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Zusammenfassung

Zusammenfassung

MINQOS (mitochondrial inner membrane organizing structure) ist ein groBer hetero-
oligomerer Protein-Komplex in der inneren Mitochondrienmembran, der urspriinglich in
Mitochondrien von Hefezellen identifiziert wurde. In diesen Zellen wurden die
Komponenten des Komplexes an Cristae Junctions angereichert gefunden und es wurde
gezeigt, dass sie fiir die Aufrechterhaltung dieser Verbindungen zwischen der inneren
Grenzflaichenmembran und der Cristae eine zentrale Rolle spielen. Zusatzlich wurde
spekuliert, ob der MINOS-Komplex eine zentrale Komponente eines die Mitochondrien
umschlieBenden Proteinnetzwerkes ist, das die Struktur und Funktion der Mitochondrien
kontrolliert. Uber die Anordnung der Komponenten dieses Komplexes in Mitochondrien ist
bisher jedoch wenig bekannt. Durch (iberauflésende Fluoreszenzmikroskopie (Nanoskopie;
super-resolution microscopy) wurde in dieser Arbeit die Lokalisation von zentralen
Komponenten sowie von Interaktionspartnern des MINOS-Komplexes in Saugerzellen
untersucht und es konnte gezeigt werden, dass die Kern-Komponenten des Komplexes in
einzelnen, distinkten Clustern lokalisiert sind, die einen Dichtegradienten vom Zentrum zum
Rand der Zellen hin aufweisen. Es konnte auBerdem gezeigt werden, dass MINOS-Cluster in
adhdrenten Saugerzellen hochgeordnet und parallel zur Wachstumsoberflache ausgerichtet
sind. Interaktionspartner des MINOS-Komplexes wiesen jedoch keine solche Organisation
auf und waren unterschiedlich lokalisiert.  Durch  quantitative  Immuno-
Elektronenmikroskopie wurde festgestellt, dass das humane Mitofilin an Cristae Junctions
lokalisiert ist und durch Elektronen-Tomographie konnte belegt werden, dass die Cristae in
den untersuchten Zellen hoch organisiert sind und die Cristae Junctions eine der MINOS-

Cluster entsprechende geordnete Ausrichtung parallel zur Wachstumsebene aufweisen.

Somit konnte gezeigt werden, dass der MINOS-Komplex in Mitochondrien der untersuchten
humanen Zellen in distinkten Clustern an Cristae Junctions lokalisiert ist und ein unerwartet
hohes Mal} an Organisation aufweist, was eine zentrale Rolle dieses Komplexes in der

Regulation vieler weiterer mitochondrialer Funktionen wahrscheinlich macht.




Summary

Summary

MINOS (mitochondrial inner membrane organizing structure) is a large hetero-oligomeric
complex in the inner mitochondrial membrane. Originally identified in mitochondria of
yeast cells, components of the complex were found to be enriched at cristae junctions,
where they have been shown to be essential in maintaining these connections between the
inner boundary membrane and the cristae membrane. Additionally, it has been speculated
that the MINOS-complex is the core of an extended network that controls both the
structure and the function of mitochondria. So far, however, the spatial arrangement of the

complex remained ill-defined.

In this dissertation | used super-resolution microscopy (nanoscopy) to show that core
components of the MINOS-complex are localized in distinct clusters within the
mitochondria of mammalian cells. The distribution of these clusters exhibits an inner
cellular gradient from the center to the rim of the cells. The arrangement of the clusters is
highly ordered forming a regularly spaced pattern parallel to the growth surface. No such
pattern could be determined for interaction partners of the MINOS-complex. Using
guantitative immuno-electron microcopy, this study shows that the human protein mitofilin
is localized at cristae junctions. Electron tomography revealed a highly ordered
arrangement of the cristae. The cristae junctions are shown to be aligned parallel to the

growth surface, thereby reflecting the spatial arrangement of the MINOS-clusters.

Conclusively, | showed in this study that the MINOS-complex is localized in distinct clusters
at cristae junctions and that the complex demonstrates an unexpectedly high level of
regularity. This strongly suggests that MINOS plays a central role in the structural

organization and the regulation of mitochondria.

Vi



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Mitochondrien: Funktion und Evolution

Mitochondrien sind essentielle Organellen aller Eukaryoten. lhre prominenteste Funktion
besteht in der Bereitstellung des zelluldren Energiedquivalentes ATP. Mitochondrien sind
jedoch an einer Vielzahl weiterer entscheidender zellularer Prozesse beteiligt. Die
Bedeutung dieser weiteren Prozesse, zu denen der Harnstoffzyklus, die Him-Biosynthese,
die Bildung von Eisen-Schwefel-Clustern, der Aminosaure-Metabolismus und eine wichtige
Rolle bei der Ca**-Homdoostase sowie dem induzierten Zelltod gehdren, zeigt sich in der
Tatsache, dass Eukaryoten, die zur Bereitstellung von ATP nicht zwingend auf Atmung
angewiesen sind (z.B. Saccharomyces cerevisiae), dennoch ohne Mitochondrien nicht

Uberlebensfahig sind (Lill et al., 2005).

Mitochondrien sind in tierischen Zellen mit Ausnahme des Zellkerns das einzige Zellorganell,
das von zwei Lipidmembranen umschlossen ist. Diese Tatsache ist auf den evolutionaren
Ursprung der eukaryotischen Zelle zuriickzufiihren. Nach der Endosymbiontentheorie sind
Mitochondrien urspriinglich o-Proteobakterien, die in frihe Archaebakterien oder in
andere, heute ausgestorbene Vorlauferzellen eingewandert sind (Gray et al.,, 1999; Katz,
2012). Dies fuhrte auch dazu, dass Mitochondrien das einzige Zellorganell mit eigener DNA
sind. Im Laufe der Evolution wurde jedoch der GroRteil der fiir die ca. 800 (Saccharomyces
cerevisiae) bis ca. 1500 (Homo sapiens) mitochondrialen Proteine kodierenden Gene
(Mootha et al., 2003; Sickmann et al., 2003; Taylor et al., 2003) in den Nucleus verlagert, so
dass in der menschlichen mitochondrialen DNA (mtDNA) nur noch 13 und in der mtDNA der
Backerhefe (Saccharomyces cerevisiae) nur noch 8 Proteine kodiert sind. Dies sind jeweils
grofRe hydrophobe integrale Innenmembranproteine, die an der Atmungskette beteiligt

sind.




Einleitung

1.2 Morphologie und Interaktionen von Mitochondrien

1.2.1 Das mitochondriale Netzwerk

Mitochondrien kdnnen eine Vielzahl verschiedener Morphologien aufweisen. Diese reichen
von kugelférmigen Strukturen in vielen Pflanzenzellen Gber mehr oder weniger verzweigte
tubuldre Strukturen in S. cerevisiae bis zu komplexen tubuldren Netzwerken in vielen
Saugerzellen (Abb.1.1). Die Struktur der Mitochondrien und ihre Funktion hdngen oft
zusammen und sie erfordern eine komplexe Regulation (Scorrano, 2007; Herzig & Martinou,

2008; Perkins et al., 2009; Westermann, 2010; Escobar-Henriques & Anton, 2013).

Abb. 1.1: Mitochondrienmorphologien in verschiedenen Organismen.

(A) SchlieBzellen einer Tabakpflanze (Nicotiana tabacum) (Jakobs et al., 2011). (B) Knospende Zelle
der Hefe Saccharomyces cerevisiae. (C) Humane Cervix-Karzinom Zellen der Zelllinie Hela.
Dargestellt sind in griin jeweils Maximalprojektionen der Mitochondrien ((A) und (B) jeweils
mitochondrial lokalisiertes GFP-Fusionsprotein, (C) Immunofluoreszenz eines mitochondrial
lokalisierten Proteins). In rot (A) sind die Chloroplasten und in blau (C) sind die Nuclei zu sehen.

1.2.2 Fusion und Fission von Mitochondrien

Eine entscheidende Rolle bei der Regulation der Struktur des mitochondrialen Netzwerkes
kommt der Fusion und der Teilung zu. Diese beiden Prozesse haben eine Vielzahl von
Funktionen (Chan, 2012). Eine Funktion der Teilung von Mitochondrien ist das Entfernen
von geschadigten Mitochondrien-Abschnitten aus dem Netzwerk und die Reaktion auf sich

lokal verdandernde Energiebediirfnisse der Zelle (Zhao et al., 2012). Die Fusion dieser
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Organellen  konnte  wiederum zu einer konstanten  Durchmischung des

Mitochondriengehaltes fiihren, welche unter anderem positive Auswirkungen auf die
Energieproduktion der Mitochondrien haben kdnnte (Mitra et al., 2009; Westermann, 2010;
Escobar-Henriques & Anton, 2013). Die Hauptakteure der Fusion und Teilung von

Mitochondrien sind in Tab. 1.1 dargestellt.

Tab. 1.1: Hauptakteure der mitochondrialen Fusion und Fission, ihre zelluldre Lokalisation (OM
(outer membrane): mitochondriale AuBenmembran; IM (inner membrane): mitochondriale

Innenmembran; IMS (intermembrane space): mitochondrialer Intermembranraum) und Funktion.

S. cerevisiae Sauger Lokalisation Funktion
Dnm1 DRP1 oM assozmrtl;‘ Fission der
zytoplasmatisch |AuBenmembran
. . ) fordert die Fission/
Fis1 FIS1 OM integriert rekrutiert Dnm1/Drp1
Mdv OM assoziert/ bindet Dnm1/
sl zytoplasmatisch |Adapterprotein
Cafd OM assoziert/ bindet Dnm1/
zytoplasmatisch |Adapterprotein
. : fordert die Fission/
MFF OM integriert rekrutiert Drp1
MiD51 (MIEF1)/ . : ;
MiD49 OM integriert rekrutieren Drp1
: : Fusion der
Fzol MFEN1/2 OM int rt
. ; neeane AuBBernmembran
Mgm1 OPA1 Mintegriert/ims |Fusion der
Innenmembran
: Interaktion von Fzo1
Fusion . : P
Ugo1 OM integriert und Mgm1/ verbindet
OM und IM Fusion
fordert die Fusion der
MIEF1 OM integriert AuBBenmembran (Mfn
unabhingiq)
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AuBer dieser zentralen Komponenten der Fusions- und Teilungsmaschinerie gibt es eine
Vielzahl weiterer Faktoren, die an diesem komplizierten Prozess beteiligt sind und ihn
regulieren (Okamoto & Shaw, 2005; Westermann, 2010; Chan, 2012; Zhao et al., 2012;
Escobar-Henriques & Anton, 2013). Es wird auch vermutet, dass dem endoplasmatischen
Retikulum (ER) eine wichtige Funktion bei der Fission zukommt, wie aus der Beobachtung,
dass an Stellen der Fission das endoplasmatische Retikulum den mitochondrialen Tubulus
umschlieBt, geschlossen wurde (Friedman et al., 2011). Dies scheint aber nur eine Funktion
dieser durchaus stabilen Kontaktstellen zwischen Mitochondrium und endoplasmatischem

Retikulum zu sein.

1.2.3 Mitochondrien-ER Interaktionen

Elektronenmikroskopische Aufnahmen zeigten, dass der Abstand zwischen den Membranen
von Mitochondrien und ER an einigen Stellen nur ca. 10-30 nm betragt (Csordas et al.,
2006), was einen direkten Kontakt durch spezielle Membranproteine ermdglicht. Diese
Kontaktstellen werden ,,Mitochondria-associated ER membrane” (MAM) (Mitochondrien-
assoziierte ER Membran) genannt. Deren mogliche Funktionen liegen zum Beispiel in der

Lipid-Biosynthese und der Ca’*-Homéostase.

Welche Proteinkomplexe verantwortlich fir diese strukturell definierten Kontaktstellen
sind, ist noch nicht ganzlich aufgekldrt und unterscheidet sich wahrscheinlich auch in den
verschiedenen Organismen (Reviews s. (Elbaz & Schuldiner, 2011; Rowland & Voeltz, 2012)).
In der Backerhefe wurde ein Proteinkomplex identifiziert, der ,ER-mitochondria encouter
structure” (ERMES) (ER-Mitochondrien-Begegnungs-Struktur) genannt wurde und dem bei

der Vermittlung dieser Kontaktstellen eine wichtige Funktion zukommt (Abb.1.2).
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Hefe

Endoplasmatisches Retikulum

RNV VERAVAFRA0 VR0 VERRD R0 AV VVRRADVRRADVADVARNADDVAFRADVERRO VR0V ARRDVENAAY

Mitochondrium

Abb. 1.2: Schematische Darstellung einiger Komponenten der ER-Mitochondrien-Interaktion.

Der ERMES-Komplex, dessen Proteine 2009 in einer Studie als entscheidende Komponenten
fur die mitochondriale Funktion der Mitochondrien-ER-Interaktion entdeckt wurden, wurde
als aus vier Proteinen bestehend beschrieben (Kornmann et al., 2009). Diese Proteine sind
die in der mitochondrialen AuBenmembran lokalisierten Bestandteile Mdm10 und Mdm34,
das periphere mitochondriale AuBenmembranprotein Mdm12 und das ER-Membranprotein
Mmm1. Eine weitere Komponente dieses Komplexes ist die GTPase Gem1 (Kornmann et al.,
2011; Stroud et al., 2011). Gem1 ist ein integrales regulatorisches Protein und der einzige
Bestandteil des Komplexes fiir den ein Ortholog in Sdugerzellen bekannt ist. Dieses Ortholog
ist die Miro-GTPase, die in zwei Isoformen — MIRO-1 (mitochondrial Rho 1) und MIRO-2
(mitochondrial Rho 2) — vorkommt. Und auch fir MIRO-1 konnte eine Lokalisation nahe der

ER-Mitochondrien-Kontaktstellen nachgewiesen werden (Kornmann et al., 2011).

In Saugerzellen ist jedoch kein einzelner Komplex bekannt, dem eine dhnlich prominente
Bedeutung bei der Vermittlung der Mitochondrien-ER-Interaktion wie dem ERMES-Komplex

in der Backerhefe zukommt. In Sdugern gibt es eine Reihe an Proteinkomplexen, die an den
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MAMs eine Rolle spielen konnten. So wurde zum Beispiel gezeigt, dass der
mitochochondriale ,voltage dependent anion channel” (VDAC) uber das zytosolische
Chaperon GRP75 (glucose-regulated protein 75) an dem endoplasmatischen Calcium Kanal
IPsR bindet (Abb.1.2), in Zellen ohne IPsR die ER-Mitochondrien Kontaktstellen jedoch
weiterhin bestehen bleiben (Csordas et al., 2006; Szabadkai et al., 2006). Weitere Vermittler
der ER-Mitochondrien-Interaktion sind die Mitofusine (MFN) (Abb.1.2). Besonders MFN2,
welches sowohl in Mitochondrien als auch im endoplasmatischen Retikulum zu finden ist,
scheint dabei von besonderer Bedeutung zu sein, da MFN2 in MAMs angereichert ist und in
MFN2-defizienten Zellen die Kontaktstellen zwischen beiden Organellen deutlich reduziert
sind (de Brito & Scorrano, 2008). Es gibt eine Vielzahl weiterer Proteine, die bei der
Mitochondrien-ER-Interaktion eine Rolle spielen. Dazu gehdren zum Beispiel PACS2
(phosphofurin acidic cluster sorting protein 2) (Simmen et al., 2005), FIS1 (mitochondrial
fission protein 1) und BAP31 (B-cell receptor-associated protein 31) (lwasawa et al., 2011),
Trichoplein/Mitostatin (Cerqua et al., 2010), Presenelin 2 (Zampese et al., 2011) sowie der

endoplasmatische Sigma-1 Rezeptor (Hayashi & Su, 2007).

1.2.4 Mitochondrien-Zytoskelett Interaktionen und Transport von Mitochondrien

Der Transport und die Verteilung der Mitochondrien in der Zelle finden, ebenso wie die des
endoplasmatischen Retikulums, entlang des Zytoskeletts statt (Abb.1.3). Hierbei zeigen sich
wieder wesentliche Unterschiede zwischen Sauger- und Hefezellen. In Saugerzellen, in
denen der Transport von Mitochondrien vor allem in Axonen von Nervenzellen untersucht
wurde, scheint dieser im Wesentlichen entlang der Mikrotubuli stattzufinden (Boldogh &
Pon, 2007). Fur den anterograden Transport sind hierbei zwei Motorprotein aus der Familie
der Kinesine zustandig: Kinesin-1 (KIF5B) und Kinesin-3 (KIF1B). Diese binden Uber
Adapterproteine an den Mitochondrien. Es sind einige solcher Adapterproteine bekannt. So
hat zum Beispiel das Protein Syntabulin, welches urspriinglich als Mikrotubuli-assoziierter
Interaktionspartner von Syntaxin beschrieben wurde (Su et al., 2004), eine Mitochondrien

bindende Domane, durch die sie dieses Organell mit Kinesin-1 verknipfen konnte (Cai et al.,
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P #%.

Abb. 1.3 Mitochondrien werden in Sduger-Zellen entlang
des Mikrotubuli-Zytoskelettes transportiert.

Zu sehen ist ein  Zweifarben-STORM-Bild  einer
Immunofluoreszenzfarbung der Mikrotubuli (griin) und der

Mitochondrien (lila) in BSC-1 Zellen (Huang et al., 2008).
(GroBenbalken: 5 um)

2005). Ein weiterer Kandidat fiir
einen solchen Adapter konnte
eine Mitochondrien-spezifische
Isoform von Kinectin sein
(Santama et al., 2004). Die am
besten, grofRenteils in
Drosophila melanogaster
untersuchten  Mitochondrien-
Kinesin-Linker sind jedoch die
Proteine  Miro und Milton
(Boldogh & Pon, 2007). Miro ist
ein mitochondriales integrales

Aullenmembranprotein,
welches, wie schon in 1.2.3
erwahnt, in Sdugern in den zwei
Isoformen MIRO-1 und MIRO-2
vorkommt. Milton wiederum hat
in Saugern zwei
Sequenzhomologe: TRAK1

(trafficking ~ protein,  kinesin

binding 1) und TRAK2 (trafficking protein, kinesin binding 2). Miro und Milton bilden einen

Komplex, der die Mitchondrien mit der schweren Kette von Kinesin verbindet (Brickley et

al., 2005; Glater et al., 2006; Smith et al., 2006). Es gibt weitere Arbeiten, die physikalische

und funktionale Interaktionen dieses Komplexes mit Pink1l, einem Protein, das zusammen

mit dem Protein Parkin eine wichtige Rolle bei der mitochondrialen Qualitatskontrolle durch

Mitophagie spielt (Mutationen in den beiden Genen werden mit der autosomal rezessiven

Form der Parkinsonerkrankung in Verbindung gebracht) und das mit dem Protein Mitofilin

interagiert (Weihofen et al., 2009), sowie mit MFN2 (Misko et al., 2010) zeigen. Bei

Versuchen in Sauger-Neuronen stellte sich jedoch heraus, dass die beiden Milton-Proteine
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TRAK1 und TRAK2 unterschiedliche Interaktionspartner haben und so jeweils beim
Transport der Mitochondrien in verschiedene Richtungen eine Rolle spielen (van Spronsen
et al., 2013). Das fur den retrograden Transport von Mitochondrien entlang der Mikrotubuli
verantwortliche Motorprotein ist das Dynein (Pilling et al., 2006). Es wurde gezeigt, dass
eine leichte Kette von zytoplasmatischem Dynein — TCTEX1 (t-complex-associated-testis-
expressed 1-like)/DYNLT1 (dynein light chain Tctex-type 1) — mit dem mitochondrialen
AulRenmembran-Kanal VDAC1 interagiert (Schwarzer et al., 2002). Aber auch die Milton-
Proteine binden, zumindest in Sduger-Neuronen, an Dynein/Dynactin (van Spronsen et al.,

2013).

Intermediarfilamente scheinen ebenso einen Einfluss auf die Verteilung von Mitochondrien
zu haben (Milner et al., 2000; Linden et al., 2001; Weisleder et al., 2004). Da jedoch keine
Motorproteine oder direkten Interaktionen mit Mitochondrien bekannt sind und
Intermediarfilamente keine Polaritdt aufweisen, sind diese Effekte wahrscheinlich eher
einem Einfluss von Intermedidrfilamenten auf die Mikrotubuli-Motoren zuzuschreiben

(Boldogh & Pon, 2007).

Das Actin-Zytoskelett spielt beim Transport von Mitochondrien in Sdaugerzellen vermutlich
auch nur eine untergeordnete Rolle. Es wird spekuliert, ob der Transport durch die Myosine
der Uberbriickung von Stellen ohne Mikrotubuli und Stellen, an denen Mitochondrien den
Kontakt zu Mikrotubuli verloren haben, oder der Immobilisierung von Mitochondrien dient
(Saxton & Hollenbeck, 2012). In der Backerhefe sowie in verschiedenen weiteren
Organismen (z. B. Aspergillus und Pflanzenzellen) ist der Transport von Mitochondrien indes
hauptsachlich Aktin-basiert (Boldogh & Pon, 2006; Boldogh & Pon, 2007). Es wurde in
friheren Studien angenommen, dass hierbei Motorproteine keine wesentliche Rolle spielen
und die Mitochondrien stattdessen durch Polymerisation der Actin-Fasern und die
retrograde Bewegung der Filamente in beide Richtungen transportiert werden (Boldogh et
al., 2001; Boldogh et al., 2005; Fehrenbacher et al., 2005; Boldogh & Pon, 2006; Boldogh &
Pon, 2007). Als essentielle Elemente fiir diesen Transport wurden dabei drei Proteine, die
zusammen Mitochore-Komplex genannt wurden, angegeben (Boldogh et al., 2003). Diese

drei Proteine sind Mmm1 (maintenance of mitochondrial morpholgy 1), Mdm10
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(mitochondrial distribution and morphology 10) und Mdm12. Die Deletion eines dieser drei
Proteine fiihrt zu Defekten in der mitochondrialen Morphologie, einer Beeintrachtigung der
Funktion des SAM- (,,sorting and assembly mashinery”) Komplexes, dem Verlust der mtDNA,
sowie zu einem Verlust der Mobilitat der Mitochondrien (Burgess et al., 1994; Berger et al.,
1997; Hobbs et al., 2001; Hanekamp et al., 2002; Meisinger et al., 2004; Meisinger et al.,
2007). Alle drei Proteine wurden in den friheren Studien als mitochondriale integrale
Aullenmembranproteine beschrieben, in neueren Studien werden diese Proteine dem
ERMES-Komplex zugerechnet und Mmm1 wird als integrales Protein der ER-Membran
beschrieben (s. 1.2.3). Es wurde vermutet, dass der Mitochore-Komplex die Mitochondrien
mit dem Actin-Zytoskelett und UGber Jsn1l (Just Say No 1) und Puf3 (PUmilio-homology
domain family 3) mit Arp2/3 verbindet (Fehrenbacher et al., 2005; Garcia-Rodriguez et al.,
2007) und durch Actin-Polymerisation die Mitochondrien transportiert. Neuere Studien
zeigen jedoch (im Widerspruch zu den oben angegebenen Studien von Boldogh und Pon),
dass das Myosin Myo2 doch eine essentielle Rolle beim Transport von Mitochondrien in der

Backerhefe spielt (Altmann et al., 2008; Fortsch et al., 2011).
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1.3 Die Ultrastruktur von Mitochondrien

Die Ultrastruktur der Mitochondrien, exemplarisch in Abb. 1.4 dargestellt, ist duBerst
komplex und wird von einer Vielzahl von Faktoren beeinflusst. Der Durchmesser der in der
Regel tubularen Mitochondrien variiert zwischen 150 und 500 nm. Gemeinhin ist der
mitochondriale Durchmesser innerhalb einer Zelle relativ gleichmaRig. Allerdings kénnen
viele Faktoren den Durchmesser und die Form der Mitochondrien beeinflussen, in humanen
Neuronen sind verdnderte mitochondriale Strukturen zum Beispiel ein charakteristisches

Phdanomen bei vielen neurodegenerativen Stérungen (Perkins et al., 2009).

AuBere Membran
Innere Grenzflaichenmembran

Crista-Membran

“Crista Junction”
Intermembranraum

Matrix

Abb. 1.4: Ultrastruktur und Subkompartimente eines Mitochondriums.

Dargestellt ist die transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme eines Mitochondriums aus
einer humanen Blastozystenzelle (innere Zellmasse) (bearbeitet aus (Sathananthan & Trounson,
2000)).

Die &auBere Membran umschlieRt die innere Membran, von der sie durch den
Intermembranraum getrennt ist. Der Abstand der beiden Membranen (gemessen vom
dulReren Rand der duReren Membran zum inneren Rand der inneren Membran) betragt
~20-25 nm, wobei die beiden einzelnen Membranen jeweils eine Dicke von ca. 7 nm haben
(Perkins et al., 1997). Elektronenmikroskopische Aufnahmen deuten jedoch auch auf direkte
Kontaktstellen dieser beiden Membranen, die sogenannten , Contact sites”, hin, an denen

die dullere und die innere Membran direkt aneinander liegen und die daher nur eine Breite

10
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von zwei Membrandicken haben, also ca. 14 nm (Perkins et al., 1997). Der gesamte Teil der
inneren Membran, der parallel zur &duBeren Membran liegt, wird auch innere
Grenzflaichenmembran genannt. Von ihr |asst sich morphologisch ein weiteres
Subkompartiment der inneren Membran unterscheiden: die Cristae-Membran. Cristae sind
Invaginationen der inneren Membran, die in der Regel lamellare oder tubulare Strukturen

bilden, in verschiedenen Zelltypen und unter unterschiedlichen physiologischen

Bedingungen aber diverse Morphologien aufweisen kénnen (Abb. 1.5).

f" Y - L

ey o
Abb. 1.5: Diversitat der Cri
Dargestellt sind transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen von Mitochondrien aus

Nebennierenrindenzellen (A), Astrozyten (B), Fisch Pseudobranch-Zellen (C) und ventrikularen
Herzmuskelzellen (D) (Zick et al., 2009).

e WS i ;
staemorphologien in verschiedenen Zelltypen.

Die AuBen- und die Innenmembran unterscheiden sich durch die Zusammensetzung ihrer
Proteinbestandteile, aber auch durch die Komposition ihrer Lipide (s. Tab. 1.2). Selbst
zwischen den Subkompartimenten der durchgédngigen Innenmembran (Cristae- und innere
Grenzflaichenmembran) gibt es Unterschiede in ihrer Proteinzusammensetzung (Vogel et al.,

2006; Wurm & Jakobs, 2006).

Tab. 1.2: Lipidkomposition der mitochondrialen Membranen in Saccharomyces cerevisiae (Zinser
etal., 1991).

Phosphatidyl | Phosphatidyl | Phosphatidyl | Phosphatidyl | Phosphatid | Cardiolipin
cholin ethanolamin inositol serin saure

Innere
mitochondriale 38,4% 24,0% 16,2% 3,8% 1,5% 16,1%
Membran
AuBere
mitochondriale 45,6% 32,6% 10,2% 1,2% 4,4% 5,9%
Membran

11
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1.3.1 Cristae Junctions und Cristaemorphologie

Die Ultrastruktur der Cristae, die als Invaginationen der inneren Mitochondrienmembran oft
lamellare Strukturen — bevorzugt senkrecht zur Langsachse des Mitochondriums — bilden,
wurde erstmals in den 50er Jahren in Arbeiten von Palade (Palade, 1953) und Sjostrand
(Sjostrand, 1953) beschrieben. Die Verbindungen dieser Cristae zur inneren
Grenzflaichenmembran durch runde Strukturen, die wir heute als ,Cristae Junctions”
kennen, wurden dann 1966 von Daems und Wisse untersucht, die sie pediculi cristae
nannten (Daems & Wisse, 1966). Mit Hilfe der Elektronen-Tomografie konnte in den 90er
Jahren schliellich die dreidimensionale Struktur der mitochondrialen Innenmembran
dargestellt werden
(Mannella et al., 1994;
Perkins et al.,, 1997; Perkins
et al, 1998; Frey &
Mannella, 2000) (s. Abb.1.6).

Die Entstehung, das
Abb. 1.6: Modell eines Hihner-Cerebellum-Mitochondriums

erstellt aus einem segmentierten Tomogramm. Aufrechterhalten und die

Die &duBere Membran ist in dunkelblau und die innere Regulierung der Cristae sind
Grenzflichenmembran in hellblau dargestellt. (A) zeigt das
Gesamtmodell mit allen Cristae in gelb. In (B) sind nur einzelne
Cristae aus dem Gesamttomogramm in verschiedenen Farben 4aren Einzelaspekte in einer
gezeigt (Frey & Mannella, 2000)

dulerst komplexe Prozesse,

Vielzahl von Studien
untersucht werden. Da diese Prozesse wahrscheinlich auch Auswirkungen auf eine Vielzahl
mitochondrialer Funktionen haben, werden sie breit und kontrovers diskutiert (Mannella,

2006; Frey & Sun, 2008; Mannella, 2008; Zick et al., 2009; Picard et al., 2013).

Die mitochondriale Innenmembran ist (wie unter 1.3 erwdhnt) eine Lipidmembran mit
definierter Lipidzusammensetzung, die sich von der anderer Membranen, wie z. B. der
mitochondrialen AuRenmembran unterscheidet (Tab. 1.2), sie ist aber auch besonders reich
an Proteinen. In Massenanteilen ist die Menge der Proteine etwa dreimal so hoch wie die

der Lipide (Ardail et al., 1990; Simbeni et al., 1991).

12
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Um die Mechanismen der Cristae-Gestaltung zu untersuchen, wurden in einer Vielzahl von
Studien verschiedene Aspekte, die hierbei eine Rolle spielen, untersucht. In einigen Studien
wurden zum Beispiel die Eigenschaften von Lipidmembranen und die daraus resultierenden
Implikationen fiir die Cristae-Struktur untersucht. So wurden zum Beispiel Simulationen
durchgefiihrt, die zeigten, dass die VergroRerung der Oberflache der inneren Membran bei
konstanter, begrenzender AuRenmembran spontan zu Cristae-artigen Invaginationen der
Innenmembran fihren kann (Renken et al., 2002). Weitere mathematische Modelle zeigten,
dass Zugkrafte auf die innere Membran, die durch an den Cristae Junctions lokalisierte
Proteine aufgebaut werden konnten, die lamellare Struktur der Cristae mit ihren runden
Cristae Junctions, welche einen weitgehend homogenen Durchmesser von ca. 10-30 nm
Durchmesser aufweisen (Perkins et al.,, 1997; Perkins et al., 1998; Renken et al., 2002;
Perkins et al., 2003; Rabl et al., 2009; Ghochani et al., 2010), erklaren kénnen (Ghochani et
al., 2010). Dass die Entstehung von Cristae-artigen Strukturen jedoch nicht rein
mechanische Ursachen — wie die VergroRerung der Innenmembranflichen gegen eine
konstante AuRenmembranflache — haben muss, sondern auch durch lokale Variationen der
Cardiolipin-haltigen Innenmembran auftreten kénnen und dadurch Instabilitaten, die durch
lokale pH-Verdanderungen induzierbar sind, in diesen Membranen zu Cristae-artigen
Strukturen fihren kdnnen, zeigten Khalifat et. al in einer Studie an kinstlich erzeugten

Lipid-Membranen (Khalifat et al., 2011).

Da jedoch, wie oben angemerkt, die mitochondriale Innenmembran nicht nur als
Lipidmembran zu sehen ist, sondern Proteine verschiedenster Funktionen den gréReren
Anteil dieser Membran ausmachen, haben diese Proteine einen entscheidenden Einfluss auf
die Struktur der Cristae. Zum Beispiel ist das Protein Tafazzin, dessen Defekt die Ursache fiir
das Barth-Syndrom ist (Bione et al.,, 1996), und das als Transacylase zwischen
Phospholipiden — unter anderem auch Cardiolipin — Acylgruppen austauschen kann
(Schlame, 2013), fur eine normale Cristaemorphologie essentiell (Acehan et al., 2007;
Acehan et al.,, 2009). Die Lipidzusammensetzung und die Lokalisation struktureller
Innenmembranproteine bedingen und beeinflussen sich gegenseitig. So ist in

Cardiolipinmutanten die Organisation der F1Fo-ATP-Synthase Dimere beeintrachtigt (Acehan
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et al., 2011). Diese Dimere liben einen wichtigen Einfluss auf die Cristaemorphologie aus.
Der knock-out einer der fiir die Dimerisierung zustandigen Komponenten der ATP-Synthase
(Untereinheiten e und g) flihrt zu einer zwiebelschalenartigen Anordnung der
Cristaemembranen im Mitochondrium (Paumard et al., 2002; Arselin et al., 2004) (Abb. 1.7).
Dies lasst zusammen mit der Beobachtung, dass die F1Fo-ATP-Synthase Dimere vor allem in
Cristaebereichen mit einer starken Krimmung in Reihen angeordnet zu finden sind (Abb.
1.7) vermuten, dass es sich bei diesem Komplex um eine entscheidende, gestaltgebende
Komponente der Cristaemorphologie handelt, die die starke Kriimmung an den Cristae-

Randern erst ermdglicht (Davies et al., 2011; Davies et al., 2012).

Eine weitere wichtige Rolle
fir die Cristaemorphologie
spielen die Cristae Junctions.
Schon lange wurde vermutet,
dass es sich bei diesen
Strukturen auch um
Diffusionsbarrieren zwischen
der inneren Grenz-

flaichenmembran und der

Cristaemembran und
Abb. 1.7: ATP-Synthase-Dimere sind wichtige, strukturgebende ,\\icchen dem Inter-
Elemente der Cristaemorphologie.

cristaeraum und dem

Mitochondrien von AATP20 Hefezellen zeigen eine
zwiebelschalenartige Morphologie (B), die in den WT- |ntermembranraum handelt
Mitochondrien (A) nicht zu beobachten ist (Paumard et al.,

2002). Die ATP-Synthase (gelb) ist in Reihen am Rand der (Mannella et al.,, 1994). Dies
Cristae-Lamellen lokalisiert (G Segmentierte
Oberflachenprojektion eines Tomogramms eines
Mitochondriums aus Podospora anserina (Davies et al,, 2011)), Beobachtung gestiitzt, dass
wo sie Dimere bildet (D; Segmentierte Oberflaichenprojektion

eines Tomogramms einer isolierten mitochondrialen Membran Viele  Membranproteine der
aus Saccharomyces cerevisiae (Davies et al, 2012)).
(GroBBenbalken: 0,5 um)

wurde im Weiteren durch die

durchgangigen Innen-
membran eine bevorzugte

Lokalisation entweder in der inneren Grenzflichenmembran oder in der Cristaemembran
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aufweisen (Vogel et al.,, 2006; Wurm & Jakobs, 2006). Untersuchungen scheinen auch
darauf hinzudeuten, dass einige Cristaemembranproteine tatsachlich in ihrer Mobilitdt zum
grofRen Teil auf ein Crista beschrankt sind und sich somit nicht leicht mit den Proteinen
anderer Cristae mischen (Wilkens et al., 2013). Proteine die an diesen, fir die Cristae-
Struktur entscheidenden, Strukturen (den Cristae Junctions) lokalisiert sind werden in

1.3.1.1 besprochen.

Es sind einige weitere Proteine bekannt, die einen Einfluss auf die Cristaemorphologie
haben. Hierzu gehdren zum Beispiel die Prohibitine PHB1 und PHB2 sowie das Protein OPA1
(optic atrophy 1). Sowohl die Prohibitine als auch OPA1 sind wichtig fir eine normale
Cristaemorphologie, wobei der Einfluss der Prohibitine wahrscheinlich in ihrer
regulatorischen Funktion bei der OPA1-Prozessierung liegt (Griparic et al., 2004; Merkwirth
et al., 2008). OPA1 kommt in einer kurzen und einer langen Form vor. Die kurze Form geht
durch proteolytische Spaltung aus der langen Form hervor und das Verhaltnis der beiden
Varianten ist flr ihre Funktion entscheidend (Duvezin-Caubet et al., 2006; Ishihara et al.,
2006; Griparic et al., 2007). Wichtige Funktionen von OPA1 sind die Vermittlung der Fusion
der inneren Mitochondrien-Membran (vgl. Tab. 1.1) sowie der Umstrukturierung der Cristae
wahrend der Apoptose, was zu einer Freisetzung von Cytochrom C aus den Cristae fiihrt
(Frezza et al., 2006). Mutationen des OPA1-Gens fiihren zur optischen Atrophie des Typs 1,
eine dominant vererbte optische Neuropathie, die sich in einem progressiven Verlust der
Sehscharfe aulert. Die Prohibitine bilden bemerkenswerterweise heterooligomere,
ringformige Komplexe, die einen Durchmesser von ca. 20-27 nm haben (Tatsuta et al.,,
2005). Es wird spekuliert, ob diese runden Elemente in der inneren Membran
moglicherweise eine strukturierende Funktion einnehmen und so begrenzte

Reaktionsrdume schaffen (Osman et al., 2009).
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Der MINOS/MitOS/MICOS-Komplex

Ein weiteres fir die Cristaemorphologie wichtiges Protein — Mitofilin (HMP; IMMT; MINOS2)
— wurde erstmals 1994 in einer Studie als besonders im Herzmuskel exprimiertes Protein
beschrieben und daher zunachst HMP (,heart muscle protein“=,Herz Muskel Protein“)
genannt (Icho et al.,, 1994). In einer nachsten Studie wurde es dann als mitochondrial
lokalisiertes Protein identifiziert (Odgren et al., 1996). Weiterhin konnte gezeigt werden,
dass dieses mitochondriale Innenmembran-Protein einen bedeutenden Einfluss auf die
Cristae-Morphologie hat: der knock-down von Mitofilin fihrt zu einem Verlust der Cristae
Junctions und einem veranderten Verhaltnis von Innenmembran- zu AuRenmembranflache

(John et al., 2005).

Das Hefe-Homolog von Mitofilin Fcjl (,formation of cristae junction protein 1“) (FMP13;
Aim28), mit dem es vor allem die Domédnenstruktur teilt, die aus einer Prasequenz, gefolgt
von einer Transmembrandomadne und einem groBen C-terminalen Teil, der in den
Intermembranraum ragt und der eine coiled-coil Domane, sowie eine hochkonservierte
Mitofilin-Domédne enthilt, besteht, wurde schlieRlich angereichert an Cristae Junctions
gefunden, wobei auch der knock-out des Hefe-Proteins zu einem Verlust der Cristae
Junctions fuhrt (Rabl et al., 2009). 2011/2012 wurde schlieRlich in vier unabhangigen
Studien ein grofRer Proteinkomplex beschrieben, der an den Cristae Junctions lokalisiert und
der fur die Cristae-Morphologie entscheidend ist, wobei Fcjl eine der Kernkomponenten
dieses Komplexes darstellt (Harner et al., 2011; Hoppins et al., 2011; von der Malsburg et
al.,, 2011; Alkhaja et al., 2012). Gefunden wurde dieser Komplex durch sehr verschiedene
Ansatze: durch einen genetischen Screen (Hoppins et al., 2011), durch die Analyse von
Proteinen, die an Contact Sites angereichert sind (Harner et al., 2011) und die Suche nach
Interaktionspartnern von Fcjl (von der Malsburg et al., 2011) sowie nach kleinen
unbekannten Innenmembranproteinen (Alkhaja et al., 2012). Es konnte gezeigt werden,
dass dieser sehr groRRe Proteinkomplex (>1 MDa) in der Hefe aus mindestens sechs
verschiedenen Proteinen besteht und er wurde MINQOS (,mitochondrial inner-membrane
organizing system”), MitOS (,mitochondrial organizing structure”) oder MICOS

(,mitochondrial contact site”) genannt (Tab. 1.3).
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Tab. 1.3 Untereinheiten des MINOS/MitOS/MICOS Komplexes.

In der Hefe wurden sechs Proteine identifiziert, von denen nur einzelne Homologe in den Metazoa
haben. Die Molekiilmassen und Langen von Mitofilin, MINOS1 und CHCHD3 beziehen sich auf die
humanen Proteine, wahrend es sich bei MOMA-1 um ein Protein aus C. elegans handelt, da es im
Menschen nicht zu finden ist (APOOL ist ein entferntes humanes Homolog).

Saccharomyces cerevisiae Metazoa
Molekiilmasse |Lange Molekiilmasse |Ldnge

Name Hefe ORF |[kDa] [Aminosauren]| [Name [kDa] [Aminosauren]
Fcj1/FMP13/Aim28 |YKRO16W 61.1 540 Mitofilin/MINOS2/IMMT 83.7 758
Mio10/Mcs10/Mos1|YCL0O57C-A 10.4 97 MINOS1 8.8 78
Aim5/Mcs12 YBR262C 12.4 106
. CHCHD3/MINOS3;
Aim13/Mcs19 YFRO11C 18.9 170 (CHCHD6/CHCMT1) 26.2 227
Aim37/Mcs27 YNL100W 27.0 234

MOMA-1; (APOOL) 22.1 201
Mio27/Mcs29/Mos2 |YGR235C 26.9 233
Alle Proteine des Hefe-MINOS-Komplexes — bis auf Aim13 - sind integrale

Innenmembranproteine mit ein oder zwei Transmembrandomadnen. Aim13 ist ein
Innenmembran-assoziiertes Protein, das im Intermembranraum lokalisiert ist. Der knock-
out der einzelnen Komponenten dieses Komplexes fiihrt zu einer abnormalen Cristae-
Architektur, die durch einen Verlust der Cristae Junctions und lUbereinander geschichtete
Cristae-Membranen gekennzeichnet ist. Dieser Phanotyp ist bei den verschiedenen knock-
outs unterschiedlich stark ausgepragt. Das Fehlen von Fcjl oder Miol0, der beiden Kern-
Komponenten dieses Komplexes, flihrt zu einem vollstdndigen Verlust der Cristae Junctions,
wahrend Mio27 das andere Extrem darstellt und sein knock-out kaum einen (Harner et al.,
2011) bis gar keinen (von der Malsburg et al., 2011) Effekt auf die Cristae-Morphologie hat.
Die Proteine des Hefe-MINOS-Komplexes weisen eine Vielzahl von Interaktionen auf. Zu
diesen zdhlen unter anderem Interaktionen mit AulRenmembran-Komplexen, wie dem
SAM/TOB (,sorting and assembly machinery”/“topogenesis of [-barrel proteins“)-Komplex
und dem TOM (,translocase of the outer membrane“)-Komplex (Harner et al., 2011;
Hoppins et al., 2011; von der Malsburg et al.,, 2011; Bohnert et al., 2012; Korner et al.,
2012). Der TOM-Komplex scheint hierbei nur mit der MINOS-Kernkomponente Fcj1 zu
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interagieren und nicht mit den anderen MINOS-Komplex-Komponenten, deren knock-out
auch keinen Einfluss auf die Fcj1-TOM-Komplex-Interaktion hat, wahrend der SAM-Komplex
hingegen (ber seine konservierte POTRA-Domédne wahrscheinlich mit dem gesamten
MINOS-Komplex interagiert (Bohnert et al., 2012). Dies lasst vermuten, dass Fcjl in
mindestens zwei Subpopulationen auftritt, die jeweils unterschiedliche Interaktionspartner
aufweisen. AuRerdem deuten genetische Interaktionen auf eine Verbindung des MINOS-
Komplexes mit dem ERMES-Komplex (s. 1.2.3) hin (Hoppins et al., 2011) und das Protein
Mdm10 ist sowohl eine Komponente des ERMES-, als auch des SAM-Komplexes. Dies fihrte
zu der These, dass ein Netzwerk von Komplexen existiert, welches, drei Membranen
Uberspannend, von den Cristae Junctions bis zum endoplasmatischen Retikulum reicht und
daher ERMIONE (,,ER-mitochondria organizing network”) genannt wurde (van der Laan et
al., 2012). Weiterhin konnten Interaktionen mit dem AulRenmembran-Fusionsprotein Ugol
(vgl. Tab. 1.1) und dem AuBenmembran-Kanal Porin (VDAC) gezeigt werden (Harner et al.,
2011; Hoppins et al.,, 2011). Zusatzlich wurde eine transiente Interaktion mit dem
Intermembranraum-Protein Mia40, das fur den Import und die Assemblierung von

Intermembranraum-Proteinen zustandig ist, beobachtet (von der Malsburg et al., 2011).

Fir einzelne Komponenten des MINOS-Komplexes sind Orthologe im Menschen bekannt.
Neben der oben erwahnten Kernkomponente Mitofilin ist auch das zweite zentrale Protein
des Komplexes Miol0 durch ein Homolog im Menschen vertreten. Dieses Protein wurde
MINOS1 genannt und ist ebenso wie in der Hefe Teil eines groRen Komplexes (Alkhaja et al.,
2012). Eine weitere Komponente des Sauger-Komplexes ist das Protein CHCHD3 (MINOS3).
Es ist ein Homolog des fiir die Cristae-Morphologie in C. elegans entscheidenden Proteins
CHCH-3 und weist Ahnlichkeiten mit der Hefe-MINOS-Komplex-Komponente Aim13 auf.
CHCHD3 wurde in vielen Publikationen als fir die Cristaemorphologie entscheidender
Interaktionspartner von Mitofilin beschrieben (Xie et al., 2007; Darshi et al., 2011; An et al.,
2012; Ott et al.,, 2012). Es gibt eine ganze Reihe weiterer Studien, die physikalische
Interaktionen verschiedenster Proteine mit Mitofilin in Sdugerzellen zeigen. So identifizierte
eine Studie 2007 einen Komplex bestehend aus Mitofilin, den AuRenmembranproteinen

SAM50 und Metaxin 1 und 2, welche an der Assemblierung von B-barrel Proteinen der
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AuBenmembran (SAM50) und dem Import von Proteinen (Metaxin 1 und 2) beteiligt sind,
sowie den Proteinen CHCHD3, CHCHD6 und DnalC11 (Xie et al., 2007). Bis auf CHCHD®6
wurden alle diese Proteine in einer weiteren Veroffentlichung auch als Interaktionspartner
von MINOSI1 identifiziert (Alkhaja et al., 2012). CHCHDG6 ist jedoch auch in einer weiteren
Studie als Interaktionspartner von Mitofilin und als Regulator der Cristaemorphologie
beschrieben worden (An et al., 2012). Eine Zusammenfassung der (physikalischen)

Interaktionen von Mitofilin ist in Tab. 1.4 dargestellt.

Tab. 1.4 Interaktionspartner von Mitofilin (MINOS2; IMMT)

Name Lokalisation Funktion Referenz
Metaxin 1 Mitochondriale Beteiligt am Protein-Import in Mitochondrien (Xie et al., 2007)
AuBenmembran
Mitochondriale
Metaxin 2 | AuBenmembran (peripher Beteiligt am Protein-Import in Mitochondrien (Xie et al., 2007)
assoziiert; zytosolseite)
Mitochondriale Untereinheit des SAM-Komplexes; wichtig fir die (Xie et al,, 2007; Darshi
SAM50 . . etal, 2011; Ott et al,,
AuBenmembran Assemblierung von B-barrel-AuBenmembranproteinen 2012)
Serin/Threonin-Kinase; schiitzt vor mitochondrialer
Mitochondriale Dysfunktion; beteiligt an der Entsorgung beschadigter .
PINK1 AuBenmembran Mitochondrien durch Mitophagie; Mutationen fiihren zu (Weihofen etal, 2009)
einer Form der autosomal rezessiven Parkinsonerkrankung
Nucleus, Zytoplasma und Involwgrt in die Regulation dgr Neurogepese; Defekte (Park et al, 2010; An
DISC1 - - stehen im Zusammenhang mit der Entwicklung von
Mitochondrien . . . etal, 2012)
Schizophrenie und anderen psychischen Erkrankungen
GTPase die die eine zentrale Rolle bei der Fusion der
Mitochondriale mitochondrialen Innenmbran und der Regulation der .
OPA1 Innenmembran Apoptose spielt; Defekte fihren zur optischen Atropie (Darshietal, 2011)
Typl
DnalJC11 Mitochondriales Protein Unbekannte Funktion (Xie et al., 2007)
Nucleus und Mitochondrien Modifizierung nukledrer Proteine durch poly-ADP-
PARP1 (mitochondriale Lokalisation ribosylierung und involviert in die Basen-Excisions- (Rossi et al., 2009)
direkt abhangig von Mitofilin) | Reparatur der DNA
PNKP Nucleus und Mitochondrien DNA-Reparatur (Tahbaz et al., 2012)
Mitochondriale Essentielles Protein fiir die Cristae-Architektur und (Xie etal, 2007; Darshi
CHCHD3 Innenmembran mitochondriale Funktion etal, 2011; An etal,
2012; Ottetal., 2012)
CHCHD6 Mitochondriale Essentielles Protein fir die Cristae-Architektur und (Xie et al., 2007; An et
Innenmembran mitochondriale Funktion al., 2012)
MINOS1 Mitochondriale Essentielles Protein fiir die Cristae-Architektur (Alkhaja et al., 2012)
Innenmembran

Die Lokalisation der einzelnen Komponenten des MINOS-Komplexes wurde in der Hefe im
Wesentlichen quantitativ durch Immungold-Lokalisationen in elektronenmikroskopischen
Schnitten untersucht. Dabei wurde festgestellt, dass die bekannten Proteine des Komplexes

an den Cristae Junctions angereichert sind (Harner et al., 2011). Die Lokalisation des Hefe-
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MINOS-Komplexes in Verbindung mit dem Phénotyp des knock-outs einzelner
Komponenten des Komplexes (s. o.) fihrte zu der Vermutung, dass MINOS-Komplexe an
den Cristae Junctions, in Kooperation mit den ATP-Synthase-Dimeren an den Randern der
Cristae (s. 1.3.1), die zentralen Regulatoren der Cristae-Morphologie darstellen (Hoppins et
al., 2011). Eine lichtmikrokopische Studie deutete auBerdem darauf hin, dass die Proteine
des MINOS-Komplexes eine Ubergeordnete, miteinander verbundene, die Mitochondrien
helixartig umschlieRende Struktur bilden (Hoppins et al., 2011). Dies wurde als Indiz flr eine
mogliche weitere Funktion des Komplexes als eine Art mitochondriales Skelett gewertet. Ein
solches Skelett ware flir die gesamte strukturelle Integritat der Mitochondrien entscheidend
und konnte moglicherweise als eine Art Plattform fiir die Organisation weiterer Proteine
eine Rolle spielen (Hoppins et al., 2011). Uber mogliche dhnliche Strukturen in Siugerzellen
ist (obwohl Kenntnisse Uber dieselben, auch durch die vielen Interaktionspartner von
MINOS-Komponenten, einen groRBen Einfluss auf das Verstandnis pathologischer Prozesse,
die mit mitochondrialen Veranderungen in Zusammenhang stehen, hatten (Zerbes et al.,
2012)) bisher nichts bekannt und die Anordnung der bekannten Komponenten des Sauger-

MINOS-Komplexes ist ungeklart.

Die strukturellen Annahmen Uber den Hefe-MINOS-Komplex beruhen jedoch auf einer
fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung, die mit konventionellen, beugungsbegrenzten
Mikroskopen durchgefiihrt wurde. Diese unterliegen der Beschrankung, dass Strukturen, die
in etwa halb so groll wie die Wellenlange des verwendeten Lichtes sind, nicht mehr
aufgelost werden konnen (s. 1.4.1). Das kann dazu fiihren, dass kleinere, physikalisch
tatsachlich getrennte Strukturen, als miteinander verbundene Strukturen erscheinen. Daher
ist es unerlasslich, die fur die jeweilige Fragestellung zu verwendende Methode den fiir eine
Aussage notwendigen Anforderungen anzupassen. In diesem Falle muss eine
mikroskopische Methode gewahlt werden, die eine Auflésung bietet, die die Untersuchung

kleiner Strukturen innerhalb von Mitochondrien erméglicht.

20



Einleitung

1.4 Bildgebende Verfahren zur Untersuchung der mitochondrialen Ultrastruktur und

Proteinlokalisationen

Zur mikroskopischen Untersuchung sub-mitochondrialer Strukturen gibt es inzwischen eine

Reihe an Methoden, die die hierzu notwendige Auflésung bieten.

1.4.1 Hochauflosende Lichtmikroskopie (Nanoskopie)

Die Fluoreszenzmikroskopie ermoglicht die Analyse von Proteinlokalisationen im Kontext
intakter Zellen. Es stehen dabei eine Reihe verschiedener Methoden zu Verfligung um die zu
untersuchenden Proteine spezifisch zu markieren. Durch die Fusion der Proteine mit
Fluoreszenzproteinen oder spezifisch an Fluoreszenzfarbstoffen bindenden Markern (z. B.
SNAP, CLIP oder HALO-Technologie), sowie durch die Markierung der endogenen Proteine
mittels Farbstoff-gekoppelter Antikorper (oder anderer hochaffiner Binder wie z. B.
Nanobodies, Affibodies, Aptamere oder DARPins) in fixierten Zellen, konnen diese Proteine
mit hoher Sensitivitdit und Spezifitat dargestellt werden. Lange Zeit stellte jedoch das
Auflosungsvermogen, das mittels konventioneller Lichtmikroskopie erreicht werden kann,
ein grofles Hindernis bei der Erforschung sub-mitochondrialer Strukturen dar, da dieses
Auflosungsvermogen in der gleichen GroRenordnung wie der Durchmesser der

Mitochondrien liegt (Abb. 1.8).

konfokale PSF Ausschnitt eines typischen
Mitochondriums

dargestellten konfokalen PSF (,point spread
function”) mit der Grofle eines typischen
Mitochondriums.

|
!
[
: Abb. 1.8 Vergleich der GroBe einer vereinfacht
|
|
[

1 ~200nm

~300nm
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Dieses Problem wurde durch die Entwicklung der beugungsunbegrenzten Nanoskopie-

Techniken behoben und heute stehen eine Vielzahl dieser Techniken zur Verfiigung (Hell,

2007; Hell, 2009). Das grundsatzliche Prinzip all dieser Techniken beruht jedoch auf dem

Schalten der Marker zwischen zwei unterscheidbaren (typischerweise Fluoreszenz-)

Zustanden (Abb. 1.9). Dies wurde erstmals 1994 mit der Beschreibung des Prinzips der STED

Auflésungsbegrenzter

4 Bereich M2n — B
(hell)  (dunkel)
8/¥— Objekt
gezieltes
1 2 N Auslesen

= ﬂ%
5{5,35/

stochastisches

Auslesen

N

—_— B

BB
\A T\ g

einzelnes Molekul (z. B. PALM)

Abb. 19 Gezieltes Auslesen, verglichen mit
stochastischem,  zeit-sequenziellem  Auslesen  der

Fluoreszenzmarker eines nanostrukturierten Objektes
innerhalb eines beugungsbegrenzten Bereiches dessen
Grenzen durch M2n gegeben sind (bearbeitet aus (Hell,
2007)). Alle Techniken basieren auf dem Schalten
zwischen zwei unterscheidbaren Zustanden (hier: A und
B). Bei gerichtetem Schalten und Auslesen wird eine
unbekannte Anzahl an Fluorophoren innerhalb des
Zentrums eines beugungsunbegrenzten Bereiches in
einen der beiden Zustande (hier: A) versetzt. Bei der
stochastischen Methode wird sequenziell jeweils nur ein
Fluorophor pro Zeitpunkt innerhalb des
beugungsbegrenzten Bereiches in einen der beiden
Zustande (hier: A) versetzt und durch die Bestimmung der
Zentren der Einzelereignisse kann ein
beugungsunbegrenztes Bild rekonstruiert werden.

(,,stimulated emmision depletion”)-
Mikroskopie vorgestellt (Hell &
und 2000

Wichmann, 1994)

experimentell nachgewiesen (Klar

et al., 2000).

Die einzelnen Techniken
unterscheiden sich im
Wesentlichen darin, welche
unterscheidbaren Zustande
verwendet werden und ob

zwischen diesen gerichtet oder
zuféllig geschaltet (und damit auch
ausgelesen) wird (Abb. 1.9). Diese
Techniken sollen hier nicht alle im
Detail vorgestellt werden, da dies
den Rahmen sprengen wiirde und
in der vorliegenden Arbeit nur die
der

Methode STED-Mikroskopie

verwendet wurde.

In der STED-Mikroskopie wird, wie

schon durch den Namen impliziert,

zum Schalten zwischen den zwei Zustanden die stimulierte Emission genutzt. Dies bedeutet,

dass Elektronen, die sich im angeregten Zustand befinden, aus dem sie normalerweise unter

Aussendung eines Photons einer bestimmten Wellenldnge zuriickfallen wiirden, durch Licht
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einer langeren Wellenlange wieder in den Grundzustand gezwungen werden, wobei ein
Photon derselben ldngeren (Stimulations-) Wellenldange ausgesendet wird (Abb. 1.10).
Dieser Effekt, der auch im Laser (,light amplification by stimulated emission of radiation”)
zur Amplifikation des Lichtes verwendet wird, wird im STED genutzt um die Fluoreszenz am
Rand des beugungsbegrenzt angeregten Bereiches zu unterdriicken (Abb.1.10). Durch
Verwenden dieses Prinzips kann die klassische Auflésungsgrenze nach Verdet, Abbé und

Lord Rayleigh (iberwunden werden und die Auflésung ist nunmehr gegeben durch

A
2nsin a1 + a Imax/Is

wobei A die Wellenldange des Lichtes, n der Brechungsindex des Mediums, a der halbe

d

Offnungswinkel des Objektives, a (>0) ein Faktor abhingig von der Form des ,Nullpunktes”,
Imax die maximale Intensitdt des zur stimulierten Emission genutzten Lichtes und /s die
,Sattigunsintensitdat” des genutzten Farbstoffes ist (Hell, 2009). Die Auflésung ist daher
theoretisch unbegrenzt, da fir Imax/Is = oo die Auflésung gegen Unendlich geht. Fir die

klassische nicht-hochauflosende Lichtmikroskopie ist der Faktor /. = 0.

Anregung

Resultierende
Fluoreszenz

T

Abb. 1.10 Schematische Darstellung
des Prinzips der STED-Mikroskopie.

Der STED-Strahl wird typischerweise
als  ,Donut“-Form mit einem

- Nullpunkt im Zentrum erzeugt, so
Fluoreszenz St'm_UI'?rte d die Fl d

Emission ass er die Fluoreszenz an den
==———>——— Riandern des beugungsbegrenzt
angeregten Bereiches unterdriickt.
Hierzu werden die Elektronen aus
dem angeregten Zustand S1 wieder
in den Grundzustand SO gezwungen,
wobei Photonen mit der gleichen
Wellenldange wie der STED-Strahl
ausgesendet werden.

o (I
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1.4.2 Elektronenmikroskopie

Die Elektronenmikroskopie 16st das Problem der begrenzten Auflésung durch die
Verwendung eines Elektronenstrahls an Stelle des Lichtes. Da die Elektronen, abhangig von
ihrer Beschleunigung, wesentlich kiirzere Wellenlangen aufweisen, ist in der
Elektronenmikroskopie die Auflosung nach Abbé per se wesentlich besser als bei der
Verwendung von Licht. Sie ist theoretisch nur durch die Beschleunigung der Elektronen
begrenzt, da die Wellenldnge A von Teilchen nach de Broglie durch folgende Gleichung

gegeben ist

Hierbei ist h das Plancksche-Wirkungsquantum, p der Impuls des Teilchens, m die Masse des

Teilchens, v die Geschwindigkeit des Teilchens und c die Lichtgeschwindigkeit im Vakuum.

Durch Verwenden dieses Prinzips kdénnen in der Praxis Auflésungen von unter 1 A

biologisches Gewebe/ Zellen

(1 Angstrom = 0,1 nm) erreicht werden.

/ Der Kontrast in diesen Aufnahmen wird
chemische Fixierung physikalische Fixierung
/ l / \ durch die Wechselwirkung der Elektronen
Sucrose post-Fixierung Kryofixierung High-Pressure mlt den Elementen der PrOber in der hier
2. B. plunge freezing) Freezing

(
l / \ l x l verwendeten Transmissionselektronen-

mikroskopie durch die Streuung der

Einfrieren  Dehydrierung PLT Kryosubstitution Freeze-Drying
(progressive
lowering of tern- Elektronen an der Probe, erzeugt. Ein
perature)
. _ \ l l / Problem bei dieser Form der Mikroskopie
ryoschnitte
Plastik-Einbettung stellt jedoch die Probenvorbereitung dar
l (Abb. 1.11). Damit die Probe im
Schneiden Elektronenstrahl platziert werden und der

(z. B. Dlinnschnitte)

Abb. 1.11 Schematische Darstellung Strahl sie durchdringen kann, muss sie in

verschiedener Méglichkeiten der ein Trigermedium eingebettet und in
Probenvorbereitung von biologischen Praparaten
fur die Transmissionselektronenmikroskopie. (Ultra-) Dinnschnitte zerteilt werden.
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AuBerdem ist es fiir die meisten biologischen Anwendungen notwendig, die Probe
zusatzlich zu kontrastieren, typischerweise mit schwermetallhaltigen Reagenzien. Dafiir ist
es bei entsprechender Aufarbeitung moglich in der Zelle beispielsweise alle Membranen
darzustellen und so die Morphologie von Organellen im Kontext der Zelle zu erforschen. Es
fehlen jedoch Moglichkeiten spezifische Proteine von Interesse in der gleichen Weise, wie in
der Fluoreszenzmikroskopie nachzuweisen. Durch Photooxidation von Substanzen (in der
Regel DAB (3,3‘-Diaminobenzidin)) zu elektronendichten Prazipitaten kdonnen zwar die
Bereiche der Lokalisationen der Proteine von Interesse dargestellt werden, es fehlt hierbei
aber an der Spezifitat des Signals. Eine weitere Moglichkeit stellt die quantitative Immuno-
Elektronenmikroskopie dar. Hierzu werden in der Regel Kryoschnitte verwendet, da die
Erhaltung und die Zuganglichkeit der Epitope in diesen Proben am ehesten gegeben ist
(Mayhew & Lucocq, 2008). Durch Verwendung eines spezifischen Antikdrpers und eines
sekunddren Gold-Konjugats kénnen Proteinlokalisationen mit besserer Spezifitat dargestellt
werden. Bei dieser Methode fehlt es jedoch an Sensitivitdt, so dass eine statistische

Auswertung der einzelnen Gold-Lokalisationen in einer Vielzahl von Bildern notwendig wird.

Es lasst sich festhalten, dass sowohl die Techniken der Fluoreszenzmikroskopie als auch der
Elektronenmikroskopie jeweils ganz eigene, wesentliche Vorteile aufweisen und die Wahl

der Methode daher genau auf die jeweilige Fragestellung abgestimmt werden muss.
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1.5 Zielsetzung

Der MINOS-Komplex ist ein flur die Struktur der inneren Mitochondrienmembran
entscheidender Komplex, der in Hefezellen an Cristae Junctions angereichert gezeigt wurde,
wobei die sub-mitochondriale Verteilung der einzelnen Komponenten des Komplexes in
Hefe-Mitochondrien aber groRenteils und in Mitochondrien von Saugerzellen vollstandig

ungeklart ist.

In der vorliegenden Arbeit sollte die Lokalisation der Kern-Komponenten des humanen
MINOS-Komplexes (Mitofilin, MINOS1 und CHCHD3) mit beugungsunbegrenzten
mikroskopischen Mitteln (STED-Mikroskopie) untersucht werden, um Erkenntnisse Uber die
sub-mitochondriale Verteilung dieser Proteine zu gewinnen. Initial musste hierzu die
Immunofluoreszenzfarbung der MINOS-Kernkomponenten fiir die hohen Anforderungen

der hochauflésenden Lichtmikroskopie charakterisiert werden.

Es sollte (berprift werden, ob die MINOS-Kern-Komponenten erweiterte,
zusammenhadngende Strukturen bilden, die eine Funktion dieses Komplexes als eine Art
mitochondriales Skelett ermoéglichen wirden. Weiterhin sollte die Verteilung der MINOS-
Interaktionspartner Sam50, Tom20 und DnalC11 daraufhin untersucht werden, ob sich die
Interaktion dieser Proteine mit dem MINOS-Komplex in einer vergleichbaren Lokalisation

der Proteine dufRert.

Insbesondere sollte die Lokalisation der MINOS-Kernkomponente Mitofilin durch
quantitative Immuno-Elektronenmikroskopie in Bezug auf seine Position innerhalb der
inneren Mitochondrienmembran analysiert und durch Elektronen-Tomographie die
Architektur der inneren Mitochondrienmembran — vor allem die Anordnung der Cristae
Junctions — in Hinblick auf eine mogliche Ordnung, die durch eine mdégliche Ordnung der

MINOS-Komponenten wiedergespiegelt wird, erforscht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Alle Chemikalien wurden, soweit nicht anders angegeben, im Reinheitsgrad ,,zur Analyse”
von den Firmen Sigma-Aldrich (Miinchen, Deutschland), Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland),
Merck (Darmstadt, Deutschland), Applichem (Darmstadt, Deutschland) und Serva

(Heidelberg, Deutschland) bezogen.

Alle Losungen und Puffer wurden mit Wasser aus der Reinstwasseraufbereitungsanlage

ELGA (LabWater, Celle, Deutschland) angesetzt.

2.1.2 Verwendete Antikorper

Antikorper gegen aus Fluorophor Hersteller
Mitofilin Kaninchen - Abcam (ab48139)
CHCHD3 Kaninchen - Atlas Antibodies

(HPA042935)
MINOS1 (Clorf151) Kaninchen - Abcam (ab84969)
Tom20 Kaninchen - Santa Cruz
Biotechnology (sc-
11415)
DNAIC11 Maus - Abnova (H00055735-
BO1P)
Sam50 Kaninchen - Atlas Antibodies
(HPA034537)
ATP-Synthase, beta- Maus - Abcam (ab5432)
Untereinheit
a-Tubulin Maus - Sigma Aldrich (T6074)
DNA Maus - Progen (61014)
Kaninchen Ziege KK114 selbst gekoppelt
Maus Schaf KK114 selbst gekoppelt
Kaninchen Ziege Atto590 selbst gekoppelt
Maus Schaf Atto590 selbst gekoppelt
Kaninchen Ziege Cy3 selbst gekoppelt
Maus Schaf Cy3 selbst gekoppelt
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AuBerdem wurde ein Alexa Fluor 488 gekoppeltes Phaloidin-Konjugat (Life Technologies,

Invitrogen (A12379)) zum Anfédrben von Actin verwendet.

2.1.3 Eukaryotische Zellen

Verwendete Zelllinien

Name Organismus Gewebe

Hess Mensch Priméare, adulte Fibroblasten
Neo Mensch Primare, neonatale Fibroblasten

Vero Griine Meerkatze (Chlorocebus sp.) Nierenepithel

Hela Mensch Cervix-Krebs

u20s Mensch Osteosarkom

Alle Zellen wurden in DMEM-Medium kultiviert.

Kultivierungsmedien

Reagenzien:

DMEM, high glucose, 1x Gibco 61965-059
RPMI, 1x Gibco 61870-044
FBS Gold PAA A15-151
Penicillin/ Streptomycin, 10.000 U/ml / 10.000 pg/ml | Biochrom A2213
Natrium-Pyruvat, 100mM Sigma-Aldrich S8636
Trypsin/EDTA, 10x Biochrom L2153
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DMEM-Medium:
DMEM, high glucose
10% FBS
1% Na-Pyruvat
1% Pen/ Strep

Endkonzentration im Medium:
Na-Pyruvat 1 mM
Pen 100 units/ml
Strep 100 pg/ml

Einfriermedium:
70% DMEM, high glucose
20% FBS
10% DMSO

2.2 Methoden

2.2.1 Zellbiologische Methoden

Kultivierung von Hefezellen

Flussigkulturen von Hefezellen wurden fir die Licht- und Elektronenmikroskopie bei 30°C
und 150 rpm im Innova44 Schiittel-Inkubator (New Brunswick Scientific, Edison, NJ, USA) bis
zu einer ODgyp von 0,7 - 1,2 angezogen. Fir die in dieser Arbeit gezeigten
elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden die Hefen in YP Laktat-Medium (10 g/l
Hefeextrakt, 20 g/l Pepton aus Casein, 23 ml/I L(+)-Laktat (85%), 0,02 g/l Uracil, 0,02 g/I
Adeninsulfat). Fir die Lichtmikroskopischen Aufnahmen wurden die Hefen in PM Galaktose-
Medium (1,7 g/l Yeast Nitrogen Base, 5 g/l (NH4),SO4, 5 g/l Trypton, 20 g/l Galaktose,
0,02 g/l Adeninsulfat) angezogen und durch Uracil-Mangel auf das Plasmid das

mitochondrial lokalisiertes GFP exprimierte selektiert.
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Kultivierung von eukaryotischen Zellen

Alle Zelllinien wurden in Kultivierungsmedium (vgl. 2.1.4.2) in 75 cm?-Zellkulturflaschen
(Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland) bei 37° C und 5% CO, in einem Hera Cell
240-Inkubator der Thermo Scientific kultiviert. Die Zellen wurden zwei bis drei Mal die
Woche bei einer Konfluenz von 60-70% in einem Verhaltnis von 1:40 in eine neue Flasche
mit neuem Medium passagiert. Die adhdrenten Zellen wurden durch Zugabe von jeweils

1 ml Trypsin vom Flaschenboden gelost.

Die Kontrolle der Zellen erfolgte mir einem Leica DMI3000B-Mikroskop, das mit einem Leica

PL Fluotar (10x/0.30 PH1)-Objektiv ausgestattet war.

Aussaat der Zellen fiir die mikroskopische Analyse

Zur Aussaat der Zellen fir die mikroskopische Analyse wurden die Zellen durch Zugabe von
Trypsin vom Flaschenboden abgeldst und wieder in Kultivierungsmedium aufgenommen.
Die gewiinschte Zellzahl wurde auf sterilisierte (durch Isopropanol) Deckgldaschen fiir die
Mikroskopie (8 mm, 10 mm oder 18 mm (Menzel GmbH & Co KG, Braunschweig,
Deutschland)) in Zellkulturschalen der jeweils gewiinschten GroRRe (6-well, 12-well, 24-well
Tissue Culture Testplates (alle: SPL Life Science) oder 100 x 20 mm Cell Culture Dish

(Sarstedt)) gegeben und auf diesen Deckglaschen weitere 1 - 3 Tage kultiviert.

Bestimmung der Zellzahl

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer (Brand,
Wertheim, Deutschland). Die trypsinierten Zellen wurden zu diesem Zweck in
Kultivierungsmedium (s. 2.1.4.2) aufgenommen und 10 pl dieser Suspension zur
Bestimmung der Zellzahl verwendet. Diese wurde durch Auszdhlung von vier

GroRquadraten nach folgender Formel bestimmt:
Zellzahl/ml = (n/4) x 10*/ml|

n = Gesamtmenge ausgezdhlter Zellen

30



Material und Methoden

2.2.2 Proteinbiochemische Methoden

Isolierung von Gesamtzellprotein

Zur Isolierung von Gesamtzellprotein aus Saugerzellen wurden die Zellen nach dem
Entfernen des Kulturmediums zweimal mit PBS gewaschen und durch Inkubation mit
Trypsin/EDTA (5 min, bei 37 °C) vom Zellkulturgefa gel6st. Die Zellen wurden durch
Zentrifugation (2500 g, 4 min) pelletiert und zwei Mal in PBS gewaschen. Dann wurden die
Zellen in SDS-Probenpuffer aufgenommen, dem ein Protease-Inhibitor-Gemisch (Complete

Protease Inhibitor Cocktail; Roche, Mannheim, Deutschland) zugesetzt war.

Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Konzentration der Proteine wurde durch Bradford-Assay bestimmt. Dazu wurde das
»,BioRad-Protein-Assay“ von BioRAD (Hercules, CA, USA) verwendet.

Zur Bestimmung der Konzentration wurden die Proben mit je 1 ml einer 1:5 verdiinnten
Farbstofflosung gemischt. Nach einer Inkubationszeit von fiinf Minuten bei
Raumtemperatur wurde die Absorption der Probe bei 600 nm gemessen. Durch den
Vergleich mit einer Eichkurve wurde anschlieBend die Proteinkonzentration in der Probe

ermittelt.

Western-Blot-Analyse
Bei der Western-Blot-Analyse werden die einzelnen Proteine durch Gelelektrophorese
aufgetrennt, auf eine Membran Ubertragen und dann durch Enzym-gekoppelte Antikorper

nachgewiesen.

Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Proteine wurden durch diskontinuierliche SDS Polyacrylamid- Gelelektrophorese (SDS-
PAGE) nach ihrer GroRRe aufgetrennt. Das Trenngel hatte eine Acrylamidkonzentration von
12,5 % (w/v) (6,3 ml H,0, 5 ml 1,5M Tris/HCI, 8,3 ml 30% Acrylamid, 200 pl 10% SDS, 200 pl
10% APS, 20 pl TEMED). Das Sammelgel hatte eine Konzentration von 5% (w/v) auf (5,6 ml
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H,0, 2,5 ml 0,5 M Tris/HCI, 1,7 ml 30% Acrylamid, 100 pl 10% SDS, 100 ul 10% APS, 10 pl
TEMED). Die Proteinextrakte wurden in Probenpuffer (2% (w/v) SDS, 0,8 M R-
Mercaptoethanol, 10% (v/v) Glyzerin, 0,2% Bromphenolblau, 62,5 mM Tris/HCl) gelost, fur
flinf Minuten auf 95°C erhitzt und anschlieBend auf das Polycrylamid-Gel aufgetragen. Die
elektrophoretische Auftrennung der Proteine wurde bei 20 - 50 mA/ Gel durchgefihrt. Als
Elektrophorese-Puffer wurde Lammli-Puffer (25 mM Tris/ HCl; 192 mM Glyzin; 0,1% (w/V)
SDS) verwendet. Zur Abschdatzung der GrofRe der detektierten Proteine wurde als
GroRRenreferenz ein Proteinmarker verwendet (PageRuler Prestained Protein Ladder, MBI

Fermentas, Burlington, Canada).

Coomassie-Farbung der Protein-Gele

Die Proteine im SDS-Polyacrylamidgel wurden mit dem Farbstoffs Coomassie Brilliant Blau
angefarbt. Die Gele wurden hierfur ca. 20 Minuten in die Farbelosung (10 % (v/v)
Essigsaure, 25% (v/v) Isopropanol, 0,1% (w/v) Coomassie Blau R- 250) gelegt. AnschlieRend

wurde die Gele in Entfarbelésung (10% (v/v) Essigsaure) gewaschen.

Transfer von Proteinen

Zur Detektion der Proteine wurden sie aus dem Protein-Gel durch Nass-Blot auf eine
Nitrocellulose-Membran (Protran, Whatman GmbH, Dassel, Deutschland) (ibertragen. Dabei
wurden die Membran und das Proteingel zwischen mehrere mit Transferpuffer (20 mM
Tris/ HCl, 150 mM Glycin, 20% (v/v) Methanol) getrankte Filterpapiere und Schwamme
gelegt. Die Proteine wurden elektrophoretisch fir 16 Stunden bei 25 V/ 100 mA bei 4°C in

einem mit Transferpuffer gefillten Tank auf die Membran Gbertragen.

Ponceau-Farbung

Zum Uberpriifen der Effizienz des Proteintransfers auf die Membran wurden Fiarbungen mit
Ponceau Rot durchgefiihrt. Die Membranen wurden dazu mit Wasser gewaschen und fir
zehn Minuten in Ponceau-Farbelosung (0,3% (w/v) Ponceau S, 3% (w/v) TCA in Wasser)

inkubiert. Nach der Entfarbung in Wasser wurden die Proteinbanden dokumentiert.
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AnschlieBend wurde die Membran zur Entfernung des Farbstoffs mehrfach in PBS

gewaschen.

Immunologischer Nachweis von Proteinen auf Membranen

Zur Detektion von Proteinen auf der Membran wurden spezifische Antikdrper verwendet.
Dazu wurde die Membran in Blockierungslosung (5% (w/v) Magermilchpulver, 0,05% (v/v)
Tween20 in PBS) geblockt und anschlieBend zwei Stunden bei Raumtemperatur mit dem
Erstantikorper inkubiert. AnschlieBend wurde die Membran mehrfach in Waschpuffer
(0,5% (w/v) Magermilchpulver, 0,5% Tween20 in PBS) gewaschen und mit dem Peroxidase-
gekoppelten Sekundéarantikorper (in 5% (w/v) Magermilchpulver; 0,05% (v/v) Tween20 in
PBS) fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach mehrmaligem Waschen in PBS
wurde die an dem sekundaren Antikérper gebundene Peroxidase (Horesradish Peroxidase,
HRP) durch eine Detektionslosung (Western Lightning Plus ECL, Perkin Elmer LAS GmbH,
Rodgau, Deutschland) nachgewiesen und die hierbei entstehende Chemilumineszenz mit

einem Lumineszenz-Detektor (Lumi-lmager, Roche, Mannheim, Deutschland) detektiert.
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2.2.3 Lichtmikroskopische Methoden

Kopplung von Sekundarantikdrpern mit Fluoreszenzfarbstoffen

Saule (Sephadex G25 Saule (PD-10)) mit 30 ml PBS equilibrieren

2,0 mg Antikorper mit 100 pl 1M NaHCOs; versetzen

Farbstoff in DMF (wasserfrei) I6sen (10 mg/ml); zur Markierung werden 20 pl (d.h.
0,2 mg ) bendtigt

Proteine bei RT riihren, den geldsten Farbstoff zugeben und 1 h bei RT riihren
Zugabe von 100 pl 1 M Tris; 5 min rithren

Aufreinigen tUber PD-10-Saule

Proteinkonzentration bestimmen (Bradford Assay (Bio-Rad Protein Assay, Bio-Rad))

Aliquotieren; einfrieren in fliissigem N,; Lagerung bei -80°C

Immunofluoreszenzmarkierung

Fixieren: 5 min in 37 °C 4% FA (PFA in PBS) (soweit nicht anders angegeben)
Permeabilisieren: 5 min 0,5% Triton-X-100 in PBS (soweit nicht anders angegeben)
Blocken: 5 min 5% BSA/100 mM Glycin in PBS

Primarantikorper: 1 h in 5% BSA/100 mM Glycin in PBS

5 min 0,5% Triton-X-100 in PBS (soweit nicht anders angegeben)

5 min 5% BSA in PBS

Sekundarantikorper: 1 h in 5% BSA/100 mM Glycin in PBS

15 min in PBS waschen

in Mowiol mit DABCO eindeckeln (soweit nicht anders angegeben)

Immunofluoreszenzmarkierung mit zwei Primdrantikdorpern aus derselben
Spezies

Fixieren: 5 min in 37 °C 4% FA (PFA in PBS)
Permeabilisieren: 5 min 0,5% Triton-X-100 in PBS
Blocken: 5 min 5% BSA/100 mM Glycin in PBS
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1. Priméarantikorper: 1 h in 5% BSA/100 mM Glycin in PBS

5 min 0,5% Triton-X-100 in PBS

5 min 5% BSA in PBS

1. Sekundarantikorper: 1 h in 5% BSA/100 mM Glycin in PBS

15 min in PBS waschen

Blocken der freien Bindestellen des 1. Sekundéarantikdrpers mit einem
unspezifischen Antikdrper aus der gleichen Spezies wie der 1. Primarantikdrper:
40 min in 5% BSA/100 mM Glycin in PBS

Blocken der nicht markierten Stellen des 1. Primarantikorpers mit einem Fab-
Fragment gegen sie Spezies des 1. Primarantikérpers: 40 min in 5% BSA/100 mM
Glycin in PBS

10 min in PBS waschen

Fixieren: 5 min in 4% FA (PFA in PBS)

5 min in PBS waschen

Permeabilisieren: 5 min 0,5% Triton-X-100 in PBS

Blocken: 5 min 5% BSA/100 mM Glycin in PBS

2. Primarantikorper: 50 min in 5% BSA/ 100mM Glycin in PBS

5 min 0,5% Triton-X-100 in PBS

5 min 5% BSA in PBS

2. Sekundérantikorper: 40 min in 5% BSA/100 mM Glycin in PBS

15 min in PBS waschen

in Mowiol mit DABCO eindeckeln

Epifluoreszenzmikroskopie:

die Epifluoreszenzmikroskopie wurde das Leica Mikroskop DMG6000B (Leica

Microsystems, Wetzlar, Deutschland) verwendet. Das Mikroskop war ausgestattet mit

einem 100x Olimmersionsobjektiv (PL APO, 100x/ 1,40 - 0.70 Ol), einer CCD-Kamera

(DFC350FX) und verschiedenen Filtern (A4 (Anregung: 360/40 nm; Emission: 470/40 nm), L5

(Anregung: 480/40 nm; Emission: 527/30 nm), GFP (Anregung: 470/40 nm; Emission:
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525/50 nm), N3 (Anregung: 546/12 nm; Emission: 600/40 nm), BGR (Anregung: 420/30 nm;
495/15 nm; 570/20 nm; Emission: 465/20 nm; 530/30 nm; 640/40 nm), SFRED (Anregung:
630/20 nm; Emission: 667/30 nm). Die Beleuchtung erfolgte durch eine
Metallhalogenidlampe (EL6000, Leica Microsystems).

Konfokalmikroskopie:

Fir die Konfokalmikroskopie wurde das Laser Raster Mikroskop TCS SP5 (Leica
Microsystems) verwendet. Alle Aufnahmen wurden mit dem Ol-immersionsobjektiv (HCX PL
APO CS 63x/ 1,40 - 0.60 Ol) gemacht. Zur Anregung standen folgende Laser zur Verfiigung:
405er Diode (405 nm), Argon-Laser (458 nm/ 476 nm/ 488 nm/ 496 nm/ 514 nm), DPSS 561
(561 nm) und HeNe-Laser (630 nm). Zur Detektion des Fluoreszenzsignals standen vier
Photomultiplier (PMT) zur Verfligung, die im dynamischen Bereich betrieben wurden. Die
Trennung von Anregung und Emission erfolgte durch einen AOBS (acusto optical beam
splitter). In dieser Arbeit wurden alle Aufnahmen bei einer Scan-Geschwindigkeit von
400 Hz und einer Pinhole-GréRBe von einer Airy-Scheibe erstellt. Fir Mehr-Farben-
Aufnahmen wurde das Mikroskop im sequenziellen Modus (between frames) benutzt und
es wurden generell z-Stapel aufgenommen. Alle Voxel-GréBen wurden gemalR des Nyquist-
Kriteriums gewahlt. Jedes Bild wurde mindestens dreifach aufgenommen und gemittelt (line

Average).

STED-Mikroskopie

2.2.3.11 Ein-Farben-STED

Fiir die STED-Aufnahmen in einem Kanal wurde ein nicht kommerzielles STED genutzt, dass
eine Auflosung von 40 - 50 nm ermoglichte (Harke et al., 2008) (Abb. 2.1). Dieser Aufbau
war mit einem 100x Olimmersionsobjektiv (PL APO, NA 1,40) ausgestattet und zur Detektion
wurde das Emissionslicht der Wellenlangen von 650 bis 690 nm auf vier APDs (avalanche

photo diode) verteilt. Die Anregung erfolgte durch einen gepulsten Diodenlaser mit einer
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Wellenldnge von 635 nm. Die Anregungspulse wurden (mit einem zeitlichen Versatz

(,delay”)) durch den STED-Laser getriggert. Bei dem STED-Laser handelt es sich um einen

MIRA 900 der Firma Coherent (USA) der bei einer Wellenlange von 760 nm betrieben wurde

und der eine Repetitionsrate von 76 MHz hat. Die Pulse dieses Femtosekunden-Lasers

wurden durch eine 100 Meter single-mode-Faser auf eine Pulslange von 300 ps gesteckt.

Die ,Donut“-Form des STED-Strahls wurde mit einer Vortex-Phasenplatte (RPC Photonics,

Rochester, NY, USA), die zu einer helikalen Phasenverschiebung des STED-Strahls fihrt,

erzeugt. Die Leistung dieses STED-Lasers betrug in der Riickapertur ca. 200 mW. Alle Proben

die an diesem Aufbau gemessen wurden sind mit dem Infrarot-Fluoreszenzfarbstoff KK114

markiert worden.

STED Anregung Detektion
e _| Diode
Ti:Sa 635nm APD
Trigger
SF6 @
=2
PMF PH
<— TL
Phasen- 0 \DI\M

A— Platte /2

Abb. 2.1 Schematische Darstellung
des Aufbaus, der fir die ein-Farben-
STED-Mikroskopie verwendet wurde
(bearbeitet aus (Harke et al., 2008)).

(PMF: “polarisation maintaining
fiber"=Polarisations-erhaltende Faser;
APD: “avalanche photo

diode"=Avalanche Photo-Diode; PH:
“pinhole”; TL: “tube lens"=Tubus-Linse;
DM: “dichroic mirror"=dichroitischer
Spiegel; OL: “objective lens"=0Objektiv-
Linse; SF6: “glass rods"=Glas-Stdbe)
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2.2.3.1.2 Zwei-Farben-STED

Fir die STED-Aufnahmen in zwei Kandlen wurde ein nicht kommerzielles STED genutzt, dass
eine Auflosung von 40 - 50 nm in beiden Kanalen ermoglichte (Buckers et al., 2011) (Abb.
2.2). Dieser Aufbau war mit einem 100x Olimmersionsobjektiv (PL APO, NA 1,40)
ausgestattet und zur Detektion wurde das Emissionslicht der Wellenlangen 650 - 680 nm fiir
den roten Kanal und 600 - 640 nm fir den griinen Kanal durch jeweils eine APD (avalanche
photo diode) detektiert. Die Anregungs- sowie die STED-Strahlen wurden durch einen
einzelnen gepulsten WeiBlichtlaser erzeugt (Supercontinuum SC450-PP-HE, Fianium,
England), der eine Repetitionsrate von 1 MHz hat. Die Anregungswellenldngen von
570/4 nm und 650/4 nm wurden durch einen AOTF (acousto-optical tunable filter)
ausgewahlt. Die STED-Wellenlangen von 720/20 nm und 755/30 nm wurden durch Prismen
basierte Monochromatoren ausgewahlt. Die ,Donut“-Form der STED-Strahlen wurde mit

Vortex-Phasenplatten (RPC Photonics, Rochester, NY, USA), die zu einer helikalen

|
STED U A
L
PF

720+20nm PM fibers
10m/50ns
|
Exc (]

570+2nm

Abb. 2.2 Schematische Darstellung
des Aufbaus, der fir die zwei-Farben-
STED-Mikroskopie verwendet wurde
(bearbeitet aus (Buckers et al., 2011)).
(PM fiber: ,polarisation maintaining
fiber"=Polarisations-erhaltende Faser;
L: Jlens”=Linse; PF: .phase

Val

STED PM fibers filter"=Phasen-Filter; DC: ,dichroic

755£15nm 2m/10ns mirror"=dichroitischer Spiegel; PBS:

L Jpolarising beam

@ splitter"=polarisierender  Strahlteiler;

O QWP: Lquarter- wave

6SOE;§nm | 0 plate”=Viertelwellenplatte; PH:

F,|H «pinhole”;  APD: ,avalanche photo

Pstons L diode"=Avalanche Photo-Diode;

’> APDl 0 TCSPC: ,time-correlated single-photon

t | counting“=Zeit-korreliertes einzel-
ISHCmadule & 7 Photonen Z&hlen)
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Phasenverschiebung des STED-Strahls fihren, erzeugt. Die Leistung des STED-Lasers betrug
in der Rickapertur 1,5 mW. Alle Proben die an diesem Aufbau gemessen wurden sind mit
dem Infrarot-Fluoreszenzfarbstoff KK114 und dem Fluoreszenzfarbstoff Atto590 markiert

worden.

2.2.3.1.3 Bildbearbeitung

Die einzigen Nachbearbeitungen, die an den Bildern vorgenommen wurden, sind
Kontrastanpassungen (,contrast stretching”), Glattung (,smoothing”) oder Interpolation
(Lagrange Interpolation, doppelte Pixelzahl). Die beiden letzten Nachbearbeitungen wurden
mit der Software: Imspector_v0.10 (A. Schonle, Max-Planck-Institut fir biophysikalische
Chemie, Gottingen, Deutschland) durchgefiihrt. Die Kontrastanpassungen wurden entweder
mit Imspector_v0.10 (A. Schoénle, Max-Planck-Institut fiir biophysikalische Chemie,
Gottingen, Deutschland) oder mit Adobe Photoshop CS3 (Version 10.0) durchgefiihrt.

Simulation

Fir die Simulation wurde mit Imspector_v0.10 (A. Schonle, Max-Planck-Institut fir
biophysikalische Chemie, Gottingen, Deutschland) eine dreidimensionale Réhre simuliert.
Auf dieser wurden zufallig Punkte verteilt und die Ergebnisse wurden mit einer typischen

STED-PSF gefaltet. Fir die einzelnen Operationen wurden folgende Formeln verwendet:

STED-PSF: x0=X/2, y0=Y/2, 20=2/2,
fwhmy=0.05,
fwhmz=0.8,
sigmay=fwhmy/2.3548,
sigmaz=fwhmz/2.3548,
exp(- ((x-x0)"2 + (y-y0)~2) /(2*sigmay”2))*exp(- ((z-z0)*2)/(2*sigmaz”2))

Réhre/Tubus: x0=X/2, y0=Y/2, 20=Z/2,
R1=0.2,
R2=sqrt((y-Y/2)*2+(z-2/2)"2),
abs(R2-R1)<0.01?1:0

zufallig verteilte Punkte: x0=X/2, y0=Y/2, 20=Z/2,
poidev(0.001)
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2.2.4 Elektronenmikroskopische Methoden

Vorbereitung von Sdugerzellen fiir die Elektronenmikroskopie und
Elektronen-Tomographie

Zellen auf Aclar- Plattchen bis zu einer Konfluenz von ca. 90% wachsen lassen
adhérente Zellen fir 15 min in 0,1% GA + 4% FA fixieren

15 h bei 4°Cin 2,5% GA in 0,1 M Cacodylatpuffer

3xin 0,1 M Cacodylatpuffer waschen

1% Os04 in 0,1 M Cacodylatpuffer, 3 h

1xin 0,1 M Cacodylatpuffer und 2x in ddH,0 waschen

ca. 30 min in 0,1% UAc (in H,0)

Alkoholreihe: 30%, 50%, 70%, 100% Ethanol; je 5 min (bei 30% 2-3x 5 min - zum
Auswaschen des Uranylacetats)

5 min 100% Propylenoxid

1 h 50%/50% Propylenoxid/Epon

1 h 100% Epon

100% Epon uber nacht

Schneiden mit einem Ultramikrotom (Leica EM UC6, Leica Microsystems, Wetzlar,
Deutschland) in 250 nm dicke Schnitte fir die tomographischen Aufnahmen,
ansonsten in 50 nm dicke Schnitte

Ubertragen der Schnitte auf Pioloform (0,7%) beschichtete, Kohlenstoff-bedampfte
200 mesh-Grids

Nachkontrastieren mit 1% Uranylacetat und Bleicitrat

Vorbereitung von Hefezellen fiir die Elektronenmikroskopie

Die Zellen wurden bei einer ODgyo von 0,7 pelletiert und durch ,high pressure
freezing” (Leica EM HPM100, Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland) in 3 mm

Tragerscheiben fixiert
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Die Gefriersubstitution wurde in einem Leica EM AFS- Gefriersubstitutionsgerat

(Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland) nach folgendem Programm

durchgefihrt:

Dauer Temperatur Lésungen

70 h -90°C 1% H,0 + 0,5%GA in Aceton
7h -90°C 0,1% UAc + 5% H,0 + 0,5% GA

in Aceton

14 h -90°C ->-20°C (+5°C/h)

18 h -20°C

2,5h -20°C -> +5°C (+10°C/h)
2h +5°C 4x 30 min mit Aceton waschen

AnschlieBend Plattchen entfernt und Proben aus dem Gerat herausgenommen

5 min 100% Propylenoxid

1 h 50%/50% Propylenoxid/Epon

1 h 100% Epon

100% Epon Uber Nacht

Schneiden mit einem Ultramikrotom (Leica EM UC6, Leica Microsystems, Wetzlar,
Deutschland) in 50 nm dicke Schnitte

Ubertragen der Schnitte auf Pioloform (0,7%) beschichtete, Kohlenstoff-bedampfte
200 mesh-Grids

Nachkontrastieren mit 1% Uranylacetat und Bleicitrat

Probenvorbereitung fiir die Immuno-Elektronenmikroskopie

Die Proben fiir die Immuno-Elektronenmikroskopie wurden nach dem in der Literatur

(Tokuyasu, 1973) angegebenen Protokoll angefertigt und in 80 nm Schnitte zerteilt. Die

Schnitte wurden fiir 20 min mit polyklonalem Antiserum gegen Mitofilin und anschlieRend

fir 20 min mit 10 nm Protein-A-Gold inkubiert. Die Schnitte wurden anschlieBend mehrfach

gewaschen und mit Uranylacetat/Methylzellulose fir 10 min auf Eis kontrastiert.
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Elektronenmikroskopische Aufnahmen

Die Elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden mit einem Philips CM 120
Transmissions-Elektronen-Mikroskop, das mit einer TVIPS 2k x 2k slow-scan CCD-Kamera
ausgestattet war, durchgefiihrt. Die Tomographischen Aufnahmen wurden in 3° Saxton
Intervallen von -64,5° bis 64,5° durchgefiihrt. Die Berechnung der Serien und die Volumen-
Segmentierung wurden semiautomatisiert mit der IMOD Software (Boulder Laboratory for

3-Dimensional Electron Microscopy of Cells, University of Colorado, USA) durchgefiihrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Analyse der sub-mitochondrialen Lokalisation des humanen MINOS-Komplexes

Der MINOS (,,mitochondrial inner membrane organizing system“)-Komplex ist ein groRer
heterooligomerer Protein-Komplex, der in der inneren mitochondrialen Membran von Hefe-
bis hin zu humanen Zellen zu finden ist. Er ist entscheidend an der Morphologie der Cristae
beteiligt und das Fehlen einzelner seiner Komponenten, die in der Hefe an Cristae Junctions
lokaliert gezeigt wurden, fihrt zu einem Verlust dieser Verbindungen zwischen den Cristae
und der inneren Grenzflichenmembran (vgl. 1.3.1.1). Zusatzlich weist dieser Komplex —
sowohl in Sduger- als auch in Hefezellen — eine Vielzahl von Interaktionen auf, die diesen
integralen Innenmembrankomplex mit Proteinen des Intermebranraumes, der dufleren
Mitochondrienmembran und Uber letztere vielleicht sogar mit der Membran des

endoplamatischen Retikulums in Verbindung bringt (vgl. 1.3.1.1).

2011 wurde in einer Arbeit versucht, die Struktur des MINOS-Komplexes lichtmikroskopisch
zu beschreiben (Hoppins et al.,, 2011). Die Ergebnisse dieser Arbeit schienen auf eine
Ubergeordnete Struktur schlieBen zu lassen, die durch die Komponenten des MINOS-
Komplexes erzeugt wird und moglicherweise zusatzlich eine Aufgabe als mitochondriales

,Skelett” erfillt.

Uber den MINOS-Komplex in Siugerzellen ist bisher weit weniger bekannt als iiber sein
Hefe-Gegenstiick. Immerhin wurden auch hier zentrale Komponenten des Komplexes
identifiziert (vgl. 1.3.1.1). Die Interaktionspartner dieser Komponenten stehen in
Zusammenhang mit verschiedenen schwerwiegenden, grolRenteils neurologischen,
Storungen und auch in Sdugerzellen ist der Komplex von zentraler Bedeutung fir die

mitochondriale Morphologie, insbesondere der Cristae.

Wie zentrale Komponenten des humanen Komplexes angeordnet sind und ob diese in
Sadugern Ubergeordnete Strukturen bilden, blieb bisher ungeklart und sollte in dieser Arbeit

untersucht werden.
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3.1.1 Nachweis von Mitofilin mit lichtmikroskopischen Mitteln

Um die Lokalisation von Proteinen fluoreszenzmikroskopisch zu untersuchen, stehen
generell verschiedene technische Moglichkeiten zur Verfliigung. Prinzipiell kann man
zwischen der direkten Markierung des Proteins durch Fusion mit einem Marker (z. B. einem
Fluoreszenzprotein) und der Markierung von fixierten Zellen mit hochaffinen Bindern (wie

z. B. Antikorpern) unterscheiden.

In humanen Zellen besteht jedoch das Problem, dass die gezielte genomische Markierung
bisher nicht ohne Weiteres moglich ist. Es existieren zwischenzeitlich zwar Methoden mit
denen sich dies bewerkstelligen ldsst, zum Beispiel durch die Verwendung von
synthetischen Nucleasen wie der Zink-Finger-Nucleasen, der TALENs (,transcription
acticator-like effector nuclease”) oder des CRISPR/Cas-Systems (CRISPR: ,,clustered regularly
interspaced short palindromic repeats”), diese Systeme sind jedoch groRRenteils noch in der
Entwicklungsphase und daher fiir einen breiten Einsatz noch nicht geeignet. Damit verbleibt
zum direkten Markieren der Proteine — zum Beispiel mit Fluoreszenzproteinen — nur die
Moglichkeit der transienten Expression dieser Fusionsproteine. Die transiente Expression
fihrt jedoch zur Uberexpression des Zielproteines, da das Fusionsprotein zusitzlich zum
endogenen Protein exprimiert wird. Zwar besteht die Mdglichkeit regulierbare oder
endogene Promotoren zur Expression vom Plasmid zu nutzen, doch die grundsatzliche
Problematik bleibt bestehen. Bei der Analyse der Lokalisationen des Proteins mit Hilfe der
konventionellen, beugungsbegrenzten Lichtmikroskopie kann mit diesem Problem
umgegangen werden, da hier nur darauf geachtet werden muss, dass es zu keinen groben
Lokalisationsverdnderungen durch die Uberexpression und zu keinen die Morphologie
verindernden Effekten (Uberexpression von mitochondrialen Proteinen fiihrt oft zur
Fragmentierung der Mitochondrien) kommt. Bei der Untersuchung der Sub-
mitochondrialen Proteinlokalisation mittels der beugungsunbegrenzten Nanoskopie reicht
dies jedoch nicht aus, da in diesem MaRstab die Proteinlokalisation auch bei moderater

Uberexpression verdndert sein kann.

Aus diesem Grund wurde im Rahmen dieser Arbeit mit Immuno-Fluoreszenzfarbungen

gearbeitet. Hierbei wurden kommerziell erhdltliche Antikorper verwendet, die mit
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Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten Sekundarantikorpern nachgewiesen wurden. Dies fihrt
zu einer Amplifikation des Signals, da mehrere Sekundarantikbrper an einen
Primarantikorper binden kdnnen und jeder Sekundarantikorper mit mehreren Fluorophoren

gekoppelt sein kann.

Eine weitere wichtige Uberlegung betrifft die Auswahl der zu verwendenden Zellen. Diese
sollten ein paar wenige aber wichtige Kriterien erflllen. Es sollten humane Zellen sein, die
morphologisch fiir die mikroskopische Analyse geeignet sind. Das bedeutet, dass die Zellen
nach Maoglichkeit sehr flach sein und die Mitochondrien in diesen Zellen somit auch
ausgebreitet in moglichst einer Ebene liegen sollten. AuBerdem sollten Primarzellen
verwendet werden, um einen moglichst natiirlichen zellularen Kontext zu gewahrleisten.
Verschiedene unsterbliche Zelllinien sind zwar gut charakterisiert und in einer Vielzahl von
Studien verwendet worden, es ist aber bekannt, dass diese Zellen eine Vielzahl genetischer
und damit zelluldrer Veranderungen aufweisen, die hier moéglicherweise einen Einfluss auf
die Ergebnisse haben konnten. Daher fiel die Wahl auf priméare, adulte Haut-Fibroblasten

(Kukat et al., 2011), die alle oben geforderten Voraussetzungen erfiillen.

Es stellte sich nun die

Hess Neo Hela kDa  Frage die Lokalisation
welches Proteins in
R IC)\_ — —
mitofilin [/ | —_— 72 einem ersten Ansatz
m

untersucht werden

sollte. Da Uber die

Zusammensetzung des
B-Actin -" —_— 43

MINOS-Komplexes in

Sauger-Zellen

Abb. 3.1 Der Mitofilin-Antikorper erkennt spezifisch Mitofilin. wesentlich weniger

Western-Blot von Gesamtzelllysaten von primadren, adulten, humanen gesicherte Daten
Fibroblasten (Hess), primaren, neonatalen, humanen Fibroblasten

(Neo) und Hela-Zellen. Die Membran wurde mit einem Antikérper Verfligbar sind als Gber
gegen Mitofilin dekoriert. Es sind die Banden fiir die ,precursor’-Form
von Mitofilin (p) und das reife Mitofilin (m= ,mature”) zu sehen. Als
Ladekontrolle wurde B-Actin visualisiert. des Komplexes in Hefe-

die Zusammensetzung
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Zellen, fiel die Entscheidung auf eine der beiden Kernkomponenten des Komplexes
(Mitofilin und MINOS1 in humanen Zellen — entsprechen Fcj1 und Mio10 in S. cerevisiae), da
davon ausgegangen werden kann, dass diese beiden (Kern-)Komponenten bevorzugt im
MINOS-Komplex lokalisiert sind, was sich nicht ohne Weiteres fiir verschiedene weitere
mogliche Interaktionspartner voraussetzen ldsst. Die bisher am besten charakterisierte
Komponente ist Mitofilin. Daher wurde gegen dieses Protein ein geeigneter Antikorper
gesucht, der dann sowohl im Western-Blot (Abb. 3.1), als auch in der Immunofluoreszenz

(Abb. 3.2) getestet wurde.

Im Western-Blot zeigte sich, dass das verwendete polyklonale Antiserum gegen Mitofilin
dieses Protein in verschiedenen Zelllinien spezifisch erkennt (Abb. 3.1). Da Gesamtzelllysate
flir den Versuch verwendet wurden, sind zwei distinkte, sehr dicht beieinander liegende
Banden zu sehen, die den Mitofilin-Vorlaufer (,precursor”) mit der Prdasequenz und das

kirzere, reife Mitofilin (,,mature”) ohne Prasequenz reprasentieren (vgl. (John et al., 2005)).

Da das Antiserum im Western-Blot gut funktionierte und Mitofilin damit spezifisch
nachweisbar war, wurde es in einem nachsten Schritt in der Immunofluoreszenz getestet.
Hierzu wurden primare, adulte, humane Haut-Fibroblasten chemisch fixiert und mit dem
Antiserum gegen Mitofilin dekoriert. Das Antiserum farbte das gesamte mitochondriale
Netzwerk, das in diesen Fibroblasten weit ausgestreckte tubuldre Strukturen bildet, die tber

die ganze Zelle verteilt sind (Abb. 3.2).
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Abb. 3.2 Mitofilin ist ein mitochondriales Protein.

Humane adulte Fibroblasten wurden mit Antiserum gegen Mitofilin dekoriert (rot/gelb).
AuBerdem wurden zusétzlich die Mikrotubuli mit einem anti-Tubulin-Antikdrper (griin), das Aktin-
Zytoskelett mit einem Phalloidin-Konjugat (grau) und die DNA mit DAPI (blau) angefarbt.

(GroBenbalken: 10 um)

Es konnte beobachtet werden, dass der verwendete (Mitofilin-) Antikoper kein
nennenswertes Hintergrundsignal zeigte und somit eine hohe Spezifitat aufweist.
AuBerdem konnte mit dem Antikorper ein starkes Signal erreicht werden. Beides sind sehr
gute Voraussetzungen fir die die Verwendung der Farbungen fiir eine STED-mikroskopische
Analyse. Fir diese Analyse wurden in einem nachsten Schritt mogliche Effekte zentraler

Aspekte der Probenvorbereitung auf die Qualitat der Bilder untersucht und fir die STED-

Mikroskopie optimiert.
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3.1.2 Optimierung und Kontrolle der Probenvorbereitung fur die STED-Mikroskopie

Die fur die hochauflésende Lichtmikroskopie notwendige Probenvorbereitung ist zwar in
allen Schritten beschrieben (Wurm et al., 2010), wie sie sich auf das Mitofilin-Signal und die

Qualitat dieser spezifischen Farbung auswirkte musste jedoch ermittelt werden.

Die Probenvorbereitung von Zellkulturzellen fiir die Fluoreszenzmikroskopie beinhaltet drei,
fiir die Ultrastruktur und die Morphologie von Zellen und insbesondere von Mitochondrien
in diesen Zellen kritische Schritte. Diese bestehen in der Fixierung, der Permeabilisierung

und der Einbettung der Zellen.

Der erste dieser Schritte ist die Fixierung der Zellen. Fiir die Fluoreszenzmikroskopie werden

40| PR 30
Abb. 3.3 Kontrolle des Mitofilin-STED-Signals in Mitochondrien primarer, humaner
Fibroblasten bei Verwendung verschiedener Fixative.

Alle Bedingungen - auBer dem verwendeten Fixativ - wurden in den
verschiedenen Farbungen konstant gehalten. Es wurden die in den einzelnen
Bildern angezeigten Fixative verwendet (FA = Formaldehyd; MeOH = Methanol; GA
= Glutaraldehyd). Zum Vergleich der Helligkeiten ist jeweils der Farbraum mit
angegeben. (GroBenbalken: 1 um)
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Zellen typischerweise mit Aldehyden oder mit eiskalten Alkoholen (Methanol, Ethanol) bzw.
Aceton fixiert. So wurden in einem ersten Schritt die gebrauchlichsten Fixative getestet und
das Mitofilin-Signal auf seine Helligkeit und die Lokalisation der Cluster hin im STED-
Mikroskop untersucht (Abb. 3.3).

Die Lokalisation des Mitofilin-Signals war unter allen Fixativ-Bedingungen, unter denen
Mitchondrien tGberhaupt aufgenommen werden konnten, unverdandert (Abb. 3.3). D.h. die
Lokalisation des Mitofilin-Signals ist nicht auf eine bestimmte Art der Fixierung
zuriickzufiihren. Es sind jedoch klare Qualitatsunterschiede der resultierenden Bilder —
sowohl unspezifisches Hintergrundsignal als auch Helligkeit der Strukturen betreffend — zu
erkennen. Die Verwendung von Glutaraldehyd resultierte gar in einem so starken
Hintergrundsignal, dass keine spezifischen Strukturen mehr erkennbar waren. Die
Autofluoreszenz von Aldehyden — insbesondere und vor allem von Glutaraldehyd — ist ein
bekanntes Phanomen, kann aber z. B. durch Verwendung von Natrium-Borhydrid verbessert
werden. Die Anwendung von Formaldehyd in einer Konzentration von 4% in PBS fiihrte

jedoch zum besten Ergebnis und wurde daher im Folgenden weiter verwendet.

In einem zweiten Schritt wurden die zur Permeabilisierung der Zellen notwendigen
Detergenzien getestet. Bei der Verwendung von organischen Losungsmitteln zur Fixierung
von Zellen werden diese auch gleichzeitig permeabilisiert, da hier jedoch Formaldehyd als
bestes Fixativ zur Anwendung kam, bestand die Notwendigkeit eines extra Schrittes zur
Permeabilisierung der Membranen. Hierzu steht eine grofle Vielfalt an Detergenzien zur
Verfligung, von denen hier einige gdngige getestet wurden. Triton-X-100 ist ein fir die
Fluoreszenzmikroskopie besonders geeignetes und breit eingesetztes nicht-ionischen
Detergens (Wurm et al.,, 2010) und wurde daher in verschiedenen Konzentrationen
verwendet. AulRerdem wurden Tween 20, SDS (,,sodium dodecy! sulfate”) und zuséatzlich

Saponin als besonders mildes Detergens getestet (Abb. 3.4).
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4% FASLY o 3
0.5% Triton X“100 ..+ =~
Mowiol

4% FA
1% Tween 20
Mowiol

4% FA
0.25% Triton X-100
Mowiol

4% FA
0.5% SBS
Mowiol * -

4% FA
0.1% Triton X=100
Mowiol

4% FA
1% Saponin
Mowiol

a5 45 45
Abb. 3.4 Kontrolle des Mitofilin-STED-Signals in Mitochondrien primarer, humaner
Fibroblasten bei Verwendung verschiedener Detergenzien.

Alle Bedingungen - aufler dem verwendeten Detergens - wurden in den
verschiedenen Farbungen konstant gehalten. Es wurden die in den einzelnen
Bildern angezeigten Fixative verwendet. Zum Vergleich der Helligkeiten ist jeweils
der Farbraum mit angegeben. (GréBenbalken: 1 um)

Auch die Verwendung unterschiedlicher Detergenzien hatte keinen Einfluss auf die
Lokalisation des Mitofilin-Signals (Abb. 3.4). Mit dem nicht-ionischen Detergens Tween 20
(=Polysorbat 20) konnte keine spezifische Mitofilin-Farbung durchgefiihrt werden, woraus
sich schlieBen ldsst, dass dieses Detergens in der verwendeten Konzentration die
Zuganglichkeit von mitochondrialen Innermembranproteinen fiir Antikdrper nicht
gewdhrleisten konnte. Alle anderen verwendeten Detergenzien waren flir die
Immunofluoreszenz-Farbung von Mitofilin geeignet. Als bestes Detergens stellte sich Triton-
X-100 heraus, wobei kein entscheidender Unterschied zwischen verschiedenen

Konzentrationen dieses Detergens beobachtet werden konnte.
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4% FA
“0.5% Triton X-100
Mowiol: « 3+

4% FA
0.5% Triton X-100
ProLong Gold

4%FA
0.5% Triton X-100.
SlowFade-Gold *

4% FA
0.5% Triton X-100
Vectashield HardSet

35]
Abb. 3.5 Kontrolle des Mitofilin-STED-Signals in
Mitochondrien primadrer, humaner Fibroblasten bei
Verwendung verschiedener Einbett-Medien.

1> T

Alle Bedingungen - auBer dem verwendeten Einbett-
Medium - wurden in den verschiedenen Farbungen
konstant gehalten. Es wurden die in den einzelnen
Bildern angezeigten Medien verwendet. Zum
Vergleich der Helligkeiten ist jeweils der Farbraum mit
angegeben. (GroBBenbalken: 1 um)

Als letzter entscheidender Faktor
wurde nun das Einbettmedium der
Immunofluoreszenz-gefarbten Zellen
getestet. Dem Einbettmedium kommt
eine wichtige Rolle — vor allem bei der
Verwendung hoch-numerischer
Objektive — zu, da eine Diskrepanz
zwischen dem refraktiven Index des
Immersionsmediums (in diesem Fall
Immersionsol) und dem verwendeten
Einbettmedium zu spharischen

Aberrationen fuhrt. Ein weiteres
mogliches Problem, das durch die
Medien

die

Verwendung  bestimmter

entstehen kann, ist

morphologische Veranderung von

zelluldren  Strukturen, die durch

Schrumpfungs-Effekte beim Ausharten

einiger dieser Medien entstehen

kénnen. Daher sollte das

Einbettmedium sorgfaltig ausgewahlt

werden. Zusatzlich gewahrleisten einige dieser Medien ein reduziertes Photobleichen der

Fluorophore. Hier wurden vier verschiedene dieser Medien getestet, darunter Mowiol, dem

DABCO (1,4-diazabicyclo[2.2.2]octan) als Antioxidans zur Reduzierung von Photobleichen

zugesetzt wurde (Wurm et al., 2010), und drei verschiedene kommerzielle Einbettmedien

(Abb. 3.5). Es ist zu erkennen, dass das Mitofilin-Signal in allen vier verwendeten

Einbettmedien vergleichbar aussieht (Abb. 3.5). Die Qualitat der Bilder, hier insbesondere

der Helligkeit der Fluoreszenzsignale, unterschied sich jedoch signifikant und Mowiol (mit

DABCO) erwies sich als beste Wahl fiir die vorliegenden Analysen.
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Zusammenfassend konnten die besten Bedingungen fiir die Probenvorbereitung fiir die
STED-mikroskopische Analyse des Mitofilin-Signals gefunden werden. In einem nachsten
Schritt sollte nun die Lokalisation von Mitofilin in den Mitochondrien der optimierten

Proben untersucht werden.

3.1.3 Das humane Mitofilin ist innerhalb der Mitochondrien in Clustern lokalisiert

Primdre, humane Fibroblasten wurden gemadR dem optimierten Protokoll fixiert,

permeabilisiert, mit dem Mitofilin-Antiserum markiert und eingebettet. Die

| - konfokal

Abb. 3.6 Mitofilin ist in einzelnen Clustern in Mitochondrien primaérer, adulter, humaner
Fibroblasten lokalisiert (bearbeitet aus (Jans et al., 2013)).

Im STED-Bild (B) zeigt sich, dass Mitofilin in einzelnen, unterscheidbaren Clustern
lokalisiert ist, wahrend im konfokalen Bild (A) die Cluster nicht aufgeldst werden
kénnen, so dass sie als eine verwaschene, zusammenhangende Struktur erscheinen.
(GroBenbalken: 1 um)

52



Ergebnisse

Primarantikorper wurden dann mittels eines Sekundarantikorpers, der mit einem speziell
fir die STED-Mikroskopie besonders geeigneten Farbstoff gekoppelt war (KK114; compound
6 (Kolmakov et al., 2010)), nachgewiesen (Abb. 3.6). Fiir die Mikroskopie wurde ein Infrarot-
STED-Aufbau genutzt, der die Aufnahme grolRer Bild-Bereiche (maximal 200 x 200 um) und

eine Auflésung von circa 40-50 nm ermoglicht.

Mitofilin zeigt in STED-Bildern von lang ausgestreckten Mitochondrien (besonders in der
Nahe der Zellperipherie) eine Lokalisation vorwiegend in einzelnen Clustern (Abb. 3.6 B), die
mit einem konfokalen Mikroskop nicht auflésbar und daher nicht erkennbar sind (Abb. 3.6
A). Diese Cluster sind mit einem durchschnittlichen Durchmesser von ca. 85 nm groler als
die Auflésung des verwendeten Mikroskops. Daraus ldsst sich schlieen, dass jeder der

Cluster aus mehr als einem einzelnen Mitofilin-Protein besteht.

Mitofilin ist also ein Protein, das in den Mitochondrien in einzelnen Clustern, die mehr als
ein einzelnes dieser Proteine enthalten, lokalisiert ist. Es stellte sich nun die Frage, wie diese
Cluster innerhalb einer Zelle angeordnet sind und ob sich bei diesem fir die Cristae-Struktur
entscheidenden Protein vielleicht ein dhnlicher inner-zellularer Gradient wie flr

Komponenten des TOM-Komplexes (Wurm et al., 2011) feststellen lasst.

3.1.4 Die Mitofilin-Lokalisation weist einen intrazellularen Gradienten auf

Zur Analyse der inner-zellularen Dichteverteilung der Mitofilin-Cluster wurden maglichst
grofRe Ausschnitte der verwendeten Fibroblasten aufgenommen. Es zeigte sich, dass die
Dichte der Cluster in der Regel mit zunehmendem Abstand zur Mitte der Zelle (der Mitte

des Zellkerns) abnimmt (Abb. 3.7).
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A STED Ubersicht

Nukieus|—————» [Peripherie] |

Abb. 3.7 Mitofilin-Cluster sind in der Ndhe des Zellkerns dichter als am Rand der Zelle
(bearbeitet aus (Jans et al,, 2013)). (B und C) VergréBerungen der umrandeten Bereiche in (A).
(GroBenbalken: 20 um in A; 1T um in B und Q).

Die Mitofilin-Cluster sind in Mitochondrien in der Nahe des Zellkernes deutlich dichter
verteilt als in Mitochondrien am Rand der Zelle (Abb. 3.7). Rund um den Zellkern ist auch
das mitochondriale Netzwerk weitaus dichter und starker verzweigt als am Rand der Zelle
und die Mitofilin Cluster in diesen perinukledaren Mitochondrien sind oft so dicht, dass die
Cluster nicht voneinander zu trennen sind (Abb. 3.7 B). In der Peripherie der Zelle sind die
Mitofilin-Cluster hingegen deutlich weniger dicht verteilt (Abb. 3.7 C). Dies zeigte sich in
einer Vielzahl von Zellen, um die Dichteverteilung der Mitofilin-Cluster jedoch objektiv
beurteilen zu kdnnen, musste die Dichte automatisiert durch eine Varianzanalyse analysiert

werden.

Die Varianzanalyse ist eine Moglichkeit, die Dichte von Clustern robust und relativ einfach
unter einer Vielzahl von Bedingungen zu analysieren (Wurm et al., 2011). Bei der
Varianzanalyse wurde die lokale Varianz in den Bildern innerhalb von ROIs (,region of
interest”) mit einem Durchmesser von sieben Pixeln (~140 nm) bestimmt und das Ergebnis
dem zentralen Pixel zugeordnet. AuRerdem wurden die einzelnen Varianzen gegen die

quadrierte durchschnittliche Intensitdt des entsprechenden ROIs normalisiert, um
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A STED Ubersicht

[Nukleus|————————————>[Peripherie]

Abb. 3.8 Mitofilin-Cluster sind in der Nahe des Zellkerns dichter als am Rand der Zelle (bearbeitet
aus (Jans et al., 2013)).

(A) Ubersicht tiber dieselbe priméare, humane Fibroblastenzelle, die in Abb. 3.3 dargestellt ist. (B)
Plot von [1-cv’] Werten, aufgetragen gegen den Abstand vom Zellkern. cv? ist dabei die
normalisierte Varianz. Die blauen Kreise stehen fiir 100 bins, die ca. 9 x 10° individuelle [1-cv?]-
Werte zusammenfassen. Die rote Linie reprdsentiert eine lineare Regression der individuellen
[1-cv?]-Werte. Die negative Steigung zeigt an, dass die Cluster in der Nahe des Kerns dichter
verteilt sind, als am Rand der Zelle. (Gro3enbalken: 20 um)

unabhangig von der absoluten Helligkeit der Strukturen zu sein. Dies wurde fir jeden Pixel
des Bildes wiederholt, so dass jeder Pixel am Ende die jeweilige normalisierte lokale Varianz
(cv’) reprisentierte. Da ein niedriger
normalisierter Varianzwert in diesem Ansatz
eine dichte Clusterverteilung anzeigt (die
normalisierte Varianz spiegelt jedoch eine
Reihe von Faktoren wie zum Beispiel die
Verteilung und die GroRRe der Cluster und das
Verhaltnis des Cluster-Signals zum

mitochondrialen Hintergrundsignal wieder)

und ein hoher normalisierter Varianzwert eine

weniger dichte Clusterverteilung

Abb. 3.9 Lokalisation von Mitofilin-Clustern in . ) "
Hela-Zell-Mitochondrien reprasentiert, wurde der [1- cv]-Wert

Reprasentative STED-Aufnahme einer mit berechnet, so dass ein hoher Wert eine dichte

Mitofilin-Antikérper gefarbten Hela-Zelle.

(GroRenbalken: 1 um) Clusterverteilung und ein niedriger Wert eine
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90

% der Zellen

- +

Steigung der [1-cv2]-Werte
(n=67)

Abb. 3.10 Mitofilin-Cluster weisen in den
meisten Hela-Zellen einen Gradienten - von
einer dichten Verteilung um den Zellkern zu
einer weniger dichten Verteilung am Rand der
Zelle - auf.

Hela-Zellen wurden mit Mitofilin Antikdrpern
markiert und 67 Zellen mit einem STED-
Mikroskop aufgenommen. Die Bilder wurden
einer Mitochondrien-Varianz-Analyse
unterzogen und die Steigung der linearen
Regression der Werte der Einzelzellen (vgl. Abb.
3.8) dargestellt (- : negative Steigung; + : positive
Steigung).

weniger dichte Clusterverteilung anzeigt.
Bild-
die

Nun mussten nur durch einen
Segmentierungs-Algorithmus

Mitochondrien identifiziert werden. Diese
Maske wurde dann genutzt, um alle nicht-
mitochondrialen Varianzen auszuschlieRen.
Die Ergebnisse dieser Analyse wurden

anschlieBend gegen den Abstand der

jeweiligen [1-cv’]-Werte zur Mitte des
Zellkerns geplottet und fiir die Werte eine
Regressionsgerade bestimmt. Dies wurde
die

fr in Abb. 3.7 dargestellte Zelle

durchgefihrt (Abb. 3.8). Die
Regressionsgerade durch die [1-cv’]-Werte
der Mitochondrien dieser Zelle wies eine
negative Steigung auf, was bestatigt, dass
die Mitofilin-Cluster in dieser Zelle in
Mitochondrien in der Ndhe des Zellkernes
dichter verteilt sind als in Mitochondrien an
der Zellperipherie (Abb. 3.8. B).

Um die Dichte-Verteilung der Mitofilin-

Cluster an einer statistisch relevanten
Menge von Zellen durchfiihren zu kénnen,
wurde dieses Prinzip der Varianzanalyse
auch fir die Verteilung von Mitofilin-
Clustern in Hela-Zellen durchgefiihrt. Diese

Zelllinie hat den Vorteil, dass die einzelnen

Zellen wesentlich kleiner als die primaren, adulten, humanen Fibroblasten sind und somit

eine weit hohere Anzahl von Zellen in der gleichen Zeit aufgenommen werden kann. Da die
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Mitofilin-Cluster in diesen Zellen eine dhnliche Lokalisation wie in den Fibroblasten
aufweisen (Abb. 3.9), wurden die Hela-Zellen fur diese Art der Analyse fiir geeignet
befunden. Insgesamt wurden die STED-Daten der Mitofilin-Verteilung von 67 Hela-Zellen
ausgewertet. In den meisten dieser Zellen (82%) konnte eine dichtere Mitofilin-Cluster-
Verteilung in Mitochondrien in der Ndhe des Zellkernes als am Rand der Zelle beobachtet

werden (Abb. 3.10).

Obwoh!l dieser Gradient in Ubereinstimmung mit physiologischen intrazelluldren
Gradienten, wie z. B. dem Membranpotential und dem Gradienten fir Komponenten der
Translokase der duBeren Membran (TOM), zu sehen ist (Wurm et al., 2011), lasst sich nicht
ganzlich ausschlieBen, dass ein solcher Dichte-Gradient mit einer intrazellular
ungleichmaRigen Farbeeffizienz zusammenhangt. Daher wurde dieses mogliche Problem

untersucht.

Der intrazelluldre Mitofilin-Gradient ist kein Farbeartefakt

Um zu Uberprifen, ob die in den beiden humanen Zelllinien beobachteten Mitofilin-Cluster-
Dichte-Gradienten nicht darauf zurtckzufiihren sind, dass die Immunofluoreszenzfarbung
rund um den Zellkern effektiver funktioniert als am Rand der Zelle, wurde die Intensitat des
Fluoreszenzsignals untersucht. Diese korreliert mit der Dichte der Cluster, was dazu fihrt,
dass die Intensitat des Mitofilin-Fluoreszenzsignals im Zentrum der Zelle héher ist als an der
Peripherie (Abb. 3.11 A und B). Ware der Gradient auf Unterschiede in der Farbeeffizienz
zuriickzufiihren, musste dieser bei allen Farbungen auftreten. Es zeigte sich jedoch, dass in
Immunofluoreszenzbildern anderer Strukturen wie z. B. der Peroxisomen kein solcher
Gradient bzw. in Teilen sogar ein umgekehrter Gradient zu beobachten ist (Abb. 3.11 C und
D).

Eine weitere mogliche Fehlerquelle bei der Analyse von Clusterdichten innerhalb von
Mitochondrien besteht darin, dass in Bereichen, in denen die mitochondrialen Tubuli sehr
dicht verteilt sind (rund um den Zellkern), das Fluoreszenzsignal direkt

Ubereinanderliegender Tubuli — aufgrund der konfokalen axialen Auflésung des
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Abb. 3.11 Mitofilin weist einen Gradienten vom Zentrum zum
Rand der Zelle hin auf, wahrend das Peroxisomen-Protein PMP70
keinen bzw. einen umgekehrten Gradienten aufweist.

(A) Ubersicht (ber dieselbe Zelle, die in Abb. 3.7 und 3.8
dargestellt ist. (B) In dieser Zelle weist das Mitofilin-Signal einen
Intensitatsgradienten auf, der den Dichtegradienten (Abb. 3.7 und
3.8) wiederspiegelt. (C) Ubersicht (iber das PMP70 (Peroxisomen)-
Signal in zwei PtK2-Zellen. (D) In diesen Zellen weist das PMP70-
Signal einen umgekehrten (oben) bzw. keinen (unten)
Intensitatsgradienten auf. (GroBBenbalken: 20 pm in (A); 10 pm in
Q)

verwendeten STED-
Mikrokops — gleichzeitig
aufgenommen werden
und sich dadurch quasi
Dies

addieren kann.

kdnnte in Bereichen mit
einem dichten
mitochondrialen Netzwerk
in der

Auswertung zu

niedrigeren Varianz-
Werten (héheren [1- cv’]-
Werten) fiihren, die eine
dichtere Verteilung der
Cluster innerhalb dieser
Mitochondrien sug-
gerieren. Um den Einfluss
dieser moglichen
Fehlerquelle auszu-
schlieRen, wurden manuell
Bereiche, in denen
Mitochondrien moglicher-

weise Ubereinander liegen

aus den Auswertungen ausgeschlossen. Dies anderte jedoch nichts an dem Ergebnis, dass

Mitofilin in den untersuchten Zellen in Mitochondrien nahe des Zentrums der Zelle dichter

verteilt ist als in Mitochondrien an der Zellperipherie.

Daraus lasst sich schlieRen, dass der in 3.1.4 beschriebene Gradient kein Artefakt ist,

sondern dass die Dichte der Mitofilin-Cluster tatsachlich vom Zentrum der Zelle zum Rand

hin abnimmt. Nachdem die Dichteverteilung der Mitofilin-Cluster liber das mitochondriale

Netzwerk bestimmt worden war, wurde die sub-mitochondriale Verteilung von Mitofilin

58



Ergebnisse

untersucht. Da Hinweise auf zusammenhangende, libergeordnete Strukturen von MINOS-
Komplex-Komponenten in Hefe-Zellen (Hoppins et al., 2011) existieren, fiihrte dies zu der
Frage, ob es eine zusatzliche sub-mitochondriale Ordnung und Organisation der Mitofilin-

Cluster in den Mitochondrien von Saugerzellen gibt.

3.1.5 Die sub-mitochondriale Mitofilin-Lokalisation ist hoch geordnet

Die Untersuchung von Proteinlokalisationen innerhalb der Mitochondrien, die mit einem
Durchmesser von 150-500 nm in der gleichen GroRenordnung wie die Auflésung
konventioneller Mikroskope sind (vgl. Abb. 1.8) erfordert eine mikroskopische Technik die
eine Auflésung bietet, welche eine valide Analyse ermdglicht. Die in dieser Arbeit zur
Analyse der MINOS-Komplex-Komponenten, hier von Mitofilin, verwendete Technik war die
STED-Mikroskopie. Sie ermoglicht, wie in 1.4.1 ausgefihrt, eine theoretisch unbegrenzte
Auflosung — im Falle des hier verwendeten Mikroskops und des verwendeten Farbstoffes
war die laterale Auflésung ca. 40-50 nm. Ein gewdhnliches STED-Mikroskop ermoglicht
jedoch keine verbesserte axiale, sondern hat in dieser Richtung eine konfokale Auflésung.
Dies fiihrt dazu, dass bei Aufsicht auf ein Mitochondrium mit einem solchen Mikroskop (wie
in einem konventionellen konfokalen Mikroskop) das resultierende Bild quasi eine
Aufsummierung der Signale der ganzen Mitochondrienmembran entlang der z-Achse (axial)
darstellt. Daraus ergibt sich die Frage, wie sich dieser Effekt auf die Bilder von
Membranproteinen auswirkt und wie diese Bild-Daten folglich zu interpretieren sind. Aus
diesem Grund wurden Simulationen durchgefiihrt, in denen angenommen wurde, dass das
zu untersuchende Protein entweder in der dufleren Mitochondrienmembran oder in der
inneren Grenzflichenmembran lokalisiert und Gber diese zufillig verteilt ist und die Daten
mit einer dem verwendeten STED-Mikroskop vergleichbaren Auflésung detektiert werden

(Abb. 3.12).
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sim. Rohdaten sim. Rohdaten Gefaltet - STED PSF
Seitenansicht Aufsicht Aufsicht
Maximalprojektion Maximalprojektion zentrale Ebene

Abb. 3.12 Simulation verschiedener Dichten von zuféllig verteilten Punkten auf einer
dreidimensionalen Réhre mit einem Durchmesser von 200 nm. Die einzelnen Punkte sind kleiner
als die STED-PSF, fiir die hier eine Grof3e von 50 * 50 * 800 nm (x * y * z) angenommen wurde. In (A)
ist die Oberflache der Réhre komplett gefiillt, wahrend in (B) die einzelnen Punkte dicht und in (C)
weniger dicht Gber die Oberflache der Rohre verteilt sind. (GréBenbalken: 500 nm)

Die Simulation zeigte, dass — wie oben besprochen — das Signal aller zufdllig Gber die

Oberflache eines Tubulus (welcher einen — einem typischen Mitochondrium
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entsprechenden — Durchmesser von 200 nm hat) verteilter Punkte bei Fokussierung der
zentralen Tubulus-Ebene und unter Annahme einer typischen STED-PSF im resultierenden
Bild zu sehen ist (Abb. 3.12, A-C, rechte Spalte). Dies fuhrt dazu, dass Punkte, die Uber die
Oberflache eines Tubulus verteilt sind (dies entspricht zum Beispiel einer Lokalisation in der
dulleren Mitochondrienmembran oder in der inneren Grenzflichenmembran), im
resultierenden Bild nicht auBen an den Randern des Tubulus zu sehen sind, sondern dass
die Punkte lber den gesamten Tubulus verteilt erscheinen (Abb. 3.12 B und C, rechte
Spalte). In Abb. 3.12 C (rechte Spalte) lasst sich auch beobachten, dass solche zufillig
verteilten Punkte im resultierenden Bild scheinbar Strukturen bilden kénnen, da das Auge
solche Punkte leicht verbindet und Strukturen in unstrukturierten Anordnungen sucht.
Daher kdnnte man aus diesen Daten — besonders wenn die laterale Auflésung noch etwas
schlechter wédre und die einzelnen Punkte daher noch etwas groBer widren -
moglicherweise auch etwas wie eine Helix-Struktur herauslesen, ohne dass diese den Daten

zugrunde lage.

Es konnte also gezeigt werden, dass das gesamte Signal von Strukuren, die Uber die
Oberflache eines mitochondrialen Tubulus verteilt sind, in den resultierenden STED-
mikroskopischen Bildern praktisch aufsummiert erscheint und daher auch solche Signale
(ebenso wie Signale, die im Inneren des Tubulus verteilt sind) innerhalb des Tubulus
lokalisiert erscheinen. AuRerdem wurde gezeigt, dass Lokalisationen von Signalen, die eine
Ubergeordnete Struktur andeuten, mit besonderer Sorgfalt ausgewertet werden missen,

um Fehlinterpretationen zu vermeiden.

Um die sub-mitochondriale Lokalisation von Mitofilin zu untersuchen, wurden nun
moglichst groRe Bereiche von primdren, humanen Fibroblasten mit dem STED-Mikroskop

aufgenommen und ausgewertet (Abb. 3.13).
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Abb. 3.13 Mitofilin ist am Rand der Mitochondrien lokalisiert (bearbeitet aus (Jans et al., 2013)).

Das grofe Bild zeigt die Ubersicht (iber eine primére, adulte, humane Fibroblastenzelle, die mit
einem Antikorper gegen Mitofilin markiert und mit einem STED-Mikroskop aufgenommen wurde.
Die nummerierten kleinen Bilder sind VergroBerungen der jeweiligen umrandeten Bereiche. Die
Graphen zeigen gemittelte Intensitdtsprofile quer lber die durch Klammern gekennzeichneten
Bereiche der Mitochondrien. (GréBenbalken: 10 um in dem grof3en Bild; 1 um in den Ausschnitten)
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Die Abbildung zeigt exemplarisch eine komplette mit Mitifilin-Antikérpern dekorierte
hochaufgelost aufgenommene primare, humane Fibroblasten-Zelle (Abb. 3.13; STED
Ubersicht). Bei naherer Betrachtung verschiedener einzelner Bereiche der so gefirbten
Mitochondrien zeigte sich, wie auch schon in anderen Abbildungen (Abb. 3.3, Abb. 3.4, Abb.
3.5, Abb. 3.6 B, Abb. 3.7 C und Abb. 3.9), dass in den allermeisten der horizontal zur
Wachstumsebene ausgerichteten (und damit senkrecht zur Langsrichtung aufgenommenen)
Mitochondrien eine hochgeordnete Lokalisation an den beiden Seiten des Mitochondriums
zu sehen war. Es war zu sehen, dass in den primaren, humanen Fibroblastenzellen diese Art
der ,strickleiterartigen” oder ,schienenartigen” Anordnung der Mitofilin-Cluster ein
allgemein zu beobachtendes Phdnomen ist. Diese Entdeckung war aus zwei Griinden
auBerst Uberraschend und unerwartet. Zum einen ist Mitofilin bekanntermallen ein
mitochondriales Innenmembranprotein (Gieffers et al., 1997) und wiirde als solches, ware
es gleichmaBig in der inneren Membran und somit auch in den Cristae lokalisiert, auch
innerhalb des Mitochondriums ein Signal zeigen und nicht nur am Rand. Das spricht dafiir,
dass Mitofilin hauptsachlich in oder in der Nahe der inneren Grenzflichenmembran
lokalisiert ist. Dies ist eine Voraussetzung flr die beobachtete Lokalisation von Mitofilin,
erklart sie aber noch nicht hinreichend, da, wie oben ausgefiihrt und in der Simulation (Abb.
3.12 B und C, rechte Spalte) zu sehen, ein lber die Oberfliche eines Tubulus verteiltes
Protein trotzdem im resultierenden Bild Signale lber das gesamte Mitochondrium zeigen
wiirde. Das weist darauf hin, dass in diesen Zellen die Mitofilin-Cluster zum einen in oder in
der Nahe der inneren Grenzflaichenmembran lokalisiert sind aber zum anderen diese Cluster
auch zusatzlich bevorzugt horizontal zur Wachstumsebene ausgerichtet sind. Das zeigt ein
unerwartet hohes Mal} an sub-mitochondrialer Organisation, die so fiir einzelne Proteine

noch nicht gezeigt wurde.

Diese hochorganisierte Lokalisation von Mitofilin sollte — obwohl, wie oben ausgefihrt und
in der Simulation (Abb. 3.12) gezeigt, nur durch die horizontale Anordnung nahe der
inneren Grenzflachenmembran zu erkldren — in einem néachsten Schritt experimentell durch
zwei-Farben-STED-Mikroskopie bestdtigt werden. Hierzu wurden die Mitochondrien der

Fibroblasten zusatzlich mit einem Antikdrper gegen eine Untereinheit der ATP-Synthase (die
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beta-Untereinheit) angefdrbt, von der bekannt ist, dass sie bevorzugt in den Cristae
lokalisiert ist (Wurm & Jakobs, 2006; Davies et al., 2011). Das ATP-Synthase-Signal markierte
daher in den STED-Bildern das gesamte Innere der Mitochondrien, wodurch die Lokalisation
des Mitofilin-Signals nun besser beurteilt werden konnte (Abb. 3.14 A). Zum Vergleich
wurde zusatzlich die Lokalisation des AuRenmembranproteins Tom20 im Verhaltnis zur

Lokalisation der beta-Untereinheit der ATP-Synthase untersucht (Abb. 3.14 B).

A "!3-#’ -

Uberlagerung

[willktrliche Einheit]
[willkirliche Einheit]

Intensitat
Intensitat

o

0 0.4 o= 0.4 [um] 0.8
Abb. 3.14 Mitofilin-Cluster sind horizontal auf beiden Seiten der Mitochondrien lokalisiert

(bearbeitet aus (Jans et al., 2013)).

(A und B) Zwei-Farben STED-Mikroskopie von mit Antikorpern gegen Mitofilin und die beta-
Untereinheit der ATP-Synthase (ATPS) (A) bzw. gegen das AuBenmembranprotein Tom20 und ATPS
(B) markierten Fibroblasten-Mitochondrien. In den Uberlagerungen ist ATPS in rot und Mitofilin
bzw. Tom20 in griin dargestellt. (C und D) Gemittelte Intensitatsprofile quer Uber die
Mitochondrien in den angezeigten Bereichen in (A) und (B). Das gemittelte Intensitatsprofil der
ATPS ist in rot und das von Mitofilin bzw. von Tom20 in griin dargestellt. (GréBenbalken: T um)

Die zwei-Farben-STED-mikroskopischen Bilder zeigen einen deutlichen Unterschied

zwischen der Lokalisation des Innenmembranproteins Mitofilin (Abb. 3.14 A) und der des
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AuBenmembranproteins Tom20 (Abb. 3.14 B). Mitofilin ist an den beiden Seiten des
Mitochondriums lokalisiert, was durch den Vergleich mit dem ATP-Synthase-Signal deutlich
(Abb. 3.14 A) und durch die gemittelten Intensitdtsprofile der beiden Signale
hervorgehoben wird (Abb. 3.14 C). Das gemittelte Intensitdtsprofil von Mitofilin, das durch
die Mittelung der — quer lber das Mitochondrium gemessenen — Einzelintensitatsprofile in
dem in Abb. 3.14 angezeigten Bereich erzeugt wurde, zeigt in der Mitte des
Mitochondriums (entlang der mitochondrialen Langsachse) ein Minimum, wahrend das
gemittelte Intensitatsprofil des ATP-Synthase-Signals eine einfache gaulische Verteilung und
dadurch im gleichen Bereich ein Maximum aufweist. Das Signal des
AuBenmembranproteins Tom20 ist hingegen Uber das gesamte Mitochondrium verteilt
(Abb. 3.14 B), was sich auch im gemittelten Intensitatsprofil Gber den angezeigten Bereich
des Mitochondriums zeigte (Abb. 3.14 D). Das Intensitdtsprofil von Tom20 wies — ebenso
wie das Intensitatsprofil der ATP-Synthase in dem entsprechenden Bereich — kein Minimum
in der Mitte des Mitchondriums (entlang der mitochondrialen Ldngsachse) auf, sondern

entsprach einer einfachen Gaul3-Verteilung.

Insgesamt belegt dies, dass die offensichtlich randsténdige Lokalisation von Mitofilin kein
optischer Effekt ist, sondern dieses Protein tatsachlich physikalisch in einer horizontalen
Ebene zu beiden Seiten des Mitochondriums angeordnet ist. In einem nachsten Schritt
sollte nun geklart werden, ob diese Lokalisation spezifisch fir die verwendete primare,
humane Fibroblastenzelllinie ist oder ob sie ein generelles Phdanomen in einer Vielzahl von

Zellen darstellt.

3.1.6 Mitofilin ist in einer Vielzahl von verschiedenen Zelllinien hoch geordnet

Wie in Abschnitt 3.1.1 beschrieben, wurde zur Analyse der Mitofilin-Lokalisation im
Wesentlichen mit primaren, humanen, adulten Fibroblasten gearbeitet, da diese als
Zellmodell mit natirlicher mitochondrialer Funktion und fir die mikroskopische Analyse als
besonders geeignet erachtet wurden. Die in 3.1.3 beschriebene hochgeordnete Lokalisation

von Mitofilin fUhrte jedoch zu der Frage, ob diese ein besonderes Merkmal der
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verwendeten Zellen ist oder ob sie auch in anderen Zellen auftritt und somit ein allgemeines

Phanomen darstellt.

Zu diesem Zweck wurde die Mitofilin-Lokalisation in weiteren Zelllinien untersucht. Dazu
gehorte die édlteste und weithin genutzte unsterbliche Hela-Zelllinie (humane Cervix-
Krebszellen), weitere primare, humane, aber neonatale Fibroblasten, die Vero-Zelllinie, die
aus Nierenepithelzellen der afrikanischen griinen Meerkatze (Chlorocebus sp.) gewonnen
wurde und die U20S-Zelllinie, welche eine humane Osteosarcomazelllinie ist. Diese Zellen
wurden mit dem Mitofilin-Antikdrper markiert und im STED-Mikroskop aufgenommen (Abb.

3.15).

mitofilin

Abb. 3.15 Lokalisation von Mitofilin in verschiedenen Zelllinien
(bearbeitet aus (Jans et al., 2013)).

Reprasentative STED-Aufnahmen von mit Mitofilin-Antikérpern gefarbten
Zellen der angezeigten Zelllinien (Hela-Zellen, neonatale humane
Fibroblasten (Neo), Vero-Zellen und U20S-Zellen). (GréBenbalken: 1 um)
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In allen hier untersuchten Zelllinien war Mitofilin in einzelnen, distinkten Clustern lokalisiert
(Abb. 3.15). Auch die charakteristische Mitofilin-Lokalisation an den beiden Seiten der
Mitochondrien, horizontal zur Wachstumsoberfliche zeigte sich in den meisten der
untersuchten Zelllinien deutlich. In den Hela-Zellen, den neonatalen Fibroblasten und den
Vero-Zellen war dies besonders gut zu sehen, wadhrend in den U20S-Zellen diese
Lokalisation nur in einzelnen kleinen Bereichen der Mitochondrien zu erkennen war (Abb.

3.15).

In allen untersuchten Zellen war eine Abhangigkeit der Sichtbarkeit dieser ,Strickleiter”-
Anordnung der Mitofilin-Cluster von der Ausrichtung und Form der Mitochondrien
erkennbar. So konnte beobachtet werden, dass lange, gerade Abschnitte der
Mitochondrien, deren Langsrichtung moglichst senkrecht zur optischen Achse ausgerichtet
war, am besten geeignet waren, um diese Lokalisation zu beobachten. In Mitochondrien,
die viele Krimmungen und Abzweigungen aufwiesen oder oft unterbrochen waren und nur
in kurzen Tubuli-Fragmenten vorlagen, war die Ordnung der Cluster haufiger unterbrochen
und die horizontale Ausrichtung der Cluster in einer Art ,Strickleiter“-Anordnung somit in

diesen Mitochondrien oft nicht erkennbar.

Zusatzlich spielte bei der Sichtbarkeit der horizontalen ,,Stickleiter“-Anordnung von Mitofilin
auch der Abstand der beobachteten Mitochondrien zum Zellkern eine Rolle, da zum einen
die Cluster in der Ndhe des Zellkernes — wie in 3.1.4 beschrieben — weitaus dichter
angeordnet waren und somit eine Trennung der einzelnen Cluster schwieriger war und zum
anderen die Mitochondrien rund um den Zellkern nicht so gleichmaRig wie am Rand der

Zelle horizontal in einer Ebene mit der Wachstumsebene ausgerichtet sind.

Somit konnte gezeigt werden, dass die spezifische Lokalisation von Mitofilin ein allgemein in
Mitochondrien von vielen adharenten Zelllinien zu beobachtendes Phanomen ist, dessen
Auspragung jedoch — auch aufgrund der unterschiedlichen Ausrichtungen der
Mitochondrien — variiert. Da Mitofilin eine Kernkomponente des MINOS-Komplexes ist,
stellte sich jedoch die Frage, ob andere Komponenten des MINOS-Komplexes oder

assoziierte Proteine auch eine dhnliche Lokalisation aufweisen.
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3.1.7 Kernkomponenten des MINOS-Komplexes haben eine dhnliche Lokalisation wie
Mitofilin

Da die bisherigen Analysen mit der MINOS-Komplex-Kernkomponente Mitofilin
durchgefiihrt wurden, sollten nun die Lokalisation anderer Komponenten des Komplexes
oder assoziierter Proteine untersucht werden. Wie in 1.3.1.1 beschrieben, ist bisher wenig
Uber die genaue Zusammensetzung des Komplexes in Sdugern bekannt, es gibt jedoch eine
Vielzahl moglicher Komponenten und Interaktionspartner. Die zweite Kernkomponente des
Komplexes, die auch von Hefe- zu Sadugerzellen konserviert ist, ist das Protein MINOS1
(Mio10 in der Hefe) (Alkhaja et al., 2012). Es bietet sich daher dafiir an, zu untersuchen, ob
die besondere Art der Lokalisation von Mitofilin nur auf dieses Protein zutrifft oder ob sie
die Lokalisation des MINOS-Komplexes wiederspiegelt. Eine zusatzliche im Menschen
konservierte Komponente des Komplexes ist CHCHD3 (vgl. Tab. 1.3). Dieses Protein ist auch
in einer Vielzahl von Veroéffentlichungen als Interaktionspartner von Mitofilin bzw. von
MINOS1 beschrieben worden (Xie et al., 2007; Darshi et al., 2011; Alkhaja et al., 2012; An et
al., 2012; Ott et al., 2012). Es viele weiterer Proteine fiir die Interaktionen mit dem Komplex
nachgewiesen wurden (s. Tab. 1.4 und (Alkhaja et al.,, 2012)), diese wurden jedoch alle
durch biochemische Analysen gefunden. Daher sollte hier untersucht werden, ob sie auf
Ebene einzelner Mitochondrien eine vergleichbare Lokalisation, wie der MINOS-Kern-
Komplex aufweisen. Es zeigte sich, dass die Komponenten des MINOS-Komplexes Mitofilin,
MINOS1 und CHCHD3 sehr ahnliche Lokalisationen zeigen (Abb. 3.16). Bei allen dreien
dieser Proteine ist die ,schienenartige” Anordnung der Cluster zu beobachten. Um zu
untersuchen, ob diese drei Proteine mit &hnlicher Lokalisation {ibergeordnete
zusammenhangende Strukturen bilden wurden die Antikorper gegen diese drei Proteine
zusammen auf die Fibroblastenzellen gegeben und es zeigte sich wieder eine
»Schienenartige” Anordnung der Cluster, wobei die einzelnen Cluster eine der Mitofilin-
Cluster alleine vergleichbare GroRe aufwiesen (~85 nm). Dieses Ergebnis spricht gegen eine
grofBere Superstruktur, die von den Komponenten des MINOS-Komplexes gebildet wird
(Hoppins et al.,, 2011), sondern fir eine Organisation der Komponenten in diskreten

Clustern. Es wurde im Rahmen dieser Arbeit auch versucht, die direkte Kolokalisation der
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Abb. 3.16 STED-Mikroskopie von MINOS-Komplex-
Komponenten und  modglichen  Interaktionspartnern

(bearbeitet aus (Jans et al., 2013)).

Primare, humane Fibroblasten wurden mit Antikdrpern gegen
die angezeigten Proteine gefarbt und im STED-Mikroskop
aufgenommen. (GroBenbalken: 1 pm)

MINOS-Komplex-Komponenten
durch zwei-Farben-STED-
Mikroskopie zu untersuchen. Da
alle fur diese Untersuchung
verfligbaren Antikdper aus dem
gleichen Organismus
(Kaninchen) stammten, musste

eine sequentielle Farbestrategie

entwickelt werden, die eine
Farbung jeweils zweier der
Primdrantikbrper mit  zwei
verschiedenen Sekundar-

antikérpern ermoglichte. Durch

diese sequenzielle Immuno-

fluoreszenzfarbung (vgl. 2.2.3.2)
konnten die MINOS-
zwei

hoch-

Kernkomponenten in
Detektions-Kanalen
aufgeldst aufgenommen

werden (Abb. 3.17). Damit
konnte gezeigt werden, dass
Mitofilin  mit den MINOS-

Komplex-Komponenten
CHCHD3 (Abb. 3.17 A) und
MINOS1 (Abb. 3.17 B) zwar in

grofRen Teilen kolokalisiert es

jedoch auch Cluster gibt, in
denen scheinbar nur eines der
Proteine

beiden angefarbten
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mitofilin §» Uberlagerung

Abb. 3.17 Zwei-Farben STED-Mikroskopie von mit Antikdrpern gegen CHCHD3 und
Mitofilin (A) sowie MINOST und Mitofilin (B) gefarbten primdren, humanen
Fibroblastenzellen (bearbeitet aus (Jans et al., 2013).

Die Mitochondrien der Fibroblastenzellen wurden durch einen sequenziellen
Farbeansatz mit Antikdpern gegen die angezeigten Proteine markiert und im zwei-

Farben STED-Mikroskop aufgenommen. In den Uberlagerungen ist Mitofilin in rot und

CHCHD3 (A) bzw. MINOST1 (B) in griin dargestellt. (Go3enbalken: 1um)

vorkommt, was fir verschiedene Subpopulationen dieses Komplexes spricht. Zur Analyse
der Lokalisation der Interaktionspartner des MINOS-Komplexes wurden die drei Proteine
SAM50, DnalC1ll und Tom20 herangezogen. Auch die Lokalisation weiterer moglicher
Interaktionspartner des Komplexes wurde zu adressieren versucht, es konnten jedoch keine

weiteren, fir die hochauflosende Immunofluoreszenz-Mikroskopie verwendbaren

Antikorper gefunden werden. SAM50 ist ein mitochondriales AuRenmembranprotein, das

70



Ergebnisse

als Untereinheit des SAM-Komplexes an der Assemblierung von B-barrel-
Aullenmembranproteinen beteiligt ist. Es wurde in einer Vielzahl von Publikationen
biochemisch gezeigt, dass dieses Protein mit MINOS-Komplex-Komponenten sowohl in
Sauger- als auch in Hefezellen interagiert (Xie et al., 2007; Darshi et al., 2011; Alkhaja et al.,
2012; Bohnert et al., 2012; Korner et al., 2012; Ott et al., 2012; Zerbes et al., 2012). In der
vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Lokalisation von SAM50 sich von der
der drei MINOS-Komplex-Komponenten unterscheidet, da es gleichmaBig Uber die
Membran der Mitochondrien verteilt ist (Abb. 3.16). Dies spricht gegen eine Interaktion der
gesamten MINOS- und SAM-Komplex Populationen, sondern eher fiir eine teilweise
Interaktion, moglicherweise von Subpopulationen dieser Komplexe. Ein dhnliches Resultat
wurde fir den peripheren Rezeptor der Translokase der dufleren Membran Tom20 erzielt.
Auch fur dieses Protein konnten in der Hefe biochemisch Interaktionen mit dem MINOS-
Komplex nachgewiesen werden (Bohnert et al., 2012; Zerbes et al., 2012), in den STED-
Bildern zeigte sich jedoch, dass Tom20 in Saugerzellen (iber die gesamte Mitochondrien-
Oberflache verteilt ist und sich somit in der Lokalisation von den MINOS-Komponenten
unterscheidet (Abb. 3.14 und 3.16). DnalC11 als dritter untersuchter Interaktionspartner
wies eine gdnzlich andere sehr viel weniger dichte Lokalisation auf, so dass auch fir dieses
Protein mit weitgehend unbekannter Funktion (DnalJC11l ein Mitglied der 40 kDa
Hitzeschockprotein-Subfamilie C) — obwohl es ebenso in verschiedenen Studien
biochemisch als Interaktionspartner von MINOS-Komplex-Komponenten beschrieben wurde
(Xie et al., 2007; Alkhaja et al., 2012) — eine komplette Kolokalisation und damit auch eine

vollstandige Interaktion mit allen MINOS-Komplexen ausgeschlossen werden konnte.

Es konnte also gezeigt werden, dass drei der Kernkomponenten des MINOS-Komplexes
(Mitofilin, MINOS1 und CHCHD3) eine vergleichbare, hochgeordnete Lokalisation in
Mitochondrien von adharenten Saugerzellen aufweisen und groBenteils kolokalisieren,
wobei sie keine vergroRerten, zusammenhangenden Strukturen bilden, sondern in diskreten
Clustern lokalisiert sind. Andere mit dem Komplex interagierende Proteine weisen eine
ganzlich unterschiedliche Verteilung innerhalb der Mitochondrien auf. Das hohe Mal der

Organisation der Lokalisation von MINOS-Kernkomponenten wirft die Frage auf, wo diese
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Komponenten ultrastrukturell innerhalb der inneren Mitochondrienmembran positioniert

sind und ob die innere Mitochondrienstruktur diese Ordnung wiederspiegelt.
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3.2 Analyse der Mitochondrien-Ultrastruktur und Position der Mitofilin-Cluster

Die Struktur der Innenmembran von Mitochondrien ist in einer Vielzahl von Studien
beschrieben worden (s. 1.3). In einer dieser Arbeiten wurde gezeigt, dass in bestimmten
Synapsen (Calyx of Held) die Cristae bevorzugt so ausgerichtet sind, dass die meisten Cristae
junctions in Richtung der prasynaptischen Membran ausgerichtet sind (Perkins et al., 2010).
Ein hohes Mal} an Organisation bei der Lokalisation der Cristae Junctions in Mitochondrien
anderer Zellen und anderer Zellbereiche wurde jedoch nicht konstatiert. Da in 3.1 gezeigt
wurde, dass der MINOS-Komplex in Mitochondrien ein hohes Mal an rdaumlicher
Organisation aufweist, wirft dies die Frage auf, was das fiir die Ultrastruktur der inneren
Mitochondrienmembran bedeutet. Waren die MINOS-Komplex-Cluster in Saugerzellen, wie
elektronenmikroskopische Untersuchungen von Immunogold-Farbungen des Hefe-MINOS-
Komplexes nahelegen, auch im Wesentlichen an den Cristae Junctions lokalisiert, wirde
dies implizieren, dass die Cristae Junctions lber die gesamte Zelle hoch organisiert und

vorwiegend in einer Ebene angeordnet waren.

3.2.1 Mitofilin ist an Cristae Junctions angereichert

In einem ersten Schritt wurde daher die Lokalisation der MINOS-Kernkomponente Mitofilin

im Mitochondrium analysiert.

Um die Ultrastruktur von Membranen im Detail untersuchen zu kdnnen, bietet sich, wie in
1.4.2 ausgefihrt, die Elektronenmikroskopie an. Mit dieser Technik lassen sich die
Membranen hochaufgeldst darstellen, es besteht jedoch das Problem, dass Lokalisationen
von Proteinen nicht in der gleichen Weise darstellbar sind wie in der
Fluoreszenzmikroskopie (vgl. 1.4). Eine Maoglichkeit um Lokalisationen von Proteinen
dennoch im Elektronenmikroskop untersuchen zu kénnen, ist die Immunogold-Farbung.
Hierzu werden Dilnnschnitte der zu untersuchenden Zellen mit einem entsprechenden
Primarantikoper und einem sekundaren Gold-Konjugat dekoriert. Die Effizienz solcher

Farbungen ist vor allem aufgrund der verhaltnismaRig groRen und schweren Goldpartikel
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sehr beschrankt und so missen die Daten einer Vielzahl von Bildern quantitativ

ausgewertet werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden hierzu Hela-Zellen vom Wachstumsuntergrund abgekratzt
und pelletiert. Die Zellen wurden daraufhin in Zusammenarbeit mit Dirk Wenzel (Facility fir
Elektronenmikroskopie, Max-Planck-Institut flr biophysikalische Chemie) nach der
Tokuyasu-Methode behandelt (Tokuyasu, 1973) und ultradiinne Kryoschnitte (~80 nm)
angefertigt, die dann mit einem primaren Antikorper gegen Mitofilin und sekundarem 10
nm Protein A-Gold markiert und im Transmissionselektronenmikroskop aufgenommen

wurden. Einige reprasentative Aufnahmen sind in Abb. 3.18 dargestellt.

Abb. 3.18 Reprasentative transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen von Hela-Zell-
Mitochondrien, die mit einem primaren Mitofilin-Antikérper und sekundarem Gold-Konjugat
markiert wurden.

Die Membranen weisen durch die angewendete Methode (Tokuyasu, 1973) einen negativen
Kontrast auf, wahrend die Gold-Partikel aufgrund ihrer Elektronendichte als schwarze Kugeln zu
sehen sind. Zur besseren Orientierung wurden die Gold-Partikel mit Pfeilen gekennzeichnet.
(GroBBenbalken: 200 nm)
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In den elektronenmikroskopischen Aufnahmen der mit Mitofilin-Antikorpern und einem
sekundaren Gold-Konjugat dekorierten Hela-Zellen waren die Gold-Partikel in den meisten
der Mitochondrien in der Nahe der Cristae Junctions lokalisiert (Abb. 3.18). Es ist in diesen
Aufnahmen aber auch zu sehen, dass die Mitochondrien nur sehr vereinzelt Gold-Partikel

aufwiesen. Das liegt zum einen an der oben angesprochenen generell schwachen
VROV RONAN RN RODFRATRRTRNYNAN:
INFRONTREONTRRODTRATATRANORRNTRRARN [ﬁ’l)ﬁ/jy, SRR
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wurde aber auch die
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Abstand von der
Crista Junction

|
|

|

Konzentration bewusst
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gering gehalten und die

Schnitte wurden nach der

Abstand von der
Goldkugel Mitte des

Intercrista-Raumes Farbung intenstv

gewaschen, um Fehl-
lokalisationen dieser
Partikel moglichst  zu

vermeiden. Daher musste

Abb. 3.19 Schematische Darstellung der Auswertung der einzelnen
Gold-Lokalisationen in den transmissionselektronen-
mikroskopischen ~ Aufnahmen von mit Mitofilin-Antikérpern ausge-wertet werden.

markierten Hela-Zell-Mitochondrien (exemplarisch in Abb. 3.18
gezeigt) Dazu wurde, wie in Abb.

eine Vielzahl dieser Bilder

3.19 illustriert, der
Abstand der einzelnen Gold-Partikel von der Mitte des Intermembranraumes (hier ist der
Raum zwischen der duBeren Membran und der inneren Grenzflichenmembran gemeint)
und von der Mitte des Intercrista-Raumes bestimmt. Aus diesen Daten konnte zum einen
der Abstand zu einem gedachten Zentrum der Cristae Junctions ermittelt werden, zum
anderen konnte ein Modell einer typischen Crista und der benachbarten Membranen
erstellt und die aus den Bildern einzeln ermittelten Mitofilin-Gold-Lokalisationen auf dieses

Modell Gibertragen werden. Das eroffnet die Moglichkeit, einen genauen Eindruck von der
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Mitofilin-Lokalisation in den Hela-Zell-Mitochondrien zu bekommen. Das Resultat dieser

Analyse ist in Abb. 3.20 dargestellt.

Mitofilin ist in den Hela-Zell-Mitochondrien in der Ndhe der Cristae Junctions angereichert

0 50 100 150 200

Entfernung [nm]

n=103

Abb. 3.20 Mitofilin ist in HeLa-Zell-Mitochondrien bevorzugt in der
Nahe der Cristae Junctions lokalisiert (bearbeitet aus (Jans et al.,
2013)).

Die einzelnen Lokalisationen der Gold-Partikel (rot) wurden aus den
elektronenmikroskopischen Mitofilin-lmmunogold-Aufnahmen von
HelLa-Zell-Mitochondrien ermittelt (vgl. Abb. 3.18 und 3.19) und auf
ein Modell einer Crista Ubertragen (OM="outer membrane“=aullere
Mitochondrienmembran; IM="inner membrane“=innere
Mitochondrienmembran). Das Histogramm zeigt den Anteil der
Gold-Lokalisationen in Abhangigkeit vom Abstand zur Crista
Junction. Beide Darstellungen beruhen auf dem gleichen Datensatz.

(Abb. 3.20). Far die
Analyse wurde die
Lokalisation von 103

Gold-Partikeln untersucht
und es zeigte sich, dass
der Grofdteil der Gold-
Partikel und damit des

Proteins Mitofilin rund

um den Bereich der
mitochondrialen Mem-

bran lagen, der

gemeinhin  als  Crista
Junction bezeichnet wird.
Der Anteil der Gold-
Partikel in der Nahe der
Cristae Junctions ent-
sprach dabei in etwa den
in der Literatur fur das

Hefe-Mitofilin-Homolog
andere

Fcjl und

Komponenten des
MINOS-Komplexes ange-
gebenen Werten (Rabl et
al.,, 2009; Harner et al.,

2011).

Mitofilin ist also
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tatsachlich vor allem an Cristae Junctions lokalisiert. Zusammen mit der Entdeckung, dass
Mitofilin in einer mitochondrialen Ebene hochorganisiert vorliegt (3.1.3), fihrte dies zu der
Annahme, dass die Cristae Junctions ihrerseits hochorganisiert in einer Ebene vorliegen und
die Cristae entsprechend ausgerichtet sein missten. Dies wurde in einem nachsten Ansatz

Uberpruft.

3.2.2 Cristae Junctions sind haufig parallel zur Wachstumsebene ausgerichtet

Um eine solche vermutete, von der Ausrichtung zur Wachstumsebene abhingige
Anordnung beobachten zu kdnnen, muss die Ausrichtung der Mitochondrien im Schnitt (der
fir die elektronenmikroskopische Aufnahme nétig ist) bekannt sein. Daher wurde die
Ausrichtung der Cristae Junctions in Tomogrammen von Schnitten, die parallel zur

Wachstumsebene angefertigt wurden, untersucht.

Zu diesem Zweck wurden primare, humane Fibroblasten auf Aclar-Plattchen angezogen und
bei einer Konfluenz von ca. 90% schonend fixiert. Nach einer zusatzlichen Fixierung folgten
die Ublichen Kontrastierungs- und Dehydrierungs-Schritte (s. Material und Methoden) und
die Zellen wurden in Epon (Agar 100) eingebettet. Die eingebetteten Zellen wurden nun
streng parallel zur vorherigen Wachstumsebene in 250 nm dicke Schnitte zerteilt und
nachkontrastiert. Die Dicke der Schnitte ermoglichte es somit, dass ein gesamter
mitochondrialer Tubulus in das Volumen des Schnittes passte und war gleichzeitig diinn
genug, um in dem verwendeten Transmissionselektronenmikroskop (Philips CM120) vom
Elektronenstrahl durchdrungen werden zu konnen. Die Schnitte wurden in Saxton-
Intervallen von -64,5° bis +64,5° im Mikroskop gedreht und aufgenommen. Um eine
moglichst isotrope laterale Auflésung zu erreichen, wurden die Schnitte jeweils zweimal, um
90° gedreht, aufgenommen. Ein Beispiel einer solchen tomographischen Aufnahme eines
Mitochondriums, die in Zusammenarbeit mit Dietmar Riedel (Facility fur
Elektronenmikroskopie, Max-Planck-Institut fiir biophysikalische Chemie) erstellt wurde, ist

in Abb. 3.21 gezeigt.
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.y

: 1 e o . - .
Abb. 3.21 Cristae Junction-Ausrichtung und Cristae-Morphologie in primdren, humanen
Fibroblastenmitochondrien, analysiert durch zwei-Achsen Elektronen-Tomographie (Jans et al.,
2013).

(A und B) Eine einzelne Ebene des Tomogramms (grau) wurde tberlagert mit einer Rekonstruktion
der segmentierten Cristae Membranen (griin). Cristae Junctions sind durch orange Kugeln
markiert. In (A) ist eine Aufsicht auf das Mitochondrium (das Tomogramm ist in einer Ebene mit
der Wachstumsebene) und in (B) eine Seitenansicht desselben Mitochondriums zu sehen. Die
lamellaren Cristae sind durch Cristae Junctions an den beiden Seiten des Organells (parallel zur
Wachstumsoberflache) mit der inneren Grenzflichenmembran verbunden. (C) Vergrof3erung
einer einzelnen Ebene des Tomogrammes (Aufsicht). Die Pfeile kennzeichnen dieselben Cristae
Junctions die in (A) mit Pfeilen markiert sind. (GréBenbalken: 100 nm in A und C; 50 nm in B)
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Die Cristae in den Mitochondrien der primdren, humanen Fibroblasten weisen eine
lamellare Struktur auf und sind grofRenteils senkrecht zur Langsrichtung des
Mitochondriums ausgerichtet (Abb. 3.21). Vor allem zeigte sich aber, dass die Cristae
Junctions in diesen Mitochondrien vorwiegend parallel zur Wachstumsebene angeordnet
sind (Abb. 3.21). Auch in weiteren Aufnahmen wurden kaum Cristae Junctions gefunden, die
nicht diese Ausrichtung aufwiesen. Dabei wurde darauf geachtet, dass in den analysierten
Tomogrammen das gesamte Mitochondrium abgebildet war und nicht nur ein Ausschnitt.
Dennoch musste eine mogliche Fehlerquelle dieser Analyse in Betracht gezogen werden: So
haben die hier erstellten Tomogramme eine schlechtere axiale Auflésung, da fur die
Rekonstruktion der Tomogramme nur elektronenmikroskopische Aufnahmen der Schnitte
in den Winkeln von -64,5° bis +64,5° gemacht werden konnten (bei einem steileren Winkel
kann der Elektronenstrahl die Probe nicht mehr durchdringen). Daher fehlen die
Aufnahmen in den Winkeln von +/-64,5° bis +/-90°, die fur eine optimale Rekonstruktion
notwendig waren. Dies konnte die Identifizierung moglicher Cristae Junctions im oberen

und unteren Teil des Tomogrammes moglicherweise verhindern. Daher wurden zusatzlich

Abb. 3.22 Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen von Dinnschnitten primarer,
humaner Fibroblasten, die senkrecht (A) bzw. parallel (B) zur Wachstumsebene geschnitten und
aufgenommen wurden. In den vergréBerten Ausschnitten sind jeweils Mitochondrien gezeigt, die
in den senkrechten Schnitten bevorzugt rund (A) und in parallelen Schnitten bevorzugt langlich
(B) aussahen. (GroBenbalken: 1 um in den groBlen Bildern; 200 nm in den vergrof3erten
Ausschnitten)
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zwei-dimensionale elektronenmikroskopische Aufnahmen von Diinnschnitten aus priméren,
humanen Fibroblasten parallel zur Wachstumsebene (wie im Tomogramm) und senkrecht

zur Wachstumsebene erstellt (Abb. 3.22).

Das Erscheinungsbild der Mitochondrien hangt in der zwei-dimensionalen
elektronenmikroskopischen Aufnahme stark von der Betrachtungsrichtung ab:
Mitochondrien, die parallel zur Wachstumsebene und damit in der Langsebene
angeschnitten wurden, sehen in der elektronenmikroskopischen Aufnahme bevorzugt
langlich (tubular) aus (Abb. 3.22 B), wahrend senkrecht angeschnittene Mitochondrien rund
aussehen (Abb. 3.22 A). Somit ist fir eine elektronenmikroskopische, ultrastrukturelle
Untersuchung der Mitochondrien im Kontext der Zelle, eine klar definierte Ausrichtung im

Schnitt notwendig.

Um das oben angesprochene

90
Problem der moglicherweise
80
20 technisch bedingten Fehl-
- interpretation der tomographischen
50 Daten zu adressieren, wurden eine
X 40 Vielzahl der in Abb. 3.22 A gezeigten
30 senkrecht angeschnittenen Mito-
20 chondrien, im Hinblick auf die
10 Ausrichtung der Cristae Junctions,
0 - relativ. zur Wachstumsoberflache,
oben/unten links/rechts untersucht. Dabei zeigte sich — in
(senkrecht) (parallel) )
) ) Ubereinstimmung mit den
Anordnung der Cristae Junctions _
(relativ zur Wachstumsoberfliche) Elektronen-Tomographie-Daten (vgl.
Abb. 3.21) - eine bevorzugte

Abb. 3.23 Analyse der Ausrichtung von Cristae Junctions
in senkrecht zur Wachstumsoberflache angefertigten
elektronenmikroskopischen Schnitten. Die meisten der den beiden Seiten der
Cristae Junctions sind in Ubereinstimmung mit den

Tomographie-Daten  (Abb.  3.21)  parallel zur Mitochondrien (83% der Cristae
Wachstumsebene ausgerichtet.

Ausrichtung der Cristae Junctions an

Junctions zeigten eine solche
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Ausrichtung), die parallel zur Wachstumsoberflache liegen (Abb. 3.23).

Insgesamt konnte somit gezeigt werden, dass Mitofilin als Kern-Komponente des MINOS-
Komplexes in den Bereichen der Cristae Junctions angereichert ist. Die Kern-MINOS-
Komponenten bilden keine erweiterten, zusammenhangenden Strukturen, sondern sind alle
— in unterschiedlicher Zusammensetzung — in denselben distinkten Clustern lokalisiert,
welche einen Dichtegradienten vom Zentrum zum Rand der Zelle hin aufweisen. Andere
Interaktionspartner des MINOS-Komplexes haben eine génzlich unterschiedliche
Lokalisation. AufRerdem konnte gezeigt werden, dass die horizontale Ausrichtung der
MINOS-Cluster in einer Art ,Strickleiter“-Anordnung ein allgemein in den Mitochondrien
von adhdrenten Saugerzellen zu beobachtendes Phdnomen ist, was eine generelle

organisierte Ausrichtung der Cristae Junctions in all diesen Zellen impliziert.

Durch Elektronentomographie konnte gezeigt werden, dass die Cristae in den
Mitochondrien humaner Fibroblasten meist eine lamellare Struktur haben, die liber Cristae
Junctions, die in der Regel parallel zur Wachstumsoberflache angeordnet sind, mit der
inneren Grenzflaichenmembran verbunden sind. Daraus kann geschlossen werden, dass der
Kern-MINOS-Komplex in Mitochondrien von kultivierten Saugerzellen in gleichmaRig
angeordneten, diskreten Clustern an Cristae Junctions lokalisiert und parallel zur

Wachstumsoberflache angeordnet ist.
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4 Diskussion und Ausblick

4.1 Der MINOS-Komplex als mogliches mitochondriales Skelett

Dem Hefe-MINOS-Komplex, der in verschiedenen unabhangigen Publikationen als aus sechs
Proteinen bestehend beschrieben wurde (Harner et al., 2011; Hoppins et al., 2011; von der
Malsburg et al., 2011), werden eine Vielzahl struktureller Funktionen zugeschrieben. Hierzu
gehort vor allem seine Funktion als Super-Komplex an den Cristae Junctions, fir deren
Aufrechterhaltung er essentiell ist. Der Verlust einer der Komponenten des Komplexes (bis
auf Mio27) geht mit einer Reduzierung der Zahl der Cristae Junctions, bis hin zu einem
nahezu vollstandigen Verlust derselben, einher (Harner et al., 2011; von der Malsburg et al.,
2011). Er wurde aber auch als wesentliches Element der Contact Sites beschrieben (Harner
et al.,, 2011). Als solches vermittelt er direkte Kontakte der inneren mit der dufleren
Mitochondrienmembran. In Ubereinstimmung damit wurde nachgewiesen, dass der
Komplex mit der AuBenmembran- ,sorting and assembly machinery” (SAM) interagiert
(Harner et al., 2011; Bohnert et al., 2012; Korner et al., 2012; Zerbes et al., 2012). Zusatzlich
wurden Interaktionen der MINOS-Kernkomponente Fcjl mit dem TOM-Komplex gezeigt
(von der Malsburg et al., 2011; Bohnert et al.,, 2012; Zerbes et al.,, 2012). Eine weitere
mogliche Interaktion, die durch einen genetischen Screen identifiziert wurde, besteht mit
dem ERMES-Komplex (Hoppins et al., 2011). Uber diese wurde weiterhin spekuliert, dass
der MINOS-Komplex damit Teil eines, die innere Mitochondrienmembran mit der duBeren
Mitochondrienmembran und der Membran des endoplasmatischen Retikulums
Uberspannenden Netzwerkes ist, das ERMIONE genannt wurde (van der Laan et al., 2012).
Als zentrale Komponente einer solchen Vielzahl von Interaktionen liegt der Schluss nahe,
dass der MINOS-Komplex eine Plattform und damit ein zentrales strukturgebendes Element

der mitochondrialen Membran darstellt.

Es gibt eine Vielzahl an Proteinen, deren Fehlfunktion oder deren Fehlen, eine Morphologie-
Veranderung der normalerweise zumeist tubuldren Mitochondrien bewirkt (Okamoto &
Shaw, 2005). So fiihren zum Beispiel Stérungen in Prozessen, die an der Fusion und der

Teilung von Mitochondrien beteiligt sind (vgl. 1.2.2), zur Fragmentierung oder Hyperfusion
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dieser Organellen. Auch das Fehlen von zentralen Proteinen weiterer Prozesse wie zum
Beispiel der Ergosterol-Biosynthese, des Vesikel-Transports oder des mitochondrialen
Protein-Imports kann zu einer verdanderten mitochondrialen Morphologie in Hefen-Zellen
fihren (Altmann & Westermann, 2005). Weitere, nur in der Hefe bekannte Proteine, wie z.
B. Komponenten des ERMES-Komplexes (Mdm10, Mdm12, Mdm34, MMM1) und viele
weitere Proteine — hierunter viele Mdm (,,mitochondrial distribution and morphology“)-
Proteine — sind fur die tubuldre Struktur von Mitochondrien essentiell (Dimmer et al., 2002;
Wurm & Jakobs, 2006). lhr Fehlen flhrt oft zu vergroRerten kugelférmigen Mitochondrien.
Damit waren diese Proteine interessante Kandidaten fiir die Suche nach einem moglichen
mitochondrialen ,Skelett” oder ,Riickgrat®, das die Mitochondrien in ihrer tubuldren Form
halt. Fir eine Vielzahl der Proteine, die in der Hefe fur die tubuldre Struktur der

Mitochondrien verantwortlich sind, kennt man jedoch keine Homologe in Sdugerzellen.

Es stellt sich auch die Frage, ob es eine klar definierte Struktur, die eine solche Aufgabe als
,Ruckgrat” der Mitochondrien erfiillt, iberhaupt gibt oder geben muss. In einem anderen,
mit den Mitochondrien eng verknlipften Organell, dem endoplasmatischen Retikulum (vgl.
1.2.3), sind solche strukturgebende Proteine bekannt. Hier bilden die sogenannten

Reticulons und das Protein DP1/Yop1 oligomere Strukturen, die die Membrankrimmung

(A)

S

_

Abb. 4.1 Modell der Reticulons als formgebende Komponente der Membran des
Endoplasmatischen Retikulums (ER) (Friedman & Voeltz, 2011).

(A) Schematische Darstellung der Reticulon-Topologie in der Membran des ER. (B) Schematische
Darstellung von ER-Cisternae und Tubuli (blau), in denen Reticulons (orange) in den Bereichen
starker Membrankrimmung lokalisiert sind und diese regulieren.
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dieses Organells stabilisieren oder erzeugen (Voeltz et al., 2006; Hu et al., 2008; Shibata et
al.,, 2008; Tolley et al., 2010; West et al.,, 2011; Zurek et al., 2011) (Abb. 4.1). Da auch
Mitochondrien in der Regel — zumindest innerhalb einer einzelnen Zelle — einen relativ
gleichmaBigen Durchmesser haben, scheint die Hypothese, dass auch dieses Organell eine
Struktur hat, die als eine Art ,Skelett” die Mitochondrien umschlieft und so ihren

Durchmesser definiert, plausibel.

WT mio10A fcj1A a

Abb. 4.2 Mitochondriale Morphologie von wildtypischen Hefezellen (WT) und von Hefezellen mit
einem knock-out einer der Kernkomponenten des MINOS-Komplexes (Mio10 und Fcj1).

Die Ubersicht tber die Hefezellen wurde im Hellfeld aufgenommen (obere Zeile; grau) und die
Mitochondrien wurden durch mitochondrial lokalisiertes GFP-Signal visualisiert (untere Zeile; griin)
und es zeigt sich eine veranderte Morphologie des mitochondrialen Netzwerkes bei Fehlen einer
der beiden Kern-Komponenten des MINOS-Komplexes. (Grof3enbalken: 5 um)

Das Fehlen von Kern-Komponenten des Hefe-MINOS-Komplexes fiihrt zu morphologischen
Veranderungen der Mitochondrien (Abb. 4.2). Diese sind jedoch weitaus schwacher

ausgepragt als Verdanderungen, die durch das Fehlen anderer, die tubuldre Struktur der
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Mitochondrien beeinflussender Proteine hervorgerufen werden kénnen (Okamoto & Shaw,
2005). Dies widerspricht zunachst der These, dass der MINOS-Komplex eine zentrale Rolle
fiir die tubulare Struktur der Mitochondrien spielt. Entfaltete weitfeldmikroskopische Daten
schienen jedoch darauf hinzuweisen, dass MINOS-Komponenten zusammenhdngende
Strukturen bilden, die die Mitochondrien umschlieBen und eine Art ,Helix“-Struktur bilden
(Hoppins et al.,, 2011). Diese Beobachtung wurde daher, auch durch die Vielzahl von
Interaktionen des MINOS-Komplexes, als ein Hinweis auf ein mogliches mitochondriales
,Skelett” und ein Indiz fir eine zusatzliche Ebene der Organisation von Mitochondrien

durch diesen vielseitigen Komplex gewertet (Hoppins et al., 2011) (Abb. 4.3).

MOM

Matrix

MOM
MIM

MitOS (=MINOS)-Strukturen

Abb. 4.3 Schematische Darstellung von MitOS (=MINOS) als komplexe, zusammenhangende
Struktur, die die Mitochondrien umschlie3t und dadurch eine Art mitochondriales Skelett bildet
(bearbeitet aus (Hoppins et al., 2011)).

Das Modell beruht auf weitfeldmikroskopischen Bildern von Hefe-MINOS (MitOS)-Komponenten.
(MOM="mitochondrial outer membrane”"=mitochondriale Aulenmembran; MIM="mitochondrial
inner membrane”=mitochondriale Innenmembran).

Der MINOS-Komplex ist in groRen Teilen zwischen Hefe- und Saugerzellen konserviert (vgl.
Tab. 1.3) und weist auch in Sdugerzellen eine grofle Vielfalt an Interaktionen auf (vgl. Tab.
1.4). Daher wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit zusammenhangende,
Ubergeordnete Strukturen in diesen Zellen (mit Mitteln, die eine solche Analyse valide
ermoglichen) gesucht. Zu diesem Zweck wurde zunachst die Lokalisation der MINOS-

Kernkomponente Mitofilin untersucht. Hierzu wurden Immunofluoreszenzfarbungen
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erstellt, mit dem STED-Mikroskop aufgenommen und analysiert. Es zeigte sich, dass
Mitofilin in einzelnen, distinkten Clustern lokalisiert ist (Abb. 3.6). Dabei war auch klar zu
sehen, dass fir diese Analyse submitochondrialer Lokalisationen die hohe laterale
Auflésung des STED-Mikroskops unerldsslich ist, da im STED-Bild einzeln erkennbare Cluster
(Abb. 3.6 B) im konfokalen Bild (Abb. 3.6 A) nicht mehr auflésbar waren und daher
scheinbar zusammenhangende Strukturen bildeten. Zusammen mit den Daten der
Simulation zufallig Uber einen Tubulus verteilter Punkte (Abb. 3.12), die auch
Ubergeordnete Strukturen suggerieren konnten (vgl. 3.1.5), fihrt dies zu der Frage, wie
valide die Daten weitfeldmikroskopischer Untersuchungen in Hinblick auf Aussagen Uber
sub-mitochondriale Organisationen von Proteinen liberhaupt sein kdnnen. Durch Entfaltung
der Bilder kann die Auflésung zwar verbessert werden (maximal verdoppelt (Willig et al.,
2006)), flir eine Aussagen zu Ubergeordneten Strukturen sollte die Auflosung jedoch hoher
sein als die GroRe der untersuchten Strukturen. Dies ist im Fall des MINOS-Komplexes nur
mit beugungsunbegrenzten mikroskopischen Methoden moglich, da die Kernkomponenten,
wie in dieser Arbeit gezeigt, in Clustern mit einer GroRRe von ca. 85 nm lokalisert sind (vgl.

3.1.3 und 3.1.7).

Die Lokalisation des humanen Mitofilins in einzelnen Clustern kann jedoch noch nicht
alleine als Entkraftung der These von zusammenhédngenden, libergeordneten MINOS-
Strukturen gewertet werden, da andere Komponenten des Komplexes diese Cluster
moglicherweise verbinden kénnten. Daher wurde eine Kombination der (funktionierenden)
Antikoper gegen die drei bekannten MINOS-Komponenten in Saugern (Mitofilin, MINOS1
und CHCHD3) verwendet und es zeigten sich erneut keine vergroRerten,
zusammenhangenden Strukturen, sondern wieder Cluster, die einen der der
Einzelfarbungen entsprechenden Durchmesser (¥85 nm) aufwiesen (Abb. 3.16). Somit
wurde geschlossen, dass die Kern-MINOS-Komponenten in Sdugern, zumindest alleine,
keine Art von mitochondrialem Skelett bilden kdnnen, welches als solches moéglicherweise
die tubuldre Struktur der Mitochondrien erzeugen wiirde, sondern dass sie in einzelnen

Clustern lokalisiert sind (Abb. 4.4).
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MOM - P “
Matrix q j i )
MOM -7/—.'\ .;_—_—_—.-_—

MIM  MINOS-Cluster

Abb. 4.4 Schematische Darstellung des veranderten Modells von (Hoppins et al., 2011) wie es sich
durch STED-mikroskopische Analysen von MINOS-Kernkomponenten in Mitochondrien von
adhdrenten Saugerzellen darstellte. MINOS-Kernkomponenten sind in einzelnen Clustern
organisiert (griine Kreise), die alleine keine erweiterten, die Mitochondrien umschlieBende
Strukturen bilden. Ob es die MINOS-Cluster verbindende Strukturen gibt, kann nicht
ausgeschlossen werden (rote Fragezeichen), sie bestehen jedoch nicht aus den bekannten
humanen MINOS-Kernkomponenten.

Das Ergebnis, dass MINOS-Kernkomponenten keine erweiterten Strukturen erzeugen,
schlief8t jedoch nicht aus, dass weitere unbekannte Proteine die Cluster verbinden und
somit moglicherweise doch eine Art mitochondriales Skelett bilden kdnnten. Aus diesem
Grund ist es notwendig, weitere Komponenten des humanen Komplexes — sowie weitere,
moglicherweise die Komplexe verbindende, Proteine — zu identifizieren und auf ihre
Lokalisation in den Mitochondrien hin zu untersuchen. AuBerdem missten die hier fur den
Sauger-MINOS-Komplex durchgefiihrten Untersuchungen auf den Hefe-MINOS-Komplex

Ubertragen und auch dieser mittels beugungsunbegrenzter Mikroskopie untersucht werden.

4.2 Die Lokalisation des MINOS-Komplexes und seiner Interaktionspartner

Der MINOS-Kernkomplex der Sdugerzellen besteht, wie oben bereits beschrieben, aus den
Komponenten Mitofilin, MINOS1 und CHCHD3. Mitofilin (MINOS2) ist das humane Ortholog
des Hefe-MINQOS-Proteins Fcjl und flihrt bei Herunter-Regulation des Proteins zu einem
dem knock-out von Fcjl vergleichbaren Phdnotyp, namlich dem Verlust von Cristae
Junctions (John et al., 2005). In der vorliegenden Arbeit wurde aulRerdem gezeigt, dass das
humane Mitofilin wie sein Hefe-Ortholog an den Cristae Junctions lokalisiert ist (Abb. 3.20).

MINOSL1 ist das humane Ortholog von Mio10 in Hefen, das als zweite Kernkomponente des
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Komplexes fur die Cristae-Morphologie ebenso entscheidend ist (Harner et al., 2011; von
der Malsburg et al.,, 2011; Alkhaja et al., 2012). CHCHD3 (MINQOS3) weist wiederum
Ahnlichkeiten mit dem Hefe-MINOS-Protein Aim13 auf. AuRerdem wurden in einer groRen
Vielfalt von Publikationen Interaktionen dieses Proteins mit Mitofilin oder MINOS1 und
seine entscheidende Rolle fiir die Aufrechterhaltung der Cristae Junctions nachgewiesen
(Xie et al., 2007; Darshi et al., 2011; Alkhaja et al., 2012; An et al., 2012; Ott et al., 2012). Ein
weiteres ,,coiled-coil-helix-coiled-coil-helix domain containing“-Protein, das in diesem
Komplex eine Rolle spielen kénnte, ist CHCHD6. Es weist groRe Ahnlichkeit mit CHCHD3 auf,
interagiert mit Mitofilin und ist auch fiir die Cristae-Morphologie wichtig (Xie et al., 2007;
An et al., 2012). Leider konnten fiir dieses Protein keine fir die hochaufldsende Mikroskopie
geeigneten Antikdrper gefunden werden, so dass die Lokalisation dieses Proteins in der
vorliegenden Arbeit nicht untersucht werden konnte. Zuséatzlich zu diesen Proteinen wurde
ganz aktuell ein weiteres Protein identifiziert, das in Sdugerzellen mit den oben
angesprochenen Komponenten des Komplexes interagiert, einen grofRen Einfluss auf die
Cristae-Morphologie und zusatzlich zwei mogliche Homologe in der Hefe hat, die beide
Komponenten des MINOS-Komplexes sind (Aim37 und Mio27): APOOL (apolipoprotein O-
like protein) (Weber et al., 2013). Dieses Protein, das auch Cardiolipin bindet und damit eine
Verbindung zwischen dem MINOS-Komplex und dem fiur die Architektur der inneren
Mitochondrienmembran wichtigen Lipid (vgl. 1.3.1) darstellt, wird in Zukunft auf seine
Lokalisation, in Beziehung zu den anderen Komponenten des MINOS-Komplexes, zu

untersuchen sein.

Die drei hier untersuchten Kernkomponenten des MINOS-Komplexes (Mitofilin, MINOS1,
CHCHD3) bilden, wie in 4.1 bereits beschrieben, zusammen keine erweiterten Strukturen
und zeigten alle drei eine vergleichbare Lokalisation (Abb. 3.16). Dies fuihrte zu der Frage, ob
die MINOS-Komplexe klar definierte Strukturen sind, die immer in der gleichen
Zusammensetzung der einzelnen Proteine existieren. Zu diesem Zweck wurden im Rahmen
dieser Arbeit Kolokalisations-Studien einzelner dieser Proteine durchgefiihrt (vgl. 3.1.7; Abb.
3.17). Die Herausforderung bei dieser Art der Untersuchung bestand in der gleichzeitigen

Immunoflureszenzfarbung jeweils zweier Proteine, da die verwendeten, fir die
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Hochauflésung funktionierenden Antikorper alle aus dem gleichen Tier stammten
(Kaninchen). Zu diesem Zweck wurde eine sequenzielle Farbestrategie entwickelt, die darin
besteht, die Farbungen der beiden Proteine hintereinander, getrennt durch
Absattigungsschritte, durchzufiihren (s. 2.2.3.3). Diese Farbungen wurden dann im zwei-
Farben-STED-Mikroskop untersucht und es zeigte sich, dass viele der Cluster des einen
Proteins mit Clustern des anderen Proteins (es wurden die Kolokalisationen von CHCHD3
mit Mitofilin und von MINOS1 mit Mitofilin untersucht) Gbereinstimmten (kolokalisierten)
(Abb. 3.17). Es waren jedoch auch immer einzelne Cluster eines der beiden Proteine
erkennbar, die sich nicht in Clustern des anderen Proteins an derselben Stelle
wiederspiegelten. Zum einen zeigte dies, dass Kolokalisationen nicht durch
Nebensignaleffekte (Crosstalk) hervorgerufen wurden, da sich dann die Signale des einen
Kanals immer auch in den Signalen des anderen Kanals zeigen miissten, zum anderen aber
auch, dass der MINOS-Komplex scheinbar in unterschiedlichen Kompositionen seiner
Komponenten auftritt, dass es also verschiedene MINOS-Subkomplexe gibt. Dieses Ergebnis
wird durch erste biochemische Hinweise, die auf Subkomplexe des Hefe-MINOS-Komplexes

hindeuten, gestiitzt (Bohnert et al., 2012).

Die Fille der Interaktionen des MINOS Komplexes, sowohl in der Hefe als auch in Sdugern
(vgl. 1.3.1.1), warfen weiterhin die Frage auf, ob sich die biochemisch gezeigten
Interaktionen in einer vergleichbaren Lokalisation dieser Proteine wiederspiegeln. Ein
sowohl in der Hefe als auch in Sdugerzellen vielfiltig beschriebener Interaktionspartner des
MINOS-Komplexes ist Sam50 als Komponente des in der dulleren Mitochondrienmembran
lokalisierten SAM-Komplexes (Xie et al., 2007; Darshi et al., 2011; Bohnert et al., 2012;
Korner et al., 2012; Ott et al., 2012; Zerbes et al., 2012). Weiterhin wurde biochemisch in
Sadugerzellen gezeigt, dass SAM in einem grolRen Komplex zusammen mit Mitofilin und
CHCHD3 existiert und es wurde daher ein ,,mitochondrial intermembrane space bridging”
(MIB)-Komplex postuliert (Ott et al., 2012). Daher wurde die Lokalisation von Sam50 in
Saugerzellen durch STED-Mikroskopie tberprift (Abb. 3.16). Es zeigte sich, dass Sam50 eine
andere Lokalisation als die drei MINOS-Kernkomponenten aufweist. Auch Sam50 ist zwar in

Clustern lokalisiert, diese sind jedoch liber das ganze Mitochondrium verteilt und nicht hoch
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geordnet wie Mitofilin oder die anderen beiden Kern-Komponenten des Komplexes. Dies
spricht gegen eine generelle stabile Interaktion aller SAM-Komplexe mit allen MINOS-
Komplexen, sondern eher dafir, dass nur ein Teil der SAM-Komplexe mit MINOS-
Komplexen interagiert. Ein dhnliches Ergebnis wurde bei der Untersuchung der Lokalisation
der Untereinheit des TOM-Komplexes Tom20 erzielt. Auch fiir den TOM-Komplex wurden
Interaktionen mit dem MINOS-Komplex, zumindest in Hefe-Zellen, gezeigt (von der
Malsburg et al., 2011; Bohnert et al., 2012; Zerbes et al., 2012). Aber auch Tom20 ist in
Clustern (iber das gesamte Mitochondrium verteilt, was eine Interaktion aller TOM-
Komplexe mit allen MINOS-Komplexen ebenso unmoglich macht (Abb. 3.16). DnalC11, ein
weiterer putativer Interaktionspartner des Sauger-MINOS-Komplexes (Xie et al.,, 2007;
Alkhaja et al., 2012) zeigte in den STED-Bildern eine ganzlich andere Lokalisation und war
ungleichmafRig und weiter verstreut als die anderen analysierten Proteine Uber die
Mitochondrien verteilt (Abb. 3.16). Zusatzlich zu den oben erwahnten Proteinen wurde die
Lokalisation der mitochondrialen DNA (mtDNA) visualisiert (Abb. 3.16). Sie zeigte die
typische punktférmige Lokalisation in einzelnen Nucleoiden die in unregelmaRig weiten
Abstianden in der Matrix der Mitochondrien vorliegen (Kukat et al., 2011).
Erstaunlicherweise sind in Sdugerzellen jedoch auch zwei Interaktionspartner von Mitofilin
identifiziert worden (PARP1 und PNKP), die in der DNA-Reparatur bzw. der Stabilitat von
DNA und der Regulation der Transkription eine wichtige Rolle spielen und sowohl im
Zellkern als auch in den Mitochondrien lokalisiert sind (Rossi et al.,, 2009; Tahbaz et al.,
2012). Diese Interaktionen deuten doch auf einen Zusammenhang zwischen der
mitochondrialen DNA und dem MINOS-Komplex hin, der sich aber nicht in den
Lokalisationen wiederspiegelt und daher wohl keine direkte, stabile Interaktion

reprasentiert.

4.2.1 Der MINOS-Komplex ist rdumlich hoch organisiert

Da in der vorliegenden Arbeit gezeigt wurde, dass der MINOS-Komplex in einzelnen Clustern

lokalisiert ist, stellte sich die Frage, ob diese Cluster entlang der Mitochondrien gleichmaRig
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verteilt sind oder ob sie einen Gradienten aufweisen, wie er zum Beispiel in
vorangegangenen Arbeiten fiir die Translokase der duBeren Membran gezeigt worden ist
(Wurm et al., 2011). Zu diesem Zweck wurde die Verteilung der MINOS-Kernkomponente
Mitofilin in einer Vielzahl von Zellen untersucht und es zeigte sich, dass die Mitofilin-Cluster
in Mitochondrien nahe des Zellkernes in der Regel deutlich dichter waren als in
Mitochondrien in der Peripherie der Zellen (Abb. 3.8 und Abb. 3.10). Diese Dichteverteilung
der Mitofilin-Cluster deckte sich mit den Ergebnissen, die zur Dichteverteilung der Tom20-
Cluster vorliegen (Wurm et al., 2011). Auch Tom20-Cluster sind in der Nahe des Zellkernes
dichter lokalisiert als in der Zellperipherie. Diese Gradienten spiegeln einen Aktivitats-
Gradienten der Mitochondrien wieder (Wurm et al., 2011) und werfen die Frage auf, ob es
sich hierbei um einen aktiv regulierten Gradienten handelt, der physiologisch funktionale
Implikationen hat, oder um einen passiven Prozess, der durch zuféllige Verteilungseffekte
uber die Flache der Zellen zustande kommt. Da Mitofilin an den Cristae Junctions lokalisiert
ist (Abb. 3.20), weist der hier gezeigte Mitofilin-Gradient auch auf einen Gradienten in der
Dichte der Cristae in den Mitochondrien hin. Das erkldrt auch den Gradienten des
Membranpotentials (Wurm et al., 2011), da die Proteine der Atmungskette, die dieses
Potential aufbauen, bevorzugt in den Cristae lokalisiert sind (Gilkerson et al., 2003; Vogel et

al., 2006).

Zusatzlich zum beobachteten Gradienten der Kernkomponente des MINOS-Komplexes
zeigte sich aber eine weitere Ebene submitochondrialer Organisation der Lokalisation dieses
Komplexes. So ist in den Abbildungen 3.3, 3.4, 3.5,3.6 B, 3.7 C, 3.9,3.13, 3.14 A, 3.15, 3.16
und 3.17 zu sehen, dass Mitofilin — ebenso wie zwei weitere Kernkomponenten des
Komplexes (Abb. 3.16 und 3.17) — hochgeordnet an den Seiten der Mitochondrien in einer
Art ,Schienen”- oder ,,Strickleiter- Anordnung vorliegt. Wie in 3.1.5 ausgefihrt erklart sich
diese Art der Anordnung in den STED-Bildern daraus, dass Mitofilin zum einen in oder in der
Ndhe der inneren Grenzflaichenmembran und zum anderen horizontal zur Wachstumsebene
ausgerichtet lokalisiert ist. Der Vergleich mit dem AuBenmembranprotein Tom20 in
zweifarben-STED-Aufnahmen, zusammen mit der beta-Untereinheit der ATP-Synthase,

verdeutlichte diese spezielle Lokalisation und zeigte, dass (iber die ganze Membran verteilte
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Proteine keine solche Anordnung aufweisen kénnen (Abb.3.14). Dies ist schematisch in
Abbildung 4.5 dargestellt, wo die Aufsicht auf die Mitochondrien, wie sie in den STED-
Bildern (Abb. 3.14) zu sehen ist (Abb. 4.5, obere Zeile), in die dreidimensionale Anordnung

der Cluster in Mitochondrien (Abb. 4.5, untere Zeile) Gbersetzt wurde.

A Mitofilin B Tom20

Aufsicht Aufsicht

Seitenansicht Seitenansicht

Abb. 4.5 Vereinfachte, schematische Darstellung der Clusterverteilung von Mitofilin (A) und von
Tom?20 (B) in Mitochondrien wie sie z. B. in Abb. 3.14 zu sehen ist.

Die in Abbildung 4.5 A schematisch dargestellte, hochgeordnete Organisation der MINOS-
Kernkomponenten ist &duRerst {berraschend und wirft die Frage auf, woher die
Mitochondrien die Positionsinformationen beziehen, so dass die Cluster auf eine solche
Weise, relativ zur Wachstumsoberflache, ausgerichtet werden kénnen und wozu diese
Ausrichtung notwendig ist. Wie in 1.2 beschrieben weisen Mitochondrien eine Vielzahl von

Interaktionen mit anderen Zellkompartimenten, vor allem mit den Zytoskelett und dem
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endoplasmatischen Retikulum, auf. Daher waren diese Zellorganelle naheliegende

Kandidaten fur die Suche nach Vermittlern der Positionsinformation.

In humanen Zellen werden Mitochondrien im Wesentlichen entlang der Mikrotubuli
transportiert  (vgl. 1.2.4). Interessanterweise wurden bei der Suche nach
Interaktionspartnern der MINOS-Kernkomponente MINOS1 in Sdugerzellen in einem SILAC-

STED Uberlagerung ey STED mitofilin Experiment (,stable
. }f! isotope labeling by amino

acids in cell culture”) drei

Mikrotubuli-assoziierte
Proteine - TUBGCP2,
FAM82B und TUBG1 -
nachgewiesen (Alkhaja et
al., 2012). Zusatzlich
wurde 2009 in einer
Arbeit  gezeigt, dass
Mitofilin mit dem Protein
Pink1 interagiert, welches
wiederum in  einem
Komplex mit Miro und
Milton — zwei Proteinen,
die fiir den Transport der
Mitochondrien  entlang
der Mikrotubuli
entscheidend sind (vgl.
1.2.4) - vorkommt

Abb. 4.6 Zwei-Farben STED-Mikroskopie von Mitofilin und a-
Tubulin. (Weihofen et al., 2009).

In der Uberlagerung (groBes Bild) ist Mitofilin in griin und a-Tubulin
in rot dargestellt. (GroBenbalken: 1 um)

Diese Hinweise lassen
eine Verbindung zwischen

dem MINOS-Komplex und dem Mikrotubuli-Zytoskelett vermuten und legen daher eine
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Rolle der Mikrotubuli bei der MINOS-Ausrichtung nahe. Zwei-Farben-STED-mikroskopische
Aufnahmen dieser Strukturen zeigen zwar die bereits in verschiedenen Publikationen
beschriebene, bevorzugte Ausrichtung der Mitochondrien entlang der Mikrotubuli
(Heggeness et al., 1978; Boldogh & Pon, 2007; Saxton & Hollenbeck, 2012), klare Hinweise
auf Interaktionen, lassen sich daraus aber nicht ableiten (Abb. 4.6). Die Interpretation dieser
Daten wird auch erschwert, da das verwendete zwei-Farben-STED-Mikroskop keine erhdhte
axiale Auflésung ermoglichte und daher eine genaue Aussage zur z-Position (axial; entlang
der optischen Achse) der Signale im Verhéltnis zueinander nicht moglich war. Zusatzlich
wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit die Lokalisation von Mitofilin in Zellen, deren
Mikrotubuli durch Taxol stabilisiert oder durch Nocodazol depolymerisiert worden waren,
untersucht. Erste Ergebnisse liefSen jedoch keine klaren Schliisse zu, da die Lokalisation von
Mitofilin in den so behandelten Zellen aufgrund der desorganisierten Mitochondrien nicht
auswertbar ist. Somit lassen sich an diesem Punkt keine klaren Aussagen Uber einen
moglichen Einfluss der Mikrotubuli auf die Verteilung der MINOS-Komplexe machen. Hierzu

sind weitere Analysen notig.

Weiterhin wird zur Erforschung der Positionierung der MINOS-Komplexe ein moéglicher
Zusammenhang mit dem ER zu untersuchen sein. Auf eine mogliche Verbindung deuten
genetische Screens (Hoppins et al., 2011) und einzelne Proteine (Mdm10) hin, die sowohl im

ERMES-Komplex als auch im SAM-Komplex vorkommen.

Es kann natiirlich auch nicht ausgeschlossen werden, dass bisher unbekannte Komponenten
und Mechanismen fir die Positionsvermittlung an die MINOS-Komplexe in Mitochondrien
verantwortlich sind oder dass die Lokalisation der MINOS-Komplexe in dieser Ausrichtung
nur ein sekundarer Effekt ist, der durch die Lokalisation der MINOS-Komplexe an den
Cristae Junctions, die wiederum durch andere Proteine in dieser Ausrichtung gehalten

werden, zustande kommt.

Die funktionale Bedeutung dieser Ausrichtung und des hohen Grades der Organisation des
MINOS-Komplexes liegt moglicherweise darin, auf diese Weise die mitochondrialen
Funktionen auch lokal spezifisch auf die Erfordernisse der Zelle anpassen zu kénnen. In

einer weiteren Studie wurde die Ausrichtung der Cristae von Mitochondrien in der , Calyx of
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Held” untersucht und es wurde gezeigt, dass Cristae Junctions bevorzugt in Richtung der
prasynaptischen Membran ausgerichtet sind (Perkins et al., 2010). Schon langer wurde
aullerdem vermutet, dass durch Cristae Junctions die Effizienz der ATP-Synthese reguliert
werden kann (Mannella et al., 2001; Mannella, 2006). So erscheint die organisierte
Ausrichtung der Cristae Junctions als eine Moglichkeit der Zelle, die Funktionen des

Mitochodriums auf lokale Bedurfnisse fein abzustimmen.

4.3 Der MINOS-Komplex und die Cristae (Junction)-Struktur

Der MINOS-Komplex, dessen Kernkomponenten sowohl in der Hefe (Rabl et al., 2009;
Harner et al., 2011) als auch in Sdugern (Abb. 3.20) an den Cristae Junctions lokalisiert sind,
ist fiir die Aufrechterhaltung derselben essentiell. Das Fehlen wesentlicher Komponenten
des Hefe-Komplexes, deren Auswirkungen im Rahmen dieser Arbeit auch untersucht
worden sind (Abb. 4.7), fihrt zu einem Verlust dieser Verbindungen zwischen den Cristae
und der inneren Grenzflichenmembran, wodurch die Cristae isoliert in einer Art
Zwiebelschalenanordnung gestapelt in den Mitochondrien vorliegen. Das entspricht den
Beobachtungen, die in Sduger-Mitochondrien bei einem knock-down von Mitofilin gemacht
wurden. Auch in Sdugern fihrt dies zu einem Verlust der Cristae Junctions und einer

Stapelung der Cristae-Membranen (John et al., 2005).

Da das Fehlen von Kernkomponenten des MINOS-Komplexes zu einem Verlust von Cristae
Junctions fuhrt, ergibt sich die Frage, welche genaue Funktion dem Komplex beim
Aufrechterhalten derselben zukommt. In verschiedenen Publikationen wurde gezeigt, dass
das Fehlen von Fcjl und Miol0 zu einem vollstandigen Verlust der Cristae Junctions fihrt
(Rabl et al., 2009; Harner et al., 2011; von der Malsburg et al., 2011), in der vorliegenden
Arbeit konnte in entsprechenden knock-out-Zellen jedoch ,nur” eine starke Abnahme der
Zahl an Mitochondrien mit einer normalen Cristae-Morphologie (mit Cristae Junctions)
beobachtet werden (Abb. 4.7). Da einige wenige Mitochondrien der Zellen, in denen diese
Kernkomponenten fehlten, immer noch Cristae Junctions aufwiesen, lasst sich vermuten,

dass der MINOS-Komplex entweder fiir die Stabilisierung der Cristae Junctions, aber nicht
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Abb. 4.7 Die Cristae-Morphologie von Hefezellen ist bei einem knock-out der MINOS-
Kernkomponenten Mio10 und Fcj1 sowie bei einem knock-out der Untereinheit der ATP-Synthase
Atp20 verandert (bearbeitet aus (Alkhaja et al., 2012)).

Dargestellt ist der Anteil der Mitochondrien, der in elektronenmikroskopischen Bildern von WT
(n=49), atp20A (n=51), miol0A (n=61) und f¢j1A (n=57) Zellen einen, der in den
elektronenmikroskopischen Beispielbildern exemplarisch gezeigten Phanotypen aufwies.
(Gro3enbalken: 200 nm)

fur die Entstehung derselben, notwendig ist oder dass der Verlust dieser Komponenten

zumindest teilweise durch andere Proteine kompensiert werden kann.

Wie in Abb. 4.7 auch zu sehen ist fihrt der Verlust von Atp20 (=Untereinheit g der F;Fo ATP-
Synthase), einer fiir die Dimerisierung der ATP-Synthase wichtigen Untereinheit (vgl. 1.3.1),
zu einem vergleichbaren Phanotyp der mitochondrialen Ultrastruktur. Es wurde jedoch
gezeigt, dass die MINOS-Kernkomponente MINOS1 nicht stabil mit der F;Fo ATP-Synthase
assoziiert ist (Alkhaja et al., 2012). AulRerdem ist die ATP-Synthase, anders als der MINOS-
Komplex, vor allem an Bereichen mit starker Membrankrimmung an den Randern der

Cristae lokalisiert (Rabl et al., 2009; Davies et al., 2011; Davies et al., 2012). Der Verlust der
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Cristae Junctions beim Fehlen der fiir die Dimerisierung der ATP-Synthase wichtigen
Untereinheiten ist also ein vom MINOS-Komplex unabhdngiger Effekt und bewirkt
wahrscheinlich primar eine Formveranderung der Cristae, die dadurch sekundar zu einem

Verlust der Cristae Junctions fihrt.

Es stellt sich schlieBlich die Frage, ob der MINOS-Komplex ,,nur” fir die Aufrechterhaltung
der Cristae Junctions wichtig ist oder ob der Komplex auch die GrofRe und Form dieser
Strukturen reguliert und vielleicht doch eine den Reticulons im endoplasmatischen
Retikulum &dhnliche Funktion (Abb. 4.1), nicht fur die Gesamtstruktur der Mitochondrien
(vgl. 4.1), sondern fir die Struktur der Cristae Junctions und der Cristae einnimmt (in diesem
Falle wirde der MINOS-Komplex den Reticulons in Abb. 4.1 B an den Tubuli und die ATP-
Synthase-Dimere den Reticulons in derselben Abbildung an den Randern der Cisternae

entsprechen).

4.4 Die Ultrastruktur der inneren Membran

Die innere Mitochondrienmembran ist komplex strukturiert und Gegenstand
jahrzehntelanger Forschung (Palade, 1953; Sjostrand, 1953; Daems & Wisse, 1966;
Mannella et al., 1994; Frey & Mannella, 2000; Rabl et al., 2009; Perkins & Ellisman, 2011)
(vgl. 1.3.1). Die Ultrastruktur wurde mit Hilfe elektronenmikroskopischer Methoden
untersucht und die dreidimensionale Anordnung durch Elektronen-Tomographie aufgeklart
(vgl. Abb. 1.4, 1.5 und 1.6). Daher war die Entdeckung, dass die Cristae Junctions in
Mitochondrien von adhdrent gewachsenen Saugerzellen eine praferenzielle Ausrichtung
aufweisen, unerwartet und wirft generelle Fragen Uber die Interpretation von
elektronenmikroskopischen Daten in der Mitochondrienforschung auf. Die Bedeutung der
Interpretation dieser Daten wird auch dadurch deutlich, dass Mitochondrien in Modellen
sehr haufig als ovale oder ,bohnenférmige” Strukturen mit tubuldren Cristae, die durch
einen Kontakt mit der inneren Grenzflichenmembran und eine einzelne Spitze (,tip“)

gekennzeichnet sind, dargestellt werden (Abb. 4.8, oben).
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NN IRt

Abb. 4.8 Modell eines ovalen Mitochondriums mit tubuldren Cristae und eines tubuldren
Mitochondriums mit lamellaren Cristae. Gibt es einen Widerspruch zwischen den Modellen?

Die oben angesprochenen ovalen Mitochondrien mit tubuldren Cristae beruhen auf
elektronenmikroskopischen Bildern von Mitochondrien. Wie in 1.4.2 ausgefiihrt ist es fur
diese Art der mikroskopischen Analyse jedoch unerlasslich, die Zellen und damit auch die
Mitochondrien in (Ultra-) diinne Schnitte zu zerteilen. Daraus ergibt sich, dass solche
Aufnahmen nur eine einzelne Ebene aus diesem Organell zeigen. Wie in Abb. 3.22 gezeigt,
ist dabei die Ausrichtung der Mitochondrien durch den Anschnitt flir das Erscheinungsbild
malgebend. Daher muss fur den Vergleich von Morphologien der inneren mitochondrialen
Membran die Ausrichtung der Mitochondrien in den Schnitten bekannt sein und
berlicksichtigt werden. Eine Fehlinterpretation, die bei der Analyse zwei-dimensionaler
elektronenmikroskopischer Bilder entstehen konnte, ist, dass die in diesen Bildern tubular
aussehenden Cristae auch Tubuli sein missen und dass die Enden der Cristae die Spitzen
dieser Tubuli sein missen. Zur richtigen Interpretation dieser Bilder muss jedoch
berlicksichtigt werden, dass Membranen in diesen Aufnahmen nur zu erkennen sind, wenn
sie relativ senkrecht angeschnitten und damit auch aufgenommen werden. Zusammen mit
der Einschrankung, dass in solchen Bildern nur eine Ebene abgebildet ist, hat dies zur
Konsequenz, dass Tubuli in der dreidimensionalen Struktur tatsachlich auch Lamellen sein

konnten, die senkrecht angeschnitten worden sind. In diesem Fall waren die so zu sehenden
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Abb. 4.9 Modell der Struktur der mitochondrialen
Membranen, wie sie aus Elektronen-Tomographischen Daten
adhdrenter Sdugerzellen (Abb. 3.21) hergeleitet werden
kann.

(A) Querschnitt durch ein Mitochondrium. Die Cristae
Junctions, an denen MINOS-Komplexe lokalisiert sind (grtine
Keise), sind bevorzugt parallel zur Wachstumsoberflache
ausgerichtet. (B) Langsschnitt durch ein Mitochondrium. Die
Cristae bilden lamellare Strukturen, die keine ,Spitzen”
(,tips”), sondern wie in (A) zu sehen, nur Rander haben.
(OM="outer membrane“=aullere Mitochondrienmembran;
IBM="inner boundary membrane“=innere
Grenzflichenmembran;  CM=“crista  membrane“=Crista
Membran; M="matrix"=mitochondriale Matrix)

Spitzen der Tubuli tatsachlich
nur die Rander der Lamellen.
Viele dieser Probleme konnen
durch Einsatz der Elektronen-
Tomographie umgangen werden
und die innere Mitochon-
drienmembran kann mit dieser
Methode dreidimensional dar-
gestellt werden. Doch auch fiir
die Elektronen-Tomographie

missen Schnitte angefertigt
werden, so dass auch mit dieser
Methode nur ein Ausschnitt aus
einem Mitochondrium darge-

stellt werden kann, flir den dann

die Ausrichtung des Mito-
chondriums im  Schnitt flr
Aussagen tber relative
Positionen von Strukturen

bekannt sein muss.

Daher war fiir die Entdeckung
der in der vorliegenden Arbeit
gezeigten hochgeordneten
Anordnung der MINOS-Cluster
und damit auch der Cristae
Junctions von entscheidender
Bedeutung, dass die Verteilung
der MINOS-Cluster mit Hilfe der

STED-Mikroskopie im Kontext
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der gesamten intakten Zelle untersucht werden konnte. Somit konnte diese RegelmaRigkeit
entdeckt werden, woraufhin die Mitochondrienmembranen in einer klar definierten
Ausrichtung (relativ zur Wachstumsoberflache) mit Hilfe der Elektronen-Tomographie
untersucht wurden. Aus den Ergebnissen dieser Untersuchung (Abb. 3.21) lasst sich ein
Modell der Struktur der inneren Mitochondrienmembran in adhdrenten Saugerzellen
ableiten (Abb. 4.9), wonach in diesen Zellen die Cristae lamellare Strukturen bilden, die
durch Cristae Junctions bevorzugt an den Seiten des Mitochondriums, parallel zur

Wachstumsebene, mit der inneren Grenzflachenmembran verbunden sind.

4.5 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass Kernkomponenten des MINOS-Komplexes
eine hochorganisierte Lokalisation in einzelnen Clustern — die an den Seiten des
Mitochondriums, parallel zur Wachstumsoberflache, angeordnet sind und keine erweiterten
Strukturen bilden — aufweisen. Die Anordnung dieser Cluster reprasentiert die Anordnung
der Cristae Junctions, an denen der Kern-MINOS-Komplex lokalisiert ist. Andere
biochemisch gezeigte Interaktionspartner des MINOS Komplexes wie der SAM-Komplex, der
TOM-Komplex oder auch DnaJCl1l weisen unterschiedliche Lokalisationen auf und sind

deshalb in ihrer Gesamtheit keine stabilen Interaktionspartner des MINOS-Komplexes.

Daher ergibt sich die Frage, welche Anteile dieser Proteine und Komplexe mit den MINOS-
Komponenten interagieren. Wie in dieser Arbeit gezeigt wurde (und durch biochemische
Daten auch gestitzt wird (Bohnert et al., 2012)) liegen die MINOS-Komplexe nicht immer in
derselben Zusammensetzung vor. Das spricht fiir Subkomplexe, die moéglicherweise auch
unterschiedliche Interaktionspartner und Funktionen haben. Dies wird in weiteren Studien
genauer zu untersuchen sein. Hierzu wird es notwendig sein, durch zwei (oder mehr)-
Farben-Hochauflosung die verschiedenen Komponenten des Komplexes und die moglichen
Interaktionspartner in verschiedenen Kombinationen aufzunehmen und quantitativ
automatisiert (zum Beispiel durch Kreuzkorrelations-Analyse) auszuwerten. Zu diesem

Zweck missen fir all diese Protein-Kombinationen geeignete Farbestrategien entwickelt
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werden, wobei — bei dieser Art von Analyse — auch die jeweilige Farbeffizienz der zu

untersuchenden Proteine bedacht und in die Kalkulation mit einbezogen werden muss.

Weiterhin  werden  physiologische Einflisse, wie die Uberexpression oder
Herunterregulierung einzelner Komponenten dieses Komplexes, sowie komplexere
Einflisse, wie zum Beispiel durch mitochondriale Krankheitsmodelle auf die Lokalisation der
MINOS-(Sub?-) Komplexe und die Struktur der inneren Mitochondrienmembran, zu

untersuchen sein.

Zu diesem Zweck werden auch korrelative Techniken, die die hochauflosende Methode der
Elektronenmikroskopie, welche die detaillierte Darstellung der mitochondrialen
Membranen ermoglicht, mit der hochauflésenden Fluoreszenzmikroskopie (Nanoskopie),
die sensitiv und spezifisch Protein-Cluster darstellen kann, verbinden, einzusetzen und
weiterzuentwickeln sein. Korrelative licht- und elektronenmikroskopische Techniken (CLEM:
correlative light-electron microscopy) sind in einer Vielzahl von Publikationen dargestellt
worden (Biel et al., 2003; van Rijnsoever et al., 2008; Nixon et al., 2009; Schieber et al.,
2010; Kukulski et al., 2011; Kukulski et al.,, 2012; Lucas et al., 2012). Korrelative
hochauflésende Lichmikroskopie (Nanoskopie) und Elektronenmikroskopie ist bisher jedoch
nur in wenigen Veroffentlichungen beschrieben worden und zur Markierung der Proteine
von Interesse fir die hochauflésende Lichtmikroskopie wurden fluoreszierende Proteine
verwendet (Watanabe et al., 2011; Watanabe & Jorgensen, 2012; Watanabe et al., 2012).
Aufgrund der in 3.1.1 ausgefihrten Einschrankungen beim Einsatz fluoreszierender Proteine
(in humanen Zellen lassen sich Proteine bisher nur durch transiente (Uber-) Expression mit
fluoreszierenden Proteinen markieren) muss diese Technik fir die Verwendung von
Immunofluoreszenzfarbungen angepasst werden. Das wiirde die Untersuchung der
Komponenten des MINOS-Komplexes und maoglicher Interaktionspartner im Kontext der
mitochondrialen Membranen realisierbar machen. Hierdurch kénnten auch weitere
strukturelle Informationen, wie zum Beispiel Gber einen moéglichen direkten Zusammenhang
zwischen diesem Komplex und den Contact sites (s. 1.3), gewonnen werden (MINOS-
Komponenten wurden biochemisch an Contact sites angereichert gefunden, daher wurde

dieser Komplex auch MICOS (,mitochondrial contact site”) genannt (vgl. 1.3.1.1)).
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Weiterhin wird zu ermitteln sein, wie die Positionsinformation, welche die horizontale
Ausrichtung der MINOS-Cluster und damit auch der Cristae Junctions ermoglicht, vermittelt
wird. Zu diesem Zweck konnte die oben angesprochene korrelative
Elektronenmikroskopie/Nanoskopie-Technik auch wichtige Informationen liefern, da
hierdurch in den elektronenmikroskopischen Bildern sichtbare Membranen, wie zum
Beispiel des ERs oder sichtbare Zytoskelettelemente, auf eine mogliche Interaktion mit
MINOS-Komponenten untersucht werden kdonnten. Fiir diese Untersuchungen werden aber
auch rein fluoreszenzmikroskopische (hochauflésende) Techniken zum Einsatz kommen
kdnnen, um mogliche Verbindungen zwischen diesen Organellen und MINOS-Komponenten
zu analysieren. Es werden weiterhin induzierte Veranderungen von moglichen MINOS-
Interaktionspartnern auf ihren Effekt auf die Zusammensetzung und Lokalisation der
MINOS-Kernkomponenten zu erforschen sein, wodurch maoglicherweise Riickschlisse auf

die Art der Vermittlung der Positionsinformation gezogen werden kdénnen.

Die Untersuchung des MINOS-Komplexes in Hefezellen mit Mitteln der hochaufldsenden
Lichtmikroskopie wird eine weitere Aufgabe sein. In der Hefe wurde mit Hilfe
konventioneller Weitfeldmikroskopie zwar beschrieben, dass MINOS-Komponenten
zusammenhangende Strukturen bilden (Hoppins et al., 2011), es wird aber zu untersuchen
sein, ob sich diese libergeordneten Strukturen auch in beugungsunbegrenzten Bildern als
solche darstellen. Dies wird auch dabei helfen, die mdgliche Funktion des MINOS-
Komplexes als eine Art mitochondriales ,,Skelett” in Hefe-Zellen zu untersuchen. Hierzu wird
es notig sein, auch in der Hefe die Lokalisation der verschiedenen Komponenten mit Hilfe
von zwei (oder mehr)- Farben-Hochauflésung zu analysieren. Eine Rolle des Sauger-MINOS-
Komplexes, zumindest als ein Teil eines moglichen mitochondrialen Skelettes, wird durch
die ldentifikation und Lokalisationsanalyse weiterer Interaktionspartner des Komplexes zu

untersuchen sein.
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