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Einleitung

1 Einleitung

Mitochondrien spielen eine entscheidende Rolle bei der Synthese von ATP, der
Assemblierung  von  prosthetischen  Eisen/Schwefel-Gruppen,  dem
Fettsdureabbau, der Apoptose, der Zellalterung und anderen biochemischen und
zelluldren Prozessen. Die Vielfalt der mitochondrialen Funktionen spiegelt sich
wider in ihrer zelltypspezifischen Anzahl, Positionierung und Form (Bereiter-
Hahn und Vo6th, 1994). In einigen Zelltypen — wie z.B. Muskelzellen — nehmen
die Mitochondrien iiber 30 % des Zellvolumens ein. Sie sind zwischen die
Aktin/Myosin-Fasern eingelagert, wodurch eine effiziente Energieversorgung
der ATP-verbrauchenden Strukturen sicher gestellt wird. In Fibroblasten
hingegen machen die Mitochondrien nur einen relativ geringen Prozentanteil
des Zellvolumens aus und sind gleichméBig in der Zelle verteilt. Die Gestalt der
Mitochondrien kann von Zelle zu Zelle stark variieren: die Vielfalt der Formen
reicht von kleinen, kugelformigen Organellen bis hin zu langgestreckten,
verzweigten schlauchformigen Netzwerken.

In der Béckerhefe Saccharomyces cerevisiae werden Form, Positionierung und
Anzahl der Mitochondrien in Abhéngigkeit von den Wachstumsbedingungen
reguliert (Hermann und Shaw, 1998; Yaffe, 1999b). Unter anaeroben
Bedingungen sind die Mitochondrien sehr klein und werden als ,,Pro-
Mitochondrien* bezeichnet (Criddle und Schatz, 1969). Wenn Hefezellen unter
aeroben Bedingungen wachsen, werden die Mitochondrien groer, verldngern
sich und positionieren sich an der Zellperipherie (Hoffmann und Avers, 1973)
(Abbildung 1). Auf diese Weise werden die Mitochondrien dort platziert, wo
Sauerstoff in die Zelle eintritt. Dariiber hinaus erleichtert die ausgestreckte
Form der Mitochondrien die rasche Verteilung von ATP in der Zelle.
Verzweigte, schlauchformige Mitochondrien, die denen der Hefe &hneln,

werden in vielen unterschiedlichen eukaryotischen Zellen beobachtet. Neben
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Form und GroBe ist auch die Anzahl der Mitochondrien einer Zelle variabel.
Wihrend des logarithmischen Wachstums befinden sich zwischen ein und zehn
schlauchformige Mitochondrien in einer Hefezelle (Hoffmann und Avers,
1973). Dabei bleibt die Anzahl der Mitochondrien pro Zelle jedoch nicht
absolut konstant, da die Mitochondrien kontinuierlich fusionieren und sich
wieder teilen (Bereiter-Hahn und Vo6th, 1994; Nunnari et al, 1997). In der
stationdren Wachstumsphase fragmentieren die mitochondrialen Schlduche und

bilden zahlreiche kleine, runde Mitochondrien (Stevens, 1977).

1.1 Identifizierung von Hefemutanten, die Defekte der

mitochondrialen Dynamik aufweisen

Die Hefe S. cerevisiae bietet fiir die Untersuchung der Mitochondriendynamik
viele experimentelle Vorteile. Das Genom ist seit 1996 bekannt, und der
Organismus ist flir gentechnische Manipulationen sehr leicht zuganglich. Dies
ermoglicht gezielte Mutationen, Deletionen oder Insertionen im Hefe-Genom.
Dariiber hinaus ist ein breites Spektrum von biochemischen Methoden zur
Untersuchung von Hefezellen verfiigbar. S. cerevisiae bietet einen weiteren
entscheidenden Vorteil: Mutationen in Genen, die fiir die Funktion der
Mitochondrien wichtig sind, sind in den meisten Féllen nicht letal. Als
fakultativ anaerober Organismus kann S. cerevisiae den Energiebedarf durch
Fermentation decken, wenn eine geeignete Kohlenstoffquelle zur Verfligung
steht. Daher sind nur wenige mitochondriale Proteine unverzichtbar fiir die

Lebensfdhigkeit von Hefezellen.
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Fluoreszenz Phasenkontrast

Abbildung 1: In Hefe bilden die Mitochondrien ein verzweigtes Netz
unter der Zelloberfliche.

Mitochondrien wurden mit mtGFP (Griin Fluoreszierndes Protein mit einer mitochondrialen
Prasequenz) gefarbt. (Abbildung aus Westermann und Neupert, 2000).

Seit den frithen 1990er Jahren haben mehrere Arbeitsgruppen Hefemutanten mit
veranderter mitochondrialer Form  beschrieben, die mdm-Mutanten
(mitochondrial distribution and morphology) (McConnell et al., 1990; Burgess
et al., 1994; Sogo und Yaffe, 1994; Hermann et al., 1997; Sesaki und Jensen,
1999). Diese  Mutanten  wurden aus  Stammsammlungen  von
temperatursensitiven Mutanten isoliert, nachdem die Mitochondrien mit
spezifischen fluoreszierenden Farbstoffen angefarbt und die mitochondriale
Form mikroskopisch analysiert worden war. Seit einigen Jahren wird GFP
(Griin Fluoreszierendes Protein) zur Farbung von Mitochondrien verwendet. So
konnen Mitochondrien durch ein Fusionsprotein aus GFP und einer
mitochondrialen Priasequenz (mtGFP) markiert werden (siche Abbildung 1;
Westermann und Neupert, 2000).

Fir eine Reihe von Proteinen ist eine Rolle in der mitochondrialen
Morphogenese belegt (zur Ubersicht sieche Abbildung 2; Berger und Yaffe,
1996; Hermann und Shaw, 1998; Yaffe, 1999b). Darunter sind sowohl Proteine,
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die die Fusion und Teilung der Mitochondrien beeinflussen (z.B. Fzol und
Dnml; ndhere Beschreibung siehe 1.2), als auch die AuBenmembranproteine
Mdm10, Mdm12 und Mmml, die die Motilitdt der Mitochondrien beeinflussen
(Burgess et al., 1994; Sogo und Yaffe, 1994; Berger et al., 1997a; Boldogh et
al., 1998; Aiken Hobbs et al., 2001).

Auftillig viele mdm-Mutanten verlieren thre mtDNA und werden dadurch
atmungsdefizient (Hermann et al., 1998; Rapaport et al., 1998; Sesaki und
Jensen, 2001; Wong et al., 2000). Atmungsdefiziente Stdimme kdnnen nicht auf
nichtfermentierbaren Kohlenstoffquellen wachsen und werden auch als petite-
oder pet-Mutanten bezeichnet (Tzagoloff und Dieckmann, 1990). Die mtDNA
ist an die Innenmembran der Mitochondrien gebunden und wird iiber einen
kontrollierten Mechanismus vererbt (Nunnari et al., 1997, Okamoto et al.,
1998; Berger und Yaffe, 2000). Voraussetzung dafiir ist die Aufrechterhaltung

der normalen Struktur des mitochondrialen Kompartiments.



Einleitung

Morphologie/Transport
Wimmi
Mdm 10
Mdm12
Tmlung

. Fusion /™, '. d
i, Mwh ﬁ“
. Fzo1 2 Dnmd S

‘ ] M1

Fis1

Abbildung 2: Ubersicht zur Vererbung und Morphogenese von
Mitochondrien in Hefe.

Die mitochondriale Form héngt vom Organellentransport entlang des Cytoskeletts sowie von
Fusions- und Teilungsprozessen ab. In den letzten Jahren wurden einige Komponenten
identifiziert, die diese Prozesse steuern (Beschreibung im Text). Eine Reihe zusétzlicher,
unbekannter Proteine wird bendtigt: Rezeptoren fiir Motorproteine, Verbindungsproteine zu
den Aktinfilamenten, Fusionsfaktoren in der Innenmembran und verschiedene regulatorische
Faktoren. Bisher unbekannte Komponenten sind durch Fragezeichen (?) deutlich gemacht.
(Abbildung nach B. Westermann, unverdffentlicht).
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1.2 Fusion und Teilung von Mitochondrien

Fusion und Teilung von Mitochondrien wurde in vielen unterschiedlichen
eukaryotischen Zellen beobachtet (Bereiter-Hahn, 1990; Bereiter-Hahn und
Voth, 1994). In Kulturen von Xenopus-Endothelialzellen wurde die
mitochondriale Teilung mit Hilfe der ,,Time-lapse“~-Mikroskopie nachgewiesen
(Bereiter-Hahn und Vo6th, 1994). Die Fusion der Mitochondrien kann unter
anderem die rasche Verteilung mitochondrialer DNA-Molekiile in HeLa-Zellen
erkldren (Hayashi, 1994). Cortese (1999) berichtete iiber in vitro-Tests zum
Nachweis der mitochondrialen Fusion.

Fusion und Teilung von Mitochondrien haben wichtige Funktionen fiir eine
Reihe von zellbiologischen Prozessen (zur Ubersicht siche Warren, 1985;
Jensen et al., 2000; Osteryoung, 2001; Shaw und Nunnari, 2002; Westermann,
2002): (i) Die Fusion der Mitochondrien wirkt der Zellalterung entgegen. Durch
den oxidativen Metabolismus der Mitochondrien entstehen Sauerstoffradikale,
die das Genom, die Proteinkomplexe und die Membranen der Mitochondrien
schiadigen. Die Fusion der Mitochondrien ermdglicht eine Rekombination der
mtDNA, wodurch Erbgutschiden repariert werden kénnen, und sie erlaubt die
Komplementation der Funktionen geschadigter Proteinkomplexe (Ono et al.,
2001). (i1) In hoheren Organismen ist die Fusion der Mitochondrien hiufig von
Bedeutung fiir die Zelldifferenzierung. Im Herzmuskel beispielsweise fiihrt die
Fusion der Mitochondrien zur Bildung eines komplexen mitochondrialen
Netzwerks (David et al., 1981; Smolich, 1995), welches den Grofiteil des
Herzzellvolumens einnimmt und den bestindig arbeitenden Herzmuskel mit
ATP versorgt. Ein weiteres Beispiel fiir eine Rolle der Mitochondrienfusion in
der Zellentwicklung ist die Reifung von Spermienzellen in der Fruchtfliege
Drosophila (siehe 1.2.2; Hales und Fuller, 1997). (ii1) Auch die Teilung der
Mitochondrien korreliert mit Schritten der Zelldifferenzierung. In jungen

Xenopus-Oocyten liegen die schlauchférmigen Mitochondrien in grof3en
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Aggregaten vor, die auch als ,mitochondrial clouds®“ bezeichnet werden
(Schnapp et al. 1997). Wihrend der Oocytenreifung teilen sich die
mitochondrialen Aggregate zu Fragmenten, die sich zum vegetativen Pol
hinbewegen (Heasman et al., 1984). (iv) Da Mitochondrien nicht de novo
synthetisiert werden konnen, ist die Teilung der Mitochondrien eine
Voraussetzung fiir ithre Vererbung wiéhrend der Zellteilung. Die Zellzyklus-
abhédngige Teilung ist besonders wichtig in Organismen, die nur ein einziges
Mitochondrion pro Zelle besitzen, wie z.B. der Alge Cyanidioschyzon merolae
(Suzuki et al., 1994). (v) Teilung von Mitochondrien ist eine Voraussetzung flir
die Apoptose (Frank et al., 2001). Die Teilungsvorgidnge der Mitochondrien
fiilhren dabei vermutlich zur Entstehung funktionell wunterschiedlicher
Organellen. Einige Mitochondrien verlieren ithr Membranpotenzial und setzen
Cytochrom c frei, um die Apoptose herbeizufiihren. Andere Mitochondrien
hingegen bleiben funktionsfihig und liefern die fiir die Apoptose notige

Energie.

1.2.1 Fusion und Teilung von Mitochondrien in Hefe

Einen eindeutigen Beweis fiir die mitochondriale Fusion in S. cerevisiae lieferte
die Beobachtung der Mitochondrien wéhrend der Paarung von Hefezellen
(Abbildung 3). Die Mitochondrien beider Elternzellen verschmelzen in der
Zygote zu einem einheitlichen Retikulum. Die 16slichen Proteine der
mitochondrialen Matrix verbreiten sich rasch und gleichmiBig iiber die
Gesamtheit des Mitochondrions (Azpiroz und Butow, 1993; Nunnari et al.,
1997). Proteine der inneren und dufleren mitochondrialen Membran sowie die
mtDNA-Molekiile konnen wihrend des Fusionsprozesses nicht frei diffundieren

und verteilen sich daher langsamer iiber das fusionierte Netzwerk als Proteine
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der Matrix (Berger und Yaffe, 1996; Nunnari et al., 1997, Okamoto et al.,
1998).

Wihrend der Meiose und Sporulation von Hefe kommt es zu auffilligen
Fusions- und Teilungsvorgdangen der Mitochondrien (Smith et al., 1995). Bei
Nahrstoffmangel, der die Sporulation auslost, fragmentieren die
mitochondrialen Schlduche einer diploiden Zelle zu 30 bis 50 separaten, kleinen
Organellen. Kurz nach Beginn der Sporulation fusionieren diese Mitochondrien
zu einem langgezogenen, in sich verflochtenen Schlauch. Dieser Schlauch teilt
sich wieder, und die resultierenden Schlduche wandern zu den vier Sporen, wo
sie nach vollendeter Meiose jeden der Kerne umgeben.

Unter normalen Wachstumsbedingungen fusionieren und teilen sich die
Mitochondrien kontinuierlich. Ungefdahr einmal in zwei Minuten beobachtet
man in jeder Hefezelle einen solchen Prozess (Nunnari ef al., 1997). Fusion und
Teilung liegen miteinander im Gleichgewicht, so dass die Anzahl an
Mitochondrien pro Zelle relativ konstant bleibt.

Mitochondrien fusionieren dann, wenn ein freies mitochondriales Ende auf das
Ende oder auf die Seite eines anderen Mitochondrions trifft (Bereiter-Hahn und
Voth, 1994; Nunnari et al., 1997). Im Gegensatz dazu kann die Teilung der

Mitochondrien an jeder Stelle entlang des mitochondrialen Schlauchs erfolgen.
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Abbildung 3: Testsystem zum in vivo-Nachweis der Fusion von
Mitochondrien.

Schematische Darstellung der mitochondrialen Fusion wihrend der Verschmelzung von
Hefezellen mit entgegengesetztem Paarungstyp (Nunnari et al., 1997). Der Vorgang kann mit
einem Fluoreszenzmikroskop verfolgt werden, wenn unterschiedliche fluoreszierende
Markerproteine verwendet werden, wie z.B. mtRFP (Rot Fluoreszierendes Protein mit einer
mitochondrialen Prisequenz) (Punkte) und mtGFP (grau). Eine Uberlagerung der beiden
fluoreszierenden Markerproteine zeigt die Durchmischung des Matrixinhalts und damit
Fusion der Mitochondrien an (siehe auch Abbildung 16). Darstellung nach Jensen et al., 2000,

verandert.
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1.2.2 Fzol spielt eine wichtige Rolle fiir die Mitochondrienfusion

Untersuchungen zur Spermatogenese von Drosophila fiihrten zur
Identifizierung des ersten Proteins, fiir das eine wichtige Funktion bei der
mitochondrialen Fusion belegt werden konnte (Hales und Fuller, 1997). Im
Laufe der Spermatogenese kommt es in den Spermatiden, den unreifen
minnlichen Keimzellen, zur Umstrukturierung der Mitochondrien. Mehrere
kleine, runde Mitochondrien aggregieren in Nachbarschaft zum haploiden
Zellkern und fusionieren anschlieBend zu zwei grolen Strukturen, die
umeinander gewunden sind und als Nebenkern bezeichnet werden (Hales und
Fuller, 1997). Im Elektronenmikroskop gleicht dieser Nebenkern einer
aufgeschnittenen Zwiebel. SchlieBlich 16sen sich die beiden Mitochondrien des
Nebenkerns wieder voneinander und winden sich um das Flagellum. Dort
stellen sie die Energie flir die Fortbewegung der Spermazelle bereit.

In der fuzzy onions-Mutante konnen die Mitochondrien der Spermatiden nicht
mehr fusionieren (Hales und Fuller, 1997). Die fragmentierten Mitochondrien
aggregieren und bilden eine Struktur, die im Elektronenmikroskop einer
deformierten Zwiebel dhnelt. Die fuzzy onions-Mutante hat eine Mutation in der
GTPase-Doméne eines neuartigen Transmembranproteins, welches fiir die
mitochondriale Fusion in Spermatiden bendtigt wird, Fzo. Das Fzo-Protein wird
nur zum Zeitpunkt der Fusion synthetisiert, aber nicht mehr, nachdem der
Vorgang vollendet ist (Hales und Fuller, 1997). Im Genom von Drosophila
existiert ein zweites, bislang nicht charakterisiertes Gen, das mit dem fuzzy
onions-Gen verwandt ist. Wahrscheinlich spielt dieses zweite Gen eine
generelle Rolle bei der mitochondrialen Formgebung in der Fliege (Hwa et al.,
2002).

Das Fzo-Protein ist ein Transmembranprotein von 81,5 kDa und besitzt neben
einer N-terminalen GTPase-Domidne einen hydrophoben Bereich am C-

Terminus sowie drei ,,coiled-coil*-Motive. Bei diesem Strukturmotiv sind zwei
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bis vier amphiphile Helices umeinander gewunden. Entlang der Kontaktfliche
ragen hydrophobe Seitenketten wie ,Kopfe* von der einen Helix in die
,Liicken® zwischen den hydrophoben Seitenketten der anderen Helix, wodurch
Protein/Protein-Wechselwirkungen vermittelt werden.

Es gibt fuzzy onions-Homologe in Sdugern, Wiirmern und Pilzen (Hales und
Fuller, 1997). Das fuzzy onions-Protein in S. cerevisiae, Fzol (19% identisch
mit dem fuzzy omions-Protein von Drosophila), ist unverzichtbar fiir die
mitochondriale Fusion (Hermann et al, 1998; Rapaport et al., 1998). Die
Deletion des FZO1-Gens in Hefe flihrt zur Fragmentierung des Kompartiments
in eine Vielzahl kleiner, gleichméBig verteilter mitochondrialer Strukturen.
Diese fragmentierten Organellen werden zwar weiterhin an die Tochterzelle
vererbt, verlieren aber ihre mtDNA-Nukleoide (Hermann ef al., 1998; Rapaport
et al., 1998).

Fzol ist ein integrales Protein der mitochondrialen AuBBenmembran. Die N-
terminale GTPase-Doméne macht den grof3ten Teil des Proteins aus und ist zum
Cytosol hin exponiert (Hales und Fuller, 1997; Hermann et al., 1998; Rapaport
et al., 1998). Fzol ist Bestandteil eines groBeren Proteinkomplexes von 800
kDa, der vermutlich den Fusionsapparat der mitochondrialen Aulenmembran
darstellt (Rapaport et al., 1998).

Ob dem Fzol-Protein wihrend der Hefe-Sporulation eine spezielle Rolle
zukommt, ist noch unklar. Es wurde jedoch zu zwei Zeitpunkten der
Sporulation eine erhohte Expression von FZOI-mRNA beobachtet, die mit
Zeitpunkten erhohter Fusionsaktivitét korrelieren konnte (Chu et al., 1998).
Eine Reihe von Fragen zur Funktion von Fzol ist noch offen: Ist Fzol direkt an
der Katalyse der Fusionsprozesse beteiligt, oder spielt es eine regulatorische
Rolle? Wie wird die Integritdt der mitochondrialen Innen- und Au3enmembran
wihrend der Fusion aufrechterhalten? Welche anderen Komponenten werden

fiir die mitochondriale Fusion benétigt, und wie werden sie reguliert?
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Kiirzlich wurden zwei weitere Komponenten beschrieben, die fiir die Fusion der
Mitochondrien bendétigt werden.

Ugol besitzt eine Transmembrandomine, die die &duBlere mitochondriale
Membran durchspannt (Sesaki und Jensen, 2001). Es wirkt, dhnlich wie Fzol,
an der mitochondrialen Fusion mit. Das Dynamin-dhnliche (siche 1.2.3) Protein
Mgml befindet sich im Intermembranraum und ist peripher mit der
mitochondrialen Innenmembran assoziiert (Wong ef al., 2000). Mutationen im
MGMI-Gen verursachen den Verlust des mitochondrialen Genoms und die
Aggregation der Mitochondrien (Jones und Fangman, 1992; Guan ef al., 1993;
Shepard und Yaffe, 1999). Dabei handelt es sich um Ansammlungen mehrerer
dicht beieinander liegender fragmentierter Organellen. Welche Rolle Mgm1 und

Ugol bei der Mitochondrienfusion spielen ist noch unklar.

1.2.3 Die mitochondriale Teilung wird durch Dnm1 und seine Co-Faktoren

vermittelt

Ahnlich wie die Fusion wird auch die Teilung der Mitochondrien von einem
GTP-bindenden Protein vermittelt. Das Dnml-Protein der Hefe (Gammi et al.,
1995) gehort zur Protein-Familie der Dynamine (Bleazard et al., 1999; Otsuga
et al., 1998). Diese Proteine sind GTPasen mit einem hohen Molekulargewicht
und weisen Homologie zu dem Dynamin-Protein aus Drosophila auf. Dynamin
bildet wéhrend der Endocytose an der Plasmamembran Ringe um den Hals von
neu entstechenden Vesikeln und durchschniirt nach Hydrolyse von GTP als
Mechanoenzym die Membran, so dass das Vesikel in das Cytosol freigesetzt
wird (De Camilli et al., 1995; Takei et al., 1995; Takei et al., 1996).
Wabhrscheinlich spielt Dnml eine &hnliche Rolle bei der Teilung der
Mitochondrien, indem es Ringe um das Organell bildet und durch
Zusammenschniiren die Membranen teilt (zur Ubersicht siehe van der Bliek,

2000).
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Mutationen im DNMI-Gen flihren zu einer verdichteten netzartigen
Mitochondrienstruktur, die sich nur in einer Zellhilfte befindet. In diesen
Mutanten ist das Gleichgewicht zwischen Fusion und Teilung der
Mitochondrien auf die Seite der Fusionsprozesse verschoben. Aufgrund
verminderter Teilungsaktivitit bleiben die bereits bestehenden Verzweigungen
erhalten. Da die Organellen weiterhin fusionieren, werden schlieBlich dichte
mitochondriale Netze ausgebildet (Yaffe, 1999a).

Das Gleichgewicht zwischen Teilungs- und Fusionsprozessen bestimmt die
Anzahl und Gestalt der Mitochondrien in einer Zelle. Interessanterweise
besitzen dnmi/fzo1-Doppelmutanten, die weder Teilungs- noch Fusionsaktivitét
aufweisen, Wildtyp-dhnliche mitochondriale Schldauche (Bleazard et al., 1999;
Sesaki und Jensen, 1999). Die Schlauchform der Mitochondrien wird also nicht
allein durch Fusions- und Teilungsprozesse bestimmt, sondern es miissen noch
andere Mechanismen zur Morphogenese der Organellen beitragen, die das
Wachstum der mitochondrialen Schlduche ausgehend von den Enden bereits
bestehender Mitochondrien ermdglichen (Yaffe, 1999a; Jensen et al., 2000).
Weitere Komponenten der mitochondrialen Teilungsmaschinerie sind die
kiirzlich identifizierten Proteine Fisl und Mdvl1. Fisl ist ein integrales Protein
der mitochondrialen AuBBenmembran. Es rekrutiert das cytosolische Dnml an
die Oberfliche der Mitochondrien (Mozdy et al., 2000; Tieu und Nunnari,
2000). Mdv1 co-lokalisiert mit Dnm1 in fleckenartigen Strukturen, die iiber die
Oberfldche der Mitochondrien verteilt sind (Otsuga et al., 1998; Bleazard ef al.,
1999). Dabei handelt es sich vermutlich um die Stellen, an denen die Teilung
der Mitochondrien stattfindet (Fekkes et al., 2000; Mozdy et al., 2000; Tieu und
Nunnari, 2000).
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1.3 Fragestellung und Zielsetzung

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit sollte die Topologie von Fzol in der
mitochondrialen AuBenmembran aufgeklirt und eine mégliche Verbindung zur
Innenmembran untersucht werden. Nach einem Modell von Hales und Fuller
(1997) durchspannt Fzol mit seinen zwei Transmembrandominen sowohl die
Auflenmembran als auch die Innenmembran der Mitochondrien und bildet so
eine Kontaktstelle, an der die Fusion ausgeldst wird. Diese Topologie wiirde
eine Funktion von Fzol als Teil eines Ligand/Rezeptor-Paars zwischen
separaten Mitochondrien erlauben. So konnte der N-Terminus iiber eine
,coiled-coil“-Region mit Proteinen benachbarter Mitochondrien interagieren
und so die Fusion der AuBenmembranen einleiten. Bei einer die
Doppelmembranen durchspannende Toplogie von Fzol wiirde die C-terminale
Domine die Fusion der Innenmembranen vermitteln. Wenn hingegen Fzol nur
in der Aullenmembran lokalisiert ist, miissen andere Mechanismen existieren,
um die Fusion der Innenmembran einzuleiten. Die Kenntnis der Topologie von
Fzol konnte also wichtige Hinweise fiir das Verstdndnis der molekularen
Mechanismen der Fusionsreaktion liefern. Zu Beginn der Arbeit stellte sich
daher die Frage, wo der C-Terminus von Fzo1 lokalisiert ist, und ob das Protein
iber eine oder zwei Transmembrandoménen verfiigt. In diesem Zusammenhang
sollte auch geklart werden, ob Fzol mit der Innenmembran assoziiert ist, und
tiber welche Proteinbereiche diese Interaktion vermittelt wird.

Die Kenntnis der beteiligten Proteine ist Voraussetzung fiir die Aufkldrung der
molekularen Mechanismen der Motilitdt und der Formgebung von
Mitochondrien. Erst wenn die beteiligten Komponenten bekannt sind, konnen
Interaktionen aufgedeckt und ihre Funktion durch Mutationsanalysen oder
biochemische Verfahren untersucht werden. Im zweiten Teil der Arbeit wurde
deshalb angestrebt, weitere Hefemutanten zu identifizieren, die eine veranderte

mitochondriale Form zeigen. Dazu wurde eine Deletionsmutanten-Bibliothek
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verwendet, die sidmtliche nicht-essentielle Gene der Hefe umfasst (siche 2.2.6;
Giaever et al., 2002). Diese Hefestammsammlung sollte hinsichtlich anormaler
Vererbung und Form der Mitochondrien durchmustert werden. Des weiteren
sollte die Fusionsaktivitdt viel versprechender Kandidaten untersucht werden.
Eine der neu identifizierten Komponenten, Mdm30, die sich als relevant fiir den
Fusionsprozess der Mitochondrien erwies, sollte genauer charakterisiert

werden.
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2  Material und Methoden

Die Zusammensetzung von Puffern und Medien, die nicht im Zusammenhang
mit den jeweiligen Methoden beschrieben sind, ist in Kapitel 2.5 zu finden. Die

Hersteller der verwendeten Chemikalien sind in Kapitel 2.6 aufgelistet.

2.1 Molekularbiologische Methoden

(Sambrook et al., 1989)

2.1.1 Plasmidreinigung aus E. coli

(Birnboim und Doly, 1979)

Kleinere Mengen an Plasmid-DNA wurden nach der Methode der alkalischen
Lyse aus E. coli-Zellen gewonnen. Die Bakterien wurden in 2 ml LB-Medium
angeimpft, das 100 pg/ml Ampicillin enthielt, iiber Nacht bei 37°C geschiittelt
und in ein 1,5 ml Reaktionsgefda3 {iberfiihrt. Die Bakterien wurden 20 s bei
13.000 rpm bei RT in einer Eppendorf-Tischzentrifuge abzentrifugiert und in
100 pl der Losung 1 (50 mM Glucose; 10 mM EDTA pH 8,0; 25 mM Tris/HCI
pH 8,0) resuspendiert. Darauthin wurde die Zellsuspension 5 min bei RT
geschiittelt. Es wurden 200 pl Losung 2 (200 mM NaOH; 1% (m/v) SDS) zuge-
mischt und 5 min bei RT inkubiert. AnschlieBend wurden 150 pl Lésung 3 3 M
Natriumacetat pH 4,8) zugegeben, kurz geschiittelt und 10 min auf Eis
inkubiert. Ausgefallene Proteine und chromosomale DNA wurden 20 s bei
13.000 rpm in einer Eppendorf-Tischzentrifuge abzentrifugiert. Die Plasmid-
DNA aus dem Uberstand wurde mit 1 ml 96%-igem (v/v) Ethanol gemischt und
10 min bei 13.000 rpm in einer Eppendorf-Tischzentrifuge abzentrifugiert.

Nach zweimaligem Waschen mit 1ml 70%-igem (v/v) Ethanol und
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anschlieBendem 10-miniitigen Trocknen bei 37°C wurde die Plasmid-DNA in
20 bis 50 pul TE-Puffer resuspendiert.

Zur Priparation groBerer Mengen Plasmid-DNA wurde der Jetstar®-Kit der
Firma Genomed verwendet. Hierfiir wurden 30 ml LB*™-Medium mit trans-
formierten Bakterien angeimpft und liber Nacht geschiittelt. Die Isolierung der
Plasmid-DNA erfolgte nach Angaben des Herstellers.

Zur Konzentrationsbestimmung wurde 1 pl der gewonnenen DNA mit 500 pl
Wasser verdiinnt und die Extinktion bei 260 und 280 nm gegen Wasser
gemessen. Die Extinktion der gelosten Plasmid-DNA bei 260 nm ist
proportional zur Konzentration der DNA. Eine E,4 von 1,0 entspricht 50 pg/ml
doppelstrangiger DNA. Der Quotient Eyq¢/Esg ist ein Mal fiir die Reinheit der

Préparation. Er sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen.

2.1.2 Amplifizierung von DNA-Fragmenten mittels Polymerase-

Kettenreaktion (PCR)

Bei der Polymerase-Kettenreaktion oder PCR wird durch den wiederholten
Ablauf von Strangtrennung, Bindung zweier spezifischer Oligonukleotide
(Primer) und DNA-Synthese mit hitzestabiler DNA-Polymerase eine expo-
nentielle Synthese von DNA-Molekiilen aus Desoxynukleosidtriphosphaten
erreicht (Saiki et al., 1985). Ein typischer Reaktionsansatz von 50 pl enthielt
zusitzlich zu dem vom Hersteller mitgelieferten Puffer 0,2 mM der
Desoxynukleosidtriphosphate, 10°  bis 10° DNA-Molekille  des
Matrizenstranges, 10 bis 50 pmol Oligonukleotide und 2 U Pfu-DNA-
Polymerase aus Pyranococcus furiosus. Das Gemisch wurde mit Mineral6l
tiberschichtet und in einem programmierbaren Thermostaten inkubiert. Ein
typischer Reaktionsablauf begann mit einer 4-miniitigen Vorinkubation bei

95°C zur vollstindigen Denaturierung der Matrizenstringe. Dann wurde eine
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Reaktionsfolge 20- bis 30-mal wiederholt, die aus Denaturieren der DNA (30 s
bei 95°C), Anlagern der Oligonukleotide (40 s bei 40 bis 50°C) und Synthese
der DNA (2 min/kb bei 72°C) bestand. Schlielich wurde wéhrend einer 4-
miniitigen Nachinkubation bei 72°C die DNA-Synthese vervollstindigt. Die
Bildung des amplifizierten Fragments wurde anschlieBend auf einem

Agarosegel kontrolliert (2.1.4).

2.1.3 Klonierung von DNA-Fragmenten

2.1.3.1 Restriktionsverdau von DNA

Die spezifische Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen erfolgte in
den vom Hersteller mitgelieferten Puffern. Es wurden ca. 1 bis 2 U Enzym fiir
1 ng zirkuldre DNA eingesetzt und 60 min bei der fiir das Enzym angegebenen

Temperatur inkubiert.

2.1.3.2 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten

Mit der Alkalischen Phosphatase (Calf Intestine Alkaline Phosphatase, CIP)
wurden gleiche sowie glatte (,,blunt ends*) Enden der Vektor-DNA vor
Ligationsreaktionen dephosphoryliert, um eine Ligation innerhalb der
geschnittenen Vektor-DNA zu verhindern. Es wurden 10 pg DNA in 50 pl CIP-
Puffer (vom jeweiligen Hersteller) mit 1 U Enzym fiir 30 min bei 37°C
inkubiert. Nach 30 min wurde erneut 1 U Enzym zugegeben und fiir weitere 30
min bei 37°C inkubiert. Bei glatten Enden erfolgte die zweite Inkubation bei
56°C. Die Reaktion wurde mit 17 ul TE-Puffer, 2,5 ul 10% (m/v) SDS und 5 pl
I M NaCl und 0,5 ul 0,5 M EDTA gestoppt. Nach Inaktivierung durch eine
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Inkubation fiir 20 min bei 75°C wurden die dephosphorylierten Vektoren nach

Herstellerangabe mit Qiaquick ®-Séulen von Qiagen isoliert.

2.1.3.3 Ligation von DNA-Fragmenten mit T4-Ligase

Zur Verkniipfung von DNA-Enden wurde T4-DNA-Ligase der Firma
Gibco/BRL verwendet. Es wurden 50 bis 200 ng DNA des linearisierten
Vektors mit einem etwa 5-fachen molaren Uberschuss des DNA-Fragmentes in
dem vom Hersteller mitgelieferten 5x Puffer (0,25 M Tris/HCI pH 7,6; 50 mM
Magnesiumchlorid; 5 mM ATP; 5 mM DTT; 25% (v/v) PEG-8000) und Wasser
gemischt. Der Ansatz wurde mit 0,5 U T4-Ligase in einem Volumen von 10 ul

fir 2 h bei 25°C oder uber Nacht bei 16°C inkubiert.

2.1.4 Elektrophorese zur Auftrennung von DNA-Fragmenten

Zur gelelektrophoretischen Analyse von DNA wurden Agarose-Flachgele mit
30 bzw. 100 ml Bettvolumen benutzt. Agarose wurde in TAE-Puffer (40 mM
Tris/Acetat pH 7,5; 20 mM Natriumacetat; 1 mM EDTA) aufgekocht und bei
65°C aufbewahrt. Je nach Grofle der DNA-Fragmente wurden Agarosekon-
zentrationen im Bereich von 0,8 bis 2% (m/v) gewihlt. Der Agarose wurde
0,5 pg/ml Ethidiumbromid zugegeben, um die DNA unter UV-Licht sichtbar
machen zu kénnen. Die Proben wurden in Auftragspuffer (2 mM EDTA pH 8,0;
4% (m/v) Saccharose; 0,025% (m/v) Bromphenolblau) aufgenommen und
aufgetragen. Die Elektrophorese wurde mit TAE-Puffer bei einer Spannung von
15 V/cm durchgefiihrt. Die DNA-Banden wurden unter UV-Licht sichtbar

gemacht.
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2.1.5 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Um DNA-Fragmente nach ihrer elektrophoretischen Auftrennung aus einem
Agarosegel zu extrahieren, wurden sie unter UV-Licht aus dem Gel ausge-
schnitten. Die DNA-Fragmente wurden iiber Qiaquick®-Sdulen von Qiagen

isoliert.

2.1.6 Priparation transformationskompetenter E. coli-Zellen

Uber Nacht wurde in 5 ml LB-Medium eine Kultur des E. coli-Stamms XL1-
Blue angezogen und am ndchsten Morgen damit 1,0 1 des gleichen Mediums
angeimpft. Alle verwendeten Behidlter und Losungen wurden bei 4°C
vorgekiihlt. Die Kultur wurde bis zu einer ODs;g von 0,5 kultiviert. Die
Bakterien wurden anschlieBend 30 min auf Eis inkubiert und 15 min bei 2°C
und 4.400 g abzentrifugiert. Die Zellen wurden im Kiihlraum nacheinander in
500 ml, in 250 ml und schlieBlich in 50 ml 10% (v/v) Glycerin gewaschen und
nach jedem Waschschritt 15min bei 2°C und 4.400 g zentrifugiert.
AnschlieBend wurde der Uberstand vollstindig abgenommen, die Bakterien in
500 pl 10% (v/v) Glycerin aufgenommen, zu je 40 pl portioniert und bei -80°C

aufbewahrt.

2.1.7 Transformation von E. coli-Zellen durch Elektroporation

40 ul transformationskompetente E. coli-Zellen wurden auf Eis aufgetaut,
zusammen mit der DNA (1-2 ul Ligationsansatz oder 1 ng Plasmid-DNA) in
eine vorgekiihlte Transformationskiivette (0,2 cm) gegeben und in einem
Elektroporationsgerdt durch einen Stromstof3 transformiert (2,5 kV, 400 Q,
25 uF, Zeitkonstante 8-9 ms). AnschlieBend wurde der Ansatz sofort mit 1 ml
SOC-Medium gemischt, 30 bis 60 min lang bei 37°C geschiittelt, kurz

abzentrifugiert und in 100 pl SOC-Medium aufgenommen. Die transformierten
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Zellen wurden auf LB"™-Platten ausgestrichen und bei 37°C iiber Nacht

inkubiert.

2.1.8 Verwendete Vektoren

Zur Expression von FZOI und fzol-2 in Hefe von Einzelkopie-Plasmiden
wurden die Gene mit ihren eigenen regulatorischen Sequenzen in den
centromerischen Vektor pRS315 (Sikorski und Hieter, 1989) und in den
Multikopien-Vektor pRS425 (Christianson et al., 1992) kloniert. Zur
Uberexpression von FZOI und fzol-2 in Hefe wurde der Multikopien-Vektor
pYX232 (R&D Systems) verwendet, in dem die codierende Sequenz hinter den
konstitutiven Triosephosphat-Isomerase-Promotor (TPI) kloniert worden war.

Fiir Subklonierungen wurde das Plasmid pCRII-TOPO (Invitrogen) verwendet.

Der Vektor YIpMELPB2 (Melcher et al., 2000) diente zur Bestimmung von
Promotoraktivititen {iber die Enzymaktivitit von [-Galaktosidase als

Reporterprotein.

2.1.9 Verwendete Plasmide

Die Klonierungsstrategien fiir die im Rahmen dieser Arbeit hergestellten
Plasmide und eine kurze Beschreibung der Plasmide, die von anderer Seite

stammten, sind nachfolgend aufgelistet.

a) Klonierungsstrategien der in dieser Arbeit hergestellten Plasmide

pRS315-fz01-2 und pRS425-fz01-2 (diese Arbeit: Fritz et al., 2001)

Die C-terminalen 120 Codons und der Terminator des FZO1-Gens wurden mit

Hilfe der PCR (2.1.2) aus genomischer DNA unter Verwendung der Primer
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FZ0O1-735-N und FZOI-3 amplifiziert. Das PCR-Fragment wurde unter
Verwendung der Restriktionsschnittstellen EcoRI und Xhol in den Vektor
pBluescript II KS kloniert. Es resultierte das Plasmid pBS-FZO1-C-term.

Der Promotor und die N-terminalen 733 Codons des FZOI-Gens wurden aus
genomischer DNA durch PCR iiber die Primer FZOI-5 und FZOI-733-C
amplifiziert. Um das Plasmid pBS-FZO! zu konstruieren, wurde das PCR-
Fragment tiber die Restriktionsschnittstellen BamHI und EcoRI in das Plasmid
pBS-FZO1-C-term kloniert.

Ein DNA-Fragment, das fiir zwei Kopien des flexiblen Linker-Segments
KL(GGS); codiert, wurde aus dem Plasmid pJM28-3 (McNew et al., 1999)
mittels PCR mit den Primern sw-N und sw-C amplifiziert. Das PCR-Fragment
wurde liber die Restriktionsschnittstellen £coRI und Sal/l in das Plasmid pBS-
FZOI kloniert. Es resultierte das Plasmid pBS-fzol-2. Das Insert wurde
sequenziert und liber die Restriktionsschnittstellen BamHI und Xhol in die
Vektoren pRS315 (Sikorski und Hieter, 1989) und pRS425 (Christianson et al.,
1992) subkloniert. Es resultierten die Plasmide pRS315-fzo07/-2 und pRS425-
fzol-2.

FZO1-5: 5'-CGCGGATCCACTACCATCCTTCTAGCC-3'

FZO1-3: 5'-CGCCTCGAGAATGTTTATGTAATTTCGTGC-3'

FZO1-735-N: 5'-AAAGAATTCAGTCGACCAAGAAGTTATCAGTTCCG-3'
FZ01-733-C: 5'-AAAGAATTCCTGAGCTCCACGACGATAA-3'

sw-N: 5'-AAAGAATTCAAAGCAGGAAGAAGCTCG-3'

sw-C: 5'-AAAAGTCGACCCGATCATAAGCTTGGAAC-3'

YIpFZO132, diese Arbeit

Der FZOI-Promotor wurde aus dem Plasmid pFZ0-425 (Fritz et al., 2001) mit
den Primern FZO-Hind und FZO-Bam durch PCR (2.1.2) amplifiziert. Das
PCR-Fragment wurde in den Vektor pCRII-TOPO subkloniert und schlielich
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iber die in die Primer eingebauten Restriktionsschittstellen BamHI und HindIIl
in das Plasmid YIpMELP2 (Melcher ef al., 2000) kloniert, um das Plasmid
YIpFZO132 zu erhalten.

FZO-Hind: 5'-GGGAAGCTTACTACCATCCTTCTAGCC-3'

FZO-Bam: 5'-GGGGGATCCAAACATCGTTAAATGAGCCTACCG-3'

b) Beschreibung weiterer verwendeter Plasmide

pYX232-FZ0I1-ORF (E. Klanner: Fritz et al., 2001)

Das Plasmid dient der konstitutiven Uberexpression eines Fusionsproteins aus

Fzo1 und eines C-terminal fusionierten Hamagglutinin-Peptids (HA).

pRS416-FZ01 und pRS425-FZ01 (E. Klanner; Fritz et al., 2001)

Die Plasmide mit FZO! und seinen regulatorischen Sequenzen (FZOI-eigener
Promotor und Terminator) komplementieren die Afzol-Mutation. pRS425 ist

ein Multikopien-Vektor. pRS416 ist ein centromerischer Vektor.

pGEM4-Fzo(600-810)-DHFR und pGEM4-Fzo(600-810) (D. Rapaport; Fritz et
al.,2001)

Die Plasmide dienen der in vitro-Transkription/Translation von DHFR-

Fusionsproteinen und von Fzol-Fragmenten (Aminosdurereste 600-810 des

Fzo1-Proteins).

pRS416-mtRFP (pRS416-GALI+ PrF,ATP9-RFP) (J. M. Shaw; Mozdy et al.,
2000)

RFP ist ein Rot Fluoreszierendes Protein, dsRed, welches in Riff-Korallen

entdeckt wurde (Matz et al., 1999). mtRFP ist ein Fusionsprotein aus RFP und

der mitochondrialen Prdasequenz der Untereinheit 9 des Fy-Teils der
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mitochondrialen ATP-Synthase von Neurospora crassa und wird in die
mitochondriale Matrix sortiert. Die Expression von mtRFP wird iiber einen

GAL-Promotor reguliert.

pYX232-mtGFP, pYX113-mtGFP und pVT100U-mtGFP (B. Westermann;
Westermann und Neupert, 2000)

Die Plasmide dienen zur Farbung von Mitochondrien. pY X113 verfiigt iiber den
regulierbaren GAL-Promotor, pYX232 {iber einen TPI-Promotor und
pVT100U-mtGFP iiber den konstitutiven ADH-Promotor
(Alkoholdehydrogenase). mtGFP ist ein Fusionsprotein aus GFP und einer
mitochondrialen Prasequenz (siehe oben) und wird in die mitochondriale Matrix

sortiert.

pYES2-MDM30 (N. Weinbach)

Dieses Plasmid diente zur Uberexpression von Mdm30, die iiber einen GAL-

Promotor reguliert wird.

2.2 Methoden der Hefegenetik

(Guthrie und Fink, 1991; Rose et al., 1990)

2.2.1 Kultivierung von S. cerevisiae

Das Standardmedium war YPD. Zur Selektion auf mitochondriale Funktionen
wurde YPG-Medium verwendet. Um die Expression von Genen zu induzieren,
die hinter einen GAL-Promotor kloniert waren, wurde YPGal-Medium
verwendet. Zur Selektion auf Auxotrophiemarker wurde SD-Medium
verwendet, das den Selektionsbedingungen entsprechend supplementiert war.

Fiir den Mating Assay (2.3.4) wurden Stimme unterschiedlichen Paarungstyps
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unter selektiven Bedingungen in SR-Medium vorkultiviert, um Plasmid-
Verluste und die Repression des GAL-Promotors durch Glukose zu vermeiden.
Induktion des GAL-Promotors erfolgte dann {iber Nacht in SR-Medium mit 2%
Galaktose. Um bei diploiden Stimmen Sporulation zu induzieren, wurden
Sporulationsplatten verwendet. Die Selektion gegen das Wildtyp-URA3-Allel
erfolgte auf 5-FOA-Medium (SD-Medium mit 0,1% 5-Fluororot-Saure (SFOA)
und 50 mg/l Uracil) (Boeke et al., 1984). Die Standardtemperatur fiir die
Kultivierung von Hefezellen war 30°C. Fliissig-Kulturen wurden im
Erlenmeyer-Kolben unter Schiitteln (120 bis 160 rpm) inkubiert. Zur
Herstellung von Agarplatten wurde den Medien 2% Bacto-Agar zugesetzt.

Fiir die Isolierung von Mitochondrien wurde Hefe in Laktat-Medium kultiviert.
Atmungsdefiziente Hefestimme wurden in Laktat-Medium mit 1% Galaktose
oder in YPD-Medium kultiviert. Die Kultur wurde immer im logarithmischen
Wachstum gehalten.

Die Hefestimme wurden bis zu zwei Monate auf Agarplatten bei 4°C gelagert.

Fiir langere Lagerung wurden sie in 15% (v/v) Glycerin bei -80°C eingefroren.

2.2.2 Kreuzung und Tetradenanalyse von Hefestimmen

Zum Kreuzen wurden zwei Stimme entgegengesetzten Paarungstyps als Strich
auf zwei getrennten YPD-Platten aufgetragen, liber Nacht inkubiert, mit Samt
tiber Kreuz auf eine neue YPD-Platte iiberstempelt, erneut inkubiert und auf
selektives Medium gestempelt. Das selektive Medium wurde so gewihlt, dass
nur die diploiden Zellen an der Kreuzungsstelle wachsen konnten. Diploide
Zellen wurden anschlieBend auf selektivem Medium als Einzelkolonien
ausgestrichen.

Die Bestimmung des Paarungstyps wurde mit Hilfe von Testerstimmen

entgegengesetzten Paarungstyps durchgefiihrt. Dazu wurden die haploiden
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Hefestimme wie beschrieben mit den Testerstimmen gekreuzt. Zellen, die auf
SD-Medium ohne Auxotrophiemarker wachsen konnten, hatten sich mit den
Testerstimmen gepaart.

Fiir die Tetradenanalyse wurden die diploiden Hefestimme auf nahrstoffarmen
Platten (Sporulationsplatten) zur Sporulation angeregt. Die Platten wurden bei
30°C inkubiert, bis sich nach einigen Tagen aus ca. 10% der Zellen Asci
gebildet hatten, die als solche im Mikroskop erkennbar waren. Um die Zellwand
der Asci zu verdauen, ohne dabei die Sporen freizusetzen, wurden die Zellen in
H,0 aufgenommen, so dass die Suspension leicht trilbe war, und fiir 10 min mit
250 pug/ml Zymolyase bei RT inkubiert. Diese Suspension wurde auf eine YPD-
Platte tibertragen. Mit Hilfe eines Mikromanipulators wurden die Asci einzeln
aufgenommen, die Sporen getrennt und einzeln an definierten Positionen auf
der Platte {ibertragen. Nachdem die Sporen zu Kolonien hochgewachsen waren,
wurden der Phédnotyp und die Aufspaltung von Auxotrophiemarkern auf

selektiven Medien untersucht.

2.2.3 Test des Wachstumsphiinotyps von S. cerevisiae (,, Tiipfeltest*)

Hefestimme wurden in fliilssigem Medium ca. zwei Tage passagiert. Die
Hefezellen wurden durch Zentrifugation geerntet und in H,O aufgenommen.
Eine Zellsuspension von 1 ODs;s in H;O wurde hergestellt und folgende
Verdiinnungsreihe in H,O angesetzt: 1; 0,1; 0,01; 0,001 ODs75. Pro Verdiinnung
wurden 5 pl auf je zwei YPD- und YPG-Platten aufgetragen und bei 30°C und
37°C inkubiert.
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2.2.4 Transformation von S. cerevisiae

2.2.4.1 Herstellung transformationskompetenter Hefezellen

Hefestimme wurden iiber Nacht in 50 ml YPD kultiviert. Die Zellen wurden bei
ODs73 von 0,5 bei RT 3 min bei 1000 g abzentrifugiert, in 25 ml sterilem
Wasser resuspendiert und erneut abzentrifugiert. Die isolierten Zellen wurden in
I ml 100 mM Lithiumacetat aufgenommen, in ein 1,5 ml Reaktionsgefal3
tiberfiihrt und bei 13.000 rpm in einer Eppendorf-Tischzentrifuge 15s
abzentrifugiert. Danach wurden die Zellen in 400 ul 100 mM Lithiumacetat
resuspendiert und die Zellsuspension zu je 50 pl portioniert. Die kompetenten

Zellen wurden sofort transformiert.

2.2.4.2 Transformation von Hefe

DNA (2 mg/ml) aus Lachsspermien wurde 5 min lang bei 95°C denaturiert und
anschliefend sofort auf Eis gekiihlt. 50 ul Suspension kompetenter Zellen
wurden 5 min bei 3000 rpm in einer Tischzentrifuge zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Den Hefezellen wurden folgende Substanzen zugegeben:
240 pl PEG 3350 (50% (v/v)), 36 ul 1 M Lithiumacetat, 25 pl einzelstrangige
Lachsspermien-DNA (2 mg/ml), 50 ul steriles Wasser, in dem 0,1 bis 10 pg der
zu transformierenden DNA gelost war. Der Ansatz wurde 1 min lang kréftig
gemischt und unter leichtem Schiitteln 30 min bei 30°C inkubiert. Darauf folgte
eine 20- bis 25-miniitige Inkubation bei 42°C. Nun wurden die Hefezellen 15 s
bei 8000 rpm abzentrifugiert und in sterilem Wasser resuspendiert. Die
Selektion transformierter Zellen erfolgte iiber Auxotrophiemarker auf SD-
Platten oder iiber Geneticinresistenz auf YPD-Platten, die 500 ug/ml Geneticin
(G418) enthielten. Bei der Selektion auf G418 wurden die Zellen nach der

Transformation zunéchst in 1 ml YPD-Fliissigmedium aufgenommen und 2 bis
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3 h bei 30°C inkubiert, um die Expression des Geneticin-Resistenzgens zu

erlauben.

2.2.5 Nachweis chromosomaler Insertionen/Deletionen in S. cerevisiae

Die Genome einiger der verwendeten Hefestimme waren durch chromosomale
Insertionen/Deletionen modifiziert worden, um Gene zu disruptieren oder
Promotoren und zusétzliche Proteinabschnitte (Tags) einzufiigen. Dabei wurde
meistens eine Kassette mit Kanamycin- oder Histidingenen in das Hefegenom
eingefiigt. Mittels PCR (2.1.2) wurde die korrekte Integration der
Markerkassette kontrolliert. Dabei ermdglichten Primer, die auf der 5°-Seite und
der 3’-Seite des zu untersuchenden Gen-Lokus hybridisieren, die Synthese eines
Fragments. Die Grofe des Fragments unterscheidet sich bei erfolgter
Integration von der in der Wildtyp-Situation. Zur Durchfiihrung der PCR
wurden mit einer Pipettenspitze Hefezellen direkt zu den Reagenzien und der
DNA-Polymerase gegeben. Die PCR wurde mit einer Inkubation von 15 min bei
95°C gestartet. Nach erfolgter PCR wurden 10 ul des Uberstands auf einem
Agarosegel analysiert (2.1.4).

2.2.6 Verwendete Hefestimme

Der Wildtypstamm D273-10B oder die haploiden Hefestimme YBW114 und
YBWI83 wurden fiir die Isolierung und Subfraktionierung von
Hefemitochondrien verwendet. Die mitochondriale Form sowie das Verhalten
der Fzol-Proteine bei Fraktionierungen von YBW114 oder YBW183 waren
identisch mit den isogenen Stimmen, die FZOI (YBWS89) bzw. fzol-2
(YBW110) von Einzelkopie-Plasmiden exprimierten.
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Fir die FZOI-Expression mit Hilfe eines Multikopien-Plasmids wurde der
Stamm YBWS89 mit dem Plasmid pRS425-FZO! transformiert (2.2.4). Die
Selektion gegen das Plasmid pRS416-FZOI erfolgte auf 5-FOA-Medium
(2.2.1). Es resultierte der Stamm YBW114.

Die Expression des Proteins Fzol-2 erfolgte in den Stimmen YBWI110 und
YBWI183. Ausgangsstamm war YBW89, der mit den Plasmiden pRS315-fzo1-2
und pRS425-fz01-2 transformiert wurde und anschlieBend auf 5-FOA-Medium
kultiviert wurde.

Eine Afzol-Mutante, die mtGFP exprimiert (YBWI113), wurde durch
Transformation von YBW89 mit dem Vektor pRS315 und anschlieBendem
Wachstum auf 5-FOA-Medium erhalten. Weiterhin wurde ein Stamm mit
FZO1-Hintergrund konstruiert, der fzo/-2 mit Hilfe eines Multikopien-Plasmids
tiberexprimiert (YBW210). Dazu wurde YBW183 mit dem Plasmid pRS416-
FZOI transformiert.

Fiir die Uberexpression von FZOI wurden die Hefestimme YBW321 und
YBW339 verwendet. Dazu wurde der GAL-Promotor mittels homologer
Rekombination (Wach et al., 1994) vor die codierende Sequenz von FZOI
eingefiihrt. Der GAL-Promotor wurde unter Verwendung der Primer GAL-
FZ0-3 und GAL-FZO-5 und der Plasmid-Matrize pTL26 (Lafontaine und
Tollervey, 1996), die durch Restriktionsverdau mit Scal linearisiert worden war
(2.1.3.1), tiber PCR amplifiziert (2.1.2). Das PCR-Fragment enthielt die
Auxotrophiemarker-Kassette H1S3 und wurde in die Hefestimme BY4742 und
Amdm30 transformiert. Uber die homologen, flankierenden Fragmente konnte
das PCR-Fragment im genomischen Ziel-Lokus integriert werden. Um positive
Klone zu isolieren, wurde auf Selektivmedium ohne Histidin inkubiert, und die
Klone wurden mittels PCR analysiert.

GAL-FZ0O-3: 5'-GCGGTTTATTGCTGTCTTTGAATTGTTGTTTTCCTTCAG
ACATCGAATTCCTTGAATTTTCAAA -3'
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GAL-FZ0O-5: 5'-AAAAGTTGGTGCGCAGTCCGGGTAAATACAGCTTTTC
ATGCTGACTCTTGGCCTCCTCTAGT-3'

Um die Aktivitat des FZOI-Promotors messen zu konnen, wurden die Stimme
YBW329 und YBW327 konstruiert. Dazu wurde YIlpFZOIf2 mit dem
Restriktionsenzym Ncol linearisiert und in die Hefestimme BY4742 und
Amdm30 transformiert. Dabei wird das Plasmid, das den FZOI-Promotor und
das Reportergen lacZ enthélt, durch homologe Rekombination in das Hefe-
Genom integriert (Melcher et al., 2000).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Teil einer Sammlung von Hefestimmen
durchmustert. Diese Hefe-Bibliothek bestand aus 4794 homozygoten, diploiden
Deletionsmutanten und war das Resultat einer weltweiten Kooperation von
Hefelabors (Giaever et al., 2002; Winzeler et al., 1999). Eine Auflistung
samtlicher Staimme befindet sich auf der Webpage der Firma Research Genetics
(ftp://ftp.resgen.com/pub/deletions/Homo_diploids 061101.txt). Fiir weitere
Untersuchungen der Deletionsmutanten der Hefe-Bibliothek wurden die
haploiden Stdamme der Stammsammlung EUROSCARF  verwendet
(http://www.uni-frankfurt.de/fb15/mikro/euroscarf/).

Eine Zusammenstellung der in dieser Arbeit verwendeten und erstellten Stamme

und ihrer Genotypen findet sich in Tabelle 1.
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Stamm Genotyp Referenz

D273-10B Wildtyp Deutsche
Stammsammlung fiir
Mikroorganismen

YPHS500 MATa, ade2, his3, leu2, trpl, ura3, lys2 Sikorski und Hieter,
1989

YPH499 MATa, ade2, his3, leu2, trpl, ura3, lys2 Sikorski und Hieter,
1989

Afzol (YBWS)

MATa, ade2, his3, leu2, trpl, ura3, lys2, fzol::Kanr, rho

Rapaport et al., 1998

YBWI1S8 MATa, ade2, his3, leu2, trpl, ura3, lys2, fzol::Kanr E. Klanner; Fritz et
JURA3/FZO1] al., 2001

YBW54 MATa, ade2, his3, leu2, trpl, ura3, lys2, fzol::Kanr E. Klanner;
[URA3/FZOI1][TRP1/FZO1-HA] unveroffentlicht

YBWS57 MATa, ade2, his3, leu2, trpl, ura3, lys2, fzol::Kanr, rho’? E. Klanner;
[URA3/FZOI1][TRP1/FZO1-HA] [HIS3/mtGFP] unverdffentlicht

YBW60 (FZO1-HA) MATa, ade2, his3, leu2, trpl, ura3, lys2, fzol::Kanr, rho”? | E. Klanner;
[TRP1/FZO1-HA][HIS3/mtGFP] unverdffentlicht

YBW89 MAT?, ade2, lys2, trpl, leu2, ura3, his3, fzol::Kanr E. Klanner; Fritz et
[URA3/FZO1][TRP1/mtGFP] al., 2001
YBWI110 MAT?, ade2, lys2, trpl, leu2, ura3, his3, fzol::Kanr diese Arbeit; Fritz et

[TRP1/mtGFP] [LEU2/fz01-2]

al., 2001

YBW113 (Afz0l)

MAT?, ade2, his3, leu2, trpl, ura3, lys2, fzol::Kanr, rho”
[TRP1/mtGFP] [LEU2]

diese Arbeit; Fritz et
al., 2001

YBWI114

MAT?, ade2, lys2, trpl, leu2, ura3, his3, fzol::Kanr
[TRP1/mtGFP] [LEU2/FZO1]

diese Arbeit; Fritz et
al., 2001

YBWI83 (fz01-2)

MAT?, ade2, lys2, trpl, leu2, ura3, his3, fzol::Kanr
[LEU2/fz01-2][TRP1/mtGFP]

diese Arbeit; Fritz et
al., 2001

YBW210 MAT?, ade2, lys2, trpl, leu2, ura3, his3, fzol::Kanr diese Arbeit; Fritz et
[LEU2/fz01-2][TRP1/mtGFP][URA3/FZ01] al., 2001
BY4743 MATa/a, his3/his3, leu2/leu2, ura3/ura3, metl 5/METIS5, Giaever et al., 2002;
lys2/LYS2 Brachmann et al.,
1998
BY4742 MATa, his3, leu2, lys2 , ura3 Giaever et al., 2002;
Brachmann et al.,
1998
BY4741 MATa, his3, leu2, metl5, ura3 Giaever et al., 2002;
Brachmann et al.,
1998
Amdm30 MATa, his3, leu2, metl5, ura3, ylr368w::Kanr Giaever et al., 2002
Amdm30-GFP MATa, his3, leu2, metl5, ura3, ylr368w::Kanr diese Arbeit; Giaever
[URA3/mtGFP] etal., 2002
Amdm30-RFP MATa, his3, leu2, lys2 , ura3, ylr368w::Kanr diese Arbeit; Giaever
[URA3/mtRFP] etal., 2002
Amdm31-GFP MATa, his3, leu2, metl5, ura3, yhr194w::Kanr diese Arbeit; Giaever
JURA3/mtGFP] etal., 2002
Amdm31-RFP MATa, his3, leu2, lys2, ura3, yhr194w::Kanr diese Arbeit; Giaever
[URA3/mtRFP] etal., 2002
Amdm32-GFP MATa, his3, leu2, lys2, ura3, yorl47w::Kanr diese Arbeit; Giaever
JURA3/mtGFP] etal., 2002
Amdm32-RFP MATa, his3, leu2, metl5, ura3, yorl47w::Kanr diese Arbeit; Giaever
[URA3/mtRFP] etal., 2002
Amdm33-GFP MATa, his3, leu2, metl5, ura3, ydr393w::Kanr diese Arbeit; Giaever
[URA3/mtGFP] etal., 2002
Amdm33-RFP MATa, his3, leu2, lys2, ura3, ydr393w.:Kanr diese Arbeit; Giaever
[URA3/mtRFP] etal., 2002
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Stamm Genotyp Referenz
Amdm37-GFP MATa, his3, leu2, metl5, ura3, ygri01lw::Kanr diese Arbeit; Giaever
[URA3/mtGFP] etal., 2002
Amdm37-RFP MATa, his3, leu2, lys2, ura3, ygri0lw::Kanr diese Arbeit; Giaever
[URA3/mtRFP] etal., 2002
Amdm30/Adnm1-GFP MATa, his3, leu2, ura3, dnml::Kanr, ylr368w::Kanr diese Arbeit;
[URA3/mtGFP] Doppelmutante von
N. Weinbach
Amdm30/Adnm1-RFP MATa, his3, leu2, ura3, dnml::Kanr, ylr368w::Kanr diese Arbeit;
[URA3/mtRFP] Doppelmutante von
N. Weinbach
YBW339 GAL-Promoter (aus pTL26) chromosomal integriert vor diese Arbeit
FZO! in BY4742
YBW321 GAL-Promoter (aus pTL26) chromosomal integriert vor diese Arbeit
FZO! in Amdm30
YBW342 YBW339 mit pYES2-MDM30 diese Arbeit
YBW329 BY4742 mit YIDMELB2 mit FZO1-Promotor (YipFZ0O1[32) diese Arbeit
YBW327 Amdm30 mit YIpMEL 32 mit FZO1-Promotor (YIpFZ0O132) | diese Arbeit
Test-a und Test-A Testerstimme zur Bestimmung von Paarungstypen L. van Dyck, J.
Herrmann

Tabelle 1: Die in dieser Arbeit verwendeten und erstellten Hefestimme

Eckige Klammern zeigen Gene auf Plasmiden an. Stimme mit rho” haben ihre mtDNA

verloren.
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Methoden der Zellbiologie

2.3.1 Gewinnung von Gesamtzellprotein aus Hefe

I ml einer Fliissig-Kultur (0,2 ODs75) wurde in ein 1,5 ml Reaktionsgefal3

uberfiihrt.

Die Zellen wurden in einer Eppendorf-Tischzentrifuge kurz

abzentrifugiert und in 200 ul SDS-Probenpuffer aufgenommen. Dem Ansatz

wurden Glaskiigelchen ([0 0,3 mm) entsprechend dem Volumen des Zellpellets

(ca. 40 bis 100 ul) zugegeben. Die Reaktionsgefa3e wurden 20 s gevortext und

anschlieBend 20 s auf Eis gekiihlt. Vortexen und Kiihlen wurde insgesamt

dreimal hintereinander durchgefiihrt. Dann wurden die Ansétze 10 min bei 95°C

erhitzt und konnten fiir eine SDS-PAGE (2.4.2) eingesetzt werden. Es wurden

10 pl pro Spur geladen.
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2.3.2 Isolierung von Mitochondrien aus S. cerevisiae

Die Isolierung erfolgte nach der von (Daum et al., 1982a) beschriebenen
Methode. Die Hefekulturen wurden bei einer ODs;5 von 1,0 bis 2,0 geerntet.
Die Hefekulturen wurden zentrifugiert (3000 rpm, 5 min, RT, Beckmann-JA10-
Rotor), die Zellen mit destilliertem Wasser gewaschen und ihr Feuchtgewicht
bestimmt. Sie wurden in 2 ml/g 0,1 M Tris/HCI pH 9,4 und 10 mM DTT resus-
pendiert und 10 min bei 30°C geschiittelt. Die Zellen wurden abzentrifugiert
(3000 rpm, 5 min, RT, Beckmann-JA10-Rotor) und mit 40 bis 100 ml 1,2 M
Sorbitol, 20 mM Kaliumphosphat pH 7,4 gewaschen.

Um die Zellen in Sphéaroplasten zu verwandeln, wurden sie in 7 ml/g 1,2 M
Sorbitol, 20 mM Kaliumphosphat pH 7,4 mit 3 mg/g Zymolyase resuspendiert
und 30 bis 60 min bei 30°C geschiittelt. Die Bildung von Sphéroplasten wurde
nach 30 min durch osmotische Lyse in Wasser getestet. Dafiir wurden je 20 pl
Zellsuspension in 1 ml Wasser gegeben und kurz geschiittelt. Die
Zymolyasebehandlung war ausreichend, wenn die Suspension nach einigen
Sekunden klar wurde. Alle folgenden Schritte erfolgten auf Eis und mit
gekiihlten Gerdten. Die Sphiroplasten wurden geerntet (3000 rpm, 5 min, 2°C,
Beckmann-JA10-Rotor) und mit 40 bis 100ml 1,2M Sorbitol, 20 mM
Kaliumphosphat pH 7,4 gewaschen.

Um die Sphédroplasten  aufzubrechen, wurden sie in 3 ml/g
Homogenisierungspuffer resuspendiert (10 mM Tris/HCI pH7,4; 0,6 M
Sorbitol; 0,5% (m/v) fettsdurefreies BSA; 1 mM PMSF) und durch 13 bis
15 StoBe in einem Dounce-Homogenisator aufgeschlossen. Nach einer
Zentrifugation (3000 rpm, 5 min, RT, Beckmann-JA10-Rotor) wurde der
Uberstand in ein neues Zentrifugenrdhrchen iiberfithrt. Die darin enthaltenen
Mitochondrien wurden durch Zentrifugation (12.000 rpm, 12 min, 2°C,
Beckmann-JA20-Rotor) gesammelt und vorsichtig in 0,25 bis 1 ml 0,6 M
Sorbitol, 20 mM HEPES/KOH pH 7,4 resuspendiert. AnschlieBend wurde die
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Proteinkonzentration bestimmt (2.4.7), und die Mitochondrien wurden mit 10
mg/ml fettsdurefreiem BSA in 20 bis 50 pl-Aliquots in fliissigem Stickstoff

eingefroren und bei -80°C aufbewahrt.

2.3.3 Subfraktionierung von Mitochondrien

Durch osmotische Schwellung von Mitochondrien wurden Mitoplasten erzeugt,
d. h. Mitochondrien, deren &ufBlere Membran gedffnet ist. Dazu wurden
Mitochondrien in Importpuffer mit einer Endkonzentration von 1 mg/ml
resuspendiert, 10-fach mit einem hypotonischen Puffer (20 mM HEPES/KOH
pH 7,2, 4°C) verdiinnt und 30 min auf Eis inkubiert. Als Kontrolle wurden
Mitochondrien in eiskaltem SEM-Puffer resuspendiert.

Um die submitochondriale Lokalisation von Proteinen zu untersuchen, wurden
Mitochondrien oder Mitoplasten mit Proteinase K behandelt. Zur
Proteasebehandlung der Mitoplasten wurde dem hypotonischen Puffer 100
ng/ml Proteinase K zugesetzt. Die Proteasebehandlung wurde durch Zugabe
von 1 mM PMSF (Stammldsung: 200 mM in EtOH) und 5 min Inkubation auf
Eis beendet. Nach einer Zentrifugation (12.000 g, 10 min, 2°C) wurden die
Mitoplasten in SEM-Puffer reisoliert, erneut abzentrifugiert und anschlieBend
mit SDS-Probenpuffer versetzt. Die Proben wurden mittels SDS-PAGE (2.4.2)
aufgetrennt und nach dem Transfer auf Nitrozellulose (2.4.4) analysiert. Zur
Uberpriifung der Schwellung wurde die Nitrozellulose-Membran mit
Antikorpern gegen endogene Markerproteine fiir den Intermembranraum
(Cytochrom c-Peroxidase und DLD) und den Matrixraum (Mgelp) dekoriert
(2.4.10).

Mit Hilfe der Carbonatextraktion wurden I6sliche und peripher mit der
Membran assoziierte Proteine von integralen Membranproteinen abgetrennt

(Fujiki et al., 1982). Dazu wurden 0,1 mg/ml Mitochondrien in einer 0.1 M
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Na,CO;-Losung (pH 11,5) resuspendiert und in Gegenwart von 1 mM PMSF
fiir 30 min bei 4°C inkubiert. Durch eine Zentrifugation (45.000 rpm, 1 h,
Beckman TLA 45-Rotor, 4°C) wurden die integralen Membranproteine
sedimentiert. Der Uberstand enthielt die 18slichen und peripher mit der
Membran assoziierten Proteine.

Fiir die Carbonatextraktion von Fzol-Fragmenten wurden Mitoplasten nach
Proteasebehandlung zweimal in 250 mM Saccharose, 1 mM EDTA, 1 mM
PMSF, 10 mM MOPS/KOH pH 7,2 gewaschen. AnschlieBend wurden die
Mitoplasten in 0.1 M Na,COs;, 1 mM PMSF resuspendiert. Nach 30 min
Inkubation bei 4°C wurden 266 ul 2,4 M Sorbitol (1,5 M Endkonzentration)
zugegeben. Diese Losung wurde iiberschichtet mit 250 pl 1,4 M Saccharose und
200 pl 250 mM Saccharose in einem Puffer mit | mM EDTA, 1 mM PMSF, 20
mM HEPES pH 7,4. Der Stufengradient wurde bei 336.840 g fiir 4 h bei 2°C
zentrifugiert. Der Gradient wurde folgendermallen von oben geerntet: 350 ul
(Membranen und integrale Membranproteine), 150 ul (mittlere Fraktion), 216
ul  (Iésliche Proteine). Die Fraktionen wurden durch Zugabe von
Trichloressigsdure (TCA) ausgefillt (2.4.6) und durch SDS-PAGE (2.4.2),
Westernblot (2.4.10) und Dekoration mit spezifischen Antiseren analysiert. Als
Marker dienten Mgel fiir 16sliche Proteine und der ADP/ATP-Carrier, AAC, fiir
integrale Membranproteine.

Zur Trennung der dulleren und der inneren mitochondrialen Membran wurde ein
Saccharosegradient verwendet (Pon et al, 1989). Zundchst wurde die
mitochondriale Matrix kondensiert. Dazu wurden 17,5 mg/ml Mitochondrien in
einem hyperosmotischen Puffer (50 mM HEPES/KOH pH 7,2; 0,5 M Sorbitol;
80 mM Kaliumchlorid; 10 mM Magnesiumacetat; 2 mM Kaliumphosphat,
pH 7.,4; 2 mM Manganchlorid) fiir 45 min bei 4°C inkubiert. Nach der Zugabe
der 18-fachen Menge an Schwellpuffer (20 mM HEPES/KOH, pH 7,2) wurde

fiir weitere 30 min bei 4°C unter Schiitteln inkubiert. Zur Proteasebehandlung
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wurde wiahrend des Schwellens 100 pg/ml Proteinase K zugegeben. Die
Protease wurde durch Zugabe von 1 mM PMSF nach 5 min auf Eis gestoppt.
Um submitochondriale Membranvesikel zu erzeugen, wurde die Suspension fiir
20 min mit einem Dounce-Homogenisator behandelt. Durch Zugabe von 2 M
Harnstoff konnten bei diesem Schritt die Wechselwirkungen zwischen
Proteinen gestort werden. AnschlieBend wurde die Losung iiber einen
Saccharosegradienten geschichtet. Dazu wurde ein Stufengradient verwendet
(SW41 Rohrchen), bestehend aus je 2 ml 1,5 M Saccharose, 1,4 M Saccharose,
1,21 M Saccharose und 1 M Saccharose im Gradientenpuffer (20 mM HEPES
pH 7,2, 2,5 mM EDTA, 100 mM KCl). Der Gradient wurde fiir 16 h bei 2°C
zentrifugiert (28.000 rpm, Beckman SW41-Rotor) und anschlieBend von oben
beginnend in 960 pul Fraktionen geerntet. Die Fraktionen wurden mit TCA
versetzt (2.4.6) und die Proteine durch Westernblot (2.4.10) analysiert.

Bei der Digitoninfraktionierung werden die mitochondrialen Membranen
nacheinander durch steigende Detergenzkonzentrationen gedffnet. Dadurch
werden die verschiedenen mitochondrialen Kompartimente nacheinander fiir
von aullen zugegebene Protease zuginglich (Hartl et al, 1986). Je 100 ng
Mitochondrien wurden in 20 pl SEMK-Puffer mit 0%, 0,125%, 0,15%, 0,2%,
0,3%, 0,4% und 0,6% Digitonin fiir 3 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend
wurden 800 ul SEMK-Puffer mit 500 ug/ml Proteinase K zugegeben und fiir 30
min auf Eis inkubiert. Dann wurde die Proteasebehandlung durch Zugabe von 1
mM PMSF und Inkubation fiir 5 min auf Eis beendet. Die Mitochondrien
wurden durch Zentrifugation (17.500 g, 5 min, 2°C) gesammelt und die Proteine

durch SDS-PAGE und Westernblot analysiert (2.4.2 und 2.4.10).

2.3.4 Invivo-Nachweis der mitochondrialen Fusion (Mating Assay)

Haploide Stamme beider Paarungstypen wurden mit den Plasmiden, die mtGFP
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(pYX113-mtGFP) bzw. mtRFP (pRS416-GAL-mtRFP) codieren, transformiert
(2.2.4.2). Die Expression der fluoreszierenden Proteine wurde mit Galaktose
induziert (2.2.1). Die Kulturen wurden bei 0,2 ODs,g geerntet und in YPD pH
3,5 resuspendiert und fiir weitere 2 h bei 30°C im Schiittler inkubiert, um die
durch den GAL-Promotor vermittelte Proteinexpression zu stoppen.

Dann wurden die Kulturen beider Paarungstypen vermengt, geerntet, in 0,3 ml
sterilem Wasser resuspendiert und mit Hilfe einer Wasserstrahlpumpe auf einen
Nitrozellulosefilter {iberfiihrt. Der Filter wurde mit den Zellen nach oben auf
eine YPD-Platte pH 4,5 gelegt. Durch die Anderungen des pH-Bereichs wurden
die Zellzyklen der Hefezellen synchronisiert. Diese Beeinflussung des
Zellzyklus steigert die Paarungseffizienz um mindestens das 10-fache.

Nach 3 h bei 30°C wurden die Zellen in Wasser aufgenommen. Dazu wurde der
Filter in ein 15 ml R6hrchen mit 1 ml Wasser gelegt und gevortext. Die Zellen

wurden tiber Fluoreszenzmikroskopie analysiert (2.3.6).

2.3.5 DAPI-Farbung der mitochondrialen DNA

DAPI (4'-6-Diamidino-2-phenylindol) bildet mit doppelstringiger DNA
fluoreszierende Komplexe. Auf diese Weise konnen auch die mtDNA-
Nukleoide der Mitochondrien angefarbt werden (McConnell und Yaffe, 1992;
Williamson und Fennell, 1975).

I ml einer Hefekultur, die im gewlinschten Fliissigmedium bis zu einer ODsg
von 1 kultiviert wurde, wurde 20 s bei 13.000 rpm bei RT in einer Eppendorf-
Tischzentrifuge abzentrifugiert, in 700 ul Methanol aufgenommen und 5 min
inkubiert. Die Zellen wurden in 1 ml PBS-Puffer gewaschen, wieder in 1 ml
PBS resuspendiert und nach Zugabe von 1 ul DAPI (Stammlésung: 1 mg/ml in
Wasser) fiir 1 h bei RT unter Schiitteln inkubiert. Die Zellen wurden

abzentrifugiert und mit 1 ml PBS gewaschen. Das Zellpellet wurde in 100 bis
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300 pul PBS resuspendiert und mit einem Fluoreszenzmikroskop analysiert

(2.3.6).

2.3.6 Fluoreszenzmikroskopie

Die Analyse der Form von Mitochondrien erfolgte mit Hilfe eines
Fluoreszenzmikroskops. Die Mitochondrien wurden mit fluoreszierenden
Proteinen oder Farbstoffen sichtbar gemacht (siehe 2.3.7).

Fiir die Analyse im Mikroskop wurde eine Zellsuspension durch Zugabe von
0,5% (m/v) Low Melting Point Agarose auf dem Objekttrager fixiert.
Fluoreszenz- und Phasenkontrastaufnahmen wurden an einem Axioplan
Mikroskop mit einem Plan-Neofluar 100x/1,30 Ol-Objektiv (Carl Zeiss, Jena
GmbH) erstellt. Es wurde eine 100 W Quecksilber-Lampe verwendet. Fiir die
Analyse von mtGFP wurde Filtersatz No. 09 verwendet (Anregung: 450 bis 490
nm, Emission: >515 nm) (Heim und Tsien, 1996). Fiir mtRFP und 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 durchgefiihrt (Anregung: 353 bis 377 nm, Emission: >397 nm)
(2.3.5).

2.3.7 Durchmusterung einer Hefestammsammlung nach Mutanten mit

veranderter mitochondrialer Form

Fiir die Identifizierung von Mutanten mit verdnderter mitochondrialer Form
wurde 0,5 ml flissiges YPD-Medium mit einer Hefekolonie beimpft. Dazu
wurde die Kolonie mit einer sterilen Pipettenspitze von einer YPG-Platte, die
petite-Mutanten von einer YPD-Platte, in ein Kulturréhrchen tiberfiihrt. Nach

Inkubation tiber Nacht bei 30°C im Schiittler wurden die Kulturen mit 3 ml
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YPD verdiinnt, um ein logarithmisches Wachstum zu garantieren. Nach
weiteren 3 h Schiitteln wurden die Mitochondrien durch Zugabe von 0,1 uM
Rhodamin B hexylester und 15-miniitige Inkubation bei RT im Drehrad gefarbt.
Die Analyse der gefarbten Mitochondrien erfolgte im Fluoreszenzmikroskop
(2.3.6). Hefestimme, deren Mitochondrien verdndert waren, oder deren
Mitochondrien sich aufgrund eines fehlenden Membranpotenzials nicht
anfiarben lieBen, wurden ein zweites Mal durchmustert. Mutanten, die
wiederholt keine Wildtyp-Mitochondrien zeigten, wurden in einer dritten
Durchmusterung mit dem Plasmid pVTI100U-mtGFP (Westermann und
Neupert, 2000) transformiert (2.2.4.2). Die transformierten Mutanten wurden in
YPD-Medium angezogen und im Fluoreszenzmikroskop hinsichtlich ihrer
mitochondrialen Form untersucht.

Die Gendisruption von Mutanten mit eindeutig verdnderter mitochondrialer
Form wurde mittels PCR (2.1.2) tiberpriift, und der mitochondriale Phianotyp
wurde im genetischen Hintergrund der haploiden Stamme von EUROSCARF
nochmals durch Anfiarben mit Rhodamin B hexylester und Transformation mit

pVT100U-mtGFP iiberpriift.

2.3.8 Bestimmung der Aktivitit von B-Galaktosidase

Die Aktivitdit des FZOI-Promotors wurde iiber das Reporterenzym [3-
Galaktosidase gemessen (Melcher et al., 2000). Die Hefestimme YBW327 und
YBW329 wurden in 25 ml YPD-Medium angezogen, bei 0,6 bis 0,8 ODsg
geerntet und mit eiskaltem Wasser gewaschen. Die Zellen wurden in 20 mM
HEPES/KOH pH 8,0 und 1 mM DTT resuspendiert und mit Hilfe von
Glaskiigelchen geoftnet (2.3.1). Nach einer Zentrifugation (10.000 rpm, 10 min,
2°C, Sigma-Kiihlzentrifuge) wurde die Proteinkonzentration des Uberstands

bestimmt (2.4.7). Dann wurden 10 pl des Zellextrakts im 1,5 ml Reaktionsgefal3
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mit 990 pl 60 mM Na,HPO,, 40 mM NaH,PO,, 10 mM KCI, 1 mM MgSO,, 40
mM [-Mercaptoethanol und 200 pl o-Nitrophenyl-B-D-galaktopyranosid
(ONPG, 4 mg/ml Stammlosung) vermengt. Nach 10, 20 und 30 min Inkubation
bei 30°C wurden jeweils 200 pl Reaktionslosung entnommen und in 1 ml 1M
Na,CO; verdiinnt, wodurch die Umsetzung gestoppt wurde. Durch Messung der
Absorption bei 420 nm im Photometer wurde die Aktivitdt der B-Galaktosidase
bestimmt. Als Referenz diente eine Losung mit 1 ml 1 M Na,CO; und 200 pl
ONPG. Die Aktivitdt der 3-Galaktosidase wurde iiber die hydrolysierte Menge
an ONPG in nmol/(min x mg Protein) berechnet. Dabei wurde folgende

Niherung zugrunde gelegt: 1 nmol umgesetztes ONPG/ml = 0,0045 AA 4.

2.4 Methoden der Proteinbiochemie

2.4.1 Synthese mitochondrialer Vorstufenproteine in vitro

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

in vitro-Transkription

Zu 120 pl Transkriptionsansatz, 10 ul 2,5 mM m'G(5 )ppp(5)G und 4,5 pl
RNasin (40 U/ul) wurden 10 bis 20 ug DNA und steriles Wasser ad 200 pl
zugegeben. AnschlieBend wurde die Reaktion mit 1,5 ul SP6-Polymerase
(25 U/ul) gestartet und eine Stunde bei 37°C inkubiert. Nach der Zugabe von
20 ul 10 M Lithiumchlorid und 600 pl 96%-igem (v/v) Ethanol (-20°C) wurde
die RNA durch eine 30-miniitige Inkubation bei -80°C und eine ebenfalls
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30 min lange Zentrifugation bei 20.000 g bei 2°C gefillt. Der Uberstand wurde

abgenommen, die RNA bei 30°C getrocknet und in 50 pl Wasser mit 1 pl

RNasin (40 U/ul) gelost. Die RNA wurde in Portionen zu je 16 ul bei -80°C

eingefroren.

Transkriptionsansatz: 40 mM HEPES/KOH pH 7,4; 6 mM Magnesiumacetat;
2 mM Spermidin; 100 pg/ml BSA; 100 ul 10 mM DTT;
100 uM GTP; je 500 uM ATP, CTP, UTP

in vitro-Translation in Retikulozytenlysat

Fiir die Translation von Vorstufenproteinen in vitro wurden 70 ul Kaninchen-
Retikulozytenlysat, 2 pl RNasin (40 U/ul), 2 pl Aminosédurerestegemisch (alle
proteinogenen  Aminosdurereste auller Methionin, je 1 mM), 8pl
[*’S]Methionin (10 mCi/ml) und 16 ul RNA gemischt. Der Ansatz wurde
60 min bei 30°C inkubiert. AnschlieBend wurden 2,5 ul 0,2 M Methionin und
20 ul 1,5 M Saccharose zugegeben. Durch eine 30-miniitige Zentrifugation des
Translationsansatzes bei 100.000 g und 2°C wurden an Ribosomen gebundene,
unvollstindig translatierte Polypeptidketten entfernt. Der Translationsansatz

wurde portioniert, in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert.

2.4.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese von Proteinen (SDS-PAGE)

Die elektrophoretische Auftrennung von denaturierten Proteinen erfolgte durch
vertikale, diskontinuierliche = SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach
Laemmli (Laemmli, 1970). Es wurden Minigelapparaturen der Firma Biorad
eingesetzt. Das Sammelgel hatte eine Abmessung von 5 x 72 x 0,75 mm und das
Trenngel von 55 x 72 x 0,75 mm. Die Endkonzentration von Acrylamid betrug
11 bis 20% (m/v). Die Proben wurden in 1 x SDS-Probenpuffer geldst und 1
min auf 95°C erhitzt.
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Die FElektrophorese erfolgte in vertikalen Kammern bei konstant 20 mA.
AnschlieBend wurden die Proteine auf Nitrozellulose transferiert (2.4.4) oder

einer Proteinfarbung unterzogen (2.4.3).

Trenngellosung:  20% (m/v) Acrylamid/0,13% (m/v) Bisacrylamid
(fiir Proteine mit einer molekularen Masse bis ca. 60 kDa)
11% (m/v) Acrylamid/0,08% (m/v) Bisacrylamid
(fiir Proteine mit einer molekularen Masse iiber 60 kDa)
375 mM Tris/HCI, pH 8.8; 0,1% (m/v) SDS; 0,1% (m/v)
APS; 0,01% (v/v) TEMED.

Sammelgellosung: 5% (m/v) Acrylamid; 0,03% (m/v) Bisacrylamid; 60 mM
Tris/HCI, pH 6,8; 0,1% (m/v) SDS; 0,1% (m/v) APS; 0,01%
(v/v) TEMED.

Bodengellosung:  20% (m/v) Acrylamid; 0,13% (m/v) Bisacrylamid; 375 mM
Tris/HCI, pH 8,8; 0,1% (m/v) SDS; 0,1% APS (m/v); 0,01%
(v/v) TEMED.

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

2.4.3 Fiarbung von SDS-Polyacrylamid-Gelen mit Coomasie-Blau

Nach der SDS-PAGE wurden Sammelgel und Bodengel vom Trenngel entfernt.
Das Trenngel wurde in 50 ml Farbelosung (30% (v/v) Methanol; 10% (v/v)
Essigsdure; 0,1% (m/v) Coomassie Brillant blau R-250) bei RT mindestens
20 min geschiittelt. Daraufhin wurde die Féarbelosung abgegossen, das Gel mit
entsalztem Wasser abgespiilt und 50 ml Entfarber (30% (v/v) Methanol; 10%
(v/v) Essigsdure) zugegeben. Das Polyacrylamidgel wurde 15 min geschwenkt.
Dann wurde der Entfarber erneuert und das Gel fiir weitere 15 min inkubiert.

Sobald die Proteinbanden sichtbar wurden, wurde das Gel zur ldngeren
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Lagerung unter Verwendung eines Geltrockners in  Klarsichtfolie
eingeschweilt. Sollte das Gel nur fiir einige Tage aufbewahrt werden, wurde es

in eine Losung mit 30% (v/v) Methanol eingelegt.

2.4.4 Transfer von Proteinen auf Nitrozellulose-Membranen

Um Proteine nach der elektrophoretischen Auftrennung immunologisch
nachweisen zu konnen, wurden sie nach dem Halbtrockenverfahren auf Nitro-
zellulose-Membranen transferiert (Towbin et al., 1979). Gel, Nitrozellulose-
Membran und mehrere Lagen Filterpapier wurden mit Blotpuffer (20 mM Tris;
150 mM Glycin; 20% (v/v) Methanol; 0,02% (m/v) SDS) getrankt. Zwei bis
drei Bogen des Filterpapiers wurden auf die untere Graphitelektrode gelegt. Die
Nitrozellulose-Membran wurde auf dem getrankten Filterpapier, auf der
Membran das Gel platziert. Das Gel wurde erst mit mehreren Lagen Filterpapier
und dann mit der oberen Graphitelektrode abgedeckt. Der Transfer der Proteine
erfolgte fiir 1,5 h bei 70 mA. Proteine mit weniger als 20 kDa wurden fiir 1,3 h
bei 50 mA transferiert. Um die Proteine sichtbar zu machen, wurde die
Membran anschlieBend mit entsalztem Wasser gewaschen und in Ponceau S-

Farbelosung (0,2% (m/v) Ponceau S in 3% (m/v) TCA) geschwenkt.

2.4.5 Quantifizierung von Proteinbanden durch Autoradiographie/

Densitometrie und durch Phosphorimaging

Nitrozellulose-Membranen, auf die radioaktiv markierte Proteine transferiert
worden waren, wurden nach dem Trocknen auf einem Rontgenfilm exponiert
(Autoradiographie). Die auf den Rontgenfilmen sichtbaren Banden wurden mit
Hilfe eines Durchlichtscanners (Pharmacia) eingelesen und ihre Intensitét

gemessen (Densitometrie). Alternativ wurden die Nitrozellulose-Membranen
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nach dem Transfer der Proteine direkt auf Phosphorimaging-Platten exponiert
und die Intensitit der radioaktiv markierten Proteinbanden durch einen

Phosphorimager der Firma Fuji bestimmt.

2.4.6 Denaturierende Fiallung von Proteinen mit Trichloressigsaure

Proteine wurden durch die Zugabe von TCA (10% (m/v) Endkonzentration) und
einer nachfolgenden Inkubation von mindestens 20 min auf Eis ausgefillt. Die
Proben wurden abzentrifugiert (20 min, 30.000 g, 4°C), ein- bis zweimal mit
Aceton (-20°C) gewaschen und nach dem Trocknen bei 37°C in SDS-

Probenpuffer resuspendiert.

2.4.7 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Konzentrationsbestimmung einer Proteinlosung erfolgte nach der Methode
von (Bradford, 1976) mit dem Reagenz ,Bio-Rad-Proteinassay®. Das
Farbstoffkonzentrat wurde 1 zu 5 verdiinnt und zu den Proben gegeben. Nach 5
min Inkubation bei RT wurde die Absorption bei 595 nm bestimmt und anhand
einer Eichkurve mit dem Protein IgG konnte die Konzentration berechnet

werden.

2.4.8 Quervernetzung mitochondrialer Proteine

Quervernetzungsreaktionen, die eine kovalente Verkniipfung benachbarter
Proteine erlauben, wurden zur Charakterisierung nativer Proteininteraktionen
herangezogen. Innerhalb dieser Arbeit wurden DSG (Disuccinimidylglutarat),
MBS (m-Maleimidobenzyl-N-hydroxysuccinimidester) und DSS

(Disuccinimidylsuberat) als Quervernetzungsreagenzien verwendet, die durch
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die Membranen hindurchdiffundieren konnen. DSG und DSS erlauben eine
Vernetzung benachbarter Proteine iiber freie Aminogruppen. Das bifunktionelle
Quervernetzungsreagenz MBS bewirkt die Verkniipfung von
Cysteinseitenketten mit Lysinseitenketten benachbarter Proteine. Isolierte
Mitochondrien (300 pg) wurden in SEM-Puffer resuspendiert und mit einer 10
mM  Quervernetzer-Stammlosung  (gelost in DMSO) versetzt. Die
Endkonzentration des Quervernetzers betrug 2,5 uM. Als Kontrolle diente ein
Ansatz mit reinem DMSO. Nach einer Inkubation fiir 30 min bei 25°C wurde
die Vernetzungsreaktion durch Zugabe von 1 M Glycin, pH 8,0 zu einer
Endkonzentration von 0,1 M beendet. Nach weiterer Inkubation fiir 10 min bei
25°C wurden die Mitochondrien durch Zentrifugation (12.000 g, 10 min, 2°C)
reisoliert, zweimal mit SEM-Puffer gewaschen und in SDS-Probenpuffer
aufgenommen. Die Quervernetzungsaddukte wurden durch SDS-PAGE (2.4.2),
Transfer auf Nitrozellulose (2.4.4) und Immundekoration (2.4.10) analysiert.

2.4.9 Bestimmung des Molekulargewichts von Proteinkomplexen durch

Gelfiltration

Die Bestimmung der nativen Molekulargewichte von Proteinen und
Proteinkomplexen erfolgte durch Gelfiltration. 1 mg Mitochondrien wurden mit
einer Proteinkonzentration von 5 mg/ml in Lysepuffer (1% (v/v) Triton X-100;
150 mM Kaliumacetat; 4 mM Magnesiumacetat; 30 mM Tris/HCl pH 7,4;
0,5 mM PMSF) resuspendiert und 15 min bei 4°C geschiittelt. Anschlieend
wurden unldsliche Aggregate durch eine 15-miniitige Zentrifugation bei
30.000 g entfernt. Der Isliche Uberstand wurde auf eine Superose 6-
Gelfiltrationssdule aufgetragen, die mit 4 Sdulenvolumina Laufpuffer (0,05%
(v/v) Triton X-100; 150 mM Kaliumacetat; 4 mM Magnesiumacetat; 30 mM
Tris/HCI pH 7,4; 0,5 mM PMSF) aquilibriert war. Der Lauf wurde mit einer
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Flussrate von 0,3 ml/min durchgefiihrt. Fraktionen zu je 500 ul wurden
gesammelt und die Proteine mit Trichloressigsdure ausgefillt. Nach SDS-PAGE
(2.4.2) wurden die Gele auf Nitrozellulose-Membranen iibertragen und mit
Hilfe eines Antikorpers detektiert. Das Molekulargewicht der Proteinkomplexe
wurde anhand einer Eichkurve bestimmt, die mit folgenden Proteinen ermittelt
worden war: Hsp60 (840 kDa), Thyreoglobulin (670 kDa), Apoferritin (443
kDa), Alkoholdehydrogenase (150 kDa), BSA (66 kDa), Carboanhydrase (29
kDa).

2.4.10 Immunologischer Nachweis von Proteinen auf Nitrozellulose-

Membranen (Westernblot)

Es wurde ein polyklonales Serum gegen den C-Terminus von Fzol verwendet
(anti-Fzol1-C). Das Serum war gegen das synthetische Peptid
CKLMVEEINLDID, gekoppelt an das Tragerprotein KLH, gerichtet (Rapaport
et al., 1998). Weitere verwendete Antiseren stammten aus der Seren-Sammlung
des Neupert-Labors.

Um unspezifische Bindungsstellen abzusittigen, wurden die Nitrozellulose-
Membranen nach dem Proteintransfer (2.4.4) bei RT 30 min in TBS-Puffer mit
5% (m/v) Magermilchpulver geschwenkt. Es folgte eine 60-miniitige
Immundekoration mit einem spezifischen Antiserum, das je nach Titer zwischen
1:250 und 1:2000 in TBS mit 5% (m/v) Magermilchpulver verdiinnt war.
Danach wurden die Membranen 10 min in TBS-Puffer, ebenfalls 10 min in
0,05% (v/v) Triton X-100 in TBS und wieder 10 min in TBS-Puffer gewaschen.
Um die gebundenen Antikdrper nachzuweisen, wurden gegen Immunglobulin G
von Kaninchen gerichtete Antikérper verwendet, an die Meerrettich-Peroxidase
gekoppelt war. Diese Antikdrper wurden 1:10.000 in TBS-Puffer mit 5% (m/v)

Magermilchpulver verdiinnt und die Membranen 60 min mit dieser Losung
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inkubiert. AnschlieBend wurde erneut gewaschen und die gebundene
Peroxidase mit einem auf Chemolumineszenz basierenden Detektionssystem
(ECL, Amersham) nachgewiesen. Die Membranen wurden mit der
Lumineszenz-Losung inkubiert und zwischen 1s und 10min auf
Rontgenfilmen exponiert.

Fiir die Immundekoration von Fzol wurde die Nitrozellulosemembran in einer
TBS/0,05% Tween-Losung geschiittelt, die 2% BSA enthielt. Fir die
Immundekoration wurde eine TBS/0,05% Tween-Losung mit 1% BSA
verwendet, die das Serum in einer 1:250-Verdiinnung enthielt. Fiir die
nachfolgenden Waschschritte wurde eine TBS/0,05% Tween-Losung

verwendet.
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2.5 Puffer und Medien

Importpuffer:

Laktat-Medium:

LB-Medium:

LB-Platten:

PBS-Puffer:
S-Medium:

SDS-Probenpuffer:
SEM-Puffer:
SEMK-Puffer:

SOB-Medium:

SOC-Medium:

Sporulationsplatten:

TBS-Puffer:
TE-Puffer:
YP-Medium:

YPD-G418-Platten:

50 mM HEPES/KOH pH 7,2; 0,5 M Sorbitol; 80 mM Kaliumchlorid; 10 mM
Magnesiumacetat; 2 mM Kaliumphosphat pH 7,4; 1 mM Manganchlorid; 3%
(m/v) BSA (fettsdurefrei).

3 g Hefeextrakt, 1 g Glucose, 1 g K H,PO,, 1 g NH,Cl, 0,5 g CaCl, X 2 H,0,
0,5 g NaCl, 1,1 g MgSO, x 6 H,0, 0,3 ml 1% FeCl;, 22 ml 90% Milchsaure,
H,O dest. ad 1 1, pH 5,5 mit 10 M KOH einstellen.

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

10 g/l Bacto-Trypton; 5 g/l Hefeextrakt; 10 g/l Natriumchlorid; 1,5% (m/v)
Agar. Fiir LBA™-Platten wurden nach dem Autoklavieren 100 pg/ml Ampicillin
zugegeben.

50 mM Kaliumphosphat pH 7,4; 1 % NaCl.

1,7 g Yeast Nitrogen Base ohne Aminosdurereste und Ammoniumsulfat, 5 g
Ammoniumsulfat, H,O dest. ad 900 ml, nach dem Autoklavieren: Zugabe von
100 ml 20% Galaktose (SGal) oder + 100 ml 20% Glucose (SD) oder + 100 ml
20% Raftinose (SR). Von den Stammldsungen der Markersubstanzen wurden
unter Beriicksichtigung der zu selektierenden Auxotrophiemarker 2 ml
Tryptophan und Histidin, bzw. 3 ml Leucin und Lysin (Stammlésung 10 g/l),
sowie je 10 ml Adenin- und Uracil-Lésung (Stammldsung 2 g/l) pro Liter
Medium zugesetzt.

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

250 mM Saccharose; 1 mM EDTA; 10 mM MOPS/KOH pH 7.4.

SEM-Puffer mit 80 mM KCIl.

20 g/l Bacto-Trypton; 5 g/l Hefeextrakt; 0,58 g/l Natriumchlorid; 0,19 g/1
Kaliumchlorid.

SOB-Medium mit 20 mM Glucose und 10 mM Magnesiumchlorid.

1% (m/v) Kaliumacetat; 2% (m/v) Agarose; mit % der fir S-Medium
angegebenen Menge von Aminoséurereste supplementiert.

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

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

10 g Hefeextrakt, 20 g Bacto-Pepton, H,O dest. ad 900 ml, nach dem
Autoklavieren: + 100 ml 20% Galaktose (YPGal) oder + 100 ml 20% Glucose
(YPD) oder + 100 ml 30% Glycerin (YPG).

2% (m/v) Hefeextrakt; 4% (m/v) Pepton; 2% (m/v) Agar; mit HCl pH S
einstellen; autoklavieren; auf unter 65°C abkiihlen lassen; in Wasser vorgeldstes

G418 ad 500 mg/1 und Glucose ad 2% (m/v) zugeben.
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2.6 Chemikalien und Gerite

2.6.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterial

Agfa-Gevaert, Miinchen:
ARK-Sigma, Darmstadt:
Amersham-Buchler, Braunschweig:

Biometra, Gottingen:
Biorad, Miinchen:

Biozym, Hess. Oldendorf:
Boehringer, Mannheim:

Braun, Melsungen:

Clontech, Heidelberg:

DIFCO, Detroit, USA:
EUROSCAREF, Frankfurt:

Fluka, Buchs, USA:

Fuji, Diisseldorf:

Genomed, Bad Oeynhausen:
Gerbu, Gaiberg:

GIBCO-BRL, Eggenstein:

ICN Pharmaceuticals, Eschwege:
Invitrogen, Groningen:

Kodak, Miinchen:

Molecular Probes, Eugene, USA:
Nestlé-Alete, Miinchen:

NEB, Schwalbach:

Pharmacia, Freiburg:

Pierce, Rockford, USA
Promega, Heidelberg:

Qiagen, Homburg:

Research Genetics, Huntsville, USA:

R&D Systems, Abingdon, UK:
Riedel de Haen, Seelze:
Sarstedt, Bad Homburg:
Schleicher & Schiill, Dassel:

Seikagaku Kogyo, Tokyo, Japan:
Serva, Heidelberg:

Sigma, Miinchen:

Stratagene, Heidelberg:

United States Biochemical, Cleveland, USA:

Whatman, Maidstone, England:

Entwickler, Fixierer fiir Rontgenfilme

Oligonukleotide

ECL-Immunoblot-Detektionssystem,  Kaninchen-Retikulozyten-
lysat

Reagenzien fiir Polymerase-Kettenreaktion (PrimeZyme®)
Reagenzien zur Proteinbestimmung, Anti-Kaninchen-IgG-ge-
koppelte Meerrettich-Peroxidase

SP6-Polymerase

dNTPs, Ethidiumbromid, Kreatinkinase, Kreatinphosphat, NTPs,
Proteinase K, Restriktionsenzyme, Tris

Kaniilen, Spritzen

E. coli-Stdamme

Bacto-Agar, Pepton, Trypton, Hefeextrakt

Vektoren (YIpMELf2) und Hefestimme

Trichloressigséure

Rontgenfilme

Jetstar®-Reagenzien und -Siulen zur Plasmidisolierung
Acrylamid, Ampicillin, DTT, NADH

Agarose, T4-Ligase, Restriktionsenzyme
[**S]Methionin (1100 bis 1400 Ci/mmol)
pCRII-TOPO-Vektor

Rontgenfilme X-Omat MD

Rhodamin B Hexylester

Magermilchpulver

Restriktionsenzyme

m’G(5")ppp(5)G

Quervernetzungsreagenzien DSG, DSS und MBS
RNasin, Kaninchen-Retikulozytenlysat,
(pGEM4)

Gel Extraction Kit®, E. coli XL1-Blue
Hefestammsammlung

pYX-Vektoren

Kaliumacetat

ReaktionsgefiBe, Pipettenspitzen, Rhrchen
Nitrozellulose-Membranen 0,2 pm, Faltenfilter, Filterpapier,
Sterilfilter

Zymolyase 20T

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

Aminosédurereste, Ammoniumperoxodisulfat, BSA (fettsdurefrei),
Glycerin, Lachsspermien-DNA, B-Mercaptoethanol, Mineraldl;
Molekulargewichtsstandards fur SDS-PAGE, PMSEF,
Triton X-100, Valinomycin A

pBluescript II KS

Pepton, Trypton, Yeast Nitrogen Base (ohne Aminoséurereste)
DES52-Zellulose

pGEM-Vektoren

Alle iibrigen Chemikalien wurden von der Firma Merck, Darmstadt, bezogen.
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2.6.2 Geriite

Abimed, Diisseldorf:
Agfa-Gevaert, Miinchen:
Appligene, Heidelberg:
Carl Zeiss, Jena GmbH:
Beckman, Miinchen:

Bender und Hobein, Miinchen:

Branson, Heusenstamm:
Braun, Melsungen:
Consort, Freiburg:
Eppendorf, Hamburg:
Fuji, Tokyo, Japan:
Heraeus Christ, Osterode:
Ika, Staufen:

Julabo, Seelbach:
Memmert, Hannover:
Pharmacia, Freiburg:

Sartorius, Mainz:

Schiitt, Gottingen:
Shimadzu, Kyoto, Japan:
Sigma, Miinchen:

Werkstatt des Instituts, Miinchen:

Kolbenhubpipetten

Réntgenfilm-Entwicklungsmaschine Gevamatic® 60

Imaging-System The Imager™

Axioplan Fluoreszenzmikroskop

Kiihlzentrifuge J2-21 und Ultrazentrifugen Optima TLX und Optima MX-E,
L8-50M/E und L8-M, Rotoren, Zentrifugationsrohrchen

Vortex-Mixer

Ultraschallgerét Sonifier B-15

Schiittelwasserbader

Spannungsgerite fiir die Elektrophorese

Photometer, Multipette, Schiittler, Thermostate, Tischzentrifugen (5415D)
Phospho-Imager BAS-1500

Tischzentrifuge Bactifuge®, Brutschrinke, Inkubatoren

Magnetriihrer

Wasserbadthermostat

Wiérmeschrinke

Spannungsgerite fiir Gelelektrophorese und Immunoblots, Densitometer
Ultrascan XL, FPLC-Anlagen, Chromatographiesdulen Superose 6
Feinwaagen, Ultrafiltrationsapparatur, Sterilfilter

Autoklav Bioclav®

Photometer UV-120-02 und UV-240

Kiihlzentrifuge 3K30

Semi-dry-Blot-Apparaturen, Elektrophoresekammern, Uberkopfschiittler
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3  Ergebnisse

3.1 Biochemische Charakterisierung von Fzol

3.1.1 Fzol enthilt zwei potentielle Transmembrandomiinen

Das Hefeprotein Fzol gehort zu einer evolutiondr konservierten Proteinfamilie,
deren Mitglieder in Tieren und Pilzen gefunden wurden. Fiir die Sequenzen von
Fzol und der verwandten Proteine in anderen Organismen wurde eine
Transmembrandomédne am C-Terminus vorhergesagt (Hales und Fuller, 1997).
Aus dem Hydrophobizititsprofil geht hervor, dass diese vorausberechnete
Transmembrandomine aus zwei ausgepragten hydrophoben Bereichen besteht,
die durch 6 bis 10 Aminosdurereste getrennt sind, von denen 1 bis 3
Aminoséurereste positive Ladungen tragen (Abbildung 4A; siehe auch Hales
und Fuller, 1997). Mit Hilfe des Programms TMpred (Hofmann und Stoffel,
1993) wurden fiir die Fzo-Proteine der Pilze und Caenorhabditis elegans zwei
potentielle a-helikale Transmembrandominen vorhergesagt (Abbildung 4B).
Samtliche homologen Proteine verfiigen iiber zwei hydrophobe Abschnitte von
ausreichender Linge, um jeweils eine Membran zu durchspannen. Aus diesen
Vorhersagen und den bereits bekannten Eigenschaften des Proteins (siche 1.2.2)

ergibt sich die in Abbildung 4C dargestellte Doménenstruktur von Fzol.

51



Ergebnisse

A .

-
2

-
2 &

£ =&

Hydrophobizitit

1 0@ 200 300 400

B Aminosaurereste

Sc KIPTLTLYFLGSTEVVGNIILNGIKLSSWSSLEKLSVEVIVVGSLLGLTYLIA 755
Sp VLGKTTPSETTLGAFTGHLGYPIFKYFONNSLOHLLVPVLGLASICVFGYVIY 602
Ce MVLTSAAFLANGSLGVLVVGGIVYKAVGW==-=-WRVIAVGGAAYAGLYAWERMRE 664

Dm WOMLESLVESKGSLGTVLLSAMATIRSFNW-————PIVLILGGLVGSFYIYEYAR 613
Hz LVTGLASVISRTSMGIIIVGGVIWKTIGH-————KLLEVSLTMYGALYLYERLS 354
THS Wk kR R bR ow ow e E A wEEEAE A E AR TS

52



Ergebnisse
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Abbildung 4: Mitglieder der Fzol-Proteinfamilie haben zwei mogliche
Transmembrandomiinen.

(A) Hydrophobizitatsprofil der Fzo-Proteine von Saccharomyces cerevisiae (S. c.),
Schizosaccharomyces pombe (S. p.), Caenorhabditis elegans (C. e.), Drosophila
melanogaster (D. m.) (Hales und Fuller, 1997) und ein Teil der Sequenz des menschlichen
Fzol (H. s.) (Hales und Fuller, 1997). Grafische Darstellung nach Kyte und Doolittle, 1982.
Hydrophobe Bereiche sind schwarz hervorgehoben.

(B) Sequenzvergleich zwischen den hydrophoben Abschnitten der Fzo-Proteine. Mdogliche
Aminoséurereste einer Transmembrandoméne wurden tiber das TMpred-Programm (Hofmann
und Stoffel, 1993) bestimmt und sind unterstrichen. Positionen, die in mehreren Spezies
hydrophobe Reste besitzen, sind durch einen Stern (*) markiert.

(C) Doménenstruktur von Fzol. Das Protein besitzt drei ,,coiled-coil*“-Motive, eine GTPase-
Doméne am N-Terminus sowie zwei postulierte Transmembrandominen (TMs) am C-
Terminus.
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3.1.2 Der C-Terminus von Fzol ist im Cytosol lokalisiert

Fzol ist ein integrales Protein der mitochondrialen AuBlenmembran und
exponiert seinen N-Terminus ins Cytosol (Hermann et al., 1998; Rapaport et
al., 1998). Bisher gab es jedoch keinerlei experimentelle Hinweise auf die
Lokalisation des C-Terminus. Aus den in 3.1.1 getroffenen Vorhersagen
ergeben sich drei unterschiedliche Moglichkeiten: (i) Die benachbarten
Transmembrandoménen durchspannen die mitochondriale AuBlen- und
Innenmembran. In diesem Fall miisste sich der C-Terminus in der Matrix
befinden. Diese Moglichkeit wurde bereits von Hales und Fuller (1997)
vorgeschlagen, wobei sie darauf hinwiesen, dass der isoelektrische Punkt (pl)
des C-terminalen Endes von Fzo mit dem durchschnittlichen pl-Wert von
Matrix-Proteinen  vergleichbar  ist.  (i1)) Andererseits konnten die
Transmembrandomidnen die duBlere mitochondriale Membran zweimal
durchspannen. Der C-Terminus wére dann im Cytosol. (iii)) Wenn es sich
allerdings nur um eine einzige Transmembrandoméne handelt, wére der C-
Terminus im Intermembranraum lokalisiert. Nachfolgend wurde untersucht,

welche der moglichen Topologien fiir Fzo1 zutrifft.

3.1.2.1 Bestimmung der Topologie von Fzol durch Subfraktionierung und

Proteasebehandlung von Mitochondrien

Um die submitochondriale Lokalisation des C-Terminus von Fzol zu
untersuchen, wurden Mitochondrien aus Wildtyphefe (WT; D273-10B) isoliert
und mit Proteinase K (PK) behandelt. Unter Verwendung eines spezifischen
Antiserums, das gegen die letzten 12 C-terminalen Aminosdurereste von Fzol
gerichtet ist, anti-Fzol-C, konnte ein Protease-resistentes 19 kDa
Proteinfragment im Westernblot detektiert werden (Abbildung SA, Spur 2). Der

berechnete Wert fiir ein Fzol-Fragment, das sich aus dem C-Terminus sowie
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den  beiden vorhergesagten = Transmembrandomdnen  zusammensetzt
(Aminosaurereste 704-855), betragt 17,4 kDa. In einem zweiten Ansatz wurden
Mitochondrien durch Inkubation in hypotonischem Puffer in Mitoplasten
umgewandelt und mit Protease behandelt. Die Gréf3e des geschiitzten Fragments
reduzierte sich dabei auf 16 kDa (Abbildung 5A, Spur 3). Die berechnete Grof3e
eines C-terminalen Fragments, in dem nur die zweite vorhergesagte
Transmembrandomine vorhanden ist (Aminosdurereste 737-855), betrdagt 13,8
kDa. Die beobachtete Reduzierung des Fragments um ca. 3 kDa stimmt mit den
berechneten Werten tiberein, was darauf hindeutet, dass der Bereich zwischen
den beiden Transmembrandominen durch das Offnen der AuBenmembran fiir
die Protease zuginglich wird und zur Bildung des kleineren Fragments fiihrt
(siehe 3.1.2.2).

Da das verwendete Antiserum auch unspezifische Kreuzreaktionen zeigte, sollte
eingehender untersucht werden, ob es sich bei den beobachteten Proteinbanden
um Abbauprodukte von Fzol handelt. Dazu diente ein Hefestamm, der Fzol
von einem Multikopien-Plasmid exprimiert. Mitochondrien wurden isoliert und
wie oben beschrieben behandelt. Durch die Uberexpression von Fzol konnten
die Fragmente angereichert werden. Dies bestdtigte, dass es sich bei den
Proteinbanden um Fzol-Fragmente handelt (nicht gezeigt).

Zur weiteren Untersuchung der Lokalisation des C-Terminus wurden die
mitochondrialen Membranen mit einem Detergenz solubilisiert und mit Protease
behandelt. Das 16 kDa Fragment konnte auch in diesem Fall nachgewiesen
werden (Abbildung 5A, Spur 4). Dieses Fzol-Fragment war also nicht durch
eine der Membranen vor der Protease geschiitzt gewesen, sondern konnte
aufgrund seiner besonderen Protease-resistenten Konformation gebildet werden.
Des weiteren wurden Mitochondrien und Mitoplasten mit gro8eren Mengen an
PK behandelt, was zum ginzlichen Abbau der Fzol-Fragmente fiihrte
(Abbildung 5A, Spur 5 und 6). Der C-Terminus war fiir die Protease zuginglich
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und muss sich folglich auBlerhalb des Organells befinden. In Gegenwart von
Detergenz wird unter diesen Bedingungen ein schwaches Signal des 16 kD
Fragments beobachtet (Abbildung 5A, Spur 7). Das Detergenz scheint den C-
Terminus gegen Proteaseabbau zu stabilisieren.

In einem zweiten Ansatz zur Lokalisation des C-Terminus von Fzol wurden
Mitochondrien aus dem Hefestamm YBW60 prépariert, der ein Fusionsprotein
aus Fzol wund einem C-terminalen Hamagglutinin-Epitop (Fzol-HA)
tiberexprimiert. Nach Behandlung mit Protease wurde mit Hilfe -eines
monoklonalen anti-HA Antikorpers ein 20 kDa Fragment detektiert (Abbildung
5B, Spur 2). Die berechnete GroBe eines Fragments, das mit dem
Aminosdurerest 704 beginnt, und sich somit aus den zwei potentiellen
Transmembrandoménen, der C-terminalen Domine und dem HA-Epitop
zusammensetzt, betrdgt 18,5 kDa. Die GroB3e der beobachteten Proteinbande ist
demnach mit dem errechneten Molekulargewicht eines solchen Fragments
vergleichbar. Das Fzol-HA-Fragment wurde nicht beobachtet, wenn gréfere
Proteasemengen eingesetzt wurden (Abbildung 5B, Spur 3) oder

Mitochondrien, die kein Fzo1-HA besal3en (nicht gezeigt).
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Abbildung 5:
lokalisiert.

Das C-terminale Ende von Fzol ist im Cytosol

(A) Subfraktionierung und Proteasebehandlung von Mitochondrien aus der WT-Hefe D273-
10B. Mitochondrien (M), Mitoplasten (MP) oder Mitochondrien, die mit Triton X-100 (TX)
solubilisiert worden waren, wurden mit den angegebenen Mengen an Proteinase K (PK)
behandelt. Proteine wurden mit TCA préazipitiert und mittels SDS-PAGE, Transfer auf
Nitrozellulose und anschlielender Dekoration mit Antikérpern analysiert. Fzol und seine C-
terminalen Fragmente wurden mit einem affinitdtsgereinigten Antiserum, das gegen die
letzten 12 C-terminalen Aminosdurereste gerichtet ist, detektiert. Folgende Proteine wurden
als Marker fir die mitochondrialen Kompartimente verwendet: D-Laktatdehydrogenase
(DLD) fiir integrale Proteine in der mitochondrialen Innenmembran. DLD wird durch PK
abgebaut, wenn die AufBlenmembran durch osmotische Schwellung oder Zugabe von
Detergenz gedffnet wird. Cytochrom c-Peroxidase (CCPO) fiir 16sliche Proteine im
Intermembranraum. CCPO 16st sich von den Mitochondrien, wenn sich deren Aulenmembran
offnet, und hat eine Protease-resistente Konformation. Mgel fiir 16sliche Matrixproteine. Es
wird flir die Protease zuginglich, wenn die Innenmembran gedffnet wird. Die einzelnen
Proteine wurden mit dem Chemolumineszenzsystem (Amersham) detektiert.

(B) Proteasebehandlung von Mitochondrien aus einem Hefestamm, der Fzol-HA
iiberexprimiert. Mitochondrien wurden aus dem Hefestamm YBWG60 préipariert und mit den
angegebenen Mengen an PK inkubiert. Mitochondriale Proteine wurden durch
Immundekoration mit einem monoklonalen Antikérper gegen das HA-Epitop und Antiseren
gegen DLD und Mgel analysiert.
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Durch alkalische Extraktion der Mitochondrien mit Carbonat (pH 11,5) sollte
tiberpriift werden, ob die Fzol-Fragmente integrale Bestandteile der
mitochondrialen Membran sind. Beide Fragmente befanden sich nach
Carbonatextraktion und Flotation im Dichtegradienten vollstindig in der
Fraktion mit der geringsten Dichte und verhielten sich somit wie das integrale
Membranprotein AAC (Abbildung 6). Dariiber hinaus fraktionierten sie in
Saccharose-Dichtegradienten mit Membranenfragmenten submitochondrialer

Partikel (siehe 3.1.3.1).

Fzo1-
Fragmente -
AAC ["=
Mge1 S—

Abbildung 6: Die C-terminalen Fzol-Fragmente sind integrale
Bestandteile der Aufienmembran.

Carbonatextraktion der C-terminalen Fzol-Fragmente. Mitoplasten wurden aus dem
Hefestamm YBW114 prépariert, mit PK behandelt und dann mit 0,1 M Na,COs; extrahiert.
AnschlieBend wurden die Membranen in einem Saccharosegradienten durch Zentrifugation
aufgeschwemmt. Der Gradient wurde geerntet, und Proteine wurden durch Zugabe von TCA
gefillt und iiber SDS-PAGE und Immundekoration analysiert. Spur 1: Fraktion der integralen
Membranproteine; Spur 2: Mittlere Fraktion; Spur 3: Fraktion der lslichen Proteine; Spur 4:
Fraktion der Proteine im Pellet. Eingesetzte Marker: ADP/ATP-Carrier (AAC), ein integrales
Protein der Innenmembran, und Mgel.
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Eine zusitzliche Bestitigung fiir die Lokalisation des C-Terminus lieferte die
Digitoninfraktionierung von Mitochondrien. Die mitochondrialen Membranen
wurden nacheinander durch steigende Detergenzkonzentrationen gedffnet.
AnschlieBend wurden die Organellen mit Protease behandelt und durch
Zentrifugation reisoliert. Wie in 3.1.2.1 beschrieben wird in intakten
Mitochondrien ein 19 kDa Fragment gebildet. Sobald sich die duBere Membran
offnet, wird auch das 16 kDa Fragment gebildet. Erst bei
Digitoninkonzentrationen, die ausreichen, um die Innenmembran zu
solubilisieren, verschwinden die Fzol-Signale (Abbildung 7). Bei diesen
Konzentrationen werden die Fzol-Fragmente aus der Au3enmembran extrahiert

und gehen in den Uberstand.

Fzo1 |™=

Fzo1- p—

Fragmente
CCPO |[= =
Nige1 [ ——" -~
PK - + + + + + + + +
% Digitonin © © A9 ™ 42\ 2V D
Q- PN
S Tongn O

Abbildung 7: Entstechung der Fzol-Fragmente bei der
Digitoninfraktionierung.

Digitoninfraktionierung von Mitochondrien. Mitochondrien wurden aus dem Hefestamm
YBWI114 isoliert und mit den angegebenen Digitoninkonzentrationen behandelt und in
Abwesenheit oder Gegenwart von 500 pg/ml PK inkubiert. AnschlieBend wurden die
Mitochondrien durch Zentrifugation reisoliert und mittels SDS-PAGE und Immundekoration
untersucht.

59



Ergebnisse

3.1.2.2 Die Topologie von Fzol und die Entstehung der Fzol-Fragmente

Die in 3.1.1 und 3.1.2 beschriebenen Ergebnisse zeigen, dass Fzol eine
Naugen/Caugen-TOpologie in der mitochondrialen AuBenmembran besitzt. Die
beiden Transmembrandoménen sind iiber ein kurzes Proteinsegment im
Intermembranraum  verbunden. Durch die Proteasebehandlung von
Mitochondrien wird die N-terminale GTPase-Doméne vom Protein entfernt.
Gleichzeitig wird ein 19 kDa Fragment generiert, das aus den beiden
Transmembransegmenten sowie der C-terminalen Domine besteht. Sobald der
Intermembranraum fiir die Protease zuginglich wird, entsteht ein 16 kDa
Fragment, das lediglich aus dem zweiten Transmembransegment sowie der C-
terminalen Doméne besteht. Die Topologie von Fzol und die Bildung seiner

Fragmente ist schematisch in Abbildung 8 dargestellt.

Mitochondrien Mitoplasten
oder 0.1% Digitonin
19 kDa 16 kDa
Fragment Fragment
Cytosol 2! PH.'." N\ ] F'I'{I PK
IMR * *,-'

Abbildung 8: Topologie von Fzol und Entstehung der C-terminalen
Fzol-Fragmente.

Im linken Teil der Abbildung sind die Topologie von Fzol in der Aulenmembran (AM) und
die Entstehung des C-terminalen 19 kDa Fragments durch den Einfluss von PK skizziert. Im
rechten Teil der Abbildung ist die Bildung des 16 kDa Fragments dargestellt. In diesem Fall
ist der Intermembranraum (IMR) fiir die Protease zugénglich, so dass sich der Protease zwei
Spaltstellen bieten, die durch Pfeile angedeutet sind.
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3.1.3 Untersuchungen zur Interaktion von Fzol mit der Innenmembran

Bei der Auftrennung der mitochondrialen Membranen im Saccharosegradienten
fraktioniert Fzol in einer Fraktion mit mittlerer Dichte (Intermediate Density
Fraction; IDF), die zwischen der Dichte der Aulenmembran- und der Dichte der
Innenmembranfraktion liegt (Hermann et al, 1998). Das Muster der
Fraktionierung &hnelt dem eines Vorstufenproteins, das in der Kontaktstelle
eines Translokationsapparats verankert ist und beide mitochondrialen
Membranen durchspannt (Pon et al., 1989). Daher wurde vorgeschlagen, dass
Fzol mit einer Transmembrandomidne in der Innenmembran verankert ist
(Hermann et al., 1998). Eine solche Topologie wire jedoch im Widerspruch zu
einer Nuugen/Caugen-TOpologie, wie sie in dieser Arbeit belegt wurde. Es wurde
daher untersucht, auf welche Weise Fzol mit der mitochondrialen

Innenmembran interagiert.

3.1.3.1 Fzol befindet sich in einer Kontaktstelle

Mitochondrien wurden durch osmotisches Offnen der AuBenmembran in
Mitoplasten umgewandelt, homogenisiert, und die submitochondrialen Partikel
wurden in einem Saccharosegradienten aufgetrennt (Daum et al., 1982b;
Schwaiger et al., 1987; Pon et al., 1989). Bei dieser Methode werden
Innenmembranvesikel hoher Dichte sowie AuBlenmembranvesikel geringerer
Dichte erzeugt und voneinander getrennt. In der IDF befinden sich
Innenmembranvesikel, die iber Proteine der Kontaktstellen mit
Aullenmembranvesikeln verkniipft sind (Brdiczka, 1991; Lithgow et al., 1991,
Pon et al., 1989; Schwaiger et al., 1987).

Als Markerprotein fiir die AuBenmembranvesikel wurde Porin verwendet. Unter
Standardbedingungen befindet es sich in den leichten Fraktionen, aber auch

gemeinsam mit AAC, dem Markerprotein fiir die Innenmembranvesikel, in den
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schweren Fraktionen. Die Kofraktionierung von AAC und Porin kann dadurch
erklart werden, dass beide Proteine Teil submitochondrialer Partikel sind, die
beide mitochondrialen Membranen beinhalten. Tatsdchlich gibt es Hinweise,
dass beide Proteine einen Komplex bilden, der sich in einer Kontaktstelle
befindet (Brdiczka et al., 1998; Crompton et al., 1998; Crompton, 1999).

Fzol fraktionierte ausschlieBlich zusammen mit dem mitochondrialen
Innenmembranprotein  AAC und nicht mit den AuBenmembranvesikeln
(Abbildung 9). Dies deutet darauf hin, dass sich Fzol in

Aullenmembranvesikeln befindet, die mit der Innenmembran assoziiert sind.

Keine Zusatze

Fzo1 -

Porin —

AAC - - =
Obend 5 6 7 8 9 10 Unten

Abbildung 9: Fzol1 ist mit der Innenmembran assoziiert.

Mitochondrien wurden in submitochondriale Fragmente zerlegt, die anschlieend {iber einen
Saccharosegradienten aufgetrennt wurden. Die Fraktionen 4 bis 10 wurden mit TCA gefallt
und mittels Westernblot analysiert. Porin diente als Marker fiir die Aulenmembran. AAC
wurde als Marker fiir die Innenmembran eingesetzt. Das Verhalten der Proteine bei der
Fraktionierung war unabhingig davon, ob Mitochondrien aus den Hefestimmen YBW114
oder D273-10B verwendet wurden. Die hier verwendeten Mitochondrien wurden auch fiir die
Subfraktionierungen eingesetzt, die in den Abbildungen 10 und 11 dargestellt sind.
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3.1.3.2 Fzol ist peripher mit der mitochondrialen Innenmembran

verbunden

Um zu untersuchen, ob die beobachtete Assoziation zwischen Fzol und der
Innenmembran auf einer peripheren oder einer integralen Verkniipfung beruht,
wurde Harnstoff bei den Subfraktionierungen eingesetzt. Unter diesen
Bedingungen werden periphere Membranproteine von der Lipiddoppelschicht
extrahiert (Gilmore und Blobel, 1985; Steck und Yu, 1973). Integrale
Membranproteine werden hingegen nicht beeinflusst.

Wenn Mitoplasten in Gegenwart von 2 M Harnstoff homogenisiert und
anschlieBend iiber einen Saccharosegradienten fraktioniert wurden, befand sich
Fzol ausschlieBlich in der AuBlenmembranfraktion (Abbildung 10A). Unter
diesen Bedingungen wird auch die Interaktion von Porin mit der Innenmembran
aufgehoben. Die periphere Assoziation von Fzol mit der Innenmembran ist in

Abbildung 10B dargestellt.
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A 2 M Harnstoff
Fzo1 |m—— -
Porin 7
AAC T

Obend 5 6 7 8 9 10 Unten

Harnstoff

Abbildung 10: Harnstoff 16st die periphere Verbindung zwischen Fzol
und Innenmembran auf.

(A) Mitochondriale Membranpartikel wurden in Gegenwart von 2 M Harnstoff generiert und

wie in Abbildung 9 analysiert.

(B) Schematische Darstellung der Lokalisation von Fzol in einer Kontaktstelle und der
Wirkung von Harnstoff. AM: AuBenmembran; IM: Innenmembran; X: Unbekannter
Interaktionspartner von Fzol in der Innenmembran.
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3.1.3.3 Welcher Teil von Fzol interagiert mit der Innenmembran?

Um zu untersuchen, welcher Proteinbereich Fzol mit der Innenmembran
verbindet, wurde die Fraktionierung der C-terminalen Fragmente untersucht.
Die AuBlenmembran wurde durch Schwellen der Mitochondrien in
hypotonischem Puffer geodffnet, und die Mitoplasten wurden mit Protease
behandelt. Unter den gewidhlten Bedingungen wurde sowohl das 19 kDa als
auch das 16 kDa Fzol-Fragment gebildet. Nach der Subfraktionierung der
Mitochondrien befand sich der Grofteil des 19 kDa Proteinfragments in den
schweren Fraktionen. Es verhielt sich somit &hnlich wie das intakte Fzol.
Dagegen fraktionierte das 16 kDa Fragment groBtenteils mit den
Auflenmembranvesikeln (Abbildung 11A). In Abbildung 11B ist das Verhalten
der Fzol-Fragmente bei der Subfraktionierung dargestellt.

Es wurde untersucht, ob ein verkiirztes Fzol-Konstrukt, das aus den beiden
Transmembrandoménen, der Intermembranraumdoméine und dem C-Terminus
besteht, eine Assoziation mit der Innenmembran eingeht. Dazu wurde
Fz01(600-810) verwendet, das in die mitochondriale AuBenmembran importiert
wird (D. Rapaport; Fritz et al., 2001). In Gegenwart von [*>S]Methionin wurde
das Vorstufenprotein von Fzo1(600-810) in vitro synthetisiert. Der Import der
radioaktiven Vorstufe erfolgte in WT-Mitochondrien des Hefestamms D273-
10B. AnschlieBend wurden die Mitochondrien iiber einen Saccharosegradienten
subfraktioniert. Fzol1(600-810) fraktionierte iiberwiegend gemeinsam mit
Vesikeln der Innenmembran (Abbildung 11C).

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass das Intermembranraumsegment von
Fzol fiir eine Wechselwirkung mit der Innenmembran von entscheidender

Bedeutung ist.
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Abbildung 11: Die Intermembranraumdomséne von Fzol vermittelt die

Interaktion zur Innenmembran.

(A) Lokalisation der C-terminalen Fzol-Fragmente. Mitochondrien wurden in Gegenwart von
100 pg/ml PK geschwollen. Mitochondriale Membranfragmente wurden wie in Abbildung 9

subfraktioniert und analysiert.

(B) Darstellung der Lokalisation der C-terminalen Fzol-Fragmente in einer Kontaktstelle.

Bezeichnungen wie in Abbildung 10B.

(C) Fzo1(600-810) fraktioniert mit Vesikeln der Innenmembran. Die radioaktiv markierte
Vorstufe von Fzo1(600-810) wurde in WT-Mitochondrien importiert. AnschlieBend wurden
die Mitochondrien gewaschen und subfraktioniert. Porin und AAC wurden nachgewiesen wie
oben beschrieben. Die Analyse von Fzo1(600-810) erfolgte durch Autoradiographie.
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3.1.3.4 Ein intaktes Fzol-Intermembranraumsegment wird fiir eine

Assoziation mit der Innenmembran benotigt

Da die Intermembranraumdoméne fiir eine Verbindung des Fzol-Komplexes
zur Innenmembran benotigt wird, wurde die Funktion dieses Bereichs nédher
untersucht. Dazu wurde ein flexibles Verbindungssegment, (KL[GGS]s),,
zwischen die beiden Transmembrandoménen eingefiigt. Ziel war es, die
Struktur des Intermembranraumsegments wesentlich zu modifizieren, ohne
Zielsteuerung, Topologie oder Komplexassemblierung des Mutantenproteins zu
beeinflussen. Mit dieser Mutante sollte es moglich sein, die Interaktion mit
Komponenten in der Innenmembran zu beeintrachtigen (Abbildung 12A).

Das modifizierte Protein, Fzol-2, wurde in der gleichen Menge wie das WT-
Protein exprimiert (Abbildung 12B). Durch Proteasebehandlung von
Mitochondrien entstand ein C-terminales Fragment, das ca. 3 kDa grof3er war
als das 19 kDa Proteinfragment des WT-Proteins. Die Proteasebehandlung von
Mitoplasten lieferte ein 16 kDa Fragment, welches mit dem identisch war, das
fir das WT-Protein beobachtet worden war. Beide Fragmente wurden bei
Behandlung intakter Mitochondrien mit hohen Proteasekonzentrationen
abgebaut. Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass Fzol-2 die korrekte
Topologie besitzt (Abbildung 12C).

Durch  Gelfiltration wurde untersucht, ob die Assemblierung des
Mutantenproteins in den hohermolekularen Komplex beeintrachtigt ist. Fzol-2
eluierte bei ca. 800 kDa (Abbildung 12D), was dem Molekulargewicht des WT-
Komplexes entspricht (Rapaport et al., 1998). Die Assemblierung in einen
Proteinkomplex ist demnach nicht beeinflusst.

Um die Interaktion des Mutantenproteins mit der Innenmembran zu
untersuchen,  wurden  submitochondriale = Fragmente  iiber  einen

Saccharosegradienten aufgetrennt. Im Gegensatz zum WT-Protein (siche
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Abbildung 8) war Fzol-2 nicht mit der Innenmembran assoziiert (Abbildung

12E).

Diese Ergebnisse zeigen, dass ein

intaktes Intermembranraumsegment

entscheidend zur Interaktion zwischen Fzol und der Innenmembran beitragt.
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Abbildung 12: Durch Mutation des Intermembranraumsegments von
Fzol wird die Assoziation mit der Innenmembran aufgelost.

(A) Eine modifizierte Version von Fzol, Fzol-2, wurde durch Einfiigen zusitzlicher
Aminosduren zwischen die beiden Transmembrandoménen (TM) konstruiert. Es ist die
Topologie von Fzol-2 sowie die Aminosduresequenz des Intermembranraumsegments
abgebildet.

(B) Expression von Fzol-2. Mitochondrien wurden aus dem WT-Stamm und der fzol-2-
Mutante gewonnen. Gleiche Mengen an mitochondrialem Protein wurden iiber SDS-PAGE
und Westernblot analysiert. Als Kontrolle fiir die aufgetragenen Proteinmengen diente AAC.
(C) Die Topologie von Fzol-2. Mitochondrien, die Fzo1-2 besitzen, wurde wie in Abbildung
4A analysiert.

(D) Fzol-2 assembliert in einen hoéhermolekularen Proteinkomplex. fzol-2-Mitochondrien
wurden in Solubilisierungspuffer mit Triton X-100 solubilisiert und auf eine Superose 6-Sdule
aufgetragen. Die Fraktionen wurden gesammelt und nach einer TCA-Féllung mittels SDS-
PAGE, Immundekoration und Quantifizierung durch Laserdensitometrie analysiert. Als
Eichproteine dienten Hsp60 (850 kDa), Apoferritin (440 kDa) und ADH (150 kDa). Die
gesamte Menge des eluierten Proteins wurde auf 100 % festgelegt.

(E) Submitochondriale Lokalisation von Fzol-2. fzol-2-Mitochondrien wurden
subfraktioniert und wie in Abbildung 9 analysiert.
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3.1.3.5 Die Wechselwirkung von Fzol mit der Innenmembran wird fiir die

mitochondriale Fusion benotigt

Mit der fzo1-2-Mutante konnte die Bedeutung der Assoziation von Fzol mit der
Innenmembran fiir die Funktion des Proteins untersucht werden.

In der Afzol-Deletionsmutante sind die Mitochondrien fragmentiert, denn die
Fusion ist blockiert, wiahrend die Teilungsmaschinerie immer noch aktiv ist.
Aufgrund der verdnderten Form der Mitochondrien verlieren Afzol-Zellen ihre
mtDNA und werden atmungsdefizient (Bleazard et al., 1999; Hermann et al.,
1998; Rapaport ef al., 1998; Sesaki und Jensen, 1999).

Es wurde untersucht, ob die fzo/-2-Mutante einen dhnlichen Phénotyp hat wie
Afzol. Von einer Kultur der fzol-2-Mutante wurden 10-fache
Verdiinnungsstufen auf YPD- und YPG-Platten iibertragen. Das Wachstum der
Mutante war auf YPG-Medium stark vermindert (Abbildung 13A), was darauf
hindeutet, dass das Mutantenprotein nur noch teilweise funktionell ist.

Zellen, die mtGFP exprimieren, wurden hinsichtlich ihrer Mitochondrienform
unter dem Fluoreszenzmikroskop untersucht (Abbildung 13B). Die
Mitochondrien der WT-Zellen bildeten das charakteristische Netzwerk unter der
Zelloberfliche. Mitochondrien von Afzol-Zellen waren stark fragmentiert. Die
Mehrheit der fzol-2-Zellen war nicht von der Deletionsmutante zu
unterscheiden; nur wenige Zellen besallen einige wenige tubuldre
mitochondriale  Strukturen. Die Quantifizierung der mitochondrialen
Phénotypen zeigte, dass ein groBer Teil der fzol-2-Zellen iiber aggregierte
Mitochondrien verfiigt (Tabelle 2). Dabei konnte es sich um Zwischenstufen der
Membranfusion handeln.

Die Auswirkung der fzol-2-Mutation auf die Mitochondrienform wurde weiter
untersucht. Der Hefestamm YBWI183, der Fzol-2 von einem Multikopien-
Plasmid exprimiert (fzo1-2[2u]), wurde mit einem Einzelkopie-Plasmid mit dem

FZOI1-Gen transformiert (fzol-2[2u]FZ0O1; YBW210). Dadurch wurde das
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mitochondriale Retikulum teilweise wiederhergestellt (Tabelle 2). Allerdings
waren die Mitochondrien vieler Zellen immer noch aggregiert. Moglicherweise
wirkt sich das Fzol-2-Protein selbst in Gegenwart des WT-Proteins nachteilig
auf die mitochondriale Fusion aus.

Zusammenfassend machen diese Ergebnisse deutlich, dass die Funktion von
Fzol durch Insertion eines Verbindungssegments in den
Intermembranraumbereich beeintrachtigt wird. Dieser Proteinbereich scheint fiir
eine Interaktion mit der Innenmembran wichtig zu sein. Daher kann der
beobachtete Phénotyp der Mutante dem Fehlen einer solchen Interaktion
zugeschrieben werden. Die Koppelung der beiden mitochondrialen Membranen,
die iiber die Fusionsmaschinerie vermittelt wird, ist vermutlich ein kritischer

Faktor fiir die Fusion der mitochondrialen Membranen.

Mitochondriale Form (% Zellen)

Hefestamm WT-dhnlich Wenige Fragmentiert Aggregiert
Schlduche

wr 90 4 4 2
Afzol 0 0 9 91
fzo0l-2 0 21 22 57
fzol-2[2n] 0 15 27 58
fzol-2[2un]FZ01 64 13 18 5
n=100

Tabelle 2: Quantifizierung der mitochondrialen Form von fzol-Mutanten.

Folgende Stimme wurden in SD-Medium kultiviert: WT (YBW89), Afzol (YBW113), fz01-2
(YBW110), ein Fzo1-2-iiberexprimierender Hefestamm (fzo/-2[2p]; YBW183) und ein Fzol-
2-tiberexprimierender Hefestamm mit dem FZO/-Gen auf einem Einzelkopie-Plasmid (fzo!-
2[2u]FZ01; YBW210). 100 Zellen (n = 100) wurden mittels Fluoreszenzmikroskopie
untersucht und in folgende phéinotypischen Klassen gruppiert: WT-dhnlich (mitochondriales
Retikulum unter der Zelloberfldche), einige Schlduche (fragmentierte Mitochondrien mit
vereinzelten tubuldren Strukturen), aggregiert (Anhéufung fragmentierter Mitochondrien) und
fragmentiert (gleichméBig verteilte fragmentierte Mitochondrien).
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B mt-GFP Phase

Abbildung 13: Mutation des Intermembranraumsegments
beeintrichtigt die Funktion von Fzol.

(A) Wachstumsphénotyp der fzol-2-Mutante. Die fzol-2-Mutante, die Afzol-Mutante und der
isogene WT-Hefestamm wurden iiber Nacht in fliissigem SD-Medium bis zur mittleren
logarithmischen Wachstumsphase angezogen. Von diesen Kulturen wurden 10-fache
Verdiinnungsstufen auf YPD- und YPG-Platten iibertragen, die dann fiir drei Tage (YPD)
bzw. fiir vier Tage (YPG) bei 30°C inkubiert wurden.

(B) Mitochondriale Form der fzol-2-Mutante. Die fzol-2-Mutante, die Afzol-Mutante und der
isogene WT-Hefestamm, die mtGFP exprimieren, wurden tiber Nacht in fliissigem SGal-
Medium kultiviert. Zellen wurden mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops analysiert. Im
linken Teil der Abbildung ist die mitochondriale Form einer représentativen Zelle gezeigt; im
rechten Teil ist die entsprechende Phasenkontrastaufnahme gezeigt.
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3.1.4 Wechselwirkung von benachbarten Fzo1-Proteinen

Der Fzol-Proteinkomplex, der vermutlich den Fusionsapparat der
mitochondrialen AuBlenmembran darstellt, hat ein Molekulargewicht von 800
kDa (Rapaport et al, 1998). Bisher gibt es keine Hinweise auf die
Zusammensetzung dieses Komplexes. Die Untersuchungen der vorliegenden
Studie flihrten zu der Vermutung, dass es einen unbekannten Interaktionspartner
in der Innenmembran gibt. Neben Interaktionen mit unbekannten Proteinen ist
auch eine Assemblierung von Fzol-Proteinen zu einem Homooligomer denkbar.
Es sollte untersucht werden, ob Fzol iiber sein Intermembranraumsegment oder
tiber hydrophobe Bereiche am C-Terminus mit unbekannten Komponenten bzw.
mit benachbarten Fzol-Proteinen in Wechselwirkung tritt. Zu diesem Zweck
wurden Quervernetzungsexperimente durchgefiihrt. Eine Quervernetzung
konnte zum Beispiel iiber die drei Lysinreste im Intermembranraumsegment
von Fzol stattfinden. Auch im cytosolischen Bereich des C-Terminus befinden
sich mehrere Lysinreste sowie ein Cysteinrest. Im cytosolischen Teil des N-
Terminus befinden sich vier Cysteinreste und mehrere Lysinreste. Als
chemische Quervernetzer dienten DSG (Disuccinimidylglutarat), MBS (m-
Maleimidobenzyl-N-hydroxysuccinimidester) und DSS
(Disuccinimidylsuberat). DSG und DSS erlauben eine kovalente
Quervernetzung benachbarter Proteine iiber Lysinreste, MBS eine
Quervernetzung iiber Lysin- und Cysteinreste.

Es wurden Mitochondrien aus den Stimmen YBW114 (FZO1), YBW183 (fzol-
2) und YBW113 (Afzol) isoliert. Mitochondrien, die das Fzol- oder Fzol-2-
Protein enthielten, wurden mit PK behandelt, um das 19 kDa Fzol-Fragment
und das entsprechende Fzol-2-Fragment zu generieren. Die Mitochondrien
wurden in SEM-Puffer gewaschen, mit den jeweiligen Quervernetzern inkubiert
und danach durch Zentrifugation reisoliert. Die Addukte wurden mittels

Immundekoration mit anti-Fzo1-C analysiert. Die Verwendung von DSS, DSG
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und MBS fiihrte zu einem Addukt von 36 kDa. Dieses Produkt trat bet MBS mit
hoher Effizienz auf, wenn FZOI-Mitochondrien verwendet wurden (Abbildung
14). Die Verwendung von fzol-2-Mitochondrien fiihrte zu einem
Quervernetzungsaddukt von 44 kDa. Die Grofle der Addukte entspricht einer
Dimerisierung der Fzo1- bzw. Fzo1-2-Fragmente.

In einem zweiten Ansatz wurden FZOI-Mitochondrien direkt mit den
Quervernetzern inkubiert, um das intakte Fzol-Protein zu untersuchen. Als
Kontrolle dienten Afzol-Mitochondrien. Mit MBS wurde ein Addukt von ca.
200 kDa beobachtet (Abbildung 14), das nicht bei den Afzol-Mitochondrien
auftrat. Dieses Ergebnis deutet auf eine kovalente Quervernetzung zwischen
zwei benachbarten Fzo1-Molekiilen hin.

Fzol ist also wahrscheinlich mit anderen Fzol-Molekiilen assoziiert. Die N-
terminale GTPase-Domédne 1ist dafiir nicht erforderlich, da auch die C-
terminalen  Fzol-Fragmente  miteinander  assoziieren.  Auch  das
Intermembranraumsegment ist nicht entscheidend fiir die Assoziation, da auch
Fzo1-2-Fragmente quervernetzt werden konnten. Die Wechselwirkung der
Fzol-Molekiile wird vermutlich tliber spezifische Bereiche am C-Terminus

vermittelt.

74



Ergebnisse

< e ]
r = P ®
ks kD
36 kDa Addukt == — — P - gg
29
19 kDa Fzo1-Fragment == il eams = 24

- 20
44 kDa Addukt — - 48
p —_— -‘ -

29
- 24

22 kDa Fzo1-2-Fragment —= s —_ A 20

205 kDa Addukt == L 205

F 116

Fzo1-Protein 2T | 5500 p—
hEe—— .

- - o7

- 205

Kein Fzo1
116

Abbildung 14: Fzol bildet Quervernetzungsaddukte.

Quervernetzungsexperiment mit PK-behandelten FZOI-Mitochondrien (oberer Immunoblot
der Abbildung) und fzol-2-Mitochondrien (zweiter Immunoblot der Abbildung).
Mitochondrien wurden mit PK (2 pg/ml Endkonzentration) behandelt. Danach wurden die
Mitochondrien zweimal mit SEM-Puffer (mit 0,3 mM PMSF) gewaschen. Die Mitochondrien
wurden in SEM-Puffer (mit 0,3 mM PMSF) aufgenommen und nach Zugabe von 0,25 pM der
angegebenen Quervernetzer wie in Abschnitt 2.4.8 beschrieben behandelt und {iber SDS-
PAGE und Immundekoration analysiert. Fzol-Addukte sind durch einen schwarzen Pfeil
angezeigt.

Im dritten Immunoblot ist ein Quervernetzungsexperiment mit FZOI-Mitochondrien
dargestellt. Mitochondrien wurden in SEM-Puffer resuspendiert und wie oben beschrieben mit
Quervernetzern behandelt und analysiert.

Als Kontrolle diente ein Quervernetzungsexperiment mit Afzo/-Mitochondrien, in dem kein
Fzo1-Signal detektiert wurde (unterer Immunoblot).
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3.2 Mdm30 reguliert die Fusionsaktivitit der Mitochondrien

3.2.1 Identifizierung neuer mdm-Mutanten

MDM-Gene kodieren fiir Proteine, die fiir eine WT-dhnliche Verteilung und
Form der Mitochondrien bendtigt werden. Neben FZOI gibt es eine Reihe
weiterer MDM-Gene, fiir die eine Bedeutung bei der Dynamik der
Mitochondrien gezeigt wurde (sieche Abbildung 2). Es sollten weitere Gene
identifiziert werden, die wie FZO! fiir die mitochondriale Formgebung notig
sind. Zu diesem Zweck wurde eine Sammlung von Deletionsmutanten nicht-
essentieller Hefegene analysiert (Giaever et al., 2002; Winzeler et al., 1999). Es
wurde  nach  Deletionsmutanten  gesucht, die eine  verdnderte
Mitochondrienstruktur aufweisen.

Um die Hefebibliothek zu analysieren, wurden die Deletionsmutanten mit
einem Mitochondrien-spezifischen Farbstoff angefiarbt. Mit Hilfe eines
Fluoreszenzmikroskops wurden Mutanten mit ungewohnlicher
Mitochondrienform identifiziert (Tabelle 3; Dimmer et al., 2002). Als Kontrolle
diente der isogene WT-Hefestamm.

Die neuen Mutanten wurden in drei Klassen eingeteilt. Gene der Klasse I
kodieren fiir Proteine, die fiir die Bildung der mitochondrialen WT-Form
essentiell sind. Bei diesen Mutanten wurden keinerlei WT-Mitochondrien
beobachtet. Mitochondrien der Klasse II und III sind meistens fragmentiert oder
aggregiert. Allerdings zeigten einige Zellen dieser Mutanten auch eine WT-
dhnliche Form. Diese Gene sind demnach fiir die Ausbildung der normalen
mitochondrialen Struktur wichtig, aber nicht essentiell.

Mutanten der Klasse II sind atmungsdefizient. Zu dieser Klasse gehoren auch
Stamme, deren mitochondriale Form nur unter bestimmten Bedingungen
verdndert ist, wie zum Beispiel die Hefemutante Amdm20. Diese

cytoplasmatische Komponente stabilisiert das Aktincytoskelett und ist daher
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auch fiir den Transport bzw. die Vererbung von Mitochondrien relevant
(Hermann und Shaw, 1998; Yaffe, 1999b). Zur Klasse II gehdren auBerdem
Gene, die in der Biosynthese von Ergosterol involviert sind, wie zum Beispiel
ERG24 und ERG28 (Lorenz und Parks, 1992; Gachotte et al., 2001). Wie
Untersuchungen der Vererbung von Vakuolen zeigten, spielt Ergosterol eine
Rolle bei der Membranfusion (Kato und Wickner, 2001).

Mutanten der Klasse III zeigen neben einem Defekt der mitochondrialen Form
einen petite-Phanotyp. Petite-Stimme haben haufig eine verdnderte
Innenmembranstruktur, die sich im Verlust ihrer Cristae duBlert (Pon und
Schatz, 1991). Da die mitochondriale Morphogenese in direktem
Zusammenhang mit der Verbindung zwischen Auflen- und Innenmembran steht
(sieche 3.1; Aiken Hobbs et al., 2001; Fritz et al., 2001), ist es vorstellbar, dass
sich Verdanderungen der Innenmembranstruktur auf die Gesamtstruktur des
Organells auswirken.

Es wurde eine Reihe von Genen identifiziert, wie beispielsweise MBPI (Koch
et al., 1993), die fiir Transkriptionsfaktoren kodieren. Diese beeinflussen die
Expression von mehreren Genen. Vermutlich befindet sich darunter ein Gen,
das fiir die Morphogenese der Mitochondrien bendtigt wird. Diese Annahme
wiirde die beobachteten Phinotypen erklaren.

Zur Klasse I gehoren Gene, wie etwa FZO! (Hermann et al., 1998; Rapaport et
al., 1998), die fiir bekannte Komponenten der mitochondrialen Form kodieren.
Dariiberhinaus wurden einige bisher uncharakterisierte Gene identifiziert, die
fiir die Ausbildung der mitochondrialen Form essentiell sind. Die beiden
Komponenten Mdm30 und Mdm36 besitzen keine typischen mitochondrialen
Priasequenzen oder Transmembrandoménen. Die Mitochondrien der Amdm36-
Deletionsmutante befinden sich auf einer Seite der Zelle (Abbildung 15C),
ahnlich wie bei den dnm-Mutanten (Otsuga et al., 1998). Es ist noch unklar, ob

es sich wie bei dnml um einen Teilungsdefekt handelt.

77



Ergebnisse

Die Mitochondrien der Amdm3(0-Mutante sind fragmentiert und aggregiert. Nur
wenige verkiirzte Schlauche wurden beobachtet (Abbildung 15B).

MDM30 kodiert fiir ein Protein mit 598 Aminosédureresten (ca. 70 kDa) mit
unbekannter Funktion. Im Hefe Two-Hybrid System interagierte Mdm30 mit
Cdc53 (Cullin) und Skp1 (Uetz et al., 2000). Diese beiden Komponenten bilden
gemeinsam mit einem F-Box-Protein einen SCF-Komplex (Skpl-Cdc53-F-
Box), der eine Ubiquitinierung und damit eine gesteuerte Proteolyse der
Substratproteine induziert (Skowyra et al., 1997). Mdm30 besitzt ein F-Box-
Motiv am N-Terminus und gehdrt demnach zur Gruppe der F-Box-Proteine,
deren Funktion die Bindung von Substratproteinen an den SCF-Komplex ist
(Patton et al., 1998). Die meisten F-Box-Proteine wurden im Zellkern oder im
Cytoplasma gefunden (Cenciarelli et al., 1999; Winston et al., 1999). Mdm30-,
das mit einem HA-Epitop fusioniert ist, kann im Cytoplasma und mit
Mitochondrien assoziiert nachgewiesen werden (Fritz et al., 2003). Der Effekt
der Amdm30-Mutation ist spezifisch fiir Mitochondrien, da die Form anderer
Organellen nicht betroffen ist (N. Weinbach, personliche Mitteilung; Fritz et al.,
2003). In der vorliegenden Arbeit wurde die Untersuchung der zellbiologischen

Funktion von Mdm30 weitergefiihrt.
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Systematische/géngige Klasse Funktion des Proteins

Bezeichnung des Gens

YBRI179C/FZO1 I Fusion von Mitochondrien
YLR368W/MDM30 I Fusion von Mitochondrien (diese Studie)
YPROS3IW/MDM36 I Unbekanntes Protein
YER044C/ERG28 I Synthese von Ergosterol
YNL280C/ERG24 II Sterolreduktase
YOLO76W/MDM?20 I Motilitét und Vererbung von Mitochondrien

und Organisation von Aktin

YDLO56W/MBP1 I Transkriptionsfaktor

Tabelle 3: Bei der Untersuchung der Hefebibliothek identifizierte
Gene, die wichtig fiir eine normale mitochondriale Form und
Vererbung sind.

Die hier aufgefiihrten Gene wurden im Rahmen der vorliegenden Studie neu identifiziert,
bzw. wiedergefunden. Die vollstindige Liste mit allen Mutanten befindet sich in Dimmer et
al., 2002. Insgesamt wurden zehn neue MDM-Gene identifiziert. Die Mutanten sind in die im
Text beschriebenen Klassen eingeteilt. Es ist eine kurze Beschreibung der Funktion des
Proteins aufgefiihrt. Die dazugehorigen Referenzen sind im Text angegeben.
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A\mdm36 | Sum_

Abbildung 15: Mitochondriale Form der neu identifizierten mdm-
Mutanten Amdm30 und Amdm36.
Stamme, die mtGFP exprimieren, wurden in YPD-Medium bei 30°C bis zur logarithmischen
Wachstumsphase kultiviert und mittels Fluoreszenzmikroskopie analysiert. Links ist die
mitochondriale Struktur abgebildet; rechts eine Uberlagerung mit der zugehdrigen
Phasenkontrastaufnahme. Beschreibung von (B) und (C) im Text. Als Vergleich ist in (A) der
entsprechende WT dargestellt.
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3.2.2 Mdm30 wird fiir die Fusion der Mitochondrien benotigt

Fragmentierte und aggregierte Mitochondrien sind hiufig ein Hinweis auf einen
Defekt der Fusion der Organellen. Daher wurde zunéchst getestet, ob die
Fusionsfahigkeit der Amdm30-Mitochondrien beeintrachtigt ist.

Fiir den Test der mitochondrialen Fusion in vivo (Nunnari ef al., 1997) wurden
die Stamme Amdm30-GFP und Amdm30-RFP miteinander gepaart und im
Fluoreszenzmikroskop analysiert (das Prinzip dieses Tests ist in Abbildung 2
dargestellt). Als Positivkontrolle diente ein WT-Hefestamm. In WT-Zellen war
eine effiziente Durchmischung der Markerproteine in der Matrix und damit
mitochondriale Fusion zu beobachten (Abbildung 16A). Im Gegensatz dazu war
in den Amdm30-Zygoten keine Fusionsaktivitit nachzuweisen (Abbildung
16B). Es wurde selbst dann keine Fusion beobachtet, wenn die Organellen dicht
beieinander lagen. Diese Daten deuten darauf hin, dass Mdm30 eine Rolle bei
der Fusion der Mitochondrien spielt.

FZOI ist essentiell fiir die Fusion der Mitochondrien. So wird auch in
Abwesenheit von Dnml, das antagonistisch zu Fzol wirkt, die Fusionsfahigkeit
in Afzol/Adnmi-Zellen nicht wieder hergestellt (Bleazard et al., 1999). Um zu
prifen, ob auch Mdm30 essentiell fiir die Fusion ist, wurde die mitochondriale
Fusion wéhrend der Paarung von Amdm30/Adnm I-Doppelmutanten untersucht.
Interessanterweise  konnte in  Amdm30/Adnmli-Zellen  Fusionsaktivitét
nachgewiesen werden (Abbildung 16C). Mdm30 wird also nicht fiir die Fusion
benotigt, wenn das DNMI-Gen deletiert ist. Demnach ist Mdm30 nur indirekt

an der Fusion der Organellen beteiligt.
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Phase mtGFP mtRFP Uberlagerung

WT

Amdm30

Amdm30
Adnm1

Abbildung 16: Mdm30 ist indirekt an der Membranfusion beteiligt.

In vivo-Nachweis der Fusion von Mitochondrien. Zellen mit entgegengesetzten Paarungstypen
waren mit mtRFP bzw. mtGFP markiert. Nach der Paarung wurden die Zygoten im
Fluoreszenzmikroskop untersucht. Links ist die Phasenkontrastaufnahme gezeigt. Die
Knospen der reifen Zygoten sind mit einem Stern (*) angezeigt. Beschreibung im Text.
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3.2.3 Mdm30 reguliert die Fzol-Proteinmenge

Da Mdm30 kein integraler Bestandteil der Fusionsmaschinerie ist (3.2.2), liegt
die Vermutung nahe, dass es eine regulatorische Funktion ausiibt und iiber
einen oder mehrere Interaktionspartner auf die Fusion der Mitochondrien
einwirkt. Interessanterweise ist die Fzol-Proteinmenge in Amdm30-Zellen
ungefihr zehnmal hoher als in den entsprechenden WT-Zellen (N. Weinbach,
personliche Mitteilung; Fritz et al., 2003). Die Menge der Mdm-Proteine Dnml1,
Mdvl, Fisl, Mgml, Ugol sowie der Kontrollproteine Porin und AAC ist
hingegen unverdndert. Aufgrund dieser Beobachtungen wurde vermutet, dass
Mdm30 die Fzol-Proteinmenge beeinflusst, und dass keine Komponenten der
Teilungsmaschinerie betroffen sind.

Der Einfluss von Mdm30 auf die Fzol-Proteinmenge sollte nidher untersucht
werden. Dazu wurde getestet, ob die Fzol-Proteinmenge auch dann von Mdm30
beeinflusst wird, wenn Fzol iiber einen heterologen Promotor {iberexprimiert
wird. Es wurde der Hefestamm MDM30/GAL-FZO1 konstruiert, in dem Fzol
iiber einen chromosomal inserierten GAL-Promotor exprimiert wird. Dieser
Hefestamm wurde mit dem Plasmid pYES2-MDM30 (N. Weinbach)
transformiert (Hefestamm GAL-MDM30/GAL-FZOI), um auch Mdm30 iiber
einen GAL-Promotor {iberexprimieren zu konnen. Die Expression der GAL-
regulierten Gene erfolgte durch Wachstum in Galaktose-haltigem
Flissigmedium tiiber Nacht. Es wurden logarithmisch wachsende Zellen
geerntet und Zellextrakte prépariert, die mittels Immundekoration analysiert
wurden (Abbildung 17A). Der Hefestamm, der gleichzeitig Fzol und Mdm30
liberexprimierte, zeigte eine 5-fach erniedrigte Fzol-Proteinmenge im Vergleich
zu dem Hefestamm, der nur Fzol iiberexprimierte. Diese Ergebnisse deuten
darauf hin, dass Mdm30 eine Rolle bei der Regulation der Fzol-Proteinmenge

spielt.
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Um die relative Fzol-Proteinmenge in den Hefestimmen MDM30/GAL-FZO1
und Amdm30/GAL-FZO1 abzuschitzen, wurden Mitochondrien aus induzierten
und reprimierten Kulturen isoliert und {iber Immundekoration analysiert
(Abbildung 17B). Infolge der Induktion des GAL-Promotors kam es zur Fzol-
Uberexpression (Abbildung 17B; Spur 2 wund 3), die auch in
Gesamtzellextrakten nachgewiesen wurde (nicht gezeigt). Ein moglicher
Einfluss von Mdm30 auf Fzol ist in diesem Fall zu vernachlédssigen, da Mdm30
in den hier verwendeten Hefestimmen iiber seinen endogenen Promotor
exprimiert wird und daher in wesentlich geringeren Mengen als Fzo1 vorliegt.

Im Gegensatz dazu fiihrte die Repression des GAL-Promotors in Glukose-
haltigen Medium YPD zu einer sehr geringen Fzol-Proteinmenge. In
Mitochondrien von MDM30/GAL-FZOI1-Zellen, die das MDM30-WT-Allel
besitzen, wurde in diesem Medium kein Fzol nachgewiesen (Abbildung 17B;
Spur 4). In Mitochondrien von Amdm30/GAL-FZOI-Zellen, die das Amdm30-
Allel besitzen, wurde eine basale Fzol-Expression beobachtet (Abbildung 17B,;
Spur 5). Dies konnte darauf hinweisen, dass Fzol in Amdm30-Zellen einen

stabilisierten Zustand einnimmt.

84



Ergebnisse

A MDM30 tcAL-MDM30
+GAL-FZ01  4GAL-FZO1
Fzol g e - —

AAC o = = | oo e —

h-.__-._

Zellextrakt Zellextrakt

o
B qﬂrﬂ ‘1':1' 1: 5:1’
r\ “"?

'nt* é‘
wr W %‘g*}“

e )
12 3 45
Mitochondrien

Abbildung 17: Nachweis der Fzol-Expression in MDM30/GAL-FZO1,
Amdm30/GAL-FZO1 und GAL-MDM30/GAL-FZO1-Stimmen.

(A) Mdm30 beeinflusst die Fzol-Proteinmenge. Zellen von YBW339 (MDM30/GAL-FZO1)
und YBW342 (GAL-MDM30/GAL-FZO1) wurden einige Tage in SD-Medium kultiviert.
Dann wurde iiber Nacht in SGal-Medium induziert. Dabei befanden sich die Zellen immer in
der logarithmischen Wachstumsphase. Das Gesamtzellprotein wurde aus den Zellen extrahiert
und in 2-fachen Verdiinnungsstufen auf die SDS-Gele geladen. Die Menge an
mitochondrialem Protein wurde durch Dekoration gegen AAC kontrolliert.

(B) Galaktose-induzierte Uberexpression von Fzol. Isolierte Mitochondrien (je 100 pg
Protein) von YBW339 (MDM30/GAL-FZO1) und YBW321 (Amdm30/GAL-FZO1I), die in
YPD (Spur 4 und 5) bzw. YPGal (Spur 2 und 3) kultiviert wurden. Die Stamme wurden bei
30°C in fliissigem YPD-Medium bis zur mittleren logarithmischen Wachstumsphase
angezogen. Ein Teil der Kulturen wurde iiber Nacht in YPGal kultiviert, um den GAL-
Promotor zu induzieren. Die Expression von Fzol wurde iiber Immundekoration mit anti-
Fzo1-C nachgewiesen. Als Vergleich dienten isolierte Mitochondrien aus dem Hefestamm
D273-10B (Spur 1). Die Proteinmenge wurde durch Immundekoration gegen AAC
kontrolliert.
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3.2.4 Die Rolle von MDM30 und FZO1 bei der Aggregation von

Mitochondrien

Die Deletion des MDM30-Gens fiihrt zu einer erh6hten Fzo1-Proteinmenge und
zur Aggregation der Mitochondrien. Es wurde getestet, ob die GAL-regulierte
Uberexpression von Fzol dhnliche Auswirkungen auf die mitochondriale Form
hat.

Durch Induktion des GAL-Promotors kommt es sowohl in MDM30/GAL-
FZOI-Zellen als auch in Amdm30/GAL-FZOI-Zellen zur Aggregation der
Mitochondrien (Abbildung 18A und B; Tabelle 4). Die Aggregation wurde auch
beobachtet, wenn neben Fzol auch Mdm30 durch GAL-Induktion in GAL-
MDM30/GAL-FZO1-Zellen iiberexprimiert wurde (nicht gezeigt). Diese
Ergebnisse zeigen, dass die Aggregation der Mitochondrien bei starker Fzol-
Uberexpression von Mdm30 unabhingig ist.

Wenn die GAL-regulierte Fzol-Expression reprimiert wird, werden in
MDM30/GAL-FZO1-Zellen fragmentierte Organellen beobachtet (Abbildung
18C; Tabelle 4), was den Afzol-Phianotyp widerspiegelt (vergleiche Abbildung
12B). Dies stimmt iiberein mit dem Fehlen eines Fzol-Signals im Westernblot
unter diesen Bedingungen (Abbildung 18B, Spur 4). In Amdm30/GAL-FZOI-
Zellen hingegen wird das mitochondriale Retikulum teilweise wiederhergestellt
(Abbildung 18D; Tabelle 4). Unter diesen Bedingungen konnte eine geringe
Fzol-Expression nachgewiesen werden (Abbildung 18B, Spur 5), welche
vermutlich ausreicht, um der mitochondrialen Teilung entgegenzuwirken und

die schlauchformige Mitochondrienform aufrechtzuerhalten.
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Abbildung 18: Mitochondriale Form in MDM30- und Amdm30-Zellen,
deren Fzol-Expression iiber einen GAL-Promotor kontrolliert wird.

Die Fzol-Uberexpression fiihrt zur Aggregation der Mitochondrien. Die Stimme wurden bei
30°C in fliissigem YPD-Medium bis zur mittleren logarithmischen Wachstumsphase
angezogen. Ein Teil der Kulturen wurde iiber Nacht in YPGal kultiviert, um den GAL-
Promotor zu induzieren. Die Organellen waren mit mtGFP angeférbt. Somit konnte die Form
iiber Fluoreszenzmikroskopie untersucht werden (A bis D). Rechts befindet sich jeweils die
zugehorige Phasenkontrastaufnahme. Quantifizierung siche Tabelle 4.

Mitochondriale Form (% Zellen)

Hefestamm Medium  Einige Schlduche Fragmentiert Aggregiert
MDM30/GAL-FZO1 YPGal 0 2 98
Amdm30/GAL-FZO1  YPGal 6 1 93
MDM30/GAL-FZO1 YPD 0 96 4
Amdm30/GAL-FZO1I  YPD 22 10 68

n =100 Zellen

Tabelle 4: Statistische Erfassung der mitochondrialen Phanotypen in
MDM30/GAL-FZ01 und Amdm30/GAL-FZO1-Stimmen.

Quantifizierung der Mitochondrienform der in Abbildung 18A und 17 verwendeten Zellen.
Beschreibung im Text.
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3.2.5 Amdm30-Mutanten verlieren bei 37°C ihre mtDNA

Amdm30-Hefekulturen zeigten bei 37°C auf YPG im Vergleich zum WT ein
stark verringertes Wachstum (N. Weinbach, personliche Mitteilung; Fritz et al.
2003). Moglicherweise sind also  mitochondriale Funktionen des
Mutantenstamms in vivo beeintrichtigt. Diese Beobachtung sollte néher
untersucht werden.

Zuniachst wurde die Kinetik des temperaturabhingigen Verlusts der
mitochondrialen Funktion getestet. WT- und Amdm30-Zellen wurden in YPD-
Medium bei unterschiedlichen Temperaturen (30°C und 37°C) kultiviert. Zu
verschiedenen Zeitpunkten wurden Zellen entnommen und auf YPD ausplattiert
und nach etwa einem Tag auf YPG iiberstempelt. Es wurde der Prozentsatz der
Kolonien ermittelt, die auf diesem Medium wachsen konnten (Abbildung 19A).
Dieser Betrag gibt die Anzahl der Zellen wieder, die ithre mitochondrialen
Funktionen in der Flissigkultur aufrechterhalten konnten. Beinahe 100 % der
Zellen, die bei 30°C kultiviert wurden, waren auch nach 20 h noch
atmungskompetent. Jedoch weniger als 10 % der Zellen, die 20 h bei 37°C
kultiviert wurden, waren in der Lage, auf YPG zu wachsen. Diese Zellen
scheinen im Verlauf der Inkubation bei 37°C ihre mitochondrialen Funktionen
zu verlieren.

Es wurde vermutet, dass die Amdm30-Zellen bei 37°C ihre mtDNA verlieren
und somit nicht mehr auf nichtfermentierbaren Kohlenstoffquellen wachsen
konnen. Um diese Hypothese zu tiberpriifen, wurde die mtDNA der Zellen, die
20 h bei 37°C in YPD kultiviert worden waren, mit dem DNA-spezifischen
Farbstoff DAPI angefarbt. WT-Zellen zeigten typische mtDNA-Nukleoide
(Abbildung 19B). Im Gegensatz dazu zeigten die Amdm30-Zellen nur wenig
bzw. keine mtDNA. Diese Ergebnisse belegen, dass Mdm30 fiir die
Beibehaltung der mtDNA bei erh6hten Temperaturen bendtigt wird.
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Der Verlust der mtDNA bei 37°C konnte auf Anderungen der mitochondrialen
Form beruhen. Daher wurde die Form der Mitochondrien der eingesetzten
Stamme tiberpriift. WT- und Amdm30-Zellen wurden sowohl in YPD als auch
in YPG bei 30°C und 37°C iiber Nacht kultiviert. Mitochondrien waren mit
mtGFP angefirbt und wurden im Fluoreszenzmikroskop analysiert (Abbildung
20). Mitochondrien von WT-Zellen, die in der nichtfermentierbaren
Kohlenstoffquelle (YPG) kultiviert wurden, waren etwas stirker verzweigt als
in YPD, denn die Form von WT-Mitochondrien passt sich der entsprechenden
Kohlenstoffquelle an (siche auch Egner et al., 2002). Wie erwartet waren die
Mitochondrien der Amdm30-Zellen, die in YPD kultiviert wurden, aggregiert
und fragmentiert. Es zeigte sich aber, dass die Mitochondrien der Amdm30-
Zellen, die in YPG kultiviert wurden, extrem fragmentiert und gleichmaBig tiber
die Zelle verteilt waren. Die beobachteten Phinotypen waren bei 30°C und
37°C identisch. Die Untersuchung der mitochondrialen Form lieferte also keine
Erklarung dafiir, warum die Amdm30-Zellen ihre mtDNA bei 37°C verlieren.
Jedoch liefern diese Ergebnisse einen weiteren Hinweis darauf, dass Mdm30
essentiell fiir die Aufrechterhaltung der WT-Form ist. Zudem zeigen die
Ergebnisse, dass sich die Amdm30-Mitochondrien einer Verdnderung der

Kohlenstoffquelle anpassen konnen.
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Abbildung 19: Die Deletion von MDM30 fiihrt zum Verlust der
mtDNA.

(A) Atmungskompetenz der Amdm30-Zellen. WT- und Amdm30-Zellen wurden auf einer
YPG-Platte ausplattiert, so dass nur Zellen wachsen konnten, die mtDNA besitzen. Dann
wurden die Zellen bei verschiedenen Temperaturen in fliissigem YPD-Medium kultiviert, um
den Verlust der mtDNA zu erlauben. Es wurden zu verschiedenen Zeitpunkten jeweils 0,2 ml
Zellkultur ODs7g 0,2 auf die erste YPD-Platte iibertragen. Die Anzahl der Kolonien auf der
ersten YPD-Platte wurde gleich 100 % gesetzt. Nach dem Uberstempeln auf YPD und YPG
wurden wiederum die Kolonien ausgezihlt. Die Anzahl der Kolonien, die wiederholt auf YPD
wachsen konnten, lag bei 100 % (nicht gezeigt). Im Diagramm ist die Anzahl der
atmungsfahigen Zellkolonien auf YPG angegeben.

(B) DAPI-Féarbung. Die Hefestimme aus (A) wurden 20 h in YPD bei 37°C kultiviert. Dabei
befanden sich die Zellen immer in der logarithmischen Wachstumsphase. Die DNA der Zellen
wurde mit 1 pg/ml DAPI angefarbt. Die Pfeilkopfe deuten auf die mtDNA-Nukleoide im WT.
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YPD

YPG

Abbildung 20: Die Form der Amdm30-Mitochondrien.

WT- und Amdm30-Zellen wurden in YPD bzw. YPG bis zur logarithmischen
Wachstumsphase kultiviert und im Fluoreszenzmikroskop analysiert. Rechts befindet sich
jeweils die Phasenkontrastaufnahme. Die mitochondriale Form war bei 30°C und 37°C
identisch.

3.2.6 Die Amdm30-Mutation beeinflusst nicht die Transkription von FZO1

Es sollte getestet werden, ob die Aktivitit des FZOI-Promotors in den
Amdm30-Zellen verandert ist, da dies eine mogliche Erklarung fiir die erhohte
Fzo1-Proteinmenge sein konnte. Die Aktivitdt des Promotors sollte iiber das
Reporterenzym [3-Galaktosidase gemessen werden.

Das Plasmid YlpFZO1(32 wurde durch homologe Rekombination in das Genom
eines WT- und eines Amdm30-Hefestamms integriert, so dass die Transkription
des B-Galaktosidase-Reportergens durch den FZO1-Promotor kontrolliert wird.
Von den so erhaltenen Hefestimmen WT-B-Gal und Amdm30-B-Gal wurden
Zellextrakte pripariert, mit denen der Enzymtest durchgefiihrt wurde.
B-Galaktosidase katalysiert die Hydrolyse des synthetischen Substrats ONPG
(o-Nitrophenyl-3-D-galaktopyranosid), die im Photometer bei 420 nm
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beobachtet werden kann. Die Aktivitit der B-Galaktosidase ist dabei abhéngig
vom FZO1-Promotor, der ihre Expression reguliert.

Das verwendete Plasmid erwies sich als vorteilhaft, weil keinerlei Hintergrund-
Aktivitdt gemessen wurde. Es wurden mehrere Klone der transformierten Hefen
getestet (Tabelle 5). Als gemittelte Durchschnittswerte der Aktivitidten ergaben
sich 17,1 nmol/(min x mg) fiir Amdm30 und 18,8 nmol/(min x mg) fiir den WT.
Die berechneten Aktivititen sind vergleichbar mit Werten, die fiir andere
Hefestimme gefunden wurden (Melcher et al., 2000).

Es liegt also kein signifikanter Unterschied der [3-Galaktosidase-Aktivitit
zwischen WT und Amdm30 vor. Demzufolge scheint MDM30 keinen Einfluss
auf die Stabilitit oder Aktivitit von Transkriptionsfaktoren des FZOI-
Promotors zu haben. Dies stimmt {iberein mit den Ergebnissen aus 3.2.3, die
zeigten, dass die Fzol-Proteinmenge auch dann von Mdm30-abhéngig ist, wenn
Fzol  iber den  heterologen = GAL-Promotor  exprimiert  wird.
Zusammengenommen deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass die Fzol-

Proteinmenge post-transkriptional durch Mdm30 reguliert wird.
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Klon Amdm30-p-Gal WT-B-Gal
1 26,2+8,0 8.75+1,2
2 14,8456 28.75+0,5
3 29,1+14.,4 43.2+15,7
4 19,242,5 9.5+1,4
5 6,90,0 17.949,5
6 6,5+4,5 4.8+4.2

Durchschnittswert +

Standardabweichung 17,1£9,5 18,8+14,7

Tabelle 5: Die Aktivitit der [-Galaktosidase in Wildtyp- und
Amdm30-Zellen, die mit dem Reporterplasmid YIpFZO1(32
transformiert worden waren.
Es wurden Zellextrakte der Hefestimme YBW329 (WT-B-Gal) und YBW327 (Amdm30-B-
Gal) verwendet. Die Werte sind angegeben in nmol ONPG (hydrolysiert)/(min x mg Protein).
Aus den Messungen mit verschiedenen Klonen wurden die aufgelisteten Durchschnittswerte

berechnet. Vergleichbare Stimme ohne Reporterplasmid zeigten keine messbare
Enzymaktivitit.
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4 Diskussion

Mitochondrien besitzen zwei Membranen und stehen daher vor der
Herausforderung, insgesamt vier Membranen miteinander zu fusionieren.
Bislang ist nicht bekannt, welche Prozesse auf molekularer Ebene diesen
Vorgang bewerkstelligen.

Fzol1 ist ein AuBBenmembranprotein, das fiir die Fusion benotigt wird (Hermann
et al., 1998; Rapaport et al., 1998). In der vorliegenden Studie wurde seine
Topologie sowie deren Bedeutung fiir die Membranfusion untersucht, um
ndhere Einblicke in den Mechanismus der Fusion zu gewinnen. Fzol1 spielt eine
maligebliche Rolle bei der Koordination der beiden mitochondrialen
Membranen wihrend der Fusion.

Um weitere Komponenten der mitochondrialen Fusionsmaschinerie zu
identifizieren, wurde nach Hefemutanten gesucht, in denen die mitochondriale
Fusion defekt sein konnte. Die eingehende Charakterisierung von Mdm30
zeigte, dass dieses Protein die Fzol-Proteinmenge und damit auch die Fusion

der Mitochondrien beeinflusst.

4.1 Die Rolle von Fzo1l bei der Fusion

4.1.1 Die Topologie von Fzol

Wie aus den Ergebnissen der biochemischen Subfraktionierung hervorgeht,
besitzt Fzol eine Nygen/Caugen-TOpologie in der AuBlenmembran. Dies wurde
zum einen durch die Analyse des Imports von Fzol-DHFR Fusionsproteinen
bestitigt (D. Rapaport; Fritz et al., 2001) und zum anderen durch das Verhalten

von Fzol im Dichtegradienten. Endogenes Fzol fraktionierte gemeinsam mit
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Vesikeln der Innenmembran, jedoch nach Behandlung mit Harnstoff
ausschlieBlich mit Vesikeln der AuBenmembran.

Aufgrund dieser Ergebnisse kann die von Hales und Fuller (1997) urspriinglich
vorgeschlagene Fzol-Topologie, bei der Fzol beide mitochondrialen
Membranen durchspannt, ausgeschlossen werden. Allein das
Intermembranraumsegment von Fzol ist fiir eine Interaktion mit Komponenten
der Innenmembran verfligbar. Obwohl auch zusitzliche Faktoren daran beteiligt
sein konnen, i1st eine direkte Interaktion mit einem Bestandteil der
Innenmembran sehr wahrscheinlich. Das Vorhandensein des
Intermembranraumsegments ist fiir die Kofraktionierung des C-terminalen
Fzol-Fragments mit der Innenmembran notwendig. Zudem wird die Interaktion
in der Mutante fzol-2, die ein verdndertes Segment in den Intermembranraum
exponiert, aufgehoben. Dies ist ein weiterer Hinweis auf eine Verbindung
zwischen dem Fzol-Komplex und der Innenmembran. Die Untersuchungen mit
der fzol-2-Mutante deuten auf eine Bedeutung dieser Verbindung fiir die
Funktion des Proteins hin. Vermutlich ist die Verbindung zwischen Aullen- und
Innenmembran wichtig fiir den Mechanismus der mitochondrialen Fusion.

Eine Nuen/Causen-Topologie wurde kiirzlich auch fiir die Mitofusine, die
menschlichen Fzol-Homologen, nachgewiesen (Rojo et al., 2002). Die
Domaénenstruktur ist bei den Fzol-Homologen vermutlich konserviert (Hales
und Fuller, 1997).

Die Topologie von Fzol konnte weitere Hinweise auf den Mechanismus der
Membranfusion liefern, die nicht im Gegensatz zu den obigen Erkenntnissen
stehen. Die Transmembrandoménen von Fzol sind nur durch ein auffillig
kurzes Intermembranraumsegment voneinander getrennt. Dieses stabilisiert
moglicherweise die rdumliche Anordnung der Transmembrandoménen oder
eines anderen Strukturelements des Proteins, was zur Funktion von Fzol

beitragen konnte.
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4.1.2 Die Rolle von Kontaktstellen bei der Fusion

Mit Hilfe der Elektronenmikroskopie wurden Bereiche in den Mitochondrien
nachgewiesen, die sich durch eine auffdllige Ndhe der Auflen- und
Innenmembran auszeichnen (Hackenbrock, 1968; Nicastro et al., 2000; Perkins
et al., 1997; van der Klei et al., 1994). Diesen mitochondrialen Kontaktstellen
wurde eine Reihe unterschiedlicher Funktionen zugeschrieben. Dazu zéhlen die
Translokation von Proteinen liber die mitochondrialen Membranen (Donzeau et
al., 2000; Pon et al., 1989; Rassow et al., 1989; Schleyer und Neupert, 1985;
Schwaiger et al., 1987), die Translokation von Phospholipiden iiber die
mitochondrialen Membranen (Simbeni et al., 1991) sowie Funktionen im
Energiemetabolismus (Brdiczka et al., 1998; Brdiczka et al., 1990; Rojo et al.,
1991). Die Komponenten, die sich zu einer Kontaktstellen zusammensetzen,
sind fiir jeden dieser beschriebenen Prozesse unterschiedlich (Brdiczka, 1991;
Pfanner et al., 1992). Ubereinstimmend damit blieb in der fzol-2-Mutante eine
Fraktion des AuBlenmembranproteins Porin in Kontakt mit der Innenmembran
(siche Abbildung 12E), da es offenbar Kontaktstellen ausbildet, die von Fzol
unabhéngig sind.

Bereiter-Hahn  und  Voth  (1994)  beobachteten mit Hilfe eines
Elektronenmikroskops Mitochondrien, deren Membranen sich beriihren. Ein
GroBteil der beobachteten Organellen schien nur dann zu fusionieren, wenn sich
auf beiden Seiten eine mitochondriale Kontaktstelle befand. Die mitochondriale
Fusion konnte also an Kontaktstellen initiiert werden. Die in der vorliegenden
Studie beschriebene Lokalisation von Fzol in Kontaktstellen liefert die
biochemische Basis fiir diesen morphologischen Befund. Demnach bildet die
mitochondriale Fusionsmaschinerie Kontaktstellen aus, die den Fusionsprozess
der Membranen vermitteln. Die Verbindung zwischen mitochondrialer Aullen-
und Innenmembran wird durch das Intermembranraumsegment von Fzol

vermittelt. Fzol koordiniert wahrscheinlich sowohl die Fusion der
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Aullenmembranen als auch die der Innenmembranen. Eine eigenstandige Fusion
der Innenmembranen, die unabhingig vom Fusionsvorgang der
Aullenmembranen verlauft, ist also nicht erforderlich.

Die Kontaktstellen, deren Bestandteil Fzol ist, sind vermutlich in den
mitochondrialen Enden konzentriert oder spezifisch aktiviert, da ein
mitochondriales Ende an jedem Fusionsvorgang beteiligt sein muss (siche auch

1.2.1).

4.1.3 Rolle von Fzol1 als ,,Docking*“-Faktor der Mitochondrien oder als

Fusogen fiir die mitochondriale Aulenmembran

Fzol verfiigt iiber strukturelle Elemente, die auch bei Fusionsproteinen in
anderen Zellorganellen eine wichtige Rolle spielen. Die SNARE-Proteine
bilden eine Gruppe konservierter Fusionsproteine, die am ,,Docking* und an der
Fusion intrazelluldrer Vesikel beteiligt sind (Weber et al, 1998). Beim
»Docking® werden Membranen miteinander in engen Kontakt gebracht und die
Fusionspartner miteinander verbunden.

SNARE-Proteine besitzen ,,coiled-coil“-Motive in N-terminalen Doménen. Die
,,coiled-coil“-Proteinbereiche der Vesikel-assoziierten v-SNAREs und der an
der Zielmembran befindlichen t-SNAREs bilden gemeinsam eine
superspiralisierte stdbchenféormige Struktur, die das Vesikel nahe der
Akzeptormembran festhdlt (Hay und Scheller, 1997). Auch fiir Fzo1 sind solche
,coiled-coil“-Bereiche vorausgesagt worden, die ins Cytosol ragen (siche
Abbildung 4C).

Fzol konnte eine SNARE-dhnliche Funktion ausiiben. Uber ..coiled-coil*-
Bereiche konnten zum Beispiel mehrere Fzol-Proteine miteinander in der
Aullenmembran verkniipft werden (cis-Komplex). Auf diesem Wege konnte der

Fusionskomplex gebildet werden. Andererseits konnten verschiedene Fzol-
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Proteine, die in gegeniiberliegenden Membranen sitzen, iiber ihre ,,coiled-coil*-
Bereiche miteinander assoziieren (frans-Komplex), um so das ,,Docking®* der
mitochondrialen Membranen zu bewirken.

Bei den Mitofusinen wurden Interaktionen zwischen N-terminalen und C-
terminalen Doménen nachgewiesen (Rojo et al., 2002). Es ist nicht klar, ob
diese Interaktionen zwischen Molekiilen stattfinden, die in gegeniiberliegenden
Membranen oder innerhalb derselben Membran sitzen. Es konnte sich auch um
intramolekulare Interaktionen handeln. Dariiber hinaus kommt es zur
vermehrten Aggregation der Mitochondrien, wenn eines der Mitofusine in
menschlichen Zellen iiberexprimiert wird. Vermutlich handelt es sich dabei um
Organellen, die im ,,Docking*“-Zustand festsitzen. Das heil}t, die Mitochondrien
liegen zwar dicht beieinander, fusionieren aber nicht, wie Rojo et al. (2002)
aufgrund von Untersuchungen mit einem Elektronenmikroskop vermuteten.
Diese Aggregation erfordert einen intakten Mitofusin-C-Terminus (Santel und
Fuller, 2001). Das ,,Docking* der Mitochondrien kénnte demzufolge iiber
Interaktionen mit dem Mitofusin-C-Terminus herbeigefiihrt werden.

Auch Fzol in Hefe besitzt Proteinbereiche, die Wechselwirkungen mit anderen
Proteinen vermitteln konnen. So spielt der C-Terminus eine Rolle bei der
Dimerisierung von Fzol, wie die Quervernetzungsexperimente zeigten.
Weiterhin wurde bei der Uberexpression von Fzol, dhnlich wie bei den
Mitofusinen, eine vermehrte Aggregation der Mitochondrien beobachtet. Fzol
scheint also auch eine entscheidende Rolle beim ,,Docking* der Mitochondrien
zu spielen. Welche Aufgabe dabei der C-Terminus hat, ist noch nicht geklért.
Die GTPase-Doméne von Fzol wird vermutlich fiir das ,,Docking® oder fiir die
Fusion der mitochondrialen Membranen benétigt (Hermann et al., 1998). Sie
konnte dabei den =zeitlichen Ablauf von Fzol-Interaktionen steuern. Eine
dhnliche Funktion erfiillen die GTP-bindenden Rab-Proteine beim
Vesikeltransport (Lupashin und Waters, 1997). Alternativ konnte die GTPase-
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Domine biomechanische Energie liefern, die {iber die Transmembrandoménen
an die Fusion der Membranen gekoppelt wird (Hales und Fuller, 1997;
Hermann und Shaw, 1998). Eine dhnliche Funktion wurde bereits fiir die

GTPase-Doménen der Dynamine vermutet (Warnock und Schmid, 1996).

4.2 Ein moglicher Mechanismus der mitochondrialen Fusion

Aus den durch diese Arbeit gewonnenen Erkenntnissen iiber die Funktion von
Fzol lasst sich ein Modell fiir den Mechanismus der mitochondrialen Fusion
entwickeln, das in Abbildung 21 dargestellt ist. Welche molekularen Prozesse
dabei ablaufen, bleibt unklar. Da fiir die Vakuolenfusion iiber 60 verschiedene
Komponenten benétigt werden (Wickner, 2002), ist es wahrscheinlich, dass
auch fiir die Fusion von Mitochondrien eine Reihe weiterer noch unbekannter
Faktoren benotigt wird.

Der mitochondrialen Fusion geht die eindimensionale Bewegung der
Organellen entlang der Aktinfilamente voraus (Nunnari et al., 1997; Simon et
al., 1995b). So 16st die Behandlung von Hefezellen mit Latrunculin A, das das
Aktincytoskelett depolymerisiert, die Fragmentierung der Mitochondrien aus.
Dies deutet auf einen Defekt in der mitochondrialen Fusion hin (Boldogh ef al.,
1998). Aktin konnte also nicht nur fiir die Motilitdt der Mitochondrien sorgen,
sondern auch an der Fusion selbst beteiligt sein. Zum Beispiel konnte es fiir die
Aufrechterhaltung der tubulidren Form der Organellen von Bedeutung sein.
Diese Form der Organellen konnte eine bestimmte Fusionskompetenz erzeugen.
Aktin erfiillt moglicherweise auch andere Aufgaben bei der Fusion, die bislang
nicht bekannt sind. Bei den Vakuolen zum Beispiel wird Aktin bei einem der
letzten Schritte der Membranfusion benétigt (Eitzen et al., 2002).

Der eigentliche Fusionsvorgang von biologischen Membranen erfolgt in der

Regel in drei Stufen: (i) Beim ,,Priming* werden die Fusionspartner fusions-
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kompetent gemacht. (i1) Beim ,Docking werden die Fusionspartner
miteinander verbunden (siehe 4.1.3). (ii1) Bei der Membranfusion schlieBlich
verschmelzen die Lipiddoppelschichten miteinander (zur Ubersicht siehe Jahn
und Siidhof, 1999; Mayer, 2002; Wickner, 2002). Das Modell in Abbildung 21
bezieht sich auf diese grundlegenden Prinzipien der Membranfusion.

Die ersten Schritte der mitochondrialen Membranfusion (,,Priming®, ,,Docking®,
Vermischen der Aulenmembranlipide) unterscheiden sich wahrscheinlich kaum
von den Mechanismen, die fiir die SNARE-vermittelte Membranfusion bekannt
sind (Skehel und Wiley, 1998; Weber et al., 1998). Hochstwahrscheinlich sind
sie reversibel, wie es beispielsweise auch das Offnen der Fusionspore wihrend
der Exocytose ist (Zimmerberg ef al., 1993).

Das ,Priming® ist vermutlich die Voraussetzung fiir eine effiziente
Membranfusion der Mitochondrien. Es wire denkbar, dass dabei zunachst die
Komponenten der Fusionsmaschinerie assemblieren, falls es sich dabei um
tempordre Zustinde handelt. AuBlerdem konnten in diesem Schritt die cis-
Komplexe von Fusionsproteinen aufgelost werden, damit trans-Komplexe
ausgebildet werden konnen. Ein &hnlicher Vorgang ist aus der SNARE-
vermittelten Fusion bekannt.

Das “Docking® der AuBlenmembranen zweier dicht beieinander liegender
Mitochondrien  beginnt, sobald die cytosolischen Doménen der
gegeniiberliegenden Fusionsmaschinerien miteinander in Kontakt treten. Dabei
interagieren vermutlich Fusionskomponenten der gegeniiberliegenden trans-
Komplexe, was im Wesentlichen die Verkniipfung zwischen den Mitochondrien
ausmacht.

Bei der SNARE-vermittelten Fusion ist die Bildung von trans-Komplexen zwar
notwendig, aber moglicherweise nicht ausreichend fiir den letzten Schritt der
Membranfusion, das Verschmelzen der Lipiddoppelschichten (Langosch et al.,

2001a; Langosch et al., 2001b). Dies konnte auch auf die mitochondriale Fusion
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zutreffen. In diesem Fall wéren weitere, bisher unbekannte Vorgiange notig, die
letztendlich zur Verschmelzung der AuBlenmembranen fiihren. Dieser Schritt
wird wahrscheinlich durch eine Destabilisierung der Lipiddoppelschichten
unterstiitzt, die das Offnen der Fusionspore erleichtert. Dariiber hinaus kdnnte
die intrinsische Flexibilitét der Transmembrandoménen von
Auflenmembranproteinen wichtig fiir die Vermischung der Lipide sein
(Langosch et al., 2001b).

Die nun folgenden Ereignisse sind einzigartig flir Organellen mit zwei
Membranen. Nachdem die AuBlenmembranen miteinander fusioniert worden
sind, wird vermutlich die Verkniipfung der AuBen- mit der Innenmembran
benodtigt, um die Fusion der Innenmembranen zu initiieren. Damit wére ein
neuer Reaktionszyklus, in dem die Innenmembranen miteinander in Kontakt
gebracht werden miissen, tberfliissig, denn die beteiligten Komponenten
befinden sich bereits in idealer Position fiir den Fusionsprozess.

Wenn die Verknilipfung der beiden Membranen fehlt, wére die Fusion der
Innenmembranen weniger effizient, und daher wire die Riickreaktion
bevorzugt. Diese Vorhersage stimmt gut mit der beobachteten Fragmentierung
der Mitochondrien in der fzo I-2-Mutante iiberein.

Im letzten Schritt des Modells kommt es zur Trennung der fusionierten
Membranen und zur Vermischung des Matrixinhalts, die den Fusionsprozess

vervollstandigen.
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Abbildung 21: Hypothetisches Modell zur mitochondrialen Fusion.

Die koordinierte Fusion der Mitochondrien wird vermutlich {iber einen Mechanismus erreicht,
der den engen Kontakt zwischen Auflen- und Innenmembran vermittelt. Der Fusionskomplex
der AuBenmembran ist in schwarz dargestellt; die vermuteten Interaktionspartner in der
Innenmembran sind durch weifle Késten markiert. Beschreibung im Text.
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4.3 Die molekulare Basis der mitochondrialen Formgebung

Im letzten Jahrzehnt wurde durch genetisches und morphologisches Screening
eine Reihe wichtiger Komponenten der mitochondrialen Vererbung
identifiziert. Dennoch sind viele der Prozesse und Komponenten, die das
mitochondriale Verhalten bestimmen, bisher nicht aufgeklirt. Dazu zdhlen die
Maschinerie, die die Mitochondrien an das Aktincytoskelett bindet (Boldogh et
al., 1998; Boldogh et al., 2001a; Simon et al., 1995a), Proteine, die mit Fzol
oder Ugol bei der mitochondrialen Fusion kooperieren (Fritz et al., 2001;
Hermann et al., 1998; Rapaport ef al., 1998; Sesaki und Jensen, 2001), sowie
Komponenten, die die interne Struktur der Mitochondrien ausbilden (Wong et
al., 2000).

Der klassische Ansatz zur Identifizierung von MDM-Genen basiert
typischerweise auf der Durchmusterung von temperatursensitiven Mutanten
nach zufallsgesteuerter Mutagenese (Hermann und Shaw, 1998). Der hier
durchgefiihrte systematische Ansatz ermoglichte die Identifizierung etlicher
Komponenten, die bei den klassischen Ansédtzen nicht gefunden wurden
(Dimmer et al., 2002). Die Durchmusterung brachte unter anderem einige mdm-
Mutanten hervor, wie etwa mdm30 und mdm36, die keinen offensichtlichen
Wachstumsdefekt besitzen. Die Identifizierung dieser Mutanten wire durch
konventionelles genetisches Screening und Selektion auf Wachstumsdefekte
wahrscheinlich nicht moglich gewesen. Dies veranschaulicht das Potenzial des
hier durchgefiihrten genomischen Ansatzes, der in dhnlicher Weise auch fiir die
Untersuchung anderer zellbiologischer Prozesse von grofBem Nutzen sein
konnte.

Ein Grofteil der Proteine, die von den neuen MDM-Genen kodiert werden, zeigt
keinerlei Homologie zu anderen bekannten Proteinen. Aufgrund der
verschiedenartigen Phénotypen der Mutanten handelt es sich bei den neu

identifizierten Proteinen hochstwahrscheinlich um Faktoren, die iiber
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unterschiedliche Prozesse an der mitochondrialen Morphogenese mitwirken.
Die relativ kleine Anzahl neu identifizierter Komponenten ist ein Hinweis auf
die Spezifitit des Ansatzes. Die identifizierten Gene konnten allerdings auch
essentiell fiir andere Vorginge in der Zelle sein, die sich indirekt auf die
mitochondriale Form auswirken.

Die meisten Mdm-Proteine beeinflussen neben den Mitochondrien vermutlich
keine anderen Organellen. Mgml und Dnml sind die einzigen bekannten
Komponenten, die mit bekannten Proteinen der Morphogenese anderer
Organellen verwandt sind. Offenbar hat die Natur eine vollkommen neuartige
Maschinerie fiir die Aufrechterhaltung der Organellenstruktur entwickelt,
nachdem die Vorldufer der Mitochondrien in die eukaryotischen Zellen

gelangten waren.

4.4 Mdm30 ist ein neues Protein, das eine Rolle bei der Fusion
spielt

In dieser Studie wurde mit Mdm30 ein neuer Faktor untersucht, der fiir die
Aufrechterhaltung der Fusionsfdhigkeit der Mitochondrien wichtig ist.
Amdm30-Zellen haben typische FEigenschaften einer Mutante, deren
mitochondriale Fusion beeintrachtigt ist, wie etwa die aggregierten und
fragmentierten Mitochondrien, der Defekt in der Vererbung der mtDNA sowie
die in vivo blockierte mitochondriale Fusion.

Aufgrund mehrerer genetischer und biochemischer Befunde scheint es sich bei
Mdm30 um einen regulatorischen  Faktor der mitochondrialen
Fusionsmaschinerie zu handeln: (i) Die mitochondriale Fusion ist in
Amdm30/Adnmi-Zygoten wiederhergestellt. Mdm30 ist demnach kein
essentieller Bestandteil der Fusionsmaschinerie. (ii) Die Fzol-Proteinmenge ist

abhingig von der Mdm30-Expression. (ii1) MDM30-abhingige Verdanderungen
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der Fzol-Proteinmenge gehen mit Verdnderungen der mitochondrialen Form
einher.

Das F-Box-Motiv und die beobachtete Interaktion von Mdm30 mit Skpl und
Cdc53 im Hefe Two-Hybrid System (Uetz et al., 2000) sind Hinweise darauf,
dass Mdm30 Bestandteil eines SCF-Komplexes ist. Die Fzol-Proteinmenge
konnte iiber eine Skpl-Cdc53-Mdm30-abhidngige Ubiquitinierung und einen
darauf folgenden Abbau durch das 26S Proteasom reguliert werden. Im
einfachsten Fall wére Fzol das Substrat der Ubiquitinierung. Allerdings kann
die Beteiligung anderer Faktoren nicht ausgeschlossen werden. Fzol konnte
zudem noch nicht als ein Substrat des 26S Proteasoms nachgewiesen werden.

In Abwesenheit von Mdm30 wird iiberschiissiges Fzol angehduft. Da die
mitochondriale Aggregation sowohl durch die Deletion von MDM30 als auch
durch Fzol-Uberexpression ausgelost werden kann, handelt es sich bei der
Aggregation der Mitochondrien vermutlich um eine direkte Folgeerscheinung
der Fzol-Anhdufung. Durch Uberexpression von Mitofusinen in Sdugerzellen
wird eine vergleichbare Aggregation der Mitochondrien induziert (siche 4.1.3;
Santel und Fuller, 2001; Rojo et al, 2002). Vermutlich sind fusogene
Kofaktoren bei diesem Schritt limitierend. Moglicherweise kommt es auch zu
einer Anhdufung unproduktiver Fusionsintermediate.

Es sind zwei mdgliche Rollen fiir Mdm30 bei der mitochondrialen Fusion
denkbar, die sich gegenseitig nicht ausschlieBen. Zum einen muss das
Gleichgewicht zwischen Teilungs- und Fusionsvorgidngen genau eingehalten
werden, um die schlauchféormige mitochondriale Form aufrechtzuerhalten
(Nunnari et al., 1997; Yaffe, 1999a). Mdm30 konnte in diesem Zusammenhang
von Bedeutung sein, da es die Fzol-Proteinmenge reguliert. Es bestimmt die
notige Fzol-Proteinmenge, die fiir die Aufrechterhaltung eines Gleichgewichts
mit Dnm1 nétig ist. Zum anderen werden wahrscheinlich auch unter normalen

Bedingungen geringe Mengen unproduktiver Fusionskomplexe gebildet. In
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diesem Fall konnte Mdm30 fiir die Beseitigung dieser fehlgebildeten Komplexe
bendtigt werden und somit der mitochondrialen Aggregation entgegenwirken.
In der Amdm30-Mutante fehlt diese Kontrolle des Gleichgewichts durch
Mdm30. Die vorhandenen unproduktiven Fusionskomplexe bilden zusétzliche
,Docking“-Zustiande, die nicht mehr fusionieren konnen. Das Gleichgewicht
liegt nun auf der Seite der Teilungsvorginge, was die aggregierten und
fragmentierten Mitochondrien in der Amdm3(0-Mutante erklart.

Die Beteiligung eines F-Box-Proteins an der mitochondrialen Fusion passt zu
publizierten Untersuchungen, die eine Verbindung zwischen dem Ubiquitin/26S
Proteasom-System und den Mitochondrien aufzeigten. So wurde eine Ubiquitin-
Mutante beschrieben, die eine Polyubiquitinierung verhindert und die
Aggregation von Mitochondrien induziert (Fisk und Yaffe, 1999). Dieser Effekt
ist dem Phinotyp des Amdm30-Hefestamms sehr dhnlich. Es ist also mdglich,
dass die MDM30-Deletion und die Uberexpression der Ubiquitin-Mutante die
gleichen Reaktionswege in der Zelle betreffen.

Dariiber hinaus gibt es weitere Ubiquitin-abhdngige Prozesse, die die
mitochondriale Form beeinflussen. Mutanten der Ubiquitin-Ligase Rsp5 zeigen
einen Defekt in der Verteilung der Mitochondrien (Fisk und Yaffe, 1999), da
die Transkription des OLEI/MDM2-Gens blockiert ist (Hoppe et al., 2000).
Dieses Gen kodiert fiir eine Fettsdure-Desaturase, die wichtig fiir die
mitochondriale Vererbung ist (Stewart und Yaffe, 1991). Eine konditionale
Mutante des MPRI-Gens, welches eine regulatorische Untereinheit des 26S
Proteasoms kodiert, zeigt pleiotrope Defekte, die beeintrachtigtes Wachstum
auf Glycerin, fragmentierte und aggregierte Mitochondrien sowie eine
vermehrte Replikation von mtDNA einschlieBen (Rinaldi et al., 1998). Die
Mutation des YNTI-Gens, welches fiir eine weitere regulatorische
Proteasomuntereinheit kodiert, unterdriickt den Defekt der mitochondrialen

Form, der durch Deletion von YMEI hervorgerufen wird, einer ATP-
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abhingigen Protease im Intermembranraum (Campbell et al., 1994). Ein letztes
Beispiel ist die Ubiquitinierung von Mitochondrien in Spermazellen von
Sdugern. Dieser kaum verstandene Mechanismus ist vermutlich fiir die strikt
maternale Vererbung der mtDNA verantwortlich (Sutovsky et al., 1999;
Sutovsky et al., 2000).

107



Zusammenfassung

S  Zusammenfassung

Die Fusion von Mitochondrien und deren Membranen ist ein Prozess, der fiir
die Aufrechterhaltung der Mitochondrienmorphologie essentiell ist. Da
Mitochondrien von zwei verschiedenen Membranen begrenzt werden, miissen
dabei insgesamt vier Membranen auf koordinierte Weise miteinander
verschmelzen. Fzol ist eine zentrale Komponente der mitochondrialen
Fusionsmaschinerie in der Aulenmembran. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit
sollte untersucht werden, ob Fzol die Fusion der AuBlenmembranen mit der
Fusion der Innenmembranen koordiniert. Darliber hinaus sollten neue
Komponenten identifiziert werden, die fiir die Fusion von Mitochondrien
wichtig sind.

Fzol besitzt zwei Transmembrandoménen, welche die Aullenmembran
durchqueren. Es exponiert sowohl den Amino- als auch den Carboxyterminus
ins Cytosol. Ein kurzes Segment im Intermembranraum ist fiir die Lokalisation
von Fzol in Kontaktstellen zwischen Aullen- und Innenmembran
verantwortlich. Mutationen in diesem Segment fithren zum Verlust der
Assoziation von Fzol mit der Innenmembran und zum Verlust der Funktion des
Proteins. Diese Beobachtungen bilden die Grundlage fiir ein Modell, in dem die
Fusionsmaschinerie Kontakte zwischen den beiden Membranen ausbildet und
so die koordinierte Fusion der vier mitochondrialen Membranen vermittelt.
Mdm30 ist eine neue Komponente, die fiir die Fusion von Mitochondrien
benodtigt wird. Mdm30 besitzt ein F-Box-Motiv. Dieses Motiv findet sich in
Untereinheiten von SCF-Komplexen, einer vielseitigen Klasse von Ubiquitin-
Ligasen. Amdm30-Mutanten haben fragmentierte und  aggregierte
Mitochondrien. Die Mitochondrien der Amdm30-Zellen konnen nur fusionieren,
wenn gleichzeitig die Teilung von Mitochondrien blockiert wird. Durch die

Deletion des MDM30-Gens kommt es bei erhdhten Temperaturen zum Verlust
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der mitochondrialen DNA. Mdm30 bestimmt die Struktur der Mitochondrien,

indem es die Fzol-Proteinmenge reguliert.
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