Réiumliche und zeitliche Untersuchungen zum
Teilungsapparat der aufieren Mitochondrienmembran

mit hochauflosender Fluoreszenzmikroskopie

Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades
der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultiten

der Georg-August-Universitit zu Gottingen

vorgelegt von
Nadia Martini

aus Krefeld

Gottingen 2003



D7
Referent: Prof. Dr. Ulrich Ehlers

Korreferent: Prof Dr. Hans-Ulrich Mdsch

Tag der miindlichen Priifung: 22. Januar 2004



INHALTSVERZEICHNIS I
Inhaltsverzeichnis
1. Einleitung 1
1.1  Morphologie und Dynamik der Mitochondrien 1
2 Zielsetzung 3
2. Material und Methoden 5
2.1 Material 5
2.1.1 Verwendete Stimme von Saccharomyces cerevisiae 5
2.1.2  Verwendete Plasmide 6
2.1.3 Medienzusitze 6
2.1.4 Niahrmedien fiir S. cerevisiae 7
2.1.5 Enzyme 9
2.1.6 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien 10
2.1.7 Gerite 11
2.1.8 Losungen und Puffer 12
2.2 Methoden 12
2.2.1 Methoden der Hefegenetik 12
2.2.1.1  Anzucht von Hefekulturen 12
2.2.1.2  Kreuzung von Hefezellen 12
2.2.1.3  Sporulation von diploiden Hefezellen 13
2.2.1.4  Tetradenanalyse 13
2.2.1.5 Transformation von Hefezellen durch Elektroporation 14
2.2.1.6  Isolierung genomischer DNA 14
2.2.1.7  Polymerasekettenreaktion (PCR) 15
2.2.1.8  Analytische und priparative Agarose-Gelelektrophorese 17
2.2.1.9  Herstellung von rho°~-Mutanten (Petite-Mutanten) 18
2.2.1.10 Halo-Test 19
2.2.1.11 Plasmidkonstruktionen 19
2.2.2  Durchfiihrung der Experimente 20
2.2.2.1  Wachstumsbedingungen 20
2.2.2.2  Fluoreszenzmikroskopie 20
2.2.2.3  Konfokale Fluoreszenzmikroskopie 22
2.2.2.4  Konfokale Fluoreszenzmikroskopie iiber die Zeit 24
2.2.2.5 Grundlagen der 4Pi-Mikroskopie 25
2.2.2.6  Multifokale-Multiphotonen-Mikroskopie (MMM-4Pi) 28
2.2.2.7  Durchfiihrung der Experimente am MMM-4Pi 30
2.2.2.8  Durchmesserbestimmung von mitochondrialen Tubuli 32
2.2.2.9 Bildbearbeitung: lineare und nichtlineare Entfaltung 33
3. Ergebnisse 35
3.1  Mitochondrien sind dynamische Strukturen 35
3.1.1 Das mitochondriale Netzwerk passt sich der Kohlenstoffquelle an 35
3.1.2 Die Metamorphose des mitochondrialen Netzwerks nach Beginn der 37

Glucoserepression ist in Afis/-Zellen im Vergleich zu
Wildtypzellen verzogert



INHALTSVERZEICHNIS I

3.1.3 Zeitliche Dynamik der Metamorphose des mitochondrialen Netzes 40
von Wildtypzellen

3.1.4 Die Umstrukturierung des mitochondrialen Netzes von Afis/-Zellen 44
ist begleitet von Tubulusteilungen und Fusionen

3.1.5 Die Frequenz von Matrixseparationen und Fusionen ist in Afis/- und 49
Wildtyp- Mitochondrien vergleichbar

3.1.6 Die Zahl der Tubulusteilungen ist in Adnm I-Mitochondrien merklich 52
reduziert

3.1.7 In Amdm33-Zellen kdnnen sowohl Matrixkonstriktionen als auch 54
Tubulusteilungen beobachtet werden

3.2  Durchmesserbestimmung von Mitochondrien 57

3.2.1 Der Tubulusdurchmesser der Mitochondrien hingt von der 59
Kohlenstoffquelle des Wachstumsmediums ab

3.2.2 Die Deletion von Fislp, Dnmlp oder Mdv1p fiihrt zu Mitochondrien 61
mit deutlich héherem Tubulusdurchmesser im Vergleich zur
Wildtypsituation

3.2.3 Doppeldeletionsmutanten haben im Vergleich zu Wildtypzellen 62
Mitochondrien mit hdherem Tubulusdurchmesse

3.2.4 Doppeldeletionsmutanten ohne Fzolp zeigen eine geringe Zu- oder Abnahme 63
des mitochondrialen Tubulusdurchmessers im Vergleich zu Wildtypzellen

3.2.5 Der Verlust der mitochondrialen DNA fiihrt zur Verringerung des 66
mitochondrialen Tubulusdurchmessers

4. Diskussion 68

4.1  Die mitochondriale Dynamik unter Glucoserepression 68

4.1.1 Die mitochondriale Vereinfachung unter Glucoserepression in 68
Wildtypzellen erfolgt vermutlich durch Tubulusteilungen und Fusionen
im Zuge der Zellteilung

4.1.2 Fislp ist nicht essentiell fiir die Tubulusteilung und beeinflusst die 70
Frequenz der Matrixseparationen und Fusionen nicht

4.1.3 Dnmlp ist essentiell fiir die Teilung der &uBBeren Membran, aber nicht 74
fiir die Matrixkonstriktion

4.1.4 Ablauf der Teilung der d&ulleren Membran 76

4.1.5 Mdm33p ist nicht essentiell fiir die Konstriktion bzw. die Teilung der 80
inneren Mitochondrienmembran

4.2  Durchmesserbestimmung von mitochondrialen Tubuli 83

4.2.1 Einfluss der Kohlenstoffquelle auf den Tubulusdurchmesser von 83
Mitochondrien

4.2.2 Die mitochondrialen Tubuli weisen in Adnm -, AfisI- und Amdvi- 84
Zellen groBBere Durchmesser auf als in Wildtypzellen

4.2.3 Petite-Mutanten haben Mitochondrien mit einem geringeren 84
Tubulusdurchmesser

4.2.4 Hierarchie der Gene innerhalb einer denkbaren Genwirkungskette 85

5. Zusammenfassung 87



INHALTSVERZEICHNIS 111

6. Anhang 90

6.1 konfokale Langzeitaufnahmen 90

6.2  Beschreibung der Eigenschaften eines neuentwickelten Glycerinobjektivs 106
und seiner Anwendungsmdglichkeiten fiir die 3D-Fluoreszenzmikroskopie

7. Literaturverzeichnis 112



ABKURZUNGEN IV

Verwendete Abkiirzungen

2P zwei Photonen

CCD Kamera (,, charge-coupled device”)

DsRed Discosoma rot fluoreszierendes Protein (,,Discosoma red fluorescent
protein’”)

GFP griin fluoreszierendes Protein (,, green fluorescent protein *)

mtGFP griin fluoreszierendes Protein in der mitochondrialen Matrix

MMM Multifokales-Multiphotonen-Mikroskop

NA numerische Apertur

OM45-GFP grin fluoreszierendes Protein, das an das COOH-Ende des &duferen

Membranproteins OM45 fusioniert worden ist.

PMGal Pepton-Minimal-Galaktose-Medium

PSF Punktbildfunktion (,, point spread function )
WT Wildtyphefezellen

YPD Hefeextrakt-Pepton-Glucose-Medium

YPG Hefeextrakt-Pepton-Glycerin-Medium

YPGal Hefeextrakt-Pepton-Galaktose-Medium
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1. Einleitung

1.1 Morphologie und Dynamik der Mitochondrien

Mitochondrien sind komplexe Zellorganellen mit einer Doppelmembran, einem Genom
und einem eigenen Transkriptions- und Translationssystem. Sie vermehren sich durch

Teilung.

In den Mitochondrien finden zahlreiche essentielle Stoffwechselvorgidnge statt, u.a. die
Atmungskette, der Citratzyklus und die Fettsdureoxidation. Durch oxidative
Phosphorylierung (Scheffler, 2001) wird in den Mitochondrien Energie in Form von ATP

gewonnen.

In vielen Abbildungen aus Lehrbiichern werden Mitochondrien als einzelne, voneinander
isolierte, ovale Zellorganellen dargestellt. Dieses Bild ist stark vereinfacht. Tatsdchlich
reicht die Bandbreite der mitochondrialen Morphologie von kugelférmigen Organellen bis

zu verzweigten tubuldren Netzwerken.

Morphologie, Anzahl und Verteilung der Mitochondrien in der Zelle hingen in der Regel
mit dem Energiebedarf zusammen und sind daher eng mit Funktion und Differenzierung
einer Zelle verbunden (Bereiter-Hahn, 1990; Bereiter-Hahn und Voth., 1994; Chen, 1988;
Griparic et al., 2001; Johnson et al., 1980; Munn, 1974; Tandler und Hoppel, 1972; Warren
et al., 1996; Yaffe, 1999). Beispielsweise dndert sich Morphologie und Anzahl der
Mitochondrien im Verlauf der Entwicklung von Xenopus und Drosophila (Fuller, 1993;
Tourte et al., 1981). Aufgrund des hohen Energiebedarfs machen in Muskelzellen die
Mitochondrien einen hohen Teil des Zellvolumens aus. Sie liegen in Reihen angeordnet
zwischen den Aktin-Myosin-Biindeln, also direkt am Ort des grofiten ATP-Bedarfs
(Bakeeva, 1978). In anderen Zellen dagegen, wie beispielsweise den Fibroblasten, machen
die Mitochondrien nur einen kleinen Prozentsatz des Zellvolumens aus und liegen weit
verteilt im Cytoplasma (Johnson et al., 1980). Pathologische Erscheinungen sind haufig
mit Verdnderungen in der Morphologie und der Verteilung der Mitochondrien assoziiert,
beispielsweise Lebererkrankungen (Tandler und Hoppel, 1986; Inagaki et al., 1992),
Muskeldystrophie (Nishino et al., 1998), Kardiomyopathie (Arbustini et al., 1998) und
Krebs (Djaldetti, 1982; Eapen et al, 1998). Mitochondrien spielen zudem eine
Schliisselrolle bei Zellalterung und Apoptose in Sédugerzellen (Green et al., 1998;
Scheffler, 2001).
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Die Bickerhefe Saccharomyces cerevisiae passt die Morphologie ihrer Mitochondrien
unterschiedlichen Stoffwechselbedingungen an. Anaerob gewachsene Hefezellen bilden
sehr kleine Mitochondrien aus, die Promitochondrien genannt werden (Criddel und Schatz,
1969; Plattner und Schatz, 1969). Unter aeroben Bedingungen dagegen bildet das
mitochondriale Kompartment in der logarithmischen Wachstumsphase ein ausgedehntes
tubuldres Netzwerk (Hoffmann und Avers, 1973; Stevens, 1977, 1981). Dieses Netz kann
zeitweilig aus mehreren kleinen Einheiten bestehen. Fiir die mitochondriale Morphologie
spielt neben den Sauerstoffverhéltnissen auch das Wachstumsmedium eine entscheidende
Rolle. Hefezellen stellen nach Wechsel der Kohlenstoffquelle ihren Energiemetabolismus
um (Gancedo, 1998) und dndern dabei Grofle und Verzweigungsgrad ihrer Mitochondrien
(Egner et al., 2002; Pon und Schatz, 1991; Stevens, 1977). Ein bekanntes Phinomen in
diesem Zusammenhang ist die Glucoserepression: In Anwesenheit von Glucose als
bevorzugter Kohlenstoffquelle schalten Hefezellen eine groBBe Zahl von Genen ab. Unter
Glucoserepression sind die mitochondrialen Proteine des Citratzyklus bzw. der
Atmungskette nicht vorhanden (Entian et al., 1992; Felenbok, 1991; Gancedo, 1992;
Johnston et al., 1992; Trumbly, 1992; Wills, 1990). Die Umstellung des Stoffwechsels
lasst sich auch am niedrigeren Verzweigungsgrad der Mitochondrien von S. cerevisiae

unter Glucoserepression ablesen.

In S. cerevisiae finden fortlaufend Tubulusteilungen und Fusionen zur Stabilisierung und
Aufrechterhaltung der Netzstruktur statt (Bleazard et al., 1999; Nunnari et al., 1997; Sesaki
und Jensen, 1999). Vermutlich spielen diese Ereignisse auch bei der Anderung von Grofe
und Gestalt der Mitochondrien eine Rolle (Bereiter-Hahn, 1990; Bereiter-Hahn und Voth,
1994). Ein mogliches Modell fiir die Teilung der dulleren Mitochondrienmembran sieht
folgendermalen aus (Shaw und Nunnari, 2002): Die GTPase Dnmlp ist ein
Schliisselprotein der Teilungsmaschinerie der duBleren Mitochondrienmembran (Bleazard
et al., 1999; Otsuga et al., 1998; Sesaki und Jensen, 1999). Dnm1-Proteine lagern sich an
einigen Stellen zirkuldr um den Tubulus an. Man stellt sich vor, dass diese zirkuéren
Strukturen die dulere Membran zusammenschniiren und so eine Tubuluskonstriktion oder
-teilung herbeifithren. Die Anlagerung bzw. die Verteilung von Dnmlp auf der dulleren
Membran wird vermutlich von einem integralen Protein der dufleren Membran reguliert:
Fislp (Mozdy et al., 2000). Fiir die Tubulusteilung wird zusétzlich das im Cytoplasma
geloste Mdvlp bendtigt (Cerveny et al., 2001; Fekkes et al., 2000; Mozdy et al., 2000;
Tieu und Nunnari, 2000; Tieu et al., 2002). Dieses Protein bindet sowohl an Dnmlp als

auch an Fislp und katalysiert moglicherweise die Tubulusteilung.
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Mitochondrien haben eine Doppelmembran. Folglich miissen Teilungen und Fusionen der
beiden Membranen in irgendeiner Weise koordiniert werden (Westermann, 2002).
Andernfalls wiirde dies zu einer Fragmentation des Organells fithren. Die Teilung und
Fusion der inneren Mitochondrienmembran wird wahrscheinlich von einer eigenen
Maschinerie vermittelt, die liber noch unbekannten Faktoren mit der dul3eren Membran in

Kontakt steht (Fritz et al., 2001).

Uber die Teilung der inneren Membran ist bisher wenig bekannt. Kiirzlich wurde ein
Protein beschrieben, dass moglicherweise eine Rolle bei der Teilung der inneren
Mitochondrienmembran spielt: Mdm33p. Amdm33-Mutanten zeigen grofle kugelformige
Mitochondrien mit langgestreckten Tubuli, die einen sehr engen Matrixraum umschlie3en

(Messerschmitt et al., 2003).

1.2  Zielsetzung

Die bisherigen Kenntnisse iiber die an der Tubulusteilung und Fusion beteiligten Proteine
basieren in erster Linien auf genetischen und biochemischen Untersuchungen sowie
morphologischen Beschreibungen des Phénotyps anhand statischer Aufnahmen. So nimmt
man an, dass die fischernetzartigen Mitochondrien der Mutanten Afis/, Adnm1 und Amdvi
(Mozdy et al., 2000; Otsuga et al., 1998; Tieu und Nunnari, 2000) dadurch entstehen, dass
die Tubulusteilung in diesen Zellen blockiert ist, wiahrend Fusionen weiterhin stattfinden
konnen (Jensen et al., 2000; Shaw und Nunnari, 2002; Yafte, 1999). Fzolp ist ein integrale
Protein der dufleren Mitochondrienmembran. Der Verlust dieses Proteins fiihrt zur
Fragmentierung der Mitochondrien. Man nimmt an, dass die Fusion der Tubuli verhindert
wird, Tubulusteilungen aber weiterhin stattfinden konnen (Hermann, et al., 1998; Rapaport
et al., 1998). Daher geht man davon aus, dass Fzolp an der Fusion der inneren und dufleren

Mitochondrienmembran beteiligt ist (Fritz et al., 2001).

Bei Teilung und Fusion der Mitochondrien handelt es sich um dynamische Prozesse. Daher
ist es zwingend erforderlich, diese Vermutungen durch zeitaufgeloste mikroskopische
Untersuchungen nachzuvollziehen. Nur so ist es mdglich, Tubulusteilungen und Fusionen

tatsichlich zu erkennen.
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In der vorliegenden Arbeit soll erstmalig eine detaillierte Analyse der mitochondrialen
Dynamiken in Raum und Zeit vorgestellt werden. Der Schwerpunkt der Untersuchungen
liegt auf Wildtypzellen und der Afis/-Mutante, deren mitochondriale Matrix mit dem
»green fluorescent protein (GFP) markiert worden ist. Mit Hilfe konfokaler
Fluoreszenzmikroskopie wurde das dynamische Verhalten der Mitochondrien bis zu fiinf
Stunden nach Glucoserepression beobachtet. Die dreidimensionalen Datensitze iiber die
Zeit bieten einen Einblick in die komplexe strukturelle Anpassung der Mitochondrien an
veranderte Wachstumsbedingungen. Der Vergleich dieser Ergebnisse mit dem
dynamischen Verhalten von Adnmi- und Amdm33-Mutanten lassen zudem Riickschliisse

auf die Funktion der einzelnen Proteine zu.

Des weiteren soll in dieser Arbeit anhand von hochauflosenden Aufnahmen der
Mitochondrien von  Afisl-, Adnml- und Amdvi-Zellen sowie zahlreicher
Doppeldeletionsmutanten ein tieferer Einblicke in die Morphologie des mitochondrialen
Netzwerks gegeben werden. Hierzu wurde das neue Verfahren der MMM-4Pi-Mikroskopie
(Typ A) angewendet. Zusammen mit der anschlieBenden Bildbearbeitung erreicht man mit
diesem Fluoreszenzmikroskop eine Auflésung von 200 nm in lateraler und 100 nm in
axialer Richtung. In axialer Richtung ist dieser Wert damit 3-5 mal hdher als bei einem

konventionellen konfokalen Fluoreszenzmikroskop.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Verwendete Stimme von Saccharomyces cerevisiae

Stamm Merkmale

Y20000 BY4743, MATa/MAT o his341/his341 leu2A40/leu2A0
met1SAO/METI15 LYS2/lys2A40 ura340/ura340

Y00000 BY4741, MATa his341 leu2A40 metl1 540 ura340

Y 10000 BY4742, MAT e his341 leu2A0 lys240 ura340

Y01489 BY4741, MATa his341 leu240 met1540; ura340 dnml::kanMX4

Y11489 BY4742, MATa his3A1 leu2A0 lys2A40 ura340 dnml : :kanM X4

Y01458 BY4741, MATa his341 leu2A0 met1540 ura340 fis1::kanMX4

Y11458 BY4742, MATo. his3A41 leu2A0 lys240 ura3A40 fisl::kanMX4

Y03319 BY4741, MATa his341 leu2A0 met1540 ura340 fzol : :kanMX4

Y13319 BY4742, MAT o his341 leu2A0 lys2A40 ura340 fzol : :kanM X4

YO01311 BY4741, MATa his341 leu240 met1540 ura340 mdvl::kanMX4

Y11311 BY4742, MATa his3A1 leu2A0 lys2A40 ura3A0 mdvli::kanMX4

Y 04229 BY4741, MATa his341 leu240 met1540 ura340 YDR393w: :kanMX4

Y31458 BY4743, MATa/MATa his341/his341 leu240/leu2A0 lys2A0/LYS2
METI15/met1540 ura340/ura340 fisl::kanMX4/fis1::kanMX4

Y31489 BY4743, MAT a/MATa his3A41/his341 leu2A0/leu2A0 lys2A0/LYS2
METI15/met1540 ura340/ura3A0 dnml::kanMX4/dnml::kanMX4

Die Wildtypstimme und die Deletionsstimme wurden von EUROSCARF (Frankfurt)
bezogen. Die Deletion wurde durch Polymerase-Kettenreaktion (PCR) bestatigt.
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2.1.2 Verwendete Plasmide

Plasmid Merkmale Lokalisation Quelle
pPVT100-mtGFP ADH; 2u-URA3 | GFP, Matrix Westermann und
Neupert, 2000
pSJ55 ADH; 2u-HIS3 | DsRed, Matrix Jakobs, personliche
Mitteilung

pHS12-DsRed. T4 ADH; ARS-CEN | DsRed, innere Bevis und Glick, 2002
Membran

pAS43 ADH; 2u-URA3 | GFP, duflere Schauss, personliche
Membran Mitteilung

2.1.3 Medienzusitze

Mediumzusatz Quelle

Adeninsulfat Serva

Ammoniumsulfat Serva

Bacto-Agar Difco

Bacto-Pepton Difco

Bacto-Trypton Difco

Bacto-Hefeextrakt Difco

Bacto-Hefe Nitrogen Base ohne Difco

Aminosduren

Glucose Merck

Glycerin Merck

Galaktose Serva

Kaliumacetat AppliChem

Aminosduren AppliChem, Serva
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2.1.4 Nahrmedien fiir S. cerevisiae

PMGal- (,, peptone minimal galctose ‘) Medium

Hefe Nitrogen Base ohne Aminosduren 1.7¢g
Adeninsulfat 20 mg
Ammoniumsulfat 50¢g
Pepton 50¢g
Galaktose 20g
Destilliertes Wasser auf 1000 ml

SD- (,,synthetic dextrose minimal ‘) Medium

Hefe Nitrogen Base ohne Aminosduren 6.7¢g
Glucose 20g
Destilliertes Wasser auf 1000 ml

SGE- (,, synthetic glycerol ethanol minimal”) Medium

Hefe Nitrogen Base ohne Aminosduren 65¢g
Pepton 6.7¢g
Glycerin 30g
Ethanol 20 ml
Adeninsulfat (2.0 g/I) 10 ml

Destilliertes Wasser auf 1000 ml
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Den Minimalmedien SD und SGE werden pro Liter Medium folgende Zusitze zugegeben:

Adeninsulfat 20 mg
L-Histidin-HCI 20 mg
L-Leucin 30 mg
L-Lysin-HCI 30 mg
L-Tryptophan 20 mg
Uracil 20 mg

YPD- (,,veast extract peptone glucose”) Medium

Hefeextrakt 10g
Pepton 20¢g
Glucose 20g
Destilliertes Wasser auf 1000 ml

YPGal- (,,yeast extract peptone galactose’) Medium

Hefeextrakt 10g
Pepton 20¢g
Galaktose 20g
Destilliertes Wasser auf 1000 ml

YPG- (,,veast extract peptone glycerol”) Medium

Hefeextrakt 10g
Pepton 20g
Glycerin 20¢g

Destilliertes Wasser auf 1000 ml
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Fiir die Herstellung von Platten werden allen Medien 20 g/l Agar zugesetzt. Die Medien 20
Minuten bei 121°C autoklavieren und bei 4°C lagern. Nach dem Autoklavieren und

Abkiihlen auf 42°C gibt man gegebenenfalls die entsprechenden Aminoséuren zu.

Kaliumacetat-Agarplatten (Sporulationsplatten)

Kaliumacetat 6.0g
Agar 6.0¢g
Destilliertes Wasser 600 ml

Pro Liter Medium werden folgende Zusitze zugegeben:

Adeninsulfat 3.0 mg
L-Histidin-HCI 3.0 mg
L-Leucin 5.0 mg
L-Lysin-HCI 5.0 mg
L-Tryptophan 3.0 mg

Uracil 3.0 mg

2.1.5 Enzyme

Enzym Quelle
Ampli-Tag-DNA-Polymerase Applied Biosystems
B-Glucuronidase Boehringer
Turbo-Pfu-Polymerase Stratagen
Ribonuklease A Sigma

Zymolyase Seikagaku Kogyo Company
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2.1.6 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Substanz Quelle
Aceton Merck
Acrylamid Roth
Agarose Sigma
Ammoniumacetat Merck
Ampicillin Sigma
Chloroform Merck
Desoxynukleosidtriphosphate (ANTPs) Boehringer
DNA-Leiter MBI Fermentas
Dodecylsulfat-Natriumsalz (SDS) Merck
EDTA-Dinatriumsalz AppliChem
Ethanol Merck
Ethidiumbromid AppliChem

FluoSpheres, 0.2 um (505/515)

Molecular Probes

Kanamycin B/C Sigma
Kaliumdihydrogenphosphat AppliChem
Kaliumchlorid Merck
Magnesiumchlorid Merck
Natriumacetat AppliChem
Natriumchlorid Merck
Natriumhydrogenphoshat Merck
Phenol Roth
Poly-L-Lysin Lésung, 0.1 % w/v in Wasser | Sigma
Sorbitol Sigma
Tris-HCl ProLabo
Triton X-100 Merck
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2.1.7 Geriite

Gerit Quelle
Allgemeine Glaswaren Schiitt
Autoklav ,,Sanoclav* Wolf
Brutschrinke Heraeus
Sterilbank ,,Herasafe* Heraeus
Elektrophoresekammer Biometra
Elektroporationsgerit BioRad
Elektroriihrer ,, MR3001K* Heidolph
Eppendorfthermocycler Schiitt
Eppendorftischzentrifuge Schiitt
Feinwaage Sartorius
Inkubator Heraeus

Inkubationsschiittler ,,Certomat RS

Braun Biotech International

Mikromanipulator

Singer Instruments

Mikrowelle

Daewoo

Photometer ,,Uvikon 860

Kontron Instruments

pH-Meter ,,766 Calimatic” Knick

Milli-Q Wassersystem, Millipore S. A. Molsheim
Schiittelgerdt ,,Rocky* Schiitt
Transilluminator, 302 nm Bachofer
Ultraschallbad ,,Ultrasonic Cleaner* Branson 200
Vortex ,,Genie TM* Bender und Holbein
Wasserbad Kéttermann

Zentrifugen ,,Sorvall RC-5B, RC-3b* und
entsprechende Rotoren

DuPont Instruments

Zentrifuge ,,.Biofuge pico*

Heraeus
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2.1.8 Losungen und Puffer

Alle selbst angesetzten Losungen und Puffer sind bei den jeweiligen Methoden

beschrieben.

2.2 Methoden

2.2.1 Methoden der Hefegenetik
2.2.1.1 Anzucht von Hefekulturen
a) Plattenkultur

Mit einer Impfose werden Zellen der entsprechenden Dauerkultur auf einer YPD-Platte
ausgestrichen und fiir 2-3 Tage bei 30°C inkubiert. Plattenkulturen kénnen mehrere

Wochen mit Parafilm verschlossen bei 4°C gelagert werden.
b) Fliissigkultur

30 ml Flissigmedium werden mit Zellen einer entsprechenden Plattenkultur angeimpft und
bei 30°C in einem Schiittler bei 300 U/min {iber Nacht inkubiert, bis die gewiinschte

optische Zelldichte erreicht ist.
¢) Dauerkultur

1 ml einer Ubernachtkultur werden mit 500 pl sterilem Glycerin versetzt, durchmischt und

bei - 80°C gelagert. Die tiefgefrorenen Zellen bleiben mehrere Jahre lang lebensfahig.
2.2.1.2 Kreuzung von Hefezellen

Haploide Hefestimme mit unterschiedlichem Paarungstyp und verschiedenen Markern
werden in YPD-Medium herangezogen. Eine konzentrierte Zellsuspension jeder
Hefekultur wird in Form eines Kreuzungsausstriches auf eine Vollmediumplatte
aufgebracht. Nachdem die beiden Striche eingetrocknet sind, vermischt man die Enden mit
einer Impfose. Nach einem Tag Wachstum bei 30°C werden die gewachsenen Kolonien
auf Selektionsplatten umgestempelt. Die diploiden Zellen, die die Marker beider
Ausgangsstimme enthalten, kann man nach einem weiteren Tag Inkubation als Kolonien

identifizieren.
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2.2.1.3 Sporulation von diploiden Hefezellen

Diploide Stimme von S. cerevisiae treten nur unter Mangelbedingungen in den

meiotischen Zellzyklus ein.

Zur Induktion der Sporulation werden 5 ml einer Ubernachtkultur bei 3000 U/min
abzentrifugiert und in Wasser gewaschen. Nach Dekantieren des Uberstandes nimmt man
das Pellet fiir mindestens 3 Stunden in YPGal auf und tropft danach die konzentrierte
Zellsuspension auf Kaliumacetat-Platten (nicht verstreichen). Nach zwei bis fiinf Tagen
Inkubation bei 30°C kann man die Bildung von Asci mit jeweils vier Sporen, die auch als
Tetrade bezeichnet werden, im Lichtmikroskop erkennen. Jeder Askus ist von einer

Askuswand umgegeben.
2.2.1.4 Tetradenanalyse

Fiir den enzymatischen Andau der Askuswinde wurden im Rahmen dieser Arbeit zwei

Methoden angewendet:

1) Von einer Kaliumacetat-Platte nimmt man sporulierende Hefezellen auf und
resuspendiert diese in ca. 500 ul Wasser. Durch Zugabe von 10 pl B-Glucuronidase und
anschlieBender 20 miniitiger Inkubation bei Raumtemperatur wird die Askuswand partiell
verdaut. Danach sollen die Zellen auf Eis gehalten werden. Ca. 30 ul der Losung tropft
man auf eine Vollmediumplatte und verstreicht die Suspension vorsichtig mit der Impfose

am Rand der Platte.

2) Von einer Kaliumacetat-Platte werden einige Zellen in 20 pl Zymolyaselosung (0.5
mg/ml in 1M Sorbitol) suspendiert und 6-8 Minuten bei 30°C inkubiert. Danach gibt man
vorsichtig 0.5 ml steriles Wasser hinzu und stellt den Ansatz auf Eis. AnschlieBend werden
1-2 Tropfen der Losung auf eine Vollmediumplatte aufgebracht und vorsichtig mit der

Impf6se am Rande der Platte verstrichen.

Am Mikromanipulator kdnnen nun die vier Sporen eines Askus mit Hilfe einer feinen
Glasspitze getrennt und separat auf der Vollmediumplatte auslegt werden. Dabei muss
sorgfiltig darauf geachtet werden, dass nur die vier zusammenhéngenden Sporen eines
Askus isoliert werden. Tetraden sind leicht mit vier zufillig zusammenliegenden Zellen
oder Sporen zu verwechseln. Nach Moglichkeit sollte man deshalb nur Aski mit noch

erkennbarer Askuswand verwenden.
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Zum Auskeimen der Sporen miissen die Platten 2-4 Tage bei 25°C inkubieren. Die
Einzelkolonien sind danach in der Regel soweit herangewachsen, dass sie phinotypisch
analysiert werden konnen. Dazu werden die vier zusammengehdrenden Meioseprodukte

auf Minimalplatten umgestempelt.
2.2.1.5 Transformation von Hefezellen durch Elektroporation

Die hier angewandte Elektroporation von Hefezellen basiert auf der Methode von Guarente
(1991). Durch einen elektrischen Impuls wird die Zellmembran voriibergehend

permeabilisiert, so dass die DNA in die Hefezelle eingeschleust werden kann.

Eine Ubernachtkultur wird in Vollmedium bei 30°C bis zur stationiren Phase wachsen
gelassen. Alle weiteren Arbeitsschritte erfolgen auf Eis mit sterilen, eiskalten Losungen.
Zunichst zentrifugiert man die Zellen bei 3000-5000 U/min fiir 5 Minuten ab, wéscht sie
dann im gleichen Volumen Aqua dest. und resuspendiert sie schlieBlich im halben
Volumen Aqua dest.. Nach erneutem Pelletieren wascht man die Zellen in 20 ml 1M

Sorbitol und nimmt sie schlieflich in 0.5 ml Sorbitol auf.

Fiir die Elektroporation werden 40 pl der vorbereitete Zellen mit maximal 5 pul DNA
vermischt. Fiir die Negativkontrolle stellt man 40 pl der Zellsuspension beiseite. Danach
erfolgt die Transformation in einer sterilen Kiivette (Puls: 1.5 kV, 25 uF, 200 Q). Nach
sofortiger Zugabe von 1 ml Sorbitol iiberfiihrt man die Zellsuspension in ein steriles
Eppendorf-Reaktionsgefdll, um sie zu pelletieren. Danach werden die Zellen sofort auf
Selektionsplatten ausgestrichen. Ist die Zelldichte sehr hoch, sollten zusétzlich 100 pl der

Zellsuspension direkt ausplattiert werden, um ein Uberwachsen zu verhindern.
2.2.1.6 Isolierung genomischer DNA

Ca. 10 ml Hefekultur ldsst man in Vollmedium bei 30°C bis zur stationidren Phase
wachsen. Danach werden die Zellen durch zweiminiitiges Zentrifugieren bei 3000 U/min
geerntet, in 0.5 ml Aqua dest. aufgenommen, anschlieBend in ein Eppendorf-
ReaktionsgefiB iiberfiihrt und 5 Sekunden lang pelletiert. Der Uberstand wird dekantiert
und das Pellet im verbleibenden Volumen resuspendiert. Danach gibt man 0.2 ml 2 %
Triton X-100, 1% SDS, 100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI (pH 8) und 1 mM Na,EDTA
dazu. Zuletzt fiigt man 0.2 ml Phenol/Chloroform-Gemisch (1:1, gesattigt mit 10 mM Tris-
HCI; pH 8.0) und 0.3 g Glasperlen hinzu.
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Die Glasperlen und der Aufschlusspuffer Triton X-100 perforieren die Zellmembran.
Phenol und Chloroform trennen die verschiedenen Fraktionen auf. Das Ganze wird fiir ca.
8 Minuten bei maximaler Geschwindigkeit geschiittelt, bevor 0.2 ml TE-Puffer (pH 8)
hinzugegeben werden. Nach fiinfminiitigem Zentrifugieren ist eine deutliche Schichtung
erkennbar. Die oberste klare wissrige Phase enthélt die DNA. Diese wird vorsichtig mit
einer Pipette abgenommen und in ein Eppendorf-Reaktionsgefal3 iiberfithrt. 1 ml 100
%iges Ethanol wird zugegeben und vorsichtig durch mehrfaches Umdrehen mit der DNA
vermischt. Nach zweiminiitigem Zentrifugieren bei maximaler Geschwindigkeit und
Dekantieren des Uberstandes wird das Pellet in 0.4 ml TE-Puffer mit 3 pul RNaseA (10
mg/ml) resuspendiert. Die RNaseA spaltet die noch vorhandene RNA auf. AnschlieBend
inkubiert man den Ansatz fiir 5 Minuten bei 37°C im Wasserbad. Dann werden 10 pul 4 M
Ammoniumacetat und 1 ml 100 %iges Ethanol hinzufiigt und durch Umdrehen mit der
Suspension vermischt. AnschlieBend pelletiert man die DNA und lésst sie an der Luft
trocknen. Zuletzt wird die DNA in 30 pl Aqua dest. aufgenommen. Das Eppendorf-
ReaktionsgefdB erneut fiir 5 Minuten im Wasserbad bei 37°C inkubieren, damit eventuell
verbliebene Reste von Ethanol verdampfen kdnnen. 10 pl entsprechen 3-6 pg DNA
(Adams, 1997).

TE-Puffer: 10 mM Tris-HCI, pH 8.3

1 mM EDTA

2.2.1.7 Polymerasekettenreaktion (PCR)

DNA-Fragmente unterschiedlicher Grofe lassen sich mit Hilfe der PCR-Technik
vervielfdltigen und modifizieren (Mullis und Falloona, 1987). Die Amplifikation eines
DNA-Fragments beginnt mit der Erhitzung des Reaktionsansatzes auf 95°C. Dabei wird
der DNA-Doppelstrang denaturiert, d.h. in Einzelstrainge aufgeschmolzen. Anschlieend
reduziert man die Temperatur rasch so weit, dass sich kurze Primermolekiile an die
Einzelstringe anlagern kdnnen. Diese Anlagerung wird in Abhéngigkeit von der Sequenz
der Primer bei einer Temperatur von 50-60°C durchgefiihrt. In einem dritten Schritt erfolgt
dann die Synthese zweier neuer Doppelstringe bei einer flir die hitzestabile DNA-
Polymerase optimalen Reaktionstemperatur (72°C). Nach der Synthese des DNA-

Gegenstranges beginnt ein neuer Zyklus mit dem Denaturierungsschritt.
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Fiir eine PCR-Reaktion wird zu 1 pl (300-600 ng) genomischer DNA je 1 ul der
entsprechenden Primer (1 pM), 2 ul dNTP-Lésung (0.2 mM), 2 pl PCR-Puffer (10x), 12.5
ul Aqua dest. und 0.5 ul Ampli-Tag-DNA-Polymerase gegeben. Die PCR wird in einem

Thermocycler durchgefiihrt. Eine Standardreaktion wird bei folgenden Temperaturen

ausgefiihrt:

1) 4 min 94°C

2) 1 min 94°C Denaturierung

3) 1 min 54°C Primeranlagerung

4) 2 min 72°C Polymerisation

5) 10 min 72°C

6) Aufbewahrung bei 4°C bis zur Probenentnahme aus dem Thermocycler

Die Schritte 2-4) werden 35 mal wiederholt.

dNTP-L6sung: 2.0 mM dATP
2.0 mM dTTP
2.0 mM dGTP
2.0 mM dCTP
10x PCR-Puffer: 100 mM Tris-HCI, pH 8.3

500 mM KCl

25 mM MgCl,
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2.2.1.8 Analytische und priparative Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese kann zur Reinigung, zur Trennung und zur Identifizierung
von zirkuldrer Plasmid-DNA und DNA-Fragmenten genutzt werden. Im elektrischen Feld
wandern DNA-Molekiile aufgrund der negativen Ladung ihrer Phosphatgruppe zur Anode.
Die Wanderungsgeschwindigkeit von linearer und doppelstrangiger DNA ist in einem
Agarosegel umgekehrt proportional zum Logarithmus ihres Molekulargewichts (Hellig et
al., 1974).

Durch Vergleich eines Molekulargewichtsstandards mit dem zu analysierenden DNA-
Fragment kann die GroBfe (in Basenpaaren) bestimmt werden. Eine Abschétzung der
Konzentration der aufgetragenen DNA kann nach Anfarbung mit Ethidiumbromid durch
den Vergleich der jeweiligen Bandenintensitit mit einem Lingenstandard, der in

definierter Konzentration aufgetragen wurde, erfolgen.

In Abhéngigkeit von den zu trennenden DNA-Molekiilen widhlt man eine
Agarosekonzentration von 0.7 % bis 2 %. Je hoher dabei die Agarosekonzentration ist,
desto besser gelingt die Auftrennung der kurzen DNA-Fragmente: Bei -einer
Agarosekonzentration von 2 % lassen sich beispielsweise getrennte 100 und 200
Basenpaarfragmente gut unterscheiden, wéhrend sehr grole Fragmente schlechter getrennt

werden.

Die 1 %ige Agarose-Losung wird in der Mikrowelle durch Aufkochen in TAE-Puffer
gelost. Die Gelform (GroBe: 108 x 142 mm bzw. 65 x 100 mm) muss mit Gewebeband
abdichtet werden. Danach 10-20 ul Ethidiumbromid in der Form mit etwas Gel
vermischen. AnschlieBend das restliche Gel in die Gelform gieBen und einen Kamm zum
Formen der Probetaschen aufstecken. Nach Verfestigung der Agarose (ca. 30 Minuten)
kann der Kamm entfernt werden. Das Gel wird aus der Form genommen, in die
Elektrophoresekammer gelegt und mit TAE- Puffer iberschwemmt. Als néchstes versetzt
man die DNA-Proben mit 4 ul DNA-Auftragspuffer (6x) und pipettiert sie anschlieBend in
die Geltaschen. Der Auftragspuffer sorgt fiir das Absinken der DNA-LOsung in den
Taschen. Als DNA-Groenmarker wird eine 1 kb DNA-Leiter verwendet. Die
Elektrophorese erfolgt bei einer konstanten Spannung von 70-80 Volt fiir zwei bis drei
Stunden. Die aufgetrennten mit Ethidiumbromid gefarbten DNA-Fragmente werden durch

UV-Licht (A = 302 nm) auf einem Transilluminator sichtbar.



MATERIAL UND METHODEN 18

Agarose-Losung: 1% (W/v) Agarose in 1x TAE-Puffer
6x DNA-Auftragspuffer: 12 % (W/v) TAE (50x%)

38 % (w/v) Glycerin (80 %)

50 % (w/v) destilliertes Wasser

30 mg Bromphenolblau
Ethidiumbromid-Ldsung: 10 mg/ml Ethidiumbromid in Wasser
10x TAE-Puffer: 400 mM Tris-HCL, pH 7.2

200 mM Na-Acetat

10 mM EDTA

2.2.1.9 Herstellung von rho°~-Mutanten (Petite-Mutanten)

Der Farbstoff Ethidiumbromid interkaliert zwischen die Basen der DNA und ist daher
mutagen. Ethidiumbromid wandelt atmungsfihige Hefezellen (rho") in atmungsdefiziente
Mutanten um (tho®). Es inhibiert selektiv die mitochondriale DNA-Synthese. Bereits
vorhandene mitochondriale DNA wird fortschreitend zerstort. In rho®°-Mutanten, die durch
andauernde Behandlung mit Ethidiumbromid entstanden sind, kann keine mitochondriale

DNA mehr nachgewiesen werden.

Die Zellen wachsen in 5 ml SD-Medium ohne Uracil mit 12.5 pl sterilem Ethidiumbromid
(25 pg/ml) bis zur stationdren Phase. Danach iiberimpft man die Zellen in das gleiche
Medium. Nachdem die Zellen wieder bis zur stationdren Phase hochgewachsen sind,
streicht man sie auf einer Vollmediumplatten aus und inkubiert diese fiir mindestens zwei

Tage bei 30°C (Fox et al., 1991).

Um zu tberpriifen, ob es sich tatsichlich um rho°-Mutanten und damit um
atmungsdefiziente Zellen handelt, werden die Zellen von YPD auf YPG {iibergeimpft. rho°-

Mutanten konnen auf der nicht-fermentierbaren Kohlenstoffquelle Glycerin nicht wachsen.
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2.2.1.10 Halo-Test

Zur Bestimmung des Paarungstyps von Tetraden oder fiir die Analyse sekretorischer
Defekte kann die Sekretion des a-Faktors mit Hilfe des Halo-Tests erfasst werden (Julius
et al., 1984; Ciejek und Thorner, 1979). Der Test beruht auf der Sensitivitit des MATa-
Testerstammes RC 898, der in der Gegenwart von a-Faktor in der G1-Phase des Zellzyklus
arretiert wird und deshalb in der Ndhe von a-Faktor sekretierenden Zellen nicht wachsen

kann.

200 ml YPD werden mit 2 g Agar (0.8 % bis 1 %) in der Mikrowelle aufgekocht und im
Wasserbad auf 42°C herunter gekiihlt. Vorsichtig, um Luftblasen zu vermeiden, mischt
man 500 pl einer stationdren RC 898-Kultur unter 100 ml Medium und gieBt diinne
Platten. Diese konnen sofort nach Erstarren der Agarose verwendet oder bei 4°C fiir
maximal eine Woche gelagert werden. Nach Auftropfen von 5-15 ul der zu testenden
Zellen werden die ,,Halo-Platten® bei 30°C inkubiert. Um MATa-Zellen bildet sich ein

klarer Hof, dessen Durchmesser abhingig von der Menge an sezerniertem a-Pheromon ist.
2.2.1.11 Plasmidkonstruktionen

Zum Klonieren werden Standardmethoden eingesetzt (Sambrook et al., 1989). Fiir die PCR

wurde Turbo-Pfu-Polymerase gemif den Instruktionen des Herstellers verwendet.

Fiir die Markierung der mitochondrialen Matrix wurde das Plasmid pVT100U-mtGFP
(Westermann und Neupert, 2000) verwendet. Dieses Plasmid enthilt ein GFP kodierendes
DNA-Fragment, welches an das 3’-Ende der Untereinheit 9 (aal-69) der Fo-ATPase von
Neurospora crassa unter Kontrolle des konstitutiven Alkoholdehydrogenase-Promoters

fusioniert worden ist.

Die innere Mitochondrienmembran wurde mit dem Fusionsprotein pCox4-DsRed (Bevis
und Glick, 2002) unter Verwendung des Plasmids pHS12-DsRed.T4 markiert. Die
Markierung der dulleren Membran mit GFP erfolgte mit Hilfe des Vektors pAS43. Dieses
2u-URA3 Plasmid exprimiert OM45p-GFP (Cerveny et al., 2001) und wurde wie folgt
konstruiert: Ein 1223 Basenpaare (bp) groBes DNA-Fragment, das den OM45 ORF
kodiert, und 41 bp der Upstream-Sequenz wurden von der genomischen Hefe-DNA unter
Verwendung der Oligonukleotide 5'-GCGAAGCTTGGCCAGTAACGTTAATCA-3"und
5'-GCGGGTACCGTCCTTTTTCGAGCTCCA-3" amplifiziert.
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Zur  Erleichterung der Klonierung wurden an die Primer zusitzliche
Restriktionsschnittstellen angefiigt: HindlIll und Kpnl. Das Fragment inserierte im Plasmid
pVT100U-mtGFP (Westermann und Neupert, 2000) anstelle der Su9-Presequenz.

Fiir die Markierung der Matrix mit DsRed wurde das Plasmid pSJ55 hergestellt. Fiir diesen
Vektor wurde das Plasmid pHS12-DsRed.T4 (Bevis und Glick, 2002) als Vorlage benutzt.
Die kodierende Sequenz DsRed.4 wurde durch PCR amplifiziert. Das PCR-Fragment
inserierte anschlieBend in pYX142-mtGFP (Westermann und Neupert, 2000), wo es die
GFP kodierende DNA-Sequenz ersetzte. Daraus resultierte ein Vektor, auf dem das Protein
Su9(1-69)-DsRed.4 unter der Kontrolle eines konstitutiven Triosephosphat-Isomerase-
Promotors (TPI) kodiert ist. Zuletzt wurde die TPI-Su9(1-69)-DsRed.4-Kassette in die
Smal-Restriktionsseite des 2u-basierten Vektors pRS323 (Sikorski und Hieter, 1989)

eingefiigt. Daraus resultierte das Plasmid pSJ55.

2.2.2 Durchfiihrung der Experimente
2.2.2.1 Wachstumsbedingungen

Die Anzucht von S. cerevisiae wurde nach Standardmethoden durchgefiihrt (Sherman,
1991). Die Zellen wuchsen in Hefeextrakt-Pepton-Glucose-Medium (YPD), Hefeextrakt-
Pepton-Glycerol-Medium (YPG) oder in Pepton-Minimal-Galakotose-Medium (PMGal)
bei 30°C und 300 U/min im Schiittler iiber Nacht. Am néchsten Morgen wurde die Kultur
1:4 verdiinnt, so dass sich die Zellen vier Stunden spiter in der logarithmischen
Wachstumsphase befanden. Zur Uberpriifung diente die Messung der optischen Dichte vor

jedem Experiment.
2.2.2.2 Fluoreszenzmikroskopie

Fir die unter 2.2.2.2 und 2.2.2.3 beschriebenen Bildaufnahmen wurde ein konfokales
Fluoreszenzmikroskop (TCS SP2, Leica Microsystems, Heidelberg GmbH) mit einem
inversen Leica DMIRBE-Stativ verwendet. Das Mikroskop war mit einer HBO 50 W/Ac
Quecksilberlampe (Osram) und einem GFP- bzw. einem DsRed-Filtersatz (Leica, Wetzlar)

ausgestattet. Fiir die Bildaufnahme wurde ein Olimmersionsobjektiv (HCX PL APO 100 x,
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Leica, Wetzlar) einer numerische Apertur von 1.4 verwendet. Alle Aufnahmen wurden bei

einer Raumtemperatur von ca. 22°C durchgefiihrt.

Um die Abhéngigkeit der mitochondrialen Morphologie von der Kohlenstoffquelle
darzustellen, erfolgte die Anzucht von Wildtypzellen (Y20000) und Afis/-Zellen (Y31458)
mit GFP markierter Matrix (pVT100-mtGFP) in YPD oder in YPG. Fir die
Probenpréiparation wurden die Zellen bei 3000 U/min abzentrifugiert, mit 10 pul 1 %iger
Agaroselosung vermischt und auf einen Objekttrager aufgebracht. Bei der Agarose handelt
es sich um einen niedrig schmelzenden Typ (Sigma, Typ IX). Der Schmelzpunkt liegt bei
65°C, der Gelpunkt bei 35°C. Die Agarose wurde in PBS gelost und kurz in der
Mikrowelle aufgekocht. Die 1% ige Losung konnte iiber mehrere Tage im Wasserbad bei
ca. 50°C aufbewahrt werden. Bevor die Agaroseldosung zu den Zellen geben wurde, liel3
man sie bis knapp oberhalb des Gelpunkts abgekiihlen. So war sichergestellt, dass
einerseits die Hefezellen nicht durch zu hohe Temperaturen geschidigt wurden und
andererseits die Agaroseldsung noch fliissig genug war, um sie mit dem Pellet vermischen
zu konnen. Die Zellen wurden auf einen Objekttrager aufgetropft und durch leichten Druck
auf das Deckglidschen gleichméBig verteilt. Um stdrende Zellbewegungen wihrend der
Aufnahme zu vermeiden, sollte die Probe einige Minuten bei Raumtemperatur liegen

gelassen werden, damit die Agarose auspolymerisieren kann.

Das GFP wurde durch blaues Licht angeregt. Anhand der Morphologie ihrer
Mitochondrien wurden die Zellen in jeweils drei Kategorien eingeteilt. Wildtypzellen
wurden anhand des Verzweigungsgrades ihrer Mitochondrien unterschieden. Zeigten die
Netze zahlreiche stark verzweigte Seitendste, die von den Hauptisten abgingen, wurden sie
in die Kategorie ,,Mitochondrien mit hohem Verzweigungsgrad*“ eingeordnet. War die
Zahl und die Verzweigung der Seitendste geringer, so wurden diese Netze der Kategorie
,Mitochondrien mit mittlerem Verzweigungsgrad zugeteilt. ,,Mitochondrien mit geringem

Verzweigungsrad® bestanden liberwiegend aus den peripher verlaufenden Hauptésten.

AfisI-Mitochondrien wurden aufgrund des Verhiltnisses von fischernetzihnlichen
Netzbereichen zu tubuldren Strukturen unterschieden. Mitochondriale Netze, die zu tiber
50 % aus netzartigen Bereichen bestanden, wurden der Kategorie ,,Mitochondrien mit
groflen Netzbereichen* zugeteilt. Machten die netzartigen Bereiche nur 30 % bis 50 % des
gesamten Netzes aus, so wurden sie der Kategorie ,,Netze mit kleinen Netzbereichen*
zugeordnet. Netze der Kategorie ,,tubuldre Strukturen® besalen entweder keine oder sehr

kleine netzartige Bereiche.
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Fiir die morphologischen Untersuchungen von Mitochondrien unter Glucoserepression
wurden Wildtypzellen (Y20000) und Afis/-Zellen (Y31458) mit mtGFP (pVT100-mtGFP)
in YPG angeimpft und am nichsten Morgen fiir 45 bzw. 70 Minuten in YPD transferiert.
Nach einer weiteren Stunde im Schiittler bei 30°C sind im Stundentakt Zellen entnommen
worden. Die Vorbereitung der Proben erfolgte wie oben beschrieben. Das GFP wurde mit
blauem Fluoreszenzlicht angeregt. Der Verzweigungsgrad der Mitochondrien wurde

bestimmt und den oben beschriebenen Kategorien zugeordnet.
2.2.2.3 Konfokale Fluoreszenzmikroskopie

Fir die Bildaufnahme wurde das unter 2.2.2.2 beschriebenen konfokale
Fluoreszenzmikroskop (TCS SP2, Leica Microsystems, Heidelberg GmbH) verwendet. Als
Lichtquellen dienten ein Argon-Krypton-Laser (A = 488 nm) und ein griiner Neon-Laser

(A =543 nm). Alle Aufnahmen entstanden bei einer Raumtemperatur von ca. 22°C.

Um die Matrixseparation und die Tubulusteilung von Afis/-Mutanten zu zeigen, wurden
folgende Zellen verwendet: Afis/-Mutanten (Y31458) mit DsRed markierter Matrix
(pSJ55) und mit GFP markierter duflerer Membran (pAS43) und Afis/-Zellen (Y31458)
mit DsRed markierter innerer Membran (pHS12-DsRed.T4) und mit GFP markierter
duBerer Membran (pAS43). Die Anzucht der Zellen erfolgte in YPG iiber Nacht. Am
nidchsten Morgen wurden die Zellen in PMGal Medium transferiert. Nach einer weiteren
Inkubationszeit von 70 Minuten im Schiittler bei 30°C wurden die Zellen in einer Losung
aus 1 % niedrig schmelzender Agarose in einem Teil PMGal und zwei Teilen PBS in eine

Mikroskopiekammer gefiillt.

Diese 5 x 5 cm groBe Kammer besteht aus einem Boden, einem Mittelteil mit dem
Kammerraum selbst, und einem Deckel. Boden und Deckel werden mit Hilfe von
Schrauben am Mittelteil befestigt und haben in der Mitte eine runde Aussparung fiir die
Deckgliser. Der Kammerraum fasst ein Volumen von ca. 400 pl. Uber insgesamt vier Zu-
bzw. Abfliisse kann der gesamte Kammerraum wéhrend des Experiments kontinuierlich

mit Ndhrmedium versorgt werden.

Da bei den Experimenten in dieser Arbeit nur ca. 70 % des Kammervolumens genutzt
wurde, reichte ein Zufluss und ein Abfluss aus. Die Kammer wurde mit Hilfe eines Halters

auf dem Objekttisch befestigt. Neben dem Mikroskop war an einem Stativ ein
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Falconrohrchen mit 50 ml PMGal-Medium ca. 20 cm oberhalb des Objekttisches befestigt.

Uber einen Schlauch war das Falconréhrchen mit der Kammer verbunden.

Durch einen erzeugten Unterdruck floss das Medium (ca. 100 pl/min) {iber den gesamten
Zeitraum des Experimentes hinweg durch den Schlauch in die Kammer und anschlieend

durch den Abflussschlauch in ein Auffanggefal3.

Die Anregung des GFP erfolgte bei A = 488 nm. Die Fluoreszenz wurde zwischen 490 und
540 nm detektiert. GFP und DsRed exprimierende Zellen wurden simultan bei 488 nm und
568 nm angeregt. Die Detektion der Fluoreszenz erfolgte bei 490 bis 540 nm bzw. bei 620

bis 670 nm. Beide Photomultiplier waren auf die gleiche Sensitivitét eingestellt.

Von AfisI-Mutanten mit DsRed markierter Matrix und GFP markierter du3erer Membran
wurden einzelne dreidimensionale Bilderstapel (xy-Bilder) aufgenommen. Der Abstand

zwischen den Bildern in axialer Richtung betrug 300 nm.

Von Afisl-Zellen mit DsRed markierter innerer Membran und GFP markierter dullerer
Membran wurden Langzeitaufnahmen gemacht. Dazu wurde alle 120 Sekunden ein
dreidimensionaler Bilderstapel (xy-Bilder) aufgenommen. Der Abstand zwischen den

Bildern in axialer Richtung betrug 300 nm.
Die Auswertung der Datensitze erfolgte mit Hilfe des Computerprogramms ,,ImSpector.

Um die Separation der Matrix darzustellen, wurde jeder optische Schnitt eines Bilderstapel
einzeln betrachtet. Eine Matrixseparation wurde nur dann als solche gezdhlt, wenn die
Helligkeitsintensitdt in dem entsprechenden Bereich nach Abzug des Hintergrundes Null

betrug.

Zur Darstellung der Teilung der dueren bzw. der inneren Membran wurde nacheinander
jede dreidimensionale Aufnahme einer Langzeitaufnahme gedffnet und jeder optische
Schnitt einzeln betrachtet. Im Vergleich mit der entsprechenden Schnittebene der
vorhergehenden bzw. nachfolgenden dreidimensionale Aufnahme konnte der grofite Teil
der Teilungen der &duBleren bzw. der inneren Membran erfasst werden. Eine
Membranteilung wurde nur dann als solche gezéhlt, wenn die Helligkeitsintensitét in dem

entsprechenden Bereich nach Abzug des Hintergrundes Null betrug.

Die fiir die Filme und Abbildungen verwendeten Bilder sind Projektionen der maximalen

Helligkeit. Dabei werden die hellsten Pixel der Ebene entlang der optischen Achse addiert.
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Abgesehen von der Anpassung des Kontrasts wurde keine weitere Bildbearbeitung

vorgenommen.
1x PBS, pH 7.3 137 mM NaCl

2.7 mM KCI

4.3 mM Na,HPO,

1.4 mM KH,PO,

2.2.2.4 Konfokale Fluoreszenzmikroskopie iiber die Zeit

Die Langzeitaufnahmen wurden mit einem multifokalen konfokalen System (UltraView;
Perkin Elmer, Boston, USA) aufgenommen. Dieser Scannerkopf war an ein inverses Leica
DMIRBE-Mikroskop angeschlossen. Der Laserstrahl wird bei diesem System durch ein
Mikrolinsenrad in mehr als 1000 Einzelstrahlen aufgeteilt. Diese beleuchten gleichzeitig
das gesamte Bild in lateraler Richtung. Die Datenaufnahme erfolgte mit einem
Olimmersionsobjektiv (HCX PL APO 100 x, Leica, Wetzlar) einer numerische Apertur
von 1.4 und einer gekiihlten CCD-Kamera (Imager, LaVision, Goéttingen). Als Lichtquelle
diente ein Argon-Krypton-Laser (Innova 70 C Spektrum). Die Anregungswellenlinge
betrug A = 488 nm. Die Shutter, die Bewegung des Tisches und die Bildaufnahme waren
computergesteuert. Das Mikroskop war mit einer HBO 50 W/Ac Quecksilberlampe
(Osram) und einem GFP Filtersatz (Leica, Wetzlar) ausgestattet. Alle Aufnahmen wurden

bei einer Raumtemperatur von ca. 22°C durchgefiihrt.

Wildtypzellen (Y20000), Afisl- (Y31458), AdnmlI- (Y31489), Amdm33- (Y04229) und
Amdm33/Afis 1-Zellen mit mtGFP (pVT100U-mtGFP) wuchsen in YPG iiber Nacht heran.
Am ndchsten Morgen wurden die Zellen in YPD transferiert. Nach einer weiteren
Inkubationszeit im Schiittler bei 30°C (45 Minuten, Wildtypzellen bzw. 70 Minuten,
Deletionsmutanten) zentrifugierte man die Zellen ab und fiillte sie mit einer Losung aus
1% niedrig schmelzender Agarose in einem Teil YPD und zwei Teilen PBS in die unter
2.2.2.3 beschriebene Mikroskopiekammer. Wahrend der gesamten Dauer des Experiments
fand eine konstante Versorgung der Kammer mit YPD statt. Die dreidimensionalen
Bilderstapel der Mitochondrien entstanden durch Aufnahmen der Fokalebene (xy-Bilder)
und durch Bewegung des Tisches um 0.25 pm entlang der optischen Achse. Die einzelnen

Bilderstapel wurden alle 78 Sekunden bei Wildtypzellen, alle 226 Sekunden bei Amdm33-
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Zellen, alle 116 Sekunden bei Afis/- und Amdm33/AfisI-Hefen und alle 60 Sekunden bei

Adnm-Zellen aufgenommen.

Fiir die Bildaufnhahme von Wildtypmitochondrien bendtigte man eine Belichtungszeit von
550 msec, fiir die Deletionsmutanten betrug die Belichtungszeit 1000 msec. Die Pixelgrof3e
betrug 0.04 um? fir Wildtypzellen bzw. 0.01 pm? fiir die Deletionsmutanten. Die
Datensédtze der Mitochondrien von Afis/- und Adnmli-Zellen wurden mit Hilfe des
Richardson-Lucy-Algorithmus (Lucy, 1974; Nagorni et al., 2001; Richardson, 1972)
entfaltet. Durch diese nichtlineare Bildrekonstruktion wurde die Auflosung der Aufnahmen
erhoht, was vor allem in Bereichen mit schwacher GFP-Fluoreszenz das Erkennen von

Tubulusteilungen erleichterte.

Die Auswertung der Datensitze erfolgte mit Hilfe des Computerprogramms ,,ImSpector*.
Nacheinander wurde jede dreidimensionale Aufnahme einer Serie gedffnet und jeder
optische Schnitt einzeln betrachtet. Im Vergleich mit der entsprechenden Schnittebene der
vorhergehenden bzw. nachfolgenden dreidimensionalen Aufnahme konnte der grofite Teil
der Matrixseparationen, Tubulusteilungen und Fusionen erfasst werden. Eine Separation
wurde nur dann als solche gezdhlt, wenn die Helligkeitsintensitdt in dem entsprechenden
Bereich nach Abzug des Hintergrundes Null betrug. Eine Tubulusteilung wurde als solche
bezeichnet, wenn nach einer Separation entweder keine Fusion oder eine Fusion an einer

anderen Stelle des mitochondrialen Netzes folgte.

Die fiir die Filme und Abbildungen verwendeten Bilder sind Projektionen der maximalen
Helligkeit. Dabei werden die hellsten Pixel der Ebene entlang der optischen Achse addiert.
Abgesehen von der Anpassung des Kontrasts wurde keine weitere Bildbearbeitung

vorgenommen.
2.2.2.5 Grundlagen der 4Pi-Mikroskopie

Die Durchmesserbestimmung der mitochondrialen Tubuli wurde mit Hilfe der MMM-4Pi-
Mikroskopie durchgefiihrt. Zum besseren Verstindnis der Funktionsweise dieses
Mikroskops soll an dieser Stelle zunéchst eine Einfiihrung in die Grundlagen der 4Pi-

Mikroskopie gegeben werden (Egner, 2002):

Die Auflésung eines Lichtmikroskops ist proportional zur Wellenldnge bzw. in lateraler
Richtung umgekehrt proportional zur numerischen Apertur nsin (o) und in axialer
Richtung umgekehrt proportional zu nsin® (o). Sie kann nicht beliebig gesteigert werden:

Die Erh6hung des Brechungsindex des Immersionsmediums ist nur bis zu einem gewissen
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Grad moglich, da eine grofle Differenz zum Brechungsindex des Einbettmediums zu
starken sphérischen Aberrationen fiihrt, die ihrerseits wiederum die Auflosung reduzieren.
Dariiber hinaus konnen konstruktionstechnisch bedingt keine Objektive gebaut werden,

deren Aperturwinkel deutlich tiber 70° liegt.

Die Idee der 4Pi-Mikroskopie ist es, die Auflosung zu erhéhen, indem zwei sich
gegeniiberstechende Objektive verwendet werden, die auf den selben Punkt fokussieren.
Durch kohirente Beleuchtung und/oder Detektion mit beiden Objektiven wird erreicht,
dass der effektive Aperturwinkel sich verdoppelt und so die Auflésung gesteigert wird.
Zusammen mit der anschlieBenden Bildbearbeitung werden Aufldsungen von ~ 200 nm in
lateraler bzw. ~ 100 nm in axialer Richtung erreicht. In axialer Richtung ist dies 3-5 mal

(Typ A) schérfer als bei einem konventionellen konfokalen System.

Abbildung 1 zeigt das prinzipielle Schema eines 4Pi-Mikroskops: Ein aufgeweiteter,
kollimierter Laserstrahl wird durch einen Strahlteilerwiirfel in zwei Teilstrahlen gleicher
Intensitdt aufgespalten. Jeder Teilstrahl wird auf die Riickapertur eines der beiden
Objektive geleitet und auf den selben Punkt fokussiert. Da es sich hier um ein 2P-
Mikroskop handelt, das mit einem gepulsten Laser betrieben wird, miissen, damit die
beiden Foki miteinander interferieren konnen, die optischen Weglingen der beiden
Teilstrahlen genau abgeglichen werden. Dies erfolgt in der Regel durch Verschieben des
Strahlteilerwiirfels in Richtung des einfallenden Strahls. Auf diese Weise konnen auch
objektinduzierte Phasenstorungen, die wihrend des axialen Rasterns auftreten, kompensiert
werden. Das Fluoreszenzsignal wird iiber das linke Objektiv gesammelt, mit einem
dichroitischen Spiegel ausgefiltert, auf eine Lochblende abgebildet und anschlieBend mit
einer Avalanche-Photodiode detektiert. Durch die konfokale Detektion erreicht man eine
Unterdriickung der Nebenmaxima. Zum Rastern wird die Probe in allen drei

Raumrichtungen verschoben.

Bei der hier vorgestellten Variante des 4Pi-Mikroskops werden die Objektive nur bei der
Beleuchtung gemeinsam verwendet. Dies bezeichnet man als Typ A. Dariiber hinaus gibt
es zwei weitere Konstruktionstypen: Beim Typ B werden die Objektive nur zur Detektion
gemeinsam eingesetzt, und beim Typ C werden sowohl Beleuchtung als auch Detektion im
4Pi-Modus durchgefiihrt. Im Gegensatz zum Typ A muss bei den beiden anderen
Varianten das Fluoreszenzlicht zum Interferieren gebracht werden. Dies ist wegen der
geringen Kohidrenzldnge experimentell anspruchsvoller, bietet aber auf Grund der

kleineren Wellenldnge eine hohere Aufldsung.
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Abb. 1 Schema eines 4Pi-Mikroskops

Abb.2 MMM-4Pi-Mikroskop

PZ-Tisch
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Abb. 1 Schema eines 4Pi-Mikroskops. Der aufgeweitete Laserstrahl wird durch den Strahlteilerwiirfel (ST)
in zwei Teilstrahlen gleicher Intensitdt aufgespalten. Die beiden Teilstrahlen werden auf die Riickapertur
zweier sich gegeniiberstehender Objektive abgebildet und auf den selben Punkt innerhalb der Probe
fokussiert. Die Fluoreszenz wird mit dem linken Objektiv gesammelt, mit einem dichroitischen Spiegel (DS)
ausgefiltert, auf eine Lochblende abgebildet und anschlieend detektiert (Egner, 2002).

Abb. 2 MMM-4Pi-Mikroskop. Ein Mikrolinsen-Gitter (ML) teilt einen gepulsten Laserstrahl in mehrere
Teilstrahlen auf, die jeweils durch eine korrespondierende Lochblende (LB) fokussiert werden. Die Foki der
Mikrolinsen werden iiber eine Scanner-Optik (x-Richtung) in die Probe abgebildet. Das Fluoreszenzsignal
wird {iber das linke Objektiv auf die Lochblenden zuriick abgebildet, mit dem dichroitischen Spiegel (DS)
vom Laserlicht getrennt und anschlieBend iiber die CCD-Kamera gerastert. Das Rastern in y-Richtung erfolgt
durch Verschiebung der miteinander verbundenen Mikrolinsen- und Lochblenden-Gitter. Die z-Richtung
wird durch Verschieben der Probe gerastert (Egner et al., 2002).

2.2.2.6 Multifokale-Multiphotonen-Mikroskopie (MMM-4Pi)

Bei der MMM-4Pi-Mikroskopie wird in lateraler Richtung statt der Probe der Strahl
gerastert. Ein Mikrolinsengitter teilt hierzu einen gepulsten Laserstrahl in mehrere
Teilstrahlen auf. Durch die gleichzeitige Datenaufnahme an mehreren Punkten muss die
4Pi-Beleuchtungs-PSF(,,point spread function, Punktbildfunktion) iiber das gesamte
Bildfeld konstant gehalten werden.

Diese Variante hat zwei wesentliche Vorteile: Zum einen kann deutlich schneller gerastert
werden, da die relativ groBe Masse der Probe und ihrer Halterung nicht bewegt werden

muss, zum anderen wird die Probe weniger beeinflusst.

Abbildung 2 zeigt die schematische Anordnung des verwendeten MMM-4Pi-Mikroskops.
Es ist aus zwei Modulen aufgebaut: Das erste Modul besteht aus der 4Pi-Einheit, die dem
in Abbildung 1 dargestellten 4Pi-Mikroskop entspricht. Das Rastern der Probe in axialer
Richtung geschieht, wie bei handelsiiblichen konfokalen Mikroskopen auch, durch
Verschieben der Probe in axialer Richtung. Beim zweiten Modul handelt es sich um die
multifokale Raster-Einheit. Hier wird der Strahl des gepulsten Titan-Saphir-Lasers (A =
890 nm) (Mira 900, Coherent, Palo Alto, CA) durch ein Mikrolinsen-Gitter der Brennweite
f=10.7 mm in eine Gruppe von Teilstrahlen aufgespalten, die durch einen dichroitischen
Spiegel hindurch auf korrespondierende Lochblenden fokussiert werden. Diese Foki stellen
die Punktlichtquellen zur Erzeugung der 4Pi-Beleuchtungs-PSF innerhalb der Probe dar.
Nachdem sie die Lochblenden passiert haben, werden alle Teilstrahlen durch eine
achromatische Linse auf den Spiegel eines Galvanometerscanners gelenkt. Mit den
folgenden Linsen wird die Oberfliche des Galvanometerspiegels in die Riickapertur der
Objektive (HCX PL APO 63x / 1.20 W, Leica, Wetzlar) abgebildet. Durch schnelles

Verkippen des Galvanometerspiegels wird die x-Achse gerastert.
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Das Rastern der Probe in y-Richtung erfolgt durch lineare Verschiebung der miteinander
verbundenen Mikrolinsen- und Lochblenden-Gitter. Das Fluoreszenzsignal wird mit dem
linken Objektiv gesammelt und zuriick auf die Lochblenden abgebildet. Auf Grund der
Riickabbildung iiber den Galvanometerspiegel werden die Lochblenden, unabhéngig von
der schnellen Rasterbewegung wieder getroffen. Ihr Durchmesser entspricht mit 50 pum der
1.25 fachen riickabgebildeten Airy-Scheibe des Fluoreszenzlichts. Die Lochblenden
erfiillen hier eine doppelte Funktion: Zum einen filtern sie bereits bei der Beleuchtung
Restaberrationen, die von den Mikrolinsen stammen, aus, zum anderen unterdriicken sie
durch die leichte Konfokalisierung bei der Detektion die Nebenmaxima. Das
Fluoreszenzsignal wird mit einem dichroitischen Langpassfilter vom Laserlicht getrennt,
kollimiert, auf die ebenfalls reflektierende Riickseite des Galvanometerspiegels gelenkt
und iiber den ,,thinned back illuminated Chip der CCD-Kamera (MicroMax 512EBFT,
Princeton Instruments, Trenton) gerastert. Durch die Verwendung der Riickseite des
Galvanometerspiegels erfolgt die Rasterung des Bildes vollkommen synchron zur

Rasterung innerhalb der Probe.

Die CCD-Kamera innerhalb der 4Pi-Einheit wird verwendet, um die Foki innerhalb der
Probe zur Deckung zu bringen. Das Bild, das man auf ihr sieht, entspricht dem Bild der
vom rechten Objektiv erzeugten Foki, die mit dem linken Objektiv betrachtet werden, und
dem vom linken Objektiv erzeugten Foki, die mit dem rechten Objektiv betrachtet werden.
Stellt man die Kamera in die richtige Ebene, so sicht man genau dann ein scharfes Bild,
wenn die Fokalebenen der beiden Objektive axial in der gleichen Position sind. Um die
Foki lateral zur Deckung zu bringen, miissen ihre Bilder zur Deckung gebracht werden.
Somit kann mit dieser Kamera vor jeder Datenaufnahme die relative Justierung der beiden

Objektive kontrolliert und notfalls korrigiert werden.

Die Geschwindigkeit der Datenaufnahme des MMM-4Pi-Mikroskops héngt stark vom
Grad der Parallelisierung und somit von der Anzahl der Foki ab. Die Zahl der Foki ist
wiederum von der Intensitdt des Laserlichts abhéngig. Ein modengekoppelter Titan-Saphir-
Laser hat eine Durchschnittsleistung von 1-2 W. Auf Grund der starken Verluste, die man
durch die Sauberung des Laserstrahlprofils, die Entfernung von Aberrationen und die nicht
ideale Transmission/Reflektion der optischen Komponenten hat, kénnen nur 30 mW an
Laserleistung in der Probe genutzt werden. Die durchschnittliche Leistung pro 4Pi-Fokus
liegt bei 1-2 mW. Je nach Anwendung und benétigter Leistung pro Fokus werden bei

diesem System 16-64 Fokusse simultan durch die Probe gerastert.
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2.2.2.7 Durchfithrung der Experimente am MMM-4Pi

Der mitochondriale Tubulusdurchmesser wurde an Zellen folgender Stdmme bestimmt:
Wildtyp, MATa (Y00000) und MATa (Y10000), Adnmli, MATa (Y01489), Afisl, MATa
(Y01458), Amdvl MATa (YO1311) und Afisi, diploid (Y31458). Aus der Kreuzung dieser
Stamme mit Adnmi, MATo (Y11489), Afisl, MATa (Y11458), Amdvl MATe (Y11311)
und  Afzol, MATa (Y13319) entstanden folgende Deletionsmutanten, deren
mitochondrialer Tubulusdurchmesser ebenfalls gemessen worden ist: Adnmli/Amdvi,
Afisl/Amdvl, Afisl/Adnml, Amdvi/Afzol, Adnm1/Afzol, Afisl/Afzol,
Afisl/Amdvi/Adnml. Von den Doppeldeletionsmutanten ohne Fzolp wund den
Einzeldeletionsmutanten wurden durch Behandlung mit Ethidiumbromid rho°-Mutanten
hergestellt. Der Durchmesser der Mitochondrientubuli dieser Zellen wurde ebenfalls
bestimmt. Die mitochondriale Matrix sdmtlicher Zellen war mit mtGFP (pVT100U-
mtGFP) markiert.

Alle Stimme wurden in YPD angezogen. Die Stimme Wildtyp, MATa (Y00000) und
MATa (Y10000), Adnmli, MATa (Y01489), Afisl, MATa (Y01458), Amdvl MATa
(YO1311) und Afis1, diploid (Y31458) zusitzlich auch in YPG.

Fiir die Probenpriparation wurden die Zellen bei 3000 U/min pelletiert, mit 1 %iger
Agarose in PBS vermischt und auf ein mit fluoreszierenden Kiigelchen beschichtetes
Deckglas von 146-149 um Dicke aufgebracht. Die fluoreszierenden Kiigelchen (505/515)
mit einem Durchmesser von 0.2 um waren zuvor mit Hilfe von Poly-L-Lysin auf die
Deckgliser geklebt worden. Anhand der fluoreszierenden Kiigelchen konnte die Hohe der
Nebenmaxima sowohl wéhrend einer Aufnahme, als auch bei der Auswertung der Daten
iber den gesamten Bildbereich leicht ermittelt werden. Auf die andere Seite der Probe kam
ein halbseitig verspiegeltes Deckglas. Durch leichten Druck auf das Deckglidschen wurden
die Zellen gleichméBig verteilt. Am Spiegel konnte die Interferenz der beiden Teilstrahlen

in der Probe tiberpriift.

Die hohen Anforderungen bei dieser Messtechnik an die Dicke der Deckgldser hat
folgenden Grund: Da Wasserobjektive (HCX PL APO 63 x / 1.20 W, Leica, Wetzlar)
verwendet werden, treten auf jeder Seite Medieniibergdnge auf: Von Wasser n = 1.334 auf
Glas n = 1.518 und umgekehrt. Wegen des hohen Aperturwinkels und der Dicke der

Deckgléser wiirden die Foki so stark aberrieren, dass Mikroskopie unmdglich wire.

Aus diesem Grund werden die Wellenfronten vorab so aberriert, dass nach den
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Deckglidsern eine Wellenfront ohne Aberrationen vorliegt. Mittels eines Korrekturrings
kann der Grad der Vorkorrektur auf die jeweilige Deckglasdicke eingestellt werden. Diese

Einstellung muss auf +/- 2 pm genau sein.

Die Kanten der Probe wurden mit Nagellack abgedichtet, um ein Eintrocknen zu
verhindern. Die Probe konnte so bis zu einer Stunde verwendet werden. Zur Befestigung
der Probe im MMM-4Pi-Mikroskop wurde ein spezieller Halter benutzt. Der Halter besteht
aus einem identischen Ober- bzw. Unterteil. Beide haben fiir die Deckglidser eine runde
Aussparung in der Mitte. Die Probe wurde am Unterteil mit Hilfe von Nagellack fixiert,

bevor dieses mit dem Oberteil verschraubt wurde.

Die dreidimensionalen Bilder entstanden durch Aufnahme der Fokalebene (xy-Bilder) und
durch Bewegung der Probe in axialer Richtung um 0.08 pm. Die Belichtungszeit lag bei
1000 msec pro Schnittebene. Die PixelgroBe betrug 0.019 pm®. Alle Aufnahmen wurden

bei einer Raumtemperatur von 20-22°C durchgefiihrt.

Um mogliche Fehlerquellen bei der Bestimmung des Durchmessers der Mitochondrien

ausschlieBen, wurden folgende Kontrollexperimente durchgefiihrt:

1) Koénnte der zur Abdichtung der Proben verwendete Nagellack einen schidlichen
Einfluss auf die Mitochondrien haben, z.B. durch Eindringen von Losungsmittel in die
Probe? Zur Kldrung dieser Frage wurden zwei identische Proben angefertigt, von denen
nur eine mit Nagellack versiegelt wurde. Nach einer Stunde bei 22°C wurde der Zustand
der Mitochondrien untersucht. In beiden Proben waren die Mitochondrien intakt. Auch die
Helligkeit des GFP war gleich gut. Nagellack hat also unter den beschriebenen
Versuchsbedingungen keinen schiadigenden Einfluss auf die Mitochondrien von S.

cerevisiae.

2) Mitochondrien sind dynamische Organellen. Eine Bewegung des Netzes kann bei einer
Aufnahmezeit von ca. zwei Minuten pro Mitochondrium daher nicht vollstindig
ausgeschlossen werden. Eine Bewegung des Tubulus in axialer Richtung kdnnte aber die
Bestimmung des Durchmessers verfilschen. Um die GrofBenordnung einer eventuellen
tubuldren Bewegung in axialer Richtung abschitzen zu konnen, wurden Afis/-Zellen
(Y01458) mit mtGFP (pVT100U-mtGFP) vier Mal hintereinander im Abstand von jeweils
fiinf Minuten aufgenommen und anschlieBend der Tubulusdurchmesser bestimmt. Bei
keiner Zelle unterschieden sich die vier Werte voneinander. Eine Verfilschung der

Messergebnisse durch axiale Tubulusbewegungen scheint daher unwahrscheinlich.
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2.2.2.8 Durchmesserbestimmung von mitochondrialen Tubuli

Im Gegensatz zu konventionellen konfokalen Systemen besteht die PSF (,,point spread
function, ,Punktbildfunktion”, Abbild einer punktformigen Lichtquelle) des 4Pi-
Mikroskops aus einem engen Hauptmaximum, das in Richtung der optischen Achse (z)
von zwei Nebenmaxima eingeschlossen wird. Die axiale Auflosung ist durch die
Ausdehnung des Hauptmaximums bestimmt. Aufgrund der Form der PSF hat man die
Moglichkeit, mit dem 4Pi-Mikroskop den Durchmesser von Strukturen, die deutlich
kleiner als die Wellenlidnge sind, sehr genau zu bestimmen. Das Verhiltnis zwischen der
Hohe der ersten Nebenmaxima und der Minima zwischen Haupt- und erstem
Nebenmaximum ist ein direktes MalB fiir den Durchmesser D. Das 4Pi-Intensitédtsprofil M
(z) durch einen lateral ausgerichteten Stab hat aufgrund seines endlichen Durchmessers D
hohere Minima als die z-Antwort / (z) eines Objekts mit kleinst moglichem Durchmesser,

z.B. ein fluoreszierendes Kiigelchen oder eine fluoreszierende Schicht (siche Abb. 3).

Bezeichnen wir mit M min(D) den Mittelwert von M (z) der Minima zwischen Haupt-

und erstem Nebenmaximum und mit M max (D) den Mittelwert der ersten Nebenmaxima,

so ist ihr Verhéltnis gegeben durch:

_ Mmin(D) M min,r(D)+M min,/(D)
- M max (D) - M max,r(D)+M max,l(D)

v(D)

Die Mittelwerte werden gewihlt, um weniger anféllig gegeniiber Storungen zu sein.

Durch elektronenmikroskopische Aufnahmen weil man, dass die Tubuli der
Mitochondrien in Saccharomyces cerevisiae nahezu stabformig sind. Auflerdem konnte
gezeigt werden, dass GFP frei in der mitochondrialen Matrix diffundieren kann (Nunnari,
1997, Partikian, 1998). Daher kann man Hefemitochondrien mit mtGFP als gleichmaf3ig
markierte Stibe betrachten. Das Volumen der Cristaestrukturen ist im Verhéltnis zum
Gesamtvolumen der Matrix vernachldssigbar. Diese Voraussetzungen reichen aus, um die

beschriebene Methode fiir die Bestimmung des Tubulusdurchmessers anzuwenden.
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Abb. 3 Das axiale Intensitdtsprofil M (z) durch einen Stab hat aufgrund seines endlichen Durchmessers D
hdéhere Minima als die z-Antwort / (z). Das Verhéltnis zwischen der Hohe der ersten Nebenmaxima und der
Hohe der Minima zwischen Haupt- und erstem Nebenmaximum ist ein direktes MaB3 fiir den Durchmesser D
(Egner, 2002).

In der vorliegenden Arbeit wurde der Tubulusdurchmesser der Mitochondrien von
insgesamt 20 Hefestimmen ermittelt. Pro Stamm wurden mindestens 36 geeignete
Messpunkte innerhalb von mindestens 4 Mitochondrien gesucht. Die Auswahl der
Messpunkte beschrinkte sich dabei auf die tubuldren Bereiche und zwar auch bei den

Stdmmen, die Mitochondrien mit fischernetzihnlichen Netzbereichen aufwiesen.

Grundsitzlich kann der Tubulusdurchmesser an den Stellen bestimmt werden, an denen
sich das axiale Intensitdtsprofil bestimmen ldsst. In xz- bzw. yz-Projektionen der
aufgenommenen Daten erkennt man solche Stellen daran, dass das Hauptmaximum und die
beiden ersten Nebenmaxima deutlich getrennt voneinander in drei parallelen Linien
verlaufen (sieche Abb. 4). Wichtig ist auBerdem, dass der Tubulus nicht schriag in axialer

Richtung liegt. Dies wiirde zu falschen Ergebnissen fiihren.

Fiir die Auswertung der Daten wurde das Computerprogramm ,,ImSpector* verwendet.

2.2.2.9 Bildbearbeitung: lineare und nichtlineare Entfaltung

Aufgrund der Nebenmaxima der 4Pi-PSF enthalten 4Pi-Aufnahmen deutlich erkennbare
Scheinbilder. Damit diese entfernt werden konnen, darf sich die Form der 4Pi-PSF
wéhrend der Datenaufnahme nicht dndern (Invarianz der PSF), d.h., die relative Phase der
interferierenden Foki zueinander muss wihrend der gesamten Datenaufnahme konstant
bleiben. Eine weitere notwendige Bedingung ist, dass die Hohe der ersten Nebenmaxima

geringer als 50% der Hohe des Hauptmaximums ist.



MATERIAL UND METHODEN [ 34

Zur Entfernung der Scheinbilder werden mathematische Filter eingesetzt. Diese Filter
bendtigen keine Informationen tliber das aufgenommene Objekt, sondemn lediglich Angaben
tiber die Hohe und die Lage der Nebenmaxima. Mit Hilfe des 4Pi-Intensitétsprofils eines
Objekts mit kleinst mdglichem Durchmesser wird das aufgenommene Bild abgetastet und die
Nebenmaxima aus den Datensdtzen entfernt. Im ersten Schritt wird hierzu die lineare
Dreipunkt-Entfaltung angewendet. Im zweiten Schritt die nichtlineare Entfaltung nach

Richardson-Lucy (van Kempen et al., 1997; Nagorni et al., 1998).

Die axiale Auflosung des MMM-4Pi ist mit 150 +/- 10 nm um einen Faktor 4.5 hoher als die
des konfokalen Mikroskops (700 +/-25 nm). Durch nichtlineare Entfaltung kann sie auf

100 nm gesteigert werden.

Abb. 4 zy- und zx- Bilder der mit GFP markierten mitochondrialen Matrix von S. cerevisiae. Das
Hauptmaximum und die ersten Nebenmaxima des Intensitdtsprofils verlaufen deutlich voneinander getrennt
in drei parallelen Linien. Wichtig fir die Bestimmung des Tubulusdurchmessers ist auBerdem, dass der
Tubulus nicht schridg in axialer Richtung liegt. Rechts sind die axialen Intensitdtsprofile gemittelt tiber die
markierten Bereiche zu sehen. Fiir die Durchmesserbestimmung wurde das Computerprogramm ,,ImSpector*
verwendet. Malistab: jeweils 0.5 pum
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3. Ergebnisse

3.1  Mitochondrien sind dynamische Strukturen
3.1.1 Das mitochondriale Netzwerk passt sich der Kohlenstoffquelle an

Eine einfache Mdglichkeit die Struktur der Mitochondrien zu verdndern, ist der Wechsel des
Wachstumsmediums. Hefezellen stellen nach Wechsel der Kohlenstoffquelle ihren
Energiemetabolismus um (Gancedo, 1998) und dndern dabei GroBle und Verzweigungsgrad
threr Mitochondrien (Egner et al., 2002; Pon und Schatz, 1991; Stevens, 1977). Die

mitochondriale Dynamik spielt in diesem Zusammenhang vermutlich eine wichtige Rolle.

Um die morphologische Anpassungsfihigkeit darzustellen, wurde folgendes Experiment
durchgefiihrt: Wildtypzellen, deren mitochondriale Matrix mit GFP markiert war, wuchsen
entweder in glucosehaltigem Medium (YPD) oder in glycerinhaltigem Medium (YPG) bis zur
log-Phase heran. AnschlieBend wurden Zellen entnommen und mit 1 %iger Agarose auf einen
Objekttrager aufgebracht. An einem Fluoreszenzmikroskop wurden die Mitochondrien
anhand des Verzweigungsgrades ihrer Netze in drei Kategorien eingeteilt: 1) Netzwerk mit
hohem Verzweigungsgrad, 2) Netzwerk mit mittlerem Verzweigungsgrad und 3) Netzwerk

mit niedrigem Verzweigungsgrad.

Die Struktur der Wildtypmitochondrien ist bei gleicher Kohlenstoffquelle im
Wachstumsmedium weitgehend homogen: 90 % der in YPG gewachsenen Wildtypzellen
haben stark verzweigte Mitochondrien, wohingegen 90 % der in YPD gewachsenen Zellen
Mitochondrien mit einem einfachen Netzwerk haben (siche Tab. 1 und Abb. 5, A-C). Die

mitochondriale Morphologie wurde bei insgesamt 455 Zellen bestimmt.

Sind Afis/-Mutanten ebenso wie Wildtypzellen dazu in der Lage, die Morphologie ihrer
Mitochondrien verschiedenen Kohlenstoffquellen anzupassen? Unter dieser Fragestellung
wurden Afis/-Zellen, die mtGFP exprimierten, bis zur log-Phase in YPD oder YPG
angezogen und danach die Morphologie ihrer Mitochondrien in drei Kategorien eingeteilt: 1)
Mitochondrien mit grofen fischernetzartigen Bereichen, 2) Mitochondrien mit mittelgroBen
fischernetzartigen Bereichen und 3) Mitochondrien ohne bzw. mit sehr kleinen netzartigen

Bereichen, die stattdessen tubuldre Strukturen aufweisen.
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In glycerinhaltigem Medium zeigen ungefahr die Hélfte der Afis/-Zellen Mitochondrien mit
groflen oder mittelgroBen fischernetzdhnlichen Bereichen (siehe Tab. 1 und Abb. 5, D und E).
Man findet aber ebenfalls Mitochondrien mit iiberwiegend tubuldrer Morphologie (siche Abb.
5, E). Der Anteil der Mitochondrien mit fischernetzdhnlichen Bereichen sinkt bei Afis!-
Zellen, die in glucosehaltigem Medium angezogen wurden auf 16 %. Die mitochondriale
Morphologie wurde bei insgesamt 1580 Zellen bestimmt. Die Struktur der Afis/-
Mitochondrien ist bei gleicher Kohlenstoffquelle im Wachstumsmedium also heterogen. Die
beiden Populationen sind aber klar anhand der Verteilung der drei Strukturtypen voneinander
unterscheidbar. Die Struktur der Mitochondrien der Afis/-Zellen ist demzufolge ebenso wie

die der Wildtypzellen von der Kohlenstoffquelle des Wachstumsmediums abhingig.

In diesem Zusammenhang soll als ndchstes der zeitliche Rahmen fiir die Anpassung der

mitochondrialen Morphologie an eine neue Kohlenstoffquelle untersucht werden.

3.1.2 Die Metamorphose des mitochondrialen Netzwerks nach Beginn der

Glucoserepression ist in AfisI-Zellen im Vergleich zu Wildtypzellen verzogert

Im Folgenden soll untersucht werden, wann nach Beginn der Glucoserepression die

Umstrukturierung der Mitochondrien beginnt und wie lange dieser Vorgang dauert.

Wildtypzellen und Afis/-Zellen wuchsen bis zur log-Phase in YPG heran und wurden
anschlielend in YPD transferiert. Die Zellkultur verblieb im Inkubationsschiittler bei 30°C.
Jede Stunde wurden Zellen entnommen und mit 1 %iger Agarose auf einen Objekttriger
aufgebracht. Am Fluoreszenzmikroskop konnte die Struktur des mitochondrialen Netzes
analysiert und in die unter 3.1.1 beschriebenen Kategorien eingeteilt werden. Die
Umstrukturierung der Mitochondrien wurde solange verfolgt, bis die {iberwiegende Zahl der
Hefen Mitochondrien mit der typischen Morphologie fiir in glucosehaltigem Medium
gewachsene Zellen zeigten. Bei Wildtypzellen war dies nach ca. drei Stunden der Fall, bei
Afisi-Zellen nach ca. vier Stunden. Insgesamt wurde die mitochondriale Morphologie von
340 Wildtypzellen pro Stunde bzw. von 450 Afisl-Zellen pro Stunde bestimmt. Um ein

objektives Ergebnis zu gewéhrleisten, erfolgte die Auszidhlung als Blindprobe.
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Wie bereits erwihnt, zeigt der Grofteil der Wildtypzellen in glycerinhaltigem Medium stark
verzweigte Mitochondrien. Bereits nach einer Stunde in glucosehaltigem Medium sinkt dieser
Anteil auf ein Drittel aller Zellen ab. Nach drei Stunden weisen weniger als 10 % der Zellen

stark verzweigte Netze auf (siehe Tab. 2).

Bei Afisi-Zellen findet ebenfalls eine Anpassung der Morphologie der Mitochondrien an
verdnderte Kohlenstoffquellen statt. Im Gegensatz zum Wildtyp bleiben aber die Anteile der
verschiedene Morphologietypen der Afis/-Population mehr als zwei Stunden nach dem
Transfer in YPD konstant. Erst nach vier Stunden hat sich mehr als die Hilfte der
Mitochondrien mit groBen fischernetzahnlichen Bereichen in einfachere Strukturen
umgewandelt (siche Tab. 2). Die strukturelle Anpassung der Mitochondrien nach Wechsel der

Kohlenstoffquelle ist in Zellen ohne Fislp also deutlich verlangsamt.

Nachfolgend soll der Verlauf der mitochondrialen Metamorphose unter Glucoserepression

genauer untersucht werden.
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Abb. 5 Wildtypmitochondrien zeigen bei gleicher Kohlenstoffquelle eine homogene Morphologie, A fisi-
Mitochondrien dagegen eine heterogene. A-C Wildtypzellen, deren mitochondriale Matrix mit GFP markiert
war, wurden bis zur log-Phase in YPG bzw. YPD wachsen gelassen. Dargestellt sind Projektionen der
maximalen Helligkeit. A, B In YPG gewachsene Wildtypzellen zeigen A vorwiegend hochverzweigte Netze und
B teilweise mittel stark verzweigte Netze. C In YPD-Medium gewachsene Wildtypzellen haben gering
verzweigte Netzwerke. D, E A fisi-Zellen, deren mitochondriale Matrix mit GFP markiert war, wurden bis zur
log-Phase in YPG wachsen gelassen. Dargestellt sind Projektionen der maximalen Helligkeit. D Mitochondrium
mit groflem fischernetzartigem Bereich E Linkes Mitochondrium mit fischernetzartigem Bereich mittlerer
GroBe, rechtes Mitochondrium mit iiberwiegend tubuldren Strukturen. Diese morphologische Bandbreite bleibt
beim Wechsel der Kohlenstoffquelle erhalten. Es verschieben sich aber die Anteile der verschiedenen
Morphologietypen zueinander. Mafstab fiir A-C: 2 pm, fir D-E: 1 um
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Tab. 1 Mitochondriale Morphologie von Wildtyp- und Afis/-Zellen

Wildtyp
hoher mittlerer geringer
Verzweigungs- Verzweigungs- Verzweigungs-
grad (%) grad (%) grad (%)
Wachstumsmedium
YPG (n = 340) 89 10 1
YPD (n=115) 0 5 95
Afisl
grofie kleine tubuliire
Netzbereiche Netzbereiche Strukturen
(%) (%) (%)
& &
Wachstumsmedium
YPG (n=1085) 23 28 49
YPD (n =495) 6 10 84

Tab. 2 Mitochondriale Morphologie von Wildtyp- und Afis/-Zellen nach Wechsel der

Kohlenstoffquelle
Wildtypzellen hoher mittlerer geringer
Wachstumsbedingungen Verzweigungs- Verzweigungs-  Verzweigungs-
grad (%) grad (%) grad (%)

log-Phase (n=340) 89 10 1
in YPG

1 hin YPD (n = 340) 31 54 15
2 hin YPD (n = 345) 20 61 19

3 hin YPD (n = 340) 8 57 35

Afisl grofie kleine tubulire
Wachstumsbedingungen Netzbereiche (%) Netzbereiche (%) Strukturen (%)
log-Phase (n=440) 22 30 48

in YPG

1 hin YPD (n = 460) 22 30 48

2 hin YPD (n=450) 19 31 50

3 hin YPD (n=470) 14 30 56

4 hin YPD (n =465) 9 28 63
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3.1.3 Zeitliche Dynamik der Metamorphose des mitochondrialen Netzes von

Wildtypzellen

Wie lauft die Umstrukturierung der Mitochondrien nach Wechsel der Kohlenstoffquelle ab?
Wir nehmen an, dass bei der Anpassung der mitochondrialen Struktur an verdnderte

Stoffwechselbedingungen Tubulusteilungen und Fusionen eine zentrale Rolle spielen.

Um dreidimensionale Informationen iiber die mitochondriale Dynamik zu erhalten, wurden
konkokale Langzeitaufnahmen durchgefiihrt. Wildtypzellen mit mtGFP wuchsen bis zur log-
Phase in YPG heran, wurden in YPD transferiert und fiir weitere 45 Minuten im Schiittler bei
30°C inkubiert. Danach war die Mehrzahl der Zellen am Beginn des Umwandlungsprozesses
(siche Tab. 2). Um die Dynamiken der Hefemitochondrien iiber einen ldngeren Zeitraum
hinweg beobachten zu konnen, miissen die Zellen kontinuierlich mit Néhrstoffen versorgt
werden. Deshalb wurde eine Mikroskopiekammer mit Zu- und Abfluss fiir das Ndhrmedium
benutzt. Die Zellen wurden mit einer Losung 1 %iger Agarose in einem Teil YPD und zwei
Teilen PBS vermischt und in die Kammer gefiillt. Die Hefezellen lieBen sich auf diese Weise
bis zu fiinf Stunden aufnehmen. Sie zeigten in der Kammer ein normales Teilungsverhalten,
verdoppelten sich also ungefahr alle 90 Minuten. An den Mitochondrien waren bis zum Ende

der Aufnahmezeit keine Anzeichen von Fragmentation zu erkennen (siche Anhang, Abb. Al).

Der Begriff ,,Separation” der mitochondrialen Matrix wird nachfolgend benutzt, um eine
deutliche Diskontinuitdt der mit GFP markierten mitochondrialen Matrix zu beschreiben. Eine
solche Separation kann auf eine Matrixkonstriktion, eine Teilung der inneren Membran oder
auf eine Tubulusteilung, also eine Teilung der &duBeren und der inneren Membran,

zuriickzufiihren sein (siche Abb. 6).
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Abb. 6 Sowohl Matrixkonstriktionen als auch Teilungen der inneren Membran oder Tubulusteilungen sind in
Mitochondrien mit GFP markierter Matrix, als Matrixseparationen zu erkennen. A mitochondrialer Tubulus B
Bei einer Matrixkonstriktion kommt es zu einer Einschniirung der mitochondrialen Matrix. Der Matrixraum
bleibt dabei kontinuierlich. Die entstehende ,,Matrixbriicke™ ist aber kleiner als die Aufldsung eines konfokalen
Fluoreszenzmikroskops. C Eine Teilung der inneren Membran ohne Teilung der &ufleren Membran fiihrt zu einer
Diskontinuitit der mitochondrialen Matrix. D Teilen sich duflere und innere Membran, spricht man von einer
Tubulusteilung.

Die fiir die Beobachtung der Metamorphose ausgewihlten Wildtypzellen wiesen die typische
stark verzweigte Mitochondrienmorphologie fiir Zellen auf, die in glycerinhaltigem Medium
gewachsen sind. Die Gestaltinderung der Mitochondrien konnte bei insgesamt 15
Wildtypzellen iiber maximal fiinf Stunden verfolgt werden. Dazu wurde alle 78 s eine
dreidimensionale Aufnahme gemacht. Neun der Zellen teilten sich wéhrend der
Aufnahmeperiode. In jeder sich teilenden Zellen ist eine deutliche Vereinfachung des
mitochondrialen Netzwerks erkennbar. Die restlichen sechs Zellen teilten sich wéhrend des
Untersuchungszeitraums nicht. Trotz fortlaufender Matrixseparationen und Fusionen
vereinfachten sich deren Mitochondrien nicht. Diese Beobachtungen lassen einen

Zusammenhang zwischen der Umstrukturierung des Organells und dem Zellzyklus vermuten.

Das Muster der mitochondrialen Metamorphose ist bei allen sich teilenden Wildtypzellen
gleich. Représentative Zellen, die zu verschiedenen Zeitpunkten dieses Prozesses
aufgenommen wurden, sind in Abbildung 7, A-C dargestellt. Kurze Zeit nach Entstehung der

Tochterzelle dringt ein mitochondrialer Tubulus aus der Mutterzelle ein.
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Er bleibt zuniachst mit dem Muttermitochondrium verbunden. Dieser Tubulus bewegt sich in
den ersten 10-15 Minuten ungerichtet in der Tochterzelle und bindet schlielich an den
Zellkortex. Wihrend des Wachstums der Tochterzelle bleibt das sich kontinuierlich
vergroBernde Mitochondrium an diesem Punkt angeheftet. Die Verbindung zwischen Tochter-
und Muttermitochondrium bleibt solange bestehen, bis das Tochtermitochondrium fast die
Grofle des Muttermitochondriums erreicht hat. Tubuli, die die beiden Mitochondrien
verbinden, sind héufig der Ort fiir Fusionen und Teilungen (sieche Abb. 7, D-L und Anhang,
Abb. Al). Das Mitochondrium der Tochterzelle scheint nach jeder Teilung in diesem Bereich
groBBer zu werden. Vermutlich werden auf diese Weise mitochondriale Tubuli von der Mutter-
in die Tochterzelle transportiert. Begleitet wird dieser Vorgang von fortlaufenden
Matrixseparationen und Fusion in der Mutterzelle. Zusitzlich finden viele Tubulusteilungen
statt, denen eine Fusion an einer anderen Stelle folgt (siche Abb. 7, D-F, oberer Pfeil). Diese
Beobachtungen legen die Vermutung nahe, dass die Vereinfachung des Netzwerks unter
Glucoserepression durch Tubulusteilungen und Fusionen erfolgt. Durch Lésen von
Verzweigungen und anschlieBender Neuverkniipfung der Tubuli scheinen aus komplexen

Strukturen einfachere zu entstehen.

Im Folgenden soll die Umstrukturierung der Mitochondrien von Afis/-Zellen nach Wechsel

der Kohlenstoffquelle untersucht werden.
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Abb. 7 Umstrukturierung von Wildtypmitochondrien unter Glucoserepression. Wildtypzellen, deren
mitochondriale Matrix mit GFP markiert war, wurden bis zur log-Phase in YPG wachsen gelassen und danach in
YPD transferiert. A-C Konfokale Aufnahmen sich teilender Zellen. Dargestellt sind Projektionen der maximalen
Helligkeit, auf die Hellfeldaufnahmen projiziert worden sind. D-L. Konfokale Langzeitaufnahmen zeigen die
Umstrukturierung des mitochondrialen Netzwerks unter Glucoserepression. Dargestellt sind ausgewihlte
Projektionen der maximalen Helligkeit. Der gesamte Datensatz umfasst 165 dreidimensionale Bilderstapel mit ~
4000 einzelnen optischen Schnitten. Die Pfeile kennzeichnen Stellen, an denen eine Matrixseparation stattfinden
wird. Die Doppelpfeile kennzeichnen Stellen, an denen Fusionen zwischen zwei Tubuli stattfinden werden. Das
mitochondriale Netzwerk hatte zum Zeitpunkt Null die typische Morphologie von in glycerinhaltigem Medium
gewachsenen Zellen.

Der vollstéindige Datensatz ist im Anhang zu finden (siche Abb. A1). Mafistab: 2 pm

3.1.4 Die Umstrukturierung des mitochondrialen Netzes von Afis/—Zellen ist begleitet

von Tubulusteilungen und Fusionen

Wie lauft die Umstrukturierung der Mitochondrien von Afis/-Zellen unter Glucoserepression

ab? Spielen wie bei Wildtypzellen Tubulusteilungen und Fusionen dabei eine Rolle?

Um dreidimensionale Informationen iiber die mitochondriale Dynamik zu erhalten, wurden
konkokale Langzeitaufnahmen durchgefiihrt. Afis/-Zellen mit mtGFP wuchsen bis zur log-
Phase in YPG heran, wurden in YPD transferiert und fiir weiter 70 Minuten im Schiittler bei
30°C inkubiert. Danach war die Mehrzahl der Zellen am Beginn des Umwandlungsprozesses
(siehe Tab. 2). Die fiir die Aufnahmen ausgewéhlten Zellen wiesen Mitochondrien mit grof3en
netzartigen Bereichen auf. Die Beobachtung der mitochondrialen Gestaltinderung erfolgte bei
insgesamt 17 Afisl-Zellen. Einige davon konnten {iber drei Stunden beobachtet werden. Dazu

wurde alle 78 s bis 116 s eine dreidimensionale Aufnahme gemacht.

In diesem Zusammenhang bedeutet der Begriff ,,Vereinfachung® eine GroBenreduktion des

netzartigen Bereiches zugunsten einer Vergroferung der tubuléren Bereiche.

Drei der Zellen teilten sich wihrend der Aufnahmezeit und zeigten gleichzeitig eine
Vereinfachung der Mitochondrienstruktur. Sieben Zellen vereinfachten ihr mitochondriales
Netzwerk ohne Anzeichen einer beginnenden Teilung. Folglich scheint in Zellen ohne Fislp
die Umstrukturierung unabhidngig vom Zellzyklus zu sein. Im Falle der Zellteilung dringt,
dhnlich wie beim Wildtyp, ein mitochondrialer Tubulus aus der Mutterzelle in die
Tochterzelle ein (siehe Abb. 8, A-C). Dieser bleibt mit dem Netz der Mutterzelle verbunden.
Spiter bindet der Tubulus an einen Punkt des Zellkortex der Tochterzelle, wo er wéihrend des

weiteren Wachstums angeheftet bleibt.
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Abb. 8 Umstrukturierung von Afis/-Mitochondrien unter Glucoserepression. Afis/-Zellen, deren mitochondriale
Matrix mit GFP markiert war, wurden bis zur log-Phase in YPG wachsen gelassen und danach in YPD
transferiert. A-C Konfokale Aufnahmen sich teilender Zellen. Dargestellt sind Projektionen der maximalen
Helligkeit, auf die Hellfeldaufnahmen projiziert worden sind. D-L. Konfokale Langzeitaufnahmen zeigen die
Umstrukturierung des mitochondrialen Netzwerks unter Glucoserepression. Dargestellt sind ausgewihlte
Projektionen der maximalen Helligkeit. Der gesamte Datensatz umfasst 99 dreidimensionale Bilderstapel mit ~
2200 einzelnen optischen Schnitten. Die Pfeile kennzeichnen Stellen, an denen eine Matrixseparation stattfinden
wird. Die Doppelpfeile kennzeichnen Stellen, an denen eine Fusion zwischen zwei Tubuli stattfinden wird. Das
mitochondriale Netzwerk zeigte zum Zeitpunkt Null eine fischernetzéhnliche Morphologie. Der vollstindige
Datensatz ist im Anhang zu finden (siche Abb. A2). MafBistab fiir A-C: 2 pm, fiir D-L: 1 pm

Abb. 9 Die Umstrukturierung von Afis/-Mitochondrien unter Glucoserepression ist nicht unmittelbar vom
Zellzyklus abhdngig. Afis/-Mutanten, deren mitochondriale Matrix mit GFP markiert war, wurden bis zur log-
Phase in YPG wachsen gelassen und danach in YPD transferiert. A, B Konfokale Aufnahmen zweier Zellen vor
und nach der Metamorphose. Gezeigt sind Projektionen der maximalen Helligkeit. A Das mitochondriale
Netzwerk der rechten Zelle zeigt zum Zeitpunkt Null eine fischernetzéhnliche Morphologie, wihrend bei dem
Mitochondrium der linken Zelle die tubuldren Strukturen iliberwiegen. B Nach 135 Minuten in YPD ist eine
deutliche Reduktion des fischernetzédhnlichen Bereichs des rechten Mitochondriums zugunsten tubuldrer
Strukturen zu erkennen, ohne dass eine Zellteilung stattgefunden hat. C Hellfeldaufnahme nach 135 Minuten.
Der gesamte Datensatz umfasst 14 dreidimensionale Bilderstapel, die {iber einen Zeitraum von 210 Minuten
hinweg aufgenommen wurden. Zwischen zwei Aufnahmen liegen 15 Minuten. MaB3stab: 2 um

Die Metamorphose des Netzes unter Glucoserepression folgt in allen untersuchten Afis/-
Zellen einem dhnlichen Muster und zwar unabhingig von der Zellteilung (siche Abb. §; D-L,
Abb. 9 und Anhang, Abb. A2). Uberraschenderweise kann man zahlreiche Separationen der
mit GFP markierten Matrix beobachten. Diese finden sowohl im Inneren des gefensterten
Netzbereiches (siche Abb. 8, E) als auch in den AuBlenbereichen statt. Meistens folgt der
Matrixseparation eine Fusion an derselben Stelle des Tubulus. Bei diesen Ereignissen kann es
sich sowohl um eine Matrixkonstriktion, eine Teilung der inneren Membran oder eine

Tubulusteilung handeln (siche Abb. 6).



ERGEBNISSE 47

Manchmal folgt aber auf eine Separation entweder keine Fusion (siche Abb. 8, D) oder eine
Fusion an einer anderen Stelle (siche Abb. 8, J-L; obere Pfeile). Im zweiten Fall muss der
Fusion eine vollstdndige Tubulusteilung vorausgegangen sein, ansonsten konnte es zu keiner

Neuverkniipfung zweier Tubuli kommen.

In diesem Zusammenhang wurden zusétzlich Afis/-Mitochondrien untersuchten, deren duflere
Membran mit OM45-GFP und deren innere Membran mit DsRed markiert war. Das DsRed
war an die Presequenz von Cox4p fusioniert (Bevis und Glick, 2002). Von den in PMGal

gewachsenen Zellen wurde alle zwei Minuten eine dreidimensionale Aufnahme gemacht.

In den Zellen kann man gleichzeitige Separationen der inneren und der dufleren Membran
erkennen (siche Abb. 10, D-J). Auch ohne Fislp finden also komplette mitochondriale

Tubulusteilungen statt.

Folgt auf eine Separation eine Fusion an der gleichen Stelle handelt es sich mutmafBlich um
eine Konstriktion der Matrix ohne Beteiligung der mitochondrialen Membranen. Um diese
Annahme zu {berpriifen, wurden zundchst Afis/-Mutanten untersucht, deren &uf3ere
Mitochondrienmembran mit GFP und deren mitochondriale Matrix mit DsRed markiert war.
Das GFP war an das COOH-Ende des dufleren Membranproteins OM45 (Cerveny, 2001)
fusioniert, das DsRed an die Presequenz der Untereinheit 9 der FO-ATPase von Neurospora
crassa. Die Zellen wuchsen in PMGal bis zur log-Phase heran. An einem konfokalen
Fluoreszenzmikroskop wurden dreidimensionale Aufnahme dieser zweifach markierten

Mitochondrien gemacht.

Meistens findet man eine strikte Kolokalisation von OM45-GFP und DsRed. Gelegentlich
beobachtet man jedoch eine durchgéngige mit OM45-GFP markierte dullere Membran, die
eine separierte mit DsRed markierte Matrix umschlief3t (siche Abb. 10, A-C).

Dieses Ergebnis zeigt, dass eine Konstriktion der Matrix in Afis/-Mutanten ohne Beteiligung

der duBeren Membran stattfinden kann.



ERGEBNISSE [ 48

Abb. 10 Teilung der dueren Membran in Afis/-Zellen. A-C Afis/-Mutanten, deren Matrix mit DsRed und deren
duBere Membran mit OM45-GFP markiert war, wurden in PMGal-Medium bis zur log-Phase wachsen gelassen.
A OM45-GFP, B DsRed in der Matrix und C Hellfeldaufnahme. Gezeigt sind einzelne optische Schnitte. Der
Pfeil kennzeichnet eine Matrixseparation ohne Teilung der &duBleren Membran. Die vergroferten Ausschnitte
zeigen Projektionen der maximalen Helligkeit der Separationsstelle. D-J A fis/-Mutanten, deren innere Membran
mit DsRed und deren duBere Membran mit OM45-GFP markiert war, wurden in PMGal bis zur log-Phase
wachsen gelassen. Dargestellt sind Projektionen der maximalen Helligkeit. D, G, I OM45-GFP; E, H, J DsRed
in der inneren Membran, F Hellfeldaufnahme. D-J Langzeitaufnahmen. Der Zeitabstand zwischen zwei
Aufnahmen betrug zwei Minuten. Die Pfeile kennzeichnen Stellen, an denen Tubulusteilungen stattfinden
werden. Man beachte die Kolokalisation von DsRed (innere Membran) und OM45-GFP (&duflere Membran).
Malfstab: 2 um

(Jakobs und Martini et al., 2003)



ERGEBNISSE 49

Auch die innere Membran scheint an Matrixkonstriktionen nicht beteiligt zu sein: In den oben
erwahnten Afis/-Mutanten, deren duflere Membran mit OM-GFP und deren innere Membran
mit DsRed markiert war, konnte keine Teilung der inneren Membran ohne eine Teilung der
duleren Membran beobachtet werden. Da die &duBlere Membran wie oben gezeigt nicht an
Matrixkonstriktionen beteiligt zu sein scheint, spricht dieses Ergebnis dafiir, dass auch die

innere Mitochondrienmembran nicht an Matrixkonstriktionen beteiligt ist.

Auf Grund dieser Resultate wird im Folgenden anstatt von Matrixseparationen von
Matrixkonstriktionen gesprochen. Der Begriff Separation wird nur noch als Sammelbegriff

fiir Matrixkonstriktionen und Tubulusteilungen verwendet.

Als néchstes soll die Frequenz von Separations- und Fusionsereignissen untersucht werden.

3.1.5 Die Frequenz von Matrixseparationen und Fusionen ist in Afis/- und Wildtyp

Mitochondrien vergleichbar

Andert sich die Frequenz von Matrixseparationen und Fusionen in Abhiingigkeit von der zur
Verfligung stehenden Kohlenstoffquelle? Und wenn ja, sind Unterschied zwischen
Wildtypzellen und Afis/-Mutanten erkennbar? Anhand von Langzeitaufnahmen soll die
Frequenz der Separationen und Fusionen in einzelnen Wildtyp- und Afis/-Zellen, wéhrend der
durch Glucoserepression induzierten Umgestaltung des Mitochondriums erfasst werden. Dazu
wurde alle 78 s bzw. 116 s (Wildtyp- bzw. AfisI-Zellen) eine dreidimensionale Aufnahme
gemacht. Mit Hilfe des Computerprogramms ,ImSpector wurde nacheinander jede
dreidimensionale Aufnahme der Serie gedffnet und jeder der 20-25 optischen Schnitte einzeln
betrachtet. Im Vergleich mit der entsprechenden Schnittebene der vorhergehenden bzw.
nachfolgenden dreidimensionale Aufnahme konnte der grofite Teil der Matrixseparationen
und Fusionen gezéhlt werden. Dabei wurden nur Ereignisse in der Mutterzelle beriicksichtigt.
Separationen wurden nur dann als solche gezédhlt, wenn die Helligkeitsintensitit in dem
entsprechenden Bereich nach Abzug des Hintergrunds Null betrug. Moglicherweise sind
einige Ereignisse libersehen worden, vor allem im Zentrum der fischernetzdhnlichen Bereiche
der Afis/-Mitochondrien. Daher fillt die Auszdhlung der Separationen und Fusionen

tendenziell eher zu gering aus.



ERGEBNISSE 50

Im Folgenden soll exemplarisch an einer Wildtypzelle und einer Afis/-Zelle (siche Anhang,
Abb. Al und A2) die Frequenz von Matrixseparationen und Fusionen unter
Glucoserepression gezeigt werden: Uber einen Zeitraum von 105 Minuten finden 104
Separationen und 103 Fusionen in der Wildtypzelle und 85 Separationen und 80 Fusionen in
der Afisl-Zelle statt (siche Abb. 11, A). Fiir beide Zellen gilt, dass das Verhiltnis von
Matrixseparation und Fusion ausgeglichen ist. In der Wildtypzelle sinkt im Verlauf der
Metamorphose die Gesamtzahl von Matrixseparation und Fusion pro Minute von 2.5 auf 0.6.
Ahnlich sind die Werte in Mitochondrien ohne Fislp. Die Werte sinken von 2.4 auf 1.2
Separationen und Fusionen pro Minute (siche Abb. 11, A). Um sicherzustellen, dass die
analysierten Zellen reprédsentativ sind, wurden Separationen und Fusionen in drei weiteren
Zellen erfasst und zwar 15 Minuten lang an charakteristischen Zeitpunkten der

Glucoseadaption (siehe Abb. 11, B und C):

1) Vor Beginn der Glucoserepression. Die Mitochondrien zeigen das typische stark

verzweigte Netzwerk fiir in glycerinhaltigem Medium gewachsene Zellen.

2) Nach der Halfte der Zeitdauer, die fir die Metamorphose von stark verzweigten

Mitochondrien zu einfachen Strukturen bendtigt wird.

3) Nach Ende der Umstrukturierung. Der Zeitpunkt, ab dem die Mitochondrien gering
verzweigte Netze zeigen, die typisch sind fiir Zellen, die in glucosehaltigem Medium
wachsen. Die Zahl der Separations- und Fusionsereignisse sind sowohl fiir Wildtypzellen als

auch fiir Afis/-Mutanten iiber den gesamten Zeitraum betrachtet anndhernd gleich hoch.

Zusammengefasst ldsst sich feststellen, dass die Frequenz der Separationen und Fusionen in
den analysierten Wildtyp- und Afis/-Zellen unter Glucoserepression sinkt. Dies legt die
Vermutung nahe, dass ein Absinken in der Zahl der Matrixseparationen und -fusionen ein
charakteristisches Merkmal fiir den Prozess der Vereinfachung des mitochondrialen
Netzwerks unter Glucoserepression ist. Die vorliegenden Ergebnisse unterstiitzen die
Annahme, dass durch Lésen von Verzweigungen und anschlieender Neuverkniipfung aus
komplexen Netzwerken einfachere entstehen. In Mitochondrien von Wildtypzellen, die
kontinuierlich in glucosehaltigem Medium gewachsen sind, bleibt die Frequenz der
Separationen und Fusionen im selben Zeitraum konstant bei ungefdhr 1.7 Ereignissen pro
Minute (siche Abb. 11, B). Das ausgeglichene Verhéltnis von Separationen und Fusionen
konnte darliber hinaus ein wichtiger Hinweis dafiir sein, dass es sich bei dem
Vereinfachungsprozess nach Glucoserepression vorwiegend um einen Umbau der

Netzstruktur und nicht um einen Abbau von Tubuli handelt.
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Abb. 11 Frequenz der Matrixseparationen und Fusionen wihrend des Umstrukturierungsprozesses unter
Glucoserepression. A Es wurden alle erkennbaren Separationen und Fusionen der mit GFP markierten Matrix
einer Wildtyp- und einer Afis/-Zelle iiber einen Zeitraum von 105 Minuten gezdhlt. Am Zeitpunkt Null
entsprach die mitochondriale Morphologie der von typischen in glycerinhaltigem Medium gewachsenen Zellen.
Gegen Ende des Untersuchungszeitraumes zeigten beide Zellen Mitochondrien mit deutlich vereinfachten
Strukturen. B, C Matrixseparationen und Fusionen wurden fiir jeweils 15 Minuten an drei charakteristischen
Zeitpunkten der mitochondrialen Metamorphose erfasst: Periode 1) vor Beginn der Umstrukturierung, Periode 2)
nach der Hilfte der fiir den Umstrukturierungsprozess bendtigten Zeit und Periode 3) am Ende der
Umstrukturierung. Dabei wurden nur Ereignisse in der Mutterzelle beriicksichtigt. B Wildtypzellen. Als
Kontrolle dienten Wildtypzellen, die in YPD bis zu log-Phase gewachsen waren und anschlieBend in frisches
YPD transferiert wurden. C AfisI-Zellen.

Bei einem Abbau der Verzweigungen wére es naheliegend, dass die Zahl der
Separationsereignisse hoher ist, als die der Fusionen. Im Folgenden soll untersucht werden,

wie sich Adnm-Zellen unter Glucoserepression verhalten.

3.1.6 Die Zahl der Tubulusteilungen ist in AdnmI-Mitochondrien merklich reduziert

Eine Schliisselfunktion bei der Teilung der dufleren Membran wird der GTPase Dnmlp
zugeschrieben (Bleazard et al., 1999; Otsuga et al., 1998; Sesaki und Jensen, 1999). Adnm -
Mutanten gelten als defizient in der Teilung der &dufleren Membran bzw. in der
Tubulusteilung. Um dieser Hypothese nachzugehen, wurden konfokale Langzeitaufnahmen
von Adnml-Zellen unter Glucoserepression gemacht. Dabei wurden dieselben
Versuchsbedingungen und Aufnahmeparameter angewendet wie fiir die Untersuchung von

Afis1-Zellen.

Es zeigt sich, dass in Adnmi-Mitochondrien Matrixkonstriktionen und Fusionen stattfinden
(siche Abb. 12, A-J und Anhang, Abb. A3). Im Gegensatz zu Afis/-Mutanten folgt aber in
Adnm-Mitochondrien auf eine Konstriktion immer eine Fusion an derselben Stelle. Zu
keinem Zeitpunkt konnten Tubulusteilungen beobachtet werden. Obwohl seltene Teilungen
nicht ausgeschlossen werden konnen, scheinen diese in Adnmli-Zellen zumindest deutlich
erschwert zu sein. Im Gegensatz zu Fislp ist das Vorhandensein von Dnmlp anscheinend
essentiell fiir mitochondriale Tubulusteilungen. Matrixkonstriktionen laufen dagegen sowohl

ohne Dnmlp als auch ohne Fislp ab.

Im Folgenden soll untersucht werden, ob sich die mitochondriale Dynamik in Amdm33-

Mutanten im Vergleich zu Wildtypzellen veréndert.
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Abb. 12 Umstukturierung von Adnml-Mitochondrien unter Glucoserepression. Adnmi-Zellen, deren
mitochondriale Matrix mit GFP markiert war, wurden bis zur log-Phase in YPG wachsen gelassen und danach in
YPD transferiert. Dargestellt sind Projektionen der maximalen Helligkeit. Die Pfeile kennzeichnen Stellen, an
denen eine Matrixseparation stattfinden wird. Die Doppelpfeile kennzeichnen Stellen, an denen eine Fusion
zwischen zwei Tubuli stattfinden wird A-C Der gesamte Datensatz umfasst 49 dreidimensionale Bilderstapel,
die tber einen Zeitraum von 49 Minuten hinweg aufgenommen wurden. Zwischen zwei Aufnahmen liegen 60
Sekunden.. D-F Der gesamte Datensatz umfasst 40 dreidimensionale Bilderstapel, die iiber einen Zeitraum von
40 Minuten hinweg aufgenommen wurden. Zwischen zwei Aufnahmen liegen 60 Sekunden. G-J Der gesamte
Datensatz umfasst 43 dreidimensionale Bilderstapel, die iiber einen Zeitraum von 43 Minuten hinweg
aufgenommen wurden. Zwischen zwei Aufnahmen liegen 60 Sekunden Der vollstindige Datensatz fiir D-F ist
im Anhang zu finden (siche Abb. A3). MaBstab fiir A-C: 0.5 um, fiir D-F: 1 um, fiir G-I: 1 um
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3.1.7 In Amdm33-Zellen konnen sowohl Matrixkonstriktionen als auch

Tubulusteilungen beobachtet werden

Mdm33p ist ein Protein der inneren Mitochondrienmembran. Die Mitochondrien der
Amdm33-Zellen sind ringférmige Organellen mit langgestreckten diinnen Tubuli. Die
Morphologie der Amdm33-Mutanten legt die Vermutung nahe, dass Mdm33p moglicherweise
eine Rolle bei der Teilung der inneren Mitochondrienmembran spielt (Messerschmitt et al.,
2003). Wie wirkt sich das Fehlen von Mdm33p auf die mitochondriale Dynamik aus? Die
Anzucht der Zellen und die Vorbereitung der Kammer erfolgte, wie fiir Afis/-Zellen

beschrieben. Alle 226 Sekunden wurde eine dreidimensionale Aufnahme gemacht.

In  Amdm33-Zellen sind diverse Matrixseparationen und dariiber hinaus auch
Tubulusteilungen ohne nachfolgende Fusion, oder mit anschlieBender Fusion an anderer
Stelle zu beobachten (sieche Abb. 13 und Anhang, Abb. A4). Amdm33-Zellen sind folglich
nicht defizient in der Teilung der inneren Membran, denn Tubulusteilungen kdnnen nur dann

stattfinden, wenn sich beide Membranen gleichzeitig teilen.

Anders die Situation in Amdm33/AfisI-Zellen: Die ebenfalls ringformigen Mitochondrien
dieser Doppeldeletionsmutanten zeigen weder Matrixseparationen noch Tubulusteilungen.
Die Anzucht der Zellen und die Vorbereitung der Kammer erfolgte, wie fiir Afis/-Zellen
beschrieben. Alle 116 Sekunden wurde eine dreidimensionale Aufnahme gemacht. Lediglich
bei der endgiiltigen Trennung des Tochtermitochondriums vom Muttermitochondrium kann
eine Tubulusteilung beobachtet werden, die aber wahrscheinlich auf ein mechanisches

Auseinanderreiflen zuriickzufiihren ist (siche Abb. 14).

Zusammengefasst ldsst sich sagen: Sowohl Zellen ohne Fislp als auch solche ohne Mdm33p
zeigen Matrixseparationen und Tubulusteilungen. Mitochondrien, denen beide Proteine

fehlen, dagegen nicht.
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Abb. 13 Umstukturierung von Amdm33-Mitochondrien unter Glucoserepression. Amdm33-Zellen, deren
mitochondriale Matrix mit GFP markiert war, wurden bis zur log-Phase in YPG wachsen gelassen und danach in
YPD transferiert. Dargestellt sind Projektionen der maximalen Helligkeit. Die Pfeile kennzeichnen Stellen, an
denen eine Matrixseparation stattfinden wird. Die Doppelpfeile kennzeichnen Stellen, an denen eine Fusion
zwischen zwei Tubuli stattfinden wird A-F Der gesamte Datensatz umfasst 62 dreidimensionale Bilderstapel,
die iiber einen Zeitraum von 241Minuten hinweg aufgenommen wurden. Zwischen zwei Aufnahmen liegen 226
Sekunden.. G-L Der gesamte Datensatz umfasst 64 dreidimensionale Bilderstapel, die iiber einen Zeitraum von
244 Minuten hinweg aufgenommen wurden. Zwischen zwei Aufnahmen liegen 226 Sekunden. Der vollstindige
Datensatz fiir G-L ist im Anhang zu finden (siche Abb. A4).

MaBstab fir A-F: 1 pm, fiir G-I: 2 pm, fir J-L: 1 um
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Abb. 14 Umstrukturierung von Amdm33/Afis1-Mitochondrien unter Glucoserepression. Amdm33/Afis1-Zellen
deren mitochondriale Matrix mit GFP markiert war, wurden bis zur log-Phase in YPG wachsen gelassen und
danach in YPD transferiert. Dargestellt sind Projektionen der maximalen Helligkeit. Die Pfeile kennzeichnen
Stellen, an denen sich das Tochtermitochondrium vom Muttermitochondrium trennen wird. A-C Der gesamte
Datensatz umfasst 16 dreidimensionale Bilderstapel, die iiber einen Zeitraum von 31 Minuten hinweg
aufgenommen wurden. Zwischen zwei Aufnahmen liegen 226 Sekunden. D-G Der gesamte Datensatz umfasst
73 dreidimensionale Bilderstapel, die iiber einen Zeitraum von 275 Minuten hinweg aufgenommen wurden.
Zwischen zwei Aufnahmen liegen 226 Sekunden. Der vollstindige Datensatz fiir D-G ist im Anhang zu finden
(siche Abb. AS). MaBstab fiir A-C: 1 um, fir D-G: 2 um

Abb. 15 Oberflichenrekonstruktion der Mitochondrien lebender Wildtypzellen und Afis/-Mutanten. Die
dreidimensionalen Datensdtze wurden mit dem MMM-4Pi-Mikroskop aufgenommen. Diploide Wildtypzellen
undAfis!-Zellen, deren mitochondriale Matrix mit GFP markiert war, wurden bis zur log-Phase in YPG oder in
YPD wachsen gelassen. A Mitochondriales Netz einer in YPG gewachsenen Wildtypzelle. B Mitochondrium
einer in YPD angezogenen Wildtypzelle. C Afisi- Zellen, deren Mitochondrien groBe fischernetzartige Bereiche
aufweisen. D Mitochondrium mit {iberwiegend tubuléren Strukturen einer in YPD angezogenen Afis/-Zelle.
Mal3stab: 1 um in jeder Raumrichtung
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Neben den beschriebenen Langzeitaufnahmen wurde in dieser Arbeit das neue Verfahren der
MMM-4Pi-Mikroskopie (Typ A) angewendet, um weitere Informationen iiber die an der
mitochondrialen Dynamik beteiligten Proteine zu gewinnen. Zusammen mit der
anschlieBenden Bildbearbeitung erreicht man mit diesem Fluoreszenzmikroskop eine
Auflésung von 200 nm in lateraler und 100 nm in axialer Richtung. Dieses Verfahren kann
daher fiir die Bestimmung des mitochondrialen Tubulusdurchmessers an lebenden Hefezellen

angewendet werden.

3.2 Durchmesserbestimmung von Mitochondrien

In glycerinhaltigem Medium (YPG) gewachsene Wildtypzellen zeigen mitochondriale
Netzwerke mit deutlich mehr Verzweigungspunkten und weisen gleichzeitig einen héheren
mitochondrialen Tubulusdurchmesser auf als Wildtypzellen, die in glucosehaltigem Medium
(YPD) angezogen worden sind (Egner et al., 2002). In der vorliegenden Arbeit wurde der
Tubulusdurchmessers sowohl von Wildtypzellen als auch von den Deletionsmutanten Afis/,

Adnm 1 und, AmdvI vor und unter Glucoserepression bestimmt (siche Abb. 15, Kapitel 3.2.1).

Die Deletionsstimme Afis/, Adnml und, Amdvl haben im Vergleich zum Wildtyp
Mitochondrien mit einer verdnderten Morphologie. Alle drei Stimme weisen Mitochondrien
mit fischernetzdhnlichen Bereichen auf. Im Abschnitt 3.2.2 soll der Frage nachgegangen
werden, ob die Verdnderung des Phénotyps bei diesen Deletionsmutanten ebenfalls mit
Unterschieden im Tubulusdurchmesser der Mitochondrien korreliert ist. In diesem
Zusammenhang wurden durch Kreuzung der Stimme auch Doppeldeletionsmutanten bzw.

eine Tripeldeletionsmutante hergestellt und untersucht (siche Abb. 16, B; Kapitel 3.2.3).

Beeinflusst das an der Fusion beteiligte Protein Fzolp ebenfalls den Durchmesser der
Mitochondrien? Da  Afzol-Zellen fragmentierte Mitochondrien zeigen, ist eine
Durchmesserbestimmung an diesen Mutanten nicht moglich. Um trotzdem eine Aussage
treffen zu konnen, wurden Doppeldeletionsmutanten hergestellt, denen neben FZO1 entweder
FISI1, DNM1 oder MDV1 fehlten (siche Abb. 16, C). Die Darstellung dieser Ergebnisse ist in
Kapitel 3.2.4 zu finden.
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Abb. 16 Oberflachenrekonstruktion der Mitochondrien lebender Wildtypzellen und Deletionsnutanten. Die
dreidimensionalen Datensdtze wurden mit dem MMM - 4Pi - Mikroskop aufgenommen. Wildtypzellen,
Adnml/Amdvi- und Afis1/Afzol- Mutanten, deren mitochondriale Matrix mit GFP markiert war, wurden bis
zur log-Phase in YPG oder in YPD wachsen gelassen. A Mitochondrium einer in YPG gewachsenen

Wildtypzelle (MATa). B Mitochondrium einer in YPD gewachsenen Adnml/AmdvI- Mutante
C Mitochondrium einer in YPD gewachsenen Afis//Afzol-Mutante. MaBstab: 1 um in jeder Raumrichtung

In Petite-Mutanten, die durch Behandlung mit Ethidiumbromid entstanden sind, kann keine
mitochondriale DNA mehr nachgewiesen werden (Fox et al, 1991). Sie sind
atmungsdefizient, da den Zellen Proteine der Atmungskette und des Citratzyklus fehlen. Fiihrt
das Fehlen dieser Proteine zu einem verringerten Tubulusdurchmesser? Um dieser Frage
nachzugehen, wurde der mitochondriale Durchmesser bei Petite-Mutanten von Wildtypzellen

und verschiedenen Deletionsmutanten bestimmt (siehe Kapitel 3.2.5).

Alle Stdamme wurden in YPD angezogen. Die Stimme Wildtyp, MATa und MATo; Adnml,
MATa;Afisl, MATa; Amdvl, MAT aund Afisl, diploid zusétzlich auch in YPG. Im Folgenden
ist der mittlere Durchmesser der mitochondrialen Tubuli und die Standardabweichung des

Mittelwerts angegeben (siche Abb. 17).



ERGEBNISSE 59

25 20 :
[ in YPD 18] X in YPG
20 16 §
14
%’ 15 % 121
=S s 107
o a.
2" g
= =
54
0+ ] .
240 300 360 420 480 240 300 360 420 480 540
Tubulusdurchmesser (nm) Tubulusdurchmesser (nm)

Abb. 17 Auswertung der mitochondrialen Durchmesserbestimmung fiir diploide Afis/-Zellen Der mittlere
Durchmesser betrdgt bei in YPD gewachsenen Zellen 375.8 +/- 5.5 nm, bei in YPG gewachsenen Zellen
374.0 +/- 5.8 nm.

3.2.1 Der Tubulusdurchmesser der Mitochondrien hingt von der Kohlenstoffquelle

des Wachstumsmediums ab

Sowohl Wildtypzellen als auch die Zellen der Stimme Afis!, Adnml und Amdvi besitzen
im glycerinhaltigen Medium YPG komplexere Netze mit mehr Verzweigungen als im
glucosehaltigen Medium YPD. Bei der Bestimmung des Tubulusdurchmessers der
Mitochondrien zeigen Wildtypzellen eine Abnahme des Tubulusdurchmessers unter
Glucoserepression (sieche Abb. 18): Der Tubulusdurchmesser des Wildtyps, MATa ist in
YPD 4.3 +/- 2.0% diinner als in YPG. Der Tubulusdurchmesser des Wildtyps, MAT« fallt
in YPD um 4.0 +/- 2.1 % geringer aus als in YPG. Diese Tendenz entspricht der bei Egner
et al. (2002): Der mitochondriale Durchmesser von diploiden Wildtypzellen ist in YPD
ebenfalls um 5.8 +/- 1.7 % kleiner als in YPG.

Bei den Mutanten Afisl, Adnml, Amdvl, MATa und Afisi, diploid (siche Abb. 18) zeigt
sich unter Glucoserepression entweder eine Zunahme des Tubulusdurchmessers oder kein
Effekt, aber keine Abnahme wie bei Wildtypzellen: In YPD gewachsene Afis/-Zellen,
MATa haben einen um 10.2 +/- 2.2 % hoéheren Tubulusdurchmesser als in YPG. Adnm -
Mitochondrien haben in YPD Tubuli eines 11.2 +/- 2.4 % hoéheren Durchmessers als in
YPG. Bei den Stimmen Amdv1, und Afisl, diploid dndert sich der Tubulusdurchmesser der

Mitochondrien unter Glucoserepression nur unwesentlich.
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Der Einfluss der Kohlenstoffquelle des Wachstumsmediums auf den Tubulusdurchmesser

ist bei den Deletionsmutanten somit entgegengesetzt zum Wildtyp.
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WT, WT, WT, Adnml, Afisl, Amdvl, Afisl,
diploid MATo. MATa MATa MATa MATa diploid

Tubulusdurchmesser +/- Tubulusdurchmesser +/-
Stamm | Paarungstyp [rho°/+| Standardabweichung (nm), | Standardabweichung (nm),
in YPD in YPG

WT diploid tho” 338.73 +/- 35.34 (4.72) 359.64 +/- 27.65 (3.99)

WT MATa tho” 353.22 +/- 30.49 (4.45) 368.03 +/- 38.98 (6.09)

WT MATa tho” 338.95 +/- 25.29 (3.86) 354.02 +/- 41.04 (5.75)
Adnml MATa tho” 386.19 +/- 41.81 (7.07) 342.91 +/- 40.82 (6.08)

Afisl MATa tho” 408.99 +/- 40.19 (6.06) 367.14 +/- 47.88 (6.91)
Amdvl MATa tho” 357.49 +/- 37.50 (6.01) 351.85 +/- 52.83 (8.35)

Afisl diploid tho” 375.80 +/- 38.10 (5.50) 374.00 +/- 40.17 (5.80)

Abb. 18 Der mitochondriale Tubulusdurchmesser hiangt von der Kohlenstoffquelle des Wachstumsmediums
ab. Dargestellt ist der mittlere Tubulusdurchmesser von Wildtypzellen, Adnmli-, Afisi- und Amdvi-
Mutanten. Die Zellen sind entweder in YPG (schraffierte Balken) oder in YPD (graue Balken) angezogen
worden. Die dreidimensionalen Datensétze wurden mit dem MMM-4Pi-Mikroskop aufgenommen. Mit Hilfe
des axialen Intensitétsprofils konnte der Durchmesser der mitochondrialen Tubuli bestimmt werden.
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3.2.2 Die Deletion von Fislp, Dnmlp oder Mdvlp fiihrt zu Mitochondrien mit

deutlich hoherem Tubulusdurchmesser im Vergleich zur Wildtypsituation

Das Fehlen von Dnmlp bzw. Fislp fiihrt im Vergleich zum Wildtyp, MATa zu einer
deutlichen Erhohung des mitochondrialen Tubulusdurchmessers: 12.2 +/- 2.4 % bei Adnm1
bzw. 17.1 +/- 2.1 % bei Afisl. Auch die Amdvi-Mutante zeigt einen um 5.2 +/- 2.1 %
hoheren mitochondrialen Tubulusdurchmesser als der Wildtyp. Die Zunahme fillt aber im

Vergleich zu AfisI und AdnmI merklich geringer aus (siche Abb. 19).
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Stamm Paarungstyp | rho°/+ | Standardabweichung (nm),
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WT MATa rho” 338.95 +/- 25.29 (3.86)
Adnml MATa rho” 386.19 +/- 41.81 (7.07)
Afisl MATa rho” 408.99 +/- 40.19 (6.06)
Amdvl MATa rho” 357.49 +/- 37.50 (6.01)

Abb. 19 Das Fehlen der Proteine Fislp, Dnmlp oder Mdvlp fiihrt verglichen mit Wildtypzellen zu
Mitochondrien mit deutlich héherem Tubulusdurchmesser. Dargestellt ist der mittlere Tubulusdurchmesser
von Wildtypzellen, Adnmi-, AfisI- und Amdvi-Mutanten. Die Zellen sind in YPD angezogen worden. Die
dreidimensionalen Datensitze wurden mit dem MMM-4Pi-Mikroskop aufgenommen. Mit Hilfe des axialen
Intensititsprofils konnte der Durchmesser der mitochondrialen Tubuli bestimmt werden.
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3.2.3 Doppeldeletionsmutanten haben im Vergleich zu Wildtypzellen Mitochondrien

mit hoherem Tubulusdurchmesser

Die Doppeldeletionsmutanten Adnmi1/Amdvi, Afisl/Amdviund Afisl/Adnml haben einen
héheren Tubulusdurchmesser als der Wildtyp MATa : Die Durchmesserzunahme betrigt
bei Adnmli/Amdvl 3.5 +/- 1.8 %, bei Afisl/Amdvl 4.5 +/- 1.9 % und im Falle von
Afisl/Adnml1 6.1 +/- 2.5 % (siehe Abb. 20). Die Durchmesserzunahme im Vergleich zum
Wildtyp MATa fiel bei den Einzeldeletionsmutanten Adnm! und Afis! mit 12.2 +/- 2.4 %
bei Adnml bzw. 17.1 +/- 2.1 % bei AfisI deutlich hoher aus.

Die Mitochondrien der Deletionsmutante Amdvi/Afisl/Adnml, MATo haben einen
tubuldren Durchmesser von 352.08 +/- 5.53 nm. Im Vergleich zum Wildtyp, MAT o ist mit
353.22 +/- 4.45 nm keine Zu- oder Abnahme zu verzeichnen (siche Abb. 22).

Fehlen also zwei Proteine der Teilungsmaschinerie der &dufleren Membran, so ist die
Durchmesserzunahme im Vergleich zum Wildtyp geringer als bei der Deletion eines Gens.
Fehlen drei Proteine, so ist im Vergleich zur Wildtypsituation keine Zunahme des

mitochondrialen Tubulusdurchmessers festzustellen.

Interessant ist weiterhin, dass die Doppeldeletionsmutanten Adnmi/Amdvl und
AfisI/Amdv] mit 351.16 +/- 4.60 nm bzw. 354.91 +/- 5.24 nm Mitochondrien mit einem
anndhernd gleichen Tubulusdurchmesser besitzen wie die Einzeldeletionsmutante Amdvi

mit 357.49 +/- 6.01 nm.
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Tubulusdurchmesser +/-
Stamm Paarungstyp | rho°/+ | Standardabweichung (nm),
in YPD

WT MATa tho” 338.95 +/- 25.29 (3.86)
Amdvl MATa tho” 357.49 +/- 37.50 (6.01)
Adnml1/Amdvl MATa tho” 351.16 +/- 30.45 (4.60)
Afisl/Amdvl MATa tho” 35491 +/- 33.17 (5.24)
Afisl/Adnml MATa tho” 360.88 +/- 47.83 (7.38)

Abb. 20 Doppeldeletionsmutanten haben im Vergleich zum Wildtyp Mitochondrien mit hdéherem
Tubulusdurchmesser. Die Doppeldeletionsmutanten Adnm/Amdvi und Afis1/Amdvi besitzen dariiber hinaus

Mitochondrien mit anndhernd gleichem Tubulusdurchmesser wie die Einzeldeletionsmutante Amdvli.
Dargestellt ist der mittlere Tubulusdurchmesser von Wildtypzellen, Amdvi-, Adnm1/Amdvi-, Afisl/Amdvi-
und Afis//Adnmi-Mutanten. Die Zellen sind in YPD angezogen worden. Die dreidimensionalen Datensétze
wurden mit dem MMM-4Pi-Mikroskop aufgenommen. Mit Hilfe des axialen Intensitdtsprofils konnte der
Durchmesser der mitochondrialen Tubuli bestimmt werden.

3.2.4 Doppeldeletionsmutanten ohne Fzolp zeigen eine geringe Zu- oder Abnahme

des mitochondrialen Tubulusdurchmessers im Vergleich zu Wildtypzellen

Kreuzt man Afisl, Adnmli, Amdvl jeweils mit Afzol so fillt die Verdnderung des tubuldren
Durchmessers im Vergleich zum Wildtyp folgendermallen aus: Der tubuldre Durchmesser
der Mitochondrien des Stammes Afisl/Afzol ist um 4.0 +/- 2.0 % hoher als der des
Wildtyps, MATa. Die Durchmesser der Tubuli von Adnmli/Afzol-Zellen entspricht dem
des Wildtyps, MATa (siche Abb. 21). Die Zellen des Stammes Amdvi/Afzol, MAT«a sind
um 2.8 +/- 1.8 % diinner als die des Wildtyps, MAT« (siche Abb. 22)

Zusammengefasst ist der  Durchmesser der Mitochondrientubuli der
Doppeldeletionsmutanten ohne Fzolp deutlich geringer als bei den Deletionsmutanten
Adnml, Afis] und Amdvl. Dariiber hinaus ist er auch tendenziell geringer als bei den

Deletionsmutanten Adnm I/Amdvi, Afis1/Amdvi und Afis1/Adnm].
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Tubulusdurchmesser +/-
Stamm Paarungstyp | rho°/+| Standardabweichung (nm),
in YPD
WT MATa rho” 338.95 +/- 25.29 (3.86)
Adnmli/Afzol MATa rho” 337.70 +/- 49.34 (7.52)
Afisl/Afzol MATa rho” 353.11 +/- 36.89 (5.76)

Abb. 21 Doppeldeletionsmutanten ohne Fzolp vom Paarungstyp MATa zeigen im Vergleich zum Wildtyp
eine geringe Zunahme oder eine Abnahme des mitochondrialen Tubulusdurchmessers. Dargestellt ist der
mittlere Tubulusdurchmesser von Wildtypzellen, Adnm1/Afzol- und Afisi1/Afzol-Mutanten. Die Zellen sind
in YPD angezogen worden. Die dreidimensionalen Datensdtze wurden mit dem MMM-4Pi-Mikroskop
aufgenommen. Mit Hilfe des axialen Intensitétsprofils konnte der Durchmesser der mitochondrialen Tubuli

bestimmt werden.
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Adnml
Tubulusdurchmesser +/-
Stamm Paarungstyp | rho°/+ | Standardabweichung (nm),
in YPD
WT MATo tho” 353.22 +/- 30.49 (4.45)
Amdvi/Afzol MATo tho” 343.39 +/- 31.07 (4.63)
Adnml1/Afzol MATo. rho® 337.95 +/- 28.04 (4.33)
Amdvi/Afisl/Adnml MATo tho” 352.08 +/- 35.40 (5.53)

Abb. 22 Doppeldeletionsmutanten ohne Fzolp vom Paarungstyp MATa zeigen im Vergleich zu Wildtyp eine
Abnahme des mitochondrialen Tubulusdurchmessers. Dargestellt ist der mittlere Tubulusdurchmesser von
Wildtypzellen, und Amdvi/Afzol-Mutanten. Zusitzlich ist der mittlere mitochondriale Tubulusdurchmesser
von Adnml/Afzol-Zellen (rtho®) und der Deletionsmutante Amdvi/Afisl/Adnml gezeigt. Die Zellen sind in
YPD angezogen worden. Die dreidimensionalen Datensdtze wurden mit dem MMM-4Pi-Mikroskop
aufgenommen. Mit Hilfe des axialen Intensitdtsprofils konnte der Durchmesser der mitochondrialen Tubuli

bestimmt werden.
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3.2.5 Der Verlust der mitochondrialen DNA fiihrt zur Verringerung des

mitochondrialen Tubulusdurchmessers

Die Durchmesser der Mitochondrien der rho°-Zellen fallen im Vergleich zu den
entsprechenden rho’-Hefen folgendermafen aus (siche Abb. 23): Die rho°-Mutanten von
Afis] und Adnml haben einen 19.4 +/- 2.0 % bzw. 129 +/- 2.2 % geringeren
Tubulusdurchmesser als die entsprechenden rho'-Zellen. Weniger deutlich fillt der Abfall
bei Amdvl, tho® und bei Afisl/Afzol, rtho® aus: 4.6 +/- 2.1 % bzw. 3.1 +/- 2.2 % weniger

als die entsprechenden rho -Hefezellen.

Lediglich ein Stamm zeigt eine Zunahme des mitochondrialen Tubulusdurchmessers bei
Verlust der mitochondrialen DNA: rho°-Zellen des Wildtyp, MATa haben einen um 2.4 +/-

1.7 % hoheren Tubulusdurchmesser als rho™-Zellen.

Zusammengefasst ldsst sich sagen, dass durch Verlust der mitochondrialen DNA der

Tubulusdurchmessers der Mitochondrien sich in der Regel verringert.
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Tubulusdurchmesser +/-

Tubulusdurchmesser +/-

Stamm Paarungstyp | Standardabweichung (nm), | Standardabweichung (nm),
rho", in YPD rho®, in YPD
WT MATa 338.95 +/- 25.29 (3.86) 347.20 +/- 27.59 (4.16)
Adnm1 MATa 386.19 +/- 41.81 (7.07) 336.34 +/- 29.65 (4.57)
Afisl MATa 408.99 +/- 40.19 (6.06) 329.52 +/- 38.11 (5.75)
Amdvl MATa 357.49 +/- 37.50 (6.01) 341.06 +/- 27.79 (4.39)
Afisl/Afzol MATa 353.11 +/- 36.89 (5.76) 342.03 +/- 32.39 (5.12)

Abb. 23 Der Verlust der mitochondrialen DNA fithrt zur Verringerung des mitochondrialen
Tubulusdurchmessers. Dargestellt ist der mittlere Tubulusdurchmesser von Wildtypzellen, AdnmI-, Afisi-,
Amdv1- und Afis1/Afzo1-Mutanten mit mitochondrialer DNA (rho’, graue Balken) oder ohne mitochondriale
DNA (rho°, schraffierte Balken). Die Zellen sind in YPD angezogen worden. Die dreidimensionalen
Datensétze wurden mit dem MMM-4Pi-Mikroskop aufgenommen. Mit Hilfe des axialen Intensititsprofils
konnte der Durchmesser der mitochondrialen Tubuli bestimmt werden.
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4. Diskussion

4.1 Die mitochondriale Dynamik unter Glucoserepression

4.1.1 Die mitochondriale Vereinfachung unter Glucoserepression in Wildtypzellen

erfolgt vermutlich durch Tubulusteilungen und Fusionen im Zuge der Zellteilung

Wildtyphefen passen sich der Kohlenstoffquelle des Ndhrmediums an, indem sie ihren
Stoffwechsel umstellen (Gancedo, 1998) und die Grofe und den Verzweigungsgrad ihrer
Mitochondrien dndern (Egner et al., 2002; Pon und Schatz, 1991; Stevens, 1977). In
Anwesenheit von Glucose als bevorzugter Kohlenstoffquelle schalten Hefen eine gro3e Zahl
von Genen ab. Dieses Phdnomen wird Glucoserepression genannt. Der genetische
Hintergrund der Glucoserepression wurde in zahlreichen Reviews ausfiihrlich beschrieben
(Entian et al., 1992; Felenbok, 1991; Gancedo, 1992; Johnston et al., 1992; Trumbly, 1992;
Wills, 1990). Bisher ist aber kaum etwas dariiber bekannt, wie die morphologischen

Verdnderungen des mitochondrialen Netzwerkes vonstatten gehen.

In dieser Arbeit konnte die Gestaltinderung der Mitochondrien von 15 Wildtypzellen verfolgt
werden. Neun dieser Zellen teilten sich wihrend der Aufnahmezeit von maximal fiinf
Stunden. In jeder sich teilenden Zellen ist eine Vereinfachung des mitochondrialen Netzwerks
erkennbar. Das Mitochondrium zeigt nach Beginn der Glucoserepression zunehmend weniger
Verzweigungen, bis es die typische Morphologie fiir in glucosehaltigem Medium gewachsene
Zellen zeigt. Die restlichen sechs Zellen teilen sich wihrend des Untersuchungszeitraums
nicht. Trotz fortlaufender Matrixseparationen und Fusionen war keine Metamorphose des

mitochondrialen Netzes feststellbar.

Anhand der in dieser Arbeit vorgestellten Daten (siche Abb. 7 und Anhang, Abb. A1) liegt die
Vermutung nahe, dass unter Glucoserepression die Reduktion der Grofe und des
Verzweigungsgrades der Mitochondrien im Zuge der Zellteilung stattfindet. Solange sich die
Mitochondrien nicht teilen, findet auch keine Umstrukturierung des Netzwerks statt. Die
Vereinfachung der Struktur wird wahrscheinlich in erster Linie durch zwei Mechanismen

erreicht:
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1) In der Mutterzelle entstehen durch fortlaufende Separationen und Fusionen aus komplexen
Netzwerken einfachere Strukturen mit weniger Verzweigungen (siche Abb. 7). Der Begriff
»Separation” wird benutzt, um eine deutliche Diskontinuitit der mit GFP markierten

mitochondrialen Matrix zu beschreiben.

2) Durch Teilungen der Tubuli, die Mutter- und Tochtermitochondrium verbinden werden
Teile aus dem mitochondrialen Netzwerk der Mutterzelle frei, die durch Fusion in das
neuentstehende Mitochondrium der Tochterzelle integriert werden (sieche Abb. 7, D-L). Eine
allgemeine Ubersicht der mitochondrialen Vereinfachung in Wildtyphefen ist in Abbildung
24, A dargestellt.

Bei der mutmalBlich vom Zellzyklus abhingigen Umstrukturierung des Netzwerks unter
Glucoserepression konnte das Cytoskelett eine wichtige Rolle spielen. Man nimmt an, dass
das Mitochondrium in der Zelle entlang von Aktinkabeln angeordnet ist (Simon et al., 1995
und 1997; Drubin et al., 1993). Diese Kabel aus F-Aktinfilamenten ordnen sich in der G1-
Phase entlang der Mutter-Tochterachse an. Es kommt zu einer Polarisation des
Mitochondriums in Richtung der kiinftigen Tochterzelle. Als néchstes wandert ein
mitochondrialer Tubulus in die Spitze der entstehenden Tochterzelle ein. Boldogh (1998) und
Strauss (1999) vermuten, dass eine Polymerisation von Aktin der Motor fiir mitochondriale

Bewegungen entlang der Kabel ist.

Die Funktion des Cytoskeletts bei der Metamorphose des mitochondrialen Netzwerks nach
Glucoserepression konnte folgendermaflen aussehen: Durch eine gezielte rdumliche
Anordnung und Steuerung von Mutter- und neuentstehendem Tochtermitochondrium entlang
der Aktinkabel kommt es wiederholt zu einer Fusion und anschlieBender Trennung der beiden
Netze. Diese Tubulusteilungen erfolgen in der Regel im Bereich des Muttermitochondriums,

so dass das Tochtermitochondrium Membranen hinzugewinnt.

Abgesehen von Tubulusteilungen und Fusionen kdénnen zusitzliche Mechanismen zur
GroBenreduktion des Netzwerkes, wie z.B. Autophagie, nicht ausgeschlossen werden. Durch
einen gezielten Abbau mitochondrialer Tubuli aus dem Netzwerk konnte theoretisch ebenfalls
eine Reduktion des Verzweigungsgrades erreicht werden. Allerdings erscheint das prizise
Ausschneiden und Entfernen tubulérer Seitendste aus einem funktionsfahigen Organell wenig

Okonomisch und damit unwahrscheinlich.



DISKUSSION 70

Eine dhnliche Strategie zur Vereinfachung der Struktur nach Glucoserepression konnte auch
bei den netzartigen Mitochondrien der Afis/-Zellen beobachtet werden. Im Folgenden wurde

dieser Prozess naher untersucht.

4.1.2 Fislp ist nicht essentiell fiir die Tubulusteilung und beeinflusst die Frequenz der

Matrixseparationen und Fusionen nicht

Fislp ist ein 17 kD grofes integrales Protein der dufleren Membran. Sein NH,-Ende reicht ins
Cytoplasma hinein, wéhrend sein COOH-Terminus im Intermembranraum liegt. Fislp ist

gleichmiBig tiber die gesamte mitochondriale Oberflache verteilt (Mozdy et al., 2000).

Die Umstrukturierung der Mitochondrien unter Glucoserepression dauert bei Afis/-Zellen
langer als beim Wildtyp. Bei Wildtypzellen weisen drei Stunden nach Beginn der
Glucoserepression weniger als 10 % der Mitochondrien stark verzweigte Netze auf. Dagegen
findet man bei Afis/-Zellen erst vier Stunden nach Glucoserepression iiberwiegend
Mitochondrien mit einfachen Strukturen (siche Tab. 2). Ein weiterer Unterschied im
Vergleich zum Wildtyp ist, dass der Vereinfachungsprozess bei dieser Deletionsmutante nicht
unmittelbar an die Zellteilung gebunden ist (siche Abb. 8, 9 und Anhang, Abb. A2). Auch in
sich nicht teilenden Afis/-Zellen kann eine Reduktion der fischernetzédhnlichen Bereiche
zugunsten tubuldrer Strukturen beobachtet werden. Es wire aber auch denkbar, dass Afis/-

Zellen mehrere Zellzyklen zur maximalen Vereinfachung ihrer Mitochondrien bendtigen.

Ahnlich wie bei Wildtypzellen wird die Verkleinerung der netzartigen Bereiche zugunsten
von tubuldren Strukturen vermutlich durch fortlaufende Separationen und Fusionen erreicht
(siche Abb. 24, B). Wiahrend der Umwandlung der mitochondrialen Struktur unter
Glucoserepression konnten zahlreiche Separationen der mit GFP markierten Matrix in Afis/-
Zellen beobachtet werden. Die Deletion des FIS/-Gens scheint also die Separation der Matrix
nicht zu beeinflussen. Eine quantitative Analyse der absoluten Zahl von Separationen bei
Afisl-Zellen zeigt, dass die Frequenz verglichen mit dem Wildtyp nur leicht reduziert ist
(siche Abb. 11, A): Fir Wildtypzellen in glycerinhaltigem Medium konnten zu Beginn der
Umstrukturierung 2.5 Separationen und Fusionen pro Minute gezéhlt werden. In Afis/-Zellen

waren es etwa 2.4 Ereignisse.
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Abb. 24 Schema der mitochondrialen Umstrukturierung unter Glucoserepression in Wildtyp- und Afisi-
Zellen. Die Minutenangaben kennzeichnen charakteristische Zeitpunkte wahrend der Metamorphose. Am
Zeitpunkt Null entspricht die mitochondriale Morphologie, der von typischen in glycerinhaltigem Medium
gewachsenen Zellen. A Bei Wildtypzellen dringt kurz nach der Zellteilung ein mitochondrialer Tubulus aus
der Mutterzelle in die Tochterzelle ein. Im néchsten Schritt bindet dieser an den Zellkortex der Tochterzelle
(Pfeil). Wahrend des weiteren Wachstums bleibt das Mitochondrium an dieser Stelle mit dem Zellkortex
verbunden. Das iibrige Netz bewegt sich frei in der Tochterzelle. Im Verlauf der Zellteilung werden Mutter-
und Tochtermitochondrium héufig durch Tubulusteilungen voneinander getrennt. Durch fortlaufende
Tubulusteilungen und Fusionen werden mitochondriale Membranen von der Mutter- in die Tochterzelle
transportiert. B Afis/-Zellen, die in glycerinhaltigem Medium angezogen wurden, zeigen héufig
mitochondriale Netze mit grofen fischernetzédhnlichen Bereichen. Die Netze liegen auf einer Seite der Zelle.
In Afisi-Mitochondrien scheint die Vereinfachung des mitochondrialen Netzwerks nicht direkt an die
Zellteilung gebunden zu sein. Unter Glucoserepression werden einzelne Maschen der netzartigen Bereiche
durch Tubulusteilungen gelost. Dadurch wird die Grofle dieser Bereiche kontinuierlich reduziert. Gleichzeitig
entstehen in der Regel ein oder zwei tubuldre Strukturen, die sich zunehmend ausdehnen. Diese langen
Tubuli werden hédufig durch Tubulusteilungen von den fischernetzdhnlichen Bereichen getrennt.
Anschliefend fusionieren sie an der gleichen oder an einer anderen Stelle. Wéhrend der Zellteilung dringt
eine Tubulus in die entstehende Tochterzelle ein. Wie bei Wildtypzellen auch, bindet dieser Tubulus an den
Zellkortex der Tochterzelle (Pfeil). Das librige Netz bewegt sich frei in der Tochterzelle.

Im Verlauf der Metamorphose sinkt sowohl in Afis/-Mutanten als auch in Wildtypzellen
die Zahl der Ereignisse: 105 Minuten nach Beginn der mitochondrialen Umstrukturierung
konnten bei Wildtypzellen nur noch 0.6 Separationen und Fusionen pro Minute gezihlt
werden. Bei Afis/-Zellen waren es 1.2 Ereignisse. Die Frequenz der Separationen und
Fusionen sinkt also wihrend der Umstrukturierung nach Glucoserepression in Wildtyp-
und Afisl-Zellen. Dies legt die Vermutung nahe, dass ein Absinken in der Zahl der
Matrixseparationen und -fusionen ein charakteristisches Merkmal fiir den Prozess der
Vereinfachung des mitochondrialen Netzwerks ist. Was ist die Ursache fiir den Riickgang
der Dynamiken? Dieses Phdnomen konnte auf der zunehmend weniger verzweigten
Morphologie des Netzwerks beruhen. Je geringer der Gesamtumfang des Netzes wird,
desto weniger Punkte fiir evt. Teilungsereignisse und Fusionen sind vorhanden. Unterstiitzt
wird diese Vermutung durch folgende Beobachtung: Mitochondrien von Wildtypzellen, die
kontinuierlich in glucosehaltigem Medium gewachsen waren, zeigten einen stets gleichen
Gesamtumfang und Verzweigungsgrad. Gleichzeitig blieb die Frequenz von Separationen
und Fusionen iiber den gesamten Untersuchungszeitraum hinweg konstant. Die Hohe der
Frequenz entsprach anndhernd der von Wildtypzellen nach Ende der Umstrukturierung.
Eine Reduktion des Verzweigungsgrades bzw. des Gesamtumfangs des mitochondrialen
Netzwerks ist also anscheinend korreliert mit einem Riickgang von Separationen und
Fusionen. Andert sich der Verzweigungsgrad nicht, bleibt auch die Frequenz der

dynamischen Ereignisse gleich.
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Dieses Ergebnis unterstiitzt die Vermutung, dass durch Matrixseparationen und Fusionen

aus komplexen mitochondrialen Strukturen einfachere entstehen.

Das fast ausgeglichene Verhéiltnis von Separationen und Fusionen kdnnte ein wichtiger
Hinweis dafiir sein, dass es sich bei dem Vereinfachungsprozess nach Glucoserepression
vorwiegend um einen Umbau der Netzstruktur und nicht um einen Abbau von Tubuli
handelt: Beispielsweise kann aus einem Tubulus mit einem abzweigenden Seitenast durch
eine Tubulusteilung (am Verzweigungspunkt) und eine Fusion (der beiden Tubulusspitzen)
ein Tubulus ohne Seitenast entstehen. Bei einem Abbau von tubuldren Strukturen wére es

naheliegend, dass die Zahl der Separationsereignisse hoher ist, als die der Fusionen.

Der Begriff ,,Separation” wird in diesem Zusammenhang benutzt, um eine deutliche
Diskontinuitdt der mit GFP markierten mitochondrialen Matrix zu beschreiben. Eine
solche Separation kann auf eine lokale Matrixkonstriktion, eine Teilung der inneren
Membran oder auf eine Tubulusteilung, also eine Teilung der dufleren und der inneren

Membran, zuriickzufiihren sein (siche Abb. 6).

Aufgrund der folgenden Ergebnisse gehen wir gehen davon aus, dass es sich bei den
meisten Separationen in Zellen ohne Fislp um Matrixkonstriktionen handelt:
Doppelmarkierungen der Matrix mit DsRed und der duBleren Membran mit GFP zeigen
deutlich, dass Separationen der Matrix ohne Teilung der dufleren Membran stattfinden
konnen (siehe Abb. 10, A-C). Gleichzeitig scheint eine Teilung der inneren
Mitochondrienmembran ohne eine Teilung der duleren Membran sehr selten zu sein. In
Zellen, deren dulere Membran mit GFP und deren innere Membran mit DsRed markiert
war, konnte ein solches Ereignis nicht beobachtet werden. Daher liegt die Vermutung
nahe, dass es sich bei den meisten beobachteten Separationen um Matrixkonstriktionen
ohne Beteiligung der inneren und dufleren Membran handelt. Diese These wird durch die
Ergebnisse von Jakobs et al. (2003) unterstiitzt. In dieser Arbeit wurde die
Photokonversion des GFP genutzt, um die Kontinuitit der mitochondrialen Matrix an
Wildtyphefen und Deletionsmutanten zu untersuchen. Sowohl fiir Afis/- als auch fiir
Adnml-Zellen konnte gezeigt werden, dass die Matrix ein groBes kontinuierliches
Kompartiment bildet. Im Gegensatz zu Wildtypmitochondrien konnten keine
Diskontinuititen festgestellt werden. Diskontinuititen konnen nur durch Teilungen der
inneren Membran entstehen. Die Autoren folgern daraus, dass ein Defekt in der Teilung

der duBeren Membran auch einen Defekt in der Teilung der inneren Membran nach sich
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zieht. Folglich finden Separationen der Matrix in Afis/- und Adnml-Mutanten ohne

Einbeziehung der mitochondrialen Membranen statt.

Afisl-Zellen werden in der Literatur als defizient in der Teilung der dufleren Membran
bzw. in der Tubulusteilung beschrieben (Mozdy et al., 2000; Tieu und Nunnari, 2000; Tieu
et al., 2002). In der vorliegenden Arbeit konnte dagegen zweifelsfrei gezeigt werden, dass

in den Mitochondrien von Afis/-Zellen Tubulusteilungen stattfinden:

1) In Langzeitaufthahmen sind Matrixseparationen erkennbar, auf die entweder keine

Fusion folgt oder eine Fusion an einer anderen Stelle (siehe Abb. §, D-F, J-L).

2) In doppeltmarkierten Mitochondrien sind gleichzeitige Separationen der inneren und der

duBleren Membran, also Tubulusteilungen, zu erkennen (sieche Abb. 10, D-J).

Fislp ist folglich nicht essentiell fiir die Tubulusteilung bzw. die Teilung der dufleren
Membran. Die Frequenz der erkennbaren Teilungsereignisse ist in Afis/-Zellen aber im
Vergleich zu Wildtypzellen reduziert (durchschnittlich weniger als eine erkennbare

Tubulusteilung in 10 Minuten).

Die beschriebene Tubulusteilungsaktivitit in Afis/-Mutanten ist wahrscheinlich auf
verbliebene Dnm1p-Mdv1p-Komplexe zuriickzufiihren. Diese lagern sich in Wildtypzellen
in punktférmigen Strukturen an Fislp an, sind aber auch ohne Fislp in der Lage an die
duferen Mitochondrienmembran zu binden, allerdings in reduzierter Zahl und anderer

Verteilung (Mozdy et al., 2000; Tieu und Nunnari, 2000; Tieu et al., 2002).

4.1.3 Dnmlp ist essentiell fiir die Teilung der Aufleren Membran aber nicht fiir die

Matrixkonstriktion

Dnmlp besteht aus einer 150 Aminosduren langen mittleren Doméne und einer Insert B-
Sequenz. Am COOH-Ende liegt eine a-helikale Domine (AH), die auch GTPase
Effektordomine (GED) genannt wird. Am NH;-Ende findet man eine GTPase-Doméne
(Bleazard et al., 1999; Otsuga et al., 1998; Sesaki und Jensen, 1999; van der Bliek et al.,
1999).

In dieser Arbeit waren in Langzeitaufnahmen in Adnm-Mutanten im Gegensatz zu Afis!-
Zellen nur Matrixseparation zu sehen, auf die eine Fusion an derselben Stelle folgte (siche
Abb. 12). Es konnten keine Tubulusteilung nachgewiesen werden. Bei den beobachteten

Matrixseparationen in Adnm-Zellen handelt es sich wahrscheinlich, ebenso wie bei Afis /-
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Zellen, um Konstriktionen der Matrix ohne Beteiligung der duBleren und der inneren

Membran (Jakobs et al., 2003). Die hier vorgestellten Daten legen folgende Schliisse nahe:

1) Dnmlp ist essentiell fiir die Teilung der duleren Membran bzw. fiir die Tubulusteilung.
Aufgrund von genetischen Studien wurde dies bereits angenommen (Bleazard et al., 1999;
Otsuga et al., 1998; Sesaki und Jensen, 1999). Die verwendeten statischen
Aufnahmemethoden lieBen aber keine zeitliche Auflosung dieses dynamischen Ereignisses

Zu.

2) Die Konstriktion der mitochondrialen Matrix ist nicht von Dnm1p abhingig. Zu einem
dhnlichen Ergebnis kamen Legesse-Miller und Massol (2003). Sie verfolgten in
Langzeitaufnahmen die Verteilung von ,,red fluorescent protein “ (mito-RFP) in der Matrix

von Adnm1-Zellen und konnten so ebenfalls Matrixseparationen zeigen.

Labrousse et al. (1999) beobachteten in Caenorhabditis elegans Mutanten, die eine
mutierte Variante des DRP-1 exprimierten, ebenfalls separierte Matrixkompartimente.
Gleichzeitig war bei diesen Mitochondrien eine durchgéingige duBlere Membran zu
erkennen. DRP-1 ist dem Dnmlp aus Hefe homolog. Die Autoren untersuchten zusétzlich,
ob diese separierten Matrixkompartimente isoliert voneinander waren, oder ob sie durch
Matrixbriicken miteinander verbunden blieben. Mit Hilfe von FLIP-Experimenten
(,,fluorescence loss in photobleaching *) konnte gezeigt werden, dass in DRP-1 Mutanten
die mitochondriale Matrix diskontinuierlich ist. Aus diesen Ergebnissen schlieen
Labrousse et al. (1999), dass die Teilung der inneren Membran unabhéngig von der

Teilung der duBleren Membran stattfinden kann.

Diese Folgerung steht im Gegensatz zu den Daten der vorliegenden Arbeit an S. cerevisiae.
In doppeltmarkierten Afis/-Zellen konnte keine Teilung der inneren Membran ohne
Teilung der duBeren Membran beobachtet werden. Die vorgestellten Ergebnisse lassen
vermuten, dass in Hefe die Teilung der dueren und der inneren Membran in Abhéngigkeit
voneinander ablaufen. Unterstiitzt wird diese Annahme von Jakobs et al. (2003). Die
Autoren konnten sowohl in Afis/- als auch in Adnmli-Zellen eine stets kontinuierliche
Matrix  nachweisen. = Wire die  innere  Mitochondrienmembran an  den
Separationsereignissen beteiligt, miisste eine Diskontinuitit der mit GFP markierten Matrix

nachweisbar sein, wie dies bei Wildtypmitochondrien der Fall ist.
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4.1.4 Ablauf der Teilung der dufleren Membran

Uber den Ablauf der Teilung der duBeren Membran ist bisher wenig bekannt. Man kennt
zwar einige der beteiligten Proteine, kann aber iiber deren Interaktion nur Vermutungen
anstellen. Shaw und Nunnari (2002) stellten folgendes Modell vor: Die Teilung der
duBeren Membran wird von drei Proteinen reguliert: Dnmlp, Fislp und Mdvlp. Die
GTPase Dnmlp bewirkt dariiber hinaus die Tubulusteilung. Zusammen mit Mdv1p bindet
es auf der duBleren Membran in punktformigen Strukturen an Fislp. Dieser Komplex
durchlduft eine Konformationsinderung. Dadurch treten Fislp und Mdvlp in Kontakt
miteinander. Der Dnm1p-GTPase-Zyklus wird in Gang gesetzt und eine Konstriktion mit
einschlieender Tubulusteilung eingeleitet. Aufgrund welcher Ergebnisse kommen die
Autoren zu diesem Modell? Und welche neuen Erkenntnisse bringen die Ergebnisse der

vorliegenden Arbeit fiir das Verstindnis der Tubulusteilung?

1) Dnmlp bewirkt die Tubulusteilung

Biochemische Analysen belegen einen Pool von Dnmlp im Cytoplasma von Hefezellen
(Otsuga et al., 1998). Eine groe Zahl dieser Proteine lagert sich in punktférmigen
Strukturen auf der Cytosolseite der duBeren Mitochondrienmembran an (Bleazard et al.,
1999). Langzeitauthahmen sowohl von GFP markiertem Dnmlp in S. cerevisiae (Sesaki
und Jensen, 1999; Legesse-Miller und Massol, 2003), als auch in DRP-1 in C. elegans
(Labrousse et al., 1999) und Drpl in Sdugerzellen (Smirnova et al., 2001) zeigen, dass sich
mitochondriale Tubuli an den Stellen teilen, an denen sich diese punktférmigen Strukturen
befinden. Wahrscheinlich zeigen die Dnmlp-Komplexe die Orte vergangener und

zukiinftiger Teilungsereignisse an.

Wie bereits von Bleazard et al. (1999), Otsuga et al. (1998) und Sesaki und Jensen (1999)
anhand genetischer Untersuchungen und der fischernetzéhnlichen Morphologie der
Mitochondrien vermutet, konnten in dieser Arbeit anhand von Langzeitaufnahmen erstmals
gezeigt werden, dass in Adnmli-Zellen keine Tubulusteilungen stattfinden oder diese
zumindest stark erschwert sind. In Adnmi-Mutanten folgte auf jede beobachtete
Matrixkonstriktion eine Fusion an der gleichen Stelle des Tubulus. Dnmlp spielt folglich

eine wichtige Rolle bei der Tubulusteilung.
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Wie stellt man sich die Tubulusteilung durch Dnmlp vor? Fiir Drpl in Sdugerzellen
konnte in vitro eine Ringbildung der Proteine nachgewiesen werden (Smirnova et al.,

2001; Yoon et al., 2001).

Moglicherweise bilden die Dnm1p-Proteine in Hefe ebenfalls ringférmige Strukturen rund
um den Tubulus, die die Tubulusteilung einleiten. Bis heute gibt es keinen Beweis dafiir,
dass Dnmlp sich in vivo ebenfalls in héhere Strukturen (Ringe, Kragen etc.) organisiert. In
diesem Zusammenhang zeigen Legesse-Miller und Massol (2003) Dnm1p-Ansammlungen
unterschiedlicher Gestalt (Ringe, symmetrische und asymmetrische Cluster) auf der
duBeren Mitochondrienmembran von S. cerevisiae. Aufgrund des geringen
Tubulusdurchmessers von 340 nm ist die Auflésung eines konventionellen konfokalen
Fluoreszenzmikroskops zur Kldrung dieser Frage nicht ausreichend. Die Ergebnisse

konnen lediglich als Hinweis betrachtet werden.

Man geht davon aus, das die GTPase Dnm1p homolog zum Dynamin in Sdugerzellen ist.
Die Familie der Dynamine besteht aus einer Reihe von GTPasen, die in vielen
verschiedenen zelluldren Strukturen zu finden sind (Chen et al., 1991; van der Bliek und
Meyerowitz, 1991; De Camilli et al., 1995; Liu und Robinson , 1995; Warnock und
Schmid, 1996; Schmid, 1997; Urrutia et al., 1997). Dynamin in Siugerzellen ist das am
besten charakterisierte Mitglied dieser Familie. Das Tetramer bildet eine Art Kragen um
den Hals des an der Plasmamembran gebildeten ,,clathrin-coated pit (Takei et al., 1995).
Durch GTP-Hydrolyse soll die Membranteilung bzw. die Freisetzung der Vesikel einleitet
werden (Herskovits et al., 1993; van der Bliek et al., 1993; Damke et al., 1994, 1995;
Hinshaw und Schmid, 1995; Takei et al., 1995; Sweitzer und Hinshaw, 1998). Bei der
Ubertragung dieser Ergebnisse auf die Situation in Hefe muss man aber bedenken, dass der
Durchmesser eines mitochondrialen Tubulus mit ca. 340 nm deutlich groBer ist als der
Hals eines ,,clathrin-coated pit* mit ca. 10 nm. Eine Tubulusteilung, die ausschlieBlich auf
einer Ringbildung von Dnmlp beruht, ist daher schwer vorstellbar. Wahrscheinlich sind
noch andere Proteine an der Komplexbildung beteiligt, oder es findet vor der durch Dnml1p

eingeleiteten Tubulusteilung eine Konstriktion statt.
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2) Dnm1p bindet zusammen mit Mdvlp an Fislp auf der dulleren Mitochondrienmembran

MDV1 kodiert ein 80 kDa groes 16sliches Protein mit einem NH,-terminalen Uberhang,

einer zentralen ,,coiled-coil* Region und sieben COOH-terminalen WD-Wiederholungen.

Das Protein liegt im Cytoplasma oder bildet mit Dnmlp Komplexe auf der dufleren
Mitochondrienmembran. Mdv1p scheint im Komplex mit Dnmlp fiir die Tubulusteilung
essentiell zu sein. Dies wird in erster Linie aus der fischernetzahnlichen Morphologie der

Mitochondrien in Amdvi-Zellen geschlossen.

In diesen Zellen entspricht sowohl die Zahl als auch die Verteilung von Dnmlp auf der
duferen Membran der Wildtypsituation. Folglich wird Mdvlp nicht fiir die Anlagerung
von Dnmlp auf der mitochondrialen Membran benétigt (Cerveny et al., 2001; Fekkes et
al., 2000; Mozdy et al., 2000; Tieu und Nunnari, 2000). Scheinbar greift Mdv1p erst nach
der Anlagerung von Dnmlp auf dem Tubulus in den Teilungsprozess ein. Moglicherweise

spielt dabei eine zweite Bindung von Mdv1p mit Fislp eine Rolle.

Die regelméBige Verteilung von Fislp auf der dulleren Mitochondrienmembran legt die
Vermutung nahe, dass dieses Protein eine Art Rezeptor fiir die Dnm1p-Mdv1p-Komplexe
ist. Es wird angenommen, dass diese Bindung eine Voraussetzung fiir die folgende
Tubulusteilung ist. Die Funktion von Fislp als Rezeptor fiir Dnm1p hingt dabei nicht von
Mdvlp ab. In Amdvi-Zellen entspricht sowohl die Zahl als auch die Verteilung von
Dnmlp auf der &uBeren Mitochondrienmembran der Wildtypsituation. Dnmlp scheint
neben Fislp auch noch mit weiteren Lipiden und/oder Molekiilen der dufleren Membran zu
interagieren, da das Protein sowohl in Afis/- als auch in Amdvi/Afisi-Zellen mit der

duBeren Membran assoziiert ist (Tieu und Nunnari, 2000; Mozdy et al., 2000).

Die nicht an Fislp gebundenen Dnml1p-Mdv1p-Komplexe sind in Afis/-Zellen, wie in der
vorliegenden Arbeit gezeigt wurde, zumindest teilweise funktionell. Es konnten einige
Tubulusteilungen in Afis/-Zellen beobachtet werden (sieche Abb. 8, D-F, J-L und Abb. 10,
D-J). Diese Beobachtungen konnten ein Hinweis darauf sein, dass die Bindung des
Dnmlp-Mdvip-Komplexes an Fislp keine notwendige Bedingung fiir die Tubulusteilung
ist. Diese Bindung scheint jedoch forderlich zu sein. Die Frequenz der erkennbaren
Tubulusteilungen ist in Afis/-Zellen im Vergleich zum Wildtyp vermindert. Die
beobachteten Teilungsereignisse sprechen weiterhin dafiir, dass Dnm1p nicht nur an Fislp
sondern auch an andere Proteine der duBeren Membran bindet. Andernfalls konnte der

Dnmlp-Mdvip-Komplex keine Tubulusteilung herbeifiihren.
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3) Der Dnm1p-Mdv1p-Fislp-Komplex durchliuft eine Konformationsianderung. Dadurch

treten Fislp und Mdvlp in Kontakt miteinander. Eine Konstriktion mit anschlieBender

Tubulusteilung wird durch den GTPase Zvyklus von Dnmlp eingeleitet.

Nicht jede Anlagerung von Dnmlp an den mitochondrialen Tubulus zieht eine Teilung
nach sich (Legesse-Miller und Massol, 2003; Otsuga et al., 1998). Fukushima et al. (2001)
vermuten, dass nach der Anlagerung des Dnmlp-Mdvlp-Komplexes die Dnmlp-GED-
Region bzw. der Dnmlp-GTPase-Zyklus die Tubulusteilungsrate bestimmt.
Wahrscheinlich wird nach der Komplexbildung der Proteine Dnmlp, Mdvlp und Fislp,
die Tubulusteilung durch eine Konformationsdnderung eingeleitet. Wie dies genau
geschieht, ist nicht bekannt. Moglicherweise spielt dabei eine Bindung zwischen Fis1p und
Mdvlp eine Rolle. Fiir diese Fislp-Mdvl1p-Bindung gibt es folgende Anhaltspunkte: In
Adnm1-Zellen bleibt Mdv1p weiterhin mit der dulleren Mitochondrienmembran assoziiert
(Tieu und Nunnari, 2000; Fekkes et al., 2000; Cerveny et al., 2001). In Adnm1/Afisl-
Mutanten dagegen findet man Mdvlp im Cytoplasma (Tieu und Nunnari, 2000). MdvlIp
scheint also unabhéngig von Dnmlp eine Bindung mit Fislp einzugehen. Diese Mdv1p-

Fis1p-Bindung katalysiert moglicherweise die von Dnm1p abhingige Tubulusteilung.

Die Ergebnisse dieser Arbeit sprechen fiir eine Bindung zwischen Mdv1p und Fislp, die
die Tubulusteilung katalysiert. In Langzeitaufnahmen von Afis/-Zellen konnten zwar
diverse Matrixkonstriktion beobachtet werden, aber nur selten Tubulusteilungen. Es wére
denkbar, dass der Wegfall der Bindung zwischen Fislp und Mdvlp in Afis/-Zellen
verantwortlich fiir die reduzierte Zahl an Tubulusteilungen ist: Ohne Katalyse konnen

Tubulusteilungen zwar stattfinden, sind aber seltener.

In dem am Anfang des Kapitels 4.1.4 beschriebenen Modell (Shaw und Nunnari, 2002)
gehen die Autoren davon aus, dass Dnml1p nach der Anlagerung an die dulere Membran
zunichst eine Konstriktion und anschlieBend eine Teilung des Tubulus herbeifiihrt. Die
vorliegenden Daten zeigen in Zellen ohne Dnm1p keine Tubulusteilungen, aber zahlreiche
Matrixkonstriktionen. Die Konstriktion der Matrix lduft also im Gegensatz zur Annahme
von Shaw und Nunnari (2002) erstens ohne Dnm1p ab und ist zweitens ein eigenstdndiger
Prozess, der unabhéngig von der Tubulusteilung stattfindet. Wahrscheinlich sind andere

Proteine, als die in die Tubulusteilung beteiligten, fiir die Matrixkonstriktion zustandig.

Auch Fislp wird nicht fiir die Matrixkonstriktion bendtigt, wie die zahlreichen

Matrixkonstriktionen in Afis/-Zellen beweisen.
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Alternativ wire auch eine Rolle des Cytoskeletts bei der Matrixkonstriktion denkbar: Die
mitochondrialen Tubuli sind entlang von Aktinkabeln assoziiert. Es wére vorstellbar, dass
durch Spannungen an diesen Kabeln die Tubuli gedehnt werden und dadurch lokale

Verdiinnungen entstehen (Simon et al., 1995; Suelmann et al., 2000).

4.1.5 Mdm33p ist nicht essentiell fiir die Konstriktion bzw. die Teilung der inneren

Mitochondrienmembran

Mdm33p, ist ein ~ 54 kD groBles Protein der inneren Mitochondrienmembran. Sein NH;-
Terminus liegt in der Matrix, sein COOH-Terminus reicht in den Intermembranraum
hinein. Amdm33-Mutanten zeigen grof3e kugelférmige Mitochondrien mit langgestreckten
diinnen Tubuli. Die Morphologie dieser Mitochondrien legt die Vermutung nahe, dass
Mdm33p eine Rolle bei der Teilung der inneren Mitochondrienmembran spielen kdnnte

(Messerschmitt et al., 2003).

In dieser Arbeit konnten in Langzeitaufnahmen von Amdm33-Mitochondrien diverse
Matrixseparationen und einige Tubulusteilungen beobachtet werden (sieche Abb. 13). Das
Protein scheint die Separation der Matrix nicht zu beeinflussen. Es wire denkbar, dass es
sich bei den beobachteten Matrixseparationen, ebenso wie bei Afis/- und Adnmli-
Mitochondrien, um Matrixkonstriktionen handelt. Fiir die Teilung der inneren Membran ist
Mdm33p nicht essentiell, denn die beobachteten Tubulusteilungen sind nur unter
Einbeziehung beider Membranen mdglich. Allerdings ist die Frequenz der

Tubulusteilungen gering.

Bei der Doppelmutante Amdm33/Afis] waren in Langzeitaufnahmen weder

Matrixseparationen noch Tubulusteilungen zu erkennen (siche Abb. 14).

Nach den Ergebnissen dieser Arbeit haben sowohl Zellen ohne Fislp als auch Zellen ohne
Mdm33p die Fahigkeit zur Matrixseparation und zur Tubulusteilung. Fehlen in
Amdm33/Afisl-Zellen dagegen beide Proteine, finden weder Separationen noch
Tubulusteilungen statt. Moglicherweise ist in der Doppeldeletionsmutante die Interaktion

zwischen den Teilungsmaschinerien der inneren und der dufleren Membran gestort.

Bringt man die Daten dieser Arbeit in Zusammenhang mit den beschriebenen bereits

bestehenden Erkenntnissen, konnte ein Modell fiir die Tubulusteilung folgendermallen
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aussehen (siche Abb. 25): Vor der Tubulusteilung findet eine Konstriktion des
Matrixraumes statt. Wahrscheinlich wird die Matrixkonstriktion von bisher unbekannten
Proteinen herbeigefiihrt. Eine Beteiligung der Proteine Fislp, Dnmlp oder Mdm33p ist
unwahrscheinlich. Dies lassen die beobachteten Matrixkonstriktionen in doppeltmarkierten
Afisl-Zellen und in Langzeitaufnahmen von Afis/-, Adnml- und Amdm33-Mutanten
vermuten. An diese durch die Konstriktion der Matrix verdiinnten tubulidren Bereichen
lagern sich Dnm1p-Mdvlp-Komplexe auf der dufleren Membran an, und zwar bevorzugt

an Fislp.

Diese fiihren eine Teilung der duBleren Membran und schlielich des Tubulus herbei. Die
Teilung der inneren Membran wird dabei vermutlich von einer eigenstdndigen Maschinerie
vermittelt, die wahrscheinlich in Kontakt steht mit der Teilungsmaschinerie der dufleren
Membran. Die Bindung des Dnm1p-Mdv1p-Komplexes an Fislp ist nicht essentiell fiir die
Tubulusteilung, da auch in Afis/-Zellen Tubulusteilungen beobachtet werden konnten.
Allerdings ist die Frequenz der Teilungsereignisse in Wildtypzellen deutlich hoher.
Moglicherweise katalysiert die Bindung zwischen Mdvlp und Fislp die von Dnmlp
durchgefiihrte Teilung. Die beobachteten Tubulusteilungen in Afis/-Zellen sprechen
auBerdem dafiir, dass Dnmlp neben Fislp wahrscheinlich noch Bindungen mit weiteren
Proteinen oder Lipiden der duBleren Membran eingeht. Andernfalls konnte der Dnm1p-

Mdvlp-Komplex in Afis/-Zellen keine Tubulusteilungen herbeifiihren.
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Abb. 25 Modell der mitochondrialen Tubulusteilung. A Fislp (Trapeze) ist gleichméBig iiber die gesamte
mitochondriale Oberflache verteilt. Im Cytoplasma von Hefezellen befindet sich ein Pool von Dnmlp
(Kreise). B Vor der Tubulusteilung findet eine Konstriktion des Matrixraumes statt. C An diese verdiinnten
Bereiche lagern sich Dnmlp-Mdvlp-Komplexe auf der duferen Membran an und zwar vorzugsweise an
Fislp. D Die Dnm1p-Mdv1p-Komplexe fiihren eine Teilung des Tubulus herbei.
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4.2  Durchmesserbestimmung von mitochondrialen Tubuli

Neben den beschriebenen Langzeitauthahmen wurde in dieser Arbeit das neue Verfahren
der MMM-4Pi-Mikroskopie (Typ A) angewendet, um weitere Informationen iiber die
Funktion der an der mitochondrialen Dynamik beteiligten Proteine zu gewinnen.
Zusammen mit der anschlieBenden Bildbearbeitung erreicht man mit diesem
Fluoreszenzmikroskop eine Auflésung von 200 nm in lateraler und 100 nm in axialer
Richtung. In axialer Richtung ist dieser Wert damit 3-5 mal hoéher als bei einem
konventionellen konfokalen Fluoreszenzmikroskop. Anhand von hochauflésenden
Aufnahmen der Mitochondrien von Afisi-, AdnmlI- und Amdvi-Zellen und zahlreicher
Doppeldeletionsmutanten werden neue Einblicke in die Morphologie des mitochondrialen

Netzwerks gegeben.

4.2.1 Einfluss der Kohlenstoffquelle auf den Tubulusdurchmesser von

Mitochondrien

Die Umstellung des Stoffwechsels ldsst sich auch an der Morphologie der Mitochondrien
von S. cerevisiae vor und unter Glucoserepression ablesen. Sowohl Wildtypzellen als auch
die Zellen der Stimme Adnml, Amdvi und Afisl (Jensen et al., 2000; Mozdy et al., 2000;
Otsuga et al., 1998; Tieu und Nunnari, 2000; Yaffe, 1999) zeigen in glycerinhaltigem
Medium komplexere mitochondriale Strukturen mit mehr Verzweigungen als in
glucosehaltigem Medium. In Anwesenheit von Glucose sind aufgrund der fehlenden
Atmungsaktivitdt die Cristaestrukturen kaum ausgeprégt (Yotsuyanagi, 1962a). Bei Egner
et al. (2002) wurde auBerdem beschrieben, dass der Tubulusdurchmesser von

Wildtypmitochondrien unter Glucoserepression abnimmt.

Die Untersuchungen in dieser Arbeit an Wildtypzellen bestitigen die Abnahme des
mitochondrialen Tubulusdurchmessers unter Glucoserepression. Wildtypzellen haben in
glucosehaltigen Medium mitochondriale Tubuli mit einem 4-6 % geringeren Durchmesser
als in glycerinhaltigem Medium (siehe Abb. 18). Der Grund dafiir liegt wahrscheinlich in
der Riickbildung der Cristaestrukturen. Die Mutanten Adnml, Afis] und Amdvi zeigen
entweder eine Zunahme des Tubulusdurchmessers oder keinen Effekt. Moglicherweise
tiberlagert die im folgenden Abschnitt beschriebene Zunahme des Tubulusdurchmessers
nach Deletion der Gene DNM1, MDVI bzw. FIS1 die Zunahme des Tubulusdurchmessers

nach Authebung der Glucoserepression.
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4.2.2 Die mitochondrialen Tubuli weisen in Adnml-, AfisI- und Amdvi-Zellen

groflere Durchmesser auf als in Wildtypzellen

Adnmli- bzw. Afisl-Zellen zeigen im Vergleich zum Wildtyp Mitochondrien mit deutlich
groBBerem Tubulusdurchmesser: ca. 12 % bzw. 17 % mehr als bei Wildtypzellen. Auch der
Durchmesser der mitochondrialen Tubuli der AmdvI-Mutante ist um ca. 5 % grofler als
beim Wildtyp. Die Zunahme fillt aber im Vergleich zu Afis/ und Adnml geringer aus
(siche Abb. 19).

Lediglich anhand der mikroskopischen Daten kann man keine Aussage dariiber treffen,
warum der Tubulusdurchmesser beim Fehlen von Dnmlp, Fislp oder Mdvlp zunimmt.
Moglicherweise spielt eine Interaktion der Proteine mit dem Cytoskelett eine Rolle.
Entfallt diese Interaktion im Fall der Deletionsmutanten, konnte das einen Einfluss auf den
Tubulusdurchmesser haben. Eine solche Bindung konnte bisher jedoch noch nicht
nachgewiesen werden. Folgende Beobachtungen sind in diesem Zusammenhang aber

interessant:

1) Eine Mutation in der GTPase-Doméne von Drpl verursacht in humanen Zellen einen
Zusammenbruch der mitochondrialen Struktur. Die mitochondrialen Tubuli bilden grof3e
perinukleare Aggregate. Dies deutet mdglicherweise darauf hin, dass Drpl die

Mitochondrien am Cytoskelett verankert (Smirnova et al., 1998).

2) In AdnmlI- und Afisi-Hefezellen liegen die Mitochondrien als kollabierte tubulédre
Struktur auf einer Seite der Zelle (siche Abb. 8, A-C). Dies ldsst neben der Rolle bei der
Tubulusteilung auch auf eine Funktion der Proteine Dnm1p und Fislp bei der Anheftung

des Mitochondriums an das Cytoskelett schlieBen (Otsuga et al., 1998).

4.2.3 Petite-Mutanten haben Mitochondrien mit einem geringeren

Tubulusdurchmesser

In Petite-Mutanten (rho°-Zellen) kann keine mitochondriale DNA mehr nachgewiesen
werden (Fox et al.,, 1991). Diese Hefezellen sind atmungsdefizient. Die Messungen in
dieser Arbeit an Wildtypzellen und den Deletionsmutanten Adnmli, Afisl, AmdvI und
Afisl/Afzol haben ergeben, dass in glucosehaltigem Medium die Mitochondrien der
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meisten rho°-Zellen einen geringeren Durchmesser haben, als die Mitochondrien der

entsprechenden rho’-Zellen (siche Abb. 23).

Wie ist dieser Effekt zu erkldren? Eine Reduktion des Tubulusdurchmessers beobachtet
man, wie bereits erwdhnt, auch in Hefen unter Glucoserepression. Diese Zellen zeigen
Mitochondrien mit kaum ausgepriagten Cristae (Yotsuyanagi, 1962a). Ein Zusammenhang
zwischen Reduktion des mitochondrialen Tubulusdurchmessers und der Riickbildung der
Cristaestrukturen liegt daher nahe. Den rho°-Mutanten fehlen aufgrund des Verlustes der
mitochondrialen DNA mitochondriale Proteine. Mdglicherweise fithrt dies zu einer
Reduktion der Cristaestruktur und damit zu einem verringerten Tubulusdurchmesser,

dhnlich wie bei Hefezellen unter Glucoserepression.

4.2.4 Hierarchie der Gene innerhalb einer denkbaren Genwirkungskette

Gibt es eine Hierarchie bei den an Tubulusteilungen und Fusionen beteiligten Gene? Erste
Vermutungen dariiber findet man in der Literatur: Aufgrund eines morphologischen
Vergleichs der Netze der Deletionsmutanten Afis!, Afzol, Amdm33, Amdm33/Afisl und
Amdm33/Afzol vermuten Messerschmitt et al. (2003) folgendes: Erstens, der
morphologische Defekt in den Mitochondrien von Amdm33-Zellen ist moglicherweise
epistatisch zu dem in Afis/-Zellen. Zweitens, die Mutation in Afzol-Zellen konnte
epistatisch zu der in Amdm33-Zellen sein. Bleazard et al. (1999) vermuten, dass der

morphologische Defekt in Adnm 1-Zellen eventuell epistatisch zu dem in Afzol-Zellen ist.

Wie bereits erwihnt, fithrt das Fehlen der Proteine Fislp, Dnmlp oder Mdvlp zu
Mitochondrien mit einer netzartigen Struktur. Bei diesen Deletionsmutanten, die den
gleichen Phédnotypen aufweisen, ist es nicht moglich, durch Vergleich der Morphologie der
Mitochondrien auf eine Hierarchie der Gene zu schlieen. Nach den Ergebnissen dieser
Arbeit ist aber nicht nur die Netzstruktur, sondern auch der Tubulusdurchmesser der
Mitochondrien kennzeichnend fiir die jeweilige Deletionsmutante. Oder anders
ausgedriickt: Durch das Ausschalten eines Gens, dessen Genprodukt an der Tubulusteilung
beteiligt ist, verdndert sich neben der Morphologie des Netzes auch der

Tubulusdurchmesser der Mitochondrien.

Um mit Hilfe dieses Wissens eine mogliche Hierarchie innerhalb einer Genwirkungskette

aufkldren zu konnen, wurden die einzelnen Gene in verschiedenen Kombinationen
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ausgeschaltet und der Tubulusdurchmesser der Mitochondrien bestimmt. AmdvI-Zellen
zeigen 1m Vergleich zum Wildtyp eine auffillig geringere Zunahme des

Tubulusdurchmessers als die Deletionsmutanten Afis/ und Adnm1 (siche Abb. 19).

Die Deletionsmutanten Amdvi/Afis] und Amdvi/Adnml haben anndhernd denselben
Durchmesser wie die Mitochondrien in Amdvi-Zellen (siche Abb. 20). Sie zeigen also
deutlich diinnere Tubuli als die Deletionsmutanten Afis/ und Adnml. Dies konnte
moglicherweise darauf hinweisen, dass der morphologische Defekt in den Mitochondrien

von AmdvI-Zellen epistatisch zu demjenigen in Afis/-Zellen bzw. in AdnmI-Zellen ist.

In diese Untersuchung wurde auch Fzolp mit einbezogen. Fzolp ist das erste bekannte
Protein, das an der mitochondrialen Fusion beteiligt ist. Es ist Teil eines ~ 800 kD groflen
Proteinkomplexes, der in der duBBeren Membran liegt. Fzolp besitzet am NH,-Ende eine
GTPase-Domine, die fiir die Fusion eine wichtige Rolle spielt. Zwei transmembrane
Dominen in der Ndhe des COOH-Terminus verankern das Protein in der dufleren
Membran. Sowohl der NH,-Terminus mit der GTPase-Doméne, als auch der COOH-
Terminus liegen im Cytoplasma. Zwischen den transmembranen Doménen liegt eine zehn
Aminoséure lange Schleife, die bis in den Intermembranraum reicht (Hermann et al., 1998;
Rapaport et al., 1998; Fritz et al., 2001). Da eine Bestimmung des Durchmessers an Afzo!-
Zellen aufgrund ihrer fragmentierten Mitochondrien nicht moglich ist, wurden
Doppeldeletionsmutanten in Kombination mit Adnml, Afis] und AmdvI hergestellt und

untersucht.

Zusammengefasst ist der Durchmesser der Mitochondrientubuli der Deletionsmutanten
Afisl/Afzol, Adnml/Afzol und  Amdvi/Afzol  deutlich  geringer als bei den
Deletionsmutanten Adnm 1, Afisl und Amdvl (sieche Abb. 20-22). Dieses Ergebnis konnte
darauf hinweisen, dass der morphologische Defekt in Afzol-Zellen epistatisch zu dem in

Afisl-, AdnmI- und Amdvi-Zellen ist.
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5.  Zusammenfassung

Die Mitochondrien von Saccharomyces cerevisiae bilden ein ausgedehntes tubuldres
Netzwerk. Zur Aufrechterhaltung der Netzstruktur finden fortlaufend Tubulusteilungen
und Fusionen statt. In der vorliegenden Arbeit wird eine detaillierte Analyse dieser
mitochondrialen Dynamiken in Raum und Zeit vorgestellt. Dazu wurden neben
Wildtypmitochondrien die Mitochondrien der Deletionsmutanten Afis/, Adnmlund
Amdm33 untersucht. Fislp und Dnmlp wird eine Rolle bei der Teilung der duBeren
Mitochondrienmembran zugeschrieben. Mdm33p ist moglicherweise an der Teilung der
inneren Mitochondrienmembran beteiligt. Die mitochondriale Matrix sémtlicher

verwendeter Zellen war mit GFP (,, green fluorescent protein ) markiert.

In Langzeitaufnahmen konnte gezeigt werden, dass Afis/-Mutanten ebenso wie
Wildtypzellen dazu in der Lage sind, die Morphologie ihrer Mitochondrien an verénderte
Kohlenstoffverhdltnisse ~ anzupassen.  Unter  Glucoserepression  entstechen  aus
hochverzweigten Mitochondrien einfache, iiberwiegend tubulédre Strukturen. Allerdings ist
die strukturelle Anpassung in Zellen ohne Fislp deutlich verlangsamt. Vermutlich spielen
bei der Vereinfachung des mitochondrialen Netzwerks Tubulusteilungen und Fusionen
eine entscheidende Rolle. Durch Losen von Verzweigungen und anschlieBende
Neuverkniipfung der Tubuli scheinen aus komplexen Strukturen einfachere zu entstehen.
Mit Beginn der Glucoserepression sinkt die Frequenz der Matrixseparationen und
Fusionen. Dies scheint ein typisches Merkmal fiir den Vereinfachungsprozess zu sein. Der
Begriff ,,Separation wird benutzt, um eine deutliche Diskontinuitit der mit GFP
markierten mitochondrialen Matrix zu beschreiben. Das Verhéltnis von Matrixseparationen
und Fusionen ist sowohl in Wildtypzellen als auch in Afis/-Zellen iiber den gesamten
Untersuchungszeitraum hinweg ausgeglichen. Im Unterschied zu Wildtypzellen ist die

Metamorphose bei Afis/-Zellen nicht an den Zellzyklus gebunden.

Doppelmarkierungen in Afis/-Mitochondrien beweisen, dass in diesen Mutanten
Matrixkonstriktionen ohne Beteiligungen der &uBeren Membran stattfinden koénnen.

Vermutlich ist auch die innere Membran nicht an den Matrixkonstriktionen beteiligt.

Dariiber hinaus konnte zweifelsfrei gezeigt werden, dass entgegen der bisherigen Meinung

komplette Tubulusteilungen in Afis /-Mutanten mdglich sind.
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In Adnm-Mutanten konnten zahlreiche Matrixkonstriktionen, aber keine Tubulusteilungen
beobachtet werden. Dieses Ergebnis macht deutlich, dass Dnm1p essentiell fiir die Teilung
der dueren Mitochondrienmembran bzw. fiir die Tubulusteilung ist, Matrixkonstriktionen

aber auch ohne dieses Protein ablaufen konnen.

Amdm33-Zellen zeigen in Langzeitaufnahmen diverse Matrixseparationen und auch einige
Tubulusteilungen. Mdm33p ist folglich nach den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit flir

die Teilung der inneren Mitochondrienmembran nicht essentiell.

Neben den beschriebenen Langzeitauthahmen wurde in dieser Arbeit das neue Verfahren
der MMM-4Pi-Mikroskopie (Typ A) angewendet, um weitere Informationen iiber die
Funktion der an der mitochondrialen Dynamik beteiligten Proteine zu gewinnen.
Zusammen mit der anschlieBenden Bildbearbeitung erreicht man mit diesem
Fluoreszenzmikroskop eine Auflosung von 200 nm in lateraler und 100 nm in axialer
Richtung. In axialer Richtung ist dieser Wert damit 3-5 mal hoher als bei einem
konventionellen konfokalen Fluoreszenzmikroskop. Anhand von hochauflésenden
Aufnahmen der Mitochondrien von Afisi-, AdnmlI- und Amdvi-Zellen und zahlreicher
Doppeldeletionsmutanten werden in dieser Arbeit neue Einblicke in die Morphologie des

mitochondrialen Netzwerks gegeben.

Die Umstellung des Stoffwechsels von S. cerevisiae nach Wechsel der Kohlenstoffquelle
lasst sich an der Morphologie der Mitochondrien ablesen. Sowohl Wildtypzellen als auch
die Zellen der Stimme Afisl, Adnml und Amdvi zeigen in glycerinhaltigem Medium
komplexere mitochondriale Strukturen mit mehr Verzweigungen als in glucosehaltigem
Medium. Es konnte auBBerdem gezeigt werden, dass meistens auch der Tubulusdurchmesser

der Mitochondrien von der jeweiligen Kohlenstoffquelle abhéngt.

Der Tubulusdurchmesser ist in den Deletionsmutanten grofer als in Wildtypzellen.
Moglicherweise spielt eine Interaktion der Proteine Fislp, Dnmlp und Mdvlp mit dem
Cytoskelett eine Rolle. Entfdllt diese Interaktion im Falle der Deletionsmutanten, konnte

das einen Einfluss auf den Tubulusdurchmesser haben.

Bei rho®-Mutanten ist der Tubulusdurchmesser geringer als bei den entsprechenden rho -
Zellen. Die Zellen besitzen keine mitochondriale DNA und sind atmungsdefizient.
Vermutlich sind die Cristaestrukturen kaum ausgebildet und somit die mitochondrialen

Tubuli diinner im Vergleich zur Wildtypsituation.
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Amdvi-Zellen zeigen im Vergleich zum Wildtyp eine auffillig geringere Zunahme des
Tubulusdurchmessers als die  Deletionsmutanten  Afis/ und Adnml. Die
Doppeldeletionsmutanten AmdvI/Afis] und Amdvi/Adnml haben anndhernd denselben
Durchmesser wie die Mitochondrien in Amdvi-Zellen. Dies konnte moglicherweise darauf
hinweisen, dass der morphologische Defekt in den Mitochondrien von Amdvi-Zellen

epistatisch zu dem in Afis/-Zellen bzw. in Adnm1-Zellen ist.
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6. Anhang

6.1 konfokale Langzeitaufnahmen

Auf den folgenden Seiten sind die vollstindigen Datensitze, die den Abbildungen 7, 8, 12,

13 und 14 zugrunde liegen, zu finden:

Seite 92-96

Abb. Al Umstrukturierung von Wildtypmitochondrien unter Glucoserepression.
Wildtypzellen, deren mitochondriale Matrix mit GFP markiert war, wurden bis zur log-
Phase in YPG wachsen gelassen und danach in YPD transferiert. Konfokale
Langzeitaufnahmen zeigen die Metamorphose des mitochondrialen Netzwerks. Dargestellt
sind Projektionen der maximalen Helligkeit. Der Datensatz umfasst 165 dreidimensionale
Aufnahmen. Zwischen zwei Aufnahmen liegen 78 Sekunden. Die Gesamtautnahmedauer

betrdgt 209 Minuten.

Malfstab: 2 um

Seite 97-98

Abb. A2 Umstrukturierung von Afis/-Mitochondrien unter Glucoserepression. Afisl-
Zellen, deren mitochondriale Matrix mit GFP markiert war, wurden bis zur log-Phase in
YPG wachsen gelassen und danach in YPD transferiert. Konfokale Langzeitaufnahmen
zeigen die Metamorphose des mitochondrialen Netzwerks. Dargestellt sind Projektionen
der maximalen Helligkeit. Der Datensatz umfasst 99 dreidimensionale Aufnahmen.
Zwischen zwei Aufnahmen liegen 116 Sekunden. Die Gesamtaufnahmedauer betragt 194

Minuten.

Malfstab: 1 um
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Seite 99-100

Abb. A3 Umstrukturierung von Adnm-Mitochondrien unter Glucoserepression. Adnm -
Zellen, deren mitochondriale Matrix mit GFP markiert war, wurden bis zur log-Phase in
YPG wachsen gelassen und danach in YPD transferiert. Konfokale Langzeitaufnahmen
zeigen die Metamorphose des mitochondrialen Netzwerks. Dargestellt sind Projektionen
der maximalen Helligkeit. Der Datensatz umfasst 40 dreidimensionale Aufnahmen.
Zwischen zwei Aufnahmen liegen 60 Sekunden. Die Gesamtaufnahmedauer betrigt 40

Minuten.
Malfstab: 1 um
Seite 101-102

Abb. A4 Umstrukturierung von Amdm33-Mitochondrien unter Glucoserepression.
Amdm33-Zellen, deren mitochondriale Matrix mit GFP markiert war, wurden bis zur log-
Phase in YPG wachsen gelassen und danach in YPD transferiert. Konfokale
Langzeitaufnahmen zeigen die Metamorphose des mitochondrialen Netzwerks. Dargestellt
sind Projektionen der maximalen Helligkeit. Der Datensatz umfasst 64 dreidimensionale
Aufnahmen. Zwischen zwei Aufnahmen liegen 226 Sekunden. Die Gesamtauftnahmedauer

betrigt 244 Minuten.
Malfstab: 2 um
Seite 103-105

Abb. AS Umstrukturierung von Amdm33/AfisI-Mitochondrien unter Glucoserepression.
Amdm33/Afis 1-Zellen, deren mitochondriale Matrix mit GFP markiert war, wurden bis zur
log-Phase in YPG wachsen gelassen und danach in YPD transferiert. Konfokale
Langzeitaufnahmen zeigen die Metamorphose des mitochondrialen Netzwerks. Dargestellt
sind Projektionen der maximalen Helligkeit. Der Datensatz umfasst 73 dreidimensionale
Aufnahmen. Zwischen zwei Aufnahmen liegen 226 Sekunden. Die Gesamtaufnahmedauer

betrdgt 275 Minuten.

MafBstab: 2 um
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Abb. A1 Umstrukturierung von Wildtypmitochondrien unter Glucoserepression
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Abb. A2 Umstrukturierung von Afis/-Mitochondrien unter Glucoserepression
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Abb. A3 Umstrukturierung von AdnmI-Mitochondrien unter Glucoserepression
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Abb. A4 Umstrukturierung von Amdm33-Mitochondrien unter Glucoserepression
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Abb. A5 Umstrukturierung von Amdm33/Afis [-Mitochondrien unter Glucoserepression
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Neben den Untersuchungen zum Teilungsapparat der du3eren Mitochondrienmembran von

S. cerevisiae wurde im Rahmen der vorliegenden Dissertation folgendes Projekt bearbeitet:

6.2  Beschreibung der Eigenschaften eines neuentwickelten Glycerinobjektivs und

seiner Anwendungsmoglichkeiten fiir die 3D-Fluoreszenzmikroskopie

In der konfokalen Mikroskopie sind die sphdrischen Aberrationen, die durch
unterschiedliche =~ Brechungsindizes der  Probe, des Deckglases und des
Immersionsmediums entstehen, Ursache fiir eine Reihe von Fehlern (Sheppard und
Cogswell, 1991): 1) Das detektierte Signal sinkt mit steigender Eindringtiefe in die Probe.
2) Die Auflosung verschlechtert sich. 3) Die aufgenommenen Bilder erscheinen axial
verldngert oder komprimiert (Bucher et al., 2000; Egner et al., 1998; Egner und Hell, 1999;
Hell et al., 1993; Jacobsen und Hell, 1995; Torok et al., 1997).

Hochauflosende Lichtmikroskopie biologischer Objekte, die in glycerinhaltigen Medien
eingebettet sind, ist bisher mangels Alternative fast ausschlieBlich mit Olobjektiven
durchgefiihrt worden. Der Brechungsindex von Ol und Deckglas betriigt ~ 1.51 und kommt
somit dem Brechungsindex des Glycerins von ~ 1.45 relativ nahe, so dass die sphérischen

Aberrationen verhdltnisméBig gering ausfallen, aber nicht zu vernachléssigen sind.

In dieser Studie soll die optische Leistung eines neuentwickelten plan apochromatischen
Glycerinobjektives (HCX PL APO 100 x / 1.35 GLYC CORR, Leica Microsystems,
Wetzlar) untersucht werden. Mit diesem Objektiv konnen sphirische Aberrationen bei der
Aufnahme von in glycerinhaltigem Medium eingebetteten biologischen Objekten
vermieden werden. Bei einem Brechungsindex des Glycerins von n = 1.451 (Konzentration
80 %) ist der halbe Aperturwinkel des 1.35 NA Glycerinobjektivs mit 68.5° etwas hoher
als die 67.3° des hiiufig verwendeten 1.4 NA Olobjektivs.

Das Glycerinobjektiv ist fiir Quarzdeckglédser von 220 +/- 10 um Dicke korrigiert worden.
Deren Brechungsindex von n ~ 1.46 liegt nahe dem des Glycerins. Ein integrierter
Korrekturring kompensiert Werte von n ~ 1.44 bis ~ 1.46, die einer Glycerinkonzentration
von 72-88 % entsprechen. Die beste optische Korrektur erhédlt man im mittleren

Verstellbereich. Dieser wird erreicht, indem man den Wassergehalt des Glycerins variiert.
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Temperaturdnderungen und unterschiedliche Deckglasdicken machen ebenfalls eine

Kompensation durch den Korrekturring erforderlich.

Die 100 x VergroBerung und der freie Arbeitsabstand von 100 pm sind weitgehend analog
zum 1.4 NA Olobjektiv.

Im Folgenden wurde die Leistung des neuentwickelten Glycerinobjektives auf
verschiedene Parameter hin untersucht. Die Vergleichsmessungen mit einem 1.4 NA Leica
Olobjektiv (HCX PL APO 100 x / 1.40-0.7 Ol) folgten dabei direkt auf die Messungen mit
dem Glycerinobjektiv. Die Experimente sind an den konfokalen Systemen TCS SP1 und
SP2 (Leica Microsystems, Heidelberg GmbH) durchgefiihrt worden. Der Brechungsindex
des Glycerins schwankte zwischen n = 1.452 und 1.457.

1) Axiale chromatische Aberration

Zur Erfassung der axialen chromatischen Aberration wurde ein Standarddeckglas sowie ein
Quarzdeckglas mit Silber bedampft. Die unverspiegelte Seite der Probe lag der Linse
zugewandt. Um Artefakte durch Bewegungen der Probe auszuschlieBen, erfolgte die
Anregung gleichzeitig bei 488, 543 und 633 nm. Das reflektierte Licht wurde durch
passende Filter spektral getrennt und mit drei Photomultipliern detektiert. Die GroBe der
Lochblende war auf den kleinsten moglichen Wert eingestellt (< 0.1 Airy Scheibe). Es

wurden 2D-Bilder des reflektierten Lichtes in xz-Richtung aufgenommen.

Die Differenz in der axialen Position des Maximums des Signals bei unterschiedlicher
Anregungswellenldnge spiegelt die axiale chromatische Aberration des Systems wieder.
Die axialen chromatischen Aberrationen liegen fiir das Ol- und das Glycerinobjektiv in

derselben GroBenordnung und sind kleiner als 250 nm fiir die gemessenen Wellenldngen.

2) Axiale Auflosung

Um die axiale Aufldsung von Glycerin- und Olobjektiv miteinander vergleichen zu
konnen, wurde die axiale Antwort (z) einer diinnen fluoreszierenden Schicht bestimmt.
Dazu wurden Standarddeckglidser und Quarzdeckgldser mit einem monomolekularen
fluoreszierenden Polydiacetylen Langmuir-Blodgett Film (Schrader et al., 1998)
verwendet. Die Deckgldser wurden mit einem Tropfen Immersionsdl bzw. Glycerin auf die
Objekttrager aufgebracht. Die Anregung der Schicht erfolgte bei 488 nm, die Detektion

zwischen 550 nm und 650 nm. Eine Sittigung der Fluorophore wurde durch Verwendung
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einer geringen Laserleistung vermieden. Die Aufnahme der xz-Bilder erfolgte mit zwei

verschiedenen Durchmessern der Lochblende (Airy Scheibe 1.0 bzw. 0.5).

Die ideale Einstellung fiir den Korrekturring des Glycerinobjektives wurde durch
Maximierung des Fluoreszenzsignals bestimmt. Anhand der z-Antwort konnte die
Halbwertsbreite des Signals als ein Merkmal der axialen Auflosung des Systems bestimmt

werden.

Fiir einen Durchmesser der Lochblende, der einer Airy Scheibe entspricht, liegt die axiale
Halbwertsbreite bzw. die axiale Auflosung beim Glycerinobjektiv bei 610 +/- 20 nm bzw.
bei 640 +/- 20 nm beim Olobjektiv. Reduziert man den Durchmesser der Lochblende auf
eine Grofle, die einer halben Airy Scheibe entspricht, erhidlt man eine etwas engere z-
Antwort von 460 +/- 20 nm bzw. 510 +/- 20 nm. Die axiale Auflésung der beiden
Objektive unterscheidet sich also nur geringfiigig. Die errechneten theoretischen Werte fiir
die Halbwertsbreite (Richards und Wolf, 1959) lagen sowohl fiir das Ol- als auch fiir das
Glycerinobjektiv bei 600 nm bzw. 400 nm (Airy Scheibe 1.0 bzw. 0.5). Diese Werte
stimmen mit denen des Experiments iiberein. Der Toleranzbereich fiir die Halbwertsbreite
betrdgt durch das Herstellungsverfahren ca. 50 nm fiir jedes Objektiv. Das Experiment
zeigt somit deutlich, dass die axiale Auflosung des Glycerinobjektivs in der

GroBenordnung eines hoch korrigierten 1.4 NA Olobjektivs liegt.

3) Intensitét des Signals in axialer Richtung

Inwieweit wirken sich unterschiedliche Brechungsindizes von Probe und
Immersionsmedium auf die Intensitit des Signals in axialer Richtung aus? Zur Klarung
dieser Frage wurde in Glycerin (80 %) gelostes Rhodamine 6G einer Konzentration von
10 > M auf ein Deckglas aufgebracht. Die Hohe des Fliissigkeitspegels war groBer als der
freie Arbeitsabstand des Objektivs. Die Aufnahme von xz-Intensitétsprofile erfolgte bei
einer Anregungswellenlédnge von 488 nm und einer Detektionsbreite, die zwischen 495 und
530 nm lag. Der Durchmesser der Lochblende entsprach einer Airy Scheibe. Der Rand der
Probe lag noch im Aufnahmebereich und die Eindringtiefe des Lichts iiberschritt den freien

Arbeitsabstand des Objektivs nicht.

Wie durch Theorie und Experimente zu erwarten war (Egner et al., 1998; Hell et al., 1993),
flihren die durch unterschiedliche Brechungsindizes verursachten sphirischen

Aberrationen im Falle des Olobjektivs zu einem merklichen Abfall in der Bildhelligkeit
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mit steigender Eindringtiefe des Lichts. Der Grund dafiir ist, dass die Aberrationen einen
Anstieg der Nebenmaxima des Beleuchtungsfokus auf Kosten des Hauptmaximums

verursachen. Der Fokus wird unscharf.

Dieses ,,Ausschmieren des Beleuchtungsfokus fiithrt zu einer Verringerung des
Gesamtsignals, das durch die Lochblende detektiert wird (Hell et al., 1993). Bei einer
axialen Tiefe von ~ 30 um ist bei Aufnahmen mit dem Olobjektiv die Intensitiit des Signals
im Vergleich zu dem Wert, der direkt hinter dem Deckglas gemessen worden ist, um 25 %
reduziert. Bei einer axialen Tiefe von 80 um liegt der Intensitétsverlust bei fast 50 %. Im
Gegensatz dazu erhdlt man beim Glycerinobjektiv ein konstantes Signal ohne

Intensitatsverlust iiber den gesamten axialen Aufnahmebereich von 80 pm.

4) Tatsdchlicher und geometrischer Fokus

Die axiale Verschiebung des tatsdchlichen Fokus weg vom geometrischen ist ein weiterer
Effekt der durch Aberrationen entsteht, die wiederum durch wunterschiedliche
Brechungsindizes verursacht werden (Hell et al., 1993; Egner et al., 1998). Die tatsidchliche
Position des Fokus in axialer Richtung weicht um den Faktor  vom geometrischen ab.
Letzterer ist die angenommene Position des Fokus bei gleichen Brechungsindizes. Dieser

Effekt wurde anhand einer biologischen Probe untersucht.

Der Caenorhabditis elegans Stamm PD4792 (Caenorhabditis Genetics Center, NIH
National Center for Research Resources (NCRR)) wurde bei 20°C auf NGM Agarplatten
(Brenner, 1974), die mit Escherichia coli OP50 besiedelt waren, wachsen gelassen. Dieser
Stamm exprimiert EGFP, das von einem myo-2-Promotor reguliert wird. Die
Probenpréparation basiert auf der Arbeit von Finney und Ruvkun (1990). Adulte Wiirmer
wurden in physiologischem Puffer 1 x M9 (Brenner, 1974) gewaschen und dann chemisch
mit 3.5 %igem Paraformaldehyd (pH 6.8) fiir 5 Minuten fixiert. Nach der Fixierung
erfolgte eine Permeabilisierung der Membran mit 1 % Triton X-100 in PBS (pH 6.9) fiir 20
Minuten bei Raumtemperatur. Zum Schluss wurden die Wiirmer mit destilliertem Wasser
gewaschen und darin suspendiert. Die Prdparate wurden mit Poly-L-Lysin auf ein
Standarddeckglas aufgebracht. Nach Zugabe von 20 pl Glycerin, kam ein Quarzdeckglas
auf die Objekte. So konnte die gleiche Probe durch Umdrehen mit dem fiir das jeweilige
Objektiv passenden Deckglas betrachtet werden. Die Préparate wurden 6 Wochen liegen
gelassen. So war sichergestellt war, dass das Glycerin sich gleichméfig in der Probe

verteilt hatte. xy-Schnitte von 25 pm x 25 pm GroBe und mit einem axialen Abstand von
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1,14 um wurden mit beiden Objektiven aufgenommen. Die Anregung des EGFP erfolgte
bei 488 nm, die Detektion zwischen 500 nm und 530 nm. Der Durchmesser der

Lochblende entsprach einer Airy Scheibe.

Man wei8 aus Theorie und Experimenten, dass fiir 1.4 NA Olobjektive, die in Glycerin
fokussieren, f = 0.92 ist. Das Objekt erscheint um 9 % grof3er als es tatsdchlich ist (Hell et
al., 1993; Egner et al., 1998). Im Falle des Glycerinobjektives sollte es keine solche axiale
Verldangerung geben, da B = 1. Diese Annahme konnte im obigen Experiment bestdtigt
werden. Im Fall des Olobjektivs wurde ein xy-Bild mehr bendtigt, um die gesamte Probe in
axialer Richtung abzubilden (siche Abb. A6). In Ubereinstimmung mit den theoretischen
Erwartungen erscheint das annédherungsweise 10 pm dicke Priparat falschlicherweise 1 um
dicker, so dass fiir quantitative Analysen das 3D-Bild reskaliert werden muss. Im Falle des
Glycerinobjektivs entsprechen die mechanischen Schritte den optischen Schritten in z-

Richtung.

MO-Puffer (Brenner, 1974): 6.0 g Na,HPO4, 3.0 g KH,PO4, 5.0 g NaCl, 025 g
MgSO4*7H,0 auf 1000 ml destilliertes Wasser.

NGM/OP50 Agarplatten (Brenner, 1974): 3.0 g NaCl, 2.5 g Pepton, 17.0 g Agar, 1 ml
5 mg/ml Cholesterol, 1 ml 1 M MgSQOy, 25 ml 1 M Kaliumphosphatpuffer (pH 6.0) auf
975 ml destilliertes Wasser.

30 pl einer frisch in LB-Medium angezogenen OP50-Kultur werden 1:3 verdiinnt auf die
Platten ausgestrichen und 16 Stunden bei 20°C vorinkubiert.
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Abb. A6 Dreidimensionale Serien (xy-Bilder) der Pharynxmuskulatur von C. elegans . Die erste Serie wurde
mit einem Olobjektiv aufgenommen (gelber Hintergrund), die zweite mit einem Glycerinobjektiv (blauer
Hintergrund). Beide Serien sind mit dem gleichen mechanischen Abstand zwischen den Schnitten in axialer
Richtung aufgenommen worden. Die mit dem Olobjektiv aufgenommene Serie besteht aus einem Bild mehr als
die mit dem Glycerinobjektiv aufgenommene. Das Objekt erscheint filschlicherweise ca. 10 % grofer als es ist.
Der Grund dafiir sind die Aberrationen, die dadurch entstehen, dass ein in Glycerin eingebettetes Objekt mit
einem 1.4 NA Olobjektiv aufgenommen wird. Der optische axiale Abstand zwischen den Schnitten ist im
Vergleich zum mechanischen axialen Abstand um 10 % reduziert. Bei der mit dem Glycerinobjektiv
aufgenommenen Serie entspricht der mechanische dem optischen Abstand zwischen den Schnitten. Das Objekt
war zwischen einem Standarddeckglas auf der einen und einem Quarzdeckglas auf der anderen Seite eingebettet.
So konnte die Probe durch Umdrehen mit dem fiir das jeweilige Objektiv passenden Deckglas betrachtet werden.
Die relative Position der Objektive zum Objekt sind schematisch dargestellt. Die Zahlen stehen fiir den
mechanischen Abstand zwischen den Schnitten innerhalb der Probe.

z=12.54 um
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