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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Mitochondrien — Funktion und Ursprung

Die eukaryotische Zelle enthélt eine Reihe vonsl@esienen membranumschlossenen
Kompartimenten (Organellen) zur Organisation uwmtaesllicher Stoffwechselprozesse.
Diese Organellen sind entweder von einer (z.B. pladonatisches Retikulum, Peroxisomen
und Lysosomen) oder von zwei Membranen (Zellkeritpéhondrium und in Pflanzen die
Chloroplasten) umschlossen.

Mitochondrien sind fir eine Vielzahl von verschiede Funktionen zustandig; eine
wichtige davon ist die oxidative Phosphorylierutgi der ATP, der Haupttrager fur die
Energie der meisten zellularen Prozesse, beredifesird (Saraste, 1999). Neben der ATP-
Synthese spielt noch eine Vielzahl weiterer Stotfwgelprozesse in den Mitochondrien eine
wichtige Rolle. Dazu zahlen die Synthese von ESehwefel-Clustern (Muhlenhoff und Lill,
2000), der Abbau von Fettsauren und die Ham-Bidwse (Scheffler, 2001). In hdheren
Eukaryoten konnte ebenso eine Regulation des prograrten Zelltodes, der Apoptose,
durch Mitochondrien beobachtet werden (Bernardi.etL999).

Die wahrscheinlichste Theorie, welche den UrspregMitochondrien beschreibt, ist
die Endosymbionten-Theorie (Gray et al., 1999): WNaeeser sind Mitochondrien durch
Endosymbiose von gramnegativen Bakterien mit amaelebenden Vorlauferzellen
enstanden. Diese Theorie wird insbesonders dadgesitzt, dass Mitochondrien wie
Bakterien eine Doppelmembran (Innen- und Aul3enmam)bbesitzen. Auf3erdem sind
Mitochondrien Tréger einer DNA, die fur die Codiegueiniger weniger mitochondrialer
Proteine zustandig ist. Diese DNA ist der Restwspriinglichen, bakteriellen Genoms. Im
Laufe der Evolution wurde der Grof3teil der DNA iendZellkern der Wirtszelle transferiert.
Anhand dieses Restgenoms konnten durch SequenaeirgiProteobakterien als mogliche
Vorlaufer der Mitochondrien identifiziert werden.

1.2 Proteinimport in Mitochondrien

Nur ein sehr geringer Teil der mitochondrialen Bire¢ wird in den Mitochondrien
selbst kodiert und in diesen durch ein eigenes skrgotions- und Translationssystem
synthetisiert. So sind nahezu alle der etwa 10G0amondrialen Proteinen a$s cerevisiae
im Zellkern und dagegen nur acht Proteine im Mityatrium kodiert (Prokisch et al., 2004;
Reichert und Neupert, 2004; Sickmann et al., 2008¢. auRerhalb des Mitochondriums
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1 Einleitung

synthetisierten Proteine werden je nach entsprelgieBublokalisation nach der Translation
an cytosolischen Ribosomen durch diverse Transevkazu dem entsprechenden
Zielsubkompartiment transportiert (Zur Ubersichehs (Mokranjac und Neupert, 2009;
Schmidt et al., 2010)). Bislang wurden sechs veesidme Translokasen identifiziert: Zwei
Translokasen sind in der AufRenmembran lokalisigiwm einen der TOM-Komplex
(» translocase of the@uter membrane’), zum anderen der TOB-Komplextgpogenesis of
mitochondrial guter membranebeta-barrel proteiny. Drei Translokasen sind in der
Innenmembran lokalisiert: Der TIM23 und der TIM22iplex (franslocases of thgnner
membrané) und der Oxal-Komplex €ytochrome @xidaseassemblyl®). Aul3erdem wurde
im Intermembranraum noch das Miad@itbchondrial intermembrane space import and

assembly/Erv1-System identifiziert.

1.2.1 Die Translokasen der AuRenmembran

Am Import fast aller kernkodierter mitochondrialeroteine ist der TOM-Komplex
beteiligt, der inS. cerevisiaeaaus sieben bisher bekannten Untereinheiten bestent der
Kernkomponente Tom40 werden durch Homooligomensaiawei bis drei Poren gebildet,
die mit einem Durchmesser von ca 22A groR genud, $imoteine im entfalteten Zustand
passieren zu lassen (Hill et al., 1998; Kunkelalgt1998). Weitere Untereinheiten sind die
Rezeptoren Tom70, Tom22 und Tom20 und die kleinéeteine Tom5, Tom6 und Tom7
(Neupert und Herrmann, 2007; Schmidt et al., 20M@)stufenproteine mit N-terminalen
Signalsequenzen werden von Tom20 erkannt, wohimgkgarophobe Vorstufenproteine mit
internen Signalsequenzen von Tom70 erkannt werdenschlielend werden diese
Vorstufenproteine an Tom22 tbertragen, von wo aienddem TOM-Kernkomplex zugefuhrt
und Uber die AuRenmembran importiert werden. Degnldn TOM-Proteine Tom5, Tom6 und
Tom7 haben wahrscheinlich Assemblierungs- und Btayungsfunktionen (Dembowski et
al., 2001; Model et al., 2001; Schmitt et al., 2005

Der TOB-Komplex, bestehend aus den Untereinheit@nb%, Tob38 und Mas37, ist
fur die Insertion vong-Barrel-Proteinen in die AuBenmembran zustandibiKésva et al.,
2004; Kozjak et al., 2003; Paschen et al., 2003iz&/eegger et al., 2004; Wiedemann et al.,
2003). Die Komponente Tob55 ist selbst giBarrel-Protein und homolog zu Omp85, dessen
Funktion die Insertion vorp-Barrel-Proteinen in die Auf3enmembran von gramnegmat
Bakterien ist (Voulhoux et al., 2003). Die Vorstufdiesers-Barrel-Proteine werden zuerst
durch den TOM-Komplex in den Intermembranraum ti@ert, wo sie mit kleinen Tim-

Proteinen interagieren, die eine Chaperon &ahnliElgenschaft besitzen (Hoppins und
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1 Einleitung

Nargang, 2004; Wiedemann et al., 2004). Anschlidl3giangen dig-Barrel-Proteine zum
TOB-Komplex, mit Hilfe dessen sie in die Aul3enmeambrinseriert werden. Neben der
Insertion vong-Barrel-Proteinen wurde der TOB-Komplex auch alsnBtokase fir die
Biogenenese voa-helikalen TOM-Untereinheiten diskutiert (Stojankivst al., 2007).

Aul3er den drei Hauptkomponenten des TOB-Komplexesievin S. cerevisiaesin
Einfluss auf die Assemblierung vghBarrel-Proteinen durch vier weitere Proteine Wesat
Mdm12 und Mmm1 sind fur die Assemblierung ajfeBarrels notwendig (Meisinger et al.,
2007), wahrend Mdm10 (Meisinger et al., 2004) undmbl (Ishikawa et al., 2004;
Waizenegger et al., 2005) spezifisch an der Assenuilg von Tom40 beteiligt sind. Bislang
konnte allerdings lediglich fir Mdm10 eine direkigteraktion mit dem TOB-Komplex
nachgewiesen werden. Tom7, eine konservierte Unteei des TOM-Komplexes, l6st die
Interaktion von Mdm10 mit dem TOB-Komplex und hatrst regulatorische Eigenschaften
in der Assemblierung voftBarrel-Proteinen (Becker et al., 2011).

Ursprunglich wurden Mdm10, Mdm12 und Mmm1 als Pretebeschrieben, die
notwendig fur die Ausbildung und Aufrechterhaltushgy mitochondrialen Morphologie sind
(Sogo und Yaffe, 1994). Hefezellen zeigen starkr@serte Mitochondrien, wenn eine dieser
Komponenten deletiert ist. Dieser Phanotyp ist v@nem Wachstumsdefizit begleitet.
Nachgewiesen wurden diese drei Proteine als ein ft@m der in die Segregation
mitochondrialer DNA (mtDNA) involviert ist (Boldogkt al., 2003). Kurzlich wurden diese
Komponenten zusammen mit dem mitochondrialen Auf@emonanprotein Mdm34 als ein
Komplex beschrieben, welcher fir den Kontakt zwesch Mitochondrium und

endoplasmatischem Retikulum notwendig ist (Kornmetnal., 2009) (siehe 1.3).

2.2.2 Die Translokasen der Innenmembran

Der TIM23-Komplex transportiert Proteine, die filve verschiedene Zielkompartimente
bestimmt sind: zum einen Matrixproteine und zumesad Transmembranproteine mit nur
einer Transmembrandomane (TMD). Letztere weisenh nder Signalsequenz eine
hydrophobe Sequenz auf, die den Transfer durchTdei23-Komplex stoppt und fur die
anschlielende laterale Insertion des Proteinsarnimienmembran verantwortlich ist. Dieser
Prozess wird als Stop-Transfer-Prozess beschrigbkek et al., 1992). Der Transport Uber
die Innenmembran in die Matrix ist abhangig vom Nseampotential. AuRerdem ist flr den
kompletten Transport des Proteins der ATP abhandpgeortmotor notwendig, dessen
Hauptkomponente das in der Matrix lokalisierte Hs3scl irS. cerevisiagist (Krayl et al.,
2007; Matrtin et al., 1991; Neupert und Brunner, 20@olytope Innenmembranproteine, die
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1 Einleitung

Uber mehrere hydrophobe Bereiche verfugen, werdegr idie TIM22 Translokase in
Abhangigkeit vom Membranpotential in die Innenmeambrder Mitochondrien inseriert
(Rehling et al., 2003; Sirrenberg et al., 1996)isBeele fur TIM22-Substrate sind Carrier-
Proteine sowie Tim17, Tim23 und Tim22 selbst (Esdreal., 1999; Jensen und Dunn, 2002;
Sirrenberg et al., 1996). Die OXA-Translokase irgeMembranproteine von der Matrixseite
aus in die Innenmembran. Substrate sind sowohl-kera auch mitochondrial kodierte
Proteine (Hell et al., 1998; Hell et al., 2001)e8e Translokase besteht aus dem konservierten
Protein Oxal, das in allen Organismen von Baktebisnhin zu den hdéheren Eukaryoten
vorkommt. (Herrmann et al., 1997). Kernkodierte tBiree werden zuerst wie oben
beschrieben vom TIM23-Komplex in die Matrix trangpat und anschlieRend Uber die
OXA-Translokase aus der Matrix heraus in die Innemoran exportiert. Dieser Prozess
gleicht demjenigen, der in Bakterien vom Oxal-Hamgeh YidC vermittelt wird. Man
spricht daher von einem konservierten Sortierungs(@albey und Kuhn, 2000; Herrmann
und Neupert, 2000)

. Fur den Import und die Faltung von Proteinen da®rmembranraums mit
konservierten Cystein-Motiven wird das Mia40/Erwistém bendétigt (Mesecke et al., 2005).
In Pilzen ist Mia40 mit einer N-terminalen TransneeEndoméne in die Innenmembran

integriert; diese Verankerung fehlt allerdings @&ugerzellen.

1.3 Lipidmetabolismus und interorganeller Kontakt: Kontaktstellen zwischen

Mitochondrien und Endoplasmatischem Retikulum (ER)

Zusatzlich zu dem oben beschriebenen Import vontePrmrstufen in die
Mitochondrien ist fir die Biogenese von Mitochorariauch die Aufnahme und der Einbau
von Phospolipiden erforderlich. Phospholipide sindtwendig fir den Aufbau der
mitochondrialen Membranen und damit fir zahlreidA®ozesse wie z.B. Fusion von
Mitochondrien, Aktivitat der Atmungskette, Stakilit des mitochondrialen Genoms,
Aktivierung der Apoptose und Stabilisierung derddaranslokasen (Osman et al., 2011).
Manche Phospholipide werden im endoplasmatischetikuiRem (ER) synthetisiert und
anschlieBend in die Mitochondrien transportiert. dé&me Phospholipide wie
Phosphatidylethanolamin und Cardiolipin werden intoghondrium aus Vorstufen erzeugt,
die zuerst im ER synthetisiert wurden. So wird Bhasidylserin im ER hergestellt.
Anschlielend wird dieses Lipid Uber die AuRenmembrim die mitochondriale
Innenmembran importiert und dort unter Entstehungn vPhosphatidylethanolamin
decarboxyliert (Gaigg et al., 1995; Trotter et 2893).
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Es ist weitgehend unbekannt, wie Phospholipide viaR zum Mitochondrium
transportiert werden. Im Gegensatz zu anderen @Hganscheint es keinen vesikularen
Transport zwischen ER und Mitochondrien zu gebermahdd wurde (ber einen
Phospholipidaustausch an Stellen diskutiert, arenléviitochondrien und ER Kontaktstellen
ausbilden (Kornmann et al., 2009). Kurzlich wurder ERMES-Komplex gndoplasmic
reticulum (ER)mitochondriaencounterstructure), bestehend aus den Komponenten Mdm10,
Mdm12, Mmm1 und Mdm34, identifiziert. Uber ERMES rden Kontaktstellen zwischen
Mitochondrium und ER gebildet (Kornmann et al., 20&Kornmann und Walter, 2010).
Mdm10 ist ein g-Barrel-Protein und ebenso wie Mdm34 in der mitoahralen
AulBenmembran lokalisiert. Der aminoterminal glydieste Bereich von Mmml ist
hochstwahrscheinlich im ER lokalisiert, der carlkiexsyinale Hauptteil ragt in das Cytosol
und kann so mit cytosolisch exponierten mitochaddn AulRenmembranproteinen
interagieren. Mdm12 scheint abhéngig von vorhandémeraktionspartnern sowohl mit dem
ER als auch mit Mitochondrien assoziieren zu kénrienAbwesenheit von Mdm10 und
Mmm1 wurde eine Relokalisation zum ER, bei Fehlen Wimm1l eine Relokalisation zu
Mitochondrien beobachtet. In der Arbeit von Kornnetnal. wurde gezeigt, dass der durch
den ERMES-Komplex vermittelte ER-Mitochondrium-Kakt fir den Lipidaustausch
notwendig ist (Kornmann et al., 2009). Zwischen dERMES- und dem TOB-Komplex
wurde eine funktionelle Interaktion diskutiert, dee Untereinheit Mdm10 des ERMES-
Komplexes auch mit TOB interagiert. Weiter wurde Einfluss von Mdm12 und Mmm1 auf
den Import von vong-Barrel-Proteinen beobachtet. Die Komponente Maddg TOB-
Komplexes wurde urspringlich in einem Screen flrné&eentdeckt, welche den
mitochondrialen Phospholipidmetabolismus kontrodire (Gratzer et al., 1995). In einer
kurzlich veroffentlichten Studie konnte ein Einffugon Mas37 auf den Lipidtransport gezeigt
werden (Dagley et al., 2011). Das bakterielle Hagel der Komponente Tob55 des TOB-
Komplexes, Omp85, wurde ebenfalls mit dem Phosplushetabolismus in Verbindung
gebracht. Herunterregulation von Omp85 in dem gegativen BakteriunN. meningitidis
bewirkte eine Anreicherung von Phospholipiden inr denenmembran, und eine
Abreicherung in der AufRenmembran (Genevrois et 2003). Allerdings konnte ein
Sekundareffekt nicht ausgeschlossen werden, dedasifFehlen von Komponenten beruht,
die fur den Lipidmetabolismus wichtig sind. Aufigllist auch, dass die Deletion von
Komponenten des ERMES-Komplexes zu ahnlichen mdogiszhen Defekten flhrt wie die
Deletion der TOB-Komplex-Untereinheiten Mas37 undb38 (Meisinger et al., 2007;

Meisinger et al., 2004). Eine mogliche Ursache @ie in diesen Deletionsmutanten
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beobachteten vergréf3erten Mitochondrien kénnténierezeranderten Lipidzusammensetzung

der Membranen liegen.

1.4 Morphologie und Dynamik von Mitochondrien

Mitochondrien bilden meist ein tubulares Netzwetlks durch standige Fusion und
Teilung aufrechterhalten wird (Nunnari et al., 1p®ei zwei zu unterscheidenden Arten von
Stérungen dieses Gleichgewichts kénnen folgendend®iggen unterschieden werden:
Fragmentierung bzw. netzartige Struktur. Fragmemig wird bei einem UbermafR an
Teilung, Netzwerkbildung bei einem UbermaR an Fudi@obachtet (Sesaki und Jensen,
1999).

In Hefe ist fur die Teilung von Mitochondrien dagriamin-&hnliche Protein Dnm1
notwendig (Bleazard et al.,, 1999). Diese cytoshkscGTPase wird durch zwei
Partnerproteine, FisInjtochondrialfission) und Mdv1l (itochondrial division proteinl) an
die mitochondriale Oberflache gebunden (Mozdy £t24100; Tieu und Nunnari, 2000). Fisl
ist mit einem C-terminalem Anker in der AuRenmembrgerankert und rekrutiert das
Adapterprotein Mdvl an die AuRenmembran. Mdvl adgesrt mit Dnml in der GTP-
gebundenen Form und induziert als Dynamin-Effektier Assemblierung von Dnm1-GTP
Oligomeren in einer spiralférmigen Struktur um digbuli, die mit Mitochondrien assoziiert
sind. Durch Konformationsanderungen der Spiralde, dlrch GTP-Hydrolyse induziert
werden, kdnnten dann die Innen- und Au3enmembrgasaghnirt werden (Ingerman et al.,
2005). Dnm1 kann auch tUber das Mdv1-Paraloge Qafdigl gebunden werden. Allerdings
ist Caf4 fur den Teilungsprozess nicht essentiglid dessen genaue ist Funktion nicht
bekannt (Westermann, 2010).

Die Fusion von Mitochondrien wird durch zwei voremder getrennte, aber
koordinierte Fusionsprozesse der Innen- und dereAnf@mbran gewdahrleistet (Meeusen et
al., 2004). Durch die in der AuRenmembran lokatisi&TPase FzoXuyzzy oniong wird das
Aneinanderdocken zweier AuRenmembranen gewéhtleBte Dynamin-ahnliche GTPase
Mgml ist fur die Fusion der Innenmembran verantliabtr{Meeusen et al., 2006; Meeusen et
al., 2004). Dass Fzol und Mgm1 essentielle Komp@meder Fusionsmaschinerie sind, wird
durch diverse Beobachtungen gestitzt. So sind Zznemen Fzol- bzw. Mgm1-defizienten
Hefestammen die Mitochondrien fragmentiert (Her&nal., 2003; Hermann et al., 1998;
Rapaport et al., 1998; Wong et al., 2000). Weiterkonnen Mitochondrien in diesen
Deletionsstammen den Inhalt der Matrix nicht mebrmischen, was auf ein Fehlen von
Fusionsprozessen hinweist (Cipolat et al., 2004td4an et al., 1998; Wong et al., 2000).
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Das in der Auf3enmembran lokalisierte Protein Ugstl abenfalls fir die Fusion von
Mitochondrien notwendig (Sesaki und Jensen, 2D4)Ugol sowohl mit Fzol wie auch mit
Mgml interagiert, wird fur dieses Protein eine Rdlh der Koordination der Auf3en- und
Innenmembranfusion diskutiert (Westermann, 2010).

Warum Mitochondrien ein dynamisches Netzwerk bildest Gegenstand diverser
Diskussionen. Zum einen wird durch Teilung von Mitondrien wahrend der Zellteilung
eine gleichmalige Verteilung dieser Organellen @ief Tochterzellen gewahrleistet. Ein
weiterer Grund scheint die gleichmaRige Verteilumgl Vererbung der mitochondrialen
DNA zu sein, welche durch Fusionsprozesse gewaktetewird (Berger und Yaffe, 2000).
Diese Theorie wird dadurch gestiutzt, dass bei gertler Fusion meist ein volliger oder
teilweiser Verlust der mtDNA beobachtet wird (Nurniret al., 1997; Westermann, 2003)..

1.5 Kontaktstellen zwischen Innen- und AuRenmembran

Aul3en- und Innenmembranen missen von einer gro3emahh von Molekilen
passiert werden. Dazu gehdren sowohl kleine Mokekiile Metabolite als auch grofRe
Molekule wie Proteine. Diese Transportprozesse &reiid der Regel in zwei verschiedenen
Schritten durch spezifische Transporter vermittielteinigen Féllen ist der Transport durch
beide Membranen gekoppelt, weshalb an diesen Stall€en- und Innenmembran in nahen
Kontakt treten missen.

Es wurden verschiedene Arten von Kontaktstellerhoésben (Reichert und Neupert, 2002):

1) Morphologische Kontakte, die mittels Elektroneknoskopie beobachtet wurden.
Im Gegenatz zur AuRenmembran ist die Innenmembianohen und die meisten kleinen
Molekile wie Wasser undurchlassig. Aus diesem Gretdumpfen isolierte Mitochondrien
in Flussigkeit hoher Osmolaritdt und nehmen einadeosierte Form ein (Hackenbrock,
1966). In solchen Mitochondrien kann eine Regiondér Innen- und AuBenmembran sehr
nahe aneinanderliegen, beobachtet werden. Diesgewwals Kontaktstellen (,contact sites")
bezeichnet (Hackenbrock, 1968)(Abb.1. 1).

Diese Kontaktstellen werden durch Beschallung nzehstért und tGberleben in Form
von Vesikeln, die Teile von beiden Membranen em¢malNach Auftrennung dieser Vesikel
durch Dichtezentrifugation wurden neben Auf3en- imtenmembranvesikel auch Vesikel
intermediarer Dichte erhalten, die sowohl Aul3ene \auch Innenmembranmarkerproteine
enthielten (Pon et al., 1989). Mittels Elektronekimskopie konnten in dieser Fraktion ,right-
side-out“-Innenmembranvesikel  beobachtet  werden, Ichee an  ,inside-out"-
AulBenmembranvesikel angeheftet waren (Hackenbrauk Miller, 1975). Daher wird

7
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vermutet, dass diese Vesikelfraktion mit Proteirmamgereicht ist, die mit Kontaktstellen

assoziiert sind.

Abbildung 1.1: Elektronenmikroskopische Aufnahme van Mitochondrien aus Rattenleber.
Pfeile zeigen auf Kontaktstellen zwischen Innend duRenmembran. IBM, Innere Grenzmembran;
OM, Aulzenmembran; C, Cristamembran (ibernommer{iMankenbrock, 1968)).

2) Kontaktstellen fir den Metabolittransport. Deaiisport von Metaboliten Uber die
AulBRen- und Innenmembran erfolgt durch den Adenictdhtid-Transporter (ANT), der
mitochondrialen Kreatin-Kinase (mtCK) und PoriNo(tage dependentanion channej
VDAC) (Dolder et al., 2001). Mdglicherweise ist nit@wischen dem Innenmembranprotein
ANT und dem AufRenmembranprotein Porin lokalisiddieser Komplex wurde als ein
Transport bzw. Austauschsystem fur Phosphokreatinkreatin vorgeschlagen.

3) Kontaktstellen fur den Proteintransport in dieitddhondrien. Die meisten
mitochondrialen Proteine werden im Cytosol syn#iett und Uber die entsprechenden
Translokasen der AuR3en- und Innenmembran zu desprechenden Zielsubkompartiment
transportiert. Ob der Proteintransport Gber beidamidranen in zwei aufeinanderfolgenden
oder in einem Schritt vollzogen wird, wurde schaihfdiskutiert. Der erste Hinweis, dass der
Proteintransport in die Mitochondrien in Verbindumg Kontaktstellen zwischen Auf3en-und
Innenmembran steht kam durch eine Beobachtunglsnitektronenmikroskopie (Kellems et
al., 1975): Dabei wurde die Proteinsynthese durcigabe von Cycloheximid geblockt,
wodurch die naszierende Proteinkette an den Ribesangeheftet blieb. Diese Ribosomen
konnten in kondensierten Mitochondrien an Regiogefunden werden, an denen Aul3en-
und Innenmembran eng aneinander lagen.

Ein erster Hinweis auf einen Kontakt von TOM undVEB war die Beobachtung,
dass der N-Terminus von Tim23 durch die AuRenmemlira Cytosol ragen kann (Donzeau
et al., 2000). Ein weiterer Anhaltspunkt war dieoBachtung, dass die TIM23-Untereinheit
Tim50 mit Vorstufenproteinen interagiert, die naiweise durch die TOM-Pore transloziert

8



1 Einleitung

wurden (Mokranjac et al., 2003; Yamamoto et al.p20 Auch wurde eine Interaktion
zwischen der TIM-Komponente Tim21 und dem IMS-expdem Abschnitt von Tom22
nachgewiesen (Mokranjac et al., 2005). Allerdingeenen solche Kontaktstellen flr den
Import von Vorstufenproteinen flexibel zu sein, ionterschied zu den morphologisch

Kontaktstellen, welche sehr stabil sind.

1.6 Architektur der Mitochondrien

Mitochondrien sind von zwei Membranen begrenzt, d&ul3en- und der
Innenmembran. Letztere wird in die ,Innere Grenzroem“ (IBM; “inner boundary
membrane) und die ,Cristamembran® (CM) unterteilt. Wahrerdie IBM an der
AulBenmembran anliegt, stellt die CM Einstllpungendie Matrix dar. Abhangig von
Gewebe, physiologischem Zustand und Entwicklungsisteonnten verschiedene Strukturen
der CM wie z.B. tubuldre oder dreiecksférmige @estbeobachtet werden (Abb. 1.2)
(Mannella, 2006; Mannella et al., 2001; Perkinalet2001; Perkins et al., 1998).

Abbildung 1.2:Variabilitat der Struktur der Cristam embran. Dargestellt sind elektronen-
mikroskopische Aufnahmen von Cristae aus unterdtibfeen Zelltypen. A, Astrocyt; B,
Ventrikularer Herzmuskel. Aus Fawcett, 1981.

Es wurde langere Zeit diskutiert, wie die CM mit dBM verbunden ist. Es konnte
spater gezeigt werde, dass die Cristae durch eulelare Offnungen, genannt Crista
Junctions (CJs) mit der IBM verbunden sind. Die G&lbst weist verschiedene Strukturen
auf; dagegen scheinen die CJs in der Grof3e und Felativ dhnlich zu sein (Zick et al.,
2009).

Moglicherweise werden durch CJs mitochondriale Sufgkartimente voneinander
abgegrenzt. Dadurch wirde zwischen dem Intermemdanund dem Intracristaeraum bzw.
zwischen der IBM und der CM eine Diffusionsbarridig bestimmte Metabolite wie
Protonen und ADP aufgebaut (Frey et al., 2002; iRerét al., 1997). Durch Regulation der
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Diffusion von ADP kénnte z.B. die Atmungskette dux€Js mitreguliert werden, da ADP ein
limitierender Faktor in der oxidativen Phosphomiieg ist (Frey und Mannella, 2000;
Mannella et al., 1994). Weiter kdnnte die Subldation von Proteinkomplexen innerhalb
der Innenmembran durch CJs gesteuert werden. Bd3teine gibt, die bevorzugt entweder
in der IBM oder in der CM lokalisiert sind, konnturch Fluoreszenzmikroskopie in
vergroRerten Mitochondrien bzw. durch Immunogoldgkpente nachgewiesen werden. So
sind Komponenten der Atmungskette hauptséchlictleinCM zu finden. Komponenten der
Proteintranslokasen dagegen in der IBM (Vogel et 2006; Wurm und Jakobs, 2006).
Maoglicherweise sind solche Barrieren dynamisch uredjulierbar. Tim23 ist unter
Normalbedingungen grof3tenteils in der IBM zu findBrese Anreicherung in der IBM kann
durch Uberexpression eines mitochondrialen Protedah erhoht werden. Dagegen kann ein
hoherer Anteil von Tim23 in der CM durch Inhibieguder cytosolischen Proteinsynthese
erreicht werden (Vogel et al., 2006; Zick et a009).

Im Menschen konnten Anderungen der mitochondrigB¢ruktur mit zahlreichen
Krankheiten in Verbindung gebracht werden. So wiad Barth-Syndrom durch Mutationen
in dem Protein Tafazzin ausgelost (Bione et al96)9In Lymphoblasten aus Patienten, die
an dieser Stérung leiden, sind die Mitochondriergsdert. Gleichzeitig ist die Oberflache
der mitochondrialen Innenmebran verringert (Acelenal., 2007). Tafazzin ist an der
Biosynthese des mitochondrialen Phospholipids ©apin beteiligt. Dies deutet weiter
darauf hin, dass zumindest einige spezifische Riwdgpde notwendig sind, um die
mitochondriale Ultrastruktur zu erhalten (Zick &t 2009).

1.7 Cristae-Morphologie und Bioenergetik

Schon in den 1950er Jahren wurde die Moglichkeikdiert, dass die Einstllpungen
der mitochondrialen Innenmembran der Oberflachemé&erung dienen und dadurch die
Kapazitat der oxidativen Phosphorylierung erhohidwPalade, 1953). Der Nachweis einer
bevorzugten Lokalisation der Atmungskettenkompozenin der CM unterstitzte diese
Theorie (Perotti 1983, Ohlendieck 1986, Gilkensdd032 Vogel 2006). Wahrend der
oxidativen Phosphorylierung werden Elektronen van deiden Reduktionsaquivalenten
NADH und FADH,, die wahrend der Glycolyse und des Citratclusestemen, in der
mitochondrialen Matrix auf Atmungskettenkomponentiertragen. Durch Ubertragung
dieser Elektronen zwischen diesen Komponenten etatehdlich auf Sauerstoff wird Energie
frei, die in einen Protonengradienten umgesetad vimdem Protonen von der Matrix Uber die

Innenmembran in den Intermembranraum gepumpt werBen Ruckfluss von Protonen
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durch die KFo-ATP-Synthase in die Matrix wird dann umgewandeait Energie zur
Phosphorylierung von ADP mit anorganischem Phospalso zur Synthese von ATP
(Mitchell, 1961).

Ob die einzelnen Atmungskettenkomponenten unabfawgneinander angeordnet
sind oder durch stabile Interaktionen organisiartl,swird kontrovers diskutiert. Im ersten
Fall ware der Elektronentransport zwischen den Kamepten diffusionsabhangig
(Hackenbrock et al.,, 1986), im zweiten Fall warerctiu die Interaktion der
Einzelkomponenten der Elektronenfluss gewahrleig@tance und Williams, 1955). Ein
supermolekularer Aufbau der Atmungskettenkomplesienke nachgewiesen werden (Eubel
et al., 2004; Krause et al., 2004; Marques et28l0,7; Schagger und Pfeiffer, 2000; Wittig et
al.,, 2006). Offen bleibt, ob diese Superkomplexe 8truktur der CM beeinflussen. Ein
Einfluss auf die Stabilitat der Superkomplexe du@ehrdiolipin konnte nachgewiesen werden
(Brandner et al., 2005; McKenzie et al., 2006; fFeiet al., 2003). Unklar ist, ob Cardiolipin
die Architektur der Innenmembran direkt beeinfludébglich ist auch ein indirekter Einfluss
durch Stabilisierung hochmolekularer Komplexe wien dAtmungskettenkomplexen durch
Cardiolipin.

1.8 Einfluss der RFo-ATP-Synthase auf die Architektur der Cristamembran

Die RFo-ATP-Synthase stellt einen Komplex mit einer molaken Masse von ca.
600 kDa dar. Dieser besteht aus mindestens 17 hredsmen Untereinheiten und ist
bevorzugt in der CM lokalisiert (Rubinstein et &003; Velours und Arselin, 2000). Neben
der Funktion der ATP-Bildung wird seit einigen Jamrauch ein wichtiger Einfluss defHo-
ATP-Synthase auf die Form der CM diskutiert. Digd-ATP-Synthase bildet Dimere und
Oligomere mit einer reil3verschlussartigen Anordnang, welche die tubuléare Cristae von
Paramecium multimicronucleatunumgeben (Allen et al.,, 1989). Daher wurde ein
stabilisierender Einfluss auf die tubulare Struktler CM vorgeschlagen, wonach die
regelmaRige Anordnung der ATP-Synthase als einesthukturellem Skelett dienen sollte
(Zick et al., 2009).

Dimerisation und Oligomerisation der ATP-Synthasarde nach diesen initialen
Befunden von einfachen bis héheren Eukaryoten reagiegen (Arnold et al., 1998; Arselin
et al., 2003; Krause et al., 2005). Fur die Bildudgr Dimere spielen die beiden
Untereinheiten Se/g eine wichtige Rolle. Dies wurde anhand der Beohamhgezeigt, dass
nach der Deletion von seiund sug keine Dimere bzw. héhere Oligomere mehr vorliegen
(Arnold et al., 1998). Die Abwesenheit von h6he@igomeren hatte aber keinen messbaren
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Einfluss auf die katalytische Aktivitat der ;Fo-ATP-Synthase. Ob Su e/g die
Hauptkomponenten fir die Dimerisierung oder nubitaerende Faktoren sind, ist noch
nicht geklart. So wurde z.B. auch die Untereinlgeials wichtigster Dimerisierungsfaktor
vorgeschlagen (Wittig et al., 2008).

Bei der Hemmung der Dimerisierung bzw. Oligomerisig der fFo-ATP-Synthase
durch Deletion von Se oder Sug war eine Veranderung der Ultrastruktur zu beolscht
Die Cristamembranen in diesen Deletionsstdmmen rware konzentrischen Ringen
angeordnet, welche einer zwiebelartige Strukturtih(Bornhovd et al., 2006; Giraud et al.,
2002; Paumard et al., 2002). Mutationen an der fdimtkeit 4 in Hefe fihrten ebenfalls zu
einer Destabilisierung der Dimere und Oligomere Befo-ATP-Synthase und zu einer
zwiebelartigen Struktur der CM in Mitochondrien (Bannier et al., 2002; Weimann et al.,
2008). Diese Ergebnisse wiesen auf die Bedeutun@lkigomerisation dieses Proteins fir die

Architektur der Innenmembran hin.

1.9 Mitofilin und Fcjl sind fur die Ausbildung von Crista Junctions notwendig

Vor wenigen Jahren wurde das mitochondriale Prodditofilin beschrieben, in
dessen Abwesenheit die Ultrastruktur von Mitoch@rdrstark verandert ist (John et al.,
2005). Herunterregulieren von Mitofilin in HeLa X fuhrte zur nahezu vollstdndigen
Abwesenheit von CJs. Die CM wies eine stark vergrii? Oberflache auf und war
stapelformig in der Matrix angeordnet. Weitere Eféewaren eine leichte Verringerung der
Zellproliferation und eine Erhohung der ROS-Produkt des Membranpotentials sowie der
Apoptoserate (John et al., 2005).

Ursprunglich entdeckt wurde Mitofilin als ein Prioiedessen messenger-RNA mit
einer hohen Abundanz im Herzgewebe vorkommt (I¢hal.e1994). Mitofilin wurde ebenso
in Mausen, Ratten un@.elegansbeschrieben. Dieses Protein wurde als als eimgriales,
mitochondriales Innenmembranprotein charakteristgssen carboxyterminaler Hauptteil in
den Intermembranraum ragt (Gieffers et al., 199dgén et al., 1996). Die molekulare
Wirkungsweise von Mitofilin auf die Ausbildung vof€Js und auf die Struktur der

Innenmembran blieb dagegen weitgehend unbekannt.
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Abbildung 1.3: Die Abwesenheit von Mitofilin fihrt zu grundlegenden Veranderungen der
mitochondrialen Ultrastruktur. Elektronenmikroskopische Bilder der Kontrolle (AduD) und von
Mitofilin-siRNA-behandelten HelLa-Zellen (B,C,E u®] nach einer ersten (A-C) und zweiten (D-F)
Transfektionsrunde. Pfeile weisen auf die zahleicinnenmembranschichten hin. GréRenmarker 250
nm. Aus (John et al., 2005).

In der Backerhefe wurde ein homologes Protein (Rgdmation ofcrista junction)
identifiziert (Rabl et al., 2009). Fcjl weist Hormaglen sowohl in Struktur als auch in der
Aminosauresequenz zu Mitofilin auf. Es kann in ddereiche unterteilt werden: Nahe dem
N-Terminus liegt eine Transmembrandomane, die emebsierungsmotivAX3G) enthalt.
Der carboxyterminale Hauptteil dieses Proteinsmst bei Mitofilin im IMS lokalisiert und
weist eine Coiled-Coil-Domé&ne und eine in der Anséuaresequenz konservierte C-terminale
Domane auf. Die Vorstufe von Fcjl tragt eine anenoinale Targetingsequenz, die nach
Import abgespalten wird, so dass ein kurzer, caArhéhoséaure langer N-terminaler Rest auf

der Innenseite der Innenmembran exponiert ist.
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Abbildung 1.4: Sequenzvergleich von Fcjl au$. cerevisiaaund Mitofilin-&hnlichen Proteinen
aus verschiedenen Organismen.

Aminosauresequenzen Q1689%. (sapiens H. s.), Q8CAQS8 K. musculus M. m.), Q22505 C.
elegans; C. ¢, Q7SFD8 N. crassa; N. ¢.und von Fcj1 . cerevisiaeS. c.). Die Lage der in allen
Spezies vorhergesagten Transmembrandoméane iststmictegn und grau markiert, vorhergesagte
coiled coilRegionen sind gelb markiert. Eine konserviertebogyterminale Doméne ist schwarz
umrahmt. Markiert wurden identische Aminosaureng@yvie konservative (:) und semi-konservative
(.) Substitutionen. Aus (Rabl et al., 2009).
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1 Einleitung

1.10 Fcjl ist an den CJ angereichert und beeinflusdirekt die Ausbildung von CJs

Die Deletion von Fcjl in Hefe fihrt zu einem dedizien respiratorischen Wachstum.
Die Mitochondrien sind im Vergleich zum Wildtyp-&ten vergréf3ert. Auch wurde ein
starker Verlust an mitochondrialer DNA (mtDNA) va@b % bis 40 % der Zellen beobachtet.
Auch konnte eine ca. 30 %ige Reduktion der Respiratate isolierter Mitochondrien
sowohl in Gegenwart von ADP (Status Ill) als autine® ADP (Status 1V) im Vergleich zum
Wildtyp nachgewiesen werden. Weiter war das Memtw#antial AY in Afcjl-Zellen - im
Gegensatz zu der Herunterregulation von MitofiirHeLa-Zellen (John et al., 2005) - leicht
reduziert. Da die Kopplung von Atmungskette und Ei€6-ATP-Synthase vergleichbar zum
Wildtyp war, wurde das schlechtere Wachstum deretimismutante auf Sekundareffekte
durch mtDNA-Verlust zurtickgefuhrt und nicht aufmére Defekte in der oxidativen Phos-
phorylierung (Rabl et al., 2009).

Die Deletion von Fcjl fuhrte in Hefezellen zu eirg@mnlichen Veranderung der
mitochondrialen Ultrastruktur wie z.B. die Depletivon Mitofilin in humanen Zellen. CJs
wurden nicht mehr beobachtet, ebenso war die Odiefder stapelférmig angeordneten CM
stark vergrofRert. Mittels Cryo-Immunogold-Elektrangkroskopie wurde Fcjl grof3tenteils
an den CJs detektiert. Dies war deshalb bemerketysige Fcj1 das erste Protein mit einer
derartigen Sublokalisation in der Innenmembran &ahlreiche bislang untersuchte Proteine
traten dagegen an diesem Kompartiment der Innenmagmiur mit einer geringen Dichte
auf. So ist z.B. Cox2, eine Untereinheit der Cytoanc Oxidase hauptsachlich in der CM
lokalisiert. In der IBM und den CJs ist dieses Birotdagegen nur zu einem geringen Antell
vorhanden, wéhrend die Untereinheiten der ATP-@gehSue und Sug hauptsachlich an
den Cristapitzen zu finden sind. Die bevorzugtedlisiation von Fcj1 und dessen Wirkung
auf die Architektur der mitochondrialen Innenmenmblagten einen direkten Einfluss dieses
Proteins auf die Bildung von CJs nahe. Diese dirétihangigkeit der Bildung von CJs von
Fcjl wurde in einem Experiment nachgewiesen, in dama Korrelation der Anzahl der CJs
mit der vorhandenen Fcjl-Menge gefunden wurde: Vfithbei Uberexpression von Fcjl
sich die Anzahl der CJs signifikant erhdhte (2- ®iach im Vergleich zum Wildtyp bei ca.
10 facher Uberexpression), bewirkte Herunterregaraton Fcjl eine rasch fortschreitende
Abnahme von CJs. Zu diesem Zeitpunkt war noch karust von mtDNA zu beobachten.
Daher war die veranderte mitochondriale Ultrastiokinicht auf einen moglichen
Sekundareffekt zurtiickzufihren, der auf einen Védes mtDNA beruhen wirde (Rabl et al.,
2009).
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1 Einleitung

1.11 Fcjl und Su e/g haben einen antagonistischerifékt auf die Bildung von Cristae
und CJ

Wie in Abschnitt 1.7 beschrieben wurde in Deletrontanten von Swe/g eine
Veranderung der mitochondrialen Ultrastruktur bebibet. Dies wurde auf den
Oligomerisationszustand der ATP-Synthase zurickgefiUm zu ermitteln, ob die
beobachteten strukturellen Anderungen Afcjl- und Asu e/gZellen in Zusammenhang
miteinander stehen, wurde ein moglicher Einflusa ¥gjl auf Sue/g und die KFo-ATP-
Synthase untersucht (Rabl et al., 2009).

In Afcjl-Zellen wurde keine Veradnderung der Proteinmenge Sue/g beobachtet.
Daher konnte ein SekundareffektAicjl-Zellen bezlglich der mitochondrialen Ultrastruktur
aufgrund einer veranderten Proteinmenge are/§wausgeschlossen werden. Weiter war die
Fcj1-Menge inAsu ég-Zellen nicht verandert. Daher hat die verandeiteaktruktur inAsu
e/lg-Zellen nicht ihre Ursache in verdnderten Gehalten Fcjl. Ebenfalls waren die
Proteinmengen von diversen kern- als auch mitocti@hdkodierter Proteine, fur die eine
wichtige Funktion fur die Morphologie von Mitochameh beschrieben wurde (z.B. ®lg
und Mgm1), im Vergleich zum Wildtyp nicht verandert

Fcjl beeinflusst im Gegensatz zur Menge dgiofATP-Synthase deren Oligomeri-
sationsgrad. Wahrend imfcjl-Stamm hohere Oligomere derHs-ATP-Synthase relativ
stabil waren, sind diese Oligomere im Wildtyp imrifleich zumAfcj1-Stamm wesentlich
instabiler. Uberexpression von Fcjl filhrt zu einaeiteren Destabilisierung der
Oligomerisation der ATP-Synthase.

Weiter hat die Deletion dieser beiden Untereinimeder RFo-ATP-Synthase in dem
Afcj1-Stamm einen positiven Einfluss auf das Wachstummight fermentierbarem Medium,
was auf eine genetische Interaktion zwischere®aw. Sug und Fcjl hindeutet: Wahrend
Afcjl-Zellen ein deutliches respiratorisches Defizitgken, konnte durch Deletion von $u
oder Suy in diesem Stamm das Wachstum verbessert werdenin/den Stammefisu eund
Asu g wurden in diesen Doppelmutanten keine hohereno®igge und kaum Dimere
nachgewiesen.

Bekannt war weiterhin, dass die Deletion voneSader Sug zu einer zwiebelartigen
Struktur und einer Erweiterung der Cristamembrdmtf{Paumard et al., 2002). Die Bildung
von CJs in diesen Stammen wurde bis zu diesemutgitmlagegen nicht untersucht. (Rabl et
al., 2009) beobachteten eine geringfligige Erohwarghashzahl von CJs insue- und Asu g-
Mitochondrien. Demzufolge sind diese beiden Untdreiten der Fo-ATP-Synthase nicht
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1 Einleitung

fur die Bildung von CJs notwendig. Im Gegensatz zWildtyp zeigten diese
Deletionsstamme eine um etwa 20-fache Erniedrigudgr Zahl Cristaspitzen.
Bemerkenswerter Weise liegen in desue undAsug Mutanten durchgangige, den gesamten
Matrixraum daurchspannende Cristae vor. Gleichyeiturde eine signifikante Anzahl an
Verzweigungen der CM (Branches) beobachtet (27%9%dler elektronenmikroskopischen
Mitochondrienprofile in4su e bzw. 4su g, die im Wildtyps nicht erkennbar waren. Im
Gegensatz zur Deletion von @wder Sug fuhrte die Deletion von Fcjl zu einer ca. 2,5-
fachen Erhohung an Cristaspitzen. CJs fehlten dageglistandig. Somit ist Fcjl einerseits
fur die Bildung von CJ notwendig, andererseits é&sund Sug fir die Ausbildung von
Cristaspitzen. Weiterhin beeinflussen die Deletronen Fcjl und von Se oder Sug die
Oligomerisation der fFo-ATPase in einer antagonistischen Weise (siehe )ob&mhand
dieser Beobachtungen wurde ein Modell vorgeschlagaoh dem die Architektur der CM
durch das Proteinlevel von Fcjl sowie voneSand Sug kontrolliert wird (Rabl et al., 2009):
Su e und Sug beeinflussen die Ausbildung einer positiven Memkrémmung an den
Cristaspitzen. Das an den CJ lokalisierte Fcjl ngacht dagegen eine negative
Membrankrimmung. Fcjl beeinflusst direkt oder iekiirdie Oligomerisation der,Fo-ATP-
Synthase und somit die Ausbildung einer positiveenMrankrimmung. In Regionen, in
denen die Oligomersation der ATP-Synthase nichinb@ehtigt ist, erfolgt eine positive
Krimmung der Membran. Dagegen ist an den CJs, we/@und die hocholigomere fo-
ATP-Synthase nur in einer geringen Menge vorkomaie, Membrankrimmung negativ.
Zusammengefasst beeinflusst nach diesem Modell dfplOligomerisationsgrad deiHo-

ATP-Synthase und dadurch die Krimmung der Membran.

1.12 Zielsetzung der Arbeit

Fur die Bildung und Entstehung von CJsSincerevisiaest das Mitofilin-Homologe
Fcj1l notwendig. Die molekulare Wirkungsweise vojlRimd maoglichen Interaktionspartnern
war am Anfang dieser Arbeit nicht bekannt. ZielsgieArbeit war es zum einen, Einsicht in
die Funktionsweise von Fcjl zu bekommen. Dazu esolldurch Mutationsanalyse der
verschiedenen Bereiche von Fcjl die einzelnen Demdleses Proteins untersucht werden.
Zum anderen sollten Interaktionspartner identifiziend deren Beitrag zur Architektur von

Mitochondrien analysiert werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Molekularbiologische Methoden

2.1.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

DNA-Praparation im kleinen MaRRstab (Mini-Praption)

Die Isolierung von Plasmid-DNA auk. coli wurde nach Birnboim und Doly
durchgeflhrt (Birnboim und Doly, 1979). Von ddtn col-Stamm wurden aus einer hig-
Ubernacht-Kultur 2 ml in einer Tischzentrifuge flirmin (16000 g; RT) zentrifugiert. Das
Zellpellet wurde in 300 pE1-Pufferresuspendiert und anschlieRend wurden die Zeflen i
300 plE2-Puffer 5 min bei RT lysiert. Durch Zugabe von 30068-Pufferwurde das Lysat
danach neutralisiert. Nach einem 5 minitigen Zemgationsschritt (16000 g; RT) wurde
derUberstand, welcher die Plasmid-DNA enthielteim neues ReaktionsgefaR tberfiihrt. Die
DNA wurde durch Zugabe von 600 pl kaltem 100% Edhaefallt und nach Zentrifugation
(16000 g; 10 min; 4°C) in 1 ml kaltem 70% Ethanewgschen. Nach einem weiteren
Zentrifugationsschritt (16000 g; 10 min; 4°C) wurdee Plasmid-DNA 10 min bei RT
getrocknet und anschlieRend in 30 pl nucleasefr¥iEsser resuspendiert.

El-Puffer: 50 mM Tris/HCI; 10 mM EDTA,; 100 pg/ml RNaseA57
E2-Puffer: 0,2 M NaOH; 1% (w/v) SDS
E3-Puffer 3,1 M KOAc; 2,5 M HAC

DNA-Préparation im groRen MafR3stab (Midi-Praption)

Die Praparation groRerer Mengen an Plasmid-DNA {péparation) wurde mit dem
PureYieldTM Midipreparation Kitder Firma Promega nach Angaben des Herstellers
durchgefiihrt: 50-100 ml ein&. coli-Ubernachtkultur wurden abzentrifugiert (3000 gni;

RT), der Uberstand verworfen und das ZellpelletchlisBend in 6 miCell Resuspension
resuspendiert. Zugabe von 6 @gll Lysis Solutiorzu der Resuspension mit anschlie3ender 3
minutiger Inkubationfihrte zur Lyse der Bakterienzellen. Durch Mischent 10 ml
Neutralization Solutiorund erneuter 3 minutiger Inkubation wurde die chveamale DNA
und Proteine ausgefallt. Der durch 15 minltige #frgation (15000 g; RT) gewonnene
Uberstand wurde durch das Anlegen eines Vakuuntseiraander durch zwei Saulen gesaugt,

die im Kit enthalten waren. Die erste Saule diade Reinigung und die zweite Saule der
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Bindung der DNA an eine Silica-Membran. Anschlie®evwrde die zweite Saule mit 20 ml
Column Wash Solutiogewaschen und schlie3lich die Membran getrockmetem das
Vakuum fur weitere 30 s aufrechterhalten wurde. DA wurde eluiert, indem 60Ql
nuklease-freies Wasser durch die Membran zentafugvurden (3000 g; 5 min; RT). Die

gereinigte DNA wurde in einem 50 ml Reaktionsgej@Bammelt.

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

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

Neutralization Solution 759 mM Kaliumacetat; 2,12 M Essigsaure; 4,09 Mad@dinium-
hydrochlorid; pH 4,8

Column Wash Solution 8,3 mM Tris/HCI; 60 % (v/v) Ethanol; 60 mM Kaliumetat; 0,04 mM
EDTA; pH 7,5

2.1.2 Isolierung von genomischer DNA aus S. cer@ags

Fur die Isolierung genomischer DNA (Rose, 1990) deueine 10 ml Kultur des
Wildtyp-Stammes W3Q8 tUber Nacht in YPD-Medium bei 30°C angezogen. Dadlen
wurden durch Zentrifugation 5 min (4000 g; RT) inex Avanti J-25-Zentrifuge (Beckman)
mit dem Rotor JA-20 sedimentiert, anschlieRendfiitnl Wasser gewaschen und in 200
Aufschlusspuffer resuspendiert. Weitere 200ul Phenol/Chloroform/lsoamylalkohol
(25/24/1(vIviv)) sowie ca. 100-300 mg Glaskugelnit(45 mm Durchmesser) wurden
zugegeben. Anschlielend wurden die Zellen durchirbiiges Vortexen aufgeschlossen.
Nach Zugabe von 20@l TE-Puffer wurden die Proben 5 min bei 13000 rpm in der
Tischzentrifuge zentrifugiert. Die obere wassrigm$®e wurde abgenommen und in ein neues
Reaktionsgefall Uberfuhrt. Die darin enthaltene DiNAde mit Ethanol gefallt und in 2G0
sterilem Wasser geldst. Die in den Proben enthall®A wurde durch Zugabe von @g/ml
RNase A und 5 mindtiger Inkubation bei 37°C abgébidach erneuter Ethanolfallung wurde

die DNA in 50yl sterilem Wasser aufgenommen.

Aufschlusspuffer 2 % (w/v) Triton X-100; 1% SDS; 100 mM NaCl; 1 msDTA, 10
mM Tris/HCI pH 8,0
TE-Puffer 10 mM Tris/HCI ; 1 mM EDTA; pH 8,0
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2.1.3 Amplifizierung von DNA mittels Polymerase-Katreaktion

Mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist es natiglbestimmte DNA-Abschnitte
in einem ThermocycleMastercycler gradient, Eppendpdu amplifizieren. Eine PCR besteht
aus der mehrfachen Wiederholung eines Reaktionszg&l welcher aus folgenden drei
Schritten besteht:

- Trennung der Matrizenstrange

- Anlagerung von einzelstrangigen Oligonucleotidenring@r) an den
einzelstrangigen Matrizenstrang

- Verlangerung der Oligonucleotide durch eine thetadmte DNA-

Polymerase

Durch das mehrfache Durchlaufen dieser Reaktionclwar eine exponentielle
Amplifizierung bestimmter DNA-Abschnitte mdglich i et al., 1988; Saiki et al., 1985).
Ein Reaktionsansatz von 50 pl enthielt in dem voenskéller mitgelieferten Reaktionspuffer
1,5 U der thermostabilen DNA-Polymerase, je 100 ¢geM vier Desoxynukloesid-5'-triphos-
phateund ca. 50 ng genomische DNA bzw. 5ng Plasmid-DIAMatrize. Als thermostabile
Polymerase wurden diagPolymerase (GoT&GDNA Polymerase; Promega) und diéu
Polymerase auByrococcus furiosugPfu DNA Polymerase; Promega) verwendet. Von den
beiden Polymerasen weist di@gPolymerase die hohere Prozessivitat auf, aber elang
einer 3’-5’-Exonuklease-Aktivitat (,proof-readingiin Gegensatz zuPfu-Polymerase eine
hohere Fehlerrate. Durch Einsatz beider Polymergkséchzeitig kann bei einer verminderten
Fehlerrate eine erhdhte Prozessivitat erreicht ererdBei einer typischen PCR wurde mit
einem 5-minttigen Denaturierungsschritt, in der loggden DNA-Strange getrennt wurden,
begonnen. Anschlieend wurden meist 30 Reaktiommzayfsieche oben) durchlaufen. Die
Trennung der Matrizenstrange wurde bei 94°C undvéidéngerung der Oligonucleotide bei
72°C durchgefuhrt. Die Temperatur fur die Anlaggyuder Primer an den Matrizenstrang
wurde nach der ,4+2-Regel* abgeschatzi & 4°C pro G/C + 2°C pro A/T). Nach dem
Abschluss aller Reaktionszyklen, wurde der Ansafz rhin bei 72°C inkubiert, um
unvolistandig synthetisierte DNA-Strdnge zu verstalihdigen. Die PCR-Produkte wurden
mittels Agarosegelelektrophorese (siehe 2.1.5)yarat und anschlieRend aus préparativen

Agarosegelen extrahiert und somit gereinigt (S2he5).

20



2 Material und Methoden

2.1.4 Restriktionsverdau von DNA

Um DNA an bestimmten Sequenzen spezifisch zu gpaltevurden
Restriktionsendonucleasen in dem vom Hersteller BNENew England Biolabs)
mitgelieferten Reaktionspuffer eingesetzt. Dabeirdea ca 1-2 U des entsprechenden
Enzyms pro pg DNA verwendet. Fur analytische Zweekeden die Ansétze 1 h, fir
praparative Zwecke 3-4 h bei der vom Herstelleregepenen Temperatur (meist 37°C)
inkubiert. Im Falle eines praparativen Ansatzesdsulie DNA Uber ein Agarosegel (siehe.
2.1.5) mit anschlie3ender Gelextraktion (siehe.6}.dufgereinigt.

2.1.5 Agarosegelelektrophorese

DNA-Proben wurden in horizontalen Agarosegelen @%- (w/v) Agarose)
elektrophoretisch nach GroRRe getrennt. Vor dem &iefier Gele wurde die Agarose durch
Aufkochen iInTAE-Puffergeldost. Um die DNA unter UV-Licht sichtbar zu maah wurde
dem Agarosegel vor dem Erkalten 0,5 pg/ml Ethiditonbd zugesetzt.Die Proben wurden in
5-fach Auftragspufferaufgenommen. Nach dem Laden der Gele wurde didrBfhorese in
TAE-Pufferdurchgefuhrt. Die dabei angelegte Spannung bgerngch Gelgrof3e 80 — 150 V.
Als GroRBenmarker wurde die 1kb bzw. die 100 Basanghp) DNA-Leiter von NEB
(Beverly, USA) verwendet, um die Grol3e der DNA-Fnagte abzuschéatzen.

Auftragspuffer 0,05 % (w/v) Bromphenolblau; 5mM EDTA; 30 % (v@)ycerol pH 8,0
TAE-Puffer 40 mM Tris-Acetat; 20 mM Natriumacetat; 1 mM EB&TpH 7,5

2.1.6 Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegele

Um die gewlnschten DNA-Fragmente aus Agarosegaleexgrahieren, wurden die
entsprechenden Banden mit einem in Ethanol getemigkalpell ausgeschnitten und die
Extraktion anschlieBend mit dem Gel-ExtraktionsWizardSV Gel and PCRlean-UP
System(Promega) nach Angaben des Herstellers durchgeflazu wurde zu je 10 mg
Gelgewicht in einem Eppendorf-Reaktionsgefal 1dqrimitgelieferterMembrane Binding
Solution zugegeben, gevortext und anschlieliend bei 50-6&%€r Schitteln so lange
inkubiert, bis sich das Agarosegelsttick vollstaralifgeldst hatte. Die Losung wurde in eine
SV Minicolumngegeben und nach einmindtiger Inkubation bei 1 1f1i6.000 g; RT)

abzentrifugiert. Anschliel3end wurde die an 8\ Minicolumngebundene DNA zweimal mit
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700 pl bzw. 500 plMembrane Wash Solutiogewaschen, die Saule nach dem letzten
Waschschritt mit einer einminttigen Zentrifugatid®.000 g; RT) getrocknet und die DNA

mit 30 pl nucleasefreiem Wasser von der Saulereluie

2.1.7 Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Konzentration von DNA wurde uber die Absorbtiosi 260 nm bestimmt. Dabei
entspricht eine O3y von 1,0 einer Konzentration von 50 pg/ml doppaiggjiger DNA und
33 pug/ml einzelstrangiger DNA.

2.1.8 Ligation von DNA-Fragmenten in linearisiertéektoren

DNA- Fragmente (nach Restriktionsverdau; siehe 42.lvurden in linearisierte
Vektoren (nach Verdau mit den gleichen Enzymen)Hhtilfe von T4-DNA-Ligase ligiert. In
einem Gesamtvolumen von 20 pl wurden dabei 50-200nearisierter Vektor und das zu
inserierende DNA-Fragment in einem 2-4 molaren Btimuss in Ligationspuffer gegeben.
Gewdhnlich wurde der Ansatz ca 2 h bei RT, abehduid bei 4°C inkubiert. Von diesem
Ligationsansatz wurden dann ca. 1 ul fur die Tramsétion elektrokompetentdt. colr

Zellen (siehe 2.1.9.2) verwendet.

Ligationspuffer 50 mM Tris-HCI; 10 mM MgGt 1 mM DTT; 1 mM ATP; 5% (w/v) PEG
8000; pH 8,5

2.1.9 Transformation elektrokompetenter E. coli &t

2.1.9.1 Préparation von elektrokompetentendali Zellen

E. coli Zellen wurden zuerst tiber Nacht in flussigem LBellien bei 37°C kultiviert.
Mit dieser Vorkultur wurden am nachsten Morgen B@0LB-Medium (Verdiinnung: 1:100)
angeimpft und bei 37°C bis zu einer §pPvon 0,5 wachsen gelassen. Nach einer 30
minutigen Inkubation auf Eis wurden die Zellen danaurch Zentrifugation fir 15 min
(4000 g; 4°C) geerntet. AnschlielRend wurden didedetuerst in 500 ml, dann in 250 ml und in
schlie3lich in 50 ml 10% Glycerin bei einer jewellS-minttigen Zentrifugation (4000 g; 4°C)
gewaschen, in 500 pl 10% Glycerin resuspendiert safdie3lich in 50 ul Aliquots bei -80°C

weggefroren.
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2.1.9.2 Transformation von E. coli Zellen dur&Elektroporation

Zur Transformation vork. coli Zellen wurden 1 pl Ligationsansatz oder Plasmid-
DNA mit 50 ul elektrokompetenter Zellen (siehe 2.1) gemischt. Anschliel3end wurden die
Zellen in einer gekuhlten Elektroporationskivettétets eines Elektroporationsapparates
(Gene Pulser; Biorad) einem Stromstol3 (2,5 kV, @®@5 pF) ausgesetzt (Dower et al.,
1988; Miller et al., 1988). AnschlieRend wurde dedlsuspension sofort in 1 ml LB-Medium
verdunnt und die Zellen in einem 1,5 ml Reaktiof$ge30—45 min bei 37°C unter Schutteln
inkubiert. Schliel3lich wurden die Zellen auf ein&B-Platte mit entsprechendem

Antibiotikum ausgestrichen. Die Platten wurden iacht bei 37°C inkubiert.

2.1.10 Transformation von S. cerevisiae-Zellen

Von dem zu transformierendeh cerevisia&Stamm wurde zuerst eine Vorkultur in
entsprechendem Medium angeimpft und diese UbertNgagchittelt. Am né&chsten Morgen
wurde diese auf eine GB von 0,15 verdunnt und anschliel3end bei 30°C bisizer ORgs
von 0,4 bis 0,6 wachsen gelassen. Aus dieser Kultmden 4 ml Zellen enthommen und in
einem 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefald 1 min (1490&T) abzentrifugiert. Nach einem
Waschschritt mit 1 ml B0 wurden die Hefezellen in 1 ml Losung A resupertdidach
einem weiteren Zentrifugationsschritt wurde dadpédlet in 100 pl Losung A resuspendiert;
von dieser Zellsuspension wurden 50 ul fir einean$formationsanatz eingesetzt. Zu diesen
50 pl wurden 5ul einzelstrangige Lachsspermien-DNA (10 mg/ml) whd zu transfor-
mierende DNA (5-10ul einer Plasmid-Midipraparation) zugegeben und efie&nsatz in
300 ul Puffer B aufgenommen. Als Negativkontrollerden 5ul H,O ohne DNA eingesetzt.
Danach wurde der Ansatz durch Pipettieren gut garisnd bei 30 °C fur 30 min inkubiert.
Anschlie3end wurden die Zellen fur 15 min bei 42 (W@er leichtem Schitteln inkubiert.
Nach der Inkubation wurden die Zellen fiir 30 sec1&00 g sedimentiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das Pellet in 100sterilem BO resuspendiert. Abschliel3end wurden

die Zellen auf entsprechende Selektivplatten gldttDie Platten wurden bei 30°C inkubiert.

LosungA 10 mM Tris; 100 mM LiAc; 1mM EDTA; pH 7,5
LésungB 10 mM Tris; 100 mM LiAc; 1mM EDTA; 40% (w/v) PEG 00; pH 7,5

23



2 Material und Methoden

2.1.11 DNA-Sequenzierung

Fur die Bestimmung der Sequenz eines DNA-Fragmenisden entsprechende
Mengen einer Plasmid-Midipraparation (siehe 2.1l passender Oligonukleotide zu der
Firma Medigenomix (Martinsried; Deutschland) veiskh Diese fuhrte die DNA-
Sequenzierung nach der Kettenabbruchmethode vogeS&8anger et al., 1977) mit Hilfe
fluoreszenzmarkierter Didesoxynukleotide durch. Bregramme DNAMAN (Version 4.22,
Lynnon BioSoft., Pointe-Claire, Kanada) und Chronf&grsion 1.45, Conor McCarthy,
Southport, Australien) wurden zur Auswertung déaéienen DNA-Sequenzen verwendet.

2.1.12 Verwendete Vektoren und Klonierungsstrategie

In den Tabellen 2.1 und 2.2 sind die in dieser Arberwendeten Plasmide mit einer
kurzen Beschreibung und einer Referenz angegelierRiner und Klonierunsstrategien zu
den in dieser Arbeit klonierten Plasmide sind im dédnterpunkten 2.1.12.1. - 2.1.12.4

aufgefuhrt.
Zur Expression rekombinanter Proteine inE. coli
Name Details Ausgangsvektar Referenz
pGEX-6P-1 Expression von GST kn coli pGEX-6P-1 GE
Healthcare

pPGEX-6P-1-Fcj1473-540 | Zur Expression der N-terminal pGEX-6P-1 Diese Arbeit

GST-getagten C-terminalen

Doméne von Fcjl itE. coli

Tabelle 2.1:Ubersicht Uber die in dieser Arbeit verwendetersiRide-|
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Name Details Ausgangsvektq Referenz
Zur Expression in S. cerevisiae
pYX242-Fcjwt Zur Expression von Fojir pYX242 Diese Arbeit
pYX242-Fcjis12 Carboxyterminal His12-getagte | pYX242 (Rabl et al.,
Variante von Fcjl 2009)
pYX242-Fcjles2aL Punktmutation Glycin zu Leucin in pYX242 Diese Arbeit
der TMD von Fcj1
pYX242-Fcjbidi-T™ Fcj1 mit TMD von Dld1 pYX242 Diese Arbeit
pYX242 Fcjlhiee-340His | Fcjl-Variante ohne Coiled Coil- | pYX242 Diese Arbeit
Bereich
pYX242 Fcjh-472 Fcjl-Variante ohne C-terminaler | pYX242 Diese Arbeit
Domane
pYX142 Cyb21-167- Zur Klonierung von Cyi2-Fcjl pYX142 erhalten von
Timb50132-476 verwendet M. Sichting
pYX242 Fcjlyth2 Zur Expression einer loslichen, im pYX242 Diese Arbeit
IMS lokalisierten Variante von Fcjl
pVT100U-mtGFP Matrix-dirigierte Variante von GFP  p100U (Westermanri
und Neupert,
2000)

Tabelle 2.2:Ubersicht Uber die in dieser Arbeit verwendetersiRide-I|

2.1.12.1 Verwendete Primer zur Klonierung des VektpGEX-6P-1-Fcjk73-540zur

Expression von Fcjl-Konstrukten in E. coli

Primer Restrictions- | Sequenz (5 - 37)
schnittstelle
Fcj1473_fo BamHI CCC CGG ATC CCC TTC AAATGC CAC GGA
TTT CG
Fcjl_rev (Xhol) Xhol CCC CCTCGAGTC ACAACGTCCTTATTT CAC
AGT CTT C

Tabelle 2.3:Primer fir die Klonierung von Fcjl (473-540) zurgggssion irkE. coli
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2.1.12.2 Klonierungsstrategien fuir Vektoren zur Bxgssion in E. coli

Klonierung von pGEX-6P-1-Fcjl473-540

Der DNA-Abschnitt fur die Aminosauren 473 bis 54énviFcj1 wurden mittels PCR
von pYX242-Fcjhisi2 (erhalten von Regina Steck) mit den Primern FcyB 40 und
Fcjl_rev (Xhol) amplifiziert. Das resultierende PERgment wurde dber die
RestriktionsschnittstellerBanHI und Xhd in den Vektor pGEX-6P-1 (GE-Healthcare)
kloniert.

2.1.12.3 Verwendete Primer zur Klonierung von Plagen zur Expression von Fcjl-

Mutanten in S. cerevisiae

Primer Restriktions- Sequenz (5 - 3)
schnittstelle
Fcjl_fo Ncol CCC CCC ATG GCA ATG CTA AGA ACT ACT GCC
- TCA CG

Fcjl_rev Xhol CCC CCT CGAGTC ACAACGTCCTTATTT CAC

AGT CTTC
o CCC CCT CGA GTC AGT GAT GGT GAT GGT GAT

Fcj1lHis_rev Xhol GGT GAT GGT GAT GGT GAT GCA ACG TCC TTA
TTT CACAGTCTTC

Fcj1472_rev xhol CCC CCT CGA GTC AATTACCTGTCT TTG TGA
ATA AGA AAA GG
CCC CCT CGA GTC AGT GAT GGT GAT GGT GAT

Fcj1His12_rev Xhol GGT GAT GGT GAT GGT GAT GCAACG TCC TTA
TTT CACAGTCTTC

YMEDId fo . CTA CTC TAT TCG GTT ATT TGT TCG CTT CGQ

AAA AAA ATG ACAAAT TTG GTG AC

AGC GAA CAA ATA ACC GAA TAG AGT AGC

YMFDId_rev - TGA AGA GGC GAT GAC AGA GTA ATT GCG
AAA TTT GTG CGA AGC C

YMFEdCC rev Hindlll CCC CAAGCT TGA GGT TTG AGT CAT TTA GACQ
- TGT TG

YMEJCC fo Hindlll CAA CAG TCT AAA TGA CTC AAA CCT CAA GCT
- TAA TAA CTT ACC CGA TGT GAA TAT CG

FcjIN57_fo BamHI CCC CGG ATC CTC GCA AAA AAA TGA CAA

- ATTTGG TGAC

FGj1G52L_fo Avrll CAG CGA CAG CTT TCT ACG CCC TAG GTA TCA
- TAT ATT CGC AAA AAA ATG

FGj1G52L_rev Avrll CAT TTT TTT GCG AAT ATA TGA TAC CTA GGG

CGT AGA AAG CTG TCG CTG

Tabelle 2.4: Primer fur die Klonierung von Fcjl-Konstrukte zuxgEession in S. cerevisiae

26



2 Material und Methoden

2.1.12.4 Klonierungsstrategien fur Vektoren zur BExgssion von Fcjl-Mutanten in S.

cerevisiae

Klonierung von Fcjlwrt in pY X242

Volllangen-Fcj1 wurde mittels PCR von pYX242-Regk2 (erhalten von Regina
Steck) mit den Primern Fcjl_fo und Fcjl_rev ampiéit. Das resultierende PCR-Fragment
wurde Uber die Restriktionsschnittstellsicd und Xhd in den Vektor pYX242 (Novagen)

kloniert.

Klonierung von Fcjli1-472in pYX242

Fcjli-472wurde mittels PCR von pYX242-F¢jiki2 (erhalten von Regina Steck) mit
den Primern Fcjl_fo und Fcj1472_rev amplifiziera<Dresultierende PCR-Fragment wurde
Uber die Restriktionsschnittstell®&tad und Xhad in den Vektor pY X242 (Novagen) kloniert.

Klonierung von Fcjles2L in pYX242

Mit den Primern Fcjl_fo/ Fcj1G52L rev und FcjlG52/ Fcjl rev und dem
Plasmid pYX242-Fcjlt (diese Arbeit) als Template wurden zuerst zwei DNeNfragmente
amplifiziert. Die Nucleotid-Sequenz von Fcjl wurtieden beiden Primern Fcj1G52L_rev
und Fcj1G52L_fo so verandert, dass zum einen afdsgition 52 die Aminosaure Glycin mit
Leucin getauscht, zum anderen durch stille Mutatome zusatzliche Avrll-Schnittstelle
eingefiigt wurde. Die beiden Teilsticke wurden alsBbnd Uber die Restriktions-
schnittstellen Ncol/Avrll bzw. Avrll/Xhol in den Maor pY X242 (Novagen) kloniert.

Klonierung von Fcjlbidi-Tm in pYX242

Mit den Primern Fcjl_fo/ YMFDId_rev und YMFDId_fdfcjl_rev wurden zuerst
durch PCR auf genomischer DNA aaiscerevisiagwei DNA-Teilfragmente amplifiziert. In
einer Fusions-PCR wurden die beiden DNA-Fragmentgléichen Mengen als Template
zusammen mit den beiden Primern Fcjl fo und Fcjl emgesetzt. Das entstehende
Fragment wurde anschlieRend Uber die Restriktibmststellen Ncol/Xhol in den Vektor
pYX242 (Novagen) kloniert.

Klonierung von Fcjlaiee-340(=Fcj1ACoiledCoil) in pY X242
Mit den Primern Fcjl_fo/ YMFdCC_rev und YMFdCC_fe¢j1His12_rev und dem
Plasmid pYX242Fcjdis12 (erhalten von Regina Steck) wurden zuerst die dreiDNA-
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Teilfragmente Fcj1(1-165) und Fcj1(367-542) ampidit. Die beiden Teilstlicke wurden
anschlieBend nacheinander (ber die Restriktiongitstieien Ncol/Hindlll bzw.
Hindlll/Xhol in den Vektor pY X242 (Novagen) klonier

Klonierung von Fcj1Cytb2 in pY X242

Das Teilfragment C¥% 1-167 wurde aus dem PlasnpiX142Cyb21-167-Tim50132-
476 mit den Restriktionsschnittstellen EcoRI/BamHI iendVector pYX242 (Novagen)
umkloniert. Anschlieend wurde das DNA-Teilfragmé&wjl(57-540), amplifiziert mit den
Primern Fcj1_N57_fo und Fcjl_rev und genomischeAAMSS.cerevisaals Template, mit
den Restriktionsschnittstellen BamHI und Xhol irs dfasmid pYX242-Cyb 1-167kloniert.
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2.2 Methoden der Hefegenetik

2.2.1 Verwendete Stdmme von S. cerevisiae

Stamm Genotyp Referenz
W303 MATa, ade2-1, his3-11, 15 leu2, 112 trpl, (Rothstein und Sherman
ura23-53, can1-100 1980)

Afcjl (W303)

Asu e(W303)

YPH499

Afcjl
Amcs10
Amcs29
Amcs27
Amcs19
Amcsl12
Fcj1-3HA
Mcs10-3HA

Mcs29-3HA
Mcs27-3HA
Mcs19-3HA
Mcs12-3HA
Mcs1QHise/McswT

GAL-His8-Tob38 YPH499,tob55::HIS3-pGAL-His8-TOB55 Waizenegger et al., 2004

MATa, ade2-1, leu2,112 trpl ura23-53, Regina Steck
canl-100, FCJ1::his3MX6

MAToa, ade2-1, leu2,112 trpl ura23-53, Regina Steck
canl-100, SU E::his3MX6

MATa ade2-101 his3200leu2- trp1A63 (Sikorski und Hieter,

ura3-52 lys2-801 1989)

YPHA499 fcj1::His3 (Harner et al., 2011)
YPH499 ycl057c-a::His3 (Harner et al., 2011)
YPH499 ygr235c::His3 (Harner et al., 2011)
YPH499 ynl100w::His3 (Harner et al., 2011)
YPH499 yfrO11c::His3 (Harner et al., 2011)
YPH499 ybr262c::His3 (Harner et al., 2011)
YPHA499 fcj1::FCJ1-3HA-HIS3 (Harner et al., 2011)

YPH499 ycl057c-a::YCL027C-A -3HA- (Harner et al., 2011)
HIS3

YPH499 ygr235c::YGR235C-3HA-HIS3  (Harner et al., 2011)
YPH499 ynl100w::YNL100W-3HA-HIS3 (Harner et al., 2011)
YPH499 yfr011c::YFR011C-3HA-HIS3 (Harner et al., 2011)
YPH499 ybr262c::YBR262C-3HA-HIS3  (Harner et al., 2011)
YPH501,MATaMATo ura3-52/ura3-52 Diese Arbeit
lys2-801/lys2-801 ade2-101/ade2-101 trp1l{D. Mokranjac)
A63/trp1-A63 his3A200/his3A200 leu2-

Al/leu2A1 Mcs10His6-HIS3/-

GAL-His8-Tob55 YPH499,t0b38::HIS3-pGAL-His8-TOB38 (Paschen et al., 2003)

Tabelle 2.5: In dieser Arbeit verwendete Hefestamme @omerevisiae

29



2 Material und Methoden

2.2.2 Kultivierung von S. cerevisiae

Die Kultivierung von Hefestammen wurde im Wesehiioc nach Standardprotokollen
(Guthrie und Fink, 1991durchgefiihrt. Als Standardmedien fur Flissigk@tuwurden YPD
als fermentierbare Kohlenstoffquelle und Laktat-Med als nicht fermentierbare
Kohlenstoffquelle verwendet. Bei der Selektion &ldsmide mit bestimmten Markergenen
wurden Selektivmedien mit den gleichen Kohlenstodlten verwendet, jedoch fehlten die
entsprechenden Markeraminoséuren oder Markerb&sélssigkultur wurden die Stamme
bei 140 rpm und 30 °C bzw 24°C geschdttelt.

Die Glycerolstammkulturen wurden hergestellt, indéatien eines Stammes direkt von einer
Agarplatte mit einer Impfose in sterilem 15 % (v/@)Jycerol suspendiert wurden. Die

Lagerung erfolgte bei -80 °C.

2.2.3 Analyse des Wachstumsphénotyps auf fermebhfeer und nicht fermentierbarer

Kohlenstoffquelle

Die Analyse des Wachstums wurde mit dem sogenanhigfieltest durchgefihrt.
Dazu wurden die zu untersuchenden Stdmme in rechtentierbarem Medium (meist SLac-
Minimalmedium) Uber drei Tage hinweg mehrfach pgesa Dabei wurde darauf geachtet,
dass die Kultur eine Q% von 1,5 nicht Uberschritt. Die Kulturen, die siam der
exponentiellen Wachstumsphase befanden, wurdemlaisend auf eine Ofsvon 0,30 in
Minimalmedium verdinnt und dann funf 1:5 Verdunnssaritte gemacht. Von den
einzelnen Verdunnungsschritten wurden jeweils Jagfl die entsprechende Platte getropft.
Nach zwei- bis dreitagiger Inkubation bei 24°C, deidas Wachstum ausgewertet.

2.3 Zellbiologische Methoden

2.3.1 Gesamtproteinpraparation aus S. cerevisiaectivalkalische Lyse

Die Gewinnung von Gesamtzellprotein aus Hefe etéottyirch alkalische Lyse. Dazu
wurden aus Flussigkultur Zellen entnommen, die rei@®s,s von 1-2 entsprachen. Die
Hefezellen wurden sedimentiert und dann in 2660 mM Tris/HCI pH 8,0 resuspendiert.
Anschliel3end wurde die Suspension mibQysepufferversetzt, gevortext und anschliel3end
10 min auf Eis inkubiert (modifiziert nach (Yaffendi Schatz, 1984)). Durch Zugabe von
220ul 72 % (w/v) TCA wurden die Proteine gefallt uncchainer Inkubation von 15 min auf
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Eis in einer Eppendorf-Tischzentrifuge (15 min; @63y; 4°C) sedimentiert. Das Prazipitat
wurde mit 1 ml Aceton (-20°C) gewaschen, bei 30¥rarknet, in Lammli-Probenpuffer

resuspendiert und 5 min bei 95°C gekocht.

Lysepuffer 1,85 M NaOH; 7,4 % (viv3-Mercaptoethanol; 20 mM PMSF

2.3.2 Praparation von Mitochondrien aus S. cerewsi

Fur die Praparation von Mitochondrien aus Hefe wurderst eine 50 ml Vorkultur in
30°C angesetzt. Stamme ohne Plasmid wurden in t.acia Plasmid in Selektivmedium
(SLac) hochgezogen. Fur die Subfraktionierung vatodhondrien (siehe 2.3.3) wurden die
Stamme W3038 WT, und W308 4Fcjl bei 24°C hochgezogen. Die Vorkultur wurde
mehrmals auf eine Of; von 0,1 — 0,25 verdinnt und dabei das Volumenkddtur stetig
vergroRRert. Die Hauptkultur hatte ein Volumen vor @8 | und wurde Uber Nacht bis zu
einer OBQzgvon 0,75 - 1,3 bei 30°C inkubiert.

Die Mitochondrienpraparation erfolgte nach der Meld von Daum (Daum et al.,
1982). Bei der gewiinschten @@wurden die Hefezellen zuerst in einem JLA8.100@eR0
(Avanti J-20 XP Zentrifuge von Beckman) abzentriéug (4000 g; 5min; RT), das Zellpellet
in Wasser resupendiert und durch Zentrifugatioeimem JA10-Zentrifugationsbecher (JA 10
Rotor, Avanti J-25 Zentrifuge von Beckman) (1500 Hynin; RT) gewaschen. Nach
Bestimmung des Feuchtgewichtes der Zellen wurdegedin 2 mDTT-Puffer pro Gramm
Zellen resuspendiert und anschliel3end unter leict&ehttteln (130 rpm) 10 min bei 30°C
inkubiert. Nach der Reisolation der Zellen (1500 &y; min) wurden diese in 1 ml
Sorbitolpufferje 0,15 g Zellen gewaschen. Um die Zellwande emigth aufzuschliel3en,
wurden die Zellen inZymolyase-Puffe(3 mg Zymolyase pro g Feuchtgewicht) in einer
Konzentration von 0,15 mg/ml pro Feuchtgewicht anfgmmen und unter leichtem Schiitteln
30 — 60 min bei 30°C inkubiert. Die Sphéaroblastkehinig wurde anschlielend durch
osmotische Lyse verfolgt.

Die folgenden Schritte erfolgten auf Eis: Zuerstr@an die Spharoblasten mittels
einer weiteren Zentrifugation (1500 g; 5 min; 4%€jsoliert und in 1 mHomogenisierungs-
pufferje 0,15 mg Frischgewicht resuspendi®te Spharoplasten wurden mit einem Dounce-
Homogenisator durch zehn St6Re gedffnet. Nichtfgetd Zellen und Zelltrimmer wurden
durch zweimaliges Zentrifugieren (2000 g; 5 minpeipennt und die Mitochondrien durch
Zentrifugation (17400 g; 12 min) sedimentiert undsé in 10 ml HS-Puffer resuspendiert.
Um die Reinheit der Mitochondrien weiter zu verleess wurde noch einmal zentrifugiert
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(2000 g; 5 min) und die Mitochondrien aus dem Utaers isoliert (17400 g; 12 min). Das
Pellet wurde anschlieBend in einem kleinen Volumd8-Puffer aufgenommen, die
Proteinkonzentration auf 10 mg/ml eingestellt ardhlis3lich in kleinen Portionen in

Stickstoff weggefroren und bei -80°C gelagert.

DTT-Puffer 100 mM Tris/Base; 10 mM DTT
Sorbitolpuffer 1,2 M Sorbitol; 20 mM KPpH 7,4
Zymolyase-Puffer 1,2 M Sorbitol; 20 mM Kaliumphosphat; pH 7,4

Homogenisierungspuffer 10 mM HEPES;1 mM EDTA; 0,2 % (w/v) fettsaurefr&@&a\;
1 mM PMSF; 0,6 M Sorbitol; pH 7,4

2.3.3 Subfraktionierung von Mitochondrien aus S.rewisiae

Um Vesikel aus reiner Au3enmembran, reiner Innenbnemund Vesikel bestehend
aus beiden zu generieren und anschliel3end aufmememurde das Protokoll von Ponédit.
al. (1989) modifiziert (Harner et al.,, 2011).
Die Hefezellen wurden bei 24°C kultiviert urdle Mitochondrien nach deren Isolierung
(siehe 2.3.2) irSM-Pufferresuspendiert. Frisch isolierten Mitochondrien deur zuerst in
hypotonischem Puffé80 min auf Eis geschwollen. AnschlieRend wurdenMitochondrien
nach Zugabe von 5 ml 2,5 M Saccharose 15 min wtkwachem Rihren geschrumpft.
Danach wurden die Proben auf Eis zur Bildung vomideanvesikeln sonifiziert (3 x 30 sek.
mit 30 sekiindiger Unterbrechung; Output ControlDaity Cycle: 60%). Um noch intakte
Mitochondrien und nicht vesikulares Zellmaterialnvden Membranvesikeln abzutrennen,
wurde die Probe 20 min (20000 g; 4°C) zentrifugidmschlieRend wurde davon der die
Vesikel enthaltende Uberstand tiber 200 pl 2,5 radkaccharose geschichtet und dann 100
min (118000 g; 4°C) zentrifugiert, um die Membrasikel auf dem Saccharosekissen zu
konzentrieren. Nach diesem Zentrifugationsschrittde der Uberstand davon vorsichtig bis
knapp Uber die Membranvesikel abgenommen, die “Hsiktion resupendiert und
anschlieend zur Homogenisation der Vesikel in reifdinipotter 10 mal gepottert. Die
Saccharosekonzentration wurde nun mit einem Refmadter bestimmt und anschlie3end mit
2,5 M Saccharose bzw. mit@8 auf eine Saccharosekonzentration von 1,3 M efalieDies
wurde nun unter einen linearen Saccharose-Gradief@g@8 M bis 1,25 M Saccharose;
einschlie8lich 20 mM MOPS pH 7,4 und 0,5 mM EDTAgsghichtet und anschliel3end
zentrifugiert (200.000 g; 24h; 4°C), um Membrankeknach der Dichte aufzutrennen.
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Der Gradient wurde nun in 0,5 ml-Fraktionen frakiest und von jeder Fraktion die
Saccharosekonzentration bestimmt, um die Lineardés Gradienten zu uberprufen.
Anschliel3end wurden die Proteine in den FraktioBdvilal mit TCA gefallt (siehe 2.4.11)
Zum Schluss wurden die Proben in 60 pl LAmmli-Pnplodfer aufgenommen und gekocht.

Die Proben wurden nach SDS-PAGE-Lauf und Blottingiets Imnmundekoration analysiert.

Hypotonischer Puffer 20 mM MOPS; 0,5 mM EDTA; 10 mM PMSF und Protease
Inhibitor Cocktail (Roche); pH 7,4

2.3.4 Digitoninfraktionierung von Hefemitochondrien

Um die Sublokalisation mitochondrialer Proteine eumitteln, wurden zuerst
Miochondrien aus dem entsprechenden Hefestamnelis@@iehe 2.3.2). Zuerst wurden 2 mg
Mitochondrien in 1800 pl HS-Puffer resupendiertsiwigen mit Digitoninkonzentrationen
von 0, 0,005, 0,01, 0,02, 0,03, 0,035, 0,04, 0,465, 0,06, 0,07, 0,08, bzw 0,1% (w/Vv)
Digitonin wurden aus einer 10 % (w/v) Stammlosunygl (HS-Puffer hergestellt. Davon
wurden jeweils 10 pl in ein 1,5 ml Reaktionsgefaisgelegt. Zu den Digitoninlésungen
wurden jeweils 190 ul der zuvor hergestellten Mitmedrienresuspension und 2 pl Proteinase
K (10 mg/ml) gegeben und anschlie3end vorsichtipigeht. Der Ansatz wurde 25 min auf
Eis inkubiert. Der Proteinabbau von Proteinase KdewanschlieRend durch Zugabe von 5 pl
200 mM PMSF abgestoppt. Die Mitochondrien wurdeghnainer Inkubation von 5 min
durch Zentrifugation (13.000 g; 10 min; 4°C) peéedt und in 300 pl HS-Puffer (+1 mM
PMSF) gewaschen, ohne das Pellet zu resuspendidest einer weiteren Zentrifugation
wurden die Mitochondrien in 300ul HS-Puffer resuiert. Durch Zugabe von 6@ 72 %
(w/v) TCA wurden die Proteine prazipitiert und amgef3end wie unter 2.4.11 beschrieben
weiter verfahren. Die Analyse der einzelnen Fraldio erfolgte nach SDS-PAGEe (siehe
2.4.7) und Blotting (siehe 2.4.9) durch Immundekora(siehe 2.4.12).

2.3.5 Alkalische Extraktion von Proteinen aus mitocnhdrialen Membranen

Die Assoziation von Proteinen mit den mitochonémalMembranen wurde durch
alkalische Extraktion untersucht. 109 isolierter Mitochondrien wurden zuerst in HS-Ruff
auf eine Konzentration von 1 mg/ml verdinnt undchhsl3end mit dem gleichen Volumen
Natriumkarbonaf0,2 M) versetzt Nach 30-minutiger Inkubation au$ Bvurden die Proben
30 min (91000 g; 4°C) in einem TLA45-Rotor (Beckma&ptima Ultrazentrifuge)
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zentrifugiert. Die sedimentierte Membran-Fraktionurde in Lammli-Probenpuffer
aufgenommen. Die Proteine im Uberstand wurden n@®Tgefallt (siehe 2.4.11) und
anschlieBend in Lammli-Probenpuffer aufgenommeneidBé Mengen von Membran-
Fraktionen und l6slichen Proteinen wurden mittdlisSSPAGE (siehe 2.4.7), Blotting (siehe
2.4.9) und Immundekoration (vgl. 2.4.12) analysiert

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

2.3.6 Membranflotation

Die Membranassoziation von Proteinen wurde auctchdein ,Membraneflotations*-
Experiment untersucht. Dazu wurden zuerst wie u@t8t5 beschrieben eine alkalische
Extraktion durchgefihrt und nach 30-mindtiger In&tibn auf Eis die Probe mit einer 2,4 M
Saccharoselésung (+ 20 mM HEPES) auf eine Sacdawmdkonzentration von 1,7 M
verdinnt. Diese Probe wurde anschlieBend unterneiBaccharose-Stufengradienten
geschichtet (20 mM HEPES pH 7,4 mit 1,4 M und Q\25acchrose) und 3 h (90000 g; 4°C)
zentrifugiert. Nach Zentrifugation wurde die Bodaktion (= Losliche Fraktion) und die
obersten 100 ul (Membranfraktion) abgenommen, TEf&l4 (siehe 2.4.11) und nach SDS-
PAGE (siehe 2.4.7) und Blotting (siehe 2.4.9) nsttitnmundekoration untersucht (siehe
2.4.12).

2.3.7 Fluoreszenzmikroskopie

Um die Morphologie von Mitochondrien in lebendenfé#ellen zu untersuchen,
wurden Hefestdmme verwendet die mitochondrial islates GFP (grun-fluoreszierendes
Protein aus der Quallkequorea victorigexprimierten. Dazu wurden die zu untersuchenden
Stamme mit dem Plasmid pVT100U-mtGFP (siehe 2.ltrE2isformiert und die Stdmme in
SLac-Selektivmedium einschliel3lich 0,2 % Glukosédikert. Die Fluoreszenzmikroskopie
wurde mit einem Zeiss Axioplan 2 Fluoreszenzmikopskund dem dazugehérigen
Olimmersionsobjektiv (Zeiss Plan-Neofluar, 100X,marische Apertur 1,3) durchgefiihrt.
Aufnahmen der untersuchten Zellen erfolgten mieei@CD-Kamera (AxioCam MRm, Carl
Zeiss, Jena). Die Steuerung von Mikroskop und Kanefolgte mit Hilfe der AxioVision
AC Software (Carl Zeiss, Jena). Fur die Analyse ¥&RP wurde Filtersatz Nr. 38 HE
angewandt (Anregung: 440 bis 470 nm, Emission:52%50 nm) (Heim and Tsien, 1996).
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2.3.8 Chemische Fixierung von Hefezellen

In dieser Arbeit wurden Hefezellen mit zwei untéisdlichen
elektronenmikroskopischen Methoden untersucht: Zidimen wurden chemisch fixierte
Zellen cryoelektronenmikroskopisch, zum Anderendeur die fixierten Zellen in Kunstharz

eingebettet und nach Schneiden elektronenmikroskbpintersucht.

2.3.8.1 Chemische Fixierung von Hefezellen zuyoelektronenmikroskopischen

Untersuchung

Vor der elektronenmikroskopischen Analyse von Hellen wurden diese zunéachst
fixiert. Von einer frischen Agarplatte wurde einefekultur in Laktatmedium angeimpft und
bei 30°C geschiuttelt. Die Kultur wurde mindestemsizTage kultiviert. Dabei wurde ein
Ubergang der Kultur in die stationare Phase durékdevholtes Verdinnen der Kultur
vermieden. Anschlie3end wurde eine 50 ml Hauptkudisl zu einer OByg zwischen 0,5 und
0,8 wachsen gelassen und der pH-Wert des Kulturmetibestimmt. Die Zellen wurden
durch Zentrifugation (1700 g; 5min; 30°C) geerntetl der Uberstand wurde verworfen. Das
Zellpellet wurde in 10 ml auf 30°C temperiertedfixierungspuffer,dessen pH-Wert mit
Natronlauge an denjenigen des Kulturmediums angépasrden war, aufgenommen. Nach
einer einstindigen Inkubation bei 30°C wurden digeften Zellen zweimal mit 10 ml
Citratpuffer gewaschen. Schlief3lich wurden die ZellelCitratpuffer resupendiert und in ein
1,5 ml-Reaktionsgefald Uberfihrt. Das Reaktionsgefd@ftle zur Vermeidung von Luftblasen
mit Citratpuffer komplett gefillt und anschlie3end die Zellen 1 mmireiner Tischzentrifuge
(9000 g; 3 min RT;) zentrifugiert. Die Lagerungadgte bei 4 °C, der Transport bei RT.

Fixierungspuffer 50 mM Zitronensaure; 50 mM Natriumcitrat; 4 % Faiaehyd;
0,5 % Glutaraldehyd
Citratpuffer 50 mM Zitronenséaure; 50 mM Natriumcitrat
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2.3.8.2 Chemische Fixierung von Hefezellen &inbettung in Kunstharz

Dazu wurden Hefezellen wie unter Abschnitt 2.38$chrieben kultiviert und 50 ml
der Hauptkultur 5 min zentrifugiert (3000 g, RT)aPZellpellet wurde in 10 ml 2,5%-iger
Saccharoseldsung gewaschen und anschlieend induf80°C temperierterixierpuffer,
aufgenommen. Nach zweistindiger Inkubation bei 30A@den die fixierten Hefezellen
einmal in 1 mIDTT-Puffergewaschen und anschlie3end 10 min in demselbderei 30°C
inkubiert. Die Hefezellen wurden fBorbitol-Puffergewaschen und schlief3lich 30 min in 0,5
ml desselben Puffers, dem Zymolyase (5 mg/ml) uhat@onidase (0,05 mg/ml) zugegeben
wurden, inkubiert, um die Zellwand zu 6ffnen. SeBlich wurden die Zellen einmal in 1 ml
Kakodylatpuffergewaschen und in demselben Puffer resuspendidranschlie3end bis zur

Weiterverarbeitung bei 4°C gelagert.

Fixierpuffer 0.15 M Natriumkakodylat pH 6,8, 5 mM MgQ,5% Saccharose, 3%
Glutaraldehyd; pH 6,8

DTT-Puffer 100 mM Tris/HCI;1.2 M Sorbitol 25 mM DTT; 5 mM NaDTA; pH
8,0.

Sorbitol-Puffer 1,2 M Sorbitol; 0,1 M K-Phosphat/Zitronensaure p}8 5

Kakodylatpuffer 0,15 M Natriumkakodylat, 5 mM MgCPR,5% Saccharose; pH 6,8

2.3.9 Ektronenmikroskopie

2.3.9.1 Cryoelektronenmikroskopie

Die Elektronenmikroskopie von Cryoschnitten cheimisierter Hefezellen wurde
zum einen von Dr. Frank Vogel (Berlin), zum andevem Miguel Barrera und Katharina
Eydt am Labor von Prof. Dr. Andreas Reichert innkfart durchgefuhrt und erfolgte nach
der Methode von Tokuyasu (Tokuyasu, 1989). Fixigdlen (siehe 2.3.8.1) wurden mit PBS
gewaschen, anschlieBend 1 h in Natriummetaperioabiert und schlie3lich fur 2-3 h bei
30 °C mit 25 % Polyvinylpyrrolidon (K15/MW 10000hil,6 M Saccharose getrankt. Die
Zellsuspension wurde auf die Probenhalterungenetnaigen und in flissigem Stickstoff
schockgefroren. Von den Zellen wurde bei -115 °Glam Ultramikrotom Ultracut S (Leica)
bzw. Leica EM UCG6 Cryoschnitte hergestellt. Dieradiiinne Cryoschnitte wurden mit
Diamantmessern hergestellt und zum Schluss auf Warnmoder Kohlenstoffbeschichtete
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Kupferblenden (200 Maschen, hexagonal) dberfihrie Analyse erfolgte mittels

Transmissionselektronenmikroskopie.

2.3.9.2 Elektronenmikroskopie von in Kunsthaemgebetteten Hefezellen

Chemisch fixierte Zellen wie unter 2.3.8.2. besgbhein wurden 3 min (1000 g; RT)
zentrifugiert und anschlieBend in 1 % Thiocarbohydt bei RT inkubiert. Nach einem
weiteren Zentrifugationsschritt wurden die Zellamemmal in dBO gewaschen und jeweils
6 min in 1 % Os@und 1 % Kaliumferrocyanid bei RT gefarbt. Nach Barbung wurden die
Zellen viermal in dHO gewaschen und anschlie3end in aufeinanderfolgevidschschritten
in Ethanol dehydriert, zweimal in Propylenoxid geal@en und in Araldit (Araldit-Kit CY-
212 (Serva)) eingebettet. DUnnschnitte mit eineskBivon 45 nm wurden am Ultracut E
(Fa. Reichert Jung) angefertigt und auf Kupfergrideerfihrt. Anschlielend wurden die
Schnitte durch aufeinanderfolgende jeweils 5-mg&itinkubation in Uranylacetat- und
Bleinitratlésung kontrastiert. Die Analyse erfolgin Transmissionselektronenmikroskop
(CM 10, Philips bzw. EM 900, Zeiss).

2.4Methoden der Proteinbiochemie

2.4.1 Expression von GST-Fcit3-540in E. coli

Nach der Transformation des Plasmids pGEX-6P-14Fgguoin BL21 (DE3) pLysS-
Zellen (Stratagene) wurden die frisch transforreierZellen direkt in 50 ml LB-Medium,
welches 100 pg/ml Ampicillin und 30 pg/ml Chloranepicol enthielt, tGberfihrt und tGber
Nacht bei 37°C geschiittelt. Mit dieser Vorkulturrden 3 | LBamp, cam in einem Verhéltnis
von 1:60 angeimpft und bei 37°C bis zu einers@on 0,3 geschittelt. Anschlie3end
wurden die Kolben in einen auf 24°C vortemperier@amnittler gestellt, bis zu einer @k
von ca 0,55 geschuttelt und schlie3lich die Expoasdes GST-Fcjl-Fusionsproteins durch
Zugabe von IPTG (1 mM Endkonzentration) induzilidch einer Expressionsdauer von vier
Stunden bei 24°C wurde die Kultur durch eine zemitige Zentrifugation (2580 g; 4°C) in
geerntet, das Zellpellet gewaschen und nach eineitenen 10 min Zentrifugationsschritt
(2580 g; 4°C) schliel3lich weggefroren.

37



2 Material und Methoden

2.4.2 Aufreinigung von GST-Fcjd73-540

Das Zellpellet (siehe 2.4.1) wurde in insgesamtd@Puffer Aresuspendiert und die
Zellen anschlieRend durch Sonifizierurgranson sonifier, 3 x 5 mimqutput control 7; 60%
duty cycle) aufgebrochen. Zellbruchstiicke wurden ®nem 20- minltigen
Zentrifugationsschritt (17.000 rpm; 4°C) abgetrender Uberstand wurde zu ca. 5 ml
Glutathion-Sepharose-Beads (GSH-Beads) gegebenindi® ml Puffer A voraquilibriert
wurden. Nach einer 30-minutigen Inkubation in einBthml Falcon bei 4°C wurden die
Beads in eine 50 ml-Saule (Biorad) gegeben undUterstand von den Beads abgetrennt.
Anschliel3end wurden die Beads mit 120 Puiffer B gewaschen, um ungebundenes Protein
abzutrennen. Schlie3lich wurden die Beads in 2@uffer Bresuspendiert und nach Zugabe
von PreScission Protease in einem 50 ml Falcon BiNAtC rollen gelassen, um den GST-
Tag von Fcji73-540abzuspalten.

Nach ca. 15 Stunden wurden die Beads in eine 58&ule (Biorad) gegeben und der
Durchfluss mit abgespaltenem Fgjd-s40gesammelt. Da die PreScission Protease einen N-
terminalen GST-Tag trug, blieb diese wie GST-EFr3k40 an den Beads gebunden.
Anschliel3end wurde das Protein mittels Gro3enasstamliromatographie weiter aufgereinigt
(siehe 2.4.3).

Puffer A 20mM Tris/HCI; 300mM NaCl; 1mM PMSF; 1mM EDTA; pH 7
Puffer B 20mM Tris/HCI; 300mM NacCl; pH 7,0

2.4.3 Grofdenausschlusschromatographie von GST-Er340

Eine GrolRenausschlusschromatographieséule wirdevel®t, um Proteine nach ihrer
Grol3e aufzutrennen. Das Saulenmaterial der Sasletieaus einem Netzwerk von Zucker-
molekulen. GroRere Molekille wandern schneller daliehSaule als kleinere Molekile. Ein
unterschiedliches Laufverhalten besteht auch Hitigsh der Molekilform. Jedes Protein

eluiert somit bei einem charakteristischen Elutiamhsmen \L.
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Aufgereinigtes Protein (siehe 2.4.2) wurde zuerstinem Zentrikon (Millipore) mit
einem MWCO von 10 kDa auf ein Volumen von 500u kautzentriert und anschlieRend auf
eine aquilibrierte (1,5 Saulenvoluméaufpuffer A Superdex 75-Séule (GE Healthcare) an

einem Akta-Chromatographie-System geladen.

Laufpuffer A 20 mM Tris/HCI; 150 mM NacCl; pH 7.0

2.4.4 Affinitatsreiniqgung an GST-Fcji73-540

Um Interaktionspartner der C-terminalen Doméne FojLl (Aminosauren 473-540)
zu identifizieren, wurden Mitochondrien in detergealtigem Puffer solubilisiert.
Anschlielend wurde das Lysat mit GST-Eegls4eProtein, das an GSH-Beads gekoppelt
war (GSH-GST-Fcj473-549, inkubiert. Als Negativkontrolle wurden lysierdditochondrien
mit GSH-GST-Beads inkubiert.

Dazu wurden BL21 (DE3) pLysS (Stratagene) aus éfeml-Kultur, die GST bzw.
GST-Fcjk73-540 exprimierten, in 1 mlPuffer C resupendiert und anschlieend mittels
Sonifizierung geo6ffnet. Nach einem Zentrifugatiaisgt (16.000 g; 4°C; 15 min) wurde der
Uberstand mit 50 pl GSH-Beads, aquilibriert mit PRuffer D, 30 min bei 4°C inkubiert und
nach einem weiteren Zentrifugationsschritt finfingeweils 1 mlPuffer Dgewaschen.

1 mg Mitochondrien, isoliert aus dem Wildtyp bzafcjl-Stamm, wurden in einem
Protein/ Detergenzverhaltnis von 1/1 30 mirPuffer Sol.(Verhaltnis Mitochondrien/Triton
1/1 (w/w)) auf Eis lysiert. Nach Zentrifugation vader der Uberstand zu den &quilibrierten
GSH-GST-Fcji73-546Beads gegeben und nach Zugabe von gleichem VoluPudier C
(Endkonzentration Triton-X-100: 0,5%) 30 min unt&chitteln bei 4°C inkubiert.
Anschliel3end wurden die Beads vier Mal mit je 1Ruffer D gewaschen und schlie3lich das
Protein durch 5-minttiges Kochen (95°C) in LAmmiotenpuffer von den Beads eluiert.
Das Ergebnis wurde nach SDS-PAGE (siehe 2.4.7) Biwdting (siehe 2.4.9) mittels
spezifischer Antikdrper (siehe 2.4.12) gegen ausiéte Proteine analysiert.

Puffer C 30 mM HEPES; 150 mM KAc; 2 miCaprionsdure; 1 mM PMSF; 0,5 mM
EDTA; pH 7,4
Puffer D 30 mM HEPES; 150 mM KAc; 2 miCaprionsdure; 1 mM PMSF; 0,5 mM

EDTA,; 0,05 % Triton-X-100; pH 7,4
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Puffer Sol. 30 mM HEPES; 150 mM KAc; 2mbCaprionsaure; 1 mM PMSF; 0.5 mM
EDTA; protease Complete Proteaseinhibitorcockt&bg¢he); 1% TritonX-
100; pH 7.4

2.4.5 Affinitatsfallung mittels Ni-NTA-Agarose

Isolierte Mitochondrien von Hefe-Stammen, die Hetagte Varianten von
mitochondrialen Proteinen exprimierten, wurden kaprazipitation von Interaktionspartnern
mittels Ni-NTA-Agarose-Beads verwendet. Dazu wurdenmg isolierte Mitochondrien
30 min auf Eis in triton- oder digitoninhaltigenmLySepuffer-T bzw. Lysepuffer-D
solubilisiert, (Verhaltnis Mitochondrien/Detergent/1 (w/w)) und nicht vollstandig
solubilisiertes Material abzentrifugiert. Vom Ubtarsd wurden 5% zur Kontrolle
abgenommen und in Lammli-Probenpuffer aufgenomrdas, restliche Material 30 min bei
4°C mit 40ul Ni-NTA-Beads, welche zuvor nfuffer W-T bzw. Puffer W-Rquilibriert
wurden, inkubiert. Anschlie@end wurde die Ni-NTAd&gse viermal mitPuffer W
gewaschen und gebundenes Protein mit 2 x Lammbdtuffer (+ 300 mM Imidazol)

eluiert. Die Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE-i,aBlotting und Immundekoration

analysiert.

Lysepuffer-T 30 mM HEPES ;150 mM KAc; 2 mMCaprionsaure; 1 mM PMSF; 1 %
Triton-X-100; pH 7,4

Puffer W-T 30 mM HEPES; 150 mM KAc; 2 miCaprionsaure; 1 mM PMSF; 0,05 %
Triton-X-100; pH 7,4

Lysepuffer-T 50 mM K- KR, 50 mM NaCl; 1 mM PMSF; 1 % Digitonin; pH 7,4

Puffer W-T 50 mM K- KR, 50 mM NaCl; 1 mM PMSF; 1 % Digitonin; pH 7,4

2.4.6 GrofRenausschlusschromatographie von lysierfiéitochondrien

Um die GroRe von Proteinkomplexen aus Hefe-Mitochi@m zu untersuchen,
wurden isolierte Mitochondrien aus Hefe igitoninpuffer 20 min auf Eis solubilisiert. In
einem Zentrifugationsschritt (15 min; 16.000 g; A°@urde nicht solubilisiertes und
unlosliches Material abgetrennt und der Uberstanfl @ine Superose 6-Saule (GE)
aufgetragen. Die Proteine wurden mit 1,2 SaulemaelulLaufpuffer Beluiert Das Eluat
wurde in 500 pl-Fraktionen gesammelt, TCA-gefaiele 2.4.11) und nach anschlieRender
PAGE (siehe 2.4.7) und Blotting (siehe 2.4.9) nsttenmun-dekorationen (siehe 2.4.12)
analysiert.
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Digitoninpuffer 30 mM HEPES; 100 mM KAc; 5 mM EDTA; 1 mM PMSF; 19gitbnin;
pH 7.,4.
Laufpuffer B 30mM Hepes; 150 mM KAc pH 7.4, 5 mM EDTA; 1mM PMB8A%

Digitonin; pH 7,4

2.4.7 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophoresen (PAGE)

Proteine wurden aufgrund ihrer Grol3e mittels ewertikalen, diskontinuierlichen
SDS-Polyacrylamid-Gelelktrophorese aufgetrennt fiuasi, 1970). Das Gel setzte sich dabei
ausBodengel1 x 15 x 0,1 cm)Trenngel(9 x 15 x 0,1 cm) un@ammelge(2 x 15 x 0,1 cm)
zusammen. Die Acrylamidkonzentration im Trenngehtete sich dabei nach der Grél3e der

zu trennenden Proteine.

Bodengel: 20% (w/v) Acrylamid, 0,4% (w/v) Bisacrylamid,
375 mM Tris-HCI, pH 8,8, 0,1% (w/v) SDS,
0,05% (w/v) Ammoniumperoxodisulfat (APS),
0,25% (v/v) N,N,N',N'-Tetramethylendiamin (TEMED)

Trenngel: 8-16% (w/v) Acrylamid, 0,16-0,33% (w/v) Bisacryid,
380 mM Tris-HCI, pH 8,8, 0,1% (w/v) SDS,
0,05% (w/v) APS

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

Elektrophorese-
puffer: 384 mM Gilycin, 0,1% (w/v) SDS, 50 mM Tris-HCI; pd.8

Die aufzutragenden Proben wurdenlix Lammli-Probenpuffegeldst und 5 min auf
95°C erhitzt. Bis zum Einlaufen der Lauffront insd@renngel liefen die Gele bei 25 mA,
anschlieBend bei 30 mA — 35 mA fur ca. 1,5 bis &esxe Stunden. Nach der Elektrophorese
wurden die aufgetrennten Proteine entweder mit Gasie (siehe 2.4.8) gefarbt oder auf eine

Nitrocellulose bzw PVDF-Membran transferiert (si€h4.9).
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1 x Lammli-Probenpuffer 60 mM Tris-HCI; 2% (w/v) SDS; 10% (v/v) Glycerol00% (w/v)
Bromphenolblau; 5% (v/v)7-Mercaptoethanol; 60 mM Tris-HCI; pH 6,8

2.4.8 Coomassie-Farbung von Gelen

Nach der SDS-PAGE wurde zuerst das Boden- und aasr®lgel von dem Trenngel
entfernt. Anschlieend wurde das Trenngel in eirfésinbebad 30 min lang inkubiert.
Schliel3lich wurde das Gel so lange in einéntfarberbadunter Schitteln entfarbt, bis die

Proteinbanden vor einem klaren Hintergrund sichiemen.

Farbebad 0,1 % (w/v) Coomassie Brillant Blau R-250; 40 %)\\WMethanol,
10 % (v/v) Essigsaure; 50 % (v/v}®
Entfarberbad 30% (v/v) Methanol; 10% (v/v) Essigsaure; 60%)¥,O

2.4.9 Transfer elektrophoretisch aufgetrennter Peine auf Nitrozellulose-Membranen

Proteine, aufgetrennt durch SDS-PAGE, wurden rsittelektrophorese auf eine
Nitrocellulosemembran (Towbin et al., 1979) transie (Blotting).

Zuerst wurde ein in Blotpuffer getrdnktes Whatmantefpapier auf die
Graphitelektrode (Anode) plaziert. Darauf wurde digrocellulosemembran gegeben, die
zuvor in Blotpuffer gelegt wurde. Anschliel3end waialf die Membran zuerst das Trenngel
und dann ein weiteres in Blotpuffer getrdnktes Whaat Filterpapier gelegt. Zum Schluss
wurde darauf dann die zweite Elektrode (Kathodegiplt. Der Transfer der Proteine auf die
Membran wurde mit ca 1,5 mA/émdurchgefiihrt. Bei der GroRe der verwendeten Gele
entsprach dies etwa 200 mA.

Nach dem Proteintransfer wurden die Proteine incPaa-Féarbelésung gefarbt.
AnschlieRend wurde Uberschissige Farbeldsung dwelschen mit entsalztem Wasser

entfernt.

Blot-Puffer 20 mM Tris; 150 mM Glycin; 20 % (v/v) Methanol; @,06 (w/v)
SDS
Ponceau S-Farbeldsung 0,2 % (w/v) Ponceau S in 3 % (w/v) TCA
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2.4.10 Bestimmung der Proteinkonzentration

Proteinkonzentrationen wurden nach der Methode Bradford bestimmt (Bradford,
1976). 1 ml des 1.5 verdinnten BioRad Bradford Reagwurde mit 1-10 pl der
Proteinlésung gemischt und 10 min bei RT inkubiartschlie3end wurde die Absorption bei
595 nm gemessen und die Konzentration mit Hilfeeeiichkurve, die mit definierten

Mengen des Proteins IgG erstellt worden war, bestim

2.4.11 Fallung von Proteinen mit Trichloressigsauf@CA)

Bei sehr niedriger Proteinkonzentration wurdenidider Probe enthaltenen Proteine
mittels Zugabe von TCA (Endkonzentration 12% (w/ggfallt und damit aufkonzentriert.
Nach einer 15-minitigen Inkubation des Protein-TGAmisches wurden die Proteine in
einer Eppendorf-Tischzentrifuge sedimentiert (13@)015 min; 4°C). Das Pellet wurde
anschlieend mit 1 ml Aceton (-20°C) gewaschen iemibterschissige TCA zu entfernen.
Das Protein wurde 10 min bei Raumtemperatur getreickind schliel3lich in 1 x Lammli

resupendiert.

2.4.12 Immundetektion von Proteinen

Das folgende Protokoll galt fur alle Antikbrpergdaus Kaninchenplasma gewonnen
wurden. Alle durchgefiihrten Schritte wurden bei dRifchgefiihrt. Nach dem Proteintransfer
(siehe 2.4.9) wurden die Membranen 30 miBiackpuffer 1geschwenkt, um unspezifische
Bindungsstellen abzusattigen. AnschlieBend wurderviembranen mit einem spezifischen
Antiserum oder einem affinitdtsgereinigten Antikérpaus Kaninchen inkubiert. Die
Antikdrper wurden je nach Titer zwischen 1:250 dn8i000 in Blockpuffer verdinnt. Nach
dreimaligem, 5-mindtigem Waschen der Membrane BS-Puffererfolgte der Nachweis
gebundener Antikérper Uber gegen Immunglobulin Gs alfaninchen gerichtete
Zweitantikorper. An diese Zweitantikorper war Megttich-Peroxidase (HRP) gekoppelt
(Ziege anti-KaninchenHRP Konjugat, Biorad). Die Mmanen wurden 1 h in
Sekundarantikorper geschwenkt, welcher zuvor 1:0080Blockpuffer lverdiinnt worden
war. Nach dreimaligem WaschenTiBS-Pufferwurden die gebundenen Zweitantikbper tber

die Peroxidase mit einem auf Chemolumineszenz tessien Detektionssystem (ECL, Sigma
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Aldrich) nachgewiesen. Die beiden LosungeGL1 und ECL2 wurden unmittelbar vor der
Zugabe auf die Membran im Verhaltnis 1:1 gemisblaich einer kurzen Inkubationszeit mit
dieser Mischung wurden die Membranen auf Rontgaefil (Fuji) exponiert.

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

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

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

ECL2 100 mM Tris/HCI; 0,024 % (w/v) 40,; pH 8,5

2.4.13 Immundetektion von Proteinen mit kauflichwworbenem His-Antikdrper

Bei der Immundekoration mit dem kauflich erworbendis-Antikérper der Firma
Qiagen fanden alle Schritte ebenfalls bei RT stdtispezifische Bindestellen auf der
Nitrozellulosemembran wurden durch 60-minitigesiUBetn in Blockpuffer Hisabgeblockt.
Die Membran wurde anschliel3end zweimal 10 min\Weischpuffeund einmal 10 min mit
TBS-Puffer gewaschen. Die Membran wurde nun 75 mmih den His-spezifischen
Antikdrpern (aus Maus) inkubiert, welche zuvor DQ0n Blockpuffer Hisverdinnt wurden.
Nach drei wie zuvor beschriebenen Waschschrittemdevudie Membran 60 min mit
Sekundarantikérpern, die gegen Immunglobulin G Blais gerichtetet waren, inkubiert
(1:5000 verdiinnt in 10% (w/v) Magermilchpulver iBS). Uberschiissige Antikoper wurden
durch viermaliges Waschen entfernt. Schliel3licblgté die Detektion wie oben beschrieben
(siehe 2.4.12).

TBS-Puffer 10 mM Tris/HCI; 150 mM NacCl; pH 7,5
Blockpuffer His 3 % (w/v) BSA in TBS-Puffer
Waschpuffer 20 mM Tris/Cl; 500 mM NacCl; 0,05 % (v/v) Tween2(®, @ (v/v)

Triton X-100; pH 7,5
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2.5 Puffer und Medien

LB-Medium:

LB-Platten:

S-Medium:

Lammli-Probenpuffer

10g/L Bacto-Trypton; 5g/L Hefeextrakt; 10g/L Namchlorid;
Fir LBamp wurde nach dem Autoklavieren des Mediums
100pg/ml, fur LBam 30pug/ml Endkonzentration Antibioti-kum
zugegeben

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

Fir LBamp-Platten wurde nach dem Autklavieren 100 pg/ml
Ampicillin zugegeben

1,7 g/L Yeast Nitrogen Basehne Aminoséduren und Ammon-
iumsulfat; 5 g/L Ammoniumsulfat; 2 % (w/v) Glukog&D);

2 % (w/v) Galaktose (SGal); 2 % (w/v) Lactat (SLader 2 %
(w/v) Glycerol (SG)

Auxotrophiemarker:
Adenin 20 mg/L
Uracil 20 mg/L
Histidin 30 mg/L
Leucin 30 mg/L

Lysin 30 mg/L
Methionin 30 mg/L
Tryptophan 30 mg/L

60 mM Tris/HCI; 2 % (w/v) SDS; 5 % (v/\)-Mercaptoethan-

TBS-Puffer:

TE-Puffer:

ol; 60 mM Tris/HCI; 10 % (v/v) Glycerol; 0,02 % (wW/
Bromphenolblau; pH 6,8

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

10 mM Tris/HCI 1 mM EDTA; pH 8,0
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YP-Medium: 1 % (w/v) Hefeextrakt;, 2 % (w/v) Bacto-Pepton; i€l auf
pH 5 einstellen und anschliel3end autoklavieren
2 % (w/v) Glukose (YPD); 2 % (w/v) Galaktose (YP¥ader
2 % (w/v) Glycerol (SG)
Glukose, Galaktose und Glycerol wurden als 40 %v)w/
(Glukose und Glycerol) bzw. 30 % (w/v) (Galaktose)

konzentrierte Stammldsungen separat autoklaviert.

Lactat-Medium: 3 g/L Hefeextrakt; 0,5 g/L Calciumchlorid; 0,5 gNlatrium-

chlorid; 0,6 g/L Magnesiumchlorid; 1 g/L Kaliumditiso-
genphosphat; 1 g/L Ammoniumchlorid; 3 mg/L Eisel)}l
chlorid; 2 % (w/v) Lactat; mit NaOH auf pH 5,5 elieken

Fur die Herstellung von Kulturplatten fir die Kulgrung vonS. cerevisiaavurden

vor dem Autoklavieren zusatzlich zu den Inhaltdstof des entsprechenden

Flissigmediums 2 % (w/v) Agar zugegeben.

2.6 Chemikalien und Geréate

2.6.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Agfa-Gevaert, Miinchen
Entwickler, Fixierer fur Rontgenfilme

AppliChem, Darmstadt
Tris, Ampicillin, Magermilchpulver, APS, #D,

Beckton Dickenson, Heidelberg
Bacto-Trypton

Biorad, Minchen
Proteinstandard und Reagenzien zur Proteinbestigmieerrettich-Peroxidase-
gekoppelte Anti-Kaninchen- und Anti-Maus-AntikérpdPrestained Precision Plus
Protein Standard

Braun, Melsungen

Kandlen, Spritzen
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2 Material und Methoden

Fuji, DUsseldorf
Medical X-ray Film Super RX 13 x 18 cm
GE Healthcare, Minchen
Bacto-Pepton, Glutathion-Sepharose
Gerbu, Gaiberg
Acrylamid, Ampicillin, DTT, HEPES, MOPS
Greiner, Kremsmdunster
15- und 50 ml Reaktionsgefalle
Fermentas, St. Leon-Rot
Molekulargewichts-Standards fir SDS-PAGE
Invitrogen, Groningen (NL)
DHb5a, Yeast Nitrogen Base, AMS
Metabion, Martinsried
Oligonukleotide
Millipore, Bedford, MA, USA
Amicon Ultra 10K, device
New England BioLabs, Schwalbach
DNA Ladder 1 kb, DNA Ladder 100 bp, Restriktionsendkleasen und 10 x Puffer
fur Restriktionsendonukleasen, Tag-DNS-Polymer&sesoxynucleosidtriphosphate,
T4-DNS-Ligase und dazugehdériger 10 x Puffer
peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen
Elektroporationskivetten, E.Z.N.A.® Gel Extractigit
Promega, Heidelberg
Pfu-DNS-Polymerase. Pure Yield Plasmid Midi Prept&ym
Qiagen, Hilden
Monoklonaler Anti-His-Antikorper, Ni-NTA-Agarose
R&D Systems, Abingdon (UK)
pYX242-Vektor
Roche Applied Sciences, Mannheim
Proteinase K, Proteaseinhibitor Complete, EDTA-free
Carl Roth, Karlsruhe
Roti®-PVDF-Membran, Saccharose
Sarstedt, Bad Homburg

Reaktionsgefal3e, Petrischalen, Pipettenspitzen
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2 Material und Methoden

Schleicher & Schiill, Kassel
Protan Nitrozellulosemembran BA83, Whatman Filtprpee, Faltenfilter, Sterilfilter
Seikagaku, Tokyo (Japan)
Zymolyase 20T
Serva, Heidelberg
Acrylamid, Agar-Agar, Agarose, Bisacrylamid, Bisig;rCoomassie Brillant Blau R-
250, Ethanol, Hefeextrakt, Lysozym, PMSF, Polyvoylolidon K15/MW 10000,
Ponceau S, SDS, Serva Blau G, TEMED

2.6.2 Gerate

Autoklav

Varioclav® 400E ; H + P Labortechnik, Oberschleifdhe
Brutschranke, Inkubatoren

Heraeus Christ, Osterode
CCD-Kamera fur Fluoreszenzmikroskop

AxioCam MRm; Carl Zeiss, Jena
Chromatographiesaule

Superose 6, Supedex 75;GE Healthcare, Minchen
Chromatographiesystem

Akta Explorer; GE Healthcare, Miinchen

Liquid Chromatography Controller LCC-500, Pharmdeilangen

Pump P-500, Pharmacia, Erlangen
Elektroporationssystem

Gene Pulser; BioRad, Munchen
Entwicklermaschine

Curix 60®; Agfa-Gevaert, Minchen
Feinwaagen

Sartorius, Mainz
Fluoreszenzmikroskpo

Axioplan 2; Carl Zeiss, Jena
Fraktionensammler

Pharmacia LKB * Frac-100, Pharmacia, Erlangen

Fraction collector Frac 100
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Gelkammern

Werkstatt Institut fur Physiologische Chemie, Miach
Kolbenhubpipetten

Abimed, Dusseldorf
Magnetrthrer

MR 3001 K; Heidorph Multipette Eppendorf, Hamburg
Peristaltische Pumpe

P-1; Amersham Biosciences, Freiburg
Photometer

Ultrospec 10 Amersham Biosciences, Freiburg

BioPhotometer Eppendorf, Hamburg
Quarzkivetten

Hellma
Reinstwasseranlagen

PureLab Plus; ELGA Berkefeld GmbH, Celle
Halbtrocken Blotapparatur

Werkstatt Institut fur Physiologische Chemie, Miach
Software Fluoreszenzmikroskop

Axiovision AC; Carl Zeiss, Jena
Spannungsquellen

Electrophoresis Power Supply EPS 600; Amershamciinses, Freiburg
Sterilbank

BDK, Sonnenbihl-Genkingen
Tank-Blot

Werkstatt Institut fir Physiologische Chemie, Miach
Thermocycler

Mastercycler gradient; Eppendorf, Hamburg
Thermomixer

Thermomixer compact; Eppendorf, Hamburg
Tieftemperaturschneidesystem

EM FCS; Leica Microsystems GmbH, Wetzlar
Transiluminator

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

Werkstatt Institut fur Physiologische Chemie, Miach
Ultramikrotom

Ultracut S; Leica Microsystems GmbH, Wetzlar

Ultracut E; Fa. Reichert-Jung,
Ultraschallgerat

Branson Sonifier B-15; G. Heinemann, Schwéabisch @mu
Vortex-Mixer

Bender und Hobein, Miinchen
Warmeschranke

Memmert, Hannover
Zentrifugen

Allegra X-22 R, Avanti J-20 XP, Avanti J-25, Beckm@oulter, Krefeld
Zentrifugen (Ultrazentrifugen)

Optima L8-M, Optima L-90K, Optima LE-80K, Beckmam@ter, Krefeld
Zentrifugen (Tischzentrifugen)

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

3K30, Sigma, Minchen

Microfuge® 22R Centrifuge, Beckman Coulter, Krefeld
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3 Ergebnisse

3.1 Funktionsanalyse einzelner Doméanen des Fcjl1-Reins

3.1.1 Ubersicht Konstrukte

Uber die molekulare Funktionweise von Fcjl war amfahg dieser Arbeit wenig
bekannt. Zur Funktionsanalyse von Fcjl1 wurden Metain verschiedenen Bereichen dieses
komplex aufgebauten Membranproteins erzeugt. Imd¥i@rund der beobachteten Defekte
von Hefezellen, in denen Fcjl deletiert ist, stibt Abwesenheit von Crista Junctions (CJs),
verminderte respiratorische Kompetenz und vergtéldditochondrien. Zuerst sollte mittels
Deletion bzw. Mutation einzelner Doméanen, der Tra@sbran-doméane (TMD), der Coiled-
Coil-Region und der konservierten C-terminalen Doendader Einfluss der einzelnen
Domanen auf die Funktionalitat von Fcjl untersugbtden (Abb. 3.1). Die Fcjl-Varianten

wurden mittels Expression vom pYX242-Vektor auf Kdementation der Deletion von Fcjl

getestet.
Matrix IM IMS
Coiled Caoil
Feftwr N —#jaxxe—— (D ——— D C
57 166 342 540
Coiled Caoll
Fejtosa. N =)0t ————— (D ——— - C
G52L 540
Coiled Call
Fejtparm N == — (D — D C
Did-1 540
Coiled Caoil His12
Feftstz N =——s)a0e———— (NI ———— S — C
540
His12
FCj14166-342His N st AXXXG) == I — C
540
Coiled Coll

Fcj11-472 N AXXXG C
‘ 472

Abbildung 3.1: Schematische Darstellung der verwereten Fcjl-Varianten zur Expression inS.
cerevisiae Fcjl-Konstrukte wurden in den pYX242-Vektor klortiemd in der Deletionsmutante
Afcjl (W303) exprimiert. TMD, Coiled-Coil-Doméane und €rinale Doméane sind zylinderférmig
dargestellt. IM, Innenmembran; IMS, Intermembrantau
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3 Ergebnisse

Das AXsG-Dimerisierungmotiv der TMD wurde durch die SequéXsL (G52L) ersetzt und
somit zerstért. Zum anderen wurde die TMD von Fgjurch die TMD der D-
Lactatdehydrogenase (DId1-TM) aBs cerevisiaeersetzt; diese weist ebenso wie Fcjl ein
Dimerisierungsmotiv in der Transmembranregion &ufzwei weiteren Mutanten wurde der
Coiled-Coil-Bereich (Aminosaurereste 166-342) une kbnservierte C-terminale Domane
deletiert. Die ACoiled-Coil (A166-342) Variante wurde C-terminal mit einem Hisldty
versehen (Fcjie6-342Hi, da der zu Verfigung stehende Fcjl-Antikbrperegegin Epitop in
der Coiled-Coil-Region gerichtet ist. Als Positivikmlle zur Fcjhies6-342His-Variante wurde

C-terminal His12-getagtes Volllangen-Fcjl verwen@ejlHis12).

3.1.2 Expression der Fcjl-Konstrukte

Zuerst wurde die Expression der einzelnen Fcjlardein getestet. Dazu wurden
gleiche Mengen an isolierten Mitochondrien der pr@shenden Stamme mittels SDS-PAGE
und Immundekoration mit einem spezifischen Fcjlw.bBis-Antikdrper untersucht (Abb.
3.2).

9
&
o v £ v v 5
A N N e A N (g5
(\?(‘\/ A:-\y ,\S ,\Q? v\Q\bv\éo '\\,v ,\2‘{’ '\9
& s e L0, 0 > 0
Al QL L LKL« & &
L N N N N XN N NN
$ P PP P © @
v Y Y Y VvV V v v kDa
—— . -
Foit * a0l Fcj1 (aHis)
. e i - — 45
k R
Tob55 w-— — —
— 45
TOMAD v c— — — — — | — — 5
Aco P — —— — C— a— o6
Cor RS  ———
— 35
E e —— ————— e, a——

Abbildung 3.2: Expressionslevel der Fcjl-Konstrukte Analyse von je 12,5 pg isolierten
Mitochondrien mittels SDS-PAGE, Blotting und anseRender Immundekoration mit Antikdrpern
gegen Fcjl. Zur Kontrolle wurden mitochondriale tBiwe verschiedener Lokalisation analysiert.
* Abbaubanden von Fcjl und unspezifische Kreuziea&n; Aco, Aconitase; WT, Wildtyp.

Bis auf Fcjlee-342His konnten alle Konstrukte mit einem Fcjl-Antikbrpeachgewiesen
werden. Die Proteinlevel aller Fcjl-Varianten warem vier bis achtfach héher als der
Proteinlevel von Fcjl im Wildtyp. Die Proteinlevebn FcjiwT, FcjlHisi2, Fcjlbidi-TM und
Fcjl1-172 waren vergleichbar, der Proteinlevel von Espl war etwas geringer. Uber
Nachweis des His-Tags mit einem spezifischen Anpigd wurde die relative Menge von
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3 Ergebnisse

Fcjlai1ee-342Hisim Vergleich zu den anderen Varianten indirektriibglHis12 bestimmt. Der
Proteinlevel von Fcjliee-342His ist vergleichbar mit demjenigen von HReigh2 und der
anderen Fcjl-Varianten. Als Kontrolle wurden die pEessionslevel verschiedener
mitochondrialer Proteine unterschiedlicher Subliskion mit spezifischen Antikérpern mit
untersucht. Die Level von untersuchten AulBenmenmiodeinen (Tom40, Tob55),
Innenmembranproteinen (Aac2, Cor2) und loslichemtddnen (Aconitase) waren im
Vergleich zum Wildtyp unverandert.

3.1.3 Lokalisation und Membranassoziation der Fcjlarianten

Fcjl ist mit einer TMD in der Innenmembran veratkeéer Hauptteil des Proteins, der
die Coiled-Coil-Domane enthalt, ist im Intermembeam (IMS) lokalisiert. Nun sollte die
korrekte Lokalisation und Membranassoziation dgt-Marianten Gberprift werden.

Die Lokalisation der einzelnen Proteine wurde duBeihandlung der Mitochondrien
mit Proteinase K (PK) und steigenden Konzentratiddggitonin (zwischen 0 und 0,1 % wi/v)
analysiert (Abbildung 3.3). Die Aktivitat der PK wde durch Detektion des Aul3enmem-
branproteins Tom70, einer Komponente des TOM-Korgse untersucht. Tom70 wird von
PK schon bei Vorliegen von intakten Mitochondricov@rdaut, da dessen Rezeptordoméne
zum Cytosol hin orientiert ist. Die Zuganglichkd#ar Protease zu Proteinen des IMS und der
Innenmembran wurde durch Detektion von Ervl bzws A®P/ATP-Transporters (Aac2)
kontrolliert, die Zuganglichkeit zur Matrix durcinmundekoration des Matrixproteins Hep1.
Ist die AuRenmembran ab einer gewissen Digitoniakatration durchlassig fur PK, wird
Ervl abgebaut. Von Aac2, das mit sechs Transmerhbliaas die Innenmembran
durchspannt, wird ein C-terminales Fragment abdespaDadurch entsteht ein etwas
kleineres Fragment, das mittels eines Antikrpegeg Aac2 detektiert werden kann. Wird
die innere mitochondriale Membran bei hohen Diginkanzentrationen durchlassig fir PK,
wird Hepl abverdaut. In den durchgefiihrten Digidraiktionierungen wurden alle Fcjl-
Varianten bei gleicher Digitoninkonzentration voer @dugesetzten PK verdaut wie Aac2 und
Ervl. Der C-terminale Hauptteil aller Fcjl-Variamteefindet sich demnach wie erwartet im
IMS.
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Abbildung 3.3: Submitochondriale Lokalisation der Fcjl-Varianten. Isolierte Mitochondrien der
entsprechenden Stamme wurden mit Digitoninldsurggeigender Konzentration (0-0,1 % Digitonin
(w/v)) und gleichen Mengen Proteinase K (PK) veatsddie Zuganglichkeit von PK zu Fcjl in den
verschiedenen Proben wurde mittels SDS-PAGE, We&kt und Immundekoration mit
Antikérpern gegen FcjlA( - D und F) sowie gegen den His-Tade) analysiert. Als Kontrollen
wurden das Matrixprotein Hepl, das IMS-Protein Erdds Innenmembranprotein Aac2 und das
AuRenmembranprotein Tom70 mittels spezifischer &mper analysiert. *, Abbaubande von Fcjl
bzw. unspezifische Kreuzreaktion.

Die Membranassoziation der Fcjl-Varianten wurde cllurzwei Experimente
Uberprift: Zum einen durch Karbonatextraktion, zanderen durch Membran-Flotations-
zentrifugation. Bei der Karbonatextraktion wird @igtrahierbarkeit von Proteinen bei hohem
pH aus der Membran bestimmt. Nach Inkubation unatrfagation bleiben I6sliche und aus
der Membran extrahierte Proteine in Losung, wahidathbranproteine sedimentiert werden.
Da es sich bei sedimentierten Proteinen im FallKonstrukten wie den Fcjl1-Varianten auch
um Aggregate handeln konnte, wurde die Membranggsmz mit einem Flotations-
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Experiment getestet: nach Karbonatextraktion wudie Probe unter einen Saccharose-
Stufengradienten geschichtet. LdOsliche Proteine égdregate verbleiben wéahrend der
Zentrifugation am Boden des Zentrifugationsrohrchdédagegen steigen membranverankerte
Proteine aufgrund der geringeren Dichte der MembnanGradienten auf und sind nach
Zentrifugation im oberen Bereich des Roéhrchensiadeh. In beiden Fallen wurden nach
SDS-PAGE und Western-Blot die entsprechenden Fenagti mittels Immundekoration neben
Fcjl zur Kontrolle auch auf den in der InnenmembliElisierten Aac2 und das losliche
Matrixprotein Hepl getestet.

Fur alle Fcjl-Varianten konnte die Membranverankgrugezeigt werden (Abb. 3.4).
Wahrend nach Karbonatextraktion alle Fcjl-Konsgukisammen mit Aac2 sedimentieren,
stiegen alle Varianten zusammen mit Aac2 im Sacdegradienten auf. Das losliche

Matrixprotein Hepl verhielt sich in beiden Expermten entgegengesetzt zu Fcjl und Aac2.
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a
M S P MF SF  «kpa M s P MF SF
— ) — 66
Foil W D — ia Foil e — —
— — 35
Aac2 D e — % Aac2 [ -— —
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Abbildung 3.4: Fcjl-Konstrukte sind membranassoziig. Isolierte Mitochondrien (M) wurden mit
0,1 M Natriumkarbonat extrahiert. Linke Spalte: EwrZentrifugation wurden die Membran-
fraktionen (P) von den loslichen Fraktionen (S)rgemt. Die Extrahierbarkeit der mitochondrialen
Proteine wurde durch SDS-PAGE der Proben und Immkowdtion ermittelt. Hierzu wurden
Antikérper gegen Fcjl, Aac2, Hepl verwendet. RecBpalte: Nach Natriumkarbonatextraktion

wurde die Probe unter einen

Membranfraktionen (MF) und

Saccharosestufengtediergeschichtet und
losliche Fraktionen (SRyurden durch SDS-PAGE und

zentrifugiert.

Immundekoration gegen Fcjl, Aac2 und Hepl analydiejlaies-342(E) wurde mit einem Antikdrper

gegen den His-TagiHis) detektiert.
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3.1.4 Die konservierte C-terminale-Domane ist nohaey fur Wachstum in nicht

fermentierbarem Medium

Die Fcjl-Varianten wurden auf ihre Fahigkeit aufriq@dementation des Wachstums-
phénotyps deafcjl-Stammes untersuchifcjl Stamme, welche die entsprechenden Fcjl-
Varianten exprimieren, wurden in nicht fermentiedma Flissigmedium (Laktat-
Minimalmedium) kultiviert und anschlieBend in Verghiuingsreihen auf fermentierbarer (SD-
Leu) und auf nicht fermentierbarer (SLac) Kohleffsigelle gettpfelt. Zur Kontrolle wurden
sowohl der Wildtypstamm als auch dgfcj1l-Stamm mit pYX242-Leerplasmid untersucht.
Abb. 3.5 (A-C) zeigt das Wachstumsverhalten deejigen Stamme.

A

SD-Leu SLac-Leu

WT/ pYX242

Afcj1/ pYX242

Afej1/ Fejiwt

Afcj1/ Fcj1pid1-TM

Afcj1/ Fcj1es2L

SD-Leu SLac-Leu

WT/ pYX24

Afcj1/ pYX242
Afcj1/ Fcj1His12
Afcj1/ Fcj1a166-340His

SD-Leu SLac-Leu

WT/ pYX242
Afcjtl pYX242
Afej1! FGiAWT
Afcj1/ Fj11-472

Abbildung 3.5: Die konservierte C-terminale Doméane ist wichtig fiwachstum in nicht
fermentierbarem Medium Die Stamme wurden bei 30 °C bis zur mittleren lgbarischen
Wachstumsphase in  SlLac-Leu-Medium angezogen, aunean folgenden funffachen
Verdinnungsschritten unterzogen, auf SD-Leu- undcSleu—Platten gettpfelt und bei 24°C zwei
(SD) bzw. drei (SLac) Tage inkubiert.
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Die beiden Positivkontrollemfcjl/ Fcjlwt wie auchAfcjl/ Fcjlnisi2 wuchsen auf nicht-
fermentierbarer Kohlenstoffquelle wie WT/ pYX242 A A-C). Wéahrend die Stamme
Afcjl/ Fcjloidi-tm und Afcjl/ Fcjles2L ebenfalls das Wachtum der Wildtypkontrolle
erreichten (Abb. 3.5.A), fihrte die Expression @eterminal deletierten Variante von Fcjl
(Fcjla-479 in Afcjl zu keiner Verbesserung der respiratorischen Koemze{Abb. 3.5.C).
Expression von Fcphee-342Hisdagegen fihrte wieder zu einem gesteigerten WaichGbb.
3.5.B). Alle untersuchten Stamme zeigten auf fetredmarem Medium (Glukose) gleiches
Wachstum. Zusammenfassend ist die C-terminale Demi&ém Fcjl essentiell fur die

Respirationskompetenz.

3.1.5 Die Coiled-Coil-Doméane von Fcjl und die C4t@inale Doméane sind fir die

Ausbildung von CJs wichtig

Die Bedeutung der einzelnen Domanen fir die Adsibig von CJs wurde in einer
weiteren Reihe von Experimenten untersucht. Daztdevw Zellen der diversen Mutanten
chemisch fixiert. Cryoschnitte der fixierten wurdefellen angefertigt und mittels
Transmissionselektronenmikroskopie analysiert. Regmtative Bilder sind in Abb. 3.6
dargestellt.

Die Uberexpression der beiden Volllangen-KonstrikagwT und Fcjhisi2 fiihrte wieder zu
Ausbildung von CJs. Deren Anzahl pro mitochondralgchnitt war, wie beschrieben (Rabl
et al., 2009), im Vergleich zur Wildtyp-Kontrollerr®ht. Da die Expressionslevel der
einzelnen Fcjl-Varianten vergleichbar mit Volllangecjl waren (siehe 3.1.2), wurde die
Anzahl der CJs pro mitochondrialem Schnitt in deaténten mit der Anzahl der CJs pro
mitochondrialem Schnitt vonfcjl/ Fcjlwt verglichen (Tabelle 3.1).

Die Anzahl der CJs imfcjl/ FcjlHisi2 war im Vergleich zuAfcjl/ Fcjlwt leicht reduziert.
Dies kann auf eine geringe Storung der Funkticiiatier C-terminalen Doméne durch den
His-Tag hindeuten. Iifcjl-Stammen, welche Fcjl-Varianten mit einer Mutatier TMD
(FcjIbidi-t™ und FcjIes2L) exprimierten, konnte eine signifikante Anzahl @iis beobachtet
werden. Diese war bei der Expression von Bigjltm im Vergleich zu Fcjivt leicht
reduziert. Expression von fespL fihrte dagegen zu einer leichten Erh6hung der @ZaAl.
Weder die Sequenz der TMD noch das Dimerisierungsnsond daher fir die Ausbildung
von CJ essentiell. Expression der Fcjl-Varianteeo@niled-Coil-Doméne konnte deicjl-
Phanotyp dagegen kaum komplementieren:Algjl/ Fcjlaiee-342His wurden kaum CJs
beobachtet. Ebenso flhrte die Expression voniFepinur in geringem Mal3e zur Ausbildung
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von CJs. Zusammenfassend sind sowohl die konserv@zterminale Domane von Fcjl wie
auch der Coiled-Coil-Bereich fur die Ausbildung v@as wichtig.

WT/ pYX242 Afcj1/ pYX242 Afcj1l Fejtwr Afcj1l Fcjlist2

Afcj1/ Fcj1pid1-Tm Afcj1/ FcjlasaL
.-*- 3 A

Abbildung 3.6: Die Coiled-Coil-Doméane und die C-terminale DoméanervFcjl sind wichtig fur
die Ausbildung von CJs Elektronenmikroskopische Aufnahmen mitochondriafgchnitte der
angegebenen Fcjl-Stamme (W303). Als Kontrollen dihtBilder des Wildtyp- und dedfcjl-
Stammes gezeigt; GroRenbalken 100nm. In Zusammeharth Dr. Frank Vogel, Miguel Barrera und
Katharina Eydt.

Afcjl/ Afcjl/ Afcj1/ Afcj1/ Afcj1/ Afcj1/
Fcjlwr  Fcjloidi-tv  Fcjlesat FcjlHisi2 Fcjlaies-342His  Fcjli-472

Relative Anzahl

an CJs pro 1 0,68 1,24 0,8 0,04 0,09
mitochondrialem

Schnitt

Tabelle 3.1: Quantitative Auswertung der Anzahl derCJs pro mitochondrialem Schnitt im
Vergleich zu Fcjlwt. Ausgewertet wurden elektronenmikroskopische Aufremmhemisch fixierter
Zellen der angegebenen Hefestdmme. Die Anzahl der @o mitochondrialem Schnitt wurde
bestimmt und im Verhaltnis zu der Anzahl der im &ip vorhandenen CJs angegeben.
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3.1.6 Die C-terminale Domane von Fcjl ist fir deominant neqgativen Effekt

verantwortlich, der bei Uberexpression von Fcjl éner Asu e Mutante beobachtet wird

Die Expression der Untereinheit Suder RFo-ATP-Synthase beglnstigt eine positive
Membrankrimmung der Cristamembranen. Hingegen tigiirdie Expression von Fcjl
eine negative Membrankrimmung (Rabl et al., 2009¢ser antagonistische Effekt wurde
durch den Befund unterstrichen, dass die Deletmmn Sue in einemAfcjl-Stamm wieder zu
einem gesteigerten respiratorischem Wachstum {&ail et al., 2009).

Diese genetische Interaktion konnte durch die Belafomg gestitzt werden, dass die
Uberexpression von Fcjl in einensu eStamm das Wachstum auf nicht fermentierbarem
Medium vermindert (Abb.3.7). Dieser zufolge wurde &xpression von Fcjl-Varianten in
Asu euntersucht. Nur die Expression der C-terminal datien Variante von Fcjl imsu e
Stamm fuhrte nicht zu einem dominant negativen KEffBiese Beobachtung zeigt auch die

malf3gebliche Beteiligung der C-terminalen DomandearFunktionalitat von Fcjl.

SD-Leu SlLac-Leu

Asu el pYX242

Asu el Fcjiwt

Asu el Fcj1His12

Asu el Fcj11-472

Asu e/ Fcj1pid1-T™

Asu el Fcj1a166-342His

Abbildung 3.7: Die konservierte C-terminale Doméane ist fir dominanegativen Effekt von Fcjl
in 4Asu e verantwortlich Die Stamme wurden bei 30 °C bis zur mittleren ldabarischen
Wachstumsphase in  SlLac-Leu-Medium angezogen, aufeénr folgenden flnffachen
Verdinnungsschritten unterzogen, auf SD-Leu- undcSleu—Platten gettpfelt und bei 24°C zwei
(SD) bzw drei (SLac) Tage inkubiert.

3.1.7 Die Verankerung in der Innenmembran ist essietl fiir die Funktion von Fcjl

3.1.7.1 Fcjtytb2 wird von Impl prozessiert

Die Aminosauresequenz der TMD von Fcjl ist fur Aiesbildung von CJs nicht von
essentieller Bedeutung. Dies folgte aus den elektrmikroskopischen Untersuchungen und
dem Wachstumsverhalten der beiden Stamiiegl/ Fcjlbidi-Tm und Afcjl/ FcjlcszeL. Ob die

Verankerung von Fcjl in der Innenmembran durch eiigene TMD wichtig fir dessen
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Funktion ist, sollte nun mit einem l6slichen, im $Mokalisierten Fcjl-Konstrukt untersucht
werden. Dazu wurden die N-terminalen Aminosaurerels6 von Fcjl gegen den N-
terminalen Bereich von Cytochrol (Cytb2, Aminosaurereste 1-167) ausgetauschtb@yt
wird nach erfolgtem Import in die Innenmembran we Abtrennung des Signalpeptids
durch die Matrix-Prozessierungs-Peptidase (MPP) den Protease Impl zwischen den
Resten 80 und 81 gespalten. Die Spaltstelle isdaufiIMS-Seite der Transmembranregion
der Cytochronmb2-Vorstufe lokalisiert (Abb. 3.8.A). Dadurch enst@me Fcjl-Variante, die

ohne TMD im IMS vorliegt. Da die Aminosduren 81-166n Cyb2 am N-Terminus

verbleiben, ist diese Fcjl-Variante gréf3er als Wtjl

Matrix IM IMS
‘ Coiled Caoil
Fejopz N o 0 ———— I C
Cytb ‘ 80] 167 57 540
Imp1
4
&
RN v
» N
&S
& & &
N &
N . \()\
N %
Fcjlcytb2-i —>§ -—
Fcjlcytb-m —> - — 66

Fcjtwt > — —

Abbildung 3.8: Fcjlcytbz wird von der Impl-Protease prozessiert(A) Schematische Ubersicht
Uber die l6sliche Fcjl-Variante zur ExpressiorSincerevisiaeDetails siehe Abb. 3.1 (Bjcjlcyth?
wird von der Impl-Protease prozessiert. Aus denegelgenen Hefestdmmen wurde das
Gesamtprotein durch alkalische Extraktion isoligrtl gleiche Mengen an Protein mittels SDS-PAGE
und Immundekoration mit einem Antikorper gegen Fajalysiert. WT, Wildtyp; Fcjdyto2-i, Fcjlcyto2
intermediar; Fcjtytb2-m, Fcjleyto2 maturiert.

Zunachst wurde die Prozessierung von &gt durch Impl Gberprift. Dazu wurde
dieses Konstrukt imAfcjl-Stamm (W303) exprimiert und mittels Gesamtzellgidion
analysiert. Um die GroRRe der nicht von Impl promessn Form zu bestimmen, wurde zur
Kontrolle Fcjlytb2 auch im Aimpl-Stamm exprimiert (Abb3.8.B). Im Fall vonAimpY/
Fcjlcytwo-Zellen konnten zwei Fcjl-Formen detektiert werddire Wildtyp-Form und die

intermediare, nur von MPP prozessierte Form vorldyep. Im Afcjl/ Fcjlcytbe-Stamm
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wurde die von Impl prozessierte maturierte Form @yib,-Fcjl (Fcjlcytbe-m) mittels
Immundekoration mit einem Anteil von mindestens 9986hgewiesen. Ein kleiner Rest von
Fcjlcyth2 bleibt ungespalten und somit weiterhin durch ey b2-TMD in der mitochon-

drialen Innenmembran verankert.

3.1.7.2 Fcjtytb2ist mit der Innenmembran assoziiert

Die Lokalisation und Membranassoziation von Egik wurde durch Digitonin-

fraktionierung sowie durch Karbonatextraktion undrivbraneflotation tberpruft.

0 0 0.005 0.06 %Dig.
]

Tom70 -+ + + o+ o+ 4+ + PK kDa

FCj1 /_?-—_.___ — 66

Extraktion Floating

— 35

Erv1 w: M S P MF  SF kDa

Foi1 - | — 66

PG e —— — 35
25

Aac2 —— — ——

— 18
Het vt - —_—

Afcj1/ Fcjlcytb2 Afcj1/ Fcjicyth2

Abbildung 3.9: Fcjlcytb2 ist im IMS lokalisiert und stark membranassoziiert

(A) Digitoninfraktionierung: Isolierte Mitochondrien md=cjlcyt2 exprimierenden Zellen wurden mit
Digitonin in steigender Konzentration (0-0,1 % Bagiin (w/v)) und gleichen Mengen Proteinase K
(PK) versetzt. Die Zugénglichkeit von PK zu Fcjlden verschiedenen Proben wurde mittels SDS-
PAGE, Western-Blot und Immundekoration mit Antikérp gegen Fcjl analysiert. Zum Vergleich
wurden die gleichen Membranen mit Antikbrpern gedas Matrixprotein Hepl, das IMS-Protein
Ervl, das Innenmembranprotein Aac2 und das Aul3efmzemprotein Tom70 dekoriert. (B)
Karbonatextraktion (links) und Membraneflotatioadints) (Details siehe Legende zu Abb. 3.1.4).

Mittels Fraktionierung der isolierten Mitochondrievurde die korrekte Lokalisation
von Fcjlcyw2 im  IMS  nachgewiesen (Abb. 3.9.A). Die Ergebnisseer d
Natriumkarbonatextraktion und des Flotations-Expentes zeigten eine immer noch sehr
starke Membranassoziation von diesem Konstrukt (Ab8.B). Nur ein sehr geringer Tell
dieser Fcjl-Variante wurde wie Hepl in der I6slicheaktion detektiert. Wahrscheinlich ist
fur die beobachtete Membranassoziation eine starezaktion mit Membranproteinen die
Ursache. Eine mdgliche Erklarung fur diese Beohauhtkdonnte eine Interaktion von
Fcjlcytb2 mit der intermediaren Form von Fcjib2 sein da Fcj1 homotypische Interaktionen
eingeht (Rabl et al., 2009). Diese Erklarung irdings aufgrund des sehr geringen Anteiles
der nicht prozessierten Form unwahrscheinlich. Dankst auch eine Assoziation mit der

Aul3en- und Innenmembran Gber unbekannte Interadgismner.
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3.1.7.3 Die Verankerung von Fcjl in der Innerambran durch die TMD ist wichtig fir

das Zellwachstum

Der StammAfcjl/ Fcjlcytb2 wurde auf Komplementation des Wachstumsphénotyps
von Afcjl in nicht-fermentierbarem Medium (SLac-Leu) getesfair Kontrolle wurde das
Konstrukt auf fermentierbarem (SD-Leu) Medium as@yt. Die Expression von Fgjib2 in
Afcjl fuhrte in Laktat-Medium nicht zur Steigerung despiratorischen Kompetenz. Im
Gegensatz zu den zuerst untersuchten VarianterFgdn(siehe 3.1.4) war das Wachstum
von Afcjl/ Fcjlcytw2 auf fermentierbarem Medium im Vergleich zu WT/ pX22 undAfcjl/
pYX242 deutlich reduziert. Dies deutet auf einenmdw@nt negativen Effekt dieses
Konstrukts hin. Daher wurde das Wachstum von ¢&ejd auch im Wildtyp-Hintergrund
getestet: Hier zeigte die Expression von Egtb ebenfalls einen dominant negativen Effekt
auf fermentierbarem Medium (Glukose). Dagegen wdrnacht fermentierbarem Medium
(Laktat) das Wachstum im Vergleich zum Wildtyp nieckermindert. Die Verankerung von
Fcjl in der Innenmembran durch eine eigene TMDs@shit wichtig fur die Funktionalitat
dieses Protein. Da Fgjb2 fest membranassoziiert ist (siehe 3.1.7.2), kodetedominant
negative Effekt durch unreguliertes Binden an eembranstandiges Protein und der daraus

resultierenden Inhibierung dieses Proteins seirsadire haben.

SD-Leu SlLac-Leu

WT/ pYX242

Afcj1/ pYX 242
WT/ Fcjicytb2

Afcj1 | Fcjlcyth2

Abb.3.10: Die Expression von Fcjtytb2 kann in Afcjl-Stammen die Respirationskompetenz
nicht wieder herstellen und fuhrt auf glukosehaltiggm Medium zu einem dominant-negativen
Effekt. Die Stamme wurden bei 30 °C bis zur mittleren tidbeischen Wachstumsphase in SLac-
Leu-Medium angezogen, aufeinander folgenden flumfladkerdiinnungsschritten unterzogen und auf
SD-Leu- und SLac-Leu-Platten getupfelt. Als Korlaolwurde der korrespondierende Wildtyp- bzw.
Afcj1-Stamm mit pY X242 Leerplasmid mit aufgetragen.
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3.1.7.4 Der Proteinlevel von Failtb2ist in Laktat-Medium vermindert

Das Wachstum von Fgajith2 exprimierenden Zellen zeigte nur in glukosehaitige
Medium einen dominant negativen Effekt. Um zu wuehen, ob die Proteinmenge dieser
Fcjl-Variante unter verschiedenen Wachstumsbedogwurunterschiedlich ist, wurden der
Afcjl Fcjlcytw2-Stamm und als Kontrolle deafcj/ Fcjlwt-Stamm auf glukose- und auf
laktathaltigem Medium kultiviert. AnschlieRend ward gleiche Mengen an isolierten
Mitochondrien nach SDS-PAGE und Blotting mit einémtikdrper gegen Fcjl untersucht.
Zur Kontrolle wurden verschiedene mitochondrialet®ine unterschiedlicher Sublokalisation
mit analysiert.

Die Menge von Fcjdytb2 war nach Wachstum in laktathaltigem-Medium nieelrigis in
glukosehaltigem Medium (Abb. 3.11). Somit kann Baklen des dominant-negativen Effekts
nach Wachstum von Fa@#b2 in Laktat-Medium mit einem verminderten Proteirdeerklart
werden. Der niedere Proteinlevel der Iegj>-Variante ist wahrscheinlich auf erhéhte
Instabilitat unter diesen Wachstumsbedingungen ckanifiihren, da auf Laktat der
Proteinlevel von Fcjdytb2 deutlich niedriger als das von Feji war und die Expression von
Fcjlcytw2 und Fcjlvt unter der Kontrolle des gleichen Promoters (TRif) dem pYX242-

Plasmid stehen.

SD-Leu SLac-Leu

Afcj1/ Fejiwt  Afej1/ Fejleyz  Afcj1/ Fejiwt  Afcj1/ Fcjlcytb2

; —— — -_— 66
FCJ1 — — — ——

TOD55 s com— o G — e —————— e
- — 45
Tom40 R —————— D e — - —— 45

— 35

AAC — — T — e G —
Cor2 — — S c— " —— 35
Aco — s+ O . w

66
TiM23 e —per e - - G [

Abbildung 3.11: Der Proteinlevel von FcjLytb2 ist in Laktat-Medium vermindert. Je 25 g, 12,5
Mg und 6,25 pg isolierte Mitochondrien aus den gagenen Hefestammen wurden nach SDS-PAGE
und Blotting mittels Immundekoration mit Antikorpergegen Fcjl und weitere mitochondriale
Proteine analysiert.
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3.1.7.5 Einfluss von Fcidytb2 auf die mitochondriale Ultrastruktur

Da sich die Aminosauresequenz der TMD fir die Aldsinig von CJs als nicht
essentiell herausstellte, wurde die Bildung von @dsh fur den Stammfcjl/ Fcjlcyth2
mittels Cryoelektronenmikroskopie von chemisch dif¢n Hefezellen getestet. In diesem
Stamm war das Verhaltnis der Anzahl der CJs im Maig zumAfcjl/ FcjlwT-Stamm um
55% erniedrigt (0,45). Die Bildung der CJs kann &eifweise unprozessiertes Fcyb2
zuruckgefuhrt werden. Dies bestatigt das Ergelnass die Aminoséauresequenz der TMD
nicht entscheidend fir das Entstehen von CJs stz der Ausbildung von CJs konnten in
diesem Stamm héaufig stapelférmig angeordnete @mestabranen wie imAfcjl-Stamm
beobachtet werden (Abb. 3.12), was als weiterei Ifiot die Notwendigkeit einer eigenen

TMD fir Fcjl interpretiert werden kann.

Fcj1cytv2 Fcj1cytb2

Abbildung 3.12: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Schnitten von Fcjkyto2-
exprimierenden Zellen. Gezeigt sind elektronenmikroskopische Aufnahmen dem Stammifcjl/
Fcjlcytb2 (W303). Grolienbalken 100nm.

3.1.8 Einfluss der Expression der untersuchten Feyhrianten auf die mitochondriale
Morphologie

Deletion von Fcjl fuhrt neben der Abwesenheit vais Guch zu einer veranderten Gestalt der
Mitochondrien (Rabl et al., 2009). De¥fcjl-Stamm enthalt zwar immer noch tubulére
Mitochondrien, diese sind aber im Vergleich zumdip vergréRert (Rabl et al., 2009). Die
Rolle der einzelnen Domanen von Fcjl wurde auchtdleeh der mitochondrialen
Morpholgie untersucht. Dazu wurden die oben besblknen Stdmme zusatzlich mit einem
Plasmid transformiert (pVT100U-mtGFP; siehe 2.3wglches die Expression von GFP und
dessen Lokalisation in die mitochondriale Matrixnéglicht. Diese Stamme wurden mittels
Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Eine quantgathuswertung der morpho-logischen
Klassen tubular, fragmentiert und vergroRert islsb. Abb. 3.13.B dargestellt. Als nicht
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fragmentiert wurden Mitochondrien klassifiziertrele Lange mindestens dreimal grél3er war

als ihr Durchmesser.
A

100 1

90 A
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70
60 -
50
40 A

30

Relative Menge (%)

10 1

Afcj1l Fcj1pid1-Tm

0 -

WT/ pYX242 Afcj1l pYX242

Afcj1] Fcj1His12

Afcj1 FejiesaL

Afcj1l Fcjicytb2

Afcj1l Fcj11-472

M Tubular
O VergréRert
] Fragmentiert

v N g 9 & o o
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Abbildung 3.13: Untersuchung der Rolle der verschiedenen Mutanteronv Fcjl auf die
mitochondriale Morphologie Die angegebenen Hefestdmme, welche in der mitoctabed Matrix
lokalisiertes GFP exprimieren, wurden in SLac-Mialmedium kultiviert und die mitochondriale
Morphologie mittels Fluoreszenzmikroskopie untehdudlindestens 100 Zellen wurden je Stamm
gezahlt und der Anteil an Zellen mit tubuléaren,gfrentierten und vergréRerten Mitochondrien
bestimmt. (A) Reprasentative Fluoreszenzbilder kfljn und Phasenkontrastbilder (rechts) der
angegebenen Hefestamme; (B) Quantitative Analysamgegebenen Morphologiephénotypen.
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Die beiden StammeAfcjl/ Fcjlwt und Afcjl/ Fcjlhisi2 wiesen eine mitochondriale
Morphologie auf, die von der des Wildtyps nicht umterscheiden war. Der Morphologie-
Phéanotyp deafcjl-Stammes konnte durch Expression der beiden Fcjiaian Fcjbidi-Tm
und Fcjls2L weitestgehend komplementiert werden: WahrendAfigj1-Stamm 88 % der
Mitochondrien vergroRert waren, so war dessen AniteiAfcjl/ Fcjlbidi-tv und Afcjl/
Fcjles2L mit nur noch 16,4 % beziehungsweise 6,8 % deudichedrigt. Die Verankerung
von Fcjl mit einer eigenen TMD in der Innenmembrgh fir die mitochondriale
Morphologie wichtig; in dem Afcjl/ Fcjlcytwe-Stamm wurde nur eine partielle
Komplementation beobachtet. In diesem Stamm wamh 7,6 % der Mitochondrien
vergrol3ert. Die Expression von Fcjl ohne CoiledH-Doimane bzw. C-terminaler Doméne in
Afcjl erniedrigte den Anteil der morphologisch veranelemitochondrien nicht signifikant.
In Fcjlaiee-342Hisund Fcjli-472wurden noch 77,0 % bzw. 80,5 % vergro3erte Mitochiem
beobachtet.

66



3 Ergebnisse

3.2 Charakterisierung der C-terminalen Domane (Amimsaurereste 473-540) von Fcjl

Die fur die Funktion von Fcjl als essentiell chaeaisierte C-terminale Doméane
wurde genauer untersucht. Dazu wurde die Aminoséste 473-540 umfassende Doméne
(Fcjla73-549, als Glutathion-S-Transferase (GST)-Fusionsproteindem E. colrExpressions-

stamm BL21 (DE3) pLysS (Stratagene) exprimiert anschlieRend daraus aufgereinigt.

3.2.1 Fcjlu73-540bildet Homooligomere

Nach Zellaufschluss und anschlieRender Zentrifogatwurde das Zellextrakt zur
Proteinbindung mit Glutathion-Sepharose-Beads (B®Hds) inkubiert. Das Entfernen des
GST-Anhangs erfolgte an Beads durch Zugabe vonca®8n Protease, die eine Sequenz
zwischen GST und Fcji3-540 erkennt und schneidet. (Abb. 3.14). Da die Pre®ms
Protease ebenfalls einen GST-Tag besitzt, war diesden Beads immobilisiert, wahrend

geschnittenes Fgi3-540eluiert werden konnte.

kDa Beads
M T UB WS-PP+PP E M
116 —-— -
66 — el -
45 S — —
3B o
25 ~—— <4—— GST-Fcj1473-540
== ¥ «
= - - - GST
18 - - —
14 = -
| -
~ -

— < Fcj1473-540

Abbildung 3.14: Aufreinigung von Fcjl4a73-s4a Fcjla73-s4aowurde in denk. coliFStamm BL21 (DE3)
pLysS (Stratagene) exprimiert. Nach Zellaufschi{i§swurde 1 h mit GSH-Beads inkubiert. Nach
Abtrennung von ungebundenem Protein (UB) und Was(W§ wurde das an Beads gekoppelte GST-
Fcjla73-s40Fusionsprotein (Beads -PP) UN mit PreScissioneRs# inkubiert, um den GST-Tag von
Fcjl abzuspalten (Beads +PP). Nicht-getagtessfaciiowurde anschlieRend von den Beads eluiert
und gesammelt (E). M, Marker.

Anschlieend wurde das aufgereinigte Protein ein@roRRenausschluss-
chromatographie unterzogen. Dazu wurde die Elddina (E in Abb. 3.14) auf eine
Superdex 75-Saule (GE Healthcare) geladen undrdigiénen durch Absorption bei 280 nm
und mittels SDS-PAGE-Lauf mit anschlieRender CoameaBarbung analysiert. Zur
GroélRenbestimmung wurde die Saule mit den Markegpreh Ribonuclease A (13,7 kDa),
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Chymotrypsinogen (25,0 kDa) und Ovalbumin (48,1 kD@ jeweils eigenen
Gelfiltrationslaufen tber die proteinspezifischesalption bei 280 nm kalibriert.

Das aufgereinigte Protein eluierte in vier Peakfoalen (Abb. 3.15.A): Die erste Fraktion
nahe dem Ausschlussvolumen bei 8,2 ml ist auf mibkkulare Verunreinigungen
zurtckzufihren, wie mittels Coomassie-Farbung newiesen wurde (Abb. 3.15.B). Fejs-

540 eluierte in drei Peakfraktionen mit einem Elutieoisimen von 11,2 ml, 12,8 ml und 15,7
ml (Abb. 3.15.A/B). Der letzte Peak bei 15,7 ml gmicht dem Monomer mit einem
Molekulargewicht von ca. 7,8 kDa. Die beiden mittle Hauptpeaks entsprachen einem
Molekulargewicht von ca. 48 bzw. 32 kDa. Wurde @ifiltration mit dem Reduktionsmittel
DTT durchgefiihrt, so war Fcjl nur bei einem Elusieolumen von ca. 12,8 ml detektierbar
(Abb. Abb. 3.15.C). Dies lafst auf eine intermolekal Disulfidbriicke zwischen Faeji-546
Molekulen fur die Spezies mit einem Elutionsvolumean 11,2 ml schlieBen. Die
beobachteten Disulfidbriicken sind wahrscheinlichifizell, da die beiden in der C-
terminalen Doméane von Fcjl vorkommenden Cysteineenschiedenen Hefestdmmen nicht
konserviert sind (Abb. 3.15.D). Daher wurde diesoliachtung nicht weiter verfolgt. Da
Fcjla73-540 mit einem molekularen Gewicht von ca. 7,8 kDa inerd
GrolRenausschlusschromatographie mit einer scheimbddasse von ca. 32 kDa beobachtet
wurde, scheint dieses Fragment Tetramere auszuobilDees stimmt mit einer friheren
Beobachtung Uberein, dass Fcjl homotypische Iniersdn eingeht (Rabl et al., 2009).
Dimere und hoéhere Oligomere von Fcjl wurden mittétélienausschlusschromatographie

von Mitochondrien, die in dem Detergenz Triton-X@l$blubilisiert wurden, beobachtet.
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Abbildung 3.15: Fcjla73-540 bildet Oligomere. (A) Aufgereinigtes Fcjdz3-540 (Fraktion E in Abb.
3.14) wurde einer Superdex75-GroRenausschlussctographie unterzogen. Absorptionsprofil
(280nm) von Fcj4z3-540 nach Aufreinigung an GSH-Beads und Abspalten déS-Gags. (B) Die
Eluatfraktionen wurden nach Auftrennung mittels SIBSGE mit Coomassie gefarbt. Die Fraktion
bei 15,7 ml wurde TCA-gefallt und die 10-fache Bmoinenge aufgetragen. M, Marker, L, Load
(Fcjlars-saonach Aufreinigung an GSH-Beads und Abspalten dES-Gags). Das Laufverhalten der
Markerproteine Ovalbumin (48,1 kDa), Chymotrypsieng(25,0 kDa) und Ribonuclease A (13,7
kDa) wurden unter gleichen Bedingungen wie fir Egtsomittels Absorption bei 280 nm bestimmt.
(C) Absorptionsprofil (280nm) von Fcj1 mit (violett) drohne DTT (schwarz). (D) Sequenzvergleich
der C-terminalen Doméane von Fcj1 mit dem homologeschnitt aus verschiedenen Hefe-Arten.
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Die in der GréRenausschlusschromatographie beddackligomerisationsbildung
wurde in einem Affinitatsreinigungsexperiment ubé@fp Dazu wurde das GST-Feji-540
Fusionsprotein sowie GST als Kontrolle an GSH-Begékoppelt. AnschlieRend wurden
isolierte Mitochondrien aus dem Wildtyp-Stamm initdm-X-100-haltigem Lysepuffer
solubilisiert und das Lysat mit den zuvor prapaeer Beads inkubiert. Aus Wildtyp-
Mitochondrien konnte Volllangen-Fcjl an GST-Ro@ds40gebunden werden (Abb. 3.16). Im
Gegensatz dazu wurde eine Bindung an GST alleict&t teobachtet. Weitere untersuchte
Innenmembranproteine wie Atp4 und Mgml interagrerteicht mit GST-Fcjd73-540
Zusammen mit der Gelfiltration zeigt dieses Ergsbeine Beteiligung der C-terminalen

Domane an der Ausbildung homotypischer Interakiioven Fcjl.

Wildtyp-Mitochondrien

GST-
GST Fc1 473 - 540
T UBBC TUBB C kDa
Fej1 —— e 5
Atpd = | — 5
Mgm?1 é:; —— e 66

Abbildung 3.16: Die C-terminale Domé&ne von Fcjl bidet Fcjl. Die gereinigten ProteineGST-
Fcjl473-540 und GST-Protein wurden an GSH-Beads gebunden.chbitudrien aus dem Wildtyp-
Stamm wurden in Triton-X-100-haltigem Lysepuffedunlisiert (T, 5%) und an die vorbereiteten
Beads gebunden. Nach Waschen (UB, 5%) wurden daeBpelletiert und in LAmmli-Probenpuffer
aufgenommen (B, 100%) Die Fraktionen wurden nachS-$BGE und Blotting mittels
Immundekoration analysiert. WT, Wildtyp; C, GST-Egp-540 und GST ohne Inkubation mit
Mitochondrienlysat (Kontrolle); Mgm1l I, gro3e Isofio von Mgml; Mgml s, kleine Isoform von
Mgm1.

3.2.2 Die C-terminale Domane von Fcitteragiert mit Tob55

Zu Beginn dieser Arbeit waren Interaktionspartnen \Fcjl nicht bekannt. Um mégliche
Interaktionspartner zu identifizieren, wurden ditudEraktionen der oben beschriebenen
Affinitatsreinigung mit Antikorper analysiert, dgeegen verschiedene mitochondriale Proteine
gerichtet waren. Eine schwache, aber spezifischduBig der Komponente Tob55 des TOB-
Komplexes an GST-Fcji3-s540wurde beobachtet (Abb. 3.17). Der TOB-Komplexfistdie
Insertion vong-Barrel-Proteinen in die AuRenmembran verantwdrtlitob55 ist selbst eijft
Barrel-Protein und somit ein Substrat des TOB-Kaxres. Da die C-terminale Doméane auch
mit Volllangen-Fcjl interagiert, wurden solubiligie Mitochondrien aus demfcjl-Stamm
mit GSH-GST-Fcji73-546Beads inkubiert. Dies erfolgte, um eine indirekigeraktion tber

eine andere Doméne von Fcjl mit Tob55 auszuschiidBeter diesen Bedingungen konnte
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Tob55 mit einer hoheren Effizienz als aus Wildtytddhondrien an Fcyz3-540 gebunden
werden. Zur Kontrolle wurden die beiden gleichfatisder mitochondrialen AuRenmembran
lokalisierteng-Barrel-Proteine Porin sowie Tom40, eine Untereiindes TOM-Komplexes,
mit untersucht. In beiden Fallen war keine Intamkimit GST-Fcjk73-5400der GST alleine
zu beobachten. Dieses Ergebnis zeigt eine Interakier C-terminalen Domane von Fcjl mit
dem AulRenmembranprotein Tob55. Eine indirekte &kgon von Fcji73-540mit Tob55 tber
einen weiteren Interaktionspartner kann durch diedexperiment allerdings nicht

ausgeschlossen werden.

Wildtyp-Mitochondrien Afcj1-Mitochondrien

GST- GST-
GST Fcj1473 - 540 GST Fcj1473 - 540
TUBB C TUBB C TUB B C TUBB C kDa
Foil e am— | —
Tob55 = B Bl ———
- — 45
Tomd40 - 45

e —_— -
o TN Y. "

Abbildung 3.17: Die C-terminale Doméne von Fcjl intragiert mit Tob55. Die gereinigten
Proteine GST-Fcj473-540 und GST-Protein wurden an GSH-Beads gebunden.chbiodrien aus
dem Wildtyp- bzwAfcj1-Stamm wurden in Triton-X-100 haltigem Lysepuffelubilisiert (T, 5%)
und an die vorbereiteten Beads gebunden. Nach \WagthB, 5%) wurden die Beads pelletiert und in
Lammli-Probenpuffer aufgenommen (B, 100%) Die Fralén wurden nach SDS-PAGE und Blotting
mittels Immundekoration analysiert. WT, Wildtyp, GST-Fcjk73-s4a0und GST ohne Inkubation mit
Mitochondrienlysat (Kontrolle).

Um die beobachtete Interaktion von Fcjl mit Tob55b lzestatigen, wurden Ni-NTA-
Affinitatsfallungen durchgefuhrt: Dazu wurden Mitmndrien aus FcHisi>Zellen in
TritonX-100 haltigem Lysepuffer solubilisiert undtriNi-NTA-Beads inkubiert. Ein geringer
Anteil von Tob55 konnte zusammen mit Fcjl prazgpitiwverden (Abb. 3.18.A). Mit einer
geringeren Effizienz wurde ebenso eine Koisolatder Komponente Tob38 des TOB-
Komplexes mit Fcjl beobachtet. Das Experiment wurdeisolierten Mitochondrien aus
einem Hefestamm (YPH499) wiederholt, welcher Tob&&it einem N-terminalen
Octahistidinyltag exprimiert (Paschen et al., 2008)rchgefiihrt: Auch hier wurde die
Interaktion zwischen Fcjl und Tob55 beobachtet (AR 8.B). Verschiedene Aul3en- und
Innenmembranproteine, welche zur Kontrolle mit wgsigkt wurden, lieBen keine
Koreinigung mit Fcjhis12 bzw. HissTob55 erkennen. Dieses Ergebnis belegt eine speladi

Interaktion zwischen dem TOB-Komplex und Fcjl.
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Abbildung 3.18: Fcjl interagiert mit Tob55. (A) Mitochondrien aus Zellen, die eine His-getagte
Fcjl-Variante (Fcjtis12) oder nicht-getagtes Fcjl (Feft) exprimieren, wurden lysiert und einer Ni-
NTA-Affinitatsreinigung unterzogen. Ausgangsmate(ig 5%), die nicht-gebundene (UB; 5%) und
gebundene Fraktion (B; 100%) wurden nach SDS-PAGH 8lotting mit Immundekoration
analysiert. k. Exp., kurze Exposition. (B) Mitoclibien aus Zellen (YPH499), die eine His-getagte
Tob55-Variante HissTob55) exprimieren, und aus korrespondierenden tildellen wurden einer
Ni-Affinitétsreinigung unterzogen. Beschreibung h&e(A). * unspezifische Kreuzreaktionen von
Tom40 und Tom70.

3.2.3 Die Proteinlevel von Fcjl und Tob55 sind nicloneinander abhangig

Sind die Proteinlevel von Fcjl abhéngig von dendlewes TOB-Komplex? Tob55
war weder bei der Deletion noch bei UberexpressmmFcjl betroffen ist, wie bereits oben
beschrieben (siehe 3.2). Um eine mdgliche Abharmgigkon Fcjl vom TOB-Komplex zu
Uberprifen, wurde ein Hefestamm verwendet (YPH4803em Tob38 unter Kontrolle des
GAL-10-Promoters stand. Herunterregulation von ®I3 diesem Stamm (TQB durch
Wachstum in glukosehaltigem Medium fiihrt auch zneeistarken Reduktion des Tob55-
Levels (Waizenegger et al., 2004). Mitochondries &lefezellen dieses Stammes und des
korrespondierenden Wildtyp-Stamms, die in 0,2 %k@$e enthaltendem Laktat-Medium
kultiviert wurden, wurden mit SDS-PAGE und Immundekion analysiert (Abb. 3.19).
Wahrend die TOB-Komplex-Substrate Tom40 und Parif©B| im Vergleich zu Wildtyp
stark reduziert waren, konnte im Fall von Fcjl wach von diversen anderen

mitochondrialen Proteine keine Veranderungen bduabawerden.
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Abbildung 3.19: Die Proteinlevel von Fcjl und Tob55sind nicht voneinander abhangig.Ein
Hefestamm, in welchem Tob38 unter Kontrolle des G&@®kPromoters stand, wurde in
glukosehaltigem Laktatmedium kultiviert, um Kompoten des TOB-Komplexes herunter-
zuregulieren. Je 25 pg, 12,5 pg und 6,25 pg igelibtitochondrien aus diesem und dem unter
gleichen Bedingungen kultivierten Wildtyp-Stamm dein mittels SDS-PAGE und Immundekoration
mit Antikorpern gegen Fcjl, Tob55 und weiteren wilitondrialen Proteinen analysiert.

3.3 Fcjl bildet stabile Kontaktstellen zur AuRenmerhran tiber Tob55

Im vorangegangenen Abschnitt konnte eine Interakti@wischen dem
Innenmembranprotein Fcjl und dem in der AulRenmembolalisierten Protein Tob55
gezeigt werden. Nun sollte Uberprift werden, oblFejnen stabilen oder nur einen
transienten Kontakt zur AulRenmembran ausbildetuDazrde ein Experiment ausgearbeitet,
in dem durch Beschallung isolierter Mitochondriemnén- und AulRenmembranvesikel
generiert wurden, die anschlieBend in einem limegBaccharose-Gradienten aufgetrennt
wurden (Harner et al., 2011). Dies ist méglich, di@ mitochondriale AulRenmembran ein
geringeres Protein/ Lipid-Verhéltnis und daher ajpeeingere Dichte als die Innenmembran
aufweist. Falls stabile Kontaktstellen vorhandendsisollte aufgrund der Interaktion
zwischen Innen- und AulBenmembran Vesikel generidrden, die sowohl aus
Innenmembran- als auch aus Aul3enmembranvesiketehess Diese Vesikel sollten eine
mittlere Dichte zwischen reinen Innen- und AuR3enraebesikel aufweisen.

Abb. 3.20 zeigt das Ergebnis einer Dichtegradiergptrifugation derart hergestellter
isolierter mitochondrialer Membranvesikeln aus deéiildtyp-Stamm hinsichtlich der
Verteilung von Fcjl und ausgewahlten Aufl3en- uncemmembranproteinen. Die Proteine
Tom70 des TOM-Komplexes und Porin als Marker fue d\ullenmembran wurden
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grotenteils in Fraktionen mit niedriger Sacchakoseentration (Fraktionen 1 und 2)
detektiert. Nur zu einem geringen Anteil waren €id3roteine auch in der Mitte des
Gradienten (Fraktionen 11/12) zu finden. Die beitterenmembranproteine Cor2 und Tim23
wurden dagegen in Fraktionen am Boden des GradigRi@ktionen 20 und 21) mit hoher
Saccharosekonzentration und in kleiner Menge inMigte des Gradienten nachgewiesen.
Fcjl, im Unterschied zu Cor2 und Tim23, wurde gedReils in Fraktionen mit intermediarer
Dichte detektiert. Weiter wurde das Profil des Aufdembranproteins und Interaktions-
partners von Fcjl, Tob55, analysiert. Im VergleichTom70 und Porin war Tob55 mit einem
wesentlich hoheren Anteil am Gesamtprotein in détitevides Gradienten zu finden. Das
Profil von Tob55 in der Mitte des Gradienten wahezu identisch mit dem von Fcjl.
Zusammenfassend wird Uber Fcjl und Tob55 einelstilointaktstelle zwischen der Innen-

und der AuRenmembran ausgebildet.

Wildtyp
L 12 34 5678 91011121314151617 18192021 kDa
Fcj1 — Spp-— . — 66
Tob5s === - ~E~JWISE. W T
Tom70 ™S e e - — L s— 66
Porin | & — 35
Cor2 ™= ERES B — 4
Tim23 ™= - , B 5
——s
0,8 M 1,3M Saccharose

Abbildung 3.20: Ein Teil wvon Tob55 liegt in Kontakistellen mit der
Innenmembran.Membranvesikel aus friscisolierten Mitochondrien des Wildtyp-Stammes wurden
in einem linearen Saccharosegradienten durch Ho&gZentrifugation aufgetrennt.
Gradientenfraktionen wurden nach TCA-PrazipitatiSmS-PAGE und Blotting mittels Dekoration
mit AntikGrpern gegen die angezeigten Proteineyesiett.

Als nachstes wurde der Frage nachgegangen, ob Tallb durch Interaktion mit
Fcjl Kontaktstellen zur Innenmembran ausbildet. UWhes zu Uberprifen, wurden
Mitochondrien aus dem Afcjl-Stamm einer Subfraktionierung unterzogen. Fur
AulBenmembranproteine wie Tom70 und Porin wurdeerilgin eine Verschiebung zu
hoherer Dichte beobachtet: In den Fraktionen 4 keffnten diese mit nahezu identischer
Signalstarke wie in den Fraktionen 1 und 2 nachgsen werden (Abb. 3.21). In diesem
Bereich wurden Innenmembranproteine (Aac2, Cor2 ufich23) nur in geringen
Konzentrationen gefunden. Somit konnte eine unfipelae Hybridisierung von Innen- und

AulBenmembran wahrend der Beschallung d&jl Mitochondrien als Ursache fur das
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veranderte Laufverhalten ausgeschlossen werdenerDstheint die hohere Dichte der
AuRenmembran auf ein geringeres Lipid/ Protein-¥iltriis zu beruhen. In einer friheren
Studie (Rabl et al., 2009) wurde fur zahlreiche &ufdembranproteine keine Veranderung
des Proteingehalts infcjl-Zellen im Vergleich zum Wildtyp nachgewiesen. Daist ein
geringerer Lipidgehalt der AuRenmembran die walgistichste Ursache fir die veranderte
Dichte.

Tob55 war in Fcjl-defizienten Mitochondrien in déditte des Gradienten (Fraktionen 9-13)
nur noch mit einem geringen Anteil am Gesamtprotéetektierbar. Dies laRt darauf
schlieBen, dass durch Deletion von Fcjl die meidtemtakistellen von Tob55 zur
Innenmembran zerstort wurden. Allerdings war Tob&8ers als Tom70 und Porin noch zu
einem geringen Anteil in der Mitte des Gradientezoliachtbar und zeigte hier gleiches
Laufverhalten wie Innenmembranproteine (gezeigt2Gmd Tim23). Daher scheinen auch in

Mitochondrien aus Fcjl-defizienten Zellen noch wenkKontaktstellen vorzuliegen.

Afcj1
L 123 456 7 8 9!01112131415161718192021 kDa
Tob55 - waiisccese-BuBBEULI" "'

— 45

Tom70 [T55 s smaman e -

— 35

. ~
Porin W~ e ———
— 45
Tim23 | s i e s
0,8 M 1,3M Saccharose

Abbildung 3.21: Tob55 bildet eine Subpopulation mitkKontaktstellen zur Innenmembran tber
TOB. Membranvesikel aus friscksolierten Mitochondrien dedfcjl-Stammes wurden in einem
linearen Saccharosegradienten durch Zentrifugaiofgetrennt. Fraktionen wurden nach TCA-
Prazipitation, SDS-PAGE und Blotting mittels Dekioza mit Antikorpern gegen die angezeigten
Proteine analysiert.

Manche Lipide werden im endoplasmatischen Retikukymthetisiert und von dort
durch einen noch unbekannten Mechanismus zur AuBmtman der Mitochondrien trans-
portiert. Da aufgrund des Laufverhaltens insbesmnder Aullenmembran ein verédnderter
Lipidgehalt inAfcj1-Mitochondrien plausibel erscheint, wurden auchetie ER-Proteine aus
Wildtyp und demAfcjl-Stamm auf ihr Laufverhalten im Gradienten analysjabb. 3.22).
Gezeigt sind hier die Profile der Untereinheit Sec@er SEC-Translokase, der
Oxidoreduktase Erol und von Mmm1, das an dem Komtalschen ER und Mitochondrium

mit beteiligt ist (Kornmann et al., 2009). Das Hraler untersuchten Proteine wies keine
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auffalligen Unterschiede zwischen Mitochondrien auem Wildtyp-Stamm und

Mitochondrien aus demfcjl-Stamm auf.

Sec61

L 12 34567 8 91011121314151617 18192021 kDa

wt ~ | n————————— [— 40

AT e ——— — 45
Mmm1

wt \-...- | - — - .“_ 45
Ero1

wt R L S s

Afej1 s —--——— — 45

0,8 M 1,3M Saccharose

Abbildung 3.22: Analyse des ER in Wildtyp undAfcjl. Membranvesikel aus frisclsolierten
Mitochondrien des Wildtyp- und defcjl-Stammes wurden in einem linearen Saccharosegtadien
durch Zentrifugation aufgetrennt. Fraktionen wurdeach TCA-Prazipitation, SDS-PAGE und
Blotting mittels Immundekoration mit Antikdrpernggn die angezeigten Proteine analysiert.

3.4 Der MICOS-Komplex

Zu Beginn dieser Arbeit waren keine Interaktionspar von Fcjl bekannt. Mittels
guantitativer Massenspektrometrie von Fraktionenr d&ubfraktionierung isolierter
mitochondrialer Membranvesikel konnten Proteine nidiziert werden, die gleiches
Laufverhalten wie Fcjl zeigten (Daten nicht gezditgrner et al 2011) und aufgrund dessen
Mcs-Proteine hitochondrial contactsite proteing genannt wurden. Diese neu identifizierten
Proteine waren die bislang uncharakterisierten eftret Mcs10 (Ycl057c-a), Mcs27
(Ynl100w), Mcs29 (Ygr235c), Mcs 19 (YfrOllc) und BI2 (Ybr262c). Die
Charakterisierung dieser Proteine wurde in Zusananbeit mit Max Harner durchgefihrt.
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3.4.1 Kontaktstellenproteine bilden einen hochmaléikren Komplex

Mittels Grél3enausschlusschromatographie wurde hshamtersucht, ob die Mcs-
Proteine zusammen mit Fcj1 einen gemeinsamen Komiglden. Dazu wurden Wildtyp-
Mitochondrien (YPH499) nach Lyse in digitoninha#trg Puffer auf eine Superose 6-Saule
(GE Healthcare) geladen und der Verlauf der Preteach SDS-PAGE und Blotting mittels
Immundekoration bestimmt. Der Verlauf von Mcs12 eumit einem Stamm untersucht, der
eine chromosomal 3 x HA-getagte Variante dieseste® trug, da Mcsl12 in den
Eluatfraktionen mit einem spezifischen Antikorpethn detektiert werden konnte. Stattdessen
wurde ein weitaus starkerer Antikbrper gegen das -Bfop verwendet. Zur
GroRRenbestimmung wurde die Saule mit den Proteifgmeoglobulin (664 kDa), Ferritin
(440 kDa), Aldolase (158 kDa), Ovalbumin (48,1 kay Chymotrypsinogen (25 kDa) tiber
die proteinspezifische Absorption bei 280 nm kaditir
Fcjl wurde hauptséchlich im hocholigomeren Bereighischen 0,7 MDa und 1,5 MDa
detektiert (Abb. 3.23). Dies ist in Ubereinstimmungeiner friilheren Untersuchung (Rabl et
al., 2009). Der Verlauf der Untereinheit su der ATP-Synthase, deren GroRR3e und
Oligomerisationsgrad bekannt ist, erlaubte einecAitzung der Gréf3e des hocholigomeren
Fcjl-Komplexes. Mcs19 und Mcs27 eluierten im hoclekalaren Bereich zusammen mit
Fcjl. Weiter wurde ein relativ geringer Anteil deeeiden Proteine im niedermolekularen
Bereich (ca 75 — 100 kDa) detektiert. Auch fur MzsMcs12, und Mcs29 wurde eine
Kofraktionierung zusammen mit Fcjl beobachtet. Dénteil an niederoligomeren
Komplexen mit einer Gro3e von ca 100 kDa — 300 kia hier unterschiedlich: So wurde
Mcs10 nur zu einem sehr geringen Anteil im hochiadkren Bereich gefunden. Ob es sich
bei den beobachteten niedermolekularen Komplexenfwmktionelle Subkomplexe oder
Zerfallsprodukte handelt, kann mit diesem Ergelmnehit gesagt werden. Weiter konnten im
hochmolekularen Bereich Fcjl und die Mcs-Proteinezwei Peakfraktionen detektiert
werden. Dies deutet auf die Existenz zweier Kompléin, die durch Fcjl und den Mcs-
Proteinen gebildet werden. Diese wurden MICOS | dHEOS Il (mitochondrial contact
site) genannt. Als Kontrolle wurde der Verlauf des T®dmplexes mittels Dekoration der
Komponente Tom40 untersucht, dessen Grol3e mit eiokularen Masse von ca. 400-500
kDa bestimmt wurde. Dieser Wert steht in guter Eetimmung mit den Ergebnissen

friheren Untersuchungen (Kunkele et al., 1998).
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Das Resultat der Molekularmassenbestimmung zusammieCo-Isolierungsexperimenten
(Harner et al., 2011) beweist die OrganisationMes-Proteine zusammen mit Fcjl in einem

gemeinsamen, hochmolekularen Komplex, dem MICOS+ker

669 440 158 48 25 kDa

Sy EEEE kDa
Fcj1 - ee— - '--—7 — 66

»

R, '
Mcs10 W e g - — 14
. : |

Mcs27 Q@cccol-- - — 25

R R * S

HA (Mcs12) S ataatps - I

Tom40 ~ —————— — 40
L Fraktionen 1 - 22

Abb. 3.23: Die Mcs-Proteine bilden zusammen mit F&j einen hochmolekulare KomplexIsolierte
Wildtyp-Mitochondrien (YPH499) wurden in digitonialigem Puffer lysiert und einer
GroRenausschlusschromatographie unterzogen (Sepé+éaule (GE Healthcare)). Der Verlauf der
einzelnen Proteine wurde nach SDS-PAGE und Blottiittels Immundekoration untersucht. Fur die
Untersuchung von Mcs12 wurde das Experiment miterainHefestamm (YPH499), welcher
chromosomal HA-getagtes Mcs tragt, durchgefihtdtnmarker zur GréRenbestimmung wurden in
Gelfiltrationspuffer gelést und der Verlauf nach flkag auf die Saule mittels Detektion der
proteinspezifischen Absorption bei 280 nm bestim@itd3e der Markerproteine sind durch Pfeile
gekennzeichnet; L, Load (10% des Gesamtlysats @afgen); | und I, MICOS-Komplex | und Il

3.4.2 Bestimmung der Stochiometrie von Fcjl zu ddos-Proteinen

Zur Ermittlung der stéchiometrischen Verhéltnisse Bcs-Proteine und von Fcjl im
MICOS-Komplex wurden Stamme (YPH499), welche chreamal C-terminal HA-getagte
Varianten der Mcs-Proteine trugen, in nicht fermebarem Medium (Laktat) kultiviert.
Mitochondrien wurden isoliert und Proteine mit SBBGE aufgetrennt. Nach
Immundekoration mit einem spezifischen Antikorpeggn den HA-Tag (Roche) wurden die
relativen Signalintensitaten gemessen und damistidieghiometrischen Verhaltnisse der Mcs-
Proteine und von Fcjl abgeschatzt (Abb. 3.24). Zontrolle der aufgetragenen
Proteinmengen wurde das Aul3enmembranprotein Tom#d@rmalysiert. Die vergleichbaren
Signalintensitaten von Fcjl, Mcs12, Mcs19, Mcs2d lics29 lassen auf einen ahnlichen
stéchiometrischen Anteil dieser Proteine am MICQO@8+rplex schlieRen. Die hohe
Signalintensitat von Mcs10 deutet auf einen hohstéohiometrischen Anteil dieses Proteins
am Komplex hin.
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Abb 3.24. Stochiometrie der Mcs-Proteine und Fcjlm MICOS-Komplex. Mitochondrien der
angegebenen Stamme wurden nach SDS-PAGE und BlattinImmundekoration mit einem HA-
Antikdérper gegen den 3 x HA-Tag des jeweiligen Eirct analysiert.

3.4.3 Mcs10 geht homotypische Interaktionen ein

Mcs10 weist ebenso wie Fcjl ein Dimerisierungsm@@XsG) in der TMD auf (Abb.
3.25.A), das von Hefe bis zum Menschen konservgrtUm zu untersuchen, ob Mcs10
ebenfalls homotypische Interaktionen eingeht, wieithediploider Hefestamm generiert, der
auf einem Allel die Wildtyp-Form und auf dem zwaeitdllel eine chromosomal C-terminal
Hiss-getagte Variante von Mcs10 tragt. Isolierte Mitoctrien aus diesem Stamm wurden
nach Solubilisierung in digitoninhaltigem Puffener Ni-NTA-Affinitatsfallung unterzogen.
Mittels SDS-PAGE und Immundekoration der gebundenEraktion wurde eine
Koprazipitation der Wildtyp Form von Mcs10 zusamnmait der Hig-getagten Variante
beobachtet (Abb 3.25.B). Die beiden Formen unteigigim sich in ihrem Laufverhalten bei
der Elektrophorese. Um sicherzustellen, dass asb&icder schneller laufenden Spezies nicht
um ein Abbauprodukt von Mcs#i@e handelt, wurde das Experiment auch mit einer His6-
getagten Variante aus einem haploiden Hefestamnehdafiihrt. Hier konnte nur die
langsamer laufende, Higetagte Form beobachtet werden. Eine Koreinigumg Yom40,
Tim23 und dem l6slichen Matrixprotein Aconitase deir nicht beobachtet. Als
Positivkontrolle wurde die MICOS-Komponente Mcs2it analysiert. Im diploiden Stamm
wurde hier die Interaktion zwischen Mcs10 und Mcsfit gleicher Effizienz wie im
haploiden His-getagten Stamm beobachet. Zusammenfassend zeigg¢sdiErgebnis das
Vorliegen von homotypischen Interaktionen von Mcs10
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Abb.3.25: Mcs10 geht homotypische Interaktionen ein(A) Sequenzvergleich von Mcs10-
Homologen verschiedener Organismen. Dargesteltt die Aminosduresequenzen von Mcs10 aus
S. cerevisiagN. crassaM. musculusindH. sapiensDie TMD von Mcs10 und seinen Homologen ist
schematisch als Zylinder dargestellt. Das konsegviBimerisierungsmotiv GG in der TMD ist
rot/gelb gezeichnet. (B) Ein haploider Wildtyp-StarWT; YPH499), ein haploider Stamm mit einer
Hiss-getagten Variante von Mcs10 (Mcsid8;, YPH499) sowie ein diploider Hefestamm, welchen vo
einem Allel die Wildtyp- und von dem anderen einsgigetagte Variante von Mcs10 exprimiert
(Mcs1MHiss/McswT; YPH501), wurden untersucht. Mitochondrien wurdemigitoninhaltigem Puffer
lysiert und anschlieBend einer Ni-NTA-Affinitatsneggung unterzogen. Die Proteine im
Ausgangsmaterial (T, 5%), sowie im ungebundenen, &) und gebundenen Material (B, 100%)
wurden mit SDS-PAGE aufgetrennt und mit Immunoligtianalysiert. Schwarzer Pfeil, His6-getagte
Variante von Mcs10; oranger Pfeil; Wildtyp-Form vielts10; Aco, Aconitase.

3.4.4 Die Proteinlevel der Mcs-Proteine und Fcjhdivoneinander abangig

Interaktionen zwischen den Mcs-Proteinen und Fojtden durch Gelfiltration und
Koisolierung nachgewiesen (Harner et al., 2011)it8¥sollte nun untersucht werden, ob die
Expressionen der einzelnen Mcs Proteine und Fajieimander abhéngig sind. Dazu wurden
Aliquots isolierter Mitochondrien aus verschiederizggletionsstammen (YPH499) und des
Wildtyp-Stammes mittels SDS-PAGE und Immundekoratioalysiert (Abb.3.27).

Deletion von Fcjl fuhrte zu einer starken Reduktides Levels aller Mcs-Proteine,
insbesonders von Mcs19 (Abb. 3.26). Die Deletion Mxs10 resultierte in einer sehr starken

Reduktion von Mcs27, das mittels Immundekoratiochthimehr nachgewiesen werden
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konnte. Auch Mcs12 und Mcs29 waren in diesem Stastark reduziert, wahrend Fcjl und
Mcs19 kaum oder nicht betroffen waren. Mcs29 sowggl waren imAmcsl9Stamm
vermindert, wohingegen sie bei Deletion von Mcsht erhoht waren. Deletion von Mcs29
fuhrte zu einer Abnahme der Proteinlevel von Mcsihd zu einem Anstieg von Mcs27,;
dagegen war Mcs1l0 in dem Mcsl2-Deletionsstamm idbutlerhoht. Neben den
Kontaktstellenproteinen wurden andere mitochondriBroteine wie die TOB-Komplex-
Komponente Tob55, das Matrixenzym Aconitase und dmereinheiten der TIM23-
Translocase Tim50 und Tim23 untersucht. Diese wéenkeinem der Deletionsstammen
verandert. Das Ergebnis dieser Untersuchung dautetine Verknipfung der Expression der

Mcs-Proteine und Fcjl in einem regulatorischen Wetk hin.
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Abb 3.26: Die Expression der Mcs-Proteine ist Ubeein regulatorisches Netzwerk miteinander
verknUpft. Aliquots von isolierten Mitochondrien wurden matsl SDS-PAGE und Immundekoration
mit den angegebenen Antikdrpern untersucht.

3.4.5 Deletion der einzelnen Mcs-Proteine und voqjEfiihrt zur Destabilisierung des
MICOS I- und lI-Komplexes

Weiter sollte nun mittels Gréf3enausschlusschromapdge der Frage nachgegangen werden,
welche Komponenten zur Bildung bzw. zur Stabilitter hochmolekularen Komplexe
MICOS | und MICOS Il beitragen. Dazu wurden aus denschiedenen Einzeldeletions-
stammen (YPH499) Mitochondrien isoliert, in digikomaltigem Puffer lysiert und
anschlieBend durch eine Superose 6-Gelfiltratiane&E Healthcare) passiert (Abb. 3.29).
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Abb 3.27: Deletion einzelner Mcs-Proteine und Fcjflhrt zu einer Veranderung von MICOS |
und Il. Isolierte Mitochondrien (YPH499) wurden in digitohaltigem Puffer lysiert und einer
GroRRenausschlusschromatographie unterzogen (Sepér8siule (GE Healthcare)). Die Verteilung
der einzelnen Proteine des MICOS-Komplexes wurd¢ SDS-PAGE und Immundekoration
untersucht. L, Load (10% des Gesamtlysats aufgatijag

Alle Deletionsstamme zeigen Verschiebungen im Bhgprofil der untersuchten Mcs-
Proteine und von Fcjl. Infcjl-Mitochondrien war sowohl fir Mcs19 wie auch fur $20

eine fast vollstandige Verschiebung hin zu den emeablekularen Komplexen beobachtbar,
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wahrend Mcs27 zu einem geringen Teil auch in Foaln, die nahe am Ausschlussvolumen
eluierten, detektiert wurden. Dass es sich in ée¢exh Fall um Aggregate handelte, konnte
nicht ausgeschlossen werden. Die Deletion von Mdstbi812 und Mcs19 fiihrte zu einer fast
vollstandigen Abwesenheit von MICOS | und Il. Gleteitig war die Signalintensitat der
niederoligomeren Komplexe durch Immundekoratiomkstahéht. Die Deletion von Mcs27
fuhrte zu einer Verschiebung von MICOS | zu MICOIS Nlach Deletion von Mcs29
hingegen konnte nur noch MICOS | und niederoligami€éomplexe detektiert werden. Zur
Kontrolle wurde in allen Gelfiltrationslaufen Tom40it untersucht. Fir dieses Protein wies
das Elutionsprofil in allen Deletionsstammen keikbsrierschied zum Wildtyp auf.

Folgende Schlussfolgerungen koénnen gezogen werdere Stabilitat bzw. die
Zusammensetzung von MICOS | und Il erfordert dievAsenheit aller untersuchten Mcs-
Proteine und von Fcjl, allerdings wirkte sich dashlEn der einzelnen Proteine
unterschiedlich aus. Wahrend neben den niedermiaieku Komplexen inAmcs27Zellen
hauptsachlich nur noch MICOS Il und tmcs29Zellen nur noch MICOS | beobachtet
werden konnten, zeigten die Deletionen aller anddvies-Proteine eine fast vollstandige
Verschiebung hin zu den niedermolekularen KompleXal, Mcs10, Mcs12 und Mcs19
leisten jeweils einen wesentlichen Beitrag zur Btabbzw. Integritat sowohl von MICOS |
als auch von MICOS II.

3.4.6 Deletion der einzelnen Komplexuntereinheitéinrt zu Verdnderung der mitochon-

drialen Ultrastruktur

Mit den Mcs-Proteinen wurden Proteine identifizievelche wie Fcjl bevorzugt an
CJs lokalisiert sind (Harner et al., 2011). Mittelektronenmikroskopischer Studien wurde
nun der Einfluss der Mcs-Proteine auf die mitochi@te Ultrastruktur analysiert. Dazu
wurden die entspechenden Hefezellen chemisch fixiexd in Kunstharz eingebettet.
Dunnschnitte wurden anschlieBend mittels Transomsslektronenmikroskopie analysiert.
Insbesonders wurde untersucht, ob und in welchesmal} die Einzeldeletionsstdmme noch
in der Lage sind, CJs auszubilden. Anhand der EMeBiwurden die Parameter Anzahl der
CJs, Anzahl der Cristaspitzen, und die Anzahl derzweigungen der Cristamembran
(Branches) bezogen auf jeweils 1 mitochondrialehn8t ausgewertet. Eine repréasentative
Auswahl von Bildern mitochondrialer Schnitte ist Abb. 3.30 gezeigt. Die quantitative

Auswertung der einzelnen Parameter ist in Abb. 8a@gestellt.
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Abb. 3.28: Mcs-Proteine beeinflussen die mitochondale Ultrastruktur-I.
kopische Aufnahmen von Mitochondrienschnitten vdnAfcjl, Amcs10 Amcs19 Amcs27 Amcs29
undAmcs12 GroRenbalken 100nm.
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Elektronenmikros-

Wie in Afcjl-Mitochondrien konnten inAmcslGMitochondrien keine CJs mehr
beobachtet werden, die Anzahl der Cristaspitz€ris{a Tips; CT) war mit einer
durchschnittlichen Anzahl von 6,75 pro mitochonidmia Schnitt im Vergleich zum Wildtyp
(4,00 CT pro mitochondralem Schnitt) erhoht. Dies@membranen waren ebenfalls wie in
Afcjl1-Mitochondrien haufig stapelférmig angeordnet. Digletion von Mcs19 fuhrte zu einer
drastischen Verringerung der Anzahl der CJ (0,48n@tbchondrialem Schnitt; WT: 1,71 CJ/
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mitochondrialem Schnitt) und einer deutlichen Eunddy der Cristaspitzen (5,69 CT/
mitochondrialem Schnitt); im Gegensatz &igj1- und Amcs10Mtochondrien konnten keine
Crista Stapel beobachtet werden, dagegen war dia Fot haufigen ,Knicken* (Kinks) und
Verzweigungen (Branches) aussergewdhnlich. Branehaslen u.a. in Hefestammen die
Fcjl Uberexprimieren, beobachtet (Rabl et al., 20@dlerdings waren die verzweigten
Cristae inAmsc19Zellen haufig nicht durch CJs mit der IBM verbunde

Die Deletionen von Mcs27 und Mcs12 fuhrten beidesimer Verringerung der Anzahl der
CJs. Diese Reduktion fiel bamcs27Zellen mit einer durchschnittlichen Anzahl vonDQJ
pro mitochondrialem Schnitt deutlicher aus alsAmics12Zellen (1,18 CJ/ mitochondrialem
Schnitt). Gleichzeitig konnten in beiden Stammeunfigaeine stapelformige Anordnung der
Cristamembran, &hnlich zfcj1-Mitochondrien, beobachtet werden. Diese war imébsgtz
zu Afcjl manchmal durch CJs mit der IBM verbunden. Die ktfkeiit der Cristaspitzen war
in beiden Stammen gegeniber Wildtyp leicht erhd@hf9q CT/ mitochondrialem Schnitt in
Amcs27Zellen und 4,64 CT/ mitochondrialem SchnitAimcs12Zellen).

Die Deletion von Mcs29 fuhrte mit einer durchsctiicihen Anzahl an CJ von 1,37 CJ/
mitochondrialem Schnitt zu der geringsten Erniagnggund die Anzahl der Cristaspitzen war
mit 3,93 CT/ mitochondrialem Schnitt mit der deddtlips vergleichbar.

Zusammenfassend ergaben die elektronenmikroskamstimtersuchungen, dass alle Mcs-
Proteine die Architektur der mitochondrialen Innemfibran beeinflussen. Deletion von
Mcs10 bzw. Mcs19 fuhrten zu den drastischten Adswigen auf die Ausbildung von CJs

und die Form der Cristamembranen.
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Abb. 3.29: Mcs-Proteine beeinflussen die mitochondile Ultrastruktur-1l. Quantifizierung der
elektronenmikrsoskopischen Aufnahmen bzgl. (A) @itochondrialem Schnitt (BLristaspitzen/
mitochondrialem Schnitt (C) Branches/ mitochonémalSchnitt.

Stamm Anzahl der mitochon- Anzahl der CJs Anzahl der CJs pro
drialen Schnitte mitochondrialem Schnitt
WT 24 a4 1,71
Afcj1 30 0 0,00
Amcs10 28 0 0,00
Amcs19 48 23 0,48
Amcs27 28 20 0,71
Amcs29 27 37 1,37
Amcs12 39 46 1,18
Stamm Anzahl der Anzahl der Anzahl der Anzahl der
Cristaspitzen Cristaspitzen pro Branches Branches pro
mitochondrialem mitochondrialem
Schnitt Schnitt
WT 96 4,00 0 0,00
Afcj1 216 7,20 0 0,00
Amcs10 189 6,75 0 0,00
Amcs19 273 5,69 8 0,17
Amcs27 134 4,79 0 0,00
Amcs29 106 3,93 0 0,00
Amcs12 181 4,64 0 0,00

Tabelle 3.2.: Quantifizierung der Anzahl der CJs, @istaspitzen und Branches in Mitochdrien in
Wildtyp und den einzelnen Mcs-Deletionsstammen
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4 Diskussion

4.1 Funktionsanalyse der einzelnen Domanen von Fcjl

Crista Junctions (CJs) verbinden die beiden Sublkotimpente der Innenmebran, die
Innere Grenzmembrannfer boundary membrane/ IBM) und die Cristamembran (Zick et
al., 2009)(Rabl et al., 2009). Diese stellen tutriBtrukturelemente mit einer stark negativen
Membrankrimmung dar. Uber ihre Funktion, Enstehumgl Dynamik ist noch wenig
bekannt. Eine Rolle der CJs als Diffusionsbarriefér Metabolite zwischen
Intermembranraum und Intracristaraum wird diskutfsfannella et al., 1994); auch erscheint
ein regulatorischer Einfluss auf die laterale Vidutey von Innenmembranproteinen zwischen
innerer Grenzmembran und Cristamembran méglichc{ieei und Neupert, 2002).

Deletion von Fcjl, einem Protein der Mitofilinfameilfiihrt zum Verlust der CJs. Dies
wurde auch nach Depletion von Mitofilin in SAugdlere beobachtet. Daher wurde dieser
Proteinfamilie eine essentielle Rolle in der Audbilg von CJs zugeschrieben (John et al.,
2005; Rabl et al., 2009). Die molekulare Basis dérkungsweise von Fcjl wurde einem
antagonistischen Effekt zwischen Fcjl und der Udreit Sue der ATP-Synthase
zugeschrieben (Rabl et al., 2009). Demnach indeziatiese Proteine entgegengesetzte
Membrankrimmungen. Fcjl, hauptsachlich an den @kHisiert, ist fur die negative, Sy
lokalisiert an den Cristaspitzen, ist fur die pesit Krimmung der Innenmembran
verantwortlich. Die Membrankiimmung wird nach diesklodell Uber die Oligomerisation
der RFo-ATP-Synthase kontrolliert, die von Fcjl und &beinflusst wird. Fcjl kbnnte als
Bestandteil eines hochmolekularen Komplexes (Rabhle 2009), als Gerustprotein, die
Membrankrimmung stabilisieren. Denkbar ist auch,ssdacjl Einfluss auf den
Lipidmetabolismus hat. Fcjl kénnte durch Steuerdeg Lipidmetabolismus indirekt auf die
Stabilitat hochmolekularer Komplexe einwirken, wedc die Struktur der Membran
beeinflussen. Dass die Deletion von Proteinenjrdien Lipidmetabolismus involviert sind,
die Ultrastruktur von Mitochondrien veradndern kanst, bekannt. Zum Beispiel fuhren
Mutationen in der Acyltransferase Tafazzin zu eifa@duktion von Cardiolipin in der
Innenmembran; dies wiederum bewirkt eine abnorr8alektur der Cristamembran (Osman
et al., 2011; Xu et al., 2006).

In dieser Arbeit wurde die Bedeutung verschiedeBereiche von Fcjl fur die
Funktionalitéat dieses Proteins durch Mutations- bfeletionsanlyse verfolgt. Folgende

Doméanen von Fcjl1 wurden untersucht: 1) Die Transbrandoméane (TMD), die ein Dimeri-
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sierungsmotiv beinhaltet, 2) die Coiled-Coil-Doméamed 3) die konservierte C-terminale
Domane.

1) Die Verankerung von Fcjl in der Innenmembrarcdwine TMD ist wichtig fir
dessen Funktion. Eine in dieser Arbeit untersudftg-Variante ohne TMD konnte den
Wachstumsphanotyp vomAfcjl-Stamm auf nicht fermentierbarem Medium nicht
komplementieren. Weiter fiihrte dessen Uberexprasaigf fermentierbarem Medium zu
einem dominant negativen Effekt. Welche Ursacheatidominant negative Effekt hat bleibt
offen. Die Expression dieser Variante konnte di¢oaiondriale Morphologie nur teilweise
aufrechterhalten. Die Anzahl der CJs in diesem Btawar deutlich reduziert.

Im Gegensatz zur Verankerung in der InnenmembradiesAminosauresequenz der
TMD von Fcjl nicht entscheidend fir dessen Funldiitét. Diese Schlussfolgerung beruht
auf folgenden Beobachtungen: Weder die Zerstorueg Dimerisierungsmotivs noch der
Austausch der TMD von Fcjl gegen die TMD von Dldihrten zu einer Reduktion der
respiratorischen Kompetenz gegeniber Wildtyp. Dikochondriale Morphologie dieser
Mutanten war von der Morphologie des Wildtyps kammunterscheiden. Die Expression
dieser beiden Varianten in einem Fcjl-defizienteam®n flhrte wieder zur Ausbildung von
CJs, deren Anzahl allerdings unterschiedlich waah& konnte dieser Bereich einen
regulatorischen Einfluss auf die Funktion von Fcgdusiben. Die Funktion des
Dimerisierungsmotivs, das von Hefe bis zum Mensdmserviert ist, bleibt unklar.

2) Die Coiled-Coil-Domane ist notwendig fur die Aildung von CJs und die
Aufrechterhaltung der mitochondrialen Morphologide Expression von Fcjl ohne diesen
Bereich konnte das Wachstumsdefizit deafcjl-Stammes zumindest teilweise
komplementieren.

3) Die konservierte C-terminale Domane ist fur di@nktionalitdit von Fcjl
entscheidend. Dies zeigen verschiedene Ergebmssd-xpression einer Fcjl-Variante ohne
diese Doméane in einemfcjl-Stamm verbesserte dessen respiratorische Kompeiehiz
Die Abwesenheit dieser Domane fluhrte zu einer stafReduktion der Anzahl an CJs. Die C-
terminale Domane ist notwendig fiir den dominantatiggn Effekt, der bei Uberexpression
von Volllangen-Fcjl in einem\su e-Stamm beobachtet wurde. Dies legt nahe, dass der
antagonistische Effekt zwischen 8wnd Fcjl von diesem Bereich abhéngt. Die C-terhaina
Domane bildet Homooligomere. Dies ist in Ubereimstung mit frilher gezeigten
homotypischen Interaktionen von Volllangen-Fcjl §R&t al., 2009). Eine Beteiligung

weiterer Bereiche von Fcjl an dessen oligomereukg&ir kann nicht ausgeschlossen werden.
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Maglicherweise ist die Oligomerisation der C-teralen Domane und somit von Fcjl die
strukturelle Basis fur die Rolle, die Fcj1 bei @&idung von CJs einnimmt.

Die C-terminale Domé&ne von Fcjl interagiert mit g&@&mponente Tob55 des TOB-
Komplexes, der in der AuRBenmembran lokalisiertDsése Doméne, fusioniert an GST, kann
Fcjl und Tob55 aus Wildtyp-Mitochondrien binden. Mie\fcj1-Mitochondrien in gleicher
Weise untersucht wurden, war die Bindung von Tob&5die C-terminale Domé&ne noch
starker. Moglicherweise interagiert diese DomaneFRuojl und Tob55 in einer kompetetiven
Weise. Weitere Bereiche von Fcjl sind offenbar niettwendig, um Tob55 zu binden. Co-
Isolierungsexperimente bestétigten die Interakzavischen diesen beiden Proteinen. Die
Komigration von Fcjl und eines Teiles von Tob5% Hei Dichtegradientenzentrifugation
mitochondrialer Membranvesikel beobachtet wurdetetedarauf hin, dass die von Fcjl und
Tob55 ausgebildeten Kontaktstellen sehr stabil.sind

Es wurde schon friher spekuliert, ob Kontaktstelt@nschen der AufRen- und der
Innenmembran eine Rolle bei der Bildung und Stsieilung von Cristae spielen (van der
Klei et al., 1994). Die hier gezeigte Interaktiomigchen Fcjl, das hauptsachlich an den CJs
lokalisiert ist (Rabl et al., 2009), und Tob55 és Hinweis in diese Richtung. Da auch fur
das Fcjl-Homologe Mitofilin aus Saugerzellen Inkéien mit Tob55 beobachtet wurde
(Darshi et al., 2011; Xie et al.,, 2007), scheinésdivon Hefe bis zu Saugerzellen ein
konserviertes Strukturmerkmal zu sein. Kuirzlich aeurin C.eleganseine Interaktion
zwischen dem Fcjl-Homologen Mitofilin und einem tgeén Aul3enmembranprotein,
MOMA-1, beschrieben (Head et al., 2011). Dies sitert die Annahme, dass sich
Kontaktstellen an den CJs befinden.

4.2 Mogliche Bedeutung der Fcj1-TOB-Interaktion

Welche Funktion hat die Interaktion von Fcjl mitbbd? Importexperimente haben
gezeigt, dass infcjl-Zellen der Import voig-Barrel-Proteinen Giber den TOB-Komplex nicht
beeintrachtigt ist (Jovanna Dukanovic, Disserta0i0, Tibingen). Daher ist eine Mitwir-
kung von Fcjl am Import nicht wahrscheinlich.

Die Verteilung von Tob55 in Membranvesikeln audiesten Mitochondrien, die tber
einen Dichtegradienten aufgetrennt wurden, laRtEkestenz zweier Subpopulationen des
TOB-Komplexes erkennen. Der grof3ere Anteil war ier dsolierten Auf3enmembran
anwesend, ein kleinerer Anteil in Fraktionen, diemgschte Vesikel aus Auf3en- und
Innenmembran enthielten. Die Interaktion der C-teaten Domé&ne von Fcjl mit Tob55

konnte dafiur verantwortlich sein, dass CJs in daRé&xmembran verankert und dadurch
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stabilisiert werden (Abb.4.1). Dies wird durch @eobachtung gesttitzt, dass die Deletion der
C-terminalen Doméne von Fcjl zu einer fast volldigen Abwesenheit von CJs fuhrte. Im
Wildtyp befinden sich CJs nur an der Inneren Gresrabran nahe der Aul3enmembran.
Innere Verzweigungen der Cristamembran (Brancheis),sie bei der Uberexpression von
Fcjl auftreten, sind im Wildtyp nicht vorhanden. doéxpression von Fcjl fiihrte nicht zur
Hochregulation von Tob55. Somit kdnnte dieses Rrotker limitierende Faktor fur die
Verankerung und Stabilisierung der CJs in der Aoféambran sein.

o

Fcj1 Fcj1

of N

Abb.4.1: Modell zur Verankerung der CJs durch Bindung von Fcjl an Tob55.Die C-terminale
Domane von Fcjl interagiert mit der Komponente Tol&s TOB-Komplexes. OM, Aulzenmembran;

IM, Innenmembran.

Das Modell einer Stabilisierung von CJs Uber Kotdigtlen an der AuRenmembran
gibt eine mogliche Erklarung fur die Phénotypem, loei Expression einer Fcjl-Variante mit
fehlender Coiled-Coil-Domé&ne beobachtet wurde. Dmdetion der Coiled-Coil Doméane
fuhrte zu einem fast vollstandigen Verlust der G&bit von Fcjl, CJs auszubilden. Dagegen
resultierte die Expression dieser Fcjl-Varianteimer erhohten respiratorischen Kompetenz
im Vergleich mit demafcj1-Stamm. Mdglicherweise hangt dieses verbesserteh§tam mit
einer etwas erhohten Stabilitdt der CJs zusammienawd die Interaktion der C-terminalen
Domane mit Tob55 zurtckzufiihren ist. Wie Fcjl-defite Zellen tUberleben kdnnen bzw.
wie Proteine der Atmungskette in Abwesenheit vors @J die Cristamembran gelangen
kénnen wurde bereits friher diskutiert (Regina ISt&issertation, Minchen 2010). Es wurde
die Moglichkeit in Betracht gezogen, dass ixfcjl-Zellen die Zuganglichkeit zur
Cristamembran durch Fusions- und Teilungsprozességhcht wird. CJs kdonnten in diesem
Stamm zwar vorhanden, aber aufgrund fehlender IB#iu kurzlebig sein um detektiert
werden zu koénnen. Durch Expression d€oiled-Coil-Variante von Fcjl kénnte deren C-
terminale Domane mit verminderter Affinitat mit Tsh interagieren. Dadurch ware die
Stabilitat der CJs etwas héher und kdnnte einennveeich geringeren Fluss von Proteinen in

die Cristamembran ermdglichen.
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Die Interaktion des TOB-Komplexes mit Fcjl konnteren Ursprung in einer
gemeinsamen Rolle im Lipidtransport haben: ErsigeBmnisse weisen darauf hin, dass der
Lipidtransport von der Aullen- zur Innenmembran destist. Die mitochondriale
AulBenmembran desfcjl-Stammes weist eine héhere Dichte auf als die Amigembran des
Wildtyp-Stammes. Dies ist ein Hinweis auf einen ameferten Lipidgehalt in der
AulRenmembran.

Die Herunterregulierung des prokaryotischen Hometogon Tob55, Omp85, fihrte
zu einer Anreicherung von Lipiden in der Innenmeanbund zu einer Abreicherung in der
AulBenmembran der Bakterien. Dies ist ein HinweassdOmp85 in den Lipidtransport
zwischen der bakteriellen Auf3en- und Innenmembmanlviert ist (Genevrois et al., 2003).
Die Untereinheit des TOB-Komplexes Mas37 wurde imgtich in einem Screen fur Gene
entseckt, die den Phospholipidmetabolismus komtreth (Gratzer et al., 1995). In einer
kurzlich veréffentlichten Studie wurde ein Einflugsn Mas37 auf den Lipidtransport gezeigt
(Dagley et al., 2011). Die Interaktion von Fcjl undB hat sich moglicherweise im Lauf der
Evolution der Mitochondrien entwickelt, um den Idpiansport vom endoplasmatischen
Retikulum in die Mitochondrien zu gewahrleisten. cAu fir einen weiteren
Interaktionspartner des TOB-Komplexes, Mdm10, wethe Rolle im Lipidtransport
diskutiert: Mdm10, ist Bestandteil des ERMES-Konxgie (siehe 1.4), der in der Ausbildung
von Kontaktstellen Mitochondrien und dem endoplasuohe Retikulum (ER) eine wichtige
Rolle einnimmt (Kornmann et al., 2009; Kornmann ulalter, 2010). Nahezu alle
Phospholipide bzw. deren Vorstufen werden im eraiphtischen Retikulum synthetisiert
und auf noch unbekanntem Weg zum Mitochondriumspartiert (Osman et al., 2011). Far
den Lipidtransport zwischen Mitochondrien und ERrdeueine Beteiligung des ERMES-
Komplexes diskutiert (Kornmann et al., 2009). Didspide konnten weiter tber die
Kontaktstellen zwischen AufRen- und Innenmembramspartiert werden, wobei deren
Ziellokalisation, die Innere Grenzmembran und drest@membran, durch die CJs reguliert
wird.

Die Deletion von Fcjl, Komponenten des TOB und Komgnten des ERMES-
Komplexes fuhrt zu &hnlichen Veranderungen der chisadrialen MorphologieAfcjl-
Zellen enthalten vergroRerten Mitochondrien. Diesrde ebenso fur Tob38- und Mas37-
defiziente Zellen beobachtet (Meisinger et al., 2Z0@eisinger et al., 2004). Auch fuhrt die
Deletion der Untereinheiten des ERMES-Komplexesriid, Mdm12, Mdm34 und Mmm1)
zur Ausbildung von stark vergréRerten Mitochondr(8erger et al., 1997; Boldogh et al.,

2003). Fur diesen Phéanotyp kommt mdglicherweise ggmeinsame Ursache in Frage: Eine
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Stoérung des Lipidtransportes kdnnte die Zusammeuasgtder mitochondrialen Membranen

andern und somit die veréanderte Morphologie vealrsa.

4.3 Der MICOS-Komplex und die mitochondriale Architektur der Mitochondrien

Hochmolekulare Komplexe spielen eine entscheideRd#e in der Bildung und
Aufrechterhaltung der Struktur der Mitochondriemnstihals wurde dies am Beispiel dgF§-
ATP-Synthase beobachtet. Der hocholigomeren ATRHage wird dabei eine stabilisierende
Funktion der Cristamembranen zugeschrieben. Diestidal der Untereinheiten Sel und
Sug, die fur die Dimerisierung und Oligomerisierungzsiner ATP-Synthase-Untereinheiten
notwendig sind (Arnold et al.,, 1998), fuhrten zunezi abnormalen Struktur der
Cristamembran (Bornhovd et al., 2006; Giraud et24l02; Paumard et al., 2002). Weiterhin
wird ein Einfluss der Superkomplexe der Atmungskdtbmplexe auf die Architektur der
Innenmembran diskutiert (Zick et al., 2009). Biglamar Fcj1 das einzige Protein, dem eine
essenzielle Bedeutung fur die Bildung von CJs ztlygsben wurde (Rabl et al., 2009). In
jener Arbeit wurde berichtet, dass Fcjl Bestandtgibs hochmolekularen Komplexes ist.
Allerdings konnten keine Interaktionspartner dieBesteins gefunden werden. Mit den hier
beschriebenen Mcs-Proteinen wurden Proteine ideetl, die zusammen mit Fcjl die
beiden hochmolekulare Komplexe MICOS | und MICOSvilden. Die Mcs-Proteine sind
ebenso wie Fcjl hauptséchlich in den CJs lokaliglearner et al., 2011). Deletionen von
einzelnen Komponenten des MICOS-Komplexes fuhrtenemer Destabilisierung von
MICOS | und MICOS II. Diese Beobachtungen legtemeai Einfluss der Mcs-Proteine auf
die mitochondriale Ultrastruktur nahe. Die in deorliegenden Arbeit dargelegten
Untersuchungen decken eine enge Beziehung zwisdberStruktur der mitochondrialen
Innenmembran und der Prasenz der einzelnen McsiReotuf. Die Deletion dieser Mcs-
Proteine fuhrt zu einer Reduktion der Anzahl des.dd den meisten Deletionsstimmen
waren die Cristamembranen, wie in dafoj1-Stamm, stapelférmig angeordnet.

Von den untersuchten Mcs-Proteinen sind sind zMes10 und Mcs19, besonders
bemerkenswert.

Die Deletion von Mcsl10 fuihrte ebenso wie die Deletivon Fcjl zu einer
vollstandigen Abwesenheit von beobachtbaren CJstevéeGemeinsamkeiten im Phanotyp
der Deletionen von Fcjl und Mcs10 waren die stépalige Anordnung der Cristamembran
und die betrachtliche Erhéhung der Anzahl der @sigitzen im Vergleich zum Wildtyp. Ob
die beobachteten Effekte dieser beiden Proteineegesame molekulare Ursachen haben, ist
allerdings unklar. Auch ist offen, ob diese Phéapety allein auf auf des Fehlen von Mcs10
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zurlickzufihren sind. Auch sind Sekundareffekte ietr&8cht zu ziehen. So ist die
Proteinmenge von Mcs27 mmcsl10stark reduziert. Die Deletion von Mcs27 fuhrte ewar

zu einer moderaten Verringerung der Anzahl der CABerdings waren hier die
Cristamembranen haufig stapelférmig angeordnet, esieebenfalls imfcjl- und Amcs10
Zellen beobachtet wurde. Daher konnte der hier hedete Phanotyp auch auf eine
Doppeldeletion von Mcs10 und Mcs27 beruhen.

Die Deletion von Mcs19 fuhrte zu einer starken Reidn der Anzahl an CJs und
gleichzeitig zur Ausbildung von internen Verzweigen der Cristamembran (Branches).
Dies ist hinsichtlich der Architektur der mitochaiaden Innenmembran ein neuer Phanotyp.
Bislang wurden Verzweigungen nur bei einem gleigigen Anstieg von CJs beobachtet und
wurden auf den Oligomerisationszustand déioFATP-Synthase zuriickgefihrt, der von Fcjl
bzw. Sue kontrolliert wird. Was kdnnte die Ursache fir dieréinderung der Ultrastruktur
von Mitochondrien inAmcs19Zellen sein? Mcs19 interagiert ebenso wie Fcjl Tib55
(Harner et al., 2011). Ob die beiden Komponenteektlian TOB binden ist noch nicht
geklart. In einer kurzlich vertffentlichen Studieunde aufgrund von Coimmunoprazi-
pitationsexperimenten postuliert, dass in der MMiwfilin Uber das Coiled-Coil-Helix
Protein ChChd3 mit Tob55 interagiert (Darshi et 2011). Die Komponente des MICOS-
Komplexes Mcs19 enthalt ebenso wie ChChd3 ein Nbyl®rungsmotiv am N-Terminus
sowie ein konserviertes GgC-Motiv am C-Terminus. Die Verteilung von Mcs19 |ukar
Gradientenzentrifugation nach Subfraktionierung Jditochondrien weist einen relativ
hohen Anteil in der AulRenmembranfraktion auf (Harm¢ al., 2011). Dies legt eine
zumindest partielle Lokalisation, ahnlich wie ChChBn der AuRenmembran nahe. Ob es
sich bei ChChd3 um ein Protein handelt, das homploylcs19 ist, kann aber aufgrund der
geringen Sequenzahnlichkeit nicht mit Sicherhestage werden. Mcs19 kdnnte entweder eine
direkte Interaktion zwischen Fcjl und Tob55 stahslien oder eine indirekte Interaktion
zwischen diesen beiden Proteinen vermitteln. DdsleRevon Mcs19 konnte zur (Fehl-)
Lokalisation von Fcjl zu den Cristamembranen fuhuew dadurch die Ausbildung von
Verzweigungen der Cristae auslosen. Verzweigungerden auch bei Uberexpression von
Fcjl beobachtet ist. Gegen die Annahme, dass Mitsldie Interaktion zwischen Fcjl und
Tob55 notwendig ist sprechen Ergebnisse in deriegeghden Arbeit, die auf eine direkte
Interaktion der C-terminalen Domane von Fcjl mith3% hindeuten. Somit erscheint ein
stabilisierender Einfluss von Mcs19 auf diese kltaon wahrscheinlicher (Abb. 4.2).
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Mcs19F ” Faj1 Mcs19
Mcs10 < Mcs10
Mcs27 Mcs27
IM Mcs29 Mcs29
Mcs12 Mcs12

Abb.4.2: Modell zur Stabilisierung der Interaktion zwischen Fcjl und Tob55 durch die
Komponente des MICOS-Komplexes Mcs19Die Komponenten des MICOS-Komplexes Mcs10,
Mcs27, Mcs29 und Mcs12 sind schematisch darges@Nt, AulRenmembran; IM, Innenmembran.

Zur Erlauterung siehe Text.

Die Stabilitat und Integritat der Komplexe MICOSind MICOS 11 ist vor allem von
Mcsl10 und Fcjl abhangig. Mcsl1l0 bildet wie Fcjl htypische Interaktionen aus.
Maoglicherweise sind diese Strukturmerkmale das @genist fur MICOS | und MICOS |IlI.
Die in dieser Arbeit durchgefiuihrten Studien zeigke Bedeutung, die ein funktioneller
MICOS-Komplex fur die Architektur von Mitochondridrat. Die Struktur der Mitochondrien
ist wichtig fur die Funktion von Mitochondrien, wikergebnisse zeigen. Die Deletionen von
Fcjl und einigen Mcs-Proteinen fiiht zu einer Abnahder respiratorischen Kompetenz
(Harner et al., 2011). Die Vererbung von mitochaasddr DNA erfordert die Anwesenheit
von Fcjl und drei weiteren Mcs-Proteinen. Diese {#osteine wurden als Aim-Proteine
(,altered inheritance of mitochondrial DNA) Kklassifiziert (Hess et al., 2009). Der
Lipidtransport zwischen den Membranen scheint apigiron MICOS zu sein. Darauf
deuten Ergebnisse fur Fcjl hin, die in dieser Arlggzeigt wurden. Wie dies von den
einzelnen Komponenten des MICOS-Komplexes auf nubtde&r Ebene bewirkt wird und

wie Architektur und Funktion miteinander verknigiftd, missen kinftige Studien zeigen.
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Die molekularen Grundlagen der Struktur der Mitoulirien sind weitgehend
unbekannt. Eine wesentliche Frage dabei ist dieadsgtion der Innenmembran der
Mitochondrien, die in die innere Grenzmembran ure@ristamembran unterteilt ist. Diese
beiden Membranteile sind durch die Crista Juncti@rbunden, tubulére Strukturen, in denen
eine stark negative Membrankrimmung vorliegt.

Vor kurzer Zeit wurde eine Proteinkomponente detoamondrialen Innenmembran
identifiziert, Fcjl, die eine wesentliche Rolle fidie Ausbildung der mitochondrialen
Ultrastruktur hat. In ihrer Abwesenheit fehlen @igunctions, die Form und Anordnung der
Crista ist verandert. Die Mitochondrien werden atgedefizient und verlieren ihre
mitochondriale DNA. Fcjl wirkt antagonistisch zund&ntereinheiten Se und Sug der
ATP-Synthase, die ihrerseits die mitochondrial@&trr bestimmit.

In der vorliegenden Arbeit sollten zum einen digsechiedenen Bereiche des Fcjl-
Proteins hinsichtlich ihrer Funktion untersucht desr, sowie mdgliche Interaktionspartner
gefunden werden und der Beitrag zur Architektur Motochondrien analysiert werden.

Folgende Ergebnisse wurden erzielt:

1) Fcjl ist mit einer Transmembrandomane in deefmmembran verankert. Fir die
Funktion von Fcjl ist das Vorhandensein einer Tmambrandoméane wichtig. Allerdings ist
deren Aminosauresequenz nicht entscheidend. Déoxygerminale Hauptteil des Proteins
besteht aus einer Coiled-Coil-Domane und einerr@itelen Doméane. Die Coiled-Coil-
Domane ist fur die Ausbildung von Crista Junctioosvendig, jedoch ist eine Fcjl-Variante
ohne diese Doméne noch in der Lage die respirat@isnkompetenz von Mitochondrien
ohne Fcjl teilweise zu kompensieren. Die C-terngirixddmane, der einzige Bereich von Fcjl
mit einer erkennbar konservierten Aminosauresequestz fir die Funktion von Fcjl
essentiell. Dieser Bereich befahigt Fcjl zur Bilgwon Homooligomeren. Diese Eigenschatft

der C-terminalen Domaéne ist wahrscheinlich notwerfidli die Ausbildung von CJs.

2) Fcjl interagiert mit Tob55, einer Komponente dESB-Komplexes in der
AulRenmembran. Dieser Proteinkomplex vermitteltidszrtion vons-Barrel-Proteinen in die
AulBenmembran. Die C-terminale Domaéane ist fur diésteraktion erforderlich. Diese
Interaktion zwischen Fcjl und dem TOB-Komplex isttvirendig fur die Ausbildung von

Kontaktstellen zwischen der Innen- und der AufRenbram Diese Kontaktstellen spielen
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offenbar eine zentrale Rolle bei der VerankerungQlesta Junctions an der AuRenmambran.
Funktionen in weiteren Prozessen wie dem Lipidparissind aufgrund der hier gezeigten
Ergebnisse wahrscheinlich.

3) Fcjl bildet mit funf Proteinen die beiden hochekalaren Komplexe MICOS | und
MICOS Il (mitochondrial contact site). Deren apparente Massen betragen ca. 1,5 bzw.
0,7 kDa. Die diese Komplexe aufbauenden Mcs-Pret@nitochondrial contactsite) Mcs10,
Mcs12, Mcs19, Mcs27 und Mcs29 sind wie Fcjl entstdmele Komponenten flir die
Architektur der mitochondrialen Innenmembran undb&sonders flr die Ausbildung von
CJs. Von diesen Proteinen wurden die folgenden sghwnktmalig untersucht:

Mcs10 weist einige Gemeinsamkeiten mit Fcjl auffiBot dessen Deletion zu einer
vollstandigen Abwesenheit von Crista Junctions diedCristamembranen sind wie Adcj1-
Mitochondrien stapelférmig angeordnet. Mcs10 bildetmotypische Assoziationen aus. Die
Deletion von Mcs19 fihrt zu einer starken Reduktier Anzahl an Crista Junctions und
gleichzeitig zu Verzweigungen der Cristamembran.ghtterweise stabilisiert Mcs19 die
Interaktion zwischen Fcjl und Tob55. Die DeletimmwWcs19 fihrt mdglicherweise zu einer
vermehrten Fehllokalisation von Fcjl in das Inngee Cristamembran und ruft dort innere
Verzweigungen hervor. Die Deletion der einzelnersNecoteine fuhrt zu einer moderaten bis
starken Reduktion der Anzahl der Crista Junctidnsden untersuchten Deletionsstammen
werden haufig, ahnlich wie imfcjl-Mitochondrien, stapelférmig angeordnete Crista-

membranen beobachtet.

Der MICOS-Komplex ist nicht nur entscheidend fire diArchitektur von
Mitochondrien. Einige der Komponenten des Komplexeisd notwendig fir die
Aufrechterhaltung der respiratorischen Kompetend der Fahigkeit, die mitochondriale
DNA zu vererben. Die Ergebnisse dieser Arbeit leganoh nahe, dass MICOS wichtig fur
den Lipidtransport in die Mitochondrien ist. Dierllegenden Resultate stellen erste Schritte

zum Verstandnis der molekularen Grundlagen derahdondrialen Architektur dar.
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Aco

ADP

Amp
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A. gossypii
ATP

Atp4

AS

BSA

bzw.

ca.

Cam

C. elegans
C. sphaerica
CM

CJ

CT

Cyth,
C-terminal
Dld1 -
DMSO
DNA

DTT

E. coli
EDTA

ER

evtl.

Fcjl

Fisl

Antikérper
Abbildung
Acetat
Aconitase
Adenosin-5"-diphosphat
Ampicilin
Ammoniumperoxodisulfat
Ashbya gossypii
Adenosin-5"-triphosphat
Untereinheit 4 derFo-ATPase
Aminosaure
Rinderserumalbumin
beziehungsweise
circa
Chloramphenicol
Caenorhabditis elegans
Candida sphaerica
Cristamembran
Crista Junction
Cristaspitzedfista tip)
Cytochrom b
Carboxyterminal
D-Lactatdehydrogenase
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinséure
Dithiothreitol
Eschericha coli
Ethylendiamintetraacetat
Endoplasmatisches Retikulum
eventuell
formation ofcrista junction

mitochondrial fission
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GFP
GSH
GST
GTP
HA

h

HCI
HelLa-Zellen
HEPES
IBM

IM

IMS

kb

kD

LB

Mcs

[-Mgm1
Mgm1l
MICOS
pum

min

M. musculus
MOPS
MPP
mMtDNA
MWCO
nm

NaOH

N. crassa
N-terminal
oD

OM

9,81 m/s2

grin fluoreszierendes Protein
Glutathion
Glutathion-S-Transferase
Guanin-5’-triphosphat
Hamagglutinin

Stunde

Salzséaure

Epithelzellen eines Zervixkarzinoms Hatientin Henrietta Lacks

N-(2-Hydroxethyl)-piperazin-N"-ethansulfanse

Innere Grenzmembran
Innenmembran der Mitochondrien
Intermembranraum der Mitochondrien
Kilobasen

Kilodalton
Luria Bertani
mitochondrial-contactsite-Protein; Protein
Komplexes

lange Isoform von Mgm1
mitochondrialgenomeanaintenance protein 1
MitochondrialContactSite-Komplex
Mikrometer

Minute

Mus musculus
3-(N-Morpholino)-Propansulfonsaure
Mitochondriale Prozessierungspeptidase
mitochondriale DNA
molecularweightcut off

Nanometer

Natronlauge

Neurospora crassa

aminoterminal

Optische Dichte

AulRenmembran
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7 Abklrzungsverzeichnis

PAGE
PBS
PCR
PEG

P. Pastoris
PK
PMSF
RNA
RNAse
ROS
rpm
RT
SDS

S

S. cerevisiae

SD

sec
SlLac
Sue
Sug
TBS
TCA
TEMED
Tim
TIM
TMD
TOB
Tom
TOM

T. hansenii
Tris

U

UN

uv

Polyacrylamidgelelektrophorese
Phosphat gepufferte Saline
Polymerase-Kettenreaktion
Polyethylenglykol

Pichia pastoris

Proteinase K
Phenylmethylsulfonylfluorid
Ribonukleinsaure
Ribonuklease
reactive oxygen species
Umdrehungen pro Minute
Raumtemperatur
Natriumdodecylsulfat
Sekunde
Saccharomyces cerevisiae
selektives Glukose-Medium
Sekunde

selektives Laktat-Medium
Untereinheit e der,Fo-ATPase
Untereinheit g der{Fo-ATPase
Tris gepufferte Saline

Trichloressigsaure

N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin

Protein des TIM-Komplexes
translocase of thennermembrane

Transmembrandomaéne

topogenesis of mitochondrialiter membranéeta-barrel proteins

Protein des TOM-Komplexes
translocase of theuter membrane

Torulaspora hansenii

2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol

Unit
Uuber Nacht

Ultraviolett
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viv
wi/v
WT

z.B.

z.T.

Volumen pro Volumen
Gewicht pro Volumen
Wildtyp

zum Beispiel

zum Teil
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