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1 Einleitung
1.1 Mitochondrien

1.1.1 Wichtige Funktionen und Biogenese

Die Vorlédufer der Mitochondrien waren laut der Endosymbiontentheorie aerobe lebende
a-Proteobakterien die dann vor etwa 1,5 Milliarden Jahren von einer anaeroben proto-
eukaryotischen Zelle aufgenommen wurden (Margulis, 1981; Gray, 1992). Dafiir spricht der
charakteristische Aufbau des Mitochondriums mit einer duleren und inneren Membran, sowie
das Mitochondrien iiber ein eigenes Genom, die mitochondriale DNS (mtDNS) mit einer
eigenen Proteinsynthese verfiigen (Nass und Nass,1963). Im Laufe der Evolution sind die
meisten der Gene jedoch in den Kern der Wirtszelle transferiert worden (Andersson et al.,
1998; Karlberg et al., 2000). So kann je nach Spezies die GroBe und Anzahl der verbliebenen
Gene stark variieren (Burger, 2003). Dies lédsst sich gut veranschaulichen, wenn man zum
Beispiel die humane mtDNS mit der in S. cerevisiae vergleicht. Die humane mtDNS besteht aus
16.569 Basenpaaren und beinhaltet 37 Gene. Davon kodieren 13 Gene Untereinheiten aus der
Atmungskette und 22 Gene beinhalten tRNAs und 2 rRNAs (Scheffler, 1999). In S. cerevisiae
hingegen, ist das mitochondriale Genom mit 85.779 Basenpaaren viel grofler. Hier beinhaltet
das Genom 42 Gene aus 18 Untereinheiten aus der Atmungskette und 24 tRNAs (Zamaroczy
und Bernardi, 1985; Foury et al., 1998).

Zusitzlich zur Energiegewinnung iiber den Zitronensdurezyklus und die oxidative
Phosphorylierung, (Mitchell, 1961; Hatefi, 1985; Saraste, 1999) haben Mitochondrien auch
tragende Rollen am Lipidstoffwechsel und im Aminosduremetabolismus (Scheftler, 2007). Sie
sind auBlerdem malgebend im Calcium-Haushalt (Pozzan et al., 1994) und im
Eisenstoffwechsel (Lill und Miihlenhoff, 2006). Eine weitere essentielle Funktion ist die
Regulation des programmierten Zelltods (Bernardi et al., 1999). In S. cerevisiae konnten bis
jetzt ungefdhr 1000 unterschiedliche Proteine identifiziert werden (Reinders und Sickmann,
2007), die am Aufbau und Funktion der Mitochondrien beteiligt sind. Davon wird der
Hauptteil, circa 99% der Proteine, von der genomischen DNS kodiert und an den zytosolischen
Ribosomen translatiert. Anschlieend ist fiir den Import der Proteine in die Mitochondrien ein
komplexes Zusammenspiel verschiedener Proteinkomplexe verantwortlich (Mokranjac und
Neupert, 2009). Aufgrund bioinformatischer Studien konnen etwa 30 % aller mitochondrialer
Proteine als integrale Membranproteine klassifiziert werden. Diese Proteine miissen nach dem
Import in die Mitochondrien gezielt in die dullere oder innere Membran der Mitochondrien

insertiert werden (Becker et al., 2009). Der Transportweg iiber, beziechungsweise in die dullere
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Membran der Mitochondrien fiihrt fiir fast alle Proteine iiber den TOM-Komplex (translocase
of the outer membrane of mitochondria) (Neupert und Herrmann, 2007). Nur carboxyterminal-
verankerte Proteine der Aulenmembran verhalten sich anders. Deren Insertion ist offenkundig
unabhingig von bisher bekannten Translokasen (Setoguchi et al., 2006; Kemper et al., 2008).
Die Proteine werden dann nach dem Import iiber den TOM-Komplex entweder in die
Auflenmembran inseriert oder, je nach Bestimmungsort, an andere Komponenten der
Importmaschinerie im Intermembranraum {iibergeben. So werden beispielsweise [-barrel-
Proteine, wie Tom40 oder Porinl/VDAC, durch Chaperone des Intermembranraums und dem
SAM-/TOB-Komplex (sorting and assembly machinery/ topogenesis of mitochondrial outer
membrane [-barrel proteins) in die mitochondriale Aulenmembran insertiert (Waizenegger et
al., 2003; Paschen et al., 2005). Dieser Importweg von f-barrel-Proteinen ist evolutionir stark
konserviert und findet sich zum Beispiel auch in Plastiden (Dolezal et al., 2006). Losliche
Proteine ohne eindeutige Signalsequenz, aber mit konserviertem Cysteinmotiv, werden iiber ein
Disulfidbriicken-Transfersystem iiber Mia40 und Ervl importiert (Mesecke et al., 2005). Die
TIM23-Translokase (translocase of the inner membrane of mitochondria) importiert Proteine
mit einer N-terminalen Signalsequenz in die Matrix. Dies geschieht auch bei Vorhandensein
eines hydrophoben Bereichs nach der Signalsequenz (Glick et al., 1992; Rojo et al., 1998).
Wenn Proteine mehrere konservierte Transmembrandoménen besitzen, werden sie durch
Chaperone aufgrund ihrer Hydrophobizitidt zum TIM22-Komplex transportiert. Dieser insertiert
dann die Proteine membranpotentialabhiingig in die mitochondriale Innenmembran. Einige
kernkodierte Proteine und mitochondrial kodierte Proteine werden auch von der Matrixseite in
die Innenmembran insertiert. Dies geschieht durch die Innenmembrankomponente Oxal (Hell

et al., 1998; Hell et al., 2001).

1.1.2 Mitochondriale Morphologie und Dynamik

Die Struktur und Position von Mitochondrien ist nicht bewegungslos und starr, sondern
sehr variabel. Dies kann von der Art des Organismus, dem Zelltypus oder dem physiologischen
Status in der Zelle abhingig sein (Frey und Mannella, 2000b). In S. cerevisiae bilden die
Mitochondrien ein tubulidres Netzwerk aus (Egner er al., 2002). Wie von Lackner diskutiert
(Lackner, 2013, 2014) ist die Form und Verteilung dieses Netzwerks abhingig von stark
regulierten Prozessen wie der Teilung, der Fusion, der Mobilitidt aber auch von der stabilen

Verankerung der Mitochondrien (englisch: fethering). Diese Vorginge beeinflussen nicht nur
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die Form und Lokalisation des mitochondrialen Netzwerks in der Zelle, sondern auch dessen
Funktion (Nunnari und Suomalainen, 2012).

Diese immerfort stattfindenden Fusions- und Teilungsvorgéinge sind mafgebend an der
Aufrechterhaltung des mitochondrialen Netzwerks (Nunnari et al., 1997). So fiihrt ein Ubermal
an Teilung zu einer Fragmentierung des Netzwerks, eine liberproportional stattfindende Fusion

fiihrt hingegen zur Ausbildung netzartiger Strukturen (Sesaki und Jensen, 1999) (Abbildung 1).

Afzo1 Adnm1

Fusio:w\ ] /Feilung

Mobilitat

\\T'ethering

'
EH 82

Latrunculin
Behandlung

Anum1

Abbildung 1: Mitochondriale Morphologie in S. cerevisiae. Die Fusion, Teilung, Mobilitit und Tethering
(Verankerung) von Mitochondrien haben einen Einfluss auf die Form und Verteilung des mitochondrialen
Netzwerks. Gezeigt sind Zellen, in denen die Fusion (Afzol), die Teilung (Adnml), die lokale Verankerung
(Anuml) und die Mobilitit, nach Latrunculin Behandlung, beeinflusst sind. Zu sehen sind die spezifischen
Verteilungen, die entstehen wenn die genannten Aktivitdten blockiert sind. Der GroB3enbalken entsprechen 2 mm.

[modifiziert nach (Lackner, 2013)].

Die Kernkomponente der Teilung, die Dynamin-dhnliche GTPase Dnm1/DRP befindet
sich im Zytosol (Bernardi et al., 1999; Sesaki und Jensen, 1999). In Hefe rekrutieren die
Proteine Fis1 und Mdv1, Dnm1 an die gewiinschten Position der AuBenmembran (Mozdy et al.,
2000; Griffin et al., 2005). Dies kann auch Fis1 unabhingig, tiber Num1 geschehen (Cerveny et
al., 2007). An der Oberfliche der Mitochondrien assemblieren dann viele Dnm1 Molekiile zu
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spiralformigen Strukturen, die die Mitochondrien an der zu teilenden Position umschlieBen.
Durch die Verengung dieser Dnml-Helix kommt es dann zur Abschniirung einzelner
Fragmente (Ingerman und Nunnari, 2005). Es ist aber noch strittig, ob Dnml auch die
Innenmembran zu durchtrennt. So ist moglich, dass dies die Aufgabe einer alternativen
Teilungskomponente in der Innenmembran ist (Westermann, 2008). In neusten Studien konnte
eine neue Komponente in der Teilung von Mitochondrien ausgemacht werden, das
Endoplasmatische Retikulum (ER) (Friedman et al., 2011). Sowohl in Hefe, als auch in
humanen Zellsystemen konnte an fast allen Stellen der mitochondrialen Teilung ein Kontakt
zum ER beobachtet werden. ER-Kontakte wurden in einem viel fritheren Stadium, vor der Drp1
Rekrutierung festgestellt. Es wird diskutiert, dass der ER-Kontakt eine Assemblierung von
Drpl oder eine Rekrutierung von Lipiden, die eine Verinderung der Membranstruktur
begiinstigt (Lackner, 2013). Auflerdem wurde in humanen Zellen gezeigt, dass durch den ER
Kontakt Aktin, mit Hilfe der ER assoziierten Komponente INF2, an den Positionen der
mitochondrialen Teilung polymerisiert, und so die Teilung begiinstigt (Korobova et al., 2013).
Jedoch ist der genaue Mechanismus, wie genau ER-Kontakte die Teilung von Mitochondrien
beeinflusst, noch ungeklért.

Im Gegensatz zur Teilung von Mitochondrien ist {iber den Prozess der Fusion weniger
bekannt. Man weil} aber, dass zwei voneinander unabhéngige Mechanismen, jeweils die Fusion
der Aulenmembran und die der Innenmembran regeln (Meeusen et al., 2004). In Hefe sind die
GTPase Fzol und Ugol fiir die Fusion der der Aulenmembran verantwortlich. Die Dynamin-
dhnliche GTPase Mgml, im Intermembranraum sorgt fiir die Fusion der Innenmembran. Fzol
und Mgml verkniipfen die entsprechenden Membranen und bewirken dann auch mit hoher
Wahrscheinlichkeit dafiir, dass danach die Lipide der fusionierten Membranen gut durchmischt
werden (Meeusen et al., 2004; Meeusen et al., 2006). Die Komponente Ugol befindet sich
zusammen Fzol und Mgml in einem Komplex. Allerdings ist die Rolle von Ugol im
Mechanismus der Fusion noch weitgehend unklar. Es wird ihm aber eine Vermittlerrolle
zwischen der AufBlen- und Innenmembranfusion zugeschrieben (Sesaki und Jensen, 1999;
Wong et al., 2003; Hoppins et al., 2009). Deletiert man eines dieser Proteine, fiihrt dies zu einer
Fragmentierung der Mitochondrien (Abbildung 1). Zudem verlieren die Mitochondrien ihre
mtDNS (Hermann et al., 1998; Sesaki und Jensen, 1999; Herlan et al., 2003; Sesaki et al.,
2003b).

Die Mobilitidt und auch die stabile Verankerung (englisch: fethering) sind essentiell fiir

die mitochondriale Dynamik vom Mitochondrien (Abbildung 1) Diese Prozesse sind wichtig,
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um die Lokalisation von Mitochondrien am gewiinschten Ort in der Zelle, zu gewéhrleisten. In
polarisierten Hefezellen ist die mitochondriale Mobilitdt und die stabile Verankerung deshalb
wichtig, damit die entstehende Tochterzelle geniigend Mitochondrien erbt, aber auch geniigend
in der Mutterzelle verbleiben. Die Mitochondrien werden iiber Myo2 entlang des Aktin
Zytoskeletts transportiert (Itoh et al., 2004; Altmann et al., 2008; Fortsch et al., 2011;
Chernyakov et al., 2013)]. Wihrend des Transports miissen in der Mutterzelle Mitochondrien
verankert werden um einen Teil der Mitochondrien in dieser zu halten. Die geschieht in Hefe
iiber den MECA-Komplex und den Mmel-Anker. Der MECA-Komplex besteht aus den
Proteinen Numl, Mdm36 sowie drei Komponenten, den Mitochondrien, dem ER und der
Plasmamembran (Lackner, 2013). Fiir Mmr1 werden zwei Wirkmechanismen postuliert. Zum
wird eine Rolle von Mmrl im Myo2-vermittelten Transport zur entstehenden Tochterzelle
vorschlagen. Zum Anderen, ist eine Art Speicherung der geerbten Mitochondrien durch
statische Verankerung am ER in der Tochterzelle, moglich (Swayne et al., 2011).

In Sdugerzellen wird die Mobilitdt von Mitochondrien mittels Kinesin tiber Miro und
Milton iiber die Mikrotubuli gesteuert (Glater et al., 2006; Wang und Schwarz, 2009). Uber die
statische Verankerung ist noch relativ wenig bekannt (Lackner, 2013). Allerdings wird in
diesem Zusammenhang das Protein Syntaphilin, welches zusammen mit LC8 als ein
spezifischer Anker von Mitochondrien an den Mikrotubuli in Neuronen fungiert, diskutiert
(Kang et al., 2008; Chen et al., 2009).

In den vorhergegangenen Abschnitten wurde die hohe Komplexitit mitochondrialer
Dynamik veranschaulicht. So sind bis jetzt zwar mehrere molekulare Mechanismen und deren
Auswirkungen auf die mitochondriale Morphologie im Detail bekannt, aber die Funktion der
geschilderten Prozesse ist noch wunklar. Die zentrale Frage ist, warum ein intaktes
mitochondriales Netzwerk so essentiell fiir die zelluldre Funktion ist? Wie schon angedeutet, ist
ein funktionierendes Gleichgewicht zwischen Fusion und Teilung auch bei der Zellteilung und
der Vererbung von Mitochondrien an die entstehende Tochterzelle essentiell. Denn
Mitochondrien konnen nicht de novo gebildet werden. Durch Fusions- und Teilungsvorginge
wird auch gewihrleistet, dass die mtDNS und auch andere Stoffe zum Beispiel bei der
Zellteilung, bei der Zellfusion oder beim Transport der Mitochondrien in der Zelle immer
gleichmifig verteilt sind (Berger und Yaffe, 2000). Eine intakte mitochondriale Morphologie
konnte auch fiir die Ubertragung von Energie in der Zelle, in Form des mitochondrialen

Membranpotentials, als essentiell angesehen werden (Amchenkova et al., 1988).
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Eine weitere wichtige Funktion fiir die Teilung von Mitochondrien ist das separieren
einzelner, geschidigter Mitochondrien aus dem Netzwerk. So konnen beispielsweise auch
geschiddigte mtDNS-Molekiile oder andere akkumulierte schéddliche Stoffe abgetrennt werden
(Scheffler, 2007). Diese abgesonderten geschidigten Mitochondrien kdnnen dann nicht mehr
mit dem Netzwerk der anderen Mitochondrien fusionieren und werden stattdessen selektiv oder
nicht-selektiv durch Mitophagie bzw. Autophagie abgebaut. Diese evolutionédr konservierten,
zelluldren Prozesse sind von grundlegender Bedeutung fiir die Qualitdtskontrolle von
Mitochondrien (Duvezin-Caubet et al., 2006b; Twig et al., 2008). Versagen diese Mechanismen
oder ist die Schiddigung der Mitochondrien in der Zelle zu grof}, kann es Aufgrund von
vermehrten mitochondrialen Teilungsprozessen auch zur Apoptose kommen (Suen et al., 2008).
So wurde eine mitochondriale Fragmentierung als initiierend fiir die Apoptose von Neuronen
postuliert (Martinou et al., 1999). Der Befund, dass in Zellen ohne die Teilungskomponente
Drpl der Zelltod verlangsamt ist, untermauert diese These (Frank et al., 2001). So ist es
aufgrund dieser zentralen Rolle also nicht verwunderlich, dass eine gestorte mitochondriale
Dynamik beim Menschen mit vielen Krankheiten einher geht. Wie zum Beispiel diversen

Neuropathien, Parkinson oder Krebs.

1.1.3 Mitochondriale Ultrastruktur

Mitochondrien besitzen zwei Membranen mit unterschiedlicher Funktion und
Architektur. Die AuBenmembran grenzt die Mitochondrien zum Rest der Zelle ab. Zusammen
mit der Innenmembran definiert sie zudem, den zwischen den beiden Membranen liegenden
Intermembranraum. Die Innenmembran besitzt eine viel groBere Oberfliche als die
Auflenmembran und besteht aus zwei unterschiedlichen Subkompartimenten, der inneren
Grenzmembran und der Cristaemembran. Die innere Grenzmembran verlauft parallel zur
AuBenmembran. Als Cristaemembran, werden die Einstiilpungen der Innenmembran in die
Matrix definiert (Abbildung 2). Diese FEinstiilpungen zeichnen sich durch eine grofle
Variabilitdt von tubuldren, lamellenartigen, vesikulidren bis hin zu dreieckigen Strukturen aus.
Dieser Variantenreichtum der mitochondrialen Innenmembran ist von mehreren Faktoren
abhingig. Wie zum Beispiel, der Art des Organismus, das Entwicklungsstadium oder der
physiologischem Zustand in der Zelle (REVEL et al., 1963; Munn, 1968; Fawcett DW, 1981;
Mannella, 2006a).

Aufgrund der wegbereiteten Arbeit von Palade und Sjostrand in den 1950er Jahren

konnten die ersten Einblicke der mitochondrialen Ultrastruktur gewonnen werden (Palade,

10



Einleitung

1952, 1953; Sjostrand, 1953). Die Technik war zu diesem Zeitpunkt allerdings noch nicht
ausgereift genug, um die mitochondriale Innenmembranorganisation genau zu erkennen. Es
entstanden in der Folgezeit mehrere Theorien in denen die Cristae, entweder als durchgéngige
Septen (septa-Modell) (Sjostrand, 1953), Einstiilpungen mit sehr groBen Offnungen (baffle-
Modell) (Palade, 1952, 1953) oder durch kleine tubuldre Strukturen, pediculi cristae (,Cristae-
Fiie‘), mit der inneren Grenzmembran verbunden sind (Daems und Wisse, 1966). Erst
elektronentomographischen Analysen, isolierter Rattenlebermitochondrien unterstiitzten die
letzte Theorie (Mannella et al., 1994; Mannella et al., 1997). Mittlerweile ist bewiesen, dass die
Cristaemembran und die Innere Grenzmembran iiber die sogenannten Crista Junctions (Cls)
verkniipft sind. Sie werden als tubulére oder schlitzartige Strukturen beschrieben (Abbildung 2
und 3).

Interessanterweise ist im Gegensatz zur Struktur der Cristae die Struktur der ClJs in
verschiedenen Organismen nicht sehr variabel. Der Durchmesser kann zwischen 12 und 40 nm
betragen (Frey und Mannella, 2000a; Nicastro et al., 2000; Perkins et al., 2003). Es existieren
auch Bereiche an denen der Abstand zwischen Au8enmembran und Innenmembran sehr gering
ist, und die beiden Membranen sich fast beriihren. Diese Stellen werden Kontaktstellen
(englisch: contact sites) genannt. Der abgemessene Abstand betrédgt hier in etwa 14 mm (Frey

und Mannella, 2000a).

Abstand zwischen
IM und OM

20 nm

. Cristae
Kontaktstelle zwischen Breite:

IM und OM 27 nm

14 nm
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Abbildung 2: Mitochondriale Ultrastruktur. Ein einziger Schnitt durch ein dreidimensionales Tomogramm
eines Mitochondriums. Cristae, Crista Junction (CJ), der Abstand zwischen der AuBlenmembran (OM) und der
Innenmembran (IM) und die Kontaktstelle sind umrandet und links und rechts vergroflert. Die Abstinde wurden
aus mehreren Tomogrammen von Mitochondrien aus Nervengewebe, braunem Fettgewebe und Neurospora

Crassa gemittelt [modifiziert nach (Frey und Mannella, 2000a)]

1.1.4 Die Subkompartimentalisierung der mitochondrialen Innenmembran

Die Subkompartimentalisierung der Innenmembran wird mit hoher Wahrscheinlichkeit
von den CJs gewihrleistet (Abbildung 3) (Mannella et al., 1994; Mannella et al., 1997). Wie
schon gezeigt, bedeutet dies keine vollstindige Abtrennung. Durch CJs wird eher eine
dynamische Verteilung von Molekiilen zwischen den Membrandominen gewihrleistet (Vogel
et al., 2006; Suppanz et al., 2009; Zick et al., 2009; van der Laan et al., 2012). Eine mogliche
Konsequenz davon ist, dass ClJs als Diffusionsbarrieren von l16slichen Molekiilen zwischen dem
Cristeamembranraum und dem Intermembranraum fungieren. So kann die Mikroumgebung in
den Cristae aufrechterhalten werden, was moglicherweise die Kapazitdt der Atmungskette
erhoht (Bornhovd et al., 2006; Mannella, 2006b; van der Laan et al., 2012) Diese These
untermauern mehrere Studien, die eine ungleichmifige Verteilung von Membranproteinen
zwischen der inneren Grenzmembran und Cristaemembran zeigen. Was bedeuten konnte, dass
die spezifischen Funktionen dieser Proteine, wie beispielsweise die mitochondriale Respiration,
einen direkten Einfluss auf die Membranmorphologie haben konnten (Mannella et al., 2001;
Gilkerson et al., 2003; Vogel et al., 2006; Wurm und Jakobs, 2006; Suppanz et al., 2009; Stoldt
et al., 2012). In der Cristaemembran befinden sich vor allem Komponenten der Atmungskette,
die FFo-ATP Synthase, ADP/ATP Carrier und Oxal. Letzteres ist ein Protein das
verantwortlich unter Anderem fiir die Biogenese der mitochondrial, kodierten Untereinheiten
der Atmungskette ist. (Gilkerson et al., 2003; Suppanz et al., 2009; Stoldt et al., 2012).
Lokalisationsstudien mittels fluoreszenzmikroskopischer Methoden (Wurm und Jakobs, 2006)
oder quantitativer Immunelektronenmikroskopie (Vogel et al., 2006) zeigen, dass Proteine der
Atmungskette in den Cristae angereichert sind. Diese Lokalisationsstudien konnten ebenso in
der inneren Grenzmembran Proteine lokalisieren, die die funktionelle Zusammenarbeit
zwischen der Auflen- und der Innenmembran koordinieren. Dies beinhaltet beispielsweise
Proteine des Proteinimports. So sind CJs moglicherweise dafiir verantwortlich, die laterale
Diffusion der Proteinkomplexe in der Innenmembran zu limitieren (Perkins et al., 1997; Frey et

al., 2002; Reichert und Neupert, 2002).
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Abbildung 3: Struktur der Cristae Junction (CJ). Kryo-EM Tomogramm einer CJ in S. cerevisiae (A)
Einzelner Schnitt eines Kryo-EM-Tomogramms durch ein Mitochondrium aus Wildtyp Zellen. Die Box umrahmt
eine CJ. (B) VergroBerte CJ (C) Die 3D Rekonstruktion der Oberfldche einer CJ. Die Grolenbalken entsprechen
100 nm. (Zick et al., 2009).

Beispielhaft dafiir, dass CJs moglicherweise als Diffusionsbarrieren fungieren ist
Cytochrom ¢, eine Komponente der mitochondrialen Cristeamembran. Es ist bei den
Atmungskettenkomplexen lokalisiert (Bernardi und Azzone, 1981). Beim programmierten
Zelltod wird Cytochrom c aus den Mitochondrien freigesetzt (Yang und Smith, 1997). Um eine
komplette Freisetzung wihrend der Apoptose zu ermoglichen, wird das Cytochrom ¢ im
Intermembranraum umverteilt, wobei sich die Innenmembran umstrukturiert. Diesen Prozess
nennt man auch ,, Cristae-Umformung ““ (engl.: cristae remodelling). Charakteristisch dafiir sind
eine Verbreiterung der CJs, was dann letztendlich zur Cytochrom c¢ Freisetzung fiihrt (Scorrano
et al., 2002; Scorrano, 2013). Diese Umformung der mitochondrialen Cristae konnte schon
durch Anregung unzihliger apoptotischer Stimuli nachgewiesen werden. Dies beinhaltet auch
die pro-apoptotisch wirkenden Mitglieder der Bcl-2 Familie (Scorrano, 2013) wie Bid
(Scorrano et al., 2002), Bim (Yamaguchi et al., 2008), Bnip3 (Landes et al., 2010) und Bik
(Germain et al., 2005). Diese Erkenntnisse scheinen die Annahme zu bestitigen, dass eine
Subkompartimentalisierung der mitochondrialen Innenmembran die Moglichkeit einer
spontanen Diffusion, lokal konzentrierter Molekiile, wie im oben genannten Beispiel das

intracristal, angereicherte Cytochrom c, verringert.
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1.2  Modulatoren der mitochondrialen Morphologie

1.2.1 Hat die Atmungskette einen Einfluss auf die Cristaemorphologie?

Schon in den 50er Jahren wurde bereits diskutiert, ob die Einstiilpungen der
mitochondrialen Innenmembran der Oberflichenvergroerung dienen. Dies konnte dann die
Effizienz der oxidativen Phosphorylierung verbessern (Palade, 1953). Der Hauptbestandteil der
Innenmembran sind die Komponenten der oxidative Phosphorylierung. Das sind die
Atmungskettenkomplexe, I bis IV und die F;Fo-ATP Synthase (Komplex V). In Hefe fehlt der
Komplex I und dessen Funktion iibernehmen NADH-Dehydrogenasen in der Innen- und der
AuBenmembran. Die Proteinkomplexe der Atmungskette sorgen fiir eine schrittweise Oxidation
(Elektronentransport) der Reduktionsidquivalente in Form von NADH oder FADH, aus den
unterschiedlichen Stoffwechselwegen, wie der Glykolyse, der Fettsdureoxidation oder dem
Krebs-Zyklus. Die Oxidation von NADH und FADH; ist an einen Protonentransport in den
Intermembranraum verbunden, was in einem Protonengradienten resultiert. Diesen verwendet
die FFo-ATP Synthase, um Energie in Form von ATP (Adenosintriphosphat) zu speichern.
NADH geht in die mtETC (englisch: mitochondrial electron transport chain) iiber den
Komplex I ein, FADH, iiber Komplex II oder iiber andere Dehydrogenasen. Die Elektronen
wandern dann iiber Coenzym Q (CoQ) zum Komplex III, Cytochrom ¢ und Komplex IV,
welcher diese dann am Schluss an Sauerstoff iibergibt (Acin-Perez und Enriquez, 2014). Die
Anordnung der einzelnen Atmungskettenkomponenten in der mitochondrialen Innenmembran
ist nach wie vorumstritten. Anfinglich wurde mit dem ,solid state‘-Model vorgeschlagen, dass
die Komplexkomponenten dicht gepackt sind (Krause et al., 2005), um eine hohe Effizienz
beim Elektronentransport zu garantieren (Keilin und Hartree, 1947; Chance und Williams,
1955). Ein Gegenmodell ist das ,fluid state-Modell. Hierbei wird postuliert, dass sich alle
Komplexe frei und unabhingig voneinander in der Membran bewegen, und somit der
Elektronentransport an die Diffusion gekoppelt ist (Hackenbrock, 1968). Jedoch konnten aus
Hefe- und Sdugermitochondrien die Atmungsketten Komplexe im Verbund aufgereinigt
(,Respirasomen*‘) werden (Cruciat et al., 2000; Schigger und Pfeiffer, 2000) und so konnte das
,solid state‘-Model neu formuliert werden. Demnach sind die Atmungskettenkomplexe in
grofen Strukturen organisiert, den respiratorischen Superkomplexen (SCs), was einen sehr
effizienten Elektronentransport zuldsst. Das Hauptargument fiir die Existenz von SCs ist, dass
die Atmungskomplexe in Blau-Nativ-Elektrophorese Experimenten oder bei Sucrose-Gradient-
Zentrifugationen spezifisch komigrieren (Schigger und Pfeiffer, 2000; Eubel et al., 2004). Die

Ausbildung der SCs wird auch nur als nur eine Vorstufe in der Assemblierung iibergeordneter
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hochmolekularer Strukturen diskutiert. Diese werden als ,respiratory strings‘ bezeichnet und
als kettenférmig aneinandergereihte SCs beschrieben (Wittig et al., 2006). Kritische Stimmen
gegen diese Theorie besagen, dass SCs bis jetzt nur mit Detergenzien isoliert werden konnten
und dies kein endgiiltiger Beweis auf die Superkomplexierung in vivo ist. Aulerdem konnte bis
jetzt noch kein Beweis erbracht werden, dass die SCs, die aus den Komplexen I, III und IV
bestehen, in der Lage sind zu respirieren (Acin-Pérez et al., 2008). So ist nach wie vor noch
nicht bekannt, ob die Stabilitdt und enzymatische Effizienz der Atmungskette ein Resultat der
Superkomplexierung ist. Allerdings wird beschrieben, dass durch die Bildung und Stabilitédt von
SCs eine Verdnderung der Lipidzusammensetzung in der Innenmembran beeinflusst wird
(Pfeiffer et al., 2003; Brandner et al., 2005; Wenz et al., 2009). Dies ist bei Patienten mit dem
Barth Syndrom beobachtet. Hier fehlt das Protein Taffazin, das fiir die Umformung von
Cardiolipin verantwortlich ist. In diesen Zellen haben die Mitochondrien weniger Cristae
(Pfeiffer et al., 2003; Brandner et al., 2005; McKenzie et al., 2006; Acehan et al., 2007; Wenz
et al., 2009; Gonzalvez et al., 2013). Dies konnte darauf hinweisen, dass die SCs einen Einfluss
auf die Cristaemorphologie haben. Allerdings ist ein genauer funktioneller Zusammenhang
dieser hochmolekularen Anordnung des Respirasoms auf die Morphologie der Cristaemembran

ist noch weitgehend unbekannt.

1.2.1 Die supramolekulare Organisation der mitochondrialen FFo-ATP Synthase und

deren Einfluss auf die Ultrastruktur der Innenmembran

Mitochondrien besitzen, wie in vorrangegangenen Kapiteln beschrieben, viele
lebenswichtige Funktionen. Die Umwandlung von Energie, in die biologisch verfiigbare Form
ATP, ist wohl eine der elementarsten Rollen in Mitochondrien. ATP ist in Mitochondrien
beispielsweise die treibende Kraft fiir den Transport von Metaboliten oder der
Importmaschinerie (Devenish et al., 2000; Capaldi et al., 2002). Die letzte Phase in der ATP-
Synthese wird durch die F;Fo-ATP Synthase katalysiert. Dieser Komplex ist etwa 600 kDa
grof} (Rubinstein et al., 2003) und auch als Komplex V bekannt. Die FiFo-ATP Synthase ist
wie die anderen OXPHOS-Komplexe in der mitochondrialen Innenmembran lokalisiert. Die
Synthese vom ATP aus ADP und anorganischem Phosphat wird durch den von der
Atmungskette generierten elektrochemischen Gradienten angetrieben. Ist der Protonengradient
nicht vorhanden, kann dieser, unter ATP-Hydrolyse von der FiFo-ATP Synthase durch das
pumpen von Protonen gegen das Konzentrationsgefille aufrechterhalten werden.

In §. cerevisiae bilden 17 Untereinheiten die F;Fo-ATP Synthase. Funktionell

unterscheidet man zwischen der katalytisch wirkenden F;- und der Oligomycin-sensitiven Fp-
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Komponente (Velours und Arselin, 2000). Die hydrophobe Fo-Komponente bildet einen
Protonenkanal in der mitochondrialen Innenmembran, der in Hefe aus 10 Monomeren der
Untereinheit 9 gebildet wird (Stock et al., 1999). An diesen Ring binden dann noch jeweils eine
der Untereinheiten 6 und 8, e (Sue), g (Su g), i/j (Sui/j) und k (Su k), sowie die hydrophobe
Domiine der Untereinheit 4 (Arnold et al., 1998, 1999; Fillingame, 1999; Habersetzer et al.,
2013). Die kugelformige F;-Komponente ragt in die Matrix und ist mit der Fo-Komponente
tiber einen Steg, aus jeweils einer der Untereinheiten %, 6 und € verbunden. Allerdings ist dies
nicht elementar fiir die ATP Hydrolyse, denn der F;-Teil ist auch ungebunden aktiv. Die F-
Komponente besteht aus jeweils drei der Untereinheiten o und B, die alternierend angeordnet
sind. Obwohl bei beiden Untereinheiten Bindungsstellen fiir ADP/ATP zu finden sind, ist nur
die B-Untereinheit katalytisch aktiv (Abrahams et al., 1994). Die d-Untereinheit des F;-Teils ist
die Bindungsstelle zu einem Peripheren Steg, der ebenfalls die F;- mit der Fo-Komponente
verbindet. Er besteht aus den Untereinheiten OSCP, 4, d, h, f, 8 und i, die alle wichtig fiir die
Aktivitdt der F{Fo-ATP Synthase sind. Die Innenmembranproteine Su e, Su g. Su i/j und Su k
verbinden diesen Steg mit der Fo-Komponente (Velours und Arselin, 2000). Der Initialschritt
zur ATP-Hydrolyse ist die durch Protonen ausgeloste Rotation des Su9-Rings. Diese Drehung
resultiert in einer Anderung in der Konformation der B-Untereinheit im F;-Teil und setzt so die
ATP-Synthese in Gang (Senior et al., 2002).

Die F,Fo-ATP Synthase liegt in der mitochondrialen Innenmembran mit aller
Wabhrscheinlichkeit nicht als Monomer vor. Mit BN-PAGE und CN-PAGE Gelelektrophorese-
Experimenten der FFo-ATP Synthase aus Hefe erfolgte der erste Nachweis von Dimeren und
Oligomeren (Arnold et al., 1998). Mit der gleichen Technik wurden supramolekulare Formen
der F\Fo-ATP Synthase sowohl in Hefe als auch in Sdugerzellen und Pflanzen nachgewiesen
(Krause et al., 2005; Cortés-Hernandez et al., 2007; Seelert und Dencher, 2011). Fiir mehrere
Komponenten der F;Fo-ATP Synthase wird ein Einfluss auf die Dimerisierung diskutiert. Zum
Beispiel konnten die Untereinheiten 4 und i, an den Verbindungsstellen zweier Monomere der
FFo-ATP Synthase nachgewiesen werden (Paumard et al., 2002; Fronzes et al., 2003). Dies
gilt moglicherweise auch fiir die Untereinheit a, die tiber ihre Transmembrandoménen zwei
Su 9-Ringe verbindet. Durch chemische Quervernetzungsexperimente wurden an den
Verbindungsstellen der F;Fo-ATP Synthase-Dimere und -Oligomere auch e-e und g-g
Homodimere und e-g Heterodimere nachgewiesen (Brunner et al., 2002; Arselin et al., 2003;
Bustos und Velours, 2005). Die F1Fo-ATP Synthase kann bei einer Deletion von Su e oder Su g

keine Dimere oder Oligomere mehr bilden. Auch eine Mutation des Dimerisierungsmotivs
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GXXXG in der Transmembrandomine von Su e und Su g, fiihrt zu einem Verlust der Dimere
und Oligomere. Die katalytische Aktivitit der F;Fo-ATP Synthase ist jedoch nicht von der
Bildung der Dimere abhéngig. Aber die mitochondriale Ultrastruktur ist in diesen Mutanten
stark verdndert. Sie wird hiufig als zwiebelartig beschrieben. Zudem wurde beobachtet, dass
die Cristae-Enden fehlen und die Cristae durchgiingig zwei CJs miteinander verbinden (Capaldi
et al., 2002; Giraud et al., 2002; Arselin et al., 2003; Arselin et al., 2004; Rabl et al. 2009). In
Kryo-EM Tomogrammen zeigen diese Deletionsmutaten ballonartig aufgebldhte Cristaevesikel
mit wenig Membrankriimmung Eine Deletion der Transmembrandoméne von Su 4 fiihrt zu

dem gleichen Phinotyp (Abbildung 4) (Soubannier et al., 2002; Davies et al., 2012a).

WT Su4ATM1

Abbildung 4: Morphologie von Mitochondrien in Wildtyp und su4ATM Stimmen. Oberfichengerenderte
Kryo-EM Tomogramm von Mitochondrien aus (A) Wildtyp (WT) und einer su4ATM Mutante. WT Mitochondrien
zeigen Cristae mit Bereichen von hoher Membrankriimmung. Im Gegensatz dazu zeigen Mutanten in denen Su 4
temperatursensitiv herunter reguliert wurde einen Phédnotyp mit separaten Innenmembranvesikeln die Ballonartig

aufgebliht sind. Die Groflenbalken entsprechen 200 nm (Davies et al., 2012a).

Wie genau die Untereinheiten a, e, g, 4, i und & einen stabilisierenden Effekt auf die
Dimere haben ist aber noch unklar (Wittig et al., 2008; Wittig und Schigger, 2008). Allerdings
wird aufgrund mehrerer Studien mit chemischen Quervernetzungsexperimenten angenommen,
dass die Dimerisierung durch e/g-, 4/4- und 6/6-Interaktionen stabilisiert wird und die

Oligomerisierung wird durch e/e- und g/g- Interaktionen vermittelt (Bustos und Velours, 2005).
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Wie oben schon erwihnt, hat eine Depletion der Dimere oder Oligomere einen Einfluss
auf die Morphologie auf die Innenmembran. So wird schon seit lingerem die F;Fo-ATP
Synthase als essentiell fiir die mitochondriale Ultrastruktur angesehen (Giraud et al., 2002;
Paumard et al., 2002b; Soubannier et al., 2002). Dies ist vereinbar mit der Hypothese von
Allen, in der die V-Struktur (Abbildung 5) der F;Fo-ATP Synthase die Membrankriimmung in
den Cristae formt (Allen, 1995). Dies wurde durch Studien mit einem y-DsRed-ATP Synthase
Fusions Protein unterstiitzt. Dieses Fusionsprotein fiihrt zu einer Tetramerisierung des Proteins
iber die F; Untereinheit, was dann letztendlich die Kriimmung der Membran verhindert. Dies
resultiert dann letztendlich im selben morphologischen Phinotyp wie eine Deletion von Su e
oder Su g (Gavin et al., 2004). Ein Zusammenhang dazu wurde in einer Studie gefunden in der
die Su e Expression iiber einen Tetracyclin-Promotor System herunter reguliert wurde. Es
wurde gefunden, dass die mitochondriale Morphologie und die Bildung von Supramolekularen
Formen der F;Fo-ATP Synthase direkt von der Expression der Untereinheit e abhingt (Arselin
et al., 2004). So ist also mit ziemlicher Sicherheit die Dimerisierung, beziehungsweise die
Oligomerisierung der F1Fo-ATP Synthase, formgebend fiir die Cristaemorphologie (Abbildung
5) (Strauss et al., 2008; Velours et al., 2009; Davies et al., 2011). Neuste Studien zeigen mit
kryo-elektonenmikroskopischen =~ Aufnahmen,  von  aufgereinigten = mitochondrialen
Innenmembranen aus verschiedenen Mutanten, einen direkten Einfluss auf die
Membrankriimmung durch die Assemblierung der Dimere zu den langen Ketten aus Dimeren
der FiFo-ATP Synthase (Abbildung 5a) (Davies et al., 2011). Desweiteren diskutiert eine
Studie, bei der die Membrankrimmung im Zusammenhang mit der Selbstorganisation der
Dimere der F1Fo-ATP Synthase untersucht wurde, eine von den Dimeren oder den Oligomeren
auf die Membran ausiibende Kraft. Diese bewirkt eine konkave beziehungsweise eine negative

Kriimmung der Membran (Abbildung 5 b-e] (Davies et al., 2012a).
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Abbildung 5: Die Dimere der F,Fy-ATP Synthase bilden lange Ketten entlang Cristaebereichen mit hoher
Kriimmung und erzeugen Membrankriimmung. (A) Ein Oberfichengerenderter Schnitt durch Kryo-EM
Tomogramm eines Mitochondriums zeigt die Anordnung der F,Fo-ATP Synthase an der Cristaemembran. Die
Dimere bilden Ketten und sind an Bereichen mit hoher Membrankriimmung zu finden (B) Ein simulierter
Membranbereich mit Dimer der F{Fo-ATP Synthase der einen planare Lipiddoppelschicht verzerrt (C) Querschnitt
der Abbildung B in x Richtung (D, E) Membranprofil und Querschnitt mit einer Aneinanderreihung von 4

Dimeren. [modifiziert nach (Davies et al., 2011; Davies et al., 2012a)].

1.2.2  Weitere Modulatoren der mitochondrialen Ultrastruktur

Auch andere mitochondriale Proteine haben einen Einfluss auf die Kriimmung der
mitochondrialen Innenmembran. Anzufiihren sind hier die sehr gut untersuchten Proteine OPA1
(human)/Mgm1 (Hefe) und die Prohibitine. Sowohl Mgml, als auch OPAI sind wie schon
beschrieben, fiir die Fusion der mitochondrialen Innenmembran essentiell. Im Gegensatz zu
Mgml, das eine lange und eine proteolytisch verkiirzte Form hat, (Herlan ef al., 2004) besitzt
OPA1 mehrere lange und kurze Isoformen, die durch proteolytische Spaltung oder alternatives
Spleien entstehen (Olichon et al., 2003; Duvezin-Caubet et al., 2006a; Duvezin-Caubet et al.,
2007). In Hefe wird diskutiert, dass Mgml aufgrund seiner Fahigkeit homotypische
Interaktionen einzugehen, moglicherweise benachbarte Innenmembranflichen aneinanderheftet
(Meeusen et al., 2006).

Elektronenmikroskopische Aufnahmen in Zellen, in denen kein oder weniger OPA1
exprimiert wird, haben Mitochondrien mit einer stark verdnderten mitochondrialen
Morphologie mit geschwollenen und verkiirzten Cristae (Olichon et al., 2003; Griparic et al.,
2004). Diese Auswirkungen auf die Architektur der Innenmembran war in der Vergangenheit

Grund vieler Spekulationen. Mittlerweile belegen unzéhlige Studien einen Zusammenhang
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zwischen OPA1/Mgml und der Integritdt der mtDNS. So wurde beispielsweise in Hefezellen in
denen Mgm1 ausgeschaltet ist, ein Verlust der mtDNS nachgewiesen (Jones und Fangman,
1992; Pelloquin et al. 1998). Dies konnte auch in einem humanen Modellsystem nachgewiesen
werden. So konnte in OPA1”" Zellen ebenso ein Verlust der mitochondrialen Nukleoide und der
mtDNS gezeigt werden (Chen et al., 2007; Chen et al., 2010). Ebenso finden sich in
Patientenzellen mit einer mutierten Form von OPA1, Deletionen in der mtDNS (Hudson et al.,
2008; Amati-Bonneau et al., 2009). Neuere Studien diskutieren einen Einfluss von
OPA1/Mgml auf die mtDNS Synthese und deren Replikation (Belenguer und Pellegrini, 2013).
So wird in der Studie von Elachouri und Koautoren ein Modell vorgeschlagen, in dem eine
Isoform von OPA1 die mitochondrialen Nukleoide an die Innenmembran bindet und damit die
Replikation der DNS und deren Verteilung in den Mitochondrien beeinflusst (Elachouri et al.,
2011).

Allerdings ist hier noch kritisch anzumerken, dass eine Inaktivierung der
Teilungskomponente DRP1 den gleichen Effekt auf die mitochondriale Morphologie und die
mtDNS hat. Dies gilt auch fiir die Fusionskomponenten MFN2 (Chen et al., 2007; Chen et al.,
2010). Auch in Hefe ist dieser Effekt in Zellen zu beobachten in denen die Proteine Fzol oder
Ugol ausgeschaltet sind (Bleazard et al., 1999; Sesaki et al., 2003a). So bendtigt der Effekt von
OPA1/Mgml und den anderen genannten Proteinen der mitochondrialen Dynamik auf die
mitochondriale Morphologie in Zukunft noch niherer Untersuchungen.

Eine andere interessante Beobachtung ist, dass die Depletion von OPA1 die Sensitivitit
gegeniiber Apoptosestimuli herabsetzt (Olichon et al., 2003; Lee et al., 2004; Frezza et al.,
2006). Im Gegensatz dazu, kann eine Uberexpression von OPAl die Cytochrom ¢
Ausschiittung inhibieren und die Zelle vor apoptotischen Stimuli schiitzen (Frezza et al., 2006).
Dies wurde auch in MFN1/2”" Zellen beobachtet, was auf eine von der mitochondrialen
Dynamik unabhéngige Funktion von OPA1 in der Apoptose schlieBen lédsst (Olichon er al.,
2003). Wie in Kapitel 1.1.4 beschrieben, kommt es bei der Freisetzung von Cytochrom ¢ zu
einer Erweiterung der CJs (Scorrano et al., 2002). In Zellen, in denen OPA1 iiberexprimiert
wird, dndert sich mit dem apoptotische Stimuli cBID der Durchmesser des CJs-Durchmesser
nicht (Frezza et al., 2006). Moglicherweise wird durch homotypische Interaktionen, des in der
Innenmembran und im Intermembranraum befindlichen, iiberexprimiertem OPAI1, der Cls-
Durchmesser verengt (Frezza et al., 2006). OPA1, konnte moglicherweise durch seine

unterschiedlichen Isoformen den Durchmesser der CJs regulieren.
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Prohibitine sind evolutionidr konservierte Membranproteine. Fiir die mitochondrialen
Varianten, PHB1 und PHB2 werden Funktionen in der mitochondrialen Biogenese, Apoptose,
Zellproliferation und Cristaemorphologie diskutiert (Fusaro er al., 2003; Kasashima et al.,
2008; Merkwirth und Langer, 2009). Auch ein Zusammenhang mit Krebserkrankungen wird
den Prohibitinen zugesprochen (Nijtmans et al., 2002; Mishra et al., 2006; Merkwirth et al.,
2008; Zick et al., 2009). In Sidugerzellen, Hefe oder C. elegans konnte eine untypische
mitochondriale Morphologie beobachtet werden, wenn weniger oder gar kein Prohibitin
exprimiert wird (Berger und Yaffe, 1998; Artal-Sanz et al., 2003; Kasashima et al., 2006;
Osman et al., 2009). In MEF Zellen (englisch: mouse embryonic fibroblasts) ohne Prohibitin,
wurde zusitzlich ein inhibitorischer Einfluss auf die Prozessierung von OPA1 beobachtet. Ohne
Prohibitine sind vor allem kurze OPAIl-Varianten zu finden (Merkwirth et al., 2008).
Prohibitine bilden zudem einen groBen, ringférmigen Komplex der 27x20 mm grof ist (Tatsuta
et al., 2005). Dies entspricht im Durchschnitt einem CJ-Durchmesser und somit ist es nicht
unmoglich, dass Prohibitine die Cls stabilisieren. Ebenso dafiir sprechen mehrere genetische
Interaktionen mit Komponenten der mitochondrialen Lipidsynthese fiir Cardiolipin (CL) und
Phosphatidylethanolamin (PE). PE und CL sind Lipide die in der mitochondrialen
Innenmembran angereichert sind und vor allem in Regionen mit hoher Membrankriimmung zu
finden sind. Sie haben einen Einfluss auf die Stabilitit der Atmungskette (Schlame, 2008; Wenz
et al., 2009b) und die Apoptose (Choi et al., 2007; Gonzalvez et al., 2008). Somit kdnnen
zusammenfassend, neben den Proteinen OPA1/Mgml, den Prohibitinen auch Lipide die
Kriimmung der Innenmembran von Mitochondrien modellieren. Ein direkter Einfluss auf die
Bildung von Cristae und CJs der bisher benannten Faktoren konnte bis jetzt noch nicht

nachgewiesen werden.

1.3  Der MICOS-Komplex

1.3.1 Mic60

Die Charakterisierung des mitochondrialen Innenmembranproteins Mic60/Fcjl/
Mitofilin war ein wichtiger Schritt, um die Entstehung von ClJs besser verstehen zu konnen
(John et al., 2005; Rabl et al., 2009; Mun et al., 2010; Head et al., 2011; van der Laan et al.,
2012). Zuerst wurde Mic60 in Herzmuskelgewebe identifiziert (Icho et al., 1994) und wurde
aufgrund seiner Kolokalisation mit Filament-dhnlichen Mitochondrien in Fibroblasten Mitofilin

benannt. Nach Studien des Proteoms isolierter Mitochondrien wurde Mic60 als mitochondriales
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Protein identifiziert (Odgren et al., 1996). Mic60 wird aufgrund seiner N-terminalen
Signalsequenz in Mitochondrien transportiert und ist mit einer kurz auf die Signalsequenz
folgende Transmembransequenz in die Innenmembran verankert. Das restliche Protein mit
einer Coiled-Coil Domine und einem stark konservierten C-Terminus ragt in den
Intermembranraum (John et al., 2005; Rabl et al., 2009; Malsburg et al., 2011; Korner et al.,
2012; Zerbes et al., 2012c). Zellen die weniger oder gar kein Mic60 exprimieren, zeigen eine
verdnderte Ultrastruktur der Mitochondrien. Die CJs fehlen dann fast vollstdndig, die Cristae
haben im Vergleich zum Wildtyp eine grofere Oberfliche und sind mehrheitlich in Form
konzentrischer dicht gepackter Membranstapel angeordnet (Abbildung 6) (John et al., 2005;
Rabl et al., 2009).

Abbildung 6: Die Deletion von Mic60 (Mic60) verindert die mitochondriale Ultrastruktur und fiihrt zu
einem vollstindigem Fehlen der CJs. EM-Tomogramme von Schnitten chemisch fixierter Hefezellen.
Verglichen wird ein Schnitt durch das Tomogramm (jeweils links) von (A) Wildtyp (WT) und (B) Amic60 Zellen.
Eine oberflachengerenderte Ansicht ist jeweils rechts dargestellt. Blau: die AuBenmembranen, Gelb: die

Innenmembranen. Die GréBenbalken entsprechen 100 nm (Rabl et al., 2009).
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Aufgrund der Beobachtungen der Struktur der Innenmembran in Hefe wurde Mic60 als
Fcjl (formation of CJs) benannt. Zwischen dem humanen Protein und dessen Ortholog in Hefe
besteht eine Sequenziibereinstimmung von 13%. Mittels quantitativer Immunelektronen-
mikroskopie konnte Mic60 an den CJs lokalisiert werden (Rabl et al., 2009). Des Weiteren
kann Mic60 homotypische Interaktionen eingehen und eine Uberexpression zeigt einen
Phinotyp der mitochondrialen Ultrastruktur mit verzweigten Cristae (Rabl et al., 2009).
Erstaunlicherweise interagiert Mic60 mit den Dimerisierungsuntereinheiten der F;Fo-ATP
Synthase Su e und Su g genetisch und es konnte eine Beeintrichtigung von Mic60 in der
Oligomerisierung der F;Fo-ATP Synthase beobachtet werden (Rabl er al., 2009). So
destabilisiert Mic60 die hoheren Oligomere der F;Fo-ATP Synthase. Wird Mic60
tiberexprimiert lassen sich in CNE-Gelen, in denen die Aktivitit der nativen Formen der F,Fo-
ATP Synthase sichtbar gemacht wurden, weniger hohere Oligomere beobachten. In
elektronenmikroskopischen Aufnahmen sind in diesen Zellen, verzweigte Cristae und eine
hohere Anzahl an Cristae-Spitzen zu finden. Fehlt hingegen Mic60, werden in CNE-Gelen
vermehrt hohere Oligomere der FiFo-ATP Synthase beobachtet. Ebenso finden sich hier keine
CJs, also auch keine negative Membrankrimmung. Wenn eine der beiden
Dimerisierungsuntereinheiten der F;Fo-ATP Synthase fehlt sind in Schnitten von
Mitochondrien die Cristae verzweigter und mehr CJs zu erkennen. Hier ist aufgrund der
volligen Abwesenheit von Dimeren der FFo-ATP Synthase keine negative
Membrankriimmung mehr in der mitochondrialen Innenmembran gegeben. Das bedeutet es gibt
hier keine Crista-Spitzen mehr (Rabl et al., 2009). Dass die F1Fo-ATP Synthase formgebend fiir
die mitochondriale Innenmembran ist, wurde bereits in einem vorangegangenen Kapitel 1.2.2
beschrieben.

Aufgrund dieses Zusammenspiels von Mic60 und der F;Fo-ATP Synthase und den
Erkenntnissen der quantitativen Verteilung von Mic60 durch die Immunelektronenmikroskopie
wurde folgendes Modell postuliert. In Bereichen der Cristae wo viel Mic60 vorzufinden ist, den
ClJs, oligomerisiert die FiFo-ATP Synthase nicht mehr. Und dies fiihrt zu einer negativen
Membrankriimmung. In Bereichen der Cristaemembran, die wenig Mic60 enthalten, im ,,Crista-
Nacken®, kann die F;Fo-ATP Synthase hohere Oligomere bilden, was in einer positiven
Membrankriimmung resultiert. Wenn wie im ,,Crista-Blatt®, Mic60 mittelméBig verteilt ist,
kommt es darauf hin zu einer keiner erwdhnenswerten Membrankriimmung aufgrund eines
ausgewogenen Verhiltnisses zwischen oligomeren und monomeren Formen der F;Fo-ATP

Synthase. Aus der molekularen Wechselwirkung der Dimerisierungskomponenten Su e/Su g
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und Mic60 kann somit die Bildung von Cristae und Cristae Junctions erkldrt (Abbildung 7)
(Rabl et al., 2009).

A Region Membran-
it in der IM krimmung
; Crista positiv
[ Spitze
g
#;} Crista flach
s Blatt
el
> &% CJ 0z
| Nacken positiv
!
&
(=3 CcJ .
.l
o Basis hegativ
+* OM—> e &,
Seiten- Quer- - ecterd
ansicht schnitt
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3 FiFo ATP Synthase
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B negative Membrankrimmung
B keine Membrankrimmung
I positive Membrankrimmung
Amic60 Asu e/Asu g Mic60 1

Abbildung 7: Der mogliche Einfluss der Wechselwirkung von Mic60/Mic60 auf die Bildung von Cristae und
Crista Junctions. (A) Schematische Darstellung der Membrankriimmung in unterschiedlichen Regionen der
Cristaemembran. Ebenfalls wird die submitochondriale Lokalisierung von Mic60, Sue und Su g in Wildtyp-
Mitochondrien gezeigt. Positive Membrankriimmungen sind in blau, negative Kriimmungen in rot dargestellt.
Bereiche ohne Membrankriimmung sind magenta. Links ist eine Cristae von der Seite gezeigt in der Mitte eine
Crista im Querschnitt nach einer 90° Drehung. Rechts sind die beschriebenen Bereiche vergrofert und zeigen die
Anordnung von Mic60, Sue, Sug und der F|Fo-ATP Synthase in einer dreidimensionalen Ansicht, mit den
postulierten Membrankriimmungen. (B) Schematische Darstellung der Membrankriimmungen, die in den
beschriebenen Mutanten wahrscheinlich zu finden sind. In Zellen ohne Mic60 dominieren positive
Membrankriitmmungen Ohne die Dimerisierungskomponenten der FFo-ATP Synthase, Su e oder Su g iiberwiegen
negative Membrankriimmungen, das fithrt zu Verzweigungen der Cristae und weniger Crista-Spitzen. Einen

dhnlichen Phinotyp weisen Zellen mit einer Uberexpression von Mic60 auf. Aber ist die Bildung von Crista-
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Spitzen hier nicht beeintrichtigt. OM, Auflenmembran; CJ, Crista Junction; CM, Cristaemembran; IBM, innere

Grenzmembran; IM, Innenmembran; ICR, Intracristalraum; M, Matrix [ (Rabl et al., 2009)].

Dass Zellen ohne Mic60 trotzdem in der Lage sind, einige wenige ClJs bilden, ist nach
wie vor Gegenstand von Diskussionen (Harner et al., 2011; von der Malsburg et al., 2011,
Hoppins et al., 2011). Das Hauptargument dafiir ist, dass die bis jetzt verwendeten Methoden
zur Veranschaulichung der Cristaemorphologie nie ein ganzes Mitochondrium zeigen, sondern
nur verschiedene Querschnitte durch das Organell. Nur 3D-Aufnahmen ganzer Mitochondrien
von Amic60-Zellen konnte diese Frage letztendlich beantworten. Aufgrund dessen, wird in
mehreren Studien diskutiert, dass Mic60 nicht essentiell fiir die Bildung von ClJs ist. Mic60
wird hier in der CJ-Bildung nur eine unterstiitzende Funktion zugesprochen (van der Laan et
al., 2012). Diese Kontroverse ist aber nach wie vor noch nicht eindeutig geklért.

Interessanterweise zeigen einige Studien Interaktionen von humanem Mic60 mit dem
SAM-/TOB-Komplex in der Auenmembran. Dieser Komplex hat eine essentielle Rolle in der
Biogenese von AuBBenmembranproteinen (Xie et al., 2007; Darshi et al., 2011; Alkhaja et al.,
2012; Ott et al., 2012). In Hefe konnten ebenfalls Interaktionen von Mic60 mit Komponenten
der AuBenmembran nachgewiesen werden. Dies sind der SAM-/TOB-Komplex, der TOM-
Komplex, der Ionenkanal Porin/VDAC und die Fusionskomponente Ugol. (Harner et al., 2011;
Hoppins et al., 2011; von der Malsburg et al., 2011; Korner et al., 2012). Aufgrund einiger
dieser Studien, wird die Integritit der CJs in Abhéngigkeit einer Verankerung von Mic60 zur
AuBlenmembran diskutiert (Harner et al., 2011; Korner et al., 2012; Ott et al., 2012). Dafiir
spricht auch, dass in Zelllinien in denen der SAM-/TOB-Komplex herunter reguliert oder der
mit diesem Komplex interagierende C-Terminus von Mic60 deletiert ist, eine verdnderte
Ultrastruktur der Mitochondrien zu beobachten ist (Korner et al., 2012; Zerbes et al., 2012b).

Auch die Identifikation eines grolen Membrankomplexes in der Innenmembran zeigt,
dass die Bildung von CJs von mehreren Faktoren abhingig ist. Mic60 wurde als eine
Kernkomponente dieses Komplexes identifiziert (Harner et al., 2011; Hoppins et al., 2011; von
der Malsburg et al., 2011; Alkhaja et al., 2012). Aufgrund dessen, dass der Komplex von vier
Studien gefunden wurden, existierten fiir kurze Zeit mehrere Namen: MINOS (mitochondrial
inner-membrane organizing system), MICOS (mitochondrial contact site) und MitOS
(mitochondrial organizing structure). Um Verwirrungen zu vermeiden, wurde sich schlieBlich
auf den Namen MICOS verstidndigt und auch die Namen der Komplex-Komponenten wurde fiir

alle Spezies vereinheitlicht (Tabelle 1) (Pfanner et al., 2014).
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Tabelle 1: Nomenklatur des MICOS-Komplex und der MICOS Komponenten (Pfanner ez al., 2014).

Standart Name Alte Namen
Komplex
MICOS MINOS, MitOS, MIB,

Mitofillin Kopmlex
und Fcj1 Komplex

Untereinheiten

Mic10 Mcs10, Mio10, Mos1
MINOS1

Mic12 Aim5, Fmp51, Mcs12

Mic19 Aim13, Mcs19, CHCH-3

CHCHD3, MINOS3

Mic25 (metazoan CHCHD6, CHCM1

Mic19 homolog)

Mic26 Mcs29, Mio27, Mos2

Mic27 Aim37, Mcs27, APOOL.
MOMA-1

Mic60 Fcj1, Aim28, Fmp13,
Mitofilin, HMP, IMMT,
MINOS2

1.3.2 Micl0

Mic10 ist ein kleines Transmembranprotein und wird als die zweite Kernkomponente
von MICOS beschrieben. Alte Namen von Mic10 lauten Mcs10, Miol10, Mos1 und in humanen
Zellen MINOS-1 (Tabelle 1]. Es ist maBgeblich fiir die Stabilitit von MICOS verantwortlich.
Zelllinien in denen Micl0 ausgeschaltet ist, haben einen &@hnlichen Phénotyp wie Amic60-
Zellen. Die CJs fehlen hier vollstindig und die Cristae sind, im Vergleich zum Wildtyp,
mehrheitlich in Form konzentrischer dicht gepackter Membranstapel angeordnet. Auflerdem
zeigt es in Interaktionsstudien physikalische Interaktionen zu den anderen MICOS
Komponenten (Harner et al., 2011; Hoppins et al., 2011; von der Malsburg et al., 2011;
Alkhaja et al., 2012). Das humane Mic10 ist Teil eines sehr groBen Komplexes im Megadalton
Bereich und besitzt, wie sein Ortholog aus Hefe, zwei mogliche Transmembrandominen. Diese
sind durch einen kurze, positiv geladene Peptidsequenz miteinander verbunden sind (Alkhaja et
al., 2012). Mic10 besitzt zudem ein stark konserviertes Sequenzmotiv, welches aus mehreren
Glyzinresten besteht. Es ist moglich, dass diese eine Helixstruktur ausbilden (Russ und

Engelman, 2000; Alkhaja et al., 2012; Zerbes et al., 2012b). Neue Studien schlagen vor, dass
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diese charakteristische Struktur dafiir verantwortlich ist, dass Mic10 oligomerisiert und somit
eine Art Geriist in den Cristae bildet. Ebenso wird diskutiert, dass die oligomerisierten Mic10-
Molekiile eine Kriimmung in der Membran induzieren (Barbot et al., 2015; Bohnert et al.,
2015). So kann neben Mic60, Mic10 als essentielle Komponente fiir die Entstehung von ClJs

angesehen werden.

1.3.3 Micl2 und Micl9

Ahnlich wie in Amic60- und Amicl0-Zellen fiihrt eine Deletion von Mic12 und Mic19
zu einer Destabilisierung des MICOS-Komplex und einer veridnderten mitochondrialen
Ultrastruktur. Jedoch finden sich in diesen Zellen mehr ClJs, als in Amic60- und Amicl0-Zellen.
Beide, Mic12 und Mic19 sind MICOS Komponenten und zeigen in Interaktions-experimenten
physikalische Interaktionen mit den anderen MICOS Komponenten (Harner et al., 2011;
Hoppins et al., 2011; von der Malsburg et al., 2011). Micl2 besitzt eine vorhergesagte
Transmembrandomine und eine 16sliche Domine die in den Intermembranraum ragt (Harner et
al., 2011; Hoppins et al., 2011; von der Malsburg et al., 2011). Bis jetzt wurde fiir Mic12 noch
keine Orthologe in Sdugern gefunden. Wie auch andere MICOS Komponenten (Mic19, Mic60
und Mic27) wurde Mic12 als erstes in einer groen Studie gefunden (Hess et al., 2009). Dabei
wurden unter anderem Eigenschaften wie die mitochondriale Migration, Metabolische
Unterschiede und die mitochondriale Morphologie untersucht. In dieser Studie wurde Mic12 als
Gen identifiziert, das unter anderem einen Einfluss auf die Verteilung der Mitochondrien
wihrend der Entstehung einer Hefetochterzelle hat. Hess und seine Kollegen nannten alle
gefundenen Proteine deshalb AIMs (altered inheritance for mitochondria) (Hess et al., 2009;
Zerbes et al., 2012b).

Micl9 durch spannt im Gegensatz zu den anderen MICOS Komponenten nicht die
mitochondriale Innenmembran. Stattdessen besitzt es eine N-myristolierte Peptidsequenz und
ist vom Innenmembranraum aus peripher an den MICOS-Komplex assoziiert (Harner et al.,
2011; Hoppins et al., 2011; Malsburg et al., 2011; Zerbes et al., 2012b). In Untersuchungen in
humanen Zellsystemen konnten ebenfalls zwei myristolierte Innenmembranproteine, als
Interaktionspartner von Mic60, ausgemacht werden. Die doppelten CXoC Proteine CHCHD3
und CHCHD6 (Xie et al., 2007; Darshi et al., 2011; Alkhaja et al., 2012; Ott et al., 2012).
Doppelte CXyC Proteine besitzen eine charakteristische Cystein-reiche Peptidsequenz, welche
zwel Disulfidbriicken bildet um die namensgebende Coiled-Coil Domine (CHCH) zu
stabilisieren (Cavallaro, 2010; Zerbes et al., 2012b). Eine Deletion von CHCHD3 und
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CHCHDS6 fiihrt zu fragmentierten Cristae und einer allgemein reduziertem Cristaemembran
(Darshi et al., 2011; An et al., 2012). CHCHD3 wurde nicht nur in einem Komplex mit Mic10
und Mic60 gefunden (Darshi er al., 2011; Alkhaja et al., 2012) sondern wird auch eine
Interaktion mit Opal beschrieben (Darshi et al., 2011). Opal hat wie oben schon beschrieben
ebenfalls einen Einfluss auf die mitochondriale Ultrastruktur (Frezza et al., 2006; Meeusen et
al., 2006; Yamaguchi et al., 2008). In Caernorhabditis elegans wurde ebenfalls ein CHCHD3
Ortholog, CHCH-3 in einer RNAi Studie gefunden. Es hat ebenfalls einen Einfluss auf die
mitochondriale Ultrastruktur (Head er al., 2011). In §. cerevisiae hat Aim13 keine klassische
CHCH Domine, aber eine ein CX10C Motiv, was auf eine verwandte Funktion mit CHCHD?3
und CHCHD®6 hinweist (Zerbes et al., 2012b).

1.3.4 Mic26 und Mic27

In einer RNAi Studie in Caernorhabditis elegans konnte neben CHCH-3 und dem
Mic60 Ortholog (IMMT-1) auch eine andere Komponente die einen Einfluss auf die
mitochondriale Ultrastruktur hat, gefunden werden, MOMA-1 (Head et al., 2011). Dieses
Protein zeigt eine Ahnlichkeit zu den humanen Proteinen APOOL (ApoO-like) und dem
Apolipoprotein O (ApoO) (Tabelle 1) (Lamant et al., 2006; Head et al., 2011; Ott et al., 2012).
Auch eine Interaktion des Proteins APOOL mit Mic60 im humanen Zellsystem ist bekannt
(Weber et al., 2013). In Hefe finden sich, wie in humanen Zellen, zwei zu MOMA-1
sequenzidhnliche Proteine, Mic26 und Mic27. Beide sind ebenfalls Komponenten des MICOS-
Komplex (Head et al., 2011; van der Laan et al., 2012). Zwar zeigen die beiden Proteine eine
Homologie, dass heiBit beide sind integrale Membranproteine der mitochondrialen
Innenmembran mit zwei Transmembranen, dennoch scheint es, dass beide sehr unterschiedliche
Funktionen haben. Ist in Zellen, in denen Mic26 ausgeschaltet ist, kein Einfluss auf die
Architektur der Cristaemembran zu erkennen, haben Amic27-Zellen eine veridnderte
mitochondriale Ultrastruktur mit einer reduzierten Anzahl an CJs (Harner et al., 2011; Hoppins

etal.,2011; von der Malsburg et al., 2011).
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Abbildung 8: Der MICOS-Komplex: (A) Ein hypothetisches Modell des MICOS-Komplex zeigt die bekannten
Untereinheiten Mic60, Mic27, Mic26, Mic19, Mic12 und Mic10 und die Metazoe Mic25 die in Hefe nicht bekannt
ist. Der MICOS-Komplex scheint weitestgehend evolutiondr konserviert zu sein (B) Die stilisierte
Cristaearchitektur in Wildtyp (oben), und die von MICOS-Mutanten (unten). Diese haben keine oder weniger CJs
und gestapelte Cristae (Pfanner et al., 2014).

14  Zielsetzung

Die Ultrastruktur von Mitochondrien ist von mehreren Faktoren abhédngig. Der erst neu
identifizierte MICOS-Komplex ist an den ClJs lokalisiert und scheint mafgeblich an der
Bildung von ClJs beteiligt zu sein. Jedoch sind die genauen mechanistischen Einfliisse der
einzelnen MICOS Komponenten auf die Bildung von Cristae und CJs noch weitgehend
unbekannt.

Im Falle von Mic60, einer der MICOS-Kernkomponenten, wurde schon im Vorfeld
dieser Arbeit eine Interaktion mit dem SAM-/TOB-Komplex in der AuBenmembran gezeigt.
Diese Interaktion wird durch den konservierten C-Terminus vom Mic60 vermittelt. Ebenfalls
fiihrt eine Deletion dieser Domine zu einer starken Reduktion der CJs. Deshalb sollte zum
einen in der vorliegenden Arbeit der Einfluss eines charakteristischen f-Motivs, im C-Terminus
von Mic60, auf die Cristae-Morphologie im Modellsystem Hefe untersucht werden.

Des Weiteren war zu Beginn dieser Arbeit das Mic27 Ortholog in C. elegans als
Interaktionspartner von Mic60 bekannt. AuBerdem konnte in diesem Modellsystem ein Einfluss
von Mic27 auf die mitochondriale Ultrastruktur gezeigt werden. Zellen ohne Mic27 bilden zwar
noch ClJs, aber deren Anzahl ist um zwei Drittel reduziert. Es war also noch unklar welchen

genaue Rolle Mic27 in der Bildung von Cristae und CJs hat.
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Deshalb wurde in dieser Arbeit Mic27 in Hefe ndher charakterisiert. Neben der
mitochondrialen Lokalisation, wurde auch eine mogliche Interaktion zu Mic60 néher
untersucht. Ein besonderer Schwerpunkt lag aber in der genauen Analyse des Einflusses von
Mic27 auf die mitochondriale Ultrastruktur. Im Fokus stand dabei in der Untersuchung eines
moglichen Zusammenspiels des MICOS-Komplexes mit der F;Fo-ATP Synthase und der
Konsequenz dessen, auf die Bildung von Cristae und Cls.

Von Mic60 war zuvor schon bekannt, dass die MICOS-Komponente Mic60 die
Oligomere der F;Fo-ATP Synthase destabilisiert und mit den Komplexuntereinheiten e und g
genetisch interagiert. Und es wird aufgrund dieser Beobachtungen ein funktionelles
Zusammenspiel der beiden Innenmembran-Komplexe, MICOS und die F;Fo-ATP Synthase
diskutiert.

Deshalb wurde in dieser Arbeit untersucht, ob Mic27 ebenfalls einen moglichen Einfluss
von Mic27 auf die Oligomerisierung der F;Fo-ATP Synthase hat. Und wenn ja, was dies fiir die
mitochondriale Ultrastruktur bedeutet. Zum anderen wurde abgeklirt, ob es tatsichlich eine
indirekte oder direkte Interaktion des MICOS-Komplexes mit der F;Fo-ATP Synthase gibt.
Des Weiteren wurde der Einfluss von Mic27 auf diese Interaktion, und was sich daraus fiir die

Bildung von Cristae und CJs ergibt, untersucht.
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2 Material und Methoden
2.1 Molekularbiologische Methoden

2.1.1 DNS-Amplifikation durch Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) wurde verwendet um DNS-Fragmente in vitro zu
vervielfiltigen (Mullis et al., 1986; Saiki et al., 1988). Fiir Amplifikation der entsprechenden
DNS-Fragmente bendtigte man die Hilfe einer DNS-Polymerase und spezifische,
einzelstringige Oligonukleotide. Um das Ausgangsmaterial exponentiell zu vervielfiltigen, sind
mehrere aufeinanderfolgende PCR-Zyklen notwendig. Ein klassischer PCR-Ansatz enthielt 1-
100 ng einer DNS-Matrize (Plasmid- oder genomische DNS), 75 pmol der beiden
entsprechenden Oligonukleotide, je 200uM der vier Desoxynukleotide, 2U einer
thermostabilen DNS-Polymerase und einen vom Hersteller der DNS-Polymerase mitgelieferten
Reaktionspuffer. Wegen ihrer 3°-5°-Exonuklease-aktivitit (proofreading), die die Fehlerrate bei
der DNS-Synthese deutlich  verringert, wurde bei der Amplifikation von
Klonierungsfragmenten die Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase der Firma New England
Biolabs, verwendet. Zu rein analytischen Zwecken diente die Tag-Polymerase aus Thermus
aquaticus (New England BioLabs). Diese Polymerase besitzt keine proofreading-Aktivitit,
jedoch eine hohere Prozessaktivitit.

Ein PCR Reaktionsverlauf begann immer mit einer dreiminiitigen Vorinkubation mit
einer im peqSTAR 96 Universal der Firma Peqlab bei 95 °C. Dies diente zur Denaturierung der
doppelstriangigen Matrize. Danach folgten 30 Reaktionszyklen. Jeder Zyklus startete mit einer
einminiitigen Denaturierung der Matrizenstringe bei 95 °C. Es folgte dann eine einminiitige
Anlagerung der spezifischen Oligonukleotide an die Matrize bei 45-60 °C. Die Temperatur
wurde fiir diesen Schritt, je nach Linge und Nukleotidzusammensetzung des homologen
Bereichs von Matrize und Primer mit der ,2+4-Regel® (2 °C pro A und T, 4 °C pro C und G)
berechnet. Jeder Reaktionszyklus endete mit einer ein bis sechsminiitgen DNS-Synthese bei
72 °C. Die Dauer der Synthese richtete sich nach der verwendeten Polymerase. So galt fiir eine
Synthese von 1 kb, fiir die Tag-Polymerase, eine Synthesezeit von 30 s und fiir die Phusion-
Polymerase galt ein Richtwert von 2 min. Um zu Verhindern, dass am Schluss unvollstindig
synthetisierte DNS-Stringe iibrigbleiben, endete jede PCR-Reaktion mit einer zehnminiitigen
Inkubation, bei 72 °C. Zur Kontrolle der PCR wurde die Grofe des entstandenen PCR-Produkts

auf einem Agarosegel iiberpriift. Das neu synthetisierte DNS-Fragment konnte dann iiber ein
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Mikrozentrifugationssidulchen (sieche 0) oder ein pridparatives Agarose-Gel (siehe 0)

aufgereinigt werden.

2.1.2 Reinigung von PCR-Produkten iiber Mikrozentrifugationssiulchen

Die Reinigung von PCR-Produkten erfolgte mit den QIAquick® PCR Purification Kit
der Firma Qiagen nach dem mitgelieferten Herstellerprotokoll. Die PCR-Produkte wurden mit
dem fiinffachen Volumen des Puffers PB vermischt, auf ein Mikrozentrifugationssdulchen
gegeben, um die DNS an dessen Matrix zu Binden und bei 16000 g 1 min zentrifugiert. Der
Durchfluss wurde verworfen und die Sdulchen danach mit dem Puffer PE gewaschen. Die PCR-

Produkte konnten danach mit 50 pl deionisiertem Wasser eluiert werden.

2.1.3 Isolierung von Plasmid-DNS aus E. coli

Die Isolierung kleiner Mengen an Plasmid-DNS aus E.coli erfolgte mit den QIAprep®
Miniprep Kit der Firma Qiagen nach dem mitgelieferten Herstellerprotokoll. Eine 5 ml E.coli
Ubernacht-Kultur, die in LB-Medium, das 100 ug Ampicillin enthielt angezogen wurde, wurde
bei 16000 g 5 min pelletiert. Das Zellpellet wurde in 250 ul P1 Puffer, welcher RNAse enthielt,
resuspendiert. Nun wurde zum Zwecke der Solubilisation 250 pl P2-Puffer der Mischung
zugegeben und danach Proteine und Zelltrimmer mit 350 ul N3-Puffer gefillt. Nach einer 10
miniitigen Zentrifugation bei 16000 g konnte der Uberstand um die DNS an dessen Matrix zu
Binden auf ein Mikrozentrifugationssdulchen gegeben werden. Das Sdulchen wurde danach
zuerst mit dem Puffer PB und dann mit dem Puffer PE gewaschen. Der Durchfluss wurde jedes
Mal verworfen. Zum Schluss wurde die Plasmid-DNS mit 50 pl deionisiertem Wasser eluiert.

Die Priparation groBerer Mengen an Plasmid-DNS mit hoherer Reinheit
(Midipriparation) erfolgte mit dem PureLink™ HiPure Plasmid Midiprep Kit der Firma
Invitrogen nach dem mitgelieferten Protokoll: E.coli Ubernacht-Kultur die in LB-Medium, das
100 pg Ampicillin enthielt angezogen wurde, wird 10 min bei 4000 g pelletiert. Das Pellet
wurde danach in 4 ml Resuspensationspuffer (R3) der kurz zuvor mit RNase A versetzt wurde
resuspendiert. Danach wurde alles mit 4 ml Lysispuffer (L7) vorsichtig vermischt, und fiir 5
min bei RT inkubiert. AnschlieBend wurden die Zelltriimmer und Proteine mit 4 ml
Priazipitationspuffer (N3) durch vorsichtiges Mischen prézipitiert. Diese wurden dann bei 12
000 g fiir 10 min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde auf die im Kit enthaltene Siule gegeben,

und stehen gelassen bis der Durchfluss komplett in einem Auffangbehilter geflossen ist. Auf
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diese Weise wurde die Siule zweimal mit dem Waschpuffer W8 gewaschen. Danach wurde mit
4 ml Elutionspuffer (E4) wie oben beschrieben langsam eluiert. Die Sédule konnte danach
verworfen werden. Der DNS enthaltene Durchfluss wurde mit 3,5 ml Isopropanol sehr gut
vermischt. Nach einer 30 miniitigen Zentrifugation bei 12 000 g und 4 °C konnte der Uberstand
vorsichtig entnommen und verworfen werden. Das Pellet wurde in 3 ml 70% Ethanol
resuspendiert und bei 12 000 g fiir 5 min bei 4 °C zentrifugiert. Wieder wurde der Uberstand
entnommen, das Pellet luftgetrocknet und schlieBlich mit 200 ul TE Puffer gelost.

TE Puffer: 10 mM Tris/HC1 pH 8.0; 1 mM EDTA

2.1.4 Isolierung genomischer DNS aus S. cerevisiae

Genomische DNS, aus S. cerevisiae, wurde aus einer 1,5 ml der Zellsuspension
gewonnen. Dafiir wurde zuvor der entsprechende Hefestammes iiber Nacht im entsprechenden
Kulturmedium (siehe 0) angezogen. Die Zellen wurden durch Zentrifugation fiir 30 s bei
16000 g in einer Tischzentrifuge geerntet. Die in 200 ul Aufschlusspuffer resuspendierten
Zellen wurden mit 0,3g Glaskugeln (Durchmesser 0,45 mm) und 200 pul
Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol (25:24:1) versetzt. Der Zellaufschluss erfolgte dann 3 min
auf einem Schiittler auf hochster Stufe, bei 14 000 g. Durch eine Zentrifugation, von 15 min
und 16000 g, wurden die Phasen getrennt. Die in der wissrigen Phase enthaltene DNS konnte
nach Uberfithrung in ein 1,5ml ReaktionsgefiB durch Ethanol gefillt (siehe 0) und in 30 ul

deionisiertem Wasser aufgenommen werden.

Aufschlusspuffer: 100 mM NaCl; 1% SDS; 1 mM EDTA; 10 mM Tris/HCI pH 8,0

2.1.5 Konzentrationsbestimmung von DNS

Die Konzentrationsbestimmung von erfolgte mit einem NanoDrop 1000
Spektrophotometer der Firma Thermo Scientific. Als Referenz wurde auf den Probenhalter 1,5
ul deionisiertes Wasser gegeben. Danach konnte 1,5 pl der zu messenden Probe auf den
Probenhalter pipetiert werden. Aus dem Absorptionsverhiltis 230/260 nm berechnete die

Software des Spektrophotometers die Konzentration [ng/ul].
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2.1.6 Restriktionsverdau

Mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen der Firma New England Biolabs erfolgte die
sequenzspezifische Spaltung von Plasmid-DNS und PCR-Fragmenten. Ein klassischer
Restriktionsansatz enthielt neben 1 ug der DNS auch 1-2 U des Restriktionsenzyms und die
vom Hersteller mitgelieferten zehnfach konzentrierten Puffer. Wie vom Hersteller beschrieben,
wurden die Ansitze dann, bei den fiir die Restriktionsenzyme empfohlenen Temperaturen fiir

mindestens zwei Stunden inkubiert.

2.1.7 Dephosphorylierung von DNS Fragmenten mit alkalischer Phosphatase

Um nach dem Restriktionsverdau die endstindigen Phosphatgruppen zu entfernen,
wurden die Vektoren mit antarktischer Phosphatase der Firma New England Biolabs behandelt.
Dafiir wurden die Restriktionsansitze mit einem Zehntel ihres Volumens an 10-fach
konzentrierten Puffers der Herstellers, sowie 1 U alkalischer Phosphatase (pro 50 ul Ansatz),
versetzt. Nach einer einstiindigen Inkubation bei 37°C wurden die Vektoren iiber ein

préaparatives Agarosegel (2.1.9) aufgereinigt.

2.1.8 Ethanolfillung

Die Ethanolfillung diente zur Konzentrierung von DNS und zur Befreiung von Salzen.
Die wissrige DNS-Losung wurde mit dem 1/10 Volumen einer 3 M Natriumacetat-Losung
vermischt und die DNS durch die Zugabe von 2,5 Volumina eiskaltem Ethanol gefillt. Dazu
wurde der Ansatz 30 Minuten lang bei -20 °C inkubiert. Nach einer anschlieBenden 30
miniitigen Zentrifugation bei 14 000 g und 4 °C konnte das Prézipitat mit eiskalten 70 % (v/v)
Ethanol gewaschen und erneut pelletiert werden. Die DNS wurde danach bei RT luftgetrocknet

und anschlieend in sterilem Wasser aufgenommen werden.

2.1.9 Agarosegelelektrophorese

Um DNS-Fragmente groBenabhingig aufzutrennen wurde eine horizontale
Gelelektrophorese durchgefiihrt. Dafiir wurde, je nach Grofe der zu trennenden DNS-
Fragmente, 1-2 % (w/v) Agarose durch Aufkochen in TAE-Puffer gelost. Zur Detektion der
DNS, diente Etidiumbromid. Dies wurde den Gelen vor der Polymerisierung in einer
Endkonzentration von 0,5 pg/ml zugegeben. Die DNS-Proben wurden, vor dem Auftragen auf

das Agarosegel, zuerst mit fiinffach konzentriertem Auftragungspuffer versetzt. Die
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elektrophoretische Auftrennung der DNS-Proben erfolgte bei einer Feldstirke von 15 V/cm.
Die DNS-Banden konnten nach der Elektrophorese in einem UV-Transilluminator der Firma
Peqlab visualisiert werden. Die Groflen der DNS-Fragmente konnten durch den Vergleich mit
der GroBenstandards der Firma New England Biolabs (DNA Ladder 1 kb und DNA Ladder
100 bp, 2-Log DNA Ladder) bestimmt werden.

TAE-Puffer: 40 mM Tris/Acetat; 20 mM Natriumacetat; | mM EDTA pH 7,5
Auftragungspuffer: 6 % (w/v) Glyzerin; | mM EDTA; 0,01 % (w/v) Bromphenolblau; 0,01 % (w/v)
Xylencyanolblau; pH 8,0 (Endkonzentration)

2.1.10 Isolierung von DNS-Fragmenten aus Agarosegelen

Um DNS-Fragmente aufzureinigen wurden diese zuerst wurden durch ein prédparatives
Agarosegel aufgetrennt. Die entsprechenden DNS-Banden wurden mit einem sterilen Skalpell
unter UV-Licht aus dem Gel ausgeschnitten. Um DNS-Schédden zu Vermeiden, wurde darauf
geachtet die UV-Exposition so gering wie moglich zu halten. Nach dem Herstellerprotokoll des
QIAquick Gel Extraction Kits der Firma Qiagen erfolgte dann die Extraktion der DNS aus dem
Agarosegel. Dabei wurde das Agarosestiick mit dem dreifachen Volumen des Puffers QG
versetzt und die Agarose bei 50°C 10 min lang aufgelost. Die Losung wird auf ein
Mikrozentrifugationssidulchen gegeben, um die DNS an dessen Matrix zu binden, und 1 min bei
16000 g abzentrifugiert. Das Sdulchen wird danach je einmal mit QG und PE Puffer
gewaschen. Der Durchfluss wird jedes Mal verworfen. Zum Schluss wird die DNS mit 50 pl

doppelt deionisiertem Wasser eluiert.

2.1.11 Ligation von DNS-Fragmenten

Fiir die Ligation zweier DNS-Fragmente ist das Konzentrationsverhéltnis der beiden
Fragmente bestimmend. Deswegen wurden zuerst die Menge der einzusetzenden DNS-
Fragmente iiber ein Agarosegel abgeschitzt. Die genauen Konzentrationen wurden mit einem
NanoDrop 1000 Spektrophotometer der Firma Thermo Scientific bestimmt. Ein klassischer
Ligationsansatz enthielt 50-200 ng des linearisierten Vektors und ein 3-7-facher molarer
Uberschuss des zu inserierenden DNS-Fragments eingesetzt. Pro Ansatz von 20 ul enthielt
dieser zusitzlich 0,5 U T4-DNS-Ligase (New England Biolabs), 2 ul des vom Hersteller
mitgelieferten, zehnfach konzentrierten Reaktionspuffers und die entsprechenden Menge

doppelt deionisiertes Wasser. Die Ligation erfolgte 1 h bei 37 °C oder iiber Nacht bei 16 °C.
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Reaktionspuffer: 50 mM Tris-HCI; 10 mM MgCly; 10 mM DTT; 1 mM ATP; 25 ug/ml BSA pH 7,5

2.1.12 Anderungen der Aminosiuresequenz mit dem QuickChange® Site-Directed

Mutagenesis Kit

Zum Austausch einzelner oder mehrerer Aminosduren eines Proteins wurde das
entsprechende Gen auf einem Plasmid mit Hilfe des QiuckChange® Site-Directed Mutagenesis
Kit der Firma Agilent Techonlogies gezielt verdndert. Dieser Methode liegt eine PCR zugrunde.
Dafiir mussten spezifische Primer entwickelt werden. Diese enthielten die entsprechende
Punktmutation und konnten sich dieser DNS-Sequenz partiell anlagern, dadurch wird das
gesamte Plasmid mit der gewiinschten Anderung amplifiziert. Nach dem Amplifizierungsschritt
werden nach der Zugabe 10U des Restriktionsenzyms Dpnl und eine Inkubation bei 37°C die
Matrizen-DNS aufgrund der DNS-Methylierungen spezifisch verdaut. Anschliefend wurde das
PCR-Produkt direkt in E.coli transformiert. Die Klone wurden dann durch einen

Restiktionsverdau und eine Sequenzierung iiberpriift werden.

2.1.13 Préparation transformationskompetenter Zellen von E. coli

Um transformationskompetente E. coli-Zellen (DH5a) herzustellen, wurden diesen in
LB-Medium angeimpft und bei 37 °C iiber Nacht geschiittelt. Am néichsten Morgen wurde mit
2 ml dieser Vorkultur 500 ml LB Medium angeimpft und bis zu einer ODgy von 0,5 bei 37 °C
unter schiitteln inkubiert. Nach Erreichen dieser OD wurden die Bakterien 10 min bei 4 °C und
4000 g pelletiert. Das Pellet wurde anschlieBend in 50 ml eiskalter 0,1 M MgCl, Losung
vorsichtig resuspendiert. Nach einer 20 miniitigen Inkubation dieser Suspension, bei 4 °C,
wurden die Zellen erneut pelletiert und danach in 10 ml eiskaltem Einfrierpuffer sehr vorsichtig
resuspendiert. Nun konnte die Zellsuspension zu je 100 pl Aliquots in vorgekiihlte GefiBe

abgetfiillt werden. Die transformationskompetenten Zellen wurden bei -80 °C gelagert.

Einfrierpuffer: 0,1 M CaCly; 14 % (v/v) Glycerin

2.1.14 Transformation von E. coli mit Plasmid—-DNS
Rekombinante Plasmid-DNS wurde durch die Hitzeschockmethode in E. coli-Zellen

eingeschleust. Ein Ansatz enthielt 100 pl transformationskompetenter Zellen (siehe 0), die auf
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Eis aufgetaut wurden, und 100 pl einer Losung, die 1 pul Plasmid-DNS einer Plasmid Mini-oder
Midipriparation (siche Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden.) und 20 ul
CM Puffer, enthielt. Die Suspension wurde 20 min auf Eis inkubiert, danach folgte der 10
miniitige Hitzeschock bei RT. Im Anschluss wurde die Zellsuspension in 1 ml LB-Medium
aufgenommen und fiir 50 min bei 37 °C unter schiitteln inkubiert. Die Zellen wurden dann auf

LB-Platten mit 100 pg/ml Ampicillin ausplattiert und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

KCM: 500 mM KCI;, 150 mM CaCl,; 250 mM MgCl,

2.1.15 Transformation von S. cerevisiae mit Plasmid—-DNS oder PCR-Fragmenten

Fir die Transformation von Hefezellen mit Plasmid-DNS oder PCR-Fragmenten
mussten zuerst kompetenter Hefezellen pripariert werden [Gietz et al., 1995]. Der
entsprechende Hefestamms musste dafiir zuerst bei 30 °C iiber Nacht im entsprechenden
Kulturmedium angezogen werden (siehe 0). Am nichsten Morgen wurde auf eine ODgg9 von
etwa 0,15 in 50 ml verdiinnt. Diese wurde dann bis zum Erreichen einer ODgy zwischen 0,4
und 1 weiter kultiviert. Die Zellen wurden in einem sterilen Zentrifugationsréhrchen bei 3000
rpm fiir 5 min pelletiert, mit sterilem Wasser gewaschen und dann in 1 ml 100 mM
Lithiumacetat vermischt. Nachdem die Zellen in der Tischzentrifuge erneut pelletiert wurden,
wurden diese in 400 ul 100 mM Lithiumacetat resuspendiert und konnten dann sofort fiir die
Transformation verwendet werden. Ein klassischer Transformationsansatz bestand aus einem
50 ul Ansatz kompetenter Zellen, 240 ul PEG 3350 (50 % (w/v)), 36ul 1 M Lithiumacetat, 70
ul doppelt deionisiertes Wasser, 5 pl einzelstrangiger Lachsspermien-DNS (10 mg/ml) und die
zu transformierende DNS (5ul einer Plasmid-Midiprédparation oder 20ul eines gereinigten PCR-
Ansatzes fiir die Transformation mit einer Rekombinationskassette). Als Negativkontrolle
diente ein Ansatz mit allen Komponenten auBer der DNS. Nach gutem durchmischen der
Ansitze wurde unter leichtem Schiitteln 30 min bei 30 °C inkubiert. Darauf folgte ein
Hitzeschock bei 42 °C fiir 20 min. Danach wurden die Zellen durch Zentrifugation pelletiert, in
100 pl sterilem Wasser resuspendiert und auf Platten mit dem entsprechenden Selektivmedium
ausplattiert. Die Selektion der positiven Klone erfolgte iiber die entsprechenden

Auxotrophiemarker.

2.1.16 DNS—Sequenzierung
Die Sequenzierung von DNS-Fragmenten nach der Kettenabbruchmethode von Sanger

(Sanger et al., 1977) erfolgte durch die Firma Eurofins. Die DNS wurde zusammen mit den
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benotigten Oligonukleotide der Firma zugesendet. Die von Eurofins bestimmten DNS-
Sequenzen wurden mit den Programmen DNAMAN (Demo Version 6, Lynnon BioSoft.,

Pointe-Claire, Kanada) und Clone Manager Professional Suite (Version 8, Sci-Ed Software,

Cary, USA) tiberpriift.

2.1.17 Verwendete Vektoren

EcoRI (2)

Promoter TPI
Smal (46)

MCS
EcoRV (80)
Xhol (83)
SaclI (90
F1 ORI

pY X242
9471 bp

COLE1 ORI

2MICRON

Abbildung 9: Schematische Darstellung von pYX242 (Novagen) und pFA6a-His3MX6 (Addgene)
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Pruall {15}

P=tl (35}

Sp6_primer Sall (37}
pGEX_3 primer Xmal (48)
Aatll (4213) Smal (50)

AmpH_promoter Ascl (63)
i Xbal (517)

ORF frame 3
Ampicilin
Fspl (3513}

Xhol (1091)

pFAGa-his3MXE
4545 bp

BstBI (1238}

ORF frame 1

Mscl (1639)

pBR322_origin

Sacl (2121)
Spel (2147)
Sacll (2167}
T7_promoter
Hpal (2219}

Abbildung 9: Schematische Darstellung von pY X242 (Novagen) und pFA6a-His3MX6 (Addgene)
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2.1.18 Verwendete Plasmide

Tabelle 2: Verwendete Plasmide

Name Kodiertes Details Ausgangs- Referenz
Protein vektor

pYX242- Mic60 Uberexpression pYX242 (Rabl et al.,

Mic60FL von Mic60 2009)

pYX242- Mic60,485-492) Deletierte Aminosauren pYX242 Diese Arbeit
MiC6OA(485_492) 485 bis 492

pYX242- Mic60 gyssi) Substituierte Aminosiuren pYX242 Diese Arbeit

MiC60(R485L) (G487A) Arginin 485 zu Leucin und
(G487A) Glyzin 487 zu Alanin

pYX242- Mic60a494-540) Deletierte Aminosiduren pYX242 Diese Arbeit
MiC6OA(4g4_54(}) 494 bis 540

pYX242- Mic27 Uberexpression von Mic27 pYX242 Diese Arbeit

Mic27FL

2.1.19 Klonierungsstrategien

a) Klonierung von pYX242-Mic60,4ss5.492) und pYX242-Mic60r4s51)G4874)

Die Deletion und Substitution der p-Sequenz von Mic60 wurden mit dem
QiuckChange® Site-Directed Mutagenesis Kit der Firma Agilent Techonlogies gezielt
verdndert. Die Plasmide mit den verinderten Sequenzen wurden mit den Oligonukleotiden AfS
fw und Ap rev fiir pYX242-Mic60a(4s85.492) und mit den Oligonukleotiden (RL)(GA) fw und
(RL)(GA) rev fiir pYX242-Mic60ryss1)G4s74) direkt am ganzen Plasmid pYX242-Mic60FL

amplifiziert.
Ap fw: 5’- GGA TTT CGA TTC TGT TTA TGC ATC CAA CCT CAA CGA TGC -3’
Ap rev: 5’- GCATCG TTG AGG TTG GAT GCA TAA ACA GAATCG AAATCC -3’
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(RL)(GA) fw:  5’- CGA TTC TGT TTA TGC ACT AGT CGC CGA TAA CTT GAG GG -3’
(RL)(GA) rev:  5’- CCC TCA AGT TAT CGG CGA CTA GTG CAT AAA CAG AAT CG -3’

b) Klonierung von pYX242-Mic604494.540)

Fiir Deletion des C-Terminus ab der Aminosidure 494 von Mic60, wurde aus dem
Plasmid pYX242-Mic60FL mit den Oligonukleotiden Fcjlfo (Rabl et al., 2009) und f+1 rev
die verkiirzte Version von Mic60 amplifiziert und iiber die Restriktionsschnittstellen Ncol und

Xhol in den Vektor pY X242 kloniert.

Fcjlfo 5’- CCC CCC ATG GCA ATG CGA AGA ACT ACT GCCTCA CG -3’
p+1lrev: 5’- CCC CCT CGA GTC AGG ATA CCC TCA AGT TAT CGC CGA CTCTTG C -3’

¢) Klonierung von pYX242-Mic27FL

Mittels einer PCR aus genomischer DNS des Wildtyp Hefestamms W303a wurde der
offene Leserahmen (OLR) von Mic27 mittels PCR mit den Oligonukleotiden Mic27 fw und
Mic27 rev amplifiziert und tiber die zwei Restriktionsschnittstellen in den Vektor pYX242

kloniert.
Mic27 fw 5’- CCC CCC AAG CTT ATG GTA AAT TTT TAT GAT GAC GTG G -3’
Mic27rev 5’ CCCCCCGAGCTCTCATGCTTGCTC CAACTTTTC ATA AAGC -3’
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2.2  Methoden der Hefegenetik

2.2.1 Verwendete Stimme von S. cerevisiae

Tabelle 3: verwendete Hefestimme

Referenz

Stamm Genotyp
MATa, ade2-1, his3-1,1,15 leu2,112 trpl
W303a
ura23-53, kanl-100
MATa, ade2-1, leu2,112 trpl ura23-53,
Amic60 (W303)

canl-100, FCJ1::his3MX6
BY4742 MATo, his3A41, leu240, lys2A0, ura340
MATo, his341, leu2A0, lys240, ura340
MIC27::KANMX
MATo, his341, leu2A0, lys240, ura340
MIC26::KANMX
MATo, his341, leu240, lys240, ura340
MIC60::KANMX
MATo, his341, leu240, lys240, ura340
MICI10::KANMX
MATo, his341, leu2A0, lys240, ura340
MICI2::KANMX
MATo, his341, leu240, lys240, ura340
MICI19::KANMX
MATo, his341, leu240, lys240, ura340,
SU E::KANMX
MATa, his341, leu2A0, lys2A40, ura340,
MIC26::KANMX, MIC60::HIS3MX6
MATa, his341, leu2A0, lys2A40, ura340,
MIC27::KANMX, MIC60::HIS3MX6

Amic27 (BY4742)

Amic26 (BY4742)

Amic60 (BY4742)

Amicl0 (BY4742)

Amicl2 (BY4742)

Amicl9 (BY4742)

Asu e (BY4742)

Amic26/Amic60

Amic27/Amic60

(Rothstein und
Sherman, 1980)

(Rabl et al., 2009)
Open Biosystems

Open Biosystems

Open Biosystems

Open Biosystems

Open Biosystems

Open Biosystems

Open Biosystems

Open Biosystems

Diese Arbeit

Diese Arbeit
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2.2.2 Methoden der Kultivierung von S. cerevisiae

Die Kultivierung von Hefezellen erfolgte nach den Protokollen von Guthrie und Fink [
(Guthrie and Fink, 1991). Fliissigkulturen wurden bei 150 rpm und 30 °C in einem Schiittler
kultiviert, Kulturen auf Agarplatten wurden bei 30 °C in einem Brutschrank inkubiert. Als
Kulturmedien dienten YPEG (nicht-fermentierbare = Kohlenstoffquelle) oder YPD
(fermentierbare Kohlenstoffquelle) (sieche 0). Wurden Hefestimme, die Plasmide mit
Auxotrophiemarker enthielten, kultiviert wurden Selektivmedien ohne die entsprechenden
Aminosduren verwendet. Stammkulturen wurden bei -80 °C gelagert. Zellen von Agarplatten
oder aus Fliissigkulturen wurden dafiir in 15 % (v/v) Glyzerol resuspendiert. Diese Hefestimme
aus diesen der Stammkulturen konnten dann jederzeit, wenn benotigt, auf die entsprechenden

Agarplatten ausplattiert werden, und anschlieend auch in Fliissigkulturen iiberfiihrt werden.

2.2.3 Deletion von Mic60 in haploiden Hefestimmen

Bei den haploiden Stimmen Amic60/Amic26 und — Amic60/Amic27 (BY4742
Hintergrund) wurde der OLR Mic60 in den Stimmen Amic26 (BY4742) und Amic27 (BY4742)
iiber homologe Rekombination einer Deletionskassette des Mic60-Lokus deletiert. Mit Hilfe der
Oligonukleotide Fcjl1HIS3up und Fcj1HIS3rev (Rabl ef al., 2009) wurde die Deletionskassette
amplifiziert. Als Matrize diente das Plasmid pFA6a-His3MX6 (Wach et al., 1997). Das neu
synthetisierte DNS-Fragment wurde zuerst iiber ein priparatives Agarose-Gel gereinigt und in
den entsprechenden Hefestamm transformiert (siehe 0). Die Selektion erfolgte {iiber

Selektivmedium ohne Histidin.

Fcj1HIS3up 5¢-AAA GGC ATA AGA ACG CAT TGA AAA GTC TAA AAA ACT AAT ATT CGT CGT
ACG CTG CAG GTC GAC-3¢

Fcj1HIS3rev 5 TTG AGG TGT AAT GAC GTA CAT CTC TTT TCT CTT TGT ATT ATT CTT ATC GAT
GAA TTC GAG CTC-3¢

2.2.4 Analyse des Wachstumsphéinotyps

Mit einem ,,Tiipfel-Test* erfolgte die Analyse des Wachstumsphinotyps. Dafiir wurde
von einer mehrfach verdiinnten, exponentiell gewachsenen Hefekultur die ODgyy gemessen.
AnschlieBend wurden 4 OD Zellen entnommen und bei 4000 g abzentrifugiert. Die in 1 ml
sterilem Wasser aufgenommen Zellen wurden in fiinfmal aufeinander folgende zehnfach- oder

fiinffach-verdiinnt und jeweils 200 ul jeder Verdiinnung in eine Mikrotiterplatte mit 96
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Vertiefungen iiberfiihrt. Mittels eines speziellen 96er Stempels wurden die Verdiinnungsreihen
auf YPD oder YPEG Platten iibertragen. Nach zwei bis drei Tagen bei 30 °C oder 37°C konnte
das Wachstum der Zellen ausgewertet werden. Enthielten die getiipfelten Hefestimme Plasmide
mit Auxotrophiemarker wurden die Zellen aufgrund des langsameren Zellwachstums auf
Selektionsmedium nur fiinffach verdiinnt und danach auf ein entsprechendes Selektivmedium

mit nicht-fermentierbarer oder fermentierbarer Kohlenstoffquelle gestempelt.

2.3  Zellbiologische Methoden

2.3.1 Priparation von Gesamtzellextrakten aus S. cerevisiae

Durch alkalische Lyse erfolgte die Gewinnung der Gesamtzellextrakte aus S. cerevisiae
(modifiziert nach (Yaffe und Schatz, 1984)). Von einer exponentiell wachsenden Hefekultur
wurden 2 ODgpp entnommen und eine Minute bei 16000 g in einer Tischzentrifuge pelletiert.
Anschlieend wurden die Zellen wurden mit 250 ul 50 mM Tris/HCI pH 8,0 vermischt und mit
50 pl Aufschlusspuffer versetzt und gut gevortext. Nach einer 10 miniitigen Inkubation auf Eis
wurden die Proteine mit 220 pl 72 % (w/v) TCA gefillt wie (siehe 0) und in SDS-Probenpuffer

aufgenommen.

Aufschlusspuffer: 1,85 M NaOH; 7,4 % (v/v) B-Mercaptoethanol; 20 mM PMSF

2.3.2 Isolierung von Mitochondrien aus S. cerevisiae

Fiir die Priparation von Mitochondrien aus S. cerevisiae wurde eine Hefevorkultur bei
30 °C bei 150 rpm geschiittelt und dreimal auf eine ODgg von 0,05-0,2 im entsprechenden
Medium verdiinnt. Bei einem sehr langsamen Zellwachstum wurden dem Medium noch 0,2 %
(w/v) Glukose zum Medium gegeben. Dabei wurde darauf geachtet, dass die Zellen nicht in die
stationdre Phase iibergehen. Die Hauptkultur von einem Liter wurde, entsprechend der
Generationszeit des entsprechenden Hefestammes, auf eine ODgyo von 0,05-0,3 angeimpft und
iiber Nacht kultiviert. Die Zellen konnten beim Erreichen einer ODgyy von 0,8-1,3 geerntet
werden. Zellen ohne Plasmid wurden auf im Allgemeinen in YPEG kultiviert. Ein
Selektivmedium wurde nur verwendet, wenn die Zellen ein Plasmid enthielten. Bei niedrigen
Generationszeiten der Hefezellen wurde dem Medium 0,1 % (w/v) Glukose zugegeben. Die
Isolation der Mitochondrien erfolgte nach einem adaptierten Protokoll von Daum (Daum et al.,

1982). Die Hefezellen wurden nach einer 5 miniitigen Zentrifugation in einem JLA 8.100 Rotor
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bei 4000 g geerntet, in Wasser resuspendiert in ein 50 ml Falcon iiberfiihrt und wiederrum in
einer X15-R Zentrifuge der Firma Allegra durch Zentrifugation bei 1500 g fiir 5 min
zentrifugiert. Pro 1 g Nassgewicht wurden die Zellen anschlieBend in 2 ml DTT-Puffer
resuspendiert und fiir 15 min bei 30 °C bei 150 rpm inkubiert. Die Zellen wurden dann fiir
5 min bei 1500 g zentrifugiert und mit pro 1 g Nassgewicht in 4 ml Sorbitolpuffer gewaschen.
AnschlieBend wurden die Zellen wieder pro 1g Nassgewicht in 4 ml Sorbitolpuffer
resuspendiert. AuBerdem wurde Zymolyase zugegeben (3 mg/ ml Sorbitolpuffer) und 60
Minuten inkubiert. Die Zymolyase dient zur Zerstorung der Zellwinde, es bilden sich
Sphéroblasten, die durch das Sorbitol osmotisch stabilisiert werden. Die Sphéroblastenbildung
ist komplett wenn eine schnelle Abnahme der ODgyy auf ca. 10-20 % des Ausgangswerts
beobachtet werden kann. Die Sphéroblasten konnten dann fiir 5 min bei 1500 g sedimentiert
werden und einmal mit Sorbitolpuffer gewaschen werden. Das Sediment wurde dann pro 1 g
Nassgewicht in 6 ml eiskaltem NMIB aufgenommen. Auch alle weiteren Schritte wurden auf
Eis oder bei 4 °C durchgefiihrt. Der Zellaufschluss erfolgt durch maximal 50-maliges
Homogenisieren in einem Dounce-Glashomogenisator. Nicht aufgeschlossene Zellen,
Zellfragmente und Zellkerne konnten dann anschlieend durch einen Zentrifugationsschritt fiir
5 min bei 3000 g abgetrennt werden. Die Mitochondrien wurden durch eine Zentrifugation bei
10250 g fiir 10 min im JA25-Rotor aus dem Uberstand abzentrifugiert. Die so gewonnene
mitochondriale Fraktion wurde in etwa 1 ml NMIB-Puffer aufgenommen. Nach Bestimmung
der Proteinkonzentration nach Bradford konnten die Mitochondrien mit NMIB—Puffer auf eine
Konzentration von 10 mg/ml verdiinnt werden. Diese Suspension wurde dann in Aliquots von

100 pl-1 mg portioniert, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

DTT-Puffer. 10 mM DTT; 100 mM Tris/HCI pH 9,4
Sorbitolpuffer: 1,2 M Sorbitol
NMIB Puffer: 0,6 M Sorbitol; 20 mM HEPES pH 7,4; 5 mM MgCl,; 50 mM KCI; 100 mM KOAc; 2 m PMSF

2.3.3 Subfraktionierung von Hefezellen aus S. cerevisiae

Die Subfraktionierung von Hefezellen erfolgte adaptiert nach dem Protokoll von Caplan
und Douglas (Caplan und Douglas, 1991). Dafiir wurden Hefezellen, im entsprechenden
Medium wie in 2.3.2 beschrieben kultiviert und die Zellen mit Zymolyase zu Sphiroblasten
verdaut. Danach wurden auch hier die Sphéiroblasten mit einem Dounce-Homogenisator

aufgebrochen. Nun wurde zuerst eine Probe entnommen (Gesamtzellprotein) und mit Laemmli

46



Material und Methoden

Probenpuffer versetzt, die Restliche Probe wurde 5 min bei 4°C in einer Tischzentrifuge X15-R
der Firma Allegra bei 3000 g und 4°C zentrifugiert. Das Sediment wurde verworfen, der
Uberstand in einem JA25-Rotor bei 10250 g und 4°C fiir 30 min zentrifugiert. Der Uberstand,
die zytosolische Fraktion wurde mit TCA (2.4.2) gefillt und mit Laemmli Probenpuffer
versetzt. Das Sediment wurde zweimal mit HS-Puffer gewaschen und ebenfalls mit Laemmli
Probenpuffer versetzt. Mittels SDS-PAGE (siehe 0), auf eine Nitrozellulosemembran (siehe 0)

und Western Blot (siehe 0) wurden die Proben analysiert.

2.3.4 Generierung von Mitoplasten durch osmotische Schwellung

Die mitochondriale Aufenmembran wird in dieser Methode durch osmotisches
Schwellen aufgebrochen. Dafiir wurden die Mitochondrien in kaltem H-Puffer gelost. Durch
eine Inkubation mit 200 pg/ml Proteinase K auf Eis wurden Proteine des Intermembranraums
verdaut. Die Proteolyse wurde nach 25 Minuten durch die Zugabe von 2 mM frisch
angesetztem PMSF und einer fiinf miniitigen Inkubation auf Eis beendet. Danach wurden die
Mitoblasten durch Zentrifugation fiir 10 min bei 16000 g und 4 °C pelletiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das Sediment in HS-Puffer aufgenommen werden. Durch das Fillen der
Mitoplasten mit TCA (siehe 0) wurde die Proteinase K inaktiviert. Die Proben wurden dann in
SDS-Probenpuffer aufgenommen, 5 min bei 95 °C inkubiert und mittels SDS-PAGE (siehe 0)
und Proteintransfer auf eine Nitrozellulosemembran (siche 0) mittels Western Blot (siehe 0)
analysiert werden. Als Negativkontrollen dienten Proben die nur in HS-Puffer gelost wurden

oder nicht mit Proteinase K behandelt wurden.

HS—Puffer: 0,6 M Sorbitol; 20 mM HEPES pH 7.4;
H-Puffer: 20 mM HEPES pH 7,4

2.3.5 Alkalische Extraktion und von Proteinen aus mitochondrialen Membranen

Durch alkalische Extraktion und Salzextraktion lassen sich 16sliche und peripher an die
Membran assoziierte Proteine von integralen Membranproteinen unterscheiden (Fujiki et al.,
1982). Um eine osmotische Rupturierung der Mitochondrien zu Erreichen wurden 100 pg
aufgereinigte Mitochondrien in H-Puffer auf eine Konzentration von 1 mg/ml verdiinnt und mit
dem gleichen Volumen 0,2 M Na,CO3 oder mit 2M NaCl-Losung in H-Puffer vermischt. Nach
einer 30 miniitigen Inkubation auf Eis wurden im Anschluss die Proben fiir 30 min bei 4°C und

16000 g in einer Tischzentrifuge zentrifugiert. Die im Uberstand enthaltenen Proteine wurden
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mit TCA gefillt (2.4.2) und in SDS-Probenpuffer aufgenommen. Auch die sedimentierte
Membran-Fraktion wurde in SDS-Probenpuffer aufgenommen. Die Analyse der jeweils
gleichen Mengen (bezogen auf das Ausgangsmaterial) der beiden Fraktionen erfolgte mittels

SDS-Polyacrylamidelektrophorese (2.4.3.1), Western-Blot (2.4.6) und Immundetektion (2.5.4).

2.3.6 Fluoreszenzmikroskopie

Um die Morphologie des mitochondrialen Netzwerks in lebenden Hefezellen sichtbar zu
machen, wurde in den betreffenden Zellen, mitochondrial lokalisiertes GFP (mtGFP)
exprimiert. Diese Zellen wurden mit Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Um einen Eindruck
des ganzen Netzwerks in den einzelnen Zellen zu gewinnen wurden mit einem
Fluoreszenzmikroskop der Firma Leica (TCS SP5), mit einem Argonlaser 488 und einer
Anregung von 500-550 nm Bilderserien in der z-Ebene aufgenommen. Zur Auswertung wurden
dann die Bildserien der mitochondrialen Netzwerke pro Zelle mit der Software ImageJ (Wayne

Rasband, National Institute of Health, USA) zu einzigem Bild zusammengefasst.

2.3.7 Chemische Fixierung von Hefezellen

Fiir die elektronenmikroskopische Analyse von Hefezellen miissen diese zuerst fixiert
werden. Dazu wurde eine Vorkultur, die mindestens dreimal auf eine ODgg zwischen 0,1 und
0,2 verdiinnt wurde verdiinnt. Die 50 ml Hauptkultur wurden bis zu einer ODgyy zwischen 0,5
bis 0,8 kultiviert und durch Zentrifugation fiir 5 min bei 1500 g und 30 °C geerntet. Besonders
wichtig war es, zuvor den pH-Wert des Kulturmediums zu bestimmen. Das Zellsediment wurde
dann sehr vorsichtig in 10 ml auf 30 °C temperiertem Fixierungspuffer, dessen pH-Wert dem
des Kulturmediums entsprach, resuspendiert und eine Stunde bei 30 °C inkubiert. Anschlieend
wurden die fixierten Zellen zweimal wiederrum sehr vorsichtig mit 10 ml Citratpuffer
gewaschen und fiir 5 min bei 3000 g abzentrifugiert. Die Zellen wurden dann vorsichtig in
Citratpuffer aufgenommen und in ein 1,5 ml-Reaktionsgefid3 iiberfiihrt. Hierbei war zu
beachten, dass Luftblasen vermieden wurden. Dafiir wurde das Reaktionsgefdll randvoll mit
Citratpuffer gefiillt. Die Zellen wurden zur Lagerung 1 min bei 9000 g in einer Tischzentrifuge

zentrifugiert und bei 4°C aufbewahrt.

Fixierungspuffer: 50 mM Zitronensdure; 50 mM Natriumcitrat; 4 % (v/v) Formaldehyd; 0,5 % (v/v)
Glutaraldehyd
Citratpuffer: 50 mM Zitronensiure; 50 mM Natriumcitrat
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2.3.8 Kryo-Elektronenmikroskopie nach Tokuyasu

Die Elektronenmikroskopie von Kryoschnitten chemisch fixierter Hefezellen wurde
erfolgte nach der Methode von Tokuyasu (Tokuyasu, 1989) Die fixierten Zellen (siehe 0)
wurden zuerst mit PBS gewaschen und dann fiir 2 h bei 30 °C mit 25 % Polyvinylpyrrolidon
(K15/MW 10000) in 1,6 M Saccharose infiltriert. Je 2-5 ul der Zellsuspension, wurden auf
Probenhalterungen aus Aluminium getropft und in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Die
Kryoschnitte wurden bei -110 °C, mit dem Ultramikrotom UC6 (Leica, Wetzlar), auf welches
ein Tieftemperaturschneidesystem EM FCS6 (Leica, Wetzlar) montiert war, angefertigt. Vorher
musste die Probe allerdings mit einem Diamant Trimmmesser mit einem Messerwinkel von 45
°C der Firma Diatome getrimmt werden. Danach konnten die ultradiinnen Schnitte mit einem
Messer mit einer Diamantklinge von 35 °C der Firma Diatome und einer langsamen Schneide
Geschwindigkeit hergestellt. Die ultradiinnen Kryoschnitte von etwa 50-80 um wurden danach
auf Formvar-Kohlenstoff-beschichte Kupfernetzchen (200-400 Maschen, hexagonal, Plano
GmbH) mittels einer in Polyvinylpyrrolidon (K15/MW 10000) in 1,6 M Saccharose getrinkte
Draht-Ose iiberfiihrt. Die Kupfernetzchen wurden dann fiinfmal mit PBS gewaschen. Dabei
wurden die Netzchen mit ihrer beschichteten Seite nach unten auf einem Fliissigkeitstropfen
gelegt. Am Schluss wurden die Schnitte mit einer 1:1-Mischung aus 3 % Silikowolframat und
2,5 % Polyvinylalkohol kontrastiert und stabilisiert. Die Analyse erfolgte mittels des
Transmissions-Elektronenmikroskops EM 208S, FEI und der Kamera Alkxlk, slow-scan
TVIPS.

Die quantitative Auswertung der EM-Aufnahmen erfolgte durch die Software ImageJ
(Wayne Rasband, National Institute of Health, USA). Hierfiir wurden die Verhéltnisse des
Cristaeoberfliche zum Umriss der AuBenmembran zusammen mit der inneren Grenzmembran

(IBM: inner boundary membrane) bestimmt.

2.3.9 Kryopriparation isolierter Mitochondrien und EM Tomographie

Die Kryopriparation und EM Tomographie der Mitochondrien wurde von Dr. Karen
Davies durchgefiihrt und erfolgte mit kleinen Abweichungen, wie von Davies und Koautoren
beschrieben (Davies et al., 2012b). Dafiir wurden die isolierten Mitochondrien (2.3.2) zuerst
mit Trehalose Puffer gewaschen und 1:1 mit Goldpartikeln die mit Protein A konjugiert sind (6
nm Goldpartikel der Firma Aurion), die spiter als Marker dienten vermischt. Danach folgte mit
3 ul der Suspension sofort das ,,Plunge-Freezing”. Dabei werden die Proben auf einem

Probenhalternetzchen (300 Maschen) in fliissigem Ethan getaucht. Die Proben wurden an einem
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FEI Polara Mikroskop in Serien bei einer VergroBerung von 41 34 K oder bei 300 kV
(PixelgroBe: 0.576 and 0.7090 nm, Defokus: 8 um) aufgenommen. Dabei wurden Serien der
Probe in 1,5 © Schritten in einem Gesamtwinkel von 60 ° dokumentiert. Die verwendete 2x2k
CCD (GIF Tridiem 863) Kamera stammte von der Firma Gatan. Die einzelnen Bilder der
Serien wurden mit der Software IMOD Package an den Goldpartikeln ausgerichtet (Kremer et
al., 1996). Mit nicht-linearer anisotroper Diffusion wurde Kontrast der Bilder erhoht (Frangakis
und Hegerl, 2001) und die Bilder mit dem Programm AMIRA (FEI company, Niederlande)

manuell segmentiert.

Trehalose Puffer: 250 mM Trehalose, 10 mM Tris-HCl pH 7,4

2.4 Proteinchemische Methoden

2.4.1 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Die Methode nach Bradford diente zur Konzentrationsbestimmung von Proteinen
(Bradford, 1976). Dafiir wurden die Proben in 1 ml einer 1:5-Verdiinnung des BioRad-
Proteinassay—Reagenz (BioRad, Miinchen) in Wasser vermischt und 10 min bei RT im Dunkeln
inkubiert. Die Adsorption wurde danach bei 595 nm bestimmt. Zur Berechnung der

Proteinkonzentration der Probe, wurde zeitgleich mit dem Protein BSA eine Eichgerade erstellt.

2.4.2 Fillung von Proteinen mit Trichloressigsiure

Durch das Zufiigen 72 % (w/v) Trichloressigsdure (TCA) auf eine Endkonzentration
von 12 % (w/v) prizipitieren Proteine. Die Inkubationszeit auf Eis betrug von 15 min. Die
gefillten Proteine wurden dann fiir 10 min bei 16000 g und 4 °C pelletiert. Um Lipide
abzutrennen wurde mit eiskaltem Aceton (-20 °C) gewaschen. Das Prizipitat wurde bei 37 °C
an der Luft getrocknet und in SDS-Probenpuffer (siehe 0), der 10 mM Tris/Base enthielt,

resuspendiert, 5 min bei RT geschiittelt und 5 min bei 95 °C inkubiert.

2.4.3 Gelelektrophorese

2.4.3.1 SDS—Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)
Um denaturierte Proteine ihrer Grofle nach aufzutrennen wurden diese einer vertikalen

diskontinuierlichen =~ SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese  (SDS-PAGE) nach Laemmli
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(Laemmli, 1970) unterzogen. Die Gele waren zwischen 1 mm bis 1,5mm dick und wurden
zwischen Glasplatten mit den MaBen 160 x140 mm gegossen. Alternativ wurde auch das Mini
Protean®3 System (Imm) der Firma BioRad benutzt. Die Endkonzentration von
Acrylamid/Bisacrylamid variierte, je nach Molekulargewicht der Proteine zwischen
8 %/0,13 % (w/v) und 16 %/0,23 % (w/v). Die Proteinproben wurden vor dem Auftragen auf
das Gel zur Denaturierung mit SDS-Probenpuffer versetzt und je nach Probe wihrend 5 min bei
65 °C oder 95°C erhitzt. Zur Kontrolle des Molekulargewichts wurden vorgefirbte (BioRad,
Miinchen) GroBlenstandards verwendet. Bei 30 mA fiir etwa 2,5-3 Stunden bei RT aus dem
erfolgte die Elektrophorese. AnschlieBend wurden die Proteine auf Nitrozellulose transferiert

oder in den Gelen mit Coomassie oder Silber geférbt.

Trenngel: 8-18 % (w/v) Acrylamid; 0,13-0,23 % (w/v) Bisacrylamid; 0,1 % (w/v) SDS;
0,1 % (w/v) APS; 0,03 % (v/v) TEMED; 375 mM Tris/HCI; pH 8,8

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

Laufpuffer: 380 mM Glyzin; 0,1 % (w/v) SDS; 50 mM Tris/HCI; pH 8,3

SDS-Probenpuffer: 2 % (w/v) SDS; 5 % (v/v) B-Mercaptoethanol; 10 % (v/v) Glycerol; 0,02 % (w/v)

Bromphenolblau; 60 mM Tris/HCI; pH 6,8

2.4.3.2 Native Polyacrylamidgelelektrophorese isolierter Mitochondrien

Die Blaue Nativ-Polyacrylamidgelelektrophorese (BN-PAGE) wurde verwendet, um
native Proteinkomplexe geméf ihrer Grofe aufzutrennen (Schéigger und Jagow, 1991; Wittig et
al., 2006). Mit Hilfe eines Gradientengieers wurden die linearen Gradientengele hergestellt. In
dieser Arbeit wurden ausschlieBlich 3-13 % oder 3-18% Gradientengele verwendet. Pro
Gelspur wurde eine Gesamtproteinkonzentration von 200-400 ug aufgetragen. Die Aliquots
isolierter Mitochondrien wurden zuerst auf Eis aufgetaut und 30 min auf Eis in
Solubilisierungspuffer mit Digitonin im Verhiltnis Digitonin/Protein (w/w) zwischen 0,5 und 3
inkubiert. Nicht-solubilisiertes Material wurde anschlieBend durch eine Zentrifugation fiir
20 min bei 16000 g und 4 °C abgetrennt. Der Uberstand wurde vor dem Auftrag mit einem
Zehntel Probenpuffer und 5% (w/v) Serva Blau G im Verhiltnis 1:8 zur eingesetzten Menge an
Digitonin versetzt. Die Elektrophorese erfolgte 3-4 h bei 20 mA, 65 V bei 4 °C. Dabel ist noch
anzumerken, dass der verwendete Kathodenpuffer 0,02 % Serva Blau G enthielt. Beendet
wurde die Elektrophorese jeweils, wenn der blaue Farbstoff aus dem Kathodenpuffer durch aus

dem Gel in den farblosen Anodenpuffer ausgelaufen war.
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Sollte im Anschluss die In-Gel-ATPase Aktivitit der aufgetrennten Proteinkomplexe
bestimmt werden wurde grundsitzlich immer eine CN-PAGE durchgefiihrt. Hier hingt die
Wanderungsgeschwindigkeit vom isoelektrischen Punkt des jeweiligen Komplexes und dem
aktuellen pH-Wert im Gel ab. Diese Methode ist allerdings nicht so stringent wie die BN-
PAGE und die Proteinkomplexe laufen nicht sehr prizise, da die Elektrophorese komplett ohne
Coomassie erfolgt. Hier ist die Elektrophorese beendet wenn der rote Farbstoff des

Probenpuffers aus dem Gel ausgelaufen ist.

3 %-Acrylamidlosung 2,9 % (w/v) Acrylamid; 0,1 % (w/v) Bisacrylamid; 500 mM 6-Aminocaprosiure; 50
mM Tris/HCI; pH 7,0; 0,03 % (v/v) APS; 0,3 %o (v/v) TEMED
13 %-Acrylamidlosung 12,6 % (w/v) Acrylamid; 0,4 % (w/v) Bisacrylamid; 500 mM 6-
Aminocarponsdure; 3 g Glycerol; 50 mM Tris/HCI; pH 7,0; 0,03 % (v/v)
APS; 0,3 %0 TEMED; 50 mM
18 %-Acrylamidlosung 17,4 % (w/v) Acrylamid; 0,6 % (w/v) Bisacrylamid; 500 mM 6-Aminocarponsiure;
3 g Glycerol; 50 mM Tris/HCI; pH 7,0; 0,03 % (v/v) APS; 0,3 %0 TEMED
2,5 % Sammelgel 2,41 % (w/v) Acrylamid; 0,09 % (w/v) Bisacrylamid; 500 mM 6-Aminocarponséure; 3 g
Glycerol; 50 mM Tris/HCI; pH 7,0; 0,03 % (v/v) APS; 0,3 % TEMED
Kathodenpuffer BNE 50 mM Tricin; 0,02 % Serva Blau G; 15 mM Tris/HCI; pH 7
Kathodenpuffer CNE 50 mM Tricin; 15 mM Tris/HCI; pH 7
Anodenpuffer 50 mM Tris/HCI; pH 7,0 bei 4 °C
Probenpuffer 50% (v/v) Glycerin, 0,1% (v/v) Ponceau
Solubilisierungspuffer 50 mM NaCl; 50 mM Imidazol/HCI pH 7, 0,2 mM Aminocarponsédure, | mM EDTA
Kathodenpuffer, farblos 50 mM Tricin; 15 mM Tris/HCI; pH 7,0

2.4.3.3 Native Large-Pore-Polyacrylamidgelelektrophorese isolierter Mitochondrien

Die Native Large-Polyacrylamidelektrophorese (LPE) kann Proteinkomplexe iiber 500
kDa auftrennen (Strecker et al., 2010). Die Besonderheit bei diesen Gelen ist, dass in den
Gellosungen mehr Bisacrylamid vorhanden ist, um die Gelporen zu vergroBern. Das
Puffersystem ist das gleiche wie der BN-PAGE (2.4.2.3). Aber hier werden zwei verschiedene
Acrylamidgellosungen mit unterschiedlichen Anteilen an Bisacrylamid verwendet. Auch hier
wurden lineare 3-9% Gradientengele mit Hilfe eines GradientengieBers hergestellt. Ansonsten
waren Solubilisierung der Mitochondrien und die restliche Durchfiihrung wie bei der

klassischen BN-PAGE.

2,5 % Sammelgel 1,86 % (w/v) Acrylamid; 25% (w/v) Bisacrylamid;, 25 mM Imidazol/HCI pH 7,0;
0,5 M Aminocarponsdure; S0 mM Tris/HCI; pH 7,0; 0,03 % (v/v) APS;
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0,3 %0 TEMED

3% Acrylamidlosung 2,4 % (w/v) Acrylamid; 20% (w/v) Bisacrylamid; 25 mM Imidazol/HC1 pH 7,0;
0,5 M Aminocarponsiure; 50 mM Tris/HCL; pH 7,0; 0,03 % (v/v) APS;
0,3 %0 TEMED

9% Acrylamidlosung 8,28 % (w/v) Gesamtacrylamid; 8 % (w/v) Bisacrylamid; 25 mM Imidazol/HCl
pH 7,0; 50 mM Tris/HCI; pH 7,0; 0,5 M Aminocarponséure, 0,03 % (v/v) APS;
0,3 %0 TEMED

2.4.3.4 Tricin-SDS-PAGE

Die Tricin-SDS-PAGE nach Schigger (Schigger und Jagow, 1991; Schigger, 2006)
wurde als Alternative zur klassischen SDS-Gelelekrophorese nach Laemmli (siehe 2.4.3.1)
verwendet. Bei dieser Methode werden besonders kleine Proteine besser aufgetrennt. Auch zur
Analyse von nativen Proteinkomplexen zur Auftrennung in der zweiten Dimension, nach einer
BN-PAGE, wurde diese Methode verwendet. Hierfiir wurden zur Pridparation der Gele wurde
die Gelspur der ersten Dimension auf dem auspolymerisierten Tricin-Trenngel gelegt. Um das
perfekte Einwandern der Proteine in das Tricin-Trenngel zu garantieren, diirfen keine
Luftblasen zwischen dem Nativgel-Streifen und dem Tricin-Gel vorhanden sein. Die
Elektrophorese erfolgte iiber Nacht bei 15 mA bis zum Auslaufen der Blaufront. Anschliefend

wurden die Proteine auf eine Nitrozellulosemembran transferiert wie unter O beschrieben.

12 % Tris-Tricin-Gel 11,6 % (w/v) Acrylamid; 0,4 % (w/v) Bisacrylamid; 0,1 % (w/v) SDS; 10 % (v/v)
Glycerol; 0,03 % (v/v) APS; 0,3 %0 TEMED; 1 M Tris/HCI pH 8,45

16% Tris-Tricin-Gel 15,5 % (w/v) Acrylamid; 0,5 % (w/v) Bisacrylamid; 0,1 % (w/v) SDS; 10 % (v/v)
Glycerol; 0,03 % (v/v) APS; 0,3 % TEMED; 1 M Tris/HCI pH 8,45

Anodenpuffer 22,5 mM HCI; 100 mM Tris/HCI pH 8,9

Kathodenpuffer 100 mM Tricin; 0,1 % (w/v) SDS; 100 mM Tris; pH ~ 8,25

2.4.3.5 BNE/LPNE-Komplexom Analyse

Die Komplexom Analyse diente zur Bestimmung der quantitativen Verteilung von
nativen Proteinkomplexen in einer BN-PAGE oder LPE-PAGE (Heide und Wittig, 2013).
Dafiir wurden zuerst wie nach der 2.4.3.2 und 2.4.3.3 beschrieben Vorgangsweise 100 ug
Mitochondrien mit Digitonin solubilisiert und die Proteinkomplexe mit nativer Elektrophorese
in 3-13% Gradientengelen und 3-9% groB3porigen Gelen getrennt. Die nativen Gele wurden
fixiert, mit Coomassie gefarbt und mehrfach mit Wasser gewaschen. Der folgende

Probenpriparation fiir die massenspektrometrischen Analyse erfolgte im Prinzip nach dem
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Protokoll von Collins (Collins und Choudhary, 2008). Die Gelspuren wurden dann in Richtung
des Gradienten in 60 einzelne Streifen (Fraktionen) geschnitten, jede Fraktion weiter mit einer
Klinge zerkleinert und in eine Filterplatte mit 96 Vertiefungen der Firma PALL (30-40um
PP/PE, Pall Corporation) iibertragen. Die Gelstiicke wurden zweimal mit 50 % (v/v) Methanol
in AHC Puffer entfiarbt. Die Fliissigkeiten wurden dabei jeweils durch zweiminiitige
Zentrifugation bei 1500 rpm entfernt. Die Gelstiicke wurden anschlieend 60 Minuten in 5 mM
DTT in AHC Puffer inkubiert, und nach einer anschlieBenden Zugabe von 30 mM lodacetamid
noch einmal 45 Minuten inkubiert. Zur Dehydration wurde pro Vertiefung in der Platte 85 pl
Acetonitril zugegeben und die Losung wieder mit einer Zentrifugation entfernt. Danach wurden
die Gelstiicke bis sie sich wieder vollig aufgesaugt hatten in einer Losung mit 5 ng/ml Trypsin,
10% (v/v) Acetonitril, I mM CaCl,, 0.01% Protease Max (Promega) in AHC Puffer fiir etwa 30
min bei 4°C inkubiert. Anschliefend wurden die Gelstiicke komplett mit AHC Puffer bedeckt
und die Proteine iiber Nacht bei 37 °C verdaut. Die Peptide wurden 45 Minuten in 30%
Acetonitril, 3% Ameisensdure eluiert, mit Zentrifugation in eine neue Platte mit 96
Vertiefungen tiberfiihrt, und in der Speedvac getrocknet. Die Peptide wurden dann in 4 % (v/v)
Acetonitril und 0,5 % Ameisensdure geldst und anschlieBend massenspektrometrisch analysiert.
Es wurde fiir die Analyse der mit BNE getrennten Komplexome die massenspektrometrische
Anlage bestehend aus einem Nano- Hochleistungsfliissigkeitschromatographen (englisch: high
performance liquid chromatography, HPLC) Agilent1200 und dem Massenspektrometer (MS)
LTQ/Orbitrap XL (Thermo Fisher Scientific) verwendet. Die Peptide wurden zunéchst auf einer
Vorsdule mit C18 Chromatographiematerial aufkonzentriert und dann iiber eine analytische
nano-Sdule (10 cm lang, Durchmesser 75 um gepackt mit 3 um C18-Umkehrphasenmaterial)
getrennt. Der 60-miniitige Gradient reichte dabei von 5% Acetonitril, 0.1% Ameisensdure bis
50% Acetonitril, 0.1% Ameisensdure gefolgt von einem S-miniitigen Waschschritt mit 90%
Acetonitril, 0.1% Ameisensdure und der Reequilibrierung der Sédule mit 4% Acetonitril, 0.1%
Ameisensdure. Die Large-Pore Gel getrennten Komplexe wurden auf dem Q-Exactive Plus
Massenspektrometer gekoppelt mit der nano-HPLC Ultimate 3000 (Thermo Scientific)
gemessen. Bei diesem schnelleren System wurde jedes einzelne Gelfragment jedoch nur mit
einem 30 miniitigen Gradienten gemessen. Die Rohdaten des Massenspektrometers wurden mit
der Software MaxQuant (1.5.0.30) ausgewertet, die Peptide und Proteinidentifikation erfolgte
mit dem Referenz-Proteom-Set von S. cerevisiae (Version vom 17. Januar 2015 von
Uniprot.org, mit 6741 Eintridgen). Die Daten konnten dann mit der Software NOVA geklustert

(Giese et al., 2015) und kalibriert und mit Microsoft Excel analysiert werden.
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AHC Puffer 50 mM Ammoniumhydrogencarbonat

2.4.4 Proteintransfer auf Nitrozellulose- und PVYDF-Membranen (Western-Blot)

Um Proteine nach der elektrophoretischen Auftrennung immunologisch nachzuweisen
zu konnen, wurden sie nach dem Halbtrockenverfahren aus dem Gel auf Nitrozellulose- oder
PVDFE-Membranen transferiert (Towbin et al., 1979). Das Gel, die Membran und das Whatman
Filterpapier wurden vor dem Transfer in Blot-Puffer dquilibriert. PVDF-Membranen miissen
vorher kurz in Methanol geschwenkt und anschlieBend mit entsalztem Wasser gewaschen
werden.

Fir das Verfahren wurden Graphitelektroden verwendet. Auf der Kathode wurden
zuerst zwei Lagen Filterpapier, das Gel, die Membran, und dann wieder zwei weitere Lagen
Filterpapier platziert. Letztere wurde mit der Anode abgedeckt. Die Proteine wurden in der
Regel 1,5h bei 200 mA auf die Membran transferiert. Bei kleinen Proteinen mit einem
Molekulargewicht unter 20 kDa endete der Transfer bereits nach 60 min. Bei 1,5 mm dicken
Gelen und Tricin-Gelen betrug die Transferzeit bis zu 3 h. Die Proteine wurden nach dem
Transfer durch die Firbelosung Ponceau S unspezifisch angefdrbt. Die iiberschiissige
Firbelosung wurde durch mehrmaliges Waschen mit entsalztem Wasser entfernt. Danach

konnte die Membran an der Luft getrocknet werden.

Blot-Puffer 20 mM Tris; 150 mM Glyzin; 20 % (v/v) Ethanol; 0,02 % (w/v) SDS

Ponceau S-Firbelosung 0,2 % (w/v) Ponceau S in 5 % (w/v) Eisessig

2.4.5 Coomassie-Firbung

Die Coomassie-Farbung dient dazu, elektrophoretisch aufgetrennte Proteine im Gel zu
visualisieren. Die Gele fiarbten sich je nach Dicke des Gels etwa nach 30 min bis 1h in
Farbelosung komplett blau. AnschlieBend wurde, bis der Hintergrund sich entfarbt und die
einzelnen Proteinbanden in gewiinschter Intensitét sichtbar wurden, mit Entfirber gewaschen.

Das Gel konnte dann in deionisiertem Wasser gelagert werden.

Firbelosung 10 % (v/v) Essigsdure; 30 % (v/v) Methanol; 0,1 % (w/v) Coomassie Brilliant Blau R-250
Entfarber 10 % (v/v) Essigsiure; 40 % (v/v) Methanol
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2.4.6 Silberfarbung

Die Silberfarbung erfolgte dazu, auch schwach exprimierte elektrophoretisch
aufgetrennte Proteine im Gel sichtbar zu machen (Blum, 1987; Rais, 2004). Zuerst wurden die
Gele 30 min mit Fixierlosung inkubiert und danach zweimal 30 min gewissert. Danach folgte
eine 30 miniitige Sensiierung in einer Losung mit 0,005% (w/v) Na,S,03 bevor das Gel 30 min
in einer 0,1% (w/v) Silberlosung inkubiert wurde. Das iiberschiissige Silber wurde anschlieBend
kurz weggewaschen, dann wurde das Gel in der Entwicklerlosung vorsichtig geschwenkt. Je
nach aufgetragener Proteinkonzentration konnte die Entwicklung 1-10 min dauern. Die
Farbung wurde bei erlangen des gewiinschten Ergebnisses mit einer Losung 50mM EDTA

gestoppt. Das Gel wurde dann in deionisiertem Wasser gelagert.

Fixierlosung 50 % (v/v) Methanol; 10% (v/v) Essigsédure
Entwicklerlosung 0,036% (w/v) Formaldehyd; 2% (w/v) Na,CO;

247 In-Gel-ATPase Aktivitit

Wie von Zerbetto und Koautoren beschrieben (Zerbetto et al., 1997) wurden die nativen
Komplexe der FiFo-ATP Synthase in CNE-Gelen sichtbar gemacht. Nach der Elektrophorese
wurden die Gele in Aktivititspuffer geschwenkt. Die Inkubationszeit konnte bis zu 12 h
betragen. Wenn die Proteinbanden die richtige Intensitit erreicht hatten wurde die Reaktion mit

EDTA-Losung gestoppt und das Ergebnis mit Fixierlosung konserviert.

Aktivititspuffer 0,2% (w/v) Pb(NO3),; 14 mM MgCl,; 8 mM ATP; 35 mM Tris/HCI pH 8,3; 270 mM
Glyzin/NaOH pH 8,3

2.4.8 Chemische Quervernetzung von Proteinen

Proteine, die in engem rdumlichen Kontakt miteinander stehen, konnen mit chemischen
Quervernetzern  kovalent  verkniipft werden. Man unterscheidet grob zwischen
membrangédngigen und membranundurchgingigen Quervernetzern sowie homobi- funktionalen
und heterobifunktionlanen Quervernetzern. Fiir die Quervernetzung wurden isolierte
Mitochondrien in einer Proteinkonzentration von Img/ml in HS-Puffer resuspendiert. Die
Proben wurden fiir 30 min mit dem entsprechenden Quervernetzter der Firma Pierce in einer
Endkonzentration von 400 uM auf Eis inkubiert. Als Negativkontrolle diente eine Probe nur

mit DMSO versetzt. Danach wurde die Reaktion mit 100 mM Glyzin, pH 8 gestoppt. Nach
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einmaligem Waschen mit HS-Puffer wurden die Proben mit Laemmli-Probenpuffer versetzt
und mittels SDS-Polyacrylamidelektrophorese (2.4.3.1), Western-Blot (2.4.6) und

Immundetektion (2.5.4) analysiert.

2.5 Immunologische Methoden

2.5.1 Erzeugung polyklonaler Antikorper

Die verwendeten spezifischen Antikorper stammen aus polyklonalen Antiseren aus
Kaninchen, die mit dem C-terminalen Peptiden NH,-CIRYAREQLYEKLEQA -
COOH fir Mic27 (Aminosduren 219 bis 233, diese Arbeit) oder dem Peptid N H -
CEGDAIFRSSAGLRSSKV-COOH fiir MiclO0 (Aminosauren 80 bis 96) (von der
Malsburg et al., 2011), immunisiert wurden. Die Peptide tragen zusitzlich noch je einen
Cystein-Rest am Aminoterminus um sie an eine Affinitdtsmatrix koppeln zu konnen. Fiir die
Erzeugung der Antiseren in Kaninchen wurden von der Firma Pineda Antikoperservice (Berlin)
beauftragt. Dies beinhaltete die Epitopanalyse (im Falle von Mic27), die Peptidsynthese und
Kopplung des Peptids an den Proteincarrier Keyhole limpet haemocyanin (KLH) und die
Immunisierung der Kaninchen. Fiir Mic27 wurde ebenfalls, mit dem gleichen oben genannten
C-terminalen Peptid ein polyklonales Antiserum aus Huhn bei der Firma Dabio in Auftrag
gegeben. Auch hier wurden alle Schritte der Antikdrpererzeugung von der Beauftragten Firma
tibernommen, nur in diesem Fall wurden nicht Blutseren gesammelt sondern gesammelte IgG

Fraktionen von den gelegten Eiern der immunisierten Tieren.

2.5.2 Kovalente Kopplung synthetischer Peptide an Sulfolink Coupling Gel® (Pierce)
Um im Western Blot und bei Immunprizipitationen Kreuzreaktionen zu minimieren
wurden die Peptidantikorper einer Affinitétsreinigung unterzogen. Da die Aminotermini, der fiir
die Immunisierung verwendeten Peptide jeweils mit einem Cysteinrest gekoppelt waren,
konnten diese an eine Affinititsmatrix Sulfolink Coupling Gel® (Pierce) gekoppelt werden. Pro
Ansatz wurden jeweils 1 ml Gelbettvolumen verwendet. Zuerst erfolgte eine Aquilibrierung der
Gelmatrix mit dem Verhéltnis Bindepuffer:Sdulenvolumina 6:1. Dann wurde das Peptid an die
Saule gekoppelt. Hierfiir wurden 10 mg des zu koppelten Peptids in 1 ml Bindepuffer gelost
und 1 h bei RT inkubiert. Nachdem sich die Affinitatsmatrix nach 30 min abgesetzt hatte,
konnte die iiberschiissige Fliissigkeit abgelassen und die Sdule mit 3 Sdulenvolumina

Kopplungspuffer gewaschen werden. Zur Absittigung noch freier Bindungsstellen wurde das
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Sédulenmaterial in 1 ml Kopplungspuffer, der 50 mM Cystein enthielt 1h inkubiert. Danach
wurde die Gelmatrix noch mit 16 Sidulenvolumina an 1 M NaCl und 16 Sédulenvolumina an 10
mM Tris/HCI1 pH 7,5 gewaschen. Zur Lagerung wurde die Siule in 10 mM Tris/HCI pH 7,6 mit
0,02 % (w/v) Natriumazid versetzt und bei 4 °C aufbewahrt.

Bindepuffer 50 mM Tris/HCI; 5 mM EDTA pH 8,5

2.5.3 Affinititsreinigung von Antikérpern

Um eventuelle Verunreinigungen zu Entfernen, wurde die bei 4°C gelagerte
Affinitdtssdule, vor dem Gebrauch zuerst mit je 10 ml 10 mM Tris/HCl pH 7,5, danach mit
100 mM Glyzin/HCI pH 2,5, 10 mM Tris/HCI pH 8,8 und 100 mM NaP; pH 11,5 gewaschen.
Danach wurde die Sdule mit 10 ml, 10 mM Tris/HCI pH 7,6 dquilibriert. Um den Antikorper an
die Sdulenmatrix zu binden, wurde eine Losung aus 5 ml des zu reinigenden Antiserums mit
20 ml 10 mM Tris/HCI pH 7,6 mit 1 mM EDTA und 1 mM PMSF sechsmal hintereinander bei
einer Flussrate von 1ml/min iiber die Matrix gepumpt. Nach den Durchlauf der iiberschiissigen
Fliissigkeit wurde mit 20 ml 10 mM Tris/HCI pH 7,5, danach mit 20 ml 10 mM Tris/HCl
pH 7.5 und zum Schluss 500 mM NaCl gewaschen. Danach erfolgte die Elution. Und zwar mit
10 ml 100 mM Citratpuffer pH 4, dann mit 10 ml 100 mM Glyzin/HCI pH 2,5 und am Schluss
mit 10 ml 100 mM NaP; pH 11. Dabei wurden Fraktionen von je 1ml gesammelt. Die Citrat-
und Glyzin Elutionen wurden sofort mit 1 M Tris-Base, die NaP;-Elution mit 1 M Glyzin/HCl
pH 2,5 (NaP;-Elution) abgepuffert. Die Bestimmung der Proteinkonzentration in den Fraktionen
erfolgte nach Bradford (siehe 0). Normalerweise eluierten die AntikOrper in den ersten
Fraktionen der Elution mit Glyzin/HCIl pH 2,5. Diese Fraktionen zum Schutz beim Einfrieren
mit 20 % (v/V) Glycerin versetzt und nach einer Finalen Uberpriifung des pHs aliquotiert
wurden vereinigt, aliquotiert und bei 4 °C gelagert. Die Sdule wurde zur Aufbewahrung mit
10 ml 10 mM Tris/HCI pH 7,5 mit 0,02 % (w/v) Natriumazid gewaschen, mit 0,5 ml dieser

Losung iiberschichtet und bis zur nachsten Benutzung bei 4 °C gelagert.

2.5.4 Immundetektion von Proteinen
Alle Schritte dieses Protokolls konnten bei RT durchgefiihrt werden. Zur
Immunprézipitation der auf die Membran transferierten Proteine (siehe 0), mussten zuerst die

Membranen in 30 min Milchpuffer sanft geschiittelt werden. Dies war notwendig, um
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unspezifischer Bindungsstellen abzusittigen. Zu Beachten war, dass zuvor getrocknete PVDF-
Membranen zuerst durch Schwenken in Ethanol wieder aktiviert werden. Die Inkubation mit
dem spezifischen Primirantikdrper dauerte in der Regel eine Stunde, auch eine Inkubation tiber
Nacht bei 4 °C war bei diesem Schritt moglich. Der Primérantikorper war entweder ein
affinitdtsgereinigter Antikorper aus Kaninchen bzw. Huhn, oder Antiseren aus Huhn und wurde
je nach Titer zu 1:100 bis 1:10000 mit Blockpuffer verdiinnt. Danach wurden die Membranen
dreimal fiir 5 min in TBST-Puffer gewaschen. Der Sekundirantikdrper wurde 1:10000 in
Blockpuffer verdiinnt und eine Stunde lang sanft geschiittelt. Der Antikorper ist fiir den
Nachweis ein an die Meerrettich-Peroxidase (HRP) gekoppelt. Dieser ist gegen das
Immunglobulin G von Kaninchen, beziehungsweise gegen das Immunglobulin Y gegen Huhn,
gerichtet (Ziege anti-Kaninchen-HRP Konjugat, BioRad; Ziege anti-Huhn-HRP Konjugat,
Abcam). Nach erneutem dreimaligem Waschen mit TBST, wurde die Peroxidase mit einem auf
Chemolumineszenz basierenden Detektionssystemen (EcoMax X-ray Processor, ECOMAX und
ChemiDoc™ MP, BioRad) nachgewiesen. Dafiir wurden die Losungen ECL1 und ECL2
verwendet. Diese wurden kurz vor der Reaktion nacheinander im Verhiltnis 1:1 und auf die
Membranen gegeben. Die Expositionszeit lag zwischen wenigen Sekunden und mehreren

Minuten, je nach Qualitéit des verwendeten Primérantikorpers.

TBST-Puffer 150 mM NaCl; 10 mM Tris/HCl pH 7,5; 0,05 % (v/v) Tween20

Milchpuffer 5 % (w/v) Magermilchpulver in TBST-Puffer, bei 2D Gelen 2,5 % (w/v) Mager-
milchpulver in TBST-Pulver

Waschpuffer 20mM Tris/Cl, pH7,5; 500 mM NaCl; 0,05 % (v/v) Tween20; 0,2 % (v/v)
Triton X100

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

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

2.5.5 Co-Immunprizipitation

Die Immunprizipitation ist eine Methode mit der mittels eines spezifischen Antikorpers
das entsprechende Antigen angereichert wird. Mit einer Ko-Immunprizipitation wurden
Proteine, die aufgrund einer Interaktion mit dem prézipitierten Protein mit angereichert wurden,
untersucht. Hierfiir wurden die entsprechenden, vorher aufgereinigten Peptidantikorper an eine
zuvor dquilibrierte, mit Protein A gekoppelte Agarose-Matrix der Firma GE Healthcare Life
Sciences (Protein A Sepharose CL-4B) gekoppelt. Das Protein A bindet an die Fc Region von

Immunglobulinen durch Wechselwirkungen mit der schweren Seitenkette des Antikorpers. Die
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Matrix wurde zusammen mit dem Antikorper in 500 pl IP-Puffer 1h bei 4°C in einem
Kopfiiberschiittler inkubiert. Als Negativkontrolle diente eine Probe mit dem entsprechenden
Pra-Immunserums. Nach der Inkubation wurde die Matrix fiinfmal mit IP-Puffer gewaschen.
Zu diesen Proben wurden solubilisierte Mitochondrien zugegeben. Dafiir wurden vorher pro
Ansatz 1 mg Mitochondrien in IP-Puffer gelost und mit 4g/g Digitonin solubilisiert. Nach 30
Minuten Inkubation der Gelmatrix mit den solubilisierten mitochondrialen Proteinen, wurden
die nicht gebundenen Proteine mit IP-Puffer, dessen Salzkonzentration zuvor auf 150 pM
erhoht wurde, 5 mal gewaschen. Die an die Matrix gebundenen Proteine wurden bei 65°C mit
Laemmli-Puffer eluiert und mit SDS-Gelelektrophorese (2.4.3.1), Western-Blot (2.4.6) und

Immundetektion (2.5.4) analysiert.

[P-Puffer: 50 mM NaCl; 50 mM Imidazol/HCI pH 7, 0,2 mM Aminocarponsédure, | mM EDTA; Complete
Proteaseinhibitorcocktail (Roche); 1 mM PMSF; 0,5 mM Phenanthrolin; 2 pg/ml Aprotinin; 1
pg/ml Pepstatin

2.6 Kulturmedien

LB-Medium: 10 g/l Bacto-Trypton; 5 g/l Hefeextrakt; 10 g/l Natriumchlorid;

LB-Medium: 50 mM Glukose; 10 mM EDTA; 25 mM Tris/HCI; pH 8,0

Fiir LB*™-Medium wurde nach dem Autoklavieren 100 pg/ml Ampicillin zugegeben.

YP-Medium: 1 % (w/v) Hefeextrakt; 2 % (w/v) Bacto-Pepton;
2 % (w/v) Glukose (YPD) oder
3% (v/v) Ethanol 2 % (w/v) Glycerol (YPEG)
40 % (w/v) Stammlosungen von Glukose wurden separat autoklaviert und
anschlieBend die entsprechende Menge an Glukose (2 %) nach dem

autoklavieren dem Medium zugegeben.
S-Medium: 1,7 g/l Yeast Nitrogen Base ohne Aminosdauren und Ammoniumsulfat; 5 g/l

Ammoniumsulfat; 2 % (w/v) Glukose (SD) oder 2 % (w/v) Glycerol (SG);
0,625g/g der Entsprechenden ,,Drop-Out* Mischung der Firma Clontech.
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Alle Kulturmedien wurden direkt nach der Herstellung autoklaviert. Fiir die Herstellung von
Kulturplatten fiir die Kultivierung von S. cerevisiae, wurden vor dem Autoklavieren zusitzlich

zu den Inhaltsstoffen des entsprechenden Fliissigmediums 2 % (w/v) Agar zugegeben.
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2.7 Chemikalien und Geriite

2.7.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterial

Amsbio: Zymolyase 20T

Agfa-Gevaert: Entwickler und Fixierer fiir Rontgenfilme

AppliChem: Agar, Bromphenolblau, Zitronensiure, EDTA, Imidazol, Kaliumchlorid,

Kaliumacetat, Ponceau S , Tris, Silbernitrat, Triton X, Tricin, Gycin, DMSO, DTT, Luminol,

ATP, ADP, Proteinase K

Beckton Dickenson: Bacto-Pepton, Bacto-Trypton

BioRad: Meerrettich-Peroxidase-gekoppelte Anti-Kaninchen, Prestained Precision Plus Protein

Standard, 4x Laemmli Puffer, B-Mercaptoethanol

Biozym: Agarose ME

Clontech: ,,.Drop-Out“-Zusitze

Fuji: Medical X-ray Film Super RX 13 x 18 cm

GE Healthcare: Protein A SepharoseTM CL-4B, Whatman Papier

Greiner: 15- und 50 ml Reaktionsgefifie

Metabion: Oligonukleotide

Millipore: Glukose

New England BioLabs: DNA Ladder 1 kb, DNA Ladder 100 bp, Restriktionsendonukleasen

und 10 x Puffer fiir Restriktionsendonukleasen, Taq-DNS-Polymerase, Phusion HF DNA

Polymerase, Desoxynucleosidtriphosphate, T4-DNS-Ligase und dazugehoriger 10 x Puffer,

Antarktische Phosphatase

Pierce: Sulfolink® Coupling Gel

Pineda Antikorper Service: Antikdrper gegen synthetisches Peptid von Mic27 und Mic10
Mic27: NH,-CIRYAREQLYEKLEQA-COOH (diese Arbeit)
Micl0: NH,-CEGDAIFRSSAGLRSSKV-COOH [von der Malsburg et
al., 2012]

Qiagen: QIAEX II Gel Extraction Kit, QIAprep Spin Miniprep Kit, QIAquick Gel Extraction,

QIAquick PCR-Purification

R&D Systems: pY X-Vektoren

Roche Applied Sciences: Proteaseinhibitor Complete, EDTA-free

Carl Roth: Roti®-NC-Membran (0,2 um), APS, EGTA, Hefeextrakt, Magnesiumchlorid,

Natriumcarbonat, Natriumhydroxid, PEG 400, SDS Pellets, Tween 20, Glycerin,

Wasserstoffperoxid, Salzsdure 37 %, TEMED, Acrylamid 30 %
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Sarstedt: Reagiergefille, Petrischalen, Pipettenspitzen

Serva: Digitonin, Coomassie®, Acrylamid 2x, N,N’-Methylene-biscrylamid

Sigma: HEPES, Ethanol absolut, Natriumchlorid, Agaose (low melting), Brilliant Blue G,
Coumarinsiure, Sorbitol, Hefe Base ohne Aminoséduren, Paraformaldehyd, Polyvinylpyrrolidin,
Aceton, Eisessig, Litiumacetat, Ammoniumsulfat, Ammoniumacetat, Magermilchpulver,
Natriumsuccinat, Tryptone, Bradfordreagenz, Glutarsidure

Starlab: TipOne Pipettenspitzen 20-5000 pl

Thermo Fisher Scientific: MBS, Sulfolink® Coupling Gel, Molekulargewichts-Standards fiir
SDS-PAGE

VWR: Methanol

2.7.2 Gerite
Autoklav: VX-95, Systec
Brutschriinke, Inkubatoren: Heraeus, Thermo Scientific
Diamantschneidemesser: Ultra-Trimmmesser: 45 °, Ultra-Schneidemesser 35°, Diatome
Elektronenmikroskope und Kameras: Transmissions Elektronenmikroskop EM 208S, FEI
Kamera: Alkx1k slow-scan TVIPS
Polara Mikroskop, FEI: 2x2k CCD GIF Tridiem 863, Gatan
Entwicklermaschine: EcoMax X-ray Processor, ECOMAX
ChemiDoc™ MP: BioRad
Feinwaagen: CP64, Sartorius
Fluoreszenzmikroskop: Konfokales Laserscanmikroskop SP5, Argonlaser 488, DIC, Leica
Gelkammern: Werkstatt Institut fiir Physiologische Chemie Miinchen
Mini-PROTEAN III Electrophoresis Cell, BioRad
Gradientenkammer fiir Nativgele, BioRad
Inkubatoren mit Schiittelfunktion: Multitron und Ecotron, Infors
Kupfernetzchen: 200-400 Maschen, Plano
Magnetriihrer: YellowLine, MSH basic
Massenspektrometer und Zubehor: Orbitrap XL, Agilent1200 nano-HPLC
Nanodrop: NanoDrop 1000, Peqlab
pH-Meter: PB-11, Sartorius
Photometer: UV-mini-1240, SHIMADZU

Perfect Loop: Diatome
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Pipetten: Pipetman 2-5000 pl, Gilson
Reinstwasseranlagen: MembraPure
Halbtrocken Blotapparatur: Werkstatt Institut fiir Physiologische Chemie Miinchen
Schiittler: Gyro-Rocker SSL3, Stuart
Rotamax 120, Heidolph
Orbital shaker, neolLab
Spannungsquellen: Consort EV231; EV265, Hoefer
Sterilbank: Heraeus, Thermo Scientific
Thermocycler: 96 Universal Gradient, peQSTAR, Peqlab
Thermomixer: Thermomixer comfort; Eppendorf
Tieftemperaturschneidesystem: EM UC6; Leica Microsystems GmbH
Transiluminator: Serial M, Peqlab
Uberkopfschiittler: Werkstatt Institut fiir Physiologische Chemie Miinchen
Ultramikrotom: Ultracut S; Leica Microsystems GmbH
Vortex-Mixer: VortexGenie2, Scientific Industries
Waage: TE612, Sartorius
Wirmeschrianke: Memmert
Zentrifugen und Zubehor: Allegra X-15 R, Avanti J-26 XP, Rotoren: JA 25.5; JLA;
8.1000Beckman Coulter5418, 5415 Eppendorf
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3 Ergebnisse

3.1  Charakterisierung der C-terminalen f- Sequenz von Mic60

Zu Beginn dieser Arbeit war bereits bekannt, dass Mic60 iiber seinen konservierten C-
Terminus (Aminosdure 451-541) mit dem SAM-/TOB-Komplex, dessen Kernkomponente
Sam50/Tob55 ein f-barrel Protein ist, in der Aulenmembran interagiert. Auerdem konnte
gezeigt werden, dass eine Deletion der Aminosduren 472 bis 540 (Korner et al., 2012) oder der
Aminoséduren 491 bis 540 (Zerbes et al., 2012a) in dieser Domiine, zu einer massiven Abnahme
der CJs in den Mitochondrien fiihrt. Desweiteren war bekannt, dass f-barrel Proteine aufgrund
einer charakteristischen Peptidsequenz, der f-Sequenz, vom SAM-/TOB-Komplex erkannt und
daraufhin in die Auenmembran insertiert werden (Kutik et al., 2009). Nach einer genaueren
Sequenzanalyse des C-Terminus von Mic60, konnte auch hier eine charakteristische f-Sequenz
(Aminosduren 485-492, RVGDNL RVSNLN) identifiziert werden (Abbildung 11). Es lag
somit nahe, dass Mic60 moglicherweise durch diese Sequenz mit dem SAM-/TOB-Komplex in
Verbindung steht und diese moglicherweise auch einen Einfluss auf die mitochondriale
Ultrastruktur hat. Daher wurde diese f-Sequenz in Mic60 deletiert (Mic60x4s5.492)). AuBerdem
wurden einzelne Aminosduren, wie Arginin 485 zu Leucin und Glyzin 487 zu Alanin,
substituiert (Mic60(r4s51)G4s74)) (Abbildung 11B). Ebenso wurde ein Klon hergestellt bei dem
nach der f-Sequenz, ab der Aminosiure 494, der C-Terminus komplett fehlt (Mic60x494-540))
(Abbildung 11B).

A
Matrix IM IMS
™ Coiled-Coil-Doméane C-Terminus
Mic60WT  HN—— ™ T MMy COOH
57 166 342 451 541
541
B 4|51 B-Sequenz 1
Mic60wr SGILGQLTAK VFSLFLFTKT GNPSNATDFD SVYARVGDNL RVSNLNDAVE EVVSLKGWPH KVCESWIEDA RRKLEVQRLY EILDCEIRTL*
Mic604(485-492) SGILGQLTAK VFSLFLFTKT GNPSNATDFD SVYA DAVE EVVSLKGWPH KVCESWIEDA RRKLEVQRLYV EILDCEIRTL*

Mic60(r4esL)a87A) SGILGQLTAK VFSLFLFTKT GNPSNATDFD SVYALVADNL RVSNLN DAVE EVVSLKGWPH KVCESWIEDA RRKLEVQRLV EILDCEIRTL*
Mic604(494-540) SGILGQLTAK VFSLFLFTKT GNPSNATDFD SVYARVGDNL RVSNLN D*

Abbildung 11: Schematische Darstellung von Mic60 und der C-terminalen f-Klone: (A) Dargestellt sind die
einzelnen Doménen von Mic60 [adaptiert nach (Korner et al., 2012)]. Mic60 besitzt eine Transmembrandoméne
(TM), eine Coiled-Coil-Domine, sowie einen evolutionir, hoch konservierten C-Terminus. (B) Darstellung des C-
Terminus mit der f-Sequenz (RVGDNL RVSNLN) von Mic60 sowie die Klone Mic60y4ss.492), Mic60ryssrycasza)

und MiC60A(494,540).
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Um die Expression dieser Konstrukte zu {iiberpriifen, wurden diese im Hefestamm
Amic60 (W303a) exprimiert. Als Kontrollen dienten ein Wildtyp-Stamm mit den Lehrvektor
pY X242 und ein Amic60-Stamm der einmal das volle Linge Mic60 oder einmal ebenfalls den
Lehrvektor pYX242 exprimiert. Aus isolierten Mitochondrien dieser Stimme wurde die
Expression der klonierten Konstrukte mit SDS-Gelelektrophorese und Western-Blot Analyse
tiberpriift (Abbildung 12). Dafiir wurde ein Primérantikorper, der gegen ein Peptid in der
Coiled-Coil-Domine von Mic60 gerichtet ist (Abbildung 11) (Rabl ef al., 2009) verwendet. Bei
allen Varianten war die Expression der einzelnen Mic60-Varianten vergleichbar stark
nachweisbar. Auch der GroBenunterschied der Mic60x494.540-Variante ist erkennbar
(Abbildung 12). Die zur Kontrolle ebenfalls immundetektierten mitochondrialen
Membranproteine, Tob55 und Phb2, zeigen in den verschiedenen Stimmen keine verédnderte
Expression. So sind die Stamme, aufgrund der gleichmifBligen Expression, auch in anderen

Experimenten vergleichbar.
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Abbildung 12: Die Proteinlevel der untersuchen Mic60 Varianten sind gleichmiBig: SDS-PAGE. Aus den
Hefestimmen WT+ pYX242, Amic60+ Mic60FL, Amic60+ pYX242, Amic60+ Mic60xuss a9z, Amic60+
Mic60rassiycas7a) und Amic60+ Mic60a94-540) Wurden Mitochondrien isoliert und die Expression von Mic60 mit
SDS-Gelelektrophorese und Western-Blot Analyse untersucht. Als mitochondriale Markerproteine dienten Tob55

und Phb2. Das Sternchen (*) markiert eine unspezifische Bande des Mic60 Antikorpers.
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3.1.1 Ein Fehlen der C-terminalen f-Sequenz von Mic60 hat keinen Einfluss auf das

Zellwachstum

Um die Auswirkung der C-terminalen pf-Mutationen von Mic60 auf das
Wachstumsverhalten unter respiratorischen und nicht-respiratorischen Bedingungen zu
untersuchen, wurden serielle Verdiinnungsreihen durchgefiihrt. Dafiir wurden die oben
genannten Zelllinien auf Agarplatten mit Selektivmedium, welches entweder Glukose (SDL)
oder Glyzerin (SG'L) (Abbildung 13) enthielt in fiinf Fiinffachverdiinnung aufgetragen. Wie
schon bekannt, waren die Zellen mit einer Mic60-Deletion auf respiratorischem Medium im
Wachstum stark beeintrichtigt (Rabl et al., 2009). Die Klone mit einer fehlenden S-Sequenz
Amic60+ Mic60x@4gs5492) und einer Punktmutationen in dieser Sequenz Amic60+
Mic60rassiycas7a) haben, im Vergleich zum Wildtyp und dem Stamm der das volle Linge
Mic60 exprimiert Amic60+Mic60FL, einen vergleichbaren Wachstumsphinotyp. Diese Stimme
wachsen auch noch bei hoheren Verdiinnungsstufen. Der Klon ohne den C-Terminus, der aber
noch die f-Sequenz besitzt Amic60+ Mic60au9a-s40), zeigt den gleichen Wachstumsphénotyp
wie die Zellen in denen Mic60 ausgeschaltet ist. Wie schon beschrieben, haben Hefezellen, die
eine Variante von Mic60 mit einer Deletion des C-Terminus exprimieren, Mic60au72-540)
(Korner et al., 2012) und Mic60au91-540) (Zerbes et al., 2012a) ein starkes Wachstumsdefizit.
Ein Fehlen der S-Sequenz oder eine Punktmutation in dieser hat hingegen keinen Einfluss auf

das Zellwachstum.

SDL SGL

WT+ pYX242
Amic60+ Mic60FL
Amic60+ pY X242

Amic60+ Mic60a(485-492)

Abbildung 13: Die C-terminalen f-Varianten von Mic60 zeigen ein unterschiedliches Zellwachstum: Serielle
Verdiinnungen. Das Wachstum von seriellen 1:5-Verdiinnungen der angegebenen Hefestimme (W303a
Hintergrund) auf SD'L (D: Glucose, mit fermentierbarer Kohlenstoffquelle) und SG'L Nihrboden (G: Glyzerin,

mit nicht-fermentierbarer Kohlenstoffquelle) bei 30 °C.
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3.1.2 Das Fehlen der C-terminalen #-Sequenz von Mic60 hat einen geringen Einfluss auf

die mitochondriale Ultrastruktur

Mit dem folgenden Experiment sollte der Einfluss der f-Sequenz auf die mitochondriale
Ultrastruktur untersucht werden. Wie schon beschrieben haben Amic60-Zellen eine verdnderte
mitochondriale Ultrastruktur [Rabl et al., 2009]. Es finden sich in diesem Fall keine CJs mehr.
Auch Zellen, die eine Mic60-Variante mit einem unvollstindigen C-Terminus exprimieren, wie
die Varianten Mic60x72-540) (KOrner et al., 2012) und Mic60au91-540) (Zerbes et al., 2012a),
besitzen einen dhnlichen Phinotyp. In diesen Klonen finden sich nur noch wenige CJs (K&rner
et al., 2012). Deswegen wurden die oben erwihnten Mic60-Varianten Amic60+ Mic60FL,
Amic60+ Mic60auss-492), Amic60+ Mic60ragsryGas7a), Amic60+ Mic60x494-540) chemisch fixiert,
und die mitochondriale Ultrastruktur elektronenmikroskopisch untersucht (Abbildung 14) sowie
die CJs pro mitochondrialem Schnitt bestimmt (Tabelle 4). Aus den elektronenmikroskopischen
Aufnahmen geht hervor, dass im Schnitt immer weniger CJs zu finden sind, je groBer die
Veridnderung des hoch konservierten C-Terminus von Mic60 ist. Wiahrend die Kontrolle, ein
Amic60 Stamm der eine volle Linge Version von Mic60 exprimiert, pro mitochondrialem
Schnitt  durchschnittlich zwei CJs ausbildet, bildet die Punktmutante Amic60+
Mic60rassiyGas7a) €in Viertel weniger CJs aus. Die Mutante ohne pf-Sequenz Amic60+
Mic604485-492) hat im Schnitt nur noch eine CJ pro Kryo-Schnitt. Hefezellen mit einer Mic60
Version ohne die letzten 46 Aminoséduren des C-Terminus Amic60+ Mic60a494-540), bilden nur
noch einen kleinen Bruchteil an CJs aus (Abbildung 4, Tabelle 14). Anscheinend scheint die
Funktion des C-Terminus schon bei einer kleinen Verdanderung gestort zu sein. Also weisen die
vorliegenden Ergebnisse ebenfalls darauf hin, dass die Integritit dieser stark konservierten
Domine von Mic60 fiir die Bildung von CJs unverzichtbar ist. Eine Deletion oder
Punktmutation der f-Sequenz hat aber keinen so gravierenden Einfluss auf die Morphologie der

mitochondrialen Innenmembran wie eine Deletion des C-Terminus.
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Amic60+ Mic60FL Amic60+ Mic60(R485L)(G487A)

Amic60+ Mic604(485-492) Amic60+ Mic60a(494-540)

Abbildung 14: Die Deletion der f-Sequenz im C-Terminus oder eine Punktmutante in dieser Sequenz hat

einen weniger starken Einfluss auf die Ultrastruktur von Mitochondrien, als eine C-terminale Deletion: Die
Hefestimme Amic60+ Mic60FL, Amic60+ Mic604uss-a92), Amic60+ Mic60rassiyGas7a) und Amic60+ Mic604494-540)
(Stammbhintergrund W303a) wurden in respiratorischem Medium (SG'L) kultiviert und anschlieBend chemisch
fixiert. Dargestellt sind elektronenmikroskopische Aufnahmen von Mitochondrien mehrerer Kryo-Schnitte aus den

angegebenen Hefestimmen. Die Groflenbalken entsprechen 100 nm.

Tabelle 4: Die beschriebenen f-Mutanten haben eine verminderte Anzahl an CJs: Die berechnete Anzahl an
CJs pro mitochondrialem Kryo-Schnitt aus chemisch fixierten Amic60+ Mic60FL-, Amic60+ Mic60xuss.a92)-,

Amic60+ MiC6O(R485L)(G487A)', Amic60+ MiC60A(494_540)-ZeHCn, die zuvor respiratorisch kultiviert wurden.

Anzahl an Anzahl an
P mitochondrialen Anzahl an Cls/mitochondrialen

Schnitten — Schnitten
Amic60 + Mic60FL 34 72 2,12
Amic60 + Mic60a(ass-a92) 28 31 1,12
Amic60 + Mic60a(rassL)(G487A) 28 44 1,47
Amic60 + Mic60a(494-540) 21 5 0,24

69



Ergebnisse

3.2  Charakterisierung der MICOS-Komponenten Mic26 und Mic27

3.2.1 Das Fehlen von Mic26 und Mic27 hat einen geringen Einfluss auf die mitochondriale

Morphologie

Bereits zu Beginn dieser Arbeit, war bereits bekannt, dass das Ortholog der Proteine
Mic26 und Mic27 in C. elegans MOMA-1 die mitochondriale Ultrastruktur beeinflusst, und mit
beiden Formen von Mic60 (immt-1 und immt-2) interagiert (Head et al., 2011). In S. cerevisiae
gelten Mic26 und Mic27, zusammen mit Mic60, Mic19, Mic12 und Micl0, als Komponenten
eines groBen Komplexes (MICOS, engl.: mitochondrial contact site), der an den CJs lokalisiert
ist (Harner et al., 2011; Hoppins et al., 2011; von der Malsburg et al., 2011). Um zu
untersuchen, ob eine Deletion der oben genannten Gene Auswirkung auf die mitochondriale
Morphologie hat, wurde in Wildtyp-Hefezellen und in Amic60-, Amicl0-, Amic26- und Amic27-
Zellen (Stammhintergrund BY4742) ein GFP-Konstrukt exprimiert. Dieses besitzt eine
Signalsequenz fiir die mitochondriale Matrix. Mittels Fluoreszenzmikroskopie und spéterem
zusammenfiigen der Einzelbilder in der z-Ebene zu einer einzigen Projektion mit der Software
ImageJ, wurde die Morphologie des mitochondrialen Netzwerks der einzelnen Hefestimmen, in
Zusammenarbeit mit Daniel Dikov verglichen (Abbildung 15). In Wildtyp-Zellen bilden die
Mitochondrien ein Netzwerk aus tubuldren Strukturen, welches gleichmiBig iiber das gesamte
Zellvolumen verteilt ist. In vorrangegangen Studien wurde das mitochondriale Netzwerk in
Amic60-Zellen zwar als netzwerkartig aber mit grolen geschwollenen Mitochondrien
beschrieben (Rabl et al., 2009; Zerbes et al., 2012a). Um einen eventuellen Effekt einer
Uberexpression zu vermeiden, wurde in der vorliegenden Arbeit ein schwach exprimierendes
GFP-Konstrukt (pYX142-mtGFP) benutzt. In den Stimmen Amic60, Amic26 und Amic27
waren einige geschwollene Mitochondrien zu erkennen. Ansonsten bilden diese Zellen aber ein
normales mitochondriales Netzwerk aus. In Amicl0O Zellen konnte keine Verdnderung des
mitochondrialen Netzwerks beobachtet werden. So sind mit dieser Methode keine grofBen
Verdnderungen, wie beispielsweise fragmentierte Mitochondrien, in der Morphologie des

mitochondrialen Netzwerks in Amic26- und Amic27-Zellen, zu erkennen.
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pYX142 mtGFP DIK uberlagert

Amic26 Amicl0 Amic60 WT

Amic27

Abbildung 15: Die mitochondriale Morphologie der MICOS-Deletionsmutanten Amic60, Amicl0, Amic26
und Amic27: Fluoreszenzmikroskopie. In den Hefestimmen WT (Wildtyp), Amic60, Amici0, Amic26 und Amic27
(Stammhintergrund BY4742) wurde das Konstrukt pYX142-mtGFP exprimiert. Die Zellen wurden dann
respiratorisch in SG'L Medium kultiviert (G: Glyzerin). Von einzelnen Zellen wurden in der z-Ebene mehrere
Bilder (Stacks) der GFP Fluoreszenz aufgenommen und mit der Software ImageJ zu einer Projektion
zusammengefiigt (Spur 1). In der zweiten Spur sind die entsprechenden Hefezellen als Differential-
interferenzkontrast Bild (DIK) dargestellt. In der dritten Spur, sind die Fluoreszenz-Projektion und das DIK-Bild

iiberlagert. Die Groenbalken entsprechen 5 pm.

3.2.2 Die Expressionslevel von Mic26 und Mic27 variieren in den einzelnen MICOS-

Deletionsstimmen

Um zu untersuchen, ob die Proteinexpressionen von Mic26 und Mic27 in den
Deletionsstimmen der einzelnen MICOS-Komponenten abweichend sind, wurden mit SDS-
Gelelektrophorese und Western-Blot Analyse, isolierte Mitochondrien dieser Stdmme
analysiert. Des Weiteren wurden die Expressionen von Mic26 und Mic27 in einem Stamm, in

dem die Untereinheit e der F1Fo-ATP Synthase (Su e) fehlt, untersucht. Es ist bekannt, dass die
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Kernkomponente Mic60 des MICOS-Komplexes mit Su e genetisch interagiert (Rabl et al.,
2009). So sollte ein eventueller Zusammenhang zwischen den MICOS-Komplex Komponenten,
Mic26 und Mic27, und der Untereinheit Su e geklart werden. Es wurde ersichtlich, dass die
Proteinexpression von Mic27, in denen die unterschiedlichen MICOS-Komponenten fehlen,
sehr unterschiedlich ist. In Zellen, in denen Micl2 oder Micl0 ausgeschaltet sind, fehlte es
komplett. In Amic26-Mitochondrien war die Expression stirker. Allerdings war in Asu e-
Mitochondrien keinen Unterschied in der Mic27 Bandenstirke ersichtlich. Auch die Mic26
Expression war in den einzelnen MICOS-Deletionsstimmen sehr unterschiedlich. In Amic27-
und in Amicl9-Mitochondrien waren die Mic26 Signale viel stidrker. Auch hier war keine
Auffilligkeit in Asu e-Mitochondrien zu erkennen. Jedoch schien das Signal von Miol0 in
diesen Mitochondrien viel schwicher zu sein (Abbildung 16). So ist ersichtlich, dass die
Expressionen von Mic26 und Mic27 in Stimmen in denen einzelne MICOS-Komponenten

ausgeschaltet sind, sehr stark variiert.
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Abbildung 16: Die Mic26- und Mic27-Expressionen in den MICOS- und in der Asu e-Deletionsmutanten:
SDS-PAGE. Die Expression von Mic26 und Mic26, aus isolierten Mitochondrien aus den angegebenen
Deletionsstimmen (Stammhintergrund BY4742), wurde mit SDS-Gelelektrophorese und Western-Blot Analyse

mit den Expressionen der mitochondrialen Proteine Mgm1, Sam50/Tob55 und F, und Su e verglichen. Als
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Marker fiir den MICOS-Komplex dienten die Kernkomponenten Mic60 und Mic10. Fiir den Nachweis von Mic27

wurde ein C-terminaler aufgereinigter Peptidantikorper aus Huhn verwendet.

3.2.3 Mic26 und Mic27 interagieren auf gegensitzliche Weise genetisch mit Mic60

Um zu untersuchen, ob Mic26 und Mic27 mit Mic60 genetisch miteinander interagieren,
wurden Doppeldeletionsstimme dieser MICOS-Komponenten mit Mic60 hergestellt. Diese
wurden durch serielle zehnfach Verdiinnungsreihen, der jeweiligen Einzel- und der
entsprechenden Doppeldeletionsstimme, auf Glukose oder Ethanol/Glyzerin haltigen
Agarplatten durchgefiihrt. (Abbildung 17).

Auf Medium mit fermentierbarer Kohlenstoffquelle (YPD) war das Zellwachstum aller
Hefestimme nicht beeintrdchtigt. Wie schon erwartet waren die Zellen mit einer Mic60-
Deletion auf Medium mit einer nicht-fermentierbarer Kohlenstoffquelle (YPEG) im Wachstum
stark beeintrachtigt (Rabl et al., 2009). Zellen in denen Mic27 ausgeschaltet ist hatten auf
diesem Medium einen dhnlichen Wachstumsphinotyp, wie der Wildtyp. Amic26-Zellen zeigten
allerdings ein stark reduziertes Wachstum. Interessanterweise wiesen die beiden
Doppeldeletionsstimme auch ein vollig unterschiedliches Wachstum auf. Wihrend
Amic26/Amic60-Zellen auf respiratorischem Medium iiberhaupt nicht mehr wuchsen, zeigten
Amic27/Amic60-Zellen ein viel besseres Wachstumsverhalten als die einzelne Deletion von
Mic60. Aufgrund dieser Beobachtungen scheint eine Mic27-Deletion den Wachstumsdefizit
von Amic60-Zellen zu auszugleichen. So kann aus diesen Verdiinnungsreihen der
beschriebenen Deletionsmutanten geschlussfolgert werden, dass Mic26 und Mic27 mit Mic60

auf gegensitzliche Weise genetisch interagieren.
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Abbildung 17: Mic27 und Mic26 interagieren genetisch mit Mic60: Das Wachstum der angegebenen
Hefestimme von seriellen 1:10-Verdiinnungen (BY4742-Hintergrund) auf YPD- (D: Glukose) und YPEG-
Nihrboden (Ethanol und Glyzerin) bei 30 °C.

3.2.4 Die mitochondriale Ultrastruktur von Amic26-, Amic27- und Amic26/Amic60-Zellen

Um einen moglichen Einfluss von Mic26 und Mic27 auf die mitochondriale
Ultrastruktur zu analysieren, wurden der Wildtyp-Stamm sowie die Stimme Amic26, Amic27,
Amic60 und der Doppeldeletionsstamm Amic27/Amic60 nach der Tokuyasu-Methode
(Tokuyasu, 1989) chemisch fixiert, ultradiinn geschnitten und elektronenmikroskopisch
untersucht (Abbildung 18A). Zusitzlich wurden an ausgewdhlten elektronenmikroskopischen
Aufnahmen die Innenmembranoberfliche im Verhiltnis zur AuBenmembran vermessen
(Abbildung 18B) und die CJs pro Mitochondrium ausgezihlt (Tabelle 5). Wie schon zuvor
bekannt, fehlten in Amic60-Zellen, im Vergleich zum Wildtyp, die CJs und die Cristae sind
hiufig in Form von konzentrisch, dicht gepackter Membranstapel angeordnet (Rabl et al.,
2009). Zellen in denen Mic26 fehlt zeigten, im Vergleich zum Wildtyp keine Verdnderung der
mitochondrialen Ultrastruktur. Allerdings wiesen Amic27-Hefezellen einen intermedidren
Phinotyp auf. Sie besalen wie Amic60-Zellen konzentrisch dicht gepackte Cristastapel, aber sie
bildeten noch einige CJs aus. Allerdings ist deren Anteil im Schnitt um zwei Drittel reduziert
(Abbildung 18). Der Stamm mit der Doppeldeletion Amic27/Amic60 hat vornehmlich den
gleichen Phinotyp wie Zellen in denen Mic60 ausgeschaltet ist, zeigte aber vereinzelt wenige
CJs. Dies wurde durch die Berechnung des Verhiltnisses von Innenmembran und
AuBenmembran der mitochondrialen Schnitte noch bestitigt. Wihrend sich Zellen in denen
Mic26 ausgeschaltet ist wie der Wildtyp verhielten, hatten Amic27-, Amic60- und
Amic27/Amic60-Hefezellen im Schnitt eine grofere Innenmembranoberfliache. Aullerdem zeigte

sich im Verteilungsdiagramm eine viel groBere Streuung, verglichen mit dem Wildtyp- und
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Amic26-Hefezellen (Abbildung 18B). Verdeutlicht wurde diese Streuung noch durch den, in
Abbildung 18C dargestellten, ,,Whiskers-Boxblot*“. Auch in Amic60-, Amic27- und
Amic60/Amic27-Zellen war die Oberfliche der Innenmembran erhoht und die Werte streuten
stark. Wihrend die Innenmembranoberflichen im Wildtyp und in Amic26-Zellen relativ
konstant gleich grof} sind.

So resultiert eine Mic27-Deletion im Gegensatz zu einer Mic26-Deletion in einer
reduzierten Anzahl an CJs und einer erhohten Cristaeoberfliche. Dies 14sst vermuten, dass im
Gegensatz zu Mic26, Mic27 einen direkten Effekt auf die Bildung von Cristae und CJs hat.
Mic26 hingegen, scheint keinen stabilisierenden Effekt auf die Bildung von Cristae und CJs zu

haben.
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Abbildung 18: Die Deletion von Mic27 resultiert in einer verinderten mitochondrialen Ultrastruktur: (A)
Die Hefestimme WT, Amic26, Amic27, Amic60 und Amic27/Amic60 (Stammhintergrund BY4742) wurden in
respiratorischem Medium (YPEG, E: Ethanol, G: Glyzerin) kultiviert und anschlieBend chemisch fixiert.
Dargestellt sind elektronenmikroskopische Aufnahmen von Mitochondrien mehrerer Kryo-Schnitte aus den
angegebenen Hefestimmen. Die Groflenbalken entsprechen 100 nm. (B) Verteilungsdiagramm der bestimmten

Innenmembran/Auflenmembran-Verhiltnisse [(CM+IBM)/OM], der oben beschriebenen Zellen in Prozent. Die
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schwarzen Balken zeigen die berechneten Mittelwerte. (C) Whiskers-Boxblot: Darstellung der Streuung, der in (B)
gezeigten Werte. Die gezeigten Boxen zeigen den Median der Werte sowie deren oberen und unteren Quartile. Die
schwarzen Balken markieren die Mittelwerte. Die Fehlerbalken zeigen den gesamten Wertebereich des

Datensatzes.

Tabelle 5: Die Deletion von Mic27 resultiert in eine verminderten Anzahl an CJs: Berechnete Anzahl an CJs
pro mitochondrialem Schnitt in WT-, Amic26-, Amic27-, Amic60- und Amic60/Amic27-Zellen mit dem

Stammbhintergrund BY4742 die zuvor respiratorisch kultiviert wurden.

Anzahl an Anzahl an

Stamm mitochondrialen Anzahl an CJs/mitochondrialen
Schnitten Css Schnitten

WT 45 81 1,8

Amic60 53 0 0

Amic26 45 78 1,7

Amic27 77 48 0,6

Amic60 70 10 0,14

Amic2

3.3 Die Charakterisierung von Mic27 und dessen Einfluss auf die mitochondriale
Ultrastruktur

3.3.1 Mic27 ist wie Mic60 in der mitochondrialen Innenmembran lokalisiert

Wie im den vorangegangenen Kapiteln beschrieben, hat eine Mic27-Deletion im
Gegensatz zu einer Deletion von Mic26 einen eindeutigen Einfluss auf die Morphologie der
mitochondrialen Ultrastruktur. Deshalb lag der Fokus in der vorliegenden Arbeit nun darin
Mic27 genauer zu charakterisieren. Mic27, oder der offene Leserahmen YNLI100W,
urspriinglich als das Protein Aim37 bezeichnet (Tabelle 1), wurde erstmals in einer grof3en
Studie von unbekannten Hefegenen, als mitochondrial charakterisiert (Hess et al., 2009). Diese
Studie zeigte die Lokalisierung in den Mitochondrien durch Immunfluoreszenz. Um auch
biochemisch zu bestitigen, dass dieses Protein tatsdchlich an Membranen zu finden ist, wurde
in der vorliegenden Arbeit eine Zellfraktionierung durchgefiihrt und mit SDS-

Gelelektrophorese und Western-Blot Analyse untersucht (Abbildung 20A). Es wurden
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Zelllysate, die zytosolische Fraktion und eine Membranfraktion, in der auch die Mitochondrien
angereichert sind miteinander verglichen. Es war zu erkennen, dass Mic27 wie Mic60 in der
Membranfraktion angereichert ist. Als zytosolischer Marker diente ein Antikorper, der gegen
das Protein Bmh2 gerichtet ist.

Durch osmotisches Schwellen wurde danach die Lokalisation von Mic27 in isolierten
Wildtyp-Mitochondrien {iberpriift (Abbildung 20B). Bei Mitochondrien, die nicht durch
Sorbitol osmotisch stabilisiert waren und deshalb schwellen, wurde die AuBenmembranen
rupturiert, und die Proteine der Innenmembran waren deshalb durch die Protease K angreifbar.
In der vorliegenden Arbeit wurden mit SDS-Gelelektrophorese und Western-Blot Analyse zum
einen unbehandelte Mitochondrien, sowie Mitochondrien die durch Sorbitol osmotisch
geschiitzt waren und nur mit Proteinase K inkubiert wurden, analysiert. Zusitzlich wurden noch
Mitochondrien, die wihrend einem osmotischen Schwellen zusitzlich mit Proteinase K
behandelt wurden, untersucht. Nach Behandlung nur mit Proteinase K wurde nur das
AuBlenmembranprotein Tom20 verdaut. Mic27 wurde erst nach zusitzlichen osmotischen
Schwellen, bei dem die AuBenmembran rupturiert wird, vergleichbar wie Mic60 abgebaut. Das
Matrixprotein Tim44 wurde unter diesen Bedingungen nicht verdaut. Mic27 scheint sich also in
diesem Fall wie Mic60 zu verhalten, welches mit seinem C-Terminus in den
Intermembranraum ragt. Da fiir die Mic27-Immundetektion, wie in Abbildung 20A, ein
Primédrantikorper aus Huhn, der gegen ein Peptid C-Terminus von Mic27 gerichtet ist
verwendet wurde, weist dies darauf hin, dass Mic27 wie Mic60 in der Innenmembran verankert

ist und sein C-Terminus in den Intermembranraum ragt.
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& \090 & - -+ sw
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60 a-Mic60 a-Mic60
30 wBmh2 o-Tim44
a-Mic27
251 - a-Mic27
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Abbildung 20: Mic27 ist ein mitochondriales Protein das mit seinem C-Terminus in den
Intermembranraum ragt: (A) Zellfraktionierung von Wildtyp-Zellen (Stammbhintergrund BY4742). Aufgetragen
sind Zelllysate, eine zytosolische Fraktion und eine Membranfraktion. Als zytosolischer Marker diente Bmh2. (B)
Isolierte Wildtyp-Mitochondrien die entweder mit Proteinase K (PK) behandelt wurden und/oder die
Auflenmembran durch osmotisches Schwellen (SW) rupturiert wurde. Fiir den Nachweis von Mic27 wurde ein

aufgereinigter Peptidantikorper aus Huhn verwendet.

3.3.2 Mic27 ist ein integrales Innenmembranprotein

Mittels einer Carbonat- und Salzextraktion wurde zusitzlich die Membranassoziation
von Mic27 untersucht. Durch eine Salzextraktion konnen 16sliche Proteine von
membranassoziierten Proteinen getrennt werden. Nicht integrale Membranproteine konnen
durch eine Salzextraktion abgetrennt werden (Abbildung 21B). Mit SDS-Gelelektrophorese und
Western-Blot Analyse wurden anschlieend die einzelnen Fraktionen untersucht. Im Gegensatz
zur 16slichen kurzen Form von Mgml waren Mic60 und Mic27 nicht durch hohe
Salzkonzentrationen extrahierbar (Abbildung 21A). Dies wurde auch nicht durch Auswaschen
mit Carbonat erreicht. Hier ging nur ein Grofteil des nur membranassoziierten Proteins Tim44
in den Uberstand (S) iiber. Mic27 verblieb, wie das integrale Membranprotein Mic60, im Pellet

(P). Also kann daraus geschlussfolgert werden, dass Mic27 ein integrales Membranprotein ist.

A 1M NaCl B 0,1M Na2COs
kpa] P S kDa] P S
85 a-Mgm1 85 a-Mgm1
60 a-Mic60 60 a-Mic60
i a-Tim44
40 a-Tim44 40
25 a-Mic27 25 a-Mic27

Abbildung 21: Mic27 ist ein integrales Membranprotein: (A) SDS-PAGE der Salzextraktion mit 1M NaCl von
isolierten ~ Wildtyp-Mitochondrien  (Stammhintergrund BY4742). Durch  SDS-Gelelektrophorese  und
anschlieBender Western-Blot Analyse wurden die Pellets (P) und Uberstinde (S) analysiert. Als Marker fiir

16sliche Proteine diente die kurze Form von Mgml. (B) Carbonatextraktion mit 0,1M Na,CO; aus isolierten
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Wildtyp-Mitochondrien (Stammhintergrund BY4742). Als Marker fiir ein nicht integrales Membranprotein diente

Tim44. Fiir den Nachweis von Mic27 wurde ein aufgereinigter Peptidantikorper aus Huhn verwendet.

3.3.3 Eine Deletion von Mic27 resultiert in breiteren CJs und zackigen Strukturen in der
Innenmembran

Da die Zellen in denen Mic27 ausgeschaltet ist, nur noch wenige CJs haben, wurde
angenommen, dass Mic27 moglicherweise an deren Bildung beteiligt ist. Amic27-Zellen zeigen
einen speziellen Phinotyp. Sie besitzen zwei Drittel weniger CJs als der Wildtyp. Um einen
besseren Eindruck der Cristae- und Cls-Architektur von Amic27-Zellen zu gewinnen, wurden
isolierte Mitochondrien von Wildtyp- und Amic27-Zellen (mit dem Stammhintergrund
BY4742) mit Kryo-Elektronentomographie analysiert. Die Tomographie und die Auswertung
ausgewihlter Tomogramme wurden von Dr. Karen Davies am MPI fiir Biophysik in Frankfurt
durchgefiihrt. Das Hauptaugenmerk bei der Auswertung lag vor allem in der Struktur der ClJs.
Die typische Struktur der CJs im Wildtyp zeigte eine enge, lingliche, schlitzartige Offnung
(Abbildung 20A). Der Ubergang von der Cristaemembran zur inneren Grenzmembran war
scharfkantig abgetrennt. In Zellen in denen Mic27 ausgeschaltet ist, waren die CJs viel breiter.
Der Ubergang von der Cristaemembran zur inneren Grenzmembran war in diesen
Mitochondrien nicht schafkantig sondern verlief viel flacher (Abbildung 20B). Des Weiteren ist
die Innenmembran in Amic27-Zellen unregelmifBiger als im Wildtyp. Es waren eckige
Strukturen zu erkennen (Abbildung 19, gelbe Pfeile) Dies ist moglicherweise ein Hinweis auf
Dimere der FiFo-ATP Synthase. So ist aufgrund dieser Tomogramme ersichtlich, dass ein
Fehlen von Mic27 zu bereiteren ClJs fiihrt. Auch ist in diesen Zellen eine gestorte
Oligomerisierung der F{Fo-ATP Synthase moglich. So konnte das eventuelle Vorkommen von
einer erhohten Anzahl an Dimeren der F,Fo-ATP Synthase in Amic27-Zellen moglicherweise

zu den zackigen Strukturen in der Innenmembran fiihren.
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Abbildung 19: Die Deletion von Mic27 resultiert in breiteren und undefinierteren CJs und zackigen
Strukturen in der Innenmembran: Kryo-Elektronentomogramme von isolierten Wildtyp- (WT) und Amic27-
Mitochondrien (Stammbhintergrund BY4742) und den 3D Rekonstruktionen (Seitenansicht und Ansicht von unten)
der CJs. Die entsprechende CJ ist mit einem roten Pfeil markiert. Die gelben Pfeile markieren die beobachteten
Zacken in der Innenmembran in Amic27-Zellen. Die Tomographie sowie die Auswertung wurden von Dr. Karen

Davies durchgefiihrt.
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3.3.4 Eine Uberexpression von Mic27 oder Mic60 in Amic27-Zellen hat keinen deutlichen

Einfluss auf das Zellwachstum und die mitochondriale Ultrastruktur

Da ein Ausschalten des Mic27 Gens einen grofen Einfluss auf die mitochondriale
Ultrastruktur hat, wurden in den folgenden Experimenten mogliche Auswirkungen einer
Uberexpression untersucht. Dafiir wurde das Gen in den Vektor pYX242 kloniert welcher
aufgrund dessen, dass er in Mehrfachkopien in der Zelle vorliegt, das zu exprimierende Gen
stark iiberexprimiert. Dieser klonierte Vektor wurde dann in Amic27-Zellen transformiert.
AuBlerdem wurde auch ein pYX242-Plasmid, welches Mic60 iiberexprimiert, in diesen Zellen
transformiert. Dies geschah um zu iiberpriifen, ob eine Uberexpression vom Mic60, das Fehlen
von CJs in diesen Zellen beheben kann. Zuerst wurde dann die Auswirkungen der
Uberexpressionen auf das Zellwachstum auf einer fermentierbaren (Glukose) und einer nicht-
fermentierbaren Kohlenstoffquelle (Glyzerin) mit seriellen, fiinffachen Verdiinnungsreihen
untersucht (Abbildung 22A) und die Uberexpressionen der transformierten Proteine von
Zellextrakten SDS-Gelelektrophorese und Western-Blot Analyse, im Vergleich zum Wildtyp
iberpriift (Abbildung 22B). Wie schon bekannt, hatten Amic60-Zellen mit dem Leerplasmid ein
verzogertes Wachstum, welches durch eine Uberexpression von Mic60 wieder behoben werden
konnte (Rabl er al., 2009) (Abbildung 22A). AuBerdem war zu erkennen, dass eine starke
Uberexpression von Mic27 oder von Mic60 in Amic27-Zellen (Abbildung 22B), keinen
erwihnenswerten positiven oder negativen Einfluss auf das Zellwachstum hatte (Abbildung

22A).
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Abbildung 22: Die Uberexpression von Mic27 und Mic60 in Amic27-Hefezellen hat keinen Einfluss auf das
Zellwachstum: (A) Serielle Verdiinnungen. Das Wachstum der angegebenen Hefestimme von seriellen 1:5-
Verdiinnungen (Stammhintergrund BY4742) auf SD'L (D: Glukose) und SG'L Nahrboden (G: Glyzerin) bei 30 °C.
(B) Zelllysate von den Uberexpressionsstimmen Amic27+ Mic27FL und Amic27+ Mic60FL wurden mit SDS-
Gelelektrophorese und Western-Blot Analyse im Vergleich zum Wildtyp (WT+ pYX242), der ein Leerplasmid
exprimiert, analysiert. Als zytosolischer Marker diente Bmh2, Tob55 und Phb2 als Marker fiir die mitochondriale
Innenmembran und MiclO als Marker fiir den MICOS-Komplex. Fiir den Nachweis von Mic27 wurde ein
aufgereinigter Peptidantikorper aus Kaninchen verwendet. Das Sternchen markiert die unspezifische Bande des

Mic60 Antikorpers.

Um einen moglichen Einfluss einer Mic27- und Mic60-Uberexpression in Amic27-
Zellen auf die mitochondriale Ultrastruktur zu analysieren, wurden Wildtyp-Zellen mit
Leerplasmid sowie die oben erwihnten Hefestimme nach der Tokuyasu-Methode (Tokuyasu,
1989) chemisch fixiert, ultradiinn (50-70 pm) geschnitten und elektronenmikroskopisch
untersucht (Abbildung 23). Aullerdem wurden die CJs pro mitochondrialem Schnitt bestimmt
(Tabelle 6). Es wurde daraus ersichtlich, dass eine Uberexpression von Mic27 zwar den
Phiinotyp der Mic27-Deletion rettet aber ein Effekt aufgrund der Uberexpression nicht zu
erkennen ist. AuBerdem konnte gezeigt werden, dass eine Uberexpression von Mic60 in
Amic27-Zellen den Phinotyp nicht auftheben kann. Die Mitochondrien dieses Stammes hatten
weiterhin eine um zwei Drittel niedrigere Anzahl an CJs.

So hat eine Uberexpression von Mic27 keinen Einfluss auf das Zellwachstum, die
mitochondriale Masse, die Expression der MICOS-Kernkomponenten, Mic10 und Mic60, und
die mitochondriale Morphologie. Eine Mic60-Uberexpression hingegen kann den Phinotyp
einer Mic27-Deletion nicht kompensieren. So ldsst sich daraus schlussfolgern, dass Mic27, wie

Mic60 essentiell fiir die richtige Ausbildung von CJs ist.
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WT+ pYX242 Amic27+ Mic27FL

Amic27+ Mic60FL

Abbildung 23: Eine Uberexpression von Mic27 oder Mic60 in Amic27-Zellen hat keinen deutlichen Einfluss
auf die mitochondriale Ultrastruktur: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Kryo-Schnitten aus
Mitochondrien von WT+ pYX242, Amic27+ Mic27FL und Amic27+ Mic60FL Zellen (Stammhintergrund
BY4742) die zuvor respiratorisch SG'L (G:Glyzerin) kultiviert wurden. Die Groenbalken entsprechen 100 nm.

Tabelle 6: Die Eine Uberexpression von Mic27 oder Mic60 in Amic27 Zellen hat keinen Einfluss auf die
Anzahl an CJs: Berechnete Anzahl an CJs pro mitochondrialem Schnitt aus chemisch fixierten WT+ pYX242 -,
Amic27+ Mic27- und Amic27+ Mic60-Zellen mit dem Stammbhintergrund BY4742 die zuvor respiratorisch SG'L
(G:Glyzerin) kultiviert wurden. (WT) Wildtyp.

Anzahl an Anzahl an
Stamm mitochondrialen Anzcajhl An Cls/mitochondrialen
Schnitten 3 Schnitten
WT + pYX242 22 38 1,72
Amic27 + Mic27FL 33 55 1,67
Amic27 + Mic60FL 35 22 0,63
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3.3.5 Mic27 hat einen stabilisierenden Einfluss auf die Oligomerisierung der F1Fo-ATP
Synthase

Schon zu Beginn der Arbeit war bekannt gibt es in Zellen, in denen Mic60 ausgeschaltet
ist, mehr Oligomere der F;Fo-ATP Synthase (Rabl er al., 2009). Wie in Kapitel 3.2.3
beschrieben, interagieren Mic27 mit Mic60 genetisch miteinander. Auch die gezeigten
Tomogramme von isolierten Wildtyp- und Amic27-Mitochondrien (3.3.1), weisen auf eine
moglicherweise gestorte Oligomerisierung der FiFo-ATP Synthase hin. Deshalb wurde im
folgenden Experiment ein moglicher Einfluss von Mic27 auf die Oligomerisierung der F;Fo-
ATP Synthase untersucht. Isolierte Wildtyp und Amic27-Mitochondrien wurden dafiir mit
steigenden Konzentrationen an Digitonin solubilisiert und mit einer Clear-Nativ Elektrophorese
unterzogen. Anschliefend wurde die Oligomerisierung durch eine Visualisierung der Aktivitit
dieser im Gel der F1Fo-ATP Synthase analysiert. Im Gegensatz zum Wildtyp, zeigte die F,Fo-
ATP Synthase in Amic27-Mitochondrien weniger Oligomere (Abbildung 24A). Da der
Unterschied bei einer Solubilisation mit Digitonin von 2g/g am ersichtlichsten war, wurden hier
die Aktivitdtsbanden der Oligomere der F1Fo-ATP Synthase quantifiziert (Abbildung 24B). Bei

diesen Digitoninkonzentrationen sind keine Oligomere mehr im Wildtyp zu detektieren.
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Abbildung 24: Mic27 hat einen stabilisierenden Einfluss auf die Oligomerisierung der F;Fo-ATP Synthase:
(A) CN-PAGE. Isolierte Mitochondrien aus einem Wildtyp (WT) und einem Amic27-Hefestamm
(Stammbhintergrund BY4742) wurden mit den angegebenen Verhiltnissen von Digitonin zu Protein (Dig/Prot;
w/w) solubilisiert und nach einer CN-PAGE einer in-Gel-Analyse der ATPase-Aktivitit unterzogen. (M)
Monomer, (D) Dimer, (O) Oligomere (B) CN-PAGE. Die oben angegeben isolierten Mitochondrien, welche zuvor
mit Digitonin (2g/g) solubilisiert wurden, wurden nach der CN-Elektrophorese einer in-Gel-ATPase
Aktivititsmessung unterzogen wurde und die Banden der Oligomere anschlieBend mit ImageJ quantifiziert.

Angegeben ist eine Standartabweichung von n=3.
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Um zu testen, ob eine Uberexpression den gegenteiligen Effekt auf den
Oligomerisierungsstatus der F;Fo-ATP Synthase hat wurden isolierte Wildtyp Mitochondrien,
welche das entsprechende Leerplasmid exprimieren und Amic27+ Mic27FL Mitochondrien,
ebenfalls mit ansteigenden Konzentrationen an Digitonin, solubilisiert und mit einer Clear-
Nativ Elektrophorese und einer anschliefenden in-Gel-ATPase Aktivititsmessung untersucht.
Tatséichlich hat die Uberexpression einen gegenteiligen Effekt auf die Oligomerisierung der
FFo-ATP Synthase. (Abbildung 25A). Im Vergleich zum Wildtyp mit Leervektor finden sich
vermehrt hohere Oligomere. Da aber im gezeigten Gel der Vergleich mit der Negativkontrolle
Amic27+ pYX242 fehlt, bleibt aber aus diesem Experiment der Einfluss des Leervektors im
Amic27-Stamm noch ungeklirt. Jedoch konnte nach einer Analyse von isolierten Mitochondrien
mit SDS-Gelelektrophorese und Western-Blot Analyse, wie schon bei der Mic27-
Deletionsmutante (3.2.2), kein Effekt auf die Proteinexpressionen der F;Fo-ATP Synthase
Untereinheiten F1 und e festgestellt werden. Dies gilt sowohl fiir den Stamm Amic27+ pY X242
sowie fiir den Uberexpressionsstamm Amic27+ Mic27FL (Abbildung 25B). So wird aus diesem
Experimenten ersichtlich, dass Mic27 antagonistisch zu Mic60 wirkt und einen stabilisierenden
Effekt auf die F\Fo-ATP Synthase besitzt. Ein Einfluss auf deren Expression war jedoch nicht

festzustellen.
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Abbildung 25: Die Uberexpression von Mic27 fordert die Oligomerisierung der F;Fo-ATP Synthase: (A)
CN-PAGE. Isolierte Mitochondrien einem Wildtyp mit Leervektor (WT+ pYX242) und einem Amic27+ Mic27 FL
Hefestamm (Stammbhintergrund BY4742) wurden mit den angegebenen Verhiltnissen von Digitonin zu Protein
(Dig/Prot; w/w) solubilisiert und nach einer CN-PAGE einer in-Gel-Analyse die ATPase-Aktivitit untersucht. (M)
Monomer, (D) Dimer, (O) Oligomere (B) Isolierte Mitochondrien von den Hefestimmen WT+ pY X242, Amic27+
pY X242 und Amic27+ Mic27FL wurden mit SDS-Gelelektrophorese und Western Blot analysiert. Als Marker fiir
die mitochondriale Innenmembran dienten die MICOS-Komponenten Mic60, Micl0 und Mic26. Das Sternchen
(*) kennzeichnet eine unspezifische Bande des Mic60 Antikorpers. Fiir den Nachweis von Mic27 wurde ein

aufgereinigter Peptidantikorper aus Kaninchen verwendet.

3.3.6 Mic27 komigriert unter nativen Bedingungen zusammen mit Mic10 und Mic60

Da ein stabilisierender Einfluss von Mic27 auf die Oligomerisierung der F;Fo-ATP
Synthase in den vorhergegangenen Experimenten festgestellt wurde, stellte sich nun die Frage,
ob Mic27 nun direkt oder indirekt mit der FiFo-ATP Synthase in Kontakt steht. Um einen
besseren Eindruck von dem nativen MICOS-Komplex und einer eventuellen Verbindung zur
FFo-ATP Synthase zu erhalten, wurden 2D Gel-Analysen durchgefiihrt. Dafiir wurden zuerst
Wildtyp- und Amic27-Mitochondrien mit Digitonin (2g/g) solubilisiert. Nach einer BN-PAGE

wurden die ausgeschnittenen Gelstreifen auf ein SDS-Gel platziert und mit einer 2D
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Gelelektrophorese unterzogen. Mit einer Western-Blot Analyse wurden die nativen
Proteinkomplexe durch Immundetektion analysiert. Zu erkennen war, dass unter nativen
Bedingungen Mic27 zusammen mit den anderen der MICOS-Komponenten in einem sehr
groBen Komplex komigriert. Aber im Vergleich zum Wildtyp ist Mic60 in Amic27-Zellen nicht
mehr an diesem hochmolekularen Komplex zu finden. Die andere MICOS Kernkomponente,
Micl0 schien in diesen Mutanten zwar noch in diesem Komplex vorzukommen, allerdings
komigrierten Teile von Mic10 auch in anderen kleineren Populationen auf der Hohe der F,Fo-
ATP Synthase (Abbildung 26). Anzumerken ist aber, dass die Imnmundetektion der verwendeten
Antikorper, im speziellen die der Mic27- und Mic60-Antikorper sehr schwach war. Und so lédsst
sich nicht ausschlieBen, dass Mic27 und Mic60 moglicherweise auch mit anderen Komplexen
komigrieren. So kann auch nicht vollstindig ausgeschlossen werden, dass Mic27 eventuell doch
direkt mit der F;Fo-ATP Synthase interagiert. Auch konnte nicht genau festgestellt werden, wo
Mic60 in Amic27-Zellen unter nativen Bedingungen zu finden ist. Da die Proteinlevel von
Mic60 in Amic27-Zellen aber unveridndert sind (siehe 3.2.2), konnte es moglich sein, dass
Mic60 hier unter den gegebenen Bedingungen eventuell nicht mehr richtig an den MICOS-
Komplex gebunden ist und moglicherweise zusammen mit den anderen 16slichen Proteinen aus
dem Gel ausgelaufen ist. Anderseits wire auch denkbar, dass Mic60 in Amic27-Zellen
akkumuliert und nicht ins Gel einlaufen oder vielleicht sogar nicht solubilisiert werden konnte.
Aber um diese Fragen zu klidren ist die 2D Gel-Analyse aufgrund der zu schwachen

Immundetektion der Mic27- und Mic60-Antikdrper ungeeignet.
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Abbildung 26: Mic27 findet sich mit den anderen MICOS-Komponenten Mic60 und Micl0 in einem
hochmolekularem Komplex: 2D BN-PAGE. Isolierte Mitochondrien aus einem Wildtyp und Amic27 Hefestamm
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(Stammhintergrund BY4742) wurden mit 2g/g Digitonin zu Protein (Dig/Prot; w/w) solubilisiert und nach der BN-
PAGE wurden die entsprechenden Gelsteifen auf ein Tris-Tricin Gel gelegt und einer 2D Gelelektrophorese
unterzogen. Nach einer Western-Blot Analyse wurden die Proteinkomplexe mit den angegebenen Antikdrpern
analysiert. (D): Dimer der F,Fo-ATP Synthase (M): Monomer der F|Fo-ATP Synthase, (O): Oligomere Form der
F,Fo-ATP Synthase, (MICOS): MICOS-Komplex. Fiir den Nachweis von Mic27 und Mic10 wurden aufgereinigte
C-terminale Peptidantikorper aus Kaninchen verwendet. Als Nachweis fiir die F,Fo-ATP Synthase diente ein

Antikorper gegen die Untereinheit y.

3.3.7 Massenspektrometrische Untersuchungen nativer, mitochondrialer Komplexe in
Wildtyp- und in Amic27-Zellen

Da die Immundetektion bei 2D Gelen, mit den zur Verfiigung stehenden Antikorpern
sehr schwach oder im Falle der anderen MICOS-Komponenten Mic26, Micl2 und Micl9
unmoglich war, wurde in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Dr. Ilka Wittig das
Migrationsverhalten mitochondrialer Komplexe im Nativgel massenspektrometrisch untersucht
(Complexome Profiling) (Heide und Wittig, 2013). In Zusammenarbeit mit Dr. Ilka Wittig und
Valentina Strecker wurden die isolierten Wildtyp- und Amic27-Mitochondrien mit Digitonin
(2g/g) solubilisiert und auf ein BN-PAGE aufgetragen. Nach der Auftrennung wurden pro
Hefestamm je eine Gelspur fixiert und mit Coomassie nachgefirbt. Diese einzelnen Gelspuren
wurden dann fiir die massenspektrometrische Analyse diagonal in 63 Gelstiicke (Fraktionen)
geschnitten (Abbildung 27A). Pro Hefestamm wurden zwei andere Gelspuren einer 2D
Gelelektrophorese unterzogen. Die Gele wurden dann anschlieBend mit Silber eingefirbt, um
die Komplexierung in den isolierten Mitochondrien zu Uberpriifen. Es waren in diesen Gelen
eindeutig die Monomere und Dimere der F,Fo-ATP Synthase, sowie die Superkomplexe der
Atmungskettenenzyme zu erkennen. Ein groer Unterschied zwischen Wildtyp- und Amic27-
Mitochondrien war im Silbergel aber nicht zu erkennen (Abbildung 27B). Der anschlieende
Verdau der geschnittenen Gelstiicke, sowie die massenspektrometrische Analyse wurden von

der Arbeitsgruppe von Dr. Ilka Wittig durchgefiihrt.
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Abbildung 27: Complexome Profiling von isolierten Wildtyp- und Amic27-Mitochondrien: (A) BN-PAGE.
Isolierte Mitochondrien aus einem Wildtyp- (WT) und einem Amic27-Hefestamm (Stammhintergrund BY4742)
wurden mit dem Verhiltnis 2g/g von Digitonin zu Protein (Dig/Prot; w/w) solubilisiert und einer BN-PAGE
unterzogen. Die ausgeschnittenen Gelstreifen wurden dann fixiert, mit Coomassie nachgefirbt und anschlieend
quer in 63 Gelstiicke geschnitten (S<). Die angegebenen ProteingroBen entsprechen gerundet den GroBen des
Dimers (D) und des Monomers (M) der F{Fo-ATP Synthase, (L) groBer Superkomplex bestehend aus dem Dimer

des Komplex III und zwei Kopien des Komplex IV, (S) kleiner Superkomplex bestehend aus dem Dimer des
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Komplex III und einer Kopie des Komplex IV (B) 2D SDS-PAGE. Je einer der oben beschrieben BN-Gelstreifen
von WT- und Amic27-Zellen wurde auf 16% Tris-Tricin Gele gelegt und die Proteine mit einer 2D SDS-
Gelelektrophorese getrennt. Die Proteine wurden anschlieend mit Silber unspezifisch angefirbt. Die angegebenen
Proteingroen entsprechen den FIFO ATP-Synthase Untereinheiten Fla (ATP1): 55 kDa; Su v (ATP3): 30 kDa,
Su 5 (ATP5/OSCP): 20 kDa; Su & (ATP16): 15 kDa, Su ¢ (ATP9): 7 kDa. Die massenspektrometrische Analyse

erfolgte in Zusammenarbeit mit Dr. Ilka Wittig.

Die Spektren der massenspektrometrischen Messung wurden mit der MaxQuant
Software analysiert um Peptide und Proteine zu identifizieren und markierungsfrei zu
quantifizieren. Die IBAQ-Werte (englisch: intensity-based absolute quantification) wurden
dann anschlieBend mit der Software NOVA (Giese et al., 2015) auf das Maximum eines jeden
Proteins in einer Gelbahn normiert. Die Proteine wurden dann, aufgrund Ihres Auffindens in
den verschieden geschnittenen Gelstiicken, mit einer hierarchischen Clusteranalyse gruppiert
und die nativen Massen der einzelnen Komplexe anhand von Markerkomplexen kalibriert.
Dadurch konnte dann das Komigrationsverhalten der einzelnen Proteine in Nativgel untersucht
werden (Abbildung 28). Um die Abundanz einzelner Proteine in jedem Gelfragment
darzustellen und die jeweiligen Interaktionspartner oder Untereinheiten der mitochondrialen
Komplexe besser zuordnen zu konnen, wurden die normierten quantitativen Werte in Heatmaps
visualisiert. Die Farbskala dieser Heatmaps reicht dabei von schwarz (nicht identifiziert), tiber
gelb (20% vom Maximum), bis Rot (Maximum). Anhand der Atmungkettenkomplexe konnte
ein erfolgreiches Gruppieren und eine korrekte Komigration {iberpriift werden. Diese
Proteinkomplexe = komigrieren @ wie  bei den zu  erwartenden  kalibrierten
MolekulargewichtsgroBen (Abbildung 28). Die Kalibrierung erfolgte iiber die bekannten
MolekulargewichtsgroBen der Atmungskettenkomplexe II, III, IV und V. Die dadurch

(01069 ynd fiir

erhaltenen Kalibrierungskurven lauten fiir den Wildtyp: f(x)= 3883,976 e
Amic27: f(x)= 3912,446 ¢ Die im massenspektrometrisch identifizierten Peptide der
MICOS-Komponenten und fiir die FiFo-ATP Synthase sind im Anhang (Kapitel 11.1; Tabelle
7) aufgelistet. Es konnten keine Peptide fiir Mic27 in Amic27-Mitochondrien nachgewiesen
werden. Im Vergleich zur F|Fo-ATP Synthase Untereinheit 3 und Mic60 fanden sich jedoch
nur relativ wenige Peptide fiir die MICOS-Komponenten Mic27 und Micl0. Dadurch, dass

Mic10 ein Protein von nur 98 Aminoséuren ist, und Mic27 vermutlich nur in wenigen Kopien

in den Mitochondrien vorliegt, ist dieses Resultat aber erklirbar.
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Abbildung 28: Die MICOS-Komponenten sind im Complexome Profiling in hochmolekularen Komplexen zu
finden die bei einer Mic27-Deletion zerfallen: (A) Complexome Profiling. Isolierte Mitochondrien eines
Wildtyp- (WT) und eines Amic27-Hefestamms (Stammhintergrund BY4742) wurden mit dem Verhiltnis 2g/g von
Digitonin zu Protein (Dig/Prot; w/w) solubilisiert und einer der BN-PAGE unterzogen. Die ausgeschnittenen
Gelstreifen wurden dann, fixiert und nachgefirbt, anschliefend quer in 63 Gelstiicke (Fraktionen) geschnitten und

massenspektrometrisch untersucht. Alle quantifizierten Proteine wurden in Heatmaps dargestellt. Die Farbskala
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reicht dabei von schwarz (nicht identifiziert), iiber gelb (20% des Maximums), bis hin zu Rot (Maximum). (D):
Dimer der F|Fo-ATP Synthase, (M): Monomer der FFy ATP-Synthase. Die berechneten Kalibrierungskurven fiir
die einzelnen Fraktionen lauten fiir den Wildtyp: f(x)= 3883,976 ¢*'%" und fiir Amic27: f(x)= 3912,446 ¢

Die massenspektrometrische Analyse erfolgte in Zusammenarbeit mit Dr. Ilka Wittig.

3.3.7.1 Mic27 stabilisiert die hochmolekularen Komplexe der MICOS-Komponenten

Interessanterweise zeigen die Komponenten des MICOS-Komplexes im Wildtyp- und in
Amic27-Zellen im Complexome Profiling ein sehr unterschiedliches Komigrationsverhalten
(Abbildung 28). Um dies noch etwas anschaulicher darzustellen, wurden die MICOS-
Komponenten im Wildtyp und in Amic27-Zellen in Verteilungsdiagrammen dargestellt
(Abbildung 29). Dafiir wurden die Werte der einzelnen Proteine auf den jeweiligen hochsten
Wert dieses Proteins, dies entspricht der Fraktion in denen quantitativ die meisten Peptide eines
Proteins gefunden wurden, normiert. Im Wildtyp waren fast alle der MICOS-Komponenten in
hohen Massenbereichen zu finden. Im Allgemeinen war ein klustern die MICOS-
Komplexkomponenten nicht eindeutig zu beobachten. Allerdings klusterten die einzelnen
Untereinheiten untereinander in verschiedenen Fraktionen. Mic60 und Mic26 waren
hauptsichlich in der obersten Fraktion (63) prisent (~3884 kDa). Mic27 zeigte einen Kluster
mit Mic10 in Fraktion 41 bei etwa 375 kDa. Mic19 ist kein membrangingiges Protein und war
unter den verwendeten Solubilisierungsbedingungen in den Fraktionen der I6slichen und nicht
assoziierten Proteine zu finden (Abbildung 29A). Diese Beobachtungen zeigen, dass die
MICOS-Komponenten unter diesen Bedingungen in unterschiedlichen Massenbereichen
klustern, nicht zusammen sondern in verschiedenen Fraktionen. Wie schon bei der 2D-Gel
Analyse (Kapitel 3.3.6) gezeigt, ist es aber auch moglich, dass der zusammenhingende ganze
MICOS-Komplex entweder sehr grof3 ist, grofer als 4 MDa, oder unter den beschriebenen
Bedingungen, nicht richtig in das Gel einlaufen konnte. Die Moglichkeit, dass die verwendeten
Bedingungen, wie die Solubilisierung oder das Coomassie, den Komplex zerfallen lieB3, ist
ebenfalls eine mogliche Erkldrung dafiir.

In Zellen in denen Mic27 ausgeschaltet ist, war unter den verwendeten Bedingungen die
Verteilung der einzelnen MICOS-Komponenten stark verdndert (Abbildung 29B). Um einen
den Einfluss der Mic27-Deletion besser zu veranschaulichen, wurden die einzelnen MICOS-
Komponenten und die F1B Untereinheit der FFo-ATP Synthase im Wildtyp und in der
Mutante ohne Mic27 im direkten Vergleich einzeln auf Verteilungsdiagramme aufgetragen
(Abbildung 30). Es muss hier jedoch zuvor noch angemerkt werden, dass im direkten Vergleich

von Wildtyp- und 4mic27-Zellen geringe Unterschiede von etwa einer Fraktion (Abbildung 30)
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vernachlédssigt werden konnen. Da die einzelnen Gelstreifen einzeln von Hand geschnitten
wurden, sind kleine Abweichungen méglich.

Wie auch schon bei den 2D BNE-Gelen (Kapitel 3.3.6) war in diesen
Verteilungsdiagrammen erkennbar, dass in Amic27-Zellen kein Mic60 mehr in den Fraktionen
mit hochmolekularen Komplexen zu finden ist, sondern nur noch im unteren Massenbereich.
Dort finden sich gewohnlich nur 16sliche Proteine, wie Mic19 oder nicht assemblierte Proteine
(Abbildung 30A, 30C). Auch Mic26 und Micl2 verhielten sich dhnlich. Im Wildtyp ist Mic26
im gleichen hochmolekularen Komplex wie Mic60 zu finden. In Amic27-Zellen konnte Mic26
nur noch in den unteren Fraktionen lokalisiert werden (Abbildung 30D). MiclO, eine
Kernkomponente des MICOS-Komplexes zeigte im Wildtyp mehrere Kluster in denen ein
groBer Anteil an Micl0 Peptiden gefunden wurde (Abbildung 30B). Die Verteilung dieses
Proteins veridndert sich in Amic27-Zellen ebenfalls gravierend (Abbildung 30D). Nur der
Kluster von Micl0, in dem die meisten Peptide massenspektrometrisch gefunden wurden,
verdndert sich in Amic27-Zellen nicht. Da Mic27 einen Einfluss auf die Oligomerisierung der
FFo-ATP Synthase hat (Kapitel 3.3.5), wurde auch das Verhalten der Untereinheit F;f in
Wildtyp- und Amic27-Mitochondrien untersucht (Abbildung 30F). Es konnte jedoch unter
diesen Bedingungen kein Effekt festgestellt werden. All diese Beobachtungen lassen den
Schluss zu, dass Mic27 eine stabilisierende Wirkung auf die MICOS-Komplex Komponenten
im hohen Massenbereich hat. Einzig ein hochmolekularer Komplex des Proteins Micl0 ist,

wenn Mic27 fehlt, unter den verwendeten Bedingungen noch stabil.

93



Ergebnisse

WT

normalisierte Abundanz

Amic27
normalisierte Abundanz

1T
0,6 l

0,4 i
0,2 l

M TINNNAAY N LY \V,

63 60 57 54 51 48 45 42 39 36 33 30 27 24 21 18 15 12 9 6 3

Fraktionen

w— Mic60 Micl10 Mic26 =m==Micl2 w===Micl9 ====Mic27

0,8

0,6

0,4

2 AN //l
0 -
63 60 57 54 51 48 45 42 39 36 33 30 27 24 21 18 15 12 9 6 3

Fraktionen

we M ICO0 s Mic10 = Mic26 Micl2 Mic19

BNE (3 >18 %)

>
>

relative Abundanz

niedrig hoch

94



Ergebnisse

Abbildung 29: Die Deletion vom Mic27 fiihrte zu einer Destabilisierung einzelner Komplexe der MICOS-
Komponenten: Complexome Profiling und Verteilungsdiagramme von Wildtyp- und Amic27-Mitochondrien
(WT). Isolierte Mitochondrien aus Wildtyp (WT) und einem Amic27 Hefestamm (mit dem Stammhintergrund
BY4742) wurden mit dem Verhiltnis 2g/g von Digitonin zu Protein (Dig/Prot; w/w) solubilisiert und einer der
BN-PAGE unterzogen. Die ausgeschnittenen Gelstreifen wurden dann, fixiert und mit Coomassie nachgefirbt,
danach quer in 63 Gelstiicke (Fraktionen) geschnitten und massenspektrometrisch untersucht. Alle einzeln
gemessenen Fraktionen wurden in ein Schema iibertragen. Die jeweiligen Verteilungen im Profil, der MICOS-
Komponenten Mic60 (blau), Mic27 (orange), Mic26 (griin), Mic19 (hellblau), Micl12 (lila) und MiclO (rot)
wurden einzeln aufgetragen. Pro Protein wurde auf die Hohe des hochsten Werts, dies entspricht der Fraktion, in
der quantitativ die meisten Peptide des Proteins gefunden wurden, normiert. Die quantifizierten Proteine wurden
parallel in Heatmaps dargestellt. Die Farbskala reicht dabei von schwarz (nicht identifiziert), iiber gelb (20% des
Maximums), bis hin zu Rot (Maximum). Die berechneten Kalibrierungskurven fiir die einzelnen Fraktionen lauten
fir den Wildtyp: f(x)= 3883,976 e 1% und fiir Amic27: f(x)= 3912,446 001 pie massenspektrometrische

Analyse erfolgte in Zusammenarbeit mit Dr. Ilka Wittig.
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Abbildung 30: Die Deletion von Mic27 fiihrt zu einer Destabilisierung einzelner MICOS-Komponenten: (A)
Vergleichende Verteilungsdiagramme des Complexome Profiling von Mic60 (A), Micl0 (B), Mic19 (C), Mic26
(D), Mic12 (E) und F,B (F) aus Wildtyp- (WT) und Amic27-Mitochondrien. Isolierte Mitochondrien aus einem
Wildtyp- (WT) und einem Amic27-Hefestamm (Stammhintergrund BY4742) wurden mit dem Verhiltnis 2g/g von
Digitonin zu Protein (Dig/Prot; w/w) solubilisiert und einer der BN-PAGE unterzogen. Die ausgeschnittenen

Gelstreifen wurden danach, fixiert, mit Coomassie nachgeférbt und anschlieBend quer in 63 Gelstiicke (Fraktionen)
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geschnitten und massenspektrometrisch untersucht. Alle einzeln gemessenen Fraktionen wurden in ein Schema
iibertragen. Die jeweiligen Verteilungen aus Wildtyp- oder Amic27-Mitochondrien wurden zusammen in ein Profil
iibertragen. Pro Protein wurde auf die Hohe des hochsten Werts, dies entspricht der Fraktion in der quantitativ die
meisten Peptide des Proteins gefunden wurden, normiert. Kurven: Blau: WT, Rot: Amic27. Die quantifizierten
Proteine wurden parallel in Heatmaps dargestellt. Die Farbskala reicht dabei von schwarz (nicht identifiziert), iiber
gelb (20% des Maximums), bis hin zu Rot (Maximum). Die berechneten Kalibrierungskurven fiir die einzelnen
Fraktionen lauten fiir den Wildtyp: f(x)= 3883,976 "' und fiir Amic27: f(x)= 3912,446 ¢™*°"¥  Die

massenspektrometrische Analyse erfolgte in Zusammenarbeit mit Dr. Ilka Wittig.

3.3.7.2 Das Complexome Profiling zeigt ein Klustern einiger MICOS-Komponenten mit
mitochondrialen Proteinkomplexen der mitochondrialen Biogenese und der

Fusionsmaschinerie

Um die Ergebnisse der massenspektrometrischen Analyse weiter zu analysieren, wurden
die MICOS-Komponenten zusammen mit den, schon aus anderen Studien bekannten
Interaktionspartnern der MICOS-Komponente Mic60, graphisch aufgetragen. So konnten sich
vielleicht einige der gefundenen Subpopulationen der MICOS-Komponenten im
Verteilungsprogramm  diesen Interaktionspartnern ~ zuordnen lassen. Bekannte
Interaktionspartner von Mic60 sind das AuBenmembranprotein Sam50/TobS55 (Korner et al.,
2012), die Innenmembran-komponente Mia40, der Tom-Komplex in der AuBenmembran (von
der Malsburg et al., 2011), das mitochondriale Fusionsprotein Ugo1 (Harner et al., 2011) sowie
der Ionenkanal Porin/VDAC (Hoppins et al., 2011). Aullerdem ist aus vorhergegangenen
Complexome Profiling Studien mit Mitochondrien aus Rinderherzen eine Subpopulation des
humanen Orthologs von Mic60, Mitofilin mit dem SAM-/TOB-Komplex bekannt (Weber et al.,
2013). Diese Proteine zeigten, in den Profilen der massenspektrometrisch untersuchten nativen
Proteine, keinen gravierenden Unterschied in Amic27-Mitochondrien im Vergleich zu Wildtyp-
Mitochondrien (Abbildung 31).

Im Wildtyp wurden von Mic60, wie schon erwihnt, in unterschiedlichen
Massenbereichen viele Peptide massenspektrometrisch detektiert. Da nicht alle dieser Mic60-
Kluster zusammen mit MICOS-Komponenten zu finden sind, wurde zur ndheren Analyse die
Verteilung vom Mic60 mit den oben erwihnten Interaktionspartnern nur in Wildtyp-
Mitochondrien verglichen (Abbildung 31). Ugol zeigte im Verteilungsdiagramm nur ein
Maximum. Dieser klustert mit einer Subpopulation von Mic60 in Fraktion 20 (Abbildung 31).
Das AuBenmembranprotein Porinl/VDACI hatte im Komplexom-Profil zwei Kluster, dieser

war im hohen Massenbereich zusammen mit VDAC2/Porin2 zu finden. In Fraktion 10 klustert
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Mic60 nur mit VDACI. Die anderen bekannten Interaktionspartner Tom40, Sam50 und Mia40
zeigten unter den verwendeten Bedingungen nur kleine oder keine Ubereinstimmungen mit der
Verteilung der analysierten Mic60-Peptide (Abbildung 31). Uberraschenderweise gibt es einen
Kluster von Sam50/Tob55 und Mic27 in der Fraktion 48.

So hatten, in diesem Complexome Profiling, bekannte Interaktionspartner des MICOS-
Komplexes, wie das Fusionsprotein Ugol und dem AuBenmembranprotein Porin/VDAC
gemeinsame Kluster mit Mic60. Mic27 ist zusammen in einem Kluster mit dem p-barrel

Protein Sam50/Tob55 in Fraktion 48.
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Abbildung 31: Einige MICOS-Komplex Komponenten klustern mit mitochondrialen Proteinkomplexen der
mitochondrialen Biogenese und der Fusionsmaschinerie: Complexome Profiling. Die massenspektrometrischen
Daten des MICOS-Komplexes wurden, mit den oben erwihnten Interaktionspartnern von Mic60, in Wildtyp-
(WT) und dmic27-Zellen verglichen. Isolierte Mitochondrien aus Wildtyp (WT) und einem Amic27 Hefestamm
(BY4742) wurden mit dem Verhiltnis 2g/g von Digitonin zu Protein (Dig/Prot; w/w) solubilisiert und einer der
BN-PAGE unterzogen. Die ausgeschnittenen Gelstreifen wurden dann, fixiert und nachgefirbt, anschlieBend quer
in 63 Gelstiicke (Fraktionen) geschnitten und massenspektrometrisch untersucht. Die quantifizierten Proteine
wurden parallel in Heatmaps dargestellt. Die Farbskala reicht dabei von schwarz (nicht identifiziert), iiber gelb
(20% des Maximums), bis hin zu Rot (Maximum). Die berechneten Kalibrierungskurven fiir die einzelnen
Fraktionen lauten fiir den Wildtyp: f(x)= 3883,976 ™' und fiir Amic27: f(x)= 3912,446 ¢, Die

massenspektrometrische Analyse erfolgte in Zusammenarbeit mit Dr. Ilka Wittig.
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3.3.7.3 Mic10 migriert unter nativen Bedingungen mit der F;Fo-ATP Synthase

Eine noch offene und vor allem Aufgrund der vorhergegangenen biochemischen
Ergebnisse offene Frage war, wie der MICOS-Komplex mit der F;Fo-ATP Synthase in Kontakt
steht? Dafiir wurden mittels der Daten der Complexome Analyse der MICOS-Komponenten mit
den Untereinheiten der F1Fo-ATP Synthase verglichen. Mic27 klusterte in keiner Fraktion mit
der F,Fo-ATP Synthase. Die Verteilungsdiagramme wiesen aber teilweise eine gute
Ubereinstimmung zwischen Mic10 und F,;Fo-ATP Synthase Untereinheiten auf -sowohl in
Wildtyp als auch in Mitochondrien in denen Mic27 ausgeschaltet ist (Abbildung 32). In
Amic27-Zellen scheinen, wie schon in den vorrangegangenen Kapiteln beschrieben, alle hoher
molekularen Komplexe der MICOS-Untereinheiten zu zerfallen. Allerdings scheint hier die
Subpopulation von Micl0 in der die meisten Peptide von Micl0 gefunden wurden stabil zu
sein. Und diese klustern zusammen mit der F;Fo-ATP Synthase in den gleichen Fraktionen
(WT: Fraktion 52, Amic27: Fraktion 51). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass Mic10 die
Komponente des MICOS-Komplexes ist, die mit der F)Fo-ATP Synthase in Kontakt steht. Und
dies unabhingig von Mic27.
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Abbildung 32: Micl0 klustert mit Untereinheiten der F;Fy-ATP Synthase: Complexome Profiling und
Verteilungsdiagramme. Die massenspektrometrischen Daten der F,Fo-ATP Synthase wurden mit denen von Mic10
von (A) Wildtyp- (WT) und verglichen (B) Amic27-Zellen. Isolierte Mitochondrien aus Wildtyp- (WT) und einem
Amic27-Hefestamm (BY4742) wurden mit dem Verhiltnis 2g/g von Digitonin zu Protein (Dig/Prot; w/w)
solubilisiert und einer der BN-PAGE unterzogen. Die ausgeschnittenen Gelstreifen wurden dann, fixiert, mit
Coomassie nachgefirbt, anschlieBend quer in 63 Gelstiicke (Fraktionen) geschnitten und massenspektrometrisch
untersucht. Alle einzeln gemessenen Fraktionen wurden in ein Schema iibertragen. Die jeweiligen Verteilungen
aus Wildtyp- oder 4mic27-Mitochondrien wurden zusammen in ein Profil iibertragen. Kurven: Blau: Mic10, Rot:

Su B, Griin: Su e. Die quantifizierten Proteine wurden parallel in Heatmaps dargestellt. Die Farbskala reicht dabei
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von schwarz (nicht identifiziert), liber gelb (20% des Maximums), bis hin zu Rot (Maximum). Die berechneten
Kalibrierungskurven fiir die einzelnen Fraktionen lauten fiir den Wildtyp: f(x)= 3883,976 ¢“*'° und fiir Amic27:

f(x)= 3912,446 ¢ Die massenspektrometrische Analyse erfolgte in Zusammenarbeit mit Dr. Ilka Wittig.

3.3.7.4 Massenspektroskopische Untersuchungen nativer mitochondrialer Komplexe
itber 10 MDa in Wildtyp-Zellen

Anzufiihren ist, dass unter den verwendeten Bedingungen bei den BNE-Gelen die
MICOS-Komponenten nicht, wie erwartet und fiir den humanen MICOS-Komplex gezeigt
[Weber, et al. 2012], in einer Fraktion klustern. Die detektierte Hauptfraktion des MICOS-
Komplexes war im hohen Massenbereich, in der hochsten Fraktion zu finden. Moglich ist, dass
unter BNE-Bedingungen der komplette MICOS-Komplex eventuell erst gar nicht in das
Nativgel eingelaufen ist. Vielleicht ist der native MICOS-Komplex grofler als 4 MDa? Dafiir
wurden in Zusammenarbeit mit Dr. Ilka Wittig und Valentina Strecker isolierte Wildtyp-
Mitochondrien mit Digitonin (3g/g) solubilisiert und auf eine BN-PAGE aufgetragen. Nach der
Auftrennung eine Gelspur fixiert und mit Coomassie nachgefirbt. Die Gelspur wurde dann fiir
die massenspektrometrische Analyse diagonal in 63 Gelstiicke (Fraktionen) geschnitten
(Abbildung 33A). Eine andere Gelspur wurde einer 2D Gelelektrophorese unterzogen. Das Gel
wurde anschlieBend mit Silber eingefirbt, um die Komplexierung in den isolierten
Mitochondrien zu Uberpriifen. Es war in diesen Gel eindeutig der Monomer und Dimer der
FiFo-ATP Synthase, sowie die Superkomplexe der Atmungskettenenzyme zu erkennen
(Abbildung 33B). Der anschlieBende Verdau der geschnittenen Gelstiicke, sowie die
massenspektrometrische Analyse wurden von der Arbeitsgruppe von Dr. Ilka Wittig
durchgefiihrt.

Die Spektren der massenspektrometrischen Messung wurden mit der MaxQuant
Software analysiert um Peptide und Proteine zu identifizieren und markierungsfrei zu
quantifizieren. Die IBAQ-Werte (englisch: intensity-based absolute quantification) wurden
dann anschlieBend mit der Software NOVA (Giese et al., 2015) auf das Maximum eines jeden
Proteins in einer Gelbahn normiert. Die Proteine wurden dann, aufgrund Ihres Auffindens in
den verschieden geschnittenen Gelstiicken, mit einer hierarchischen Clusteranalyse gruppiert
und die nativen Massen der einzelnen Komplexe anhand von Markerkomplexen kalibriert.
Dadurch konnte dann das Komigrationsverhalten der einzelnen Proteine in Nativgel untersucht
werden (Abbildung 28). Um die Abundanz einzelner Proteine in jedem Gelfragment
darzustellen und die jeweiligen Interaktionspartner oder Untereinheiten der mitochondrialen

Komplexe besser zuordnen zu konnen, wurden die normierten quantitativen Werte in Heatmaps
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visualisiert. Die Farbskala dieser Heatmaps reicht dabei von schwarz (nicht identifiziert), tiber
gelb (20% vom Maximum), bis Rot (Maximum). Anhand der Atmungkettenkomplexe konnte
ein erfolgreiches Gruppieren und eine korrekte Komigration {iberpriift werden. Diese
Proteinkomplexe = komigrieren @ wie bei den zu  erwartenden  kalibrierten
Molekulargewichtsgrolen (Abbildung 34). Die Kalibrierung erfolgte iiber die bekannten
MolekulargewichtsgroBen der Atmungskettenkomplexe II, III, IV und V. Die dadurch erhaltene
Kalibrierungskurve lautet: f(x)= 12648,554 eC00%9 " Die  im massenspektrometrisch
identifizierten Peptide der MICOS-Komponenten und fiir die F;Fo-ATP Synthase sind im
Anhang (Kapitel 11.1; Tabelle 7) aufgelistet.
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Abbildung 33: LPE-Complexome Profiling von isolierten Wildtyp Mitochondrien: (A) LP-PAGE. Isolierte
Wildtyp-Mitochondrien (WT) (Stammhintergrund BY4742) wurden mit dem Verhéltnis 3g/g von Digitonin zu
Protein (Dig/Prot; w/w) solubilisiert und einer der LP-PAGE unterzogen. Der ausgeschnittene Gelstreifen wurden
dann fixiert, mit Coomassie nachgefirbt und anschlieBend quer in 60 Gelstiicke geschnitten (J). Die
angegebenen Proteingroflen entsprechen gerundet den GroBen des F,Fo-ATP Synthase Dimers (D) und des
Monomers (M), (L) dem groBer Superkomplex und (S) dem kleinen Superkomplex der Atmungskette (B) 2D SDS-
PAGE. Ein anderer der oben beschrieben BN-PAGE Gelstreifen wurde auf ein Tris-Tricin Gel (16%) gelegt und
einer 2D SDS-Gelelektrophorese unterzogen. Die Proteine wurden anschlieBend mit Silber unspezifisch geférbt.

Die angegebenen ProteingroBen entsprechen den F,Fo-ATP Synthase Untereinheiten Fyo (ATP1): 55 kDa; Su y
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(ATP3): 30 kDa, Su 5 (ATPS5/OSCP): 20 kDa; Su & (ATP16): 15 kDa, Su ¢ (ATP9): 7 kDa. Die

massenspektrometrische Analyse erfolgte in Zusammenarbeit mit Dr. Ilka Wittig.

Das, in Abbildung 34 dargestellte Profil und das dazugehorige Verteilungsdiagramm des
LPE-Komplexoms, bestitigte die schon durch das BNE-Komplexom gefundenen
Beobachtungen. Die MICOS-Komponenten klustern auch hier nicht in einer gemeinsamen
Fraktion, aber zusammen in unterschiedlichen Massenbereichen. Die Annahme, dass der
MICOS-Komplex sehr grof} ist und einen Proteinkomplex im Megadalton Bereich ausbildet,
konnte unter den gegebenen Bedingungen nicht bestitigt werden. Die Hauptpeaks der meisten
MICOS-Komponenten waren in einem Bereich detektierbar, in dem sich nur kleine
Proteinkomplexe von etwa 250-400 kDa befinden. Dies deckt sich auch mit anderen Studien,
die den nativ aufgereinigten MICOS-Komplex, einer Grofe von etwa 300-400 kDa zuordneten
(Rabl et al., 2009; von der Malsburg et al., 2011). AusschlieBlich Peptide von Mic10, Mic27
und Mic60 wurden in hoheren Massenbereichen massenspektrometrisch detektiert (Abbildung
34). Mic60 zeigte einen Peak in Fraktion 56. Dies entspricht einer ungefidhren Molekulargrof3e
von etwa 9-10 MDa. Interessanterweise klustert Mic60 hier mit den schon bekannten
Interaktionspartnern VDACI1/Porinl und Tom40. Auch im niedrigen Massenbereich, zeigt
Mic60 unter diesen Bedingungen Kluster mit diesen Proteinen (3.3.7.2). Mic27 zeigte auch
einige schwache Peaks im hochmolekularen Bereich. Aber diese lassen sich keinem bestimmten
Protein zuordnen. Mic10 zeigte unter LPE-Bedingungen ebenfalls einen Kluster der F,Fo-ATP
Synthase in Fraktion 31. So scheint der MICOS-Komplex iiber Micl0 mit der F;Fo-ATP
Synthase verkniipft zu sein.

Also ldsst sich durch das Large-Pore-Complexome Profiling von Wildtyp
Mitochondrien, die gewonnene Erkenntnis des konventionellen Complexome Profilings, dass
Mic10 mit der F1Fo-ATP Synthase klustert, bestédtigen. Allerding ist unter den hier verwendeten
Bedingungen, der Hauptteil der MICOS-Komponenten vor allen in Massenbereichen zu finden,
in denen auch kleinere Proteinkomplexe vorkommen. Zwar wurden kleinere Populationen, an
Mic60 und Mic27 auch in Fraktionen gefunden in denen Komplexe mit hoherem
Molekulargewicht zu finden sind, aber da bei dieser Methode auch ein verschmieren der
Banden nicht auszuschlieBen ist, kann dieser Befund ebenso fiir diese Moglichkeit sprechen.
Jedenfalls kann die Beobachtung, dass der MICOS-Komplex ein Molekulargewicht im

Megadalton Bereich besitzt mit dieser Methode nicht bestitigt werden.
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Abbildung 34: LPE-Complexome-Profiling der MICOS-Komponenten aus isolierten WT-Mitochondrien:
(A) LPE-Complexome-Profiling. Isolierte Wildtyp (WT) Mitochondrien wurden mit dem Verhiltnis 3g/g von
Digitonin zu Protein (Dig/Prot; w/w) solubilisiert und einer der BN-PAGE unterzogen. Die ausgeschnittenen
Gelstreifen wurden dann, fixiert, mit Coomassie nachgefirbt und anschliefend quer in 60 Gelstiicke geschnitten
und massenspektrometrisch untersucht. Die quantifizierten Proteine wurden in Heatmaps dargestellt. Die Farbskala
reicht dabei von schwarz (nicht identifiziert), iiber gelb (20% des Maximums), bis hin zu Rot (Maximum). (T):
Tetramer F|Fo-ATP Synthase der (D): Dimer der F{Fo ATP Synthase, (M): Monomer der F\Fo ATP Synthase. (B)
Verteilungsdiagramm des LPE-Complexome Profiling von MICOS-Komponenten in WT-Mitochondrien. Kurven:
Blau: Mic60, Rot, Micl0, Griin Mic26, Lila: Micl2, Hellblau: Micl9, Orange: Mic27. Die

massenspektrometrische Analyse erfolgte in Zusammenarbeit mit Dr. Ilka Wittig.

3.4  Charakterisierung des Zusammenspiels von Miol0 und der F;Fo-ATP Synthase

3.4.1 Mic27 ist iiber Mic10 mit der F{Fo-ATP Synthase verlinkt

Die Beobachtung, dass Mic10 eventuell direkt mit der F;Fo-ATP Synthase in Kontakt
steht, wurde in den folgenden Experimenten durch die Anwendung von Chemischen
Quervernetzern tiberpriift. Dabei werden Proteine die in engem Kontakt stehen durch die
Quervernetzer iiber Veresterungen kovalent verkniipft. Es wurden dafiir Wildtyp-
Mitochondrien und Mitochondrien in denen je Mic27, Micl0 oder Su e ausgeschaltet ist, mit
dem Quervernetzter MBS (m-Maleimidobenzoyl-N-Hydroxysuccinimidester) inkubiert und die
moglichen quervernetzten Proteine, mit SDS-Gelelektrophorese und Western-Blot Analyse
untersucht. Micl0 mit Mic27 konnten chemisch Verkniipft werden (Abbildung 35A). Die
Verbindung dieser zwei Proteine ist 35 kDa gro8 (Abbildung 35B). In den isolierten
Mitochondrien, in denen die beteiligten Proteine fehlen war die chemische Verkniipfung nicht
nachweisbar. Interessanterweise konnte mit dem Selben Quervernetzer, MBS auch eine
Verkniipfung von Mic10 und der F,Fo-ATP Synthase Untereinheit e (Su e) beobachtet werden.
Diese ist 20 kDa groB3 und war ebenfalls in den entsprechenden Deletionsmutanten Amicl0 und
Asu e nicht mehr vorzufinden (Abbildung 35A und 35B).

Eine weitere Evaluation der gefundenen Quervernetzungen erfolgte in den
Deletionsstimmen der anderen MICOS-Komponenten. Auch hier erfolgte nach einer SDS-
Gelelektrophorese, der vorher mit MBS quervernetzten Proteine, und Western-Blot Analyse
eine Immundetektion der verkniipften Proteine. Als Marker diente, die wie schon in den
MICOS Mutanten als unverédndert beschriebene Untereinheit (3.2.2) der FiFo-ATP Synthase, £
(F14). Hier verhielten sich die chemisch quervernetzten Proteine gemif ihrer in Kapitel 3.2.2

beschriebenen Expression in den unterschiedlichen MICOS-Deletionsmutanten (Abbildung
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35C). Durch Immunprizipitationen wurde ebenfalls die Spezifitit der Quervernetzungen
iberpriift. Dafiir wurden die quervernetzten Proteine mit 4g/g Digitonin solubilisiert und mit
aufgereinigtem Mic27- und Micl0-Peptidantikdrpern aus Kaninchen immunprézipitiert. Damit
sollten die eventuell entstandenen Quervernetzungen spezifisch nachgewiesen. Leider war der
Mic10-Antikorper zu schwach um die Quervernetzung zu prézipitieren. Aber der Nachweis der
Mic10/Mic27 Quervernetzung war mit einer o-Mic27 Immunprizipitation moglich (Abbildung
35D). Als Negativkontrollen dienten einmal ein Ansatz ohne MBS und ein Ansatz mit isolierten
Amic27-Mitochondrien.

So kann Aufgrund dieses biochemischen Nachweises gezeigt werden, dass wie im BNE-
Complexome-Profiling und LPE-Complexome-Profiling gezeigt, Micl0 mit der F,Fo-ATP
Synthase in Kontakt steht. Und so ist auch moglich, dass Mic27 eventuell iiber Mic10 mit der
FFo-ATP Synthase verkniipft ist.
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Abbildung 35: Micl0 kann mit dem Quervernetzter MBS mit Mic27 und mit Su e verlinkt werden: (A)
SDS-PAGE. Isolierte Wildtyp- (WT), Amic27-, Amicl0- und Asu e-Mitochondrien wurden mit den chemischen
Quervernetzer MBS (m-Maleimidobenzoyl-N-Hydroxysuccinimidester) versetzt. Als Negativkontrolle dienten
Wildtyp-Mitochondrien, die nur mit DMSO versetzt waren. Die mit MBS quervernetzten Proteine wurden mit
einer SDS-PAGE und Western Blotting analysiert. Zur Immundetektion von Mic27 wurde ein Peptidantikorper aus
Huhn verwendet. Die Quervernetzungen von Mic27 und Micl10 (Mic27/Mic10) findet sich bei 35 kDa und die von
Micl0 und Su e (Micl0/ Su e) bei 20 kDa. (B) Schematische Darstellung der oben erwihnten chemischen
Quervernetzungen von MiclO, Mic27 und Su e mit MBS (C) SDS-PAGE der oben erwihnten chemischen
Quervernetzungen in isolierten Mitochondrien der Hefestimme: Wildtyp (WT), Amic27, Amic60, Amicl0, Amic26,
Amicl2 und Amicl9. Zur Immundetektion von Mic27 wurde ein Peptidantikdrper aus Huhn verwendet. (D)
Immunprizipitation der chemischen Quervernetzung von Micl0 und Mic27 mit einem aufgereinigten
Peptidantikorper aus Kaninchen, der gegen ein C-terminales Peptid in Mic27 gerichtet ist. Mit diesem erfolgte
auch die Immundetektion. Als Negativkontrollen dienten eine Quervernetzung mit DMSO und eine

Quervernetzung im Amic27-Stamm.

3.4.2 Micl0 interagiert physikalisch mit Untereinheiten der F;Fo-ATP Synthase

Da eine chemische Quervernetzung auch nur eine enge rdumliche Nihe der beteiligten
Proteine bedeuten konnte, wurde die mogliche Interaktion zwischen Miol0 und der F,Fo-ATP
Synthase mit Ko-Immunprizipitationsexperimenten untersucht. Dafiir wurden isolierte
Mitochondrien aus WT-, Amic27- und Amicl0-Zellen mit Digitonin (4g/g) solubilisiert und auf
eine Agarosematrix, an die Sepharose A und der entsprechende aufgereinigte Antikorper
gekoppelt waren, gegeben. Die Immunpriziptate wurden mit SDS-Gelelektrophorese und
Western-Blot Analyse tiberpriift. Als Kontrollen dienten die den Antikdrpern entsprechenden
Pra-Immunseren und die isolierten Mitochondrien der jeweiligen Deletionsstimme. Zu
erkennen war, dass bei einer Immunprézipitation mit MiclO Antikorper die MICOS-
Komponenten Mic27, Mic60, Mic26 ko-immunprizipitieren. Aber es waren auch die
Untereinheiten der F{Fo-ATP Synthase y und e in der Elution zu finden. In den Spuren mit den
Negativkontrollen, dem Pra-Immunserum und den Mitochondrien aus Amicl0-Zellen konnten
diese Proteine nicht gefunden werden. In der Spur mit den Mitochondrien aus Amic27-Zellen
konnte erwartungsgemdll Mic27 nicht ko-immunprizipitiert werden, dafiir aber Mic60 und
Mic26, allerdings scheinen die Signale dieser Proteine hier schwiécher. Auch in diesem Fall
konnte eine physikalische Interaktion mit den oben erwédhnten Untereinheiten der FiFo-ATP
Synthase detektiert werden (Abbildung 36). So konnte wie schon bei den Experimenten mit

chemischen Quervernetzern (siehe 3.4.1) und dem Complexome Profiling (siehe 3.3.7.3)
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gezeigt werden, dass die Interaktion zwischen Mic10 und der F;Fo-ATP Synthase unabhéngig
von Mic27 ist.

Zu einem dhnlichen Ergebnis, wie die Interaktionsstudien mit Mic10-Antikorper konnte
auch durch die Ko-Immunprézipitation mit Mic27 Antikorper beobachtet werden. Hier konnten
Interaktionen mit den MICOS-Komponenten Mi60, Mic26 und Micl0 nachgewiesen werden.
In den Negativkontrollen, dem Prid-Immunserum und den Mitochondrien aus Amic27 Zellen
wurden diese Proteine nicht gefunden.

So kann durch diese Experimente eine physikalische Interaktion von Micl0 mit der
FiFo-ATP Synthase bestitigt werden. Zusammen mit den anderen Resultaten dieser Arbeit
kann angenommen werden, dass Micl0 die Komponente des MICOS-Komplexes der direkte
Interaktionspartner zur Fi{Fo-ATP Synthase ist. Auch ist in hohem Malle wahrscheinlich, dass
Mic27 iiber MiclO0 mit der F;Fo-ATP Synthase in Kontakt steht und diese Verbindung

moglicherweise vermittelt.
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Abbildung 36: Micl0 interagiert physikalisch mit Untereinheiten der F;Fo-ATP Synthase: (A) SDS-PAGE.
Isolierte Wildtyp- (WT), Amic27- und Amicl0-Mitochondrien wurden mit Digitonin solubilisiert (4g/g) und an eine
Sepharose A Matrix, an die ein aufgereinigter Peptidantikérper von Mic10 oder Mic27 gekoppelt ist, inkubiert.
Beide Antikorper sind gegen ein C-terminales Peptid von Mic27 bzw. MiclO aus Kaninchen gerichtet. Als
Negativkontrolle diente eine Sepharose A Matrix, die statt mit Antikdrper, mit dem entsprechenden Pra-
Immunserum (PI) inkubiert wurde und eine Probe mit den entsprechenden Deletionsstimmen. Als Kontrolle fiir
die insgesamt eingesetzten Proteine, wurden Proben der solubilisierten Proteine (Input) geladen. Das Sternchen (*)
kennzeichnet eine unspezifische Bande des Mic60 Antikorpers. Fiir den Immunnachweis von Mic27 wurde ein

aufgereinigter Peptidantikorper aus Kaninchen verwendet.

343 Micl0 hat keinen groBen Einfluss auf die Oligomerisierung der FFo-ATP
Synthase

Da in den vorhergegangen Experimenten eine direkte Interaktion von Micl0 mit der
FFo-ATP Synthase gezeigt werde konnte, wurde in den néichsten Experimenten der Einfluss
die Bildung von Oligomeren in Zellen in denen MiclO ausgeschaltet ist untersucht. Die
Vermutung, dass Micl0 moglicherweise auf die Oligomerenbildung der F;Fo-ATP Synthase
haben konnte, lag deshalb nahe. Mic10 und Mic27 (siehe 3.4.2) interagieren direkt miteinander
und Mic27 hat einen stabilisierenden Einfluss auf die Oligomerisierung der F1Fo-ATP Synthase
(vergleiche 3.3.5). Es wurden deshalb zum Vergleich isolierte Wildtyp-, Amicl0- und auch
Amic27-Mitochondrien mit ansteigenden Konzentrationen an Digitonin solubilisiert und mit
einer Clear-Nativ Elektrophorese und einer anschlieBenden in-Gel-ATPase Aktivitdtsfarbung
untersucht. Ebenso wurden mit Amicl0-Mitochondrien nach einer Blau-Nativ Elektrophorese
eine 2D  SDS-Gelelektrophorese  durchgefiihrt. Eine deutliche Verdnderung der
Oligomerisierung ist nach der F;Fo-ATP Synthase in-Gel Aktivitdtsfarbung in Amicl0-
Mitochondrien im Vergleich zum Wildtyp und Amic27-Mitochondrien nicht zu erkennen
(Abbildung 37A). Die 2D Gelanalyse von Amicl0-Mitochondrien bestitigt dies. Man Erkennt,
dass die sich Oligomere der FiFo-ATP Synthase wie im Wildtyp (vergleiche 3.3.4) ausbilden.
Wenn dann ist sogar eher die Tendenz zu mehr Oligomeren zu erkennen. Auflerdem kann man
hier keinen MICOS-Komplex erkennen. In Zellen in denen MiclO fehlt, scheint wohl der
MICOS-Komplex zu zerfallen (Abbildung 37B).

So ist ein Einfluss einer Mic10-Deletion, im Gegensatz zu einer Mic27-Deletion auf die
Oligomerisierung der FiFo-ATP Synthase hiermit wohl auszuschlieBen. All dies konnte darauf
hinweisen, dass Mic10, obwohl es direkt mit Mic27 interagiert (siche 3.4.2), einen anderen

Wirkmechanismus betreffend der F;Fo-ATP Synthase zu haben scheint.
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Abbildung 37: Die Deletion von Micl0 hat keinen Einfluss auf die Oligomerisierung der F,Fo-ATP
Synthase: (A) CN-PAGE. Isolierte Mitochondrien aus Hefe (BY4742) aus Wildtyp (WT), Amicl0-Zellen und
Amic27-Zellen wurden mit den angegebenen Verhiltnissen von Digitonin zu Protein (Dig/Prot; w/w) solubilisiert
und nach der CN-PAGE einer in-Gel-Analyse der-ATPase-Aktivitit unterzogen. (M) Monomer, (D) Dimer, (O)
Oligomere der FFo-ATP Synthase (B) 2D BN-PAGE. Isolierte Mitochondrien aus einem Amicl0-Hefestamm
(BY4742) wurden mit 2g/g Digitonin zu Protein (Dig/Prot; w/w) solubilisiert und nach der BN-PAGE wurden
entsprechenden Gelsteifen einer 2D Gelelektrophorese unterzogen. Nach einer Western-Blot Analyse wurden die
Proteinkomplexe mit den angegebenen Antikorpern analysiert. (D) Dimer der F;Fo-ATP Synthase (M) Monomer
der FFo-ATP Synthase, (T) oligomere Form der FFo-ATP Synthase, (MICOS) MICOS-Komplex. Fiir den
Nachweis von Mic27 und MiclO0 wurde ein aufgereinigter C-terminaler Peptidantikdrper aus Kaninchen

verwendet.
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4 Diskussion

4.1. Die Bedeutung der Verankerung iiber den evolutionir konservierten C-Terminus

von Mic60 fiir die die Bildung von Cristae und CJs

CJs verbinden die Cristaemembran mit der inneren Grenzmembran. Sie werden als
rohrenformig beziehungsweise schlitzartige Strukturen beschrieben, die durch den MICOS-
Komplex stabilisiert werden. Im Modellsystem Hefe besteht dieser aus sechs MICOS-
Proteinen, von denen Micl10 und Mic60 als Kernkomponenten identifiziert wurden (Harner et
al., 2011; Hoppins et al., 2011; von der Malsburg et al., 2011). In der vorliegenden Arbeit
wurde der direkte Einfluss einzelner MICOS-Komponenten auf die Stabilitit von Cls
untersucht, denn dies war zu Beginn dieser Arbeit noch weitgehend unbekannt.

Es wurde gezeigt, dass Mic60 in seinem evolutionir, konservierten C-Terminus eine S-
Signalsequenz aus 12 Aminosduren besitzt. f-Sequenzen wurden zuvor nur bei [S-barrel
Proteinen gefunden. Diese Proteine sind porenbildende Proteine, die die Zellmembran
iiberspannen. Sie bestehen aus f-Stringen, die antiparallel angeordnet sind und dadurch einen
geschlossenen und porenartigen Aufbau haben (Wimley, 2003). Sie werden beim Import in die
Mitochondrien durch ein stark konserviertes Signalpeptid, der f-Sequenz, als S-barrel Proteine
erkannt und anschlieBend durch den SAM-/TOB-Komplex in die mitochondriale
AuBenmembran insertiert (Kutik et al., 2009). Auflerdem sind aus mehreren Studien
Interaktionen, des evolutiondr konservierten C-Terminus von Mic60 mit S-barrel Proteinen der
mitochondrialen AuBlenmembran bekannt. Dies sind die Komponenten Sam50/Tob55 des
SAM-/TOB-Komplexes, VDAC/Porinl und der TOM-Komplex (Xie et al., 2007; Darshi et al.,
2011; Hoppins et al., 2011; von der Malsburg et al., 2011; Korner et al., 2012; Ott et al., 2012;
Zerbes et al., 2012a). So ist es moglich, dass Mic60, vielleicht tiber diese neu identifizierte
Sequenz, mit den mitochondrialen S-barrel Proteinen in Verbindung steht und dadurch die
Innenmembran mit der AuBenmembran verankert. Diese Bindung ist moglicherweise essentiell
um die CJs zu stabilisieren. Ein weiterer Hinweis lieferte die Tatsache, dass auch Zellen die
eine Variante von Mic60 ohne dessen C-Terminus exprimieren, eine reduzierte Anzahl an CJs
haben (Korner et al., 2012; Zerbes et al., 2012a). Da die in dieser Arbeit gefundene f-Sequenz
sich im C-Terminus befindet, konnte der in diesen Studien beobachtete Effekt, auch durch das
Fehlen dieser Signalsequenz erklirt werden.

So wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass die f-Signalpeptidsequenz im evolutiondr
konservierten C-Terminus vom Mic60 einen geringen Effekt auf die Stabilitdt von CJs hat.

Allerdings weisen Hefezellen, mit einer Mic60 Version ohne die letzten 46 Aminoséduren des C-
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Terminus, einen viel gravierenderen Effekt auf die Stabilitit von Cls auf. Diese Variante besitzt
noch die f-Sequenz. Auch das in dieser Arbeit gezeigte Wachstumsverhalten dieser Klone
deckt sich mit diesem Befund. Die Klone, die keine oder eine fehlerhafte f-Sequenz haben,
wuchsen auf respiratorischem Medium vergleichbar wie der Wildtyp. Im Gegensatz dazu hatte
die C-terminale Deletionsmutante auf Medium mit einer nicht-fermentierbaren
Kohlenstoffquelle ein stark verzogertes Wachstum. Aus diesen Resultaten ldsst sich schlieen,
dass die f-Signalsequenz zwar einen Einfluss auf die Bildung von CJs hat, aber hier wohl eher
die Integritdt des ganzen C-Terminus wichtig ist. Unklar ist so nach wie vor der funktionelle
Zusammenhang f-Signalpeptidsequenz in Mic60 und der Bildung von CJs. Ebenso konnte ein
moglicher Einfluss dieser Sequenz auf die Interaktion mit den p-barrel Proteinen in der
Auflenmembran nicht geklart werden. Dies miisste zukiinftig mit
Interaktionsaktionsexperimenten tiberpriift werden.

Eine weitere Moglichkeit wire, dass Mic60 durch die f-Signalsequenz auch einen
Einfluss auf den Import dieser Proteine hat. Es konnte zwar bis jetzt aber kein direkter Einfluss
darauf gezeigt werden (Korner et al., 2012), aber es wurde ein Einfluss von Mic60 beim Import
kleiner Cystein-reicher Proteine in den Intermembranraum gefunden. Mic60 interagiert zudem
mit Mia40 (von der Malsburg et al., 2011). So ist vorstellbar, dass Mic60 als Vermittler
zwischen der Innenmembrankomponente Mia40 und dem TOM-Komplex in der
Auflenmembran fungiert. Mic60 konnte beispielsweise mit seiner f-Peptidsequenz priferentiell
an f-barrel Proteine binden, und so die funktionelle Zusammenarbeit zwischen der
AuBenmembran und der Innenmembran in der Biogenese fordern. Moglicherweise werden
dadurch auch die Kontaktstellen zwischen den beiden Membranen stabilisiert. Dafiir spricht
auch, dass Mic60 speziell iiber seinen evolutionidr konservierten C-Terminus an die
Auflenmembranproteine bindet (Korner et al., 2012; Zerbes et al., 2012a), was die in dieser
Arbeit identifizierte -Peptidsequenz zu einer moglichen Kontaktstelle dieser Interaktion macht.

Durch die massenspektrometrischen Untersuchungen der nativen Komplex-
zusammensetzung in Mitochondrien, konnte zudem ein Zusammenhang von Mic60 und
anderen MICOS-Komponenten, mit Proteinen der Aulenmembran nachgewiesen werden. Es
wurden unter den gewdéhlten Bedingungen Kluster von Mic60 mit einigen der oben genannten
Interaktionspartner gefunden. Mic60 klusterte zusammen mit VDACI. Bei Untersuchungen
von Proteinkomplexen bis tiber 10 MDa, zeigte Mic60 ebenfalls ein dhnliches Laufverhalten
wie der TOM-Komplex. Mit dem SAM-/TOB-Komplex hingegen, zeigte statt Mic60, die

MICOS-Komponente Mic27 einen gemeinsamen Kluster. Zudem konnte, die wie von Harner
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und Koautoren beschriebene Interaktion von Mic60 mit Ugol (Harner et al., 2011), ebenfalls
beobachtet werden. Hier zeigte sich ebenfalls ein Kluster im Complexome Profiling. Allerdings
ist zu der verwendeten Methode anzumerken, dass die untersuchten Komplexe zuvor mit dem
Detergenz Digitonin solubilisiert wurden. Eine mogliche Folge davon ist, dass einige, weniger
stabile Komplexe zerfallen und deshalb nicht alle beschriebenen Interaktionspartner von Mic60
nachgewiesen werden konnten. Auch ist hier nur die Komplexierung von membrangéingigen
Proteinen analysierbar. Losliche Proteine, oder peripher an der Membran assoziierte Proteine,
wie die MICOS-Komponente Micl9, finden sich bei dieser Methode nicht mehr an den
Komplexen und laufen schneller aus dem Gel aus. Deshalb decken sich die Befunde dieser
Arbeit nur teilweise mit den Befunden anderer Studien. So zeigen beispielsweise Ott und
Koautoren im humanen Zellsystem die Verankerung zur AuBlenmembran als MIB-Komplex
(englisch: mitochondrial intermembrane space bridging). Dieser ist ungefdhr 1 MDa grof3 und
dessen Kernkomponenten sind Mic60, Mic19 und Sam50. Die Proteine Mic27 und Mic26 (in
dieser Studie Mic23 benannt) werden in dieser Studie als MICOS-Komponenten identifiziert,
die aber eher in der Peripherie, also eher in Richtung der inneren Grenzmembran, des MIB-
Komplexes zu finden sind (Ott et al., 2015). Dies wird auch von Friedmann und Koautoren,
aufgrund fluorenszenzmikroskopischer Beobachtungen diskutiert. In dieser Studie wird Mic60
ebenfalls in der Peripherie der CJs lokalisiert (Friedman et al., 2015).

Der Aufbau des MICOS-Komplexes in Sdugerzellen ist dem der Hefe sehr @hnlich. Die
meisten Komponenten haben, wie in Hefe gezeigt einen Einfluss auf die mitochondriale
Morphologie. Des Weiteren sind Verbindungen des MICOS-Komplexes mit Komponenten der
AuBenmembran und der Biogenese bekannt. So interagiert das humane Mic60 mit SAMMS0
und mit den Proteinen Metaxinl und Metaxin2, alles Komponenten der mitochondrialen
Importmaschinerie. Auflerdem ist eine Interaktion von Mic60 mit dem Chaperon-dhnlichen
Protein DNAJC11 der AuBBenmembran (Xie et al., 2007) und der Fusionskomponente OPA1
bekannt (Darshi ef al., 2011). Auch die Komponente Mic25/CHCHD6, ein humanes MICOS-
Protein, das homolog zu Mic19 ist, interagiert mit einem Protein der Importmaschinerie, Mia40
(Alkhaja et al., 2012). Aufgrund dieser Ahnlichkeiten zum Modellsystem Hefe kann auch im
humanen System, die Verankerung von Mic60 zur AuBenmembran als essentiell fiir die
Integritdat des MICOS-Komplexes angesehen werden. Ob dies auch fiir die Stabilitidt von CJs in
humanen Zellen gilt, ist zwar noch nicht belegt aber nicht unwahrscheinlich.

All diese Indizien konnten aber auch dafiir sprechen, dass der MICOS-Komplex

moglicherweise nur ein Teil eines viel groBeren Systems ist. Auflerhalb der Mitochondrien
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bindet das Endoplasmatische Retikulum an die Mitochondrien und vermittelt wahrscheinlich so
den Transport von Phospholipiden zwischen den beiden Organellen (Kornmann et al., 2009;
Stroud et al., 2011). Mehrere genetische Interaktionen von MICOS- und des ERMES-Komplex
Komponenten, ein Komplex der Mitochondrien und das ER verbindet, weisen darauf hin, dass
diese beiden Organellen funktionell miteinander verbunden sind (Hoppins et al., 2011).
AufBlerdem, beinhaltet der ERMES-Komplex auch das Protein Mdm10, eine Komponente des
SAM-/TOB-Komplex (Meisinger et al., 2004; Meisinger et al., 2006). Da der SAM-Komplex
auch mit MICOS interagiert und somit den MIB-Komplex bildet (Korner et al., 2012; Ott et al.,
2015), konnte dieser Tatbestand dafiir sprechen, dass die Komplexe MICOS/MIB, ERMES,
SAM und eventuell andere Komponenten in einem Grofen Membran-Netzwerk (ERMIONE)
des ER und der Mitochondrien beteiligt sind. Dieses Netzwerk konnte neben einem Einfluss auf
die Morphologie der beteiligten Membranen, wie der mitochondrialen Innenmembran auch auf
Biogenese von mitochondrialen Proteinen haben. Auch Auswirkungen dieses groB3en
Komplexes auf die Kommunikation zwischen den Organellen sind moglich (Zerbes et al.,
2012a). Somit ist es wahrscheinlich, dass die Verankerung von Mic60 mit der AuBenmembran
nicht nur essentiell fiir die Bildung von Cristae und CJs. Auch ein Einfluss auf die Biogenese

von mitochondrialen Proteinen ist moglich.

4.2  Die unterschiedliche Wirkungsweise der Proteine Mic26 und Mic27

Die Ergebnisse dieser Arbeit beweisen, dass die beiden zueinander homologen Proteine
Mic26 und Mic27 einen unterschiedlichen Einfluss auf die mitochondriale Ultrastruktur haben.
Zellen, in denen entweder Mic26 oder Mic27 fehlt, wiesen eine sehr unterschiedliche Anzahl an
Cls auf. Amic26-Zellen hatten wie auch spiter in anderen Studien beschrieben, eine vollig
normale, mit dem Wildtyp vergleichbare mitochondriale Ultrastruktur (Harner et al., 2011;
Hoppins et al., 2011; von der Malsburg et al., 2011). Im Gegensatz dazu, ist die Anzahl an CJs
in Mitochondrien von Amic27-Zellen um etwa zwei Drittel reduziert und die Cristae liegen
hiufig als dicht gepackte Membranstapel vor. Zudem ist die Innenmembranoberfldache stark
vergrofert. Dieser Phinotyp erinnert stark an den des Mic60-Deletionsstamms. Dies wurde
ebenso von anderen Studien bestitigt (Harner et al., 2011; Hoppins et al., 2011; von der
Malsburg et al., 2011). So kann aus diesem Ergebnissen geschlossen werden, dass die beiden
zueinander homologen Proteine einen mit hoher Wahrscheinlichkeit vollig unterschiedlichen

Einfluss auf die Organisation von CJs haben. Mic27 hat im Gegensatz zu Mic26 einen
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stabilisierenden Einfluss auf die Bildung von CJs. Die Funktion von Mic26 ist nach diesen
Befunden nach wie vor unklar.

Dies deckt sich damit, dass der Wachstumsphénotyp auf respiratorischem Medium von
Zellen, denen Mic26 oder Mic27 fehlt, ebenfalls sehr unterschiedlich ist. Der
Wachstumsphédnotyp von Amic26-Zellen dhnelt dem von Amic60-Zellen. Beide sind im
Wachstum stark beeintrichtigt. Zellen in denen Mic27 fehlt hingegen, sind im Wachstum auf
Medium mit einer nicht-fermentierbaren Kohlenstoffquelle weniger stark beeintrichtigt. Das
Wachstumsverhalten der Doppeldeletionsmutanten der beiden Proteine mit Mic60
Amic26/Amic60 und Amic27/Amic60 auf respiratorischem Medium ist ebenfalls sehr
unterschiedlich. Wihrend Amic26/4mic60 Zellen im Vergleich zu den einzelnen
Deletionsmutanten auf diesem Medium gar nicht mehr wachsen, haben Amic27/Amic60 Zellen
ein verbessertes Zellwachstum im Gegensatz zu Amic60-Zellen. Auch aus diesen Erkenntnissen
wird klar, dass die beiden homologen Proteine moglicherweise sehr unterschiedliche Aufgaben
in den Mitochondrien besitzen.

Vergleicht man diese Ergebnisse mit dem Verhalten der beiden Proteine in anderen
Zellsystemen, zeigt sich beispielsweise in C. elegans, dass hier keine zwei homologe Proteine
existieren, sondern nur eine Form, MOMA-1 (Head et al., 2011). In Sdugerzellen, existieren
wie in Hefe, zwei zueinander homologe Proteine, Mic26/Mic23/APOO (Apo-O) und
Mic27/APOO-L (Apo-O-like). Mic27 wurde, wie auch schon in C. elegans gezeigt,
Interaktionen mit Mic60 und dem SAM-/TOB-Komplex identifiziert. Auch eine verédnderte
mitochondriale Innenmembranmorphologie wird in Zellen, in denen Mic27 herunter reguliert
ist, vorgeschlagen. Des Weiteren wurde eine Lokalisation in der Innenmembran gezeigt (Head
et al., 2011; Weber et al., 2013). Zusitzlich bindet das durch einen GST-Tag aufgereinigte
humane Mic27 an Cardiolipin (Weber et al., 2013). Mic26 hingegen wird als glykosyliertes
Protein beschrieben, dass im Plasma an die HDLs (englisch: high density lipoproteins)
assoziiert ist. Ebenso wird eine stimulierende Wirkung von Mic27 auf das Ausstromen von
Cholesterin aus Makrophagen in Méusen beschrieben (Lamant et al., 2006). Deshalb wird fiir
Mic26 und Mic27 in Sédugerzellen ein Zusammenhang mit Lipiden oder dem Lipidstoffwechsel
diskutiert. Neuste Studien zeigen das humane Mic26 (auch Mic23) ebenfalls als Untereinheit
des MICOS-Komplex (Koob et al., 2015; Ott et al., 2015). Diese Studien in Sidugerzellen
zeigen ebenfalls einen direkten Einfluss dieser Proteine auf die mitochondriale Ultrastruktur
(Weber et al., 2013; Koob et al., 2015). Durch Experimente mit Zellen, die iiber einen

Doxycyclin induzierbaren Promotor kaum noch Mic27 bzw. Mic26 exprimieren, wird dieser
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Einfluss auf die Struktur der mitochondrialen Innenmembran in humanen Zellen, aber als eher
gering diskutiert (Ott et al., 2015).

In Sdugerzellen konnte bis jetzt noch kein vollstindiger Knockout von Mic27 generiert
werden. Deshalb konnte bis jetzt auch nur in Hefe ein sichtbarer Einfluss von Mic27 auf die
mitochondriale Ultrastruktur nachgewiesen werden. Dass Mic26 und Mic27 in Sédugern
moglicherweise einen etwas anderen Wirkungsmechanismus haben als in Hefe, ist allerdings
ebenfalls moglich. Ein Effekt von Mic26 und Mic27 auf den Lipidstoffwechsel ist in Hefe
ebenfalls denkbar. Beide Proteine besitzen neben zwei Transmembrandoménen und méglichen
Coiled-coil Dominen auch eine konserviert Apolipoprotein Sequenz (Head et al., 2011). Ein
neu identifizierter Interaktionspartner von MICOS in Hefe, Aim24 hat einen Einfluss auf die
Cardiolipin-Zusammensetzung und die Levels von Taffazin (Harner et al., 2014) und konnte
somit einen Bindeglied zwischen am Lipidstoffwechsel beteiligten Proteinen und MICOS-
Komponenten sein. Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass Mic27 Cardiolipin-abhédngig
assembliert und mit Micl12 und MiclO einen MICOS Subkomplex bildet (Friedman et al.,
2015). Fiir Mic26 wurde in diesem Zusammenhang bis jetzt nur in Sdugern ein Einfluss auf die
Proteinexpressionen des Proteins Tafazzin gefunden werden (Koob et al., 2015).

Mic26 und Mic27 besitzen in Hefe, wie in Sidugern, eine Apolipoprotein O-like
Domiine. Deshalb kann angenommen werden, dass sie ebenfalls eine Rolle in der Koordination
in der Lipidzusammensetzung in der Innenmembran spielen konnten. Und so auch die
Morphologie der Cristaemembran beeinflussen. Genaue Wirkungsmechanismen und mogliche
Unterschiede in der Funktion der beiden homologen Proteine Mic26 und Mic27 sind bis jetzt

aber noch unklar.

4.3  Die Bedeutung einer Mic27-Deletion fiir die Integritit des MICOS-Komplex

Der Fokus dieser Arbeit lag in der Charakterisierung der MICOS-Komponente Mic27.
Die Morphologie der Innenmembran in Amic27-Zellen ist, wie schon ein Kapitel zuvor
erwihnt, dhnlich wie in 4mic60-Zellen. Allerdings fanden sich hier ein Drittel mehr CJs. Dieser
interessante Phénotyp zeigte in Kryo-EM-Tomographie breitere, undefinierte CJs. Auflerdem
scheinen diese nicht richtig ausgebildet zu sein. Der Wildtyp zeigte schlitzartige, schmale CJs,
die scharfe, definierte Kanten haben. Dies unterstiitzt ebenfalls die These, dass Mic27 fiir die
Stabilitit der Cls essentiell ist. Aber ein genauer Wirkmechanismus des Proteins war bis dahin

noch unklar.
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Eine Moglichkeit ist, dass Mic27 den MICOS-Komplex stabilisiert. Untersuchungen in
Deletionsmutanten der einzelnen MICOS-Komponenten, diskutieren einen moglichen
Zusammenhang zwischen der MICOS-Komplex Integritit und der Erhaltung der CJs (von der
Malsburg et al., 2011). Dies konnte in der vorliegenden Arbeit untermauert werden. Es wurde
gezeigt, dass Amic27-Zellen, im Gegensatz zu Wildtyp die anderen MICOS-Komponenten
instabil sind. Im Wildtyp war der MICOS-Komplex in Bereichen zusammen mit grof3en
Proteinkomplexen zu Finden. In Zellen ohne Mic27 zeigt nur noch Micl0 Kluster im
hochmolekularen Bereich. Die anderen MICOS-Komponenten waren nur noch im unteren
Massenbereich nachweisbar. Durch massenspektrometrische Untersuchungen der nativen
Komplexe wurden diese Befunde bestitigt. Dies bedeutet, dass unter den verwendeten
Bedingungen, ohne Mic27 die anderen MICOS-Komponenten moglicherweise nicht mehr
richtig assemblieren konnen. Die angewendete Methode bendtigt Digitonin um die
Proteinkomplexe zu solubilisieren. Kritische Stimmen argumentieren, dass zu hohe
Konzentrationen an Detergenz dazu fithren konnen, dass native Proteinkomplexe zerfallen und
so nicht die in vivo Situation wiedergespiegelt wird. Jedoch ist hier eindeutig zu erkennen, dass
bei gleichen Digitoninkonzentration der MICOS-Komplex in Amic27-Zellen leichter zerfillt als
im Wildtyp. So ldsst sich die verdnderte Ultrastruktur in Amic27-Zellen ein Resultat der nicht
mehr vollstindig assemblierenden MICOS-Untereinheiten sein. Oder aber, dass der MICOS-
Komplex ohne Mic27 viel instabiler ist, und somit leichter unter den gegebenen Bedingungen

zerfillt.

44  Die Bedeutung einer Mic27-Deletion auf den Oligomerisierungszustand der F;Fo-
ATP Synthase

Die MICOS-Komponenten konnen in Amic27-Zellen anscheinend nicht mehr richtig
assemblieren, jedoch weisen sie immer noch einige CJs auf. Dieser Zusammenhang wurde in
der vorliegenden Arbeit mit Kryo-EM-Tomographie Studien gezeigt. Zellen in denen Mic27
fehlt, hatten neben breiteren und undefinierten CJs auch kantige Strukturen in der
Cristaemembran. Diese Strukturen, die wie kleine Ecken aus der Membran ragen, konnten
charakteristisch fiir Dimere der F;Fo-ATP Synthase sein. Es ist ndamlich bekannt, dass neben
der Oligomere auch schon allein ein Dimer der F;Fo-ATP Synthase die Membran positiv
kriimmen kann (Dudkina et al., 2005; Minauro-Sanmiguel et al., 2005; Strauss et al., 2008;
Davies et al., 2012a). Untersuchungen der Oligomerisierung der F;Fo-ATP Synthase mit
Nativgel-Elektrophorese bestitigen die Beobachtungen der Kryo-EM-Tomographie. In Amic27-
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Zellen finden sich deutlich weniger hohere Oligomere und mehr Dimere als im Wildtyp. Dies
deckt sich mit der in den Befunden der Kryo-EM-Tomographie Studien. Und so lédsst sich aus
diesen Resultaten schliefen, dass Mic27 neben dem MICOS-Komplex auch die hoheren
Oligomere der FiFo-ATP Synthase stabilisiert.

Welchen Einfluss aber ein erhohtes Vorkommen an Dimeren der F;Fo-ATP Synthase
auf die Morphologie der mitochondrialen Innenmembran hat ist noch unklar. Es eher fraglich
ob die Dimere fiir die negative Kriimmung an den CJs verantwortlich sind. Besonders gut sind
Zellen untersucht, in denen Mic60 fehlt. Hier finden sich mehr hohere Oligomere der F;Fo-ATP
Synthase und eine vergroferte Innenmembran (Rabl et al., 2009). Aber ob dies ein Resultat des
fehlenden Mic60 ist, ist unklar. Es konnte auch ein sein, dass in Amic60 Zellen durch die
vergroflerte Innenmembranoberfliche mehr Oligomere akkumulieren konnen. Die in dieser
Arbeit bestimmten Innenmembranoberflichen von Amic60-Zellen sind im Schnitt doppelt so
hoch wie im Wildtyp. So konnte argumentiert werden, dass der Oligomerisierungszustand der
FFo-ATP Synthase von der GroBe der Oberfliche der Innenmembran bestimmt wird. Je groer
die Innenmembran, umso groBer die Moglichkeit fiir die F;Fo-ATP Synthase zu
oligomerisieren. Im Gegensatz dazu steht die groe Innenmembranoberfliche von Amic27-
Zellen, diese ist im Vergleich zum Wildtyp doppelt so groB3. Hier gibt es aber trotz einer
erhohten Innenmembranoberflache nicht automatisch auch mehr hohere Oligomere der F;Fo-
ATP Synthase, sonder vermehrt Dimere. Daraus wird ersichtlich, dass der
Oligomerisierungszustand des F;Fo-ATP Synthase nicht unbedingt von einer erhohten
Membranoberfldche der Cristae abhéngt.

Rabl und Koautoren beschreiben zudem in ihrer Studie einen Zusammenhang zwischen
der Kriimmung der mitochondrialen Innenmembran und dem Oligomerisierungszustand der
FiFo-ATP Synthase (Rabl et al., 2009). Mic60 und die Komponenten Su e interagieren
genetisch miteinander. In Zellen in denen Mic60 fehlt, finden sich mehr hohere Oligomere der
F\Fo-ATP Synthase. In Zellen die Mic60 iiberexprimieren finden sie weniger hohere
Oligomere. Dies resultiert in einem gehduften Vorkommen von Cristaespitzen und in einem
Fehlen von ClJs. 4su e- und 4su g-Zellen konnen keine Dimere der F Fo-ATP Synthase mehr
ausbilden und zeigen zudem eine breitere Basis der CJs. Oft sind zwei oder mehrere CJs durch
Cristaemembranen verbunden. Ebenso finden sich kaum Cristaespitzen. Die Autoren dieser
Studie gehen davon aus, dass an Stellen der Cristaemembran in denen mehr Mic60, wie an den

ClJs zu finden ist, die Oligomere der F;Fo-ATP Synthase destabilisiert sind. Es liegen hier also
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nur noch Monomere vor und so ist auch eine negative Membrankriimmung moglich (Rabl et
al., 2009).

Die Erkenntnisse dieser Arbeit konnen dieses Modell unterstiitzen. Der hier
charakterisierte Phinotyp von Amic27-Zellen kann als eine Zwischenform des Wildtyps und
Asu e- und Asu g-Zellen angesehen werden. Es finden sich in Zellen ohne Mic27 mehr Dimere
der F Fo-ATP Synthase und weniger Oligomere. Aullerdem haben Amic27-Zellen im Vergleich
zum Wildtyp um zwei Drittel weniger CJs und die Cristae liegen hiufig als dicht gepackte
Membranstapel vor. Sie weisen zudem mehr Cristaespitzen auf. Ein weiterer wichtiger Aspekt
ist, dass wie im vorherigen Kapitel beschrieben, der MICOS-Komplex mit hoher
Wahrscheinlichkeit nicht mehr richtig assembliert. Deshalb ist es moglich, dass nicht geniigend
Mic60 an den CJs gebunden ist. Dies konnte dann darin resultieren, dass Mic60 die F,Fo-ATP
Synthase weniger schlecht destabilisiert, es sind so dann lokal an den CJs mehr Dimere
vorhanden. Und deshalb ist eine negative Membrankriimmung an den CJs nur noch schlecht zu
gewihrleisten. Dies erklidrt moglicherweise, warum in Amic27-Zellen weniger und eher breite
und undefinierte CJs zu finden sind.

Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass die Kriimmung der Membran mafBigeblich
von einem normalen Gleichgewicht der verschiedenen FiFo-ATP Synthase Spezies abhéngig
ist. Dieses Gleichgewicht wird lokal von Modulatoren wie Mic27, Mic60 oder den
Dimerisierungseinheiten der FiFo-ATP Synthase Su e und Su g bestimmt. Allerdings ist ein
direkter Einfluss FiFo-ATP Synthase auf die Bildung einer negativen Membrankriimmung von
CJs noch unklar. Auch fehlt nach dem oben diskutierten Modell noch der Nachweis, dass an
ClJs, also Bereichen mit negativer Membrankriimmung vornehmlich Monomere der F,Fo-ATP
Synthase lokalisiert sind. Es konnte der Tatbestand dafiir sprechen, dass in Amic60-Zellen
durch das Vorkommen von mehr Oligomeren das ausschlieBende Vorhandensein von negativer
Membrankriimmung dies bestitigt (Rabl ez al., 2009).

Dies ist sicher ein vereinfachtes Modell, das nur zwei Komponenten der
mitochondrialen Innenmembran beriicksichtigt, dem MICOS-Komplex und die F;Fo-ATP
Synthase. Aufler Acht gelassen ist zum Beispiel die Frage, wie die Lipidzusammensetzung der
Innenmembran beschaffen sein muss um die CJs und die Oligomere der FiFo-ATP Synthase zu
stabilisieren. Es lassen sich zum Beispiel zwischen einer Destabilisierung der
Atmungskettenkomplexe und einer verdnderten Cristaemorphologie, im Zusammenhang mit
dem Fehlen des Proteins Taffazin, Parallelen ziechen (Brandner et al., 2005; Xu et al., 2006;

Acehan et al., 2007). Taffazin ist eine Acyltransferase und ist fiir die Modulierung des
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Phospholipids Cardiolipin verantwortlich (Neuwald, 1997). Fiir das vorgeschlagene Modell
dieser Arbeit wire es von Vorteil, den Einfluss der Lipidzusammensetzung der Cristaemembran
auf die Kriilmmung dieser zu kennen. So ist auch die lokale Zusammensetzung der Lipide an
den CJs unbekannt. Ist die Oligomerisierung der F;Fo-ATP Synthase in Amic27-Zellen
vielleicht deshalb gestort, weil auch in diesen Zellen zu wenig Cardiolipin vorhanden ist? Die
oben diskutierten Befunde zeigen, dass in humanen Zellen Mic26 und Mic27 mit ihrer
Apolipoprotein O-like Doméne, womdoglich die Lipidzusammensetzung an den CJs regulieren.
Ist in Amic27-Zellen die Verteilung von Cardiolipin also fehlerhaft? Oder hat Mic27 auch einen
Einfluss auf die Lipidsynthese? Die vorliegende Arbeit, konnte einen Zusammenhang von
Mic27 auf die mitochondriale Ultrastruktur im Zusammenhang einer gestorten
Oligomerisierung der FFo-ATP Synthase aufzeigen. Aber wie die diese beiden Faktoren von

der Lipidzusammensetzung der mitochondrialen Innenmembran abhingen ist noch unklar.

4.5 Das funktionelle Zusammenspiel des MICOS-Komplex und der F;Fo-ATP
Synthase

Die MICOS-Komponente Mic27 hat, wie im vorrangegangenen Kapitel diskutiert, einen
Einfluss auf den Oligomerisierungszustand der F;Fo-ATP Synthase. Aber ob dieser Effekt
sekundir ist, oder ob eine direkte Interaktion zwischen dem MICOS-Komplex und der F,Fo-
ATP Synthase besteht, war zu Beginn dieser Arbeit noch unklar. In vivo Studien, von Jiminez
und Koautoren, schlagen eine mogliche direkte Interaktion des MICOS-Komplex mit der F,Fo-
ATP Synthase vor. Sie fanden durch fluoreszenzmikroskopische Analysen in Hefezellen,
Kluster der F;Fo-ATP Synthase, welche mit den Untereinheiten Mic60 und Mic27
kolokalisierten (Jimenez et al., 2014)

In dieser Arbeit konnte keine direkte Interaktion von Mic27 mit der F;Fo-ATP Synthase
nachgewiesen werden. Aber es wurde eine Interaktion der MICOS-Kernkomponente Mic10 mit
der FiFo-ATP Synthase identifiziert. Diese Interaktion wurde zum einen durch Complexome
Profiling Analysen angedeutet werden, aber auch biochemisch, mit dem chemischen
Quervernetzer MBS (m-Maleimidobenzoyl-N-Hydroxysuccinimidester) und durch Ko-
Immunpriézipitationen. Letztere Methoden waren essentiell, um die Komigration in einem
Nativgel auch biochemisch zu iiberpriifen. Mit dem chemischen Quervernetzern und einer
spezifischen Prizipitation mit aufgereinigtem Mic10-Peptidantikorper konnte eine Interaktion
von Micl0 mit der MICOS-Komponente Mic27 und mit Untereinheiten der F;Fo-ATP
Synthase gezeigt werden. Dies zeigt, dass MiclO direkt mit der F;Fo-ATP Synthase in
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Verbindung steht. Mic27 zeigte mit einer Prézipitation mit aufgereinigtem Mic27-
Peptidantikorper nur eine sehr schwache Interaktion mit der F;Fo-ATP Synthase. Auch dies
untermauert die Befunde des Complexome Profiling. Mic27 ist also, im Gegensatz zu Mic10
kein direkter Interaktionspartner der F;Fo-ATP Synthase. Alle in dieser Arbeit gezeigten
Resultate weisen darauf hin, dass MiclO mit hoher Wahrscheinlichkeit das funktionelle
Bindeglied zwischen dem MICOS-Komplex und der F,Fo-ATP Synthase ist. Es auch nicht
auszuschlieBen, dass Mic27 einen regulatorischen Effekt auf die Interaktion von Mic10 und der
FFo-ATP Synthase hat. Ebenfalls denkbar ist, dass Mic27 diese Interaktion vermittelt.

Aber welche Rolle diese Interaktion fiir die mitochondriale Morphologie spielt, ist noch
unklar. In dieser Arbeit wurden im gezeigten Complexome Profiling mehrere Kluster gefunden
in denen Mic10 gehéuft nachweisbar war. Mic10 klusterte mit der F{Fo-ATP Synthase und mit
den anderen MICOS-Komponenten. So kann man aufgrund dieser Daten von zwei
Subpopulationen der MICOS-Komponente Mic10 ausgehen. Einer mit der F\Fo-ATP Synthase
und eine andere oder mehrere Subpopulationen mit dem MICOS-Komplex. Ein Einfluss von
Micl0 auf die Oligomerisierung der F;Fo-ATP Synthase kann aufgrund der Untersuchungen
des Oligomerisierungszustand von Amicl(0-Zellen ausgeschlossen werden. Aber die Stabilitit
der Subpopulation vom MiclO0 mit der F;Fo-ATP Synthase in Amic27-Zellen, gibt einen
wichtigen Hinweis beziiglich der Funktion dieser Interaktion. Da aufgrund der Complexome
Profiling Analyse angenommen werden kann, dass alle anderen MICOS-Komponenten in
Amic27-Zellen instabil sind, ist mit hoher Wahrscheinlichkeit diese Subpopulation vom Mic10
fiir die Stabilitdt von CJs in diesen Zellen verantwortlich. Die Interaktion ist also genau so
essentiell fiir die Stabilitit in Mitochondrien, wie die schon in vorherigen Kapiteln beschrieben
bestehende Verbindung mit der AuBenmembran iiber Mic60. Daher ist durch die gezeigten
Resultate dieser Arbeit in hohem Mafle wahrscheinlich, dass Mic10 die CJs in den Cristae tiber
eine Bindung mit der F,Fo-ATP Synthase verankert.

Dies ist konform mit den Studien, die Mic10 als Geriistprotein der Cristae beschreiben.
Aufgrund seines charakteristischen GXGXGXG-Motivs kann Micl0 groe Homo-Oligomere
bilden. Es wird diskutiert, dass diese oligomeren Ringstrukturen die Cristae genau so
umspannen wie die FjFo-ATP Synthase und so die Membran stabilisiert (Barbot et al., 2015;
Bohnert er al., 2015). AuBlerdem deckt sich die Beobachtung damit, dass Micl0 in einem
MICOS-Subkomplex aus den aus den Komponenten Mic10, Mic12, Mic26 und Mic27 in den
Cristae gefunden wurde (Bohnert ef al., 2015). Somit fungiert Micl0 in den Cristae als

Stabilisator.
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Aufgrund der in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse, ldsst sich folgendes Modell
postulieren (Abbildung 38). Die MICOS-Komponente Mic60 befindet sich in der Peripherie der
ClJs und bildet mit dem SAM-/TOB-Komplex (und Mic19) den MIB-Komplex. Dadurch wird
die CJ mit der AuBenmembran verankert. Mic10 befindet sich in den Cristae und bildet mit der
FFo-ATP Synthase mit hoher Wahrscheinlichkeit eine Art Geriistkomplex. Mic27 bindet
Micl0 an den MICOS-Komplex und bildet zusammen mit Micl0, Mic26 und Micl2 den
Kernkomplex an der Innenmembran. So ldsst sich durch die, in dieser Arbeit gezeigten
Ergebnisse ein direkter Zusammenhang zwischen den beiden Innenmembran-formenden

Komplexen, MICOS und der F,Fo-ATP Synthase, zeigen.

A
| SAM/TOBJ oM

L

Crista
Junction

F.FoATP-Synthase

Abbildung 38: Modell fiir das funktionelle Zusammenspiel zwischen dem MICOS-Komplex und der F;F(-
ATP Synthase in Hefe Schematische Darstellung des MICOS-Komplex und die Wirkungsweise der
Komponenten Mic60, Mic27 und Mic10 in der mitochondrialen Innenmembran. Mic60 (rot), ist iiber seinen C-
Terminus mit Proteinkomplexen (grau) in der Aufenmembran (OM) verankert (hier als ist der SAM-/TOB-
Komplex als Beispiel aufgefiihrt). Mic27 (blau) vermittelt die Interaktion zwischen MiclO (griin) und dem
MICOS-Komplex. Micl0O interagiert mit der F,Fo-ATP Synthase (hellgelb). OM: AuBenmembran, IM:

Innenmembran [adaptiert Pfanner et al., 2014].
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4.6  Ausblick

Mit dem in dieser Arbeit gezeigten Modell wird der Einfluss der MICOS-Komponenten
Mic60, Mic27 und Micl0 veranschaulicht. So konnte auch eine gemeinsame Wirkungsweise
der Membran-formenden Komplexe, MICOS und der F,;Fo-ATP Synthase gefunden werden.

Jedoch bleiben noch einige Fragen hinsichtlich der Funktion und der Wirkungsweise der
genannten MICOS-Komponenten, sowie zu dem Zusammenspiel zwischen dem MICOS-
Komplex und der F1Fo-ATP Synthase offen.

So gibt es zwar mehrere Hinweise darauf, dass die beschriebenen MICOS-
Komponenten die Innenmembran kriimmen kdnnen, aber ob diese Proteine die Membran direkt
beeinflussen, ist nach wie vor unklar. Ebenso kann noch nicht unterschieden werden, ob die
MICOS-Komponenten direkt oder indirekt die Oligomerisierung der F;Fo-ATP Synthase
regulieren. Auch wie genau dadurch die Kriimmung der Innenmembran beeinflusst wird, ist
eine Frage die zukiinftig noch beantwortet werden muss.

Was die Interaktion zwischen Mic10 und der F;Fo-ATP Synthase in Punkto der Bildung
von Cristae und CJs bedeutet ist ebenso ungeklirt. Ist dieser Kontakt notwendig um die
Cristaemembran zu stabilisieren? Wo befindet sich Mic10, wenn keine CJs ausgebildet werden?
Beispielsweise in Zellen ohne Mic60? Wird bei der Bildung einer CJ, Micl0 an die bereits
assemblierten MICOS-Komponenten rekrutiert, oder lagert sich die FiFo-ATP Synthase, an der
bereits gebildeten CJ-Basis, an Mic10 an? Auch ein Einfluss, der in dieser Hinsicht noch nicht
untersuchten MICOS-Komponenten Mic12, Mic19 und Mic26, ist nach wie vor unklar.

Des Weiteren ist eine mogliche Bedeutung der MICOS-Proteine auf die Regulierung der
Lipidzusammensetzung an den CJs unbekannt. Auch dariiber, wie Lipide eine
Membrankriimmung an den CJs unterstiitzen konnten, weil man wenig. So weisen die Proteine
Mic26 und Mic27 eine charakteristische Apolipoprotein-O Domine auf, aber ob diese Proteine
auch deswegen automatisch einen Einfluss auf die Lipidzusammensetzung der Cristaemembran
oder gar in der Lipidsynthese besitzen, wird vermutlich zukiinftig ein wichtiger Aspekt in der

Erforschung bei der Bildung von Cristae und Cls sein.

5 Zusammenfassung

Die mitochondriale Innenmembran (IM) besteht aus zwei Subkompartimenten. Der
Cristae Membran (CM) und der inneren Grenzmembran (IBM), welche durch die runden und
schlitzartige Strukturen der Christa Junctions (CJs) verbunden werden Der MICOS-Komplex
ist an den ClJs lokalisiert und besteht aus mindestens 6 Komponenten, Mic60, Mic27, Mic26,
Mic19, Mic12 und Micl10. Es ist bekannt, dass der MICOS-Komplex essentiell fiir die Stabilitit
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der CJs ist. Die in dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse, geben Aufschluss dariiber, wie sich
einzelne MICOS-Komponenten auf die Stabilitdt von Cristae und CJs im Modellsystem Hefe (S
cerevisiae) auswirken. Zu Beginn dieser Arbeit war zum einen bekannt, dass die MICOS-
Komponente Mic60 essentiell fiir die Bildung von ClJs ist. Zum Anderen wurden im Vorfeld
dieser Arbeit Interaktionen von Mic60 mit Proteinen in der mitochondrialen Auflenmembran,
vor allem Proteinkomplexe mit fS-barrel-Proteinen identifiziert. Diese Interaktionen werden
iiber den evolutionir, konservierten C-Terminus von Mic60 vermittelt.

[-barrel Proteine besitzen eine charakteristische Peptidsequenz, die f-Sequenz. Diese
dient nach dem Import der S-barrel Proteine in die Mitochondrien als Signalpeptid fiir den
SAM-/TOB-Komplex, welcher daraufhin die Proteine in die AuBenmembran insertiert. In
dieser Arbeit wurde ebenfalls eine f-Sequenz im C-Terminus von Mic60 identifiziert, diese
zeigte einen FEinfluss auf die Cristae-Stabilitdt. Zellen die eine Mic60-Variante mit einer
Deletion oder Punktmutation der - Doméne exprimieren, zeigten eine reduzierte Anzahl an
ClJs. Auch das Verkiirzen des C-Terminus von Mic60 hatte diesen Effekt auf die mitochondriale
Ultrastruktur. So konnte gezeigt werden, dass die f-Domine und die Integritit des C-Terminus
essentiell fiir die Stabilitdt von CJs sind.

Der Fokus dieser Arbeit lag in der Charakterisierung der MICOS-Komponenten Mic26
und Mic27. Es konnte bewiesen werden, dass beide Proteine genetisch mit der MICOS-
Kernkomponente Mic60 interagieren. Die Untersuchung der mitochondrialen Ultrastruktur von
Amic26- und Amic27-Zellen zeigte, dass eine Deletion vom Mic26 keinen Einfluss auf die
Organisation der mitochondrialen Innenmembran hat. Im Gegensatz dazu, ist im Vergleich zum
Wildtyp die Anzahl an CJs in Amic27-Zellen um zwei Drittel reduziert. Auch die
Innenmembranoberfliche ist in diesen Zellen stark vergrofert. Die Untersuchung der
Morphologie der mitochondrialen Innenmembran in Zellen ohne Mic27 durch Kryo-
Elektronentomographie isolierter Mitochondrien, veranschaulichte die Struktur der ClJs in
diesen Zellen genauer. Es zeigten sich hier breitere CJs, und der Ubergang von der
Cristaemembran in den Bereich der inneren Grenzmembran ist sehr flach und undefiniert. In
Wildtyp-Mitochondrien waren die CJs schmal und schlitzartig und haben einen scharfkantigen
Ubergang von der Cristaemembran zur inneren Grenzmembran. Des Weiteren wies die
Cristaemembran in Amic27-Zellen unregelmifBige zackige Strukturelemente auf, was auf eine
Anhédufung an Dimeren der F1Fo-ATP Synthase hinweist.

Diese Beobachtungen in den Kryo-Tomogrammen, wurde durch Analysen des

Oligomerisierungszustands der F;Fo-ATP Synthase in Amic27-Zellen, bestitigt. Hier fanden
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sich deutlich weniger hohere Oligomere und vermehrt Dimere. So kann aus diesen Befunden
geschlossen werden, dass Mic27 die Oligomere der F;Fo-ATP Synthase stabilisiert.

Um zu untersuchen, wie der MICOS-Komplex mit der F;Fo-ATP Synthase in
Verbindung steht, wurde mittels 2D-BNE-Analysen und einem Complexome Profiling die
Komplexierung der nativen Komplexe in Wildtyp- und Amic27-Mitochondrien analysiert. Zum
einen konnte durch diese Untersuchungen gezeigt werden, dass Mic27 neben der F|Fo-ATP
Synthase auch stabilisierend auf den MICOS-Komplex wirkt. Die Komplexe im
hochmolekularen Bereich der MICOS-Komponenten zerfielen in Amic27-Zellen, was darauf
hinweist, dass die anderen MICOS-Komponenten hier nicht mehr assemblieren kénnen. Mic10
war die einzige MICOS-Komponente die in Amic27-Zellen noch stabile Komplexe im hohen
Massenbereich ausbildete. Mic10 findet sich zudem nicht nur in Klustern mit anderen MICOS-
Komponenten sondern auch mit der F;Fo-ATP Synthase.

Die Interaktion von MiclO und der F;Fo-ATP Synthase wurde auch biochemisch,
mittels chemischer Quervernetzern und Ko-Immunprizipitationsexperimenten bestitigt. Dies
legt nahe, dass Micl0 die CJs mit hoher Wahrscheinlichkeit, durch die Verbindung mit der
FFo-ATP Synthase, mit der Cristaemembran verbindet und so stabilisiert.

Aufgrund der Erkenntnisse dieser Arbeit konnte ein neuartiges Modell postuliert
werden. Die MICOS-Komponente Mic60 stabilisiert die CJs durch eine Interaktion seines C-
Terminus mit Proteinen in der Auenmembran. Mic27 vermittelt iiber Mic10 die Interaktion
zur F1Fo-ATP Synthase. Somit ist diese neu identifizierte Interaktion des MICOS-Komplex zur
FFo-ATP Synthase essentiell fiir die Stabilitiat von ClJs ist, indem es den MICOS-Komplex mit
den Oligomeren der F;Fo-ATP Synthase verbindet.
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6 Summary

The inner membrane of mitochondria is composed of two subcompartments, the cristae
membrane (CM) and the inner boundary membrane (IBM). These compartments are connected
via round, slot-like structures termed cristae junctions (CJs). CJ stability depends among other
things on the MICOS-complex, which is localized at the CJs and consists of 6 components,
Mic60, Mic27, Mic26, Mic19, Micl2 and Micl0. The results shown in this study demonstrate
how individual MICOS-components affect the stability of cristae and Cls in S. cerevisiae.

At the beginning of this study it was known that the MICOS-component Mic60 is
essential for CJ formation. Furthermore, Mic60 interacts via its evolutionarily conserved C-
terminus with proteins of the mitochondrial outer membrane, especially protein complexes
containing fS-barrel proteins, which contain a characteristic peptide sequence, the S-sequence.
This is sequence serves as a signal peptide for the SAM-/TOB-complex and is important for the
insertion of fS-barrel proteins into mitochondrial outer membrane. In this study a fS-sequence
was identified in the C-terminus of Mic60. This motif has an influence on cristae stability. Cells
expressing a Mic60 variant with a deletion or point mutation of this f-domain, showed a
reduced number of CJs. A Mic60 variant with a shortened C-terminus of Mic60 showed the
same effect. It was corroborate that the f-domain and the integrity of the C-terminus are
essential for the stability of CJs.

The main focus of this study was the characterization of the MICOS-components Mic26
and Mic27. It was demonstrated that both proteins interact genetically with the MICOS core-
component Mic60. A deletion of Mic27 affects the organization of the mitochondrial inner
membrane. In contrast to wildtype, the number of CJs in dmic27-cells is reduced and the inner
membrane surface is increased. In Amic26-cells the mitochondrial ultrastructure is unaffected.
The investigation of the mitochondrial morphology in isolated Amic27-mitochondria by cryo-
electron tomography illustrated broader CJs. The transition from the cristae membrane to the
inner boundary membrane is very flat and undefined in contrast to wildtype mitochondria.
Furthermore, the cristae membrane in Amic27-cells shows irregular and edgy structures. These
structures indicate an accumulation of dimers of FFo-ATP synthase. These observations were
confirmed by the analysis of the oligomerization of F1Fo-ATP synthase in Amic27-cells. Here,
significantly more dimers of the FFo-ATP synthase were detected, indicating that Mic27 is
important for the stabilization of the (oligomers of) F,Fo-ATP synthase.

To investigate how the MICOS-complex is connected to the FiFo-ATP synthase, the

native complexation was analyzed by 2D-BNE and complexome profiling analysis. The first
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observation was that Mic27 has a stabilizing effect on the MICOS-complex. In Amic27-cells the
high molecular weight MICOS-complex was unstable, indicating that under these conditions
the MICOS-components, except MiclO, are not assembled anymore. Interestingly, a co-
migration of the MICOS core-component Micl10 and the F;Fo-ATP synthase was observed.
This was confirmed biochemically by chemical crosslinking and co-immunoprecipitation
experiments. Mic10 directly interacts with Mic27 and other MICOS-components and the F,Fp-
ATP synthase. It can be concluded that Mic10 connects the MICOS-complex with the F;Fo-
ATP synthase.

Based on the findings of this work a novel model can be postulated: The stability of CJs
depends on both, the connection of Mic60 with proteins of the outer membrane and the
interaction of Mic10 and the F,Fo-ATP synthase. It appears that Mic27 mediates the connection
between Micl0 and the FFo-ATP synthase. Thus, this newly identified interaction is essential
for the stability of CJs, by connecting the MICOS complex with the oligomers of FiFo-ATP

synthase.
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Abkiirzungen

8

Abkiirzungen

A

ADP
AIM
ApoO
APOOL
APS

AS

ATP
BNE-PAGE
Bis-Tris
BSA

C

CCD
CcJ

CoQ
Cytc
CN-PAGE
DMSO
DNS
DTT
EDTA
EM

ER
FADH,
Fcj1

GFP
GTP

HEPES
HeLa
HRP
HS
IBM
M
KCM

Adenin

Adenosin-5‘-diphosphat

altered inheritance for mitochondria
Apolipoprotein O

ApoO-like

Ammoniumperoxidisulfat

Aminosédure

Adenosin-5°-triphosphat

Blau Nativ-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Bis-(2-hydroxyethyl)-amino-tris-(hydroxymethyl)-methan
englisch: bovine serum albumin

Cytosin

englisch: charge coupled device

Crista Junction

Coenzym Q

Cytochrom ¢

Clear Nativ-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsédure

Dithiothreitol

Ethylendiamidtetraacetat
Elektronenmikroskopie

Endoplasmatisches Retikulum

englisch: Flavin-Adenin-Dinukleotid

englisch: formation of crista junction protein 1
Guanin

Erdbeschleunigung

griin fluoreszierendes Protein
Guanosintriphosphat

Stunde
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsédure
Epithelzellen der Patientin Henrietta Lacks aus einem Zervixcarzinom
englisch: horse radish peroxidase
HEPES-Sorbitol

englisch: inner boundary membrane
Innenmembran

Kalium-/Calcium-/Magnesium-Puffer
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Abkiirzungen

Kb Kilobasen

kDa Kilodalton

LB Luria Bertani

mA Milliampere

MBS m-Maleimidobenzyl-N-hydroxysuccinimidester

MDa Megadalton

MEF englisch: mouse embryonic fibroblast

MICOS englisch: mitochondrial contact site

MIB englisch: mitochondrial intermembrane space bridging
Min Minute

MINOS englisch: mitochondrial inner-membrane organizing system
MitOS englisch: mitochondrial organizing structure

mtDNS mitochondriale DN'S

nm/ um Nanometer/ Mikrometer

NADH Nicotinamidadenindinukleotid

oD Optische Dichte

OLR Offener Leserahmen

OM Polymerasekettenreaktion

PCR englisch: polymerase chain reaction

PEG Polyethylenglykol

PK Proteinase K

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

PVDF Polyvinylidenfluorid

rpm englisch: rotations per minute

RT Raumtemperatur

ROS englisch: reactive oxygene species

SAM englisch: sorting and assembly machinery

SCs respiratorische Superkomplexe

SDS Natriumdodecylsulfat

sek Sekunde

T Thymin

TBST englisch: tris buffered saline+ Tween 20

TCA Trichloressigsidure

Tris 2-Amino-2-/hydroxymethyl)-1,3-propandiol

TIM englisch: translocase of the inner membrane of mitochondria
TOB englisch: topogenesis of mitochondrial outer membrane p-barrel proteins
TOM englisch: translocase of the outer mitochondrial membrane
uv ultraviolet

v Volt

VDAC englisch: voltage-dependent anion channel
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Abkiirzungen

WT Wildtyp
YPD englisch: yeast extract peptone dextrose
YPEG englisch: yeast extract-peptone-ethanol-glycerol
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10 Anhang

10.1 Identifizierte Peptide des Complexome Profilings

Tabelle 7: Tabelle der massenspektrometrisch identifizierten Peptide des Complexome Profilings: Gezeigt

sind die gefundenen Peptide der MICOS-Komponenten Mic60, Mic27, Mic26, Mic19, Mic12 und Mic10 und der

FFo-ATP Synthase Untereinheit . Zudem sind die Peptidmassen angegeben, der berechnete Score und die

Fraktionen, in denen die gezeigten Peptide in Wildtyp- (WT) und in Amic27-Zellen jeweils identifiziert wurden.

Wie oft idendifiziert?

BNE Sequenz Masse Score WT Amic27
Mic27 EQLYEKLEQA 1249,619 103,31 7 0
NALASQLDRYEK 1406,7154 46,88 1 0
Mic60 EALSNYMIQR 1223,5969 | 46,844 1 1
EIIGSLNDLINSLNDSNLSIPESEFNSIK 3174,5932 | 3,7791 1 0
HANEVGLLSITQVK 1507,8358 116 0 5
ILSLEPLNIETENSDPQLK 2152,1263 | 208,52 0 3
ILSNEQIYNR 1248,6463 | 210,08 31 25
INNNNLPDVNIDK 1481,7474 | 65,219 1 2
INNNNLPDVNIDKELSR 1967,0072 | 123,42 11 3
KILSNEQIYNR 1376,7412 72,2 0 3
LAHLEEINSEVNDLSK 1809,9109 | 163,91 23 14
LKANEELLQAK 1255,7136 | 118,77 2 10
LLSNLLSTFNK 1248,7078 | 99,539 0 3
LVEILDCEIR 1258,6591 | 108,31 29 13
NLLQEVDEFKENLTK 1818,9363 | 194,55 40 34
SNDLLSGLTGSSQTR 1534,7587 | 160,03 15 22
SNDLLSGLTGSSQTRR 1690,8598 | 31,776 2 3
SNQNMLTNLSQLNETLK 1946,9731 | 109,87 0 1
TASLLPPNSGILGQLTAK 1780,0094 | 69,081 0 3
TGNPSNATDFDSVYAR 1713,7594 | 126,63 25 14
TNPPSLLSVALDELESTCSGK 2217,0835 | 87,352 7 21
TNPPSLLSVALDELESTCSGKK 2345,1784 | 62,648 10 17
TSEVITELNTQYENSK 1854,8847 | 250,19 1 3
TSEVITELNTQYENSKR 2010,9858 | 225,31 11 20
VCESWIEDAR 1263,5554 | 67,214 0 3
VESLFLFTK 1100,627 68,557 15 2
VSNLNDAVEEVVSLK 1614,8465 | 134,37 25 18
WNLLADDFK 1120,5553 | 33,088 0 2
Mic26 EESFTSTIASLHTDPNER 2032,9338 | 67,646 0 13
IVPPENAIVISSEAK 1565,8665 | 31,677 1 0
LSTASVQYYYDAK 1507,7195 | 94,781 1 7
YIGENELVDGISVR 1562,794 95,195 1 4
YIGENELVDGISVRDPDYLKR 2450,2442 | 75,548 1 9
Micl10 AFPVWLGIGFGVGR 1474,8085 | 109,72 7 0
GYAEGDAIFR 1097,5142 | 160,75 45 53
NGSSVSTILDTK 1220,6248 525 4 8
Micl2 DIWNEQIR 1072,5302 57,59 12 7
KLVVTDDGTAWSR 1446,7467 | 107,11 0 6
LVVTDDGTAWSR 1318,6517 | 111,63 5 7
NSVDWIYSWGKN 1467,6783 | 107,65 0 2
QDHQVQDLVDR 1351,648 93,839 0 3
QDHQVQDLYDRK 1479,743 81,709 0 2
TMGESIKDIWNEQIR 1818,8934 | 55,815 2 1
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Wie oft idendifiziert?

BNE Sequenz Masse Score WT Amic27
Mic19 AKLTECLLANK 1259,6908 | 55,258 0 1
GKPLNCYEEMEEFKK 1900,8699 | 73,877 4 5
KFEDTLNNSLLSDDDKDAVDGISSSSLNNQIESLNK | 3924,8712 | 44,292 0 2
KLTLFDQLELQK 1474,8395 | 106,29 0 3
KLTLFDQLELQKLEK 1845,0612 | 67,846 1 2
LSNLEVETLK 1144,634 96,113 5 5
LSNLEVETLKK 1272,7289 | 66,538 1 2
LTECLLANK 1060,5587 | 181,55 9 8
LTLFDQLELQK 1346,7446 | 80,871 0 1
LTLFDQLELQKLEK 1716,9662 | 62,298 1 4
QQVYTPLTQIDFSQSLVSQLDSSKESDYVTK 3533,7413 | 35,804 0 1
Fif AHGGFSVFTGVGER 1419,6895 | 143,58 123 152
AVLEGKYDNIPEHAFYMVGGIEDVVAK 2963,4739 | 102,66 18 10
DEEGQDVLLFIDNIFR 1921,9422 | 110,26 26 19
EGNDLYREMKETGVINLEGESK 2510,1959 | 86,357 17 18
EMKETGVINLEGESK 1662,8135 | 167,92 57 67
ETGVINLEGESK 1274,6354 | 143,76 35 a4
FLSQPFAVAEVFTGIPGK 1907,0193 | 197,51 111 121
FLSQPFAVAEVFTGIPGKLVR 2275,2729 | 161,86 12 4
FTQAGSEVSALLGR 1434,7467 | 258,65 100 133
GEKVLDTGGPISVPVGR 1679,9206 140,3 11 14
GGKIGLFGGAGVGK 1216,6928 | 88,092 2 2
GISELGIYPAVDPLDSK 1772,9196 | 235,88 115 179
GISELGIYPAVDPLDSKSR 2016,0528 28,14 1 0
GSVTSVQAVYVPADDLTDPAPATTFAHLDATTVLSR | 3685,8475 | 134,61 18 17
IGLFGGAGVGK 974,55492 | 123,35 142 170
IINVIGEPIDER 1366,7456 138,2 64 72
[INVIGEPIDERGPIK 1761,9989 | 214,65 189 223
IINVIGEPIDERGPIKSK 1977,1259 | 99,344 8 15
IPSAVGYQPTLATDMGLLQER 2259,1569 | 235,54 157 206
KGSVTSVQAVYVPADDLTDPAPATTFAHLDATTVLSR| 3813,9425 | 148,95 27 22
KPIHADPPSFAEQSTSAEILETGIK 2665,3599 | 181,82 86 99
LKDTVASFK 1007,5651 | 56,632 1 2
LLDAAVVGQEHYDVASK 1813,921 222,51 250 315
LLDAAVVGQEHYDVASKVQETLQTYK 2904,4869 | 129,08 12 5
LRKPIHADPPSFAEQSTSAEILETGIK 2934,5451 | 185,25 12 22
LVLEVAQHLGENTVR 1676,921 242,01 122 175
SLODIIAILGMDELSEQDK 2117,0562 | 207,16 32 23
SLQDIIAILGMDELSEQDKLTVER 2715,4001 176,7 31 17
SRLLDAAVVGQEHYDVASK 2057,0542 | 116,09 7 7
TIAMDGTEGLVR 1261,6336 | 169,89 110 110
TIAMDGTEGLVRGEK 1575,7927 | 188,39 70 81
TVFIQELINNIAK 1501,8504 | 314,35 102 123
VALTGLTIAEYFR 1452,7977 | 160,18 2 6
VALVFGQMNEPPGAR 1584,8082 | 300,49 151 183
VLDTGGPISVPVGR 1365,7616 | 198,37 93 117
VLDTGGPISVPVGRETLGR 1922,0585 | 70,134 6 13
VQETLQTYK 1108,5764 | 103,88 6 8
VVDLLAPYAR 1115,6339 | 128,91 67 137
YDNIPEHAFYMVGGIEDVVAK 2366,1253 | 163,62 30 33
YDNIPEHAFYMVGGIEDVVAKAEK 2694,3 105,38 2 0
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10.2 Identifizierte Peptide des Large-Pore Complexome Profilings

Tabelle 8: Tabelle der massenspektrometrisch identifizierten Peptide des Large-Pore Complexome Profiling:
Gezeigt sind die gefundenen Peptide der MICOS-Komponenten Mic60, Mic27, Mic26, Mic19, Mic12 und Mic10
und der F;Fo-ATP Synthase Untereinheit B. Zudem sind die Peptidmassen angegeben, der berechnete Score und

die Fraktionen, in denen die gezeigten Peptide jeweils identifiziert wurden.

Wie oft
LPE Sequenz Masse Score identifiziert?
Mic27 EQLYEKLEQA 1249,619 50,09 1
IYEEGYVAK 1070,5284 40,728 3
LCTSLPSR 932,47495 89,355 23
LQVQHVINYSR 1355,731 76,165 22
NALASQLDRYEK 1406,7154 104,59 14
NIFNVDSENK 1178,5568 47,894 2
SHGEFPLIPVVLQNSSELSVR 2307,2223 92,563 5
TIPTGNEIESVHLTK 1750,9465 73,279 8
Mic60 EALSNYMIQR 1223,5969 115,82 8
EINGSLNDLINSLNDSNLSIPESEFNSIK 3174,5932 106,43 7
EIIGSLNDLINSLNDSNLSIPESEFNSIKK 3302,6882 128,71 14
GLASINTGTTVASK 1318,7092 100,11 4
HANEVGLLSITQVK 1507,8358 203,2 14
ILSLEPLNIETENSDPQLK 2152,1263 166,52 53
ILSNEQIYNR 1248,6463 171,56 64
INNNNLPDVNIDK 1481,7474 143,76 8
INNNNLPDVNIDKELSR 1967,0072 178,14 35
KILSLEPLNIETENSDPQLK 2280,2213 65,954 4
KILSNEQIYNR 1376,7412 89,171 4
LAHLEEINSEVNDLSK 1809,9109 224,67 51
LKANEELLQAK 1255,7136 182,93 44
LLSNLLSTFNK 1248,7078 171,92 31
LLSNLLSTFNKK 1376,8028 110,08 8
LVEILDCEIR 1258,6591 123,79 55
NEALVQLTFQVDEIK 1745,92 79,837 15
NEALVQLTFQVDEIKSRINNNNLPDVNIDK 3452,79 0,12616 1
NLLQEVDEFKENLTK 1818,9363 159,12 88
SNDLLSGLTGSSQTR 1534,7587 166,04 56
SNQNMLTNLSQLNETLK 1946,9731 191,93 16
TASLLPPNSGILGQLTAK 1780,0094 79,676 9
TGNPSNATDFDSVYAR 1713,75%4 223,7 63
TNPPSLLSVALDELESTCSGK 2217,0835 163,49 14
TNPPSLLSVALDELESTCSGKK 2345,1784 128,01 28
TSEVITELNTQYENSK 1854,8847 254,58 48
TSEVITELNTQYENSKR 2010,9858 244,17 45
VCESWIEDAR 1263,5554 81,017 5
VFSLFLFTK 1100,627 100,57 39
VSNLNDAVEEVVSLK 1614,8465 141,55 61
WNLLADDFK 1120,5553 67,334 2
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Wie oft
LPE Sequenz Masse Score identifiziert?

Mic26 EESFTSTIASLHTDPNER 2032,9338 205,98 27

IVPPENAIVISSEAK 1565,8665 111,64 25

LSTASVQYYYDAK 1507,7195 117,93 47
RLSTASVQYYYDAK 1663,8206 71,531 8
YIGENELVDGISVRDPDYLKR 2450,2442 129,2 9

Mic10 AFPVWLGIGFGVGR 1474,8085 163,12 43

GYAEGDAIFR 1097,5142 136,57 113

NGSSVSTILDTK 1220,6248 82,069 17
SEQAQTQQPAK 1214,5891 126,71 2

WDIVLSNMLVK 1316,7162 72,34 10
Mic12 KLVVTDDGTAWSR 1446,7467 120,9 7
LVVTDDGTAWSR 1318,6517 110,31 7

QDHQVQDLVDR 1351,648 146,36 16
QDHQVQDLVDRK 1479,743 97,594 1
TMGESIKDIWNEQIR 1818,8934 119,54 1
YSNNGYFYDHDATWLK 1992,8642 22,826 1
Mic19 AKLTECLLANK 1259,6908 43,68 2
FEDTLNNSLLSDDDKDAVDGISSSSLNNQIESLNKK | 3924,8712 13,564 1
GKPLNCYEEMEEFKK 1900,8699 107,82 5
KFEDTLNNSLLSDDDKDAVDGISSSSLNNQIESLNK | 3924,8712 181,32 8
KLTLFDQLELQK 1474,8395 101,39 9
KLTLFDQLELQKLEK 1845,0612 159,14 4

LSNLEVETLK 1144,634 113,27 23
LSNLEVETLKK 1272,7289 84,821 6
LTECLLANK 1060,5587 94,309 5
LTLFDQLELQK 1346,7446 67,385 3
LTLFDQLELQKLEK 1716,9662 136,21 8
QQVYTPLTQIDFSQSLYSQLDSSK 2711,3654 | 49,765 1
QQVYTPLTQIDFSQSLVSQLDSSKESDYVTK 3533,7413 77,149 2
QQVYTPLTQIDFSQSLYSQLDSSKESDYVTKQNAEK | 4104,0175 | 0,98442 1
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Wie oft
LPE Sequenz Masse Score identifiziert?
F.B AHGGFSVFTGVGER 1419,6895 | 199,31 252
AVLEGKYDNIPEHAFYMVGGIEDVVAK 2963,4739 97,304 25
DEEGQDVLLFIDNIFR 1921,9422 246,86 24
EGNDLYR 865,393 55,676 1
EMKETGVINLEGESK 1662,8135 195,6 166
ETGVINLEGESK 1274,6354 | 214,26 139
FLSQPFAVAEVFTGIPGK 1907,0193 127,97 336
FTQAGSEVSALLGR 1434,7467 194,3 223
GEKVLDTGGPISVPVGR 1679,9206 73,928 1
GGKIGLFGGAGVGK 1216,6928 49,333 3
GISELGIYPAVDPLDSK 1772,9196 184,98 197
GISELGIYPAVDPLDSKSR 2016,0528 128,99 6
GSVTSVQAVYVPADDLTDPAPATTFAHLDATTVLSR | 3685,8475 192,69 132
IGLFGGAGVGK 974,55492 90,37 51
IGLFGGAGVGKTVFIQELINNIAK 2458,3948 31,36 5
[INVIGEPIDER 1366,7456 207,67 147
IINVIGEPIDERGPIK 1761,9989 169,37 108
IINVIGEPIDERGPIKSK 1977,1259 45,876 1
IPSAVGYQPTLATDMGLLQER 2259,1569 243,23 283
KGSVTSVQAVYVPADDLTDPAPATTFAHLDATTVLSR | 3813,9425 254,97 199
KPIHADPPSFAEQSTSAEILETGIK 2665,3599 246,21 197
LKDTVASFK 1007,5651 98,048 43
LLDAAVVGQEHYDVASK 1813,921 167,14 496
LRKPIHADPPSFAEQSTSAEILETGIK 2934,5451 307,98 241
LVLEVAQHLGENTVR 1676,921 231,17 344
PIHADPPSFAEQSTSAEILETGIK 2537,2649 115,36 5
SLQDIIAILGMDELSEQDK 2117,0562 231,21 59
SLODIIAILGMDELSEQDKLTVER 2715,4001 284,21 213
TIAMDGTEGLVR 1261,6336 168,3 211
TIAMDGTEGLVRGEK 1575,7927 150,12 46
TREGNDLYR 1122,5418 136,02 4
TVFIQELINNIAK 1501,8504 158,34 245
VALTGLTIAEYFR 1452,7977 234,63 117
VALTGLTIAEYFRDEEGQDVLLFIDNIFR 3356,7293 68,961 2
VALVFGQMNEPPGAR 1584,8082 182,33 268
VLDTGGPISVPVGR 1365,7616 161,51 131
VQETLQTYK 1108,5764 121,73 32
VTAVIGAIVDVHFEQSELPAILNALEIK 2988,6536 47,286 1
VVDLLAPYAR 1115,6339 123,86 237
YDNIPEHAFYMVGGIEDVVAK 2366,1253 166,91 275
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