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Abkürzungen 
 
AAC   ADP/ATP-Carrier 
ADP   Adenosin-5´-diphosphat 
Amp   Ampicillin 
APS   Ammoniumpersulfat 
ATP   Adenosin-5´-triphosphat 
bp   Basenpaare 
BSA   Rinderserumalbumin 
°C   Grad Celsius 
C-terminal  carboxyterminal 
Ci   Curie 
cm   Zentimeter 
cm2   Quadratzentimeter 
CTP   Cytosin-5´-triphosphat 
dATP   Desoxyadenosin-5´-triphosphat 
dCTP   Desoxycytosin-5´-triphosphat 
dGTP   Desoxyguanosin-5´-triphosphat 
DNA   Desoxyribonukleinsäure 
dNTP   Desoxyribonukleotid-5´-triphosphat 
DsRed   Discosoma red fluorescent protein 
DTT   Dithiothreitol 
dTTP   Desoxythymidin-5´-triphosphat 
∆ψ   Membranpotential 
E. coli   Escherichia coli 
EDTA   Ethylendiamintetraacetat 
ER   Endoplasmatisches Reticulum 
5-FOA   5-Fluororotsäure 
FPLC   fast protein liquid chromatography 
g   Erdbeschleunigung 
g   Gramm 
GFP   green fluorescent protein aus Aeqourea 
GTP   Guanosin-5´-triphosphat 
h   Stunde(n) 
HEPES  N-2-Hydroxyethylpiperazin-N´-2-ethansulfonat 
Hsp   Hitzeschockprotein 
IgG   Immunglobulin G 
IPTG   Isopropylthiogalaktosid 
kb   Kilobasenpaare 
kDa   Kilodalton 
kg   Kilogramm 
kV   Kilovolt 
l   Liter 
LB   Luria-Bertani-Medium (E. coli Nährlösung) 
M   molar 
m7G(5´)ppp(5´)G 7-Methylguanosintriphosphat 
mA   Milliampere 
µCi   Mikrocurie 
µF   Mikrofarad 
mg   Milligramm 



µg   Mikrogramm 
min   Minute(n) 
ml   Milliliter 
µl   Mikroliter 
mM   millimolar 
µM   mikromolar 
mm   Millimeter 
mmol   Millimol 
MOPS   3-[N-Morpholino]ethansulfonat 
MPP   mitochondriale Prozessierungs-Peptidase 
mt   mitochondrial 
N-terminal  aminoterminal   
NADH   Nikotinamidadenosindinukleotid, reduziert 
ng   Nanogramm 
nm   Nanometer 
OD   optische Dichte 
ORF   offener Leserahmen (open reading frame) 
PAS   Protein A-Sepharose 
PCR   Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction) 
PEG   Polyethylenglycol 
Pi   Phosphat 
PK   Proteinase K 
pmol   Pikomol 
PMSF   Phenylmethylsulfonylfluorid 
RFP   red fluorescent protein 
RNA   Ribonukleinsäure 
RNaseA  Ribonuklease A 
rpm    Umdrehungen pro Minute 
SAP   Alkalische Phosphatase aus Shrimps 
S. cerevisiae  Saccharomyces cerevisiae 
SDS   Natriumdodecylsulfat 
SDS-PAGE  SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
sec   Sekunde(n) 
SEM   Sorbitol/EDTA/MOPS-Puffer 
SMKCl  Sorbitol/MOPS/KCl-Puffer 
Su9   Untereinheit 9 des F0-Teils der F1F0-ATPase 
TBS   Tris-gepufferte Salzlösung 
TCA   Trichloressigsäure 
TE   Tris/EDTA-Puffer 
TEMED  N,N,N´,N´-Tetramethylethylendiamin 
TIM-Komplex  Translokationskomplex der mitochondrialen Innenmembran 
TOB-Komplex Proteinkomplex essentiell für die Topogenese von mitochondrialen β-

barrel Außenmembranproteinen  
TOM-Komplex Translokationskomplex der mitochondrialen Außenmembran 
Tris   Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 
U   Einheiten (units) 
UTP   Uridin-5´-triphosphat 
UV   ultraviolett 
V   Volt 
v/v   Volumen pro Volumen 
Ω   Ohm 



w/v   Masse pro Volumen 
w/w   Masse pro Masse 
WT   Wildtyp 
X-Gal   5-Bromo-4-chloro-3-indoyl-β-D-galaktopyranosid 
YPD   Hefeextrakt/Pepton/Dextrose-Medium 
YPG   Hefeextrakt/Pepton/Glycerin-Medium 
YPGal   Hefeextrakt/Pepton/Galaktose-Medium 
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Wachstumsphänotyp den publizierten Ergebnissen. Die Stammsammlung weist demnach eine 

ca. 80-90% Sättigung für nichtessentielle ORFs von S. cerevisiae auf. Daraus lässt sich 

folgern, dass mit der Durchführung 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, nämlich Dnm1, Mdv1 und Fis1 als Proteine der mitochondrialen Teilung, Fzo1 und 

Mgm1 als Komponenten der mitochondrialen Fusion sowie die Außenmembranproteine 

Mmm1, Mdm10 und Mdm12. Nur der Deletionsstamm von UGO1 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 

Veränderung der mitochondrialen Morphologie in einem mas37-Stamm wurde erst im 

weiteren Verlauf dieser Arbeit entdeckt. Eine mögliche Erklärung hierfür ist die Expression 

von Suppressoren im Stamm der Deletionsbank, die den mitochondrialen Phänotyp 

unterdrückt. Geht man davon aus, dass fehlerhafte Gendeletionen oder die Expression von 

Suppressoren in den verwendeten Stämmen eher ein seltenes Vorkommnis sind, sollten 80-

90% der nichtessentiellen Morphologiekomponenten mit Abschluss dieser Arbeit bekannt 

sein. Nur Mdm30, Mdm37 und Mdm38 weisen eine Ähnlichkeit 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 ACT1-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 für die mitochondriale Morphogenese noch 

eine Reihe weiterer Funktionen. Es ist anzunehmen, dass weitere essentielle Proteine eine 

Bedeutung für die mitochondriale Morphogenese besitzen. Allerdings dürfte auch ihre 

Bedeutung für die Zelle von globaler Natur sein. 
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4.2 Mdm31 und Mdm32: zwei neue Morphologiekomponenten 

der mitochondrialen Innenmembran. 

Deletionsmutanten von MDM31 und MDM32 weisen auffällige Ähnlichkeiten zu 

Mutanten auf, denen eine der Außenmembrankomponenten Mmm1, Mdm10, Mdm12 oder 

Mmm2 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 tubulären Mitochondriensystems des Wildtyps, besitzen sie große sphärische 

Mitochondrien mit zytosolischen Einschlüssen (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 verändert. Auch das mitochondriale Genom 

ist in allen diesen Deletionsstämmen instabil und geht zum Teil nach einigen Generationen 

verloren. Die Struktur der Nukleoide all dieser Stämme weist auffällige Unterschiede zu 

Wildtyp-Zellen auf. Alle acht möglichen Doppeldeletionskombinationen zwischen MDM31 

oder MDM32 einerseits und MMM1, MDM10, MDM12 oder MMM2 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 für 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 führt. Während Wildtyp-Mitochondrien einem stetigen Gestaltswandel 

innerhalb der Zelle unterworfen sind, verbleiben die sphärischen Mitochondrien in ∆mdm31- 

und ∆mdm32-Stämmen über einen längeren 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 Deletionsstämme keine 

Mitochondrien aufweisen. Ähnliches wurde für die Deletionsstämme der Gene MMM1, 

MDM10, MDM12 und MMM2 beobachtet. Alle diese Ergebnisse weisen auf eine gravierende 

Einschränkung der mitochondrialen Motilität in diesen Deletionsstämmen hin. Addieren sich 

nun die Effekte in Doppeldeletionsmutanten, denen Mdm31 (oder Mdm32) und Mmm1 (oder 

Mdm10, Mdm12, Mmm2) fehlt, so führt dies zur Letalität.  
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Der mitochondriale Transport ist in S. cerevisiae abhängig 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-abhängig an filamentöses Aktin (F-Aktin) binden. Diese 

Bindungsaktivität bleibt erhalten, auch wenn Mdm31 und Mdm32 fehlen. Entgegen anderen 

Berichten (Boldogh et al., 1998) wurde auch für Mitochondrien eines ∆mmm1-, ∆mdm10- 

oder ∆mdm12-Stammes eine unveränderte F-Aktin-Bindung in vitro beobachtet. Somit 

erscheint auch eine direkte Rolle der Außenmembranproteine Mmm1, Mdm10 und Mdm12 

bei der Interaktion mit dem Zytoskelett unwahrscheinlich. Andere Ergebnisse stützen diese 

Annahme. Zum einen ist die Funktion von Mmm1 im filamentösen Pilz Neurospora crassa 

konserviert. Obwohl der mitochondriale Transport in diesem Organismus vom 

Mikrotubulizytoskelett abhängig ist, zeigen Mitochondrien einer RIP-Mutante des MMM1-

Gens in N. crassa einen ähnlichen mitochondrialen Phänotyp wie S. cerevisiae ∆mmm1-

Mutanten (Prokisch et al., 2000; Westermann und Prokisch, 2002). Dies könnte durch eine 

allgemeine Funktion von Mmm1 bei der Interaktion mit Bestandteilen des Zytoskeletts der 

Zelle erklärt 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 für Mmm1 eine direkte Rolle in der 

Zytoskelettinteraktion als unwahrscheinlich. Wird das homologe Mmm1 aus N. crassa in 

einem S. cerevisiae MMM1-Deletionsstamm exprimiert, erfüllt dieses die Funktion des 

Hefeproteins (Kondo-Okamoto et al., 2003). Diese Beobachtung widerlegt ebenfalls eine 

direkte Rolle von Mmm1 bei der Interaktion mit dem Aktinzytoskelett. Wird das 

Aktinzytoskelett durch Zugabe von Aktin depolymerisierenden Substanzen zerstört, werden 

fragmentierte Mitochondrien beobachtet (Drubin et al., 1993; Lazzarino et al., 1994; Smith et 

al., 1995). Bei MDM31, MDM32 und MMM1-Deletion entstehen jedoch sphärische 

Riesenmitochondrien. Wenn Mdm31, Mdm32 und Mmm1 an der direkten Interaktion mit 

dem Aktinzytoskelett beteiligt wären, würde man bei Deletion der Gene einen 

mitochondrialen Phänotyp erwarten, der dem bei Verlust des Aktinzytoskeletts ähnlich ist. 

Ferner wurden wie für Mmm1 auch für Mdm31 und Mdm32 Homologe in Organismen wie N. 

crassa und S. pombe gefunden, deren Transport der Mitochondrien eine Abhängigkeit vom 

Mikrotubulisystem aufweist (Steinberg und Schliwa, 1993; Yaffe et al., 1996). Alle diese 

Beobachtungen stimmen mit den Ergebnissen dieser Arbeit überein, dass sowohl Mdm31 und 

Mdm32 als auch Mmm1, Mdm10 und Mdm12 keinen direkten Einfluss auf die Interaktion 

mit dem Aktinzytoskelett nehmen.  
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GFP-Fusionsproteine von Mmm1, 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. Für die Außenmembranproteine wurde vorgeschlagen, dass sie einerseits für die 

Lokalisierung der Nukleoide an der mitochondrialen Membran und andererseits für eine 

Koordinierung der mtDNA mit der zytosolischen Verteilungsmaschinerie der Mitochondrien 

verantwortlich sind. Für Mmm1 wurde des Weiteren gezeigt, dass es in einem Komplex mit 

dem mtDNA bindenden Protein Mgm101 und der mtDNA-Polymerase Mip1 nachgewiesen 

werden kann (Meeusen und Nunnari, 2003). Ob Mdm31 und Mdm32 im Intermembranraum 

eine ähnliche 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 Stämmen 

nachgewiesen werden, jedoch zeigten die Stämme einen mitochondrialen Phänotyp, der dem 

eines ∆mdm31- bzw. ∆mdm32-Stammes entsprach (nicht gezeigt). 

 Die Deletion von MDM31 und MDM32 führt wie in ∆mmm1-, ∆mdm10-, ∆mdm12-, 

und ∆mmm2-Stämmen zu einer veränderten 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 Größe des Zellkerns annehmen können. Diese 

Analogie in der Auswirkung der Deletion von MDM31, MDM32, MMM1, MDM10, MDM12 

oder MMM2 auf die Struktur der Nukleoide weist ebenfalls auf eine ähnliche Funktion der 

von ihnen kodierten Proteine hin. Ob sie wirklich für die Lokalisierung der Nukleoide an der 

mitochondrialen Innenmembran und für eine Koordinierung mit der zytosolischen 

Verteilungsmaschinerie der Mitochondrien verantwortlich sind, bleibt ungeklärt. Ähnlich  

veränderte  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) gehört. Es wird angenommen, dass es eine Rolle bei der 

Verpackung der mitochondrialen DNA in Nukleoide spielt 

Mitochondrien, denen Mdm31 und Mdm32 fehlt, zeigen umfassende Veränderungen 

der internen Struktur. Zellen der ∆mdm31-, ∆mdm32 und ∆mdm31/∆mdm32-Stämme 

wurden im Vergleich zu Wildtyp-Zellen elektronenmikroskopisch analysiert (in Kooperation 

mit Dr. Frank Vogel, Max-Delbrück-Centrum für Molekulare Medizin, Berlin). Werden 

Zellen auf fermentierbaren Kohlenstoffquellen kultiviert, zeigen nur ein Teil der sphärischen 

Mitochondrien der Deletionsstämme wenige verkürzte Cristae. Häufig werden kreisrunde von 
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einer Doppelmembran umgebene Strukturen beobachtet. Obwohl diese Strukturen 

unterschiedliche Größe 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 Außenmembran ableiten. Das 

Innere dieser Strukturen entspräche demnach dem Zytosol. Diese Beobachtung stimmt mit 

den in der Fluoreszenzmikroskopie beobachteten dunklen Bereichen der sphärischen 

Riesenmitochondrien überein. Auf nichtfermentierbaren Kohlenstoffquellen wachsende 

Zellen besitzen viele Invaginationen der Innenmembran. Eine reduzierte Ausbildung von 

Cristae ist folglich nicht für die internen strukturellen Veränderungen verantwortlich (Dimmer 

et al., im Druck). Ein ähnlicher mitochondrialer Phänotyp wurde für Stämme beschrieben, 

denen Mmm1 fehlt (Aiken Hobbs et al., 2001). Die Anzahl der Cristae im Vergleich zum 

Wildtyp war deutlich reduziert, während Einschlüsse in den Mitochondrien zu beobachten 

waren, wie sie auch für ∆mdm31- und ∆mdm32-Stämme gezeigt wurden (Abb. 5 B, F). Es 

wurde vorgeschlagen, dass Mmm1 ein Bestandteil eines Mitochondrienskelett-Systems ist. 

Dieses strukturelle Gebilde wäre für die Ausbildung der elongierten Mitochondrienschläuche 

einerseits und für die korrekte Assoziation der Nukleoide an die Innenmembran andererseits 

verantwortlich. Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen auf eine ähnliche Rolle für Mdm31 und 

Mdm32, jedoch in der Innenmembran hin. Trotz der Tatsache, dass in 

Gelfiltrationsexperimenten unabhängige Proteinkomplexe für Mmm1, Mdm31 und Mdm32 

gefunden wurden, könnten diese Proteine im Rahmen dieses mitochondrienskelettartigen 

Systems transient interagieren und so Einfluss auf die Koordination der Außen- und der 

Innenmembran nehmen, sowie die Verknüpfung der mtDNA mit der Innenmembran 

bewerkstelligen. Ein System, welches beide mitochondrialen Membranen durchspannt und 

eine Koordinierung der mitochondrialen Erbinformation mit der zytosolischen 

Verteilungsmaschinerie bewirken könnte, wurde in einer anderen Arbeit diskutiert (Meeusen 

und Nunnari, 2003). Die Autoren zeigen eine Verbindung von Mmm1 zu Mgm101 und Mip1. 

Mgm101 wurde in Nukleoiden gefunden und im Zusammenhang mit der Reparatur von 

mtDNA, die durch reaktive Sauerstoffspezies beschädigt war, diskutiert (Meeusen et al., 

1999). Mip1 ist die mitochondriale DNA Polymerase. Diese Proteinstruktur, bestehend aus 

Mmm1, Mgm101 und Mip1 wurde auch in Abwesenheit von mtDNA beobachtet und als 

mtDNA-Replisom interpretiert. Ob Mdm31 und Mdm32 Bestandteil eines solchen Systems 

sein könnten, werden weitere Experimente klären. 

Mdm31 und Mdm32 sind Proteine der mitochondrialen Innenmembran. Der Hauptteil 

der Peptidkette befindet sich im Intermembranraum. Eine Transmembrandomäne 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 könnte theoretisch ebenfalls eine 

Transmembrandomäne darstellen. Im Rahmen dieser Arbeit konnte nicht geklärt werden, ob 

und v.a. welche mitochondriale Membran dieser Abschnitt tatsächlich durchspannt. Wurde an 

den C-Terminus des Proteins ein Peptidmarker oder GFP fusioniert, war das resultierende 

Protein nicht mehr funktionell, und Stämme mit dieser Erweiterung von MDM31 und MDM32 

zeigten denselben mitochondrialen Phänotyp wie die Deletionsmutanten der beiden Gene. 

Diese Beobachtungen zeigen allerdings, dass der C-Terminus für 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 

führt zu der Annahme, dass es sich bei den hydrophoben Bereichen nicht um 

Transmembrandomänen handelt.  

Obwohl beide Proteine (Mdm31 und Mdm32) in Gelfiltrationsexperimenten in zwei 

verschiedenen Proteinkomplexen der inneren Mitochondrienmembran nachgewiesen wurden, 

konnte in einem Koimmunfällungsexperiment 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-Stabilität 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, fällt auf, dass diese nur ein Homolog der Mdm31/Mdm32 

Proteinfamilie besitzen. Dieses würde folglich dieselbe Funktion ausüben, wie die beiden 

Homologen in der Bäckerhefe. 

Mdm31 und Mdm32 sind integrale Proteine der Innenmembran. Dies legt die 

Vermutung nahe, dass sie das fehlende Bindeglied der beschriebenen 

Außenmembrankomponenten zur mitochondrialen DNA darstellen könnten. Die vorliegenden 

Ergebnisse zeigen, dass Zellen, die kein Mdm31 oder Mdm32 besitzen über einige 

Generationen ihre mtDNA beibehalten. Nach vielen Generationen nimmt der Anteil der 

mtDNA besitzenden Zellen sogar wieder zu. In den Deletionsstämmen bildet sich nach 6-7 

Tagen logarithmischen Wachstums der WT-Phänotyp wieder aus. Dies ist auf 

Anpassungsvorgänge zurückzuführen, bei denen vermutlich Suppressoren eine Rolle spielen. 

Ein ähnliches Verhalten wurde auch schon für ∆mdm10- und ∆mdm12-Stämme 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 zufälliger 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 Ansätze verfolgt, um Interaktionen von 

Mdm31 und Mdm32 mit anderen bekannten Morphologiekomponenten wie Mmm1, Mdm10, 

Mdm12 und Mmm2 zu zeigen. Koimmunfällungsexperimente mit gereinigten, lysierten 

Mitochondrien mit Antikörpern gegen Mdm31 und Mdm32 und Immunoblots gegen Mmm1, 

Mdm10, Mmm2 und Abf2-GFP ergaben keine nachweisbare Interaktion. Durch 

Koimmunfällungsexperimente 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 für die mitochondriale 

Morphologie den Prozessen der Teilung und der Fusion übergeordnet ist (Abb. 25). Mmm1, 

Mdm10 und Mdm12 sind Untereinheiten eines Außenmembrankomplexes (Boldogh et al., 

2003). Alle Stämme mit Doppeldeletionskombinationen der entsprechenden Gene verhalten 

sich ähnlich wie die Einzeldeletionsstämme (Berger et al., 1997; Hanekamp et al., 2002), was 

auf eine identische Funktion hinweist. Vor kurzem wurde eine Rolle für Mdm10 bei der 

Biogenese von „β-barrel“-Proteinen der äußeren Mitochondrienmembran beschrieben. Dabei 

wurde Mdm10 in einem Komplex mit Mas37 und Tob55 nachgewiesen (Meisinger et al., 

2004). Diese beiden Proteine bilden einen Proteinkomplex, der „β-barrel“-Proteine nach der 

Translokation durch den TOM-Komplex in die äußere Membran inseriert. Mmm1, Mdm12 

sowie Mdm10 sind allerdings nach den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit in gleichem 

funktionellen Kontext zu sehen. Während eine Deletion von MDM10 wie von MMM1 oder 

MDM12 in Kombination mit MDM31 oder MDM32 letal ist, ist die Deletion des nicht 

essentiellen MAS37 in Kombination mit den hier charakterisierten Proteinen möglich. Ferner 

zeigen Mitochondrien eines ∆mas37-Stammes einen komplett anderen mitochondrialen 

Phänotyp als die eines ∆mdm10-Stammes. Ob Mdm10 eine duale Funktion bei der Biogenese 

der Außenmembranproteinkomplexe, z. B. des TOM-Komplex einerseits und der 

mitochondrialen Morphogenese andererseits zukommt, ist bislang nicht geklärt.  
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Mmm2 (Mdm34) (Dimmer et al., 2002) ist eine Untereinheit eines zweiten, separaten 

Komplexes der Außenmembran. Eine Doppeldeletionsmutante von Mmm1 und Mmm2 ist auf 

nicht fermentierbaren Kohlenstoffquellen nicht lebensfähig. Auf Glucose ist der 

Wachstumsphänotyp identisch mit dem eines ∆mmm2-Stammes. Mmm2 fungiert vermutlich 

in einem parallelen Mechanismus zu Mmm1. Ferner wurde gezeigt, dass Mmm2 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 Mmm2 fehlt, auffällige Ähnlichkeiten zu ∆mdm31- und ∆mdm32-Mitochondrien auf. 

Nicht nur die mitochondriale Morphologie ist sehr ähnlich, sondern auch die Auswirkungen 

der Deletion von MDM31, MDM32 oder MMM2 auf die Stabilität der mtDNA. Die Hälfte der 

Zellen aller drei Deletionsstämme verliert nach längerem Wachstum ihr mitochondriales 

Genom. Mdm31 und Mdm32 sind Untereinheiten zweier neuer Innenmembrankomplexe. 

Eine transiente Interaktion wurde für beide Proteine durch Koimmunfällungsexperimente 

nachgewiesen. Sie sind die ersten mitochondrialen Innenmembranproteine, für die gezeigt 

werden konnte, dass sie mit Komponenten der Außenmembran funktionell kooperieren und 

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

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

Abbildung 25: Genetische Interaktionen von Komponenten der mitochondrialen Morphologie und 

Dynamik. Epistatische Beziehungen werden durch einen einfachen Pfeil ausgedrückt. Die Ergebnisse 

für 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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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 Gesamtzusammenhänge. Es sind zwei neue 

Komponenten des Morphologieapparates entdeckt worden, und funktionelle Zusammenhänge 

mit bereits bekannten Komponenten wurden identifiziert.  

 

 
 

Abbildung 26: Abschließende Übersicht der Morphologiekomponenten der Mitochondrien in S. 

cerevisiae nach dieser Arbeit. Vgl. Abbildung 1. 
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5 Zusammenfassung 

Morphologie und Dynamik der Mitochondrien spielen eine wichtige Rolle für die 

Vererbung der Organellen und die korrekte Ausübung ihrer physiologischen Pflichten. Über 

die molekularen Mechanismen, die der Gestaltgebung und Dynamik der Mitochondrien 

zugrunde liegen, ist relativ wenig bekannt. In der Bäckerhefe Saccharomyces cerevisiae als 

Modellorganismus wurden einige Proteine identifiziert – das Verständnis vieler Prozesse, wie 

z. B. Fusion, Teilung und Bewegung der Mitochondrien, stellt jedoch nach wie vor eine 

Herausforderung für 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 sämtlicher nicht-essentieller Hefegene 

enthält. Diese Stämme wurden systematisch durch Fluoreszenzmikroskopie nach Mutanten 

durchsucht, die eine veränderte mitochondriale Morphologie aufweisen. Dadurch konnte die 

Anzahl der bekannten Proteine, die einen Einfluss auf die mitochondriale Morphogenese 

besitzen, von bis dato neun auf 24 erhöht werden. Fünf der neuen Komponenten, von denen 

zehn bislang gänzlich uncharakterisiert waren, wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit 

entdeckt.  

Für eine eingehende Analyse im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit, wurden die 

beiden neuentdeckten Proteine Mdm31 und Mdm32 ausgewählt. Diese beiden Proteine sind 

Mitglieder einer neuen Proteinfamilie und liegen als höhermolekulare 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 mögliche Kooperation der beiden Proteine mit Komponenten der mitochondrialen 

Außenmembran. Deletionsmutanten von MDM31 und MDM32 weisen sphärische  

Riesenmitochondrien auf, deren Motilität drastisch reduziert ist. Durch diesen Motilitätsdefekt 

kommt es zu einem verringerten Transport der Mitochondrien in die Tochterzellen bei der 

Zytokinese. Darüber hinaus ist das mitochondriale Genom in ∆mdm31- und ∆mdm32-

Stämmen instabil und geht nach längerem 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 Stämmen verändert. Während man in Wildtyp-

Zellen 10-15 Nukleoide beobachtet, weisen die Mitochondrien der Deletionsstämme ein oder 

zwei riesige diffuse DNA-Stukturen auf. Diese strukturellen Veränderungen der 
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Mitochondrien und das Verhalten des mitochondrialen Genoms in den ∆mdm31- und 

∆mdm32-Deletionsmutanten weisen Ähnlichkeiten zu Zellen auf, denen die 

Außenmembranproteine Mmm1, Mdm10, Mdm12 oder Mmm2 fehlen. Die Deletion von 

MDM31 oder MDM32 in Kombination mit MMM1, MDM10, MDM12 oder MMM2 ist 

synthetisch letal, d. h. die Doppelmutanten sind nicht lebensfähig. Dies ist ein Hinweis darauf, 

dass die beteiligten Komponenten eine Funktion in demselben zellulären Prozess spielen. 

Wahrscheinlich führt die Addition der Effekte, die die Einzeldeletionen auf die Struktur und 

Motilität der Mitochondrien haben, zur kompletten Hemmung der Vererbung der Organellen. 

Damit sind Mdm31 und Mdm32 die ersten mitochondrialen Innenmembranproteine, für die 

ein funktioneller Zusammenhang mit Komponenten der mitochondrialen Außenmembran bei 

der Vererbung und strukturellen Integrität der Mitochondrien gezeigt werden konnte. Ferner 

sind sie die ersten Proteine der mitochondrialen Innenmembran, die Einfluss auf die Struktur 

und Stabilität des mitochondrialen Genoms nehmen. 
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