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Diskussion

Wachstumsphéanotyp den publizierten Ergebnissen. Die Stammsammlung weist demnach eine
ca. 80-90% Sittigung fiir nichtessentielle ORFs von S. cerevisiae auf. Daraus ldsst sich
folgern, dass mit der Durchfiihrung dieses Screens auch 80 bis 90% aller nichtessentiellen
Morphologiekomponenten des Hefemitochondrions identifiziert sein sollten. Im Rahmen
dieses Screens wurden fast alle bislang beschriebenen Morphologiekomponenten wieder
gefunden, ndmlich Dnm1, Mdv1 und Fisl als Proteine der mitochondrialen Teilung, Fzol und
Mgml als Komponenten der mitochondrialen Fusion sowie die AuBenmembranproteine
Mmml, Mdml0 und Mdml2. Nur der Deletionsstamm von UGOI! zeigte keinen
mitochondrialen Morphologiedefekt. Es stellte sich allerdings heraus, dass es sich hierbei um
eine fehlerhafte Gendeletion handelte. Eine weitere Ausnahme stellt MAS37 dar. Die
Verdnderung der mitochondrialen Morphologie in einem mas37-Stamm wurde erst im
weiteren Verlauf dieser Arbeit entdeckt. Eine mogliche Erklarung hierfiir ist die Expression
von Suppressoren im Stamm der Deletionsbank, die den mitochondrialen Phénotyp
unterdriickt. Geht man davon aus, dass fehlerhafte Gendeletionen oder die Expression von
Suppressoren in den verwendeten Stimmen eher ein seltenes Vorkommnis sind, sollten 80-
90% der nichtessentiellen Morphologiekomponenten mit Abschluss dieser Arbeit bekannt
sein. Nur Mdm30, Mdm37 und Mdm38 weisen eine Ahnlichkeit zu einem bereits bekannten
Protein auf. Die Vermutung liegt nahe, dass Mitochondrien einen, im Vergleich zu den
anderen Organellen, einzigartigen Morphogeneseapparat aufweisen.

Ca. 1500 essentielle Gene konnten mit diesem Ansatz nicht analysiert werden. Davon
wurden bereits zwei mit der mitochondrialen Morphologie und Vererbung in S. cerevisiae in
Zusammenhang gebracht. Das Aktin-kodierende ACT7-Gen (Simon et al., 1995) und das
Klasse V Myosin kodierende MYO2-Gen (Boldogh et al., 2004; Itoh et al., 2004). Beide
Proteine besitzen jedoch neben ihrer Bedeutung fiir die mitochondriale Morphogenese noch
eine Reihe weiterer Funktionen. Es ist anzunehmen, dass weitere essentielle Proteine eine
Bedeutung fiir die mitochondriale Morphogenese besitzen. Allerdings diirfte auch ihre

Bedeutung fiir die Zelle von globaler Natur sein.
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4.2 Mdm31 und Mdm32: zwei neue Morphologieckomponenten

der mitochondrialen Innenmembran.

Deletionsmutanten von MDM31 und MDM32 weisen auffillige Ahnlichkeiten zu
Mutanten auf, denen eine der Aullenmembrankomponenten Mmm1l, Mdm10, Mdm12 oder
Mmm?2 fehlt (Aiken Hobbs et al., 2001; Berger et al., 1997; Boldogh et al., 1998; Boldogh et
al., 2003; Burgess et al., 1994; Sogo und Yaffe, 1994; Youngman et al., 2004). Anstatt des
verzweigten tubuldren Mitochondriensystems des Wildtyps, besitzen sie grofle sphérische
Mitochondrien mit zytosolischen Einschliissen (Dimmer et al, im Druck). Diese
Mitochondrien sind kaum beweglich und scheinen an einem Ort der Zelle zu verharren. Die
interne Struktur der Mitochondrien ist drastisch verdndert. Auch das mitochondriale Genom
ist in allen diesen Deletionsstimmen instabil und geht zum Teil nach einigen Generationen
verloren. Die Struktur der Nukleoide all dieser Stimme weist auffdllige Unterschiede zu
Wildtyp-Zellen auf. Alle acht moglichen Doppeldeletionskombinationen zwischen MDM31
oder MDM32 einerseits und MMMI1, MDMI10, MDMI12 oder MMM?2 andererseits sind
synthetisch letal. Diese Beobachtungen legen die Vermutung nahe, dass diese Proteine an ein

und demselben Prozess beteiligt sind, der die mitochondriale Morphologie beeinflusst.

Obwohl die oxidative Phosphorylierung fiir S. cerevisiae nicht zwingend notwendig ist
und dieser Organismus seine Energiebilanz durch anaerobe Glykolyse decken kann, sind
Mitochondrien essentielle Organellen. Eine zentrale Funktion der Mitochondrien ist die
Biosynthese von Eisenschwefelclustern (Lill und Kispal, 2000). Im Rahmen der vorliegenden
Arbeit wurde gezeigt, dass der Verlust von Mdm31 und Mdm32 zu fast unbeweglichen
Mitochondrien fithrt. Wéhrend Wildtyp-Mitochondrien einem stetigen Gestaltswandel
innerhalb der Zelle unterworfen sind, verbleiben die sphérischen Mitochondrien in Amdm31-
und Amdm32-Stdmmen {iber einen ldngeren Zeitraum von bis zu 15 Minuten an einem Ort in
der Zelle (Dimmer et al., im Druck). Der Transport der Mitochondrien in Knospen ist
drastisch verlangsamt, so dass bis zu 40% der Knospen der Deletionsstimme keine
Mitochondrien aufweisen. Ahnliches wurde fiir die Deletionsstimme der Gene MMM],
MDM10, MDM12 und MMM?2 beobachtet. Alle diese Ergebnisse weisen auf eine gravierende
Einschriankung der mitochondrialen Motilitdt in diesen Deletionsstimmen hin. Addieren sich
nun die Effekte in Doppeldeletionsmutanten, denen Mdm31 (oder Mdm32) und Mmm1 (oder
Mdm10, Mdm12, Mmm?2) fehlt, so fiihrt dies zur Letalitét.
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Der mitochondriale Transport ist in S. cerevisiae abhingig vom Aktinzytoskelett. Eine
direkte Beteiligung von Mdm31 und Mdm32 an der Interaktion der Mitochondrien mit dem
Aktinzytoskelett ist jedoch unwahrscheinlich. In einem in vitro-Ansatz wurde gezeigt, dass
isolierte Mitochondrien ATP-abhingig an filamentoses Aktin (F-Aktin) binden. Diese
Bindungsaktivitat bleibt erhalten, auch wenn Mdm31 und Mdm32 fehlen. Entgegen anderen
Berichten (Boldogh et al., 1998) wurde auch fiir Mitochondrien eines Ammm1i-, Amdm10-
oder Amdml2-Stammes eine unverdnderte F-Aktin-Bindung in vitro beobachtet. Somit
erscheint auch eine direkte Rolle der Aulenmembranproteine Mmm1, Mdm10 und Mdm12
bei der Interaktion mit dem Zytoskelett unwahrscheinlich. Andere Ergebnisse stiitzen diese
Annahme. Zum einen ist die Funktion von Mmm1 im filamentdsen Pilz Neurospora crassa
konserviert. Obwohl der mitochondriale Transport in diesem Organismus vom
Mikrotubulizytoskelett abhéngig ist, zeigen Mitochondrien einer RIP-Mutante des MMM -
Gens in N. crassa einen dhnlichen mitochondrialen Phianotyp wie S. cerevisiae Ammml-
Mutanten (Prokisch et al., 2000; Westermann und Prokisch, 2002). Dies konnte durch eine
allgemeine Funktion von Mmml bei der Interaktion mit Bestandteilen des Zytoskeletts der
Zelle erklart werden. Allerdings wurde gezeigt, dass Mitochondrien derselben Neurospora
crassa Mmm1-RIP-Mutante nach wie vor in vitro an isolierte Mikrotubuli binden (Fuchs et
al., 2002). Somit erscheint auch in N. crassa fir Mmml eine direkte Rolle in der
Zytoskelettinteraktion als unwahrscheinlich. Wird das homologe Mmml aus N. crassa in
einem S. cerevisiae MMM]I-Deletionsstamm exprimiert, erfiillt dieses die Funktion des
Hefeproteins (Kondo-Okamoto et al., 2003). Diese Beobachtung widerlegt ebenfalls eine
direkte Rolle von Mmml bei der Interaktion mit dem Aktinzytoskelett. Wird das
Aktinzytoskelett durch Zugabe von Aktin depolymerisierenden Substanzen zerstort, werden
fragmentierte Mitochondrien beobachtet (Drubin et al., 1993; Lazzarino et al., 1994; Smith et
al., 1995). Bei MDM31, MDM32 und MMMI-Deletion entstehen jedoch sphérische
Riesenmitochondrien. Wenn Mdm31, Mdm32 und MmmIl an der direkten Interaktion mit
dem Aktinzytoskelett beteiligt wéren, wiirde man bei Deletion der Gene einen
mitochondrialen Phénotyp erwarten, der dem bei Verlust des Aktinzytoskeletts dhnlich ist.
Ferner wurden wie fiir Mmm1 auch fiir Mdm31 und Mdm32 Homologe in Organismen wie V.
crassa und S. pombe gefunden, deren Transport der Mitochondrien eine Abhingigkeit vom
Mikrotubulisystem aufweist (Steinberg und Schliwa, 1993; Yaffe et al., 1996). Alle diese
Beobachtungen stimmen mit den Ergebnissen dieser Arbeit liberein, dass sowohl Mdm31 und
Mdm32 als auch Mmm1l, Mdm10 und Mdm12 keinen direkten Einfluss auf die Interaktion

mit dem Aktinzytoskelett nehmen.
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GFP-Fusionsproteine von Mmml, Mdm10, Mdm12 (Aiken Hobbs et al., 2001;
Boldogh et al., 2003; Meeusen und Nunnari, 2003) und Mmm2 (Youngman et al., 2004)
wurden in punktierter Verteilung auf dem Mitochondrion in Nachbarschaft zu Nukleoiden
gefunden. Fiir die Aulenmembranproteine wurde vorgeschlagen, dass sie einerseits fiir die
Lokalisierung der Nukleoide an der mitochondrialen Membran und andererseits fiir eine
Koordinierung der mtDNA mit der zytosolischen Verteilungsmaschinerie der Mitochondrien
verantwortlich sind. Fiir Mmm1 wurde des Weiteren gezeigt, dass es in einem Komplex mit
dem mtDNA bindenden Protein Mgm101 und der mtDNA-Polymerase Mipl nachgewiesen
werden kann (Meeusen und Nunnari, 2003). Ob Mdm31 und Mdm32 im Intermembranraum
eine dhnliche punktierte Verteilung aufweisen, konnte nicht untersucht werden, da der
Versuch scheiterte, Mdm31 und Mdm32 C-terminal mit GFP zu fusionieren. Wurde die
kodierende Sequenz von GFP genomisch an MDM31 und MDM32 am 3’-Ende des Gens
fusioniert, so konnten zwar die C-terminalen Fusionsproteine in den resultierenden Stimmen
nachgewiesen werden, jedoch zeigten die Stimme einen mitochondrialen Phinotyp, der dem
eines Amdm31- bzw. Amdm32-Stammes entsprach (nicht gezeigt).

Die Deletion von MDM31 und MDM32 fihrt wie in Ammmli-, Amdmi10-, Amdmli2-,
und Ammm2-Stimmen zu einer verdnderten Nukleoidstruktur. Es werden im Gegensatz zum
Wildtyp keine 10-15 Nukleoide in der Zelle beobachtet, sondern ein bis zwei dominante
diffuse mtDNA-Strukturen, die fast die GroBe des Zellkerns annehmen konnen. Diese
Analogie in der Auswirkung der Deletion von MDM31, MDM32, MMM1, MDM10, MDM12
oder MMM?2 auf die Struktur der Nukleoide weist ebenfalls auf eine dhnliche Funktion der
von ihnen kodierten Proteine hin. Ob sie wirklich fiir die Lokalisierung der Nukleoide an der
mitochondrialen Innenmembran und fiir eine Koordinierung mit der zytosolischen
Verteilungsmaschinerie der Mitochondrien verantwortlich sind, bleibt ungeklirt. Ahnlich
verdnderte Nukleoide werden allerdings auch in Mutanten beobachtet, denen Abf2 fehlt.
Abf2 ist ein Protein welches zur HMG ,,high mobility group Familie der DNA-bindenden
Proteine (Newman et al., 1996) gehort. Es wird angenommen, dass es eine Rolle bei der
Verpackung der mitochondrialen DNA in Nukleoide spielt

Mitochondrien, denen Mdm31 und Mdm32 fehlt, zeigen umfassende Verdnderungen
der internen Struktur. Zellen der Amdm31-, Amdm32 und Amdm31/Amdm32-Stimme
wurden im Vergleich zu Wildtyp-Zellen elektronenmikroskopisch analysiert (in Kooperation
mit Dr. Frank Vogel, Max-Delbriick-Centrum fiir Molekulare Medizin, Berlin). Werden
Zellen auf fermentierbaren Kohlenstoffquellen kultiviert, zeigen nur ein Teil der sphérischen

Mitochondrien der Deletionsstimme wenige verkiirzte Cristae. Haufig werden kreisrunde von
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einer Doppelmembran umgebene Strukturen beobachtet. Obwohl diese Strukturen
unterschiedliche GroBe besitzen ist der Abstand der beiden Membranen konstant und
entspricht dem des Intermembranraumes. Diese Beobachtung legt die Vermutung nahe, dass
sich diese Membranen von der mitochondrialen Innen- und Auflenmembran ableiten. Das
Innere dieser Strukturen entspriche demnach dem Zytosol. Diese Beobachtung stimmt mit
den in der Fluoreszenzmikroskopie beobachteten dunklen Bereichen der sphérischen
Riesenmitochondrien {iberein. Auf nichtfermentierbaren Kohlenstoffquellen wachsende
Zellen besitzen viele Invaginationen der Innenmembran. Eine reduzierte Ausbildung von
Cristae ist folglich nicht fiir die internen strukturellen Verdnderungen verantwortlich (Dimmer
et al., im Druck). Ein dhnlicher mitochondrialer Phénotyp wurde fiir Stimme beschrieben,
denen Mmm1 fehlt (Aiken Hobbs et al., 2001). Die Anzahl der Cristae im Vergleich zum
Wildtyp war deutlich reduziert, wihrend Einschliisse in den Mitochondrien zu beobachten
waren, wie sie auch fiir Amdm31- und Amdm32-Staimme gezeigt wurden (Abb. 5 B, F). Es
wurde vorgeschlagen, dass Mmm1 ein Bestandteil eines Mitochondrienskelett-Systems ist.
Dieses strukturelle Gebilde wiére fiir die Ausbildung der elongierten Mitochondrienschlduche
einerseits und fiir die korrekte Assoziation der Nukleoide an die Innenmembran andererseits
verantwortlich. Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen auf eine dhnliche Rolle fiir Mdm31 und
Mdm32, jedoch in der Innenmembran hin. Trotz der Tatsache, dass in
Gelfiltrationsexperimenten unabhéngige Proteinkomplexe fir Mmml, Mdm31 und Mdm32
gefunden wurden, konnten diese Proteine im Rahmen dieses mitochondrienskelettartigen
Systems transient interagieren und so Einfluss auf die Koordination der AufBlen- und der
Innenmembran nehmen, sowie die Verkniipfung der mtDNA mit der Innenmembran
bewerkstelligen. Ein System, welches beide mitochondrialen Membranen durchspannt und
eine Koordinierung der mitochondrialen Erbinformation mit der zytosolischen
Verteilungsmaschinerie bewirken konnte, wurde in einer anderen Arbeit diskutiert (Meeusen
und Nunnari, 2003). Die Autoren zeigen eine Verbindung von Mmm1 zu Mgm101 und Mip1.
Mgml101 wurde in Nukleoiden gefunden und im Zusammenhang mit der Reparatur von
mtDNA, die durch reaktive Sauerstoffspezies beschddigt war, diskutiert (Meeusen et al.,
1999). Mipl ist die mitochondriale DNA Polymerase. Diese Proteinstruktur, bestehend aus
Mmml, Mgm101 und Mipl wurde auch in Abwesenheit von mtDNA beobachtet und als
mtDNA-Replisom interpretiert. Ob Mdm31 und Mdm32 Bestandteil eines solchen Systems
sein konnten, werden weitere Experimente kliren.

Mdm31 und Mdm32 sind Proteine der mitochondrialen Innenmembran. Der Hauptteil

der Peptidkette befindet sich im Intermembranraum. Eine Transmembrandoméne nahe des N-
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Terminus des reifen Proteins befindet sich in der mitochondrialen Innenmembran. Ein zweiter
hydrophober Abschnitt nahe des C-Terminus konnte theoretisch ebenfalls eine
Transmembrandomine darstellen. Im Rahmen dieser Arbeit konnte nicht geklédrt werden, ob
und v.a. welche mitochondriale Membran dieser Abschnitt tatsdchlich durchspannt. Wurde an
den C-Terminus des Proteins ein Peptidmarker oder GFP fusioniert, war das resultierende
Protein nicht mehr funktionell, und Stimme mit dieser Erweiterung von MDM31 und MDM32
zeigten denselben mitochondrialen Phianotyp wie die Deletionsmutanten der beiden Gene.
Diese Beobachtungen zeigen allerdings, dass der C-Terminus fiir die Funktion der Proteine
essentiell ist. Dem Homologen Mdm31 aus S. pombe fehlt der C-terminale hydrophobe
Bereich. Eine genauere Analyse der Peptidsequenz des C-Terminus der S. cerevisiae Proteine
fiihrt zu der Annahme, dass es sich bei den hydrophoben Bereichen nicht um
Transmembrandoménen handelt.

Obwohl beide Proteine (Mdm31 und Mdm32) in Gelfiltrationsexperimenten in zwei
verschiedenen Proteinkomplexen der inneren Mitochondrienmembran nachgewiesen wurden,
konnte in einem Koimmunfillungsexperiment gezeigt werden, dass Mdm31 und Mdm32
miteinander interagieren. Die fast identischen Auswirkungen der Deletionen eines der beiden
Gene auf die Morphologie der Mitochondrien, die mtDNA-Stabilitdt und die Nukleoidstruktur
weisen darauf hin, dass Mdm31 und Mdm32 an ein und demselben Prozess partizipieren.
Vergleicht man die Genome von S. cerevisiae mit anderen Pilzarten wie C. albicans, S.
pombe und N. crassa, fallt auf, dass diese nur ein Homolog der Mdm31/Mdm32
Proteinfamilie besitzen. Dieses wiirde folglich dieselbe Funktion ausiiben, wie die beiden
Homologen in der Béckerhefe.

Mdm31 und Mdm32 sind integrale Proteine der Innenmembran. Dies legt die
Vermutung nahe, dass sie das fehlende Bindeglied der beschriebenen
AuBenmembrankomponenten zur mitochondrialen DNA darstellen kdnnten. Die vorliegenden
Ergebnisse zeigen, dass Zellen, die kein Mdm31 oder Mdm32 besitzen {iiber einige
Generationen ihre mtDNA beibehalten. Nach vielen Generationen nimmt der Anteil der
mtDNA besitzenden Zellen sogar wieder zu. In den Deletionsstimmen bildet sich nach 6-7
Tagen logarithmischen Wachstums der WT-Phénotyp wieder aus. Dies ist auf
Anpassungsvorginge zuriickzufiihren, bei denen vermutlich Suppressoren eine Rolle spielen.
Ein dhnliches Verhalten wurde auch schon fiir Amdm10- und Amdm12-Staimme beschrieben
(Berger et al., 1997). Folglich sind Mdm31 und Mdm32 nicht an der Replikation der mtDNA
beteiligt. Viel mehr liegt die Vermutung nahe, dass Mdm31 und Mdm32 als

Innenmembranproteine an der Assoziation des mitochondrialen Genoms an die
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mitochondriale Innenmembran beteiligt sind, wobei der Verlust der mtDNA dadurch zustande
kommt, dass mtDNA ohne die Befestigung an der Innenmembran nicht mehr aktiv, sondern
passiv in zufdlliger Abfolge an die Tochterzelle weitergegeben wird. Ob Mdm31 und Mdm32
eine rein strukturelle, die Nukleoide betreffende Funktion oder eine regulatorische Funktion
beim Verteilungsprozess zukommt, muss in folgenden Studien eingehend untersucht werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden einige Ansitze verfolgt, um Interaktionen von
Mdm31 und Mdm32 mit anderen bekannten Morphologiekomponenten wie Mmm1, Mdm10,
Mdml12 und Mmm2 zu zeigen. Koimmunfillungsexperimente mit gereinigten, lysierten
Mitochondrien mit Antikorpern gegen Mdm31 und Mdm32 und Immunoblots gegen Mmm1,
Mdm10, Mmm2 und Abf2-GFP ergaben keine nachweisbare Interaktion. Durch
Koimmunfillungsexperimente mit radioaktiv markiertem und importiertem Mmm1, Mdm10,
Mdm12, Mmm2 und Abf2 konnten ebenfalls keine Interaktionen nachgewiesen werden (nicht
gezeigt).

Eine Zusammenfassung der Ergebnisse der genetischen Interaktionen und der
biochemischen Experimente ergeben mindestens drei funktionelle Einheiten, die bei der
Vererbung der Mitochondrien eine Rolle spielen, und deren Bedeutung fiir die mitochondriale
Morphologie den Prozessen der Teilung und der Fusion iibergeordnet ist (Abb. 25). Mmml,
Mdm10 und Mdm12 sind Untereinheiten eines Auflenmembrankomplexes (Boldogh et al.,
2003). Alle Staimme mit Doppeldeletionskombinationen der entsprechenden Gene verhalten
sich dhnlich wie die Einzeldeletionsstimme (Berger ef al., 1997; Hanekamp et al., 2002), was
auf eine identische Funktion hinweist. Vor kurzem wurde eine Rolle fir Mdm10 bei der
Biogenese von ,,-barrel“-Proteinen der dulleren Mitochondrienmembran beschrieben. Dabei
wurde Mdm10 in einem Komplex mit Mas37 und Tob55 nachgewiesen (Meisinger et al.,
2004). Diese beiden Proteine bilden einen Proteinkomplex, der ,.,f-barrel“-Proteine nach der
Translokation durch den TOM-Komplex in die d&ulere Membran inseriert. Mmm1, Mdm12
sowie Mdm10 sind allerdings nach den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit in gleichem
funktionellen Kontext zu sehen. Wéhrend eine Deletion von MDM10 wie von MMM1 oder
MDM]12 in Kombination mit MDM31 oder MDM32 letal ist, ist die Deletion des nicht
essentiellen MAS37 in Kombination mit den hier charakterisierten Proteinen mdoglich. Ferner
zeigen Mitochondrien eines Amas37-Stammes einen komplett anderen mitochondrialen
Phénotyp als die eines Amdm0-Stammes. Ob Mdm10 eine duale Funktion bei der Biogenese
der AuBlenmembranproteinkomplexe, z. B. des TOM-Komplex einerseits und der

mitochondrialen Morphogenese andererseits zukommt, ist bislang nicht geklart.
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Mmm?2 (Mdm34) (Dimmer et al., 2002) ist eine Untereinheit eines zweiten, separaten
Komplexes der Aulenmembran. Eine Doppeldeletionsmutante von Mmm1 und Mmm?2 ist auf
nicht fermentierbaren Kohlenstoffquellen nicht lebensfdhig. Auf Glucose ist der
Wachstumsphénotyp identisch mit dem eines AmmmZ2-Stammes. Mmm?2 fungiert vermutlich
in einem parallelen Mechanismus zu Mmml. Ferner wurde gezeigt, dass Mmm?2 keine stabile
Interaktion mit der Innenmembran zeigt (Youngman et al., 2004). Deshalb ist eine stabile
Interaktion mit Mdm31 und Mdm32 nicht zu erwarten. Trotzdem weisen Mitochondrien,
denen Mmm?2 fehlt, auffillige Ahnlichkeiten zu Amdm31- und Amdm32-Mitochondrien auf.
Nicht nur die mitochondriale Morphologie ist sehr dhnlich, sondern auch die Auswirkungen
der Deletion von MDM31, MDM32 oder MMM?2 auf die Stabilitdt der mtDNA. Die Halfte der
Zellen aller drei Deletionsstimme verliert nach ldngerem Wachstum ihr mitochondriales
Genom. Mdm31 und Mdm32 sind Untereinheiten zweier neuer Innenmembrankomplexe.
Eine transiente Interaktion wurde fiir beide Proteine durch Koimmunfillungsexperimente
nachgewiesen. Sie sind die ersten mitochondrialen Innenmembranproteine, fiir die gezeigt
werden konnte, dass sie mit Komponenten der Aullenmembran funktionell kooperieren und

einen Finfluss auf die Vererbung von Mitochondrien und mitochondrialer DNA nehmen.

MDM31 Band
MDM 32 PO

DNM1 FZO1

MDM33 /

Abbildung 25: Genetische Interaktionen von Komponenten der mitochondrialen Morphologie und

Dynamik. Epistatische Beziehungen werden durch einen einfachen Pfeil ausgedriickt. Die Ergebnisse
fur Mdm31 und Mdm32 dieser Arbeit sind zusammengefasst, MMM2-Beziehungen sind aus
(Youngman et al., 2004), die Beziehungen zwischen FZO1, DNM1 und MDM33 aus (Messerschmitt
et al., 2003).
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Diskussion

Die in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse erlauben die Erweiterung der bisher
bekannten Komponenten der mitochondrialen Morphologie. Abbildung 26 =zeigt die
Einordnung von Mdm31 und Mdm32 in die Gesamtzusammenhéinge. Es sind zwei neue
Komponenten des Morphologieapparates entdeckt worden, und funktionelle Zusammenhinge

mit bereits bekannten Komponenten wurden identifiziert.

Vererbung/Struktur
Mmm1
Mdm10 2
Mdm12 )

Mmm2 ’ #7 *’

?
q
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D

?

<

Aktin - motilitat

Abbildung 26: AbschlieRende Ubersicht der Morphologiekomponenten der Mitochondrien in S.
cerevisiae nach dieser Arbeit. Vgl. Abbildung 1.
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Zusammenfassung

S  Zusammenfassung

Morphologie und Dynamik der Mitochondrien spielen eine wichtige Rolle fiir die
Vererbung der Organellen und die korrekte Ausiibung ihrer physiologischen Pflichten. Uber
die molekularen Mechanismen, die der Gestaltgebung und Dynamik der Mitochondrien
zugrunde liegen, ist relativ wenig bekannt. In der Backerhefe Saccharomyces cerevisiae als
Modellorganismus wurden einige Proteine identifiziert — das Verstdndnis vieler Prozesse, wie
z. B. Fusion, Teilung und Bewegung der Mitochondrien, stellt jedoch nach wie vor eine
Herausforderung fiir die zellbiologische Forschung dar.

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurde ein innovativer Ansatz verfolgt, um neue
mitochondriale Morphologiekomponenten in S. cerevisiae zu identifizieren. Dabei wurde eine
Stammsammlung verwendet, die Deletionsmutanten sédmtlicher nicht-essentieller Hefegene
enthilt. Diese Stimme wurden systematisch durch Fluoreszenzmikroskopie nach Mutanten
durchsucht, die eine verdnderte mitochondriale Morphologie aufweisen. Dadurch konnte die
Anzahl der bekannten Proteine, die einen Einfluss auf die mitochondriale Morphogenese
besitzen, von bis dato neun auf 24 erhoht werden. Fiinf der neuen Komponenten, von denen
zehn bislang ginzlich uncharakterisiert waren, wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit
entdeckt.

Fiir eine eingehende Analyse im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit, wurden die
beiden neuentdeckten Proteine Mdm31 und Mdm32 ausgewihlt. Diese beiden Proteine sind
Mitglieder einer neuen Proteinfamilie und liegen als hohermolekulare Proteinkomplexe in der
mitochondrialen Innenmembran vor, die transient miteinander interagieren. Die Topologie
von Mdm31 und Mdm32, deren Hauptteil im Intermembranraum liegt, ist ein Hinweis auf
eine mogliche Kooperation der beiden Proteine mit Komponenten der mitochondrialen
AuBenmembran. Deletionsmutanten von MDM31 und MDM32 weisen sphérische
Riesenmitochondrien auf, deren Motilitdt drastisch reduziert ist. Durch diesen Motilitatsdefekt
kommt es zu einem verringerten Transport der Mitochondrien in die Tochterzellen bei der
Zytokinese. Dartliber hinaus ist das mitochondriale Genom in Amdm3I- und Amdm32-
Stimmen instabil und geht nach lingerem Wachstum auf fermentierbaren Kohlenstoffquellen
in einem Teil der Zellen verloren. Ferner ist die Struktur der Nukleoide, in denen die
mitochondriale DNA verpackt ist, in diesen Stimmen verdndert. Wiahrend man in Wildtyp-
Zellen 10-15 Nukleoide beobachtet, weisen die Mitochondrien der Deletionsstimme ein oder

zwei riesige diffuse DNA-Stukturen auf. Diese strukturellen Verdnderungen der
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Zusammenfassung

Mitochondrien und das Verhalten des mitochondrialen Genoms in den Amdm3I- und
Amdm32-Deletionsmutanten  weisen  Ahnlichkeiten zu Zellen auf, denen die
AuBenmembranproteine Mmm1l, Mdm10, Mdm12 oder Mmm2 fehlen. Die Deletion von
MDM31 oder MDM32 in Kombination mit MMMI, MDM10, MDMI2 oder MMM? ist
synthetisch letal, d. h. die Doppelmutanten sind nicht lebensfihig. Dies ist ein Hinweis darauf,
dass die beteiligten Komponenten eine Funktion in demselben zelluldren Prozess spielen.
Wahrscheinlich fiihrt die Addition der Effekte, die die Einzeldeletionen auf die Struktur und
Motilitdt der Mitochondrien haben, zur kompletten Hemmung der Vererbung der Organellen.
Damit sind Mdm31 und Mdm32 die ersten mitochondrialen Innenmembranproteine, fiir die
ein funktioneller Zusammenhang mit Komponenten der mitochondrialen Aulenmembran bei
der Vererbung und strukturellen Integritit der Mitochondrien gezeigt werden konnte. Ferner
sind sie die ersten Proteine der mitochondrialen Innenmembran, die Einfluss auf die Struktur

und Stabilitit des mitochondrialen Genoms nehmen.
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