitierend fur die Prozessierung von Mgm1.

3.3.10 I-Mgm1 kann nicht in s-Mgm1 umgewandelt werden

Um zu untersuchen, ob einmal entstandenes I-Mgm1 prinzipiell in s-Mgm1 umge-
wandelt werden kann, wurde der Wildtyp-Stamm W303a bis zur mittleren logarith-
mischen Phase angezogen und dann mit 100 pg/ml Cycloheximid versetzt. Da
dadurch die Neusynthese von Mgm1 unterbunden wird, sollte I-Mgm1 durch Pcp1
vollstdndig in s-Mgm1 umgewandelt werden, falls die Prozessierung nach der
Entstehung von I-Mgm1 prinzipiell moéglich ist.

Die Menge beider Isoformen nimmt Uber den beobachteten Zeitraum von 49 Stunden
durch den natirlichen Abbau von Mgm1 ab (Abbildung 31A). Das Verhaltnis beider
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Isoformen von Mgm1 bleibt nach der Zugabe von Cycloheximid jedoch unverandert.
Eine Umwandlung von I-Mgm1 in s-Mgm1 findet nach Unterbindung der Protein-
biosynthese nicht statt.

A -
+ Cycloheximid
Zeit [h] 0 1 3 7 26 41 49
S-MOM T S s S S o S o —84 kD
B

+ Cycloheximid + Methionin
Zeitf[min] 0 3 5 10 20 40 90 180 300 480

s-Mgm1— == KR S B2 B B = B 84 kD

T — T— — —

Abbildung 31: Einmal entstandenes I-Mgm1 kann nicht in s-Mgm1 umgewandelt werden. A,
Exponentiell wachsende Kulturen von W303a wurden mit 100 ug/ml Cycloheximid versetzt. Zu den
angegebenen Zeitpunkten wurden den Kulturen Aliquots entnommen, Gesamtzellextrakte prapariert
und durch SDS-PAGE, Western-Blot und Immundekoration mit Antikérpern gegen Mgm1 analysiert.
Das Verhaltnis beider Mgm1-Isoformen andert sich nicht durch die Unterbindung der Protein-
biosynthese. B, Neu synthetisierte Proteine wurden in exponentiell wachsenden Kulturen von W303a
fir 15 min mit [358]-Methionin markiert. Dann wurde die weitere Synthese markierter Proteine durch
Zugabe von 100 pg/ml Cycloheximid und einem Uberschuss von nicht markiertem Methionin unter-
bunden. Nach den angegebenen Zeitrdumen wurden den Kulturen Aliquots entnommen, Gesamt-
zellextrakte prapariert und daraus die beiden Isoformen von Mgm1 mit Antikbrpern gegen das C-
terminale Epitop prazipitiert. Die Analyse durch SDS-PAGE und Autoradiographie zeigt keine Veran-
derung des Verhaltnisses beider Mgm1-Isoformen.

Um diese Beobachtung zu bestatigen, wurde ein Pulse-chase Experiment durchge-
fuhrt. In einer exponentiell wachsenden Kultur von S. cerevisiae W303a. wurden neu
synthetisierte Proteine 15 min lang mit [3°S]-Methionin markiert (pulse). Anschlie3end
wurde die weitere Synthese von markierten Proteinen durch Zugabe von 100 pg/ml
Cycloheximid und 10 mM nicht markiertem Methionin unterbunden (chase). Nach
verschieden langen Zeitraumen wurden der Kultur Aliquots entnommen, Gesamtzell-
extrakte prapariert und durch Immunprazipitation mit Antikrpern gegen das C-
terminale Epitop, SDS-PAGE und Autoradiographie analysiert. Sofort nach Ende der
Markierungsphase sind beide Isoformen von Mgm1 vorhanden (Abbildung 31B). Das
zu diesem Zeitpunkt etablierte Verthaltnis beider Mgm1-Isoformen andert sich Uber
den beobachteten Zeitraum von 8 Stunden nicht. Einmal entstandenes |I-Mgm1 kann
nicht in s-Mgm1 umgewandelt werden.
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4 Diskussion

4.1 Beide Isoformen von Mgm1 sind im Intermembranraum lokalisert

In der vorliegenden Arbeit wurde die submitochondriale Lokalisation und Biogenese
des mitochondrialen Dynamin-ahnlichen Proteins Mgm1 untersucht. Mgm1 kommt in
zwei Isoformen vor, deren Identitat in dieser Arbeit geklart wurde. Beide Isoformen
von endogenem Mgm1 waren in Mitochondrien, nicht aber in Mitoplasten, vor dem
Verdau durch zugegebene Proteinase K geschutzt. Damit sind die fur die Detektion
von endogenem Mgm1 verwendeten Epitope, ein C-terminales und ein internes
Epitop, im Intermembranraum lokalisiert. Mgm1 besitzt nur am N-Terminus ein vor-
hergesagtes Transmembransegment. Der gesamte Anteil des Proteins C-terminal
von diesem vorhergesagten Transmembransegment befindet sich also im Inter-
membranraum. Diese Lokalisierung ist in Ubereinstimmung mit einer Studie von
(Wong et al., 2000) und zwei weiteren im Verlauf dieser Arbeit verdffentlichten
Studien (Sesaki et al., 2003b; Wong et al., 2003). Im Gegensatz dazu war zuvor eine
Lokalisierung von Mgm1 in der mitochondrialen Aufienmembran beschrieben worden
(Shepard und Yaffe, 1999). Allerdings wurde in dieser Studie die Integritat der
Aullenmembran bei der Trypsinbehandlung nicht durch Trypsinresistenz eines
Intermembranraumproteins nachgewiesen und bei hdheren Trypsinkonzentrationen
wurde selbst das Matrixprotein Mas2 teilweise verdaut. Daher ist der dort beobach-
tete Abbau von Mgm1 wahrscheinlich auf eine defekte Aullenmembran und nicht auf
eine Exposition von Mgm1 auf der aufderen Oberflache von Mitochondrien zurick-
zufihren. In Ubereinstimmung mit der Lokalisierung von Mgm1 in S. cerevisiae
wurde OPA1, das menschliche Ortholog von Mgm1, im Intermembranraum lokalisiert
(Griparic et al., 2004; Olichon et al., 2002; Satoh et al., 2003). Msp1, das orthologe
Protein aus Schizosaccharomyces pombe, wurde in der mitochondrialen Matrix
gefunden (Pelloquin et al., 1999). Dabei konnte ein Fusionsprotein aus den ersten
109 Aminosaureresten von Msp1 und DHFR in vitro in die Matrix importiert werden.
Ein Fusionsprotein aus den ersten 89 bzw. 113 Aminosaureresten von Mgm1 und
DHFR wird in vitro ebenfalls in die Matrix misslokalisiert (nicht dargestellt). Erst die
N-terminalen 228 Aminosaurereste von Mgm1 sind hinreichend, um DHFR beim in
vitro-lmport korrekt in den Intermembranraum zu sortieren. Deshalb kdnnte die von
Pelloquin et al., 1999 beobachtete Lokalisierung in der Matrix eine Misslokalisierung
aufgrund einer unvollstandigen Sortierungssequenz wiederspiegeln. Der von
Pelloquin et al., 1999 ebenfalls durchgefihrte Import von Msp1 in isolierte
Mitochondrien gibt keinen Aufschluss uUber die submitochondriale Lokalisierung von
Msp1, da nach dem Import nur intakte Mitochondrien, nicht aber Mitoplasten mit
Trypsin  behandelt wurden. Schlieldlich wurde in dieser Studie moderat
uberexprimiertes Msp1 in der Matrix lokalisiert. Allerdings wurde dabei die Effizienz
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des osmotischen Offnens der AuRenmembran nicht kontrolliert. Menschliches OPAT1,
welches eindeutig im Intermembranraum lokalisiert wurde, konnte die Deletion von
Msp1 in Schizzosaccharomyces pombe komplementieren (Lenaers et al., 2002). Das
macht eine Lokalisation von Msp1 in der Matrix sehr unwahrscheinlich. Insgesamt
zeigen die verfugbaren Daten eine Lokalisierung von Mgm1 und OPA1 und
wahrscheinlich der orthologen Proteine im Intermembranraum an.

Weniger eindeutig ist die Frage nach der Membranassoziation der beiden Isoformen
von Mgm1 zu beantworten. Die Identifizierung der N-Termini der Mgm1-Isoformen
zeigte die Prasenz einer vorhergesagten Transmembranhelix in I-Mgm1, die in
s-Mgm1 fehlt. In Ubereinstimmung damit wurde in Salz- und Carbonatextraktions-
experimenten eine starkere Membranassoziation von |-Mgm1 im Vergleich zu
s-Mgm1 beobachtet. Der N-Terminus von Mgm1 erreicht zumindest vorubergehend
die Matrix, da die Prasequenz durch MPP abgespalten wird. Diese Daten stltzen
eine Topologie, bei der -Mgm1 mit seinem N-Terminus in der Innenmembran veran-
kert ist und den grofdten Teil des Proteins in den Intermembranraum exponiert.
s-Mgm1 ist im Intermembranraum peripher membranassoziiert. Fir OPA1 wurde die
gleiche Topologie wie fur -Mgm1 beschrieben (Griparic et al., 2004; Olichon et al.,
2002). Die partielle Extrahierbarkeit von I-Mgm1 mit Na,CO3; wurde in einer Weise
interpretiert, dass I-Mgm1 nur peripher membranassoziiert ist (Sesaki et al., 2003b;
Wong et al., 2000). Auch in der vorliegenden Arbeit war I-Mgm1 teilweise mit Na,CO3
extrahierbar. Dieses Verhalten ist jedoch nicht ungewohnlich fur integrale Membran-
proteine, die auf einer Seite der Membran nur wenige Aminosaurereste besitzen.
D-Lactatdehydrogenase, ein anerkannterweise mit seinem N-Terminus in der Innen-
membran verankertes Protein (Rojo et al.,, 1998), war unter diesen Bedingungen
ebenfalls mit Na,CO; extrahierbar. Die partielle Extrahierbarkeit von Mgm1 stellt
damit keinen Widerspruch mit der vorgeschlagenen Topologie von I-Mgm1 dar.

Mit welcher der beiden mitochondrialen Membranen s-Mgm1 assoziiert ist, ist nicht
geklart. Wahrend I-Mgm1 in allen Fallen ausschlieBlich (Wong et al., 2000) oder
zumindest auch (Sesaki et al., 2003b) mit der Innenmembran assoziiert gefunden
wurde, wurde fur s-Mgm1 auch eine exklusive Lokalisierung an der AuRenmembran
beschrieben (Sesaki et al., 2003b). Eine differentielle Lokalisierung mit I-Mgm1 in der
Innenmembran und s-Mgm1 auf der Innenseite der Aullenmembran ist also nicht
auszuschlielen. Fir OPA1 wurde sowohl eine solche differentielle Verteilung der
zwei Isoformen (Satoh et al., 2003) als auch eine ausschlieBliche Assoziation mit der
Innenmembran gefordert (Griparic et al., 2004; Olichon et al., 2002). Eigene Experi-
mente zur Trennung der mitochondrialen Membranen durch Saccharosedichte-
gradientenzentrifugation konnten diese Frage ebenfalls nicht entscheiden.
I-Mgm1 war Uberwiegend, aber nicht ausschlie3lich mit der Innenmembran assozi-
iert, wahrend s-Mgm1 haufiger, aber nicht immer mit der Aullenmembran assoziiert
war (nicht dargestellt). Generell waren diese Subfraktionierungsexperimente nicht
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zufriedenstellend reproduzierbar. Vermutlich werden wahrend des Beschallens der
Mitochondrien zur Herstellung submitochondrialer Vesikel unterschiedliche Mengen
von |I-Mgm1 und s-Mgm1 von ihrer urspringlichen Membran abgel6st und kdnnen
dann unspezifisch an benachbarte Membranen assoziieren. Eine solche Lipid-
assoziation ware flir Dynamin-ahnliche Proteine nicht ungewdhnlich, da Dynamine
lipidbindende Proteine sind (Takei et al., 1998; Takei et al., 2001). In Uberein-
stimmung mit einer zumindest partiellen Assoziation von beiden Mgm1-Isoformen mit
der AuRenmembran wurde unlangst eine physikalische Interaktion zwischen beiden
Formen von Mgm1 und den Aul3enmembranproteinen Fzo1 und Ugo1 beschrieben
(Sesaki und Jensen, 2004; Sesaki et al., 2003b; Wong et al., 2003). Dabei scheint
die Interaktion von I-Mgm1 mit Ugo1 und Fzo1 starker zu sein als die von s-Mgm1.
Da der grodte Teil von I-Mgm1 im Intermembranraum liegt, kdnnte dieser Teil des
Proteins mit Bereichen von Ugo1 und/oder Fzo1 interagieren, die zum Inter-
membranraum hin exponiert sind. Tatsachlich wurde eine Interaktion des integralen
Aullenmembranproteins Fzo1 mit der Innenmembran beschrieben, flir die ein zum
Intermembranraum hin exponiertes Segment von Fzo1 erforderlich ist (Fritz et al.,
2001). Allerdings ist Mgm1 wahrscheinlich nicht das unmittelbar mit Fzo1 inter-
agierende Protein in der Innenmembran, weil die Interaktion zwischen Fzo1 und
Mgm1 von Ugo1 in der AuRenmembran abhangt (Sesaki und Jensen, 2004). Zusam-
menfassend ist eine intergrale Verankerung des N-Terminus von I-Mgm1 in der
Innenmembran am wahrscheinlichsten. Vermittelt durch Ugo1 kénnte I-Mgm1 einen
Kontakt zwischen beiden mitochondrialen Membranen herstellen. s-Mgm1 konnte als
Teil eines Proteinkomplexes eine ahnliche Rolle im Intermembranraum spielen oder
aber ausschlief3lich mit der Au3en- oder der Innenmembran assoziiert sein. Auch
verschiedene Populationen von s-Mgm1, die entweder ausschlieRlich mit der Innen-
oder mit der AuRenmembran interagieren, konnen nicht ausgeschlossen werden.

4.2 Die Rhomboid-ahnliche Protease Pcp1 ist fur die Bildung von s-Mgm1
verantwortlich

Die N-terminale Sequenzierung beider Mgm1-Isoformen ergab, dass s-Mgm1 eine N-
terminal verkirzte Form von |I-Mgm1 ist. Bei der Durchmusterung von Deletions-
mutanten bekannter oder vorhergesagter mitochondrialer Proteasen konnte Pcp1 als
essentiell fur die Prozessierung von Mgm1 identifiziert werden. In der Zwischenzeit
wurde die Rolle von Pcp1 bei der Prozessierung von Mgm1 von zwei weiteren unab-
hangigen Studien bestatigt (McQuibban et al., 2003; Sesaki et al., 2003a). Pcp1 hat
ein konserviertes Motiv aus Serin-, Asparagin- und Histidin-Resten im aktiven
Zentrum, welches charakteristisch fur Serinproteasen ist. Wahrscheinlich besitzt
Pcp1 proteolytische Aktivitat und ist direkt fur die Prozessierung von Mgm1 verant-
wortlich. Pcp1 wurde schon zuvor als Protease beschrieben, die fur die
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Prozessierung von Ccp1 essentiell ist (Esser et al., 2002). Die Mutation des kataly-
tischen Serins flhrte zum Verlust der Prozessierungsaktivitat und zur Akkumulation
einer intermediaren Form von Ccp1. Zusammenfassend besitzt Pcp1 proteolytische
Aktivitat und ist unmittelbar fur die Prozessierung von Mgm1 und Ccp1 verant-
wortlich.

Fir die Prozessierung von Ccp1 durch Pcp1 ist eine vorhergehende Prozessierung
des Ccp1-Vorstufenproteins durch die mitochondriale AAA-Protease Yta10/Yta12
erforderlich (Esser et al., 2002). Yta10/Yta12 ist in der mitochondrialen Innen-
membran verankert. Das aktive Zentrum liegt in der mitochondrialen Matrix (Arnold
und Langer, 2002). Wie bei Mgm1 erfolgt die initiale Abspaltung der Prasequenz in
der Matrix. Im Gegensatz zu Ccp1 erfolgt die initiale Prozessierung von Mgm1
allerdings durch MPP. Die Pcp1-Prozessierung von Mgm1 ist unabhangig von
Yta10/Yta12. Yta10/Yta12—-Spaltung ist also keine generelle Voraussetzung flr eine
Spaltung durch Pcp1. Wahrend die Pcp1-Spaltung von Ccp1 eine vorherige Spaltung
von Ccp1 durch Yta10/Yta12 erfordert, scheint die MPP-Spaltung von Mgm1 nicht
notwendig flr eine Prozessierung von Mgm1 durch Pcp1 zu sein. Beim in vitro-
Import konnte die s-Mgm1 entsprechende Isoform von Mgm1.22s-DHFR auch nach
Hemmung von MPP durch o-Phenanthrolin und EDTA gebildet werden (nicht
dargestellt).

Pcp1 gehdrt zur unlangst beschriebenen Familie der Rhomboid-Proteasen (Koonin et
al., 2003; Urban et al., 2001) und ist deren erster beschriebener mitochondrialer
Vertreter. Durch in vitro-Importexperimente und Fluoreszenzmikroskopie konnte es in
Mitochondrien lokalisiert werden (McQuibban et al., 2003; Sesaki et al., 2003a;
Steinmetz et al., 2002). Die abspaltbare N-terminale Signalsequenz und die
Membranpotentialabhangigkeit seines Imports zusammen mit den fir die mito-
chondrialen Vertreter der Rhomboid-Proteasen vorhergesagten 7 Transmembran-
segmenten sprechen fur eine Lokalisation von Pcp1 in der mitochondrialen Innen-
membran (Steinmetz et al., 2002).

Rhomboid-Proteasen gehoéren zu den Serinproteasen und sind integrale Membran-
proteine, die ihre Substrate innerhalb der Membran spalten (Ubersichtsartikel siehe
Freeman, 2004; Urban und Freeman, 2003; Urban et al., 2001; Urban et al., 2002a;
Urban et al., 2002b). Fur die meisten bakteriellen und archaealen Rhomboid-
Proteasen wird ein Kern aus sechs Transmembranhelices vorhergesagt. Die mito-
chondrialen Vertreter der Rhomboid-Proteasen (Pcp1 und sein menschliches Ortho-
log PARL) verfugen uber ein zusatzliches siebtes vorhergesagtes Transmembran-
segment am N-Terminus (Koonin et al., 2003). Andere eukaryotische Rhomboid-
Proteasen besitzen eine zusatzliche Transmembranhelix am C-Terminus (Koonin et
al., 2003). Der Prototyp einer Rhomboid-Protease ist Rhomboid-1 aus Drosophila
melanogaster, welches den membranverankerten Liganden Spitz des Epidermal
Growth Factor Receptors im Golgiapparat spaltet und so dessen Sekretion ermdg-
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licht (Lee et al., 2001; Urban et al., 2001). Auf diese Weise wird der Signalweg des
Epidermal Growth Factor Receptors aktiviert. Dieser Signalmechanismus ist essen-
tiell fur die Musterbildung wahrend der Embryonalentwicklung von Drosophila mela-
nogaster. Auf die prinzipiell gleiche Weise kdnnen auch andere Liganden von EGFR
wie Gurken und Keren durch Rhomboid-Proteasen aktiviert werden (Reich und Shilo,
2002; Urban et al., 2002a). Die Substratspezifitdt von Rhomboid-Proteasen wurde
ausgiebig untersucht. Ein klares Konsensusmotiv fur die Spaltung scheint nicht zu
exisitieren. Alle bekannten Substrate besitzen jedoch ein Transmembransegment,
innerhalb dessen die proteolytische Spaltung erfolgt. Im Falle von Rhomboid-1 und
Spitz ist ein Transmembranbereich mittlerer Hydrophobizitat, der nahe an der Spalt-
stelle Uber helixbrechende Aminosaurereste wie Glycin oder Prolin verfugt, hin-
reichend fur eine effiziente Spaltung (Urban und Freeman, 2003). Es scheint weniger
die genaue Aminosauresequenz als vielmehr die Struktur einer verzerrten a-Helix
mittlerer Hydrophobizitat von Rhomboid-Proteasen erkannt zu werden. In Uberein-
stimmung damit weist die durch N-terminale Sequenzierung bestimmte Spaltstelle
von Mgm1 eine fur Transmembrandomanen eher geringe Hydrophobizitat auf und
helixborechende Aminosaurereste sind vorhanden. Eine unlangst veroffentlichte
Studie deutet aber darauf hin, dass fur andere Rhomboid-Proteasen und andere
Substrate andere Substraterkennungsmechanismen wichtig sind. Mit RHBDL-2 und
Thrombomodulin aus Maus wurde die erste Rhomboid-Protease in Vertebraten
zusammen mit einem physiologischen Substrat beschrieben (Lohi et al., 2004). Hier
scheint die Transmembrandomane des Thrombomodulins entbehrlich fir die Erken-
nung zu sein. Eine C-terminale cytoplasmatische Domane ist hinreichend fur die
Erkennung durch RHBDL-2 und kann die Spaltung innerhalb nicht verwandter
Transmembransegmente durch RHBDL-2 herbeifihren (Lohi et al., 2004). Ob in
Mgm1 weitere Bereiche aul3er der Region um die Prozessierungsstelle wichtig fur die
Spaltung sind, oder ob dieser Bereich hinreichend fur die Prozessierung durch Pcp1
ist, ist momentan Gegenstand weiterer Untersuchungen.

4.3 Der Phanotyp der PCP1-Deletion ist eine direkte Folge des Fehlens von s-
Mgm1
Schon vor der Beschreibung der Spaltung von Mgm1 durch Pcp1 wurde Pcp1
(Mdm37) bei der Durchmusterung einer Hefedeletionsbibliothek nach Mutanten mit
abnormaler mitochondrialer Morphologie gefunden (Dimmer et al., 2002). Die
Deletion von PCP1 fuhrte zur Fragmentierung und Aggregation von Mitochondrien
und zu einem atmungsdefizienten Phanotyp (Dimmer et al., 2002). Dieser Phanotyp
konnte in der vorliegenden Arbeit und anderen Studien bestatigt werden (McQuibban
et al., 2003; Sesaki et al., 2003a). Darlber hinaus wurde in dieser Arbeit durch
Farbung mit DAPI und fluoreszenzmikroskopische Analyse ein Verlust von mito-
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chondrialer DNA gefunden, der mit dem Verlust der Respirationskompetenz
korreliert. PCP1 ist allelisch mit UGO2. UGO2 wurde bei der Durchmusterung von
zufallig erzeugten Mutanten als Suppressor einer DNM1-Deletion gefunden und war
deshalb fur eine wahrscheinliche Komponente der mitochondrialen Fusion gehalten
worden (Sesaki und Jensen, 2001; Sesaki et al., 2003a).

Der Phanotyp eines Apcp1-Stammes ist von dem eines Amgm1-Stammes nicht zu
unterscheiden. Daher konnte der Apcp7-Phanotyp durch das Fehlen von s-Mgm1
verursacht sein. Der Phanotyp der PCP1-Deletion konnte durch Expression einer
artifiziellen Isoform von s-Mgm1, welche unabhangig von Pcp1 in den Intermembran-
raum dirigiert wurde, teilweise komplementiert werden. I-Mgm1 alleine ist also nicht
hinreichend fur die Funktion von Mgm1 und der Apcp1-Phanotyp ist tatsachlich durch
eine fehlende Prozessierung von Mgm1 bedingt. Die Komplementation war jedoch
nicht vollstandig. Moglicherweise gibt es weitere Substrate von Pcp1, deren Prozes-
sierung fur die Erhaltung der mitochondrialen Struktur und der mitochondrialen DNA
wichtig ist. Wahrscheinlicher scheint jedoch, dass die artifizielle Isoform von s-Mgm1
nicht voll funktionell ist oder das Expressionsniveau nicht exakt auf das im Wildtyp
eingestellt werden konnte und deshalb keine vollstandige Komplementation zu
beobachten war. AuRerdem konnte die Prozessierung von Mgm1 durch Pcp1 Teil
eines geordnet ablaufenden Prozesses und somit die einfache Zugabe von s-Mgm1
in einem Apcp1-Stamm nicht ausreichend sein, um die Funktion vollstandig wieder-
herzustellen. In Ubereinstimmung mit der Annahme, dass fehlende Mgm1-Prozessie-
rung der einzige oder zumindest der wichtigste Grund fir den beobachteten Apcp1-
Phanotyp ist, zeigt die Deletion von CCP1, dem Gen flr das einzige weitere
bekannte Substrat von Pcp1, weder einen Effekt auf die mitochondriale Struktur noch
auf die Respirationskompetenz und die Vererbung der mitochondrialen DNA.
Apcp1-Stamme kdnnen nach der Zygotenbildung in vivo fusionieren (Sesaki et al.,
2003a). Diese Beobachtung steht nicht im Widerspruch zur Notwendigkeit beider
Mgm1-Isoformen fur eine volle Funktionalitat. Obwohl I-Mgm1 ausreichend fur die
Fusion unter den Bedingungen des in vivo-Fusionsversuchs ist, scheint s-Mgm1
(direkt oder indirekt) flr eine effiziente Fusion in vegetativ wachsenden Zellen
bendtigt zu werden. In Apcp1-Stammen, in denen nur I-Mgm1 vorhanden ist, fuhrt
eine ineffiziente oder verlangsamte mitochondriale Fusion bei unverminderter Dnm1
vermittelter mitochondrialer Teilung zur Fragmentierung der Mitochondrien.

4.4 Beide Isoformen von Mgm1 sind fiir die Funktion erforderlich

s-Mgm1 ist fur die volle Funktionalitdt von Mgm1 unentbehrlich, wie anhand des
Phanotyps der PCP1-Deletion und der beobachteten partiellen Komplementation
dieses Phanotyps mit einer artifiziellen Form von s-Mgm1 deutlich wird. Die Deletion
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von MGM1 konnte nur durch Koexpression von artifiziellen Formen fur s-Mgm1 und
I-Mgm1 teilweise komplementiert werden, nicht aber durch die Expression einer
dieser Formen allein. Daher sind beide Isoformen von Mgm1 flr eine volle Funktio-
nalitiat erforderlich. In Ubereinstimmung damit konnte in keiner der untersuchten
Varianten, welche nur (oder fast nur) I-Mgm1 (Mgm1A2, Mgm1VVL) bzw. nur (oder
fast nur) s-Mgm1 (Mgm1A1, Mgm1G100D, Mgm1G100K) hervorbringen, Komple-
mentation von Amgm1-Stammen beobachtet werden. Obwohl dies in Analogie zum
nicht prozessierten EGFR-Liganden Spitz vorgeschlagen wurde (Freeman, 2004;
McQuibban et al., 2003), ist I-Mgm1 nicht nur eine Speicherform, die durch Pcp1-
Prozessierung zur eigentlich aktiven Komponente s-Mgm1 aktiviert wird. Auch mit
der Fusionskompetenz von Apcp1-Stammen nach der Zygotenbildung (Sesaki et al.,
2003a) ist die Idee von I-Mgm1 als inaktiver Vorstufe nicht vereinbar.

Die Notwendigkeit beider Mgm1-Isoformen fur eine volle Funktionalitdt kann auf
molekularer Ebene verschiedene Ursachen haben. Beide Isoformen konnten einen
heterooligomeren Komplex bilden, der fur die Funktion erforderlich ist und durch
einen homooligomeren Komplex nicht oder nur teilweise ersetzt werden kann. Fur
die Existenz eines oligomeren Komplexes von Mgm1 sprechen zwei Beobachtungen.
Erstens ist das durch Gelfiltration ermittelte Molekulargewicht von I-Mgm1 von ca.
400 kD mit einem solchen Komplex vereinbar (Shepard und Yaffe, 1999). s-Mgm1
eluierte in dieser Studie als separater Komplex mit einem scheinbaren Molekular-
gewicht von 120 kD. Entweder gibt es unterschiedliche Komplexe von I-Mgm1 und
s-Mgm1 oder ein moglicher heterooligomerer Komplex, der beide Isoformen von
Mgm1 enthalt, ist unter diesen Bedingungen nicht stabil. Zweitens kdnnen verschie-
dene temperatursensitive Allele von Mgm1, von denen das eine die Mutation in der
GTPase-Domane und das andere die Mutation weiter C-terminal tragt, einander
komplementieren (Wong et al., 2003). In einem oligomeren Komplex kénnte es aus-
reichen, wenn eine funktionale GTPase-Domane und ein funktionaler C-Terminus
vorhanden ist. FUr die verwandten Dynamine ist eine Homooligomerisierung etabliert
(Hinshaw, 1999; Hinshaw und Schmid, 1995; Warnock et al., 1996; Zhang und Hins-
haw, 2001). Diese Daten geben aber keinen Aufschluss dartber, ob beide Mgm1-
Isoformen im gleichen oligomeren Komplex vorliegen. Ob Mgm1 tatsachlich Homo-
oder Heterooligomere bilden kann und ob beide Isoformen im selben Proteinkomplex
vorliegen, ist momentan Gegenstand weiterer Untersuchungen. Andererseits ware
die Notwendigkleit beider Isoformen auch erklarbar, wenn I-Mgm1 und s-Mgm1
nacheinander im selben Prozess bendtigt werden. Schlie8lich kénnten I-Mgm1 und
s-Mgm1 an unterschiedlichen Prozessen beteiligt sein. In diesem Fall mussten die
unterschiedlichen Prozesse zumindest indirekt voneinander abhangen, da nur dann
der gleiche Phanotyp von Mutanten zu erklaren ist, die nur entweder I-Mgm1 oder
s-Mgm1 exprimieren.
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4.5 Die koordinierte Bildung beider Mgm1-Isoformen erfolgt durch einen
neuartigen Mechanismus der alternativen Topogenese

Die Notwendigkeit beider Isoformen fiir die Funktion wirft unmittelbar die Frage auf,
wie die koordinierte Bildung beider Isoformen gewahrleistet wird. In diesem Zusam-
menhang sind insbesondere drei Ergebnisse von Bedeutung.

1. Der N-Terminus von Mgm1 enthalt zwei aufeinanderfolgende hydrophobe
Segmente, von denen das zweite durch Pcp1 gespalten wird.

Der N-Terminus von Mgm1 und seinen orthologen Proteinen besitzt eine konser-
vierte Anordnung von zwei aufeinanderfolgenden hydrophoben Segmenten. Beide
hydrophoben Segmente erflllen mit einer mittleren Hydrophobizitat und der Prasenz
helixbrechender Aminosaurereste wie Glycin und Prolin die Kriterien, die fur die
Substratspezifitat von Rhomboid-Proteasen aufgestellt wurden (Urban und Freeman,
2003). Die Bestimmung des N-Terminus von s-Mgm1 und die fehlende Prozessie-
rung von Mgm1A2 zeigen, dass die Prozessierung im zweiten hydrophoben Segment
erfolgt.

2. Die Hydrophobizitat des weiter N-terminal gelegenen hydrophoben
Segments bestimmt das Verhaltnis beider Mgm1-Isoformen.

Mutationen, die die Hydrophobizitat des ersten hydrophoben Segments verandern,
bewirken eine Veranderung im Verhaltnis beider Mgm1-Isoformen. Erhohte
Hydrophobizitat fuhrt dabei zu einer verminderten Prozessierung, verminderte
Hydrophobizitat steigert die Prozessierungseffizienz. Nur die intermediare Hydropho-
bizitat der Wildtyp-Sequenz in diesem Bereich gewahrleistet die koordinierte Bildung
beider Isoformen im Verhaltnis von ungefahr 1:1.

3. Ein funktionaler Importmotor und ATP in der Matrix sind erforderlich fiir die
Erzeugung von s-Mgm1

Nach Herunterregulation essentieller Komponenten (Tim14, Tim16, Tim44) des mit
dem TIM17/TIM23-Komplex assoziierten Proteinimportmotors in der mitochondrialen
Matrix oder in temperatursensitiven Mutanten des mitochondrialen Hsp70 (ssc1-2,
ssc1-3) bei der restriktiven Temperatur ist die Bildung von s-Mgm1 stark reduziert.
Auch hier fihren Komponenten des mitochondrialen Proteinimportmotors, die eine
weitere Translokation beglnstigen, zur Bildung von s-Mgm1, wahrend der Verlust
der Funktion dieser Komponenten zum Verlust der weiteren Translokation und zum
Verlust von s-Mgm1 fuhrt.

Diese Beobachtungen kénnen in einem neuartigen Modell der ,alternativen Topo-
genese” zusammengefasst werden, das unter normalen Wachstumsbedingungen die

108



4 Diskussion

Bildung beider Isoformen in einem Verhaltnis von ungefahr 1:1 sicherstellt (Abbildung
32).

pMgm1

I-Mgm1 v

s-Mgm1

IMS
—> IM
= o Matrix
N +ATP|
X

81

Abbildung 32: Alternative Topogenese von Mgm1. Die TIM17/TIM23-Translokase der
mitochondrialen Innenmembran mit allen essentiellen Untereinheiten (Tim17, Tim23 und Tim50) sowie
den Komponenten des mitochondrialen Importmotors (Tim44, Tim14, Tim16, mtHsp70 und Mge1) ist
transparent grau dargestellt. Die beiden hydrophoben Segmente am N-Terminus von Mgm1 sind
durch ein hellblaues (erstes hydrophobes Segment) bzw. dunkelblaues Rechteck mit Spaltstelle
(zweites hydrophobes Segment) veranschaulicht. Die Nummern zeigen die Reihenfolge der
Topogenese fir I-Mgm1 (1, 2a) und s-Mgm1 (1, 2b, 3b, 4b) an. Nur wenn das zweite hydrophobe
Segment die Protease Pcp1 in der Innenmembran erreicht, wird Mgm1 prozessiert und s-Mgm1
entsteht. Die dafiir notwendige Uberwindung des Translokationsarrests hangt von einem funktionalen
Importmotor und der ATP—Konzentration in der Matrix ab. IMS, Intermembranraum; IM, mitochondriale
Innenmembran; AY, Membranpotential; MPP, mitochondriale Prozessierungspeptidase; pMgm1,
Vorstufenprotein von Mgm1; I-Mgm1 und s-Mgm1, grof3e und kleine Isoform von Mgm1.

Nach diesem Modell wird das Vorstufenprotein von Mgm1 mit seinem N-Terminus
zunachst Uber den TIM17/TIM23—Komplex importiert. Sobald die N-terminale Pra-
sequenz die Matrix erreicht, kann sie durch MPP abgespalten werden. Die Ankunft
des ersten hydrophoben Segments von Mgm1 im Translokationskanal flihrt zum
Arrest der Translokation. Ein solcher Stopp-Transfer-Mechanismus wurde flr
D-Lactatdehydrogenase und CoxVa beschrieben und wird fur Cytochrom b, diskutiert
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(Gartner et al., 1995; Glick et al., 1992; Rojo et al., 1998). Laterale Insertion des
ersten hydrophoben Segments in die mitochondriale Innenmembran fuhrt zur Bildung
von |-Mgm1. Alternativ zu dieser lateralen Insertion kann der Translokationsarrest
uberwunden und das Mgm1-Vorstufenprotein weiter importiert werden. Der weitere
Import ist abhangig von einem funktionalen Importmotor (gezeigt flir die Kompo-
nenten Tim14, Tim16, Tim44 und Ssc1) und einer genugend hohen ATP-Konzen-
tration in der Matrix. Wenn das zweite hydrophobe Segment mit der Spaltstelle fur
Pcp1 den TIM17/TIM23-Translokationskanal erreicht, kann auch dieses lateral in die
Innenmembran inserieren. Dort wird es durch Pcp1 gespalten und s-Mgm1 entsteht.
Nach diesem Modell sind die laterale Insertion des ersten hydrophoben Segments,
die zur Bildung von |-Mgm1 fuhrt, und die weitere Translokation bis das zweite
hydrophobe Segment die Innenmembran erreicht, wo die Spaltung durch Pcp1 die
Bildung von s-Mgm1 bewirkt, kompetierende Prozesse. Alle Faktoren, die den
Translokationsarrest oder die laterale Insertion des ersten hydrophoben Segments
begunstigen (erhdhte Hydrophobizitat des ersten hydrophoben Segments, nicht
funktionaler Importmotor, geringe ATP-Konzentration in der Matrix) fihren zur ver-
starkten Bildung von I-Mgm1, wahrend die Menge des gebildeten s-Mgm1 abnimmt.
Umgekehrt fuhrt eine Hemmung des Translokationsarrests und der lateralen Inser-
tion von I-Mgm1 (Deletion oder verringerte Hydrophobizitat des ersten hydrophoben
Segments) bevorzugt zur weiteren Translokation und zur Bildung von s-Mgm1. Die
intermediare Hydrophobizitat des ersten hydrophoben Segments im Wildtyp ist ent-
scheidend fur die Bildung beider Isoformen im Verhaltnis von ungefahr 1:1.

Was nach der Pcp1-Spaltung mit dem abgespaltenen 80 Aminosaurereste langen N-
terminalen Fragment (Aminosaurereste 81-160) von Mgm1 geschieht, ist unklar. Da
kein Antikdrper gegen ein Epitop in diesem Bereich zur Verfugung stand, konnte es
nicht detektiert werden. Nach in vitro-lmport von Mgm14.22s-DHFR-Vorstufen-
proteinen konnte keine der beobachteten Banden diesem Fragment zugeordnet
werden. Wahrscheinlich wird das Fragment schnell abgebaut. Eine physiologische
Funktion dieses Fragments kann aber augrund der verfligbaren Daten gegenwartig
nicht ausgeschlossen werden.

Das Modell der alternativen Topogenese erklart alle in dieser Arbeit beobachteten
Ergebnisse. Daruber hinaus I0st es bestehende Widerspriche bezuglich der ge-
nauen Spaltstelle von Pcp1 innerhalb von Mgm1 auf. Aufgrund einer fehlenden Pro-
zessierung von Mgm1VVL wurde eine Spaltung von Mgm1 im ersten hydrophoben
Segment gefordert (McQuibban et al., 2003). Die fehlende Prozessierung dieser
Mgm1-Variante liegt aber nicht an der Veranderung der Spaltstelle, sondern an der
erhdhten Hydrophobizitat des ersten hydrophoben Segments, die zu einer effiziente-
ren lateralen Insertion und damit zu einer bevorzugten Bildung von |I-Mgm1 fuhrt. Die
tatsachliche Spaltstelle fur Pcp1 ist in dieser Version unverandert, kann jedoch die
Protease in der Innenmembran nicht erreichen. In Ubereinstimmung mit dieser Inter-
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pretation konnte Mgm1VVL in der vorliegenden Arbeit mit geringer Effizienz Pcp1-
abhangig prozessiert werden. Die Madglichkeit einer initialen Spaltung von Mgm1
durch Pcp1 im ersten hydrophoben Segment und einer nachfolgenden Entstehung
von s-Mgm1 durch ein weiteres proteolytisches Ereignis (,Trimming“) im Inter-
membranraum (Freeman, 2004), konnte ausgeschlossen werden. Mgm1A1 wird
sogar vollstandig in s-Mgm1 umgewandelt. Die Prozessierung hangt nicht vom
ersten hydrophoben Segment ab. Aullerdem konnte Mgm1A2, in dem das zweite
hydrophobe Segment deletiert das erste aber unverandert ist, nicht Pcp1-abhangig
prozessiert werden.

Rhomboid-Proteasen sind normalerweise in Signalprozesse involviert (Lee et al.,
2001; Ubersichtsartikel siehe Freeman, 2004; vgl. 4.2). Durch proteolytische Prozes-
sierung setzt beispielsweise Rhomboid-1 aus membranverankertem Spitz im Golgi-
apparat den aktiven Liganden des EGFR frei und fuhrt zu dessen Sekretion (Lee et
al., 2001). Auf diese Weise wird der Signalweg des EGFR aktiviert. In Analogie dazu
konnte auch Mgm1 ein Signalmolekil sein, das unter bestimmten physiologischen
Bedingungen durch Pcp1 prozessiert wird und so die mitochondriale Fusion und die
mitochondriale Morphologie reguliert. Tatsachlich nimmt das Expressionsniveau von
Pcp1 beim Ubergang von der exponentiellen Wachstumsphase in die stationare
Wachstumsphase ab (McQuibban et al., 2003). Aufgrund dieser Beobachtung wurde
eine Funktion von Pcp1 als physiologisch bedeutsamer Regulator der Mgm1-Prozes-
sierung und damit der mitochondrialen Morphologie gefordert (Freeman, 2004;
McQuibban et al., 2003). Andererseits impliziert der Mechanismus der alternativen
Topogenese, dass I-Mgm1 nicht mehr in s-Mgm1 umgewandelt werden kann, sobald
seine Topologie etabliert ist, da die Spaltstelle die Protease in der Innenmembran
nicht mehr erreicht. In Ubereinstimmung damit konnte I-Mgm1 in einem Puls-Markie-
rungs-Experiment nicht in s-Mgm1 umgewandelt werden. Beide Mgm1-Isoformen
waren in diesem Experiment schon unmittelbar nach Ende der Markierungsphase
vorhanden. Sie werden sehr schnell gebildet. Danach andert sich ihr relatives Ver-
haltnis nicht mehr. Die Entscheidung Uber die Entstehung von I-Mgm1 oder s-Mgm1
fallt schon wahrend des Imports, bevor die Spaltstelle im zweiten hydrophoben
Segment die Protease in der mitochondrialen Innenmembran erreicht. Dartber
hinaus wird der Teil von Mgm1, dessen Prozessierungsstelle die Protease in der
Innenmembran erreicht, vermutlich vollstandig gespalten, wie an den Mutanten deut-
lich wird, in denen das erste hydrophobe Segment deletiert oder wesentlich
hydrophiler war. Deshalb ist eine physiologisch bedeutsame Funktion der Akitivitat
von Pcp1 als Regulator der Mgm1-Prozessierung unwahrscheinlich. Die Aktivitat von
Pcp1 war weder in der stationaren Phase noch in irgendeinem anderen Experiment
(aulder der Herunterregulation von Pcp1 selbst) limitierend fur die Prozessierung von
Mgm1. In der frihen exponentiellen Phase wurde in der vorliegenden Arbeit im
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Gegensatz zu McQuibban et al., 2003 keine vollstandige Umwandlung von Mgm1 in
s-Mgm1 beobachtet. Selbst Uberexpression von Pcp1 unter Kontrolle des GAL710-
Promotors fuhrte nicht zur vollstandigen Prozessierung von Mgm1. Die Expressions-
héhe von Pcp1 kann unter physiologischen Bedingungen also allenfalls eine unter-
geordnete Rolle fir die Regulation der Prozessierung von Mgm1 und der
mitochondrialen Morphologie spielen. Vielmehr wird die koordinierte Bildung beider
Isoformen von Mgm1 und die Integritat der mitochondrialen Morphologie durch den
beschriebenen Mechanismus der alternativen Topogenese gewahrleistet.

4.6 Der Mechanismus der alternativen Topogenese konnte den bioenerge-
tischen Zustand von Mitochondrien an ihre Struktur koppeln

Im Gegensatz zur Expression von Pcp1 ist die ATP-Konzentration in der Matrix ein
Parameter, der das Verhaltnis beider Mgm1—Isoformen beeinflusst. Niedrige ATP-
Konzentrationen in der Matrix fuhren zur verminderten Bildung von s-Mgm1 und zu
einer Fragmentierung der Mitochondrien. Eine deutliche Veranderung im Verhaltnis
beider Mgm1-Isoformen (in beide Richtungen) ist hinreichend, um die mitochondriale
Morphologie zu storen. Niedrige ATP-Konzentrationen in der mitochondrialen Matrix
sind hinreichend, um das Verhaltnis beider Mgm1-Isoformen Giber den Mechanismus
der alternativen Topogenese deutlich in Richtung auf I-Mgm1 zu verschieben. Damit
stellt die alternative Topogenese einen moglichen molekularen Mechanismus dar,
der die ATP-Konzentration in der mitochondrialen Matrix an die mitochondriale
Morphologie koppeln konnte. Mgm1-Mutanten, die nur zur Bildung von |-Mgm1
fuhren, verlieren ihre mitochondriale DNA. Deswegen konnte die ATP-Konzentration
uber den Mechanismus der alternativen Topogenese neben der mitochondrialen
Struktur auch die Vererbung mitochondrialer DNA beeinflussen. Auch unter anderen
Bedingungen, die den bioenergetischen Zustand von Mitochondrien betreffen,
wurden abnormale mitochondriale Strukturen beobachtet, so z.B. in menschlichen
Zellen, deren Atmungsaktivitat durch Punktmutationen in mitochondrial codierten
tRNA—Genen behindert war (Hayashi et al., 1994).

Eine Korrelation zwischen verandertem Verhaltnis beider Mgm1-Isoformen und einer
veranderten mitochondrialen Struktur ist deutlich zu beobachten. Kleinere Verande-
rungen im Verhaltnis der Isoformen scheinen aber keine dramatischen Auswirkungen
auf die mitochondriale Struktur zu haben. Die Existenz weiterer Faktoren, die in
Abhangigkeit vom bioenergetischen Zustand der Mitochondrien die mitochondriale
Morphologie beeinflussen, kann daher nicht ausgeschlossen werden. Darlber hinaus
konnte die Expression von Mgm1A1, einer Mgm1-Version, die unter normalen
Bedingungen nur s-Mgm1 hervorbringt, in den ssc? temperatursensitiven Mutanten
bei der restriktiven Temperatur zwar die s-Mgm1 Menge teilweise wieder herstellen
(was bedeutet, dass in Abwesenheit des ersten hydrophoben Segments

112



4 Diskussion

s-Mgm1 unabhangig von Ssc1 entstehen kann), jedoch wurde keine signifikante
Verbesserung des Morphologiephanotyps beobachtet. AuRerdem scheint der Verlust
der Wildtyp-Morphologie in den ssc? temperatursensitiven Mutanten nicht von der
Proteinbiosynthese abzuhangen (Kawai et al., 2001), wahrend das Verhaltnis beider
Mgm1-Isoformen nach dem Modell der alternativen Topogenese beim Import neu
synthetisierter Vorstufenproteine etabliert wird. Diese fehlende Komplementation in
den ssc1 temperatursensitiven Mutanten macht die Existenz weiterer flr die
mitochondriale Struktur wichtiger Komponenten wahrscheinlich, die Ssc1 fur ihren
Import in Mitochondrien bendtigen. Alternativ konnte Ssc1 notwendig sein, um
Aggregation und Funktionsverlust dieser Komponenten bei 37 °C zu vermeiden.

Eine weitere Frage stellt sich bezlglich der Geschwindigkeit, mit der die alternative
Topogenese in Antwort auf veranderte bioenergetische Verhaltnisse, die mitochon-
driale Morphologie beeinflussen kann. Fir eine signifikante Veranderung des
Verhaltnisses beider Isoformen sind nach dem Modell der alternativen Topogenese
die Neusynthese und der Import von Mgm1 und unter Umstanden auch der Abbau
des Proteins bzw. die Verdlinnung im Laufe der Zellteilung erforderlich. Da diese
Vorgange eine gewisse Zeit in Anspruch nehmen, ist der Mechanismus der alterna-
tiven Topogenese eher fur langsamere und langerfristige Anpassungsvorgange
bezuglich der mitochondrialen Morphologie und der Vererbung der mitochondrialen
DNA geeignet. Im Falle der ssc1 temperatursensitiven Mutanten war nach der
Erhéhung der Temperatur auf 37 °C nach Zeitrdumen in der Grélienordnung von 30-
120 Minuten ein Effekt auf das Verhaltnis beider Mgm1-lIsoformen und auf die mito-
chondriale Morphologie zu beobachten. Das scheint fur eine regulatorische Funktion
immer noch hinreichend schnell und kénnte eine Relevanz fir die Integration von
bioenergetischen Storungen Uber einen langeren Zeitraum besitzen. Schnellere
Anpassungen konnten aber andere Mechanismen erfordern.

Diese Beobachtungen machen weitere Untersuchungen erforderlich, um zu klaren,
inwieweit die beobachtete Veranderung im Verhaltnis beider Mgm1-Isoformen unter
den Bedingungen reduzierter ATP-Konzentrationen in der Matrix oder eines defekten
Importmotors ursachlich fur die beobachteten morphologischen Veranderungen ist.
Komplementationsstudien mit Mgm1A1 in anderen Mutanten, in denen die s-Mgm1-
Bildung gestort ist und die vielleicht geringflgigere sekundare Effekte mit sich
bringen als das Ausschalten einer essentiellen Komponente des mitochondrialen
Importmotors, sollten diese Frage in Zukunft klaren.

Was konnte die physiologische Relevanz einer Kopplung des bioenergetischen
Zustands der Mitochondrien Uber die alternative Topogenese von Mgm1 an ihre
Morphologie sein? Eine wichtige Ursache fur niedrige ATP-Konzentrationen in der
Matrix sind Mutationen in der mitochondrialen DNA, die fur einen Teil der Kompo-
nenten der Atmungskette und der mitochondrialen F,F{-ATP-Synthase codiert.
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Solche Mutationen kénnen z.B. durch oxidativen Stress entstehen. Die resultieren-
den niedrigen ATP-Konzentrationen in der mitochondrialen Matrix fihren dann zu
einer verringerten Bildung von s-Mgm1 und zur Fragmentierung der Mitochondrien.
Die wahrscheinlichste Funktion von Mgm1 liegt in der Fusion von Mitochondrien (vgl.
4.7). Reduzierte ATP-Konzentrationen nach Mutationen kénnten in den betroffenen
Mitochondrien die Fusion dieser ,kranken“ Mitochondrien mit dem intakten mito-
chondrialen Netzwerk verhindern. Dieser ,Quarantdnemechanismus® wirde eine
Madglichkeit fur die Zellen darstellen, gegen defekte mitochondriale DNA zu selektio-
nieren und die Akkumulation mitochondrialer Mutationen zu vermeiden.

Inwieweit dieser Mechanismus physiologisch eine Rolle spielt, ist nicht geklart. Zwar
lauft dieser Mechanismus nach den verfugbaren Daten zwangslaufig ab, wenn die
ATP-Konzentration in der mitochondrialen Matrix weit genug absinkt. Jedoch ist nicht
bekannt, ob unter physiologischen Bedingungen die ATP-Konzentration so weit
absinken kann, dass durch stark reduzierte Bildung von s-Mgm1 mitochondriale
Fusion tatsachlich verlangsamt oder verhindert wird. Bis jetzt wurde das nur in einer
Mutanten mit stark reduzierter F,F{-ATPase-Aktivitat oder nach Herunterregulation
essentieller Komponenten des Importmotors beobachtet. Weitere Studien mussen
Klarheit schaffen, ob es physiologisch eine Mgm1-abhangige Selektion gegen
defekte Mitochondrien gibt.

4.7 Mogliche Funktion(en) von Mgm1

Das Verstandnis der Funktion von Mgm1 auf molekularer Ebene ist immer noch sehr
unvollstandig. Im Wesentlichen werden zwei Funktionen fir Mgm1 diskutiert, die sich
nicht gegenseitig ausschlielen. Der Deletionsphanotyp von MGM1 spricht fur eine
Funktion von Mgm1 bei der Fusion von Mitochondrien. Er ist nicht vom Dele-
tionsphanotyp etablierter Komponenten der mitochondrialen Fusion wie FZO1 oder
UGO1 zu unterscheiden. Adnm1mgm1-5—Mutanten kdnnen nach der Zygotenbildung
in vivo auch bei der nicht permissiven Temperatur fusionieren (Wong et al., 2000).
Daher wurde die Fragmentierung von Mitochondrien und die reduzierte Fusions-
aktivitat in MGM17-Mutanten als indirekt betrachtet und Mgm1 eher als wichtig dafur
angesehen, Mitochondrien in einem fusionskompetenten Zustand zu halten (Wong et
al., 2000). Inzwischen wurde in Ubereinstimmung mit einer unmittelbaren Funktion
von Mgm1 bei der mitochondrialen Fusion jedoch gezeigt, dass Adnm1Amgm1-
Mutanten in diesem in vivo-Fusionsversuch nicht fusionieren (Sesaki et al., 2003b;
Wong et al., 2003). Die zuvor beobachtete Fusionsaktivitat war vermutlich auf eine
Restfunktion des mgm1-5-Allels bei der nicht permissiven Temperatur zurtckzu-
fuhren. FUr eine unmittelbare Funktion von Mgm1 in der mitochondrialen Fusion
spricht die kurzlich gezeigte physikalische Interaktion von Mgm1 mit zwei etablierten
Fusionskomponenten, Fzo1 und Ugo1, in der mitochondrialen Aullenmembran (vgl.
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4.1; Sesaki et al., 2003b; Wong et al., 2003). Die Interaktion zwischen Mgm1 und
Fzo1 wird dabei durch Ugo1 vermittelt (Sesaki und Jensen, 2004). Da Fzo1 und
Ugo1 integrale Proteine der mitochondrialen AuRenmembran sind (vgl. 4.1; Rapaport
et al., 1998; Sesaki und Jensen, 2001), wahrend I-Mgm1 ein integrales Protein der
Innenmembran ist, kdonnte Mgm1 Uber Ugo1 eine Interaktion zwischen den beiden
mitochondrialen Membranen vermitteln und dadurch eine koordinierte Fusion von
AuB3en- und Innenmembran ermdglichen.

Die zweite Funktion, die fir Mgm1 und fur sein menschliches Orthologes, OPA1,
vorgeschlagen wurde, liegt in der Remodellierung der mitochondrialen Innen-
membran und der Ausbildung der Cristae. Diese Interpretation beruht auf einer
gestorten Cristae-Struktur oder der vollstandigen Abwesenheit von Cristae in mgm1-
Mutanten. Die Herunterregulation von OPA1 mit siRNA fiihrt ebenfalls zu einer
defekten Cristaemorphologie (Olichon et al., 2003). Daruber hinaus wurde Mgm1 in
immunelektronenmikroskopischen Untersuchungen auch oder Uberwiegend in den
Cristae und an den Ubergéangen zwischen innerer Grenzmembran und Cristae-
Membran lokalisiert (Wong et al., 2000). Aufgrund der Ahnlichkeit zu den Dynaminen
wurde die Prasenz von Mgm1 in ringférmigen Homo- oder Heterooligomeren
diskutiert (vgl. 4.4), die von der Matrixseite analog zur Endozytose zur Invagination
der Innenmembran fuhren. Im Unterschied zur Endozytose erfolgt aber keine
vollstandige Abschnlrung der Cristae — vielmehr werden die ,Cristae-junctions*
gebildet, die den Ubergang zwischen innerer Grenzmembran und Cristae-Membran
darstellen. Die Topologie von Mgm1 mit dem grof3ten Teil des Proteins im Inter-
membranraum schliet diesen Mechanismus allerdings aus. Stattdessen konnten
solche homo- oder heterooligomeren Ringe aus I-Mgm1 und eventuell s-Mgm1 auf
der Intermembranraumseite der ,Cristae junctions® wirksam sein und dort diese
tubularen Strukturen initileren oder stabilisieren. Gegen diese Hypothese spricht die
Prasenz scheinbar normaler Cristae in Adnm1Amgm1-Mitochondrien (Sesaki et al.,
2003b).

Um auf molekularer Ebene zu klaren, wie Mgm1 an der mitochondrialen Fusion
beteiligt ist und ob ihm auflerdem eine Funktion bei der Ausbildung der Cristae
zukommt, ist einerseits eine genaue Lokalisierung beider Isoformen erforderlich. Sind
diese gleichmaRig Uber die Mitochondrien verteilt oder gibt es punktférmige Lokali-
sierungen von Mgm1, wie die der Teilungskomponenten Dnm1 und Mdv1? Ist die
Lokalisation beider Isoformen von Mgm1 dabei identisch oder unterscheidet sich die
Lokalisation von I-Mgm1 von der von s-Mgm1? Immunelektronenmikroskopische und
Immunfluoreszenzuntersuchungen sollen hier Klarheit schaffen.

Weiterhin ist es wichtig, die beiden Mgm1-Isoformen in vitro zu charakterisieren.
Insbesondere stellt sich dabei die Frage, ob sie sich wie Dynamine verhalten und
ringformige Homo- oder Heterooligomere bilden kénnen und ob sie miteinander
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interagieren. Auch die generell vermutete GTP-Bindung und Hydrolyse durch Mgm1
wurde in vitro noch nicht gezeigt. Dabei sind insbesondere die kinetischen Parameter
interessant, die Hinweise darauf geben konnten, ob die GTPase Aktivitat, wie es fur
die Dynamine gefordert wird, unmittelbar mechanische Arbeit leistet oder doch eher
regulatorische Funktion hat. Schliel3lich ist es interessant, ob der Assemblierungs-
zustand von Mgm1 die GTPase-Aktivitat beeinflusst und ob sich beide Isoformen in
ihrer Aktivitdt unterscheiden. Diese Fragen sind zur Zeit Gegenstand weiterer
Untersuchungen.

4.8 OPA1 - Autosomal Dominante Optikusatrophie

Unabhangig von der genauen Funktion von Mgm1 sind Mutationen im menschlichen
Orthologen OPA1 mit der haufigsten Form der erblichen optischen Atrophie, der
Autosomal Dominanten Optikusatrophie (ADOA) Typ | verknupft (Alexander et al.,
2000; Delettre et al., 2000). Diese kommt mit einer Haufigkeit von 1:10000 bis
1:50000 in der europaischen Bevolkerung vor und flhrt beginnend kurz nach der
Geburt zu fortschreitenden Gesichtsfeldeinschrankungen, die meistens zur Erblin-
dung der betroffenen Personen fuhren (Delettre et al., 2002). Verursacht werden
diese durch eine Atrophie der retinalen Ganglien und des Sehnervs. OPA1 kann das
orthologe Protein aus Schizzosaccharomyces pombe, Msp1, funktionell ersetzen
(Lenaers et al., 2002). Daran wird die konservierte Funktion von OPA1, Msp1 und
Mgm1 deutlich. Mutationen, die mit einer mitochondrialen Fehlfunktion einhergehen
betreffen normalerweise postmitotisches Gewebe mit hohem Energiebedarf, vor
allem das Nerven- und Muskelgewebe. Unklar ist, warum Mutationen in OPA1 spezi-
fisch den Sehnerv betreffen, wahrend andere Mutationen, die die mitochondriale
Funktion storen, bevorzugt mit Schadigungen am Gehdr oder Muskelerkrankungen
einhergehen. Beispielsweise sind beim Mohr-Tranebjaerg-Syndrom (auch Deafness-
Dystonia-Syndrom genannt) Mutationen in DDP1, einem der kleinen Tim-Proteine im
Intermembranraum von menschlichen Mitochondrien, vor allem mit Taubheit und
dystonen Bewegungsstorungen assoziiert (Jin et al., 1996; Mohr und Mageroy, 1960;
Tranebjaerg et al., 1995). Erst im beginnenden Erwachsenenalter kénnen weitere
Symptome wie Kkortikale Blindheit, mentale Retardierung und psychiatrische
Symptome auftreten. Eine mdogliche Erklarung fur diese Spezifitat der Krankheits-
symptome besteht in der verstarkten Cytochrom c—Freisetzung aus Mitochondrien,
die nach Herunterregulation von OPA1 durch siRNA in Zellkultur zu verstarkter
Apoptose fuhrt (Olichon et al., 2003). Tatsachlich spielt apoptotischer Zelltod bei der
Entwicklung und Differenzierung des Sehnervs eine wichtige Rolle (Farkas und
Grosskreutz, 2001). Bei der Auspragung der Retina sterben ca. 70% der retinalen
Ganglienzellen einen apoptotischen Zelltod. Fehlende OPA1-Funktion kénnte in
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dieser Entwicklungsphase verstarkte Apoptose bewirken und damit die Atrophie des
Sehnervs ausldsen.

Wie Mgm1, ist OPA1 in mindestens zwei Isoformen vorhanden. Die genaue Anzahl
der Isoformen und das Expressionsniveau variiert allerdings zwischen verschiedenen
Geweben. Im Menschen gibt es acht verschiedene Spleildvarianten von OPA1
(Delettre et al., 2001). Ob die verschiedenen Isoformen Produkte verschiedener
Spleillvarianten sind oder wie in der Backerhefe durch proteolytische Prozessierung
entstehen, ist nicht bekannt. Fir letztere Option spricht die Existenz von PARL, einer
zu Pcp1 orthologen Protease im Menschen, die Pcp1 in S. cerevisiae funktionell
ersetzen kann (McQuibban et al., 2003). Falls OPA1 durch PARL gespalten wird und
diese Spaltung in Analogie zum Hefesystem notwendig fur die Funktion ist, konnte
PARL ebenfalls ein krankheitsrelevantes Gen im Menschen sein. Mdglicherweise
sind Mutationen in PARL fur bis jetzt noch nicht geklarte Falle von optischer Atrophie
verantwortlich. In diesem Fall kdnnte der Mechanismus der alternativen Topogenese
auch auf OPA1 zutreffen und Implikationen fur die Entstehung und das Verstandnis
mitochondrial verursachter Erbkrankheiten haben. Das flr die alternative Topo-
genese kritische Hydrophobizitatsprofil aus zwei aufeinanderfolgenden hydrophoben
Segmenten ist in OPA1 jedenfalls konserviert.

Zusammenfassend wurde in der vorliegenden Arbeit der Mechanismus der alter-
nativen Topogenese des Dynamin-ahnlichen Proteins Mgm1 in Mitochondrien von S.
cerevisiae unter Beteiligung der neuen Rhomboid-ahnlichen Protease Pcp1 auf-
geklart. Dieser Mechanismus ist essentiell fur die Erhaltung der mitochondrialen
Morphologie und der mitochondrialen DNA und kénnte auf molekularer Ebene den
bioenergetischen Zustand von Mitochondrien an ihre Morphologie und die Vererbung
der mitochondrialen DNA koppeln. Mgm1 ist zusammen mit Fzo1 und Ugo1 an der
Fusion von Mitochondrien beteiligt. Der Mechanismus der mitochondrialen Fusion
auf molekularer Ebene und die genaue Funktion beider Mgm1-Isoformen in diesem
Prozess wird in zuklnftigen Studien adressiert werden mussen. Die Relevanz eines
Verstandnisses der mitochondrialen Fusion und ihrer Regulation wird nicht zuletzt an
der Assoziation von Mutationen in OPA1 und Mfn2, den menschlichen Ortholgen von
Mgm1 und Fzo1, mit Autosomal Dominanter Optikusatrophie Typ | und Charcot-
Marie-Tooth Neuropathie Typ 2A deutlich. Uber die mitochondriale Fusion hinaus
wurden in den letzten Jahren zahlreiche Komponenten identifiziert, die in die mito-
chondriale Dynamik involviert sind. Die Aufklarung der genauen molekularen
Funktion dieser Komponenten und ihrer Regulation wird in den nachsten Jahren
neue Einblicke in die Dynamik der Mitochondrien und ihre Bedeutung fur die
gesamte Zelle ermdglichen.
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5 Zusammenfassung

In S. cerevisiae bilden Mitochondrien ein tubulares Netzwerk, fur dessen Erhaltung
ein Gleichgewicht aus Fusions- und Teilungsprozessen notwendig ist. Mgm1 ist ein
Dynamin-ahnliches Protein in Mitochondrien, das an der mitochondrialen Fusion
beteiligt ist. Es kommt in einer groRen Isoform (I-Mgm1) von 97 kD und einer kleinen
Isoform (s-Mgm1) von 84 kD vor. In der vorliegenden Arbeit sollte die Biogenese
dieser beiden Isoformen und ihre Rolle in der Erhaltung der mitochondrialen
Morphologie und der mitochondrialen DNA geklart werden.

Beide Isoformen konnten im Intermembranraum von Mitochondrien lokalisiert
werden. Durch Immunprazipitation und N-terminale Sequenzierung wurden die N-
Termini beider Isoformen identifiziert. -Mgm1 besitzt an seinem N-Terminus ein
hydrophobes Segment. Mit diesem Segment ist es in der inneren mitochondrialen
Membran verankert. s-Mgm1, dem dieses Segment fehlt, ist peripher membran-
assoziiert.

Die Rhomboid-ahnliche Protease Pcp1 in der mitochondrialen Innenmembran ist fur
die Prozessierung von Mgm1 zu s-Mgm1 verantwortlich. Die Deletion von PCP1 fuhrt
zur Fragmentierung und Aggregation der Mitochondrien und zum Verlust der Respi-
rationskompetenz und der mitochondrialen DNA. Dieser Phanotyp ist von dem der
Deletion von MGM1 nicht zu unterscheiden. Der Apcp1—Phanotyp ist eine direkte
Konsequenz der fehlenden Mgm1-Prozessierung und des Fehlens von s-Mgm1.
Daruber hinaus ist die Bildung beider Isoformen in ungefahr gleicher Menge fur die
volle Funktionalitat von Mgm1 erforderlich.

Fir die koordinierte Bildung beider Isoformen ist eine konservierte Abfolge von zwei
hydrophoben Segmenten am N-Terminus von Mgm1 erforderlich. Das weiter
C-terminal gelegene hydrophobe Segment enthalt die Spaltstelle fur Pcp1. Die
Hydrophobizitat des N-terminalen Segments determiniert hingegen das Mengen-
verhaltnis beider Isoformen. Dabei fihrt verringerte Hydrophobizitat zur vermehrten
Bildung von s-Mgm1, wahrend erhdéhte Hydrophobizitat die Bildung von s-Mgm1 fast
vollstandig verhindert. Die intermediare Hydrophobizitat der Wildtyp-Sequenz ist
kritisch fur die koordinierte Bildung beider Isoformen im Verhaltnis von ungefahr 1:1.
Die Bildung von s-Mgm1 hangt weiterhin von einem funktionalen Importmotor und
einer hinreichend hohen ATP-Konzentration in der mitochondrialen Matrix ab.
I-Mgm1 kann dagegen ATP-unabhangig und unabhangig vom Importmotor gebildet
werden.
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Diese Daten fluhrten zum Modell der alternativen Topogenese von Mgm1. Demnach
dient das erste hydrophobe Segment als Stopp-Transfer-Signal im TIM17/TIM23-
Translokationskomplex. Laterale Insertion dieses Segments in die mitochondriale
Innenmembran fiihrt zur Bildung von I-Mgm1. Die Uberwindung dieses Transloka-
tionsarrests fihrt zum weiteren Import bis das zweite hydrophobe Segment mit der
Spaltstelle die Innenmembran erreicht. Dort entsteht durch Pcp1-Spaltung s-Mgm1.
Der weitere Import und damit die Pcp1-Prozessierung sind abhangig von ATP und
einem funktionalen Importmotor. Die Bildung von I|-Mgm1 und s-Mgm1 sind
kompetierende Prozesse.

Storungen in diesem kompetitiven Gleichgewicht (veranderte Hydrophobizitat des
ersten hydrophoben Segments, nicht funktionaler Importmotor, niedrige ATP-
Konzentration in der Matrix) fihren zu Verschiebungen im Verhaltnis beider Mgm1-
Isoformen und zur Fragmentierung und Aggregation der Mitochondrien. Daher stellt
der Mechanismus der alternativen Topogenese eine Mdglichkeit dar, wie der bio-
energetische Zustand der Mitochondrien auf molekularer Ebene an die mitochon-
driale Struktur gekoppelt sein kdnnte.

Auf diese Weise konnte in Mitochondrien, deren bioenergetischer Status z.B.
aufgrund von Mutationen in der mitochondrialen DNA, wie sie durch oxidativen
Stress entstehen, gestort ist, die Bildung von s-Mgm1 verringert sein. Mdglicherweise
fuhrt das dazu, dass die betroffenen Mitochondrien nicht mehr effizient fusionieren
und so aus dem mitochondrialen Netzwerk ausgeschlossen werden. Der Mecha-
nismus der alternativen Topogenese wurde in diesem Fall gegen geschadigte
mitochondriale DNA selektionieren und so deren Vererbung unterbinden.
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6 Summary

In S. cerevisiae mitochondria form a tubular network. Its maintenance depends on a
balance of fusion and fisssion processes. One of the components essential for
mitochondrial fusion is the dynamin-like protein Mgm1. Mgm1 is present in a large
isoform (I-Mgm1) with an apparent size of 97 kD and a short isoform (s-Mgm1) with
an apparent size of 84 kD. The aim of the present study was to elucidate the bio-
genesis of both isoforms and their function in the maintenance of mitochondrial
morphology and mitochondrial DNA.

Both isoforms were localized to the intermembrane space of mitochondria. Immuno-
precipitation and N-terminal sequencing of the two isoforms revealed their N-termini.
Near its N-terminus I-Mgm1 contains a hydrophobic segment which serves as an
anchor to the inner mitochondrial membrane. s-Mgm1 lacks this segment and is
peripherally attached to mitochondrial membranes.

The rhomboid-like protease Pcp1 in the inner mitochondrial membrane is responsible
for the processing of Mgm1 to s-Mgm1. Deletion of PCP1 results in fragmentation of
mitochondria, loss of respiration competence and loss of mitochondrial DNA. This
phenotype is not distinguishable from the phenotype of the deletion of MGM1. The
deletion phenotype of PCP1 is a direct consequence of the absence of s-Mgm1.
Moreover, a balanced formation of both isoforms of Mgm1 is required for Mgm1
function.

This balanced formation of both Mgm1 isoforms requires a conserved motif of two
subsequent hydrobhobic stretches close to the N-terminus of Mgm1. The more C-
terminal hydrophobic segment contains the cleavage site for Pcp1. The
hydrophobicity of the more N-terminal hydrophobic segment determines the ratio of
the two Mgm1 isoforms. Decreased hydrophobicity of this segment leads to
increased formation of s-Mgm1 whereas increased hydrophobicity almost completely
abolishes generation of s-Mgm1. The intermediate hydrophobicity of the wildtype
sequence is crucial for the coordinate formation of both isoforms in a ratio of
approximately 1:1. Generation of s-Mgm1 further depends on a functional import
motor and the ATP-level in the mitochondrial matrix. In contrast, -Mgm1 can be
generated independently of ATP in the matrix and of a functional import motor.
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Based on these data a model of alternative topogenesis of Mgm1 was established.
According to this model the first hydrophobic segment acts as a stop transfer signal
in the TIM17/TIM23 translocation complex. Lateral insertion of this segment into the
inner membrane generates I-Mgm1. In the presence of sufficiently high levels of ATP
in the mitochondrial matrix and a functional import motor, part of the preprotein is
“pulled in” further until the second hydrophobic segment containing the cleavage site
reaches the protease in the inner membrane. Pcp1-cleavage generates s-Mgm1. In
this way, generation of I-Mgm1 and s-Mgm1 are competing processes.

Alterations in this competitive equilibrium (altered hydrophobicity of the first hydro-
phobic segment, non functional import motor, low ATP levels in the mitochondrial
matrix) result in a changed ratio of the two Mgm1 isoforms and in fragmentation and
aggregation of mitochondria. Therefore, alternative topogenesis provides a mecha-
nism by which the bioenergetic state of mitochondria may be linked to mitochondrial
morphology on a molecular level.

Mitochondrial damage such as the acquisition of mutations in mitochondrial DNA by
oxidative stress could lead to reduced ATP levels in the matrix. Such damaged mito-
chondria may be prevented from fusing with intact mitochondria since formation of
s-Mgm1 is impaired. In this way, alternative topogenesis would serve as a
mechanism that counterselects against bioenergetically disordered mitochondria and
excludes them from the mitochondrial network and from inheriting damaged mtDNA.
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ADH Alkoholdehydrogenase

ADOA Autosomal Dominante Optikusatrophie
ADP Adenosin-5"-diphosphat

APS Ammoniumperoxodisulfat

AS Aminoséaure

ATP Adenosin-5"-triphosphat

BSA Rinderserumalbumin

C Cytosin

C.e Caenorhabditis elegans

C.elegans Caenorhabditis elegans

CCCP Carbonylcyanid-m-Chlorophenylhydrazon
Ccp1 Cytochrome ¢ Peroxidase

C-terminal carboxyterminal

C-Terminus Carboxyterminus

CTP Cytosin-5"-triphosphat

DAPI 4’-6-Diamidino-2-phenylindol

DHFR Dihydrofolatreductase

DLD D-Lactatdehydrogenase

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsdure

DNM dynamin related

DTT Dithiothreitol

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EGF Epidermal Growth Factor

EGFR Epidermal Growth Factor Receptor

ER Endoplasmatisches Retikulum

FIS mitochondrial fission

Fzo1 fuzzy onion

g 9,81 m/s?

G Guanin

GAG glycerol adapted growth

GAP GTPase activating protein

GED GTPase effector domain

GEF Guanine nucleotide exchange factor
GFP Green Fluorescent Protein

GTP Guanosin-5"-triphosphat

H. s. Homo sapiens

H. sapiens Homo sapiens

HCI Salzsaure

HEPES N-(2-Hydroxethyl)-piperazin-N"-ethansulfonsaure
HRP Meerrettich-Peroxidase

Hsp Hitzeschockprotein

Imp1 Mitochondrial Inner Membrane Protease Untereinheit 1
IP Immunprazipitation

kb Kilobasen

kD Kilodalton

LB Luria Bertani

[-Mgm1 groRe Isoform von Mgm1 (,/arge isoform®)
MDM mitochondrial distribution and morphology
MDV mitochondrial division

MGM mitochondrial genome maintenance
MMM mitochondrial morphology maintenance
MPP Mitochondriale Prozessierungspeptidase
N. c. Neurospora crassa

N. crassa Neurospora crassa
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NET
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N-terminal
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ORF
PAGE
PARL
PBS
Pcp1
PCR
PEG
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RNA
RNAse
rpm

RT

S.c

S. cerevisiae
S. p.

S. pombe
SDS
siRNA
s-Mgm‘1
SNARE
Su9

T
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TEMED
Tim

TIM

Tom
TOM

TPI

Tris

U

U

Ugo1
UTP

uv

viv

w/v

WT

YPD
YPG
YPGal

z. T.

Nicotinamidadenindinukleotid
Natronlauge

complex mitochondrial network
N-ethylmaleimide Sensitive Factor
aminoterminal

Aminoterminus

Optische Dichte

Offener Leserahmen
Polyacrylamidgelelektrophorese
Presenilin associated rhomboid like protein
Phosphat gepufferte Saline

Processing of Cytochrome c peroxidase 1
Polymerase-Kettenreaktion
Polyethylenglykol

Pleckstrin homology — Domane
anorganisches Phosphat
Phenylmethylsulfonylfluorid
Polyvinylidendifluorid

Rhomboid-like protein 2
Ribonukleinsaure

Ribonuklease

Umdrehungen pro Minute
Raumtemperatur

Saccharomyces cerevsiae
Saccharomyces cerevisiae
Schizzosaccharomyces pombe
Schizzosaccharomyces pombe
Natriumdodecylsulfat

small interfering RNA

kleine Isoform von Mgm1 (,short isoform®)
Soluble NSF attachement protein receptor
Untereinheit 9 der F,F,-ATPase

Thymin

Trichloressigsaure
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
Protein des TIM-Komplexes
Translokationskomplex der Innenmembran
Protein des TOM-Komplexes
Translokationskomplex der AuRenmembran
Triosephosphatisomerase
2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol
Unit

Uridin

Fusion (japanisches Wort)
Uridin-5"-triphosphat

Ultraviolett

Volumen pro Volumen

Masse pro Volumen

Wildtyp

Hefeextrakt, Pepton, Dextrose
Hefeextrakt, Pepton, Glycerol
Hefeextrakt, Pepton, Galaktose

zum Teil
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