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CAD Diablo/Smac und Caspase aktivierte DNAse
DIC Differential interference contrast; Differentieller Interferenz

Kontrast
DOX Doxyzyklin
ER Endoplasmatisches Retikulum
mtDNA Mitochondriale DNA
IM Mitochondriale Innenmembran
SAM Sortierungs- und Assemblierungsmaschinerie
S. cerevisiae Saccharomyces cerevisiae
SRP Signal recognition particle; Signalerkennungspartikel
TIM Translocase of the inner membrane; Proteintranslokase der

mitochondrialen Innenmembran
TMS Two membrane spanning structure; membrandurchspannender
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1. Summary

As mitochondria cannot be synthesized de novo, the coordinated inheritance of mitochondria

and mitochondrial DNA (mtDNA) ensures the maintenance of functional organelles in the

cells during cytokinesis. In the model organism Saccharomyces cerevisiae it is well

established that the actin cytoskeleton is responsible for these mitochondrial transport events.

Furthermore a two membrane spanning structure (TMS) is suggested to link mtDNA to the

cytosolic segregation apparatus during cytokinesis. At present the mechanism and the

components of actin-dependent mitochondrial movement as well as the overall structure of

the TMS are poorly understood.

In this work a systematic screen for essential mitochondrial morphology and distribution

components was performed. 119 strains of a yeast strain collection harbouring essential genes

under control of a regulatable promoter showed aberrant mitochondria after promoter shut-

off. This led to the identification of five cellular pathways that are important for maintenance

of mitochondrial morphology: ergosterol biosynthesis, vesicular trafficking, mitochondrial

protein import, ubiquitin/26S proteasome-dependent protein degradation and actin

cytoskeleton-dependent transport. Two components of the latter group, the class V myosin

Myo2 and its essential light chain Mlc1, were found to display an especially interesting

phenotype. Fluorescence microscopy and electron microscopy revealed a ring-shaped

mitochondrial morphology in mutant cells, and mitochondrial cristae structures were absent.

These defects could be observed in cells with a normal actin cytoskeleton indicating a primary

effect of Myo2 on the interaction between mitochondria and the actin cytoskeleton. This

suggestion was corroborated by in vitro actin-binding assays demonstrating a severely

impaired binding capacity for mitochondria isolated from strains lacking Myo2 or Mlc1 as

well as from strains carrying specific point mutations in the cargo-binding domains of Myo2.

Additionally, time resolved fluorescence microscopy of myo2 point mutants revealed that

Myo2 is responsible for the bud-directed anterograde movement of mitochondria. These

results demonstrate for the first time that a myosin motor protein plays an important and

direct role for mitochondrial motility and distribution in S. cerevisiae.

Furthermore Mdm31 and Mdm32, two functionally independent subunits of two complexes in

the mitochondrial inner membrane (IM), have been established as components necessary for

coordinated mtDNA inheritance. It could be shown that deletion of both genes resulted in a
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loss of interaction between mtDNA and a known outer membrane protein of the TMS. This

points to a function of Mdm31 and Mdm32 as inner membrane TMS components.
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2. Zusammenfassung

Da Mitochondrien nicht de novo synthetisiert werden können, wird durch die koordinierte

Vererbung von Mitochondrien und mitochondrialer DNA (mtDNA) sichergestellt, dass

während der Zytokinese alle Zellen im Besitz funktioneller Organellen bleiben. Dabei ist

bekannt, dass im Modellorganismus Saccharomyces cerevisiae das Aktinzytoskelett für diese

mitochondrialen Transportereignisse verantwortlich ist. Weiterhin wird angenommen, dass

über einen beide mitochondriale Membranen durchspannenden Komplex (TMS) die mtDNA

während der Zytokinese an den Segregationsapparat im Zytosol gebunden wird. Allerdings

sind der Mechanismus und die Komponenten der aktinabhängigen Bewegung genauso wie die

Gesamtstruktur des TMS bisher nur wenig verstanden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein systematischer Screen nach essentiellen, mitochondrialen

Morphologie- und Verteilungskomponenten durchgeführt. 119 Stämme einer Hefe-

Bibliothek, in der die Genexpression über einen Fremd-Promotor reguliert wird, zeigten nach

Abschalten des Promotors einen veränderten mitochondrialen Phänotyp. Dies ermöglichte die

Identifizierung fünf zellulärer Prozesse, die für die mitochondriale Morphogenese von

entscheidender Bedeutung sind: Ergosterol-Biosynthese, vesikulärer Transport,

mitochondrialer Proteinimport, Ubiquitin/26S Proteasom-abhängiger Proteinabbau und

aktinzytoskelettabhängiger Transport. Zwei Mitglieder der letzten Gruppe, das Klasse V

Myosin Myo2 und seine leichte Kette Mlc1, wiesen dabei besonders interessante Phänotypen

auf. Fluoreszenz- und elektronenmikroskopische Untersuchungen ergaben eine ringähnliche

mitochondriale Morphologie in den mutanten Zellen. Cristaestrukturen fehlten vollständig.

Da diese Defekte in Zellen mit einem normal ausgeprägten Aktinzytoskelett beobachtet

werden konnten, übt Myo2 wahrscheinlich einen primären Effekt auf die Interaktion zwischen

Mitochondrien und den Aktinkabeln aus. Diese Vermutung wurde durch in vitro

Aktinbindungs-Assays bestärkt. Dabei zeigten isolierte Mitochondrien aus Stämmen ohne

Myo2 und Mlc1 und aus Stämmen mit spezifischen Punktmutationen in den Cargo-

Bindungsdomänen von Myo2 eine stark beeinträchtigte Bindungskapazität. Zusätzlich ergab

zeitauflösende Fluoreszenzmikroskopie der myo2-Punktmutanten, dass Myo2 auch für die

knospengerichtete anterograde Bewegung von Mitochondrien verantwortlich ist. Diese

Ergebnisse belegen zum ersten Mal die wichtige und direkte Beteiligung eines Myosins an der

mitochondrialen Bewegung und Vererbung in S. cerevisiae.
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Darüber hinaus wurden Mdm31 und Mdm32, zwei funktionell unabhängige Untereinheiten

zweier Komplexe der mitochondrialen Innenmembran (IM), als notwendige Komponenten

der koordinierten Vererbung von mtDNA etabliert. In vorliegender Arbeit konnte dabei

gezeigt werden, dass die Deletion beider Gene jeweils in dem Verlust der Interaktion

zwischen mtDNA und Mmm1, einer Außenmembrankomponente des TMS, resultierte. Dies

deutet auf eine Funktion von Mdm31 und Mdm32 als Innenmembrankomponenten des TMS

hin.
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& Tovar, 2004). Unklar ist allerdings, ob andere eukaryoten-spezifische Strukturen wie der

Zellkern, das ER und lineare Chromosomen zeitlich vor oder nach der Entstehung von

Mitochondrien einzuordnen sind. Nach der Integration des „Urmitochondrions“ in die

ursprüngliche Euzyte wurde im Verlauf der Evolution beinahe das vollständige Genom des

Endosymbionten über Gentransfer in den Zellkern übertragen oder in Form von redundanten

Genen ausgesondert (Gray, 1993; Martin & Herrmann, 1998; Gray et al., 1999). Nur wenige

Gene, die für Komponenten metabolischer Aktivitäten und Faktoren zur Expression des

mitochondrialen Genoms codieren, verblieben im mitochondrialen Genom selbst.

Funktionell sind die Mitochondrien an einer Vielzahl verschiedener Stoffwechselprozesse

beteiligt. Obwohl sie hauptsächlich wegen ihrer zentralen Rolle bei der Versorgung der Zelle

mit ATP bekannt sind, erfüllen die Organellen auch in anderen Bereichen für das Überleben

der Zelle notwendige Funktionen. So findet in Mitochondrien die Assemblierung von Eisen-

Schwefel-Clustern statt (Kispal et al., 2005; Lill & Mühlenhoff, 2005). Fe/S-Cofaktoren

kommen u.a. in Proteinen vor, die für den Export von Ribosomenuntereinheiten aus dem

Zellkern ins Zytoplasma benötigt werden und somit für die Synthese aller kerncodierten

Proteine unverzichtbar sind (Kispal et al., 2005; Yarunin et al., 2005) Darüber hinaus sind

Mitochondrien an wichtigen Prozessen wie dem Fettsäureabbau, dem Harnstoffzyklus und der

Synthese des Hämmoleküls, der Nukleotide, der Pyrimidine und einiger Phospholipide

beteiligt (Scheffler, 2001). In den letzten Jahren richtete sich der Focus der mitochondrialen

Forschung besonders auf die Rolle der Organellen bei der Regulation des programmierten

Zelltodes, der Apoptose (Bernardi, 1999; Bernardi et al., 2001). Die Mitochondrien schütten

dabei verschiedene Substanzen (Cytochrom c, Apoptose induzierende Faktoren (AIFs),

Diablo/Smac und Caspase aktivierte DNAse (CAD)) ins Zytosol aus und aktivieren so

verschiedene Caspasen, die den Beginn der Apoptose einleiten. AIF und CAD werden in den

Zellkern transportiert und führen dort zum Abbau von Chromatin (Wallace, 1999). Weiterhin

stellen Mitochondrien einen zentralen Bestandteil des Zell-Alterungsprozesses dar. Durch

Akkumulierung von Nebenprodukten der oxidativen Phosphorylierung, den so genannten

ROS (reaktive Sauerstoffverbindungen), werden Mutationen in der mtDNA begünstigt. Dies

resultiert in einer Herabsetzung der mitochondrialen Lebensdauer (Wallace, 1999) und somit

in der Minderversorgung der entsprechenden Zellen mit ATP, was schlussendlich zum Altern

und Tod der Zelle führt.

Der Aufbau der Mitochondrien konnte bereits in den 50er Jahren durch
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elektronenmikroskopische Betrachtungen aufgeklärt werden: Zwei Membranen, die

mitochondriale Innen- und Außenmembran, begrenzen die Matrix und trennen den

Intermembranraum vom Cytosol ab. Dabei ist die Struktur der inneren Membran, deren

Oberfläche durch Membraneinstülpungen (Cristae) vergrößert wird, sehr variabel und hängt

von der Art und metabolischen Aktivität des jeweiligen Zelltyps ab (Munn, 1974; Smith &

Ord, 1983, Perkins et al., 2003). Eine weitere Besonderheit neben der Doppelmembran stellt

die Existenz eines eigenen Genoms dar. In S. cerevisiae liegt die mtDNA in Form von ca. 20

Nukleoiden pro Zelle vor. Nukleoide sind große membranassoziierte Komplexe (Williamson

& Fennell, 1979), bestehend aus mehreren DNA-Molekülen, der mtDNA-Polymerase Mip1

(Foury, 1989), dem DNA-bindenden Verpackungsprotein Abf2 (Diffley & Stillman, 1991;

Diffley & Stillman, 1992) und einem weiteren DNA-bindenden Protein Mgm101, das für die

Reparatur oxidativer mtDNA-Schäden verantwortlich ist (Chen et al., 1993; Meeusen et al.,

1999). Das meist zirkuläre DNA-Molekül codiert, abhängig vom jeweiligen Organismus,

allerdings nur für wenige Faktoren, darunter tRNAs, rRNAs, Untereinheiten der

mitochondrialen Ribosomen und einige Proteine der Atmungskette. Der Großteil der

mitochondrial benötigten Proteine wird hingegen vom Kern-Genom codiert, im Zytoplasma

synthetisiert und posttranslational über Proteinkomplexe der mitochondrialen Außen- (TOM)

und Innenmembran (TIM) in die Organellen importiert (Neupert, 1997; Neupert & Brunner,

2002; Pfanner et al., 2004).

Das äußere Erscheinungsbild der Mitochondrien ist sehr vielfältig und hängt stark vom

Organismus und Zelltyp ab. Die typisch nierenförmige Gestalt, die in vielen Lehrbüchern

propagiert wird, ist eine höchst vereinfachte Darstellung der tatsächlichen Organellengestalt,

denn die mitochondriale Morphologie stellt sich in den meisten Organismen und Zelltypen als

dynamisch agierendes verzweigtes Netzwerk dar, das gleichermaßen komplex wie

anpassungsfähig ist (Hoffmann & Avers, 1973; Bereiter-Hahn, 1990; Bereiter-Hahn & Voth,

1994; Warren & Wickner, 1996; Griparic & van der Bliek, 2001). Vier übergeordnete

Prozesse sind für die Aufrechterhaltung dieser mitochondrialen Struktur zuständig: Fusion,

Teilung, Tubulation und Transport (Nunnari et al., 1997; Hermann & Shaw, 1998; Yaffe,

1999). Dabei wirken Fusion und Teilung als antagonistische Prozesse, die sich gegenseitig

regulieren und so das mitochondriale Retikulum aufbauen und erhalten (Nunnari et al., 1997;

Sesaki & Jensen, 1999; Shaw & Nunnari, 2002). Fällt eine der beiden Maschinerien aus,

entstehen schwere morphologische Verformungen (Abbildung 3-1): eng geknüpfte

„Fischernetze“ im Falle einer Teilungsstörung und fragmentierte Mitochondrien bei Vorliegen
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bilden ringförmige Aggregate, die oft auf der zur Knospe distal gelegenen Seite der

Mutterzelle lokalisiert sind (Boldogh et al., 2004). Während die Grundlagen von Fusion und

Teilung zum großen Teil entschlüsselt sind, ist der Ablauf des aktinabhängigen Transports

von Mitochondrien großteils nicht bekannt.

3.2 Identifizierung mitochondrialer Morphologie- und Vererbungskomponenten in
S. cerevisiae

Um die basalen Prozesse der mitochondrialen Funktion und Vererbung zu entschlüsseln, ist

die Identifizierung und Charakterisierung aller beteiligten molekularen Komponenten

unumgänglich. Daher wurde in den vergangenen Jahrzehnten versucht, zunächst einen

Großteil der für das respiratorische Wachstum (Tzagoloff & Dieckmann, 1990; Contamine &

Picard, 2000) und den Aufbau und die Aufrechterhaltung der mitochondrialen Struktur

benötigten Proteine (Hermann & Shaw, 1998; Jensen et al., 2000; Boldogh et al., 2001b)

aufzuklären. Zur Identifizierung mitochondrialer Morphologie- und Transportkomponenten

erwiesen sich dabei morphologische Screens zufallsgesteuert mutagenisierter Hefestämme,

deren Mitochondrien durch spezifische Fluoreszenzmarker angefärbt wurden, als besonders

geeignet (McConnell et al., 1990; Burgess et al., 1994; Hermann et al., 1997; Sesaki &

Jensen, 1999). Danach ermöglichte die postgenomische Ära die Untersuchung vollständiger

Gensätze hinsichtlich ihrer spezifischen Funktion durch systematische, genomweite Screens

(Winzeler et al., 1999; Vidan & Snyder, 2001). Im Jahre 2002 wurde schließlich anhand eines

systematischen Screens einer Deletions-Bibliothek von nicht-essentiellen Hefegenen ein

Großteil aller Gene bestimmt, die an der mitochondrialen Strukturgebung und Funktionalität

beteiligt sind (Dimmer et al., 2002). Die identifizierten Proteinkomponenten ermöglichten

einerseits die Erweiterung bereits bestehender Modelle von Fusion, Teilung, Tubulation und

Transport (Dimmer et al., 2005*), andererseits die Entdeckung gänzlich neuer Komplexe, wie

der Teilungsmaschinerie der mitochondrialen Innenmembran (Messerschmitt et al., 2003).

Obwohl eine überwiegende Mehrheit der mitochondrialen Morphologie- und

Vererbungsvorgänge durch nicht essentielle Genprodukte gesteuert wird, scheint zumindest

die intakte Vererbung der Organellen für Hefezellen ein essentieller Prozess zu sein (Dimmer

et al., 2005*). Somit besteht die hohe Wahrscheinlichkeit, dass neben den nicht essentiellen

auch essentielle Proteine für die Vererbung und damit auch für den Transport von

Mitochondrien von Bedeutung sein könnten.
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3.3 Vererbung von Mitochondrien und mitochondrialer DNA in S. cerevisiae

Mitochondrien sind Organellen, deren Funktionen für die Zelle unabdingbar sind. Daher ist es

notwendig, während der Zellteilung sicherzustellen, dass Mutter- und Tochterzelle im Besitz

funktionsfähiger Mitochondrien bleiben. Dies geschieht, indem sich früh im Zellzyklus die

Mitochondrien zunächst an die spätere Knospungsstelle annähern. Während der S- und G2-

Phase werden die Organellen dann in die wachsende Knospe transportiert und an der Spitze

der Tochterzelle immobilisiert (Simon et al., 1997). Gleichzeitig werden am distal gelegenen

Ende der Mutterzelle ebenfalls Mitochondrien fixiert (Yang et al., 1999). Nach Abschluss der

Zytokinese werden die Mitochondrien aus den Verankerungen gelöst und können sich nun

neu verteilen (Boldogh et al., 2001b). Dieser Prozess stellt sicher, dass jede Zelle mit

Mitochondrien versorgt ist. Die Vererbung des Organells an sich gewährleistet allerdings

noch nicht die Aufrechterhaltung der mitochondrialen Funktion, die wesentlich vom

Vorhandensein der mtDNA bestimmt wird. Also ist von entscheidender Bedeutung, dass

während des Segregationsprozesses Mitochondrien mit mindestens einer intakten Kopie

mtDNA in die Tochterzelle gelangen bzw. in der Mutterzelle verbleiben.

Die koordinierte Verteilung der mtDNA auf Mutter- und Tochterzelle erfolgt dabei nicht

passiv, sondern in einem aktiven, kontrollierten Prozess (Azpiroz & Butow, 1993; Okamoto

et al., 1998; Berger und Yaffe, 2000; Garrido et al., 2003; Meeusen & Nunnari, 2003). Dabei

stellt die Ausbildung des TMS (Berger und Yaffe, 2000; Aiken Hobbs et al., 2001; Boldogh et

al., 2003; Meeusen & Nunnari, 2003) sicher, dass über die mitochondriale Doppelmembran

hinweg die Nukleoide genau an der Stelle an die Innenmembran angelagert werden, an der die

Außenmembran mit dem Aktinzytoskelett interagiert (Abbildung 3-2). Da das Zytoskelett

Mediator für mitochondriale Bewegungen und Vererbung ist, kann durch die indirekte

Verknüpfung der mtDNA mit den Aktinkabeln die Bewegung des Organells mit der

Verteilung der mtDNA synchronisiert werden (Berger & Yaffe, 2000).

Der postulierte Aufbau des TMS stellt sich dabei folgendermaßen dar: drei Proteine, Mmm1,

Mdm10 und Mdm12, die als Komponenten der Tubulationsmaschinerie identifiziert wurden,

bilden einen Proteinkomplex (Mmm1-Komplex) in der äußeren Membran, der entweder

direkt oder indirekt an das Aktinzytoskelett bindet (Burgess et al., 1994; Sogo & Yaffe, 1994;

Berger et al., 1997; Boldogh et al., 1998; Aiken Hobbs et al., 2001; Boldogh et al., 2003;
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mit Mmm1 und wirkt somit auf den Erhalt der mtDNA ein (Youngman et al., 2004).

3.4 Transport von Mitochondrien in S. cerevisiae

Mitochondrien werden in der Zelle entlang zytoskelettaler Strukturen transportiert.

Organismusabhängig können sowohl Mikrofilamente als auch Mikrotubuli als

Transportgeleise verwendet werden. Die Vererbung und die Aufrechterhaltung der

mitochondrialen Morphologie resultiert allerdings immer aus Interaktionen zwischen

Proteinen der mitochondrialen Außenmembran und der entsprechenden Zytoskelettklasse

(Nangaku et al., 1994; Morris & Hollbeck, 1995; Langford, 1995; Pereira et al., 1997; Ligon

& Steward, 2000). Die wiederholten und möglicherweise kurzlebigen Bindungen führen dabei

einerseits zu Transportereignissen im herkömmlichen Sinn, können andererseits aber auch auf

die Gesamtstruktur und Verteilung des mitochondrialen Retikulums innerhalb der Zelle

regulierend einwirken (Yaffe, 1999). Da in S. cerevisiae Mitochondrien ausschließlich über

das Aktinzytoskelett bewegt werden (Drubin et al., 1993; Lazzarino et al., 1994; Hermann &

Shaw, 1998) ist die Bäckerhefe ein geeigneter Modellorganismus für Untersuchungen zum

aktinabhängigen mitochondrialen Transport.

3.5 Aufbau und Funktion des Aktinzytoskelettes

Das Aktinzytoskelett besteht hauptsächlich aus dem Protein Aktin, dessen Interaktion an einer

Vielzahl bindender und assoziierter Proteine die Zusammensetzung und Struktur der

Mikrofilamente bestimmt. In S. cerevisiae wird das Protein von einem einzelnen essentiellen

Gen, ACT1, codiert, das speziesübergreifend stark konserviert ist. In der Zelle liegt Aktin

entweder als 43 kDa großes Monomer (G-Aktin) (Kabsch et al., 1990; Schutt et al., 1993;

Otterbein et al., 2001) oder als Polymer, dem Filament (F-Aktin) vor (Holmes et al., 1990;

Milligan et al., 1990). Das F-Aktin weist anhand von unterschiedlich schnell wachsenden

Enden intrinsische Polarität auf. Die funktionellen Aktinfilamente des Zytoskeletts werden

schließlich von zwei helixartig umeinander gewundenen Ketten F-Aktin gebildet. Durch

ständige Polymerisierungs- und Depolymerisierungsereignisse wird eine hohe Dynamik des

Aktinzytoskeletts erreicht (Pollard & Cooper, 1986). Neben der Unterscheidung zwischen

monomerem G-Aktin und assembliertem Mikrofilament lässt sich in S. cerevisiae das F-Aktin

selbst in zwei strukturell divergente Gruppen unterteilen: Zytoplasmatische Kabel in der
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Mutterzelle, die aus longitudinal verlaufenden Bündeln von Aktinfilamenten bestehen

(Adams & Pringle, 1984), und kortikale Patches, die als Filament-Knäuel charakterisiert sind

und in der Knospe an Stellen des polarisierten Wachstums lokalisiert sind (Kilmartin &

Adams, 1984; Ford & Pringle, 1991; Mulholland et al., 1994; Pruyne et al., 1998) (Abbildung

3-3).

Der eigentliche Assemblierungsprozess von monomerem Aktin zu Mikrofilamenten und

deren polarisierte Ausrichtung in der Zelle wird durch eine Vielzahl so genannter aktin-

bindender Proteine (ABPs) reguliert, die sowohl an die monomere als auch an die polymere

Aktinform binden können (Pollard, 1993). Zu dieser Gruppe zählen neben den essentiellen

Proteinen Profilin (Haarer et al., 1990; Magdolen et al., 1988) und Cofilin (Iida et al., 1993;

Mirzayan et al., 1992) auch Myosine und myosinähnliche Proteine. Weiterhin existieren

Proteine, die einen aktinähnlichen strukturellen Aufbau besitzen, allerdings klar von der

Familie der klassischen Aktine getrennt werden: die aktin-verwandten Proteine (actin-related

proteins, ARPs) (Schwob & Martin, 1992). Zu den ARPs gehört auch das essentielle Protein

Arp2, das zusammen mit Arp3 als Arp2/3 Komplex (Machesky et al., 1994) für

Verzweigungen an oder nahe den Enden bereits existierender Filamente verantwortlich ist

(Amann & Pollard, 2000; Blanchoin et al., 2000; Robinson et al., 2001).

Ebenso vielfältig wie die Proteine, die am Aufbau des Aktinzytoskelettes beteiligt sind,

stellen sich auch die Funktionen der Mikrofilamente in der Zelle dar. Untersuchungen an

temperatursensitiven Mutanten zeigen einerseits die Beteiligung des Aktinzytoskeletts an der

Aufrechterhaltung der Zellstruktur und am polarisierten Wachstum (Pruyne et al., 2004),

A B

Abbildung 3-3: Polymerisierte Strukturen des Aktinzytoskelettes:
A: Differentielle Interferenz Kontrast (DIC) Aufnahme einer knospenden Hefezelle. Der
Balken entspricht einer Länge von 5µm. B: Inverse Darstellung eines mit Rhodamin-
Phalloidin gefärbten Aktinzytoskeletts. Der rote Pfeil markiert ein zytoplasmatisches
Kabel, der blaue Pfeil die kortikalen Patches. Die Anzucht der Zellen, die Färbung der
Aktinfilamente und die Aufnahme der Bilder erfolgte wie in Teilarbeit A beschrieben.
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andererseits agiert Aktin als „Gleis“ für die Beförderung von Membranvesikeln und

Organellen, wie Vakuolen, Peroxisomen oder Mitochondrien (Wertman et al., 1992; Drubin et

al., 1993; Bretscher, 2003; Pruyne et al., 2004).

3.6 Potentielle Motoren für den aktinabhängigen mitochondrialen Transport

Während in S. cerevisiae die „Gleis-Funktion“ des Aktinzytoskeletts für den mitochondrialen

Transport als gesichert gilt (Drubin et al., 1993; Simon et al., 1995; Simon et al., 1997;

Hermann & Shaw, 1998; Fehrenbacher et al., 2004), bleibt die Frage nach dem zugehörigen

Motor, also dem eigentlichen Bewegungsantrieb, nach wie vor ungeklärt.

Forschungsergebnisse der letzten Jahre zeigen allerdings, dass sowohl ein Motorprotein aus

der MyosinV-Familie (Itoh et al., 2002; Boldogh et al., 2004), als auch der Arp2/3 Komplex

(Boldogh et al., 2001a) potentiell für die Rolle als aktinassoziierte Motoren geeignet sind.

Hinweise auf den Transport von Mitochondrien unter Beteiligung des Motorproteins Myo2
aus der Klasse V der Myosine

Molekulare Motorproteine stellen den gebräuchlichsten Antriebsmechanismus für den

intrazellularen Transport von Zellorganellen dar. Sie bewegen ihre „Fracht“ entlang

zytoskelettaler Bahnen, wobei für verschiedene Zytoskelettstrukturen unterschiedliche Sätze

von Motorproteinen benötigt werden: Kinesine und Dyneine für den mikrotubuliassoziierten

Transport, Myosine für Bewegungen entlang des Aktinzytoskelettes.

Viele Mitglieder der Myosin-Familie sind dabei nach ähnlichem Muster aufgebaut. Die

konservierte N-terminale Domäne (Myosin-Kopf) besitzt eine ATPase Funktion, die sowohl

zur Antriebserzeugung als auch für die Bindung an das Aktinfilament notwendig ist (Korn &

Hammer, 1988). Darauf folgt eine ebenfalls konservierte „Neck“-Region, die durch die

Bindung von EF-Hand Proteinen an ihre regulatorische Domäne die Aktivierung der ATPase

ermöglicht (Johnston et al., 1991). Die globuläre Tail-Struktur ist innerhalb der Myosine

deutlich variabler, was auf eine Verwendung für unterschiedliche zelluläre Funktionen

hindeutet (Kiehart, 1990; Cheney et al., 1993; Wright & Jackson, 1996). Weiterhin besitzen

alle Myosine mindestens eine leichte Kette, die über ein IQ-Motiv an die schwere Kette

bindet (Cheney & Mooseker, 1992; Rayment et al., 1993; Xie et al., 1994).
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In der Bäckerhefe wurden insgesamt 5 Proteine aus unterschiedlichen Klassen der Myosin-

Familie identifiziert, darunter auch das Motorprotein Myo2, ein unkonventionelles Myosin

der Klasse V, das, ebenso wie seine assoziierte leichte Kette Mlc1, für das Wachstum von S.

cerevisiae essentiell ist (Stevens & Davis, 1998). Proteine dieser Myosin-Klasse sind im

Allgemeinen als multifunktionelle Cargo-Transporter charakterisiert und an einer großen

Bandbreite von Bewegungen in der Zelle beteiligt (Reck-Peterson et al., 2000). Myo2, ein

Myosin der Klasse V stellt in S. cerevisiae den Mediator für den aktinabhängigen

sekretorischen Vesikeltransport dar (Govindan et al., 1995; Johnston et al., 1991; Schott et al.,

1999). Darüber hinaus ist dieses Myosin als Motor für den vakuolären und peroxisomalen

Transport beschrieben (Catlett & Weisman, 1998; Fagarasanu et al., 2006a; Fagarasanu et al.,

2006b) und am Prozess des polarisierten Wachstums beteiligt (Brockerhoff et al., 1992;

Brockerhoff et al., 1994). Die Koordination dieser unterschiedlichen Cargo-Bindungen an den

Myo2-Transporter erfolgt durch spezielle Subdomänen des C-Terminus. Die Mutagenese der

Cargo-Bindungsdomäne zeigt, dass für den Transport von sekretorischen Vesikeln und der

Vakuole zwei verschiedene, cargo-spezifische Regionen in der globulären C-terminalen

Myo2 Domäne benötigt werden (Catlett et al., 2000) (Abbildung 3-4).

Subdomäne I

Subdomäne
II

Abbildung 3-4: Molekulare Darstellung der globulären Tail-Domäne des Myosin V
Proteins Myo2 aus S. cerevisiae.
Die Bindungsstellen für sekretorische Vesikel und die Vakuole sind innerhalb des C-Terminus
strukturell voneinander getrennt. Oberflächenreste der Subdomäne I sind blau, die der
Subdomäne II rot dargestellt. Die Vakuolenbindestelle ist hellblau markiert, die Bindestelle für
sekretorische Vesikel ist gelb hervorgehoben. Vakuolen- und vesikelspezifische
Aminosäurereste sind für die jeweiligen Bindedomänen angegeben (nach Pashkova et al.,
2006).
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Dabei dient die eine Subdomäne der Bindung von Vakuolen, die andere der Bindung von

sekretorischen Vesikeln. Die Regionen liegen auf entgegen gesetzten Seiten der länglichen

Cargo-Bindungsdomäne. Beide Bereiche weisen an der Oberfläche eine Anzahl

hochkonservierter Aminosäurereste auf, die als Bindungsstellen für cargo-spezifische

Rezeptoren fungieren (Pashkova et al., 2006).

Während mit Myo2 also ein Myosin als Motorprotein für fast alle Zellorganellen agiert,

konnte eine Beteiligung von Myosinen im Allgemeinen und Myo2 im Speziellen am

aktinabhängigen Transport von Mitochondrien in S. cerevisiae bisher nicht belegt werden.

Allerdings gibt es bereits indirekte Hinweise, die auf eine Beteiligung von Myo2 auch am

mitochondrialen Transport schließen lassen. Zum einen weist eine temperatursensitive

Mutante, myo2-573, starke Beeinträchtigungen der mitochondrialen Morphologie und

Verteilung auf (Itoh et al., 2002). Wesentlich dabei ist, dass der veränderte Phänotyp in

Gegenwart eines normal ausgeprägten Aktinzytoskeletts vorliegt. Somit kann ein sekundärer

Effekt durch eine Myo2-bedingte Störung der zytoskelettalen Struktur ausgeschlossen

werden. Zum anderen zeigen verschiedene Beispiele aus der Literatur, dass mit den Myosinen

verwandte Proteine in anderen Organismen durchaus am Transport von Mitochondrien

beteiligt sind. So konnte ein unkonventionelles Myosin auf Mitochondrien in Photorezeptoren

von Heuschrecken nachgewiesen werden (Stürmer & Baumann, 1998), während in

Caenorhabditis elegans Mutanten der Myosin Klasse VI die Verteilung von Mitochondrien

während der Spermatogenese gestört ist (Kelleher et al., 2000). Ein pflanzenspezifisches

Myosin der Klasse XI kolokalisiert in Maiszellen sowohl mit Mitochondrien als auch mit

Chloroplasten (Wang & Pescreta, 2004). Zusätzlich liegen in Säuger-Melanomzellen

Mitochondrien mit einem Myosin Klasse V assoziiert vor, das von dem dilute Gen codiert

wird (Nascimento et al., 1997).

Mitochondrialer Transport durch Arp2/3-Komplex vermittelte Aktinpolymerisation

Der Arp2/3 Komplex ist ein evolutionär hoch konservierter Proteinkomplex, dessen

Hauptfunktion in der Initiation der Aktinpolymerisation liegt (Mullins & Pollard, 1999). Zu

den Untereinheiten zählen neben den beiden Hauptkomponenten Arp2 und Arp3 noch fünf

weitere Proteine (Gournier et al., 2001; Robinson et al., 2001). Nach Aktivierung des

Komplexes durch Proteine der WASp/Scar Familie (Welch et al., 1998; Machesky et al.,
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1999) bilden Arp2 und Arp3 ein Heterodimer aus, das strukturell dem Aktin-Dimer stark

ähnelt. Somit kann der Arp2/3-Komplex freie Aktin-Enden imitieren, die als Nukleationskeim

für neue Aktinfilamente in der Zelle verwendet werden (Blanchoin et al., 2000; Robinson et

al., 2001).

Diese Funktion des Arp2/3 Systems wird in der Natur auch für Bewegungen von

intrazellulären Organismen „zweckentfremdet“. Bakterielle Pathogene wie Listeria

monocytogenes (L. monocytogenes) aktivieren den Komplex durch ein bakterielles Protein

ActA und rekrutieren den Arp2/3 Komplex an ihr hinteres Zellende. Dort wird dann die

Polymerisierung von Aktinfilamenten initiiert, die letztendlich zu einer vorwärtsgerichteten

Bewegung des Bakteriums innerhalb der Wirtszelle führt (Welch et al., 1997; Welch et al.,

1998; Stevens et al., 2006). Beobachtungen am Lichtmikroskop zeigen dabei die wachsenden

Aktinfilamente als Struktur, die einem Kometenschweif ähnelt.

Jüngere Forschungsergebnisse postulieren, dass in S. cerevisiae dieser

Bewegungsmechanismus auch zum mitochondrialen Transport entlang des Aktinzytoskelettes

eingesetzt wird (Boldogh et al, 2001a). Hinweise darauf geben Experimente, die

Untereinheiten des Arp2/3-Komplexes an der mitochondrialen Oberfläche lokalisieren.

Zusätzlich weisen Zellen, die eine Mutation im ARP2 Gen tragen, verminderte

Transportgeschwindigkeit und den Verlust linearer, anterograder Bewegung auf (Boldogh et

al., 2001a). Weiterhin zeigen lichtmikroskopische Beobachtungen so genannte Aktin-Wolken

in der direkten Nähe von Mitochondrien, die auch bei L. monocytogenes als Intermediate bei

der Bildung von Aktinschweifen auftreten (Welch et al., 1997; Welch et al., 1998). Allerdings

unterscheidet sich die aktinabhängige Bewegung von Mitochondrien in einem wesentlichen

Punkt von anderen polymerisierungsabhängigen Bewegungsvorgängen: Mitochondriale

Bewegung erfolgt an bereits bestehenden Aktinkabeln (Fehrenbacher et al., 2004), während

bakterielle Pathogene und internalisierte Endosomen durch das Wachstum eines neu

erzeugten kometenähnlichen Aktinendes vorangetrieben werden (Stevens et al., 2006).
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4. Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

Obwohl bereits seit über einem Jahrzehnt bekannt ist, dass der mitochondriale Transport in

der Bäckerhefe aktinabhängig erfolgt, ist der eigentliche Ablauf der Bewegungsereignisse

kaum verstanden und viele Zusammenhänge bleiben lückenhaft oder ungeklärt. Bereits die

Frage nach dem eigentlichen Bewegungsmotor und dessen Rezeptoren auf der

mitochondrialen Außenmembran wird kontrovers diskutiert. Stellt ein Mitglied der

Myosinfamilie den Motor für den Transport dar oder treibt Aktinpolymerisation die

Bewegung voran? Welche mitochondrialen Außenmembranproteine kommen als Rezeptoren

für die Bindung an das Aktinzytoskelett in Frage? Welche weiteren Proteine sind an der

Regulation von Bindung und Bewegung beteiligt? Darüber hinaus bleibt in diesem

Zusammenhang zu klären, wie die Segregation von Mitochondrien während Transport- und

Vererbungsereignissen an die Vererbung der mtDNA gekoppelt wird. Wie ist der

verantwortliche membrandurchspannende Komplex aufgebaut? Erfüllen die beiden

Innenmembranproteine Mdm31 und Mdm32 tatsächlich eine Rolle als Komponenten dieses

Komplexes?

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war es, eine Hefestamm-Sammlung, die 2/3 aller essentiellen

Gene unter Kontrolle eines reprimierbaren Promotors beinhaltet (Mnaimneh et al., 2004),

systematisch nach bisher unbekannten Mutanten mit mitochondrialen Defekten zu

durchmustern. Es sollten dabei essentielle Proteine und zelluläre Prozesse erfasst werden, die

an der mitochondrialen Morphogenese und Verteilung beteiligt sein könnten. Darauf

aufbauend sollten anhand des Screens identifizierte Komponenten der mitochondrialen

Morphogenese funktionell charakterisiert werden. Insbesondere sollte anhand von

molekularbiologischen und zytologischen Methoden die Frage geklärt werden, ob eines der

ermittelten essentiellen Proteine als Mediator der Interaktion zwischen Mitochondrien und

dem Aktinzytoskelett und/oder als Motor für den mitochondrialen Transport in Frage kommt.

Zusätzlich sollte geklärt werden, welchen Anteil die beiden mitochondrialen Innenmembran-

Proteine Mdm31 und Mdm32 an der zytoskelettabhängigen, koordinierten Vererbung von

mtDNA besitzen. Dazu sollte untersucht werden, ob in Mdm31-, bzw. Mdm32-

Deletionsmutanten die räumliche Nähe von mtDNA-Nukleoiden und mitochondrialen

Außenmembranproteinen des TMS aufgehoben wird.
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5. Ergebnisse und Diskussion

5.1 Durchmusterung einer Hefe-Bibliothek essentieller Gene nach Mutanten mit
Morphologie- und Verteilungsdefekten

Für die Identifizierung essentieller mitochondrialer Morphologie- und

Vererbungskomponenten wurde eine Hefe-Bibliothek essentieller Gene systematisch

durchgemustert. Die Expression jedes dieser Gene kann durch Zugabe von Doxyzyklin

(DOX) über einen spezifischen regulierbaren Promotor (TetO7) ausgeschaltet werden

(Mnaimneh et al., 2004). Zur Durchführung des Screens wurden alle TetO7-Stämme mit und

ohne Zugabe von DOX angezogen und hinsichtlich ihres mitochondrialen Phänotyps

untersucht. Um die Morphologie fluoreszenzmikroskopisch erfassen zu können, wurden die

Organellen dazu mit spezifischen Farbstoffen angefärbt.

Nach Aussonderung aller morphologisch unauffälligen Stämme blieben 119 Mutanten übrig,

die schwere mitochondriale Defekte aufwiesen (Altmann & Westermann, 2005*
,

Supplemental Material). Die jeweils verantwortlichen Gene und deren Produkte wurden nach

Angaben der Saccharomyces Genome Database (Christie et al., 2004) und der Comprehensive

Yeast Genome Database (Güldener et al., 2005) funktionellen Gruppen zugeordnet. Fünf

dieser Kategorien enthielten einen signifikant hohen Prozentsatz an Mutanten mit veränderter

mitochondrialer Morphologie (Altmann & Westermann, 2005*, Abbildung 1): „Ergosterol

Biosynthese“, „Mitochondrialer Proteinimport“, „Vesikulärer Transport und Sekretion“,

„Ubiquitin/26S Proteasom-abhängiger Proteinabbau“, „Aktinzytoskelettabhängiger

Transport“. Die Prozesse, die diesen fünf Kategorien zu Grunde liegen, spielen folglich für

die Aufrechterhaltung der mitochondrialen Morphologie eine wesentliche Rolle. Ob der

Einfluss der identifizierten Mutanten auf die Strukturgebung allerdings primärer oder

sekundärer Natur ist und welches dieser essentiellen Proteine als mögliche mitochondriale

Transportkomponente in Frage kommen könnte, wird nachfolgend diskutiert.

Die Beteiligung der Ergosterol-Biosynthese an der mitochondrialen Strukturgebung

Alle elf in der Bibliothek enthaltenen Stämme mit promotorregulierten Genen, die für

Komponenten des Ergosterol-Biosyntheseweges codieren, zeigten nach DOX-Zugabe

aggregierte, geschwollene Mitochondrien (Altmann & Westermann, 2005*, Abbildung 2). Das
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in Pilzen vorliegende Membranlipid, das im Wesentlichen dem Cholesterin von Tieren

entspricht, ist also wesentlich an der Aufrechterhaltung der mitochondrialen Struktur beteiligt.

Aktuelle Veröffentlichungen, die die Ergosterole als Komponenten der homotypischen

Vakuolenfusion in Hefe beschreiben, weisen dabei auf eine direkte Beteiligung der Lipide an

der mitochondrialen Morphogenese hin (Kato & Wickner, 2001; Fratti et al., 2004). Aufgrund

des niedrigen Gehalts von Ergosterolen in der vakuolären Membran wird postuliert, dass sich

die Aufgabe der Lipide während der Vakuolenfusion nicht auf die Modulation physikalischer

Eigenschaften der Membranen beschränkt. Vielmehr erstreckt sie sich spezifisch auf die

Aktivierung und/oder Anordnung von Fusionsproteinen. Eine ähnliche Funktion der

Ergosterole als Komponenten der Fusionsmaschinerie wäre auch im Falle der Mitochondrien

vorstellbar.

Die Rolle von Proteinimport- bzw. Proteinassemblierung bei der Aufrechterhaltung der

mitochondrialen Morphologie

Auch ein Großteil der untersuchten mitochondrialen Proteinimport- und

Proteinassemblierungsmutanten zeigten eine veränderte Morphologie (Altmann &

Westermann, 2005*, Abbildung 3), die u.a. durch das Fehlen essentieller Untereinheiten des

TOM-Komplexes, des TIM23-Komplexes und des SAM-Komplexes (Sortierungs- und

Assemblierungsmaschinerie) verursacht wird. Daher liegt die Schlussfolgerung nahe, dass der

Proteinimport und die Proteinassemblierung für den Erhalt der mitochondrialen Struktur

benötigt werden. Analoge Befunde für Tom7, einer nicht-essentiellen Untereinheit des TOM-

Komplexes, stützen diese These (Dimmer et al., 2002). Die postulierte Beteiligung des SAM-

Komplexes an der mitochondrialen Morphogenese wird durch Daten gestärkt, die für

temperatursensitive Mutanten der Komplexuntereinheit Sam50 ähnliche morphologische

Defekte beschreiben (Meisinger et al., 2004). Dabei wird angenommen, dass Sam50

zusammen mit weiteren Außenmembranproteinen für den Aufbau eines funktionalen TOM-

Komplexes verantwortlich ist. Allerdings scheint die Beteiligung der Import- und

Assemblierungsmaschinerie an der mitochondrialen Morphogenese in erster Linie ein

sekundärer Effekt zu sein, da viele der bekannten strukturbildenden mitochondrialen Proteine

in die Mitochondrien importiert und in eine der beiden Membranen eingebaut werden. Daher

resultiert eine Störung des Imports oder der Sortierung von primären
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Morphologiekomponenten in die Subkompartimente zwangsläufig in der Ausprägung von

Mitochondrien mit gestörter Morphologie.

Die Verbindung zwischen vesikulärem Transport und der mitochondrialen Morphologie

Ungefähr die Hälfte der promotorregulierten Gene, die für vesikuläre Transportproteine

codieren, zeigten nach Inkubation mit DOX fragmentiert-aggregierte Mitochondrien

(Altmann & Westermann, 2005*, Abbildung 5). Erwähnenswert sind aus dieser Gruppe die

Proteine Sec17 und Sec18, Homologe der Säugerproteine alpha-SNAP und NSF, die dort für

die Regulation der Disassemblierung von SNARE-Komplexen verantwortlich sind, sowie das

Translokon SEC61 und Srp101, die Alpha-Untereinheit des SRP-Rezeptors (Signal

Recognition Particle). Unter Berücksichtigung bereits publizierter Fakten müssen diese

Ergebnisse des Screens allerdings unterschiedlich bewertet werden. Während

temperatursensitive sec18 Mutanten keinerlei Beeinträchtigung der mitochondrialen

Morphologie aufweisen (Nunnari et al., 1997) zeigten temperatursensitive srp101 Mutanten

ebenfalls fragmentierte Mitochondrien (Prinz et al., 2002). Eine Beteiligung des ER und des

gesamten Sekretionsprozesses an der mitochondrialen Morphogenese bleibt auf Grund des

hohen prozentualen Anteils von Morphologiemutanten trotzdem sehr wahrscheinlich. Dieses

Ergebnis eröffnet einen vollständig neuen Weg, um den Lipidaustausch zwischen dem ER

und den Mitochondrien zu untersuchen.

Einfluss des Ubiquitin/26S Proteasom-Systems auf die mitochondriale Morphogenese

Ungefähr zwei Drittel aller Stämme mit promotorregulierten Genen, die für essentielle

Untereinheiten des Proteasoms codieren, weisen nach Abschalten des Promotors starke

Störungen des mitochondrialen Reticulums in Form von fragmentiert-aggregierten

Mitochondrien auf (Altmann & Westermann, 2005*, Abbildung 6). Hingegen scheinen

Stämme, denen zellzyklus-spezifische Faktoren für den Proteinabbau fehlen, in der

mitochondrialen Morphologie nicht beeinträchtigt. Frühere Beobachtungen zeigten bereits,

dass Ubiquitin (Fisk & Yaffe, 1999), das 26S-Proteasom (Rinaldi et al., 1998) und der SCF-

abhängige Proteinabbau (Fritz et al., 2003) an der Aufrechterhaltung der mitochondrialen
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Morphologie beteiligt sind. Dabei kontrolliert das Ubiquitin/26S-Proteasomsystem Fusions-

und Spaltungsereignisse vermutlich sekundär durch den Abbau von regulierenden Faktoren.

Beteiligung von Komponenten des Aktinzytoskelettes an der mitochondrialen Struktur

Mitochondrien bewegen sich in allen Organismen entlang zytoskelettaler Strukturen. In der

Bäckerhefe übernehmen speziell die Aktinfilamente die Rolle dieser Transportgleise

(Hermann & Shaw, 1998; Jensen et al., 2000; Boldogh et al., 2001b). Fehler in der

Anordnung der Filamente oder die Depletion von strukturgebenden Aktinkomponenten

resultieren also zwangsläufig in der Ausbildung von mitochondrialen Transport- und

Vererbungsdefekten. Zwei Drittel der Stämme mit essentiellen Genen, die für aktinassoziierte

oder aktinbindende Protein codieren, zeigten nach Ausschalten des Promotors aggregierte

oder ringförmige Mitochondrien (Altmann & Westermann, 2005*, Abbildung 4). Nach

Doppelfärbung von Aktin und Mitochondrien konnten anhand von

fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen diese Stämme in zwei Kategorien aufgeteilt

werden: Klasse A (Veränderte Mitochondrien und fehlorganisiertes Aktinzytoskelett) und

Klasse B (Veränderte Mitochondrien und intaktes Aktinzytoskelett). Zu den Mitgliedern der

Klasse A gehörten neben Komponenten des ARP2/3 Komplexes auch Untereinheiten des

CCT Chaperons, das für die Aktin- und Tubulinfaltung verantwortlich ist. Weiterhin zählten

auch das Motorprotein Myo2 und weitere Faktoren der Aktinorganisation zu dieser Gruppe.

Die Klasse B enthielt lediglich Mlc1, eine leichte Kette, die in S. cerevisiae mit den

Motorproteinen Myo2 und Myo1 assoziiert vorliegt.

Während einerseits durch den prozentual hohen Anteil an Mutanten in der Gruppe der

Aktinkomponenten die wichtige Rolle des Aktinzytoskeletts für die mitochondriale

Morphogenese unterstrichen wird, bleibt andererseits allerdings die Frage offen, ob die

Einwirkung der Mutanten auf die Gestaltbildung primärer oder sekundärer Natur ist. Es

scheint plausibel, dass die Senkung des Expressionslevels sämtlicher Proteine der

Aktinassemblierung bzw. der Aktinorganisation in der Fehlorganisation des Aktinzytoskeletts

resultiert. Daher ist der Einfluss dieser Komponenten auf die Morphogenese sicherlich

sekundärer Natur.
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Dagegen wurde bereits in anderen Publikationen ein möglicher primärer Einfluss des Arp2/3

Komplexes (Boldogh et al., 2001a; Fehrenbacher et al., 2004) und des Motorproteins Myo2

(Itoh et al., 2002; Boldogh et al., 2004; Itoh et al., 2004) auf den aktinabhängigen,

mitochondrialen Transport und damit auch auf die Morphologie postuliert. Welcher der

beiden Komplexe nun tatsächlich als Motor in Frage kommt ist umstritten (Boldogh et al.,

2001a; Boldogh et al., 2004; Itoh et al., 2004). Die Ergebnisse aus der Durchmusterung der

Bibliothek lassen allerdings vermuten, dass Myo2 und seine assoziierte leichte Kette Mlc1

eine weitaus bedeutendere Rolle am mitochondrialen Transport spielen könnten als bisher

angenommen wurde. Denn für die Zellen der Stämme TetO7-mlc1 und TetO7-myo2 wurden

auch ohne Inkubation mit DOX mitochondriale Defekte in Gegenwart eines intakten

Aktinzytoskeletts beobachtet (Altmann & Westermann, 2005*, Abbildung 4). Dies spricht

dafür, dass unter nicht-reprimierenden Bedingungen die Expression über den DOX-

regulierbaren Promotor nicht dem physiologischen Expressionslevel des endogenen

Promotors gleicht. Somit liegen also auch ohne Induktion beide Proteine in nicht-

physiologischen Konzentrationen, vermutlich überexprimiert, in der Zelle vor. Dieser

Proteinüberschuss könnte im Stamm TetO7-myo2 aufgrund der limitierenden Menge der

essentiellen leichten Kette Mlc1 zu den toxischen Effekten führen (Stevens & Davis, 1998),

die in der Ausprägung der ringähnlichen Mitochondrien resultieren. Da gleichzeitig mit den

veränderten Phänotypen in den Stämmen TetO7-mlc1 und TetO7-myo2 ein normal

ausgeprägtes Aktinzytoskelett zu beobachten war, handelt es sich bei dem Einfluss der

Mutationen auf die mitochondriale Morphogenese mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht um

einen sekundären Effekt. Vielmehr kann vermutet werden, dass Myo2 und Mlc1 eine primäre

Rolle zumindest bei der Bindung von Mitochondrien an die Aktinfilamente spielen. Damit

sind beide Proteine Kandidaten für Komponenten des mitochondrialen Transportes und

werden nachfolgend (Altmann et al., 2007*) als solche näher charakterisiert.

5.2 Beteiligung des Motorproteins Myo2 und seiner leichten Kette Mlc1 am
Transport und der Vererbung von Mitochondrien in S. cerevisiae

Der Ablauf des aktinabhängigen Transports von Mitochondrien ist bis heute ungeklärt.

Aktuelle Hypothesen stützen sich entweder auf Myosine als mögliche Bewegungsmotoren

(Itoh et al., 2002; Itoh et al., 2004) oder favorisieren die Arp2/3-Komplex-vermittelte

Aktinpolymerisation als Antrieb für den Transport der Organellen (Boldogh et al., 2001b;

Fehrenbacher et al., 2004). Ein wichtiges Resultat des Screens war die Identifizierung zweier
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Proteine, des Myosin-Motorproteins Myo2 und seiner leichte Kette Mlc1, deren Einfluss auf

die mitochondriale Morphologie auf eine mögliche direkte Beteiligung beider Proteine am

Transport der Organellen schließen ließ. Durch nachfolgend beschriebene Untersuchungen

sollten tiefere Einblicke in die Rolle von Myo2 am mitochondrialen Transport gewonnen

werden.

Depletion von Myo2 und Mlc1 verändert die mitochondriale Gestalt und Funktion

Zunächst war es notwendig, zu belegen, dass der veränderte mitochondriale Phänotyp in den

TetO7-myo2 und TetO7-mlc1-Stämmen nicht das Resultat einer Fehlorganisation des

Aktinzytoskeletts ist, sondern einen primären Effekt darstellt, der ausschließlich auf die

Abwesenheit beider Proteine zurückzuführen ist. Dazu wurden Zellen beider Stämme für

unterschiedliche Zeitspannen in Gegenwart von DOX inkubiert, um die Struktur von

Mitochondrien und Aktin bei unterschiedlichen Myo2-Konzentrationen beobachten zu

können. Untersuchungen am Fluoreszenzmikroskop zeigten dabei, dass im Zeitraum 0-15 h

nach DOX-Zugabe mit 30-50% eine signifikante Anzahl von Zellen ringförmige

Mitochondrien in Gegenwart eines intakten Zytoskeletts aufwiesen. (Altmann et al., 2007*,

Abbildung 1A). Dies verdeutlicht, dass in den TetO7-myo2 und TetO7-mlc1-Stämmen die

gestörte Morphogenese eindeutig primäre Konsequenz der Myo2- bzw. Mlc1-Depletion ist

und nicht durch Veränderungen des Zytoskeletts erklärt werden kann.

Nach den fluoreszenzmikroskopischen Beobachtungen sollten elektronenmikroskopische

Untersuchungen genaueren Aufschluss über die Ultrastruktur der Mitochondrien aus den

TetO7-myo2 und TetO7-mlc1-Stämmen geben. Auch hier wiesen die Organellen eine

ringförmig-aggregierte Gestalt auf (Altmann et al., 2007*, Abbildung 1B). Das Fehlen von

Cristaestrukturen legte die Vermutung nahe, dass beide Mutanten, ähnlich wie andere Stämme

mit Morphologiedefekten (Berger & Yaffe, 2000), das mitochondriale Genom verloren haben

könnten. Tatsächlich wiesen Zellen der TetO7-myo2 und TetO7-mlc1-Stämme, in denen durch

einen interkalierenden Farbstoff die mtDNA angefärbt wurde, keine Nukleoidstrukturen auf

(Altmann et al., 2007*, Abbildung 1C). Dies verdeutlicht, dass physiologische

Konzentrationen von Myo2 und Mlc1 für die Vererbung funktioneller Mitochondrien wichtig

sind.
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Spezifische Mutationen in der globulären Tail-Domäne von Myo2 zeigen einen Einfluss auf

die mitochondriale Morphogenese

Nachdem anhand der Stämme TetO7-myo2 und TetO7-mlc1 der direkte Einfluss von Myo2 auf

die mitochondriale Morphogenese und Funktionsfähigkeit gezeigt werden konnte, stellte sich

nun die Frage, welche Domäne von Myo2 für die Aufrechterhaltung der mitochondrialen

Struktur verantwortlich sein könnte. Dabei ist aus der Literatur bereits bekannt, dass die

globuläre Tail-Domäne von Myo2 die Bindung des Motorproteins an verschiedene Cargo-

Membranen wie Vakuolen oder sekretorische Vesikel vermittelt (Catlett & Weisman, 1998;

Schott et al., 1999; Pashkova et al., 2006). Folglich liegt die Vermutung nahe, dass diese

Domäne auch für die Anbindung von Myo2 an die Mitochondrien von Bedeutung sein

könnte. Die dadurch erzeugte Interaktion zwischen den Organellen und dem Aktinzytoskelett

wäre dann maßgeblich für eine wildtypische mitochondriale Morphologie.

Um diese Hypothese zu überprüfen, wurden temperatursensitive myo2-Stämme mit

Punktmutationen in vakuolen- und vesikelspezifischen Subdomänen des C-Terminus (Catlett

& Weisman, 1998; Catlett et al., 2000; Pashkova et al., 2006) hinsichtlich Störungen der

mitochondrialen Verteilung und Morphologie fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Dabei

zeigten alle Punktmutanten mit Aminosäureaustauschen in der vesikelspezifischen Domäne

wildtypische mitochondriale Tubuli in Mutter- und Tochterzelle. Hingegen wiesen sechs von

acht vakuolenspezifischen Mutanten aggregierte Mitochondrien in Gegenwart eines intakten

Aktinzytoskeletts auf. Die Verteilung der Organellen auf die Tochterzellen war stark gestört;

der Großteil aller Knospen wies keine Mitochondrien auf (Altmann et al., 2007*, Abbildung

3A, 3C und 5B). Die Tatsache, dass zwei Aminosäureaustausche in dieser Domäne keinen

Effekt zeigen, gibt einen Hinweis darauf, dass der Proteinabschnitt zur Bindung von

Mitochondrien zwar mit der Bindungsstelle für Vakuolen überlappen könnte, nicht aber mit

dieser identisch ist. Dieses Ergebnis macht deutlich, dass die für die Bindung der Vakuolen

verantwortliche C-terminale Subdomäne von Myo2 auch einen Anteil an der

Aufrechterhaltung der mitochondrialen Morphologie und Verteilung innehat.
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Myo2 und Mlc1 sind notwendig für die Interaktion zwischen Mitochondrien und

Aktinfilamenten in vitro

Um die Beteiligung von Myo2 und Mlc1 an der Interaktion zwischen Mitochondrien und

Aktinfilamenten zu untermauern, wurde auf den etablierten in vitro Sedimentations-Assay

zurückgegriffen (Lazzarino et al., 1994). In diesem Versuch werden isolierte Mitochondrien

und polymerisierte Aktinfilamente in An- bzw. Abwesenheit von ATP miteinander inkubiert,

über ein Saccharosekissen zentrifugiert und die Menge an gebundenem Aktin im

Mitochondrien-Pellet per Westernblot-Analyse quantifiziert. Während ohne ATP eine

irreversible Bindung eintritt, findet nach Zugabe von ATP keine stabile Interaktion zwischen

den Komponenten statt. Auch nach Salzextraktion der peripheren Membranproteine der

Mitochondrien ist eine Bindung zwischen den Organellen und Aktin nicht möglich. Die

Zugabe von peripheren Membranproteinen (Salzextrakt) zu den extrahierten Mitochondrien

stellt die Bindungskapazität vollständig wieder her (Altmann et al., 2007*, Abbildung 2A),

was darauf hinweist, dass die ATP-sensitive Bindung der Organellen an das Zytoskelett durch

periphere Membranproteine vermittelt wird.

Für nachfolgend beschriebenen Sedimentations-Assay wurden Mitochondrien aus den

Stämmen TetO7-myo2 bzw. TetO7-mlc1 sowie aus zwei temperatursensitiven Punktmutanten

mit Aminosäureaustauschen in der vakuolenspezifischen Bindungsdomäne isoliert. Das

Experiment ergab in Abwesenheit von ATP für die Mitochondrien aller Stämme eine

Verringerung der Aktin-Bindungskapazität auf ungefähr 50% gegenüber der

Bindungskapazität von Wildtypmitochondrien (Altmann et al., 2007*, Abbildung 2B und 4A).

Die Inkubation von TetO7-myo2 bzw. TetO7-mlc1-Mitochondrien mit Salzextrakt aus

Wildtyp-Mitochondrien vor der Zugabe der Organellen zu den Aktinfilamenten stellte die

Bindungskapazität fast gänzlich wieder her (Altmann et al., 2007*, Abbildung 2C). Zusätzlich

inhibiert die Zugabe von Antikörpern gegen Myo2 zu Wildtyp-Mitochondrien die ATP-

sensitive Aktinbindung vollständig. (Altmann et al., 2007*, Abbildung 2D).

Um die beschriebenen Beobachtungen auch fluoreszenzmikroskopisch visualisieren zu

können, wurde der in vitro Assay modifiziert. Mitochondrien wurden von mtGFP

exprimierenden Wildtyp-, TetO7-myo2- und TetO7-mlc1-Zellen sowie den beiden

Punktmutanten isoliert. Die gereinigten Organellen wurden mit Alexa Fluor 568-markierten

Aktinfilamenten in Abwesenheit von ATP inkubiert und danach direkt
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fluoreszenzmikroskopisch untersucht. (Altmann et al., 2007*, Abbildungen 2E, 2F und 4B).

Dabei stimmten die Ergebnisse mit den Resultaten des Sedimentationsassays gut überein.

Diese Ergebnisse zeigen, dass mitochondrial gebundenes Myo2 und seine leichte Kette Mlc1

die Interaktion zwischen Aktin und den Mitochondrien vermitteln. Dabei scheint besonders

die intakte Struktur der C-terminalen, vakuolenspezifischen Bindungsdomäne von Myo2

wesentlich für die Anbindung der Organellen an die Filamente in vitro zu sein. Allerdings

genügt eine Restexpression der Proteine in den TetO7-myo2 bzw. TetO7-mlc1 Stämmen

offensichtlich für die immer noch vorhandene, wenn auch eingeschränkte Möglichkeit der

Mitochondrien an Aktinfilamente zu binden. Dagegen blockiert die Zugabe des Myo2

gerichteten Antikörpers die Funktion des Proteins komplett. In den temperatursensitiven

Stämmen scheint auch unter restriktiven Bedingungen noch genügend funktionsfähiges Myo2

vorhanden zu sein, um ein geringes Maß an Interaktion zwischen Organellen und Filamenten

zu ermöglichen.

Myo2 ist ein aktiver Motor für den anterograden Transport von Mitochondrien in die Knospe

In temperatursensitiven myo2-Stämmen mit Punktmutationen in der vakuolenspezifischen

Bindungsdomäne war zu beobachten, dass die Vererbung der Organellen auf die

Tochterzellen nur stark eingeschränkt erfolgte. Da dies Resultat eines mitochondrialen

Transportsdefekts darstellen könnte, wurde mittels zeitaufgelöster 3D-Mikroskopie lebender

Zellen versucht, die Bewegungsereignisse von Mitochondrien in den Zellen einer

Punktmutante nachzuvollziehen.

Dabei war zu beobachten, dass sich die Mitochondrien über einen Zeitraum von 30 min nur

langsam und über geringe Distanzen bewegten. Häufig wurden Knospen verschiedenster

Größe gänzlich ohne Mitochondrien vorgefunden (Altmann et al., 2007*, Abbildungen 5A).

Eine detaillierte Betrachtung der Aufnahmen ergab, dass, verglichen mit Wildtypzellen, nur

ein geringer prozentualer Bruchteil von Mitochondrien in der Mutante noch in der Lage war,

die Knospungsstelle zu passieren.

Dieses Resultat zeigt, dass der knospengerichtete Transport in Punktmutanten mit

Aminosäureaustauschen in der vakuolenspezifischen Bindungs-Domäne am Myo2 C-
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5.4 Schlussfolgerungen und Ausblick

Die Resultate der vorliegenden Arbeit belegen die Rolle von Myo2 und seiner assoziierten

leichten Kette Mlc1 als Mediatoren der Interaktion zwischen Mitochondrien und

Aktinfilamenten. Dies geht mit Beobachtungen anderer Arbeiten konform, die zeigen, dass

Mutationen in den Myo2 Bindungsstellen auf den Aktinkabeln bzw. die Sättigung dieser

Stellen mit funktionslosen Myo2-Kopfdomänen in einem Verlust der Aktin-

Bindungskapazität von Mitochondrien resultieren (Drubin et al., 1993; Lazzarino et al., 1994).

In der vorliegenden Arbeit konnte zusätzlich belegt werden, dass das Myosin als Motor für

den anterograden Transport der Organellen benötigt wird. Beide Beobachtung stehen in

direktem Widerspruch zu dem Modell, das eine direkte Rolle von Myo2 am mitochondrialen

Transport ablehnt und den Arp2/3-Komplex als Motor und Mediator der Interaktion zwischen

Mitochondrien und dem Aktinzytoskelett favorisiert (Boldogh et al., 2004). Als

Hauptargument gegen Myo2 als Motorprotein für den mitochondrialen Transport wird dabei

angeführt, dass in bestimmten myo2-Mutanten keine negative Beeinflussung der

Bewegungsgeschwindigkeit von Mitochondrien festzustellen ist (Boldogh et al., 2004).

Dieses Argument ist allerdings nicht stichhaltig, da die Geschwindigkeit von Myo2 für die

Bewegungsgeschwindigkeit der Mitochondrien nicht zwangsläufig ein limitierender Faktor

sein muss. Denn es ist davon auszugehen, dass vermutlich mehrere Motoren gleichzeitig für

den Transport großer Organellen wie den Mitochondrien verantwortlich sind. In diesem Fall

würde die Geschwindigkeit eines einzelnen, sich prozessiv bewegenden Motorproteins keine

wesentliche Auswirkung auf die Geschwindigkeit des Gesamtprozesses zeigen. Damit

konform gehen auch Beobachtungen, die für Mitochondrien aus Wildtypzellen große

Schwankungen in der Bewegungsgeschwindigkeit aufzeigen (Fehrenbacher et al., 2004). Die

Hypothese vom Arp2/3-Komplex vermittelten mitochondrialen Transport sieht für Myo2

zwar auch eine Funktion bei der mitochondrialen Vererbung, diese beschränkt sich allerdings

auf die Rolle als Transporter von Faktoren, die in die Knospe für die Retention von

Mitochondrien während der Zytokinese benötigt werden (Boldogh et al., 2004). Dagegen

sprechen einerseits die in-vitro Assays, die für Myo2 und Mlc1 eine essentielle Bedeutung bei

der Interaktion zwischen Aktinfilamenten und den Mitochondrien zeigen, andererseits die

Defekte in der anterograden Bewegung, die durch das Fehlen von Retentionsfaktoren in der

Knospe nicht erklärt werden können. Somit lassen die vorliegenden Ergebnisse den Schluss

zu, dass Myo2 als Mediator der Interaktion zwischen Mitochondrien und dem
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